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WYKAZ SKROTOW | TERMINOW UZYTYCH W PRACY

AECA

AMD

ANA
BCVA
b-r KZN
CAR
CEP
CFH
CNV
CRP
CRT
DA
EKG
FA

FAZ
FGF
GFAP
HIF
HUVEC

HMECs

ICAM-1

ICG
IF

(ang. anti-endothelial cell antibodies) - przeciwciata przeciwko komor-
kom srodbtonka

(ang. age-related macular degeneration) - zwyrodnienie plamki zwigzane
z wiekiem

(ang. antinuclear antibodies) - przeciwciata przeciwjadrowe

(ang. best corrected visual acuity) - najlepiej skorygowana ostros¢ wzroku
btoniasto-rozplemowe kiebuszkowe zapalenie nerek

(ang. carcinoma-associated retinopathy) - retinopatia zwigzana z rakiem
(ang. carboxyethylpirol) - karboksyetylpirol

(ang. complementfactor H) - czynnik H dopetniacza

(ang. choroidal neovascularization) - neowaskularyzacja naczyniéwkowa
(ang. C-reactiveprotein) - biatko C-reaktywne

(ang. central retinal thickness) - centralna grubos¢ siatkowki

(ang. disc area) - powierzchnia tarczy nerwu wzrokowego
elektrokardiogram

(ang.fluorescein angiography) - angiografia fluoresceinowa

(ang.foveal avascular zone) - dotkowa strefa beznaczyniowa
(ang.fibroblast growthfactor) - czynnik wzrostu fibroblastow

(ang. glialfibrillary acidicprotein) - glejowe kwasne biatko wiékienkowe
(ang. hypoxia-induciblefactor) - czynnik indukowany hipoksja

(ang. human umbilical vein endothelial cells) - ludzkie komorki srédbton-
ka zyty pepowinowej

(ang. human microvascular endothelial cells) - ludzkie komorki srédbton-
ka mikronaczyn

(ang. intercellular adhesion molecule-1) - czasteczka adhezji miedzyko-
morkowej 1

(ang. indocyanine green angiography) - angiografia indocyjaninowa
(ang. indirect immunofluorescence test) - test immunofluorecencji posred-
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iMP

KDR
LFA-1

MAC
MAR

MCP
MHC 1l

MMPs

OoCT
PCR
PCV

PDT
PED

PEDF

PPS
RAP

RPE
SLE
Sn

SPED

Ta
TGF-R1, B2

TNFa
TTT
VCAM-1

VEGF

(ang. indocyanine green-mediatedphotothrombosis) - fototromboza indu-
kowana zielenig indocyjaninowg

(ang. kinase insert domain receptor) - receptor kinazy tyrozynowej

(ang. leukocyte function-associated antigen-1) - antygen zwigzany z ak-
tywnoscig limfocytow 1

(ang. membrane attack complex) - kompleks atakujgcy btone

(ang. melanoma-associated retinopathy) - retinopatia zwigzana z czernia-
kiem skory

(ang. monocyte chemotacticprotein) - biatko chemotaktyczne monocytéw
(ang. major histocompatibility complex) - gtéwny uktad zgodnosci tkan-
kowej

(ang. matrix metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy mitochon-
drialnej

(ang. optical coherence tomography) - optyczna koherentna tomografia
(ang. polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy

(ang. polypoidal choroidal vasculopathy) - poliploidalna naczyniéwkowa
waskulopatia

(ang. photodynamic therapy) - terapia fotodynamiczna

(ang. pigment epithelium detachment) - odwarstwienie nabtonka barwni-
kowego

(ang. pigment epithelium derivedfactor) - czynnik wywodzacy sie z ko-
morek nabtonka barwnikowego

przeciwciata przeciwsiatkowkowe

(ang. retinal angiomatous proliferation) - proliferacja naczyniowa siat-
kowki

(ang. retinalpigment epithelium) - nabtonek barwnikowy siatkOwki

(ang. systemic lupus erythematosus) - toczen rumieniowaty uktadowy

powszechnie przyjety skrét stuzacy oznaczeniu ostrosci wzroku z bliska
pochodzacy od nazwiska tworcy tablic do badania ostro$ci wzroku Her-
manna Snellena

(ang. serous pigment epithelium detachment) - surowicze odwarstwienie
nabtonka barwnikowego

tonometria aplanacyjna

(ang. transforming growthfactor 31, 2) - transformujgcy czynnik wzro-
stu R1, R2

(ang. tumor necrosisfactor a) - czynnik martwicy nowotworu a
(ang. transpupillary thermotherapy) - przezzreniczna termoterapia

(ang. vascular cell adhesion protein-1) - czasteczka adhezyjna komorek
Srddbtonka 1

(ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyniowego



1. WSTEP

1.1. Anatomia ifizjologia plamki

Wzrok jest dominujacym i najlepiej wyksztatconym zmystem cztowieka. Oczami
cztowiek odbiera az 80% wszystkich informacji o otaczajacym Swiecie, a najwazniejszg
cze$cig oka ludzkiego odpowiedzialng zajego precyzyjne widzenie jest plamka. Plamka
(fac. macula) - centralna cze$¢ siatkdwki - to obszar dna oka majacy okoto 55 mm
Srednicy. Po raz pierwszy opisat jg pod koniec XV 11 wieku wioski okulista z Mediolanu
Francesco Buzzi [1]. Przedstawit on plamke jako obszar dna oka o z6ttawym zabarwie-
niu z centralnym zagtebieniem, zlokalizowany skroniowo od tarczy nerwu wzrokowego.
Dzisiaj wiadomo, iz z6tta barwa plamki pochodzi od ksantofilu - pigmentu zawierajgce-
go karotenoidy, takie jak: luteina, zeaksantyna i mezozeaksantyna, o silnych wiasciwos-
ciach antyoksydacyjnych, dlatego tez w starej anatomicznej nomenklaturze ten obszar
siatkdwki nazywano "plamka z6#tg” (tac. macula lutea) [2],

Plamka to obszar siatkdwki o najwiekszej rozdzielczosci widzenia. Jej prawidtowa
budowa oraz funkcjonowanie decydujg o najwazniejszych czynnosciach oka ludzkiego,
jakimi sg: ostro$¢ widzenia, rozpoznawanie ksztattow, widzenie barwne oraz poczucie
kontrastu [3].

Anatomiczne punkty orientacyjne plamki to dotek, doteczek, pepek oraz dotkowa
strefa beznaczyniowa [4, 5]. Dotek Srodkowy jest centralnie potozonym zaglebieniem
plamki i ma Srednice okoto 1,5 mm. W centrum dotka znajduje sie zagtebienie o $red-
nicy okoto 0,35 mm. Jego centrum to mate dodatkowe zagtebienie (pepek - umbo),
widoczne podczas ogladania dna oka jako refleks z doteczka (ryc. 1). Wraz z wiekiem
staje sie on fizjologicznie coraz mniej wyrazny, az zanika catkowicie, natomiast u 0séb
miodych utrata tego refleksu lub jego "rozmycie” moze by¢ pierwszym objawem uszko-
dzenia plamki. Warto zaznaczy¢, ze zagtebienie centralne w dotku jest strukturg, ktora
ewolucyjnie rozwineta sie dopiero u naczelnych. Centralny obszar dotka zajmuje strefa
awaskularna, zaopatrywana wytacznie z naczyn wiosowatych naczyniowki. Jest to tzw.
dotkowa strefa beznaczyniowa foveal avascular zone - FAZ) o $rednicy od 250 do
600 pm, ktdra stanowi istotny punkt orientacyjny w leczeniu fotokoagulacja laserowg
niektorych patologii plamki [4].

Architektura plamki rézni sie istotnie od budowy siatkdwki w obwodowych czes$-
ciach dna oka. W budowie histologicznej siatkdwki wyrédznia sie 10 warstw: nabtonek
barwnikowy (retinal pigmental epithelium - RPE), komorki fotoreceptorowe (czopki
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Ryc. 1. Budowa plamki - obraz wziernikowy oraz przekrdj histologiczny (1 - doteczek, 2 - strefa bezna-
czyniowa, 3 - dotek)

i preciki), btone graniczng zewnetrzna, warstwe jadrzastg zewnetrzng, warstwe sploto-
watg zewnetrzna, warstwe jadrzastg wewnetrzng, warstwe splotowata wewnetrzng, war-
stwe komorek zwojowych, warstwe wiokien nerwowych, btone graniczng wewnetrzna,
przy czym w centralnej czesci plamki, tj. w doteczku, nie wystepujg cztery warstwy we-
whnetrzne siatkowki [4, 5]. Mimo matej powierzchni, jakg stanowi doteczek, ciasno upa-
kowane czopki zapewniajg "wysoka rozdzielczo$é” percepcyjng siatkowki. Doteczek
stanowi zatem najcienszg warstwe siatkdwki i zarazem jest miejscem wystepowania
najwiekszego zageszczenia czopkdw (140 000-300 000/mm2 gdzie na 1 komorke RPE
przypada 30 czopkow, przy czym w samym doteczku 1 komdrka RPE zaopatruje 1ko-
morke czopkows). Czopki sg tutaj wydtuzone, a ich zewnetrzne segmenty sg ustawio-
ne réwnolegle do osi widzenia i prostopadle do powierzchni nabtonka barwnikowego.
W doteczku komorki RPE sgwyzsze, cierisze i zawierajgwiecej melanosomow niz w in-
nych obszarach dna oka. Neurony drogi wzrokowej sg w nim rozsuniete na bok, dzieki
czemu jest on przezierny optycznie, a bodzce Swietlne w tym miejscu najskuteczniej
pobudzajg fotoreceptory - czopki. Czes¢ doteczkowa obszaru plamki nalezy do miejsc
awaskularnych (FAZ) [4, 5]. Naczynia krwiono$ne zaopatrujgce siatkéwke, a bedace
odgatezieniami tetnicy Srodkowej siatkowki, w tym obszarze dna oka nie wystepuja [6].
Do plamki, bedacej miejscem o szybkim tempie przemian metabolicznych i najwyz-
szym w organizmie wskazniku zuzycia tlenu, skfadniki odzywcze i tlen sg dostarczane
przez naczynia naczyniowki (choriokapilary), ktére oddzielone sg od siatkwki kolage-
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nowo-elastynowgbtong Brucha. Zabezpiecza onajednoczesnie fotoreceptory i zwigzane
z nimi czynno$ciowo komorki RPE przed niepozgdanym wtargnieciem choriokapilarow
w ich obszar, jednoczes$nie umozliwiajgc dwukierunkowy transport substancji odzyw-
czych i produktéw przemiany materii [6].

