
UNIVERZITA KARLOVA 

PŘÍRODOVĚDECKÁ FAKULTA 

 

Studijní program: Biologie 

Studijní obor: Antropologie a genetiky člověka 

 

 

 

Bc. Šárka Mandíková 

 

Moţnosti a limity stanovení specifických markerů 

zánětu oka na základě analýzy slz 

Determination of inflammatory markers of the eye based on the analysis 

of tears - potential and limits 

 

Diplomová práce 

 

Vedoucí práce: RNDr. Pavlína Daňková, Ph.D. 

 

Praha 2018 



 

 



Poděkování   ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PODĚKOVÁNÍ 

Na tomto místě bych ráda poděkovala vedoucí této práce RNDr. Pavlíně Daňkové, 

Ph.D. za odborné připomínky k práci a korekci textu. Mgr. Dominice Mravec Bencúrové bych 

ráda poděkovala za odborné konzultace a pomoc při zpracování praktické části. Nemalé díky 

patří také rodině a mému příteli za trpělivost a podporu při studiu. 

 



Prohlášení   iii 

 

 

Prohlášení 

 

Prohlašuji, ţe jsem diplomovou práci s názvem „Moţnosti a limity stanovení 

specifických markerů zánětu oka na základě analýzy slz“ vypracovala samostatně a pouţila 

k tomu úplný výčet citací pouţitých pramenů, které uvádím v seznamu přiloţeném 

k diplomové práci. 

 

Nemám závaţný důvod proti uţití tohoto školního díla ve smyslu §60 Zákona 

č.121/2000 Sb., o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně 

některých zákonů (autorský zákon). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V ……………. dne ………………     ……………………........... 

               podpis



Obsah          iv 

 

Obsah 

Úvod ............................................................................................................................. 10 

1 Slzy, cytokiny v slzách a receptory na povrchu buněk spojivky ........................... 11 

1.1 Cytokiny .......................................................................................................... 12 

1.1.1 IFN-γ (interferon γ) ................................................................................... 13 

1.1.2 IL-1β (interleukin 1β)................................................................................ 14 

1.1.3 IL-4 (interleukin 4) .................................................................................... 14 

1.1.4 IL-10 (interleukin 10) ................................................................................ 15 

1.1.5 MIF (faktor inhibující migraci makrofágů) .............................................. 16 

1.1.6 VEGF (růstový faktor cévního epitelu) .................................................... 17 

1.2 Receptory ........................................................................................................ 19 

1.2.1 CD-23 ........................................................................................................ 19 

1.2.2 HLA-DR .................................................................................................... 20 

1.2.3 TLR-4 ........................................................................................................ 21 

2 Faktory ovlivňující koncentrace cytokinů u zdravých jedinců .............................. 22 

2.1 Kolísání hladin cytokinů dle denní doby ........................................................ 22 

2.2 Rozdíl v hladinách cytokinů a chemokinů mezi pravým a levým okem ........ 22 

2.3 Vazba produkce cytokinů na pohlaví .............................................................. 23 

2.4 Změny produkce cytokinů způsobené věkem ................................................. 23 

3 Vlivy prostředí na produkci cytokinů v slzách u zdravých jedinců ....................... 25 

3.1 Vysoké nároky na zrak při práci do blízka ..................................................... 25 

3.2 Rizikové faktory vnějšího prostředí ................................................................ 26 

3.2.1 Umělé osvětlení ......................................................................................... 26 

3.2.2 Obrazovky ................................................................................................. 26 

3.2.3 Kontaktní čočky ........................................................................................ 27 

3.2.4 Znečištěné ovzduší .................................................................................... 28 



Obsah          v 

 

3.3 Ţivotní styl ...................................................................................................... 28 

3.3.1 Strava ........................................................................................................ 28 

3.3.2 Alkohol ...................................................................................................... 29 

3.3.3 Kouření ...................................................................................................... 29 

3.3.4 Nadváha a obezita ..................................................................................... 30 

4 Civilizační onemocnění oka ................................................................................... 32 

4.1 Syndrom suchého oka ..................................................................................... 32 

4.2 Alergie ............................................................................................................ 33 

4.3 Glaukom .......................................................................................................... 34 

4.4 Katarakta ......................................................................................................... 34 

5 Metody pro analýzu slz a buněk spojivky .............................................................. 36 

5.1 Metody odběru slz .......................................................................................... 36 

5.2 Kvantifikace cytokinů v slzách ....................................................................... 36 

5.3 Odběr buněk spojivky ..................................................................................... 40 

5.4 Detekce receptorů na povrchu buněk spojivky ............................................... 41 

6 Předpoklady a cíle diplomové práce ...................................................................... 43 

7 Materiál a metody................................................................................................... 44 

7.1 Slzy ................................................................................................................. 44 

7.1.1 Probandi .................................................................................................... 44 

7.1.2 Odběry vzorků slz ..................................................................................... 45 

7.1.3 Analýza pomocí Bio-Plex Cytokine Assay ............................................... 46 

7.1.4 Statistické zpracování ............................................................................... 49 

7.2 Buňky spojivky ............................................................................................... 50 

7.2.1 Probandi .................................................................................................... 50 

7.2.2 Odběry buněk spojivky pomocí otiskové cytologie .................................. 50 

7.2.3 Analýza receptorů buněk spojivky pomocí průtokové cytometrie ........... 51 

7.2.4 Imunocytologická analýza receptorů buněk spojivky ............................... 52 



Obsah          vi 

 

8 Výsledky................................................................................................................. 54 

8.1 Cytokiny v slzách ............................................................................................ 54 

8.1.1 Rozdíly mezi první a druhou etapou měření ............................................. 54 

8.1.2 Hladiny cytokinů ....................................................................................... 56 

8.1.3 Vzájemné korelace studovaných cytokinů ................................................ 56 

8.1.4 Změny v hladinách cytokinů u zdravých jedinců ..................................... 57 

8.2 Buňky spojivky ............................................................................................... 62 

8.2.1 Průtoková cytometrie ................................................................................ 62 

8.2.2 BAR1 ........................................................................................................ 63 

8.2.3 Imunocytologie buněk spojivky ................................................................ 64 

9 Diskuse ................................................................................................................... 66 

9.1 Rozdíly mezi první a druhou etapou měření cytokinů .................................... 66 

9.2 Koncentrace cytokinů v slzách ....................................................................... 67 

9.2.1 IL-1β.......................................................................................................... 68 

9.2.2 IL-4 ............................................................................................................ 69 

9.2.3 IL-10 .......................................................................................................... 69 

9.2.4 IFN-γ ......................................................................................................... 70 

9.2.5 MIF ............................................................................................................ 71 

9.2.6 VEGF ........................................................................................................ 71 

9.2.7 Hladiny cytokinů v slzách v porovnání s hladinami v krvi ....................... 72 

9.3 Vzájemná korelace studovaných cytokinů ..................................................... 73 

9.4 Hladiny cytokinů v slzách zdravých jedinců s ohledem na vybrané faktory .. 74 

9.5 Povrchové receptory buněk spojivky .............................................................. 79 

Závěr ............................................................................................................................. 80 

Seznam zkratek ............................................................................................................. 81 

Seznam pouţité literatury ............................................................................................. 84 

Internetové odkazy ...................................................................................................... 100 



Obsah          vii 

 

Přílohy ......................................................................................................................... 101 

Příloha 1 – Dotazník pro dárce slz .......................................................................... 101 



  8 

 

 

 

Abstrakt: 

V této studii jsme se zaměřili na stanovení hladin cytokinů IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, 

MIF a VEGF v slzách u zdravých jedinců. Cytokiny jsme testovali jako potenciální markery 

zánětu pro jejich moţné vyuţití v klinické praxi. Díky spolehlivé metodě měření hladin 

cytokinů v slzách by byla moţná včasná a neinvazivní diagnostika očních onemocnění. 

Pomocí Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-Rad) jsme ve dvou etapách analyzovali vybrané 

cytokiny. Posoudili jsme vhodnost metody pro diagnostické účely a zároveň klinickou 

vhodnost námi vybraných cytokinů. 

Byly potvrzeny vzájemné, statisticky významné pozitivní korelace cytokinů: IL-10 

s IFN-γ (r = 0,81), MIF s VEGF (r = 0,42 / r = 0,49), IL-1β s IL-10 (r = 0,52), IL-1β s IFN-γ 

(r = 0,55), IL-1β s VEGF (r = 0,38), IFN-γ s VEGF (r = 0,45) a IL-4 s VEGF (r = 0,48) 

u zdravých jedinců v slzách. 

IL-4 (r = -0,37) a IFN-γ (r = -0,42) negativně korelují s věkem. V závislosti na 

pohlaví, BMI, tuku v těle, čase jídla před odběrem, zátěţi oka při práci s počítačem a pocitu 

suchého oka nebyly u zdravých jedinců nalezeny statisticky významné rozdíly hladin 

cytokinů. Soudíme tedy, ţe námi vybrané cytokiny jsou pro diagnostické účely vhodné. 

Mezi první a druhou etapou měření byly nalezeny významné rozdíly v koncentracích 

u čtyř (IL-1β, IL-10, IFN-γ a VEGF) z pěti sledovaných cytokinů. Na základě získaných 

výsledků se metoda Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-Rad) nezdá být vhodná pro klinické 

vyuţití.  

Metody vyuţívající k detekci zdravotního stavu oka povrchové receptory buněk 

spojivky byly optimalizovány, ovšem bez pouţití anestetik nebyla výtěţnost odběru 

dostatečná. 

Klíčová slova: 

Bio-Plex Cytokine Assay, slzy, IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, MIF, VEGF, zdraví jedinci, 

buňky spojivky, CD-23, HLA-DR, TLR-4, imunocytologie rohovkového epitelu 
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Abstract: 

In this study, we aimed to determine the levels of cytokines IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, 

MIF and VEGF in tears derived from healthy subjects. We tested cytokines as potential 

markers of inflammation for their potential use in clinical practice. Having reliable method for 

measuring cytokine levels in tears would enable an early diagnosis of eye diseases. In two 

phases, cytokines in tears of healthy individuals were analyzed using Bio-Plex Cytokine 

Assay (Bio-Rad). We assessed the suitability of methods for diagnostic purposes as well as 

the suitability of our selected cytokines. 

Statistically significant positive correlations of cytokines were confirmed: IL-10 with 

IFN-γ (r = 0,81), MIF with VEGF (r = 0,42 / r = 0,49), IL-1β with IL-10 (r = 0,52), IL-1β 

with IFN-γ (r = 0,55), IL-1β with VEGF (r = 0,38), IFN-γ with VEGF (r = 0,45) and IL-4 

with VEGF (r = 0,48) in healthy subjects in tears. 

IL-4 (r = -0,37) and IFN-γ (r = -0,42) correlate negatively with age. In healthy 

individuals, there seem to be no differences with regard to gender, BMI, body fat, time of 

meal consumption prior to tear collection, eye strain when using a computer, dry eyes. Thus, 

studied cytokines are suitable for diagnostic purposes. 

Significant differences in concentrations of four (IL-1β, IL-10, IFN-γ a VEGF) of the 

five cytokines were found between the first and second phase. According to acquired results, 

the method of Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-Rad) does not seem to be suitable for clinical 

use. 

Methods using the eye conjunctiva cell surface receptors to assess state of health have 

been optimized; nevertheless, without the use of anesthetics, cell collection yields are not 

sufficient. 

Key words: 

Bio-Plex Cytokine Assay, tears, IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, MIF, VEGF, healthy 

subjects, conjunctival cells, CD 23, HLA-DR, TLR-4, immunocytology corneal epithelium 
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Úvod 

Asi 80 % podnětů okolního světa vnímáme pomocí zraku. Oko je orgán, který citlivě 

reaguje na vnější vlivy, neboť je v přímém styku s okolním prostředím. V dnešní době jsou na 

zrak a oko kladeny stále vyšší nároky. Práce s počítačem, časté čtení, umělé osvětlení 

a znečištěné ovzduší jsou jen velmi strohým výčtem faktorů, které kaţdodenně útočí na 

imunitní systém oka. S těmito jevy a stále se prodluţujícím věkem doţití souvisí zvyšující se 

prevalence některých degenerativních onemocnění oka, jako jsou glaukom, katarakta nebo 

syndrom suchého oka. V diagnostice těchto onemocnění je důleţitý včasný záchyt, zastavení 

progrese onemocnění a cílená léčba. 

Doposud existuje několik metod jak posuzovat vitalitu oka, ovšem jedná se o metody, 

které jsou náročné na provedení i finance. Chceme-li získat materiál z povrchu oka 

neinvazivními metodami, máme dvě moţnosti, a to odběr buněk nebo odběr slz. V slzách lze 

měřit koncentraci cytokinů, chemokinů, proteinů a dalších látek produkovaných buňkami oka. 

Na membráně buněk spojivky můţeme detekovat povrchové receptory, intracelulárně pak 

buňkou produkované transkripční faktory, jaderné receptory, extracelulárně produkované 

cytokiny a další molekuly. Při nástupu onemocnění reaguje imunitní systém oka na danou 

situaci a tím se mění exprese receptorů na povrchu buněk i uvnitř, stejně jako exprese 

cytokinů, chemokinů a proteinů v slzách. 

V současné době jsou testovány metody, které se zaměřují na jednoduchost odběru 

biologického materiálu pro analýzu, na zjednodušení procesu samotné analýzy a zároveň na 

finanční úlevu. Jednou z nových metod analýzy cytokinů v slzách je i multiplexová 

imunoanalýza. Odběr slz pro tuto metodu je bezbolestný, trvá v řádu vteřin, maximálně minut, 

a vzorky se nemusí upravovat. Samotná analýza je rychlá. Velkou výhodou je, ţe můţeme 

sledovat několik cytokinů naráz (výrobcem deklarovány desítky cytokinů).  

Účelem této práce je zjistit, zda je metoda multiplexové analýzy vhodná pro klinické 

vyuţití a porovnat její klady a zápory pro diagnostické účely s metodou analýzy buněk, 

zároveň ověřit vhodnost vybraných cytokinů pro klinickou praxi. 
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1 Slzy, cytokiny v slzách a receptory na povrchu 

buněk spojivky 

Slzy a slzný film jsou velmi komplexní tekutinou, obsahují mnoho látek 

produkovaných buňkami imunitního systému, jako jsou například cytokiny, ale i produkty 

slzné ţlázy a některé látky z krve. Tyto látky se mohou vázat na receptory epitelových buněk, 

tím je zajištěna komunikace mezi buňkami navzájem. Jedná se o systém zajišťující stálost 

vnitřního prostředí oka (Dartt and Willcox 2013). Dojde-li k zánětu, jeho rovnováha se naruší. 

Detekcí a kvantifikací cytokinů v slzách nebo povrchových receptorů buněk spojivky lze 

posoudit vitalitu oka. 

Slzný film pokrývá povrch rohovky, chrání epitel rohovky jak mechanicky, tak 

imunologicky. Je tvořen třemi sloţkami, které plynule přechází jedna v druhou (McCaa 

1982), viz obrázek 1. Nejblíţe k rohovce se nachází mucinová sloţka. Je produkována 

pohárkovými buňkami epitelu spojivky, buňkami Henleovy krypty v tarzální spojivce 

a Manzovými ţlázkami na limbu rohovky. Mucin zajišťuje přilnutí slzného filmu k rohovce 

(Dilly 1994). Střední vodná sloţka slzného filmu je tvořena sekrecí z přídatných slzných ţláz 

Wolfringových a Krauseho, jeţ nalezneme ve stromatu víčkové spojivky (Milder and 

Demorest 1954). Vodná sloţka obsahuje imunoglobuliny IgA, IgG, IgM, IgE, lysozym 

(antibakteriální substance),  prealbumin (váţe hormony štítné ţlázy, transportuje vitamin A), 

ceruloplazmin (pomáhá při krvetvorbě), laktoferin (antibakteriální substance), produkty 

ţírných buněk, růstové faktory a cytokiny (Johnson and Murphy 2004). Svrchní lipidová 

vrstva zabraňuje odpařování vodné sloţky a tím osychání povrchu oka. Je produkována 

Meibomskými ţlázami, jejichţ vývody nalezneme na okraji víček (Brauninger et al. 1972). 
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Obrázek 1 - Oko a slzný film (upraveno podle URL1) 

 

Funkce imunitních buněk (TH lymfocytů, NK buněk, monocytů/makrofágů, neutrofilů) 

jsou potlačovány mikroprostředím oka. Slzy obsahují faktory potlačující funkci imunitních 

buněk jako je například MIF (faktor inhibující migraci makrofágů) a TGF-β2 (transformační 

růstový faktor). Tyto inhibitory jsou produkovány buňkami rohovky, aby nedocházelo 

k napadání vlastních buněk oka imunitním systémem (Niederkorn 2006).  

Správné sloţení slzného filmu zajišťuje integritu povrchu oka, udrţuje imunologickou 

barieru oka, stálé pH a zachovává integritu epitelových buněk spojivky (Bachman and Wilson 

1985). Spojivka pokrývá povrch oka a vnitřní stranu víček. Buňky na povrchu spojivky jsou 

v přímém kontaktu se slzným filmem, produkují některé jeho sloţky a zároveň jsou jím 

chráněny před přímým kontaktem s vnějším prostředím (Dilly 1994). 

1.1 Cytokiny 

Cytokiny jsou jedním z produktů imunitních buněk. Společně s povrchovými 

receptory a dalšími molekulami a buněčnými strukturami zajišťují komunikaci mezi buňkami. 

Nacházíme je například v krvi, komorové vodě nebo v slzách.  

S ohledem na úlohu cytokinů v zánětlivé odpovědi je lze klasifikovat jako prozánětlivé 

a protizánětlivé. Dále se pak dělí podle buněk, které je produkují, např. TH1 lymfocyty 

a TH2 lymfocyty (Nekoua et al. 2016), ale i další. Cytokiny podobné funkce a původu pak 

můţeme pro zjednodušení řadit do stejné skupiny. Podle toho, která skupina cytokinů je 
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zvýšena či sníţena oproti hladinám u zdravých jedinců, lze usuzovat na určitý typ 

onemocnění.  

Řada cytokinů má pleiotropní účinek, coţ znamená, ţe působí v různých tkáních 

různým způsobem. Zároveň také mohou být produkovány více typy buněk (Forti et al. 1984). 

U některých genů kódujících cytokiny byla prokázána různá míra exprese u různých 

genotypů. Znamená to tedy, ţe mnoţství cytokinů v těle a jejich regulace mohou být 

podmíněny geneticky (Jiang et al. 2004; Ruiz et al. 2010). 

Následující podkapitoly jsou věnovány jednotlivým námi vybraným cytokinům, 

jejichţ koncentrace v slzách jsou měřeny v praktické části této práce. 

1.1.1 IFN-γ (interferon γ) 

IFN-γ je vysoce pleiotropní cytokin. Jedná se o látku, která je produkována v mnoha 

tkáních ve stejné formě, ovšem v konkrétní tkáni má odlišnou funkci, chová se tkáňově 

specificky. V imunitním systému reaguje na IL-12 nebo přímo na mikrobiální podnět. Je 

důleţitou látkou aktivující makrofágy a také je klíčem k rozlišení diferencovaných 

T lymfocytů (Watford et al. 2003). 

IFN-γ je antagonistou pro IL-13, u mnohých očních onemocnění je často příčinou 

apoptózy epitelových buněk na povrchu oka včetně pohárkových buněk spojivky (Pflugfelder 

et al. 2013). 

Jiţ jsou popsány i některé epigenetické změny v genu pro IFN-γ. Díky metylaci DNA 

v promotoru genu pro IFN-γ u TH1 lymfocytů je gen aktivní, zatímco u TH2 lymfocytů je gen 

pomocí metylace DNA umlčen. U naivních T lymfocytů je promotor tohoto genu 

hypermetylovaný (Chang and Aune 2005; Schoenborn et al. 2007). Nadměrná i nedostatečná 

metylace DNA je spojována s mnohými onemocněními. Hypermetylace promotoru genu pro 

IFN-γ můţe vést k astmatu (Ouyang et al. 2013; Runyon et al. 2012). Hypometylace je 

spojována s náchylností k alergiím (Vuillermin et al. 2009), vysokému krevnímu tlaku 

(Alexeeff et al. 2013), zánětům zubů (Viana et al. 2011), biliární atrézii 

(novorozenecká/kojenecká ţloutenka přetrvávající více jak 14 dnů) (Matthews et al. 2011). 

U všech těchto onemocnění je oslabena schopnost imunitního systému reagovat na infekci. 
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1.1.2 IL-1β (interleukin 1β) 

Interleukin jedna beta hraje klíčovou roli v mnohých imunitních reakcích, má 

pleiotropní účinek. Dává signál k transkripci prozánětlivých faktorů. Patří mezi interleukiny 

produkované TH1 lymfocyty (Lane and Lachmann 2011). Velmi často je pozorován 

u autoimunitních onemocnění a metabolických onemocnění. Na myším a králičím modelu 

bylo zkoumáno zapojení IL-1β při autoimunitní uveitidě, coţ vedlo ke zjištění, ţe anti-IL-1β 

terapie je účinná při léčbě tohoto onemocnění (Zhao et al. 2014).  

IL-1β stimuluje růstový faktor mikrocévního epitelu. Varianta genu CC pro IL-1β na 

pozici 511 zvyšuje riziko vzniku infarktu myokardu a cévní mozkové příhody. U mladých 

pacientů s cévní mozkovou příhodou a infarktem byla výrazně častěji přítomna varianta CC 

na pozici 511 genu pro IL-1β, charakteristická vyššími hladinami IL-1β. Varianta TT v pozici 

511 je naopak spojována s niţší hladinou IL-1β a alela T označena jako protektivní alela pro 

tato dvě onemocnění (Yang et al. 2015). 

Koncentrace IL-1β v séru se s věkem zvyšuje, jak zjistila studie provedená na 

potkanech (Farooq et al. 2017). Vyšší hladiny IL-1β v mozkové tkáni mohou vést k depresím 

a zhoršeným kognitivním schopnostem. IL-1β v mozkové tkáni sniţuje proliferaci buněk 

hippokampu, blokuje akutním stresem vyvolanou neurogenezi a sniţuje mnoţství IFN-γ 

a TNF-α v mozku (Farooq et al. 2017). 

Dlouhodobě vysoká hladina glukózy zvyšuje koncentraci IL-1β v krvi, který indukuje 

destrukci cévního endotelu. Experimentálně bylo dokázáno, ţe účinky glukózy na expresi 

IL-1β se s vyššími dávkami glukózy a prodluţujícím časem působení zvyšují. IL-1β je tedy 

zapojen do komplikací diabetu mellitu, jako je diabetická nefropatie nebo retinopatie (Zhu et 

al. 2016).  

