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SOUHRN

Cilem prace bylo zjistit, zda lze pomoci multiplexové imunoanalyzy stratifikovat pacienty
s proliferativni diabetickou retinopatii — tj. zda u pacientd s komplikovanym klinickym
prabéhem zjistime rozdil v koncentraci vybranych biomarkerd, proti pacientim

s nekomplikovanym prabéhem.

Bylo provedeno stanoveni angiogennich, antiangiogennich a zanétlivych cytokint
multiplexovou analyzou ve 59 vzorcich nitroo¢ni tekutiny aspirované z pfedni komory
pacienta s PDR a u 51 kontrolnich vzorka od pacienta s kataraktou. Bylo provedeno
srovnani vysledka u pacientt s nekomplikovanym prabéhem onemocnéni a u terminalnfho

stadia onemocnéni s neovaskularnim glaukomem refrakternim na konvencnf lécbu.

Bylo zjisténo, ze stratifikace pacientt podle klinické zavaznosti PDR koreluje s hodnotami
koncentrace proangiogennich cytokini méfenych multiplexovou analyzou v nitroocni
tekutiné. Dale bylo nalezeno nc¢kolik dalsich cytokint, jejichz hladiny jsou zvysené

v nitroo¢ni tekutiné pacienttt s PDR oproti kontrolni skupiné.

Pacienti s nejzavaznéj$Sim  klinickym  pribéhem dosahovali nejvyssich  hodnot
proangiogennich  cytokini v nitroocni tekutiné. Stanoveni hodnot koncentraci
proangiogennich cytokint multiplexovou analyzou ma tedy vyznam tam, kde z klinického
nalezu hrozi komplikovany pribéh. Vysoka hladina VEGF v nitrooc¢ni tekutiné znamena, ze
se jedna o skutecné rizikového pacienta a je na misté pouzit intenzivnéjsi terapeutické
postupy — opakované intravitrealni injekce inhibitord VEGF, kortikosteroidt, panretinalni
laserovou fotokoagulaci , cyklokryodestrukci ¢i cyklofotodestrukei. Naopak nizké hladiny
znamenaji, ze intenzivni antiVEGF terapie neni na misté, jeji vedlejsi nezadouci ucinky by

prevazily potencialni pfinos.



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
VEGTF 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.



UVOD DO PROBLEMATIKY

Fyziologicka angiogeneze je podminkou normalnitho prabéhu fady biologickych funkei.
Patologicka angiogeneze je podkladem fady onemocnéni, jako je nadorové bujeni, lupénka,
revmatoidni artritida, v neposledn{ fadé se podili na patogenezi o¢nich onemocnéni, jako jsou
vékem podminéna degenerace sitnice a proliferativni retinopatie. Angiogeneze je
koordinovana kaskada reakci, které jsou na raznych udrovnich ovliviiovany soucinnosti
promotord a inhibitort angiogeneze. V soucasné dobé je znama fada tkanovych ptsobku,
které pusobi jako promotory c¢i inhibitory angiogeneze. Mezi nejacinnéjsi promotory
angiogeneze patii vaskularni endotelialni rastovy faktor, jehoz zvySena exprese v nitroocni
tekutiné byla jiz prokazana u proliferativni diabetické retinopatie a vékem podminéné
makularni degeneraci. VEGF (Vascular endothelial growth factor) je vyznamny signalni
protein z rodiny rustovych faktoru, ktery stimuluje vaskulogenezi a angiogenezi. Normalni
tunkci VEGF je tvofit cévy béhem embryonalnitho vyvoje a po zranénich, svaly (po cviceni)

a nové cévy k pfemosténi blokované cirkulace (tzv. kolateralni cirkulace).

Pfi nadprodukci se VEGF muze podilet na zavaznych chorobach: napf. nadory schopné
produkovat VEGF mohou rist a vytvafet metastazy, nadprodukce VEGF vede také
k vaskularnim chorobam sitnice. AntiVEGF léciva (jako bevacizumab) mohou inhibovat

VEGTF a kontrolovat nebo zpomalit pribéh téchto chorob.