1.2. Epidemiologia ietiologia zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

Zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (age-related macular degeneration -
AMD) zostato po raz pierwszy opisane przez Hutchinsona i Taya ponad 100 lat temu
[7]. W ostatnich latach AMD stato sie powaznym problemem spotecznym - jest najwaz-
niejszg przyczyna utraty widzenia centralnego u 0séb powyzej 50. roku zycia w krajach
wysoko rozwinietych [8-10]. Czesto$¢ wystepowania AMD wzrasta z wiekiem; wyniki
badar przeprowadzonych przez Beaver Dam Eye Study wykazaty wystepowanie AMD
u 14,4% populacji pomiedzy 55. a 64. rokiem zycia, u 19,4% pomiedzy 65. a 74. rokiem
zyciaiu 36,8% powyzej 75 roku zycia [11]. Nieznacznie nizszg czesto$¢ wystepowania
AMD odnotowano w badaniu Framingham, w ktorym liczba przypadkéw AMD w grupie
wiekowej 52-64 lata wynosita 1,5%, a nastepnie wzrosta do 20% w populacji powyzej
75. roku zycia [12]. W badaniu Netherlands Rotterdam Eye Study wykazano, iz liczba
przypadkéw AMD wynosi 11% w populacji powyzej 85. roku zycia [13]. Obecnie sza-
cuje sig, iz na Swiecie jest od 40 do 50 milionéw ludzi chorujacych na AMD; w Polsce
liczba ta siega 1,2—1,5 miliona [14]. W naszym kraju rocznie na AMD zapada ponad 100
tysiecy osob, z czego na posta¢ wysiekowg okoto 10-15 tysiecy [14]. Dane statystyczne
pokazujg wzrastajgcg tendencje zachorowari na AMD. W 2020 roku okoto 7,5 miliona
0s6b powyzej 50. roku zycia moze straci¢ wzrok z powodu tego schorzenia [15, 16].
Wsrdd osob rasy biatej AMD jest przyczyng okoto 54% wszystkich przypadkow $lepoty.
Z tego tez powodu AMD coraz czesciej okre$la sie mianem "epidemii XXI wieku” lub
"epidemii Slepoty” [14, 17, 18].

Najistotniejszymi czynnikami ryzyka rozwoju AMD sg: wiek, pte¢, rasa biata oraz
palenie tytoniu [7-12, 18-21]. Wiek jest niepodwazalnie najwazniejszym czynnikiem
ryzyka rozwoju i progresji choroby, dlatego tez przyjeto nazywaé to schorzenie "zwy-
rodnieniem plamki zwigzanym z wiekiem” (dawniej "starcze zwyrodnienie plamki”).
Kobiety czesciej niz mezczyzni chorujgna AMD, co ma prawdopodobnie zwigzek z ich
wiekszg Srednig dlugoscig zycia [18]. WSrod osob rasy biatej choroba ta wystepuje
czesciej niz u oséb rasy zokej czy czarnej, ktore choroba ta atakuje najrzadziej. Pala-
cze tytoniu zapadajg na wysiekowg posta¢ AMD 4,5-6,6-krotnie czesciej, a na posta¢
suchg 2,5-krotnie czesciej niz osoby niepalace. Uwaza sig, ze u bytych palaczy warto-
§ci te zmniejszajq sie o potowe [19-21]. Istniejq takze doniesienia, ktére dowodza, iz
zaprzestanie palenia papierosow nie zmniejsza w istotny sposéb ryzyka zachorowania
na AMD [21-23].

Do potencjalnych czynnikéw ryzyka rozwoju AMD nalezg rdwniez: pozytywny
wywiad rodzinny, wysoki poziom cholesterolu, nadcisnienie tetnicze, choroby uktadu
sercowo-naczyniowego, cukrzyca [13, 18, 22, 24, 25]. Ostatnie doniesienia dowiodty, ze
rozw0j AMD moze poprzedza¢ wystgpienie groznych incydentéw naczyniowych [24].
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Wykazano, ze zaawansowana posta¢ AMD 10-krotnie zwieksza ryzyko zgonu z powodu
udaru mozgu oraz 5-krotnie podwyzsza $miertelno$¢ zwigzang z chorobgniedokrwienng
serca w poréwnaniu z chorymi bez zmian zwyrodnieniowych w plamce [24]. U kobiet
w okresie menopauzy, stosujacych estrogeny, rzadziej dochodzi do rozwoju wysiekowej
postaci AMD w poréwnaniu z nieprzyjmujgcymi suplementacji hormonalnej, co moze
sugerowacé ochronny wptyw estrogendw na rozwdj neowaskularyzacji naczyniowkowej
(CNV) [25, 26]. Uwaza sie, iz przewlekie narazenie na dziatanie promieniowania sto-
necznego oraz dieta uboga w przeciwutleniacze i luteine sprzyjajg rozwojowi zmian
zwyrodnieniowych w plamce [27, 28].

Wsrdd czynnikéw ryzyka AMD wyroznia sie takze predyspozycje miejscowe, takie
jak: obecnos$¢ miekkich druz i zmian barwnikowych w plamce, CNV w jednym oku,
nadwzrocznosc¢, niebieski kolor teczowek [8, 10, 13, 16]. W ciggu 5 lat u 40% chorych
z wysiekowg postacig AMD w jednym oku dochodzi do rozwoju zmian zwyrodnienio-
wych w plamce oka towarzyszacego [29]. Przedstawiono takze negatywny wplyw ope-
racji za¢my na powstanie i progresje zmian zwyrodnieniowych w plamce. Zwigkszone
ryzyko wysiekowej postaci AMD po operacji zaémy po raz pierwszy opisatw 1994 roku
van der Schaft i wsp. [30]. Rozwijajaca sie z wiekiem zaéma dziata jak filtr i zmniej-
sza ryzyko wystapienia ubocznych skutkéw promieniowania dziatajgcego na siatkdwke,
a jej usuniecie poprzez poprawe penetracji promieniowania zwieksza ryzyko rozwoju
AMD [31]. Ponadto, oko z poczagtkowym AMD moze by¢ bardziej podatne na uraz ope-
racyjny ze wzgledu na istnienie zwigzanych ze zwyrodnieniem nieprawidtowosci w bto-
nie Brucha, a wystgpienie odczynu zapalnego w okresie pooperacyjnym moze stanowic
dodatkowy czynnik angiogenezy [32]. W ostatnich latach pojawity sie doniesienia, ktére
nie potwierdzity jednak istnienia zaleznosci pomiedzy progresjagAMD a operacjazacmy,
co moze by¢ wynikiem objecia badaniami bardziej jednorodnej grupy pacjentdw, opero-
wanych wytgcznie technikg fakoemulsyfikacji z niepowiktang dotorebkowg implantacjg
sztucznej soczewki wewnatrzgatkowej [33-35]. Zabieg wykonany z matego ciecia jest
mniej traumatyczny i wzbudza mniejszg odpowiedz zapalng w oku niz zewnatrztoreb-
kowe usuniecie zacmy [34, 35].

1.3. Wspobiczesne poglady na patogeneze zwyrodnienia plamki zwigzanego
z wiekiem

Patogeneza AMD obejmuje ztozone interakcje czynnikéw metabolicznych, funk-
cjonalnych, genetycznych, srodowiskowych i pomimo prowadzonych na szerokg skale
badan klinicznych oraz doswiadczalnych pozostaje nie w petni wyjasniona. Wiadomo,
ze zmiany w tej chorobie zachodzg w obrebie kompleksu anatomiczno-czynnoscio-
wego, sktadajacego sie z fotoreceptoréw, komdrek RPE, btony Brucha i choriokapi-
lar [16, 36]. Wzajemne oddziatywanie wszystkich tych struktur zapewnia prawidtowe
funkcjonowanie siatkowki, a w szczego6lnosci jej najczulszego i najwazniejszego miej-
sca, jakim jest plamka. Do rozwoju choroby przyczyniajg sie cztery powigzane z sobg
procesy pojawiajgce sie w tym kompleksie: lipofuscynogeneza, druzogeneza, lokalny
proces zapalny i neowaskularyzacja [16, 17, 36, 37]. Zachodzacy w fagolizosomach
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komorek RPE proces enzymatycznej degradacji ztuszczonych fragmentéw fotorecep-
torow ulega z wiekiem spowolnieniu, a "niestrawiony” materiat zostaje skumulowany
w postaci ztogéw lipofuscyny [16, 17, 36-38]. Obok toczacego sie w komdrkach RPE
procesu lipofuscynogenezy, pomiedzy warstwg komoérek RPE a btong Brucha odktadaja
sie nierozpuszczalne depozyty - druzy, ktore inicjujg lokalny, przewlekty proces zapal-
ny i aktywujg uktad immunologiczny. Mobilizacja uktadu immunologicznego wigze sie
z naptywem, kumulacjg i aktywacjg komorek zapalnych w rejonie podsiatkéwkowym.
Niektore z tych komorek, zwtaszcza makrofagi, moga produkowac czynniki proangio-
genne, w tym czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF), co moze prowadzi¢
do zachwiania réwnowagi pomiedzy czynnikami pro- i antyangiogennymi na korzys$é
tych pierwszych, tworzac sytuacje sprzyjajagca nowotworzeniu naczyn [39-42].

1.3.1. Pierwotna dysfunkcja komérek nabtonka barwnikowego siatkdwki

Najstarsza teoria rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce zaklada, iz gtownym
komorkowym substratem patologii AMD jest komdrka RPE. W starzejgcym sie organi-
zmie te nieodnawiajgce sie podczas zycia cztowieka komorki stanowia przystowiowg
"piete Achillesowa” narzadu wzroku, gdyz jako pierwsze staja si¢ z wiekiem mniej wy-
dolne i pierwsze ulegajg degeneracji, co z kolei prowadzi do zaburzen czynno$ciowych
i strukturalnych fotoreceptoréw [43-45]. Komorki RPE petnig wiele funkcji niezbed-
nych do zycia i aktywnosci czopkow i precikow; m.in. fagocytujg szczytowe fragmenty
POS, ktore sg nieustannie ztuszczane w procesie widzenia. W pochtanianym materiale
pochodzacym z POS znajdujg sie zmodyfikowane, utlenione formy wielu zwigzkow lipi-
dowych i biatek, ktére znacznie trudniej podlegajg enzymatycznej inaktywacji i metabo-
lizmowi i odktadajg sie w lizosomach w postaci ziaren lipofuscyny, ktérajest markerem
starzenia sie komorki [36, 37, 46]. Najgrozniejszymi z punktu widzenia etiopatogenezy
AMD skiadnikami lipofuscyny sg fosfolipidy i r6znego rodzaju retinoidy, ktére w wy-
niku utleniania tworzg kompleksy o duzej cytotoksycznosci. Takim zwigzkiem jest na
przyktad bis-retinoid pirymidoniowy (A2E), ktéry charakteryzuje sie duzg fotoreaktyw-
noscig i cytotoksycznoscia, co z catg pewnoscig nie pozostaje bez wptywu na funkcjo-
nowanie komodrek RPE i komdrek fotoreceptorowych [17, 47-49].

1.3.2. Rola stresu oksydacyjnego

Z wiekiem dochodzi do nadmiernej produkcji wolnych rodnikéw tlenu przy jed-
noczesnym ostabieniu uktadu antyoksydacyjnego [50-52]. Biorac pod uwage fakt, ze
AMD jest schorzeniem zaleznym od wieku i wystepuje w populacji ludzi starszych,
nalezy rozpatrywa¢ w jego patomechanizmie réwniez udziat stresu oksydacyjnego. Po-
wstajgce w komdrkach RPE reaktywne formy tlenu dajg poczatek nastepnym rodnikom,
co moze prowadzi¢ do dysfunkcji, a w dalszej konsekwencji do degeneracji i/lub atro-
fii komorek [50, 53, 54]. Siatkdwka, a w szczegoélInosci jej okolica plamkowa, stanowi
niezwykle dogodne miejsce do powstawania reaktywnych form tlenu. Przyczyniaja sie
do tego nastepujace czynniki: intensywny metabolizm, ktéry wymaga duzej ilosci tle-
nu, dziatanie promieniowania zwlaszcza z pogranicza koloru niebieskiego i bliskiego
nadfioletu, obecno$¢ wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w btonach komdrek
fotoreceptorowych, podatnych na dziatanie reaktywnych form tlenu, odktadanie sie zto-
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géw nie do korica "strawionego”, nierozpuszczalnego materiatu w postaci lipofuscyny,
przyczyniajgcego sie do nasilania stresu oksydacyjnego oraz naturalnie wystepujgce
chromofory, czyli fotouwrazliwiacze: rodopsyna i melanina [17, 28, 29, 52, 55, 56].

