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ABSTRAKT

V disertacni praci jsou predlozeny vysledky klinicko-laboratorniho vyzkumu
zam&feného na pacienty s diabetickym makularnim edémem (DME). Provedli jsme
biochemické a imunochemické analyzy vzorkt sklivee odebraného v pribéhu pars plana
vitrektomie. Dale jsme u pacientd s neproliferativni diabetickou retinopatii (NPDR)
sledovali morfologické charakteristiky DME pomoci optické koheren¢ni tomografie
(OCT).

Dle naSich zavéri byly sérové i sklivcové hladiny kyseliny mocové a glukézy
signifikantné vyssi u pacientti S diabetickou retinopatii 8 DME oproti kontrolni skuping.
Také absolutni pomér (sérové/ sklivcova koncentrace) kyseliny mocové a glukozy u
zvySujici se koncentrace kyseliny mocové a glukézy ve sklivei byl stupeit diabetické
retinopatie. Dale jsme popsali, signifikantni korelaci sklivcové koncentrace kyseliny
mocové s koncentraci vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF) u pacientt
s DME a NPDR. Zjistili jsme také, ze objem makularni oblasti sitnice — CV vypocitany
softwarem Cirrus HD-OCT signifikantné koreluje S koncentraci VEGF ve sklivci
diabetiku, ale ne s kyselinou moc¢ovou. Tento parametr by mohl byt v praxi pouZity

k hodnoceni efektivity terapie anti-VEGF preparaty.

Zavery nasveédcuji tomu, Ze kyselina mocova by mohla byt jednim ze spoluptisobicich

kauzalnich faktord v patogenezi a progresi diabetické retinopatie.

Kli¢ova slova: diabeticka retinopatie, diabeticky makularni edém, sklivec, kyselina

mocova, opticka koheren¢ni tomografie, vaskularni endotelialni rastovy faktor



ABSTRACT

In this work | present conclusions of clinical-laboratory research focused on the patients
with diabetic macular edema (DME). We performed biochemical and immunochemical
analyses of vitreous samples that were collected during the pars plana vitrectomy.
Moreover, at patients with non-proliferative diabetic retinopathy (NPDR) we assessed
morphological characteristics of DME using optical coherence tomography (OCT).

According to our findings, the vitreous and serum concentrations of uric acid and
glucose were significantly higher in patients with diabetic retinopathy and DME
compared to controls. Also total ratio (serum/ vitreous concentration) of uric acid and
glucose was in diabetics significantly higher than in controls. The most important
determinant of increasing concentration of both uric acid and glucose in the vitreous
was the grade of diabetic retinopathy. Moreover, we demonstrated significant
correlation between vitreous concentration of uric acid and concentration of the vascular
endothelial growth factor (VEGF) in patients with DME and NPDR. We found further,
that the volume of the macula (cube volume — CV) computed with the software of
Cirrus HD-OCT correlates in diabetics significantly with the vitreous VEGF
concentration, but not with uric acid. This OCT parameter could be used to assess the

efficacy of anti-VEGF therapy in the clinical practice.

Our results suggest that uric acid should be considered as one of the causal factors in the

pathogenesis and progression of diabetic retinopathy.

Key words: diabetic retinopathy, diabetic macular edema, vitreous, uric acid, optical
coherence tomography, vascular endothelial growth factor
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1 UvVOD

Diabetes mellitus (DM) je skupina chronickych, etiopatogeneticky heterogennich
onemocnéni, jejichz zdkladnim rysem je hyperglykémie. Vznikd v disledku
nedostatecného Uc¢inku inzulinu pfi jeho absolutnim nebo relativnim nedostatku a je
provazen komplexni poruchou metabolismu cukri, tukt a bilkovin (Pelikanova T. et al.,
2012). V zavislosti na vzrustajici celosvétové prevalenci byva DM oznafovan za
civiliza¢ni chorobu. Mezi chronické komplikace DM ftadime piedev§im retinopatii,
nefropatii a neuropatii. Postizeni cév pii DM je dale predispozicnim faktorem pro vznik
zavaznych kardiovaskularnich onemocnéni (Pelikanova T. et al., 2012).

Diabeticka retinopatie (DR) je mikrovaskularni komplikace diabetu postihujici sitnici
oka. DR vznika v dusledku slozitého komplexu mechanismt vedoucich k poskozeni
sitnicovych kapilar a naslednych specifickych morfologickych zmén na sitnici
(Kalvodova B. et al., 2012). Tyto zmény vedou k alteraci permeability a proliferace
endotelu, vzniku edému sitnice, abnormalni vaskularizaci a v ddsledku ke snizeni
zrakové ostrosti az ztrat¢ zraku. Podle klinického stadia se diabeticka retinopatie déli na
neproliferativni (NPDR) a proliferativni (PDR), a to Vv zavislosti na piitomnosti
intraretinalnich mikrovaskularnich zmén ¢i neovaskularizaci. V jakékoli fazi diabetické
retinopatie se navic milze vyvinout tzv. diabeticky makularni edém (DME), ktery
postihuje centralni oblast sitnice a spolu s PDR je nejéast&j$im divodem zhorSeni

zrakové ostrosti.

1.1 EPIDEMIOLOGIE DR

Diabeticka retinopatic byla v Ceské republice v letech 2005 - 2012 nejéastéjsi
mikrovaskularni komplikaci DM. V roce 2013 bylo dokumentovano vice pacientli
s diabetickou nefropatii a DR se tak mezi mikrovaskularnimi komplikacemi diabetu
posunula na druhé misto (UZIS, 2015).

V roce 2013 bylo v Ceské republice registrovano celkem 102 783 0sob
s diagnostikovanou DR. Prevalence tohoto onemocnéni u viech diabetiki v CR tak
dosahuje 11,9 %. Z toho byla proliferativni forma (PDR) evidovana u 27 073 diabetikil,
coz jsou 3,41 % z celkového poctu diabetikli a 26,3% z poctu diabetikii s DR (UZIS,
2015).
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Vyskyt diabetického makularniho edému (DME), tedy stadia DR, které mlze ohrozit
centralni zrakovou ostrost, neni v CR statisticky evidovan. Evropska epidemiologické
data o DME jsou chudé a zna¢n¢€ nekonzistentni. Celkova celosvétova prevalence DME
u pacientt s diabetem je 6,81% (6,74 - 6,89%) (Yau JW. et al., 2012). Témét 30 let stara
americka ,,The Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR) je
zatim nejveétsi epidemiologickou studii sledujici prevalenci DME, ktera definovala
pritomnost makuldrniho edému piedevsim pomoci biomikroskopického vysetieni. Z
WESDR vyplyva, Ze vyskyt DME souvisi s délkou trvani diabetu, hladinou
glykovaného hemoglobinu a stupném postizeni sitnice u DR. U neproliferativni DR je
uvadén vyskyt DME v 6-63%, zatimco u proliferativni DR se DME vyskytuje az v 74%
(Klein R. et al., 1989). Zajimava data o DME muzeme ocekavat ze studie PREAVAIL,
kterd bude sledovat prevalenci DME v sedmi evropskych zemich, mimo jiné pomoci
modernich diagnostickych metod jako je opticka koherenéni tomografie (Sosna T. et al.,
2012).

I pfes soucasné terapeutické moznosti zlstavd v primyslovych zemich DR, jmenovité
diabeticky makuldrni edém a komplikace proliferativni DR, jako je krvaceni do sklivce
nebo odchlipeni sitnice, nejcastéj$i pric¢inou praktické slepoty u pacient
v produktivnim véku (mezi 20 a 74 lety) (Yonekura H. et al., 2005, American Diabetes
Association, 2015). Medicinsky, socidlni a finan¢ni dopad této nemoci je znacny. Podle
odhadii bylo v roce 2005 celosvétové pies 330 miliond nemocnych diabetem, do roku
2025 se predpoklada, Ze mnozstvi diabetikli po celém svété bude zhruba 380 milionil
(Tarr JM. et al.,, 2013). Pfi¢inou tohoto nartstu je, diky stile se zdokonalujici
zdravotnické péci, vzristajici délka zivota diabetiki a celkovy vzestup incidence
diabetu. S tim souvisi i ptedpokladany nartist poctu pacientl s diabetickou retinopatii,
ktera je ptitomna témet u vSech pacientl s dobou trvani diabetu pies 20 let (Kalvodova

B. etal., 2012).

1.2 SYSTEMOVE FAKTORY V PATOGENEZI DR

Oko je u diabetu pouze jednim z konecnych organt reprezentujicim mikrovaskularni
komplikace. Ostatni pfidruZena systémova onemocnéni maji nemaly podil na vzniku a
progresi DR a ovliviiuji klinicky pribéh, odpovéd’ na terapii i vyslednou zrakovou

ostrost. Vznik a progrese DR a DME souvisi Uzce s typem, dobou trvani diabetu a
12



stavem metabolické kontroly (glykémie a glykovany hemoglobin HbA ), jak potvrzuji
epidemiologické studie (Diabetes Control and Complications Trial Research Group
1993, 1995, 1998 a 2000, UK Prospective Diabetes Study Group 1998, Porta M. et al.,
2001, Zhang L. et al., 2001, Raman R. et al., 2012). DuleZitou roli mimoto hraje
pridruzena systémova arteridlni hypertenze (Klein R. et al., 1985, 1996, 1998, Marshall
G. etal., 1993, Agardh CD. et al., 1997, Zander E. et al., 1997,UK Prospective Diabetes
Study Group, 1998, Raman R. et al., 2012), dyslipidemie (Ferris FL. et al., 1996, Chew
EY., 1997, Porta M. et al., 2001, Chowdhury TA. et al., 2002, Leiter LA., 2005, Chew
EY. et al., 2010), soucasny vyskyt nefropatie (Haaslacher C. et al., 1993, Klein R. et al.,
1993, 1995, Mathiesen ER. et al., 1995, Estacio RO. et al., 1998, Kotlarsky P. et al.,
2014), ¢i anemie (Shorb SR., 1985,Melberg NS. et al., 1995, Davis MD. et al., 1998,
Thomas M. et al., 2005, Karoli R. et al., 2013).

Vv

- doba trvani DM

- typ DM

- chronickd hyperglykémie/ HbA;C

- dyslipidemie

- systémova arterialni hypertenze

- genetické faktory

1.2.1 Doba trvani a typ diabetu

Diabetes mellitus je rozdélovan na dva zékladni typy; typ 1 (z&visly na insulinu) a typ 2
(na insulinu nezavisly). Postupné s rozSifujicimi védeckymi poznatky o
patofyziologickych mechanismech lze rozlisit stale vice podskupin DM, nejcastéjSim
ovSem zustava 2. typ, ktery zahrnuje 90 az 95% vSech ptipadi (American Diabetes
Association, 2014). Metaanalyza 35 studii s celkovym poctem vice nez 20 000 pacientl
s DR potvrdila, Ze pfitomnost DR je zavisla pfedevSim na délce trvani DM (Yau JW. et
al., 2012). Retinopatie u mladych pacientli s diabetem 1. typu se nerozvine diive nez po
3-5 letech trvani zédkladniho onemocnéni (ValeSova L., Hycl J., 2002). U diabetika 2.
typu, jejichZ prevalence stoupd, je stanoveni pocatku onemocnéni Casto obtizné. Je
dokézano, Ze sitnicové zmény se zainaji vyvijet pfinejmensim 7 let pfed stanovenim
klinické diagnozy (Harris M1., 1993), a tak je u diabetikli 2. typu DR neziidka prvnim
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symptomem diabetu. Prevalence nckteré z forem DR po vice nez 20ti letém trvani
diabetu je podle Yau 76,3% (Yau JW. et al., 2012), oproti 21,1% u pacient s dobou
trvani DM méné nez 10 let. Ackoli jsou pravidla kontroly glykémie u obou typi DM
obdobna, studie ukazuji, ze prevalence DR je odlisnd. V “Seoul Metropolitan City-
Diabetes Prevention Program study” byla DR pfitomna u 52,2% diabetikd 2. typu s
délkou trvani DM 10 a vice let, oproti 12,6% s trvanim DM méné nez 10 let. (Park CY.
etal., 2012).

Vyskyt proliferativni formy DR u DM 1. typu je po 15 letech trvani diabetu 25-50 %,
oproti tomu u DM 2. typu dosahne prevalence 25% az po 25 letech trvani choroby
(Fiser 1., 2007). Vysvétleni lze nalézt bud’ v odliSnosti metabolismu sitnice mladych
diabetikll, nebo ve skutecnosti, ze ke vzniku PDR je tfeba dlouhodobé trvani vysokych

hladin glykemie, coz nastava pouze u diabetikt 1. typu (Fiser L., 2007).

Typ diabetu je také jednim z urcujicich faktor k nacasovani terapie pti DR. Dle Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) je ucinek casné laserové koagulace
sitnice leps$i u diabetikli 2. typu a snizuje riziko zhorSeni zraku po tfech letech o 50 %
(Ferris FL. et al., 1996). U diabetikd 1. typu se pfistupuje k fotokoagulaci az se vznikem
proliferativni formy DR (FiSer 1., 2007).

1.2.2  Chronicka hyperglykémie

Dv¢ epidemiologické klinické studie, Diabetes Control and Complication Trial (DCCT,
1993, 1995, 1998 a 2000) a United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS,
1998), prokdzaly pozitivni efekt intenzivni kontroly glykémie (HbA1.<7,0 %) u
pacientli s 1. a 2. typem diabetu. DCCT a UKPDS ukazaly téméf linedrni zavislost mezi
HbAca piitomnosti mikrovaskularnich komplikaci. Zaroven tyto dvé studie naznadili,
ze dalsi snizeni HbAj.ze 7,0% na 6,0% vede k dal§imu snizeni progrese DR, ackoli

celkové riziko vzniku mikrovaskularnich komplikaci jiZ vyrazné neklesne.

Novéjsi studie Action to control Cardiovascular risk in Diabetes (ACCORD) (Chew
EY. et al., 2010) rozdélila pacienty s DM 2. typu do dvou skupin (intenzivni kontrola:
HbA1: < 6,0 % vs. konvenéni kontrola: HbA;.= 7,0 — 8,0 %). U pacientl s intenzivni
kontrolou DM dochazelo ve srovnani s konvencni skupinou ke zvySené incidenci tmrti
pravdépodobné nasledkem hypoglykemie. Nasledna analyza dat ukézala, ze u pacienti s

HbA1. < 7,0 % byla mortalita srovnatelna s konven¢ni skupinou.
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Yau prokézal, ze prevalence nekteré z forem diabetické retinopatie u pacienti s HbA ¢
<7,0 % je 18 %, zatimco pokud byl HbA;; > 9,0 %, byla prevalence DR 51,2 % (Yau
JW. et al., 2012). Podle autori Zhang a Zhu snizuje intenzivni kontrola glykemie
(HbAy < 6,5 %) riziko vzniku diabetického makularniho edému a progrese DR (Zhu
CH. et al., 2013, Zhang X. et al., 2014).

Mechanismus, kterym hyperglykemie zpisobuje vznik a progresi mikrovaskularniho
poskozeni, vSak dosud neni jednoznacné objasnén. Bylo popsano nékolik navzijem
souvisejicich biochemickych cest, které se snazi vysvétlit spojitost mezi hyperglykémii
a DR (White NH. et al., 2001, Matthews DR. et al., 2004) a jejichz principy dosud
trvaji. Mezi ty patii aktivace polyolové cesty, aktivace diacylglycerol-proteinkinasy C
(DAG-PKC), zvysena exprese rustovych faktort jako vascular endothelial growth factor
(VEGF) a insulin-like growth factor 1 (IGF-1), hemodynamické zmény, zvySena tvorba
kone¢nych produkiy pokrocilé glykace (advanced glycation endproducts AGES),
hexosaminova draha, oxidativni stres, aktivace renin-angiotensin-aldosteronového
systému (RAAS), subklinicky zanét a leukostdza. Jednotlivé zmény spolu souvisi a

navzajem se ovliviyji, jak bude detailn¢ popsano v kapitole 1.3.

1.2.3 Dyslipidemie

Dyslipidemie je jednozna¢nym rizikovym faktorem v rozvoji DM (Ravid M. et al.,
1998) a je spojena i se zvySenym rizikem progrese NPDR a PDR, jak bylo prokazano
Vv epidemiologickych studiich. Hladina celkového cholesterolu u diabetikil 1. 1 2. typu
souvisi s mnozstvim tvrdych exsudatti u diabetické makulopatie (Klein BE. et al., 1991,
Chew EY. et al.,1996), a stim spojenym zhorSenim zrakové ostrosti. Stejné tak pfi
zvysené sérové hlading triglyceroll je rozvoj tvrdych exsudati a DME rychlejsi (Ferris
FL. et al., 1996, Miljanovic B. et al., 2004). Dv¢ novéjsi intervenéni studie ,,Fenofibrate
Intervention and Event Lowering in Diabetes* (FIELD) (Keech et al., 2007) a ,,Action
to control Cardiovascular risk in Diabetes (ACCORD) (Chew EY. et al., 2010)

poukazuji na pozitivni vliv fenofibratu a statini Vv prevenci i 1écbé diabetického

makularniho edému.

Chang a Wu shrnuji poznatky nejenom o zminénych ,tradi€nich® parametrech
lipidového metabolismu, ale i o0 mén¢ Castych lipidovych markerech a jejich vztahu

k DR. Zavaznost DR je nepfimo imérna koncentraci apolipoproteinu Al (ApoAl) a
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pfimo timérna hladiné apolipoproteinu B (ApoB) a poméru ApoB/ApoAl (Chang YC.,
Wu WC., 2013).

1.2.4 Systémova arterialni hypertenze

Pacienti s diabetem c¢asto trpi pfidruZzenou systémovou arterialni hypertenzi (Simonson
DC., 1988). Wisconsin Epidemiology Study of Diabetic Retinopathy a United Kingdom
Prospective Diabetes Study a dalsi studie naznacuji, ze u diabetikd s hypertenzi se DR
CD. et al., 1997, Klein R. et al., 1998, Zander E. et al., 1997) a progreduje rychleji nez u
kontrolni skupiny bez hypertenze (Agardh CD. et al., 1997, Klein R. et al., 1998). V
aktudlnim souhrnném ¢lanku, ktery porovnava zaveéry patnacti randomizovanych studii,
autofi potvrzuji, Ze snizovani tlaku krve ma pozitivni vliv ve 4-5ti leté prevenci
incidence DR (Do DV. et al., 2015). Dalsi studie téZ ukazaly, ze korekce krevniho tlaku
ma ptimy vliv na incidenci DR (Matthews DR. et al., 2004, Yau JW. et al., 2012).

Bylo dokazano, Zze vysoky krevni tlak u diabetickych pacientii spoluptisobi pii
poskozeni endotelu retindlnich cév (Hsueh WA., Anderson PW., 1992, Meyer-
Riisenberg B. et al., 2006). Poskozeny endotel produkuje poté ve zvySené mife ristové
faktory vedouci K progresi jak diabetické, tak hypertenzni retinopatie (Suzuma 1. et al.,

2001).

1.2.5 Genetické faktory

Pro skutecnost, Ze genetické faktory urcuji predispozici ke vzniku mikrovaskuldrnich
komplikaci, svéd¢i klinickd pozorovani a epidemiologické studie. Ve prospéch
genetické hypotézy u DR mluvi zavéry né€kolika studii, které poukazuji na diskrepance
v prevalenci DR u populace z USA (Ng DP., 2010, Kuo JZ. et al., 2014). Signifikantné
vy&§i je prevalence DR u hispanct, afroameri¢anti a Ameri¢anti pochazejicich z Ciny ve
srovnani s bélochy. Mimo to podporuje genetickou teorii 1 fakt, ze néktefi nemocni jsou
po desetiletich trvani diabetu ptes prokazatelné¢ dlouhodobé Spatnou metabolickou
kompenzaci bez organovych komplikaci, a naopak u jinych pacientii je jejich rozvoj
extrémné urychlen, ackoli podle objektivnich kritérii nevybocuje jejich kompenzace

Z praméru (Pelikanova T., 2007).
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V poslednich n¢kolika dekadéach roste pocet studii hledajicich geny predisponujici ke
vzniku DR, piesto ale DR zlstdva jednim z nejkomplexnéjsich, heterogennich a
multifaktoridlnich onemocnéni. Ke genetickému vyzkumu se pouzivaji studie dvojcat,
rodinné studie, identifikace kandidatnich geni a tzv. genome-wide association studie,
ale zddné z nich zatim nepotvrdily vyznamny vysledek a Casto pfinaseji protikladné a
nepiesvédCivé vysledky (Kuo JZ. et al., 2014). Ze zavéri metaanalyz vyplyva, zZe
polymorfizmy genl pro aldézoreduktazu (AKR1B1), VEGF, angiotensin-I konvertujici
enzym, a intracellular adhesion molecule-1(ICAM-1) souviseji s DR, ackoli jednotlivé
studie maji Casto nesourodé nebo dokonce protikladné zavéry (Abhary S. et al., 2009,

Ng DP., 2010).

1.3 BIOCHEMICKE MECHANISMY V PATOGENEZI DR

Patofyziologie diabetické retinopatie a diabetického makularniho edému je studovana
mnoho desitek let, pfesto zlstdva presny biochemicky a molekuldrni mechanismus
jejich vzniku stale ne zcela objasnény. Ackoli se etiopatogeneticky DM 1. typu a DM 2.
typu zietelné 1i8i, maji spolecny faktor, ktery je zodpovédny za vznik a rozvoj DR a
DME. Timto spolecnym patologickym jevem je, jak bylo zminéno vyse, kolisani
koncentrace glukozy v krvi, predevsim hyperglykémie (Bhagat N. et al., 2009, Coscas
G. etal., 2010, Sosna T. et al., 2010).