1.1.3 IL-4 (interleukin 4) 

Interleukin čtyři je na rozdíl od předchozích interleukinů protizánětlivý. Je schopen 

působit na B lymfocyty tak, aby přepnuly výrobu protilátek IgM na IgE (spouští izotypový 

přesmyk). Pro tuto schopnost je zkoumán ve spojitosti s různými druhy alergií a atopií. Je 

produkován TH2 lymfocyty (Nakajima-Adachi et al. 2017). 

Zvýšené mnoţství IL-4 v slzách podporuje proliferaci fibroblastů, které produkují 

extracelulární matrix. Z nadbytku extracelulární matrix vznikají především na víčkové 
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spojivce mukózní plaky, typické jako nejčastější projev zánětu víčkové spojivky, kterými jsou 

gigantické papily. Gigantopapilární konjunktivitida se ve svých lehčích formách nezřídka 

objevuje u nositelů kontaktních čoček (Fujitsu et al. 2003). Dále nadměrné mnoţství IL-4 

v slzách stimuluje keratocyty, které následně produkují eotaxin (látka chemotakticky působící 

na eozinofily). Eozinofily pak při chronickém dráţdění způsobují erozi rohovky nebo 

rohovkový vřed. Jedná se o závaţnou a velmi bolestivou formu zánětu předního segmentu 

oka. Při dlouhodobém dráţdění můţe docházet aţ k nevratnému poškození stromatu a ztrátě 

průhlednosti rohovky (Fukagawa et al. 2000). 

Při porovnání různých druhů keratokonjunktivitid (KK) bylo zjištěno odlišné mnoţství 

IL-4. Zvýšené hladiny IL-4 v slzách v porovnání se zdravými jedinci jsou pouze u sezónní 

a jarní KK, ale u atopické KK nikoli (Leonardi et al. 2006), coţ vyvrací jiná studie, která 

prezentuje opačné závěry (Uchino et al. 2006). Dle nich je IL-4 statisticky významně zvýšený 

právě u pacientů s atopickou KK v porovnání s jarní KK a zdravými kontrolami. Novější 

studie uvádí, ţe nejsou podstatné samostatné hladiny IL-4, ale jejich srovnání s hladinami 

IFN-γ. Popisují IFN-γ jako ukazatel akutního zánětu při alergiích a IL-4 jako ukazatel 

chronického zánětu. Je-li tedy alergie v akutní fázi, hladiny IFN-γ jsou vysoké a hladiny IL-4 

nízké. S vyrovnávajícími se hadinami obou cytokinů přechází zánět do chronické fáze, v níţ 

převaţuje mnoţství IL-4. Autoři práce tedy spojují zvýšené hladiny IL-4 a zároveň sníţené 

hladiny IFN-γ s chronickým zánětem při atopických exémech (Herberth et al. 2010).  

IL-4 je prokazatelně zapojen také do imunitních projevů při potravinových alergiích. 

U myší je jedním z mediátorů zánětu trávicího traktu. Je produkován CD4 pozitivními 

T lymfocyty především v chronické fázi onemocnění. Při dlouhodobě vysokých hladinách 

IL-4 v trávicím traktu dochází k systémovému zvýšení IL-4 (Nakajima-Adachi et al. 2017). 

Tento fenomén by se tedy mohl projevit i v slzách. 

Na myším modelu byla prokázána rejekce spontánně vzniklých nádorových buněk 

sítnice imunitním systémem oka, pokud produkují vysoké mnoţství IL-4. Uvaţuje se tedy 

o vyuţití IL-4 v antigen-specifické protinádorové imunitě (Golumbek et al. 1991). Uplatnění 

má však mnohá úskalí a výzkum v této oblasti se za 26 let nijak výrazně neposunul. 

1.1.4 IL-10 (interleukin 10) 

Interleukin deset je protizánětlivý cytokin sniţující produkci mnohých zánětlivých 

faktorů, například IFN-γ, TNF-α nebo IL-12 (Eskdale et al. 1998). Je produkován makrofágy, 
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monocyty a TH2 lymfocyty (Hurme et al. 1998). Také ovlivňuje mnoţství produkce IgE 

(Grant et al. 2011). 

Španělští vědci porovnávali přítomnost jednotlivých variant polymorfismů 

v promotoru genu pro IL-10 na pozici -1082, -819 a -512 s koncentrací IL-10 v séru. 

Prokázali, ţe varianta G na pozici -1082 je genetickým faktorem pro vyšší hladiny IL-10 

v séru; s tímto polymorfismem je hladina IL-10 o 2 pg/ml séra vyšší (Suárez et al. 2002). 

Hladiny IL-10 se při různém stáří organismu liší, jak se podařilo prokázat na prasečím 

modelu. Hladiny IL-10 se po narození u selat prudce zvyšují. Postupně pak s věkem klesají, 

jako by imunitní systém postupně otupoval v seberegulaci (Islam et al. 2013). Můţe to být 

jeden z důvodů, proč autoimunitní onemocnění propukají v pozdějším věku. 

Zvýšené hladiny v krvi i v místě zánětu nacházíme u mnohých chronických 

zánětlivých onemocnění jako je Crohnova choroba (Wang et al. 2011), cévní mozková 

příhoda (Xie et al. 2013) nebo viscerální leishmanióza (parazitární infekce přenášená 

hmyzem) (Mishra et al. 2015). 

1.1.5 MIF (faktor inhibující migraci makrofágů) 

Faktor inhibující migraci makrofágů je označován jako pleiotropní cytokin, stejně jako 

IFN-γ nebo IL-1β. Je produkován mnoha buňkami: imunitními buňkami (makrofágy, 

granulocyty, eozinofily i bazofily), buňkami centrální nervové soustavy (neurony 

hypotalamu) a buňkami endokrinních ţláz (vaječníky, varlaty, nadledvinami, hypofýzou, 

slinivkou břišní) (Calandra and Roger 2003). Jednou z mnoha aktivit cytokinu MIF je 

schopnost „přivolat“ imunitní buňky (vrozené i získané imunity) do místa zánětu a vyvolat 

produkci mnoha prozánětlivých mediátorů jako jsou TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-17 (Stojanovic 

et al. 2009). MIF je tedy označován jako chemotaktický cytokin (Bernhagen et al. 2007). 

Na rozdíl od ostatních prozánětlivých cytokinů, které jsou potlačovány 

glukokortikoidy, MIF působí jako antagonista glukokortikoidů. Je tedy schopen jejich aktivitu 

sníţit (Daun and Cannon 2000). Nicméně pokud je koncentrace glukokortikoidů příliš 

vysoká, MIF není schopen aktivitu glukokortikoidů ovlivnit, neboť jejich činnost je mu 

nadřazená (Roger et al. 2005). Dále je MIF zapojen do vyvolání apoptózy mnohých buněk 

jako jsou primární svalové buňky (Taylor et al. 2006), B lymfocyty (Takahashi et al. 1999), 
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některé nádorové linie (Yao et al. 2005), kardiomyocyty (Chagnon et al. 2005) a neurony 

(Inacio et al. 2011). 

V roce 1997 se v USA začali zabývat spojitostí MIF a glukózového metabolismu poté, 

co byla objevena produkce MIF v β-buňkách Langerhansových ostrůvků pankreatu. MIF je 

produkován spolu s inzulínem a podporuje jeho uvolňování do krve (Waeber et al. 1997).  

Úzký vztah je také mezi produkcí MIF a tukovou tkání. Bylo zjištěno, ţe uvolňování 

cytokinu MIF z tukové tkáně je místně specifické. Adipocyty z podkoţní tkáně a tuk 

vystýlající břišní dutinu a obklopující břišní orgány produkují asi 10krát více MIF neţ prsní 

adipocyty (Skurk et al. 2007). Adipocyty vyprodukovaný MIF podporuje produkci TNF-α, 

který je příčinou katabolismu glukózy a sniţuje citlivost přenosu signálu pro sekreci inzulínu. 

Speciální nadprodukce MIF nastává při stresových podmínkách. Znamená to, ţe zmnoţená 

tuková tkáň v oblasti břicha (abdominální obezita) sniţuje příjem glukózy a zároveň zvyšuje 

inzulínovou rezistenci (Atsumi et al. 2007). Uplatňuje se tedy v rozvoji diabetu mellitu 

druhého typu. Zvýšený MIF je také povaţován za rizikový faktor pro vznik aterosklerózy, 

jeho kolísající hladiny napomáhají vzniku aterosklerotických plátů (Makino et al. 2010). 

Exprese genu pro MIF je závislá na cirkadiánních rytmech, jeho hladiny jsou vyšší 

v průběhu dne (Petrovsky et al. 2003). Je ovšem otázka, zda jeho vyšší hladiny nesouvisí 

například s příjmem potravy v průběhu dne, neboť jeho produkce je svázána s produkcí 

inzulinu v pankreatu (Waeber et al. 1997). 

1.1.6 VEGF (růstový faktor cévního epitelu) 

Jedná se o cytokin zodpovědný za angiogenezi (tvorbu cév), v případě očních 

onemocnění za často velmi neţádoucí neovaskularizaci (novotvorba cév). Zároveň udrţuje 

homeostázu buňky, hlídá její saturaci kyslíkem.  

VEGF je produkován po spuštění mechanismu podmíněného hypoxií. Jedná se 

o kaskádu dějů, kdy je na začátku hypoxický stres vyvolávající odpověď v podobě tvorby 

faktoru HIF-1 (hypoxií vyvolaný faktor 1), ten přímo působí na stimulaci buněk 

produkujících VEGF (endotelové buňky, gliové buňky, neuronové buňky sítnice, 

monocyty/makrofágy). Tkáň tímto dostává informaci pro vytváření nových cév. Více cév 

znamená větší zásobení tkáně kyslíkem a tím odstranění hypoxie. Ovšem jsou tkáně, ve 

kterých je novotvorba cév neţádoucí. Neovaskularizace rohovky způsobuje neprůhlednost, 



  18 

 

 

 

v případě novotvorby cév na sítnici vzniká diabetická retinopatie, věkem podmíněná 

makulární degenerace a další onemocnění, která mají za následek úbytek zorného pole. Tento 

stav je nevratný, odbourání cév v daných místech je nemoţné (Sene et al. 2015). 

Neovaskularizace v podobě těchto onemocnění je nejčastější příčinou slepoty ve vyspělých 

civilizacích (Sene and Apte 2014). 

VEGF je zapojen do vzniku katarakty, věkem podmíněné makulární degenerace 

a diabetické retinopatie. Všechna tato onemocnění mají společného jmenovatele ve formě 

zvýšeného VEGF (Marneros 2016). Se zvyšujícím se věkem narůstá hypoxický stres v oku 

a tím se zvyšuje produkce VEGF nejen pigmentovým epitelem sítnice, ale i endotelovými 

buňkami rohovky. VEGF můţe napomáhat k tvorbě ROS (reactive oxygen  species = 

kyslíkové radikály) v rohovce, kyslíkové radikály pak zapříčiní vznik opacity (zákalu) 

(Monaghan-Benson and Burridge 2009).  

Při nesprávném pouţívání kontaktních čoček, chronickém nošení těsných kontaktních 

čoček, ale zřídka i u pacientů, kteří nenosí kontaktní čočky, se setkáváme s pterygiem. 

Pterygium vzniká při chronickém dráţdění a hlavně nedostatečném okysličení rohovky. 

V akutní fázi dochází k prorůstání cév do rohovky, tvoří se benigní cévní nádor, který brání 

v zorném poli. Po odstranění příčiny hypoxie se cévy vyprázdní, ovšem rohovka zůstává 

neprůhledná. U pacientů s pterygiem byl imunohistochemicky detekován výskyt VEGF 

v epitelových buňkách rohovky v 50-100 % buněk, u zdravých kontrol byla odpověď 

negativní (Khalfaoui et al. 2011), coţ odpovídá zdravému stavu, kdy je rohovka avaskulární. 

Spojení VEGF s mnohými věkem podmíněnými onemocněními přivedlo vědce na 

otázku, zda nemůţe hrát gen pro VEGF roli v délce doţití jedince. Konkrétní varianta čtyř 

SNP je opravdu spojena s dlouhověkostí. Jedná se o polymorfismy v promotorové oblasti 

genu pro VEGF a to konkrétně na pozici -2578 varianta A (adenin), na pozici -1190 také 

varianta A a varianta G (guanin) na pozicích -1154 a -634. Bylo porovnáno 324 zdravých 

Italů ve věku 25-84 let se 166 dlouhověkými zdravými Italy (85 - 99 let). Haplotyp AAGG se 

u mladších vyskytoval v 10,4 % a u dlouhověkých statisticky významně častěji a to ve 14,9 % 

jedinců (Del Bo et al. 2008). 

 Bylo zjištěno, ţe alela A na pozici -1154 v promotorové oblasti genu VEGF můţe 

působit jako protektivní faktor pro vznik nádoru, jedná se totiţ o variantu, která obecně 

sniţuje expresi genu (Ruiz et al. 2010). 
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1.2 Receptory 

Buňka po stimulaci cytokinem reaguje na okolní prostředí mimo jiné změnou exprese 

receptorů na svém povrchu, na něţ se pak cytokiny mohou vázat. V této kapitole jsou popsány 

tři námi vybrané receptory. Jejich detekce byla provedena v praktické části této práce. Jedná 

se o povrchové receptory vyskytující se na epitelových buňkách spojivky, jejichţ změna 

exprese byla v odborné literatuře popsána v souvislosti se zdravotním stavem oka. 

1.2.1 CD-23 

Molekula CD-23 je povrchovým receptorem detekovaným na membráně epitelových 

buněk spojivky. Jedná se o receptor s afinitou pro IgE u chronických zánětů (Baudouin et al. 

1992). Tento receptor byl poprvé popsán pro svou roli při regulaci produkce IgE 

u B lymfocytů, jako antigen stimulující B lymfocyty k syntéze IgE (Bonnefoy et al. 1995). 

Později bylo zjištěno na myším modelu, ţe se zapojuje do transportu alergických částic, můţe 

se odpojit z membrány epitelových buněk a stát se součástí transposomu (Yang et al. 2000). 

Detekce CD-23 pomocí průtokové cytometrie byla zaznamenána pouze u 2 z 16 

zdravých jedinců (12,5 %), kdeţto u pacientů se syndromem suchého oka byla detekce tohoto 

receptoru pozitivní u 13 jedinců z 18 (72 %) a v případě pacientů s chronickým zánětem 

spojivky dokonce u 21 z 22 (95 %) (Baudouin et al. 1997). U syndromu suchého oka byla 

prokázána odlišná exprese receptoru CD-23 u pacientů s různým druhem léčby. Nadprodukce 

byla pozorována u neléčených pacientů v porovnání vůči zdravým kontrolám. U pacientů 

léčených kapkami, které obsahují konzervační látku benzalkoniumchlorid, byla prokázána 

zvýšená exprese CD-23 v porovnání se skupinou pacientů pouţívajících novější kapky bez 

tohoto konzervantu (Albietz and Bruce 2001). Podobně byl zkoumán vliv léčby na expresi 

CD-23 u pacientů s glaukomem, kde nejniţší mnoţství CD-23 bylo pozorováno u pacientů 

léčených kapkami obsahujícími konzervační látku chlorhexidin (Baudouin et al. 1994). 

Vysoká exprese tohoto receptoru byla pozorována také u lymfatických nádorů přídatných 

očních orgánů (Moraes et al. 2017; Qu et al. 2017).  

CD-23 receptor na povrchu buněk nosní sliznice pozitivně koreluje s IL-4 v séru 

u pacientů s alergickou rýmou. Nově se také uvaţuje o léčbě alergické rýmy pomocí 

anti-CD23 protilátek, které inhibují TH2 buněčnou odpověď (Zhou et al. 2013). 



  20 

 

 

 

1.2.2 HLA-DR 

Antigen lidských leukocytů DR patří mezi antigeny MHC (hlavní histokompatibilní 

systém) II. třídy. Jedná se o biomarker zánětu obvykle exprimovaný na povrchu leukocytů 

a některých dalších imunitních buněk, někdy jej nalezneme i na povrchu epitelových buněk 

(Baudouin et al. 1992). Je spojován s aktivací imunitního systému v případě rozpoznání 

cizorodého antigenu buňkami celého těla (Ichikawa et al. 1990; Ishihara et al. 1994; Pisella et 

al. 2000). Zvýšená exprese HLA-DR na povrchu epitelových buněk rohovky souvisí 

s nadprodukcí IFN-γ (Tsubota et al. 1999). 

U pacientů se syndromem suchého oka, kteří trpí Sjörgrenovým syndromem 

(autoimunitní onemocnění, při němţ dochází k destrukci exokrinních ţláz, tedy i slzných ţláz, 

v důsledku čehoţ vzniká velmi váţná forma chronického zánětu suchého oka) nebo poruchou 

funkce Meibomských ţláz, je zvýšená exprese HLA-DR, jeţ zároveň negativně koreluje 

s testem kvality slzného filmu (BUT test) a testem kvantity slzného filmu (Schirmerův test) 

(Brignole-Baudouin et al. 2017). U pacientů se syndromem suchého oka byla pozorována 

sníţená exprese HLA-DR po půlročním uţívání omega-3 a omega-6 mastných kyselin 

(Brignole-Baudouin et al. 2011). Po půl roční léčbě Cyklosporinem, jenţ sniţuje expresi 

některých cytokinů včetně IFN-γ, čímţ inhibuje T lymfocyty, se při intenzitě kapání dvakrát 

denně u pacientů se syndromem suchého oka prokazatelně sniţuje exprese HLA-DR (Kunert 

et al. 2000). Cyklosporin A tedy sniţuje zánět na povrchu oka u těchto pacientů a tím brání 

devastujícím účinkům zánětlivých cytokinů v degradaci buněk rohovky (Leonardi et al. 

2017). U pacientů se syndromem suchého oka, kteří se léčí pomocí kapek obsahujících 

benzalkoniumchlorid, byla v porovnání s pacienty pouţívajícími kapky s jinými 

konzervačními látkami detekována zvýšená exprese HLA-DR a CD-23 (Albietz and Bruce 

2001). U pacientů s glaukomem byly rovněţ pozorovány negativní účinky 

benzalkoniumchloridu, zatímco exprese HLA-DR u pacientů pouţívajících kapky 

s chlorhexidinem byla niţší neţ u pacientů pouţívajících kapky s benzalkoniumchloridem 

(Baudouin et al. 1994). Abnormálně zvýšenou expresi HLA-DR na povrchu epitelových 

buněk rohovky mají také pacienti s cystickou fibrózou, zároveň procentuální zastoupení 

HLA-DR pozitivních buněk negativně koreluje s kvantitou a kvalitou slzného filmu (Mrugacz 

et al. 2007). U pacientů s chronickým zánětem spojivky je prokazatelně vyšší exprese 

HLA-DR (Baudouin et al. 1997).  
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1.2.3 TLR-4 

Toll-like receptor 4 (někdy označován jako CD284) je membránový receptor zapojený 

do imunitní odpovědi při napadení organismu Gram-negativními bakteriemi produkujícími 

lipopolysacharidy. Příkladem takové bakterie je Pseudomonas aeruginosa, která je schopná 

infiltrace do stromatu rohovky, kde její metabolity nevratně ničí buňky stromatu. Neléčená 

forma bakteriální keratitidy můţe vést aţ ke slepotě (Lang et al. 2011). TLR-4 receptor 

aktivuje vrozenou imunitní odpověď a tím i produkci některých cytokinů jako jsou IL-1β, 

IL-6 nebo TNF-α (Fu et al. 2006). 

Zvýšená exprese TLR-4 receptoru je potvrzena u pacientů se syndromem suchého oka 

(Redfern et al. 2015). U pylových alergií se zapojuje do TH2 imunitní odpovědi, zvyšuje 

produkci zánětlivých cytokinů IL-4, IL-5, IL-13 (Li et al. 2011). Na myším modelu byla 

potvrzena jeho nadprodukce v rohovkovém epitelu při pylových alergiích (Li et al. 2011). 

Nadprodukce TLR-4 byla pozorována v nádorových liniích, zároveň je spojována se 

zvýšenou produkcí cytokinů TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 a VEGF v nádorových buňkách. 

Mnoţství TLR-4 pozitivně koreluje s prognózou nádorového onemocnění (Mai et al. 2013). 
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2 Faktory ovlivňující koncentrace cytokinů 

u zdravých jedinců 

2.1 Kolísání hladin cytokinů dle denní doby 

Hladiny cytokinů v slzách se v průběhu dne mění. U 18 cytokinů a chemokinů byla 

popsána inter-individuální variabilita i variabilita vázaná na denní rytmus (Benito et al. 2014). 

Velmi stabilní se ukázal VEGF, v průběhu dne se jeho hladina neměnila, v průběhu spánku 

byla hladina VEGF stabilně asi o 20 % vyšší, inter-individuální variabilita byla minimální. 

Podobné výsledky byly pozorovány v průběhu dne i u IL-1β a IL-6. U IL-10 nebyla 

variabilita v průběhu dne prokázána. Autoři v této práci upozorňují především na nevhodnost 

některých cytokinů a chemokinů v slzách jako biomarkerů pro stanovení oční diagnózy, 

neboť se v průběhu dne a noci jejich hladiny mění, ovšem v případě standardizace odběrů 

(například od 8 do 12 hodin dopoledne) je alespoň screeningové vyšetření moţné (Benito et 

al. 2014). 

Ve studii se stejným zaměřením shromáţdili vzorky od 28 zdravých probandů v 9, 12, 

16, 21 a 24 hodin. Byly měřeny hladiny cytokinů IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 a TNF-α. 

IL-8 se ukázal jako velmi stabilní v různou denní dobu. U ostatních cytokinů se ukázalo 

prokazatelné zvýšení hladin mezi 21. a 24. hodinou, u IL-1β a IL-12p70 se hladina zvýšila 

2krát oproti hladině v 9 hod., u IL-6, IL-10 a TNF-α se hladina zvýšila 1,5krát (Uchino et al. 

2006). 