1.3.3. Udziat czynnikéw genetycznych

W ostatniej dekadzie zidentyfikowano wiele genéw, ktérych mutacje moga by¢ od-
powiedzialne za rozw6j AMD [16, 43, 44, 57-60]. Ocena korelacji polimorfizmu tych
gendw z wystepowaniem AMD wskazata na istnienie takiej zaleznosci, przy czym jed-
noczesne wystepowanie kilku mutacji zwieksza ten wskaznik, jednak nie na tyle, aby
wysuna¢ teze, ze u osoby genetycznie predysponowanej rozwinie sie choroba [57, 59].
W zwigzku z powyzszym oprocz predyspozycji genetycznej muszg wspdtuczestniczyé
dodatkowe czynniki przyczyniajace sie do rozwoju AMD. Uwaza sie, ze geny w sposéb
niezalezny od siebie badz tez wzajemnie na siebie oddziatujac, sa odpowiedzialne za
pojawienie sie podatnosci organizmu na czynniki srodowiskowe. Mnogo$¢ czynnikow
genetycznych i Srodowiskowych oraz liczne, skomplikowane interakcje zachodzace
miedzy nimi odpowiadajg za znaczng heterogenno$¢ obrazu klinicznego i proceséw pa-
tologicznych w przebiegu AMD [43, 44, 59, 61]. Zidentyfikowano i dokonano analizy
kilkudziesieciu genow, ktorych polimorfizm w rézny sposéb moze przyczynia¢ sie do
rozwoju AMD. Wsrdd nich najsilniejszy zwigzek z AMD wykazaly geny kodujgce biat-
ka uktadu dopetniacza, takie jak: gen kodujgcy czynnik H (complementfactor H - CFH),
geny kodujace biatka dopetniacza - czynnik B i C2 oraz gen kodujacy konwertaze C3
[62-65]. W tej grupie gen kodujacy CFH wydaje sie najwazniejszy z punktu widzenia
patogenezy AMD. Jego polimorfizm Y402H, skutkujacy nadreaktywnoscig drogi alter-
natywnej dopetniacza, prowadzi do niszczenia wtasnych komorek, w tym m.in. komorek
RPE, wystepuje u okoto 50% chorych na AMD [62]. W badaniach epidemiologicznych
udowodniono, ze wystapienie tej mutacji zwieksza ryzyko rozwoju AMD 2-4-krotnie
u heterozygot oraz 3-5-krotnie u homozygot [66]. Udowodniono takze, Ze pacjenci be-
dacy homozygotycznymi nosicielami zmutowanego genu CFH gorzej odpowiadajg na
leczenie bewacizumabem [67]. Najnowsze badania wykazujg ponadto istotng zalezno$é
miedzy genem SERPING1 (serpin peptidase inhibitor, clade G), odpowiedzialnym za
ekspresje inhibitora czynnika C1, a AMD [68].

Do innych genéw, ktérych zwigzek z AMD wydaje sie przekonujacy, naleza: ARMS2
(age-related maculopathy susceptibility-2), HTRA1 (high temperature requiredfactor
A-1), VEGF (vascular endothelial growthfactor), ACE (angiotensin converting enzyme),
ApoE (apolipoprotein E), SOD2 (superoxide dismutase 2), PON (paraoxonase), ABCA4
(ATP-binding cassette subfamily A, member 4) oraz CX3CR1 (chemokine CX3C), przy
czym te dwa ostatnie maja gtdwnie zwigzek nie z wysiekows, lecz z suchg postacig
AMD. Istnieje takze wiele innych gendéw "oczekujacych” na potwierdzenie swojego
udziatu w rozwoju AMD [69, 70] (tab. I).

Za udziatem czynnikéw genetycznych w AMD przemawia fakt, iz u okoto 20% cho-
rych na AMD wystepuje dodatni wywiad rodzinny, a w badaniach bliznigt wykazano
cechy kliniczne AMD u 100% bliznigt monozygotycznych i u 25% bliznigt dizygotycz-
nych [70, 71]. Zgodnie z danymi z piSmiennictwa dziedziczno§¢ AMD moze siega¢ na-
wet 75% [60, 72-74].



Nazwa genu

CFH

BF/C2

C3

SERPING1

ARMS2

(LOC 387715)

HTRAL

VEGF

ACE

ApoE

PON

SOD2

ABCA4

Lokalizacja
genu

1q

6p

19p

Lq

10q

10q

6p

17q

19q

7q

6q

1p
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Tabela

Geny o potwierdzonym zwiazku z AMD

Funkcja genu

Koduje czynnik H uktadu dopet-
niacza

Koduje sktadowe dopetniacza:
biatko B i C2

Koduje konwertaze C3, ktéra pro-
wadzi do rozszczepienia C3 na
C3a i C3b. Biatko C3b wspottworzy
konwertaze C5, katalizujgcag rozpad
C5 na C5a i C5b, ktéry inicjuje
kaskadowg reakcje tworzenia kom-
pleksu atakujgcego btone (memb-
rane attack complex - MAC)

Koduje biatko inhibitorowe czynnika
Cc1

Koduje biatko znajdujace sie w elip-
soidalnym regionie fotoreceptoréw
zawierajgcym najwiecej mitochon-
driéw

Koduje biatko nalezgce do rodziny
proteaz serynowych szoku ciep-
Inego

Koduje czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyn

Koduje enzym konwertujgcy angio-
tensyne | do angiotensyny Il, ma
zwigzek z procesem patologicznej
neowaskularyzcji w przebiegu
retinopatii cukrzycowej

Koduje biatko regulujgce poziom
cholesterolu w surowicy, stanowi
staly element druz

Koduje glikoproteine regulujgca

metabolizm lipidéw oraz ma dziata-
nie protekcyjne wobec lipoproteiny
LDL w czasie stresu oksydacyjnego

Koduje dysmutaze ponadtlenkowa,
enzym o whasciwosciach antyoksy-
dacyjnych

Koduje glikoproteineg RmP, ktéra
stanowi integralng cze$¢ btony
zlokalizowanej wzdtuz brzeznych
partii dyskow POS. Petni w oku role
ochronng, zapobiegajac odktadaniu
sie lipofuscyny

Efekt mutacji genu

Nadmierna aktywacja drogi al-
ternatywnej uktadu dopetniacza

Nadmierna aktywacja drogi al-
ternatywnej uktadu dopetniacza

Zwigksza ryzyko wystgpienia
AMD

Nadmierna aktywacja klasycznej
drogi uktadu dopetniacza

Zwieksza ryzyko wystapienia
AMD

Inicjuje proces neowaskularyza-
cji poprzez nasilenie degradacji
komponentéw macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej

Inicjuje i podtrzymuje rozwgj
CNV

Rola do konica niewyjasniona;
polimorfizm tego genu prawdo-
podobnie petni funkcje ochronng
w przebiegu AMD

Obecnos¢ allela e2 ma zwigzek
z wigkszym ryzykiem wystgpie-
nia AMD

Nadreaktywno$¢ enzymu
wplywa na wystepowanie AMD
w populacji japonskiej

Wzrost aktywnos$ci enzymu
paradoksalnie nasila stres oksy-
dacyjny prowadzac do rozwoju
AMD

Warunkuje dziedziczong auto-
somalnie recesywnie chorobe
Stargardta, ktorg cechuje patolo-
giczne gromadzenie lipofuscyny
w RPE
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Nazwa genu  Lokalizacja Funkcja genu Efekt mutacji genu
genu
CX3CR1 3q Koduje zlokalizowane na po- Zmniejsza zdolno$¢ do chemo-
wierzchni makrofagéw biatko taksji, co prowadzi do zmniej-
receptorowe dla chemokin, ktére szenia fagocytozy lipofuscyny
regulujg migracje komoérek do ré6z- i sprzyja tworzeniu sie druz
nych przedziatéw uszkodzonych w plamce
tkanek
IL-6 7p Koduje interleukine 6 Wysokie stezenie IL-6 wigze sie
z progresjg AMD
CRP 1q Koduje biatko C-reaktywne Wysokie stezenie biatka wigze

sie z progresjg AMD

1.3.4. Udziat mechanizméw naczyniowych

W latach osiemdziesigtych XX wieku Friedman i wsp. przedstawili koncepcje, iz roz-
woj AMD jest wynikiem zaburzen hemodynamicznych, ktorych przyczyna jest wzrost
sztywnos$ci naczyn naczyniowki [75] (ryc. 2). Zaobserwowali oni takze wzrost oporu
naczyniowego w kragzeniu mézgowym u chorych na AMD. W oparciu o wyniki koloro-
wej ultrasonografii dopplerowskiej wykazali, iz w przypadku gdy opér w naczyniach na-
czynidwki jest wiekszy niz w krgzeniu mézgowym, dochodzi do zmniejszenia przepty-
wu naczyniowkowego i wzrostu gradientu osmotycznego, ktory przewyzsza zdolnosci
kompensacyjne komorek RPE, co prowadzi do kumulacji produktéw przemiany materii
w postaci druz i/lub zanikéw RPE i choriokapilar. Natomiast gdy opor naczyniéwkowy
wzrasta w mniejszym stopniu niz opdr w naczyniach osrodkowego uktadu nerwowego,
obserwuje sie wieksze cisnienie perfuzji, ktére prowadzi do surowiczego odwarstwienia
RPE i promuje rozwéj CNV (ryc. 3).

Przeprowadzone w p6zniejszych latach badania kliniczne potwierdzity istnienie za-
burzerh hemodynamicznych w oczach chorych na AMD [76, 77]. W angiografii fluore-
sceinowej stwierdzono wydtuzenie czasu wypetniania tozyska naczyn naczynidwki oraz
naczyn tetniczych siatkowki [78-82]. Ross i wsp. w angiografii indocyjaninowej wy-
kazali czestsze wystepowanie obszaréw op6znionego wypetniania naczyniéwkowego
dziatu wodnego plamki (presumed macular watershedfilling - PMWF), ktory charak-
teryzowal sie wczesng hipofluorescencja odpowiadajacg hipoperfuzji [83]. Obszar ten
wystepowat w 59% oczu chorych na CNV; dla poréwnania w grupie kontrolnej stwier-
dzono go tylko w 15% przypadkéw. Z kolei Grunwald i wsp. w badaniu dopplerowskim
stwierdzili istnienie zalezno$ci pomiedzy nasileniem objawéw AMD a zmniejszeniem
predkosci, objetosci i przeptywu krwi w okolicy dotka [84].