Intracelularni metabolizmus gluk6zy znézorfiuje schéma na obrazku 1. Po vstupu
glukozy do bunék je glukéza fosforylovana na glukdza-6-fosfat. Jeji metabolické cesty
za fyziologickych podminek znézornuje leva Cast obrazku: probihd oxidace glukozy,
glykolyza, ktera je provazena tvorbou diacylglycerolu (DAG) a je syntetizovan zasobni
glykogen. V ptipadé nadbytku glukézy intracelularné, k némuz dochazi pfi
hyperglykemii zejména v non-inzulin-dependentnich tkéanich, jsou patologicky zvysené
nahradni metabolické cesty, které se za fyziologickych podminek uplatiuji pouze
minimalné. Jde o:

a) akcentaci polyolové cesty,

b) neenzymatickou glykaci proteind,

c) aktivaci proteinkinasy C a

d) indukeci oxidacniho stresu.
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Obrazek 1: Intracelularni metabolismus glukozy (zdroj: Pelikinova T., 2007).
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Tyto ndhradni metabolické cesty gluk6zy poté spousti dalsi biochemické reakce, které
vedou K uvoliovani cytokinl, adhezivnich molekul, mediatori zanétu a rdstovych
faktort. Kli¢ova role v patogenezi DR patii vedle hyperglykemie a oxida¢niho stresu
také lokalni zanétlivé reakci. Aktivace rezidentnich bunék sitnice a infiltrujicich bunék
vede K produkci mnoha mediatort, které muizeme rozdélit na skupinu pusobki
s vazoaktivnimi vlastnostmi, at’ jiz vazokonstrikénimi ¢i vazodilata¢nimi, skupinu
ristovych faktord, a skupin latek, které se uplatiiuji jako mediatory zanétu ¢i maji
prokoagulaéni trombotické vlastnosti. Jednotlivé faktory maji témef pravidelné vice
riznych funkci a vzajemné se ovliviuji. Nékteré z nich plisobi synergicky, jako je tomu
napf. u angiotensinu II a VEGF, nebo se mohou naopak uplatiiovat jako antagonisté.
Prikladem muze byt vazokonstrikéni €inek angiotensinu II a vazodilatacni efekt oxidu
dusnatého nebo protikladny vliv VEGF a pigment epithelium-derived factor (PEDF) na
angiogenezi (Pelikanova T. et al., 2003). Také koncentrace mediatoru podmifiuje
zpisob jeho uc¢inku. Napfiklad oxid dusnaty, ktery ma pii niz§ich koncentracich fadu
,»priznivych® u¢inkli, mize mit pfi vysSich hladinach efekty opacné, indukuje apoptézu
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bunék a tadu toxickych reakci na podkladé tvorby peroxinitratu. Podobné je tomu i u
kyseliny mocové, ktera ma pii vysSich koncentracich za nasledek posun redoxni

rovnovahy (Hayden MR., Tyagi SC., 2004).

1.3.1 Polyolova (sorbitolova) cesta

U diabetu dochazi ke zvySené metabolizaci glukozy polyolovou cestou (obrazek 2).
Enzym aldozoreduktaza je pfitomny v sitnici a za pouziti nikotinamid dinukleotid
fosfatu (NADPH) jako kofaktoru redukuje glukézu na glucitol (sorbitol) v piipadé, ze
jsou nasyceny normalni cesty metabolismu glukézy pii hyperglykemii (Murray RK. at
al., 2013). Vznikly glucitol je sorbitoldehydrogendzou dale konvertovan na fruktozu.
Glucitol vznikajici intracelularné vSak neprochazi bunéénymi membranami a hromadi
se uvnitt bunék, coz vede ke zpomaleni jeho metabolizace na fruktézu (Gabbay KH.,
1975, Kinoshita JH., 1990) a jeho hromadéni mé za nasledek naptiklad osmotické
poskozeni bungk sitnice (Gabbay KH., 1973).

Obrazek 2: Polyolova cesta metabolismu glukozy (zdroj: Tarr JM. et al., 2013)

inhibitory
reduktazy
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- reduktaza -dehyd rogendza -
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osmotické poskozeni

Fruktoza produkovana polyolovou cestou muze byt dale fosforylovana na fruktéza-3-

fosfat, ktery mize byt degradovan na 3-deoxyglukoson. Obé tyto molekuly maji vysoce
reaktivni potencial a mohou vést ke zvysené produkci AGEs (Szwergold BS. et al.,
1990).

Spotfeba NADPH jako kofaktoru polyolové cesty snizuje jeho dostupnost v buiikach.

NADPH je ale zaroven kofaktorem glutathion-reduktdzy, ktera regeneruje intracelularni
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hladinu glutathionu. Nedostatek NADPH tak snizuje antioxida¢ni kapacitu bunék
(Barnett PA. et al., 1986). Vnikly posun rovnovahy NADH/NAD+ je oznacovan jako
spoustéci mechanismus NADH oxidazy, kterd zvySuje produkci volnych kyslikovych

radikala v bunkach (Lasségue B., Clempus RE., 2003).

Studie zabyvajici se roli polyolové cesty v patogenezi diabetické retinopatie ukazuji, ze
hladina aldézoreduktazy a glucitolu je zvySena v riznych sitnicovych strukturach jako
kapilarnich pericytech (Li W. et al., 1986, Hohman TC. et al., 1989), retinalnich
endotelialnich bunikach (Chakrabarti S. et al., 1987, Dagher Z. et al., 2004, Darel VR. et
al., 2008), gangliovych bunikach (Chakrabarti S. et al., 1987, Cheung AKH. et al.,
2005), Miillerovych buinikach (Chakrabarti S. et al., 1987), builkkdch retindlniho
pigmentového epitelu (Chakrabarti S. et al., 1987) a neuronech (Cheung AKH. et al.,
2005). Tyto studie také dokazuji, ze zvySend hladina aldozoreduktazy zaroven koreluje

S poruchou sitnicovych bunék.

Polyolova cesta také souvisi s dalSimi patofyziologickymi zménami, které se objevuji u
DR. Jednou z nich je ztlu§téni bazalni membrany sitnicovych kapilar ( Roy S., Lorenzi
M., 1996, Lee SE. et al., 2010), nebo leukostaza (Chibber R. et al., 2007). Diky
vysokym koncentracim glucitolu v bunikach ¢ockového epitelu dochazi u diabetikii také

k rychlejsi progresi katarakty (Murray RK. et al., 2013).

Hypotéza, povazujici roli aldézoreduktazy ve vniku DR za kli€¢ovou, ma své odpiirce
vzhledem k nepiesvédéivym vysledkim klinickych studii. Nékolik studii in vitro a na
zvitecich modelech ukézalo, Ze podavéni inhibitorii aldézoreduktdzy miize mit pfinos
v prevenci DR snizenim adheze leukocytli, a zachovanim funkce hematoretinalni
bariéry (Lightman S. et al., 1987, Kato N. et al., 2003, Cusick M. et al., 2003). AvSak
klinickd studie s podavanim inhibitort ald6ézoreduktdzy ,,Sorbinil retinopathy study*
neukazala statisticky signifikantni klinicky prospéch (Oates PJ., Mylari BL., 1999,
Obrosova IG. et al., 2003).

1.3.2 Neenzymaticka glykace proteint

Tvorba a hromadéni kone¢nych produktti pokrocilé glykace (AGES) patii mezi dalsi
metabolickou cestu, jez hraje roli v etiologii diabetické retinopatie (Peppa M. et al.,
2003, Shin ES. et al., 2014). AGEs se za normalnich okolnosti tvofi v lidském téle jiz

od embryonalniho obdobi a v prubéhu zivota se hromadi. U diabetikt je jejich tvorba,
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diky zvySené dostupnosti glukozy, vyrazné urychlena (Peppa M. et al., 2003). AGEs
pfedstavuji heterogenni skupinu molekul a vznikaji neenzymatickou reakci
karbonylovych skupin redukujiciho cukru s volnou aminovou kyselinou bilkovin, tuki
nebo nukleovych kyselin. Tato reakce byla poprvé popsana Louisem Maillardem, ktery
pozoroval hnédnuti bilkovin pii zahiivani s cukry. Maillardova reakce probihd ve tiech
krocich: iniciace, propagace, terminace (obrazek 3) (Obsil T., Pavlicek Z., 1997,
Kalousova M. et al., 2006).

Obrazek 3: Vznik pokrocilych produktii glykace (zdroj: Kalousova M. et al., 2006)
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(Maillardova reakce)

Iniciace — reakce je iniciovana neenzymovou kondenzaci aldehydové skupiny
redukujiciho cukru a aminové skupiny za vzniku nestabilni Schiffovy base. Tvorba base
probihé rychle a k dosazeni rovnovahy dochézi v pribéhu par hodin. Tento typ reakce je

reverzibilni.

Propagace — Schiffova base béhem nékolika dni podléha chemickému piesmyku za
vzniku stabilnéjSich struktur, které se oznacuji jako tzv. Amadoriho produkty. Tyto
struktury maji charakter ketoaminu. Amadoriho produkty jsou do wurcité miry
reverzibilni, jejich rovnovéaha je znacné posunuta ve sméru jejich tvorby. Ustaleny stav
nastava béhem 20-30 dni. Dale b&hem propagace mohou byt Amadoriho produkty
rozkladany na karbonylové slouceniny jako glyoxal, methylglyoxal, deoxyglukoson.
Deoxyglukoson vznika pfi vys§im pH, kdy Amadoriho produkty enolizuji v pozici mezi
druhym a tfetim uhlikem a tim eliminuji amin z prvniho uhliku. Tyto slou€eniny jsou
velmi reaktivni a jsou to vlastni propagatory neenzymatické glykace, které zpiisobuji

nevratné molekularni zmény proteini.

Terminace — v posledni fazi reaguji Amadoriho produkty nebo jeho degradaéni
slouc¢eniny s volnymi aminoskupinami proteinti s dlouhou zivotnosti (kolagen, elastin,

myelin). Vznikaji konecné produkty pokrocilé glykace — AGEs. Dané procesy jsou
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ireverzibilni a trvale poskozuji tkang, ve kterych se ukladaji. Klicova charakteristika
prekurzorit AGEs je jejich schopnost tvofit pii¢né kovalentni vazby mezi proteiny a tim
meénit jejich strukturu a funkci. K tomuto dochazi v bunécné matrix, v bazalnich
membranach a cévnich sténach. Kromé toho se AGE mohou vazat na AGE-vazajici
receptory bunéénych povrchi a modulovat tak bunécné funkce. Interakci s receptory
mohou AGE spustit prooxidacni a prozanétlivé procesy (Hammes HP. et al., 1991,

Knels L. et al., 2008, Wang AL. et al., 2007).

AGEs jsou dilezitym patogenetickym mediatorem témei vSech komplikaci diabetu.
Pritomnost AGEs je popsdna u diabetické nefropatie a jejich hladina koreluje se
zévaznosti diabetické retinopatie (Zong H. et al., 2011). Nadmérné hromadéni AGE
prispiva k mikrovaskularnim zménam sitnicovych cév, méni jejich rigiditu a poskozuje
pojivovou tkan. In vitro byla prokdzana jejich toxicita pro pericyty i mitogenni ptisobeni
na endotelové bunky (Sosna T. et al., 2012). Tento proces pak ma za nasledek hypoxii,

ischemii, zanét a alteraci vitreomakularniho rozhrani.

Na vyvoji diabetické retinopatie se podili interakce AGEs se specifickymi receptory
bunééného povrchu. Mezi tyto AGE receptory patfi RAGE, galektin-3, CD36 a
macrophage scavenger receptor (Zong H. et al., 2011). Vazba AGEs na tkanovy RAGE
vede, mimo jiné aktivaci exprese VEGF-A, kendotelidlni dysfunkci a poruseni
hematoretindlni bariéry u diabetické retinopatie a diabetického makularniho edému
(Okamoto T. et al., 2002, Matter K., Balda MS., 2003). Experimentalni studie dokazuji,
ze solubilni RAGE (sRAGE) blokuje mechanismy vedouci k cévni dysfunkci a progresi
diabetické retinopatie (Kaji Y. et al.,2007, Grossin N. et al., 2008).

1.3.3  Aktivace proteinkinasy C

Proteinkinasa C (PKC) je rodina asi 12 enzymu, z nichZ isoforma B% je u diabetikt
1998). PKC je serin-threonin kinasa, ktera je soucasti mnoha fyziologickych
molekularnich kaskad, a ucastni se odpovédi na specifické stimuly rastovych faktort,
hormonalni a neuronalni impulzy. U diabetu zvySuje hyperglykemie de-novo syntézu
diacylglycerolu, ktery je pfirozenym aktivatorem PKC (Koyta D., King GL., 1998,
Wang QJ., 2006). Aktivaci PKC dochazi k up-regulaci mnoha patologickych
metabolickych procest, které se podileji na patogenesi a progresi diabetické retinopatie

(obrazek 4). PKC se tak podili na zméné syntézy proteind extracelularni matrix a jeji
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remodelaci. Mimo to md PKC vliv na endotelidlni dysfunkci a leukostazu, které vedou
ke kapilarni okluzi, zvySené endotelidlni permeabilité a poruse retinalni hemodynamiky.
V sitnicové tkani zvySuje PKC expresi VEGF (Koyta D., King GL., 1998, Aiello LP. et

al., 1997, 2006) a zaroven indukuje apoptozu retindlnich neuront.

Obrazek 4: Role PKC v up-regulaci patologickych metabolickych procesii, podilejicich
se na patogenesi a progresi DR (zdroj: Tarr JM. et al., 2013)
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| vptipadé¢ PKC byla snaha najit vhodny terapeuticky cil ve form¢ specifického
inhibitoru PKC- B% a jsou popsany Gspéchy experimentalnich i klinickych studii (Joy
SV. et al., 2005, Clarke M., Dodson PM., 2007). Uziti inhibitorii PKC v interven¢nich
studiich sice nevedlo k prevenci DR, ale sniZilo signifikantné riziko ztraty zraku (Clarke
M., Dodson PM., 2007). I piesto nebylo doporuceno jejich podavani v klinické praxi
Z toho davodu, Ze inhibice PKC by mohla narusit fyziologické metabolické procesy

(Tarr JM. et al., 2013).

1.3.4 Oxidacéni stres

Oxidacni stres, ktery provazi hyperglykemii, je definovan jako poruSend rovnovaha
mezi tvorbou volnych radikali a antioxidanim obrannym systémem organismu.
Oxidacni stres a vysledné poSkozeni tkané jsou hlavnimi znaky chronickych
onemocnéni a bunécné smrti. V soucasné dobé je oxidacni stres povazovan za klicovou

pfi¢inu rozvoje pozdnich komplikaci DM (Skrha J., 2010).
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Reaktivni formy kysliku a dusiku

Prooxidacni potencial maji reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku
(RNS), souhrnné¢ RONS. Mezi RONS ftadime jak radikaly (napf. superoxidovy,
hydroxylovy), tak latky které sice radikdly nejsou (napt. peroxid vodiku, oxid dusny,
kyselina chlorna), ale radikal z nich mize snadno vznikat (Kalousova M. et al., 2006).
Zpravidla se jedna o vysoce reaktivni Castice, které reaguji s biologicky aktivnimi
molekulami, jako jsou mastné kyseliny a lipidy, aminokyseliny a proteiny,
mononukleotidy a polynukleotidy (nukleové kyseliny). Po reakci s RONS se pak
molekula sama méni na radikal a dochazi k fetézové propagaci reakce (Stipek S. et al.,
2000). Produkce RONS je v organismu velice piisné regulovana. Pokud vsak dojde
k selhani regulacnich mechanismii, mutze dojit K patologické reakci zpusobené

oxida¢nim poskozenim.

RONS vznikaji v téle za normalnich podminek v mitochondridlnim elektronovém
transportnim  fetézci, v reakcich katalyzovanych napf. cytochrom P450
monooxygenasou, NADPH-oxidasou a isoformami syntazy oxidu dusného (NOS).
V ptipadé, Ze zvySena produkce RONS vede k piekroceni antioxidacni kapacity
organismu, dochazi k poskozeni DNA, proteinti a lipidi v bunéénych membranach.
V diabetické sitnici byl soucasné s vyssi koncentraci ROS prokazan také nedostatek
enzymili a vychytavacli volnych radikald, jako superoxid dismutdzy, glutathion
reduktazy a glutathion peroxidazy, které za normalnich okolnosti udrZuji redoxni
rovnovahu (Haskins K. et al., 2003). RONS jsou velice reaktivni, v tkani méni
chemickou strukturu a biologické vlastnosti makromolekul a tim se spousti mechanismy

ucastnici se patogenese DR (Hartnett ME. et al., 2005, Kowluru RA., Chan PS., 2007).

V endotelidlnich bunkéach pii hyperglykemii dochazi k transportu gluk6ézy do bunky
podle koncentra¢niho gradientu. ZvySena intracelularni koncentrace gluk6zy podmini
vystuptiovanou glykolyzu s naslednym zpracovanim pyruvatu v Krebsové cyklu. Tim se
zvySuje nabidka elektronli pro dychaci fetézec v mitochondriich. PienaSeCe elektront
NADH a FADH; vSak dodavaji pii hyperglykemii do fetézce tolik elektront, Ze gradient
napéti na membran¢ mitochondrie dosahne kritické hodnoty a elektrony z komplexu Q
pak alternativné vytvareji z molekularniho kysliku superoxidovy radikal. Jeho vyssi
tvorba znamena nebezpeci pro normalni pribeh reakci uvniti builky, véetné vzniku

mutaci DNA. Ty jsou opravovany reparacnimi enzymy, jako napf. polymeraza ADP-
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ribozy. ZvySena tvorba superoxidového radikalu aktivuje polymerdzu ADP-ribdzy,
kterd inhibuje klicovy enzym glykolyzy, glyceraldehydfosfatdehydrogenazu. Tim se
blokuje pfeména glukézy na pyruvat a zvySuje se nabidka pro alternativni cesty
zpracovani glukozy cestou PKC, polyolovou cestou, neenzymatickou glykaci a
hexosaminovou cestou (Skrha J., 2010). Metabolické souvislosti hyperglykemie a

oxidac¢niho stresu pfi rozvoji DR jsou schématicky znazornény na obrazku 5.

Vysoké koncentrace ROS v sitnici diabetikd byly popsany v souvislosti se ztratou
pericytll, vznikem acelularnich sitnicovych kapilar, zvySenou cévni permeabilitou a

ztlusténim bazalnich membran (Shin ES. et al., 2014).

Obrazek 5: Cesty, které vedou, vlivem oxidacniho stresu, v sitnici diabetikii k rozvoji
DR (zdroj: Kowluru RA., Chan PS., 2007)
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Na bunééné urovni je intracelularni organelou, ktera je v pfipadé chronické
hyperglykemie u diabetu nejdiive poskozend vysokymi koncentracemi glukozy,
mitochondrie (Shin ES. et al., 2014). Vysoka koncentrace glukézy a jeji metabolicky
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obrat mél u bovinnich sitnicovych endotelidlnich bunék za nésledek zvySeny
membranovy potencial a vys§i koncentraci ROS v mitochondriich. Vysoky
membranovy potencidl a koncentrace ROS zaroven korelovaly s rozsahem bunééné

smrti (Cui Y. et al., 2006).

Jak vyplyva z obrazku 5, oxida¢ni stres ma tizkou spojitost nejenom s metabolickou
nuklearniho faktoru kappaB (NF-kB). NF-kB spousti expresi pro-apoptotickych
proteini v pericytech a bunkach retinalniho endotelu (Shin ES. et al., 2014). Mezi
prozanétlivé mediatory, které se ucastni patogeneze DR, patii inducibilni NOS (iNOS).
Ten je up-regulovan v diabetické sitnici a hraje kli¢ovou roli v patogenezi vaskularniho

poskozeni béhem ¢asnych fazi DR (Zheng L. et al., 2007).

V diabeticke sitnici byly prokdzany také vysoké koncentrace endotelové NOS (eNOS),
které vyrazné korelovaly s leukostazou a se stupném poruseni hematoretinalni bariéry
(Haskins K. et al., 2003). V endotelové bunce reaguje vznikly oxid dusnaty se
superoxidovym radikdlem za vzniku vysoce nestabilntho a cytotoxického
peroxynitritového radikalu. Touto reakci se snizuje mnozstvi i dostupnost oxidu

dusnatého pro vazodilataéni efekt a dalsi jeho piiznivé u¢inky (Skrha J., 2010).
Kyselina mocova

Kyselina mocova je u ¢lovéka konecnym produktem odbouravani purind (tj. derivath
purinu: adeninovych a guaninovych bazi, nukleosidi a nukleotidii vyskytujicich se
v buiikkach jako souc€ast koenzyml nebo nukleovych kyselin); vznikd v reakci
katalyzované enzymem xanthinoxidasou. Celkovy obsah kyseliny mocové v téle je
pfiblizn€ 1 g. Kyselina mocova pochazi ze tii zdroji: a) z nukleotidli potravy, b) z
katabolismu tkanovych nukleoproteint a c) z vlastni biosyntézy (Murray RK. et al.,

2013).

Kyselina mocova neni vSak pouhou odpadni latkou, nebot ma také antioxidacni
vlastnosti. Lidsky organismus s ni ucelné¢ hospodafi; ackoli jde o jeden z kone¢nych
produkti metabolismu, 90 % kyseliny mocové se v tubulech ledvin reabsorbuje. Udava
se, ze kyselina mocova piedstavuje 35 - 65 % celkové antioxidaéni kapacity krevni

plazmy (plazmatické proteiny predstavuji 10 - 50 %, askorbat do 24 % a alfa-tokoferol
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5-10% celkové antioxidacni kapacity) a je tedy jejim nejhojné&jSim antioxidantem

(Kvasnicova V., 2014).

vvvvvv

hydroxylového radikalu (HO"). Souvisi se schopnosti kyseliny mocové vazat zelezo a
med’ za tvorby stabilnich koordina¢nich komplex, které nepodporuji radikéalové reakce.
Kyselina mocova se pii tvorbé koordinacni vazby s kovovymi ionty neoxiduje a neméni
svoji strukturu, vazbou ionti piechodnych kovi vsak dochazi k inhibici Fentonovy
reakce (Kvasnicova V., 2014). Pfi této reakci vznikd z peroxidu vodiku v pfitomnosti
volnych iontt Fe?* nebo Cu* hydroxylovy radikal (HO"). Hydroxylovy radikal je velice
reaktivni a ve tkani okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami (nenasycenymi
mastnymi kyselinami, aminokyselinami a bazemi nukleovych kyselin) (Kalousova M. et
al., 2006). Vazbou Zeleza také dochazi k vyrazné inhibici oxidace askorbatu, probihajici
za piitomnosti iontl Zeleza a kK potlaeni peroxidace lipida. Brani také reakci
hemoglobinu s peroxidy, zabranuje lyze erytrocytt vlivem peroxida¢niho poskozeni a
reaguje s mnoha reaktivnimi formami kysliku, které se tvofi v organismu, vychytava

napt. alkoxylové radikaly (RO") i kyselinu chlornou.