2.2 Rozdíl v hladinách cytokinů a chemokinů mezi pravým 

a levým okem 

U zdravých jedinců nenacházíme rozdíl mezi pravým a levým okem. Ve studii z roku 

2010 jsou patrné výsledky měření 30 cytokinů a u ţádného z devíti probandů nebyl nalezen 

signifikantní rozdíl mezi pravým a levým okem (Carreno et al. 2010). Ovšem je třeba 

pamatovat na stimulovanou sekreci slz z levého oka, pokud bezprostředně před tím byl 

proveden odběr pravého oka. Je potom moţné, ţe koncentrace slz levého oka je naředěna 

vodnou sloţkou ze slzné ţlázy, která se do bazální sekrece nezapojuje. 
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2.3 Vazba produkce cytokinů na pohlaví 

Hladiny cytokinů jsou ovlivňovány mnohými látkami v těle, mimo ostatní 

i pohlavními hormony. Na povrchu T lymfocytů, makrofágů a monocytů byly objeveny 

receptory pro estrogen. Znamená to tedy, ţe buňky schopné produkce cytokinů mohou 

reagovat na estrogen (Bird et al. 2008). Ţeny v reprodukčním věku mají niţší incidenci 

infekčních chorob. Jedním z důvodů můţe být i vyšší aktivita imunitního systému (Gannon et 

al. 2002). Ţenské NK buňky citlivěji reagují na infekci vyšší produkcí IFN-γ, IL-4, IL-17 

a TNF-α neţ muţské NK buňky (Bernin et al. 2016). Ţeny produkují vyšší hladiny 

TH2 cytokinů (IL-4 a IL-10) neţ muţi (Giron-Gonzalez et al. 2000). Při sledování poměru 

TH1 ku TH2 cytokinům na myším modelu byl vyšší poměr pozorován u samců, u samic je tedy 

výraznější imunitní odpověď ve prospěch TH2, kdeţto u samců je to TH1 odpověď (De Leon-

Nava et al. 2009). Další sledované cytokiny IL-2 a IL-6 nevykazovaly rozdíly vázané na 

pohlaví (De Leon-Nava et al. 2009). Zvýšená senzitivita imunitního systému vede u ţen 

k vyšší incidenci autoimunitních onemocnění (Zhang et al. 2012), na druhou stranu muţi mají 

menší imunitní reakci po očkování a tím můţe být očkování méně účinné. Zároveň mají muţi 

s vyšším mnoţstvím testosteronu v krvi niţší protilátkovou odpověď po očkování (Furman et 

al. 2014).  

V plazmě těhotných ţen byly naměřeny rozdílné hladiny cytokinů v závislosti na 

pohlaví plodu. U ţen čekajících potomka muţského pohlaví bylo zvýšené mnoţství 

prozánětlivých cytokinů (G-CSF, IL-12p70, IL-21, IL-33) a angiogenních cytokinů (PIGF 

a VEGF), kdeţto u ţen nosících plod ţenského pohlaví byly vyšší hladiny IL-5, IL-9, IL-17 

a IL-25 (Enninga et al. 2015). 

Na králičím modelu bylo prokázáno, ţe androgeny a estrogeny mohou 

zprostředkovaně regulovat produkci cytokinů v slzách (Beauregard and Brandt 2004), vyšší 

produkce prozánětlivých cytokinů (IL-1β) můţe poškodit buňky rohovky a tím narušit 

produkci slz. Zvýšené cytokiny IL-1β, IL-8 a TNF-α jsou pozorovány u ţen po menopauze 

(Malutan et al. 2014). 

2.4 Změny produkce cytokinů způsobené věkem 

TH1 a TH2 imunitní odpověď je závislá nejen na pohlaví, ale také na věku. U mladších 

lidí se více uplatňuje TH1 imunitní odpověď a s věkem se postupně přesouvá váha více k TH2 
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(Siwiec et al. 2009). Na myším modelu bylo prokázáno, ţe hladiny IFN-γ v plazmě se 

s věkem sniţují, naopak hladiny IL-4 se s věkem zvyšují. Zároveň produkce těchto cytokinů 

buňkami imunitního systému odpovídá hladinám v séru. Měnící se rovnováha imunitní 

odpovědi byla připsána měnící se metylaci. U mladších lidí je promotor genu pro IFN-γ 

metylován méně (gen můţe být více exprimován), naopak promotor genu pro IL-4 je 

u mladších lidí metylován více a s věkem se jeho metylace ztrácí (Xia et al. 2016). U starších 

jedinců bylo prokázáno vyšší mnoţství buněk produkujících IL-4 neţ u mladších (Yen et al. 

2000). 

Studie Kleinera a kolektivu prokázala v séru sníţené hladiny MIF u dospělých lidí 

oproti dětem ve věku od 1 roku do 17 let (Kleiner et al. 2013). Koncentrace IFN-γ a IL-4 však 

byly zvýšeny oproti dospělým pouze u dětí ve věku od 7 do 17 let; u dětí od 1 roku do 6 let 

nebyly pozorovány rozdíly v hladinách těchto cytokinů oproti dospělým. Hladiny VEGF 

a IL-10 nejeví rozdíly mezi dětmi a dospělými (Kleiner et al. 2013). Lze předpokládat, ţe 

závislost exprese některých imunitních faktorů na věku je systémová a je detekovatelná nejen 

v séru, ale promítá se také do jejich koncentrace v slzách; práce, která by toto zkoumala, však 

v současné době není autorce známa. 
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3 Vlivy prostředí na produkci cytokinů v slzách 

u zdravých jedinců 

Slzný film udrţuje integritu povrchu oka. Je tedy velmi důleţitou sloţkou, chrání oko 

před vnějšími vlivy a vyţivuje rohovku. Znečištěný vzduch, práce s počítači, umělé osvětlení 

nebo nošení kontaktních čoček kladou na slzný film a oko stále vyšší nároky. Nejen vlivy 

vnějšího prostředí oka se mohou projevit na koncentraci cytokinů v slzách, ale i metabolický 

stav organismu. V slzném filmu se můţe odráţet celkové zdraví jedince. 

3.1 Vysoké nároky na zrak při práci do blízka 

Existují teorie, podle nichţ byl zrak lovců a sběračů archaické doby adaptován podle 

jejich specializace při práci. Tyto teorie předpokládají, ţe lovci byli převáţně emetropové 

(bez refrakční vady) nebo hypermetropové (dalekozrací) a sběrači emetropové nebo myopové 

(krátkozrací) (Wielkiewicz 2016).  

V dnešní populaci vyspělého světa velmi rapidně narůstá práce s počítači a velkým 

mnoţstvím textů, tedy celodenní práce na blízko. Emetrop při práci na blízko akomoduje asi 

+2 aţ +3 D, v závislosti na vzdálenosti. Hypermetrop bez korekce akomoduje více, 

nekorigovaný myop naopak méně. Myopie se tedy zdá být výhodným adaptačním 

mechanismem pro práci na blízko. Ideální je nízká myopie okolo 2 aţ 3 D. Hypoteticky, 

pokud myop nosí na dálku brýle s korekcí -2 D a na práci na blízko je sundá, pak do 

vzdálenosti půl metru nemusí vůbec akomodovat. 

V současnosti myopie postihuje 25 % lidí starších 40 let v USA a v západní Evropě, 

kdeţto hypermetropie pouze 10 % lidí ve stejné věkové kategorii. Podle Wojciechowskiho 

bude v roce 2021 dva a půl bilionu lidí postiţeno myopií (Wojciechowski 2011).  

Dědičnost myopie je označovaná jako multifaktoriální (genetické + negenetické 

faktory) a zároveň polygenní (roli hraje více genů většinou s aditivním, ale i protichůdným 

účinkem). Díky celogenomovým asociačním studiím bylo u jedinců evropského původu 

objeveno 20 kandidátních genů pro myopii. Studie byla provedena na 45 771 probandech 

(Wojciechowski and Hysi 2013). Mezi kandidátní geny patří např. LAMA2 (mutace genu 

způsobují svalovou dystrofii) a LRRC4C (mutace genu způsobují neurodegenerativní 
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onemocnění) (Kiefer et al. 2013). Existují názory, ţe tyto geny podléhají pozitivní selekci 

(Mak et al. 2006).  

3.2 Rizikové faktory vnějšího prostředí 

3.2.1 Umělé osvětlení 

Zářivky a umělé světelné zdroje emitují různé spektrum vlnových délek s různou 

intenzitou, velmi často s velkým mnoţstvím UV záření (Walsh and Pearce 2010). Oční čočka, 

stejně jako rohovka, jsou schopny absorpce UV záření, ovšem v omezeném mnoţství. 

Dlouhodobé vystavení vyšším dávkám UV záření můţe způsobit kataraktu, pterygium nebo 

opacitu rohovky (Walls et al. 2011).  

Riziko vzniku UV zářením vyvolaných onemocnění při kaţdodenním vystavení 

zářivkám (osm hodin denně v práci, škole, …) je o 12 % vyšší neţ při pobytu mimo zářivky, 

včetně pobytu venku, kde jsou lidé sezónně (především na jaře a v létě) vystaveni velkému 

mnoţství přirozeného světla i v místech ozónové díry (Walls et al. 2011). U lidí pohybujících 

se venku v místech ozónové díry je zvýšené riziko vzniku věkem podmíněné makulární 

degenerace. Světločivné buňky sítnice jsou degradovány zvýšeným UV zářením (Norval et al. 

2011). 

3.2.2 Obrazovky 

Lidé pracující s počítačem mají často problémy s bolestí hlavy způsobené buď očními 

problémy, nebo blokací krční páteře. V této podkapitole se budeme věnovat pouze očním 

obtíţím způsobeným zářením obrazovky. Nejčastějším problémem bývá sníţená frekvence 

mrkání, z toho plynoucí osychání oka a vznik syndromu suchého oka (Chiva 2011). 

Podle studie zkoumající oční obtíţe u 49 lidí v průměrném věku 41 let dlouhodobě 

pracujících s počítačem byly prokázány oční obtíţe u 49 % z nich (zarudnutí, pálení, tlak za 

očima předcházející bolesti hlavy), a to častěji u ţen neţ u muţů (Radulovic and Hursidic-

Radulovic 2012).  

Oční obtíţe jsou brány za nejrizikovější faktor rozvoje únavy z nepřetrţité práce na 

počítači. Chronická únava z práce na počítači je označením zahrnující mnoţství symptomů, 

mezi něţ patří pálení očí, tlak za očima (a další oční obtíţe), nízká úroveň kontroly 

(soustředění), uţívání nikotinu a nízká sexuální aktivita (Toomingas et al. 2014). 
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Sto čtyřicet osm ţen pracujících v administrativě ve Švédsku bylo dotazováno na 

četnost práce s počítačem a subjektivní oční obtíţe. Ţeny byly ve věku 40 – 65 let. Část z nich 

uţívala po tři měsíce před odběrem slz omega-3 mastné kyseliny, ostatní dostaly placebo. 

Ţeny byly rozděleny do dvou věkových kategorií na starší a mladší. Byly zjištěny vyšší 

hladiny IL-1β a IL-6 u starších ţen, stejně jako byly naměřeny vyšší hladiny těchto cytokinů 

u ţen, které pouţívaly počítač, oproti těm, které ho nepouţívaly. U ţen pracujících 

s počítačem, které tři měsíce před odběrem uţívaly omega-3 mastné kyseliny, byly hladiny 

IL-1β i IL-6 prokazatelně niţší (Ribelles et al. 2015). Také povrchové markery buněk 

spojivky jsou zvýšeny u lidí pracujících denně s počítačem (Bhargava et al. 2014). 

3.2.3 Kontaktní čočky 

Špatný výběr kontaktních čoček bez odborné konzultace vede k otlakům na rohovce 

a dystrofii rohovkového epitelu (v případě malých čoček) nebo k nadměrnému dráţdění oka 

(v případě velkých čoček). Nedostatečná péče, přenášení kontaktních čoček (pokud se nosí 

čočky déle, neţ je určeno) nebo přespávání v kontaktních čočkách zvyšuje riziko bakteriální 

infekce (především bakteriální keratitidy) (Cope et al. 2016), ale také riziko nedostatečného 

zásobení rohovky kyslíkem, coţ můţe vést aţ k neovaskularizaci rohovky (vznik pterygia) 

(Goodlaw 1996). Při správném pouţívání kontaktních čoček u dnešních typů měkkých 

kontaktních čoček vyšší riziko oxidativního stresu nehrozí.  

Bylo zjištěno rozdílné mnoţství proteinů v slzách nositelů kontaktních čoček 

(měkkých i tvrdých). Některé proteiny jsou u nositelů kontaktních čoček vyšší (např. S100 

A8), jiné jako lysozym jsou naopak u nositelů kontaktních čoček niţší (Kramann et al. 2011). 

V roce 2000 proběhla pomocí metody ELISA studie zaměřená nejen na proteiny v slzách, ale 

i na některé cytokiny a zároveň mnoţství polymorfonukleárních leukocytů na povrchu oka. 

Odběry byly provedeny u třech rozdílných skupin, u nositelů kontaktních čoček (nositelé), lidí 

nenosících kontaktní čočky (nenosící) a lidí, kteří přespali v kontaktních čočkách prvně pro 

účely studie (prvonositelé). U prvonositelů bylo prokázáno vyšší mnoţství 

polymorfonukleárních leukocytů v porovnání s nositeli i nenosícími a u nositelů bylo vyšší 

mnoţství polymorfonukleárních leukocytů neţ u nenosících. Prvonositelé měli prokazatelně 

niţší hladiny IL-8 a IL-6 po osmi hodinách spánku v porovnání s ostatními. Znamená to tedy, 

ţe oko se na kontaktní čočku částečně adaptuje, ovšem u nositelů kontaktních čoček můţe 
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přetrvávat nízký chronický zánět (Thakur and Willcox 2000). U nositelů kontaktních čoček je 

zvýšené riziko syndromu suchého oka (Chiva 2011). 

3.2.4 Znečištěné ovzduší  

Bylo prokázáno, ţe kvalita i kvantita slzného filmu je horší u lidí vystavených 

znečištěnému vzduchu (Torricelli et al. 2014). Senzitivita povrchu oka ke znečištěnému 

vzduchu se zvyšuje s věkem. Povrch oka u 40letých je citlivější na znečištěné ovzduší neţ 

povrch oka u mladších jedinců (Kjaergaard et al. 1992).  

U jedinců ţijících ve velkých městech se značným znečištěním je vyšší výskyt 

syndromu suchého oka (Alves et al. 2014). Bylo prokázáno zvýšené mnoţství IL-10 a IL-5 

v slzném filmu vlivem znečištěného metropolitního vzduchu. U IFN-γ takováto souvislost 

nebyla nalezena (Matsuda et al. 2015).  

3.3 Ţivotní styl 

Kromě vnějšího prostředí a exogenních faktorů, které útočí na povrch oka, záleţí také 

na nastavení vnitřních podmínek, které můţe ovlivnit kaţdý z nás, tedy faktorech 

endogenních. Dysfunkce slzného filmu můţe být způsobena nejen nadměrnou evaporací, ale 

i nedostatečnou produkcí jednotlivých sloţek z metabolických příčin. 

3.3.1 Strava 

Vědci z Nového Zélandu vypracovali studii zabývající se stravou a očními 

onemocněními vyvolanými oxidativním stresem. Mezi tato onemocnění patří katarakta, 

glaukom a věkem podmíněná makulární degenerace. Studie se zúčastnilo 78 jedinců 

s onemocněním (pouze dva jedinci neměli kataraktu, ostatní měli buď kataraktu samostatně 

nebo v kombinaci s některým z onemocnění glaukom nebo věkem podmíněná makulární 

degenerace) a 149 kontrol bez očního onemocnění. Stanovili rizika pro všechny sledované 

sloţky jídla. Potvrdili protektivní účinek vitaminu C (OR = 0,63) a β-karotenu (OR = 0,56). 

Naopak byly potvrzeny i některé rizikové sloţky potravy jako je cholesterol obsaţený 

v potravinách (OR = 1,98). U ostatních sloţek potravy zkoumaných v této studii (vitamin E, 

flaviny, tuky a oleje, konzumace alkoholu, abstinence, mléčné výrobky, pečivo, doplňky 

stravy) nebyla souvislost s degenerativními onemocněními očí prokázána (Braakhuis et al. 

2017). 
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3.3.2 Alkohol 

Lidé konzumující alkohol mají zvýšenou hladinu glukózy v krvi, zvýšenou prevalenci 

diabetu mellitu a diabetické retinopatie. Zároveň konzumenti alkoholu trpí častěji syndromem 

suchého oka neţ abstinenti a častěji se u nich vyskytuje katarakta (Xu et al. 2009). Zvýšené 

riziko vzniku katarakty u konzumentů alkoholu potvrzují i další studie, ovšem liší se v míře 

rizika. Lindblad uvádí riziko o 11 % vyšší u konzumentů alkoholu oproti abstinentům 

(Lindblad et al. 2007), Morris uvádí dokonce o 30 % vyšší riziko (Morris et al. 2004). Na 

druhou stranu existují i studie, byť jsou v menšině, které souvislost katarakty s konzumací 

alkoholu (ne u alkoholiků) popírají (Klein et al. 2003). Mnoho studií se zabývá také vztahem 

alkoholu a věkem podmíněné makulární degenerace. Většina se shoduje, ţe konzumace 

alkoholu není rizikovým faktorem pro vznik věkem podmíněné makulární degenerace, ovšem 

nadměrná konzumace ano (Arnarsson et al. 2006; Fraser-Bell et al. 2006; Knudtson et al. 

2007). Buch určuje hranici pro „neškodné“ mnoţství alkoholu vzhledem k rozvoji věkem 

podmíněné makulární degenerace na méně neţ 250g za týden (Buch et al. 2005). Studie 

zabývající se alkoholem a prevalencí glaukomu uvádějí často souvislost s konzumací alkoholu 

a zvýšeným nitroočním tlakem (Lin et al. 2005; Vinson 2006). U glaukomu s otevřeným 

úhlem (obvykle normotenzní glaukom) nebyla prokázána ţádná souvislost s konzumací 

alkoholu (Klein et al. 1993). Podle jiných samotná konzumace alkoholu riziko pro vznik 

a progresi glaukomu nezvyšuje, ovšem ve spojení s krevní hypertenzí, nadváhou nebo 

kouřením má alkohol kumulativní účinek, tedy ve spojení s těmito faktory se riziko povaţuje 

za prokázané (Chiotoroiu et al. 2013; Yoshida et al. 2014). 

3.3.3 Kouření 

Mezi 4 164 dětmi ze Singapuru ve věku šest měsíců aţ šest let byl prokázán vyšší 

výskyt myopie u dětí pocházejících z nekuřáckých rodin (Iyer et al. 2012). Kouření bychom 

tedy mohli povaţovat za protektivní faktor myopie, ovšem pouze je-li myopie vnímána jako 

negativní jev a ne evoluční adaptace pro práci do blízka. 

U dospělých kuřáků je potvrzeno zvýšené riziko vzniku věkem podmíněné makulární 

degenerace a její progrese. Dochází k oxidativnímu stresu oka, který působí na buňky sítnice. 

Fotoreceptory jako buňky oka nejcitlivější na nedostatek kyslíku pak odumírají (Myers et al. 

2014). Zřejmě ze stejného důvodu (oxidativního stresu) bylo objeveno vysoké riziko progrese 

glaukomu u kuřáků a u kuřáků, kteří zároveň konzumují alkohol (Chiotoroiu et al. 2013).  
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3.3.4 Nadváha a obezita 

Nadváha a obezita je silně asociována s některými očními onemocněními. Mnoho 

prací se zabývá nadváhou a rizikem vzniku katarakty. Při sledování jednotlivých podtypů bylo 

prokázáno, ţe u lidí s nadváhou a obezitou častěji vzniká kortikální katarakta a zadní 

subkapsulární katarakta. V tabulce 1 je uvedena míra rizika pro vznik katarakty u lidí 

s vysokým BMI.  

Tab. 1 – OR pro vznik katarakty u lidí s vysokým BMI 

Druh katarakty OR Studie 

kortikální 3,24 Hiller et al. 1998 

 1,4 Age-Related Eye Disease Study Research 2001 

 1,6 Younan et al. 2003 

 1,26 Caulfield et al. 1999 

subkapsulární 1,24 Hiller et al. 1998 

 2,5 Jacques et al. 2003 

Kromě vysokého BMI hraje roli při vzniku katarakty i mnoţství abdominálního tuku. 

Zvýšené mnoţství abdominálního tuku je spojováno se zvýšeným rizikem (OR = 2,3) vzniku 

zadní subkapsulární katarakty (Jacques et al. 2003). Nejen nadváha, ale i podváha představují 

riziko pro vznik katarakty, podle Fostera OR = 1,8 (Foster et al. 2003; Chatterjee et al. 1982). 

Prevalence glaukomu je u obezity spojována s vysokým nitroočním tlakem. Nadváha 

a obezita je rizikem pro vysoký nitrooční tlak a ten je nejčastější příčinou vzniku glaukomu 

(Klein et al. 1997; Mori et al. 2000). Existují i studie, které tuto souvislost nepotvrzují, ale 

jsou v menšině (Gasser et al. 1999). Věkem podmíněná makulární degenerace je také 

spojována s nadváhou a obezitou, s různou mírou rizika OR = 2,15 (Tavani et al. 1995), 

OR = 1,93 (Clemons et al. 2005), OR = 2,32 (Seddon et al. 2003). V neposlední řadě je u lidí 

s nadváhou a obezitou častější výskyt diabetické retinopatie přímo úměrný vyššímu riziku 

vzniku diabetu mellitu. Míra rizika vzniku diabetické retinopatie u lidí s nadváhou a obezitou 

je OR = 1,32 (Chaturvedi et al. 2001), OR = 1,11 (Zhang et al. 2001), OR = 1,3 (van Leiden 

et al. 2002). 

Zvýšené hladiny cytokinů IL-8, IL-10 a IL-6 v krvi obézních lidí mohou zvyšovat 

riziko vzniku a progrese očních onemocnění (Tam et al. 2010). Byla prokázána přímá 

produkce IL-6 a C-reaktivního proteinu tukovou tkání, která se u obézních lidí projeví 
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zvýšenými hladinami IL-6 v krvi (Campbell et al. 2009; Fischer et al. 2007; Nicklas et al. 

2008). 
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4 Civilizační onemocnění oka 

Jedná se o onemocnění běţná u jinak zdravé populace ve vyspělých civilizacích. Jejich 

frekvence je alarmující a stále se zvyšuje, zatímco věk nástupu těchto onemocnění se sniţuje 

(Hashemi et al. 2014; Marx-Gross et al. 2017). Jedním z prognostických markerů by mohly 

být právě hladiny cytokinů v slzách a zároveň by mohly poslouţit k včasnému záchytu 

nástupu onemocnění. Na tři ze čtyř nejčastějších onemocnění oka v Evropě a Americe, 

syndrom suchého oka, alergické záněty spojivek, zelený zákal a šedý zákal, dosud neexistuje 

účinná léčba. Prevence a včasný záchyt onemocnění jsou tedy klíčové.  