1.3.5. Rola zapalenia i uktadu immunologicznego

W 2001 roku Hageman i wsp. wysuneli hipoteze o udziale zapalenia w biogenezie
druz - pierwszego widocznego na dnie oka objawu AMD [85]. Odkrycie to stanowito
prawdziwy przetom i rzucito zupetnie nowe, nieznane dotad spojrzenie na etiopatoge-
neze tego schorzenia, w ktorej decydujacarole zaczat odgrywac uktad immunologiczny.
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Teoria naczyniowa patogenezy AMD

Kumulacja lipidéw w twardéwce, naczyniéwce, btonie Brucha

Zwyrodnienie widkien kolagenowych ielastyny

Wzrost sztywnosci twardéwki, naczyniéwki, btony Brucha

|
| Podatnosci, t oporu, d przeptywu w naczyniach naczyniéwki
|
Miejscowa hipoksja
1
Zaburzenia funkcji RPE
i

Tworzenie sie druz

Friedman etal. 1989

Ryc. 2. Teoria naczyniowa patogenezy AMD

Teoria naczyniowa patogenezy AMD

Wzrost sztywnosci twardéwki, naczyniéwki, btony Brucha

Wzrost oporu w krazeniu naczyniéwkowym

1 1

gdy op6r wiekszy niz gdy op6r mniejszy niz
w naczyniach CSN w naczyniach CSN
iy i
zaniki RPE, druzy rozwéj CNV,

odwarstwienie RPE

Friedman etal. 1989

Ryc. 3. Teoria naczyniowa patogenezy AMD

Obecnie uwaza sie, iz kluczowg i nadrzedngrole w inicjowaniu patologicznej reakcji za-
palnej w przebiegu AMD petni uktad dopetniacza, stanowigcy istotny element wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej [39, 86-92]. Pobudzenie uktadu dopetniacza, kt6ry obej-
muje grupe okoto 30 biatek, moze przebiega¢ trzema drogami - klasyczng, lektynowg
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oraz alternatywng, przy czym sugeruje sie, ze droga alternatywna stanowi potencjalny
czynnik rozwoju AMD [39, 86-90]. Wszystkie drogi aktywacji uktadu dopetniacza pro-
wadzg do powstania konwertazy biatka C3, ktdre inicjuje kaskadowa reakcje tworzenia
kompleksu atakujacego btone komdrkowg (membrane attack complex -MAC) [45, 93].
Ostateczny efekt aktywacji uktadu dopetniacza to liza komorki, mobilizacja komérek
zapalnych oraz wzrost przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych.

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wykazaty obecno$¢ w komor-
kach RPE oraz w naczyniéwce myszy kompleksow zawierajacych sktadowg dopetniacza
C5 oraz immunoglobuline 1gG, ktére rowniez znajdowano w oczach ludzi chorujacych
na AMD [94-97]. Badania histopatologiczne gatek ocznych chorych na AMD oraz ana-
liza biochemiczna i histochemiczna sktadu druz wykazaty wystepowanie w nich wielu
elementdw uktadu immunologicznego, takich jak: biatek uktadu dopetniacza C3a, Cba,
petnigcych role anafilatoksyn o silnym dziataniu prozapalnym, czynnika CFH, czastecz-
ki zgodnosci tkankowej MHC klasy Il, MAC, immunoglobulin podklasy G. Ponadto
wykazano wystepowanie witronektyny i apolipoproteiny E, ktére odgrywajgwazngrole
jako mediatory odpowiedzi zapalnej [97-99]. Wsrdd biatek budujacych druzy zidentyfi-
kowano fibronektyne, integryny, protrombine, alfa-1-antytrypsyne, amyloid P, z kt6rych
te dwa ostatnie sg biatkami fazy ostrej [86, 99]. Druzy zatem stanowig efekt miejscowe-
go pobudzenia reakcji zapalnej w odpowiedzi na pojawiajace sie z wiekiem uszkodzenie
komorek RPE [86, 95, 98, 99]. Wyniki badan doswiadczalnych wykazaly takze kluczo-
we znaczenie ukladu dopetniacza w progresji zmian zwyrodnieniowych i w rozwoju
CNV, objawu charakterystycznego dla wysiekowej postaci AMD. Aktywacja kaskady
dopetniacza pobudza bowiem wydzielanie wielu czynnikow o wtasciwosciach proangio-
gennych, tj. VEGF, bFGF i TGF-B2 [100].

Pomimo zaangazowania w patogeneze AMD mechanizmdw zapalnych z calg pew-
noscig AMD nie jest klasyczng chorobg zapalna, jak np. zapalenie teczéwki lub naczy-
nidwki oka. Proces zapalny, toczacy sie w AMD, "tli” sie, mechanizmy obronne ulegaja
mobilizacji, lecz nie na tyle, aby skutecznie stawi¢ czota rodzacej sie patologii na po-
ziomie kompleksu fotoreceptory-RPE-btona Brucha-choriokapilary [39, 45]. Tego typu
przewlekty stan zapalny okresla sie terminem parazapalenia (para-inflammation), ktore
pojawia sie jako odpowiedz tkanki na przewlekte dziatanie czynnikéw szkodliwych, na
przyktad stres oksydacyjny, lub jest inicjowane przez same zaburzenia czynnosciowe ko-
morek [101-103]. Jest to tkankowa odpowiedz adaptacyjna, majgca na celu utrzymanie
tkankowej homeostazy. W przypadku jednak przewlektego dziataniabodzcéw stresowych
i nasilajgcej sie dysfunkcji komorek przybiera ono bardziej intensywng forme i prowadzi
do dalszej utraty funkcji i uszkodzenia komdrek, ich degeneracji i w koncu $mierci [101].

Za udziatem zapalenia i reakcji immunologicznych w patogenezie AMD przema-
wiajg takze wyniki badan genetycznych, wspomniany juz wcze$niej polimorfizm ge-
néw kodujacych biatka CFH, CFB/C2 i C3 oraz SERPINGL1, promujacych rozwdj AMD
i wskazujacych na aktywacje ukiadu dopetniacza [39, 45, 64-68]. Zmiana struktury
genu prowadzi do zmiany ekspresji biatka, co z kolei skutkuje zaburzeniem jego struk-
tury i funkcji, prowadzac do nadmiernej aktywacji uktadu immunologicznego [104,
105]. Podobnie, histopatologiczna ocena chirurgicznie usunietych poddotkowych bton
neowaskularnych wykazata w nich obecnos¢ licznych komérek zapalnych: makrofagéw,
komorek tucznych, limfocytéw [106, 107]. Stwierdzono réwniez, iz ekspresja VEGF,
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gtownej cytokiny zaangazowanej w proces angiogenezy, jest proporcjonalna do liczby
komorek zapalnych obecnych w kompleksie CNV [107].

1.3.6. Rola zakazenia Chlamydia pneumoniae

W Swietle opublikowanych w ostatnim czasie badan nie mozna wykluczy¢ przeby-
tego zakazenia Chlamydia pneumoniae jako czynnika uruchamiajgcego lokalne mecha-
nizmy uktadu odpornosciowego w postaci jego pierwszej linii obrony, tj. uktadu dopet-
niacza, co moze by¢ jedng z przyczyn rozwoju trzech chorb zwigzanych z wiekiem:
miazdzycy, choroby Alzheimera oraz AMD [108-112]. Przeciwciata przeciwko Chla-
mydiapneumoniae wystepujau 50-80% populacji dorostych na $wiecie [113-115]. Ka-
layoglu i wsp. oraz Robman i wsp. wykazali, ze obecno$¢ w surowicy przeciwciat prze-
ciwko Chlamydia pneumoniae koreluje ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju i progresji
AMD [110, 111]. Badania immunohistochemiczne oraz badanie reakcji tafcuchowej
polimerazy PCR przeprowadzone u chorych na AMD potwierdzity obecno$¢ Chlamydia
pneumoniae w 4 z 9 fragmentdw usunietych chirurgicznie podsiatkdwkowych bton neo-
waskularnych. Dla poréwnania w btonach niezwigzanych z AMD w zadnym przypadku
nie stwierdzono obecnosci tego mikroorganizmu [116]. Kilka publikacji nie wykazato
jednak istnienia zaleznosci pomiedzy zakazeniem Chlamydia pneumoniae a rozwojem
AMD [117-119]. Potwierdzenie udziatu tego drobnoustroju w patogenezie AMD wyma-
ga zatem dalszych badan.

1.4. Patofizjologia wysiekowej postaci zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

Nie wiadomo, dlaczego u czesci chorych na AMD obserwuje sie rozwéj wysieko-
wej postaci tego schorzenia, zwigzanej z CNV. lIstniejg poglady sugerujace, ze CNV
jest powiktaniem suchej postaci AMD [120-122]. Oznacza to, iz aby doszto do rozwo-
ju CNV, muszg zaistnie¢ odpowiednie warunki, a takie wiasnie powstaja w przebiegu
postaci suchej AMD. Najsilniejszym znanym stymulatorem angiogenezy jest hipoksja
[38, 39, 123]. W warunkach niedotlenienia w komdrkach dochodzi do ekspresji czynni-
kéw proangiogennych, ktore inicjujg i podtrzymujg rozwdéj procesu neowaskularyzaciji,
a wiec nowotworzenia naczyn na bazie juz istniejacych naczyn krwionosnych [38, 42].
Neowaskularyzacja jest objawem homeostazy warunkujacej utrzymanie sie przy zyciu
niedotlenionej tkanki. Chociaz hipoksja jest gtbwnym motorem neowaskularyzacji, to
do ekspresji czynnikéw proangiogennych dochodzi w przebiegu rozwijajacego sie pod
jej wptywem przewleklego zapalenia i mobilizacji komorek uczestniczacych w procesie
zapalnym, zdolnych do produkcji tych czynnikow [87-89, 121]. Uwaza sig, iz hipoksja
i tworzace sie w jej wyniku zwigzki immunogenne obecne w ziarnach lipofuscyny, ma-
teriale druzowym oraz we krwi, indukujgreakcje immunologiczngi stajg sie celem ataku
dopetniacza, prowadzac nastepnie do niszczenia plamkowego obszaru obejmujgcego fo-
toreceptory, RPE, btone Brucha i choriokapilary [36, 122]. Klinicznym skutkiem takiego
"ataku” sg objawy lezace u podstaw rozpoznania zanikowej postaci AMD. W przypadku
gdy komarki biorgce udziat w tlagcym sie procesie zapalnym podejmg produkcje proan-
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giogennych czynnikéw lub gdy miejscowe czynniki antyangiogenne nie bedg w stanie
zrownowazy¢ lokalnej aktywnosci proangiogennej, dotacza sie neowaskularyzacja, kté-
ra stanowi podstawe rozpoznania wysiekowej postaci AMD [85-87, 90, 123, 124].

