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Abstrakt:

V této studii jsme se zam¢tili na stanoveni hladin cytokint IL-1p, IL-4, IL-10, IFN-y,
MIF a VEGF v slzéach u zdravych jedinct. Cytokiny jsme testovali jako potencidlni markery
zanétu pro jejich mozné vyuziti v klinické praxi. Diky spolehlivé metodé¢ méfeni hladin
cytokini v slzach by byla mozna vcasna a neinvazivni diagnostika oc¢nich onemocnéni.
Pomoci Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-Rad) jsme ve dvou etapach analyzovali vybrané
cytokiny. Posoudili jsme vhodnost metody pro diagnostické ucely a zaroven klinickou

vhodnost ndmi vybranych cytokind.

Byly potvrzeny vzajemné, statisticky vyznamné pozitivni korelace cytokint: IL-10
s IFN-y (r = 0,81), MIF s VEGF (r=0,42 / r=0,49), IL-1p s IL-10 (r = 0,52), IL-1B s IFN-y
(r = 0,55), IL-1B s VEGF (r = 0,38), IFN-y s VEGF (r = 0,45) a IL-4 s VEGF (r = 0,48)

u zdravych jedinct v slzach.

IL-4 (r = -0,37) a IFN-y (r = -0,42) negativné koreluji s vékem. V zdvislosti na
pohlavi, BMI, tuku v téle, ¢ase jidla pted odbérem, z4tézi oka pfii praci s poCitaCem a pocitu
suchého oka nebyly u zdravych jedinci nalezeny statisticky vyznamné rozdily hladin

cytokinti. Soudime tedy, ze nami vybrané cytokiny jsou pro diagnostické ucely vhodné.

Mezi prvni a druhou etapou méfeni byly nalezeny vyznamné rozdily v koncentracich
u ¢tyt (IL-1pB, IL-10, IFN-y a VEGF) z péti sledovanych cytokinti. Na zéklad¢ ziskanych
vysledkii se metoda Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-Rad) nezdd byt vhodnéd pro klinické
vyuZziti.

Metody vyuZzivajici k detekci zdravotniho stavu oka povrchové receptory bunék
spojivky byly optimalizovany, ovSem bez pouziti anestetik nebyla vytéZnost odbéru

dostate¢na.

Klicova slova:
Bio-Plex Cytokine Assay, slzy, IL-1p, IL-4, IL-10, IFN-y, MIF, VEGF, zdravi jedinci,
buiiky spojivky, CD-23, HLA-DR, TLR-4, imunocytologie rohovkového epitelu



Abstract:

In this study, we aimed to determine the levels of cytokines IL-1p, IL-4, IL-10, IFN-y,
MIF and VEGEF 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-y (r = 0,81), MIF with VEGF (r = 0,42 / r = 0,49), IL-1B with IL-10 (r = 0,52), IL-1B
with IFN-y (r = 0,55), IL-1B with VEGF (r = 0,38), IFN-y with VEGF (r = 0,45) and 1L-4
with VEGF (r = 0,48) in healthy subjects in tears.

IL-4 (r = -0,37) and IFN-y (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-1pB, IL-10, IFN-y 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-1B, IL-4, IL-10, IFN-y, MIF, VEGF, healthy
subjects, conjunctival cells, CD 23, HLA-DR, TLR-4, immunocytology corneal epithelium
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’
Uvod

Asi 80 % podnétit okolniho svéta vnimame pomoci zraku. Oko je orgén, ktery citlivé
reaguje na vngjsi vlivy, nebot’ je v ptimém styku s okolnim prostfedim. V dne$ni dob¢ jsou na
zrak a oko kladeny stale vys$i ndroky. Prace s pocitacem, Casté Cteni, umélé osvétleni
a znecisSténé ovzdusi jsou jen velmi strohym vyctem faktort,, které kazdodenné Uto¢i na
imunitni systém oka. S témito jevy a stale se prodluzujicim vékem doziti souvisi zvySujici se
prevalence nékterych degenerativnich onemocnéni oka, jako jsou glaukom, katarakta nebo
syndrom suchého oka. V diagnostice téchto onemocnéni je dulezity v€asny zachyt, zastaveni

progrese onemocnéni a cilena 1écba.

Doposud existuje nekolik metod jak posuzovat vitalitu oka, ovSem jedna se o metody,
které jsou naro¢né na provedeni i finance. Chceme-li ziskat materidl z povrchu oka
neinvazivnimi metodami, mame dvé moznosti, a to odbér bunék nebo odbér slz. V slzach lze
meéfit koncentraci cytokind, chemokind, proteinti a dalSich latek produkovanych buitkami oka.
Na membrané bunck spojivky miizeme detekovat povrchové receptory, intracelularné pak
buitkou produkované transkripéni faktory, jaderné receptory, extracelularné produkované
cytokiny a dal$i molekuly. Pfi néstupu onemocnéni reaguje imunitni systém oka na danou
situaci a tim se méni exprese receptori na povrchu bunck i uvnitf, stejné jako exprese

cytokini, chemokini a proteinti v slzach.

V soucasné dob¢ jsou testovany metody, které se zaméciuji na jednoduchost odbéru
biologického materidlu pro analyzu, na zjednoduSeni procesu samotné analyzy a zaroven na
finan¢ni ulevu. Jednou znovych metod analyzy cytokinli v slzach je i1 multiplexova
imunoanalyza. Odbér slz pro tuto metodu je bezbolestny, trva v fadu vtefin, maximalné minut,
a vzorky se nemusi upravovat. Samotna analyza je rychld. Velkou vyhodou je, Ze mizeme

sledovat nékolik cytokinti nardz (vyrobcem deklarovany desitky cytokint).
Ucelem této prace je zjistit, zda je metoda multiplexové analyzy vhodna pro klinické
vyuziti a porovnat jeji klady a zapory pro diagnostické ucely s metodou analyzy bunék,

zaroven ovéfit vhodnost vybranych cytokinl pro klinickou praxi.
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1 Slzy, cytokiny v slzach a receptory na povrchu

bunék spojivky

Slzy a slzny film jsou velmi komplexni tekutinou, obsahuji mnoho latek
produkovanych buiikami imunitniho systému, jako jsou napiiklad cytokiny, ale i produkty
slzné zlazy a nékteré latky z krve. Tyto latky se mohou vazat na receptory epitelovych bunék,
tim je zajiSténa komunikace mezi buiikami navzijem. Jedna se o systém zajiStujici stalost
vnitiniho prosttedi oka (Dartt and Willcox 2013). Dojde-li k zanétu, jeho rovnovaha se narusi.
Detekei a kvantifikaci cytokinii v slzdch nebo povrchovych receptorti bunék spojivky lze

posoudit vitalitu oka.

Slzny film pokryva povrch rohovky, chrani epitel rohovky jak mechanicky, tak
imunologicky. Je tvofen tfemi sloZkami, které plynule pfechédzi jedna v druhou (McCaa
1982), viz obrazek 1. Nejblize k rohovce se nachdzi mucinova slozka. Je produkovéana
poharkovymi buiikkami epitelu spojivky, buiikami Henleovy krypty v tarzdlni spojivce
a Manzovymi zlazkami na limbu rohovky. Mucin zajistuje pfilnuti slzného filmu k rohovce
(Dilly 1994). Stredni vodna sloZka slzného filmu je tvofena sekreci z ptidatnych slznych Zlaz
Wolfringovych a Krauseho, jez nalezneme ve stromatu vi¢kové spojivky (Milder and
Demorest 1954). Vodna slozka obsahuje imunoglobuliny IgA, IgG, IgM, IgE, lysozym
(antibakterialni substance), prealbumin (vaZe hormony §titné Zlazy, transportuje vitamin A),
ceruloplazmin (pomdha pii krvetvorbg), laktoferin (antibakteridlni substance), produkty
zirnych bunék, rastové faktory a cytokiny (Johnson and Murphy 2004). Svrchni lipidova
vrstva zabranuje odpatfovani vodné slozky a tim osychani povrchu oka. Je produkovana

Meibomskymi Zlazami, jejichZ vyvody nalezneme na okraji vicek (Brauninger et al. 1972).
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Obrazek 1 - Oko a slzny film (upraveno podle URLI)

Funkce imunitnich bunék (Ty lymfocytd, NK bunék, monocytti/makrofagi, neutrofill)
jsou potlacovany mikroprostfedim oka. Slzy obsahuji faktory potlacujici funkei imunitnich
bunék jako je naptiklad MIF (faktor inhibujici migraci makrofagi) a TGF-B2 (transformacni
rustovy faktor). Tyto inhibitory jsou produkovany buitkami rohovky, aby nedochézelo

k napadani vlastnich buné€k oka imunitnim systémem (Niederkorn 2006).

Spravné slozeni slzného filmu zajiSt'uje integritu povrchu oka, udrzuje imunologickou
barieru oka, stalé pH a zachovava integritu epitelovych bun¢k spojivky (Bachman and Wilson
1985). Spojivka pokryva povrch oka a vnitini stranu vic¢ek. Buniky na povrchu spojivky jsou
v piimém kontaktu se slznym filmem, produkuji né€které jeho sloZky a zaroven jsou jim

chranény pted pfimym kontaktem s vnéjSim prostiedim (Dilly 1994).

1.1 Cytokiny
Cytokiny jsou jednim z produktli imunitnich bunék. Spole¢né s povrchovymi
receptory a dal§imi molekulami a bunéénymi strukturami zajist'uji komunikaci mezi bunikami.

Nachézime je naptiklad v krvi, komorové vodé nebo v slzéch.

S ohledem na tlohu cytokinli v zanétlivé odpovédi je 1ze klasifikovat jako prozanétlivé

-----

a Ty lymfocyty (Nekoua et al. 2016), ale 1 dalsi. Cytokiny podobné funkce a pivodu pak

muzeme pro zjednoduSeni fadit do stejné skupiny. Podle toho, kterd skupina cytokinl je
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zvySena Ci snizena oproti hladindm u zdravych jedincl, lze usuzovat na uréity typ

onemocnéni.

Rada cytokinli mé pleiotropni ucinek, coz znamend, ze pusobi v ruznych tkanich

riznym zpusobem. Zaroven také mohou byt produkovany vice typy bunék (Forti et al. 1984).

U nékterych genii kodujicich cytokiny byla prokdzana riiznd mira exprese u riznych
genotypl. Znamend to tedy, Ze mnozstvi cytokini v téle a jejich regulace mohou byt

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

Nasledujici podkapitoly jsou vénovany jednotlivym nami vybranym cytokintim,

jejichz koncentrace v slzach jsou méteny v praktické ¢asti této prace.

1.1.1 IFN-y (interferon vy)

IFN-y je vysoce pleiotropni cytokin. Jedna se o latku, kterd je produkovéna v mnoha
tkanich ve stejné formé&, ovSem v konkrétni tkdni ma odliSnou funkci, chova se tkéanovée
specificky. V imunitnim systému reaguje na IL-12 nebo pfimo na mikrobidlni podnét. Je
dalezitou latkou aktivujici makrofagy a také je klicem krozliSeni diferencovanych

T lymfocytt (Watford et al. 2003).

IFN-y je antagonistou pro IL-13, u mnohych o¢nich onemocnéni je €asto pfiinou
apoptozy epitelovych bunék na povrchu oka vcetné poharkovych bunék spojivky (Pflugfelder
etal. 2013).

JiZ jsou popsany i1 n¢které epigenetické zmény v genu pro IFN-y. Diky metylaci DNA
v promotoru genu pro IFN-y u Ty lymfocyti je gen aktivni, zatimco u Ty, lymfocytl je gen
pomoci metylace DNA umléen. U naivnich T lymfocytd je promotor tohoto genu
hypermetylovany (Chang and Aune 2005; Schoenborn et al. 2007). Nadmérna 1 nedostatecna
metylace DNA je spojovdna s mnohymi onemocnénimi. Hypermetylace promotoru genu pro
IFN-y mize vést k astmatu (Ouyang et al. 2013; Runyon et al. 2012). Hypometylace je
spojovdna s nachylnosti k alergiim (Vuillermin et al. 2009), vysokému krevnimu tlaku
(Alexeeff et al. 2013), zanétim =zubt (Viana et al. 2011), biliarni atrézii
(novorozenecka/kojenecka zloutenka pietrvavajici vice jak 14 dnli) (Matthews et al. 2011).

U vSech téchto onemocnéni je oslabena schopnost imunitniho systému reagovat na infekci.
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1.1.2 IL-1p (interleukin 1pB)

Interleukin jedna beta hraje klicovou roli v mnohych imunitnich reakcich, ma
pleiotropni Uc¢inek. Dava signal k transkripci prozanétlivych faktort. Patii mezi interleukiny
produkované Ty; lymfocyty (Lane and Lachmann 2011). Velmi casto je pozorovan
u autoimunitnich onemocnéni a metabolickych onemocnéni. Na mySim a kralicim modelu
bylo zkoumano zapojeni IL-1p pfi autoimunitni uveitidé, coz vedlo ke zjisténi, ze anti-IL-1

terapie je u¢inna pii 1écbe tohoto onemocnéni (Zhao et al. 2014).

IL-1B stimuluje rustovy faktor mikrocévniho epitelu. Varianta genu CC pro IL-1p na
pozici 511 zvySuje riziko vzniku infarktu myokardu a cévni mozkové piihody. U mladych
pacientl s cévni mozkovou piihodou a infarktem byla vyrazné Castéji pfitomna varianta CC
na pozici 511 genu pro IL-1p, charakteristicka vys$imi hladinami IL-1p. Varianta TT v pozici
511 je naopak spojovana s nizsi hladinou IL-1P a alela T oznacena jako protektivni alela pro

tato dvé onemocnéni (Yang et al. 2015).

Koncentrace IL-1f v séru se s vékem zvySuje, jak zjistila studie provedend na
potkanech (Farooq et al. 2017). Vyssi hladiny IL-1p v mozkové tkani mohou vést k depresim
a zhorSenym kognitivnim schopnostem. IL-1B v mozkové tkani snizuje proliferaci bunék
hippokampu, blokuje akutnim stresem vyvolanou neurogenezi a snizuje mnozstvi IFN-y

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

Dlouhodobé& vysoka hladina gluk6zy zvySuje koncentraci IL-1f v krvi, ktery indukuje
destrukci cévniho endotelu. Experimentalné bylo dokdzano, Ze Ginky glukézy na expresi
IL-1PB se s vyS8§imi davkami glukézy a prodluzujicim Casem pisobeni zvySuji. IL-1B je tedy
zapojen do komplikaci diabetu mellitu, jako je diabeticka nefropatie nebo retinopatie (Zhu et

al. 2016).

1.1.3 IL-4 (interleukin 4)
pusobit na B lymfocyty tak, aby ptfepnuly vyrobu protilatek IgM na IgE (spousti izotypovy
pfesmyk). Pro tuto schopnost je zkouman ve spojitosti s riznymi druhy alergii a atopii. Je
produkovan Ty, lymfocyty (Nakajima-Adachi et al. 2017).

Zvysené mnozstvi IL-4 v slzach podporuje proliferaci fibroblastl, které produkuji

extracelularni matrix. Z nadbytku extracelularni matrix vznikaji piedev§im na vickové
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spojivce mukoézni plaky, typické jako nejcastéjsi projev zanétu vickové spojivky, kterymi jsou
gigantické papily. Gigantopapilarni konjunktivitida se ve svych leh¢ich formdch neziidka
objevuje u nositelti kontaktnich ¢ocek (Fujitsu et al. 2003). Déale nadmérné mnozstvi 1L-4
v slzach stimuluje keratocyty, které nasledné produkuji eotaxin (latka chemotakticky piisobici
na eozinofily). Eozinofily pak pfi chronickém drazdéni zplsobuji erozi rohovky nebo
rohovkovy vied. Jednd se o zdvaznou a velmi bolestivou formu zanétu pfedniho segmentu
oka. Pfi dlouhodobém drazdéni muze dochédzet az k nevratnému poskozeni stromatu a ztraté

prahlednosti rohovky (Fukagawa et al. 2000).

Pfi porovnani riznych druht keratokonjunktivitid (KK) bylo zjisténo odlisné mnozstvi
IL-4. Zvysené hladiny IL-4 v slzach v porovnani se zdravymi jedinci jsou pouze u sezonni
ajarni KK, ale u atopické KK nikoli (Leonardi et al. 2006), coz vyvraci jina studie, ktera
prezentuje opacné zaveéry (Uchino et al. 2006). Dle nich je IL-4 statisticky vyznamné zvySeny
pravé u pacienti s atopickou KK v porovnani s jarni KK a zdravymi kontrolami. Nov¢jsi
studie uvadi, ze nejsou podstatné samostatné hladiny IL-4, ale jejich srovnani s hladinami
IFN-y. Popisuji IFN-y jako ukazatel akutniho zanétu pii alergiich a IL-4 jako ukazatel
chronického zanétu. Je-li tedy alergie v akutni fazi, hladiny IFN-y jsou vysoké a hladiny IL-4
nizké. S vyrovnavajicimi se hadinami obou cytokint pfechazi zanét do chronické faze, v niz
prevazuje mnozstvi IL-4. Autofi prace tedy spojuji zvySené hladiny IL-4 a zaroven sniZené

hladiny IFN-vy s chronickym zané&tem pfi atopickych exémech (Herberth et al. 2010).

IL-4 je prokazateln¢ zapojen také do imunitnich projevil pii potravinovych alergiich.
U mysi je jednim z medidtort zanétu traviciho traktu. Je produkovan CD4 pozitivnimi
T lymfocyty pfedev§im v chronické fazi onemocnéni. Pfi dlouhodobé vysokych hladinach
IL-4 v travicim traktu dochéazi k systémovému zvyseni IL-4 (Nakajima-Adachi et al. 2017).

Tento fenomén by se tedy mohl projevit i v slzach.

Na myS$im modelu byla prokdzéna rejekce spontanné vzniklych nédorovych bunék
sitnice imunitnim systémem oka, pokud produkuji vysoké mnozstvi IL-4. Uvazuje se tedy
o vyuziti IL-4 v antigen-specifické protinadorové imunité (Golumbek et al. 1991). Uplatnéni

ma vSak mnoha tskali a vyzkum v této oblasti se za 26 let nijak vyrazné neposunul.

1.1.4 IL-10 (interleukin 10)

rrrrr

faktorii, naptiklad IFN-y, TNF-a nebo IL-12 (Eskdale et al. 1998). Je produkovan makrofagy,
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monocyty a Ty lymfocyty (Hurme et al. 1998). Také ovliviiuje mnozstvi produkce IgE
(Grant et al. 2011).

Spanélti védci porovnavali piitomnost jednotlivych variant polymorfismi
v promotoru genu pro IL-10 na pozici -1082, -819 a -512 s koncentraci IL-10 v séru.
Prokézali, Zze varianta G na pozici -1082 je genetickym faktorem pro vyssi hladiny IL-10
v séru; s timto polymorfismem je hladina IL-10 o 2 pg/ml séra vyssi (Suérez et al. 2002).

Hladiny IL-10 se pfi riizném staii organismu lisi, jak se podafilo prokéazat na prase¢im
modelu. Hladiny IL-10 se po narozeni u selat prudce zvysuji. Postupné pak s vékem klesaji,
jako by imunitni systém postupné otupoval v seberegulaci (Islam et al. 2013). Mize to byt

jeden z diivodi, pro¢ autoimunitni onemocnéni propukaji v pozdéjsim veku.

ZvySené hladiny vkrvi 1 vmist¢ zanétu nachidzime u mnohych chronickych
zanétlivych onemocnéni jako je Crohnova choroba (Wang et al. 2011), cévni mozkova
piihoda (Xie et al. 2013) nebo viscerdlni leishmanidza (parazitarni infekce prenasena

hmyzem) (Mishra et al. 2015).

1.1.5 MIF (faktor inhibujici migraci makrofagii)

Faktor inhibujici migraci makrofagl je oznacovan jako pleiotropni cytokin, stejné jako
IFN-y nebo IL-1B. Je produkovian mnoha buiikami: imunitnimi buiikami (makrofagy,
granulocyty, eozinofily 1 bazofily), bunkami centrdlni nervové soustavy (neurony
hypotalamu) a builkami endokrinnich 714z (vajecniky, varlaty, nadledvinami, hypofyzou,
slinivkou bfisni) (Calandra and Roger 2003). Jednou z mnoha aktivit cytokinu MIF je
schopnost ,,pfivolat imunitni buniky (vrozené i ziskané imunity) do mista zanétu a vyvolat
produkci mnoha prozanétlivych mediatori jako jsou TNF-a, IL-1p, IFN-y, IL-17 (Stojanovic
et al. 2009). MIF je tedy oznacovan jako chemotakticky cytokin (Bernhagen et al. 2007).