4.1 Syndrom suchého oka 

Syndrom suchého oka je dnes nejčastěji diskutovaným onemocněním v oftalmologii. 

Jedná se o poruchu některé ze sloţek slzného filmu vedoucí k nestabilitě slzného filmu 

a k jeho úbytku. Závaţnou komplikací pak je dystrofie rohovkového epitelu. 

Prevalence syndromu suchého oka se v různých státech liší, ovšem ve většině 

vyspělých zemí je vysoká a její výskyt se stále zvyšuje. Ve Spojených státech amerických trpí 

tímto onemocněním 10 – 20 % obyvatel nad 65 let (Schein et al. 1997), ve Švédsku 15 % 

(Lee et al. 2002), v Austrálii 8,6 – 16,3 % (McCarty et al. 1998) a v Indonésii 27,5 % (Sahai 

and Malik 2005). Čím novější data, tím vyšší procento výskytu odpovídá nárůstu onemocnění 

v populacích. Vyšší prevalence je u ţen, ţeny po menopauze mají riziko kolem 50 %, vlivem 

nedostatku estrogenu (Rahimi Darabad et al. 2014). V roce 2007 na kongresu věnovanému 

syndromu suchého oka bylo uvedeno, ţe aţ 35 % mladistvých celosvětově má obtíţe se 

syndromem suchého oka (Dry Eye WorkShop 2007). 

Hladiny cytokinů u tohoto onemocnění byly zkoumány v mnoha studiích. Vyšší 

hladiny IL-6, IL-8 a TNF-α v slzách byly prokázány u pacientů se syndromem suchého oka 

v porovnání s kontrolami (Lam et al. 2009). U pacientů se syndromem suchého oka 

s komplikací blefaritidy (zánět víček) byly v slzách naměřeny zvýšené koncentrace IL-1β, 

IL-2, IL-6, IL-17 a VEGF (Lu et al. 2014). I další studie potvrdila zvýšené hladiny IL-17 

a IL-22 u pacientů se syndromem suchého oka, přičemţ u pacientů se Sjörgrenovým 

syndromem byl rozdíl ještě vyšší (statisticky významně oproti kontrolám i jedincům se 

syndromem suchého oka) (Tan et al. 2014). Dalším cytokinem s prokazatelně vyšší 

koncentrací u pacientů se syndromem suchého oka je IL-18 (Niu et al. 2015). Hladiny IL-2, 
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IL-4, IL-6, IL-17 a TNF-α jsou také zvýšené u pacientů se syndromem suchého oka (Lee et al. 

2013). V tabulce 2 naleznete cytokinový profil pacientů sestavený z různých studií 

zabývajících se problematikou syndromu suchého oka. 

Tab. 2 – Cytokinový profil u pacientů se syndromem suchého oka oproti zdravým 

kontrolám v slzách 

Cytokin Zvýšení oproti zdravým kontrolám Zdroj 

IL-1β ↑ 5x Lu et al. 2014 

IL-6 ↑ 9x, ↑1,7x Lam et al. 2009; Lee et al. 2013 

IL-8 ↑ 8,5x ↑3,5x Lam et al. 2009; Lu et al. 2014 

IL-17 ↑3x ↑1,4x Lee et al. 2013; Tan et al. 2014 

IL-18 ↑ 1,5x Niu et al. 2015 

IL-22 ↑ 1,7x Tan et al. 2014 

IFNγ ↑ 3x Pflugfelder et al. 2015 

TNF-α ↑ 3,7x, ↑ 1,8x Lam et al. 2009; Lee et al. 2013 

4.2 Alergie 

Alergie jsou dnes běţnou součástí ţivota mnoha lidí. Alergiemi obecně trpí 13 % 

obyvatel UK a 8 % obyvatel UK trpí očními alergiemi (Wolffsohn et al. 2011).  

Společným ukazatelem alergií jsou vyšší hladiny IL-4 a IFN-γ (Herberth et al. 2010). 

Dalšími cytokiny, jejichţ hladiny se mění při různých alergiích, jsou IL-2, IL-5 (Pelikan 

2013), IL-1β (zkoumáno na myším modelu) (Saunders et al. 2016) a MIF (Kitaichi et al. 

2006). U sezónní pylové alergie (systémová alergie) bylo v slzách pozorováno zvýšené 

mnoţství IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12 a IL-13 (Leonardi et al. 2006). V tabulce 3 je 

vypsáno, kolikrát se zvýší hladiny cytokinů v slzách u očních alergií. 

Tab. 3 – Cytokinový profil v slzách alergiků v porovnání ke zdravým kontrolám  

Cytokin Zvýšení oproti zdravým kontrolám Zdroj 

IL-1β ↑ 10x Leonardi et al. 2006 

IL-2 ↑ 3,5x Leonardi et al. 2006 

IL-4 ↑ 25x, ↑3x Leonardi et al. 2006; Uchino et al. 2006 

IL-5 ↑ 16x Leonardi et al. 2006 

IL-6 ↑ 12x Leonardi et al. 2006 

IL-10 ↑ 4x Cook et al. 2001 

IL-12 ↑ 13x Leonardi et al. 2006 

IL-13 ↑ 4x Leonardi et al. 2006 

IFNγ ↑ 1,7x Cook et al. 2001 

MIF ↑ 4x Kitaichi et al. 2006 
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4.3 Glaukom 

Glaukom je zřejmě nejzávaţnějším onemocněním očí ve vyspělých zemích. Jedná se 

o degenerativní onemocnění zrakového nervu, které je charakteristické postupnou ztrátou 

zorného pole a nedá se léčit. Jedinou nadějí pro pacienty je včasný záchyt onemocnění 

a zmírnění progrese onemocnění preventivní léčbou. 

U lidí starších čtyřiceti pěti let je prevalence glaukomu 1,98 % (Marx-Gross et al. 

2017), 2,1 % u lidí nad čtyřicet let v USA (Gupta et al. 2016). Dánská studie uvádí 3,76 % 

u lidí nad padesát let a 10 % u lidí nad osmdesát let (Kolko et al. 2015). V indické populaci 

stanovili riziko zvlášť pro obyvatele vesnic 2,7 % a měst 3,23 % (Paul et al. 2016). 

Hladiny cytokinů naměřené v slzách se v jednotlivých studiích liší, problém je 

především v klasifikaci glaukomu (mnoho subtypů) a v různé léčbě. V tabulce 4 je vypsáno, 

kolikrát jsou vyšší hladiny cytokinů v slzách u lidí s glaukomem oproti zdravým kontrolám. 

Tab. 4 – Cytokinový profil v slzách u pacientů s glaukomem v porovnání k zdravým 

kontrolám 

Cytokin Zvýšení oproti zdravým kontrolám Zdroj 

IL-1β ↑ 8x Malvitte et al. 2007 

IL-5 ↑ 1,7x Martinez-de-la-Casa et al. 2017 

IL-6 ↑ 3x Malvitte et al. 2007 

IL-10 ↑ 1,6x Martinez-de-la-Casa et al. 2017 

IL-12 ↑ 9x Malvitte et al. 2007 

IL-13 ↑ 1,6x Martinez-de-la-Casa et al. 2017 

IL-15 ↑ 1,5x Martinez-de-la-Casa et al. 2017 

IL-17 ↑ 1,8x Martinez-de-la-Casa et al. 2017 

TNF-α ↑ 10x, ↑1,9x Malvitte et al. 2007; Martinez-de-la-Casa 

et al. 2017 

4.4 Katarakta 

Katarakta je zakalení nitrooční čočky, nejčastěji se vyskytující variantou je senilní 

katarakta. Jedná se o jediné onemocnění očí, které lze řešit ve vyspělých zdravotnictvích 

jednoduše ambulantním zákrokem. V rozvojových zemích je ovšem katarakta příčinou 

slepoty. Ve vyspělých zemích stoupá její prevalence vlivem prodluţujícího se věku doţití 

a zvýšenému vystavení UV záření. 

Prevalence katarakty v Evropě je alarmující. Globální prevalence katarakty v Evropě 

u lidí starších padesáti let je mezi 19,3 % aţ 47,8 % (Prokofyeva et al. 2013). Riziko vzniku 
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se s věkem velmi výrazně zvyšuje, po 60. roce věku je riziko 30 %, po 70. roce dokonce 64 % 

(Das et al. 1994). Prevalence katarakty na Taiwanu je mezi 10,7 – 13,13 % (Shih et al. 2014), 

4,6 % jedinců podstoupí operaci šedého zákalu (Shen et al. 2013). Čínská studie uvádí 20,8 % 

lidí nad padesát let s kataraktou (Duan et al. 2017).  

U katarakty se hladiny cytokinů obvykle měří v komorové vodě odebrané při operaci. 

Je otázkou, jak se hladiny cytokinů mění samotným chirurgickým zákrokem, i kdyţ čas na 

reakci buněk oka je krátký.  
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5 Metody pro analýzu slz a buněk spojivky 

Odběr slz nebo buněk spojivky jsou neinvazivní metody, jak získat biologický 

materiál pro určení zdravotního stavu oka. 

5.1 Metody odběru slz 

Při analýze cytokinů v slzách nezáleţí pouze na samotné metodě analýzy, ale také na 

způsobu odběru vzorků. Jsou tři moţnosti odběru vzorků slz: mikrokapilárou, Schirmerovým 

papírkem, mikrohoubičkou.  

Pomocí mikrokapiláry odběr nejméně dráţdí oko, největší podíl na sekreci slz má 

basální sloţka sekrece (tedy běţná, ničím nestimulovaná sekrece Meibomských, 

Wolfringových, Krauseho ţlázek a pohárkových buněk). Při odběru mikrokapilárou je 

nejniţší koncentrace cytokinů ve vzorku (Chao et al. 2017). Odběr pomocí Schirmerova 

papírku stimuluje sekreci vodné sloţky ze slzné ţlázy. Jedná se tedy o stimulovanou sekreci 

slz. Zároveň papírek zastrčený za víčkem dráţdí epitelové buňky rohovky a zdá se, ţe za dobu 

pěti minut (doba, po kterou je papírek umístěn pod spodním víčkem) dochází k reakci 

epitelových buněk a NK-buněk rohovky, neboť výsledná koncentrace cytokinů ve vzorku 

odebraném pomocí Shirmerova papírku je nejvyšší z moţných variant odběru (Chao et al. 

2017). Stimulovaná sekrece vodné sloţky ze slzné ţlázy by napovídala naředění vzorků (tedy 

niţší koncentraci cytokinů), ovšem ve spojení s dráţděním rohovkových buněk a jejich téměř 

okamţité odpovědi se koncentrace cytokinů ve vzorku zvyšuje (Stuchell et al. 1984). Byla 

pozorována vyšší sekrece albuminu, transferinu a IgG v slzách při odběru Schirmerovým 

papírkem oproti odběru mikrokapilárou (Stuchell et al. 1984). Nejnovější moţností odběru je 

odběr pomocí mikrohoubičky, která při přiloţení ke spodnímu víčku nasaje slzy. Převáţné 

mnoţství slz odebrané touto metodou je z reflexní sekrece, to znamená bez vodné sloţky ze 

slzné ţlázy, ovšem se stimulací buněk rohovky a spojivky (Chao et al. 2017).  

5.2 Kvantifikace cytokinů v slzách 

Koncentrace cytokinů v slzách můţe být kvantifikována mnoha metodami: Enzyme 

Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Cytometric Bead Assay (CBA), Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (PAGE) a multiplex bead analýzou.  
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ELISA je nejběţněji pouţívanou metodou pro stanovení koncentrace cytokinů. Její 

nevýhodou je potřeba většího mnoţství vzorku, alespoň 10 μl slz (Niu et al. 2015; Tan et al. 

2014). Maximální mnoţství slz, které je moţno odebrat při bazální sekreci u zdravých 

jedinců, je 10 – 12 μl (Chao et al. 2017), coţ je pro metodu ELISA minimální objem. Pro 

detekci cytokinů se obvykle pouţívá tzv. sendvičová ELISA. Princip ELISA metody: Na 

antigen (látka obsaţená ve vzorku, jejíţ mnoţství chceme kvantifikovat) se naváţe protilátka, 

poté se na antigen naváţe druhá protilátka označená enzymem (peroxidáza/alkalická 

fosfatáza). Po přidání substrátu dojde k enzymatické reakci. Intenzita enzymatické reakce 

odpovídá mnoţství sledovaného antigenu (Niu et al. 2015; Tan et al. 2014). 

Koncentrace IL-1β ve vzorcích slz zdravých jedinců je 33 pg/ml (Niu et al. 2015). 

Odběry byly provedeny pomocí mikrokapiláry, byl vytvořen jeden vzorek smícháním odběru 

z pravého i levého oka, navíc byl vzorek stočen v centrifuze a odebraný supernatant byl 

analyzován pomocí ELISA. Dalším cytokinem, jehoţ koncentrace v slzách byla měřena 

metodou ELISA, je IL-17. Zjištěná koncentrace IL-17 je 27 pg/ml, pro měření byly pouţity 

vzorky odebrané pomocí mikrokapiláry. Z obou očí bylo odebráno 5 μl slz. Odběry z obou očí 

byly sloučeny do jednoho vzorku, čímţ bylo získáno větší mnoţství slz pro analýzu (Tan et 

al. 2014).  

CBA je stejně jako ELISA častěji pouţívána ke kvantifikaci cytokinů z krve neţ ze 

slz. Princip: Kuličky s receptory pro sledovaný antigen (cytokin) reagují se vzorkem, cytokin 

se naváţe na kuličku, na cytokin se naváţe protilátka označená fluorescenční barvou. Pomocí 

průtokového cytometru jsou detekovány populace kuliček. Mnoţství identifikovaných kuliček 

(fluorescence) ve vzorku je přímo úměrné mnoţství cytokinu ve vzorku (Cook et al. 2001; 

Lee and Kim 2014). 

Porovnání hladin cytokinů u pacientů s poruchou funkce Meibomských ţláz před 

léčbou, po jednom měsíci léčby a po dvou měsících léčby provedené pomocí CBA prokázalo 

sníţené hladiny IL-6 a IL-8 po pouţití léčby. Odběr byl proveden pomocí mikrokapiláry (Lee 

and Kim 2014). U alergiků byly pomocí metody CBA měřeny cytokiny IFN-γ, TNF-α, IL-2, 

IL-4, IL-5 a IL-10 (Cook et al. 2001). Jejich přesné koncentrace jsou vidět v tabulce 2 ve 

třetím sloupci. 

Pomocí PAGE lze rozdělit proteiny podle jejich molekulové hmotnosti, lehčí 

molekuly jsou na elektroforetogramu dál od výchozího místa neţ těţší molekuly. Touto 
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metodou lze detekovat přítomnost proteinů v slzách, ovšem obtíţně jejich mnoţství (Puinhas 

et al. 2013). Díky PAGE lze odseparovat jednotlivé molekuly od sebe a následně je podrobit 

další analýze. Pomocí této metody bylo v minulosti objeveno mnoho nových molekul, které 

jsou v slzách obsaţeny (de Souza et al. 2006). Dnes uţ se pro detekci cytokinů v slzách 

nevyuţívá. 

Multiplex bead analýzy jsou novější metodou neţ ELISA. Dnes jsou velmi často 

vyuţívány. Velkou výhodou je moţnost detekovat mnoho cytokinů z malého mnoţství slz 

(3 - 5 μl). Nevýhodou je obvykle cena. Jedná se o metody zaloţené na základě vysoce 

specifické imunologické reakce antigenu s protilátkou, stejně jako ELISA. Princip: Na 

magnetické kuličky s receptory se naváţe cytokin, na něj se naváţe protilátka, protilátka váţe 

fluorescenční barvivo, přístroj detekuje míru fluorescence, která odpovídá mnoţství cytokinů 

(Lam et al. 2009; Lu et al. 2014; Topcu-Yilmaz et al. 2013). Schématické znázornění metody 

multiplex bead analýzy je na obrázku 2. 

Obrázek 2 - Schématické znázornění Bio-Plex Cytokine Assay (URL2) 

 

Studií vyuţívajících tuto metodu měření je mnoho. Zjištěné koncentrace cytokinů se 

však podstatně (často v řádech) liší, i kdyţ byly stanoveny stejnou metodou. Tuto technologii 

nabízí více výrobců, i to můţe být příčinou rozdílných absolutních koncentrací cytokinů. 

Dalším důvodem můţe být malé mnoţství měřených probandů v jednotlivých studiích, nebo 

moţnost sestavit si vlastní multiplex, tedy nastavit si do panelu, jaké cytokiny a kolik jich 

chceme kvantifikovat. 

Metodu multiplex cytokine bead immunoassay (Luminex) pro detekci šesti cytokinů 

u 40 jedinců vyuţili Lu et al. Měření vzorků proběhlo zvlášť z pravého a levého oka (Lu et al. 

2014). Stejné technologie od Luminexu bylo vyuţito ve dvou dalších studiích: Lam 
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s kolektivem porovnávali hladiny 12 cytokinů mezi zdravými kontrolami a pacienty se 

syndromem suchého oka (Lam et al. 2009). U pacientů s rosacea („růţovka“, chronické 

onemocnění kůţe projevující se především na obličeji výraznou vyráţkou) a 22 zdravých 

kontrol autoři také vyuţili k detekci cytokinů tuto metodu (Topcu-Yilmaz et al. 2013). V této 

studii byly odběry provedeny pomocí Schirmerova papírku, v ostatních pomocí 

mikrokapiláry. 

Obdobnou technologii od firmy Biosciences pouţil Song Yeop Lee a jeho tým pro 

studium cytokinů v závislosti na syndromu suchého oka a Sjörgrenově syndromu (Lee et al. 

2013). 

Další moţností testování pomocí multiplex cytokine immunobead assay je technologie 

od firmy Millipore. Tuto technologii vyuţili J. K. Lee a T. H. Kim pro stanovení hladin 

cytokinů v slzách u pacientů po dacryocystorhinostomii (operace pro zprůchodnění 

nasolakrimálního duktu) (Lee and Kim 2014).  

Malvitte a jeho kolegové pouţili pro analýzu 7 cytokinů v slzách metodu multiplexové 

analýzy pomocí magnetických kuliček s protilátkami („Bioplex system“) (Malvitte et al. 

2007). Absolutní hodnoty cytokinů v slzách z jednotlivých výše uvedených studií jsou 

vypsány v tabulce 5. Hodnoty se velmi liší, přestoţe se ve všech studiích jedná o vzorky slz 

od zdravých dárců (kontrol).  
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Tab. 5 – Průměrné koncentrace cytokinů v slzách v jednotlivých studiích v pg/ml 

u zdravých jedinců 

 Tan 

et al. 

2014 

Niu et 

al. 

2015 

Cook 

et al. 

2001 

Lu et 

al. 

2014 

Lam 

et al. 

2009 

Topcu-

Yimaz et. 

al. 2013 

Lee 

et al. 

2013 

Lee and 

Kim 

2014 

Malvitte 

et al. 

2007* 

IL-1α - - - - 1 66,3 - - - 

IL-1β - 33 - 8 3 - - 3,7 150 

IL-2 - - 170 3,9 - - 3760 0,2 1000 

IL-4 - - 450 - - - 1300 - 250 

IL-5 - - 225 - - - - - 100 

IL-6 - - - 45 26,5 24,2 6970 4,1 1000 

IL-8 - - - 1500 176 275,5 - - 500 

IL-10 - - 100 3,5 1 86,5 1630 0 100 

IL-12 - - - - 117,5 - - - 150 

IL-13 - - - - 111,4 - - - 200 

IL-17 27 - - 4,8 - - 2780 - 50 

IFNγ - - 525 - 6 - 1000 - 250 

TNF-α - - 500 11 126,8 - 950 - 75 

VEGF - - - 3900 - 524,9 - 20,6 - 
* tyto hodnoty byly odečítány z grafu, jsou tedy zaokrouhlené a pouze ilustrativní. 

Při porovnávání dat z různých studií je nutno brát zřetel jak na metodu odběru slz, tak 

na metodu analýzy. Data získaná různými metodami analýzy jsou vzájemně neporovnatelná, 

doposud nebyl nalezen ţádný vztah mezi ELISA a multiplex bead analýzami (Chao et al. 

2017). Neexistuje jednotný názor, která z metod by měla být vyuţívána primárně.  

5.3 Odběr buněk spojivky 

Impresní cytologie je neinvazivní metodou odběru buněk spojivky. Jedná se o odběr 

pomocí papírku s membránou, na níţ buňky při otisku ulpívají. Samotný odběr je prováděn 

přiloţením papírku na spojivkovou část, odběr je nutno provádět mimo zorné pole. 

V některých studiích pouţívají anestetika pro znecitlivění spojivky (Epstein et al. 2013; 

Kumar et al. 2015; Pilson et al. 2015), ovšem podání anestetik minimálně dvacet minut před 

odběrem by mohlo ovlivnit expresi zánětlivých markerů. Bez podání anestetik je odběr buněk 

na rozdíl od odběru slz pro dárce subjektivně značně nepříjemný.  

Odebrané buňky nemají příliš dlouhou ţivotnost. Buňky odebrané pomocí otiskové 

cytologie pro detekci povrchových receptorů je nutno analyzovat do deseti dnů po odběru. 
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Pomocí paraformaldehydu lze zpomalit rozpad buněk, ovšem nejvyšší výtěţnost byla 

zaznamenána vţdy při zpracování vzorku v den odběru (Yafawi et al. 2013). 

Takto odebrané buňky spojivky lze vyuţít pro detekci povrchových receptorů 

(Baudouin et al. 1997; Weber et al. 2017; Yafawi et al. 2013), pro histologické barvení 

(hematoxylinem a eozinem) (Kumar et al. 2015), pro izolaci miRNA z buněk spojivky (Pilson 

et al. 2015) nebo pro detekci proteinů uvnitř buněk spojivky (Soria et al. 2018). 

5.4 Detekce receptorů na povrchu buněk spojivky 

Pro detekci povrchových receptorů buněk spojivky byly doposud pouţity dvě metody: 

imunocytologie a průtoková cytometrie (Baudouin et al. 1997). 

Průtoková cytometrie je povaţována za nejpřesnější a nejspolehlivější metodu 

detekce povrchových markerů. Buňky jsou pomocí odstředivky stočeny do roztoku PBS 

(fosfátový pufr), imunologicky barveny a následně pomocí průtokové cytometrie detekovány, 

počítány, případně sortovány (Baudouin et al. 1997). Výhodou této metody je její stabilita, 

pokud nás zajímá pouze (ne)přítomnost exprese daného markeru, tedy detekujeme-li pouze 

pozitivní vs. negativní buňky; pak lze provádět měření opakovaně, v různých časech. 

