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2. Pouzité zkratky
BDNF — brain derived growth factor

CCR - receptor chemokinu CC

CNTF — ciliary neurotrophic factor

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGF — endothelial growth factor

GABA — gamma aminobutyric acid

GM-CSF — granulocyte macrophage colony stimulating factor
HIF — hipoxia inducible factor

CHAK — chemokine activated killer

IFN — interferon

Ig - imunoglobulin

IGF — insulin like growth factor

IL — interleukin

IP — interferon inducible protein

kDa — kilodalton

LNGFR — Low-affinity nerve growth factor receptor
LPS — lipopolysacharid

MAPK — mitogen activated proteinkinase

MCP — monocyte chemoattractant protein

PDGF — platelet derivered growth factor

PDNF - parasite-derived counterpart of neurotrophic
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PDR — proliferativni diabeticka retinopatie
RNA — ribonukleova kyselina

TNF — tumor necrosis factor

TGF — transforming growth factor

TrkB — Tyrosine receptor kinase B

VEGF - vascular endothelial growth factor



3. Souhrn
Cilem prace bylo zjistit, zda lze pomoci multiplexové imunoanalyzy stratifikovat pacienty
s proliferativni diabetickou retinopatii — tj. zda u pacienti s komplikovanym Kklinickym
pribéhem zjistime rozdil v koncentraci vybranych biomarkerti, proti pacientim

s nekomplikovanym priab¢hem.

Bylo provedeno stanoveni angiogennich, antiangiogennich a zanétlivych cytokint
multiplexovou analyzou ve 59 vzorcich nitroo¢ni tekutiny aspirované z ptredni komory
pacientii s PDR a u 51 kontrolnich vzorki od pacienti s kataraktou. Bylo provedeno srovnani
vysledki u pacientli s nekomplikovanym pribéhem onemocnéni a u terminalniho stadia

onemocnéni s neovaskularnim glaukomem refrakternim na konvenc¢ni 1é¢bu.

Bylo zjisténo, ze stratifikace pacienti podle klinické zadvaznosti PDR koreluje s hodnotami
koncentrace proangiogennich cytokinli méfenych multiplexovou analyzou v nitroo¢ni
tekutiné¢. Déle bylo nalezeno nékolik dalSich cytokinil, jejichz hladiny jsou zvySené

v nitroo¢ni tekutiné pacienti s PDR oproti kontrolni skupiné.
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Pacienti s nejzavaznéjSim  klinickym pribéhem dosahovali nejvysSich  hodnot
proangiogennich  cytokini v  nitroocni tekutiné. Stanoveni hodnot koncentraci
proangiogennich cytokinii multiplexovou analyzou ma tedy vyznam tam, kde z klinického
nalezu hrozi komplikovany pribéh. Vysoka hladina VEGF v nitroo¢ni tekutiné¢ znamena, Ze
se jedna o skutecné rizikového pacienta a je na misté pouzit intenzivnéjsi terapeutické postupy
— opakované intravitrealni injekce inhibitortt VEGF, kortikosteroidli, panretindlni laserovou
fotokoagulaci , cyklokryodestrukci €1 cyklofotodestrukci. Naopak nizké hladiny znamenaji, ze
intenzivni antiVEGF terapie neni na misté, jeji vedlej$i nezadouci ucinky by pievazily

potencialni pfinos.



4. Summary

The objective of the project was to find out whether patients with proliferative diabetic
retinopathy (PDR) can be stratified by means of multiplex immunoanalysis — i.e. whether in
patients with complicated clinical finding a difference in concentration of selected biomarkers

can be found in comparison with patients without complications.

Multiplex analysis was used to determine angiogenic, anti-angiogenic and inflammatory
cytokines in 59 samples of intraocular fluid aspirated from anterior chamber of PDR patients
and 51 cataract patients control samples. The results for patients without complications were
compared with patients in the terminal stage of therapeutically unmanageable neovascular
glaucoma due to proliferative diabetic changes.

It was found that patient stratification according to clinical severity of PDR correlates with
pro-angiogenic cytokine concentration in the intraocular fluid. Furthermore, several
additional cytokines were found the levels of which were elevated in the intraocular fluid of

PDR patients compared to the control group.

Patients with clinically more severe finding had higher levels of pro-angiogenic cytokines in
the intraocular fluid. Determining pro-angiogenic cytokine concentrations by the means of
multiplex analysis is of importance when clinical findings show tendency for developing of

possible complications.

The use of multiplex analysis to determine pro-angiogenic cytokine concentrations has value
in cases where clinical findings show risk factors for developing of complications. High level
VEGEF in intraocular fluid means that the patient is truly at risk, thus the physician can justify
applying more intensive therapy — e.g. repeated intravitreal injections of VEGF inhibitors,
corticosteroids, more extensive panretinal laser photocoagulation, cyclocryodestruction or
cyclophotodestruction. On the contrary, low levels signify that frequent anti-VEGF therapy is

not of concern and that adverse effects would outweigh the potential benefit.



5. Uvod do problematiky

Angiogeneze

Fyziologickd angiogeneze je podminkou normalniho pribéhu fady biologickych funkci. Pro
spravnou funkci télesnych tkani je nezbytné dostatecné a uspotradané krevni zasobeni
systétmem tepen, kapilar a zil. Formace krevnich cév je komplexni proces piesné
koordinované interakce bunék mnoha typu, ktery hraje zivotné dilezitou ulohu jednak ve
vyvoji embrya a v Casném postnatdlnim obdobi a jednak pii rGstu dlouhych kosti u déti
a adolescentll. Po tomto obdobi je formace novych cév mozné zpravidla jen pfi hojeni ran

a v zenském reprodukénim systému.

Na regulaci fyziologické angiogeneze se podili fada faktort. Aby vznikla funkéni cévni sit’,
musi byt jejich soucinnost pfesné koordinovana. Takto komplexni proces je mimoiadné
citlivy na jakékoli zmény. Odchylky téchto procesi béhem embryogeneze mohou vést ke
vzniku vrozenych cévnich malformaci, zatimco poruchy regulace u dospélého jsou
podkladem mnoha onemocnéni. Patologickd angiogeneze je podkladem fady onemocnéni,
jako je rast nadort, lupénka, revmatoidni artritida, v neposledni fadé se podili na patogenezi
oc¢nich onemocnéni, jako jsou veékem podminéna degenerace sitnice a proliferativni
retinopatie’. Angiogeneze je koordinovana kaskada reakci, které jsou na riiznych urovnich
ovlivilovany souc¢innosti promotora a inhibitor angiogeneze. V sou€asné dob¢ je zndma fada
tkanovych ptsobki, které ptisobi jako promotory ¢i inhibitory angiogeneze. Mezi nejucinnéjsi
promotory angiogeneze patii vaskularni endotelialni riistovy faktor, jehoz zvySena exprese v
nitroo¢ni tekutin€ byla jiz prokdzana u proliferativni diabetické retinopatie a vékem
podminéné makularni degeneraciz. Byla identifikovéana tfada dalSich faktord, které podporuji
nebo inhibuji angiogenezi. Mezi hlavni pro-angiogenni regulatory patii mimo VEGF také
rustové faktory: bazicky rastovy faktor fibroblasti (bFGF) a transformujici ristové faktory
alfa a beta (TGF-alfa a TGF-beta), Epidermal growth factor (EGF), interleukin 6 (IL-6) a
dalsi promotory angiogeneze a zané¢tu: Brain derived neurotrophic factor (BDNF), Ciliary
neurotrophic factor (CNTF), interleukin 8 (IL-8), Interferon inducible protein-10 (IP-10),
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), Platelet derived growth factor AA (PDGF-
AA), TGFb Transforming growth factor beta 1 (TGF-betal).



Mezi piidatné pro-angiogenni faktory patii leptin a angiogenin 2. K faktorim tlumicim
angiogenezi fadime angiostatin, endostatin, trombospondin-1, angiopoetin (Ang)2 a IL-12.
Ptesna uloha mnoha téchto faktorli je nejasnd, uloha nékterych kliCovych faktord byl

oziej ména>.