Na rozdil od ostatnich prozénétlivych cytokinli, které jsou potlacovany
glukokortikoidy, MIF ptisobi jako antagonista glukokortikoidd. Je tedy schopen jejich aktivitu
snizit (Daun and Cannon 2000). Nicméné pokud je koncentrace glukokortikoidl piilis
vysokd, MIF neni schopen aktivitu glukokortikoidii ovlivnit, nebot’ jejich ¢innost je mu
nadfazend (Roger et al. 2005). Déle je MIF zapojen do vyvolani apoptézy mnohych bunck
jako jsou primarni svalové buiiky (Taylor et al. 2006), B lymfocyty (Takahashi et al. 1999),
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nékteré nddorové linie (Yao et al. 2005), kardiomyocyty (Chagnon et al. 2005) a neurony
(Inacio et al. 2011).

V roce 1997 se v USA zacali zabyvat spojitosti MIF a gluk6zového metabolismu poté,
co byla objevena produkce MIF v B-bunkach Langerhansovych ostrivki pankreatu. MIF je

produkovan spolu s inzulinem a podporuje jeho uvoliiovani do krve (Waeber et al. 1997).

Uzky vztah je také mezi produkci MIF a tukovou tkani. Bylo zji§téno, Ze uvoliiovéni
cytokinu MIF ztukové tkané je mistné specifické. Adipocyty z podkozni tkédn€¢ a tuk
vystylajici bfiSni dutinu a obklopujici bfisni organy produkuji asi 10krat vice MIF neZ prsni
adipocyty (Skurk et al. 2007). Adipocyty vyprodukovany MIF podporuje produkci TNF-a,
ktery je pti¢inou katabolismu glukézy a snizuje citlivost pfenosu signalu pro sekreci inzulinu.
Specidlni nadprodukce MIF nastava pii stresovych podminkach. Znamend to, Ze zmnozena
tukova tkan v oblasti bficha (abdomindlni obezita) snizuje ptijem glukozy a zaroven zvySuje
inzulinovou rezistenci (Atsumi et al. 2007). Uplatiiuje se tedy v rozvoji diabetu mellitu
druhého typu. Zvyseny MIF je také povazovan za rizikovy faktor pro vznik aterosklerozy,

jeho kolisajici hladiny napomahaji vzniku aterosklerotickych plati (Makino et al. 2010).

Exprese genu pro MIF je zavisla na cirkadiannich rytmech, jeho hladiny jsou vyssi
v pribéhu dne (Petrovsky et al. 2003). Je ovSem otdzka, zda jeho vyssi hladiny nesouvisi
napiiklad s pfijmem potravy v pribéhu dne, nebot' jeho produkce je svdzana s produkci

inzulinu v pankreatu (Waeber et al. 1997).

1.1.6 VEGTF (rustovy faktor cévniho epitelu)
Jedna se o cytokin zodpovédny za angiogenezi (tvorbu cév), v piipadé ocnich
onemocnéni za Casto velmi neZzadouci neovaskularizaci (novotvorba cév). Zaroven udrzuje

homeostazu bunky, hlida jeji saturaci kyslikem.

VEGF je produkovan po spusténi mechanismu podminéného hypoxii. Jedna se
o kaskadu déjti, kdy je na zacatku hypoxicky stres vyvolavajici odpovéd’ v podobé tvorby
faktoru HIF-1 (hypoxii vyvolany faktor 1), ten pfimo pusobi na stimulaci bunék
produkujicich VEGF (endotelové bunky, gliové bunky, neuronové buiky sitnice,
monocyty/makrofagy). Tkan timto dostava informaci pro vytvafeni novych cév. Vice cév
znamena veétsi zasobeni tkdné kyslikem a tim odstranéni hypoxie. OvSem jsou tkané, ve

kterych je novotvorba cév nezadouci. Neovaskularizace rohovky zptsobuje nepruhlednost,
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v piipadé¢ novotvorby cév na sitnici vznikd diabeticka retinopatie, vékem podminéna
makularni degenerace a dals$i onemocnéni, kterd maji za nasledek ubytek zorného pole. Tento
stav je nevratny, odbourdni cév v danych mistech je nemozné (Sene et al. 2015).
Neovaskularizace v podobé téchto onemocnéni je nejcastéjsi pricinou slepoty ve vyspélych

civilizacich (Sene and Apte 2014).

VEGF je zapojen do vzniku katarakty, vékem podminéné makularni degenerace
a diabetické retinopatie. VSechna tato onemocnéni maji spole¢ného jmenovatele ve formé
zvyseného VEGF (Marneros 2016). Se zvySujicim se vékem nartstd hypoxicky stres v oku
atim se zvySuje produkce VEGF nejen pigmentovym epitelem sitnice, ale i endotelovymi
buitkami rohovky. VEGF muze napomahat k tvorbé ROS (reactive oxygen species =

wrwe

(Monaghan-Benson and Burridge 2009).

Pfi nespravném pouzivani kontaktnich ¢ocek, chronickém noSeni tésnych kontaktnich
cocek, ale zfidka i u pacientd, ktefi nenosi kontaktni Cocky, se setkdvame s pterygiem.
Pterygium vznikd pfi chronickém drédzdéni a hlavné nedostatecném okysli¢eni rohovky.
V akutni fazi dochézi k proristani cév do rohovky, tvoii se benigni cévni nador, ktery brani
v zorném poli. Po odstranéni pficiny hypoxie se cévy vyprazdni, ovSem rohovka ziistava
neprithlednd. U pacienti s pterygiem byl imunohistochemicky detekovan vyskyt VEGF
v epitelovych buinikdch rohovky v 50-100 % bunck, u zdravych kontrol byla odpovéd

negativni (Khalfaoui et al. 2011), coz odpovida zdravému stavu, kdy je rohovka avaskulérni.

Spojeni VEGF s mnohymi vé€kem podminénymi onemocnénimi pifivedlo védce na
otazku, zda nemiize hrat gen pro VEGF roli v délce doZiti jedince. Konkrétni varianta ¢ty
SNP je opravdu spojena s dlouhovekosti. Jednd se o polymorfismy v promotorové oblasti
genu pro VEGF a to konkrétn€ na pozici -2578 varianta A (adenin), na pozici -1190 také
varianta A a varianta G (guanin) na pozicich -1154 a -634. Bylo porovnano 324 zdravych
Italti ve veéku 25-84 let se 166 dlouhoveékymi zdravymi Italy (85 - 99 let). Haplotyp AAGG se
u mladsich vyskytoval v 10,4 % a u dlouhovéekych statisticky vyznamné ¢astéji a to ve 14,9 %

jedincti (Del Bo et al. 2008).

Bylo zjisténo, ze alela A na pozici -1154 v promotorové oblasti genu VEGF muze
pusobit jako protektivni faktor pro vznik nadoru, jednd se totiz o variantu, kterd obecné

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

Buiika po stimulaci cytokinem reaguje na okolni prosttedi mimo jiné zménou exprese
receptort na svém povrchu, na néz se pak cytokiny mohou vazat. V této kapitole jsou popsany
tfi nami vybrané receptory. Jejich detekce byla provedena v praktické ¢asti této prace. Jedna
se o povrchové receptory vyskytujici se na epitelovych buiikach spojivky, jejichz zména

exprese byla v odborné literatufe popsdna v souvislosti se zdravotnim stavem oka.

1.2.1 CD-23

Molekula CD-23 je povrchovym receptorem detekovanym na membrané epitelovych
bunck spojivky. Jedna se o receptor s afinitou pro IgE u chronickych zadnéti (Baudouin et al.
1992). Tento receptor byl poprvé popsan pro svou roli pii regulaci produkce IgE
u B lymfocytt, jako antigen stimulujici B lymfocyty k syntéze IgE (Bonnefoy et al. 1995).
Pozdé&ji bylo zjisténo na mySim modelu, Ze se zapojuje do transportu alergickych ¢astic, mlize

se odpojit z membrany epitelovych bunék a stat se soucasti transposomu (Yang et al. 2000).

Detekce CD-23 pomoci prutokové cytometrie byla zaznamenana pouze u 2 z 16
zdravych jedincii (12,5 %), kdezto u pacientt se syndromem suchého oka byla detekce tohoto
receptoru pozitivni u 13 jedinct z 18 (72 %) a v pfipadé pacientii s chronickym zénétem
spojivky dokonce u 21 z22 (95 %) (Baudouin et al. 1997). U syndromu suchého oka byla
prokazana odlisna exprese receptoru CD-23 u pacientd s riznym druhem 1é¢by. Nadprodukce
byla pozorovana u neléCenych pacientli v porovnani vici zdravym kontrolam. U pacientl
lécenych kapkami, které obsahuji konzervacni latku benzalkoniumchlorid, byla prokazana
zvySend exprese CD-23 v porovnani se skupinou pacienti pouZivajicich novéjsi kapky bez
tohoto konzervantu (Albietz and Bruce 2001). Podobné byl zkouman vliv 1écby na expresi
CD-23 u pacientii s glaukomem, kde nejniz§i mnozstvi CD-23 bylo pozorovano u pacienttl
lécenych kapkami obsahujicimi konzerva¢ni latku chlorhexidin (Baudouin et al. 1994).
Vysoka exprese tohoto receptoru byla pozorovana také u lymfatickych nadorti pfidatnych

ocnich organt (Moraes et al. 2017; Qu et al. 2017).

CD-23 receptor na povrchu bunék nosni sliznice pozitivné koreluje s IL-4 v séru
u pacientll s alergickou rymou. Nové se také uvazuje o 1écbé alergické rymy pomoci

anti-CD23 protilatek, které inhibuji Ty, bunéénou odpoveéd’ (Zhou et al. 2013).
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1.2.2 HLA-DR
Antigen lidskych leukocytii DR patii mezi antigeny MHC (hlavni histokompatibilni

systém) II. tfidy. Jedna se o biomarker zanétu obvykle exprimovany na povrchu leukocyti
a n¢kterych dalSich imunitnich bun¢k, n€¢kdy jej nalezneme i na povrchu epitelovych bunék
(Baudouin et al. 1992). Je spojovan s aktivaci imunitniho systému v pfipad¢ rozpoznani
cizorodého antigenu bunikami celého téla (Ichikawa et al. 1990; Ishihara et al. 1994; Pisella et
al. 2000). Zvysena exprese HLA-DR na povrchu epitelovych bun€k rohovky souvisi
s nadprodukei IFN-y (Tsubota et al. 1999).

U pacienti se syndromem suchého oka, ktefi trpi Sjérgrenovym syndromem
(autoimunitni onemocnéni, pti némz dochazi k destrukci exokrinnich Zlaz, tedy 1 slznych Zlaz,
v dtsledku ¢ehoz vznika velmi vazné forma chronického zadnétu suchého oka) nebo poruchou
funkce Meibomskych Zlaz, je zvySend exprese HLA-DR, jez zaroven negativné koreluje
s testem kvality slzného filmu (BUT test) a testem kvantity slzného filmu (Schirmertiv test)
(Brignole-Baudouin et al. 2017). U pacientd se syndromem suchého oka byla pozorovana
snizena exprese HLA-DR po pilro¢nim uzivani omega-3 a omega-6 mastnych kyselin
(Brignole-Baudouin et al. 2011). Po ptl ro¢ni 1écbé Cyklosporinem, jenz snizuje expresi
nékterych cytokint véetné IFN-y, ¢imz inhibuje T lymfocyty, se pii intenzité kapani dvakrat
denné u pacienti se syndromem suchého oka prokazateln¢ snizuje exprese HLA-DR (Kunert
et al. 2000). Cyklosporin A tedy sniZzuje zanét na povrchu oka u téchto pacientll a tim brani
devastujicim U¢inkiim zanétlivych cytokini v degradaci bunék rohovky (Leonardi et al.
2017). U pacientii se syndromem suché¢ho oka, kteti se 1é¢i pomoci kapek obsahujicich
benzalkoniumchlorid, byla v porovnani s pacienty pouzivajicimi kapky s jinymi
konzervaénimi latkami detekovana zvySena exprese HLA-DR a CD-23 (Albietz and Bruce
2001). U pacienti s glaukomem byly rovnéZ pozorovany negativni ucinky
benzalkoniumchloridu, zatimco exprese HLA-DR u pacientdl pouZzivajicich kapky
s chlorhexidinem byla niZ8i neZ u pacientd pouZivajicich kapky s benzalkoniumchloridem
(Baudouin et al. 1994). Abnorméln¢ zvySenou expresi HLA-DR na povrchu epitelovych
bunék rohovky maji také pacienti s cystickou fibrozou, zdroven procentualni zastoupeni
HLA-DR pozitivnich bun€k negativné koreluje s kvantitou a kvalitou slzného filmu (Mrugacz
et al. 2007). U pacienti s chronickym zanétem spojivky je prokazatelné¢ vyssi exprese

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

Toll-like receptor 4 (n¢kdy oznacovan jako CD284) je membranovy receptor zapojeny
do imunitni odpovédi pii napadeni organismu Gram-negativnimi bakteriemi produkujicimi
lipopolysacharidy. Piikladem takové bakterie je Pseudomonas aeruginosa, ktera je schopna
infiltrace do stromatu rohovky, kde jeji metabolity nevratné nic¢i bunky stromatu. Nelécena
forma bakteridlni keratitidy muze vést az ke slepoté (Lang et al. 2011). TLR-4 receptor
aktivuje vrozenou imunitni odpovéd’ a tim i produkci nékterych cytokint jako jsou IL-1,

IL-6 nebo TNF-a (Fu et al. 2006).

ZvySena exprese TLR-4 receptoru je potvrzena u pacientli se syndromem suchého oka
(Redfern et al. 2015). U pylovych alergii se zapojuje do Ty, imunitni odpovédi, zvySuje
produkci zanétlivych cytokint IL-4, IL-5, IL-13 (Li et al. 2011). Na mySim modelu byla
potvrzena jeho nadprodukce v rohovkovém epitelu pti pylovych alergiich (Li et al. 2011).
Nadprodukce TLR-4 byla pozorovdna v nadorovych liniich, zarovei je spojovdna se
zvySenou produkei cytokind TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 a VEGF v nddorovych buikéach.

Mnozstvi TLR-4 pozitivné koreluje s progndzou nddorového onemocnéni (Mai et al. 2013).
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2 Faktory ovliviiujici koncentrace cytokinu

u zdravych jedincu

2.1 Kolisani hladin cytokinii dle denni doby

Hladiny cytokinl v slzach se v pribéhu dne méni. U 18 cytokini a chemokint byla
popsana inter-individualni variabilita i variabilita vazana na denni rytmus (Benito et al. 2014).
Velmi stabilni se ukdazal VEGF, v pribéhu dne se jeho hladina neménila, v priabehu spanku
byla hladina VEGF stabilné asi o 20 % vyssi, inter-individualni variabilita byla minimalni.
Podobné¢ vysledky byly pozorovany v prubéhu dne i u IL-1B a IL-6. U IL-10 nebyla
variabilita v pribéhu dne prok4zéna. Autofi v této praci upozornuji piedev§sim na nevhodnost
nékterych cytokini a chemokind v slzach jako biomarkerti pro stanoveni o¢ni diagnozy,
nebot’ se v prib¢hu dne a noci jejich hladiny méni, ovSem v piipad¢ standardizace odbéra
(naptiklad od 8 do 12 hodin dopoledne) je alesponi screeningové vySetfeni mozné (Benito et

al. 2014).

Ve studii se stejnym zaméfenim shromazdili vzorky od 28 zdravych probandt v 9, 12,
16, 21 a 24 hodin. Byly méfeny hladiny cytokint IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 a TNF-q.
IL-8 se ukdzal jako velmi stabilni v riznou denni dobu. U ostatnich cytokinli se ukdzalo
prokazatelné zvySeni hladin mezi 21. a 24. hodinou, u IL-18 a IL-12p70 se hladina zvysila
2krat oproti hladin€ v 9 hod., u IL-6, IL-10 a TNF-a se hladina zvysila 1,5krat (Uchino et al.
2006).

2.2 Rozdil v hladinach cytokini a chemokinii mezi pravym

a levym okem

U zdravych jedincli nenachazime rozdil mezi pravym a levym okem. Ve studii z roku
2010 jsou patrné vysledky méfeni 30 cytokinii a u zadného z deviti probandti nebyl nalezen
signifikantni rozdil mezi pravym a levym okem (Carreno et al. 2010). OvSem je tfeba
pamatovat na stimulovanou sekreci slz z levého oka, pokud bezprostiedn¢ pied tim byl
proveden odbér pravého oka. Je potom mozné, ze koncentrace slz levého oka je natfedéna

vodnou slozkou ze slzné zlazy, kterd se do bazalni sekrece nezapojuje.
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2.3 Vazba produkce cytokinii na pohlavi

Hladiny cytokinli jsou ovliviiovany mnohymi latkami v téle, mimo ostatni
i pohlavnimi hormony. Na povrchu T lymfocytii, makrofagh a monocyti byly objeveny
receptory pro estrogen. Znamena to tedy, Ze builkky schopné produkce cytokini mohou
infekénich chorob. Jednim z diivodii miize byt 1 vyssi aktivita imunitniho systému (Gannon et
al. 2002). Zenské NK buiiky citlivéji reaguji na infekci vys§i produkei IFN-y, IL-4, IL-17
a TNF-a nez muzské NK buiiky (Bernin et al. 2016). Zeny produkuji vys§i hladiny
T cytokint (IL-4 a IL-10) nez muzi (Giron-Gonzalez et al. 2000). Pfi sledovani poméru
T ku Ty, cytokinim na mySim modelu byl vyss$i pomér pozorovan u samci, u samic je tedy
vyraznéj$i imunitni odpovéd’ ve prospéch Ty, kdezto u samct je to Ty; odpoveéd’ (De Leon-
Nava et al. 2009). Dalsi sledované cytokiny IL-2 a IL-6 nevykazovaly rozdily vazané na
pohlavi (De Leon-Nava et al. 2009). ZvySend senzitivita imunitniho systému vede u Zen
k vyssi incidenci autoimunitnich onemocnéni (Zhang et al. 2012), na druhou stranu muzi maji
mensi imunitni reakci po ockovani a tim miize byt ockovani méné Gcinné. Zaroven maji muzi
s vy$§im mnozstvim testosteronu v krvi nizsi protildtkovou odpovéd’ po o¢kovani (Furman et

al. 2014).

V plazmé t¢hotnych zen byly naméfeny rozdilné hladiny cytokinti v zavislosti na
pohlavi plodu. U Zen cekajicich potomka muzského pohlavi bylo zvySené mnoZzstvi
prozanétlivych cytokinti (G-CSF, IL-12p70, IL-21, IL-33) a angiogennich cytokini (PIGF
a VEGF), kdeZto u Zen nosicich plod Zenského pohlavi byly vyssi hladiny IL-5, IL-9, IL-17
a IL-25 (Enninga et al. 2015).

Na kralicim modelu bylo prokdzano, Ze androgeny a estrogeny mohou
zprostfedkované regulovat produkci cytokint v slzach (Beauregard and Brandt 2004), vyssi
produkce prozanétlivych cytokini (IL-1B) miize poskodit buniky rohovky a tim narusit
produkci slz. ZvySené cytokiny IL-1P, IL-8 a TNF-a jsou pozorovany u Zen po menopauze

(Malutan et al. 2014).

2.4 Zmény produkce cytokini zptisobené vékem

Ty a Ty, imunitni odpoveéd’ je zavisla nejen na pohlavi, ale také na vé€ku. U mladSich

lidi se vice uplatituje Ty; imunitni odpoveéd’ a s vékem se postupné presouva vaha vice k Ty
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(Siwiec et al. 2009). Na mysim modelu bylo prokdzano, ze hladiny IFN-y v plazm¢ se
s v€kem snizuji, naopak hladiny IL-4 se s vékem zvySuji. Zaroveil produkce téchto cytokini
buiitkami imunitniho systému odpovida hladindm v séru. M¢énici se rovnovaha imunitni
odpovédi byla pfipsana ménici se metylaci. U mladsich lidi je promotor genu pro IFN-y
metylovan méné (gen miize byt vice exprimovan), naopak promotor genu pro IL-4 je
u mladsich lidi metylovan vice a s vékem se jeho metylace ztraci (Xia et al. 2016). U starSich
jedinct bylo prokazano vyssi mnozstvi bunék produkujicich IL-4 nez u mladSich (Yen et al.

2000).

Studie Kleinera a kolektivu prokazala v séru snizené hladiny MIF u dospélych lidi
oproti détem ve véku od 1 roku do 17 let (Kleiner et al. 2013). Koncentrace IFN-y a IL-4 vSak
byly zvySeny oproti dospélym pouze u déti ve véku od 7 do 17 let; u déti od 1 roku do 6 let
nebyly pozorovany rozdily v hladinach téchto cytokin oproti dospélym. Hladiny VEGF
a IL-10 nejevi rozdily mezi détmi a dospélymi (Kleiner et al. 2013). Lze predpokladat, ze
zavislost exprese nékterych imunitnich faktord na véku je systémova a je detekovatelna nejen
v séru, ale promité se také do jejich koncentrace v slzach; prace, kterd by toto zkoumala, vSak

v soucasné dobé neni autorce znama.
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3 Vlivy prostiedi na produkci cytokinii v slzach

u zdravych jedincu

Slzny film udrzuje integritu povrchu oka. Je tedy velmi dulezitou slozkou, chrani oko
pied vn&jsimi vlivy a vyzivuje rohovku. Znecistény vzduch, prace s pocitaci, umelé osvétleni
nebo noseni kontaktnich ¢oc¢ek kladou na slzny film a oko stile vyssi naroky. Nejen vlivy
vnéjsiho prostiedi oka se mohou projevit na koncentraci cytokint v slzach, ale i metabolicky

stav organismu. V slzném filmu se mize odrazet celkové zdravi jedince.