Volné kyslikové radikdly mohou neenzymaticky ménit kyselinu moc¢ovou na alantoin.
Jeho koncentrace v krevni plazmé nebo moc¢i muze slouzit jako ukazatel zatéze
organismu volnymi radikaly. Po reakci shydroxylovym radikalem a s perferylovymi
radikdly (komplexy Zeleza s aktivnim kyslikem) se urdt méni na radikal (uratovy
anionradikal, jehoz nesparovany elektron je lokalizovan na péticlenném kruhu), ktery
muze biologicky skodit (Kvasnicova V., 2014). Tento uratovy radikal mize byt uc¢inné
vychytan kyselinou askorbovou, jejiz reduk¢ni potencial je nizsi (Murray RK et al.,
2013).

Bylo prokazano, Ze pacienti s DM maji vys$i plazmatickou koncentraci kyseliny
mocové a Ze hyperurikémie a hyperinsulinémie spolu souviseji, nicméné podstata této
skute¢nosti dosud objasnéna nebyla (Chaudhary K. et al, 2013). Vliv kyseliny mocové
na rozvoji diabetickych komplikaci dokazuji piedev§im studie z nefrologie a
kardiologie, u diabetické retinopatie jeji role dosud zkoumana nebyla. Podle zavért
epidemiologickych studii podporuje zvySena hladina kyseliny mocové v séru vznik
inzulinové rezistence a hypertenze, a tim se podili na patofyziologickém mechanismu
metabolického syndromu (Hayden MR., Tyagi SC., 2004, Sowers JR. et al., 2011,

Sowers JR., 2013, Aroor AR. et al., 2013, Jalal DI. et al., 2013). Metaanalyza jedenécti
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kohortovych studii s 42,834 pacienty potvrdila, ze sérova hladina kyseliny mocové
pozitivng¢ koreluje se vznikem DM 2. typu (Kodama S. et al, 2009). Dale souvisi vysoké
hladiny kyseliny mocové s endotelovou dysfunkci, snizenou elasticitou cévnich stén a
nespravnou aktivaci renin-angiotensin-aldosteronového systému a tyto abnormalni
procesy poté¢ vedou ke vzniku vaskuldrnich, kardidlnich a rendlnich onemocnéni
(Hayden MR., Tyagi SC., 2004, Sowers JR., 2013, Aroor AR. et al., 2012, Jalal DI. et
al., 2013).

Zvysena hladina kyseliny mocové se také jevi jako jedna z pfiCin zvySené produkce
oxidu dusnatého, nadmérného oxidacniho stresu a neadekvatni imunitni a zanétlivé
odpovédi (Aroor AR. et al., 2013). Podle autori Hayden a Tyagi mtze dochazet k
posunu oxida¢né-redukéni rovnovahy kyseliny mocové (tzv. “urate redox shuttle”) a
kyselina mocova, ktera za fyziologickych podminek plsobi jako antioxidant, se
paradoxn¢ stava oxidantem a podili se na endotelidlnim poSkozeni cestou oxidac¢niho

stresu (Hayden MR., Tyagi SC., 2004).

V literatufe je pouze jedna prace, kterd sledovala vztah kyseliny mocové a diabetické
retinopatie. Podle té je mozné, Ze kyselina mocovd se podili na snizeni totalni
antioxidacni kapacity sklivce u DM, coz pfispivé k poruseni hematoretinalni bariéry a

progresi PDR cestou indukce VEGF (Yokoi M. et al., 2005).
1.3.5 Renin-Angiotensin-Aldosteronovy systém

Renin-Angiotensin-Aldosteronovy systém (RAAS) je endokrinni systém, ktery reguluje
krevni tlak a rovnovahu télnich tekutin. VSechny soucasti systétmového RAAS jsou
pritomné také lokalné¢ v mnoha tkdnich (napf. v ledvinach, srdci, cévach i sitnici).
Lokalni RAAS je fizen nezavisle na systétmovém RAAS a v patogenesi DR je
prokézana ucast systémového i lokdlniho RAAS (Rahimi Z. et al., 2014). V sitnici
hlodavci i €loveka byly identifikovany nejenom vSechny komponenty RAAS, ale také
receptory pro angiotensin 1 a 2. Klinické i experimentalni studie na modelech DR a u
hypoxii spusténé retinalni angiogeneze prokazaly up-regulaci slozek RAAS (Wilkinson-
Berka JL., 2006). Nejdulezitéjsi v patogenezi DR se jevi zvySena koncentrace reninu,
angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE), angiotensinu II a receptoru pro angiotensin |
(Funatsu H. et al.,, 2002, Wilkinson-Berka JL., 2006, Rahimi Z. et al., 2014).
Patofyziologicky mechanismus, kterym RAAS pftispiva ke vzniku a vyvoji DR, neni

presné znam. Predpoklada se, ze zvySend exprese ACE v diabetické sitnici ma
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nepfiznivé ucinky na krevni pritok sitnici a cévni strukturu (Rahimi Z. et al., 2014). In
vitro studie ale naznacuji, ze angiotensin Il a ACE se spolupodili na aktivaci PKC a
VEGF (Otani A. et al., 1998, 2000) rastovy fakotr odvozeny od desticek (platelet-
derived growth factor; PDGF) a rustovy faktor pojivové tkané (connective tissue growth
factor; CTGF), a to podporuje abnormalni angiogenezi a urychluje progresi DR
(Wilkinson-Berka JL., 2006, Rahimi Z. et al., 2014).

1.3.6 Riistové faktory

Dosud bylo popsano velké mmnozstvi ristovych faktord, které pfispivaji k vyvoji

diabetické retinopatie. Patii mezi né:

zakladni fibroblastovy riastovy faktor (basic fibroblast growth factor; bFGF)

(Hueber A. et al., 1996),

- rastovy faktor-1 podobny insulinu (insulinlike growth factor-1; IGF-1)
(Wilkinson-Berka JL. et al., 2006),

- angiopoetin 1 a 2 (Patel Jl.et al, 2005, Rangasamy S. et al., 2011),

- rastovy faktor-1 odvozeny od stromatu (stromal-derived growth factor-1; SDGF)
(Brooks HL. Jr. et al., 2004),

- epidermalni rastovy faktor (epidermal growth factor, EGF) (Lev-Ran A. et al.,
1990),

- transformujici rustovy fakotr-f 2 (transformig growth factor-f 2; TGF-$ 2) (Min
SH. et al., 2006),

- rastovy fakotr odvozeny od desti¢ek (platelet-derived growth factor; PDGF)
(Praidou A. et al., 2009) a

- erytropoetin (Eckardt KU., 2009).

Vascular endothelial growth factor

Nejvyznamnéj§im a nejlépe prozkoumanym ristovym faktorem v souvislosti
s diabetickou retinopatii je VEGF (Simé R., Hernadndez C., 2008). VEGF je
homodimericky glykoprotein, ktery patii do skupiny rastovych faktorti a vyskytuje se ve
ctyfech izoformach, z nichz kazdy monomer je slozen ze 121, 165, 189, nebo 206
aminokyselin (Tarr JM. et al., 2013). Experimentalni i klinické vyzkumy ukazaly, ze ze
vSech izoforem VEGF nejcastéji se vyskytuji izoformy 165 a 121. Zatimco izoforma
121 je dulezita pro fyziologickou obnovu cévniho systému, na vzniku a progresi DR se
podili pfedev§im izoforma 165 zodpovédnd mimo jiné =za patologickou
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neovaskularizaci. VEGF je za fyziologickych okolnosti v oku nezbytny pro trofiku
choriokapilaris a ma neuroprotektivni vliv na sitnici pfi retinalni ischémii (Agarwal P. et

al., 2014).

VEGF byl imunochemicky prokdzan ve sklivei, ale i v glidlnich bunkach sitnice
(Miillerovych bunkach) a v glidlnich buinkach zrakového nervu. Sklivcové i sérové
hladiny VEGF jsou zvysené jiz v ¢asnych fazich diabetické retinopatie a je popsano, zZe
jeho koncentrace ptimo koreluje se zdvaznosti ocniho postizeni (Caldwell RB. et al.,
2003). Hlavnim stimulem pro zvySenou tvorbu a aktivitu VEGF je pfedev§im hypoxie
(Abcouwer SF., 2013). K hypoxii sitnice u DR dochazi diasledkem a) kapilarni okluze,
kterd je zpusobena leukostdzou a b) tzv. kapildrniho dropoutu, zplsobeného smrti
pericytd a bunék endotelu. Ischemie vede k hromadéni hypoxia-inducible factor-la
(HIF-1o) v buiikach sitnice, ktery svou vazbou na hypoxia response element (HRE)
aktivuje expresi VEGF a dalSich proangiogenetickych faktorii jako erytropoetin a
angiotensin Il (Abcouwer SF., 2013). Podle autortt Wang et al. byla koncentrace VEGF
and HIF-1a ve sklivci u pacientd s PDR ve srovnani s kontrolami signifikantné vyssi
(Wang X. et al., 2009). Dalsi studie naznacuji, Ze angiotensin II se jednak spolupodili na
aktivaci VEGF a jednak spole¢né s nim podporuje novotvorbu patologickych cév a
urychluje progresi DR (Rahimi Z. et al., 2014, Tarr JM. et al., 2013).

VEGF ovlivituje bunécné funkce svou vazbou na dva membranové vazané tyrosin
kinazové receptory (Takahashi H., Shibuya M., 2005). Navazani VEGF na membranové
receptory aktivuje dva mozné intraceluldrni mechanismy: a) otevieni kalciovych kanali
a vnik vapenatych iontd do bunék nebo b) MAP-kinazovou signalni cestu. Vysledkem
obou cest je potom ztrata endotelidlnich zonulae ocludentes, zvySena permeabilita
sitnicovych cév a poruSeni hematoretinalni bariéry. Mimo to VEGF cestou zvySené
exprese adheznich molekul (ICAM-1) a NOS endotelovymi buiikami podporuje adhezi
leukocytti k bunécné membrané endotelu (Tarr JM. et al., 2013).

Pigment Epithelium Derived Factor

Na tkanovych kulturach a zvifecich modelech bylo prokazéano, Ze Pigment Epithelium
Derivated Factor (PEDF) je doposud nejucinnéjs$i zndmy inhibitor angiogeneze a
endogenni protizanétliva latka (Duh EJ. et al., 2002). Hladina PEDF je u pokrocilych
forem sitnicového postizeni oproti nediabetikiim nizsi; predpoklada se tedy, ze

nedostatek protekéniho pisobeni PEDF muzZe vést ke vzniku a progresi diabetické
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retinopatie (Ogata N. et al., 2002). Nizké hladiny PEDF souviseji mimo jiné i se
snizenou celkovou antioxidacni kapacitou, jez pfispiva k poruseni hematoretinalni
bariéry a k rozvoji proliferativni formy diabetické retinopatie, jak bylo popsano vyse
(Spranger J. et al., 2001, Yoshida Y. et al., 2007, Tombran-Think J, 2010). In vitro
studie dokazuji, ze PEDF potlacuje aktivitu NADPH-oxidazy a tim pfispiva k zachovani
redoxni rovnovahy (Amano S. et al., 2005, Yamagishi S. et al., 2006).

Zavery aktualnich studii také naznaCuji, Ze rovnovdha mezi angiogennimi a
antiangiogennimi faktory u diabetické retinopatie je porusena (Praidou A. et al., 2010),
a ze jejich vzajemné spolupiisobeni je rozhodujici pro progresi sitnicového poskozeni

(Simé R. et al., 2006).

1.4 LOKALNI FAKTORY V PATOGENEZI DR

V poslednich letech bylo shromazdéno rozsahlé mnozstvi novych poznatki tykajicich se
patogenetickych  mechanismi  rozvoje DR. Zjednodusené schéma rozvoje

mikrovaskularnich komplikaci znazornuje obrazek 6.

Obrazek 6: Patogeneze diabetické retinopatie (prevzato a upraveno z Pelikanovad T.,
2007)
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pfi vzniku DR, je hyperglykémie. Zavaznost vaskularni patologie je vSak vyznamné
ovlivnéna genetickou dispozici jedince a je modifikovana dalSimi metabolickymi a

hemodynamickymi faktory.

Mechanismy, které vedou k remodelaci tkéani, nejsou specifické pouze pro diabetickou
mikroangiopatii, ale obdobné procesy se uplatiiuji také v pribéhu fady dalSich
degenerativnich nebo autoimunitnich vaskulopatii, s tim rozdilem, ze pfi DM jsou

spoustény hyperglykemii (Pelikanova T., 2007).

Podstatou rozvoje diabetické mikroangiopatie je komplex zpocatku funk¢nich a pozdéji
strukturalnich zmén, které se projevi v dysregulaci a) krevniho pritoku, b) bunééného
ristu (apoptoza, proliferace, hypertrofie) a ¢) vedou k proliferaci vaziva, zmnozeni
extracelularni hmoty a ztluSténi bazalnich membran. Pfitom zmény v extracelularni
hmoté nejsou pouze kvantitativni, ale zahrnuji i zmény kvalitativni (relativni zmnozeni
kolagenu typu IV, laminimu a fibronektinu; relativni pokles heparansulfatu).

Diusledkem je pak rozvoj morfologicky fixované organové patologie (Pelikdnova T. et

al., 2012).

1.41 PoSkozeni bunék cévni stény a autoregulace toku krve

Pro DM je typické, ze klasické mikrovaskuldrni komplikace postihuji organy, jejichz
bunéény energeticky metabolismus je vazany na oxidaci glukézy a nemaji
enzymatickou vybavu, kterd by umoziiovala vyuzit jako zdroj energie mastné kyseliny
(Pelikanova T. et al., 2012). Obecné se glukdéza do bunck dostava dvéma riznymi
mechanismy: a) na insulinu zavislym transportem glukozy, ktery je zprostiedkovan
glukézovymi transportéry 4 (GLUT 4) a b) na inzulinu nezavislym transportem. Ten je
zajistén také glukodzovymi transportéry (tkanove specifického prenasece: GLUT-1 az
GLUT-7), které vsak jsou jinak geneticky kodovany, maji pozménéné sloZeni
aminokyselin. DileZité je, Ze nejsou aktivovany insulinem, ale zejména hyperglykémii a
hypoxii. Pro vétSinu bunck orgédnt, které jsou postiZzeny klasickymi mikrovaskularnimi
komplikacemi, je charakteristické, Ze nejsou vybaveny GLUT 4. Transport glukozy do
téchto bunck je zajiStén na insulin nezavislym mechanismem a zéavisi predev§im na
koncentracnim spadu. Bunky tak maji omezenou schopnost regulovat vstup glukézy a

branit se jejimu “toxickému vlivu” pii hyperglykémii (Pelikanova T. et al., 2012).
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Morfologické a funkéni zmény se tykaji nejen endotelu a cévni stény, ale celé tady
dalsich bunck, at' jiz rezidentnich, ¢i bun€k imunokompetentnich, které infiltruji
postizeny organ. V rdmci DR jsou v retiné kromé bun¢k cévni stény poskozeny i

neurony, glie a pigmentovy epitel sitnice.

Retinalni cévy postradaji sympatickou inervaci, pritok krve je lokaln¢ regulovan a
piizpiisobovan metabolickym potfebam. Autoregulaci umoziuji svalové bunky ve sténé
arteriol a pravdépodobné i pericyty kapilar. ZvySeny pratok krve sitnici je stejné jako
glomerularni hyperfiltrace prvni funkéni zménou, kterd signalizuje rozvoj organového
posSkozeni a zéarovenn urychluje jeho progresi. Chronickd hyperglykémie poskozuje
autoregulacni schopnosti sitnicovych cév, které napiiklad nejsou schopny reagovat
priméfenou vazokonstrikci na experimentalni hypoxii (Fiser, 1., 2007).

Cévni sténa retinalni mikrovaskulatury obsahuje endotelové buiiky a pericyty, které
mezi sebou komunikuji a jejich vzajemné interakce jsou ovlivnény vlastnostmi

extracelularni matrix (ECM) (Beltramo E. et al., 2003).

Pericyty

Pericyty jsou builky, které za normalnich okolnosti tvoti sténu retindlnich cév, udrzuji
jejich stabilitu, a v nich obsazeny aktin odpovida za kontraktilitu cév. Pericyty obaluji
sténu sitnicovych kapilar a sdileji s endotelem bazalni membranu. Za normadlnich
okolnosti je pomér pericyti a endotelidlnich bunék 1:1, coz je vyssi nez v jakémkoli

jiném organu (0,3:1 vplicich a 0,1:1 v mozku) (Sheporo D., Morel NM., 1993).

wevr

Pericyty produkuji fadu vazoaktivnich latek, napt. prostacyklin a chrani endotel pted
poSkozenim lipoperoxidy. Jejich hlavni funkci vSak je inhibovat proliferaci
endotelovych bunék prostfednictvim TGF-B. Uplatiiuji se proto jako dileZzity Cinitel,
ktery kontroluje novotvorbu cév (Hammes HP., 2003, 2005). Funkci a rozvoj pericytl
podporuje PDGF-B (platelet-derivated growth factor-B). Chronickou hyperglykemii,
pravdépodobné polyolovou cestou, je narusena sekrece PDGF-B a pericyty nasledné
podléhaji apoptoze (Fiser, 1., 2007). Apoptdza je casnou morfologickou zménou
pericytd, jejiz typickym projevem je vznik acelularnich kapilar, které jsou méné odolné
vici hydrostatickému tlaku a predisponuji ke vzniku mikroaneurysmat (Shin ES. et al.,
2014). Ztrata pericytt je typickym projevem DR a nebyla pozorovana pii vaskulopatiich

sitnice jiné etiologie. Pomér pericytl a endotelidlnich bunék kleséd z normalnich hodnot
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1:1 na 0,3:1 az 0,1:1 v pokrocilejsich stadiich DR, a to pfes to, ze apoptoze podléhaji 1
bunky endotelu (Podesta F. et. al.,, 2000). Denzita pericytd je nepfimo Umeérna

vaskuldrnim abnormalitam sitnice (Shin ES. et al., 2014).

Endotel

Endotel vytvaii selektivni bariéru mezi vaskularnim lumen a sitnici a tvofi hlavni slozku
hematoretindlni bariéry. Transport metabolitl a Zivin z krve do sitnice je za normalnich
okolnosti selektivné fizen tak, aby byla zajisténa homeostdza v sitnici, nutnd pro
zachovani zrakovych funkci. Selektivni transport do sitnice probihd dvéma cestami: a)
paracelularné (je fizen mezibunéénymi spoji, ke kterym patii zonulae ocludentes,
zonulae adherentes a gap junction) a b) transcelularné (zprostfedkovan
specializovanymi vesikuly). Endotelidlni buiiky exprimuji mimo to také specifické

transmembranové proteiny jako VE-catherin, claudin a occludin (Shin ES. et al., 2014).

U diabetikii jsou endotelové builky pfimo vystaveny chronickému pisobeni vysoké
koncentrace glukozy. Dochazi v nich k nadmérné tvorbé ROS, a jak bylo popsano v
kapitole o oxida¢nimu stresu, cestou NF-kB vede oxidac¢ni stres k apoptoze

endotelovych bunék (Shin ES.et al., 2014).

Chronickd hyperglykemie indukuje prozéanétlivé a proadhezivni fenotypické zmény
endotelovych bunc¢k. Mezi Casné poruchy funkce pericyti a endotelu u DR patii
zvySeny transceluldrni a intercelularni unik latek provdzeny zvySenou expresi
specifickych proteint ( ICAM-1, VCAM-1) a poruchou sekrece vazoaktivnich a
trofickych faktort (IL-1p, IL-8, IL-6, VEGF, TNF-a) (Popov D., 2010).

Mezi dal$i nasledky chronického piisobeni hyperglykemie na endotel patii nerovnovaha
koagulaéni a fibrinolytické aktivity. Endotel podléhajici apoptéze produkuje
prokoagula¢ni mediatory (jako plasmunigen aktivator inhibitor-1, fibrinogen a p-
selektin) a zaroven je u diabetikl sniZzena fibrinolyticka aktivita (Popov D., 2010).

Nasledkem toho se u DR objevuje mikrotrombdza a okluze kapilar.

Hyperglykémie mutze u endotelovych bunék spustit dva protichiidné mechanismy:
v nékterych piipadech dochdzi k apoptdze, jindy k proliferaci. Dilezitou funkci
v indukci proliferaéni aktivity endotelu zastava nikotinamid fosforibosyltransferasa,
diky kter¢ se buiiky stavaji odolné k vysokym koncentracim glukézy (Popov D., 2010).

U DR bylo dokazéano, Ze proces neovaskularizace je zavisly na vzajemné interakci
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bun¢k endotelu a pericytl, pficemz klicova je adhezivni a migracni aktivita
endotelovych bunék. K pozdnim projeviim DR patii bunénd hypertrofie a hyperplazie
endotelu a pericytd spolu se zvySenou produkci ECM a celkovym tUbytkem pericytu.
Vysledkem toho je angiogeneze a novotvorba cév v sitnici (Lorenzi M, Gerhardinger
C., 2001, Hammes HP., 2003, 2005, Takamura Y. et al., 2008).