Prehled hlavnich faktort angiogeneze

VEGF

VEGF (Vascular endothelial growth factor) je vyznamny signalni protein z rodiny rustovych
faktorti, ktery stimuluje vaskulogenezi a angiogenezi. Normalni funkci VEGF je tvofit cévy
béhem embryonalniho vyvoje - vaskulogeneze a po zranénich, svaly (po cvi¢eni) a nové cévy
k ptemosténi blokované cirkulace (tzv. kolateralni cirkulace) - angiogeneze. Je signalni
protein z rodiny rastovych faktori produkovany bunkami, které stimuluji vaskulo-
a angiogenezi. VEGF je vyrazné glykosylovany protein o molekularni vaze 46-48 kDa.
Humanni VEGF se vyskytuje v molekularnich variantach o 111 (VEGF-111), 121 (VEGF-
121, VEGF-121b), 145 (VEGF-145, VEGF-145b), 148 (VEGF-148), 162 (VEGF-162), 165
(VEGF-165; VEGF-165b), 183 (VEGF-183, VEGF-183b), 189 (VEGF-189, VEGF-189b)
nebo 206 (VEGF-206) aminokyselinach.

VEGF-165 je nejbéznéjsi formou VEGF ve vétsine tkani. Isoformy VEGF-121, VEGF-165

a VEGF-189 jsou nejcastéji se vyskytujici isoformy a jsou obvykle produkovany simultanné.

VEGF-121 a VEGF-165 jsou rozpustné formy tohoto faktoru, zatimco isoformy VEGF-189
a VEGF-206 jsou vétsinou vazany na proteoglykany vaZici heparin na povrchu bun¢k nebo na
bazéalnich membranach. VEGF je syntetizovan ve formé prekurzoru obsahujicich obsahujiciho

typickou hydrofobni signalni sekvenci o 26 aminokyselinach

Gen pro VEGF je lokalizovan na 6. chromozomu (6p12-p21). Receptory vazici VEGF (t;.
VEGFRL, tj. Flt-1, VEGFR2, tj. KDR/FIk-1, a VEGFR3) jsou exprimovany na vaskularnich

endotelialnich buiikach®.

VEGEF je vysoce specificky mitogen pro vaskularni endotelialni buniky. In vitro stimuluji 2
krat$i isoformy proliferaci makrovaskularnich endotelialnich bunék. VEGF signifikantné
ovliviluje vaskularni permeabilitu, je silnym angiogennim proteinem nckterych biosloucenin
a pravdépodobné se ucastni rozvoje neovaskularizaci za fyziologickych podminek.
V endotelialnich buiikkach VEGF indukuje syntézu von Willebrandova faktoru, aktivatoru

plazminogenu PAI-1. VEGF dale ptsobi jako potentni chemoatraktant pro monocyty
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a indukuje syntézu metaloproteinazy - intersticialni kolagenazy, ktera degraduje intersticialni

kolagen.

VEGF je soucasti korek¢éniho systému, ktery obnovuje dodavku kysliku tkdnim, pokud neni
zajisSténa adekvatni krevni cirkulace. Normalni funkci VEGF je tvorba krevnich cév béhem
embryondlniho vyvoje a po poranénich a tvorba kolateralni cirkulace. Pfili§ vysoka exprese
VEGF miize pfispivat k rozvoji patologickych procesii a onemocnéni. Tumory, které dokazi
exprimovat VEGF, mohou Iépe rist a metastazovat, VEGF muize zplsobovat vaskularni

onemocnéni sitnice nebo jinych tkani>®.

AntiVEGF 1é¢iva (jako napi. bevacizumab, ranibizumab) mohou inhibovat VEGF

a kontrolovat nebo zpomalit pribéh chorob zptsobenych zvysenou tvorbou VEGF.

IP-10

IP-10 (Interferon-inducible protein-10), v literatufe téZ pod synonymy IFN-inducible protein
10, immune protein-10, inflammatory protein 10, CXC motif chemokine )je maly cytokin
zrodiny CXC chemokini. Na zaklad¢ ptitomnosti 3D krystalické struktury a piimé
mikrobicidni aktivity je IP-10 klasifikovan jako kinocidin (tj. mikrobicidni chemokin).

Jedna se o protein o velikosti 8,7 kDa a o délce 98 aminokyselin. Gen pro IP-10 (tj. CXCL10
gen) je lokalizovéan na 4. chromozomu (4q12-21). Receptorem pro IP-10 je receptor CXCR3'.

Exprese cytokinu IP-10 rGznymi typy bunék, vcetné monocytl, endotelidlnich bunék,
keratinocytd a fibroblastd, je indukovana IFN-gamma a TNF-beta®. Lidské neutrofily
produkuji IP-10 jako odpovéd na IFN-gamma v kombinaci s TNF-beta nebo bakterialnimi
lipopolysacharidy, tato odpovéd’ mize byt blokovana IL-10 nebo IL-4. Samotny IFN-gamma
nebo IFN-beta v kombinaci s agonisty jako jsou IL8, G-CSF a GM-CSF nema zadny efekt.
IFN-gamma v kombinaci s TNF-beta , LPS nebo IL-1 vede k vyznamné indukci produkce IP-

10 neutrofily. Indukce syntézy IP-10 se vyuZziva pfi analyze aktivity [IFN-gamma.

IP-10 byl detekovan v keratinocytech, lymfocytech, monocytech a endotelialnich bunkach
v imunologicky aktivnich procesech, jako je napf. pozitivni tuberkulinovy test nebo psoridza.
Keratinocyty v normalni epidermis IP-10 neprodukuji. In vivo u mysi je IP-10 syntetizovan
pfedevsim v jatrech a ledvinach po intravendzni injekci prozanétlivych mediatort, konkrétné
po injekci IFN-gamma a piedpoklada se, Ze hraje vyznamnou roli v odpovédi jater a ledvin na

systémovou infekci.



Cytokinu IP-10 se piisuzuje fada roli. PredevSim se jedna o chemoatrakci
monocytt/makrofagi, T-bunék, NK-bunék a dendritickych bun¢k, usnadnéni adheze T-bunék
k endotelialnim buiikim, protitumorézni aktivity a inhibice angiogeneze’. IP-10 se
pravdépodobné vyznamné podili na hypersenzitivnich reakcich pozdniho typu. ZvySené
hladiny IP-10 nalézame v psoriatickych plakach charakterizovanych neutrofilni infiltraci.
Predpoklada se i ucast IP-10 na regulaci ristu nezralych hematopoetickych progenitorovych

bunék.

MCP-1

MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), v literatuie téZ uvadény jako monocyte
chemotactic protein-1, chemokine ligand 2, C-C motif ligand 2, small inducible cytokine A2)
je maly cytokin patfici do skupiny CC chemokint. Jeho hlavni vyznam spociva
vV chemoatrakci monocytii, pamétovych T bunék a dendritickych bun€k do oblasti zédnétu

vyvolaného poranénim tkané nebo infekci.

Jedna se o monomericky polypeptid o molekularni vaze piiblizné 13 kDa, délka cytokinu je
76 aminokyselin. Gen pro MCP-1 je u c¢lovéka kédovan na 17. chromozomu (17q11.2-
921.1)'°. MCP-1 se vaze na povrchové receptory CCR2 a CCR4.

MCP-1 je ukotven v cytoplazmatické membrané endotelidlnich bunék, je exprimovan
monocyty, makrofagy, dendritickymi buiitkami, vaskuldrnimi endotelidlnimi buikami,
buitkami hladkého svalstva, glomerularnimi mezangiadlnimi bunkami a osteoblastickymi
bunkami. Syntéza a uvolfiovani MCP-1 v mezangialnich buinikach je indukovana IgG

komplexy.

MCP-1 vykazuje chemotaktickou aktivitu pro monocyty a bazofily, zvySuje protitumorozni
aktivity monocyti a je nezbytny pii formaci granuloml. Reguluje expresi povrchovych
bunéénych antigeni (CD1lc, CD11b) a expresi cytokini (IL1, IL6) a je potentnim
aktivatorem humannich bazofila, indukujicich degranulaci a uvoliiovani histaminu. IL1, TNF-
alfa, PDGF, TGF-beta indukuji syntézu MCP-1 v humannich kloubnich chondrocytech, coz
muze hrat roli v iniciaci a progresi degenerativnich a zanétlivych artropatii. MCP-1 muze
dale indukovat proliferaci a aktivaci NK bun¢k, oznacovanych jako CHAK (CC-Chemokine-
activated killer).

Ptredpoklada se, ze se MCP-1 podili na patogenezi nékterych onemocnéni charakterizovanych

monocytarni infiltraci, jako je psoridza, revmatoidni artritida a ateroskler6za. MCP-1 je



zapojen do zanétlivych procesii centralniho nervového systému, které jsou charakterizované
neuronalni degeneraci. ZvySena exprese MCP-1 byla zjisténa napt. u epilepsie, Alzheimerovy

choroby nebo traumat mozku***2,

BDNF

BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) je protein skladajici se z 252 aminokyselin. Gen
pro BDNF je lokalizovan na 11. chromozomu (11p15.5-p11.2)*%. BDNF se vaZe minimélné
na 2 receptory na povrchu bunék, tj. TrkB a LNGFR, muze ale také modulovat aktivitu

riznych neurotransmiterovych receptort.