3.1 Vysoké naroky na zrak pri praci do blizka

Existuji teorie, podle nichz byl zrak lovch a sbéract archaické doby adaptovan podle
jejich specializace pii praci. Tyto teorie pfedpokladaji, ze lovci byli pievdzné emetropové
(bez refrakéni vady) nebo hypermetropové (dalekozraci) a sbéraci emetropové nebo myopové

(kratkozraci) (Wielkiewicz 2016).

V dnesni populaci vyspélého svéta velmi rapidné nartistd prace s pocitaci a velkym
mnozstvim textl, tedy celodenni prace na blizko. Emetrop pfi praci na blizko akomoduje asi
+2 az +3 D, v zavislosti na vzdalenosti. Hypermetrop bez korekce akomoduje vice,
nekorigovany myop naopak méné. Myopie se tedy zdd byt vyhodnym adaptacnim
mechanismem pro praci na blizko. Idedlni je nizkd myopie okolo 2 az 3 D. Hypoteticky,
pokud myop nosi na dalku bryle s korekci -2 D a na préci na blizko je sundd, pak do

vzdalenosti ptil metru nemusi viibec akomodovat.

V soucasnosti myopie postihuje 25 % lidi starSich 40 let v USA a v zépadni Evropg,
kdezto hypermetropie pouze 10 % lidi ve stejné vékové kategorii. Podle Wojciechowskiho

bude v roce 2021 dva a pul bilionu lidi postizeno myopii (Wojciechowski 2011).

Dédi¢nost myopie je oznaCovand jako multifaktoridlni (genetické + negenetické
faktory) a zaroven polygenni (roli hraje vice genil vétSinou s aditivnim, ale 1 protichiidnym
ucinkem). Diky celogenomovym asocia¢nim studiim bylo u jedincli evropského pavodu
objeveno 20 kandidatnich genl pro myopii. Studie byla provedena na 45 771 probandech
(Wojciechowski and Hysi 2013). Mezi kandidatni geny patii napt. LAMA2 (mutace genu

zpusobuji svalovou dystrofii) a LRRC4C (mutace genu zplusobuji neurodegenerativni
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onemocnéni) (Kiefer et al. 2013). Existuji ndzory, ze tyto geny podléhaji pozitivni selekci

(Mak et al. 2006).
3.2 Rizikové faktory vnéjsiho prostiedi

3.2.1 Umélé osvétleni

Zarivky a umeélé svételné zdroje emituji rtizné spektrum vinovych délek s rtiznou
intenzitou, velmi Casto s velkym mnozstvim UV zareni (Walsh and Pearce 2010). O¢ni ¢ocka,
stejn¢ jako rohovka, jsou schopny absorpce UV zifeni, ovSem v omezeném mnoZzstvi.
Dlouhodobé vystaveni vyssim davkam UV zafeni muze zpusobit kataraktu, pterygium nebo

opacitu rohovky (Walls et al. 2011).

Riziko vzniku UV zéafenim vyvolanych onemocnéni pii kaZzdodennim vystaveni
zativkdm (osm hodin denné v préci, Skole, ...) je 0 12 % vyssi nez pfi pobytu mimo zafivky,
vcetné pobytu venku, kde jsou lidé sezonné (pfedevSim na jafe a v 1ét€) vystaveni velkému
mnozstvi pfirozeného svétla i v mistech ozonové diry (Walls et al. 2011). U lidi pohybujicich
se venku v mistech ozonové diry je zvySené riziko vzniku vékem podminéné makuldrni
degenerace. Svétlocivné bunky sitnice jsou degradovany zvySenym UV zafenim (Norval et al.

2011).

3.2.2 Obrazovky

Lidé pracujici s poc¢itatem maji Casto problémy s bolesti hlavy zptsobené bud’ o¢nimi
problémy, nebo blokaci kréni patefe. V této podkapitole se budeme vénovat pouze ocnim
obtizim zplisobenym zatfenim obrazovky. Nej€astéjSim problémem byva snizend frekvence

mrkani, z toho plynouci osychani oka a vznik syndromu suchého oka (Chiva 2011).

Podle studie zkoumajici o¢ni obtize u 49 lidi v primémém véku 41 let dlouhodobé
pracujicich s pocitatem byly prokazany o¢ni obtize u 49 % z nich (zarudnuti, paleni, tlak za
oCima predchazejici bolesti hlavy), a to Castéji u zen nez u muzii (Radulovic and Hursidic-

Radulovic 2012).

Oc¢ni obtize jsou brany za nejrizikovéjsi faktor rozvoje unavy z nepfetrzité prace na
pocitaci. Chronickd unava z prace na pocitaci je oznacenim zahrnujici mnoZzstvi symptomii,
mezi néz patii paleni oci, tlak za o¢ima (a dal§i o¢ni obtize), nizka uroven kontroly

(sousttedéni), uzivani nikotinu a nizk4a sexualni aktivita (Toomingas et al. 2014).
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Sto Gtyficet osm Zen pracujicich v administrativé ve Svédsku bylo dotazovano na
Setnost prace s poditatem a subjektivni oéni obtiZe. Zeny byly ve véku 40 — 65 let. Cast z nich
uzivala po tfi mésice pied odbérem slz omega-3 mastné kyseliny, ostatni dostaly placebo.
Zeny byly rozdéleny do dvou vékovych kategorii na star$i a mladsi. Byly zjistény vyssi
hladiny IL-1B a IL-6 u starSich Zen, stejné jako byly naméteny vyssi hladiny téchto cytokind
u zen, které pouzivaly pocitac, oproti tém, které ho nepouzivaly. U Zzen pracujicich
s pocitacem, které tfi mésice pired odbérem uzivaly omega-3 mastné kyseliny, byly hladiny
IL-1B 1 IL-6 prokazateln¢ nizSi (Ribelles et al. 2015). Také povrchové markery bunék

spojivky jsou zvyseny u lidi pracujicich denné s pocitacem (Bhargava et al. 2014).

3.2.3 Kontaktni ¢ocky

Spatny vybér kontaktnich ¢oéek bez odborné konzultace vede k otlakiim na rohovce
a dystrofii rohovkového epitelu (v ptfipadé malych cocek) nebo k nadmérnému drézdéni oka
(v ptipad¢ velkych ¢ocek). Nedostatecna péce, prenaSeni kontaktnich ¢ocek (pokud se nosi
¢ocky déle, nez je urceno) nebo piespavani v kontaktnich ¢ockach zvysuje riziko bakterialni
infekce (pfedevsim bakteridlni keratitidy) (Cope et al. 2016), ale také riziko nedostate¢né¢ho
zasobeni rohovky kyslikem, coz miize vést az k neovaskularizaci rohovky (vznik pterygia)
(Goodlaw 1996). Pti spravném pouzivani kontaktnich ¢ocek u dnesSnich typt mékkych

kontaktnich ¢ocek vyssi riziko oxidativniho stresu nehrozi.

Bylo zjisténo rozdilné mnozstvi proteinii v slzdch nositeld kontaktnich cocek
(mekkych 1 tvrdych). Nékteré proteiny jsou u nositeldt kontaktnich ¢ocek vyssi (napt. S100
AR), jiné jako lysozym jsou naopak u nositeli kontaktnich ¢ocek nizsi (Kramann et al. 2011).
V roce 2000 probéhla pomoci metody ELISA studie zamétena nejen na proteiny v slzach, ale
1 na nékteré cytokiny a zarovein mnozstvi polymorfonukledrnich leukocyti na povrchu oka.
Odbéry byly provedeny u tfech rozdilnych skupin, u nositelii kontaktnich cocek (nositelé), lidi
nenosicich kontaktni ¢ocky (nenosici) a lidi, ktefi pfespali v kontaktnich ¢oc¢kéch prvné pro
ucely studie (prvonositelé¢). U prvonositeli bylo prokdzano vys§i —mnozZstvi
polymorfonuklearnich leukocytii v porovnani s nositeli i nenosicimi a u nositeltt bylo vyssi
mnozstvi polymorfonuklearnich leukocytii nez u nenosicich. Prvonositelé méli prokazatelné
niz$i hladiny IL-8 a IL-6 po osmi hodinach spanku v porovnani s ostatnimi. Znamena to tedy,

ze oko se na kontaktni ¢oCku Castecné adaptuje, ovSem u nositeli kontaktnich ¢ofek muze
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ptetrvavat nizky chronicky zanét (Thakur and Willcox 2000). U nositelti kontaktnich ¢ocek je

zvySené riziko syndromu suchého oka (Chiva 2011).

3.2.4 ZneciSténé ovzdusi

Bylo prokazano, ze kvalita i kvantita slzného filmu je horsi u lidi vystavenych
zneCiSténému vzduchu (Torricelli et al. 2014). Senzitivita povrchu oka ke zneciSténému
vzduchu se zvysuje s vékem. Povrch oka u 40letych je citlivéjsi na znecisténé ovzdusi nez

povrch oka u mladSich jedinct (Kjaergaard et al. 1992).

ey

U jedinct zijicich ve velkych méstech se znacnym zneciSténim je vyS$i vyskyt
syndromu suchého oka (Alves et al. 2014). Bylo prokazano zvysené mnozstvi IL-10 a IL-5
v slzném filmu vlivem znecisténého metropolitniho vzduchu. U IFN-y takovato souvislost

nebyla nalezena (Matsuda et al. 2015).

3.3 Zivotni styl

Kromé vnéjsiho prostiedi a exogennich faktort, které ito¢i na povrch oka, zalezi také
na nastaveni vnitinich podminek, které mulze ovlivnit kazdy znas, tedy faktorech
endogennich. Dysfunkce slzného filmu muize byt zptisobena nejen nadmérnou evaporaci, ale

i nedostatecnou produkci jednotlivych slozek z metabolickych pficin.

3.3.1 Strava

Védei zNového Zélandu vypracovali studii zabyvajici se stravou a oc¢nimi
onemocnénimi vyvolanymi oxidativnim stresem. Mezi tato onemocnéni patii katarakta,
glaukom a vékem podminéna makularni degenerace. Studie se zucastnilo 78 jedincii
s onemocnénim (pouze dva jedinci neméli kataraktu, ostatni méli bud’ kataraktu samostatné
nebo v kombinaci s nékterym z onemocnéni glaukom nebo vékem podminéna makularni
degenerace) a 149 kontrol bez o¢niho onemocnéni. Stanovili rizika pro vSechny sledované
slozky jidla. Potvrdili protektivni u¢inek vitaminu C (OR = 0,63) a B-karotenu (OR = 0,56).
Naopak byly potvrzeny i nékteré rizikové slozky potravy jako je cholesterol obsaZeny
v potravinach (OR = 1,98). U ostatnich slozek potravy zkoumanych v této studii (vitamin E,
flaviny, tuky a oleje, konzumace alkoholu, abstinence, mlééné vyrobky, pecivo, dopliky
stravy) nebyla souvislost s degenerativnimi onemocnénimi o¢i prokazana (Braakhuis et al.

2017).
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3.3.2 Alkohol

Lidé konzumujici alkohol maji zvySenou hladinu glukdzy v krvi, zvySenou prevalenci
diabetu mellitu a diabetické retinopatie. Zaroven konzumenti alkoholu trpi ¢astéji syndromem
suchého oka nez abstinenti a ¢astéji se u nich vyskytuje katarakta (Xu et al. 2009). ZvySené
riziko vzniku katarakty u konzumentt alkoholu potvrzuji i dalsi studie, ovSem 1isi se v mife
rizika. Lindblad uvadi riziko o 11 % vy$$i u konzument alkoholu oproti abstinentim
(Lindblad et al. 2007), Morris uvadi dokonce o 30 % vyssi riziko (Morris et al. 2004). Na
druhou stranu existuji i1 studie, byt jsou v mens$ing, které souvislost katarakty s konzumaci
alkoholu (ne u alkoholikil) popiraji (Klein et al. 2003). Mnoho studii se zabyva také vztahem
alkoholu a vé€kem podminéné makularni degenerace. VétSina se shoduje, Ze konzumace
alkoholu neni rizikovym faktorem pro vznik vékem podminéné makularni degenerace, ovSem
nadmérnd konzumace ano (Arnarsson et al. 2006; Fraser-Bell et al. 2006; Knudtson et al.
2007). Buch urcuje hranici pro ,,neSkodné* mnozstvi alkoholu vzhledem k rozvoji vékem
podminéné makularni degenerace na méné nez 250g za tyden (Buch et al. 2005). Studie
zabyvajici se alkoholem a prevalenci glaukomu uvadéji ¢asto souvislost s konzumaci alkoholu
a zvySenym nitroocnim tlakem (Lin et al. 2005; Vinson 2006). U glaukomu s otevienym
uhlem (obvykle normotenzni glaukom) nebyla prokazana zadna souvislost s konzumaci
alkoholu (Klein et al. 1993). Podle jinych samotna konzumace alkoholu riziko pro vznik
a progresi glaukomu nezvySuje, ovSem ve spojeni s krevni hypertenzi, nadvdahou nebo
koufenim ma alkohol kumulativni G¢inek, tedy ve spojeni s témito faktory se riziko povazuje

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

3.3.3 Koureni

Mezi 4 164 détmi ze Singapuru ve véku Sest mésicl aZ Sest let byl prokdzan vyssi
vyskyt myopie u déti pochdzejicich z nekuiackych rodin (Iyer et al. 2012). Koufeni bychom
tedy mohli povazovat za protektivni faktor myopie, ovSem pouze je-li myopie vnimana jako

negativni jev a ne evolu¢ni adaptace pro praci do blizka.

U dospélych kutdki je potvrzeno zvySené riziko vzniku vékem podminéné makularni
degenerace a jeji progrese. Dochazi k oxidativnimu stresu oka, ktery ptisobi na buriky sitnice.
Fotoreceptory jako buiilky oka nejcitliveéj$i na nedostatek kysliku pak odumiraji (Myers et al.
2014). Ztejmée ze stejn¢ho diivodu (oxidativniho stresu) bylo objeveno vysoké riziko progrese

glaukomu u kuraki a u kurakd, kteti zaroven konzumuji alkohol (Chiotoroiu et al. 2013).
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3.3.4 Nadvaha a obezita

Nadvaha a obezita je siln¢ asociovana s nékterymi o¢nimi onemocnénimi. Mnoho
praci se zabyva nadvéahou a rizikem vzniku katarakty. Pfi sledovani jednotlivych podtypt bylo
prokdzano, ze u lidi s nadvdhou a obezitou Castéji vznika kortikalni katarakta a zadni
subkapsularni katarakta. V tabulce 1 je uvedena mira rizika pro vznik katarakty u lidi

s vysokym BMI.

Tab. 1 — OR pro vznik katarakty u lidi s vysokym BMI

Druh katarakty OR Studie
kortikalni 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
subkapsularni 1,24 Hiller et al. 1998
2,5 Jacques et al. 2003

Krom¢ vysokého BMI hraje roli pii vzniku katarakty i mnozstvi abdominalniho tuku.
Zvysené mnozstvi abdominalniho tuku je spojovano se zvySenym rizikem (OR = 2,3) vzniku
zadni subkapsularni katarakty (Jacques et al. 2003). Nejen nadvaha, ale i podvaha piedstavuji
riziko pro vznik katarakty, podle Fostera OR = 1,8 (Foster et al. 2003; Chatterjee et al. 1982).

Prevalence glaukomu je u obezity spojovéana s vysokym nitroo¢nim tlakem. Nadvaha
a obezita je rizikem pro vysoky nitroo¢ni tlak a ten je nejcastéjsi pfi¢inou vzniku glaukomu
(Klein et al. 1997; Mori et al. 2000). Existuji 1 studie, které tuto souvislost nepotvrzuji, ale
jsou v menSin¢ (Gasser et al. 1999). Vékem podminéna makularni degenerace je také
spojovdna s nadvdhou a obezitou, s riiznou mirou rizika OR = 2,15 (Tavani et al. 1995),
OR = 1,93 (Clemons et al. 2005), OR = 2,32 (Seddon et al. 2003). V neposledni fad¢ je u lidi
s nadvahou a obezitou castéj$i vyskyt diabetické retinopatie pfimo umérny vysSimu riziku
vzniku diabetu mellitu. Mira rizika vzniku diabetické retinopatie u lidi s nadvahou 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).

Zvysené hladiny cytokint IL-8, IL-10 a IL-6 v krvi obéznich lidi mohou zvySovat
riziko vzniku a progrese ocnich onemocnéni (Tam et al. 2010). Byla prokdzana piima

produkce IL-6 a C-reaktivniho proteinu tukovou tkéni, ktera se u obéznich lidi projevi
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zvySenymi hladinami IL-6 v krvi (Campbell et al. 2009; Fischer et al. 2007; Nicklas et al.
2008).
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4 Civilizacni onemocnéni oka

Jedna se o onemocnéni bézna u jinak zdravé populace ve vyspélych civilizacich. Jejich
frekvence je alarmujici a stale se zvysuje, zatimco veék nastupu téchto onemocnéni se snizuje
(Hashemi et al. 2014; Marx-Gross et al. 2017). Jednim z prognostickych markerti by mohly
byt pravé hladiny cytokinl v slzach a zaroven by mohly poslouzit k véasnému zachytu
nastupu onemocnéni. Na tii ze Ctyf nejCastéjSich onemocnéni oka v Evropé a Americe,
syndrom suchého oka, alergické zanéty spojivek, zeleny zakal a Sedy zékal, dosud neexistuje

ucinnd 1éc¢ba. Prevence a v€asny zachyt onemocnéni jsou tedy klicové.

4.1 Syndrom suchého oka

Syndrom suchého oka je dnes nejcastéji diskutovanym onemocnénim v oftalmologii.
Jedn4 se o poruchu nékteré ze slozek slzného filmu vedouci k nestabilité¢ slzného filmu

a k jeho tbytku. Zavaznou komplikaci pak je dystrofie rohovkového epitelu.

Prevalence syndromu suchého oka se v ruznych statech 1isi, ovSem ve vétSiné
vyspélych zemi je vysoka a jeji vyskyt se stale zvySuje. Ve Spojenych statech americkych trpi
timto onemocnénim 10 — 20 % obyvatel nad 65 let (Schein et al. 1997), ve Svédsku 15 %
(Lee et al. 2002), v Australii 8,6 — 16,3 % (McCarty et al. 1998) a v Indonésii 27,5 % (Sahai
and Malik 2005). Cim nové&;jsi data, tim vy$si procento vyskytu odpovida nartistu onemocnéni
v populacich. Vyssi prevalence je u Zen, Zeny po menopauze maji riziko kolem 50 %, vlivem
nedostatku estrogenu (Rahimi Darabad et al. 2014). V roce 2007 na kongresu vénovanému
syndromu suchého oka bylo uvedeno, ze az 35 % mladistvych celosvétové ma obtize se

syndromem suchého oka (Dry Eye WorkShop 2007).

Hladiny cytokinli u tohoto onemocnéni byly zkouméany v mnoha studiich. Vyssi
hladiny IL-6, IL-8 a TNF-a v slzach byly prokdzany u pacienti se syndromem suchého oka
v porovnani s kontrolami (Lam et al. 2009). U pacienti se syndromem suchého oka
s komplikaci blefaritidy (zanét vicek) byly v slzdch naméteny zvySené koncentrace IL-1p,
IL-2, IL-6, IL-17 a VEGF (Lu et al. 2014). I dalsi studie potvrdila zvySené hladiny IL-17
allL-22 u pacienti se syndromem suchého oka, pfi¢emZ u pacientl se Sjérgrenovym
syndromem byl rozdil jest¢ vyssi (statisticky vyznamné oproti kontrolam i jedincim se
syndromem suchého oka) (Tan et al. 2014). DalS§im cytokinem s prokazatelné vyssi

koncentraci u pacientll 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-a jsou také zvySené u pacientd se syndromem suchého oka (Lee et al.

2013). Vtabulce 2 naleznete cytokinovy profil pacientl sestaveny zruznych studii

zabyvajicich se problematikou syndromu suchého oka.

Tab. 2 — Cytokinovy profil u pacientli se syndromem suchého oka oproti zdravym

kontrolam v slzach

Cytokin Zvyseni oproti zdravym kontrolam Zdroj
IL-1B 1 5x Luetal. 2014
IL-6 1 9%, 11,7x Lam et al. 2009; Lee et al. 2013
IL-8 1 8,5x 13,5x Lam et al. 2009; Lu et al. 2014
1L-17 13x 11,4x Lee et al. 2013; Tan et al. 2014
IL-18 1 1,5x Niu et al. 2015
1L-22 11,7x Tan et al. 2014
IFNy 1 3x Pflugfelder et al. 2015
TNF-a 13,7x, 1 1,8x Lam et al. 2009; Lee et al. 2013
4.2 Alergie

Alergie jsou dnes béZnou soucasti zivota mnoha lidi. Alergiemi obecné trpi 13 %

obyvatel UK a 8 % obyvatel UK trpi o¢nimi alergiemi (Wolffsohn et al. 2011).