1.4.2 Ztlu§téni bazalnich membran

Diabetes mellitus zptsobuje také ztlusténi bazalnich membran pfedevsim drobnych cév.
V bazalnich membranadch dochazi k vakuolizaci a ukladani fibrilarniho kolagenu
namisto kolagenu homogenniho. Tento proces neni dosud biochemicky zcela objasnén,
n¢kdy je vsak vysvétlovan sorbitolovou cestou (FiSer, 1., 2007). Dal§im divodem, proc¢
dochazi ke ztluSténi bazalni membrany, je neenzymaticka glykace kolagenu IV a
ostatnich typt kolagenu, lamininu a heparansulfat proteoglykanu (Sosna T. et al., 2012).
Funkéni poruchy plynouci ze strukturdlni alterace bazalni membrany jsou zplsobeny
zménami jeji permeability. Dale je naruSena regulace proliferace endotelovych bun¢k a

bariéra proti pronikani na povrch sitnice, coz usnadituje vznik neovaskularizaci.
1.4.3 Porucha hematoretinalni bariéry

Hematoretinalni bariéra (HRB) je tvofena junkénim komplexem mezi retindlnim
pigmentovym epitelem a endotelidlnimi bunkami sitnicovych cév (Gonzalez-Mariscal
L. et al, 2003). Tento komplex selektivné zabrafiuje pronikani molekul do
extracelularni tkané sitnice. HRB hraje klicovou roli v udrzeni integrity struktury
sitnicovych cév. HRB reguluje pfivod proteini z krevniho ob¢hu do sitnice, udrzuje
stabilni koncentraci specifickych latek a iontl, reguluje intraretinalni prinik toxint
krevniho ob&hu a hormoni, které mohou negativné ovlivnit funkci nervovych bunék
(Dusova J., 2012). Reguluje také intraretinalni prinik leukocytt pfi vzniku zanétu. HRB
je tvofena dvéma systémy - vnitinim a zevnim (obrdzek 7) a zajiStuje tak stabilni

mikroprostfedi sitnice.
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Obrazek 7: Schematické zndzornéni vnitini a zevni hematoretindlni bariéry (zdroj:

archiv ocni kliniky VFN a 1.LFUK)
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Pevni spojeni RPE
Zevni hematoretinalni bariéra Choriokapiléris

Zkratky: RPE - retindlni pigmentovy epitel, VLM - vnitini limitujici membrdna

Vnitini HRB

Vnitini HRB je tvofena endotelem sitnicovych cév, pericyty a vybézky astrocytt
(Hosoya K., Tachikawa M., 2009). Cévni endotel ptedstavuje jedna vrstva bunék, ktera
vystyld povrch intimy krevnich cév. Mezi membranami endotelovych bunék retinalnich
kapilar se nachézeji ¢etnd pevna spojeni (tight junctions, zonulae occludentes), ktera
jsou velmi stabilni a jsou podobnd pevnym spojenim mozkovych cév, které tvori
hematoencefalickou bariéru v mozku. Tato pevnd spojeni zabranuji prestupu
makromolekul z cévniho lumen do intersticia sitnice, 1 naopak z extracelularniho
prostoru sitnice €1 sklivee do cévniho lumen. Sitnicové cévy v makule jsou obklopeny
koncovymi vyb&zky Miillerovych bunék glie, které reguluji bariérové vlastnosti
endotelovych bunck. Buiky glie mohou uvoliiovat faktory, které bud zesiluji

(neurotropni faktor) nebo oslabuji (TGF-B, bFGF, TNF) pevnost bariéry cévnich

vvvvvv
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vlastnosti endotelovych bunék je VEGF. VEGF je schopen zvysit cévni propustnost 50
000krat siln€ji nez histamin (Scholl S. et al., 2010). VEGF je uvoliiovan do sitnice, kde
ma odlisné funkce na zevni a vnitini HRB. Vnitini HRB je vystavena piisobeni VEGF
pouze za hypoxickych podminek, kdy Miillerovy bunky zvySuji sekreci VEGF. Tento
VEGF odvozeny z Miillerovych bunék muze za hypoxicko/ischemickych podminek

pfispivat k patologické permeabilité vnitini HRB.

Zevni HRB

Zevni HRB tvofi retindlni pigmentovy epitel (RPE), Bruchova membriana a
choriokapilaris. Choroidéalni cévy maji Cetné fenestrace, jsou tedy vice propustné a
jejich bariérova uloha je proto jenom minimalni. Bruchova membrana slouzi jako
bariéra volné difuize jen pro velké molekuly. Zakladni bariéru pro latky pochézejici z
cévnatky tvoii RPE, v jehoz bunikdch se nachazeji ¢etné zonulae occludentes, podobné
jako je tomu mezi endoteliemi retinalnich kapilar. V zevni ¢asti HRB normalni zdravé
sitnice je VEGF produkovan buitkami RPE a je uvolfiovan zejména jejich bazalni
stranou tak, aby udrzoval fenestrovany a vysoce permeabilni charakter endotelii

vaskulatury cévnatky (Dusova J., 2012).

Patofyziologickou podstatou vzniku diabetického makularniho edému je poruseni - at’
vnitini ¢1 vnéj§i - hematoretinalni bariéry, pfi¢emz se v intersticialnich prostorech
nervové retinalni tkdn¢ hromadi plasmatické proteiny a jejich onkotickym ptisobenim
nasledn¢ i tekutina (Gonzalez-Mariscal L. et al., 2003, Sosna T. et al., 2012). Progrese
ME po zhrouceni HRB je pfimo zavisla na rozdilu hydrostatického a osmotického tlaku.
Fluorometrie sklivce prokazuje, Ze naruseni hematoretinalni bariéry u diabetikd dochazi

dlouho pted klinickym zjisténim DR (Fiser, 1., 2007).

Cely proces je spoustén atakou napf. hypoxie/ ischémie ¢i zdnétu a situace miize byt
dale zhorSovana chronickymi stavy, které zplisobi celkové oslabeni ¢i poSkozeni HRB,
jako je hyperglykemie, hypertenze ¢i dalsi vaskularni onemocnéni (Dusova J., 2012).
Naruseni HRB je zprostfedkovano zanétlivymi mediatory, jimiz jsou prostaglandiny,
cytokiny a VEGF. Za jejich zdroje jsou pokladany leukocyty adherujici na endotel cévy,
buniky mikroglie, Miillerovy buiiky a RPE.
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Neurony a glie

Glialni tkan v sitnici zastupuji Miillerovy buiiky a asrocyty. Astrocyty obaluji svymi
vybézky sitnicové cévy a tvofi tak soucdst vnitini hematoretinalni bariéry. Miillerovy
bunky prostupuji celou $itkou sitnice od membrana limitans interna az k retindlnimu
pigmentovému epitelu (Shin ES.et al., 2014). Obaluji neurony, ¢asti axonii ganglia a
cévy. Jejich funkci je udrzovat iontové a metabolické mikroprostiedi v sitnici a
modulovat funkci neuronti. Obsahuji GLUT-1 a jsou nejvétSimi spotiebiteli glukozy,
kterou metabolizuji na laktat. Ten je pak nejvyznamnéjSim energetickym substratem pro
neurony. Jako jediné bunky sitnice jsou Miillerovy bunky schopné vytvaret zasobni
glykogen (Pelikanova T., 2007). Obsahuji fadu iontovych kandlli a transportéri a
ucastni se regulace krevniho prutoku. Plni funkci bariéry a obsahuji enzym glutamin-
syntetdzu, kterd detoxikuje glutamat. Zndmkou jejich poSkozeni pii diabetu je zvySend
exprese nespecifického glial fibrillary acidic proteinu (GFAP) a zvySena aktivita
transportéru pro glutamat, kterd je v souladu se zvySenymi hladinami toxického
glutamatu, nalézanymi u nemocnych s DM Vv riznych kompartmentech oka (Ambati J.,
et al., 1997, Li Q., Puro DG., 2002). Porucha barvocitu (Terasaki H., 1996), porucha
kontrastniho vidéni (Della Sala S. et al., 1985) a abnormality v elektroretinogramu u
diabetikli beze znamek vaskularnich zmén na o¢nim pozadi dokladaji, ze funkcni
poskozeni neuroglie muze pii rozvoji DR piedchazet zmény cévni. V neuronech retiny
byla kromé apoptdzy nalezena sniZend exprese nNOS a GLUT-1 a zvySena exprese

endotelinu a VEGF (Lorenzi M., Gerhanrdinger C., 2001).

Imunokompetentni buriky, leukostdza a zdanét

Rezidentni imunokompetentni buiiky sitnice jsou oznacovany jako mikroglie a
zodpovidaji za udrzovani sitnicové homeostazy. U oci s DR byl prokédzan zna¢né vétsi
pocet mikroglii a jejich hypertrofie. Mikroglie se u diabetik shlukovaly pfedevsim
v okoli sitnicovych cév, dilatovanych vén, mikroaneurysmat, intraretindlnich hemoragii
a neovaskulariza¢ni tkané (Zheng HY. et al., 2008). Aktivované mikroglie u DR
vylucuji glutamat, leukotrieny, IL-1B, IL-6, TNF-a, VEGF a spoustéji tak dalsi
zanétlivou kaskadu sitnicové tkané (Grigsby JG. et al., 2014).

Ne&kolik studii oznacilo subklinicky zanét jako jeden z hlavnich faktorti vedouci ke
vzniku diabetické retinopatie (van Hecke MV. et al., 2005, Klein BEK. et al., 2009,

Shin ES. et al, 2014). Jiz ¢asna stddia DR jsou provazena infiltraci struktur oka
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aktivovanymi leukocyty (leukostdza). K adhezi leukocytt k sitnicovym cévam dochazi
vlivem ICAM-1 a vascular cellular adhesion molecule-1, exprimovanych endotelidlnimi
bunikami (Shin ES. et al.,2014).

Nadmérna adheze leukocyti vede k leukostdze, tvorbé mikrotrombu, nasledné okluzi
kapilar a bunécné smrti. Leukostdzou zplusobeny uzavér kapilar zplsobuje ischemii
sitnice, kterd je v pozdéjsich stadiich DR hlavnim stimulem pro angiogenezi a vznik
neovaskularizaci (Bandello F. et al.,, 2013). Aktivace neovaskularizace vV sitnici
diabetikt je zprostiedkovana HIF-1a. HIF-1a je transkripéni faktor, ktery fidi expresi
riuznych pro-angiogennich gent, jako napiiklad VEGF a angiopoetin-1 (Costa PZ.,
Soarez R., 2013).

Adheze leukocytil na cévni sténu je stimulem k sekreci monocytarniho chemotaktického
proteinu 1 (MCP 1), ktery napoméaha leukocytarnimu transportu ptes cévni sténu do
tkani. Aktivované leukocyty a mikroglie pak v sitnici vylucuji celou fadu zanétlivych
mediatortu vcetn¢ IL-1B, TNFa a VEGF a matrix metaloproteindzy (Shin ES.et al.,
2014). U pacientd s DME byla prokazana vyssi hladina VEGF ve sklivci (Admis AP.,
Shimada DT., 2005). Zanét také stimuluje zvySenou produkci PKC. PKC vyznamné

ovliviiuje cévni permeabilitu, krevni pratok a angiogenezi.

Pfitomnost zanétlivych medidtord a bunéénd smrt v disledku leukostazy dale zesiluji
lokalni zanétlivou reakci (Boyer DS., 2011) a vedou k poruseni hematoretinalni bariéry
a vzniku DME (Lutty GA. et al., 1997, Chibber R. et al., 2000, Leal EC. et al. 2007).
Diabeticka makulopatie je povazovana za stav podobny nizkému stupni zanétu (Singh
A., Stewart JM., 2009). Lepsi pochopeni patofyziologie DME a odhaleni rozhodujici
role zanétlivé kaskady v jeho patogenezi prispélo k zavedeni kortikosteroidii do 1é¢by

tohoto onemocnéni.

1.4.4 Sklivec

Sklivec vypliluje nitroo¢ni prostor mezi co€kou a sitnici a pasobi jako pufr odolavajici
vnéj$im silam a otfesim. Sklivec obsahuje Ve vod¢ rozpustné proteiny, glukdzu, volné
aminokyseliny a elektrolyty a pusobi jako refraktivni komponenta optického systému
oka. Vzhledem k tésné anatomické blizkosti sitnice a sklivce zastava sklivec také funkci
metabolickou, a hraje proto roli pti vzniku DR (Nasrallah FP. et al., 1988, Sosna T. et

al., 2012). Podstatna je v patogenezi skladba a usporadani sklivce, prabéh ¢asného, pro
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diabetiky typického odlucovani zadni sklivcové membrany a piirozend likvifikace
sklivce. PoruSenim hematoretinalni bariéry vyse popsanym mechanismem dochazi u DR
ke kumulaci ristovych a zéanétlivych faktord ve sklivei. Vznik DME je casto
potencovan neodloucenou zadni hyaloidni membréanou i bez zjevné trakce. Je znamo, ze
u pacienti s odlou¢enou zadni hyaloidni membranou se DME vyskytuje zietelné méné
Casto (Nasrallah FP. et al.,, 1988), naopak vitreoretindlni trakce mulize vznik DME

podnécovat (Sosna T. et al., 2012).
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1.5 KLASIFIKACE A KLINICKY OBRAZ DR

Diabetické retinopatie je klasifikovana podle vSeobecné uznavané americké studie Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study Group (ETDRS), ktera byla provedena v letech
1980 az 1985. Principy klasifikace DR podle ETDRS piedstavuji dodnes zéasadni
smérnice pro monitorovani sitnicového poskozeni a indikaci 1é¢by laserovou koagulaci.
Zakladni klasifikace je =zaloZzena na dynamice a zavaznosti intraretindlnich
mikrovaskularnich zmén a na piitomnosti neovaskularizaci (Kalvodova B. et al., 2012).
RozliSujeme tato klinicka stadia a formy DR:

1. neproliferativni DR (NPDR),

2. proliferativni DR (PDR) a

3. diabetickou makulopatii (DMP).

1.5.1 Neproliferativni diabeticka retinopatie

NPDR zahrnuje Siroké spektrum dynamiky zmén a je déle klasifikovana jako:

a) pocinajici (4 —0-0),

b) stfedné pokrocila (4 — 1 - 0),

c) pokrocila(4-2-1)a

d) velmi pokrocila (4 — 4 — 4).
Stupeti zavaznosti je dan poétem a rozsahem diabetickych zmén. Cisla v zavorkach
udavaji pocet sitnicovych kvadrantii, ve kterych jsou u dané formy NPDR piitomné
klinické znaky progresivniho uzavéru kapilar: hemoragie — flebopatie (vendzni
abnormality) — intraretinalni mikrovaskularni abnormality (IRMA) (Kalvodova B. et al.,
2012).
K neproliferativnimu stadiu diabetické retinopatie patii kromé vyse uvedenych zmeén i
mikroaneurysmata, vatovita loziska a tvrdé exsudaty. Fundoskopicky obraz NPDR
S typickymi zménami je zndzornén na obrazku 8. Dilezitym hodnoticim kritériem je
také rozsah ischemii pozorovanych na fluorescencni angiografii. Ischémie stfedni

periferie sitnice predstavuje vysoké riziko maligniho zvratu do stadia PDR.
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Obrazek 8: Fundoskopicky obraz neproliferativni diabetické retinopatie

Zkratky: FP- flebopatie, MA — mikroaneurysma, RH — retindlni hemoragie, TE — tvrdé

exsudaty

Mikroaneurysmata

Cirkula¢ni poruchy v sitnici se na svém pocatku projevuji zménami, které jsou
oznacovany jako tzv. mikroaneurysmata. Mikroaneurysmata jsou vétSinou prvnimi
viditelnymi pfiznaky DR a jsou pro ni patognomonicka. Oftalmoskopicky se jevi jako
pravidelné okrouhlé cervené tecky o velikosti asi 15-60pum, v jejichz stiedu lze
pozorovat bod bélavého vrcholového reflexu. Mikroaneurysmata jsou patologicky
dilatované vychlipky sitnicovych kapilar, které se tvofi nasledkem ztraty pericytu.
Nejcastéji se vyskytuji na zadnim podlu oka a tempordlné od centrdlni fovey a
nevyzaduji lé¢eni. S naristajicim poctem mikroaneurysmat se muize pojit narlstajici
permeabilita sitnicovych kapilar vedouci k edému sitnice (FiSer 1., 2007, Kanski JJ.,

2012).
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Hemoragie

Hemoragie vznikaji vlivem dekompenzace kapilarni sité, kdy nasledkem ptibyvajici
obliterace kapildr dochazi k poruSeni cévni stény, nebo prosdknutim stény
mikroaneurysmat. Hlavnim projevem jsou krvacejici loziska uvnitf sitnice a v jejim
okoli (obrazek 8). Barva a ohraniceni téchto lozisek je zavisla na lokalizaci ve vrstvach
sitnice. U NPDR se vyskytuji hemoragie intraretindlni, které byvaji povrchové
(teckovité) a okrouhlé (kaikovité, skvrnité), nebo mohou kopirovat vrstvu nervovych
vyskytuji Cetné intraretindlni hemoragie i1 v periferni sitnici v mist¢ kapilarni

nonperfuze.
Tvrdé exsuddty

Tvrdé exsudaty (obrazek 8) jsou lipoidni depozita tvoiena sérovymi lipoproteiny, které
se prosakovanim z porusenych tésnych spojii mezi endoteliemi sitnicovych kapilér ¢i
mikroaneurysmat dostavaji do zevni plexiformni vrstvy sitnice (Fiser 1., 2007). Klinicky
se jevi jako rizné velka zlutobila loziska. Tvrdé exsudaty byvaji velmi Casto nalezeny
pfedevsim v centrdlni krajin¢ vétSinou na hranici edematozni sitnice. Jsou-li pfitomny

Vv centru fovey, mohou nenéavratné€ poskodit zrakovou ostrost.
Vatovita (mékka) loZiska

Vatovita loziska vznikaji v mistech arteriolarni obstrukce nebo na podkladé sniZeného
pritoku krve v arteriolach uvnitf vrstvy nervovych vldken. Nasledkem nonperfiize ve
vrstvé nervovych vldken dochazi ke zpomaleni aZ blokadé€ axoplazmatického transportu
a hromadéni cystoidnich télisek (ValeSova L., Hycl J., 2002), kterd obsahuji
mitochondrie a lipidy. Pii klinickém vySetfeni najdeme neostie ohranic¢ené bélavé 1éze,
které mohou ptipominat chomacky vaty. Dojde-li ke znovuotevieni okluzi postizené
kapilary, mohou vatovitd loZiska béhem nckolika mésicli 1 zcela vymizet. NejCastéji

byvaji nalézany v oblasti velkych cévnich arkad (Kanski JJ., 2012).
Flebopatie

Venozni abnormality souviseji s pfibyvajici obliteraci kapildr a zvySenym perfuznim
tlakem pii hyperglykemii a ischemii sitnice. Flebopatie jsou charakteristickym
doprovodnym znakem DR a oftalmoskopicky maji rGzné podoby. Nejcastéji

pozorujeme vice ¢i mén¢ pravidelnou venozni dilataci (obrazek 8), objevuji se ale 1
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segmentované dilatace vén. Jako koralkovité zily jsou oznaCovany pravidelné se
stfidajici dilatace a zOzeni zilni stény. Tyto zmény jsou zplsobeny poskozenim
struktury cévni stény a nasledkem ztraty pericytii.

pribéhu cév a vzniku tzv. omega vendznich klicek (ohyby a reduplikace zilnich

segmenti) (Kanski JJ., 2012).
Intraretindlni mikrovaskuldarni abnormality

Intraretinalni mikrovaskularni abnormity (IRMA) jsou charakterizované dilatovanymi,
vinutymi shluky cévnich spojek, objevujicimi se mezi postizenymi arteriolami a
venulami v mistech nonperfize. Neni zcela zfejmé, zda jsou IRMA dilatovanymi
preexistujicimi kapildrami, nebo zda jde o intraretinalni neovaskularizace.

Odlisit tyto abnormity od klasické sitnicové neovaskularizace je mozné pomoci

fluorescen¢ni angiografie.
1.5.2 Proliferativni diabeticka retinopatie

Proliferativni diabetickou retinopatii charakterizuji novotvoiené cévy, které rostou v
disledku chronické hypoxie a ischemie ¢ésti sitnice a §ifi se po vnitinim povrchu sitnice
do sklivcové dutiny (obrazek 9). Neovaskularizace 1ze najit na povrchu sitnice (NVS),
na disku zrakového nervu (NVD), ale také na duhovce (NVI) a v prednim komorovém
uhlu. Podle Diabetic Retinopathy Study jsou u 15 % o¢i s PDR pfitomny pouze NVD, u
40 % oci pouze NVS au 45 % ofi NVD 1 NVS (Fiser L., 2007).
PDR je podle zdvaZnosti onemocnéni dale rozdélena na:

a) pocinajici,

b) vysoce rizikovou a

C) pokrocilou.
Pocinajici stadium PDR se projevuje objevenim prvnich klicek neovaskularizaci a
pfitomnosti zmén popsanych u NPDR.
Vysoce rizikovd PDR je definovana ptfitomnosti NVD v rozsahu 1/4 az 1/3 plochy
papily zrakového nervu a/nebo NVS velikosti nejméné¢ 1/4 plochy papily,
doprovazenymi preretindlnim krvacenim.
U pokrocilé PDR se vyskytuji komplikace, jakymi jsou rozsahlé preretinalni,
retrovitredlni a intravitrealni krvaceni a trak¢ni a/nebo rhegmatogenni odchlipeni sitnice

vcetné makuly. Kone¢nym stadiem proliferativni diabetické retinopatie je trychtyfovité
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odchlipeni sitnice, doprovazené kolapsem sklivce a slepotou (Kalvodova B. et al.,
2012).

Obrazek 9: Fundoskopicky obraz proliferativni diabetické retinopatie

Zkratky: FP- flebopatie, MA — mikroaneurysma, NVD — neovaskularizace disku, RH —

retindlni hemoragie, TE — tvrdé exsudaty

Hemoragie

U PDR se krom¢ hemoragii intraretindlnich mohou vyskytovat také hemoragie
preretinalni, sklivcové a subretinalni.

Preretinalni hemoragie vznikaji v misté mezi membrana limitans interna sitnice a zadni
sklivcovou membranou nasledkem masivniho krvaceni, nejcastéji z prasklé novotvorené
cévy. Svym meniskovitym tvarem jsou dobie rozlisitelné.

Sklivcova hemoragie vypliuje bud’ castecné, anebo uplné cely sklivcovy prostor. Tento
stav je oznacovan jako hemoftalmus. Pacient to pociti rychlym poklesem zrakové

ostrosti, vySetiujici oftalmolog zamezenim vizualniho vySetfeni sitnice.