BDNF se nachéazi v neuronech centrdlniho nervového systému. Je exprimovan piedevSim
v hipokampu, mozkové kufe a synapsich mezimozku. BDNF je také exprimovan
Schwannovymi bunikami po 1€zi perifernich nervii, denervovanymi svaly, v sitnici, ledvinach

a prostaté, BDNF je také mozno detekovat v lidskych slinach,

BDNF selektivné napoméaha ptezivani primarnich senzorickych neurond a retindlnich
gangliovych bungk, dale podporuje piezivani a diferenciaci nékterych cholinergnich neuront

a dopaminergnich neurond in vitro.

Syntéza BDNF ve specifickych neuronech centralniho nervového systému (hipokampu nebo
mozkové klry) mize byt ovlivnéna neurondlni aktivitou pozitivné (systém transmiteru

glutamétu) nebo negativné (systém GABA transmiteru).

BDNF miize byt pouzit v lokalni terapii neurologickych degenerativnich onemocnéni, jako je
Parkinsonova nebo Alzheimerova choroba®. Efekt BDNF na motorické neurony predpoklada

moznost budouciho vyuZiti v 1é¢bé motorickych neuropatii a amyotrofické lateralni sklerozy.

CNTF

CNTF (Ciliary neurotrophic factor), v literatufe téz jako membrane-associated
neurotransmitter stimulating factor je protein o molekularni hmotnosti 24kDa. Lidsky gen pro
CNTF je ulozen na chromozomu 11 (11q12.2)*. Receptory pro CNTF (CNTFR-1, gp130

a LIFR-1) jsou exprimovany vyluéné bunikami nervového systému a skeletalnich svald.

CNTF je moZné nalézt piedevSim v periferni nervové tkani. Hlavnim zdrojem jsou
pravdépodobné Schwannovy buniky perifernich nervii a astrocyty centralniho nervového
syst¢ému. CNTF je ve vysoké koncentraci pfitomen v nitrooCnich tkénich. CNTF je také

exprimovan buiikami na povrchu kosti — bylo zjisténo, Ze tlumi aktivitu osteoblastéi*’.
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Ptredpoklada se, ze CNTF se uvoliiuje po nervovych poranénich a spolecné s dalSimi faktory

se podili na preziti a regeneraci neuront.

In vitro CNTF podporuje rist parasympatickych neuronti a sympatickych, senzorickych
a spinalnich motorickych neuront. Dale se ucastni diferenciace O-2A progenitorovych bun¢k
v oligodendrocyty a astrocyty typu 2. V gangliovych buiikach CNTF indukuje syntézu
substance P, vazoaktivniho intestinalniho peptidu a somatostatinu. In vivo stimuluje CNTF

syntézu cholinacetyltransferdzy. CNTF vykazuje také funkce endogenniho pyrogenu.

TGF-betal

TGF-betal (Transforming growth factor-beta 1) patii do rodiny transformujicich ristovych
faktorti a je kddovan genem TGFBI1 na 19. chromozomu (19913)™. Jedna se o cytokin
o molekularni hmotnosti 25 kDa a délce 112 aminokyselin vazici se na 3 typy receptort’®.
Prvni typ receptorti nalézdme predev§im v hematopoetickych progenitorovych bunkéch. Typ
3 (betaglykan) mtze byt exprimovan témet vSemi bunikami s vyjimkou primérné epitelidlnich,

endotelidlnich nebo lymfoidnich bunék.

TGF-betal je secernovan vétSinou imunitnich bun€k (makrofagy, lymfocyty), endotelidlnimi

buitkami a chondrocty, ve velké mife je exprimovan tkani sleziny.

TGF-betal je nejvyznamnéjsi zndmy inhibitor rdstu normalnich nebo transformovanych
epitelialnich bunék, endotelialnich bunék, fibroblastii, nervovych bunék, lymfoidnich a jinych
hematopoetickych bunék, hepatocytli a keratinocyti. TGF-betal inhibuje proliferaci T-
lymfocytd skrze regulaci signalti zprostfedkovanych IL2. Tento faktor inhibuje také rist NK
bunék

a deaktivuje makrofagy, syntézu GM-CSF a IL3 a expresi receptori pro G-CSF. TGF-betal

dale inhibuje rist nezralych heatopoetickych progenitorovych bungk.

TGF-betal stimuluje syntézu vétSiny proteind extracelularni matrix, vcetn¢ kolagenu,
proteoglykanti, glykosaminoglykant, fibronektinu, integrinu nebo napt. osteonektinu
a reguluje syntézu aktivatoru plazminogenu a jeho inhibitoru. TGF-betal ptsobi supresivné

na imunitni systém, jelikoZ inhibuje IL2 dependentni proliferaci T bun¢k a B lymfocytﬁzo.

TGF-betal mize byt lokaln€ vyuzit jako vyznamny regulator v procesu hojeni ran a zlomenin
kosti. Antagonisté TGF-betal se vyuzivaji v terapii fibrotickych onemocnéni, ktera jsou casto

provézena zvysenou aktivitou TGF-betal®.
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EGF

EGF (Epidermal growth factor) je globuldrni protein o molekuldrni hmotnosti 6,4 kDa,
obsahujici 53 aminokyselin®. Gen pro tento faktor je lokalizovan na 4. chromozomu (4q25-
q27). Véaze se na EGF receptor (EGFR, HER1), ktery u ¢loveka existuje ve dvou formach
s vysokou nebo nizkou afinitou pro vazbu EGF. Aktivita EGF receptoru mize byt
modulovéna jinymi riistovymi faktory, napt. PDGF, FGF nebo bombesinem?. EGF je mozné
detekovat témér ve vSech télesnych tekutinach. Je produkovan bunkami rGznych organi,
vcetné mozku, ledvin, slznych zlaz a zaludku. Produkce EGF je stimulovana testosteronem

a naopak inhibovéna estrogeny.

EGF inhibuje sekreci zalude¢nich kyselin a moduluje syntézu tady hormonti, vcetné
prolaktinu v hypofyze nebo choriového gonadotropinu v bufikach choriového karcinomu.
V centralnim nervovém syst¢ému EGF ovliviiuje aktivitu nékterych GABAergnich
a dopaminergnich neuroni. EGF je vyznamny mitogen fady bunék ektodermalniho,
mezodermalniho nebo endodermalniho ptvodu. In vitro EGF kontroluje a stimuluje
proliferaci epidermalnich a epitelidlnich bun¢k, vcetné fibroblastli, renalnich epitelidlnich
bun¢k, glidlnich buné€k, ovaridlnich bunck nebo thyroidealnich bunck. Déle stimuluje

proliferaci embryonalnich bunék.

EGF funguje jako silny chemoatraktant pro fibroblasty a epitelialni buniky, samostatné nebo

v kombinaci s jinymi cytokiny se uplatiiuje v procesech hojeni ran.

Vzhledem ke schopnosti stimulovat proliferaci mukoéznich bunék zaludky je EGF mozno
pouzit jako gastroprotektivum. Lokalni aplikace EGF se vyuzivad k podpoie regenerace

epidermis a tvorby granula¢ni tkané po zavaznych popaleninach.

Predpoklada se, Ze EGF hraje roli v nékterych pifipadech muzské neplodnosti, predevsim

v pipadech nevysvétlené oligospermie®.

IL6

IL6 (Interleukin-6) je protein skladajici se ze 185 aminokyselin. Monocyty exprimuji
minimaln€¢ 5 riznych molekularnich forem IL6 o molekularni hmotnosti 21,5-28 kDa.
U lidskych jedinci je gen pro IL6 uloZen na 7. chromozomu (7p21-p14)?*. Receptor pro IL6
je exprimovan napf. na T bunikach, mitogenem aktivovanych B buitkach nebo perifernich
monocytech. IL6 receptor je vyrazné glykosylovany protein o molekuldrni hmotnosti 80 kDA

a délce 449 aminokyselin.
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IL6 se fadi do rodiny cytokinti zahrnujicich mimo jiné i LIF, CNTF, onkostatin M, IL11

a CT-1. VSichni ¢lenové této rodiny cytokinti indukuji expresi proteind v jatrech.