Bylo prokazano, ze exprese VEGF je zvySovana tkanovou hypoxii. VEGF Ize stanovit
kombinaci imunoanalyzy a pratokové cytometrie tzv. multiplexovou analyzou v télesnych
tekutinach. Multiplexova xMAP technologie umoznuje stanoveni koncentrace az desitek
raznych analytd ve velmi malych objemech vzorkti a funguje na principu kombinace
sendvicové imunoanalyzy a pratokové cytometrie. Mikrocastice proudi pfistrojem jedna za
druhou a u kazdé je méfena fluorescence po excitaci 2 laserovymi paprsky. Jeden laser urcuje
barvu (tzv. spektralni kod) a zjist'uje typ analytu (tj. kvalitu), druhy laser ur¢uje mnozstvi

mapované molekuly (tedy kvantitu).



CILE DISERTACNI PRACE

Cilem prace bylo zjistit, zda existuji korelace mezi hladinou VEGF a dalsich cytokint
v nitroo¢ni tekutiné stanovenou multiplexovou analyzou a klinickym nalezem a zjistit, zda

vibec a v jaké fazi onemocnéni by mélo stanoveni angiogennich proteint vyznam.



MATERIAL A METODIKA

Za aseptickych podminek na opera¢nim sale byl proveden odbér malého mnozsvi (30 — 50
mikrolitrii) nitroocni tekutiny z pfedni komory. Vzorky byly do hodiny zmrazeny na - 80
stupntt Celsia a pfi této tepoloté skladovany. Nasledné byla provedena multiplexova
imunoanalytickda stanoveni vsech vzorkd. U vSech nabérti bylo provedeno stanoveni EGF
(Epidermal growth factor), IL-6, VEGF a dal$ich parametrti angiogeneze a zanétu: BDNF
(Brain derived neurotrophic factor), CNTF (Ciliary neurotrophic factor), IL-8, IP-10
(Interferon inducible protein-10), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), PDGEF AA
(Platelet derived growth factor AA), TGFb (Transforming growth factor beta 1).

Dalsi markery: IL.-10, fractalkine, PDGF AB/BB (Platelet derived growth factor AB/BB),
IFNg (Interferon gamma), TNFa (Tumor necrosis factor alfa), FGF2 (Basic fibroblast growth
tactor), RANTES byly stanoveny pouze v prvnich analyzach, protoze se ukazalo, ze jejich
koncentrace v nitroocni tekutiné pacientt i u kontrolntho souboru jsou z velké ¢asti pod
limitem detekce pouzité technologie. Ve stanovovani téchto markert nebylo proto dale

pokracovano.

Multiplexova stanoveni byla provedena v 59 vzorcich nitrooc¢ni tekutiny pacientt
s proliferativni diabetickou retinopatii (PDR) a u 51 kontrolnich vzorkt. Pacienti byli

rozdéleni do 4 skupin podle klinického nalezu.
Skupina 1 — pacienti s PDR bez nutnosti chirurgické reintervence.
Skupina 2 — pacienti s recidivujicim hemoftalmem jako méné¢ zavaznou komplikaci PDR.

Skupina 3 — pacienti s neovaskularnim glaukomem refrakternim na lécbu jako zavazna

komplikace PDR.

Skupina 0 — pacienti kontrolni skupiny — odbér vzorku nitrooc¢ni tekutiny pfed operaci

katarakty u pacientt bez prokazané retinalni patologie.


http://www.google.cz/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEpidermal_growth_factor&ei=Te8nTZWxFoWu8QPx4LjhAg&usg=AFQjCNGxlBknyf17h5biGh4mxhXbNJSWlg
http://www.uscnk.com/directory/Transforming-growth-factor-Beta-1(TGFb1)-0124.htm

VY S L D K Y oo e e

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

skupinach udava tabulka 1.

Statisticky signifikantné zvysené byly hodnoty méfené u pacientt s PDR (skupina 1,2,3) proti
skupiné kontrol u proangiogennich cytokint VEGF, IL-6, 1L-8 a PDGF AA.

Statisticky signifikantné zvysené byly naméfené hodnoty u pacientd s PDR (skupina 1,2,3)

proti skupiné kontrol u antiangiogenniho cytokinu IP-10 .