45



Subretindlni hemoragie byva u DR méné zastoupena. Jedna se o hemoragii
lokalizovanou pod neuroepitelem a oftalmologovi se jevi nejcastéji jako tmaveé Cervena

nepfesn¢ ohranicend loziska.
Neovaskularizace

Chronicky nedostatek kysliku sitnice vede k produkci vazoproliferacnich faktort, které
vyvolavaji nekontrolovany rist novych cév. Takto patologicky vzniklé cévy jsou
funkéné ménécenné a bez pravidelné endotelidlni stavby. Na rozdil od IRMA vystupuji
neovaskularizace z povrchu sitnice a pronikaji skrz membrana limitans interna. Bujici
novotvorené cévy jsou Casto doprovazeny fibroblasty, fibrocyty a glidlnimi bunkami,
které vytvaieji vazivové pruhy s tendenci se kontrahovat. Tahem vazivové tkané za
novotvoiené cévy muze dojit k jejich ruptufe a preretinalnimu nebo sklivcovému
krvaceni, tahem za sitnici mize vzniknout trhlina nebo trakéni odchlipeni sitnice

projevujici se ztratou zraku (Fiser 1., 2007).
1.5.3 Diabeticka makulopatie

Diabetickd makulopatie je dal$i komplikaci diabetické retinopatie, kterd postihuje
centrdlni oblast sitnice. Je charakterizovdna vznikem edému a tvrdych exsudatii nebo
ischemii v oblasti makuly, coz se postupné projevi snizenim zrakové ostrosti.
Podkladem vzniku diabetické makulopatie je opét diabeticka mikroangiopatie a zvySena
transudace poskozenou sténou kapilar (Kalvodova B. et al., 2012, Sosna T. et al., 2012).
Diabeticky makularni edém (DME) délime podle biomikroskopického vySetieni na:

a) fokalni,

b) diftznia

C) cystoidni.
Nekteti autofi jeSte podle angiografického obrazu dale rozliSuji:

d) ischemickou makulopatii a

e) smiSenou makulopatii (edém a ischemie).

DME se miZe vyvinout v jakémkoliv stddiu diabetické retinopatie. DME vznika
nasledkem zhrouceni HRB, coz zplsobi nahromadéni tekutiny a sérovych
makromolekul v intercelularnim prostoru. DME je obvykle definovan jako ztluSténi

sitnice v oblasti do 1 papilarniho diametru (ca 1500um) od centra makuly.
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Fokalni makularni edéem

Fokalni makularni edém vzniké prosakovanim intravaskularni tekutiny z retindlnich
mikroaneurysmat a z dilatovanych kapilar do okolni sitnice. Postupné se vytvaii

ohranicené¢ lozisko edému doprovazené tvrdymi exsudaty.
Difuzni makularni edém

Difuzni makularni edém vznikd prosakovanim celych usekl dilatovanych retindlnich
cév a kapilarnich abnormalit do centralni krajiny sitnice. V tomto pfipad¢ byva zasazena

vetsi plocha nezli u fokalniho edému.
Cystoidni makuldrni edém

Cystoidni makularni edém doprovazi pravidelné¢ difuzni edém a je charakterizovan

prosakovanim do performovanych prostor hlubsich vrstev sitnice.
Ischemicka makulopatie

Ischemicka makulopatie je charakterizovana ubytkem az zdnikem perifoveolarni
kapilarni sit¢ a vyznamnym rozSifenim foveolarni avaskuldrni zony. Ischemicka
makulopatie vyrazné poskozuje zrakovou ostrost a je mozné ji diagnostikovat pouze

pomoci fluorescencni angiografie.
Klinicky signifikantni makuldarni edém

ETDRS definovala tzv. klinicky signifikantni makularni edém (KSME) pro zdaraznéni
makularniho edému, ktery bezprostfedné ohrozuje foveu a centralni zrakovou ostrost.
KSME pfedstavuje dodnes zakladni indikaci k zahdjeni 1écby laserovou koagulaci
(Kalvodové B. et al., 2012). Definovén je jako: a) ztlusténi sitnice do vzdalenosti 500
um od centra makuly, b) tvrdé exsudaty do vzdalenosti 500 um od centra makuly,
jestlize dosahuji do oblasti prosaklé sitnice a ¢) prosaknuti sitnice vétsi nez je plocha
praméru papily zrakového nervu (PD), lezi-li ¢ast tohoto prosédknuti ve vzdalenosti do 1
PD od centra makuly (Kalvodova B. et al., 2012, Sosna T. et al., 2012).

V poslednich nékolika letech vSak doSlo k rozsifeni terapeutickych moznosti o anti-
VEGEF, které se staly u nékterych forem DME Iékem prvni volby. Indikaci k jejich
aplikaci je tzv. center involving DME, ktery je definovany za pomoci optické
koherencni tomografie jako ztluSténi sitnice v centrdlnim poli o nejméné 250pm

(Diabetic Retinopathy Clinical Research Network, 2011).
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1.6 DIAGNOSTIKA

Kromé standardniho vySetfeni zrakové ostrosti do dalky i do blizka, patii k zdkladnim
vySetfovacim metodam V diagnostice DR biomikroskopické vySetfeni. Dopliujicimi
metodami jsou stereoskopicka fotografie, fluorescencni angiografie a opticka
koheren¢ni tomografie o¢niho pozadi. Tyto metody jsou jednoduché, bezpecné a
schopné odlisit pacienta s DR/DME a bez nich. VSechna vysetieni ocniho pozadi jsou
provadéna v arteficialni mydridze. Pro lepSi v€asnou diagnostiku DR byly ve vétsing
vyspélych zemi zavedeny screeningové programy a podle zavaznosti a rozsahu
diabetického poskozeni sitnice jsou doporucené intervaly pravidelnych klinickych

kontrol pacienti s DM (Kalvodova B. et al., 2012).
1.6.1 Biomikroskopické vySetieni

Biomikroskopie na S$térbinové lampé se provadi s pouzitim kontaktnich (pfima
biomikroskopie) ¢i nekontaktnich cocek (nepifimé biomikroskopie). Jedna se o
dostate¢né citlivou metodu ke stanoveni diagnézy DR, novotvotfenych cév na duhovce,

ke zjisténi ptitomnosti DME a neovaskularizaci na sitnici ¢i papile zrakového nervu.
1.6.2 Stereoskopicka ¢i digitalni fotografie

Jednoduchou metodou pro screening DR je fotografie o¢niho pozadi v 7 polich podle
Airlie Houe Classification (Kalvodova B. et al., 2012). Fotografie o¢niho pozadi je
zlatym standardem pro hodnoceni stupné DR a je slepé¢ hodnocena sitnicovym
specialistou v tzv. Retinopathy Grading centrech bez kontaktu s pacientem. Barevna
fotodokumentace zakladnich dvou poli (centralniho a diskonasalniho ve 40° zébéru),
by méla byt provedena vzdy a u vSech rizikovych pacientl s pokrocilej$imi formami

DR (Kalvodova B. et al., 2012).
1.6.3 Fluorescen¢ni angiografie

Fluorescencni angiografie patii mezi doplitujici metody. Jedna se o vySetieni, pfi kterém
je intravendézné podan 10 % fluorescein sodny do periferni zily a nasledné je ocni
pozadi fotografovano specidlnim fotografickym zatizenim s filtrem; vysledné
fluoroangiogramy jsou cCernobilé. V Casné arteridlni fazi je mozno velice piesné
identifikovat foveolarni avaskularni zonu, jejiz rozSifeni a nepravidelny tvar je
signifikantni pro pocatecni diabetickou makulopatii, typicky jsou také patrné rozsirené

kapilary. Neperfundované oblasti sitnice se zobrazuji jako tmava, tzv.

48



hypofluorescentni, pole. Naopak v oblasti makularniho edému, kolem mikroaneurysmat,
novotvorenych cév a cév se zvySenou propustnosti stény nasledkem porusené
hematoretindlni bariéry vidime v pozdé&jsich fazich angiogramu hyperfluorescenci, tzv.
leckage. Fluorescenéni angiografie neni potiebna k diagnéze KSME nebo PDR, muze
vSak byt indikovéana pted laserovou koagulaci, ke zjisténi rozsahu kapilarni nonperfaze,

jemnych neovaskularizaci ¢i ke zhodnoceni nevysvétlitelného poklesu zrakové ostrosti.

V poslednich nékolika letech doslo k zavedeni tzv. Sirokouhlé fluorescencni angiografie
(ultrawide field fundus fluorescein angiography - UWFA), s jejiz pomoci je mozné
zobrazit periferni sitnici aZ do 200° pouze na jednom snimku. Sirokotihla fluorescenéni
angiografie a fotografie o¢niho pozadi je pfinosem piedevSim proto, Ze je schopna
zachytit az 3,2 krat vice sitnicového povrchu v porovnani se standardnim zobrazenim
sitnice v 7 polich (obrazek10) (Kaines A. et al., 2009). S tim souvisi také vétsi citlivost

UWFA v zachyceni neovaskularizaci a oblasti nonperfuze oproti standardni angiografii.

Obrazek 10: Zobrazeni sitnice pacienta s proliferativni diabetickou retinopatii pomoci
Sirokouhlé flourescencni angiografie Optos s vyznacenou plochou 7 standardnich poli.

Ve standardnim zobrazeni by nebyla zachycena periferni neovaskularizace, coz by vedlo

ke stanoveni chybné diagnozy (prevzato se svolenim Witmer MT., Kiss S., 2012)
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1.6.4 Opticka koheren¢ni tomografie

V casti mé vyzkumné prace jsem pouzila optickou koherenéni tomografii (OCT) jako
vysetfovaci metodu ke kvantifikaci a urCeni charakteristiky diabetického makuldrniho
edému a z toho diivodu ji vénuji v nasledujicich fadcich vétsi pozornost.

Optickd koheren¢ni tomografie je relativné nova nekontaktni a neinvazivni
tomograficka vysetfovaci metoda, ktera pfinasi velmi uzite¢né informace v diagnostice
DME. Prvni prace o OCT byly publikovany v roce 1991 a prvni ,,in vivo*“ OCT snimky
zobrazujici sitnicové struktury byly publikovany v r. 1993 (Fercher A. et al., 1997). Do
klinické praxe byla uvedena v roce 1997. Moderni OCT pfistroje umoznuji velice
precizni zobrazeni sitnice v jejim pfi¢ném prifezu ve vysokém rozliSeni a kvantitativni
meéteni tloustky a objemu retiny. OCT vyuzivd principu nizkokoheren¢ni
interferometrie. Zdrojem infraervené¢ho zafeni vlnové délky 820 nm je
superluminiscentni dioda. Pfistroj se sklada ze §térbinové lampy, zdroje svétla, senzoru
odrazeného zéfeni a interferometru nebo spektrometru, ktery méfi casové rozdily v
odrazu paprsku od struktur sitnice a od referencniho zrcadla. Ve zvolené délce
vySetfovaci linie se od jednotlivych, pod sebou lezicich struktur sitnice odrazi 512
paprskt (Dusova J., 2012). Ptistroje 3. generace jsou zalozené na principu spektralnich
domén, kdy probiha analyza celého spektra odrazenych signalti najednou a ma vysokou
rozliSovaci schopnost (obrazek 11). Vznikaji obrazy prifezii sitnice s axialnim
rozliSenim jednotlivych struktur a vrstev 5-8 um.

Obrazek 11: Zobrazeni zdravé sitnice pomoci spectral domain OCT Cirrus (prevzato

od firmy Zeiss, vyrobce pristroje)

Cirrus™ HD-OCT: interpretation of retinal layers
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OCT se od svého zavedeni do oftalmologie na konci 90 let minulého stoleti pouziva
k hodnoceni dynamiky DME a odpovédi na jeho terapii riznymi modalitami (laser,
intravitrealni injekce triamcinolonu, anti-VEGF, vitrektomie). U pacienta s DME je

vSeobecné akceptovano, ze centralni tloustka sitnice (CRT), je vedle nejlépe korigované

vvvvvv

(DRCR.net, 2007). Studie, které by korelovaly sklivcové hladiny VEGF u DME s OCT
parametry pied zavedenim anti-VEGF terapie prakticky neexistovaly. Az intervenénimi
studiemi bylo prokazano, ze anti-VEGF terapie vede u DME K redukci tloustky sitnice
(Massin P. et al. 2010, Mitchell P. et al, 2011) a vysetieni pomoci OCT zacalo byt
povazovano za moznou cestu, jak neinvazivné ve standardnich klinickych podminkach
posuzovat hladiny VEGF. Tyto empirické zavéry vSak nejsou dolozeny stanovovanim
hladiny VEGF pfed a po terapii a vychazeji pouze z klinického pozorovani redukce
DME po anti-VEGF terapii.

Studie na pacientech s DME zalozené na OCT nalezech dokladaji, ze nejenom tloustka
sitnice, ale 1 jeji morfologie maji vliv na makularni funkci (Deak GG.et al., 2010,
Reznicek L. et al., 2013). Autofi uvadéji, ze DME s velkymi cystami ve vnéjsi nuklearni
vrstvé a ptitomnost subretindlni tekutiny ma horsi dopad na centralni zrakovou ostrost a
edém hure reaguje na terapii anti-VEGF medikamenty, nez u pacientli s makularnim
edémem a difuznim ztluSténim sitnice. Nicméné v literatufe je jen malo informaci o
tom, jak pfitomnost cyst a ostatnich OCT charakteristik u diabetického makularniho

edému koreluje se sklivcovymi hladinami VEGF a dal§imi biochemickymi parametry.
1.7 TERAPIE DR

Stale plati, Ze zasadni pro 1é€bu a prevenci DR je rezimova a farmakologicka 1écba
ovlivnitelnych rizikovych faktord (kontrola glykemie, arteridlni hypertenze a

hyperlipidemie).

V soucasnosti je nejefektivnéj$Sim piistupem vedoucim ke zpomaleni progrese DR
metabolickd kontrola, tedy optimalizace glykémie a glykovaného hemoglobinu HbA .
Za optimalni hodnotu HbA4, i kdyZ velmi obtizné dosaZzitelnou, je povaZzovana hladina
4,5% (IFCC — International Federation of Clinical Chemistry), pficemz je vzdy nutné
brat v tivahu individudlni rizika pacienta a eventuelni komorbidity (Kalvodova B. et al.,
2012, Sosna T. et al., 2012). Dulezité je zminit, ze 4,5% IFCC odpovidaji 6,2%
DCCT/NGSP (Diabetes Control and Complication study/ National Glycohemoglobin
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Standardisation Program) tedy jednotkam pouzitym pro studie zminéné v kapitole 1.1.2.
Od zacatku roku 2012 je zavedena nova jednotka pro HbA;. kterd se vyjadiuje
v mmol/mol; referen¢ni interval pro kompenzovany diabetes je 43-53 mmol/mol (Hanas
R. et al, 2010).

Dikazy o tom, Ze antihypertenziva by zpomalovala progresi DR, jsou nedostacujici, a
proto je podle autori podavani antihypertenziv pouze k prevenci vzniku DR sporné (Do

DV. et al., 2015).

Principem lokalni oc¢ni terapie je redukce makuldrniho edému, kontrola progrese
onemocnéni a zlepSeni ¢i udrZeni zrakovych funkeci. Volba specializované
oftalmologické 1écby je zéavisla na formé DR a stupni poSkozeni sitnice. MoZzZnosti

lokalni 1écby DME a DR jsou schematicky shrnuty na obrazku 12.

Obrazek 12: Moznosti lécby diabetické retinopatie a diabetického makuldarniho edému

Lécebné strategie u DR a DME

HbA1c 43-53 mmol/mol,
celkovy cholesterol <€ 4,5 mmol/I,
triacylglyceroly < 1,7 mmol/I,
krevni tlak 130/85 mmHg

. Farmakologicka -
Laserova intravitreslni operativni -

fotokoagulace terapie DME vitrektomie

panretinalni u pokrocilé anti-VEGF Indikace:

NPDR s ischemii a PDR L o e st asrT

-persistentni DME,
steroidy nereagujici na laser a
intravitredlni
medikamenty

fokalni/ mrizkova/
podprahova
mikropulsni u DME

- vitreomakularni
o VEGF trap-eye trakce nebo
epiretinalni

membrana
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1.7.1 Laserova koagulace

Laserova koagulace (nebo také fotokoagulace) sitnice byla jako terapeutickd moznost
k 1é¢b¢ DR zavedena v 80. letech minulého stoleti na zakladé vysledki studie DRS a
ETDRS. Od doby zavedeni laserové koagulace doslo k vyvoji novych lasert (napf.
yttrium aluminium grandtovy laser dopovany neodymem: Nd-YAG) a systémi,
umoziujicich bezkontaktné a cilen¢ laserovat vétsi plochu sitnice a zkratit tak dobu
oSetieni (napf. pfistroj Pascal, Navilas) (Chalam KV et al., 2012, Muqit MM. et al.,
2013). Nicmén¢ zakladni principy zistaly a fotokoagulace sitnice je dodnes zlatym
standardem u pokrocilé a velmi pokrocilé neproliferativni DR, u proliferativni DR a
nékterych forem diabetické makulopatie. Podle rozsahu laserované oblasti rozliSujeme

a) fokalni, b) mfizkovou, c¢) kvadrantovou nebo d) panretindlni fotokoagulaci.

Laserova 1écba je v podstaté¢ empirickou destruktivni metodou. Jejim principem je
absorpce intenzivniho svételného zareni pigmentovymi buitkami a pfeména na energii
tepelnou, kterd ma na tkané trvaly efekt fotochemicky, termicky a vaporiza¢ni (Sosna T.
et al., 2012). Ucinek laserové koagulace je preventivni, jiZz ztracenou zrakovou ostrost

nemuZzeme fotokoagulaci zpravidla vratit (Kalvodova B. et al., 2012).
Mezi zékladni mechanismy ptisobeni laseru patfi:
- destrukce hypoxické tkang, ktera ma zabranit produkci vasoprolifera¢nich faktora.

Pti destrukci hlubokych vrstev sitnice se snizuje metabolickd aktivita a spotieba
kysliku, coz by mélo vést k vyssi koncentraci kysliku v neoSetiené sitnici.

Zaroven dojde ke zrychleni priitoku ve zbyvajicich kapilarach.
- ptimy uzaveér cév postizenych angiopatii (ValeSova L., Hycl J., 2002).
Panretinalni a kvadrantova fotokoagulace sitnice

Panretinalni fotokoagulaci je doporuc¢ena pti nonperfizi u pokro¢ilé NPDR a u PDR.
Laserovymi stopami se postupné pokryje cela plocha sitnice (ca asi 800 — 2000 stop)

kromé centralni oblasti. Laserova terapie je rozdélena do n¢kolika sezeni.
Fokalni a miizkova fotokoagulace sitnice

Indikaci k laserové fotokoagulaci centralni sitnice je neischemicky makuldrni edém.

Mezi dvé zdkladni moZnosti oSetfeni makuly patii fokalni a mfizkova koagulace.
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Pti fokalni fotokoagulaci je Iépe postupovat na podkladé¢ angiogramu. Pomoci
fluorescenéni angiografie jsou identifikovana mista prosakovani z mikroaneurysmat a ta
se poté laserovou fotokoagulaci cilené oSetii. Laserova fotokoagulace se provadi pouze
v rozsahu prosakovani, nejblize vSak 500 pum od centralni foveoly a od papily

zrakového nervu (Kalvodova B. et al., 2012).

Jednd-li se o makularni edém, ktery je difuzni, doporucuje se pokryvat laserovymi
stopami celou oblast centrdlni krajiny s vyjimkou centrdlni foveoly a vytvofeni tzv.
miizkové laserové fotokoagulace (laserové stopy zasahuji v rozsahu asi 500 — 3000 pm

od makuly) pii jednom sezeni (Sosna T. et al., 2012).

V ptipadé, ze diabeticky makuldrni edém stale pfetrvava, a to i po nékolika sezenich,
doporucuje se s laserovou fotokoagulaci prestat. Kontrolni vysetfeni fundu po laserové

fotokoagulaci byvé provadéno pfiblizné za 4 az 12 tydni.
1.7.2 Inravitrealni aplikace 1é¢iv

V poslednich desetiletich byla v 1écbé DME zavedena farmakologickd alternativa
k laserové koagulaci. V soucasné dob¢ jsou u DME injekéné podavany do sklivce anti-
VEGF preparaty (Ranibizumab, Bevacizumab a Aflibercept) a vyjimecné triamcinolon
acetonid. Ve form¢ implantatu, ze kterého je 1écivo postupné do sklivce uvoliiovano, je

aplikovan intravitredln¢ dexamethazon.
Steroidni preparaty

Jako prvni k terapii DME byl od 90-tych let intravitrealné aplikovan triamcinolon.
Triamcinolon snizuje vaskularni permeabilitu a pfispiva tak ke stabilizaci
hematoretinalni bariéry, mé ucinky antiflogistické, antiedematozni, imunosupresivni a
antiproliferativni. Pfesny mechanismus ptisobeni steroidl neni zcela objasnén, nicméné
je dolozeno, Ze snizuje produkci derivatii kyseliny arachidonové, prostaglandind,
ICAM, TNF-a a VEGF (Agarwal P. et al., 2014). Uginek intravitrealn& aplikovaného
triamcinolonu pfetrvava 2-6 mésici a k nejéastéjSim nezaddoucim UCinkim patii
progrese katarakty a vznik sekunddrniho glaukomu. Zavéry Diabetic Retinopathy
Clinical Research Network ukazaly, Ze u DME je po 2 letech fokalni nebo miizkova

fotokoagulace makuly efektivnéjsi a s méné nezaddoucimi ucinky nez triamcinolon

se od intravitredlnich aplikaci triamcinolonu postupné upustilo.
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Na zaklad¢ poznatku, Ze intravitrealni injekce triamcinolonu redukuje DME a zlepSuje
zrakovou ostrost pouze docasné, byly v poslednich letech vyvinuty depotni sklivcové
implantaty, ze kterych jsou pomalu uvolfovany steroidy do nitra oka. Ozurdex
(Allergan) je biodegradabilni implantat, ze kterého se uvoliiuje dexametason. V druhé
poloving roku 2014 byl Ozurdex schvalen americkou Food and Drug Administration na
zaklad¢ 3-let¢ multicentrické studie, kterd prokazala jeho efekt v 1écbé DME (Boyer
DS. et al., 2014). Pacienti 1é¢eni Ozurdexem dostali za 3 roky primérné¢ pouze 4-5

injekci a doslo u nich Kk statisticky vyznamnému zlepSeni centralni zrakové ostrosti.
Anti-VEGF prepardty

Objeveni role VEGF v patogenezi DR vedlo k zavedeni protilatek proti VEGF do
terapie DME. Pouzitim anti-VEGF protilatek se blokuje novotvorba cév a zaroven
pusobi antiedemat6zné potlacenim prosakovani tekutiny z cév. V soucasné dobé se k

anti-VEGF latkam tadi bevacizumab a ranibizumab.