IL6 je produkovan rGznymi typy bunék. Hlavnim zdrojem in vivo jsou stimulované
monocyty, fibroblasty a endotelidlni bunky. IL6 je dale produkovan stimulovanymi
makrofagy, T buitkami, B lymfocyty, granulocyty, buitkami hladkého svalstva, chondrocyty,
osteoblasty nebo keratinocyty. Fyziologickym stimulem vedoucim k produkci IL6 jsou IL1,
bakterialni endotoxiny, TNF, PDNF a onkostatin M. V ptipad¢ fibroblasti je syntéza 1L6
stimulovana interferony, TNF-beta, PDGF a virovymi infekcemi. IL6 mize Castecné

regulovat svou vlastni syntézu.

-----

akutni faze zanétlivé odpovédi. Je schopny prostupovat hematoencefalickou bariérou
a iniciovat syntézu PGEZ2 v hypotalamu. IL6 je faktor stimulujici diferenciaci B bunék
a aktivujici T bunky. V piitomnosti IL2 indukuje diferenciaci zralych i nezralych T bun¢k

v cytotoxické T bunky. Indukuje také proliferaci thymocyta.

Stanoveni sérovych hladin IL6 je mozné vyuzivat k monitoraci aktivity myelomt — nizké
hladiny svéd¢i pro monoklonalni gamapatie nebo doutnajici myelomy, naopak markantné
zvySené hladiny IL6 je moZné zachytit u progresivni choroby nebo u pacientl

s plazmacelularni leukemii®”.

Dysregulace exprese IL6 je pravdépodobné jednim z hlavnich faktorG ucastnicich se
patogeneze ftady chorob. Nadprodukci IL6 zjistujeme napf. u revmatoidni artritidy,
mnohocetného myelomu, Castelmanovy choroby, srde¢niho myomu nebo jaterni cirhozy. IL6
se pravdépodobné Gcastni 1 patogeneze chronické polyartritidy. Vyrazné zvySené hodnoty IL6

vV mozkomi$nim moku je mozné detekovat u fady bakteridlnich nebo virovych meningitidzs.

IL8

IL8 (Interleukin-8) je neglykosylovany protein o molekularni hmotnosti 8 kDa a délce 72
aminokyselin. Gen pro IL8 je lokalizovan na 4. chromozomu (4q12-021). [62] IL8 receptor
(CD128) je dimericky glykoprotein skladajici se z 59 kDa?.

IL8 je produkovén stimulovanymi monocyty, makrofadgy, fibroblasty, endotelidlnimi
bunkami, keratinocyty, melanocyty, hepatocyty, chondrocyty a fadou tumor6znich bunék.
Syntéza IL8 je vyrazn¢ stimulovana IL1 a TNF-. V kazi je exprese IL8 zvySovana

leukoregulinem. IFN-gamma muze fungovat jako stimulator. Syntéza IL8 muze byt dale
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indukovana napf. viry nebo bakteridlnimi lipopolysacharidy. V chondrocytech je syntéza IL8
stimulovana TNF-alfa a bakterialnimi lipopolysacharidy. V lidskych astrocytech je syntéza
a sekrece IL8 indukovana IL1 a TNF-alfa. V epitelidlnich, endotelidlnich a fibroblastickych
bunkach je sekrece IL8 indukovana IL17.

IL8 se lisi od ostatnich cytokini schopnosti specificky aktivovat neutrofilni granulocyty.
V neutrofilech zpiisobuje IL8 pfechodny vzestup koncentrace kalcia a uvoliiovani enzymi
z granul. IL8 také zvySuje chemotaxi a expresi adhezivnich molekul. IL8 zplisobuje
chemotaxi neutrofili a jinych granulocyti do tkdni s aktivni infekci a indukuje zde

fagocytozu. IL8 se fadi mezi vyznamné promotory angiogeneze.

Ugast IL8 se predpokladé v patogenezi psoridzy a revmatoidni artritidy, IL8 je také markerem
riznych zanétlivych procest. IL8 se spolu s IL1 a IL6 podili na patogenezi chronické

polyartritidy (vyrazné zvysené koncentrace IL8 byly stanoveny piimo v Synovialni tekuting).

PDGF AA

PDGF AA (Platelet-derived growth factor AA) je hydrofilni protein o molekularni vaze 16
kDa a délce 124 aminokyselin. Gen pro PDGF AA je lokalizovén na 7. chromozomu (7p21-
p22). PDGF AA se vaze na receptor PDGFRA (CD104a), jehoz gen je umistén na 4.
chromozomu (4q11-gq12)?’.

PDGF AA je syntetizovan piedev§im megakaryocyty. Je skladovan v alfa-granulech desticek,
ze kterych je uvolnovan po aktivaci bun¢k (napf. trombinem). Dale mize byt syntetizovan
napf. makrofagy, endotelidlnimi builkkami, fibroblasty, glidlnimi buikami, astrocyty,
myoblasty, buitkami hladkého svalstva a fadou tumoréznich bunék. Syntéza PDGF AA muze

byt indukovana IL1, IL6, TNF-alfa, TGF-beta and EGF.

Na rozdil od vétSiny ostatnich cytokini neni PDGF AA uvoliovan do cirkulace. PDGF AA se
vaze na nckteré plazmatické proteiny a proteiny extraceluldrni matrix. Pasobi jako lokalni
autokrinni a parakrinni rstovy faktor. V dospélém organismu se PDGF AA podili na procesu

hojeni ran.

PDGF-AA pusobi jako slaby mitogenni faktor na buiiky hladkého svalstva. Spolec¢né s bFGF,
ktery zvySuje expresi receptori PDGFRA, ale pozitivné piisobi na DNA syntézu téchto
buné¢k. PDGF AA reguluje syntézu svého vlastniho receptoru a ovliviiuje expresi receptort

pro IL1, 5-hydroxytryptamin, transferin a muskarinovych receptort.
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PDGF AA podporuje proliferaci a mobilitu oligodendrocytli a inhibuje diferenciaci jejich
progenitorovych bun&k®®. V nizkych koncentracich ptisobi PDGF AA jako chemoatraktant
pro fibroblasty, monocyty a neutrofily. PDGF AA funguje jako vyznamny modulator funkci T

buné¢k, jako chemoatraktant pro nékteré typy hematopoetickych bunék a jako vazokonstriktor.

PDGF AA se podili na patogenezi fibroproliferativnich onemocnéni, vyznamné zvysSené

hladiny jsou pfitomné u obliterativni bronchiolitidy*®.

Angiogeneze u proliferativni diabetické retinopatie

Diabetes mellitus je jednim z nejcastéjSich endokrinnich onemocnéni na svété; v roce 2000
postihovalo témér 6% lidské populace, v roce 2025 bude timto onemocnénim postizeno az
300 miliont lidi. Diabeticka retinopatie je znamkou oc¢niho postizeni pii diabetu a je
nejcastéjs$i pfi¢inou slepoty ve vyspélych zemich. Postihuje 80% pacientt s délkou trvani
diabetu vice nez 10 let. Naproti tomu je prokdzano, Ze jeji incidenci lze snizit aZ o 90%

dobrou metabolickou kompenzaci a peclivou monitoraci o¢niho nalezu®.

V patogenezi diabetické retinopatie hraji rozhodujici tlohu mikrovaskularni cévni zmény.
Hyperglykémie zptisobuje zanik pericyti a zesileni basalni membrany, coz vede k poskozeni
funkce cévni stény a ke zvySenému prosakovani cévni sténou a zhrouceni hematoretinalni

bariery.

Bezprostifedni reakce vedouci k apoptoze pericytu probiha kaskadovitou reakci signalnich
proteinkindz, kdy chronickd hyperglykémie aktivuje proteinkinazu C delta a mitogen
aktivovanou proteinkinazu (MAPK), vedouci ke zvySené expresi proteinu tyrosin fostatazy.
Ta zptisobi defosforylaci receptoru PDGF -R (platelet derivered growth factor receptor) na
povrchu pericytu, snizend signalni intracelularni reakce z tohoto receptoru pak zpusobi

apoptozu pericytu®.