Spole¢nym ukazatelem alergii jsou vySsi hladiny IL-4 a IFN-y (Herberth et al. 2010).

DalSimi cytokiny, jejichz hladiny se méni pfi riznych alergiich, jsou IL-2, IL-5 (Pelikan
2013), IL-1B (zkouméano na mySim modelu) (Saunders et al. 2016) a MIF (Kitaichi et al.
2006). U sezénni pylové alergie (systémova alergie) bylo v slzach pozorovano zvySené
mnozstvi IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12 a IL-13 (Leonardi et al. 2006). V tabulce 3 je

vypsano, kolikrat se zvysi hladiny cytokinti v slzadch u o¢nich alergii.

Tab. 3 — Cytokinovy profil v slzach alergikti v porovnani ke zdravym kontrolam

Cytokin | ZvySeni oproti zdravym kontroldm | Zdroj
IL-18 | 1 10x Leonardi et al. 2006
IL-2 | 13,5x Leonardi et al. 2006
IL-4 | 125x, 13x Leonardi et al. 2006; Uchino et al. 2006
IL-5 | 116x Leonardi et al. 2006
IL-6 | 112x Leonardi et al. 2006
IL-10 | 14x Cook et al. 2001
IL-12 | 1 13x Leonardi et al. 2006
IL-13 | 14x Leonardi et al. 2006
IFNy |1 1,7x Cook et al. 2001
MIF | 14x Kitaichi et al. 2006
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4.3 Glaukom

[ 24

o degenerativni onemocnéni zrakového nervu, které je charakteristické postupnou ztratou
zorného pole a nedd se 1écit. Jedinou nadé¢ji pro pacienty je vCasny zachyt onemocnéni

a zmirnéni progrese onemocnéni preventivni lécbou.

U lidi starSich ctyficeti péti let je prevalence glaukomu 1,98 % (Marx-Gross et al.
2017), 2,1 % u lidi nad ctyfticet let v USA (Gupta et al. 2016). Danska studie uvadi 3,76 %
u lidi nad padesat let a 10 % u lidi nad osmdesat let (Kolko et al. 2015). V indické populaci
stanovili riziko zvlast’ pro obyvatele vesnic 2,7 % a mést 3,23 % (Paul et al. 2016).

Hladiny cytokinli naméfené v slzach se v jednotlivych studiich 1isi, problém je
predevsim v klasifikaci glaukomu (mnoho subtypt) a v riizné 1écbé. V tabulce 4 je vypsano,

kolikrat jsou vyssi hladiny cytokinl v slzach u lidi s glaukomem oproti zdravym kontrolam.

Tab. 4 — Cytokinovy profil v slzach u pacienti s glaukomem v porovnani k zdravym

kontrolam
Cytokin | ZvySeni oproti zdravym kontrolam | Zdroj
IL-18 | 1 8x Malvitte et al. 2007
IL-5 11,7x Martinez-de-la-Casa et al. 2017
IL-6 1 3x Malvitte et al. 2007
IL-10 | 1 1,6x Martinez-de-la-Casa et al. 2017
IL-12 | 19x Malvitte et al. 2007
IL-13 | 1 1,6x Martinez-de-la-Casa et al. 2017
IL-15 | 11,5x Martinez-de-la-Casa et al. 2017
IL-17 |1 1,8x Martinez-de-la-Casa et al. 2017
TNF-a | 1 10x, 71,9x Malvitte et al. 2007; Martinez-de-la-Casa
etal. 2017

4.4 Katarakta

Katarakta je zakaleni nitroocni Cocky, nejCastéji se vyskytujici variantou je senilni
katarakta. Jedna se o jediné onemocnéni oci, které lze teSit ve vyspélych zdravotnictvich
jednoduse ambulantnim zakrokem. V rozvojovych zemich je ovSem katarakta pficinou
slepoty. Ve vyspélych zemich stoupa jeji prevalence vlivem prodluzujiciho se véku doziti

a zvySenému vystaveni UV zafeni.

Prevalence katarakty v Evropé je alarmujici. Globélni prevalence katarakty v Evropé

u lidi starSich padesati let je mezi 19,3 % az 47,8 % (Prokofyeva et al. 2013). Riziko vzniku




35

se s vékem velmi vyrazn€ zvysuje, po 60. roce véku 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 % jedincti podstoupi operaci $edého zakalu (Shen et al. 2013). Cinska studie uvadi 20,8 %
lidi nad padesat let s kataraktou (Duan et al. 2017).

U katarakty se hladiny cytokinti obvykle méti v komorové vodé odebrané pfi operaci.
Je otazkou, jak se hladiny cytokinli méni samotnym chirurgickym zakrokem, i kdyz cas na

reakci bun¢k oka je kratky.
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5 Metody pro analyzu slz a bunék spojivky

Odbér slz nebo bunék spojivky jsou neinvazivni metody, jak ziskat biologicky

material pro urceni zdravotniho stavu oka.

5.1 Metody odbéru slz

Pti analyze cytokinl v slzdch nezalezi pouze na samotné metodé analyzy, ale také na
zptisobu odbéru vzorkt. Jsou tfi moznosti odbéru vzork slz: mikrokapilarou, Schirmerovym

papirkem, mikrohoubickou.

Pomoci mikrokapilary odbér nejméné drazdi oko, nejvétsi podil na sekreci slz ma
basdlni slozka sekrece (tedy béznd, ni¢im nestimulovana sekrece Meibomskych,
Wolfringovych, Krauseho zlazek a poharkovych buné€k). Pii odbéru mikrokapildrou je
papirku stimuluje sekreci vodné slozky ze slzné zlazy. Jedna se tedy o stimulovanou sekreci
slz. Zaroven papirek zastréeny za vickem drazdi epitelové bunky rohovky a zda se, ze za dobu
peti minut (doba, po kterou je papirek umistén pod spodnim vickem) dochdzi k reakci
epitelovych bunék a NK-bunék rohovky, nebot’ vyslednd koncentrace cytokini ve vzorku
odebraném pomoci Shirmerova papirku je nejvy$si z moznych variant odbéru (Chao et al.
2017). Stimulovana sekrece vodné slozky ze slzné zlazy by napovidala nafedéni vzorkl (tedy
niz§i koncentraci cytokintl), ovSem ve spojeni s drdzdénim rohovkovych buné¢k a jejich téméet
okamzité¢ odpovedi se koncentrace cytokinil ve vzorku zvySuje (Stuchell et al. 1984). Byla
pozorovana vyS$$i sekrece albuminu, transferinu a IgG v slzach pii odbéru Schirmerovym
papirkem oproti odbéru mikrokapilarou (Stuchell et al. 1984). Nejnovéjsi moznosti odbéru je
odbér pomoci mikrohoubicky, ktera pti ptfiloZzeni ke spodnimu vicku nasaje slzy. Prevazné
mnozstvi slz odebrané touto metodou je z reflexni sekrece, to znamena bez vodné slozky ze

slzné Zlazy, ov§em se stimulaci bunék rohovky a spojivky (Chao et al. 2017).

5.2 Kbvantifikace cytokint v slzach

Koncentrace cytokinli v slzdich muze byt kvantifikovana mnoha metodami: Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Cytometric Bead Assay (CBA), Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (PAGE) a multiplex bead analyzou.
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ELISA je nejbéznéji pouzivanou metodou pro stanoveni koncentrace cytokint. Jeji
nevyhodou je potfeba vétsStho mnozstvi vzorku, alesponi 10 pl slz (Niu et al. 2015; Tan et al.
2014). Maximalni mnozstvi slz, které je mozno odebrat pfi bazalni sekreci u zdravych
jedinct, je 10 — 12 ul (Chao et al. 2017), coz je pro metodu ELISA minimalni objem. Pro
detekci cytokinii se obvykle pouziva tzv. sendvicova ELISA. Princip ELISA metody: Na
antigen (latka obsazend ve vzorku, jejiz mnozstvi chceme kvantifikovat) se navaze protilatka,
poté se na antigen navdze druha protilditka oznaCend enzymem (peroxiddza/alkalicka
fosfataza). Po pfidéni substratu dojde k enzymatické reakci. Intenzita enzymatické reakce

odpovida mnozstvi sledovaného antigenu (Niu et al. 2015; Tan et al. 2014).

Koncentrace IL-1p ve vzorcich slz zdravych jedinct je 33 pg/ml (Niu et al. 2015).
Odbéry byly provedeny pomoci mikrokapilary, byl vytvotfen jeden vzorek smichanim odbéru
z pravého 1 levého oka, navic byl vzorek stoen v centrifuze a odebrany supernatant byl
analyzovan pomoci ELISA. Dalsim cytokinem, jehoz koncentrace v slzach byla méfena
metodou ELISA, je IL-17. Zjisténa koncentrace IL-17 je 27 pg/ml, pro méteni byly pouzity
vzorky odebrané pomoci mikrokapilary. Z obou o¢i bylo odebrano 5 pl slz. Odbéry z obou oci
byly slou¢eny do jednoho vzorku, ¢imz bylo ziskdno vétsi mnozstvi slz pro analyzu (Tan et

al. 2014).

CBA je stejné jako ELISA castéji pouzivana ke kvantifikaci cytokinli z krve nez ze
slz. Princip: Kuli¢ky s receptory pro sledovany antigen (cytokin) reaguji se vzorkem, cytokin
se navaze na kulicku, na cytokin se navaze protilatka oznacend fluorescencni barvou. Pomoci
prutokového cytometru jsou detekovany populace kuli¢ek. MnoZstvi identifikovanych kuli¢ek
(fluorescence) ve vzorku je pfimo umérné mnozstvi cytokinu ve vzorku (Cook et al. 2001;

Lee and Kim 2014).

Porovnani hladin cytokinli u pacientii s poruchou funkce Meibomskych Zlaz pred
1éEbou, po jednom mesici 1é€by a po dvou mésicich 1é€by provedené pomoci CBA prokazalo
snizené hladiny IL-6 a IL-8 po pouziti 1¢cby. Odbér byl proveden pomoci mikrokapilary (Lee
and Kim 2014). U alergikti byly pomoci metody CBA méteny cytokiny IFN-y, TNF-a, IL-2,
IL-4, IL-5 a IL-10 (Cook et al. 2001). Jejich piesné koncentrace jsou vidét v tabulce 2 ve

ttetim sloupci.

Pomoci PAGE Ize rozdélit proteiny podle jejich molekulové hmotnosti, lehci

molekuly jsou na elektroforetogramu déal od vychoziho mista nez t¢Z§i molekuly. Touto
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metodou lze detekovat pritomnost proteini v slzach, ovS§em obtizné€ jejich mnozstvi (Puinhas
et al. 2013). Diky PAGE lze odseparovat jednotlivé molekuly od sebe a nasledné je podrobit
dalsi analyze. Pomoci této metody bylo v minulosti objeveno mnoho novych molekul, které
jsou v slzach obsazeny (de Souza et al. 2006). Dnes uz se pro detekci cytokinti v slzach
nevyuziva.

Multiplex bead analyzy jsou nov¢jsi metodou nez ELISA. Dnes jsou velmi casto
vyuzivany. Velkou vyhodou je moznost detekovat mnoho cytokinii z malého mnozstvi slz
(3 -5 pl). Nevyhodou je obvykle cena. Jedna se o metody zalozené na zakladé vysoce
specifick¢ imunologické reakce antigenu s protilatkou, stejné jako ELISA. Princip: Na
magnetické kuli¢ky s receptory se navaze cytokin, na n&j se navaze protilatka, protilatka vaze
fluorescenéni barvivo, ptistroj detekuje miru fluorescence, ktera odpovidd mnozstvi cytokinli
(Lam et al. 2009; Lu et al. 2014; Topcu-Yilmaz et al. 2013). Schématické znadzornéni metody

multiplex bead analyzy je na obrazku 2.
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1. krok: 2. krok: 3. krok: 4, krok: 5. krok:
destitka a pfidani vzorku pfidani protiladtek pridani detekece
magneticka kulicka inkubace inkubace streptavidinu-PE fluorescence
s receptory promyti promyti inkubace, promyti pomaoci laserd

Obrazek 2 - Schématické znazornéni Bio-Plex Cytokine Assay (URL2)

Studii vyuzivajicich tuto metodu méfeni je mnoho. Zjisténé koncentrace cytokind se
vSak podstatné (Casto v fadech) lisi, 1 kdyZ byly stanoveny stejnou metodou. Tuto technologii
nabizi vice vyrobcll, 1 to miiZze byt pfi¢inou rozdilnych absolutnich koncentraci cytokint.
Dalsim divodem muze byt malé mnozstvi méfenych probandt v jednotlivych studiich, nebo
moznost sestavit si vlastni multiplex, tedy nastavit si do panelu, jaké cytokiny a kolik jich

chceme kvantifikovat.

Metodu multiplex cytokine bead immunoassay (Luminex) pro detekci Sesti cytokind
u 40 jedinct vyuzili Lu et al. Méfeni vzorkl probéhlo zvlast’ z pravého a levého oka (Lu et al.

2014). Stejné technologie od Luminexu bylo vyuzito ve dvou dalSich studiich: Lam
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s kolektivem porovnavali hladiny 12 cytokini mezi zdravymi kontrolami a pacienty se
syndromem suchého oka (Lam et al. 2009). U pacient s rosacea (,ruzovka®, chronické
onemocnéni klize projevujici se predevSim na oblic¢eji vyraznou vyrdzkou) a 22 zdravych
kontrol autofi také vyuzili k detekci cytokinii tuto metodu (Topcu-Yilmaz et al. 2013). V této
studii byly odbéry provedeny pomoci Schirmerova papirku, v ostatnich pomoci

mikrokapilary.

Obdobnou technologii od firmy Biosciences pouzil Song Yeop Lee a jeho tym pro
studium cytokinli v zavislosti na syndromu suchého oka a Sjérgrenové syndromu (Lee et al.

2013).

Dal$i moznosti testovani pomoci multiplex cytokine immunobead assay je technologie
od firmy Millipore. Tuto technologii vyuzili J. K. Lee a T. H. Kim pro stanoveni hladin
cytokinli vslzach u pacienti po dacryocystorhinostomii (operace pro zprichodnéni

nasolakrimalniho duktu) (Lee and Kim 2014).

Malvitte a jeho kolegové pouzili pro analyzu 7 cytokind v slzaich metodu multiplexové
analyzy pomoci magnetickych kulicek s protilatkami (,,Bioplex system*) (Malvitte et al.
2007). Absolutni hodnoty cytokini v slzach zjednotlivych vySe uvedenych studii jsou
vypsany v tabulce 5. Hodnoty se velmi lisi, pfestoze se ve vSech studiich jedna o vzorky slz

od zdravych darct (kontrol).
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Tab. 5 — Primérné koncentrace cytokinti v slzach v jednotlivych studiich v pg/ml

u zdravych jedinct

Tan | Niuet | Cook | Luet | Lam Topcu- Lee | Lee and | Malvitte

et al. al. et al. al. etal. | Yimazet. | etal. | Kim et al.

2014 | 2015 | 2001 | 2014 | 2009 | al.2013 |2013 | 2014 2007*
IL-1a - - - - 1 66,3 - - -
IL-1P - 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
IFNy - - 525 - 6 - 1000 - 250
TNF-a - - 500 11 126,8 - 950 - 75
VEGF - - - 3900 - 5249 - 20,6 -

* tyto hodnoty byly odeéitany z grafu, jsou tedy zaokrouhlené a pouze ilustrativni.

Pfi porovnavani dat z riiznych studii je nutno brat zietel jak na metodu odbéru slz, tak
na metodu analyzy. Data ziskand riznymi metodami analyzy jsou vzdjemné neporovnatelna,
doposud nebyl nalezen zZadny vztah mezi ELISA a multiplex bead analyzami (Chao et al.

2017). Neexistuje jednotny nazor, kterd z metod by méla byt vyuzivadna primarné.

5.3 Odbér bunék spojivky

Impresni cytologie je neinvazivni metodou odbéru bunck spojivky. Jedna se o odbér
pomoci papirku s membranou, na niz buiiky pii otisku ulpivaji. Samotny odbér je provadén
prilozenim papirku na spojivkovou c¢ast, odbér je nutno provadét mimo zorné pole.
V nékterych studiich pouzivaji anestetika pro znecitlivéni spojivky (Epstein et al. 2013;
Kumar et al. 2015; Pilson et al. 2015), ovSem podéni anestetik minimaln¢ dvacet minut pred
odbérem by mohlo ovlivnit expresi zanctlivych markerti. Bez podani anestetik je odbér bunck

na rozdil od odbéru slz pro darce subjektivné znacné neptijemny.

Odebrané bunky nemaji pfili§ dlouhou Zivotnost. Buiiky odebrané pomoci otiskové

cytologie pro detekci povrchovych receptori je nutno analyzovat do deseti dnli po odbéru.
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Pomoci paraformaldehydu lze zpomalit rozpad bunck, ovSem nejvyssi vytéznost byla

zaznamenana vzdy pfi zpracovani vzorku v den odbéru (Yafawi et al. 2013).

Takto odebrané bunky spojivky Ize vyuzit pro detekci povrchovych receptort
(Baudouin et al. 1997; Weber et al. 2017; Yafawi et al. 2013), pro histologické barveni
(hematoxylinem a eozinem) (Kumar et al. 2015), pro izolaci miRNA z bun¢k spojivky (Pilson

et al. 2015) nebo pro detekci proteinti uvnitt bunék spojivky (Soria et al. 2018).

5.4 Detekce receptorii na povrchu bunék spojivky
Pro detekci povrchovych receptorti bunék spojivky byly doposud pouzity dvé metody:
imunocytologie a pritokova cytometrie (Baudouin et al. 1997).

v

Priitokova cytometrie je povazovana za nejpfesnéj$i a nejspolehlivéjsi metodu
detekce povrchovych markeriti. Bunky jsou pomoci odstfedivky stoCeny do roztoku PBS
(fosfatovy pufr), imunologicky barveny a nasledné pomoci prutokové cytometrie detekovany,
pocitany, ptipadné sortovany (Baudouin et al. 1997). Vyhodou této metody je jeji stabilita,
pokud nas zajima pouze (ne)pfitomnost exprese daného markeru, tedy detekujeme-li pouze
pozitivni vs. negativni bunky; pak lze provadét méfeni opakovang, v raznych casech.
Kalibraci pomoci specidlnich kuli¢ek lze docilit stalého nastaveni pfistroje a tedy provadét
méteni riznych vzorkidl v rGznou dobu a vyhodnocovat je spole¢né. S tim souvisi i nizka
variabilita zplisobend metodou a moZnost opakovat métfeni (Yafawi et al. 2013). Je-1i ovSem
a vyzaduje tadu pfistupd a opatieni stran nastaveni a kalibrace pfistroje. Nevyhodou této
metody je potfeba velkého mnoZstvi bunék ziskaného otiskovou cytologii, coZ bez pouziti
anestetik t¢éméf neni mozné. Pro dostatecnou vytéznost je nutné pokryt pii odbéru 50 — 70 %

papirku, coz odpovidé asi 3 az 5 ptiloZenim na oko (Baudouin et al. 1997).

Imunocytologie je zaloZena na imunologickém barveni bunck a detekci pomoci
fluorescenniho mikroskopu. Buniky jsou z odbérového papirku pieneseny na podlozni
sklicko s Zelatinou nebo jinak upravené sklicko, aby bylo mozno je otisknout (Baudouin et al.
1997; Kumar et al. 2015). Nasledné je sklicko inkubovano s potfebnymi protilatkami. Pomoci
fluorescenéniho mikroskopu a specifickych filtri mizeme pozorovat fluorescenci

jednotlivych receptort (Baudouin et al. 1997).
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vvvvvv

vySetfeni. OvSem neni v tomto ptipad¢ nutné veliké mnozstvi odebranych buné€k, coz zejména
u ne¢kterych onemocnéni mize byt zasadni vyhodou. Bylo zjisténo, ze barveni bunék spojivky
pomoci protilatek pozitivné koreluje se symptomy syndromu suchého oka a to 1épe nez BUT
a Schirmeriv test. Mohlo by byt tedy lépe vypovidajicim testem pii detekci vitality

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

Mezi obéma metodami detekce povrchovych receptorti bun€k spojivky byla prokazana
pozitivni korelace s koeficientem korelace r = 0,77 s vysokou statistickou pravdépodobnosti

(p =0,0001) (Baudouin et al. 1997).
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6 Predpoklady a cile diplomové prace

V této studii jsme se zaméiili na detekci cytokinua IL-1pB, IL-4, IL-10, IFN-y, MIF
a VEGF vslzach a povrchovych receptori HLA-DR, CD-23 a TLR-4 bun¢k spojivky
u zdravych jedinc. Na podkladé dostupnych, diive provedenych studii, jsme vytvoftily

pracovni piredpoklady:

* Nami vybrané cytokiny jsou vhodné pro diagnostické ucely. Jejich hladiny se

u zdravych jedinct nelisi.
» Metoda multiplex bead analyzy (Bio-Rad) je vhodna pro diagnostické ucely.