Bevacizumab (Avastin, Genentech) je monoklonalni protilatka proti vSem izoformam
VEGF-A, kterd se vaze na vSechny jeho izoformy a byl ptivodné schvalen pro 1écbu
rakoviny tlustého stfeva. Ackoli fada studii (napf. studie DRCR.net nebo BOLT)
prokazala uc¢innost i1 bezpecnost bevacizumabu v 1écbé DME, stéle neni registrovanym

lIékem a oftalmology je pouzivéan v ,,off-label* terapii.

Ranibizumab (Lucentis, Novartis) je fragment monoklonalni protilatky proti VEGF,
neutralizuje vSechny aktivni izoformy VEGF-A a je ur€en pro intravitrealni aplikaci. Na
zékladé vysledkl klinickych studii RISE, RIDE, RESOLVE byl schvélen k pouziti pro
1écbu DME v roce 2011 (Dusova J., 2012, Sosna T. et al., 2012). Ranibizumab je
podavan ve cCtyftydennich intervalech do doby, kdy pacientova zrakova ostrost je

stabilni po tf1 po sobé jdouci mé&si¢ni kontroly.

Nejnovéjsim intravitrealnim Iékem pro 1é¢bu DME je tzv. VEGF-trap Aflibercept
(Eylea, Bayer). Na zaklad¢ multicentrickych randomizovanych studii DA VINCI,
VISTA-DME aVIVID-DME byl Aflibercept schvalen v roce 2014 pro 1écbu DME.
Aflibercept je rekombinantni fuzovany protein, skladajici se z ¢asti vazajici VEGF-A
(extracelularni doména VEGF receptoru 1 a 2), ktera je fizovana s Fc ¢ast lidského
imunoglobulinu IgG1 (Korobelnik JF. et al., 2014). Doporucené davkovani Aflibreceptu
u pacientli s DME jsou 2 mg kazdych 8 tydni po pocateCnim mésicnim podani péti
injeket.
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Ackoli anti-VEGF a VEGF-trap ptinesly vyrazné zlepSeni v 1é¢bé DME, studie ukazuji,
ze jeji terapeuticky efekt je pouze docasny a vzhledem ke komplexnosti patogenese
diabetické retinopatie i nedostate¢ny (Zechmeister-Koss 1., Huic M., 2012, Sobaci G. et
al., 2012). Dlouhodobé uzivani protilatek proti VEGF by mohlo navic zptsobovat
bunécnou smrt fotoreceptorit a Miillerovych bun¢k a snizovat tak zrakovou ostrost,

nebot’ VEGF je mimo jiné dilezitym faktorem pro pfezivani neuront (Joussen AM. et
al., 2002).

1.7.3 Vitrektomie

Sklivec pro ucely mé vyzkumné prace byl odebran v ramci pars plana vitrektomie, proto
se ji budu v nasledujicim textu vénovat trochu podrobné&ji, ackoli jeji vyuziti k 1é¢bé

komplikaci DR neni tak ¢asté jako vySe zminénych terapeutickych postup.

Pars plana vitrektomie je mikrochirurgicky zakrok, pfi némz se tzv. vitrektomem
odstrani z oka sklivec a je oSetiena sitnice. Indikaci k operaci je zpravidla neresorbujici
se krvaceni do sklivce a trakéni odchlipeni sitnice, kombinované trakcéni a regmatogenni
odchlipeni sitnice, floridni PDR nereagujici na laserovou koagulaci. Dale se vitrektomie
s peelingem membrana limitans interna muze pouzit u diabetického makularniho
edému, ktery nereaguje na 1écbu laserovou koagulaci nebo intravitredlni injekce, a u
kterého je pfitomna vitreoretindlni trakce ¢i epiretindlni membrana. Podstatou pars
plana vitrektomie jsou tii sklerotomie - vstupy v oblasti pars plana corporis ciliaris -
kterymi chirurg mize vstoupit do oka, aniz by zplsobil poSkozeni sitnice. Prvni vstup
slouzi pro infuzi, kterou je do oka pfivadéna tekutina v pribéhu operace a udrzovan tlak
v oku. Druhy vstup je pro svétlovod, kterym si chirurg sviti na operovanou oblast. A
treti sklerotomie je pro mikrochirurgické nastroje, nej€astéji vitrektom, jimz je sklivec
nasavan, gilotinovym pohybem noze na Spi€ce nastroje roziezan a vzniklé fragmenty
jsou odsavany z oka ven. K tomu, aby po operaci nedoslo k odchlipeni sitnice, je nutné,
aby byl sklivec nahrazen vhodnou latkou. Mezi nejcastéji pouzivané tamponujici latky
patfi silikonovy olej, expanzivni plyn napi. hexafluorosulfid - SF6 ¢i fyziologicky

roztok. Béhem pars plana vitrektomie je moZné postiZzenou sitnici laserové oSetrovat.

Ne&kolik studii potvrdilo, ze vitrektomie efektivné ovliviiuje diabeticky makularni edém
nasledujicimi zplsoby: a) zmirnéni ischemického stavu neperfundovanych ¢asti sitnice
a zabranéni sekrece makromolekul pfispivajicich ke vzniku DME, b) zlepSeni zasobeni

sitnicového povrchu kyslikem, jeho lepSi absorpce, c) lepSi rozpustnost kysliku a
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ostatnich zivin ve sklivcovém prostoru a jejich transport k ischemickym ¢astem sitnice

(Das Evcimen N., King GL., 2007).

Sklivec odebrany od pacientli pii terapeutické vitrektomii se pouziva pro klinicky
vyzkum vitreoretinalniho rozhrani in vivo a umoznuje nepiimé sledovani patologickych
procesu probihajicich na sitnici (Garcia-Ramirez M. et al., 2007). S pomoci proteomové
analyzy a imunoeseji sklivce se v poslednich dvou dekadéach na svétovych pracovistich
podafilo identifikovat faktory podilejici se na patogenesi diabetické retinopatie, jako
napi. PEDF, ApoA-1, ApoA-4, Trip-11, a vitamin D véazajici protein (Ouchi M. et al.,
2005) a nebo beta krystalin S, clusterin, hemopexin a prealbumin (Hernandez C. et al.,
2013). Pro rutinni diagnostiku stupné a rozsahu postizeni sitnice u diabetu se vSak
dosud pouzivaji méné€ invazivni vySetfovaci metody fluorescenéni angiografie a

k diagnostice DME opticka koherenéni tomografie (OCT).
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2 HYPOTEZA, CILE PRACE

2.1 HYPOTEZA

Vliv kyseliny mo¢ové na rozvoj diabetickych komplikaci dokazuji pfedevsim studie
Z nefrologie a kardiologie. Podle zéavéri epidemiologickych studii se zvySena
koncentrace kyseliny mocové vséru podili na patofyziologickém mechanismu
metabolického syndromu a na rozvoji sekundarnich komplikaci diabetu. Vysoka
koncentrace kyseliny mocové souvisi s endotelovou dysfunkci a sniZzenou elasticitou
cévnich stén. Je jednou z pri¢in nadmérného oxida¢niho stresu a neadekvatni imunitni a
zanétlivé odpovédi ve tkanich. V literatufe je publikovana pouze jedna prace, ktera
sledovala vztah kyseliny mocové a DR. Podle té je mozné, ze kyselina mocova se podili
na snizeni totalni antioxidacni kapacity sklivce u DM, coz pfispiva k poruseni

hematoretinalni bariéry a progresi PDR cestou indukce VEGF.

U DR je skliveova koncentrace VEGF vysoké a piimo koreluje se stupném diabetického
poskozeni sitnice. Vztahu sklivcové koncentrace VEGF k OCT charakteristikam
diabetického makularniho edému se pied zavedenim anti-VEGF terapie odborna
vetejnost prakticky nevénovala. Az intervencénimi studiemi bylo prokazano, Ze anti-
VEGEF terapie vede u DME k redukci tloustky sitnice. VySetfeni pomoci OCT nasledné
zacalo byt povazovano za moznou cestu, jak neinvazivné ve standardnich klinickych
podminkach posuzovat efektivitu 1é€by a pfenesené 1 ,,monitorovat hladiny VEGF*.
V literatufe se pfitom vyskytuji pouze ojedinélé prace, které skutecné méii tlousStku
sitnice pomoci OCT a zéaroven invazivné in vivo monitoruji koncentraci VEGF ve

sklivci diabetik.
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22 CILE PRACE
Na zakladé hypotézy byly stanoveny ctyfi dil¢i cile:

1. V rémci prospektivni studie stanovit sérové a sklivcové hladiny glukézy a
kyseliny mocové u pacienti s riznym stupném diabetické retinopatie a u
nediabetickych kontrol.

2.  Definovat ptipadnou zavislost koncentraci glukdézy a kyseliny mocové ve
sklivci a séru na mife poSkozeni sitnice a popsat dosud neprozkoumany vztah
kyseliny mocové k diabetické retinopatii.

3. Urcit vzajemny vztah koncentraci kyseliny moc¢ové a VEGF ve sklivci a séru u
diabetického makuldrniho edému a u nediabetickych kontrol.

4.  Hodnotit morfologické zmény sitnice pacienti s makularnim edémem a
pokrocilou neproliferativni diabetickou retinopatii pomoci OCT a urcit jejich

zavislost na sérovych a sklivcovych hladinach kyseliny mocové a VEGF.
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3 METODIKA

3.1 CHARAKTERISTIKA SOUBORU PACIENTU

Nabor pacientt do studie probihal v den pifijmu pacienta k planované sitnicové operaci
(vitrektomii) pro patologii zadniho o¢niho segmentu. V prvni ¢asti studie probihaly
vitrektomie na O¢ni klinice V§eobecné fakultni nemocnice v Praze. Vzorky pro druhou
cast prace byly odebirdny na O¢ni klinice Fakultni nemocnice v Olomouci stejnym
zpusobem a metodikou, jak je uvedeno nize. Ob¢ studie byly schvaleny etickou komisi

VFN a 1.LFUK v Praze a Etickou komisi Lékaiské fakulty Univerzity Palackého.

V obou piipadech byly vzorky biochemicky zpracovany v laboratotich Ustavu lékatské
biochemie a laboratorni diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a 1.
Lékarské fakulty University Karlovy.

Vsichni pacienti, kteti byli zatazeni do obou studii, byli ve stabilnim klinickém stavu
bez klinickych a laboratornich znadmek akutniho zanétu a podepsali informovany
souhlas.

Diagnoza diabetes mellitus byla stanovena na podkladé WHO kritérii, doba trvani
diabetu byla definovana jako doba od zjisténi diagndézy do odbéru vzorkl sklivce.
VSsichni pacienti podstoupili standardni oftalmologické vySetfeni zahrnujici stanoveni
nejlépe korigované zrakové ostrosti, vySetfeni na Stérbinové lampé a nepiimou
oftalmoskopii. U nékterych pacienti byla navic provedena opticka koherenéni
tomografie a fluorescencni angiografie. Pii zafazeni do studie byl dokumentovan
celkovy zdravotni stav (zejména léCend arteridlni hypertenze, hyperurikémie a
dyslipidemie) a dlouhodob¢ uzivana medikace.

Diabeticka retinopatie byla hodnocena podle Early Treatment Diabetic Retinopathy
Study Research Group. Indikace k vitrektomii byly nasledujici: a) difuzni nebo
cystoidni diabeticky makularni edém, b) preoperacni centralni zrakova ostrost vice nez
0,3 log mar a c) nedostate¢na nebo zadna odpovéd’ na predchozi 1é¢bu fotokoagulaci
nebo intravitrealnimi injekcemi. Z ucasti na studii byli vylouceni pacienti: a)
S intraokuldrnim krvacenim, b) po piedchozi vitreoretinalni operaci, ¢) po jiné o¢ni
operaci nebo laserové fotokoagulaci sitnice pfed méné nez 3 mésici, d) s anamnézou
intraokuldrnitho zanétu, e) po sitnicovém cévnim uzdvéru ¢i jinych retinalnich
patologiich vedoucich k sitnicové neovaskularizaci a makularnimu edému, f) s

idiopatickou makularni dirou ¢i epiretindlni membranou lé¢ici se zaroven pro diabetes
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mellitus, g) po intravitrealni 1écbé anti-VEGF nebo steroidy (napi. triamcionolon,

dexamethason, bevacizumab, ranibizumab, aflibercept) pied méné€ nez 6 mésici.

Do prvni studie bylo zahrnuto 81 pacienti s DME s primérnou dobou trvani diabetes
mellitus 15,6+9,0 let. Sledovany soubor pacientii byl rozdélen podle stupné diabetické
retinopatie (DR) na: 24 pacientt s proliferativni DR (PDR) a 57 s neproliferativni DR
(NPDR). Kontrolni skupinu tvofili pacienti bez diabetes mellitus s jinou sitnicovou
patologii - idiopatickou makularni dirou (n = 40) nebo epiretindlni membranou (n = 8).

Charakteristika pacientil je uvedena v tabulce 1 a 2.
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Tabulka 1: Klinickd a laboratorni charakteristika diabetickych pacientii a kontrol bez

diabetes mellitus

parametr DM (n=81) kontroly (n=48)

pocet pacient (muZi/Zeny) 44 [ 37 81/40 Fhx
vk (roky) 62,7+10,5 68,6 £7,0 ok
kyselina mocova (mmol/l) 7,3+£3,2 6,1£3,5 ns
HbA1. (mmol/mol) 69+18 NV ns
glukéza na la¢no (mmol/1) 8,9+3,6 5,0+0,8 falaled
albumin (g/l) 41,143,7 43,34+2,5 Fhx
kreatinin (umol/l) 91,8+32,3 79,6+£30,4 *
CRP (mg/l) 2,3+4,6 0,9+1,4 *
celkovy cholesterol (mmol/l) 5,1£1,0 (n=76) 5,3+0,9 ns
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,4£1,0 (n=76) 3,240,9 ns
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,1+£0,2 (n=76) 1,4+0,3 ekl
triglyceroly (mmol/l) 1,9+0,9 (n=76) 1,6+0,6 *
dyslipidemie 57 (70,4%) 24 (50,0%) ns
hypertense 63 (77,8%) 36 (75,0%) ns

Data jsou uvedena jako primer + standardni odchylka.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 DM versus kontrolni skupina pacientii

Zkratky: DM - diabetes mellitus, NV — nebylo vysetreno, HbAi. — glykovany
hemoglobin, LDL — low density lipoprotein, HDL- high density lipoprotein, CRP — C-

reaktivni protein, NS — nesignifikantni
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Tabulka 2: Klinickd a laboratorni charakteristika séra pacientii s neproliferativni a

proliferativni diabetickou retinopatii

Parametr NPDR (n=57) PDR (n=24) p
pocet pacientii (muZi/Zeny) 28129 16/8 ns
vek (let) 65,3+8,6 57,7+11,0 *
urea (mmol/l) 7,4+4,6 7,24+2.2 ns
HbA1. (mmol/mol) 67 +18 77 £14 *
glukéza na la¢no (mmol/1) 9,0 £3,4 8,9 +4,2 ns
albumin (g/l) 41,4+3,7 40,6+3,1 ns
kreatinin (umol/l) 87,3+£23,9 100,5+47,9 *
CRP (mg/l) 2,4+4,3 2,2+4.1 ns
celkovy cholesterol (mmol/l) 5,1+1,0 (n=54) 5,2+0,9 (n=22) ns
LDL-cholesterol (mmaol/l) 3,3£0,9 (n=56) 3,5£1,0 (n=20) ns
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,0+£0,2 (n=54) 1,1+0,2 (n=22) ns
triglyceroly (mmol/l) 1,9+0,9 (n=55) 2,14£0,6 (n=21) ns
dyslipidemie 34 (59,6%) 23 (95,8%) **
hypertenze 43 (75,4%) 20 (83,3%) ns
typ DM (DM 1/DM 2) 3/54 7117 *
primérné trvani diabetu (roky) 14,6+8.,6 16,9+9,0 ns
terapie — insulin 26 (45,6%) 14 (58,3%) ns

—PAD 19 (33,3%) 5 (20,8%) ns
—insulin + PAD 12 (21,0%) 5 (20,8%) ns

Data jsou uvedena jako primeér + standardni odchylka.
*p<0.01, **p<0.001 PDR versus NPDR pacienti
zkratky: DM — diabetes mellitus, NPDR — neproliferativni diabeticka retinopatie, PDR —

proliferativni  diabeticka

nesignifikantni

retinopatie,

PAD

— peroralni

antidiabetika,

ns
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Do druhé studie jsme zafadili celkem 29 pacientii. Sestnact pacientil v tomto souboru
mélo DM 2. typu a NPDR s DME; priimérnd doba trvani diabetu u nich byla 18,0+8,3

let. Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 13 pacientti bez DM, kteti podstoupili

planovanou vitrektomii pro epiretinalni membranu. Charakteristika pacient obou

skupin je shrnuta v tabulce 3.

Tabulka 3: Klinicka a laboratorni charakteristika pacientit druhé vyzkumné cdsti.

Parametr DME (n=16) kontroly (n=13) p
pocet pacientli (muZi/Zeny) 4112 1/12 ns
vék (rokii) 71 (61— 77) 71 (66 — 74) ns
visus (IogMAR) 1,0 (0,6 — 1,0) 0,5 (0,5 0,6) %
chronické onemocnéni ledvin 1 (6,2%) 0 (0,0%) ns
dyslipidemie 8 (50,0%) 4 (30,8%) ns
hypertenze 14 (87,5%) 10 (76,9%) ns
HbA. (mmol/mol) 51,5 (43,0 — 63,3) NA NA
sérovy albumin (g/l) 42,7 (41,1 - 44,6) | 44,4 (39,6-452) | ns
CRP (mgl/l) 1,6 (1,0-3,7) 2,0 (0,8-3,6) ns

Data jsou uvedena jako median + mezikvartilové rozmezi (IQR) nebo jako pocet a

procentualni zastoupeni

**p<0.01 DME versus kontrolni pacienti
zkratky: CRP — C-reaktivni protein, DME — diabeticky makularni edém, HbA;; —

glykovany hemoglobin, l0ogMAR — logaritmus minimdlniho whlu rozliseni (logarithm of

the minimal angle of resolution), NA — nestanoveno, ns — nesignifikantni

Chronické onemocnéni ledvin bylo definovano jako strukturdlni poskozeni ledvin nebo

porucha funkce vyjadiend glomeruldrni filtraci < 1,0 ml.s*.1,73 m'zpo > 3 mésice
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3.2 OPTICKA KOHERENCNI TOMOGRAFIE

Pacienti z druhé studie byli den pied operaci vySetieni OCT spectral-domain piistrojem
(CIRRUS HD-OCT, Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Némecko) jako tzv. ,,macular cube
acquisition“ podle doporuéeni vyrobce. Data ziskana v rezimu ,,macular cube 512 x 128
scan” sestavaji ze 128 rastrovych skenti s 512 A-skeny a snimaji centralni oblast makuly
o plose 6 x 6 mm. U kazdého pacienta jsme sledovali nésledujici tfi parametry

vypoctené pomoci Cirrus HD-OCT softwaru:
1. centralni tloustka sitnice (central retinal thickness - CRT),
2. objem makularni oblasti (cube volume - CV) a
3. praimérna tloustka sitnice v makule (cube average thickness - CAT)

a kontrolovali jsme piesnost méfeni. CRT je definovana jako primérna vzdalenost
vnitini limitujici membrany od retindlniho pigmentového epitelu v cirkuldrni zéné o
praméru 1 mm se sttedem ve fovee. CV je objem vypocitan ze stejné plochy jako CAT,
tedy centralniho kruhu o priméru 1 mm. CAT je vypocitana jako primérna tloustka

sitnice v kruhu o priméru 6 mm s centrem ve fovee.

Na zékladé ptedchozich publikaci, které zohlediovaly morfologické zmény u DME,
byl centralni fez prochazejici foveou jesté dale hodnocen nezavislym vysetfujicim podle

pritomnosti/absence intraretinalnich cyst a ser6zniho odchlipeni sitnice (SRD).
3.3  ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU

V ramci studie byla odebrana pacientovi v den sitnicové operace na la¢no zilni krev
z kubitalni zily. Krevni vzorky ve zkumavce bez antikoagulantu byly ihned po odbéru
centrifugovany 10 minut pii 1450 g a ziskané sérum nasledné rozpipetovano do
sterilnich zkumavek. Vzorky plné krve i séra byly potom uskladnény pfi -20°C. Kratce
po odbéru krve provedl vitreoretindlni chirurg odbér vzorku nefedéného sklivce (cca
0,3ml). Sklivec se ziskaval pomoci vitrektomu v Gvodu standardni terapeutické pars
plana vitrektomie pfed otevienim infuzniho portu a byl, stejné jako sérum, uchovan ve
zkumavkach pfi -20°C. Po odbéru byly vzorky krve a sklivce uchovany nejdiive v
odbérovém centru O¢ni kliniky, poté v Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LFUK a VFN v Praze pii -80°C po dobu potiebnou k biochemickému

zpracovani materialu.
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3.4 LABORATORNI STANOVENI

Rutinni laboratorni analyza sklivce a séra byla provedena podle standardnich
biochemickych metod doporucenych IFCC.

Koncentrace kyseliny mocové byla urena enzymaticky (urikdzoperoxidazou)
s fotometrickou detekci. Dolni limit kvantifikace této metody byl 30 umol/I.

Sklivcové a sérové hladiny VEGF byly stanoveny imunochemicky pomoci metody
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Pro nasi studii byl pouzit standardni
kit pro lidsky VEGF o 80 jamkach potazenych monoklonalni protilatkou (R and D
Systems, Minneapolis, MN, USA) a byl dodrzen doporuceny postup vyrobce.
Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach pg/ml; limity kvantifikace byly min = 31,2
pg/ml a max = 1000 pg/ml. Metoda je zalozena na principu kvantitativni sendvicové
techniky. Souprava obsahuje desticku s navazanou monoklondlni protilatkou
specifickou pro VEGF. Standardy a vzorek jsou rozpipetovany do jamek mikrotitraéni
desticky a ptitomny VEGF se vaze na protilatku navazanou na desticce. Po odstranéni
nenavazané¢ho materidlu se stanovi mnozstvi navazaného VEGF pomoc pfidané,
s enzymem konjugované, dalSi protilatky. Enzym katalyzuje chemickou pifeménu
substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na barevny produkt. Zména zabarveni
métend pii 450 nm je piimo imérna mnozstvi VEGF v testovaném roztoku.