Kalibrací pomocí speciálních kuliček lze docílit stálého nastavení přístroje a tedy provádět 

měření různých vzorků v různou dobu a vyhodnocovat je společně. S tím souvisí i nízká 

variabilita způsobená metodou a moţnost opakovat měření (Yafawi et al. 2013). Je-li ovšem 

třeba expresi receptoru i kvantifikovat, je vzájemné porovnání dat z různých měření sloţitější 

a vyţaduje řadu přístupů a opatření stran nastavení a kalibrace přístroje. Nevýhodou této 

metody je potřeba velkého mnoţství buněk získaného otiskovou cytologií, coţ bez pouţití 

anestetik téměř není moţné. Pro dostatečnou výtěţnost je nutné pokrýt při odběru 50 – 70 % 

papírku, coţ odpovídá asi 3 aţ 5 přiloţením na oko (Baudouin et al. 1997). 

Imunocytologie je zaloţena na imunologickém barvení buněk a detekci pomocí 

fluorescenčního mikroskopu. Buňky jsou z odběrového papírku přeneseny na podloţní 

sklíčko s ţelatinou nebo jinak upravené sklíčko, aby bylo moţno je otisknout (Baudouin et al. 

1997; Kumar et al. 2015). Následně je sklíčko inkubováno s potřebnými protilátkami. Pomocí 

fluorescenčního mikroskopu a specifických filtrů můţeme pozorovat fluorescenci 

jednotlivých receptorů (Baudouin et al. 1997). 
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U této metody je sloţitější kvantifikace buněk, slouţí tedy spíše k orientačnímu 

vyšetření. Ovšem není v tomto případě nutné veliké mnoţství odebraných buněk, coţ zejména 

u některých onemocnění můţe být zásadní výhodou. Bylo zjištěno, ţe barvení buněk spojivky 

pomocí protilátek pozitivně koreluje se symptomy syndromu suchého oka a to lépe neţ BUT 

a Schirmerův test. Mohlo by být tedy lépe vypovídajícím testem při detekci vitality 

rohovkového epitelu u syndromu suchého oka (Kumar et al. 2015).  

Mezi oběma metodami detekce povrchových receptorů buněk spojivky byla prokázána 

pozitivní korelace s koeficientem korelace r = 0,77 s vysokou statistickou pravděpodobností 

(p = 0,0001) (Baudouin et al. 1997). 

 

  



  43 

 

 

 

6 Předpoklady a cíle diplomové práce 

V této studii jsme se zaměřili na detekci cytokinů IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, MIF 

a VEGF v slzách a povrchových receptorů HLA-DR, CD-23 a TLR-4 buněk spojivky 

u zdravých jedinců. Na podkladě dostupných, dříve provedených studií, jsme vytvořily 

pracovní předpoklady: 

• Námi vybrané cytokiny jsou vhodné pro diagnostické účely. Jejich hladiny se 

u zdravých jedinců neliší. 

• Metoda multiplex bead analýzy (Bio-Rad) je vhodná pro diagnostické účely.  

• Metoda multiplex bead analýzy (Bio-Rad) poskytne více informací pro klinické 

účely neţ analýza buněk spojivky, její provedení je jednodušší. 

 

Na základě předloţených pracovních předpokladů jsme definovali cíle práce: 

• U zdravých jedinců určit hladiny cytokinů v slzách pomocí metody multiplex bead 

analýzy. 

• Ověřit vhodnost této metody pro klinické účely.  

• Zhodnotit metody analýzy povrchových receptorů buněk spojivky, jako alternativní 

metody k metodě multiplex bead analýzy. 

• Ověřit vhodnost vybraných cytokinů pro klinické účely. Zjistit, zda existují 

fyziologické rozdíly v hladinách cytokinů u zdravých jedinců mezi pohlavími, v závislosti na 

věku, BMI, stravě a námaze očí prezentované prací s počítačem. 
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7 Materiál a metody 

Vybraným materiálem pro naše metody byly slzy a buňky spojivky zdravých dárců. 

Odběr materiálu a metody zpracování jsou popsány v následujících kapitolách. 

7.1 Slzy 

7.1.1 Probandi 

Dárci slz byli zdraví lidé, bez autoimunitního onemocnění, infekčního onemocnění 

a bez jakéhokoli onemocnění očí, ţijící v Praze nebo jiţních Čechách. Jejich zdravotní stav 

a ţivotní styl byl mapován pomocí dotazníků s informovaným souhlasem o účasti ve studii. 

Dotazník je uveden v plném znění v této práci v příloze 1. Dodatečně byli účastníci studie 

dotazováni na zátěţ očí v podobě práce s počítačem, konkrétně zda pracují osm či více hodin 

denně s počítačem, nebo nikoli. Třicet pět probandů, tedy 51 % z celkového počtu, bylo 

přeměřeno pomocí bioimpedančního přístroje InBody (BioSpace). Odběry slz probíhaly ve 

dvou etapách, kaţdá byla zpracována a hodnocena samostatně. Počet probandů v obou 

etapách, jejich průměrný věk a pohlaví je zaneseno v tabulkách 6 a 7.  

Tab. 6 – Probandi první etapy 

pohlaví počet věk ± směrodatná odchylka [roky] počet celkem 

muţi 9 45 ± 16,3   

24 ţeny 15 44 ± 16,9  

Dva muţi byli následně vyřazeni ze statistického zpracování, neboť jednomu byl 

diagnostikován šedý zákal asi půl roku po odběru slz. Druhý se výrazně vymykal v hladinách 

dvou cytokinů, coţ bylo zřejmě způsobeno jeho nadstandardní konzumací alkoholu předešlý 

večer a krátkou dobou spánku.  

Tab. 7 – Probandi druhé etapy 

pohlaví počet věk ± směrodatná odchylka [roky] počet celkem 

muţi 24 35 ± 11,7  

45 ţeny 21 35 ± 8,8 

Po vyřazení dvou výše zmíněných probandů zůstal výsledný počet subjektů 

zahrnutých do studie 67 jedinců. Jejich základní biologické parametry jsou shrnuty v tabulce 

8. Věkový rozptyl těchto probandů je 18 – 78 let, průměrný věk je 38 let se 
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směrodatnou odchylkou 13,8 roku, medián 34 let. BMI probandů se pohybuje od 19 do 34. 

Průměrné BMI je 24. Pouze 2 probandi trpí obezitou (BMI nad 30). Devět probandů má 

v rodině někoho s onemocněním očí jako je glaukom, degenerativní onemocnění sítnice nebo 

vrozené defekty očních svalů. Refrakční vadu na dálku má 16 probandů, maximální síla je 

1,5 D. Brýle na čtení nosí 16 probandů. Sedmnáct probandů pociťovalo subjektivně suché 

oko. Čtyři probandi v minulosti prodělali úraz oka, bez trvalých následků. Jedna ţena byla 

v dětství operována kvůli strabismu, jiná probandka prodělala refrakční operaci (10 let před 

odběrem). Tři ţeny uţívají substituční léky na upravení funkce štítné ţlázy (Letrox/Euthyrox). 

Devět probandů trpí sezónními alergiemi (odběr proběhl mimo sezónu alergie). Pět probandek 

uţívá antikoncepci. Jedna ţena uţívá antidepresiva. Jeden z probandů dodrţuje bezlepkovou 

dietu (bez diagnózy intolerance lepku nebo celiakie). V souboru je jedenáct kuřáků. Třicet 

osm probandů večer před odběrem konzumovalo alkohol. Osmnáct jedinců bylo při odběru 

nalačno. 

Tab. 8 - Probandi obou etap 

 muţi ţeny celkem 

počet jedinců 31 36 67 

věkový rozptyl [roky] 20 - 78 18 - 75 18 - 78 

průměrný věk [roky] 37 38 38 

směrodatná odchylka věku [roky] 14 13,6 13,8 

medián věku [roky] 31 39,5 34 

rozptyl BMI 19 - 31 19 - 34 19 - 34 

průměr BMI 24 24 24 

onemocnění očí v rodině 2 7 9 

kuřáci 4 7 11 

nalačno 4 14 18 

 

Kaţdý vzorek dostal přiřazený evidenční kód GRIMh31 – GRIMh59 a GRIMh80 – 

GRIMh120 (pro pravé oko P, pro levé oko L). Pod tímto evidenčním kódem byly všechny 

vzorky zpracovávány jak v laboratoři, tak při statistických analýzách. 

7.1.2 Odběry vzorků slz 

Odběry vzorků probíhaly ve dvou etapách, první etapa v období od 24. 8. do 12. 10. 

2016 a druhá etapa od 26. 1. do 20. 4. 2017. Všechny odběry byly provedeny od 5.00 hod. do 

12.30 hod. 
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Odběry byly provedeny pomocí podtlakové pipety Micro-Pipettierhelfer (Brand) 

s nasazovacími jednorázovými skleněnými mikrokapilárami na objem 5 μl. Pipetu i kapiláru 

lze vidět na obrázku 3. 

 

Obrázek 3 – Podtlaková pipeta a mikrokapilára (URL3) 

U kaţdého probanda bylo odebráno 5 μl slz nejprve z pravého oka, poté z levého oka. 

Vzorky byly ukládány zvlášť do zkumavky se 100 μl PBS pufru (fosfátový pufr – udrţuje 

stabilní pH). Pro analýzu byly pouţity vzorky pouze z pravého oka. Domníváme se, ţe vzorky 

z levého oka mohly být naředěny stimulovanou sekrecí vodné sloţky ze slzné ţlázy po 

podráţdění pravého oka. Do okamţiku analýzy pomocí Bio-Plex Cytokine Assay byly vzorky 

uchovány v mrazáku při teplotě -80°C. 

7.1.3 Analýza pomocí Bio-Plex Cytokine Assay 

V programu Bio-Plex Manager software bylo nastaveno rozloţení vzorků v destičce. 

Všechny vzorky byly analyzovány v dubletu. První sloupec byl také v dubletu obsazen 

standardy (S1 – S8), S1 na pozici A1 a A2, S2 na pozici B1 a B2, aţ k S8. Od jamky A3 aţ do 

jamky H10 následovaly vzorky (V1 – V39) v dubletu. Poslední dvě jamky, pozice H11 a H12 

obsahovaly blank (B). Jako blank (= materiál, jehoţ koncentrace analytu je pod mezí detekce 

pouţité analytické metody) jsme pouţily 150 μl tekutiny určené k ředění standardů (standard 

diluent). Rozloţení na destičce je znázorněno v tabulce 9. 

 

http://sekk.cz/terminologie/Text/Terminologie.htm#Mez_detekce


  47 

 

 

 

Tab. 9 – Rozloţení na destičce 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A S1 S1 V1 V1 V9 V9 V17 V17 V25 V25 V33 V33 

B S2 S2 V2 V2 V10 V10 V18 V18 V26 V26 V34 V34 

C S3 S3 V3 V3 V11 V11 V19 V19 V27 V27 V35 V35 

D S4 S4 V4 V4 V12 V12 V20 V20 V28 V28 V36 V36 

E S5 S5 V5 V5 V13 V13 V21 V21 V29 V29 V37 V37 

F S6 S6 V6 V6 V14 V14 V22 V22 V30 V30 V38 V38 

G S7 S7 V7 V7 V15 V15 V23 V23 V31 V31 V39 V39 

H S8 S8 V8 V8 V16 V16 V24 V24 V32 V32 B B 

 

Příprava vzorků, standardů a magnetických kuliček 

Vzorky byly rozmraţeny a centrifugovány, 55 μl vzorku bylo přeneseno do přípravné 

destičky společně s 55 μl PBS pufru. Výsledné ředění vzorků tedy bylo 40krát. 

Standardy byly připraveny ředící řadou dle návodu výrobce. Nejdříve byla vytvořena 

směs standardů 3krát ředěná k tomu určeným roztokem (standard diluent) tak, ţe na 100 μl 

standardu připadlo 300 μl ředícího roztoku. S1 = 200 μl 3krát ředěné směsi standardů. 

Následné ředění proběhlo ředící řadou tak, ţe bylo přeneseno vţdy 50 μl z předchozí 

zkumavky a přidáno 150 μl ředícího roztoku. Nakonec jsme do přípravné destičky přenesli 

blank (150 μl roztoku určeného k ředění standardů). Vţdy byly pouţity nové špičky. Destička 

byla přelepena ochrannou hliníkovou folií a uchována do druhého dne v lednici. 

Magnetické kuličky byly nejprve krátce vortexovány. Do 15 ml zkumavky bylo 

přeneseno 575 μl magnetických kuliček (pro kaţdý cytokin zvlášť) a následně bylo přidáno 

takové mnoţství testovacího pufru (assay buffer), aby byl obsah zkumavky naředěn 10krát 

(pro 5 cytokinů 2875 μl, pro 6 cytokinů 2300 μl pufru). 

Příprava testovací destičky pro analýzu 

1. Magnetické kuličky byly nejprve vortexovány po dobu 30 s, následně byly pipetou 

přeneseny do kaţdé jamky po 50 μl. 
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2. Destička byla 2krát promyta promývacím pufrem (wash buffer). Promývání 

probíhalo tak, ţe bylo přidáno 100 μl promývacího pufru do kaţdé jamky, 

následně byla destička protřepána. Poté byla vloţena na magnet (kuličky se usadily 

na dně a nemohly být tedy odmyty). Tekutina nad kuličkami byla odpipetována, 

destička byla sundána z magnetu. Proces promytí byl zahájen znovu. 

3. Jemně jsme vortexovali přípravnou destičku se vzorky, standardy a blankem. Bylo 

přeneseno 50 μl dříve připravených směsí (vzorky, standardy, blank) z kaţdé 

jamky přípravné destičky do odpovídající jamky testovací destičky. Od této chvíle 

byly vţdy měněny špičky bez výjimky i při promývání. 

4. Testovací destička byla překryta hliníkovou fólií a ponechána 30 minut inkubovat 

při pokojové teplotě (RT) na třepačce při rychlosti 850 rpm. 

5. Po dobu inkubace byly připraveny protilátky. Kaţdá protilátka jednotlivě byla 

vortexována 15 s. V 15 ml zkumavce bylo smícháno 1500 μl látky určené k ředění 

protilátek (antibody diluent) a 300 μl od kaţdé protilátky (pro kaţdý cytokin) při 

přípravě destičky pro měření 5 cytokinů. Při přípravě destičky pro měření 

6 cytokinů to bylo 1200 μl látky určené k ředění protilátek a 300 μl od kaţdé 

protilátky. Výsledný objem byl vţdy 3000 μl, ředění protilátek tedy zůstalo stejné 

pro 5 i 6 protilátek, tedy 10krát. 

6. Po inkubaci byla destička 3krát promyta obdobně, jak je popsáno v bodu 2. 

7. Připravená směs protilátek byla vortexována a do kaţdé jamky bylo následně 

přidáno 25 μl. 

8. Testovací destička byla překryta novou hliníkovou fólií a ponechána 30 minut 

inkubovat při RT na třepačce při rychlosti 850 rpm. 

9. Během druhé inkubace byl ředěn streptavidin-PE. V 15 ml zkumavce bylo 

smícháno 5940 μl testovacího pufru a 60 μl streptavidinu-PE. Streptavidin-PE byl 

tedy ředěn 100krát. 

10. Po inkubaci byla destička 3krát promyta. 

11. Naředěný streptavidin-PE byl vortexován. Do kaţdé jamky bylo přidáno 50 μl 

naředěného streptavidinu-PE. 

12. Destička byla opět překryta novou hliníkovou fólií. Inkubace probíhala 10 minut 

při RT na třepačce při rychlosti 850 rpm. 

13. Po inkubaci byla destička 3krát promyta. 



  49 

 

 

 

14. Do kaţdé jamky bylo přidáno 125 μl testovacího pufru (test buffer). 

15. Nakonec byla destička vloţena do přístroje Bio-Plex ProTM 200 (Bio-Rad) 

k analýze. Princip měření tohoto přístroje je popsán v kapitole 4.2 Kvantifikace 

cytokinů. 

7.1.4 Statistické zpracování 

Statistické zpracování bylo provedeno pomocí programu GraphPad Prism 6. Rozloţení 

dat podle Gaussovy křivky bylo ověřeno třemi testy. Jedná se o: 

• D´Agostino-Person omnibus normality test 

• Schapiro-Wilk normality test 

• Kolmogorov-Smirnov test with Dallal-Wilkinson-Liliefor P value 

Pokud alespoň jeden z těchto testů prokázal rozloţení dat, které neodpovídá Gaussově 

křivce, byly následně pouţity neparametrické testy k hodnocení dat. U všech námi získaných 

dat byly z tohoto důvodu pouţity neparametrické testy. 

Pří jednoduché analýze dat pro dvě skupiny byl pouţit Mann-Whitney test, pro více 

skupin byl pouţit Kruskal-Wallis test. U spojitých veličin jako je například věk, byla pouţita 

metoda korelace. Zároveň byla metoda korelace vyuţita při porovnání hladin cytokinů mezi 

sebou. Pro zjištění korelace byl pouţit Spearman test.  

Probandi byli rozděleni do skupin podle věku, četnosti práce s počítačem, 

subjektivního pocitu suchého oka, zda byl odběr proveden nalačno či nikoli, podle BMI 

a pohlaví. 

Hranice statistické významnosti byla u všech testů nastavena na p ˂ 0,05. Abychom 

ošetřili data pro mnohočetná porovnání, vyuţili jsme Bonferroniho metodu; po aplikaci 

Bonferroniho korekce byla hladina významnosti označována jako pcorr. 

Koncentrace cytokinů hlášené pod detekčním limitem metody multiplex bead analýzy 

(Bio-Rad) byly ve statistických analýzách uváděny jako nulové. Detekční limity pro 

jednotlivé cytokiny jsou vypsány v tabulce 10. Destičky 2 a 3 mají stejné očekávané detekční 

limity, neboť při jejich měření byly vyuţity totoţné standardy i protilátky, destičky byly ze 

stejné šarţe, zatímco první destička nikoli. 
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Tab. 10 – Detekční limity destiček 

 Očekávané hodnoty [pg/ml] 

Pozorované hodnoty [pg/ml] 

Očekávané 

hodnoty 

[pg/ml] 

Pozorované hodnoty 

[pg/ml] 

cytokin 1. destička 1. destička 2. a 3. destička 2. destička 3. destička 

IL-1β 0,10 0,14 0,09  0,01 0,22 

IL-10 0,87 1,01 0,47  0,38 6,8 

IFNγ 0,41 0,56 0,35 13,21 7,75 

MIF 0,15 2,02 0,15 0,04 2,47 

VEGF 0,85 0,15 0,53 1,85 0,04 

IL-4 - - 0,04 0,06 0,14 

      

7.2 Buňky spojivky 

Analýza buněk spojivky probíhala pouze na testovací úrovni. Pomocí obměn 

protokolu jsme se snaţili nastavit ideální podmínky pro co nejvyšší výtěţnost buněk a dat ze 

samotné analýzy povrchových antigenů. 

7.2.1 Probandi 

Odběry byly opakovaně provedeny u 4 ţen. Jejich věk je v tabulce 11. 

Tab. 11 - Probandky 

probandka věk [roky] 

Ţ1 25 

Ţ2 25 

Ţ3 29 

Ţ4 40 

průměrný věk ± směrodatná odchylka 29,75 ± 6,14 

7.2.2 Odběry buněk spojivky pomocí otiskové cytologie 

Odběry buněk probíhaly pomocí MS PES Membrane Filter (Membrane Solutions) 

velikosti 13 mm s průměrem pórů 0,22 μm. Odběry byly vţdy prováděny bez anestetik. 

Odběrový papírek byl přitištěn na víčkovou či bulbární spojivku. Některé odběry byly 

provedeny z vnitřního koutku, jiné z vnějšího, ovšem nikdy nebyly provedeny odběry v ose 

vidění. Z jednoho oka bylo vţdy odebíráno jedním papírkem. 
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7.2.3 Analýza receptorů buněk spojivky pomocí průtokové 

cytometrie 

Proběhlo devět nezávislých experimentů B1 aţ B9, při nichţ bylo odebráno 3 aţ 6 

papírků a zkoušeny různé varianty pro optimalizaci protokolu. Obměny protokolu budou 

vypsány vţdy u daných bodů. 

1. Stáčení papírku: 

Papírek s odebranými buňkami byl oplachován v 15 ml zkumavce pomocí 2 ml 

10krát ředěného PBS (Sigma-Aldrich), v níţ byl následně centrifugován při 8°C. 

(Obměny: bez oplachování papírku pouze centrifugováno, centrifugace vzorku bez 

papírku po oplachování, obměny rychlosti a doby centrifugace, doba centrifugace 

od 5 do 10 minut, rychlost od 1600 rpm do 2000 rpm.) Některé papírky jsme 

nechaly volně máčet v PBS po dobu 30 minut před centrifugací.  

2. Po centrifugaci jsme odebrali 10 μl suspenze pro počítání buněk na světelném 

mikroskopu. 

3. Do destičky určené pro měření na průtokovém cytometru bylo přeneseno 20 μl 

suspenze a 150 μl PBS (B1 – B3). Od experimentu B4 byly pouţity FACS 

zkumavky (BD Falcon) místo 96-jamkových HTS destiček. Mnoţství suspenze 

přenesené do zkumavky bylo 100 aţ 500 μl + 500 μl PBS. 

4. Před inkubací s protilátkami bylo přidáno 100μl PBS. K barvení byly pouţity 

monoklonální lidské protilátky pro CD45, CD23 a HLA-DR (vše EXBIO). Do 

vzorku bylo přidáno 5 – 10 μl od kaţdé protilátky (v závislosti na experimentu). 

Inkubace probíhala 30 minut na ledě, v lednici (ve tmě).  

5. Po inkubaci byly vzorky 2krát promyty ve 200 μl PBS (platí pro destičku) nebo 

v 500 μl PBS (platí pro zkumavku) a centrifugovány na 1800 rpm. Následně byl 

vzorek doplněn pomocí PBS na 500 μl objemu pro analýzu na průtokovém 

cytometru, později byl pouţíván objem 250 μl, aby došlo k většímu 

zakoncentrování vzorků. Pro přenos k průtokovému cytometru byla destička 

překryta hliníkovou fólií. 

6. Měření buněk probíhalo na LSR II průtokovém cytometru (BD Biosciences) 

pomocí HTS destičky (B1 – B3) nebo zkumavky (B4 – B9). Měření bylo 

zaměřeno na identifikaci populací epitelových buněk (CD23) a lymfocytů (CD45). 
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Od experimentu B8 byla přidána do PBS EDTA (Carl Roth, pH = 8, molární 

koncentrace = 0,5 M) a FBS (poměr: 50 ml PBS, 250 μl FBS, 200 μl EDTA) pro stabilizaci 

vzorku, abychom zabránili odumírání buněk. 