* Metoda multiplex bead analyzy (Bio-Rad) poskytne vice informaci pro klinické

ucely nez analyza buné¢k spojivky, jeji provedeni je jednodussi.

Na zékladé ptredlozenych pracovnich piedpokladi jsme definovali cile prace:

* U zdravych jedinct urcit hladiny cytokinid v slzach pomoci metody multiplex bead
analyzy.

* Ov¢értit vhodnost této metody pro klinické ucely.

 Zhodnotit metody analyzy povrchovych receptorti bunék spojivky, jako alternativni
metody k metod¢ multiplex bead analyzy.

* Ov¢fit vhodnost vybranych cytokinG pro klinické ucely. Zjistit, zda existuji
fyziologické rozdily v hladinach cytokini u zdravych jedincti mezi pohlavimi, v zavislosti na

véku, BMI, stravé a namaze o€i prezentované praci s pocitaCem.
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7 Material a metody

Vybranym materialem pro naSe metody byly slzy a buiiky spojivky zdravych darct.

Odbér materidlu a metody zpracovani jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

7.1 Slzy

7.1.1 Probandi

Darci slz byli zdravi lidé, bez autoimunitniho onemocnéni, infekéniho onemocnéni
a bez jakéhokoli onemocnéni o&i, Zijici v Praze nebo jiznich Cechéch. Jejich zdravotni stav
a zivotni styl byl mapovan pomoci dotaznikli s informovanym souhlasem o ucasti ve studii.
Dotaznik je uveden v plném znéni v této praci v priloze 1. Dodate¢né byli ucastnici studie
dotazovani na zatéz o¢i v podob¢ prace s pocitacem, konkrétné€ zda pracuji osm ¢i vice hodin
denné s pocitacem, nebo nikoli. Tticet pét probandl, tedy 51 % z celkového poctu, bylo
pfeméfeno pomoci bioimpedanéniho pfistroje InBody (BioSpace). Odbéry slz probihaly ve
dvou etapach, kazd4d byla zpracovana a hodnocena samostatné. Pocet probandi v obou

etapach, jejich praimérny vék a pohlavi je zaneseno v tabulkach 6 a 7.

Tab. 6 — Probandi prvni etapy

pohlavi pocet vek + smérodatna odchylka [roky] pocet celkem
muzi 9 45+ 16,3
zeny 15 44 + 16,9 24

Dva muzi byli nasledné vyfazeni ze statistického zpracovéani, nebot’ jednomu byl
diagnostikovan Sedy zékal asi pil roku po odbéru slz. Druhy se vyrazn€ vymykal v hladinach
dvou cytokintl, coz bylo ziejm¢e zptisobeno jeho nadstandardni konzumaci alkoholu predesly

vecer a kratkou dobou spanku.

Tab. 7 — Probandi druhé etapy

pohlavi pocet vek + smérodatna odchylka [roky] pocet celkem
muzi 24 35+11,7
zeny 21 35+£8.8 45

Po vyfazeni dvou vySe zminénych probandi zlstal vysledny pocet subjektii
zahrnutych do studie 67 jedinct. Jejich zékladni biologické parametry jsou shrnuty v tabulce

8. Vekovy rozptyl téchto probandi je 18 — 78 let, primémy vék je 38 let se
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smérodatnou odchylkou 13,8 roku, median 34 let. BMI probandii se pohybuje od 19 do 34.
Primérné BMI je 24. Pouze 2 probandi trpi obezitou (BMI nad 30). Devét probandi ma
v rodin¢ n¢koho s onemocnénim oci jako je glaukom, degenerativni onemocnéni sitnice nebo
vrozené defekty oCnich svalti. Refrakéni vadu na dalku mé 16 probandii, maximalni sila je
1,5 D. Bryle na ¢teni nosi 16 probandii. Sedmnéct probandli pocitovalo subjektivné suché
oko. Ctyfi probandi v minulosti prodélali tiraz oka, bez trvalych nasledkil. Jedna Zena byla
v détstvi operovana kviili strabismu, jind probandka prod¢lala refrakéni operaci (10 let pred
odbérem). Tii Zeny uzivaji substitucni léky na upraveni funkce §titné zlazy (Letrox/Euthyrox).
Devét probandt trpi sezénnimi alergiemi (odbér probehl mimo sezénu alergie). Pét probandek
uziva antikoncepci. Jedna zena uziva antidepresiva. Jeden z probandi dodrzuje bezlepkovou
dietu (bez diagnézy intolerance lepku nebo celiakie). V souboru je jedenact kutdki. Tticet
osm probandli vecer pred odbérem konzumovalo alkohol. Osmnéct jedinct bylo pii odbéru

nala¢no.

Tab. 8 - Probandi obou etap

muzi zeny celkem
pocet jedincli 31 36 67
veékovy rozptyl [roky] 20 - 78 18- 75 18 - 78
primérny vek [roky] 37 38 38
smérodatnd odchylka véku [roky] 14 13,6 13,8
median véku [roky] 31 39,5 34
rozptyl BMI 19 -31 19 - 34 19 -34
pramér BMI 24 24 24
onemocnéni o v rodiné 2 7 9
kutéci 4 7 11
nalac¢no 4 14 18

Kazdy vzorek dostal pfifazeny evidencni koéd GRIMh31 — GRIMh59 a GRIMh80 —

GRIMh120 (pro pravé oko P, pro levé oko L). Pod timto eviden¢nim kdédem byly vSechny

vzorky zpracovavany jak v laboratofi, tak pfi statistickych analyzach.

7.1.2 Odbéry vzorku slz

Odbeéry vzorkl probihaly ve dvou etapach, prvni etapa v obdobi od 24. 8. do 12. 10.
2016 a druha etapa od 26. 1. do 20. 4. 2017. VSechny odbéry byly provedeny od 5.00 hod. do

12.30 hod.
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Odbéry byly provedeny pomoci podtlakové pipety Micro-Pipettierhelfer (Brand)
s nasazovacimi jednorazovymi sklenénymi mikrokapildrami na objem 5 pl. Pipetu i kapilaru

1ze vidét na obrazku 3.

Obrazek 3 — Podtlakova pipeta a mikrokapilara (URL3)

U kazdého probanda bylo odebrano 5 pl slz nejprve z pravého oka, poté z levého oka.
Vzorky byly ukladany zvlast’ do zkumavky se 100 pl PBS pufru (fosfatovy pufr — udrzuje
stabilni pH). Pro analyzu byly pouzity vzorky pouze z pravého oka. Domnivame se, ze vzorky
zlevého oka mohly byt nafedény stimulovanou sekreci vodné slozky ze slzné Zlazy po
podrazdéni pravého oka. Do okamzZiku analyzy pomoci Bio-Plex Cytokine Assay byly vzorky

uchovany v mrazaku pfi teploté -80°C.

7.1.3 Analyza pomoci Bio-Plex Cytokine Assay

V programu Bio-Plex Manager software bylo nastaveno rozloZeni vzorkl v desticce.
Vsechny vzorky byly analyzovany v dubletu. Prvni sloupec byl také v dubletu obsazen
standardy (S1 — S8), S1 na pozici Al a A2, S2 na pozici Bl a B2, az k S8. Od jamky A3 az do
jamky H10 nésledovaly vzorky (V1 — V39) v dubletu. Posledni dvé jamky, pozice H11 a H12
obsahovaly blank (B). Jako blank (= material, jehoZ koncentrace analytu je pod mezi detekce
pouzité analytické metody) jsme pouzily 150 pl tekutiny urcené k fedéni standarda (standard

diluent). RozloZeni na desti¢ce je znazornéno v tabulce 9.


http://sekk.cz/terminologie/Text/Terminologie.htm#Mez_detekce

47

Tab. 9 — Rozlozeni na desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A S1 S1 V1l | VI | VO | V9 | V17 | V17 | V25 | V25 | V33 | V33

B S2 S2 | V2 | V2 | VIO | VI0 | V18 | VI8 | V26 | V26 | V34 | V34

C S3 S3 | V3 | V3 | V11| VIl | V19 | VI9 | V27 | V27 | V35 | V35

D S4 S4 | V4 | V4 | VI2 | V12 | V20 | V20 | V28 | V28 | V36 | V36

E S5 S5 | V5 | V5 | VI3 | VI3 | V21 | V21 | V29 | V29 | V37 | V37

F S6 S6 | V6 | V6 | V14 | V14 | V22 | V22 | V30 | V30 | V38 | V38

G S7 S7 | V7 | V7 | VI5 | V15 | V23 | V23 | V31 | V31 | V39 | V39

H S8 S8 | V8 | V8 | VI6 | V16 | V24 | V24 | V32 | V32 | B B

Priprava vzorku, standardi a magnetickych kulicek
Vzorky byly rozmrazeny a centrifugovany, 55 pl vzorku bylo pfeneseno do ptipravné

desticky spole¢n¢ s 55 pl PBS pufru. Vysledné fedéni vzorkt tedy bylo 40krat.

Standardy byly ptipraveny fedici fadou dle navodu vyrobce. Nejdiive byla vytvofena
smés standardi 3krat fedénd k tomu urenym roztokem (standard diluent) tak, ze na 100 pl
standardu pripadlo 300 pl fediciho roztoku. S1 = 200 pul 3krat fedéné smési standardi.
Nésledné tedéni probéhlo fedici fadou tak, ze bylo pfeneseno vzdy 50 pl z ptredchozi
zkumavky a pfidano 150 pl fediciho roztoku. Nakonec jsme do pfipravné desticky pienesli
blank (150 pl roztoku ur¢eného k fedéni standardi). Vzdy byly pouZity nové Spicky. Desticka

byla pielepena ochrannou hlinikovou folii a uchovéna do druhého dne v lednici.

Magnetické kulicky byly nejprve kratce vortexovany. Do 15 ml zkumavky bylo
pfeneseno 575 pl magnetickych kuli¢ek (pro kazdy cytokin zvlast) a nasledné bylo ptidano
takové mnozstvi testovaciho pufru (assay buffer), aby byl obsah zkumavky natedén 10krat

(pro 5 cytokinti 2875 pl, pro 6 cytokinti 2300 ul pufru).

Priprava testovaci destiCky pro analyzu
1. Magnetické kulicky byly nejprve vortexovany po dobu 30 s, nasledné byly pipetou
preneseny do kazdé jamky po 50 pl.
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10.
11.

12.

13.

Desticka byla 2krat promyta promyvacim pufrem (wash buffer). Promyvani
probihalo tak, ze bylo pfiddno 100 pl promyvaciho pufru do kazdé jamky,
nasledn¢ byla destiCka protiepana. Poté byla vloZzena na magnet (kuli¢ky se usadily
na dn¢ a nemohly byt tedy odmyty). Tekutina nad kulickami byla odpipetovana,
desticka byla sundana z magnetu. Proces promyti byl zah4jen znovu.

Jemné jsme vortexovali pfipravnou desticku se vzorky, standardy a blankem. Bylo
pieneseno 50 pl diive pfipravenych smeési (vzorky, standardy, blank) z kazdé
jamky ptipravné desticky do odpovidajici jamky testovaci desticky. Od této chvile
byly vzdy ménény Spicky bez vyjimky i pfi promyvani.

Testovaci desticka byla piekryta hlinikovou folii a ponechédna 30 minut inkubovat
pti pokojové teploté (RT) na tfepacce pfi rychlosti 850 rpm.

Po dobu inkubace byly pfipraveny protilatky. Kazdéd protilatka jednotlivé byla
vortexovana 15 s. V 15 ml zkumavce bylo smichano 1500 pl latky urcené k fedéni
protilatek (antibody diluent) a 300 pl od kazdé protilatky (pro kazdy cytokin) pfi
ptipravé desticky pro méfeni 5 cytokinl. Pfi pfiprave desticky pro méteni
6 cytokinil to bylo 1200 pl latky urcené k fedéni protilatek a 300 pl od kazdé
protilatky. Vysledny objem byl vzdy 3000 pl, fedéni protilatek tedy zistalo stejné
pro 51 6 protilatek, tedy 10krat.

Po inkubaci byla desticka 3krat promyta obdobné, jak je popsano v bodu 2.
Pfipravend smés protilatek byla vortexovana a do kazdé jamky bylo nasledné
pfidano 25 pl.

Testovaci desticka byla ptekryta novou hlinikovou folii a ponechdna 30 minut
inkubovat pfi RT na tfepacce pfii rychlosti 850 rpm.

Béhem druhé inkubace byl fedén streptavidin-PE. V 15 ml zkumavce bylo
smichano 5940 pl testovaciho pufru a 60 pl streptavidinu-PE. Streptavidin-PE byl
tedy fedén 100krat.

Po inkubaci byla desticka 3krat promyta.

Naredény streptavidin-PE byl vortexovan. Do kazdé jamky bylo pfiddno 50 pl
nafedéného streptavidinu-PE.

Desticka byla opét prekryta novou hlinikovou folii. Inkubace probihala 10 minut
pfi RT na tfepacce pii rychlosti 850 rpm.

Po inkubaci byla desticka 3krat promyta.
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14. Do kazdé¢ jamky bylo pridano 125 ul testovaciho pufru (test buffer).
15. Nakonec byla desticka vloZzena do pfistroje Bio-Plex Pro™ 200 (Bio-Rad)
k analyze. Princip méfeni tohoto pfistroje je popsan v kapitole 4.2 Kvantifikace

cytokind.

7.1.4 Statistické zpracovani

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism 6. Rozlozeni

dat podle Gaussovy kiivky bylo ovéteno tiemi testy. Jedna se o:
* D’Agostino-Person omnibus normality test
* Schapiro-Wilk normality test
* Kolmogorov-Smirnov test with Dallal-Wilkinson-Liliefor P value

Pokud alespon jeden z téchto testl prokéazal rozlozeni dat, které neodpovida Gaussove
ktivce, byly nasledné pouzity neparametrické testy k hodnoceni dat. U vSech nami ziskanych

dat byly z tohoto ditvodu pouzity neparametrické testy.

Pti jednoduché analyze dat pro dvé skupiny byl pouzit Mann-Whitney test, pro vice
skupin byl pouzit Kruskal-Wallis test. U spojitych veli¢in jako je naptiklad vek, byla pouzita
metoda korelace. Zaroven byla metoda korelace vyuzita pti porovnani hladin cytokini mezi

sebou. Pro zjisténi korelace byl pouzit Spearman test.

Probandi byli rozdéleni do skupin podle veku, cetnosti prace s pocitaem,
subjektivniho pocitu suchého oka, zda byl odbér proveden nala¢no ¢i nikoli, podle BMI

a pohlavi.

Hranice statistické vyznamnosti byla u vSech testd nastavena na p < 0,05. Abychom
osetfili data pro mnohocetna porovnani, vyuzili jsme Bonferroniho metodu; po aplikaci

Bonferroniho korekce byla hladina vyznamnosti oznacovana jako peorr-

Koncentrace cytokint hlasené pod detekénim limitem metody multiplex bead analyzy
(Bio-Rad) byly ve statistickych analyzach uvadény jako nulové. Detekéni limity pro
jednotlivé cytokiny jsou vypsany v tabulce 10. Desticky 2 a 3 maji stejné ocekdvané detekéni
limity, nebot’ pfi jejich méfeni byly vyuzity totozné standardy i protilatky, desticky byly ze

stejné Sarze, zatimco prvni desticka nikoli.
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Tab. 10 — Detekéni limity desticek

Ocekévané hodnoty [pg/ml] Ocekévané Pozorované hodnoty
Pozorované hodnoty [pg/ml] hodnoty [pg/ml]
[pg/ml]

cytokin 1. desticka 1. desticka 2.a 3. desticka | 2. desticka | 3. desticka
IL-1pB 0,10 0,14 0,09 0,01 0,22
IL-10 0,87 1,01 0,47 0,38 6,8
IFNy 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
1L-4 - - 0,04 0,06 0,14

7.2 Buiiky spojivky

Analyza bunék spojivky probihala pouze na testovaci urovni. Pomoci obmén

protokolu jsme se snazili nastavit idedlni podminky pro co nejvyssi vytéznost bunck a dat ze

samotné analyzy povrchovych antigent.

7.2.1 Probandi

Odbéry byly opakovan¢ provedeny u 4 Zen. Jejich vek je v tabulce 11.

Tab. 11 - Probandky

probandka vek [roky]
71 25
72 25
73 29
74 40
prumérny vek + smérodatna odchylka 29,75+ 6,14

7.2.2 Odbéry bunék spojivky pomoci otiskové cytologie

Odbéry bunck probihaly pomoci MS PES Membrane Filter (Membrane Solutions)

velikosti 13 mm s primérem poért 0,22 um. Odbéry byly vzdy provadény bez anestetik.
Odbérovy papirek byl pfiitisStén na vickovou ¢i bulbarni spojivku. Nékteré odbéry byly
provedeny z vnitiniho koutku, jiné z vnéjSiho, ovSem nikdy nebyly provedeny odbéry v ose

vidéni. Z jednoho oka bylo vzdy odebirano jednim papirkem.
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7.2.3 Analyza receptori bunék spojivky pomoci pritokové

cytometrie

Probéhlo devét nezavislych experimenti B1 az B9, pfi nichz bylo odebrano 3 az 6

papirki a zkouSeny riizné varianty pro optimalizaci protokolu. Obmeény protokolu budou

vypsany vzdy u danych bodu.

1.

Staceni papirku:

Papirek s odebranymi buitkami byl oplachovan v 15 ml zkumavce pomoci 2 ml
10krat fedéného PBS (Sigma-Aldrich), v niz byl nésledné centrifugovan pii 8°C.
(Obmeény: bez oplachovani papirku pouze centrifugovano, centrifugace vzorku bez
papirku po oplachovani, obmény rychlosti a doby centrifugace, doba centrifugace
od 5 do 10 minut, rychlost od 1600 rpm do 2000 rpm.) Né&které papirky jsme
nechaly volné macet v PBS po dobu 30 minut pfed centrifugaci.

Po centrifugaci jsme odebrali 10 pl suspenze pro poc€itdni bun€k na svételném
mikroskopu.

Do desticky ur¢ené pro méfeni na prutokovém cytometru bylo pfeneseno 20 pl
suspenze a 150 pl PBS (Bl — B3). Od experimentu B4 byly pouzity FACS
zkumavky (BD Falcon) misto 96-jamkovych HTS desti¢ek. MnoZstvi suspenze
pienesené do zkumavky bylo 100 az 500 ul + 500 ul PBS.

Ptfed inkubaci s protildtkami bylo pfidano 100ul PBS. K barveni byly pouzZity
monoklonalni lidské protilatky pro CD45, CD23 a HLA-DR (v§e EXBIO). Do
vzorku bylo pfidano 5 — 10 pl od kazdé protilatky (v zavislosti na experimentu).
Inkubace probihala 30 minut na led¢, v lednici (ve tmg¢).

Po inkubaci byly vzorky 2krat promyty ve 200 ul PBS (plati pro desti¢ku) nebo
v 500 ul PBS (plati pro zkumavku) a centrifugovany na 1800 rpm. Nasledné byl
vzorek doplnén pomoci PBS na 500 pl objemu pro analyzu na pritokovém
cytometru, pozdéji byl pouzivan objem 250 pl, aby doSlo k vétSimu
zakoncentrovani vzorkli. Pro pfenos k pritokovému cytometru byla desticka
ptekryta hlinikovou folii.

Me¢éteni bunc¢k probihalo na LSR II pritokovém cytometru (BD Biosciences)
pomoci HTS desticky (B1 — B3) nebo zkumavky (B4 — B9). Mé&feni bylo
zaméieno na identifikaci populaci epitelovych bunék (CD23) a lymfocyta (CDA45).
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Od experimentu B8 byla pfiddna do PBS EDTA (Carl Roth, pH = 8, molarni
koncentrace = 0,5 M) a FBS (pomér: 50 ml PBS, 250 pl FBS, 200 ul EDTA) pro stabilizaci

vzorku, abychom zabranili odumirani bun¢k.

Byl proveden jesté jeden nezavisly experiment (BARI1), pfi kterém jsme barvili pfimo

odbérovy papirek. Jeden papirek byl barven pomoci Giemsa-Romanowsky barveni a druhy

pomoci DAPI, abychom ov¢fili, jak velké mnozstvi papirku je pokryto bunkami a jaké je

mnozstvi bunék na papirku. Vyhodnoceni probihalo pomoci svételného a fluorescencniho

mikroskopu.