Gtownarole w procesie neowaskularyzacji w oku cztowieka odgrywa komorka RPE,
posiadajgca zdolnos¢ produkcji czynnikéw zaréwno pro-, jak i antyangiogennych [38, 40,
41, 125-128]. W warunkach fizjologicznych zostaje utrzymana dynamiczna réwnowaga
pomiedzy czynnikami pro- i antyangiogennymi, z ktérych najwiekszy potencjat wykazu-
ja VEGF oraz czynnik wywodzacy sie z komorek nabtonka barwnikowego (PEDF) [41].
W wyniku nasilajgcego sie miejscowego niedotlenienia tkanek, postepujacej degeneracji
komérek RPE i aktywnej reakcji immunologicznej oraz przewlekiego procesu zapalnego
ryzyko rozchwiania réwnowagi pro- i antyangiogennej wzrasta. Nie jest znany doktadny
patomechanizm, ktory lezy u podstaw patologicznej angiogenezy. Proces neowaskulary-
zacji moze zosta¢ zainicjowany poprzez wzrost aktywnos$ci proangiogennej, wyrazonej
wzrostem produkcji VEGF albo obnizeniem aktywnosci antyangiogennej, zwigzanej na
przyktad z obnizeniem ekspresji PEDF [38, 40, 41, 125]. Wiadome jest, ze waznym czyn-
nikiem nasilajgcym angiogeneze jest niedotlenienie, ktére indukuje wytwarzanie czynni-
ka indukowanego hipoksjg (HIF) - silnego induktora VEGF [125, 126]. Komorki RPE
produkuja biatko odpowiedzialne za migracje i gromadzenie si¢ monocytéw (monocyte
chemotactic protein - MCP) oraz interleukine 8 (IL-8). Monocyty (makrofagi) migruja
od choriokapilar wzdtuz zewnetrznej warstwy btony Brucha i gromadza sie wokét miejsc
naczyniowego wzrostu, uczestniczac w tworzeniu uszkodzen btony Brucha przez pro-
dukcje kolagenazy i elastazy [69]. Makrofagi te sa rowniez odpowiedzialne za ekspresje
czynnika martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor a - TNF a), ktdry stymuluje
produkcje przez komorki RPE wspomnianych juz wczes$niej MCP, IL-8, VEGF oraz in-
tegryn a-3 i a-5 [129, 130]. Te ostatnie poprzez kinaze tyrozyny przekazujg sygnat do
migracji komorek. Wynikiem dziatania czynnikdw proangiogennych, a w szczeg6lnosci
VEGF, jest proliferacja komorek $réddbtonka choriokapilar i patologiczna angiogeneza.
Poprzez drobne uszkodzenia w elastynowo-kolagenowej btonie Brucha "paczkujace”,
nowe, niepetnowartosciowe naczynia krwionosnie przenikajg do przestrzeni pod RPE,
a nastepnie pod neurosensoryczng siatkdwke i dochodzi do rozwoju CNV [38, 40, 41,
69, 125, 126, 130]. Te patologiczne naczynia krwionosne prowadza do powstania krwo-
tocznego lub surowiczego odwarstwienia nabtonka barwnikowego (igment epithelium
detachment - PED), krwawien i wysiekéw podsiatkéwkowych, srddsiatkéwkych, co wy-
wotuje zaburzenia widzenia centralnego. Chociaz wiele obserwacji wskazuje na istotny
udziat VEGF w tworzeniu CNV, to wyniki ostatnich badan sugerujg, iz w postaci wysie-
kowej AMD moze takze dochodzi¢ do rozwoju CNV niezaleznie od VEGF. Nowotwo-
rzenie naczyn w przestrzeni podsiatkowkowej moze by¢ dodatkowo indukowane przez
powstajgce w kompleksie komdrkowym RPE-fortoreceptory addukty, zawierajace biatko
i 2-(®-karboksyetyl) pirol (CEP) - produkt peroksydacji kwasu dokozaheksaenowego
[131-133]. Addukty biatko-CEP sg wysoce immunogenne i mogg indukowaé reakcje
immunologiczng obejmujaca CNV [132, 133].

Zasadniczgrole w powiekszaniu sie rozmiaréw CNV odgrywaja produkowane przez
komorki $rédbtonka i makrofagi metaloproteinazy macierzy mitochondrialnej (matrix
metalloproteinases - MMPs), ktére umozliwiajg przenikanie CNV przez tkanki [135,
136]. Podczas aktywnej fazy angiogenezy wzmaga sie takze dziatanie angiopoetyny ijej
receptordow (Tie 1i Tie 2), czynnikdw wzrostu fibroblastéw (aFGF i bFGF) wydziela-
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nych przez komorki RPE i $rodbtonek naczyn [136, 137]. Dochodzi takze do transfor-
macji czynnika wzrostu B (TGF-R), ktéry odpowiada za zahamowanie rozwoju CNV
[138]. Tak wiec proces angiogenezy to nieustanna "walka” pomiedzy dwiema "druzy-
nami czynnikéw” pro- i antyangiogennych, awygranajednej z nich decyduje o dalszym
losie CNV. Przewaga czynnikdw proangiogennych wptywa na dalszy rozwéj CNV,
a czynnikéw antyangiogennych prowadzi do ostabienia aktywnosci procesu zapalnego
i bliznowacenia CNV.

1.5. Objawy kliniczne idiagnostyka zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

Pierwsze objawy AMD sg nieswoiste i czesto niezauwazalne przez chorego, zwtasz-
cza gdy proces chorobowy dotyczy poczatkowo jednego oka. Wiele 0s6b nie dostrzega
u siebie wczesnych, niewielkich zaburzen widzenia, szczegélnie gdy patrzy obuocznie.
Jest to wynikiem ttumienia przez mézg objawdw pojawiajacych sie w gorzej widzacym
oku. Chory moze by¢ zatem nieSwiadomy istniejacego problemu, az do momentu gdy
zmiany chorobowe pojawig sie w drugim oku [139-141]. Wczesnymi objawami AMD
sg: pogorszenie ostrosci wzroku - zwykle w pierwszej kolejnosci pogarsza sie widzenie
z bliska, a nastepnie w dal, wystepowanie metamorfopsji, obnizenie poczucia kontrastu,
zaburzenie widzenia barw, a w bardziej zaawansowanej postaci pojawienie si¢ mrocz-
kow w centralnym polu widzenia [1, 69, 70, 139-141]. Chorzy czesto podajg zmiennos¢
widzenia, nawet w ciggu dnia. Niezwykle cennym i zarazem bardzo prostym badaniem,
pozwalajacym na wykrycie wczesnych objawdw choroby, jest test Amslera, ktéry moz-
na samodzielnie wykona¢ w domu [142]. W przypadku uszkodzenia plamki pojawiajg
sie znieksztatcenia (wygiecie, falowanie linii), przymglenia i/lub brak czesci linii siatki
(mroczki) tworzacej test. Pomimo iz u wiekszosci chorych z zaawansowang postacia
AMD nie dochodzi do catkowitej $lepoty, to jednak uszkodzenie widzenia centralnego
jest istotng przyczyng ograniczajgca wykonywanie codziennych czynnosci zaleznych od
narzadu wzroku, takich jak: czytanie, pisanie, postugiwanie sie zegarkiem, rozpoznawa-
nie twarzy, prowadzenie samochodu. Utrata widzenia centralnego powoduje utrate nie-
zaleznosci pacjenta, co z kolei jest przyczyng pogorszenia jakosci zycia, a nawet moze
prowadzi¢ u 1/3 chorych do rozwoju klinicznie jawnej depresji [143, 144].

Diagnostyka AMD opiera si¢ na polgczeniu szczeg6towego badania klinicznego
z obrazowymi technikami diagnostycznymi, takimi jak: angiografia fluoresceinowa
(FA), angiografia indocyjaninowa (indocyanine green angiography - 1ICG) oraz optycz-
na koherentna tomografia (optical coherence tomography - OCT), ktérych wyniki sta-
nowig podstawowe kryterium kwalifikacji chorego do leczenia.

Badanie okulistyczne powinno obejmowac: ocene najlepiej skorygowanej ostrosci
wzroku (best corrected visual acuity - BCVA) w dal i z bliska, ocene przedniego odcinka
gatki ocznej oraz dna oka w obrazie stereoskopowym po poszerzeniu zrenicy. Wczesne
wykrycie i szybkie rozpoczecie leczenia wysiekowego AMD sg kluczowe dla zatrzy-
mania postepu choroby i utrzymania przez jak najdtuzszy czas jak najlepszej ostrosci
wzroku. Z tego wzgledu zaleca sie, aby kazda osoba po 50. roku zycia miata co najmniej
raz w roku badang ostro$¢ wzroku [145].
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Typowymi objawami oftalmoskopowymi wczesnego stadium AMD sagdruzy i prze-
grupowania RPE w plamce widoczne jako ogniska hiperpigmetacji i hipopigmentacji
[69, 70, 140, 141]. Druzy moga wystepowac jako druzy twarde, miekkie, mieszane,
druzy btony podstawnej. Zanik geograficzny, obejmujgcy RPE, zewnetrzne warstwy
siatkdwki i choriokapilary, jest typowym objawem dla suchej postaci AMD; na dnie
oka obserwuje sie obszar hipopigmentacji o nieregularnych, ale wyraznych granicach
z widocznymi duzymi naczyniami naczyniéwki. Typowymi klinicznymi objawami dla
wysiekowej postaci AMD jest obecno$¢ uniesienia lub obrzeku siatkdwki w plamce,
wystepowanie surowiczego lub krwotocznego odwarstwienia RPE, wybroczyn, krwa-
wien srédsiatkdbwkowych, podsiatkowkowych, wysiekéw twardych oraz typowego
szarozielonkawego ogniska potozonego pod siatk6wka, charakterystycznego dla CNV
(ryc. 4). Czasami masywne krwawienia podsiatkéwkowe lub potozone pod RPE moga
imitowaé zupetnie inne schorzenie plamki, co wymaga réznicowania przede wszyst-
kim ze zmianami nowotworowymi (ryc. 5). Rzadko obserwuje sie przebicie krwawie-
nia podsiatkdwkowego do ciata szklistego, co uniemozliwia ocene szczeg6téw dna
oka. W koncowym stadium wysiekowej postaci AMD obserwuje sie rozplem tkanki
wioknistej pod siatkowka, czyli tworzenie tarczowatej blizny [69, 70, 139-141, 146,
147] (ryc. 6).

(FA) umozliwia ocene krazenia siatkéwkowego i naczyniowkowego oraz RPE.
W diagnostyce chorych z wysiekowa postaciag AMD odgrywa ona nieoceniong role
w okresleniu rodzaju, lokalizacji i rozmiaréw CNV [139]. W oparciu o wynik FAmozna
wyrozni¢ trzy podstawowe formy CNV: posta¢ klasyczna, ukryta oraz mieszang. W tej
ostatniej w zaleznosci od procentowego udziatu formy klasycznej w calej zmianie wy-
odrebnia sie CNV dominujgco klasyczng (komponenta klasyczna stanowi wiecej niz
50% powierzchni zmiany) lub minimalnie klasyczng (komponenta klasyczna stanowi
mniej niz 50% powierzchni zmiany) [139, 148, 149]. Klasyczng postaé CNV cechu-
je wczesna hiperfluorescencja o dobrze okreslonych granicach i przybierajaca ksztatt
"koronki”, ktéra w fazach péZnych staje sie homogenna i rozlanajako wynik przecieku
z patologicznych naczyn tworzacych btone [148, 149] (ryc. 7). Ukryte zmiany CNV
wystepujaw FA w dwdch postaciach: jako widknisto-naczyniowe odwarstwienie RPE
lub - rzadziej - jako pézny przeciek z nieokreslonego zrédta. W tych przypadkach og-
nisko o niejednolitej, ziarnistej hiperfluorescencji staje sie wyrazne dopiero w pézniej-
szych fazach badania [148, 149] (ryc. 8). Na podstawie lokalizacji wzgledem centralnej
strefy beznaczyniowej dotka (foveal avascular zone - FAZ) CNV klasyfikuje sie jako:
zewnatrzdotkowa (oddalong co najmniej 200 pm od FAZ), okotodotkowg (zlokalizowa-
ngpomiedzy 199 a 1 pm od FAZ) oraz poddotkowg (obejmujacg strefe beznaczyniows)
[139, 148, 149].

Wynik FA ma decydujace znaczenie nie tylko w rozpoznaniu, ale takze w kwalifi-
kacji chorych z wysiekowa postacig AMD do r6znych form terapii, a ponadto odgrywa
istotng role w ocenie wynikow zastosowanego leczenia.