S pokracujicim pribéhem postizeni, pokud trva zhrouceni hematoretinalni bariéry, zacina
V patogenezi nalezu hrat fidici roli hypoxie. Hypoxie pfimo stimuluje expresi
proangiogennich cytokinii cestou transkripénich faktorti skupiny HIF -1 (hypoxia - inducible
faktoru 1) . Transkrip¢ni faktory jsou proteiny s navazanou specifickou DNA doménou, které
reguluji transkripci genetické informace z DNA na messenger RNA (mRNA). Signalni cesta
HIF transkripcnich faktorii zprostiedkovava u savct efekt hypoxie na buitku. Za hypoxickych
podminek transkripéni faktory skupiny HIF 1 vedou k expresi proteinti zajiStujicich

prezivani za hypoxickych podminek. Jednim s disledkl je zvySend exprese vaskularniho
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cévniho ristového faktoru - VEGF™. Po objeveni pro- angiogennich vlastnosti vaskularniho
endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) byly u pacientd s PDR detekovany i zmény
Vv koncentracich dalsich pro - angiogennich markerd, kterymi jsou insulinu podobné rastové
faktory (IGF), hepatocyte growth factor (HGF), basic fibroblast growth factor (b-FGF)
a platelet-derived growth factor (PDGF). Prokazany byly i zmény v hladinach prozanétlivych
markerd a angiopoetinu. Produkce angiogennich faktord je doprovazena i zvySenou tvorbou
anti-angiogennich markerd. Jedna se o interferon inducible protein 10 (IP10), Pigment
epithelium derived factor (PEGF), Transforming growth factor beta (TGFb), Trombospondin

(TSP), Endostatin, Angiostatin a Somatostatin®>%,

Nasledkem zvySené exprese proangiogenich cytokinl dochazi k patologické novotvorbé cév -
patologické angiogenezi. Patologicka angiogeneze je urcujicim faktorem proliferativni
diabetické retinopatie. Vlivem hypoxie dochazi k tvorb¢ fragilnich novotvotfenych cév na terci
zrakového nervu, sitnici, ve sklivci a v komorovém uhlu. Komplikace proliferativni
diabetické retinopatie, které ptimo ohrozuji zrakové funkce ale i oko jako orgéan jsou krvaceni

do sklivce, trakéni odchlipeni sitnice a neovaskularni glaukom.

Terapie proliferativni diabetické retiniopatie vychazi z patogeneze — vede ji snaha ovlivnit
hypoxii. V pocate¢nich stadiich se uplatiuje laserova 1écba v podobé panretinalni
fotokoagulace, kde cestou snizeni metabolické aktivity v laserem zajizvené sitnici dochazi ke

snizeni hypoxie®’.

Pokud dale dochazi k novotvorbé cév a zejména jejich prortstani do sklivce, vznikd akutni
riziko krvaceni do sklivee z ruptury novotvofenych cév pii kontrakci doprovodné fibrozni
tkané€ ve vazivové se ménicim sklivci, posléze pak riziko trakéniho odchlipeni sitnice. Terapie
tohoto nalezu je vedle snahy o maximalni panretinalni fotokoagulaci tam, kde to pruhlednost
o¢nich medii dovoli, jiz chirurgickd. Cestou pars plana vitrektomie je provedeno odstranéni
prokrvaceného sklivce, rozruseni vitreoretinalnich adhezi, osetfeni neovaskularnich formaci
endodiatermokoagulaci, peeling epiretinalnich fibroznich membran a vétSinou docasna

nahrada sklivce tamponadou expanznim plynem nebo silikonovym olejem.

U floridnich nalezl, kde se hypoxie nedati dostat pod kontrolu, dochazi k novotvorbé cév
I vpfednim segmentu oka, zejména v komorovém uhlu. Pfimym nasledkem je zvySeni
nitroo¢ni tenze, neovaskularni glaukom. Terapie tohoto terminalniho stadia proliferativni
diabetické retinopatie je svizelna, vedle lokalni antiglaukomatozni terapie prichazi ke slovu

lé€ba  chirurgicka v podobé cykloablativnich metod — cyklokryokoagulace ¢i
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cyklofotokoagulace, implantace drenaznich implantath a v posledni dobé stile Ccastéji
i antiVEGF terapie. Intravitrealni aplikace protilatky proti vaskuldrnimu cévnimu riastovému
faktoru (nejcastéji bevacizumabu) velmi ucinné ovlivni koncentraci VEGF v nitroo¢ni

tekutin€, ktera vede k rapidni regresi neovaskularizaci a vétSinou k poklesu nitroocni tenze™®.

Multiplexova imunoanalyza
Koncentraci cykokini Vv télesnych tekutinach Ize stanovit kombinaci imunoanalyzy

a priatokové cytometrie - tzv. multiplexovou analyzou.

Multiplexova technologie umoziuje stanoveni koncentrace az desitek rtznych analytd ve
velmi malych objemech vzorkd a funguje na principu kombinace sendvicové imunoanalyzy
a pritokové cytometrie®. Jedna se o analyticky postup, ktery podporuje dalsi rozvoj
genomiky a proteomiky, kterd je v soucasné dobé celosvétové rozSifena a vyuzivana pro
vyzkumy v oblastech hematologie, biochemie, imunologie, mikrobiologie, genetice atd.
Principem multiplexové analyzy je vazba antigenu na protilatku kovalentné vazanou na
povrchu barevné kédovanych mikrokulicek s tzv. spektralnim kodem. MnozZstvi navazané
latky je stanoveno diky reporterové fluorescenéni molekule tj. znacené druhé protilétce.
Mikrocastice proudi ptistrojem jedna za druhou a u kazdé je méfena fluorescence po excitaci
2 laserovymi paprsky (obr. 1). Méfeni probiha na specialnim prutokovém cytometru Luminex
100 IS (obr. 2), ktery urcuje jednim laserem spektralni kod kulicky (druh analyzované latky )
a druhym laserem mnozstvi reporterové molekuly (kvantitu analyzované latky). Koncentrace
jednotlivych analytl jsou vypocteny na zékladé€ sestrojenych standardnich kalibracnich kiivek
pro kazdy analyt (obr. 4). Imunoanalyticka reakce probiha v roztoku, mikrokuli¢ky jsou
polystyrenové o velikosti 4,7 mikrometri. Tento postup kombinujici imuoanalyzu
a prutokovou cytometrii umoziuje stanoveni teoreticky az 100 analytd v jediném alikvotu
vzorku o objemu 10-50 mikrolitr, coz je pfi stanoveni z nitroo¢ni tekutiny nezbytnou
podminkou. Pro analyzu lze obecné pouzit rizné biologické materialy — sérum, plazma,
exsudaty, supernatanty bunéénych kultur nebo lyzaty bun¢k. Vyhodou multiplexového méteni
je absolutni porovnatelnost mezi jednotlivymi markery, protoze je pro né jednotna

preanalytickd i1 analyticka faze a tim Casova i ekonomicka uspora pfi zpracovani vzorkda.
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Obr.1: Schéma principu multiplexové imunoanalyzy.

Obr.2: Pristroj Luminex 100IS.
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Obr.3: Analyticky panel MILLIPLEX MAP.
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Obr.4.: Detail obrazovky vysledkii na pristroji Luminex 100IS.
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6. Cile disertacni prace

Cilem prace bylo zjistit, zda existuji korelace mezi hladinou VEGF a dalSich cytokina
V nitroo¢ni tekutiné stanovenou multiplexovou analyzou a klinickym nalezem, a zjistit, zda

vibec a v jaké fazi onemocnéni by mélo stanoveni angiogennich proteind vyznam.
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7. Material a metodika

Za aseptickych podminek na opera¢nim sale byl proveden odbér malého mnozstvi (30 — 50
mikrolitrit) nitroo¢ni tekutiny z pfedni komory. Paracentéza pfedni komory byla provedena
tenkou 30 gauge jehlou u limbu v temporalnim meridianu paralelné s rovinou duhovky.
U pacientd, kde byl odbér provadén v ramci chirurgického zakroku pars plana vitrektomie,
byla paracentéza a odbér proveden jako prvni nitroo¢ni manévr bezprostiedné po
zarouSkovani pod operacnim mikroskopem. U pacientl kontrolni skupiny bez jakékoliv o¢ni
patologie byl odbér provadén v uvodu operace katarakty, kdy standardni pomocnou
paracentézou bylo aspirovano 30 mikrolitri z pfedni komory plochou hydrodisekéni kanylou,
pfedni komora byla po t¢ doplnéna viskomateridlem, byl proveden sklerokornedlni tunel
a bylo pokraovdno v operaci katarakty béznym zplsobem. VSichni pacienti podepsali
informovany souhlas s aspiraci tekutiny s pfedni komory. Vzorky byly do hodiny po odbéru
zmrazeny na - 80 stupiii Celsia a pii této teploté skladovany. Nésledné byla provedena
multiplexova imunoanalytickd stanoveni vSech vzorkd. Koncentrace proteinl byla stanovena
multiplexovou xXMAP imunoanalyzou za pouziti pfistroje Luminex 100 (Luminex corp.,
USA) a komeréné¢ dostupnych souprav (obr.3.): MILLIPLEX MAP Human
Cytokine/Chemokine Panel, MILLIPLEX MAP TGF betal, MILLIPLEX MAP Human
Brain-Derived Protein Panel Millipore Corporation (Billerica, MA, USA). Stanoveni byla
provedena dle instrukci vyrobce a v kazdé analyze byly zatazeny kontrolni vzorky dodavané
vyrobcem. U vSech nabért bylo provedeno stanoveni EGF IL-6, VEGF a dal$ich parametrii
angiogeneze a zanétu: BDNF, CNTF, IL-8, IP-10, MCP-1, PDGF, TGFbeta. Dalsi markery:
IL-10, fractalkine, PDGF AB/BB, IFNgamma, TNFalfa, RANTES byly stanoveny pouze
Vv prvnich analyzéach, protoze se ukazalo, Ze jejich koncentrace v nitroo¢ni tekutiné pacientd i
u kontrolniho souboru jsou zvelké casti pod limitem detekce pouzité technologie. Ve

stanovovani téchto markert nebylo proto dale pokracovéno.