7.2.4 Imunocytologicka analyza receptori bunék spojivky

Piiprava podloZniho sklic¢ka:

1.

ptiprava Zelatiny:

Nejprve bylo smichano 5 g Zelatiny (Difco Laboratories) v 1 | destilované vody.
Pot¢ bylo pfidano 0,5 g dodekahydratu siranu draselno-chromitého
(CrK(S04),.12H,0). Takto pripraveny roztok byl piefiltrovan ptes filtracni papir
a skladovén pii 4°C v lednici.

nandSeni zelatiny na podlozni sklicko:

Na podlozni sklicko bylo naneseno malé mnozstvi Zelatiny a to tak, Ze ve vlazné
zelatin€ (ve vodni 1azni zahtata na 40°C) bylo sklicko ponofeno na 10 s a nasledné
vyndéno, zespodu otfeno buni¢inou a postaveno svisle do stojanku tak, aby z n€¢ho
piebytecnd Zelatina stékala. Po oschnuti sklicka byl proces namaceni opakovan.
Takto bylo kazdé sklicko namaceno 10krat. VSechna sklicka dosychala ve

vodorovné poloze minimalné 48 hodin pted pouzitim.

Otisk vzorku do Zelatiny a nasledné imunochemické barveni:

3. Na pfedem pfipravené podlozni sklicko s vrstvou Zelatiny byl pfitisknut odbérovy

papirek s bunkami: Pomoci pinzety byl papirek jemné pfitlacen na sklicko
a nasledné odebran. Po odebrani papirku ziistaly buniky spojivky v Zelating.

Protilatky byly smichany ve zkumavce v poméru 1:1:1 tak, ze od kazdé¢ protilatky
bylo pieneseno 15 ul (pro jedno barveni). Pouzitymi protilatkami byly
monoklondlni lidské protilatky pro CD23-FITC (EXBIO), HLA-DR-Alexa Flour
700 (EXBIO) a TLR-4-APC (eBioscience). Ve vlhké komiirce byly buiiky otisténé

na podlozni sklicko barveny pomoci namichané smési protilatek. Na parafilm
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polozeny na dn¢ vlh¢ené komirky bylo kapnuto 45 pl smési protilatek, na to bylo
polozeno podlozni sklicko buiikami doli. Komitrka byla piekryta alobalem
a ponechana v lednici 30 minut na inkubaci.

. Po inkubaci bylo pfimo na podlozni sklicko kapnuto 50 ul 100krat fedéné DAPI
pro barveni jader. Neprodlené poté byl vzorek ptekryt krycim sklickem a zabalen
do alobalu.

. Analyza probihala pomoci invertované¢ho fluorescen¢niho mikroskopu Olympus

IX71 ajeho filtrt.
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8 Vysledky

8.1 Cytokiny v slzach

Pomoci Bio-Plex Cytokine Assay byly ziskdny koncentrace cytokini v pg/ml. Tato

data byla nasledn¢ zpracovana pomoci programu Graph Pad Prism 6.

8.1.1 Rozdily mezi prvni a druhou etapou méreni

Pro zhodnoceni vhodnosti metody analyzy cytokinti Bio-Plex Cytokine Assay pro

klinické vyuziti byly porovnany prvni a druhd etapa méfeni mezi sebou.

V prvni etapé¢ métfeni bylo v multiplexu méfeno pét cytokint (IL-1f8, IL-10, IFN-y,
MIF a VEGF), ve druhé etapé byl k t€émto péti cytokinim piidan jesté¢ IL-4. Prvnich pét
zminovanych cytokind bylo tedy podrobeno srovnani pro prvni a druhou etapu méteni. Byly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi prvni a druhou etapou méfeni u IL-1 (p < 0,001),
IL-10 (p < 0,0001), IFN-y (p < 0,05) 1 VEGF (p < 0,0001). V prvni etapé méteni byly
statisticky vyznamné vyssi hladiny IL-18 a IL-10 oproti druhé etapé¢ méfeni, znazornéno na
obrazku 4. Hladiny IFN-y a VEGF byly statisticky vyznamné vyssi v druhé etapé¢ meéfenti,

znazornéno na obrazku 5.

IL-1B IL-10
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Obrazek 4 — Koncentrace IL-1p a IL-10 v prvni a druhé etapé méreni. Vodorovna ¢erna ptimka
predstavuje median.



55

100001

8000+

6000+

4000+

2000+

Koncentrace [pg/ml]

1. etapa (n = 22)

IFN-g
p<0,05

o
~

Etapa méfeni

2. etapa-(n = 45)

25001

Koncentrace [pg/mil]

=y Y N
3] o [, o
(=] (=] (=] =]
o [=] (=] o
L 1 L L

VEGF
p < 0,0001
I
e
o
!'! c.g':o'.!.

o
L

1. etapa (n = 22)

Etapa méreni

2. etapa (n = 45)

Obrazek 5 — Koncentrace IFN-y a VEGF v prvni a druhé etapé méieni. Vodorovna erna piimka
predstavuje median.

Variacni koeficient (CV) v ramci pouzité desti¢ky:

Koeficient Intra-Assay variability je koeficientem, ktery je stanoven piimo softwarem

pro méfeni. Jde o primérny variacni koeficient mezi technickymi duplikaty, tedy uréuje miru

zasahu lidského faktoru. V tabulce 12 jsou vypsany Intra-Assay CV pro vSechny tii desticky

pouzité pti analyzach.

Tab. 12 - Variacni koeficient [%] pro jednotlivé cytokiny v ramci desticky 1, 2, 3

a celkovy variacni koeficient.

Etapa méfeni Prvni Druhd Celkovy CV
Desticka 1. 2. 3.

IL-1P 6,79 6,27 14,99 11,11
IL-10 1,88 15,27 17,31 11,44
IFN-y 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 variacni koeficient uvadény vyrobcem je do 20 % (URLA4).

Detekéni schopnost metody ve dvou etapach:

Jednou z vyraznych zmén, ke kterym mezi prvni a druhou etapou méteni doslo, je také

detekéni schopnost pro jednotlivé cytokiny. V tabulce 13 je vidét procentualni zastoupeni

probandd, jejichz hladiny cytokint byly namétfeny pod detekénim limitem v pfepoctu na pocet

probandil v dané etapé méieni.
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Tab. 13 — Podil probandi, jejichz hladiny cytokinti nebyly detekovany

Cytokiny 1. etapa méfeni 2. etapa méfeni
IL-1B 0% 56 %
IL-10 0% 73 %
IFN-y 23 % 20 %
MIF 50 % 56 %
VEGF 0% 11 %

8.1.2 Hladiny cytokinii

Primérné koncentrace cytokini pro prvni i druhou etapu méfeni, smérodatné odchylky

a medidny jsou uvedeny v tabulkach 14 a 15.

Tab. 14 — Prvni etapa méfeni (n = 22), koncentrace cytokint [pg/ml]

méfeny cytokin primér smérodatna odchylka median
IL-1P 13,30 +9,12 11,10
IL-10 42,11 + 14,56 40,67
IFN-y 711,04 + 898,98 394,97
MIF 1982,44 + 3143,05 279,08
VEGF 171,07 + 215,72 103,56
Tab. 15 — Druha etapa méfeni (n = 45), koncentrace cytokinti [pg/ml]
méfeny cytokin primér smérodatna odchylka medidn
IL-1P 11,12 + 23,63 0
1L-4 21,89 + 36,68 6,21
IL-10 38,70 + 89,63 0
IFN-y 1664,11 +1949,91 1117,67
MIF 869,30 + 1658,12 0
VEGF 684,73 + 559,37 558,99

8.1.3 Vzijemné korelace studovanych cytokinii

Pomoci metody korelace jsme pozorovali vzdjemné provazani hladin jednotlivych

cytokinli mezi sebou. Vzajemné korelace cytokint jsou zndzornény v tabulce 16 a 17.
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Tab. 16 — Spearmanovy korelac¢ni koeficienty (r) hladin cytokini pro prvni etapu

meéfeni (n = 22)

Cytokiny IL-1B IL-10 IFN-y MIF VEGF
IL-1B -
IL-10 0,904 -
IFN-y 0,887 0,810 **** -
MIF -0,048 -0,086 -0,002 -
VEGF 0,388 0,382 0,355 0,423 * -

Statisticky vyznamné korelace zvyraznény zluté: *p < 0,05; ****p < 0,0001

Tab. 17 - Spearmanovy korelacni koeficienty hladin cytokinii pro druhou etapu

meéfeni (n = 45)

Cytokiny IL-1B IL-10 IFN-y MIF VEGF IL-4
IL-1B -
IL-10 0,522 ** -
IFN-y | 0,548 **** | 0210 -
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 vyznamné korelace zvyraznény zluté: *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001

8.1.4 Zmény v hladinach cytokini u zdravych jedincu

Vék:

Pro prvni etapu méfeni nebyly prokazany Zzadné statisticky vyznamné korelace
cytokind IL-1p, IL-10, IFN-y, MIF a VEGF s vékem. Ve druhé etap¢ méteni hladiny cytokini
IL-4 a IFN-y statisticky vyznamné negativné koreluji s vékem, u ostatnich cytokinii nebyla
prokdzana statisticky vyznamna souvislost s vékem. Spearmantv korela¢ni koeficient pro
IL-4 je r = -0,371 (p < 0,05), pro IFN-y r = -0,419 (p < 0,01). Na obrazku 6 vidime grafy

zobrazujici zavislost IL-4 a IFN-y na véku. Grafy jsou prolozeny kiivkou linearni regrese.
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Obriazek 6 — Korelace IL-4 a IFN-y s vékem. Cervené piimky znazoriiuji kiivku linearni regrese.

Pro klinické vyuziti se nabizelo rozdéleni probandi do tfech kategorii podle véku. Pro
vek byly tedy provedeny nejen korelacni, ale 1 skupinové analyzy. Kategorie od 18 do 30 let
byla zvolena podle oznacovani onemocnéni v oftalmologii jako juvenilni u lidi do 30 let
(juvenilni katarakta, juvenilni glaukom, atd.). Jako dal§i milnik jsme zvolili 45 let kvili

nastupu presbyopie a jako pocatek senescenénich zmén oka.

V prvni etapé méteni nebyly pozorovany Zadné statisticky vyznamné rozdily. Ve
druhé etapé méteni byl objeven trend snizujicich se hladin IL-4 a IFN-y s v€kem: Pied
korekei na mnohocetna porovnani byly prokazany statisticky vyznamné vyssi hladiny IL-4 ve
skupin€ od 18 do 30 let oproti skupin€ nad 45 let (p < 0,05, pcorr. = NS), a zvySené hladiny
IFN-y ve skupiné¢ od 18 do 30 let, a to jak oproti skupiné¢ od 31 let do 44 (p < 0,05,
Peorr. = NS), tak oproti skupiné nad 45 let (p < 0,01, peorr. = NS). Hladiny cytokint jednotlivel

ve tfech zkoumanych vékovych kategoriich jsou znazornény na obrazku 7.
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Obrazek 7 — Koncentrace IL-4 a IFN-y v slzach v zavislosti na vékovych kategoriich. Vodorovna
Cernd piimka predstavuje median.
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Pohlavi:

V prvni etapé métfeni nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné intersexualni
rozdily. V druhé etapé¢ méteni byly statisticky vyznamné vyssi hladiny MIF u muza oproti
zenam (p < 0,01) pted korekci, peorr. = NS. Rozdily v hladinach MIF v zavislosti na pohlavi

jsou zndzornény na obrazku 8.
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Obrazek 8 - Koncentrace IL-1p v zavislosti na pohlavi. Vodorovna ¢erna piimka pfedstavuje median.

BMI a tuk v téle:

Body mass index (BMI) byl posuzovan stejné jako vék pomoci korelace, ale i pomoci
sloupcové analyzy, kde délici hodnotou byl BMI 25, ktery rozdéluje lidi s nadvahou

a obezitou od lidi s normalni vahou.

Nebyla prokazéna zadna korelace mezi BMI a hladinami cytokinti pro prvni ani

druhou etapu méteni.

V prvni etapé méteni nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamné rozdily v hladinach
cytokinii pfi skupinovych analyzach. V druhé etapé méfeni byla zjiSt€na pred korekcei
statisticky vyznamné vyssi hladina IL-18 u lidi s normélni védhou (p < 0,05) oproti lidem
s nadvahou a obezitou, peorr. = NS. Koncentrace IL-1f v zavislosti na BMI jsou zndzornény na

obrazku 9.
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Obrazek 9 — Koncentrace IL-1p v zavislosti na BMI. Vodorovna ¢ernd pfimka pfedstavuje median.
Vyuzili jsme také parametrii z bioimpedancniho pfistroje pro porovnani hladin
cytokind s mnozstvim tuku v téle. Tato analyza vzhledem k mnozstvi dat byla mozna pouze
pro druhou etapu méfeni (n = 26). Byl vybran parametr PBF, jenZ odkazuje na pomér tuku
v téle k celkové hmotnosti jedince v procentech (tuk / hmotnost x 100). Pti porovnani PBF

s hladinami cytokint nebyly objeveny zadné statisticky vyznamné korelace.

Jidlo:

Souvislost mezi hladinami cytokinti v slzdch v zavislosti na jidle nebyla prokézana jak
pro prvni etapu méfeni, tak ani pro druhou etapu méteni. Koncentrace zadného z cytokinti se
neliSily u lidi, ktefi pfiSli na odbér nala¢no oproti jedincim, ktefi byli po jidle (0,5 — 3
hodiny).

Zatéz o€i v podobé prace s pocitaem:
Na cCetnost prace s pocitacem byli probandi dotazovani dodatecné po odbéru. Nésledné
byli rozdéleni do dvou skupin podle Cetnosti prace s poc¢itatem. Prvni skupina jsou jedinci,

ktefi pracuji s poCitatem minimalné 8 hodin denné 5 dni v tydnu. Druhou skupinu tvofi ti,

jejichz kazdodenni prace nezahrnuje pocitac, pouzivaji pocitac jen narazové, Ci rekreacné.
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V prvni etapé méefeni nebyly prokdzany zadné statisticky vyznamné rozdily. V druhé
etapé méteni byla pied korekci prokdzana zvySena koncentrace IL-1B v slzdch u jedinch
pracujicich minimalné¢ 8 hodin denné¢ 5 dni v tydnu s pocitatem (p < 0,05, pcorr. = NS).
Koncentrace IL-1p u probandi rozdélenych podle Cetnosti prace s pocitaCem jsou znazornény

na obrazku 10.
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Obrazek 10 — Koncentrace IL-1p v zavislosti na ¢etnosti prace s pocitace. Vodorovna ¢erna piimka
ptedstavuje median.

Subjektivni pocit suchého oka:

V ramci dotaznikl byli probandi dotazovani na subjektivni pocit suchého oka. V prvni
etap¢ méfeni nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné rozdily v hladinach cytokini. Ve
druhé etapé méfeni byly pred korekci prokazany zvySené hladiny IL-4 (p < 0,05, peorr. = NS)
a IFN-y (p < 0,05, peorr. = NS) u lidi, ktefi subjektivné suchost oka nepocituji. Tyto vysledky

jsou znazornény na obrazku 11.
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Obrazek 11 — Koncentrace IL-4 a IFN-y v zavislosti na subjektivnim pocitu suchého oka.
Vodorovna ¢erna ptimka predstavuje median.

Ty bunééna odpovéd’ versus Tya:

Byly provedeny analyzy pro obé¢ etapy méfeni. Jako cytokin ucastnici se Ty bunééné
odpovédi byl pouzit IFN-y, ktery byl sledovan v poméru s IL-4 nebo IL-10, které
predstavovaly Ty, bunéénou odpovéd. Tento pomér byl porovnavan pomoci sloupcovych
analyz mezi pohlavimi a pomoci korelace s vékem. V zadné z etap méieni nebyly nalezeny

statisticky vyznamné rozdily v hladinach cytokinli v zavislosti na typu buné¢né odpoveédi.

8.2 Buiky spojivky

8.2.1 Pritokova cytometrie

Bylo provedeno 9 experimentti B1 - B9, pii nichz byl optimalizovan pracovni protokol
pro identifikaci epitelovych bunék a lymfocyti pomoci pritokové cytometrie. V zadném
z provedenych experimenti nebylo ziskdno takové mnoZstvi bunék, abychom byli schopni
identifikovat populaci epitelovych bunék a lymfocyti zvlast. Pouze pii jednom experimentu
B5 byla identifikovana populace pravdépodobné epitelovych bunék, jak Ize vidét na obrazku
12 vlevo ohrani¢ené ovalem a vyznacené Cervené. Jednalo se o 703 bungk, tedy asi 10 %
z celkového poctu udélosti. Pii ostatnich experimentech nebyla identifikovana Zadna

populace, znazornéno na obrazku 12, vpravo. Lymfocyty nebyly identifikovany pii Zadném

z experimentdl.
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Obrazek 12 — Epitelové buiiky zobrazené p¥i pritokové cytometrii

8.2.2 BARI1
Pii experimentu BAR1 byla pomoci DAPI a Giemsa-Romanowsky ovéfena
pritomnost bunék na papirku, ovSem pokryti odbérového papirku nebylo dostate¢né ani

v jednom ze dvou piipadi. Obarvena jadra pomoci DAPI jsou vidét na obrazku 13.

e, .
Obrazek 13 — Jadra epitelovych bunék na odbérovém papirku barvena DAPI
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8.2.3 Imunocytologie bunék spojivky

S pouzitim fluorescen¢ni mikroskopie jsme identifikovali epitelové bunky spojivky.
Pomoci DAPI byla modfe barvena jadra. Specifické protilatky barvily povrchové receptory
CD-23 (na obrazku 14 zelen¢), HLA-DR (na obrazku 15 Cerven¢) a TLR-4 (na obrazku 16

svétle modie). VSechny fotografie zachycuji stejné bunky.

#

Obrazek 14 — Povrchovy receptor CD-23 (zelené), jadra bnék (modre)
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Obrazek 15 — Povrchovy receptor HLA-DR (Cervené), jadra (modie)

Obrazek 16 — Povrchovy receptor TLR-4 (svétle modie), jadra (modie)
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9 Diskuse

9.1 Rozdily mezi prvni a druhou etapou méreni cytokini

Vysledky v prvni a druhé etapé méieni se velmi lisily, takze nebylo mozné sloucit obé
etapy meéfeni pro statistické zpracovani dat. Ve skupinovych analyzach byly statisticky
vyznamné odli$né hladiny 4 cytokina (IL-1B, IL-10, IFN-y a VEGF) z 5 métenych (IL-1J,
IL-10, IFN-y, MIF a VEGF).

Domnivame se, ze tento rozdil mezi hladinami cytokinli v prvni a druh¢é etapé méieni

muze byt zpiisoben nékolika faktory.

Prvnim faktorem mtize byt Sarze desti¢ek vyuzitych pii prvni a druhé etapé méfeni,
ktera se lisila. V prvni etapé méteni byly pouzity protilatky a standardy (az na standard pro
MIF) jiné Sarze, nez ve druhé etapé. Cytokin MIF je jediny, jehoZ rozdil koncentraci

v etapach méteni nepotvrdily statistické analyzy.

Dalsim faktorem muze byt pfidani analytu do druhé etapy méteni. Pti prvni etapé
méteni jsme méli 5 analytd (IL-1B, IL-10, IFN-y, MIF a VEGF), pro druhou etapu méteni byl
pfidan Sesty analyt (IL-4). Pfestoze vyrobce deklaruje dostate¢nou vhodnost produktii i pro
klinické vyuziti a vybizi spotiebitele k téméf neomezenému ,beztrestnému® mixovani
multiplexti, domnivame se, ze mohlo dojit k vzdjemnym interakcim protilatek a tim ke zméné
schopnosti metody detekovat cytokiny se stejnou citlivosti. Zajimavy je pokles mnozstvi
detekovanych koncentraci jednotlivych cytokinii u druhé etapy méfeni, tedy vice probanda
z druhé etapy méfeni, ktefi se dostali pod detek¢ni limit. Zmeény jsou znazornény v tabulce 13
v kapitole vysledky. V prvni etapé¢ méfeni byly 3 cytokiny (IL-1B, IL-10 a VEGF) namé&feny
u vSech 22 probandt (100 %), hladiny téchto cytokinii u nikoho nebyly pod detekénim
limitem, kdezto ve druhé etapé méfeni byly u nékterych probandli koncentrace vSech

metenych cytokinll pod detekénim limitem.

S navySovanim poctu analytii by mohlo dochazet ke ztrat¢ dat. Ve studii z roku 2013
pouzili obdobnou metodu pro stanoveni cytokini v séru zdravych darci pro analyzu
48 cytokinti a chemokinti. 11 cytokinli a chemokint vitbec nedetekovali, mezi nimi 1 IL-1

(Kleiner et al. 2013). V nasi studii jsme detekovali v prvni etap¢ méteni, kde bylo 5 analytu,
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IL-1B u vSech probandt, zatim co ve druhé etapé€, kde bylo 6 analyt, u méné nez poloviny

probandd.