Byl proveden ještě jeden nezávislý experiment (BAR1), při kterém jsme barvili přímo 

odběrový papírek. Jeden papírek byl barven pomocí Giemsa-Romanowsky barvení a druhý 

pomocí DAPI, abychom ověřili, jak velké mnoţství papírku je pokryto buňkami a jaké je 

mnoţství buněk na papírku. Vyhodnocení probíhalo pomocí světelného a fluorescenčního 

mikroskopu. 

7.2.4 Imunocytologická analýza receptorů buněk spojivky 

Příprava podloţního sklíčka: 

1. příprava ţelatiny: 

Nejprve bylo smícháno 5 g ţelatiny (Difco Laboratories) v 1 l destilované vody. 

Poté bylo přidáno 0,5 g dodekahydrátu síranu draselno-chromitého 

(CrK(SO4)2.12H2O). Takto připravený roztok byl přefiltrován přes filtrační papír 

a skladován při 4°C v lednici. 

2. nanášení ţelatiny na podloţní sklíčko: 

Na podloţní sklíčko bylo naneseno malé mnoţství ţelatiny a to tak, ţe ve vlaţné 

ţelatině (ve vodní lázni zahřáta na 40°C) bylo sklíčko ponořeno na 10 s a následně 

vyndáno, zespodu otřeno buničinou a postaveno svisle do stojánku tak, aby z něho 

přebytečná ţelatina stékala. Po oschnutí sklíčka byl proces namáčení opakován. 

Takto bylo kaţdé sklíčko namáčeno 10krát. Všechna sklíčka dosychala ve 

vodorovné poloze minimálně 48 hodin před pouţitím. 

Otisk vzorku do ţelatiny a následné imunochemické barvení: 

3. Na předem připravené podloţní sklíčko s vrstvou ţelatiny byl přitisknut odběrový 

papírek s buňkami: Pomocí pinzety byl papírek jemně přitlačen na sklíčko 

a následně odebrán. Po odebrání papírku zůstaly buňky spojivky v ţelatině.  

4. Protilátky byly smíchány ve zkumavce v poměru 1:1:1 tak, ţe od kaţdé protilátky 

bylo přeneseno 15 μl (pro jedno barvení). Pouţitými protilátkami byly 

monoklonální lidské protilátky pro CD23-FITC (EXBIO), HLA-DR-Alexa Flour 

700 (EXBIO) a TLR-4-APC (eBioscience). Ve vlhké komůrce byly buňky otištěné 

na podloţní sklíčko barveny pomocí namíchané směsi protilátek. Na parafilm 
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poloţený na dně vlhčené komůrky bylo kápnuto 45 μl směsi protilátek, na to bylo 

poloţeno podloţní sklíčko buňkami dolů. Komůrka byla překryta alobalem 

a ponechána v lednici 30 minut na inkubaci. 

5. Po inkubaci bylo přímo na podloţní sklíčko kápnuto 50 μl 100krát ředěné DAPI 

pro barvení jader. Neprodleně poté byl vzorek překryt krycím sklíčkem a zabalen 

do alobalu.  

6. Analýza probíhala pomocí invertovaného fluorescenčního mikroskopu Olympus 

IX71 a jeho filtrů. 
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8 Výsledky 

8.1 Cytokiny v slzách 

Pomocí Bio-Plex Cytokine Assay byly získány koncentrace cytokinů v pg/ml. Tato 

data byla následně zpracována pomocí programu Graph Pad Prism 6. 

8.1.1 Rozdíly mezi první a druhou etapou měření 

Pro zhodnocení vhodnosti metody analýzy cytokinů Bio-Plex Cytokine Assay pro 

klinické vyuţití byly porovnány první a druhá etapa měření mezi sebou. 

V první etapě měření bylo v multiplexu měřeno pět cytokinů (IL-1β, IL-10, IFN-γ, 

MIF a VEGF), ve druhé etapě byl k těmto pěti cytokinům přidán ještě IL-4. Prvních pět 

zmiňovaných cytokinů bylo tedy podrobeno srovnání pro první a druhou etapu měření. Byly 

zjištěny statisticky významné rozdíly mezi první a druhou etapou měření u IL-1β (p ˂ 0,001), 

IL-10 (p < 0,0001), IFN-γ (p ˂ 0,05) i VEGF (p < 0,0001). V první etapě měření byly 

statisticky významně vyšší hladiny IL-1β a IL-10 oproti druhé etapě měření, znázorněno na 

obrázku 4. Hladiny IFN-γ a VEGF byly statisticky významně vyšší v druhé etapě měření, 

znázorněno na obrázku 5. 

Obrázek 4 – Koncentrace IL-1β a IL-10 v první a druhé etapě měření. Vodorovná černá přímka 

představuje medián. 
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Obrázek 5 – Koncentrace IFN-γ a VEGF v první a druhé etapě měření. Vodorovná černá přímka 

představuje medián. 

  

Variační koeficient (CV) v rámci pouţité destičky: 

Koeficient Intra-Assay variability je koeficientem, který je stanoven přímo softwarem 

pro měření. Jde o průměrný variační koeficient mezi technickými duplikáty, tedy určuje míru 

zásahu lidského faktoru. V tabulce 12 jsou vypsány Intra-Assay CV pro všechny tři destičky 

pouţité při analýzách. 

Tab. 12 - Variační koeficient [%] pro jednotlivé cytokiny v rámci destičky 1, 2, 3 

a celkový variační koeficient. 

Etapa měření První Druhá Celkový CV 

Destička 1.  2.  3.   

IL-1β 6,79  6,27  14,99  11,11 

IL-10 1,88  15,27  17,31  11,44 

IFN-γ 6,92  11,66  20,93  14,86 

MIF 9,49  4,98  25,96  17,82 

VEGF 5,36  4,14  14,66  10,20 

IL-4 - 6,64  21,42  19,09 
 

Intra-Assay variační koeficient uváděný výrobcem je do 20 % (URL4). 

Detekční schopnost metody ve dvou etapách: 

Jednou z výrazných změn, ke kterým mezi první a druhou etapou měření došlo, je také 

detekční schopnost pro jednotlivé cytokiny. V tabulce 13 je vidět procentuální zastoupení 

probandů, jejichţ hladiny cytokinů byly naměřeny pod detekčním limitem v přepočtu na počet 

probandů v dané etapě měření.  
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Tab. 13 – Podíl probandů, jejichţ hladiny cytokinů nebyly detekovány 

Cytokiny 1. etapa měření 2. etapa měření 

IL-1β 0 % 56 % 

IL-10 0 % 73 % 

IFN-γ 23 % 20 % 

MIF 50 % 56 % 

VEGF 0 % 11 % 
 

8.1.2 Hladiny cytokinů 

Průměrné koncentrace cytokinů pro první i druhou etapu měření, směrodatné odchylky 

a mediány jsou uvedeny v tabulkách 14 a 15. 

Tab. 14 – První etapa měření (n = 22), koncentrace cytokinů [pg/ml] 

měřený cytokin průměr směrodatná odchylka medián 

IL-1β 13,30 ± 9,12 11,10 

IL-10 42,11 ± 14,56 40,67 

IFN-γ 711,04 ± 898,98 394,97 

MIF 1982,44 ± 3143,05 279,08 

VEGF 171,07 ± 215,72 103,56 

 

Tab. 15 – Druhá etapa měření (n = 45), koncentrace cytokinů [pg/ml] 

měřený cytokin průměr směrodatná odchylka medián 

IL-1β 11,12 ± 23,63 0 

IL-4 21,89 ± 36,68 6,21 

IL-10 38,70 ± 89,63 0 

IFN-γ 1664,11 ± 1949,91 1117,67 

MIF 869,30 ± 1658,12 0 

VEGF 684,73 ± 559,37 558,99 

 

8.1.3 Vzájemné korelace studovaných cytokinů 

Pomocí metody korelace jsme pozorovali vzájemné provázání hladin jednotlivých 

cytokinů mezi sebou. Vzájemné korelace cytokinů jsou znázorněny v tabulce 16 a 17.  
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Tab. 16 – Spearmanovy korelační koeficienty (r) hladin cytokinů pro první etapu 

měření (n = 22) 

Cytokiny IL-1β IL-10 IFN-γ MIF VEGF 

IL-1β -     

IL-10 0,904 -    

IFN-γ 0,887 0,810 **** -   

MIF -0,048 -0,086 -0,002 -  

VEGF 0,388 0,382 0,355 0,423 * - 
Statisticky významné korelace zvýrazněny ţlutě: *p ˂ 0,05; ****p ˂ 0,0001 

Tab. 17 - Spearmanovy korelační koeficienty hladin cytokinů pro druhou etapu 

měření (n = 45) 

Cytokiny IL-1β IL-10 IFN-γ MIF VEGF IL-4 

IL-1β -      

IL-10 0,522 *** -     

IFN-γ 0,548 **** 0,210 -    

MIF 0,173 0,286 0,013 -   

VEGF 0,357 * 0,248 0,451 ** 0,493 *** -  

IL-4 0,645 0,278 0,923 0,057 0,478 *** - 
Statisticky významné korelace zvýrazněny ţlutě: *p ˂ 0,05; **p ˂ 0,01; ***p ˂ 0,001; ****p ˂ 0,0001 

8.1.4 Změny v hladinách cytokinů u zdravých jedinců 

Věk: 

Pro první etapu měření nebyly prokázány ţádné statisticky významné korelace 

cytokinů IL-1β, IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF s věkem. Ve druhé etapě měření hladiny cytokinů 

IL-4 a IFN-γ statisticky významně negativně korelují s věkem, u ostatních cytokinů nebyla 

prokázána statisticky významná souvislost s věkem. Spearmanův korelační koeficient pro 

IL-4 je r = -0,371 (p ˂ 0,05), pro IFN-γ r = -0,419 (p ˂ 0,01). Na obrázku 6 vidíme grafy 

zobrazující závislost IL-4 a IFN-γ na věku. Grafy jsou proloţeny křivkou lineární regrese. 
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Obrázek 6 – Korelace IL-4 a IFN-γ s věkem. Červené přímky znázorňují křivku lineární regrese. 

Pro klinické vyuţití se nabízelo rozdělení probandů do třech kategorií podle věku. Pro 

věk byly tedy provedeny nejen korelační, ale i skupinové analýzy. Kategorie od 18 do 30 let 

byla zvolena podle označování onemocnění v oftalmologii jako juvenilní u lidí do 30 let 

(juvenilní katarakta, juvenilní glaukom, atd.). Jako další milník jsme zvolili 45 let kvůli 

nástupu presbyopie a jako počátek senescenčních změn oka.  

V první etapě měření nebyly pozorovány ţádné statisticky významné rozdíly. Ve 

druhé etapě měření byl objeven trend sniţujících se hladin IL-4 a IFN-γ s věkem: Před 

korekcí na mnohočetná porovnání byly prokázány statisticky významně vyšší hladiny IL-4 ve 

skupině od 18 do 30 let oproti skupině nad 45 let (p ˂ 0,05, pcorr. = NS), a zvýšené hladiny 

IFN-γ ve skupině od 18 do 30 let, a to jak oproti skupině od 31 let do 44 (p ˂ 0,05, 

pcorr. = NS), tak oproti skupině nad 45 let (p ˂ 0,01, pcorr. = NS). Hladiny cytokinů jednotlivců 

ve třech zkoumaných věkových kategoriích jsou znázorněny na obrázku 7. 

Obrázek 7 – Koncentrace IL-4 a IFN-γ v slzách v závislosti na věkových kategoriích. Vodorovná 

černá přímka představuje medián. 
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Pohlaví:  

V první etapě měření nebyly prokázány ţádné statisticky významné intersexuální 

rozdíly. V druhé etapě měření byly statisticky významně vyšší hladiny MIF u muţů oproti 

ţenám (p ˂ 0,01) před korekcí, pcorr. = NS. Rozdíly v hladinách MIF v závislosti na pohlaví 

jsou znázorněny na obrázku 8. 

Obrázek 8 - Koncentrace IL-1β v závislosti na pohlaví. Vodorovná černá přímka představuje medián. 

 

BMI a tuk v těle: 

Body mass index (BMI) byl posuzován stejně jako věk pomocí korelace, ale i pomocí 

sloupcové analýzy, kde dělící hodnotou byl BMI 25, který rozděluje lidi s nadváhou 

a obezitou od lidí s normální váhou.  

Nebyla prokázána ţádná korelace mezi BMI a hladinami cytokinů pro první ani 

druhou etapu měření. 

V první etapě měření nebyly nalezeny ţádné statisticky významné rozdíly v hladinách 

cytokinů při skupinových analýzách. V druhé etapě měření byla zjištěna před korekcí 

statisticky významně vyšší hladina IL-1β u lidí s normální váhou (p ˂ 0,05) oproti lidem 

s nadváhou a obezitou, pcorr. = NS. Koncentrace IL-1β v závislosti na BMI jsou znázorněny na 

obrázku 9. 
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Obrázek 9 – Koncentrace IL-1β v závislosti na BMI. Vodorovná černá přímka představuje medián. 

Vyuţili jsme také parametrů z bioimpedančního přístroje pro porovnání hladin 

cytokinů s mnoţstvím tuku v těle. Tato analýza vzhledem k mnoţství dat byla moţná pouze 

pro druhou etapu měření (n = 26). Byl vybrán parametr PBF, jenţ odkazuje na poměr tuku 

v těle k celkové hmotnosti jedince v procentech (tuk / hmotnost × 100). Při porovnání PBF 

s hladinami cytokinů nebyly objeveny ţádné statisticky významné korelace. 

 

Jídlo: 

Souvislost mezi hladinami cytokinů v slzách v závislosti na jídle nebyla prokázána jak 

pro první etapu měření, tak ani pro druhou etapu měření. Koncentrace ţádného z cytokinů se 

nelišily u lidí, kteří přišli na odběr nalačno oproti jedincům, kteří byli po jídle (0,5 – 3 

hodiny). 

 

Zátěţ očí v podobě práce s počítačem: 

Na četnost práce s počítačem byli probandi dotazování dodatečně po odběru. Následně 

byli rozděleni do dvou skupin podle četnosti práce s počítačem. První skupina jsou jedinci, 

kteří pracují s počítačem minimálně 8 hodin denně 5 dní v týdnu. Druhou skupinu tvoří ti, 

jejichţ kaţdodenní práce nezahrnuje počítač, pouţívají počítač jen nárazově, či rekreačně. 
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V první etapě měření nebyly prokázány ţádné statisticky významné rozdíly. V druhé 

etapě měření byla před korekcí prokázána zvýšená koncentrace IL-1β v slzách u jedinců 

pracujících minimálně 8 hodin denně 5 dní v týdnu s počítačem (p ˂ 0,05, pcorr. = NS). 

Koncentrace IL-1β u probandů rozdělených podle četnosti práce s počítačem jsou znázorněny 

na obrázku 10. 

Obrázek 10 – Koncentrace IL-1β v závislosti na četnosti práce s počítače. Vodorovná černá přímka 

představuje medián. 

 

Subjektivní pocit suchého oka: 

V rámci dotazníků byli probandi dotazováni na subjektivní pocit suchého oka. V první 

etapě měření nebyly prokázány ţádné statisticky významné rozdíly v hladinách cytokinů. Ve 

druhé etapě měření byly před korekcí prokázány zvýšené hladiny IL-4 (p ˂ 0,05, pcorr. = NS) 

a IFN-γ (p ˂ 0,05, pcorr. = NS) u lidí, kteří subjektivně suchost oka nepociťují. Tyto výsledky 

jsou znázorněny na obrázku 11. 
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Obrázek 11 – Koncentrace IL-4 a IFN-γ v závislosti na subjektivním pocitu suchého oka. 
Vodorovná černá přímka představuje medián. 

 

TH1 buněčná odpověď versus TH2: 

Byly provedeny analýzy pro obě etapy měření. Jako cytokin účastnící se TH1 buněčné 

odpovědi byl pouţit IFN-γ, který byl sledován v poměru s IL-4 nebo IL-10, které 

představovaly TH2 buněčnou odpověď. Tento poměr byl porovnáván pomocí sloupcových 

analýz mezi pohlavími a pomocí korelace s věkem. V ţádné z etap měření nebyly nalezeny 

statisticky významné rozdíly v hladinách cytokinů v závislosti na typu buněčné odpovědi. 

 

8.2 Buňky spojivky 

8.2.1 Průtoková cytometrie 

Bylo provedeno 9 experimentů B1 - B9, při nichţ byl optimalizován pracovní protokol 

pro identifikaci epitelových buněk a lymfocytů pomocí průtokové cytometrie. V ţádném 

z provedených experimentů nebylo získáno takové mnoţství buněk, abychom byli schopni 

identifikovat populaci epitelových buněk a lymfocytů zvlášť. Pouze při jednom experimentu 

B5 byla identifikována populace pravděpodobně epitelových buněk, jak lze vidět na obrázku 

12 vlevo ohraničené oválem a vyznačené červeně. Jednalo se o 703 buněk, tedy asi 10 % 

z celkového počtu událostí. Při ostatních experimentech nebyla identifikována ţádná 

populace, znázorněno na obrázku 12, vpravo. Lymfocyty nebyly identifikovány při ţádném 

z experimentů.  
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Obrázek 12 – Epitelové buňky zobrazené při průtokové cytometrii 

 

8.2.2 BAR1 

Při experimentu BAR1 byla pomocí DAPI a Giemsa-Romanowsky ověřena 

přítomnost buněk na papírku, ovšem pokrytí odběrového papírku nebylo dostatečné ani 

v jednom ze dvou případů. Obarvená jádra pomocí DAPI jsou vidět na obrázku 13. 

Obrázek 13 – Jádra epitelových buněk na odběrovém papírku barvená DAPI 
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8.2.3 Imunocytologie buněk spojivky 

S pouţitím fluorescenční mikroskopie jsme identifikovali epitelové buňky spojivky. 

Pomocí DAPI byla modře barvena jádra. Specifické protilátky barvily povrchové receptory 

CD-23 (na obrázku 14 zeleně), HLA-DR (na obrázku 15 červeně) a TLR-4 (na obrázku 16 

světle modře). Všechny fotografie zachycují stejné buňky. 

Obrázek 14 – Povrchový receptor CD-23 (zeleně), jádra buněk (modře) 
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Obrázek 15 – Povrchový receptor HLA-DR (červeně), jádra (modře) 

Obrázek 16 – Povrchový receptor TLR-4 (světle modře), jádra (modře) 
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9 Diskuse 

9.1 Rozdíly mezi první a druhou etapou měření cytokinů 

Výsledky v první a druhé etapě měření se velmi lišily, takţe nebylo moţné sloučit obě 

etapy měření pro statistické zpracování dat. Ve skupinových analýzách byly statisticky 

významně odlišné hladiny 4 cytokinů (IL-1β, IL-10, IFN-γ a VEGF) z 5 měřených (IL-1β, 

IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF).  

Domníváme se, ţe tento rozdíl mezi hladinami cytokinů v první a druhé etapě měření 

můţe být způsoben několika faktory.  

Prvním faktorem můţe být šarţe destiček vyuţitých při první a druhé etapě měření, 

která se lišila. V první etapě měření byly pouţity protilátky a standardy (aţ na standard pro 

MIF) jiné šarţe, neţ ve druhé etapě. Cytokin MIF je jediný, jehoţ rozdíl koncentrací 

v etapách měření nepotvrdily statistické analýzy. 

Dalším faktorem můţe být přidání analytu do druhé etapy měření. Při první etapě 

měření jsme měli 5 analytů (IL-1β, IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF), pro druhou etapu měření byl 

přidán šestý analyt (IL-4). Přestoţe výrobce deklaruje dostatečnou vhodnost produktů i pro 

klinické vyuţití a vybízí spotřebitele k téměř neomezenému „beztrestnému“ mixování 

multiplexů, domníváme se, ţe mohlo dojít k vzájemným interakcím protilátek a tím ke změně 

schopnosti metody detekovat cytokiny se stejnou citlivostí. Zajímavý je pokles mnoţství 

detekovaných koncentrací jednotlivých cytokinů u druhé etapy měření, tedy více probandů 

z druhé etapy měření, kteří se dostali pod detekční limit. Změny jsou znázorněny v tabulce 13 

v kapitole výsledky. V první etapě měření byly 3 cytokiny (IL-1β, IL-10 a VEGF) naměřeny 

u všech 22 probandů (100 %), hladiny těchto cytokinů u nikoho nebyly pod detekčním 

limitem, kdeţto ve druhé etapě měření byly u některých probandů koncentrace všech 

měřených cytokinů pod detekčním limitem.  

S navyšováním počtu analytů by mohlo docházet ke ztrátě dat. Ve studii z roku 2013 

pouţili obdobnou metodu pro stanovení cytokinů v séru zdravých dárců pro analýzu 

48 cytokinů a chemokinů. 11 cytokinů a chemokinů vůbec nedetekovali, mezi nimi i IL-1β 

(Kleiner et al. 2013). V naší studii jsme detekovali v první etapě měření, kde bylo 5 analytů, 
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IL-1β u všech probandů, zatím co ve druhé etapě, kde bylo 6 analytů, u méně neţ poloviny 

probandů. 

Zavinění tohoto rozdílu mezi dvěma etapami měření lidským faktorem se jeví jako 

velmi nepravděpodobné. Všechna měření byla prováděna stejnými osobami, na základě 

jednoho pracovního protokolu. Přístroj pro analýzu byl pravidelně kalibrován a měl od 

prvního měření stále stejné nastavení. Při druhé etapě měření byly pouţity dvě destičky 

totoţné šarţe, se stejnými standardy i počty sledovaných analytů, mezi nimi rozdíl pozorován 

nebyl.  

Jako moţnost, která by mohla tento rozdíl řešit, se jeví zavedení vnitřního standardu, 

ovšem je problém, jak takový standard vytvořit, neboť vzorky slz vydrţí v nepozměněném 

stavu pouze 3 měsíce zamraţené na -80°C, po delší době dochází k degradaci cytokinů (Chao 

et al. 2017). Řešením by moţná bylo vyuţití jiného biologického materiálu, kterého lze získat 

větší mnoţství a lze ho uchovávat delší dobu (krev, sérum, plazma, ...), ovšem koncentrace 

cytokinů v jiných biologických materiálech se mohou lišit v několika řádech, coţ znemoţňuje 

přesné měření, kvůli škále měřitelnosti koncentrací nastavené v přístroji pro slzy. 