Zvysené hodnoty VEGF byly naméfeny u pacientt ze skupiny 3 (komplikovana PDR
s neovaskularnim glaukomem refrakternim na lé¢bu) proti skupiné 1 (nekomplikovana PDR),

proti skupiné 2 (mén¢ zavazné komplikace PDR) a podle ocekavani i proti kontrolni skupiné.

Zejména u pacientt s nejkomplikovanéjsim prabéhem se sekundarnim glaukomem s nutnosti
opakované chirurgické (cyklokryodestrukce, drenazni implantaty) a antiVEGF (ranibizumab)
intervence jsme nalézali nejvyssi hodnoty koncentraci VEGF, které se lisily o fady proti

pacientim s méné komplikovanym prabéhem.

Pro hodnoty koncentraci markerd BDNF, CNTF, EGF, MCP — 1 a TGF beta nebyl nalezen

statisticky signifikantn{ rozdil mezi skupinou pacientt s PDR a kontrolni skupinou.



Skupina

Parametr

BDNF

CNTF

EGF

FGF2

IL10

IL6

IL8

IP10

MCP1

PDGFAA

TGFB1

VEGF

Median

12,000

122,000

24,880

16,000

3,200

3,200

3,200

105,915

962,590

111,260

49,000

69,850

5-95P
12,000 -
59,671

122,0 -
2667,915

13,893 -
115,989

3,200 -
21,341

3,200 -
12,324

3,200 -
196,312

3,200 -
15,490

12,930 -
307,680

3,200 -
2931,627

5,845 -
212,847

49,000 -
49,000

16,000 -
200,633

Median

12,000

393,190

36,220

16,000

3,200

37,190

25,280

460,675

2772,210

227,955

49,000

211,620

5-95P
12,000 -
49,373

122,000 -
1787,448

14,021 -
133,305

3,200 -
25,758

3,200 -
20,950

3,992 -
4577,375

13,205 -
184,622

159,492 -
2237,278

353,180 -
3249,450

104,574 -
756,335

49,000 -
220,411

48,099 -
1990,975

Median

12,000

276,190

96,470

16,000

3,200

25,220

27,960

365,345

2336,770

208,360

49,000

187,960

5-95P
12,000 -
103,230

122,000 -
573,630

4,228 -
120,416

3,200 -
16,000

3,200 -
11,788

3,366 -
299,134

13,840 -
53,670

150,900 -
758,610

2020,39 -
2653,150

151,580 -
344,620

49,000 -
84,710

4,276 -
523,246

Median

30,000

388,285

46,240

17,390

3,200

319,970

36,850

815,250

661,225

200,170

298,890

352,820

5-95P
12,000 -
81,430

197,960 -
578,610

3,950 -
114,200

3,200 -
28,290

3,200 -
40,506

22,630 -
9982,690

20,040 -
96,370

318,83 -
1698,360

3,200 -
2881,940

79,910 -
316,610

49,000 -
955,580

132,84 -
7052,890

Tabulka 1.. Hodnoty medianu, 5. a 95. percentilu v pg/ml v jednotlivych skupinich u

sledovanych markert.
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VEGF hladiny koncentrace v pg/ml dle rozdéleni do skupin 0-3 podle klinické zavaznosti.
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Hladiny markert, pro které byly nalezeny signifikantni rozdily mezi PDR (1) a kontrolni

skupinou (0).



DISKUSE

Biomarkery se v moderni mediciné staly dileZitou soucasti diagnostiky 1 terapie a jejich vyuziti
v oftalmologii by nemélo byt vyjimkou. Protoze multiplexova analyza zalozena na X — map
technologii umoznuje stanoveni desitek analytd naraz v malém objemu vzorku (10 — 50

mikrolitri), jedna se o slibnou technologii pro uvedeni laboratorni mediciny do oftalmologie.