Zavinéni tohoto rozdilu mezi dvéma etapami méteni lidskym faktorem se jevi jako
velmi nepravdépodobné. VSechna meéfeni byla provaddéna stejnymi osobami, na zékladé
jednoho pracovniho protokolu. Pfistroj pro analyzu byl pravidelné kalibrovan a mél od
prvniho méfeni stile stejné nastaveni. Pii druhé etapé méfeni byly pouzity dvé desticky
totozné Sarze, se stejnymi standardy i1 pocty sledovanych analytli, mezi nimi rozdil pozorovan

nebyl.

Jako moznost, ktera by mohla tento rozdil fesit, se jevi zavedeni vnitiniho standardu,
ovSem je problém, jak takovy standard vytvofit, nebot’ vzorky slz vydrzi v nepozménéném
stavu pouze 3 mésice zamrazené na -80°C, po delsi dob& dochazi k degradaci cytokinli (Chao
et al. 2017). Resenim by mozna bylo vyuZiti jiného biologického materialu, kterého lze ziskat
vetsi mnozstvi a lze ho uchovavat delsi dobu (krev, sérum, plazma, ...), ovS§em koncentrace
cytokintl v jinych biologickych materidlech se mohou lisit v n¢kolika fadech, coz znemoziuje

pfesné méteni, kviili Skale méfitelnosti koncentraci nastavené v pfistroji pro slzy.

Vsechna ndmi predlozena mozna vysvétleni rozdilu dat mezi prvni a druhou etapou
méfeni nebyla v této studii nijak testovana. Mohou byt ndmétem vyzkumu v budoucich

studiich.

9.2 Koncentrace cytokinii v slzach

Studie dosud provedené pomoci multiplexové analyzy slz obvykle uvadéji jako
zakladni statistické ukazatele primér, méné z nich smérodatnou odchylku, velmi vyjimecné
uvadéji median a rozptyl koncentraci cytokinil. Dle mého ndzoru je popis dat pouze pomoci
primé&rnych hodnot nedostatecny. V této podkapitole bych rada upozornila na nékteré dilezité
parametry nami namétenych dat. Dalsim dtlezitym ukazatelem pii porovnavani dat z riiznych
studii je mnozstvi vzorkt, které se v publikacich obvykle pohybuje kolem 20, a technologie,

kterou pro méfeni vyuzili.

Vétsina studii uvadi primérné hodnoty koncentraci cytokinti, ovSem dle naSeho
vyzkumu je rozlozeni dat nenormalni, tedy rozlozeni dat neodpovida Gaussove kiivce. Bylo

by tedy vhodné&js$i pouzivat median. Dal§im faktem je, Ze nebyla dosud publikovana zadna
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studie vyuzivajici multiplexovou analyzu slz, ve které by byl kladen dlraz na rozptyl

koncentraci cytokintl. Podle nasich vysledkt je tento idaj velmi podstatny.

V nasledujicich Sesti podkapitolach jsou ukdzany vysledky ze studii, ve kterych byla
vyuzita multiplexovad analyza slz pro stanoveni hladin cytokini u zdravych jedinc,
porovnané s nasimi vysledky. Duraz je kladen na zdkladni statistické parametry, mnozstvi

probandi a technologii vyuZzitou pro zjisténi koncentraci cytokinii v slzach.

9.2.1 TIL-1p

Primérnd hodnota koncentrace IL-1f pro prvni etapu meétfeni je 13,30 pg/ml, pro
druhou etapu méfeni je to 11,12 pg/ml. Tyto udaje se zdaji byt velmi vyrovnané, ovSem
median koncentraci IL-1pB pro prvni etapu méfeni je 11,10 pg/ml, pro druhou etapu méteni je
to 0. Rozptyl pro prvni etapu méfeni je 3,33 - 42,16 pg/ml. Z rozptylu dat vidime, Ze pro prvni
etapu méfeni je maximum asi 13krat vys$i neZ minimum, kdezto ve druhé etapé méfeni je
minimum na nule a maximum 123 pg/ml.

V tabulce 18 jsou vypsany dostupné udaje ze studii, které vyuzily multiplexovou
analyzu pro stanoveni hladin cytokinl v slzach zdravych jedinct. Pro uplnost jsou v tabulce
uvedeny technologie pouzité pro méfeni koncentraci cytokinli a pocet probandii méfenych

v jednotlivych studiich. V prvnich dvou tadcich tabulky jsou parametry z nasi studie.

Tab. 18 - Koncentrace IL-1 v slzach naméfené v riznych studiich

Primér Median Odchylka n Technologie Zdroj
13 pg/ml 11 pg/ml | £9,1 pg/ml | 22 | Bio-Plex (Bio-Rad) Maridlé(tz\lgz bp
+23,6 . . Mandikova DP
11 pg/ml 0 pg/ml pe/ml 45 Bio-Plex (Bio-Rad) 2. etapa
15 pg/ml - - 24 | Milliplex (Millipore) Benito et al. 2014
Luminex Beadlyte
- +
3 pg/ml 5,8 pg/ml | 14 multicytokine array Lam et al. 2009
- 10 pg/ml - 14 Luminex 100" Leonardi et al. 2006
8 pg/ml - - 40 Luminex 200 Luetal. 2014
150 pg/ml* - - 12 | Bio-Plex (Bio-Rad) Malvitte et al. 2007
101 pg/ml - +28pg/ml | 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010

* Pfiblizna hodnota, odec¢tena autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativni).
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9.2.2 IL-4

Koncentrace IL-4 jsme m¢éfili pouze ve druhé etapé. Primérna hodnota koncentrace
IL-4 je 21,89 pg/ml, ovSem medidn 6,21 pg/ml. Rozptyl koncentraci je od 0 pg/ml do 180,06
pg/ml.

V tabulce 19 jsou vypsany dostupné udaje ze studii, které vyuzily multiplexovou
analyzu pro stanoveni hladin cytokini v slzach. Pro uplnost jsou v tabulce uvedeny
technologie pouzit¢ pro méfeni koncentraci cytokini a pocet probandii métfenych
v jednotlivych studiich, jedna se o koncentrace IL-4 v slzach u zdravych jedinct. V prvnim

radku tabulky jsou parametry z nasi studie.

Tab. 19 - Koncentrace IL-4 v slzdch namétené v riiznych studiich

Primér Medidn Odchylka n Technologie Zdroj
22 pg/ml 6 pg/ml + 36,7 pg/ml | 45 | Bio-Plex (Bio-Rad) Mar;dlgt(;\l;z bP
BDTM Cytometric
1300 pg/ml - + 980 pg/ml 21 Bead Array (BD Lee et al. 2013
Biosciences)

- 7 pg/ml - 14 Luminex 100™ 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

* Ptiblizna hodnota, odectena autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativni).

9.2.3 IL-10

Primérné hodnoty koncentrace IL-10 se pro prvni a druhou etapu méteni pfilis nelisi.
Pro prvni etapu méfeni je to 42,11 pg/ml, pro druhou je to 38,70 pg/ml. OvSem mediany jsou
velmi rozdilné, a to natolik, Ze median pro prvni etapu meéteni je 40,67 pg/ml, kdezto pro
druhou je 0 pg/ml. Rozptyl dat je také rozdilny. Pro prvni etapu méfeni je rozptyl od
23,69 pg/ml do 86,67 pg/ml, pro druhou etapu méfeni je to od 0 pg/ml do 463,6 pg/ml.

V tabulce 20 jsou vypsany dostupné udaje ze studii, které vyuzily multiplexovou
analyzu pro stanoveni hladin cytokini v slzach. Pro uplnost jsou v tabulce uvedeny
technologie pouzit¢ pro méfeni koncentraci cytokini a pocet probandii métfenych
v jednotlivych studiich, jedna se o koncentrace IL-10 v slzach u zdravych jedinct. V prvnich

dvou tadcich tabulky jsou parametry z nasi studie.
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Tab. 20 - Koncentrace IL-10 v slzach naméfené v riznych studiich

Primér Median Odchylka n Technologie Zdroj
42 pg/ml | 41 pg/ml | +14,6 pg/ml | 22 | Bio-Plex (Bio-Rad) Malidlé(tz;z bP
39pgml | Opgml | +89.6 pg/ml | 45 | Bio-Plex (Bio-Rad) Ma‘?‘;‘;lvjz bP
10 pg/ml - - 24 | Milliplex (Millipore) Benito et al. 2014
BDTM Cytometric
1630 pg/ml - +910 pg/ml | 21 Bead Array (BD Lee et al. 2013
Biosciences)
Luminex Beadlyte
1 pg/ml - + 0 pg/ml 14 multicytokine array Lam et al. 2009
- 3 pg/ml - 14 Luminex 100" Leonardi et al. 2006
4 pg/ml - - 40 Luminex 200 Luetal 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
+ 36,85 . Topcu-Yiamaz et al.
87 pg/ml - pe/ml 22 Luminex 100 2013

* Ptibliznd hodnota, odectena autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativni).

9.2.4 TFN-y

Primérnd hodnota koncentrace IFN-y pro prvni etapu méfeni je asi 2krat vyssi nez

median, pro druhou etapu méfeni je primérnd koncentrace 1,5krat vyssi nez median. V nasi

préci jsme pozorovali velky rozptyl koncentraci IFN-y. Pro obé etapy méfeni je minimum na

nule. Maximum pro prvni etapu méfeni je 3612,69 pg/ml, pro druhou etapu méfeni je to

9306,60 pg/ml, coz je dokonce nejvétsi pozorovany rozptyl dat v porovnani s ostatnimi péti

cytokiny méfenymi ve druhé etapé.

V tabulce 21 jsou vypsany dostupné udaje ze studii, které vyuzily multiplexovou

analyzu pro stanoveni hladin cytokinG v slzdch. Pro uplnost jsou v tabulce uvedeny

technologie pouzZit¢ pro méfeni koncentraci cytokind a pocet probandii métfenych

v jednotlivych studiich, jedné se o koncentrace IFN-y v slzach u zdravych jedinct. V prvnich

dvou tadcich tabulky jsou parametry z nasi studie.
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Tab. 21 - Koncentrace IFN-y v slzach namétené v riznych studiich

Primér Median Odchylka n Technologie Zdroj
711 pg/ml | 395 pg/ml | £899 pg/ml | 22 | Bio-Plex (Bio-Rad) Malidlé(tz;z bP
+1949,9 . . Mandikova DP
1664 pg/ml | 1118 pg/ml pe/ml 45 | Bio-Plex (Bio-Rad) 2. etapa
BDTM Cytometric
1000 pg/ml - + 830 pg/ml 21 Bead Array (BD Lee et al. 2013
Biosciences)
Luminex Beadlyte
6 pg/ml - + 0 pg/ml 14 multicytokine array Lam et al. 2009
- 8 pg/ml - 14 | Luminex 100™ | 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

* Ptibliznd hodnota, odectena autorkou z grafu dané publikace (hodnoty jsou pouze ilustrativni).

9.2.5 MIF

Primérné koncentrace MIF (1982 pg/ml) namétfend v prvni etapé méteni je 7krat vyssi
nez median (279 pg/ml) pro prvni etapu. Ve druhé etapé méfeni je pramér 869,30 pg/ml
a median 0 pg/ml. Rozptyl koncentraci pro obé etapy je vysoky. Pro prvni etapu je rozptyl od
0 pg/ml do 13894 pg/ml, coz je nejvétsi rozptyl koncentraci pro prvni etapu, v porovnani
s ostatnimi Ctyfmi méfenymi cytokiny. Pro druhou etapu meéfeni je rozptyl od 0 pg/ml do
8145,02 pg/ml. Je otdzkou, zda cytokin s takto vysokym rozptylem koncentrace u zdravych

jedincti je vhodny pro diagnostické ucely.

Bohuzel nebyla dosud publikovéana studie, kterd by vyuZzivala k méfeni koncentrace
MIF zdravych jedinci multiplexovou analyzu slz. Koncentrace MIF v slzach u 15 zdravych

jedincti namétend pomoci ELISA je 690 = 200 pg/ml (Kitaichi et al. 2006).

9.2.6 VEGF

Primeérna hodnota koncentrace VEGF pro prvni etapu méfeni je 171,07 pg/ml, median
je 103,56 pg/ml, rozptyl od 1,95 pg/ml do 932,82 pg/ml, maximum pro prvni etapu méfeni je
tedy 478krat vyS$i neZ minimum. Pro druhou etapu méfeni je pramér 684,73 pg/ml, median

558,99 pg/ml, rozptyl koncentraci VEGF je od 0 do 2340,66 pg/ml.

V tabulce 22 jsou vypsany dostupné udaje ze studii, které vyuzily multiplexovou
analyzu pro stanoveni hladin cytokini v slzdch. Pro uplnost jsou v tabulce uvedeny

technologie pouzit¢ pro méfeni koncentraci cytokini a pocet probandii métfenych
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v jednotlivych studiich, jedna se o koncentrace VEGF v slzach u zdravych jedinci. V prvnich

dvou fadcich tabulky jsou parametry z nasi studie.

Tab. 22 - Koncentrace VEGF v slzach namétené v riznych studiich

Primeér Median Odchylka n Technologie Zdroj
171 pg/ml | 104 pg/ml | £215.7 pg/ml | 22 | Bio-Plex (Bio-Rad) Maridlé‘t‘;;i bp
685 pe/ml | 559 pg/ml | +559.3 pg/ml | 45 | Bio-Plex (Bio-Rad) Magdlé‘tgi bp
580 pg/ml - - 24 | Milliplex (Millipore) | Benito et al. 2014
3900 pg/ml - - 40 Luminex 200 Luetal. 2014
2784 pg/ml - + 328 pg/ml 9 Luminex IS-100 Carreno et al. 2010

Topcu-Yiamaz et

525 pg/ml - +192,4 pg/ml | 22 Luminex 100 al. 2013

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze koncentrace cytokinll v slzach u zdravych jedinct se
mohou velmi liSit, a to dokonce o 3 fady. Zda se, ze produkce cytokinii mize citlivé reagovat
na momentalni podminky a dynamicky se ménit. Pro diagnostiku by tedy bylo dle mého

nazoru vhodnéjsi dlouhodobéjsi sledovani hladin cytokinti.

9.2.7 Hladiny cytokinii v slzach v porovnani s hladinami v krvi

VétSina nize uvedenych studii a nékteré vySe uvedené studie, které byly pouZity
k diskusi nasich vysledkt, jsou studie, ve kterych byly méfeny hladiny cytokinti v séru.
Zajimalo nas tedy, zda jsou hladiny cytokini v séru srovnatelné s hladinami cytokini
v slzach. V jedné studii porovnéavajici hladiny cytokinli u pacientli s riizovkou a zdravych
kontrol byly métfeny hladiny cytokint v séru a slzach u stejnych probandi. U zdravych lidi
nebyly nalezeny rozdily v hladinach IL-10 v séru a slzach (Topcu-Yilmaz et al. 2013).
Hladiny ostatnich sedmi cytokini meéfenych v této studii byly vyssi v slzach oproti séru
u zdravych jedinci. IL-1a byl zvySen 3krat, IL-6 4krat, IL-8 42krat, MCP-1 6krat, MIP-1a
3krat, VEGF 6krat a EGF 23krat (Topcu-Yilmaz et al. 2013). Vyssi koncentrace IL-17

v slzach oproti séru byla pozorovéna v jiné studii a to konkrétné 4krat (Validad et al. 2017).

Zda se tedy, Ze koncentrace cytokind v slzach jsou aZ na vyjimky vys§i neZz hladiny

cytokinli v séru. Tato problematika by nicmén¢ stala za bliz§i zkoumani do budoucna.
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9.3 Vzijemna korelace studovanych cytokinit

Kazdy cytokin je soucasti spletit¢é komunikacni sit¢ bunék, v niz miZze svou
koncentraci ovliviiovat produkci jinych cytokinti (Martin et al. 2006). Tato sit udrzuje
homeostazu povrchu oka (Al-Banna et al. 2013). Jedna se o velmi dynamicky systém, zavisly
na vn¢jSich 1 vnitfnich vlivech (viz kapitola 3). Nékteré cytokiny jsou antagonisty, jiné
synergisty, nékteré mohou byt nadfazeny jinym jako naptiklad IL-1B, ktery je spoustéCem
a mediatorem akutni faze zanétu, zaroven iniciuje produkci dalSich cytokinti, jako jsou
naptiklad IL-2, IL-6, IL-8 (Martinez et al. 2017). Vzajemné korelace cytokint se tedy piimo
nabizeji. V na$i studii byla prokdzana statisticky vyznamna pozitivni korelace IL-1f s IL-10
(r=0,522), IFN-y (r = 0,548) a VEGF (r = 0,357). IL-10 i IFN-y jsou propojeny s IL-1p pies
IL-2 nebo IL-6, které piimo ovliviuji produkci téchto cytokini v mozkomisSnim moku
(Martinez et al. 2017). Exprese VEGF neni podnécovana hladinami IL-1f (Kvanta 1995).
OvsSem byla jiz diive prokazana vyssi exprese IL-1B v zavislosti na vy$§im mnozZstvi glukdzy
vkrvi (Zhu et al. 2016), produkce VEGF mize byt podpofena vySsimi koncentracemi
glukézy (Sone et al. 1996). Koncentrace glukézy by tedy mohla byt pojitkem mezi témito
cytokiny.

Pozitivni korelace VEGF v nas$i studii byla nalezena nejen s hladinami IL-1p, ale
1 s hladinami IFN-y (r = 0,451), MIF (r = 0,423 pro prvni etapu méfeni / r = 0,493 pro druhou
etapu meéteni) a IL-4 (r = 0,478). Pokud vezmeme v potaz zéavislost produkce VEGF na
koncentraci glukozy, pak musi bezpochyby pozitivné korelovat hladiny tohoto cytokinu
s hladinami MIF (viz kapitola 1.1.5). Korelace MIF s VEGF byla jiz diive objevena v séru
(r= 0,52) a synovialni tekutin¢ (r = 0,6) u pacienti s revmatoidni arteritidou (Kim et al.
2007). U pacientii s karcinomem byla také prokazana pozitivni korelace MIF s VEGF
(r=0,78) v séru (Ren et al. 2005). Bylo zjisténo, ze IL-4 pfi hojeni kiize plsobi jako
synergista s VEGF (Mejia et al. 2015). IL-4 a VEGF jsou spole¢né zapojeni do proliferace
a diferenciace rakovinnych bunc¢k (De Palma 2012). VEGF a IFN-y byly detekovany ve
zvySeném mnozstvi u nadorovych onemocnéni (Autenshlyus et al. 2017). U pacienti
s tuberkulosou byly identifikovany zvySené hladiny IFN-y v séru a VEGF ve slindch
(Namuganga et al. 2017).

Posledni statisticky vyznamny vztah prokazany v na$i studii je pozitivni korelace

hladin IFN-y s hladinami IL-10 (r = 0,81). Tato korelace byla zjisténa v prvni etapé¢ méfeni,
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a IFN-y je typickym prozanétlivym cytokinem, nabizela by se spiSe negativni korelace.
U néekterych onemocnéni jako je naptiklad systémovy lupus erythematodes (Yao et al. 2016)
nebo nadorové bujeni (Autenshlyus et al. 2017) jsou totiz hladiny IL-10 snizeny, naopak
IFN-y zvyseny. Opacné, tedy zvySené hladiny IL-10 a snizené hladiny IFN-y vykazuji
astronauti po navratu z vesmiru (Morukov et al. 2010). U psychickych poruch byly prokazany
snizené hladiny jak IL-10, tak IFN-y (Das et al. 2016). Je tedy otazkou, zda u zdravych
jedinci nemohou hladiny téchto cytokini pozitivné korelovat pro udrzeni rovnovazného

stavu.

Jiz dfive byla prokézana pozitivni korelace IL-4 s IFN-y (r = 0,99) a negativni
korelace IL-4 s IL-10 (r = -0,66) v mozkomi$nim moku zdravych jedinct (Martinez et al.
2017). Tyto korelace v nasi studii v slzadch prokdzany nebyly. V obou studiich se jedna o jiny

odbérovy materidl (jinou tkan), coz by mohlo byt pfi¢inou rozdilnych vysledkd.

9.4 Hladiny cytokinu v slzach zdravych jedinci s ohledem

na vybrané faktory

Pro prvni etapu méfeni nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné souvislosti
v hladinach cytokinti mezi ndmi vybranymi skupinami. Jednim z divodi mize byt nizsi pocet
probandl v prvni etapé¢ métfeni (n = 22). Dal$im je moZnost, ze mezi zdravymi jedinci se
hladiny cytokinl v slzach nelisi v zavislosti na vybranych faktorech, i kdyZ existuje prace,
ktera tvrdi opak (Benito et al. 2014). Pro druhou etapu méfeni bylo objeveno néckolik
statisticky nevyznamnych souvislosti mezi koncentracemi cytokinli v slzach a nami
vybranymi faktory. Zmény v hladinach cytokinti podle vybranych faktorti (vék, pohlavi, BMI,
mnozstvi tuku v téle, Cas jidla pted odbérem, zatéz oka pfi praci s pocitacem, pocit suchého

oka a typ bunécné odpovédi) budou v nasledujicich odstaveich diskutovany jako trendy.
Vék:
V nasi studii byla prokdzdna negativni korelace cytokini IL-4 a IFN-y s vékem

u zdravych jedincti. Tedy ¢im je proband star$i, tim niz$i hladiny IL-4 a IFN-y nachazime

v slzach. Zaroven pomoci skupinovych analyz byl objeven totozny trend.