Multiplexovd stanoveni byla provedena v 59 vzorcich nitroocni tekutiny pacientt
s proliferativni diabetickou retinopatii a u 51 kontrolnich vzorka. Pacienti byli rozdéleni do 4

skupin podle klinického nalezu.

e Skupina 1 — pacienti s PDR bez nutnosti chirurgické reintervence tzn., byla provedena

panretinalni fotokoagulace a dale byla sledovana klidna PDR, nedochazelo k rozvoji
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neovaskularizaci, nebyly piitomny klinické popft. fluoroangiografické (FAG) znamky
ischemie.

e Skupina 2 — pacienti s recidivujicim hemoftalmem jako mén¢ zavaznou komplikaci
PDR. Recidivujici hemoftalmus pii proliferativni diabetické retinopatii v terénu bez
rozvoje ischemickych komplikaci, jako je rubeoza duhovky ¢i progrese
neovaskularizaci na fundu je znamkou vice pokrocilého onemocnéni a je vétSinou
indikaci k chirurgickému zakroku — pars plana vitrektomii. Ke krvéaceni do sklivce
dochazi pii kontrakci fibrovaskularni tkané na ter¢i zrakového nervu ¢i kdekoliv na
o¢nim pozadi v souvislosti s postupnou fibrotizaci neovaskularnich formaci.

e Skupina 3 — pacienti s neovaskularnim glaukomem refrakternim na 1é¢bu jako zavazna
komplikace PDR. Pokud v nalezu dominuje ischemie, dochazi k rozvoji neovaskularni
tkané na fundu a zejména v pfednim segmentu — V duhovce a komorovém uhlu,
dochazi k vzestupu nitroo¢ni tenze — neovaskularnimu glaukomu. Tento nalez je vzdy
znamkou velmi pokrocilého stadia proliferativni retinopatie, jeho léCba je cCasto
svizelnd, vedle lokdlni terapie se wuplatiuje 1 chirurgickd 1écba v podobé
cyklodestruktivnich vykont a drendznich implantati.

e Skupina 0 — pacienti kontrolni skupiny — odbér vzorku nitroo¢ni tekutiny pied operaci

katarakty u pacientli bez prokdzané retinalni patologie.

Pomoci deskriptivni statistiky byly vypocteny pro jednotlivé markery a skupiny hodnoty
mediantt a 5. a 95. percentilu. Hodnoty hladin markeri byly porovnany mezi kontrolni
skupinou versus PDR (vSechny skupiny). Klinické zavaznosti byly porovnany
neparametrickym testem Mann-Whitney pro nezavislé vzorky. Déle byly porovnany hladiny
markert mezi skupinou kontrolni a jednotlivymi skupinami klinické zavaznosti PDR testem
a nejvySsi klinickou zavaznosti skupina 3 byly porovnany Mann-Whitney testem pro
nezavislé vzorky. Za signifikantni byly hodnoceny testy s P <0,0001. Dale byly pro

jednotlivé skupiny vytvoreny Box- a Whisker diagramy.

Mezi jednotlivymi faktory byla provedena potadova korelace a byl vypocten Spearmaniv

korela¢ni faktor.
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8. Vysledky

Pichled hodnot medianu, 5. a 95. percentilu hodnot koncentraci v pg/ml Vv jednotlivych

skupinach udava tabulka 1.

Statisticky signifikantné zvySené byly hodnoty méfené u pacientti s PDR (skupina 1,2,3) proti
skuping kontrol u proangiogennich cytokini VEGF, IL-6, IL-8 a PDGF AA. — viz graf 1,2,3
a4, tabulka 3, 4, 5a 6.

Statisticky signifikantné zvySené byly naméfené hodnoty u pacienti s PDR (skupina 1,2,3)
proti skupiné kontrol u antiangiogenniho cytokinu IP-10 - graf 5 a tabulka 7

Zvysené hodnoty VEGF byly naméfeny u pacienti ze skupiny 3 (komplikovand PDR
s neovaskuldrnim glaukomem refrakternim na lé¢bu) proti skupiné 1 (nekomplikovana PDR),
proti skupin€ 2 (mén¢ zavazné komplikace PDR) a podle ocekavani i proti kontrolni skupin¢ -

graf 6 a tabulka 8.

Zejména u pacientd s nejkomplikovanéj$Sim pribéhem se sekundarnim glaukomem s nutnosti
opakovan¢ chirurgické (cyklokryodestrukce, drendzni implantaty) a antiVEGF (ranibizumab)
intervence jsme nalézali nejvysSi hodnoty koncentraci VEGF, které se liSily o fady proti

pacientim s mén¢ komplikovanym prub¢hem - graf 7.

Pro hodnoty koncentraci markeri BDNF, CNTF, EGF, MCP — 1 a TGF beta nebyl nalezen
statisticky signifikantni rozdil mezi skupinou pacientti s PDR a kontrolni skupinou — graf 8, 9,
10, 11 a 12, tabulka 9, 10, 11, 12 a 13.

Hladiny koncentraci vybranych analyti u jednoho pacienta s PDR odebrané pted a po

antiVEGF terapii (0,5 mg bevacizumabu intravitrealn¢) dokumentuje graf 13.

Spearmanuv korela¢ni koeficient pro jednotlivé markery udava tabulka 2.
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Tabulka 1.: Hodnoty medianu, 5. a 95. percentilu v pg/ml v jednotlivych skupindach

u sledovanych markerii.

Skupina 0 1 2 3

Parametr Median 5-95P Median 5-95P Median 5-95P Median 5-95P
BDNF 12,000 12,000 - 12,000 12,000 - 12,000 12,000 - 30,000 12,000 -
59,671 49,373 103,230 81,430
CNTF 122,000 122,0 - 393,190 122,000 - 276,190 122,000 - 388,285 197,960 -
2667,915 1787,448 573,630 578,610

EGF 24,880 13,893 - 36,220 14,021 - 96,470 4,228 - 46,240 3,950 -
115,989 133,305 120,416 114,200

FGF2 16,000 3,200 - 21,341 16,000 3,200 - 16,000 3,200 - 17,390 3,200 -

25,758 16,000 28,290

IL10 3,200 3,200 - 12,324 3,200 3,200 - 3,200 3,200 - 3,200 3,200 -

20,950 11,788 40,506

IL6 3,200 3,200 - 37,190 3,992 - 25,220 3,366 - 319,970 22,630 -
196,312 4577,375 299,134 9982,690

IL8 3,200 3,200 - 15,490 25,280 13,205 - 27,960 13,840 - 36,850 20,040 -

184,622 53,670 96,370

IP10 105,915 12,930 - 460,675 159,492 - 365,345 150,900 - 815,250 318,83 -
307,680 2237,278 758,610 1698,360

MCP1 962,590 3,200 - 2772,210 353,180 - 2336,770 2020,39 - 661,225 3,200 -
2931,627 3249,450 2653,150 2881,940

PDGFAA 111,260 5,845 - 227,955 104,574 - 208,360 151,580 - 200,170 79,910 -
212,847 756,335 344,620 316,610

TGFB1 49,000 49,000 - 49,000 49,000 - 49,000 49,000 - 298,890 49,000 -
49,000 220,411 84,710 955,580

VEGF 69,850 16,000 - 211,620 48,099 - 187,960 4,276 - 352,820 132,84 -
200,633 1990,975 523,246 7052,890
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Graf 1.. Box a Whisker diagram hodnot koncentraci VEGF kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l.
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Graf 2.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci IL-6 kontrolni skupiny a skupiny
pacienti s PDR v pg/l.
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Graf 3.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci IL-8 kontrolni skupiny a skupiny
pacienti s PDR v pg/l.
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Graf 4. Box a Whisker diagram hodnot koncentraci PDGF AA kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l.
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Graf 5.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci IP-10 kontrolni skupiny a skupiny
pacienti s PDR v pg/l.
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Graf 6.: Hladiny koncentrace VEGF v pg/ml dle rozdéleni do skupin 0-3 podle klinické

zavaznosti.
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Graf 7.: Koncentrace VEGF v pg/ml u PDR skupiny 1 (PDR s nekomplikovanym priitbéhem)

oproti PDR skupiné 3 (skupina s neovaskuldrnim glaukomem refrakternim na lécbu,).
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Graf 8. Box a Whisker diagram hodnot koncentraci BDNF kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l — nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