Pracovni postup:

Roztoky:

- promyvaci roztok: 20 ml promyvaciho roztoku ve 500 ml redestilované vody
-substratovy roztok: roztoky A + B v poméru 1:1, 200 pl/jamka

- konjugat (enzymaticky oznaend protilatka)

- zastavovaci roztok

- nulovy standard: 500 pl roztoku RD5K

- ptipravime sérii standarda s koncentracemi 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml v objemu 500 pl.

Do kazdé z jamek mikrotitra¢ni desti¢ky jsme nejprve napipetovali 100 pl fediciho
roztoku RD1W. Poté jsme piidali standardy pro kalibra¢ni kiivku nebo vzorky sklivce
a séra po 100 pl do kazdé jamky a nakonec byla desticka zakryta folii. Vzorky jsme na
mikrotitrac¢ni desti¢ce nechali reagovat 2 hodiny pii pokojové teploté. Po inkubaci jsme
odsali obsah kazdé¢ jamky a pomoci promyvaciho roztoku tfikrat promyli nenavazanou
monoklonalni protilatku. Poté jsme piidali 200 pl konjugatu, desticku jsme opét

66



piikryli a inkubovali dalsi 2 hodiny pfi pokojové teploté. Po inkubaci jsme odsali,
desticku opét ttikrat promyli a do kazdé jamky ptidali 200 pl substratového roztoku.
Pti pokojové teploté jsme reakéni smés inkubovali 25 minut a reakce byla ukoncena
piidanim 50 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky. Pomoci spektrofotometru byla
do 30 minut stanovena absorbance pii vinové délce 450 nm a nastavena korekce vinové
délky na 540 nm.

Glykovany hemoglobin HbA1c byl stanoven vysokotéinnou kapalinovou
chromatografii, pfiCemz kalibrace byla nastavena dle referencni metody IFCC.

Jak jiz bylo uvedeno, do roku 2012 se pro HbA;; pouzivala jednotka %, ktera byla na
zaCatku roku 2012 nahrazena novou jednotkou vyjadienou v mmol/mol. Pievod

jednotek je 1% = 10 mmol/mol.

Koncentrace glukozy byla stanovena enzymaticky (glukozaoxidaza) s fotometrickou
detekci. Enzymatickou metodou s fotometrii byl stanoven také celkovy cholesterol
(cholesteroloidaza) a triglyceroly (glycerol-3-fosfatoxidaza). HDL cholesterol byl
stanoven homogenni enzymatickou kolorimetrickou reakci a LDL vypoc¢tem z hodnot
celkového a HDL cholesterolu a triglycerola dle Friedwalda.

Kreatinin byl stanoven pomoci Jaffé meody, C-reaktivni protein pomoci turbidimetrie.
Albumin byl stanoven fotometricky pomoci bromkrezolové zelené a urea UV metodou

S ureazou.

35 STATISTICKA ANALYZA

Pro statistickou analyzu ziskanych dat byly u obou souborti pouzity aktualni verze SPSS

(verze 16 v prvni ¢asti a verze 18 v druhé ¢asti, IBM SPSS inc., Chicago, IL, USA).

V prvni ¢asti dizertacni prace jsme porovnavali oba typy biologického materialu (sérum
a sklivec) u diabetikti a kontrolni skupiny pacientti. Statisticka analyza byla provedena
v zavislosti na charakteru rozlozeni dat pomoci zobecnéného linedrniho modelu ¢i
Kruskall-Wallis a Mann-Whitney U-testu pro neparametrické testovani. Vysledna data
jsou uvedena jako primér + standardni odchylka (SD), jako signifikantni jsou oznaceny

hodnoty vyznamnosti p< 0.05, dale byl vypocitan 95% interval spolehlivosti (CI).
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Data pro gluk6ézu nebyla rozloZzena podle Gaussova normalniho rozdéleni (testovano
Levene testem), ale asymetricky. Tato data byla pro dalsi analyzy transformovana do

logaritmického méftitka a byl vypocitan geometricky pramér = SD.

K posouzeni stupné prosakovani glukozy a kyseliny mocové z krve do sklivce jsme
vypocitali absolutni pomér dané latky (koncentrace ve sklivci/ koncentrace v séru) a

porovnali poméry mezi skupinami.

Druhd ¢ast: U 16 sklivcovych vzorkl lezela koncentrace VEGF a u 3 sklivcovych
vzorkl koncentrace kyseliny mocové pod limitem kvantifikace. Vzhledem k tomu, ze
rozsah souboru byl maly, neslo s jistotou posoudit, zda jsou veliCiny rozdéleny podle
Gaussova normalniho rozlozeni. Vyfazeni zminénych pozorovani pod limitem
kvantifikace by zputsobilo bias odhadu, proto jsme jako alternativu zvolili statistické
zpracovani neparametrickymi testy, které vyhodnocuji pouze na zdklad¢ vzajemnych
srovnani hodnot. Jako ukazatele polohy a variability skupiny jsme zvolili miry
ordinalni, konkrétné median a dolni/horni kvartil. Udaje pod dolnim limitem detekce
jsme zapocitali jako "men$i nez vSechny ostatni"; udaje v intervalu detekce jsme

srovnali podle skute¢né¢ namétené hodnoty.

Mann-Whitney U test a Fisheriv test jsme pouzili k porovnani dat DME supiny
s kontrolni skupinou. Pro vyhodnoceni statistické zavislosti mezi laboratornimi
parametry navzajem a OCT hodnotami jsme pouZili linedrni regresni analyzu se
Spearmanovymi korelacnimi koeficienty. Vysledna data jsou uvedena jako primér +
SD, nebo median spole¢né s 1. a 3. kvartilem (mezikvartilovym intervalem - IQR), jako

signifikantni jsou oznaceny hodnoty vyznamnosti p< 0.05.
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4 VYSLEDKY VLASTNI PRACE

4.1 STUDIE STANOVENI KYSELINY MOCOVE A GLUKOZY

Koncentrace kyseliny mocové ve sklivei byla u diabetikil signifikantné vys$i nez u
kontrolni skupiny pacientd. Také sérova hladina kyseliny mocové v séru diabetikli byla

vyS$8i nez u nediabetikd, jak je znazornéno v tabulce 4.

Tabulka 4: Koncentrace glukozy a kyseliny mocové u diabetikit a nediabetickych

kontrol
Parametr DM (n=81) kontroly (n=48) p
kyselina mo¢ova  sklivec (umol/l) 169,6 +£70,6 52,0 £35.9 Fkx
sérum (umol/1) 344,6 £72,8 314,5 +88,1 *
absolutni pomér 0,494 +0,18 0,163 +0,10 Fokk
gluk6za na la¢no  sklivec (mmol/l) 5,6 +2.7 1,2 +0.,8 Fkk
sérum (mmol/l) 8,9 +3,6 5,0 £0,8 ok
absolutni pomér 0,646 +0,24 0,240 +0,15 ok

Data jsou uvedena jako primeér + standardni odchylka, absolutni pomér (koncentrace

ve sklivci/ koncentrace v séru).

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 DM versus kontrolni skupina

Primér absolutniho poméru kyseliny moc¢ové mezi sklivcem a sérem u diabetikl se
signifikantné lisil od kontrol. Kromé toho, korelovala sklivcova hladina kyseliny
mocové signifikantné (p=0,022) s typem diabetické retinopatie; kyselina mocova byla
vysSi u PDR (194+£56 pmol/l) ve srovnani s NPDR (159+74 pmol/l). Také primérny
absolutni pomér kyseliny mocové byl u PDR vyssi nez u NPDR (p= 0,006), jak je

znazornéno na obrazku 13.
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Obrazek 13: Primérny absolutni pomer kyseliny mocové u kontrol, NPDR a PDR
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Zkratky: UA ratio — pomeér sklivcové a sérové koncentrace kyseliny mocové, *p<0.01

kontroly versus diabetici, **p<0.001 PDR versus NPDR pacienti
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Obrazek 14 ukazuje, Ze stejné zvySeni koncentrace kyseliny mocové V séru vede
k vétsimu naristu jeji intravitrealni koncentrace u diabetickych pacientt (0,281 krat; CI

= (0,039; 0,522)) nez u kontrol (0,166 krat; CI = (= -0,011; 0,343)); p=0,023.

Obrazek 14: Zavislost sklivcové a sérové koncentrace kyseliny mocové u kontrol versus
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Zkratky: V-UA — koncentrace kyseliny mocové ve sklivci, S-UA — koncentrace kyseliny

mocoveé v séru
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Data pro glukézu méla asymetrické rozlozeni, a proto byla pifevedena do logaritmické
stupnice. Koncentrace glukézy ve sklivci byly signifikantné vyssi u diabetickych
pacientll ve srovnani s kontrolni skupinou pacienti. Také byl nalezen signifikantni

rozdil v laéné glykemii mezi obéma skupinami, jak shrnuje tabulka 4 a obrazek 15.

Obrazek 15: Vztah sklivcové a sérové koncentrace glukdzy u pacientii S diabetem a u
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Jak bylo uvedeno, primérny absolutni pomér glukézy u diabetikti byl signifikantné
vyS$$i nez u nediabetickych kontrol (tabulka 4, obrazek 14). Pacienti s PDR (6,3+2,9
mmol/l) méli vyssi primérnou hladinu glukézy ve sklivei nez pacienti s NPDR (5,3£2,5
mmol/l), ale tento rozdil nebyl statisticky signifikantni (p = 0,233). Nicmén¢ pramérny
absolutni pomér glukézy u PDR byl signifikantn¢ vyssi nez u NPDR a u kontrol
(obrazek 16).

Obrazek 16: Primérny absolutni pomeér glukozy u kontrol, NPDR a PDR
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Zkratky: glucose ratio — pomeér sklivcové a sérové koncentrace glukozy, *p<0.01

kontroly versus diabetici, **p<0.001 PDR versus NPDR pacienti
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Intraokularni hladiny kyseliny mocové a glukézy u DM 1. typu se signifikantné nelisily
od DM 2. typu (kyselina mocova p = 0,457; glukoza p = 0,530). Ve skupin¢ diabetikt
jsme nepozorovali signifikantni korelaci mezi intravitredlni koncentraci kyseliny
mocove, respektive glukézy s dobou trvani diabetu (kyselina mocova p = 0,879;
glukéza p = 0.540) nebo s terapii diabetu insulinem (kyselina mocova p = 0,284,
glukéza p = 0,672). Intravitredlni koncentrace kyseliny mocové a glukézy u diabetikli a

u kontrol nekorelovaly ani s pfidruzenou hyperlipidémii ani s arterialni hypertenzi.

Hodnoty HbA;. byly stanoveny pouze v krvi diabetikd, proto jsme také jenom u této
skupiny hodnotili korelaci glykovaného hemoglobinu s biochemickymi zménami
sklivce. Primérna hladina HbA;c u NPDR byla 6,7+1,8%, coz bylo mén¢ (hrani¢ni
signifikance p=0,05) ve srovnani s PDR (7,5£1,5%). Nicméné, nebyla dokazana
statisticky signifikantni korelace HbAj. S intravitredlnimi koncentracemi kyseliny

mocove a glukdzy.

V této vyzkumné c¢éasti jsme ukazali, Ze intravitredlni hladiny kyseliny mocové a
glukdzy jsou signifikantné vyssi u pacienti s DM nez u kontrolni skupiny. Dale jsme
glukozy ve sklivei je stupeni diabetické retinopatie. Absolutni pomér obou molekul byl

signifikantné vy$si u PDR ve srovnani s NPDR (pfiloha 1: K¥izova L. et al., 2011).

4.2 VZTAH KYSELINY MOCOVE A VEGF
Biochemickd analyza séra a sklivce

Prokazali jsme, Ze biochemické sloZeni sklivce diabetikll se statisticky signifikantné 1i8i
od kontrolni skupiny. Ze stanovovanych biochemickych parametri byla koncentrace
VEGF, kyseliny mocové a celkové bilkoviny ve sklivci diabetikti signifikantné vyssi
nez u kontrol, jak je zndzornéno v tabulce 5 a obrazcich 17 - 19. Také sklivcova
koncentrace albuminu byla u diabetikdi rovnéZ vyssi, ale rozdil mezi skupinami vSak
nebyl signifikantni. Ve vSech nediabetickych kontrolnich vzorcich sklivce byla

koncentrace VEGF pod detekénim limitem 31.2 pg/ml.
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Tabulka 5: Laboratorni analyza sklivce u DME a nediabetickych kontrol

celkova bilkovina (g/l)

6.3 (4.9-9.1)

3.6 (3.1-4.2)

Parametr DME (n=16) kontroly (n=13) p
VEGF (pg/ml) 192.7 (140.9 — 523.5) <LOD ok
kys. moc¢ova (umol/l) | 156.0 (86.0 —209.0) | 70.0 (48.5—138.0) *
albumin (mg/l) 1050 (618 — 1780) 550 (295 — 1495) ns

*k*k

Data jsou uvedena jako median a mezikvartilovy interval IQR

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 DME versus kontrolni pacienti

zkratky: ns= nesignifikantni, LOD - limit detekce (31.2 pg/ml)
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Obrazek 17: Sklivcova koncentrace VEGF u DME a kontrolni skupiny
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Obrazek 18: Sklivcova koncentrace kyseliny mocové u DME a kontrolni skupiny
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Obrazek 19: Sklivcova koncentrace celkové bilkoviny u DME a kontrolni skupiny
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Ve skupiné pacienti s DME byla dale popsana signifikantni korelace mezi sklivcovou

koncentraci kyseliny mocové a sklivcovym VEGF (o= 0.559, p= 0.03). Obrazek 20

znazornuje vztah koncentrace kyseliny mocové ve sklivci u diabetikl a kontrol.

Obrazek 20: VVztah sklivcové koncentrace kyseliny mocové a VEGF u DME a kontrol
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Sklivcové koncentrace jak kyseliny mocové, tak VEGF diabetiki nekorelovaly se
sklivcovou koncentraci celkové bilkoviny. U kontrolni skupiny nebyla nalezena zadna

vzajemna korelace mezi stanovovanymi biochemickymi anality ve sklivci.

Median sérové koncentrace kyseliny mocové u pacientti s DME byl signifikantné vyssi
nez u kontrol (337.0 umol/l, IQR: 324.0 — 407.0 umol/l u DME versus 259.5 pumol/l,
IQR: 220.0 — 334.8 umol/l u kontrolni skupiny; p= 0.025). Také medidn koncentrace
VEGEF v séru diabetikti (414.3 pg/ml, IQR: 293.1 — 512.0 pg/ml) byl vyssi nez u kontrol
(332.7 pg/ml, IQR: 149.4 - 551.8 pg/ml), ale rozdil mezi obéma skupinami nebyl

statisticky signifikantni.

V kontrolni skupiné byla popséna signifikantni korelace mezi koncentraci kyseliny
mocové v séru a ve sklivei (o= 0.652, p= 0.016), u pacienti s DME vsak ne. Sklivcova

koncentrace VEGF nekorelovala se sérovou koncentraci VEGF ani u jedné ze skupin.

4.3 OCT PARAMETRY

Mediany CRT, CAT a CV jsou uvedeny v tabulce 6 a mezi skupinami se jejich hodnoty
signifikantn¢ neliSily. Statisticky signifikantni rozdil mezi skupinami byl pouze

V pfitomnosti subretinalni tekutiny, jak rovnéz vyplyva z tabulky 6.

Hodnota CRT u diabetikii korelovala signifikantné s CAT (= 0.589, p= 0.016). Dale
CRT u pacientd s DM korelovala signifikantné také s CV (o= 0.581, p= 0.018).
Nicméné nejsiln€jsi korelace ve skupiné diabetikli se ukdzala mezi CAT a CV (o=
0.999, p< 0.001). Pfitomnost subretinalni tekutiny byla pospéana u Sesti diabetickych o¢i,
ale jeji pfitomnost nekorelovala s zddnym z ostatnich OCT parametrii (CRT, CAT, CV).
Ze vSech sledovanych OCT parametra se pouze v diabetické skupiné ukazala statisticky
signifikantni korelace CV se sklivcovou koncentraci VEGF (o= 0.515, p= 0.041).
(obrazek 21). Hodnoty CRT, CAT, CV a SRD u pacientt sDME a u kontrol
nekorelovaly ani se sklivcovou koncentraci kyseliny mocové, ani salbuminem a

celkovou bilkovinou ve sklivci.
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Tabulka 6: OCT parametry pacientii s DME a kontrolni skupiny

Parametr DME (n=16) kontroly (n=13) p
CRT (um) 479,0 (421.5-661,3) | 498,0 (374,5 —540,5) ns
CAT (uml) 392,0 (329.8 - 414,3) | 332,0(316,0 — 346,5) ns
CV (mm®) 14,2 (11.9 - 15,0) 12,0 (11,4 — 12,5) ns
SRD 6 (37,5%) 0 (0%) *

Data jsou uvedena jako median + mezikvartilové rozmezi (IQR) nebo jako pocet a

procentualni zastoupent,

*n<0.05 DME versus kontrolni pacienti

zkratky: CRT - centrdlni tloustka sitnice (central retinal thickness),

CV - objem

makuldarni oblasti (cube volume), CAT - prumérnad tloustka sitnice v makule (cube

average thickness), SRD — sérozni odchlipeni neuroretiny, ns= nesignifikantni
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Obrazek 21: Graficka zavislost koncentrace VEGF ve sklivci a CV hodnoty OCT u
pacientii s DME
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zkratky: OCT — opticka koherencni tomografie, V-VEGF — sklivcova koncentrace, CV —

objem makularni oblasti sitnice

Hodnotili jsme zaroven korelaci nejlépe korigované zrakoveé ostrosti se zménami OCT
parametrll a sloZzenim sklivce a nenaSli jsme ani u jedné ze skupin signifikantni
zavislost. Ani mezi OCT parametry a sérovymi hladinami kyseliny mocové a VEGF

nebyla signifikantni korelace.

Souhrnné ukazuji zavéry druhé vyzkumné ¢asti, ze intravitrealni koncentrace kyseliny
mocové u pacientl s diabetickym makularnim edémem a NPDR signifikantné koreluje
s intravitrealni hladinou VEGF. Dale jsme popsali, ze u DME skupiny objem makularni
oblasti sitnice (CV) méfené pomoci Cirrus-HD-OCT signifikantn€ koreluje
s koncentraci VEGF ve sklivci (pfiloha 2: Ktizova L. et al., 2015).
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5 DISKUSE

V prvni ¢asti vyzkumné prace jsem porovnavala sérové a sklivcové hladiny glukézy a
kyseliny mocové a korelovala vysledky se stupném DR. Dosla jsem K zavéru, ze
intravitrealni hladiny kyseliny mocové a glukdzy jsou signifikantné vyssi u pacientii
zvySujici se koncentrace kyseliny mocové a glukozy ve sklivei je stupen diabetické
retinopatie. Absolutni pomér obou molekul byl signifikantné vys$si u PDR ve srovnani

s NPDR.

Druhd cast byla zaméfena na porovnani morfologie centralni makularni oblasti
vySetiené OCT se sklivcovymi a sérovymi hodnotami VEGF, kyseliny mocové, celkové
bilkoviny a albuminu. Ve sklivci diabetiki jsme stanovili signifikantné vyssi
koncentrace VEGF, kyseliny moc¢ové a celkového proteinu v porovnani s kontrolami.
Nase zavéry dale ukazuji, ze u pacientii s diabetickym makuldrnim edémem a NPDR
koreluje intravitrealni koncentrace kyseliny mocové signifikantné s intravitrealni
koncentraci VEGF. Toto, spolecné se zavéry prvni vyzkumné ¢asti, podporuje nasi
hypotézu, ze kyselina mocova by mohla byt jednim z faktord podilejicich se na
patogenezi DR. Kromé toho jsme zjistili, Ze tidaje o objemu makularni oblasti sitnice
(CV) métené pomoci Cirrus-HD-OCT u diabetikii signifikantné koreluji s koncentraci

VEGF ve sklivci.

Pro obé& vyzkumné ¢asti bylo spole¢né stanoveni koncentraci kyseliny mocové v séru a
ve sklivci. Dulezity podil kyseliny mocové na vzniku vaskularnich komplikaci
podporuje mnoho studii, které dokladaji, ze zvySend sérova koncentrace kyseliny
mocove je spojovana s vysSim rizikem vzniku kardiovaskularnich chorob, systémové
arterialni hypertenze, urychlené ateroskler6zy nebo skupiny metabolického syndromu
(Hayden MR., Tyagi SC., 2004, Zoccali C. et al., 2006, loachimescu AC. et al., 2007,
Jalal DL et al, 2013, Sowers JR., 2013). Pfesné mechanismy vztahu kyseliny mocové

k jejich patogenezi vSak ziistavaji malo objasnéné.

Ob¢ nase studie popisuji koncentrace nékolika molekul ve sklivci a v séru u riznych
stupni. DR. Pfi hodnoceni zavéri bychom méli zvazit predevSim to, Ze zvySend
koncentrace urcité biochemické latky ve sklivei nemusi byt pouze pfimym nésledkem

jeji zvySené diflize hematoretinalni bariérou. Je nutné ptredpokladat také lokdlni
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produkei, tak jak to bylo studiemi prokézano napiiklad u VEGF (Pe’er J. et al., 1996,
Abcouwer SF., 2013).