W niektorych formach wysiekowej postaci AMD istnieje koniecznos¢ uzupetnienia
diagnostyki obrazowej o ICGA, ktdra ma szczegdlng warto$¢ w ocenie krazenia naczy-
niowkowego. Jest ona przydatna w wykrywaniu ukrytych i zle ograniczonych postaci
CNV, towarzyszacych surowiczemu lub krwotocznemu odwarstwieniu RPE, wyjasnia
jednoznacznie charakter surowiczego odwarstwienia nabtonka barwnikowego (serous
pigment epithelium detachment - sPED) oraz pozwala wykry¢ rzadkie postacie wysie-



Ryc. 4. Wysiekowa posta¢ zwyrodnienia plamki zwia-
zanego z wiekiem (AMD); szarozielonkawe ognisko
neowaskularyzacji naczyniéwkowej - CNV (strzatka
biata) otoczone wylewem krwi (strzatka zotta)

Ryc. 5. Masywny wylew krwi w plamce w przebie-
gu wysiekowej postaci AMD

Ryc. 6. Wibknista blizna w plamce - zejSciowe
stadium wysiekowej postaci AMD

25



26

Ryc. 7. Angiografia fluoresceinowa dna oka prawego; we wczesnych fazach badania widoczne ognisko
hiperfluorescenciji o "koronkowej” strukturze (strzatka zéta), w fazie pdznej dajgce homogenna, rozlang
hiperfluorescencje. Skroniowo gorg przy ognisku hiperfluorescencji maty obszar hipofluorescenciji, odpo-
wiadajgcy krwotokowi widocznemu na kolorowej fotografii (biata strzatka)

Ryc. 8. Angiografia fluoresceinowa dna oka prawego; we wczesnych fazach badania widoczne ognisko
plamisto-ziarnistej hiperfluorescencji (strzalki zélte), w fazie p6znej dajace nieznacznie wzmocniong ziar-
nista hiperfluorescencje. Nosowo obszar hipofluorescencji odpowiadajacy krwotokowi widocznemu na
kolorowej fotografii (strzatka biata)

kowego AMD, tj. poliploidalng naczyniéwkowg waskulopatie (polypoidal choroidal
vasculopathy - PCV) lub proliferacje naczyniowg siatkowki (retinal angiomatous proli-
feration - RAP) [150, 151].

OCT pozwala na uzyskanie poprzecznych przekrojow o wysokiej rozdzielczosci
umozliwiajgcych wizualizacje morfologii siatkowki in vivo. W oczach z AMD badanie to
umozliwia przestrzenng ocene morfologii plamki, pomiar centralnej grubosci siatkowki
(central retinal thickness - CRT), ocene RPE i fotoreceptorow z mozliwos$cia odniesie-
nia do normatywnej bazy danych [152-155]. W wysiekowym AMD w skanach OCT
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obserwuje sie: hiperrefleksyjne znieksztatcenie i pogrubienie linii RPE-choriokapilary,
odpowiadajgce CNV, oraz obecno$¢ hiporefleksyjnych ptynowych przestrzeni pod siat-
kowka, pod RPE i obrzek srédsiatkéwkowy, ktore $wiadczg o stopniu aktywnosci CNV
(ryc. 9). W oczach ze zmianami bliznowatymi stwierdza sie ich hiperrefleksyjnos¢, cza-
sami z obecnoscig retencyjnych przestrzeni ptynowych (ryc. 10). OCT pozwala takze
roznicowac postac klasyczng CNV, zlokalizowang pod siatkéwka, z postacigukrytg, ktéra
nie przekracza linii RPE [152-155]. OCT pozwala przede wszystkim na pomiary iloscio-
we okreslonych objawéw zwigzanych z wysiekowg postacigAMD, podczas gdy obydwa
badania angiograficzne sg wykorzystywane do oceny jakosciowej przecieku z CNV. Na-
lezy pamietac, ze wszystkie wymienione powyzej metody badania plamki wzajemnie sie
uzupetniajg i dlatego tez doktadna ocena plamki jest mozliwa tylko i wytgcznie dzieki
tacznej interpretacji uzyskanych wynikéw przedstawionych powyzej badan.

Ryc. 9. Przekr6j OCT plamki: czynna btona neowaskularna (CNV); zaburzenie morfologii dotka z obec-
noscig przestrzeni ptynowych srédsiatkéwkowych, Swiadczacych o aktywnos$ci CNV (strzalki biate), unie-
sienie RPE (strzatki czerwone)

Ryc. 10. Przekr6j OCT plamki: widoczny obszar hiperrefleksyjny odpowiadajgcy bliznie (strzatki czerwone)
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1.6. Klasyfikacja kliniczna zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

AMD wystepuje w dwoch postaciach klinicznych: suchej (niewysiekowej) oraz wy-
siekowej. Posta¢ sucha stanowi okoto 90% wszystkich przypadkéw AMD [1, 8, 10, 69,
70, 140, 141]. Charakteryzuje sie ona wystepowaniem druz, zanikiem fotoreceptoréw,
komorek RPE oraz warstwy choriokapilarow, ktére w zaawansowanym stadium prowa-
dzg do zaniku geograficznego. Postep tej postaci AMD jest powolny, a rokowanie jest
lepsze niz w postaci wysiekowej [8, 9, 156]. U 10-20% chorych posta¢ sucha AMD
moze przechodzi¢ w wysiekowg [120, 121, 123, 156].

Wysiekowa posta¢ AMD stanowi tylko 10-20% wszystkich przypadkéw tego scho-
rzenia, ale az w 80-90% prowadzi do gwaltownej utraty widzenia centralnego [1, 69,
70, 140, 141]. W przebiegu tej postaci choroby dochodzi do rozrostu nieprawidtowych
naczyn krwionosnych, ktére proliferujg z warstwy choriokapilar do przestrzeni pod RPE
(Ityp neowaskularyzacji) lub pod neurosensoryczng czes¢ siatkéwki (11 typ neowaskula-
ryzacji), lub do obu tych przestrzeni jednoczesnie (Il typ neowaskularyzacji). Te nowe,
niepetnowartosciowe, patologiczne naczynia tworzg neowaskularng btone naczyniow-
kowa. Typ | neowaskularyzacji odpowiada ukrytej (80-85% przypadkéw), a typ Il kla-
sycznej CNV (15-20% przypadkow) w obrazie FA [1, 69, 151].

Istnieje kilka systeméw klasyfikacji AMD: Wisconsin Age-Related Maculopathy
Grading System, Age-Related Disease Study Grading System (AREDS) czy ostatnio
opracowany - uproszczony system klasyfikacji AMD - Clinical Age-Related Maculo-
pathy Staging System (CARMS) [157-159]. Na podstawie badania dna oka AMD dzieli
sie na pie¢ stadiow:

e Stadium 1- brak objawéw AMD - brak druz lub obecno$¢ mniej niz 10 matych
druz (< 63 “m), bez zaburzen RPE;

o Stadium 2 - weczesne stadium - wiecej niz 10 matych druz lub mniej niz 15
druz sredniej wielkosci (63-124 ~m), lub hipo-/hiperpigmentacja RPE, lub druzy
z obecnoscig zmian na poziomie RPE (hipo-/hiperpigmentacja);

» Stadium 3 - $rednio zaawansowane stadium - obecno$¢ co najmniej 15 druz
$redniej wielkos$ci bez druzoidalnego odtaczenia RPE lub z druzoidalnym odia-
czeniem RPE;

» Stadium 4 - stadium zaawansowane - obecno$¢ zaniku geograficznego obej-
mujgcego doteczek lub zanik geograficzny wykraczajacy poza centrum plamki
o $rednicy > 350 “m;

» Stadium 5 - stadium zaawansowane - posta¢ wysiekowa AMD: surowicze odla-
czenie RPE, CNV lub blizna.

Do nietypowych form wysiekowej postaci AMD nalezy PCV oraz RAP [1, 69, 70].

PCV jest rzadkg postacig AMD, wystepujgca czesciej u 0séb innych ras niz biata.
Sredni wiek chorych z PCV jest istotnie nizszy niz $redni wiek chorych z AMD. Rozwi-
ja sie w wyniku uszkodzenia wewnetrznej warstwy blaszki naczyniowej naczynidwki,
w obrebie ktorej naczynia krwionosnie ulegajg kolbkowatemu rozdeciu. Powiktaniami
tych zmian sg surowiczo-krwotoczne odwarstwienia RPE, ktore lokalizujg sie w plamce
lub w obszarze okototarczowym. Rokowanie w wiekszosci przypadk6w jest dobre; wy-
sieki i krwotoki spontanicznie si¢ wchianiajg [1, 140, 141].



29

RAP natomiast rozwija sie jako wynik proliferacji $rodsiatkowkowych naczyn wio-
sowatych w obszarze plamkowym, ktére tworzg anastomozy siatkéwkowo-naczynidw-
kowe. Stanowi ona 10-15% przypadkow AMD, dotyczy czesciej mezczyzn, a Srednia
wieku wynosi 80 lat. Sugeruje sie, ze RAP moga by¢ pierwszg manifestacja rozwijaja-
cego sie AMD [1, 140, 141].

1.7. Wspoiczesne metody leczenia zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

Przez wiele lat w leczeniu wysiekowej postaci AMD stosowano terapie, ktore po-
mimo zniszczenia CNV, gtéwnej przyczyny utraty widzenia centralnego w przebiegu
tej choroby, rzadko prowadzity do poprawy funkcji leczonego oka. Najstarszg metodg
leczenia jest fotokoagulacja za pomocg lasera argonowego. Termiczna ablacja ogniska
CNV skutkuje nieodwracalnymi zmianami w siatkdwce i naczynidwce, co wigze sie
z powstaniem mroczkaw centralnym polu widzenia. Z tego tez powodu te metode lecze-
nia mozna rozwazac tylko w przypadku bton o lokalizacji zewnatrzdotkowej. Ponadto
zabieg ten wigze sie z wysokim ryzykiem nawrotéw choroby; w ciggu 5 lat u ponad
potowy chorych obserwuje sie nawrdét CNV [160, 161]. Lokalna radioterapia, przez-
Zreniczna termoterapia (transpupillary thermotherapy - TTT), préby chirurgicznego
usuwania bton podsiatkdbwkowych czy translokacji plamki takze nie przyniosty ocze-
kiwanego efektu terapeutycznego w postaci poprawy czy stabilizacji ostrosci wzroku
[162-172].

W ostatnich latach do leczenia wysiekowej postaci AMD wprowadzono leczenie far-
makologiczne, takie jak terapia fotodynamiczna (photodynamic therapy - PDT) z zasto-
sowaniem werteporfiny oraz doszklistkowe iniekcje inhibitoréw czynnika VEGF-A i an-
giostatycznych steroidow. Efektem zastosowania PDT jest fotochemiczna oksydacja
komorek $rédbtonka, zachodzaca pod wptywem dziatania lasera diodowego na kumu-
lujgcq sie w sposéb selektywny w CNV werteporfing, co prowadzi do tworzenia sie
zakrzepdw i zamkniecia patologicznych naczyn, tworzacych btone neowaskularng [173,
174]. Wbrew oczekiwaniom PDT uszkadza takze prawidtowe naczynia naczyniowki.
Dwuletnie obserwacje wykazaty stabilizacje ostrosci wzroku u 58% chorych, poprawe
odnotowano tylko w 2-5% przypadkéw [173]. Tak wiec PDT u wigkszosci chorych nie
prowadzi do poprawy ostro$ci wzroku, a zmniejsza jedynie ryzyko powaznego uszko-
dzenia widzenia. PDT powoduje nadmierng ekspresje VEGF, co jest gtdwna przyczyng
nawrotéw choroby i matej skutecznosci tej metody leczenia [175, 174]. Ponadto naj-
wiekszg skuteczno$¢ PDT stwierdza si¢ w grupie chorych z dominujaco klasyczng CNV,
podczas gdy inne postacie CNV nie reagujg wcale lub wykazujg stabg odpowiedz na
powyzsze leczenie [174-176]. Duze zainteresowanie budzg takie metody leczenia wy-
siekowej postaci AMD, jak: fototromboza indukowana zielenig indocyjaninowg (indo-
cyanine green-mediatedphotothrombosis - iMP), radioterapia czy przeszczep komdrek
RPE do przestrzeni podsiatkdwkowej [177-179].