Všechna námi předloţená moţná vysvětlení rozdílu dat mezi první a druhou etapou 

měření nebyla v této studii nijak testována. Mohou být námětem výzkumu v budoucích 

studiích. 

9.2 Koncentrace cytokinů v slzách 

Studie dosud provedené pomocí multiplexové analýzy slz obvykle uvádějí jako 

základní statistické ukazatele průměr, méně z nich směrodatnou odchylku, velmi výjimečně 

uvádějí medián a rozptyl koncentrací cytokinů. Dle mého názoru je popis dat pouze pomocí 

průměrných hodnot nedostatečný. V této podkapitole bych ráda upozornila na některé důleţité 

parametry námi naměřených dat. Dalším důleţitým ukazatelem při porovnávání dat z různých 

studií je mnoţství vzorků, které se v publikacích obvykle pohybuje kolem 20, a technologie, 

kterou pro měření vyuţili.  

Většina studií uvádí průměrné hodnoty koncentrací cytokinů, ovšem dle našeho 

výzkumu je rozloţení dat nenormální, tedy rozloţení dat neodpovídá Gaussově křivce. Bylo 

by tedy vhodnější pouţívat medián. Dalším faktem je, ţe nebyla dosud publikována ţádná 
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studie vyuţívající multiplexovou analýzu slz, ve které by byl kladen důraz na rozptyl 

koncentrací cytokinů. Podle našich výsledků je tento údaj velmi podstatný. 

V následujících šesti podkapitolách jsou ukázány výsledky ze studií, ve kterých byla 

vyuţita multiplexová analýza slz pro stanovení hladin cytokinů u zdravých jedinců, 

porovnané s našimi výsledky. Důraz je kladen na základní statistické parametry, mnoţství 

probandů a technologii vyuţitou pro zjištění koncentrací cytokinů v slzách. 

9.2.1 IL-1β 

Průměrná hodnota koncentrace IL-1β pro první etapu měření je 13,30 pg/ml, pro 

druhou etapu měření je to 11,12 pg/ml. Tyto údaje se zdají být velmi vyrovnané, ovšem 

medián koncentrací IL-1β pro první etapu měření je 11,10 pg/ml, pro druhou etapu měření je 

to 0. Rozptyl pro první etapu měření je 3,33 - 42,16 pg/ml. Z rozptylu dat vidíme, ţe pro první 

etapu měření je maximum asi 13krát vyšší neţ minimum, kdeţto ve druhé etapě měření je 

minimum na nule a maximum 123 pg/ml. 

V tabulce 18 jsou vypsány dostupné údaje ze studií, které vyuţily multiplexovou 

analýzu pro stanovení hladin cytokinů v slzách zdravých jedinců. Pro úplnost jsou v tabulce 

uvedeny technologie pouţité pro měření koncentrací cytokinů a počet probandů měřených 

v jednotlivých studiích. V prvních dvou řádcích tabulky jsou parametry z naší studie. 

Tab. 18 - Koncentrace IL-1β v slzách naměřené v různých studiích 

Průměr Medián Odchylka n Technologie Zdroj 

13 pg/ml 11 pg/ml ± 9,1 pg/ml 22 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

1. etapa 

11 pg/ml 0 pg/ml 
± 23,6 

pg/ml 
45 Bio-Plex (Bio-Rad) 

Mandíková DP 

2. etapa 

15 pg/ml - - 24 Milliplex (Millipore) Benito et al. 2014 

3 pg/ml - ± 5,8 pg/ml 14 
Luminex Beadlyte 

multicytokine array 
Lam et al. 2009 

- 10 pg/ml - 14 Luminex 100
TM

 Leonardi et al. 2006 

8 pg/ml - - 40 Luminex 200 Lu et al. 2014 

150 pg/ml* - - 12 Bio-Plex (Bio-Rad) Malvitte et al. 2007 

101 pg/ml - ± 2,8 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010 
* Přibliţná hodnota, odečtená autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativní). 
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9.2.2 IL-4 

Koncentrace IL-4 jsme měřili pouze ve druhé etapě. Průměrná hodnota koncentrace 

IL-4 je 21,89 pg/ml, ovšem medián 6,21 pg/ml. Rozptyl koncentrací je od 0 pg/ml do 180,06 

pg/ml.  

V tabulce 19 jsou vypsány dostupné údaje ze studií, které vyuţily multiplexovou 

analýzu pro stanovení hladin cytokinů v slzách. Pro úplnost jsou v tabulce uvedeny 

technologie pouţité pro měření koncentrací cytokinů a počet probandů měřených 

v jednotlivých studiích, jedná se o koncentrace IL-4 v slzách u zdravých jedinců. V prvním 

řádku tabulky jsou parametry z naší studie. 

Tab. 19 - Koncentrace IL-4 v slzách naměřené v různých studiích 

Průměr Medián Odchylka n Technologie Zdroj 

22 pg/ml 6 pg/ml ± 36,7 pg/ml 45 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

2. etapa 

1300 pg/ml - ± 980 pg/ml 21 

BDTM Cytometric 

Bead Array (BD 

Biosciences) 

Lee et al. 2013 

- 7 pg/ml - 14 Luminex 100
TM

 Leonardi et al. 2006 

250 pg/ml* - - 12 Bio-Plex (Bio-Rad) Malvitte et al. 2007 

21 pg/ml - ± 1,6 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010 
* Přibliţná hodnota, odečtená autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativní). 

9.2.3 IL-10 

Průměrné hodnoty koncentrace IL-10 se pro první a druhou etapu měření příliš neliší. 

Pro první etapu měření je to 42,11 pg/ml, pro druhou je to 38,70 pg/ml. Ovšem mediány jsou 

velmi rozdílné, a to natolik, ţe medián pro první etapu měření je 40,67 pg/ml, kdeţto pro 

druhou je 0 pg/ml. Rozptyl dat je také rozdílný. Pro první etapu měření je rozptyl od 

23,69 pg/ml do 86,67 pg/ml, pro druhou etapu měření je to od 0 pg/ml do 463,6 pg/ml. 

V tabulce 20 jsou vypsány dostupné údaje ze studií, které vyuţily multiplexovou 

analýzu pro stanovení hladin cytokinů v slzách. Pro úplnost jsou v tabulce uvedeny 

technologie pouţité pro měření koncentrací cytokinů a počet probandů měřených 

v jednotlivých studiích, jedná se o koncentrace IL-10 v slzách u zdravých jedinců. V prvních 

dvou řádcích tabulky jsou parametry z naší studie. 
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Tab. 20 - Koncentrace IL-10 v slzách naměřené v různých studiích 

Průměr Medián Odchylka n Technologie Zdroj 

42 pg/ml 41 pg/ml ± 14,6 pg/ml 22 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

1. etapa 

39 pg/ml 0 pg/ml ± 89,6 pg/ml 45 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

2. etapa 

10 pg/ml - - 24 Milliplex (Millipore) Benito et al. 2014 

1630 pg/ml - ± 910 pg/ml 21 

BDTM Cytometric 

Bead Array (BD 

Biosciences) 

Lee et al. 2013 

1 pg/ml - ± 0 pg/ml 14 
Luminex Beadlyte 

multicytokine array 
Lam et al. 2009 

- 3 pg/ml - 14 Luminex 100
TM

 Leonardi et al. 2006 

4 pg/ml - - 40 Luminex 200 Lu et al. 2014 

100 pg/ml* - - 12 Bio-Plex (Bio-Rad) Malvitte et al. 2007 

37 pg/ml - ± 0,9 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010 

87 pg/ml - 
± 36,85 

pg/ml 
22 Luminex 100 

Topcu-Yiamaz et al. 

2013 
* Přibliţná hodnota, odečtená autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativní). 

9.2.4 IFN-γ 

Průměrná hodnota koncentrace IFN-γ pro první etapu měření je asi 2krát vyšší neţ 

medián, pro druhou etapu měření je průměrná koncentrace 1,5krát vyšší neţ medián. V naší 

práci jsme pozorovali velký rozptyl koncentrací IFN-γ. Pro obě etapy měření je minimum na 

nule. Maximum pro první etapu měření je 3612,69 pg/ml, pro druhou etapu měření je to 

9306,60 pg/ml, coţ je dokonce největší pozorovaný rozptyl dat v porovnání s ostatními pěti 

cytokiny měřenými ve druhé etapě.  

V tabulce 21 jsou vypsány dostupné údaje ze studií, které vyuţily multiplexovou 

analýzu pro stanovení hladin cytokinů v slzách. Pro úplnost jsou v tabulce uvedeny 

technologie pouţité pro měření koncentrací cytokinů a počet probandů měřených 

v jednotlivých studiích, jedná se o koncentrace IFN-γ v slzách u zdravých jedinců. V prvních 

dvou řádcích tabulky jsou parametry z naší studie. 
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Tab. 21 - Koncentrace IFN-γ v slzách naměřené v různých studiích 

Průměr Medián Odchylka n Technologie Zdroj 

711 pg/ml 395 pg/ml ± 899 pg/ml 22 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

1. etapa 

1664 pg/ml 1118 pg/ml 
± 1949,9 

pg/ml 
45 Bio-Plex (Bio-Rad) 

Mandíková DP 

2. etapa 

1000 pg/ml - ± 830 pg/ml 21 

BDTM Cytometric 

Bead Array (BD 

Biosciences) 

Lee et al. 2013 

6 pg/ml - ± 0 pg/ml 14 
Luminex Beadlyte 

multicytokine array 
Lam et al. 2009 

- 8 pg/ml - 14 Luminex 100
TM

 Leonardi et al. 2006 

250 pg/ml* - - 12 Bio-Plex (Bio-Rad) Malvitte et al. 2007 

42 pg/ml - ± 3,6 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010 
* Přibliţná hodnota, odečtená autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativní). 

9.2.5 MIF 

Průměrná koncentrace MIF (1982 pg/ml) naměřená v první etapě měření je 7krát vyšší 

neţ medián (279 pg/ml) pro první etapu. Ve druhé etapě měření je průměr 869,30 pg/ml 

a medián 0 pg/ml. Rozptyl koncentrací pro obě etapy je vysoký. Pro první etapu je rozptyl od 

0 pg/ml do 13894 pg/ml, coţ je největší rozptyl koncentrací pro první etapu, v porovnání 

s ostatními čtyřmi měřenými cytokiny. Pro druhou etapu měření je rozptyl od 0 pg/ml do 

8145,02 pg/ml. Je otázkou, zda cytokin s takto vysokým rozptylem koncentrace u zdravých 

jedinců je vhodný pro diagnostické účely.  

Bohuţel nebyla dosud publikována studie, která by vyuţívala k měření koncentrace 

MIF zdravých jedinců multiplexovou analýzu slz. Koncentrace MIF v slzách u 15 zdravých 

jedinců naměřená pomocí ELISA je 690 ± 200 pg/ml (Kitaichi et al. 2006). 

9.2.6 VEGF 

Průměrná hodnota koncentrace VEGF pro první etapu měření je 171,07 pg/ml, medián 

je 103,56 pg/ml, rozptyl od 1,95 pg/ml do 932,82 pg/ml, maximum pro první etapu měření je 

tedy 478krát vyšší neţ minimum. Pro druhou etapu měření je průměr 684,73 pg/ml, medián 

558,99 pg/ml, rozptyl koncentrací VEGF je od 0 do 2340,66 pg/ml. 

V tabulce 22 jsou vypsány dostupné údaje ze studií, které vyuţily multiplexovou 

analýzu pro stanovení hladin cytokinů v slzách. Pro úplnost jsou v tabulce uvedeny 

technologie pouţité pro měření koncentrací cytokinů a počet probandů měřených 
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v jednotlivých studiích, jedná se o koncentrace VEGF v slzách u zdravých jedinců. V prvních 

dvou řádcích tabulky jsou parametry z naší studie. 

Tab. 22 - Koncentrace VEGF v slzách naměřené v různých studiích 

Průměr Medián Odchylka n Technologie Zdroj 

171 pg/ml 104 pg/ml ± 215,7 pg/ml 22 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

1. etapa 

685 pg/ml 559 pg/ml ± 559,3 pg/ml 45 Bio-Plex (Bio-Rad) 
Mandíková DP 

2. etapa 

580 pg/ml - - 24 Milliplex (Millipore) Benito et al. 2014 

3900 pg/ml - - 40 Luminex 200 Lu et al. 2014 

2784 pg/ml - ± 328 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al.  2010 

525 pg/ml - ± 192,4 pg/ml 22 Luminex 100 
Topcu-Yiamaz et 

al. 2013 

Z výše uvedeného vyplývá, ţe koncentrace cytokinů v slzách u zdravých jedinců se 

mohou velmi lišit, a to dokonce o 3 řády. Zdá se, ţe produkce cytokinů můţe citlivě reagovat 

na momentální podmínky a dynamicky se měnit. Pro diagnostiku by tedy bylo dle mého 

názoru vhodnější dlouhodobější sledování hladin cytokinů. 

9.2.7 Hladiny cytokinů v slzách v porovnání s hladinami v krvi 

Většina níţe uvedených studií a některé výše uvedené studie, které byly pouţity 

k diskusi našich výsledků, jsou studie, ve kterých byly měřeny hladiny cytokinů v séru. 

Zajímalo nás tedy, zda jsou hladiny cytokinů v séru srovnatelné s hladinami cytokinů 

v slzách. V jedné studii porovnávající hladiny cytokinů u pacientů s růţovkou a zdravých 

kontrol byly měřeny hladiny cytokinů v séru a slzách u stejných probandů. U zdravých lidí 

nebyly nalezeny rozdíly v hladinách IL-10 v séru a slzách (Topcu-Yilmaz et al. 2013). 

Hladiny ostatních sedmi cytokinů měřených v této studii byly vyšší v slzách oproti séru 

u zdravých jedinců. IL-1α byl zvýšen 3krát, IL-6 4krát, IL-8 42krát, MCP-1 6krát, MIP-1α 

3krát, VEGF 6krát a EGF 23krát (Topcu-Yilmaz et al. 2013). Vyšší koncentrace IL-17 

v slzách oproti séru byla pozorována v jiné studii a to konkrétně 4krát (Validad et al. 2017). 

Zdá se tedy, ţe koncentrace cytokinů v slzách jsou aţ na výjimky vyšší neţ hladiny 

cytokinů v séru. Tato problematika by nicméně stála za bliţší zkoumání do budoucna. 
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9.3 Vzájemná korelace studovaných cytokinů 

Kaţdý cytokin je součástí spletité komunikační sítě buněk, v níţ můţe svou 

koncentrací ovlivňovat produkci jiných cytokinů (Martin et al. 2006). Tato síť udrţuje 

homeostázu povrchu oka (Al-Banna et al. 2013). Jedná se o velmi dynamický systém, závislý 

na vnějších i vnitřních vlivech (viz kapitola 3). Některé cytokiny jsou antagonisty, jiné 

synergisty, některé mohou být nadřazeny jiným jako například IL-1β, který je spouštěčem 

a mediátorem akutní fáze zánětu, zároveň iniciuje produkci dalších cytokinů, jako jsou 

například IL-2, IL-6, IL-8 (Martinez et al. 2017). Vzájemné korelace cytokinů se tedy přímo 

nabízejí. V naší studii byla prokázána statisticky významná pozitivní korelace IL-1β s IL-10 

(r = 0,522), IFN-γ (r = 0,548) a VEGF (r = 0,357). IL-10 i IFN-γ jsou propojeny s IL-1β přes 

IL-2 nebo IL-6, které přímo ovlivňují produkci těchto cytokinů v mozkomíšním moku 

(Martinez et al. 2017). Exprese VEGF není podněcována hladinami IL-1β (Kvanta 1995). 

Ovšem byla jiţ dříve prokázána vyšší exprese IL-1β v závislosti na vyšším mnoţství glukózy 

v krvi (Zhu et al. 2016), produkce VEGF můţe být podpořena vyššími koncentracemi 

glukózy (Sone et al. 1996). Koncentrace glukózy by tedy mohla být pojítkem mezi těmito 

cytokiny.  

Pozitivní korelace VEGF v naší studii byla nalezena nejen s hladinami IL-1β, ale 

i s hladinami IFN-γ (r = 0,451), MIF (r = 0,423 pro první etapu měření / r = 0,493 pro druhou 

etapu měření) a IL-4 (r = 0,478). Pokud vezmeme v potaz závislost produkce VEGF na 

koncentraci glukózy, pak musí bezpochyby pozitivně korelovat hladiny tohoto cytokinu 

s hladinami MIF (viz kapitola 1.1.5). Korelace MIF s VEGF byla jiţ dříve objevena v séru 

(r = 0,52) a synoviální tekutině (r = 0,6) u pacientů s revmatoidní arteritidou (Kim et al. 

2007). U pacientů s karcinomem byla také prokázána pozitivní korelace MIF s VEGF 

(r = 0,78) v séru (Ren et al. 2005). Bylo zjištěno, ţe IL-4 při hojení kůţe působí jako 

synergista s VEGF (Mejia et al. 2015). IL-4 a VEGF jsou společně zapojeni do proliferace 

a diferenciace rakovinných buněk (De Palma 2012). VEGF a IFN-γ byly detekovány ve 

zvýšeném mnoţství u nádorových onemocnění (Autenshlyus et al. 2017). U pacientů 

s tuberkulosou byly identifikovány zvýšené hladiny IFN-γ v séru a VEGF ve slinách 

(Namuganga et al. 2017). 

Poslední statisticky významný vztah prokázaný v naší studii je pozitivní korelace 

hladin IFN-γ s hladinami IL-10 (r = 0,81). Tato korelace byla zjištěna v první etapě měření, 
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druhou etapou měření nebyla potvrzena. Jelikoţ IL-10 je typickým protizánětlivým cytokinem 

a IFN-γ je typickým prozánětlivým cytokinem, nabízela by se spíše negativní korelace. 

U některých onemocnění jako je například systémový lupus erythematodes (Yao et al. 2016) 

nebo nádorové bujení (Autenshlyus et al. 2017) jsou totiţ hladiny IL-10 sníţeny, naopak 

IFN-γ zvýšeny. Opačné, tedy zvýšené hladiny IL-10 a sníţené hladiny IFN-γ vykazují 

astronauti po návratu z vesmíru (Morukov et al. 2010). U psychických poruch byly prokázány 

sníţené hladiny jak IL-10, tak IFN-γ (Das et al. 2016). Je tedy otázkou, zda u zdravých 

jedinců nemohou hladiny těchto cytokinů pozitivně korelovat pro udrţení rovnováţného 

stavu. 

Jiţ dříve byla prokázána pozitivní korelace IL-4 s IFN-γ (r = 0,99) a negativní 

korelace IL-4 s IL-10 (r = -0,66) v mozkomíšním moku zdravých jedinců (Martinez et al. 

2017). Tyto korelace v naší studii v slzách prokázány nebyly. V obou studiích se jedná o jiný 

odběrový materiál (jinou tkáň), coţ by mohlo být příčinou rozdílných výsledků. 

9.4 Hladiny cytokinů v slzách zdravých jedinců s ohledem 

na vybrané faktory 

Pro první etapu měření nebyly prokázány ţádné statisticky významné souvislosti 

v hladinách cytokinů mezi námi vybranými skupinami. Jedním z důvodů můţe být niţší počet 

probandů v první etapě měření (n = 22). Dalším je moţnost, ţe mezi zdravými jedinci se 

hladiny cytokinů v slzách neliší v závislosti na vybraných faktorech, i kdyţ existuje práce, 

která tvrdí opak (Benito et al. 2014). Pro druhou etapu měření bylo objeveno několik 

statisticky nevýznamných souvislostí mezi koncentracemi cytokinů v slzách a námi 

vybranými faktory. Změny v hladinách cytokinů podle vybraných faktorů (věk, pohlaví, BMI, 

mnoţství tuku v těle, čas jídla před odběrem, zátěţ oka při práci s počítačem, pocit suchého 

oka a typ buněčné odpovědi) budou v následujících odstavcích diskutovány jako trendy. 

Věk: 

V naší studii byla prokázána negativní korelace cytokinů IL-4 a IFN-γ s věkem 

u zdravých jedinců. Tedy čím je proband starší, tím niţší hladiny IL-4 a IFN-γ nacházíme 

v slzách. Zároveň pomocí skupinových analýz byl objeven totoţný trend.  

Hladiny IL-4 v slzách u lidí ve věku od 18 do 30 let mají trend být zvýšené oproti 

lidem ve věku 45 aţ 64 let. Podle našich výsledků můţeme tedy předpokládat postupné 
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sniţování hladin IL-4 s věkem v slzách. Medián koncentrací IL-4 u nejmladší skupiny je 

20 pg/ml, u nejstarší skupiny nebyl IL-4 detekován. Zvýšené hladiny IL-4 byly jiţ dříve 

prokázány v séru v souvislosti s pubertálními změnami u dětí mezi 7. a 17. rokem ţivota 

(Kleiner et al. 2013). V této studii u starších 18 let byl sledován pokles hladin IL-4 v séru 

s věkem. 

U mladých lidí ve věku 18 aţ 30 let nacházíme trend vyšších hladin IFN-γ nejen oproti 

skupině nejstarších od 45 do 64 let (jako tomu bylo u IL-4), ale i oproti prostřední skupině ve 

věku od 31 do 44 let. U IFN-γ zřejmě dochází ke skokovému sníţení někde kolem 30. roku 

ţivota, kde dle našich výsledků pozorujeme největší pokles koncentrace. Hladiny IFN-γ 

v slzách mladších lidí jsou – byť statisticky nevýznamně – 3krát vyšší neţ u prostřední 

věkové skupiny, oproti nejstarší věkové skupině je rozdíl 4,5krát. Vyšší hladiny IFN-γ v séru 

byly jiţ dříve pozorovány u dětí mezi 7. a 17. rokem ţivota (Kleiner et al. 2013). U kojenců 

byly naměřeny vyšší hladiny IFN-γ neţ u dětí v pubertě, zároveň byla objevena inverzní 

asociace IFN-γ s věkem u dětí od kojeneckého věku do puberty (Critselis et al. 2012). Zdá se 

tedy, ţe koncentrace IFN-γ i IL-4 od narození s věkem klesá, coţ můţe být důsledkem 

imunosenescenčních změn.  

V séru u lidí s věkem stoupají koncentrace TNF-α, IL-10, IL-8 a IL-6 (Verschoor et al. 

2017). V našem souboru na odlišném biologickém materiálu (slzy) nebyla souvislost hladin 

IL-10 s věkem prokázána, ostatní zmíněné cytokiny jsme nestudovali. 