V této studii jsme potvrdili, Ze pacienti s PDR maji vysi nitroocni koncentrace
proangiogennich, antiangiogennich a zanétlivych cytokinti v porovnani s pacienty bez PDR.
Nitroo¢ni koncentrace IL 6, IL 8, IP 10, PDGF AA, TGF betal a VEGF byly u pacientt
s PDR zvysené. V soucasné dob¢ fada studil porovnava nitroocni koncentrace cytokinu
u pacienti s PDR a bez PDR. Maier a kol. popisuje zvysené koncentrace cytokina IP 10,
MCP 1 a VEGF ve sklivcové tekutiné v porovnani s kontrolni skupinou bez PDR (8).
Murugeswari a kol. dokumentuji zvysenou koncentraci IL 6, IL 8, MCP 1 a VEGF ve sklivci
u pacientt s PDR v porovnan{ s pacienty s makularni dirou. Naopak koncentrace PEDF byla
u pacienttt s PDR snizena. (9). Yoshimura provedl rozsahlou analyzu mediatort ve sklivcové
tekutiné pacientd s PDR a u pacientt s jinou ocni patologii a zjistil zvySené koncentrace
VEGF, MCP 1, IL 6 a IL 8 v porovnan{ s kontroln{ skupinou (10). V nasi praci jsme dosahli
podobnych vysledkd, pouze jsme nezjistili zvysenou koncentraci MCP 1 u pacientd s PDR.
Zjistili jsme zvysenou koncentraci PDGF AA a neméfitelné hodnoty PDGF AB/BB
u pacientd s PDR, na rozdil od nasich vysledki Freiberger a kol. publikovali vysledky
ukazujici zvysené hodnoty PDGF AB u pacientt s PDR (11).

Pro klinickou praxi je dualezité dale stratifikovat pacienty s PDR, avSak dosud existuje velmi
malo studii, které porovnavaji hodnoty biomarkert u rtznych stadii PDR. Funatsu a kol.
rozdélili pacienty do dvou skupin s progresi resp. regresi PDR. Hodnoty VEGF a 1L 6 byly
zvysené u pacientd s progresi PDR. Multivariatni logistickou regresni analyzou prokazal, ze
vys$§i hodnoty VEGF byly spojené s progresi choroby po chirurgickém zakroku. Zvysena
hodnota VEGF byla identifikovana jako izolovany rizikovy faktor urcujici vysledek
chirurgického zakroku pro PDR (12). Freiberger analyzoval 23 pacientt s rubeosou duhovky
jako vyznamnym indikatorem vasoproliferativni aktivity. Nalezl zvySené koncentrace PDGF
AA, které byly signifikantné vyssi u pacientt s rubeosou duhovky (11). V nasi studii pacienti
refrakterni k terapii dosahovali nejvyssich hodnot IL. 6, TGFbetal a VEGF v porovnani s

ostatnimi PDR pacienty, to znamené, Zze hodnoty téchto faktora koreluji se zavaznosti PDR.



Nebyl prokazan signifikantni rozdil v koncentracich biomarkerd mezi skupinami 2

(recidivujici hemoftalmus) a 1 (nekomplikovana PDR).

Multiplexova technologie, kterou jsme pouzili ve studii redukuje nejen naklady a cas
imunoanalyzy, zaroven podstatné redukuje objem vzorku, ktery je potfebny k analyze
v porovnani s tradicnimi imunoanalytickymi metodami (ELISA) pfi zachovani komparability
vysledka. Tato skutecnost ma vyznam zejména pfi zavadén{ laboratornich postupid do
oftalmologie. Limitujicim cinitelem X — map technologie na tomto poli je omezena 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.

Vybrali jsme 3 prace, které demonstruji potencial X map technologie v oftalmologii. Curnow
a kol. stanovovali panel cytokint 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 (13).
Funding a kol. pouzili xMAP technologii pfi stanoveni 17 imunomediatort ve sklivci
k rozliSeni pacientt s rejekci rohovky v porovnani s pacienty s neinfekéni alteraci pfedni
komory. Vysledky prokazali jak komplexni imunologické interakce procesu rejekce, tak
vhodnost stanovovani analytd z velmi malého vzorku tekutiny (14). V podobné praci
Banerjee a kol. méfili koncentrace 19 cytokint u 58 oci béhem PPV pro nejriznéjsi

vitreoretinalni patologie (15).