Pierwszym lekiem zastosowanym w leczeniu wysiekowej postaci AMD o charak-
terze selektywnego blokera VEGF-A byt pegaptanib sodu (Macugen, Pfizer). Wyniki
badan klinicznych 11l fazy wykazaly, iz podawane co 6 tygodni doszklistkowe iniekcje
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tego leku spowalniajg progresje wysiekowej postaci AMD, jednak nie powstrzymujg
postepu choroby i nie poprawiajg ostrosci wzroku [180]. Prawdziwym przetomem byto
wprowadzenie w 2006 roku do leczenia wysiekowej postaci AMD nieselektywnego in-
hibitora VEGF-A ranibizumabu (Lucentis, Novartis), ktdry jest pierwszym lekiem, nie
tylko stabilizujgcym, ale i poprawiajgcym ostros¢ wzroku u 35-40% chorych [181]. Jed-
nak bardzo wysoki koszt leczenia istotnie ogranicza dostep do tej terapii. Z tego wzgledu
na calym Swiecie, jak rdwniez w Polsce, coraz szersze zastosowanie w leczeniu wysie-
kowego AMD znajduje bewacizumab (Avastin, Roche), ktéry jest pierwszym zarejestro-
wanym inhibitorem VEGF, znajdujgcym zastosowanie w onkologii [182]. Ze wzgledu
na niskie koszty leczeniajest on czesto preferowanym lekiem w leczeniu chorych z wy-
siekowg postacig AMD, przy czym nalezy podkresli¢, ze jest to terapia stosowana poza
wskazaniami (na zasadzie off-label) [124, 183-186].

Zaréwno PDT, jak i doszklistkowe iniekcje preparatéw anty-VEGF wymagajgwielo-
krotnego powtarzania (w przypadku PDT co 3 miesigce, w przypadku preparatow anty-
-VEGF co 4-6 tygodni w pierwszym roku terapii), amimo to nie gwarantujgwyleczenia.
U chorych leczonych tymi metodami nierzadko zawieszenie terapii prowadzi do akty-
wacji CNV [176, 184, 185].

Stosowanie angiostatycznych steroidow ma uzasadnienie w patogenezie AMD. Ace-
tonid triamcynolonu, lek szeroko stosowany w reumatologii, podawany w AMD do-
szklistkowo skutecznie blokuje VEGF i zmniejsza obrzek siatkowki, lecz jest stosowany
podobnie jak bewacizumab poza wskazaniami [187, 188]. Obecnie trwajg badania Kli-
niczne nad oceng bezpieczenstwa i skutecznosci terapii dwéch innych steroidéw: do-
szklistkowego implantu acetonidu fluocinolonu i podawanego do przestrzeni nadtwar-
déwkowej w okolice plamki octanu anakortawu. Najczesciej jednak sg one stosowane
jako uzupeknienie innych terapii [189-193].

Pojedyncze doniesienia wskazujg na korzystny efekt stosowanych miejscowo kropli
ocznych z niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym - nepafenakiem. Lek ten hamuje
m.in. w siatkéwce i naczynidwce synteze prostaglandyn, biorgcych udziat w indukcji
zapalenia i angiogenezy [194]. Prowadzone sg réwniez prace doswiadczalne i klinicz-
ne nad nowymi metodami leczenia AMD, takimi jak: doszklistkowe iniekcje endogen-
nego pochodzenia czynnikow hamujacych VEGF, tj. PEDF, angiostatyny, endostatyny
[195-200]. Te ostatnie, oprdocz efektu zmniejszenia stezenia lipidow, hamuja aktywacje
czynnikdw transkrypcji posredniczacych w zapaleniu, ograniczajac w ten sposéb uwal-
nianie prozapalnych cytokin, ktére sg uwiktane w patogeneze AMD. Poza tym wykazu-
ja aktywno$é antyoksydantéw. W badaniach doswiadczalnych wykazano fosforylacje
receptora kinazy tyrozynowej (kinase insert domain receptor - KDR) pod wptywem
VEGF oraz blokade tego zjawiska przez inhibitory kaskady tyrozynowej, co zwraca
uwage na mozliwos¢ wykorzystania tych czynnikéw w zahamowaniu rozwoju CNV
[201]. Duze zainteresowanie wzbudza takze grupa preparatéw blokujacych na poziomie
matrycowego kwasu rybonukleinowego (MRNA) przez mate interferujace RNA (small
interfering RNA - siRNA) produkcje wszystkich izoform VEGF-A (Cand 5) lub zaste-
pujacych prawidtowe receptory dla VEGF (VEGFR-1 i VEGFR-2) receptorami "putap-
kami” (VEGF Trap-Eye) [202-207].

W ostatnim czasie ze wzgledu powszechng akceptacje udziatu dopetniacza w pato-
genezie AMD duze zainteresowanie budzg strategie terapeutyczne ukierunkowane na
hamowanie biatek uktadu dopetniacza. Takim potencjalnym lekiem moze okazaé sie
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kompstatyna wigzaca skfadnik C3b, a takze POT-4, ktéry wigzac sie z elementem C3c
skfadnika C3, zapobiega jego rozszczepieniu na C3a i C3b, oraz ARC1905, ktory jest
anty-C5 aptamerem [103, 208, 209].

Nalezy réwniez wspomnie¢ o leczeniu uzupetniajgcym, polegajacym na suplemen-
tacji przeciwutleniaczy (luteiny, zeaksantyny, witamin E i C, cynku, selenu) oraz wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych. Oczekiwany przez chorych efekt powstrzymania
progresji AMD raczej nie wystepuje, ale w czesci przypadkéw obserwuje sie spowolnie-
nie rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce [210-212].






2. ZALOZENIA | CELE PRACY

W 1906 roku Hess i Romer jako pierwsi zwrécili uwage na wystepowanie przeciw-
ciat przeciwko komaérkom precikowym siatkdwki [za 213]. Cztery lata p6zniej Elschnig
wysunat hipoteze o autoimmunizacyjnym mechanizmie rozwoju wspotczulnego zapale-
nia btony naczyniowej (ophthalmia sipmatica) i jako pierwszy opisat antygen S, czyli
arestyne, do tej pory uwazang za najbardziej immuno- i uveitogenny antygen siatkow-
kowy [214]. W pdzniejszych latach odkrywano kolejne antygeny siatkdwkowe, odgry-
wajgce wazng role w patologii schorzen siatkowki: miedzyreceptorowe biatko wigzace
retinoid (interphotoreceptor retinoid binding protein - IRBP), transducyne, rodopsyne,
fosfodiesteraze cyklicznego GMP i glejowe kwasne biatko wtokienkowe (glialfibrilla-
ry acidic protein - GFAP) [215-218]. W$rdd autoantygendéw ocznych nalezy réwniez
wymieni¢ te, ktore sg uwiktane w etiopatogeneze retinopatii towarzyszacych zespotom
paraneoplastycznym: retinopatii towarzyszacej czerniakowi skéry (melanoma-associa-
ted retinopathy - MAR), retinopatii towarzyszacej rakowi drobnokomérkowemu (car-
cinoma-associated retinopathy - CAR), analezg do nich rekaweryna i wizinina - biatka
wigzace jony wapniowe [219-223]. Przeciwciata skierowane przeciwko tym antygenom
sg odpowiedzialne za rozwoj ciezkiej postaci retinopatii. Te wyodrebnione autoantygeny
zlokalizowane sg prawie wytgcznie w komorkach fotoreceptorowych, w obu warstwach
jadrzastych, w warstwie komdrek dwubiegunowych oraz w warstwie komorek zwojo-
wych siatkowki [217, 221, 224-226].

Siatkdwka zawiera zaréwno antygeny specyficzne jedynie dla tej tkanki, jak i wspol-
ne z innymi strukturami gatki ocznej (np. RPE) lub innymi tkankami organizmu (moz-
giem, szyszynka, jadrami, nerkami) [225].

Obecnie jest znanych wiele schorzen narzadu wzroku, w ktorych patogeneze zaan-
gazowane sg procesy autoimmunizacyjne. Naleza do nich zaréwno genetycznie uwa-
runkowane zwyrodnienia siatkéwki, jak i nabyte choroby siatkéwki i naczynidwki.
W literaturze przedmiotu opisano przypadki obecnosci w surowicy przeciwciat przeciw-
siatkbwkowych (PPS) w przebiegu endogennych zapaleh blony naczyniowej, idiopa-
tycznego zapalenia naczyn siatkowki, zapalen btony naczyniowej w przebiegu zakazenia
Toxoplasma gondii czy Onchocerca volvulus, w chorobie Harady, Vogta i Koyanagiego,
w przebiegu zwyrodnienia barwnikowego siatkéwki, w zapaleniu wspétczulnym, jaskrze
prostej otwartego kata, w przebiegu stwardnienia rozsianego u chorych z zajeciem narza-
du wzroku [227-242]. W witreoretinopatii proliferacyjnej oraz po laserokoagulacji argo-
nowej siatkowki w przebiegu proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej stwierdzono obec-
nos$¢ autoprzeciwciat reagujacych z antygenem S komorek fotoreceptorowych [243, 244].
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Wiele publikacji, w tym i moje wtasne obserwacje, wskazujg na istnienie zaleznosci
pomiedzy wystepowaniem PPS w surowicy anasileniem klinicznych objawdw idiopatycz-
nego zapalenia naczyn siatkéwki i endogennego zapalenia btony naczyniowej [237-242].
W ostatnim czasie, ze wzgledu na powszechnie akceptowany udziat mechanizméw im-
munologicznych, pojawity sie pojedyncze doniesienia na temat roli PPS w zapoczatkowa-
niu, a nastepnie modulacji przebiegu AMD [224-226, 245, 246]. Wstepne wyniki moich
badan, podobnie jak wyniki badan klinicznych przeprowadzonych w innych os$rodkach,
wskazuja na istnienie zaleznosci pomiedzy wystepowaniem PPS w surowicy a stopniem
zaawansowania i aktywnosci zmian zwyrodnieniowych w plamce w przebiegu AMD (224,
226, 247-255]. Kilka publikacji nie podzielajednak takich obserwacji [256, 257].