Abychom 1épe posoudili, do jaké miry spolu souvisi koncentrace kyseliny mocové a
glukozy v séru a ve sklivci, pouzili jsme ve statistické analyze prvni studie také vypocet
absolutniho poméru. Vychézeli jsme z predpokladu, Zze pti zachovanych fyziologickych
pomérech je hladina dané latky ve sklivei umérné jeji hladin€ v séru. Tedy, ze pfi
zvySeni koncentrace napf. kyseliny mocové v séru, se promitne jako jeji zvyseni ve
sklivci a pomér sérum/sklivec ziistane zachovan. Mohli jsme ale pozorovat, ze urcité
zvySeni koncentrace kyseliny mocové v krvi vede u DM Kk vétsimu narastu jeji
intravitrealni koncentrace nez u kontrol. Obdobn¢ tomu bylo i pfi porovnani absolutniho
poméru glukézy. Nase zavéry dale ukazuji, ze absolutni pomér kyseliny mocové a
glukézy je vySsi u PDR nez NPDR. Tento fakt Ize vysvétlit jednak snadnéjSim
pronikédnim obou latek pies hematoretinalni bariéru, nebo v ptipadé kyseliny mocové i

lokalni produkci, jak bude uvedeno dale.

Hematoretinalni bariéra je u DR a DME porusend. Jeji naruSeni je zprostfedkovano
zangtlivymi mediatory, jakymi jsou prostaglandiny, cytokiny a VEGF (Antcliff RJ,
Marshall J., 1999, Antonetti DA. et al., 1999,Quam T. et al., 2001, Shin ES. et al, 2014).
Pomoci sklivcové fluorometrie bylo prokdzano, ze u pacientti s DR a DME je pasivni
pranik molekul fluoresceinu ptfes HRB oproti kontrolam vyssi o faktor 12 (Sander B. et
al., 2001). V pfipad¢ kyseliny mocové v prvni ¢asti nasi studie to bylo o faktor 1,69.
Pokud by se kyselina mocova do sklivee u DR dostavala zvySenym pasivnim prunikem,

mohlo by se jednat pouze o pasivni ukazatel rizika DR.

Kyselina mocova je kone¢ny produkt metabolismu purinti a za normalnich okolnosti
pusobi jako antioxidant (Hayden MR., Tyagi SC., 2004). V literatufe je velice malo
informaci o vztahu kyseliny moc¢ové k DR, nebo o jejich fyziologickych hladinach ve
sklivei. U riznych systemickych chorob byla popsana predominantné lokalni produkce
kyseliny mocové (Johnson RJ. et al.,, 2003). Lokalni produkci kyseliny mocové u
pacientli s DR nasvédcuji také zaveéry nasi druhé vyzkumné casti. Ackoli celkova
bilkovina ve sklivci diabetikll byla ve srovnani s kontrolni skupinou signifikantné vyssi,
jeji hladiny nekorelovaly ani se sklivcovou kyselinou mo¢ovou, ani s VEGF. Dale jsme
u diabetikii, na rozdil od kontrol, nenaSli korelaci mezi sérovou a sklivcovou
koncentraci kyseliny mo¢ové. Jednou z moznosti, jak vysvétlit zvySené hladiny kyseliny

mocové ve sklivei diabetikl a jejich korelaci se stupném DR, by tedy mohla byt jeji
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lokalni produkce bunkami sitnice. S jistotou by bylo nutno tento pfedpoklad ale dolozit

dal$imi studiemi, napfiklad se znac¢enou kyselinou mocovou.

U diabetikli spousti hyperglykemie fadu metabolickych pochodii vedoucich k
oxida¢nimu stresu (obrazek 6). Fyziologické lokalni antioxidanty, které chrani kapilarni
endotel, jsou oxida¢nim stresem spotiebovany (Hayden MR., Tyagi SC., 2004) a vznika
posun v oxida¢né-redukéni rovnovaze kyseliny mocové. Tento tzv. “urate redox shuttle”
znamena, ze kyselina mocova, ktera za fyziologickych podminek plsobi jako
antioxidant, se paradoxn¢ stava oxidantem a podili se na endotelialnim poskozeni cestou
oxida¢niho stresu (Hayden MR., Tyagi SC., 2004). Johnson et al. navic dokazali, ze
lokalni ischemie vede cestou enzymatické aktivace ke zvySené produkci kyseliny
mocové a tvorbé oxidantli (Johnson RJ. et al., 2003). I podle autort Yokoi et al. je
mozné, ze kyselina mocova se podili na sniZeni totalni antioxidacni kapacity sklivce u
DM, coz pftispiva k poruseni hematoretinalni bariéry a progresi PDR cestou indukce
VEGF (Yokoi M. et al., 2005). Spole¢né s VEGF a ostatnimi molekulami by mohla byt
kyselina moc¢ova jednim ze spoluptisobicich kauzalnich faktori DR, nebot’ v druhé¢ ¢asti

mého vyzkumu jsme prokazali korelaci obou molekul ve sklivei diabetikd.

V obou mych vyzkumnych ¢astech byla priimérna koncentrace kyseliny mocové v séru
diabetikl signifikantné vyssi nez u kontrolni skupiny pacientti. V ptedchozich studiich
byla sérova koncentrace kyseliny moc¢ové u DM popsana jako nizsi (Ioachimescu AG.
et al., 2007), stejnd (Huang EJ. et al., 2006, Ioachimescu AG. et al., 2007) nebo vyssi
(loachimescu AG. et al., 2007) v porovnani s nediabetickymi kontrolami. Nicméng, pfi
soucasné hladiné HbA1. pod 9%, byla hladina kyseliny mocové signifikantné vyssi u

DM (Ioachimescu AG. et al., 2007), stejné€ jako v naSem ptipade¢.

Zaveéry prvni Casti vyzkumu také ukazuji, Ze pokro€ilé stupné DR korelovaly se
zvySenou hladinou glukézy ve sklivei. Ackoli neni mnoho studii, které by méfily
hladinu glukoézy ve sklivci, existuje nespocet studii, které dokazuji, ze vysoka hladina
gluk6zy v séru je hlavnim faktorem zapojenym do retindlnich vaskuldrnich zmén pii
progresi DR (napi. Sheetz MJ., King GL., 2002, Ciulla TA. et al.,, 2003).
Ptedpoklddame tedy, Zze mechanismus ucinku glukozy ptitomné ve sklivci bude
v mnohém podobny tém, které jsou popsané pii hyperglykemii, a Ze i gluk6za ptitomna
ve sklivei se GCastni na lokalnich zménach sitnice pfi vzniku a progresi DR. Teorie,
kterymi hyperglykemie méni bunécné funkce a stimuluje expresi signalnich molekul

V patogenesi DR jsou nasledujici: a) akcentace polyolové cesty, b) produkce
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pokrocilych produktl glykace neenzymatickou glykaci proteint, ¢) indukce oxida¢niho
stresu, d) aktivace proteinkinasy C (Gardner TW. et al., 2002, Sheetz MJ., King GL.,
2002, Ciulla TA. et al., 2003, Kowluru RA., Chan PS., 2007). VSemi témito cestami
muze glukdéza u DR prispivat k endotelialni dysfunkci a vést k naslednému zvySeni

permeability hematoretinalni bariéry.

Vzhledem ktomu, ze glykemie je dynamicky proménny parametr, stal se zlatym
standardem pouzivanym k posouzeni dlouhodobé kompenzace diabetu glykovany
hemoglobin HbA;; (Kalvodova B. et al., 2012). Korelace hladin HbAj; se stupném
sitnicového poSkozeni u DR, kterou jsme ukdazali v nasi studii (primérny HbA;c U
NPDR 6.7+1.8% versus u PDR 7.5+1.5%), je Vvsouladu se zavéry velkych
prospektivnich studii UKPDS (1998), DCCT (Zhang L. et al., 2001). Na druhou stranu
jsme vnasi studii ale nenasli signifikantni korelaci mezi intravitrealni koncentraci
kyseliny moc¢ové nebo glukézy a hladinami HbAjc. Ani v druhé ¢asti vyzkumu jsme
nenasli zadnou statisticky vyznamnou korelaci mezi HbA;. a biochemickymi zménami

ve sklivci nebo OCT parametry.

Pacienti s DM casto trpi pfidruzenou arterialni hypertenzi, ktera koreluje s délkou trvani
diabetu a vys$imi hladinami HbA;. (Aiello LP. et al., 2001). Epidemiologické studie
jako WESDR (Klein R. et al., 1989), UKPDS (1998)nebo EURODIAB (Porta M. et al.,
2001) nasvédcuji, ze systémova arterialni hypertenze urychluje progresi DR u DM 2.
typu (UK Prospective Diabetes Study Group, 1998) i 1. typu (Klein R. et al., 1989,
Porta M. et al., 2001). V prvni ¢asti naseho vyzkumu jsme zaznamenali pfidruzenou
hypertenzi u 77.5% diabetiki a 75.0% kontrol. Vysokd prevalence hypertenze u
kontrolni skupiny pacienti by mohla vysvétlovat to, ze jsme nenasli signifikantni
korelaci mezi zménami ve sklivci a pfitomnosti hypertenze. V druhé ¢asti vyzkumu byla
hypertenze zastoupend dokonce u 88,2% pacientl a ani vtomto piipadé jsme

nezaznamenali korelaci s biochemickymi ¢i OCT zménami.

Studie poslednich let ukazuji, Ze zvySené hladiny VEGF v oku diabetikii zpisobuji
konformac¢ni zmény mezibunécnych ,tight junctions* endotelidlnich bunék retinalnich
cév. Timto mechanizmem je VEGF zodpovédny za zvySeni cévni permeability a
poruseni hematoretinalni bariéry u o¢i s DME (Antonetti DA. et al., 1999, Quam T. et
al., 2001, Caldwell RB. et al., 2003, Abcouwer SF., 2013). Sklivcové hladiny VEGF
koreluji signifikantné se stupném zavaznosti DR (Quam T. et al., 2001, Zhang X. et al.,

2014, Rahimi Z. et al., 2014). Nékteti autofi pozorovali také signifikantni korelaci mezi
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ztlusténim sitnice ve fovee métenou na OCT a koncentracemi VEGF ve sklivci (Funatsu
H. et al., 2006, Shimada H. et al., 2009) a komorové vod¢ (Javanmard SH. et al, 2012).
Spojitost mezi sklivcovymi koncentracemi VEGF a morfologii DME popsali Sonoda et
al.; nenasli signifikantni korelaci mezi VEGF a cystoidnim versus difiznim DME

(Sonoda S. et al., 2014).

Podle nasi studie korelace mezi sklivcovymi hladinami VEGF a centralni tloustkou
sitnice - CRT nebyla u diabetikli ani u kontrolni skupiny signifikantni. Nase zavéry vSak
dokazuji, ze vyssi hodnoty objemu makularni oblasti sitnice - CV s vysokou hladinou
VEGF ve sklivci pacienti s DME statisticky vyznamné koreluji. Nicméné, je také
potfeba zminit, ze kazdy z autorti predchozich studii definoval centralni sitnicovou
tloustku jinak. Tloustka sitnice v centru fovey ve studii od autorG Funatsu et al. byla
vypocCitana jako primérna fovealni tloustka ze 4 manualnich métfeni pro kazdého
pacienta (Funatsu H. et al., 2006). Shimada et al. pouzili primérnou tloustku centralni
plochy sitnice o priméru 1000 pm stejné€ jako my, avSak vypocitanou automaticky OCT
pfistrojem znacky Humphrey (Shimada H. et al, 2009). A ve studii od autorti Javanmard
et al. byla centradlni makularni tloustka definovana jako primérna tloustka centralni

plochy sitnice o praméru 500 um (Javanmard SH. et al., 2012).

OCT se od svého zavedeni do oftalmologie na konci 90. let minulého stoleti pouziva
k hodnoceni dynamiky DME a odpovédi na jeho terapii riznymi modalitami (laser,
intravitrealni injekce triamcinolonu, vitrektomie). U pacientdt s DME je vSeobecné
akceptovano, ze centralni tloustka sitnice — CRT se vedle nejlépe korigované zrakové
2007). To je z toho divodu, Ze zmény ve fovealni oblasti jsou rozhodujici pro centralni
zrakovou ostrost. V nasi studii CRT, CAT ani CV s nejlépe korigovanou centralni

zrakovou ostrosti nekorelovaly, a to ani u pacientli s DME, ani u kontrolni skupiny.

Studie, které¢ by korelovaly sklivcové hladiny VEGF u DME s OCT parametry pied
zavedenim anti-VEGF terapie prakticky neexistovaly. Az interven¢nimi studiemi bylo
prokazano, ze anti-VEGF terapie vede u DME k redukeci tloustky sitnice (Massin P. et
al. 2010, Mitchell P. et al, 2011) a vySetieni pomoci OCT zacalo byt povazovano za
moznou cestu, jak neinvazivné ve standardnich klinickych podminkach posuzovat
hladiny VEGF. Tyto empirické zavéry vSak nejsou doloZeny stanovovanim hladiny

VEGF pfied a po terapii a vychéazeji pouze z klinického pozorovani redukce DME po
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anti-VEGEF terapii. Napiiklad autofi Nguyen et al. publikovali praci, ktera hodnoti efekt
anti-VEGF terapie za pomoci centralni tloustky sitnice na OCT, i objemu makularni

oblasti sitnice - CV (Nguyen QD. et al., 2006).

Zaveéry druhé ¢asti mého vyzkumu ukazuji, ze vyssi hodnoty objemu makularni oblasti
sitnice — CV u pacienti s DME koreluji s vysokou hladinou VEGF ve sklivci. Zaroven
jsme dokazali, ze pfitomnost subretinalni tekutiny u diabetikti nevykazuje signifikantni
korelaci se sklivcovym VEGF. Z toho divodu, Ze DME postihuje vétSinou rozsahlejsi
oblast makuly a ne jenom fovedlni krajinu, se zd4 byt hodnoceni koncentrace VEGF za

pomoci objemu makularni oblasti sitnice - CV i v klinické praxi opodstatnéné.

Fakt, ze pfitomnost subretindlni tekutiny nekoreluje s koncentraci VEGF ve sklivci
diabetikil, je castecné v souladu se zavérem autorti Sonoda et al., ktefi u diabetikli
S DME nenasli statisticky vyznamnou korelaci mezi intravitrealni hladinou VEGF a
mnozstvim subretinalni tekutiny (Sonoda S. et al., 2013). Jiné studie prokazuji, ze
pritomnost subretinalni tekutiny ma casto Spatnou prognoézu po terapii DME (Deak GG.

et al. 2010, Ota M. et al., 2010).

Vyznam druhé ¢asti studie je pfedevSim v tom, ze bylo pouzito soucasné stanoveni
intravitredlnich biochemickych parametri a sitnicové morfologie pomoci OCT.
Relativné maly pocet vzorkli (29 pacientl) zahrnutych do druhé ¢asti vyzkumu mohl
ovlivnit silu statistickych analyz. Maly pocet pacienti byl nasledkem piedevSim
ubyvajicitho poctu indikovanych vitrektomii pro DME, a tim ztiZenou moZnost sbéru
sklivce od pacientt NPDR a DME. Ac¢ se naSe vitrektomie mize zdat v dobé anti-VEGF
preparati jako “overtreatment”, jednd se stile o efektivni metodu, kterd vede ke
stabilizaci sitnicové situace u DME s dlouho trvajicim u¢inkem (Kumagai K. et al.,

2009).

Druhou studii jsme zaméfili na analyzu ¢ty analytd (VEGF, kyselinu mocovou,
celkovou bilkovinu a albumin). Je mozné, ze vliv na morfologické zmény na OCT u
cystoidniho DME maji i dal§i molekuly. Pfi interpretovani vysledkl jsem se snaZila
nezapomenout na to, ze naSe zjiSténi predstavuji korelaci hladin VEGF ve sklivci
objemem makularni oblasti sitnice - CV, ale nedokazuji pfesny patogeneticky
mechanismus vzniku DME. Patogenese DME je komplexni a dosud ne zcela objasnéna.

V budoucnu se chceme vénovat studiu SRAGE a jeho ligand, a dale studiu parametri
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oxida¢niho stresu a zanétu, které jsou spojovany s poruchou funkce endotelu a rozvojem
mikro- a makrovaskularnich komplikaci diabetu. Spojitost vétSiny z nich s diabetickou

retinopatii vSak zatim popsdna nebyla.
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6 ZAVER

Studiem systémovych 1 lokalnich rizikovych faktora podilejicich se na vzniku a rozvoji
diabetického postizeni sitnice se v poslednich desetiletich zabyvaji ve svété rizna
pracovisté. S pfibyvajicimi znalostmi na tomto poli se méni pohled na patogenezi
diabetické retinopatie a kromé sérové hladiny glukozy je potieba sledovat mnoho
dalsich parametrd. Velice dulezitou roli v patogenezi diabetické retinopatie hraji
angiogenni a antiangiogenni faktory, mediatory zanétu a oxidacni stres, jejichz

vzajemné vztahy jsou v progresi tohoto onemocnéni rozhodujici.

V disertacni praci jsou predlozeny vysledky klinicko-laboratorniho vyzkumu
zaméfeného na pacienty s diabetickym makularnim edémem. Provedli jsme
biochemické a imunochemické analyzy vzorka sklivee odebraného v prubéhu pars plana
vitrektomie. Dale jsme u pacientli s neproliferativni diabetickou retinopatii sledovali
morfologické charakteristiky diabetického edému pomoci OCT. Souhrn zavéra studii ve
vztahu k cilam piedlozené prace 1ze tematicky rozdélit do nasledujicich ¢asti:

1. Cilem mé prace bylo v ramci prospektivni studie stanovit sérové a sklivcové

hladiny glukozy a kyseliny mocové u pacientd s riznym stupném diabetické retinopatie
a u nediabetickych kontrol.
Dosla jsem k zavéru, Ze sérové i sklivcové hladiny kyseliny mocové a glukdzy byly
signifikantné vyssi u pacienti s DR a DME oproti kontrolni skupin€. Také absolutni
pomér (sérova/ sklivcova koncentrace) kyseliny mocové a glukozy u diabetika byl
statisticky vyznamné vysS§i nez u kontrol; tzn. stejna koncentrace dan¢ molekuly v séru
odpovidala vy$§im koncentracim ve sklivei diabetikli nez kontrol.

2. DalSim cilem bylo definovat piipadnou zavislost koncentraci glukozy a
kyseliny mocové ve sklivei a séru na mife poskozeni sitnice a popsat dosud
neprozkoumany vztah kyseliny mocové k diabetické retinopatii.
mocové a glukdzy ve sklivel je stupen diabetické retinopatie. Koncentrace kyseliny
mocové a glukdézy byla vyssi ve sklivei pacientll s proliferativni, nez u pacientt
s neproliferativni diabetickou retinopatii a u kontrol. Také absolutni pomér (sérova/
sklivcova koncentrace) glukozy a kyseliny mocové byl signifikantné vyS$si u pacientil

s proliferativni, nez u pacientd s neproliferativni diabetickou retinopatii, a neZ u kontrol.
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Vliv vysoké glykémie na endotel sitnicovych kapilar a rozvoj retinopatie u diabetik je
dobie prozkouman. Piedpoklddame, Ze podobnym patogenetickym mechanismem
budou putsobit také vysoké hladiny glukozy ve sklivci. Je velice pravdépodobné, Ze i
vysoké koncentrace kyseliny mocové ve sklivei znaci, ze také ta se podili na progresi
diabetické retinopatie. AvSak k tomu, abychom pochopili roli a pfesny mechanismus

ucinku kyseliny moc¢ové v patogenesi DR, budou potieba dalsi studie.

3. DalSim dil¢im cilem bylo urcit vzdjemny vztah koncentraci kyseliny mocové a

VEGTF ve sklivci a séru u diabetického makularniho edému.

Ve druhé casti mého vyzkumu jsem popsala signifikantni korelaci sklivcové
koncentrace kyseliny mocové s koncentraci VEGF u pacientl s diabetickym
makularnim edémem a NPDR. Je znamo, Zze VEGF se v patogenezi diabetického
makuldrnitho edému podili na zvySeni permeability sitnicovych cév a poruSeni
hematoretindlni bariéry. Prokéazala jsem, Ze sklivcova koncentrace kyseliny mocové u
pacientii s diabetickou retinopatii je vyssi nez u nediabetickych kontrol a zaroven, ze u
pacientd s makularnim edémem u neproliferativni diabetické retinopatie koreluje
sklivcova koncentrace kyseliny moc¢ové s VEGF. To potvrzuje na$ piedpoklad, Ze
kyselina mocova by mohla byt jednim ze spolupisobicich kauzalnich faktord

v patogenezi diabetické retinopatie a diabetického makularniho edému.

4. Poslednim cilem prace bylo hodnotit morfologické zmény sitnice pacientl s
makularnim edémem a pokrocilou neproliferativni diabetickou retinopatii pomoci OCT

a urcit jejich zavislost na sérovych a sklivcovych hladinach kyseliny moc¢ové a VEGF.

Porovnali jsme OCT parametry s koncentracemi kyseliny mocové, VEGF, celkové
bilkoviny a albuminu a popsali vzajemnou zavislost morfologickych zmén sitnice na
biochemickych zménach sklivce. Zjistili jsme, Ze objem makularni oblasti sitnice — CV
vypocitany softwarem Cirrus HD-OCT signifikantné koreluje s koncentraci VEGF ve
sklivci diabetiki, ale ne s kyselinou mocovou. Primérna tloustka sitnice v makule —
CAT, ani centralni tloustka sitnice — CRT nekorelovala u naSich pacientd ani s VEGF,
ani s kyselinou moc¢ovou. Vzhledem k tomu, Ze diabeticky makularni edém postihuje
zpravidla vétsi oblast makuly a neni vzdy symetricky rozdélen kolem fovey, zda se byt
hodnoceni koncentrace VEGF pomoci objemu makularni oblasti sitnice - CV v Klinické
praxi pochopitelné. Tento parametr by mohl byt v praxi pouzity k hodnoceni efektivity

terapie anti-VEGF preparaty.
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Pfinosem nasi studie je prokazani toho, ze koncentrace kyseliny mocové ve sklivci
souvisi se stupném diabetické retinopatie a zaroven se sklivcovou koncentraci VEGF.
Mechanismy ucinku VEGF v patogenezi diabetické retinopatie a diabetického
makularniho edému jsou v poslednich dvou dekadach intenzivné studovany, role
kyseliny mocové v patogenezi diabetické retinopatie je vSak zatim neprozkoumana a
nase zavery nasvédcuji tomu, ze kyselina mocovd by mohla byt jednim ze
spoluptisobicich kauzalnich faktorti. K objasnéni blizsich patofyziologickych souvislosti

bude potieba dalSich experimentalnich studii.
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