Hladiny IL-4 v slzach u lidi ve véku od 18 do 30 let maji trend byt zvySené oproti
lidem ve véku 45 az 64 let. Podle naSich vysledki mizeme tedy ptedpokladat postupné
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snizovani hladin IL-4 s vékem v slzach. Median koncentraci IL-4 u nejmladsi skupiny je
20 pg/ml, u nejstarsi skupiny nebyl IL-4 detekovan. ZvySené hladiny IL-4 byly jiz diive
prokazany v séru v souvislosti s pubertalnimi zménami u déti mezi 7. a 17. rokem zivota
(Kleiner et al. 2013). V této studii u starSich 18 let byl sledovan pokles hladin IL-4 v séru

s vékem.

U mladych lidi ve véku 18 az 30 let nachazime trend vysSich hladin IFN-y nejen oproti
skuping nejstarSich od 45 do 64 let (jako tomu bylo u IL-4), ale 1 oproti prostiedni skupin¢ ve
veku od 31 do 44 let. U IFN-y ziejm¢ dochazi ke skokovému snizeni nékde kolem 30. roku
zivota, kde dle naSich vysledki pozorujeme nejvétsi pokles koncentrace. Hladiny IFN-y
v slzach mladsich lidi jsou — byt statisticky nevyznamné — 3krat vyssi nez u prostiedni
veékove skupiny, oproti nejstarsi vékové skuping je rozdil 4,5krat. Vyssi hladiny IFN-y v séru
byly jiz dfive pozorovany u déti mezi 7. a 17. rokem Zivota (Kleiner et al. 2013). U kojenct
byly naméfeny vyssi hladiny IFN-y nez u déti v puberté, zaroven byla objevena inverzni
asociace IFN-y s vékem u déti od kojeneckého véku do puberty (Critselis et al. 2012). Zda se
tedy, ze koncentrace IFN-y i IL-4 od narozeni s v€kem klesa, coz mize byt disledkem

imunosenescencénich zmeén.

V séru u lidi s vékem stoupaji koncentrace TNF-a, IL-10, IL-8 a IL-6 (Verschoor et al.
2017). V naSem souboru na odlisSném biologickém materialu (slzy) nebyla souvislost hladin

IL-10 s vékem prokézana, ostatni zminéné cytokiny jsme nestudovali.

Zvysené hladiny MIF mohou potla¢ovat apoptéozu bunék (Salminen and Kaarniranta
2011), objevila se tedy teorie, ze vyss$i hladiny MIF u starSich lidi by mohly plisobit jako
protektivni faktor starnuti bunék (Xu et al. 2016). Byly pozorovany vysoké hladiny MIF
v séru u déti do 6 let, niZ8i u starSich déti a nejnizsi u dospélych (Kleiner et al. 2013). V nadmi
stanovenych ve€kovych kategoriich nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamné rozdily
v hladindch MIF. Zda se tedy, ze v dospélosti jsou hladiny tohoto cytokinu neménné, nebo se

ptipadné s vékem souvisejici zmény neprojevi v slzach.

U veékem podminénych degenerativnich onemocnéni oka jsou vyssi hladiny I1L-4,
IL-10 a IFN-y (Lin et al. 2013). Jednd se vSak o patologicky stav, pii kterém dochézi

k aktivaci imunitniho systému.
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Pohlavi:

Ve skupin¢ naSich probandii nebyly prokdzany zadné statisticky vyznamné rozdily
v hladinach IL-1B, IL-4, IL-10, IFN-y ani VEGF v zavislosti na pohlavi. Pouze koncentrace
MIF ukézala trend nizSich hladin u Zen nez u muzi a to na tolik, Ze u Zen nebyl MIF vlibec
detekovan, kdezto u muzi je median 706 pg/ml. Tento rozdil by mohl souviset s pohlavné
specifickym ukladanim tuku v téle. Bylo prokdzéano, ze viscerdlni tuk v oblasti bficha je
schopen az 10krat vyssi produkce MIF nez tukové bunky prsni tkan¢ nebo tukové buiky
v oblasti hyzdi a stehen (Skurk et al. 2007). Zistdvd ovSem otazkou, zda se takto
vyprodukovany MIF muze projevit v slzach. Ptfi porovnani hladin MIF a mnozstvi
visceralniho tuku u probandl, ktefi podstoupili bioimpedan¢ni analyzu, jsme Zzadnou
souvislost nepotvrdili. Vykyvy v hladindich MIF mohou bit zpisobeny cirkadidlnimi rytmy
(Petrovsky et al. 2003), vyssi hladiny MIF v krvi mohou byt podminény geneticky (Coban et
al. 2015). Genetické testy jsme v nasi studii neprovadéli. Vliv cirkadialnich rytmt na hladiny
cytokinli jsme se snazili odstranit tim, Zze byly vSechny odbéry provedeny rano nebo

v dopolednich hodinach.
BMI a mnozZstvi tuku v téle:

V nasi studii byl zjistén trend vysSich hladin IL-1B vslzach u lidi s normalni
hmotnosti oproti lidem s nadvahou. Mnohé studie ovSem prokdzaly opak, a sice Ze hladiny
zangtlivych cytokinli v krvi se s nadbytecnym mnozZstvim tukové tkadné zvySuji, napf.
koncentrace IFN-y a TNF-a v periferni krvi obéznich lidi (Zarrati et al. 2017). IL-10 pozitivné
koreluje s BMI u dospélych Inuith (Nielsen et al. 2013), v nasi populaci takovy vztah
pozorovan nebyl. Slaba, nicméné¢ statisticky vyznamna korelace (r = 0,2) BMI a hladin VEGF
byla pozorovana v mozkomi$nim moku (Larsson et al. 2015). OvSem v té€chto studiich, kde
byly prokazany vysSi hladiny cytokini v zavislosti na BMI, byl pouzit jako vzorek
mozkomis$ni mok, krev, nebo sérum. V slzach se takova souvislost neprokazala. V nasi studii

byly pouze 2 probandi s obezitou.

Pti studiu podvyzivy byly prokazany negativni korelace BMI s IFN-y, IL-4 a IL-10
v plazmé (Takele et al. 2016). Znamena to tedy, Ze vyssi i niz§i BMI oproti normé zvySuje
hladiny zanétlivych cytokini. Nikdo z probandi, ktefi se zucastnili na$i studie, netrpél

podvyzivou (BMI pod 16,5 dle Takele et al. 2016).
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Jidlo:

Zména exprese cytokini muze souviset s podvyzivou (Takele et al. 2016) nebo
obezitou (Zarrati et al. 2017). Pomoci uprav stravovani mize dochazet ke snizovani hladin
cytokinli u pacientti s poruchami ptijmu potravy (Alboni et al. 2017) nebo u lidi s obezitou
(Jung et al. 2008). Mantzioris s kolegy prokazali také urCity vztah mezi skladbou potravy
a produkeci cytokinti v krvi, nebot’ nasli o 20 % vyssi produkci IL-1p bunkami periferni krve
umuzii konzumujicich stravu snizkym mnozstvim mastnych kyselin oproti muzim

konzumujicim stravu bohatou na mastné kyseliny (Mantzioris et al. 2000).

Zmény exprese cytokinid v slzach v zavislosti na skutec¢nosti, zda jedinci pied odbérem
jedli, ¢i jsou nala¢no, nicméné zatim nebyly prokazany. Pti odbéru slz pro tcely stanoveni
cytokintli zfejmé neni nutné fesit, zda jedinci pfed odbérem jedli ¢i nikoli.

Z.atéz oci v podobé prace s pocitacem:

V nasi studii byla pozorovana tendence k nartstu hladin IL-1f u lidi pracujicich
s poc¢itacem minimalné 8 hodin denné 5 dni v tydnu oproti tém, ktefi pocitac nepouzivaji takto
casto. Medidn koncentrace IL-1f u téchto lidi byl 2,4 pg/ml, zatimco u lidi, kteti pocitac tolik
nevyuzivaji, byla koncentrace IL-1f pod detekénim limitem. ZvySené hladiny IL-1f byly
pozorovany jiz dfive u starSich Zen po menopauze pouZivajicich pocitaé pii praci
v administrativé (Ribelles et al. 2015). Nejveétsim problémem pii praci s pocitacem je nejspise
dlouhé doba, po kterou je oko vystaveno snizené frekvenci mrkani a tim osychani oka, coz
muze vyvolat imunitni reakci. Hladiny IL-1f jsou zvySené u pacientli se syndromem suchého
oka (Zhang et al. 2016). Celodenni prace s pocitacem by tedy mohla vést k syndromu suchého
oka, ktery je disledkem chronicky zvySené koncentrace IL-1f, jednoho z hlavnich spoustéct
imunitni reakce. Dle naSich vysledki se zd4, Ze by mohla zaté¢Zz oc¢i v podobé& prace
s poc¢itatem aktivovat vznik zanétu a udrzovat ho v chronické fazi bez ohledu na pohlavi

a ontogenetickou fazi vyvoje ¢loveéka.
Subjektivni pocit suchého oka:

V ramci nasi studie nebyly provedeny zadné testy pro zjiSténi kvality ani kvantity
slzného filmu. Probandi byli rozdéleni do skupin podle odpovédi na otazku z dotazniku, zda
maji nékdy pocit suchosti oka, paleni, ¢i pisku v o€ich. Nikdo z probandlii nemél v dobé

odbéru diagnostikovany syndrom suchého oka. V na$i studii byl pozorovan statisticky
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nevyznamny trend snizujicich se hladin IL-4 a IFN-y u lidi, ktefi subjektivné pocitovali
suchost ¢i paleni o¢i. Median koncentraci pro IL-4 u lidi bez obtizi je 13 pg/ml, u lidi
s obtizemi nebyl IL-4 detekovan. Hladiny IFN-y u lidi s obtizemi jsou 4,4krat (statisticky
nevyznamn¢) niz$i nez u lidi bez obtizi. Jednim z rizikovych faktorii vzniku syndromu
suchého oka je vék (Finis et al. 2014). Pokud ptijmeme vyse uvedené, ze hladiny IL-4 a IFN-y
se s vékem snizuji, pak lze vyslovit domnénku, ze subjektivni diskomfort o¢i (nikoli syndrom
suchého oka) mlize souviset s nizsSimi hladinami téchto cytokinti zpisobenymi vékem. OvSem
pramérny vék probandii, ktefi v naSich dotaznicich uvedli pocit suchosti oka, je 34,2 roku,
median je 32 let a u lidi, ktefi odpovéd€li negativné na otdzku ohledné¢ ocnich obtizi, je
pramérny veék 34,9 roku, median 31 let. Vé&kovy rozdil v obou skupinach je tedy

zanedbatelny.

U pacientl s diagnostikovanym syndromem suchého oka byly prokazany vyssi hladiny
IL-1B (Zhang et al. 2016), IL-4 a IL-10 (Li et al. 2017), IFN-y (Zhang et al. 2014), MIF (Park
et al. 2010) i VEGF (Benitez-Del-Castillo Sanchez et al. 2017) oproti zdravym kontrolam. To
by naznacovalo, Ze by u jedincii s pocitem suchosti oka mély byt hladiny vSech ndmi
vybranych cytokinli vyss$i, ovSem koncentrace IL-1B, IL-10, MIF a VEGF se u nami
vybranych skupin neliSily. U IL-4 a IFN-y byl dokonce opacny trend oproti pacientim. Zda se
tedy, Ze u nepatologického stavu suchosti oka, by mohla byt mira zdnctu natolik nizka, Ze se

s nim télo vyrovna bez nértstu koncentrace zanétlivych cytokind.

Ovsem nelze u naSich vysledkli opomenout moznost, Ze statistické vysledky nemusi
nutné znamenat biologickou vyznamnost. Navic, skupina lidi bez obtizi byla 3,5krat
pocetnéjSi nez skupina lidi s obtizemi a probandi nepodstoupili Zadné objektivni testy,

zaleZelo pouze na jejich subjektivnim posouzeni, zda budou zatazeni do skupiny lidi bez

rrrrr

Ty X Tz bunééna odpovéd’:

Ptes to, ze jsme ocekdvali posun v rovnovaze Ty; a Ty, imunitni odpovédi v zavislosti
na véku (vyssi Ty; odpovéd’ u muzil) a pohlavi (vyssi Ty u mladsich lidi) viz kapitola 2.3
a 2.4, nic z toho nebylo v nasi studii prokdzano. Cytokiny obsazené v slzach jsou produkty
bunck spojivky (Pelikan 2014). Infiltrace lymfocyti pies barieru spojivky do slz je
povazovana za ukazatel rozvoje a progrese o¢nich onemocnéni (Otri et al. 2012), jedna se

totiz o potlaceni imunoprivilegovaného stavu oka a naruseni pfirozené homeostazy (Streilein
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et al. 2002). Ztejm¢ tedy nelze nekriticky predpokladat stejny pomér cytokind v slzach jako
v krvi, kdyz jsou produkovany jinymi typy bunék, i kdyz se jedna o stejné latky. Rozdilna Ty

a Ty bunécna odpoveéd’ zptisobena vékem ¢i pohlavim se ziejmé v slzach neprojevi.

Vzhledem k tomu, ze zadné nami zkouman¢ biologické parametry (vék, pohlavi, BMI
a tuk v téle), vybrané exogenni faktory (zat€z o¢i v podob¢ prace s pocitatem, pocit suchosti
oka a strava) ani druh imunitni odpovédi (Ty; vs. Typ) neovliviiuji mnozstvi studovanych
cytokinti v slzach, lze cytokiny IL-1p, IL-4, IL-10, IFN-y, MIF a VEGF povazovat za vhodné

pro diagnostické ucely.

9.5 Povrchové receptory bunék spojivky

Pomoci LSR II byla detekovana v nasi studii populace bunék pouze v jednom piipadé
(experiment B5S), jednd se nejspiSe o epitelové bunky spojivky, pfi ostatnich experimentech
bylo mnozstvi bun¢k tak malé, Ze jsme nebyli schopni detekovat Zadnou populaci. Populaci
lymfocytl jsme nedetekovali. Vytéznost odbérové metody nebyla dostate¢na pro analyzu na
pratokovém cytometru. Ve studiich, kdy byli schopni pokryt pies 50 % povrchu odbérového
papirku a nésledné sledovat velké mnozstvi bun¢k (kolem 10 000 bun¢k), pouzivali pfi
odbéru anestetika (Baudouin et al. 1994). My jsme se chtéli vyuZziti anestetik vyhnout, nebot’
se domnivame, Ze mohou zkreslovat vysledky. Podle druhu se anestetika nechavaji 15 az 30
minut pusobit a pak je teprve provadén odbér, to povazujeme za dostateCnou dobu pro

moznou reakci buné€k spojivky.

Pomoci imunocytologie jsme detekovali povrchové receptory CD23, HLA-DR

a TLR4, ovSem nebyli jsme schopni pomoci této metody kvantifikovat jejich mnozstvi.

Metody analyzy buné€k spojivky jsou mozn¢, ovsem jako 1épe vypovidajici se nam jevi
analyza slz. Odbér materidlu pro analyzy bunék je obtizny. Bez pouziti anestetik se nam
nepodafilo odebrat dostate¢né mnoZstvi bun€k. Samotny odbér klade vysoké ndroky na
precizni provedeni. U odbéru slz nejsou kladeny takové naroky na odebirajiciho v preciznosti

provedeni a je ptijemné&jsi pro darce.
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Zavér

V ramci této diplomové prace jsme pomoci metody Bio-Plex Cytokine Assay (Bio-
Rad) stanovili hladiny 5 cytokint (IL-1p, IL-10, IFN-y, MIF a VEGF) u 69 zdravych jedinct
a hladiny IL-4 u 45 zdravych jedinct. Ziskana data jsme porovnali mezi sebou a s vybranymi
faktory, u kterych jsme predpokladali, ze maji vliv na koncentrace cytokini v slzach, a dosli
k nasledujicim zavérim:

* Vybrané cytokiny jsou vhodné pro diagnostické ucely. Po oSetfeni dat pro
mnohocetna porovnani nenachézime statisticky vyznamné rozdily v koncentracich cytokint
IL-1B, IL-4, IL-10, IFN-y, MIF a VEGF v slzach zdravych jedinct v zavislosti na véku,
pohlavi, BMI, tuku v téle, Case jidla pted odbérem, zatézi o¢i pii praci s pocitatem nebo

pocitu suchého oka.

* Cytokiny v slzach zdravych jedinct tvoii slozitou interagujici sit, nebot’ byly

nalezeny korelace mezi mnohymi cytokiny.

* Metoda Bio-Plex Cytokine Assay se jevi jako nevhodnd pro klinické vyuZziti.
V ptipadé zmény Sarze, standardil, nebo pfidani/odebrani analytu v ramci multiplexu zfejmée
dochézi ke zméné detekénich schopnosti metody (senzitivita). Ctyfi (IL-1p, IL-10, IFN-y,
VEGF) z péti (IL-1B, IL-10, IFN-y, MIF, VEGF) zde studovanych cytokinll se statisticky
vyznamné li$i mezi prvni a druhou etapou méteni, které jsou charakterizovany odliSnou Sarzi,

riznymi standardy a jinymi pocty sledovanych analytu.

* Metody vyuzivajici k detekci zdravotniho stavu oka povrchové receptory bunék
spojivky nejsou pfili§ vhodné pro diagnostické ucely, nebot’ bez pouZiti anestetik je velmi
obtizné ziskat dostatecné mmnoZstvi bunck pro analyzu. Navic samotny odbér bun¢k je

pacienty ¢i darci subjektivné deklarovan jako velmi neptijemny.
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Seznam zKratek

A8

APC

B

B (B1 - B9)
BARI

BMI

BUT

C

CBA

CD (CD-23, CD4, CD45)
Ccv

DAPI

DP

EDTA
EGF
ELISA

FACS

FBS

FITC

G-CSF

adenin

protein vazajici vapnik (calcium binding protein AS8)
allophycocyanin (fluorescencni barvivo)

blank

bunky (buiiky 1 - buniky 9)

barveni 1

body mass index

break-up time test

cytosin

Cytometric Bead Assay

diferenciacni antigen

varia¢ni koeficient

4',6-diamidino-2-phenylindole (fluorescencni barvivo)
diplomova prace

kyselina ethylendiamintetraoctova

epidermalni riistovy faktor (epidermal growth factor)
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

fluorescenci aktivované bunécéné sortovani (fluorescence

activated cell sorting)

fetal bovine serum

fluorescein isothiocyanat (fluorescencni barvivo)
guanin

faktor stimulujici granulocytarni kolonie (granulocyte

colony stimulating factor)
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GRIMh

HIF-1
HLA-DR
HTS
IFN-y

Ig

IL

KK
LAMA?2
LRRC4C
MCP-1

MHC

MIF

MIP-1a
miRNA
MS

NK bunky
NS

Obr.

OR
PAGE

PBF

Glaucoma - the role of immunity and inflammation in its

pathogenesis - health

hypoxii vyvolany faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1)
hlavni lidsky antigen typu DR

high throughput sampler

interferon vy

imunoglobulin (napt. IgA, IgG, IgM)

interleukin (napft. IL-1p, IL-2, IL-4)
keratokonjunktivitida

gen koédujici Laminin Subunit Alpha 2 protein

gen kodujici Leucine-rich repeat-containing protein 4C
monocyte chemoattractant protein 1

hlavni histokompatibilni systém (major histocompatibility

complex)

faktor inhibujici migraci makrofagli (macrophage migration

inhibitory factor)

macrophage inflammatory protein 1a
mikro rybonukleova kyselina

membrane solutions

pfirozeni zabijéci (natural-killer)
statisticky nevyznamné (nesignifikantni)
obrazek

odds ratio

Polyacrylamide Gel Electrophoresis

pomér tuku v téle k celkové hmotnosti jedince
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PBS

PE

PES

PIGF

ROS

RT

S (Sl - S8)
S100

T

TGF-p2

Tu (Thi, Th)
TLR-4 (CD284)
TNF-a

UK

USA

uv

V (V1 -V39)

VEGF

7 (Z1-74)

fosfatovy pufr (phosphat-buffered saline)
phycoerytrin (fluorescencni barvivo)
polyethersulfonovy polymer

placentalni riistovy faktor (placental growth factor)
kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
pokojova teplota (room remperature)

standard (standard 1 - standard 8)

skupina proteind schopnych vazat vapnik, zinek a méd’
thymin

transformacni ristovy faktor 32

pomocny T lymfocyt (1 a 2)

Toll-like receptor 4

faktor nadorové nekrézy a (tumor necrosis factor o)
United Kingdom

United States of America

ultra fialové (ultraviolet)

vzorek (vzorek 1 - vzorek 39)

rustovy faktor cévniho epitelu (vascular endothelial growth

factor)

zena (Zena 1 - Zena 4)
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