Sohn a kol. prokazali schopnost multiplexové imunoanalyzy v procesu monitorace 1é¢by. Po
intravitrealn{ injekci 2 antiangiogennich latek (bevacizumab a triamcinolon) pozorovali zmény
v koncentracich jednotlivych biomarkert v zavislosti na konkrétnim typu terapie. Efektivné)si

zpusob 1écby byl spojen s poklesem koncentraci IL 6, IP 10, MCP 1, PDGF AA a VEGF

v porovnani s mén¢ acinnym postupem, kdy doslo pouze ke sniZzeni hladiny VEGF (16).

Studie Sohna a kol. v souladu s nasimi vysledky u pacientt ze skupiny 3 (sekundarni glaukom
refrakterni na 1é¢bu) ukazuji na potencial biomarkerd ke stratifikaci pacientt
a k individualizaci terapie (16). Terapie na miru ziskava na dulezitosti mimo jiné kvuli cen¢
novych léciv. Vétsina novych lécebnych postupt je zalozena na inhibici VEGF. Do
klinického pouzivani byly zavedeny antiVEGF preparaty a jsou siroce pouzivany v 1écbé fady

oc¢nich chorob, ale rozsifeni téchto postupu nastoluje nové otazky. Bylo zjisténo, ze inhibice



VEGF ma negativn{ efekt na retinalnf bunky. Studie prokazaly, Ze systémova inhibice VEGF
vede k redukci tloustky jek zevni, tak vnitfni jadrové vrstvy sitnice u dospélych mysi.
Vysledky ukazuji na skutecnost, ze endogenni VEGF hraje dulezitou roli pro pfezivani
neuronalnich bunék sitnice a jeho inhibice by méla byt provazena opatrnosti (17). Vzhledem
k riziku, které doprovazi antiVEGF 1é¢bu je nezbytné nutné vybrat pacienty, kteff mohou
profitovat z této lécby pfes riziko vedlejsich ucinkt. V nasi studii dokazujeme, Ze urcité
komplikace, jako je nevaskularni glaukom refrakterni na lécbu, jsou spojené se zvysenymi
hodnotami urcitych biomarkerd, lze tedy ospravedlnit agresivnéjsi terapii. Tyto pacienti
mohou podstoupit opakované injekce anti VEGFE preparatt, kortikosteroidu, agresivnéjsi
panretinalni fotokoagulaci, cyklokryo ¢i cyklofotodestrukci na zakladé zvysenych koncentraci

biomarkeru.

Stanoveni koncentrace VEGF v nitroocni tekutiné je problematické u pacientd po
intravitrealni antiVEGF 1écbé. Stanoveni koncentrace VEGF je ovlivnéno antiVEGF terapif
cestou pfimé interakce simunoanalyzou, coz jsme ovéfili v nadi laboratofi (dosud
nepublikovana data). Tato interakce vyzaduje stanoveni postupu vysSetfeni u téchto pacientu.
Polocas antiVEGF preparatt v oku byl stanoven na 9,8 dne (19). Do studie byli tedy zafazeni
pacienti bez anamnézy antiVEGF terapie ¢i pacienti nejméné 2 meésice po posledni
antiVEGF intravitrealni injekci. S rozsifovanim antiVEGEF terapie je tedy dulezité
multifaktorialni sledovani této 1écby napf. pomoci faktort, které nejsou touto terapii pfimo
ovlivnény. V nasf studii jsme nékolik potencialnich kandidata provéfili. Cim vice biomarkera
PDR bude k dispozici, jejich panel bude mozné pouzit k identifikaci rizikovych pacientd,

k monitoraci progrese onemocnéni a efektu lécby.



ZAVER
Hodnoty koncentraci zkoumanych promotori angiogeneze stanovené multiplexovou
imunoanalyzou koreluji s klinickou zavaZnosti nalezu. Byla potvrzena moZnost

odhalit pacienty s komplikovanym pribéhem onemocnéni diky stanoveni

angiogennich cytokinii v nitroo¢ni tekutiné.

Multiplexova imonoanalyza ma potencial vyuZiti v terapii diabetické retinopatie.
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