1000 |-
E L
IS,
jok
w 100 | ol
Z - [
D B |
m [ 8
|
[ —_ ]
- o}
10 |-
0 1
kontrolni skupina PDR

32



Graf 8.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci CNTF kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l — nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.
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Graf 10.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci EGF kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l — nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.
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Graf 11.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci MCP-1 kontrolni skupiny
a skupiny pacientii s PDR v pg/l — nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.
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Graf 12.: Box a Whisker diagram hodnot koncentraci TGF beta kontrolni skupiny

a skupiny pacientii s PDR v pg/l — nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.
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Graf 13.: Hladiny koncentraci vybranych analyti u jednoho pacienta s PDR skupiny 3
odebran¢ pied a po antiVEGF terapii (0,5 mg bevacizumabu intravitrealn€) v pg/ml na ¢asové
ose, bod 1 bezprostiedné pred aplikaci bevacizumabu, bod 2 meésic po aplikaci ukazuje
signifikantni snizeni koncentrace VEGF a IL-6 S opétovnym nastoupanim koncentraci 3

mesice po aplikaci (bod 3)
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Tabulka 2.: Spearmaniiv korelacni koeficient pro jednotlivé markery.

BDNF

CNTF

EGF

FGF2

IL10

IL6

IL8

P10

MCP1

PDGFAA

TGFB1

VEGF

BDNF

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

CNTF

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

EGF

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

FGF2

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

IL10

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

IP10

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

MCP1

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

PDGFAA

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

TGFB1

Correlation Coefficient
Significance Level P
n

VEGF

Correlation Coefficient
Significance Level P
n
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Tabulka 3: Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace VEGF kontrolni skupina

versus vsichni pacienti s PDR | statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 35,4804
Average rank of second group 72,1638
Mann-Whitney U 483,50
Test statistic Z (corrected for ties) 6,046
Two-tailed probability P < 0,0001

Tabulka 4 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace |L-6 kontrolni skupina

versus vSichni pacienti s PDR, statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 33,7255
Average rank of second group 74,9333
Mann-Whitney U 394,00
Test statistic Z (corrected for ties) 6,861
Two-tailed probability P < 0,0001
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Tabulka 5 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace IL-8 kontrolni skupina

versus vsichni pacienti s PDR, statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 16,1333
Average rank of second group 44,3448
Mann-Whitney U 19,00
Test statistic Z (corrected for ties) 6,399
Two-tailed probability P < 0,0001

Tabulka 6 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace PDGF AA kontrolni

skupina versus vSichni pacienti s PDR, statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 19,5968
Average rank of second group 41,5179
Mann-Whitney U 111,50
Test statistic Z (corrected for ties) 4,895
Two-tailed probability P < 0,0001
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Tabulka 7 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace 1P-10 kontrolni skupina

versus vSichni pacienti s PDR, statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 17,3333
Average rank of second group 39,6087
Mann-Whitney U 55,00
Large sample test statistic Z 5,204
Two-tailed probability P < 0,0001

Tabulka 8 Kruskal- Wallis test porovnani koncentrace VEGF mezi jednotlivymi skupinami
dle klinické zavaznosti. 1 — kontrolni skupina, 2 - PDR s nejlehcim priibehem, 3 — PDR

vevr

testu posunuti cislovani skupin —viz prvni sloupec).

Different (P<0.05)

Factor n Average Rank from factor nr
(1) 0 51 35,48 2)(3)@)
21 41 72,76 (1)

3) 2 11 60,50 (1)(4)
(4) 3 7 92,43 ME)
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Tabulka 9 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace MCP-1 kontrolni skupina

versus vSichni pacienti s PDR, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group

Average rank of second group

Mann-Whitney U

Test statistic Z (corrected for ties)

Two-tailed probability

17,0800

20,3000

102,00

0,840

P =0,4010

Tabulka 10 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace CNTF kontrolni skupina

versus vsichni pacienti s PDR, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group

Average rank of second group

Mann-Whitney U

Test statistic Z (corrected for ties)

Two-tailed probability
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22,5556

25,9500

231,00

0,864

P =0,3878



Tabulka 11 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace TGF beta kontrolni

skupina versus vsichni pacienti s PDR, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 25,0000
Average rank of second group 34,6667
Mann-Whitney U 279,00
Test statistic Z (corrected for ties) 3,304
Two-tailed probability P =0,0010

Tabulka 12 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace EGF kontrolni skupina

versus vsichni pacienti s PDR, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 50,1078
Average rank of second group 61,0083
Mann-Whitney U 1229,50
Test statistic Z (corrected for ties) 1,778
Two-tailed probability P =0,0754
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Tabulka 13 Mann — Whitney test pro nezavislé vzorky, koncentrace BDNF kontrolni skupina

versus vSichni pacienti s PDR, nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil.

Average rank of first group 30,9355
Average rank of second group 30,0345
Mann-Whitney U 436,00
Test statistic Z (corrected for ties) 0,234
Two-tailed probability P =0,8146
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9. Diskuse

Biomarkery se v moderni medicin€ staly dulezitou soucasti diagnostiky i terapie tady
onemocnéni a jejich vyuziti v oftalmologii neni vyjimkou. Protoze multiplexova analyza
zalozena na X — MAP technologii umoziuje stanoveni az desitek analyti najednou v malém
objemu vzorku (10 — 50 mikrolitrit), jedna se o slibnou technologii pro uvedeni laboratorni

mediciny do oftalmologie.

V této studii jsme potvrdili, Ze pacienti s PDR maji vyS$§i nitroo¢ni koncentrace
proangiogennich, antiangiogennich a zanétlivych cytokinli v porovnani s pacienty bez PDR.
Nitroo¢ni koncentrace IL 6, IL 8, IP 10, PDGF AA, TGF betal a VEGF byly u pacientd
s PDR zvySené. V soucasné¢ dobé tada studii porovnava nitroocni koncentrace cytokin
u pacientd s PDR a bez PDR. Maier a kol.* popisuje zvysené koncentrace cytokini IP 10,
MCP 1 a VEGF ve sklivcové tekutiné v porovndni s kontrolni skupinou bez PDR
Murugeswari a kol.*® dokumentuji zvysenou koncentraci IL 6, IL 8, MCP 1 a VEGF ve
sklivei u pacienti s PDR v porovnani s pacienty s makularni dirou. Naopak koncentrace
PDGF byla u pacienti s PDR snizena. Yoshimura® provedl rozséhlou analyzu mediatorti ve
sklivcové tekutin€ pacientli s PDR a u pacientli s jinou o¢ni patologii a zjistil zvySené
koncentrace VEGF, MCP 1, IL 6 a IL 8 v porovnani s kontrolni skupinou. V nasi praci jsme
doséhli podobnych vysledki, pouze jsme nezjistili zvySenou koncentraci MCP 1 u pacienttl
s PDR. Zjistili jsme zvySenou koncentraci PDGF AA a neméfitelné hodnoty PDGF AB/BB
u pacienti s PDR, na rozdil od naSich vysledku Freiberger30 a kol. publikovali vysledky
ukazujici zvySené hodnoty PDGF AB u pacientii s PDR.

Antiangiogenni IP-10 je vedle VEGF dalsi cytokin, jehoZ koncentrace v nitroo¢ni tekuting je
signifikantné zvySena u pacientd s proliferativni diabetickou retinopatii. Terapeutické vyuZiti

této skutecnosti bude zcela jisté predmétem dalSiho zkoumani.