Zvýšené hladiny MIF mohou potlačovat apoptózu buněk (Salminen and Kaarniranta 

2011), objevila se tedy teorie, ţe vyšší hladiny MIF u starších lidí by mohly působit jako 

protektivní faktor stárnutí buněk (Xu et al. 2016). Byly pozorovány vysoké hladiny MIF 

v séru u dětí do 6 let, niţší u starších dětí a nejniţší u dospělých (Kleiner et al. 2013). V námi 

stanovených věkových kategoriích nebyly nalezeny ţádné statisticky významné rozdíly 

v hladinách MIF. Zdá se tedy, ţe v dospělosti jsou hladiny tohoto cytokinu neměnné, nebo se 

případné s věkem související změny neprojeví v slzách. 

U věkem podmíněných degenerativních onemocnění oka jsou vyšší hladiny IL-4,     

IL-10 a IFN-γ (Lin et al. 2013). Jedná se však o patologický stav, při kterém dochází 

k aktivaci imunitního systému. 
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Pohlaví: 

Ve skupině našich probandů nebyly prokázány ţádné statisticky významné rozdíly 

v hladinách IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ ani VEGF v závislosti na pohlaví. Pouze koncentrace 

MIF ukázala trend niţších hladin u ţen neţ u muţů a to na tolik, ţe u ţen nebyl MIF vůbec 

detekován, kdeţto u muţů je medián 706 pg/ml. Tento rozdíl by mohl souviset s pohlavně 

specifickým ukládáním tuku v těle. Bylo prokázáno, ţe viscerální tuk v oblasti břicha je 

schopen aţ 10krát vyšší produkce MIF neţ tukové buňky prsní tkáně nebo tukové buňky 

v oblasti hýţdí a stehen (Skurk et al. 2007). Zůstává ovšem otázkou, zda se takto 

vyprodukovaný MIF můţe projevit v slzách. Při porovnání hladin MIF a mnoţství 

viscerálního tuku u probandů, kteří podstoupili bioimpedanční analýzu, jsme ţádnou 

souvislost nepotvrdili. Výkyvy v hladinách MIF mohou bít způsobeny cirkadiálními rytmy 

(Petrovsky et al. 2003), vyšší hladiny MIF v krvi mohou být podmíněny geneticky (Coban et 

al. 2015). Genetické testy jsme v naší studii neprováděli. Vliv cirkadiálních rytmů na hladiny 

cytokinů jsme se snaţili odstranit tím, ţe byly všechny odběry provedeny ráno nebo 

v dopoledních hodinách. 

BMI a mnoţství tuku v těle: 

V naší studii byl zjištěn trend vyšších hladin IL-1β v slzách u lidí s normální 

hmotností oproti lidem s nadváhou. Mnohé studie ovšem prokázaly opak, a sice ţe hladiny 

zánětlivých cytokinů v krvi se s nadbytečným mnoţstvím tukové tkáně zvyšují, např. 

koncentrace IFN-γ a TNF-α v periferní krvi obézních lidí (Zarrati et al. 2017). IL-10 pozitivně 

koreluje s BMI u dospělých Inuitů (Nielsen et al. 2013), v naší populaci takový vztah 

pozorován nebyl. Slabá, nicméně statisticky významná korelace (r = 0,2) BMI a hladin VEGF 

byla pozorována v mozkomíšním moku (Larsson et al. 2015). Ovšem v těchto studiích, kde 

byly prokázány vyšší hladiny cytokinů v závislosti na BMI, byl pouţit jako vzorek 

mozkomíšní mok, krev, nebo sérum. V slzách se taková souvislost neprokázala. V naší studii 

byly pouze 2 probandi s obezitou. 

Při studiu podvýţivy byly prokázány negativní korelace BMI s IFN-γ, IL-4 a IL-10 

v plazmě (Takele et al. 2016). Znamená to tedy, ţe vyšší i niţší BMI oproti normě zvyšuje 

hladiny zánětlivých cytokinů. Nikdo z probandů, kteří se zúčastnili naší studie, netrpěl 

podvýţivou (BMI pod 16,5 dle Takele et al. 2016). 
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Jídlo:  

Změna exprese cytokinů můţe souviset s podvýţivou (Takele et al. 2016) nebo 

obezitou (Zarrati et al. 2017). Pomocí úprav stravování můţe docházet ke sniţování hladin 

cytokinů u pacientů s poruchami příjmu potravy (Alboni et al. 2017) nebo u lidí s obezitou 

(Jung et al. 2008). Mantzioris s kolegy prokázali také určitý vztah mezi skladbou potravy 

a produkcí cytokinů v krvi, neboť našli o 20 % vyšší produkci IL-1β buňkami periferní krve 

u muţů konzumujících stravu s nízkým mnoţstvím mastných kyselin oproti muţům 

konzumujícím stravu bohatou na mastné kyseliny (Mantzioris et al. 2000). 

Změny exprese cytokinů v slzách v závislosti na skutečnosti, zda jedinci před odběrem 

jedli, či jsou nalačno, nicméně zatím nebyly prokázány. Při odběru slz pro účely stanovení 

cytokinů zřejmě není nutné řešit, zda jedinci před odběrem jedli či nikoli.  

Zátěţ očí v podobě práce s počítačem: 

V naší studii byla pozorována tendence k nárůstu hladin IL-1β u lidí pracujících 

s počítačem minimálně 8 hodin denně 5 dní v týdnu oproti těm, kteří počítač nepouţívají takto 

často. Medián koncentrace IL-1β u těchto lidí byl 2,4 pg/ml, zatímco u lidí, kteří počítač tolik 

nevyuţívají, byla koncentrace IL-1β pod detekčním limitem. Zvýšené hladiny IL-1β byly 

pozorovány jiţ dříve u starších ţen po menopauze pouţívajících počítač při práci 

v administrativě (Ribelles et al. 2015). Největším problémem při práci s počítačem je nejspíše 

dlouhá doba, po kterou je oko vystaveno sníţené frekvenci mrkání a tím osychání oka, coţ 

můţe vyvolat imunitní reakci. Hladiny IL-1β jsou zvýšené u pacientů se syndromem suchého 

oka (Zhang et al. 2016). Celodenní práce s počítačem by tedy mohla vést k syndromu suchého 

oka, který je důsledkem chronicky zvýšené koncentrace IL-1β, jednoho z hlavních spouštěčů 

imunitní reakce. Dle našich výsledků se zdá, ţe by mohla zátěţ očí v podobě práce 

s počítačem aktivovat vznik zánětu a udrţovat ho v chronické fázi bez ohledu na pohlaví 

a ontogenetickou fázi vývoje člověka. 

Subjektivní pocit suchého oka: 

V rámci naší studie nebyly provedeny ţádné testy pro zjištění kvality ani kvantity 

slzného filmu. Probandi byli rozděleni do skupin podle odpovědi na otázku z dotazníku, zda 

mají někdy pocit suchosti oka, pálení, či písku v očích. Nikdo z probandů neměl v době 

odběru diagnostikovaný syndrom suchého oka. V naší studii byl pozorován statisticky 
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nevýznamný trend sniţujících se hladin IL-4 a IFN-γ u lidí, kteří subjektivně pociťovali 

suchost či pálení očí. Medián koncentrací pro IL-4 u lidí bez obtíţí je 13 pg/ml, u lidí 

s obtíţemi nebyl IL-4 detekován. Hladiny IFN-γ u lidí s obtíţemi jsou 4,4krát (statisticky 

nevýznamně) niţší neţ u lidí bez obtíţí. Jedním z rizikových faktorů vzniku syndromu 

suchého oka je věk (Finis et al. 2014). Pokud přijmeme výše uvedené, ţe hladiny IL-4 a IFN-γ 

se s věkem sniţují, pak lze vyslovit domněnku, ţe subjektivní diskomfort očí (nikoli syndrom 

suchého oka) můţe souviset s niţšími hladinami těchto cytokinů způsobenými věkem. Ovšem 

průměrný věk probandů, kteří v našich dotaznících uvedli pocit suchosti oka, je 34,2 roku, 

medián je 32 let a u lidí, kteří odpověděli negativně na otázku ohledně očních obtíţí, je 

průměrný věk 34,9 roku, medián 31 let. Věkový rozdíl v obou skupinách je tedy 

zanedbatelný. 

U pacientů s diagnostikovaným syndromem suchého oka byly prokázány vyšší hladiny 

IL-1β (Zhang et al. 2016), IL-4 a IL-10 (Li et al. 2017), IFN-γ (Zhang et al. 2014), MIF (Park 

et al. 2010) i VEGF (Benitez-Del-Castillo Sanchez et al. 2017) oproti zdravým kontrolám. To 

by naznačovalo, ţe by u jedinců s pocitem suchosti oka měly být hladiny všech námi 

vybraných cytokinů vyšší, ovšem koncentrace IL-1β, IL-10, MIF a VEGF se u námi 

vybraných skupin nelišily. U IL-4 a IFN-γ byl dokonce opačný trend oproti pacientům. Zdá se 

tedy, ţe u nepatologického stavu suchosti oka, by mohla být míra zánětu natolik nízká, ţe se 

s ním tělo vyrovná bez nárůstu koncentrace zánětlivých cytokinů. 

Ovšem nelze u našich výsledků opomenout moţnost, ţe statistické výsledky nemusí 

nutně znamenat biologickou významnost. Navíc, skupina lidí bez obtíţí byla 3,5krát 

početnější neţ skupina lidí s obtíţemi a probandi nepodstoupili ţádné objektivní testy, 

záleţelo pouze na jejich subjektivním posouzení, zda budou zařazeni do skupiny lidí bez 

obtíţí či s nimi. 

TH1 x TH2 buněčná odpověď: 

Přes to, ţe jsme očekávali posun v rovnováze TH1 a TH2 imunitní odpovědi v závislosti 

na věku (vyšší TH1 odpověď u muţů) a pohlaví (vyšší TH1 u mladších lidí) viz kapitola 2.3 

a 2.4, nic z toho nebylo v naší studii prokázáno. Cytokiny obsaţené v slzách jsou produkty 

buněk spojivky (Pelikan 2014). Infiltrace lymfocytů přes barieru spojivky do slz je 

povaţována za ukazatel rozvoje a progrese očních onemocnění (Otri et al. 2012), jedná se 

totiţ o potlačení imunoprivilegovaného stavu oka a narušení přirozené homeostázy (Streilein 
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et al. 2002). Zřejmě tedy nelze nekriticky předpokládat stejný poměr cytokinů v slzách jako 

v krvi, kdyţ jsou produkovány jinými typy buněk, i kdyţ se jedná o stejné látky. Rozdílná TH1 

a TH2 buněčná odpověď způsobená věkem či pohlavím se zřejmě v slzách neprojeví. 

 

Vzhledem k tomu, ţe ţádné námi zkoumané biologické parametry (věk, pohlaví, BMI 

a tuk v těle), vybrané exogenní faktory (zátěţ očí v podobě práce s počítačem, pocit suchosti 

oka a strava) ani druh imunitní odpovědi (TH1 vs. TH2) neovlivňují mnoţství studovaných 

cytokinů v slzách, lze cytokiny IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF povaţovat za vhodné 

pro diagnostické účely. 

9.5 Povrchové receptory buněk spojivky 

Pomocí LSR II byla detekována v naší studii populace buněk pouze v jednom případě 

(experiment B5), jedná se nejspíše o epitelové buňky spojivky, při ostatních experimentech 

bylo mnoţství buněk tak malé, ţe jsme nebyli schopni detekovat ţádnou populaci. Populaci 

lymfocytů jsme nedetekovali. Výtěţnost odběrové metody nebyla dostatečná pro analýzu na 

průtokovém cytometru. Ve studiích, kdy byli schopni pokrýt přes 50 % povrchu odběrového 

papírku a následně sledovat velké mnoţství buněk (kolem 10 000 buněk), pouţívali při 

odběru anestetika (Baudouin et al. 1994). My jsme se chtěli vyuţití anestetik vyhnout, neboť 

se domníváme, ţe mohou zkreslovat výsledky. Podle druhu se anestetika nechávají 15 aţ 30 

minut působit a pak je teprve prováděn odběr, to povaţujeme za dostatečnou dobu pro 

moţnou reakci buněk spojivky. 

Pomocí imunocytologie jsme detekovali povrchové receptory CD23, HLA-DR 

a TLR4, ovšem nebyli jsme schopni pomocí této metody kvantifikovat jejich mnoţství. 

Metody analýzy buněk spojivky jsou moţné, ovšem jako lépe vypovídající se nám jeví 

analýza slz. Odběr materiálu pro analýzy buněk je obtíţný. Bez pouţití anestetik se nám 

nepodařilo odebrat dostatečné mnoţství buněk. Samotný odběr klade vysoké nároky na 

precizní provedení. U odběru slz nejsou kladeny takové nároky na odebírajícího v preciznosti 

provedení a je příjemnější pro dárce. 
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Závěr 

V rámci této diplomové práce jsme pomocí metody Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-

Rad) stanovili hladiny 5 cytokinů (IL-1β, IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF) u 69 zdravých jedinců 

a hladiny IL-4 u 45 zdravých jedinců. Získaná data jsme porovnali mezi sebou a s vybranými 

faktory, u kterých jsme předpokládali, ţe mají vliv na koncentrace cytokinů v slzách, a došli 

k následujícím závěrům: 

• Vybrané cytokiny jsou vhodné pro diagnostické účely. Po ošetření dat pro 

mnohočetná porovnání nenacházíme statisticky významné rozdíly v koncentracích cytokinů 

IL-1β, IL-4, IL-10, IFN-γ, MIF a VEGF v slzách zdravých jedinců v závislosti na věku, 

pohlaví, BMI, tuku v těle, čase jídla před odběrem, zátěţi očí při práci s počítačem nebo 

pocitu suchého oka. 

• Cytokiny v slzách zdravých jedinců tvoří sloţitou interagující síť, neboť byly 

nalezeny korelace mezi mnohými cytokiny. 

• Metoda Bio-Plex Cytokine Assay se jeví jako nevhodná pro klinické vyuţití. 

V případě změny šarţe, standardů, nebo přidání/odebrání analytu v rámci multiplexu zřejmě 

dochází ke změně detekčních schopností metody (senzitivita). Čtyři (IL-1β, IL-10, IFN-γ, 

VEGF) z pěti (IL-1β, IL-10, IFN-γ, MIF, VEGF) zde studovaných cytokinů se statisticky 

významně liší mezi první a druhou etapou měření, které jsou charakterizovány odlišnou šarţí, 

různými standardy a jinými počty sledovaných analytů.  

• Metody vyuţívající k detekci zdravotního stavu oka povrchové receptory buněk 

spojivky nejsou příliš vhodné pro diagnostické účely, neboť bez pouţití anestetik je velmi 

obtíţné získat dostatečné mnoţství buněk pro analýzu. Navíc samotný odběr buněk je 

pacienty či dárci subjektivně deklarován jako velmi nepříjemný. 
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Seznam zkratek 

A adenin 

A8 protein vázající vápník (calcium binding protein A8) 

APC allophycocyanin (fluorescenční barvivo) 

B blank 

B (B1 - B9) buňky (buňky 1 - buňky 9) 

BAR1 barvení 1 

BMI body mass index 

BUT break-up time test 

C cytosin 

CBA Cytometric Bead Assay 

CD (CD-23, CD4, CD45) diferenciační antigen 

CV variační koeficient 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole (fluorescenční barvivo) 

DP diplomová práce 

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 

EGF epidermální růstový faktor (epidermal growth factor) 

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FACS fluorescencí aktivované buněčné sortování (fluorescence 

activated cell sorting) 

FBS fetal bovine serum 

FITC fluorescein isothiocyanát (fluorescenční barvivo) 

G guanin 

G-CSF faktor stimulující granulocytární kolonie (granulocyte 

colony stimulating factor) 
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GRIMh Glaucoma - the role of immunity and inflammation in its 

pathogenesis - health 

HIF-1 hypoxií vyvolaný faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1) 

HLA-DR hlavní lidský antigen typu DR  

HTS high throughput sampler 

IFN-γ interferon γ 

Ig imunoglobulin (např. IgA, IgG, IgM) 

IL interleukin (např. IL-1β, IL-2, IL-4) 

KK keratokonjunktivitida 

LAMA2 gen kódující Laminin Subunit Alpha 2 protein 

LRRC4C gen kódující Leucine-rich repeat-containing protein 4C 

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1 

MHC hlavní histokompatibilní systém (major histocompatibility 

complex) 

MIF faktor inhibující migraci makrofágů (macrophage migration 

inhibitory factor) 

MIP-1α macrophage inflammatory protein 1α 

miRNA mikro rybonukleová kyselina 

MS membrane solutions 

NK buňky přirození zabijáci (natural-killer) 

NS statisticky nevýznamné (nesignifikantní) 

Obr. obrázek 

OR odds ratio 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

PBF poměr tuku v těle k celkové hmotnosti jedince 
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PBS fosfátový pufr (phosphat-buffered saline) 

PE phycoerytrin (fluorescenční barvivo) 

PES polyethersulfonový polymer 

PIGF placentální růstový faktor (placental growth factor) 

ROS kyslíkové radikály (reactive oxygen species) 

RT pokojová teplota (room remperature) 

S (S1 - S8) standard (standard 1 - standard 8) 

S100 skupina proteinů schopných vázat vápník, zinek a měď 

T thymin 

TGF-β2 transformační růstový faktor β2 

TH (TH1, TH2) pomocný T lymfocyt (1 a 2) 

TLR-4 (CD284) Toll-like receptor 4 

TNF-α faktor nádorové nekrózy α (tumor necrosis factor α) 

UK United Kingdom 

USA United States of America 

UV ultra fialové (ultraviolet) 

V (V1 - V39) vzorek (vzorek 1 - vzorek 39) 

VEGF růstový faktor cévního epitelu (vascular endothelial growth 

factor) 

Ţ (Ţ1 - Ţ4) ţena (ţena 1 - ţena 4) 
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Studie GRIM (Glaucoma – the role of immunity and inflammation in its pathogenesis) 

Kód:………………………………………………… 

Čas odběru: ………………………………………... 

Jméno a příjmení: …………………………....……. 

Rok narození: ……………………………………....    

Výška (cm): ………………………………………… 

Váha (kg): ………………………………………….. 

Cítíte se zdráv(a)? 

ANO 

NE 

Máte v rodině nějaké onemocnění očí? 

ANO…………………………………………………………………………………….. 

NE 

Nosíte brýle nebo kontaktní čočky (zaškrtněte, co nosíte)? 

ANO Jaké dioptrie (+/-; velikost)?.................................................................................... 

NE 

Byl(a) jste v minulosti léčen(a) na onemocnění očí, nebo jste měl(a) poranění očí? 

ANO…………………………………………………………………………………...... 

NE 

Prodělal(a) jste v minulosti operaci očí včetně operace na odstranění dioptrií? 

ANO…………………………………………………………………………………….. 

NE 

Máte v průběhu dne pocit suchého oka, pálení očí nebo písku v očích? 

ANO Kdy v průběhu dne?...................................................................................... 

NE 
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Uţíváte pravidelně nějaké léky nebo kapky do očí? (včetně acylpyrinu a hormonální 

antikoncepce) 

ANO  Jaké?............................................................................................................... 

NE 

Uţil(a) jste v posledních 4 týdnech nějaké léky nebo kapky do očí (pravidelně uţívané 

léky jiţ neuvádějte)?  

ANO  Jaké?................................................................................................................ 

NE 

Léčíte se nebo jste sledován(a) pro nějaké onemocnění (včetně infekčního, alergie)?  

ANO  Jaké?................................................................................................................ 

NE 

Dodrţujete nějaký speciální způsob stravování (např. vegetariánství, veganství, 

frutariánství,…)?  

ANO  Jaký a jak dlouho?................................................................................................. 

NE 

3 dny před odběrem jste kouřil(a) (cigarety, marihuanu, vodní dýmku, tabák)? 

ANO Co?.................................................................................................................. 

NE 

3 dny před odběrem jste konzumoval(a) alkohol (či jiné návykové látky)? 

ANO Jaký a kolik?.......................................................................................................... 

NE 

Jak dlouho před odběrem jste jedl(a) a jaké to bylo jídlo? 

………………………………………………………………………………………....... 
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Poučení a informovaný souhlas se zařazením do studie GRIM (Glaucoma – the role of 

immunity and inflammation in its pathogenesis) 

Váţená paní, váţený pane, 

na oční klinice 1. Lékařské fakulty Univerzity Karlovy a Ústřední vojenské nemocnice 

– Vojenské fakultní nemocnice v Praze ve spolupráci s Katedrou antropologie a genetiky 

člověka Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze probíhá výzkumný projekt 

zabývající se úlohou nespecifické části imunitního systému v patogenezi glaukomu (zeleného 

zákalu) s ohledem na jeho moţný autoimunitní původ. Znalost mechanismů, které aktivují 

imunitní systém a vedou k rozvoji glaukomu, a/nebo se podílejí na jeho průběhu a ovlivňují 

reakci na léčbu, by mohla přispět ke zvýšení účinnosti prevence a léčby glaukomu.  

Pokud budete souhlasit se svým zařazením do studie, dotáţeme se Vás na základní 

informace o Vašem zdravotním stavu a odebereme Vám 5 µl slz a stěr ze spojivkového vaku 

na vyšetření. Oba odběry jsou neinvazivní a nebolestivé. Výsledky Vašeho vyšetření 

a vyšetření dalších zdravých osob budeme porovnávat s výsledky u nemocných s glaukomem, 

Abychom zabránili jakémukoliv zneuţití Vámi poskytnutých vzorků a v zájmu 

ochrany osobních dat, budou vzorky zakódovány. To znamená, ţe vzorek bude dále 

zpracováván pouze pod unikátním kódem. Klíč ke kódům bude uschován na pracovišti 

koordinátora studie. Všechny získané informace zůstanou důvěrné a bude zabráněno 

jakémukoliv jejich zneuţití podle obvyklých pravidel nakládání se zdravotnickou 

dokumentací. Kdykoliv v průběhu sledování budete mít moţnost spolupráci s námi ukončit 

a další odběr slz odmítnout.  

Koordinátor studie za PřF UK:  

RNDr. Pavlína Daňková, Ph.D. 

Jméno a podpis ________________________________________ 

Souhlasím se svým zařazením do výše popsané studie. O všech okolnostech studie 

jsem byl(a) řádně poučen(a) a měl(a) jsem příleţitost se vyptat na vše, co jsem potřeboval(a) 

znát ke svému souhlasu. 

Datum: _________________ 

Jméno: ______________________ Podpis: ____________________ 