Pro klinickou praxi je dilezité dale stratifikovat pacienty s PDR, avSak dosud existuje velmi
mélo studii, které porovnavaji hodnoty biomarkeri u riiznych stadii PDR. Funatsu a kol.*®
rozdélili pacienty do dvou skupin s progresi, resp. regresi PDR. Hodnoty VEGF a IL 6 byly
zvySené u pacientll s progresi PDR. Multivariatni logistickou regresni analyzou prokézal, Ze
vysSi hodnoty VEGF byly spojené s progresi choroby po chirurgickém zékroku. ZvySena

hodnota VEGF byla identifikovana jako izolovany rizikovy faktor urCujici vysledek
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chirurgického zakroku pro PDR. Freiberger30 analyzoval 23 pacientll s rubeosou duhovky
jako vyznamnym indikatorem vasoproliferativni aktivity. Nalezl zvySené koncentrace PDGF
AA, které byly signifikantné vyssi u pacientli s rubeosou duhovky. V nasi studii pacienti
refrakterni k terapii dosahovali nejvysSich hodnot IL 6, TGFbetal a VEGF v porovnani
s ostatnimi PDR pacienty, to znamen4, ze hodnoty téchto faktorta koreluji se zavaznosti PDR.
Nebyl prokazan signifikantni rozdil v koncentracich biomarkerdi mezi skupinami 2

(recidivujici hemoftalmus) a 1 (nekomplikovana PDR).

Multiplexova technologie, kterou jsme pouzili ve studii, redukuje nejen naklady a cas
imunoanalyzy, zdroven podstatné redukuje objem vzorku, ktery je potfebny k analyze
v porovnani s tradi€nimi imunoanalytickymi metodami (ELISA) pii zachovani komparability
vysledkd. Tato skuteCnost ma vyznam zejména pii zavadéni laboratornich postupi do
oftalmologie. Limitujicim ¢initelem X — MAP technologie na tomto poli je omezend moznost
detekovat nckteré faktory. V nasi studii jsme nebyli schopni detekovat fractalkin, PDGF
AB/BB, IL 10, IFN gamma, TNF alfa, FGF 2 a RANTES. Podobn¢ Yoshimura a kol. nebyli
schopni detekovat hladiny IL 1 beta, IL 2, IL 4, IL 5, IL 10, IL 17, IFN gamma, TNF alfa
eotaxin, MIP 1 alfa, RANTES, EGF a FGF 2. Tii prace demonstruji potencial xXMAP

technologie v oftalmologii. Curnow a kol.*

stanovovali panel cytokinil ve sklivci a z jejich
spektra potvrdili moZnost rozliSeni mezi infekéni a neinfekéni uveitidou dle hladin IL 6, IL 8,
MCP 1, IL 13, IL 2 a TNF alfa. Funding a kol.** pouzili xMAP technologii pi stanoveni 17
imunomediatortt ve sklivei k rozliSeni pacientd s rejekci rohovky v porovnani s pacienty
s neinfekéni alteraci pfedni komory. Vysledky prokdzaly jak komplexni imunologickeé
interakce procesu rejekce, tak vhodnost stanovovani analytl z velmi malého vzorku tekutiny.
V podobné praci Banerjee a kol.** méfili koncentrace 19 cytokind u 58 o&i b&hem PPV pro

nejriznéjsi vitreoretinalni patologie.

Sohn a kol.*? prokazali schopnost multiplexové imunoanalyzy v procesu monitorace 1é&by. Po
intravitrealni injekci 2 antiangiogennich latek (bevacizumab a triamcinolon) pozorovali
zmény v koncentracich jednotlivych biomarkeri v zéavislosti na konkrétnim typu terapie.
Efektivnéjsi zptsob 1écby byl spojen s poklesem koncentraci IL 6, IP 10, MCP 1, PDGF AA

a VEGF v porovnani s méné t¢innym postupem, kdy doslo pouze ke snizeni hladiny VEGF.

Studie Sohna a kol. v souladu s naSimi vysledky u pacientli ze skupiny 3 (sekundarni glaukom
refrakterni na 1éCbu) ukazuji na potencidl biomarkeri ke stratifikaci pacientl

a k individualizaci terapie. Terapie na miru ziskdva na dilezitosti mimo jiné¢ kvali cené
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novych 1éciv. VétsSina novych lécebnych postuptt je zalozena na inhibici VEGF. Do
klinického pouzivani byly zavedeny antiVEGF preparaty a jsou Siroce pouzivany v 1é¢b¢ fady
oc¢nich chorob, ale rozsifeni téchto postupti nastoluje nové otazky. Bylo zjiSténo, Ze inhibice
VEGF ma negativni efekt na retindlni bunky. Studie prokazaly, Ze systémova inhibice VEGF
vede k redukci tloustky jak zevni, tak vnitini jadrové vrstvy sitnice u dospélych mysi.
Vysledky ukazuji na skutecnost, ze endogenni VEGF hraje dilezitou roli pro ptezivani
neurondlnich bundk sitnice a jeho inhibice by mé&la byt provazena opatrnosti®®. Vzhledem
K riziku, které doprovazi antiVEGF 1é¢bu, je nezbytné nutné vybrat pacienty, ktefi mohou
profitovat z této 1écby pies riziko vedlejSich ucinkt. V nasi studii dokazujeme, ze urcité
komplikace, jako je neovaskularni glaukom refrakterni na 1é¢bu, jsou spojené se zvySenymi
hodnotami urcitych biomarkert, lze tedy ospravedlnit agresivnéjsi terapii. Tyto pacienti
mohou podstoupit opakované injekce antiVEGF preparatt, kortikosteroidl, panretinalni
fotokoagulaci, cyklokryo- ¢i cyklofotodestrukci na zakladé zjisténych zvySenych koncentraci

biomarker.

Dalsi slibnou moznosti vyuziti stanoveni hodnoty proangiogennich cytokinli v nitroo¢ni
tekutiné pomoci multiplexové imunoanalyzy je moznost odebrat hodnoty cytokind, zejména
VEGF u pacienti pars plana vitrektomii pro komplikace diabetu mellitu pfed dalSim,
planovanym zakrokem, napiiklad evakuaci silikonového oleje ¢i operaci komplikované
katarakty. V téchto pfipadech existuje riziko rozvoje neovaskularnich komplikaci po vyse
zminénych zakrocich. Stanoveni hodnot VEGF pied timto zdkrokem a piipadna detekce
pacientil s vy$§imi hodnotami koncentrace VEGF by mohla byt imperativem k odloZeni
elektivniho zakroku, provedeni potiebnych opatieni ke sniZeni proangiogenni aktivity, resp.
ischemie, jako je rozSifeni panretinalni fotokoagulace ¢i antiVEGF terapie. Stanoveni
koncentrace VEGF vV nitroo¢ni tekutiné je vSak problematické u pacientd po intravitrealni
antiVEGF lécbé. Stanoveni koncentrace VEGF je ovlivnéno antiVEGF terapii cestou piimé
interakce s imunoanalyzou, coz jsme ovéfili v nasi laboratofi (dosud nepublikovana data).
Tato interakce vyZaduje stanoveni postupu vySetfeni u té€chto pacientli. Polocas antiVEGF
preparati v oku byl stanoven na 9,8 dne**. Do studie byli tedy zafazeni pacienti bez anamnézy
antiVEGF terapie €i pacienti nejméné 2 mésice po posledni antiVEGF intravitredlni injekci.
S rozSifovanim antiVEGF terapie je tedy dilezité multifaktoridlni sledovani této 1écby napf.
pomoci faktorii, které nejsou touto terapii piimo ovlivnény®. V nasi studii jsme n&kolik

potencialnich kandidatt provérili. Hodnoty koncentrace IL 8 a PDGF AA v nasi studii nebyly
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ovlivnény podanim protilatky proti VEGF. Naopak hodnoty koncentraci IL 6 a IP 10

korelovaly v tomto piipadé s hodnotami koncentrace VEGF.

Cim vice biomarkeri PDR bude k dispozici, jejich panel bude mozné pouzit k identifikaci

rizikovych pacientl, k monitoraci progrese onemocnéni a efektu 1écby.
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10. Zavér
Hodnoty koncentraci zkoumanych promotorii angiogeneze stanovené multiplexovou
imunoanalyzou koreluji s klinickou zavaznosti ndlezu. Byla potvrzena moZznost odhalit
pacienty s komplikovanym pribéhem onemocnéni diky stanoveni angiogennich cytokind
V nitroo¢ni tekutin€. Této skuteCnosti je mozné vyuzit pti vybéru vhodného terapeutického

postupu.

Multiplexova imunoanalyza mé potencial vyuziti v terapii diabetické retinopatie.
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