Jak powszechnie wiadomo, wczesne rozpoznanie AMD i podjecie dziatar profi-
laktyczno-leczniczych moze mie¢ duze znaczenie dla powstrzymania badZz opdznienia
rozwoju i progresji choroby. Obecnie nie ma wiarygodnych testow diagnostycznych,
ktore moglyby mie¢ zastosowanie jako badania przesiewowe w celu dokonania selek-
cji chorych zagrozonych rozwojem AMD, czy tez ktore bytyby markerem skutecznosci
leczenia i bytyby pomocne w watpliwych przypadkach w podjeciu decyzji o dalszym
postepowaniu. Nie zawsze bowiem wyniki badania klinicznego (BCVA, FA, OCT), na
podstawie ktorego okulista kwalifikuje chorego do rozpoczecia terapii, jej kontynuacji
lub przerwania, sgjednoznaczne. Wezmy na przyktad pod uwage chorych z ukrytg CNV.
W tych przypadkach kryterium kwalifikacji chorego do leczenia stanowi obserwacja,
kiedy dojdzie do pogorszenia funkcji oka o 1 linie w skali Snellena lub powiekszenia
sie rozmiarow CNV o co najmniej 10% w FA lub pojawienia si¢ nowego wylewu krwi
w plamce w okresie 12 tygodni od poprzedniego badania. Majgc na wzgledzie sche-
mat leczenia doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF, w okresie 12 tygodni
chory, ktory zostaje zakwalifikowany do leczenia, otrzymuje petng nasycajacg dawke
leku, co w znacznej wiekszosci przypadkow wigze sie z poprawg BCVA i zmniejszeniem
obrzeku siatkdwki w doteczku (CRT). Czy zatem znalezienie biomarkera ryzyka progre-
sji zmian zwyrodnieniowych w plamce nie bytoby cennym uzupetnieniem diagnostyki
chorego na AMD, pomocnym w podjeciu w trudnych przypadkach decyzji o dalszym
postepowaniu?

Brak biomarkeréw dla AMD wynika z niepetnej wiedzy na temat etiopatogenezy
tego schorzenia. Wielkie nadzieje wigzano z biomarkerami genetycznymi, ktére mo-
glyby wskazywac na realne ryzyko zachorowania na AMD. Znanych jest kilka gendw,
ktorych polimorfizm moze przyczynia¢ sie do rozwoju tego schorzenia. Najbardziej ko-
jarzony z rozwojem AMD jest polimorfizm genéw ARMS2, HTRA1 oraz mutacje doty-
czace czterech gendw kodujacych biatka dopetniacza: CFH, CFB/C2 i C3, o ktorych juz
wczesniej wspominano w rozdziale 1.3.3. Chociaz sg one biomarkerami dla AMD, to
moga by¢ traktowane jedynie jako wczesny wskaznik ryzyka zachorowania, bowiem ich
obecno$¢ nie oznacza, ze u osoby genetycznie predysponowanej rozwinie sie choroba
[62, 64, 65, 258]. Poza tym obecnos$¢ polimorfizmu tych genéw moze pehié role bio-
markera statycznego, informujgcego jedynie o potencjalnym ryzyku zachorowania, anie
odzwierciedlajgcego przebieg kliniczny choroby.

Lokalny proces zapalny i aktywacja uktadu immunologicznego sg czynnikami spu-
stowymi dla rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce. Mobilizacja uktadu immu-
nologicznego w kompleksie tkankowym: fotoreceptory-RPE-btona Brucha-chorioka-
pilary, uwiktanym w patogeneze AMD, wigze sie z naptywem, kumulacjg i aktywacjg
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wielu komérek zapalnych w przestrzeni podsiatkdwkowej [39, 86-92]. Pierwszymi
dostrzegalnymi w badaniu dna oka zmianami rozwijajgcymi sie w przebiegu AMD sg
druzy - bezpostaciowe, lipidowo-biatkowe ztogi zewnatrzkomorkowe, odkladajace sie
miedzy RPE a btong Brucha [89, 259]. Analiza biochemiczna i histochemiczna materia-
tu druzowego wykazata, jak juz wczesniej zaznaczono, obecno$¢ licznych elementéw
uktadu immunologicznego [89, 98, 104, 106, 260]. Wsrdod wielu biatek znajdujacych
sie w druzach stwierdzono wystepowanie koniugatu CEP-biatko, zwigzku o silnych
wiasciwosciach immunogennych, zdolnego do generowania autoprzeciwciat anty-CEP
i odpowiedzialnego za rozw0j CNV niezalezny od czynnika VEGF. CEP jest produktem
peroksydacji kwasu dokozaheksaenowego, gtownego sktadnika bton plazmatycznych
zewnetrznych segmentéw fotoreceptorow (POS), ktérego obfitos¢ w tym regionie siat-
kowki wyroznia ten typ komorek sposrod wielu innych w organizmie cztowieka [62,
97, 131, 132, 261]. Zaréwno immunoreaktywnos¢, jak i autoprzeciwciata zalezne od
CEP wykryto w surowicy chorych na AMD [62, 97, 132, 261]. Ostatnio wykazano, ze
oznaczanie koniugatu CEP-biatko i przeciwciat przeciwko temu adduktowi w surowicy
chorych na AMD, w pofaczeniu z genotypowaniem, wykazuje 80% warto$¢ diagno-
styczng dla tego schorzenia [97]. Nie stwierdzono jednak istotnych réznic pomiedzy
poziomami tych autoprzeciwciat w surowicy a stadiami zaawansowania zmian zwyrod-
nieniowych w plamce. Techniki analityczne niezbedne do wykonywania tego badania
sg zaawansowane i unikatowe, co moze stwarza¢ powazne problemy z dostepnoscig
do tych testow. Nieustannie wiec poszukuje sie nowych biomarkerow AMD, ktoére od-
zwierciedlatyby aktywno$¢ zmian zwyrodnieniowych w plamce i jednoczesnie mogty-
by by¢ nieskomplikowang i powszechnie uzywang metodg monitorowania skutecznosci
leczenia, a w trudnych i watpliwych przypadkach bytyby pomocne w podjeciu decyzji
0 dalszym postepowaniu.
Biorac pod uwage przedstawione zatozenia, podjetam badania, ktére miaty na celu:
1. Ocene profilu oraz czestosci wystepowania PPS w surowicy chorych z wysieko-
wg postacig AMD.
2. Okreslenie, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy typem i mianem krazacych PPS
a stopniem zaawansowania choroby.
3. Ocene dynamiki zmian poziomu PPS w surowicy w trakcie leczenia doszklistko-
wymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin).
4. Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy mianem krazacych PPS a ocenianymi w trak-
cie leczenia parametrami aktywnosci CNV, takimi jak BCVA i CRT.
5. Wykazanie, czy krgzace PPS moga by¢ biomarkerem aktywnosci AMD oraz czy
moga stuzy¢ monitorowaniu leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewacizuma-
bu (Avastin).






3. MATERIAL | METODY

3.1. Charakterystyka grupy badanej oraz grupy kontrolnej

Badaniami objeto 98 chorych (108 oczu) z wysiekowg postaciag AMD zakwalifi-
kowanych do leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin, Roche).
Wéréd badanych byto 38 mezczyzn (39%) oraz 60 kobiet (61%) w wieku 55-93 lata;
Sredni wiek 76 lat. U zadnego z badanych nie przeprowadzono wcze$niej leczenia zmian
zwyrodnieniowych plamki. Z badan wykluczono chorych, u ktérych stwierdzono prze-
byte lub wspdtistniejace schorzenia siatkdwki, zapalenie btony naczyniowej i/lub na-
czyn siatkdwki, paraneoplastyczne retinopatie, jaskre, cukrzyce oraz osoby przewlekle
przyjmujace steroidy i/lub leki immunosupresyjne. Wérdod badanych nie wystepowaty
zadne ogdlnoustrojowe schorzenia o podtozu autoimmunizacyjnym.

Grupe kontrolng stanowito 50 og6lnie zdrowych osob odpowiednio dobranych pod
wzgledem wieku i ptci, operowanych w naszej klinice z powodu zaémy starczej. Grupa
ta obejmowata 20 mezczyzn (40%) i 30 kobiet (60%) w wieku 53-91 lat; Sredni wiek
75,2 roku. U tych osob poza zaémieniami w soczewkach i rzekomosoczewkowoscig
w oku towarzyszacym, stwierdzongw 12 przypadkach, nie wykazano innych nieprawid-
towosci w narzadzie wzroku. Do grupy kontrolnej nie wiaczano oséb z przewlektymi
schorzeniami ogdlnoustrojowymi, ktdre mogtyby potencjalnie wptyna¢ na profil kraza-
cych autoprzeciwciat, oraz wykluczono osoby stosujgce steroidy i/lub leki immunosu-
presyjne.

3.2. Metody badan

3.2.1. Wstepne badanie okulistyczne

U wszystkich chorych przeprowadzono wstepne badanie okulistyczne, ktdére obej-
mowato:

- ocene BCVAw dal i z bliska przy uzyciu tablic Snellena;

- wykonanie testu Amslera;

- badanie przedniego odcinka gatki ocznej w lampie szczelinowej;
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ocene dna oka, aw szczegdlnosci okolicy plamki po poszerzeniu Zrenicy w obra-
zie stereoskopowym przy uzyciu soczewki Volk +90D i +78D;

pomiar cisnienia wewnatrzgatkowego metoda tonometrii aplanacyjnej (Ta);

(FA) (Topcon, TRC 50 DX, Tokio, Japonia), na podstawie ktorej oceniano rodzaj,
lokalizacje oraz wielkos¢ CNV;

(OCT) (Optovue Inc, Fremont, CA, USA), w ktdrej oceniano stopien aktywnosci
CNV; CRT w doteczku, obecnos¢ ptynu pod RPE, pod czeScigneurosensoryczng
siatkowki oraz przestrzeni ptynowych $rodsiatkdwkowych;

w przypadku stwierdzenia w FA Zle odgraniczonej postaci CNV, towarzyszacej
surowiczemu lub krwotocznemu odwarstwieniu RPE, dodatkowo wykonywano
ICGA (Heidelberg Retina Angiograph, Heidelberg Engineering, Niemcy).

3.2.2. Kontrolne badania okulistyczne

W okresie prowadzonej oSmiomiesiecznej obserwacji kontrolne badania okulistycz-
ne byty przeprowadzane w odstepach comiesiecznych i obejmowaty:

ocene BCVAw dal i z bliska przy uzyciu tablic Snellena;

wykonanie testu Amslera;

badanie przedniego odcinka gatki ocznej w lampie szczelinowej;

ocene obwodowej czesci dna oka oraz okolicy plamki po poszerzeniu zrenicy
w obrazie stereoskopowym przy uzyciu soczewki Volk +90D i +78D;

pomiar cisnienia wewnatrzgatkowego (Ta) lub metodabezkontaktowa

OCT, w ktorej oceniano zmiane CRT w doteczku oraz zachowanie sie ptynu pod
RPE, pod cze$cig neurosensoryczng siatkOwki i przestrzeni ptynowych srddsiat-
kowkowych w poréwnaniu z poprzednim badaniem;

FA w przypadku niewyjasnionego spadku BCVA.

3.2.3. Wstepne badanie ogdine

W kazdym przypadku przeprowadzono staranne badanie podmiotowe w kierunku
wystgpienia potencjalnych chorob ogolnych, ktére stanowig przeciwwskazania do poda-
nia bewacizumabu (ogolne kryteria wytgczenia z badania przedstawiono we wczesniej-
szym rozdziale). Ponadto kwalifikujgc chorego do doszklistkowych iniekcji bewacizu-
mabu, wykonywano nastepujace badania:

morfologie krwi;

glikemie na czczo;

poziom elektrolitow (sod, potas);

uktad krzepniecia (APTT, PT, fibrynogen);
ogdlne badanie moczu;
elektrokardiografie (EKG);

pomiar cisnienia tetniczego krwi.

Dodatkowo u chorych obcigzonych przewlektymi chorobami uktadu sercowo-naczy-
niowego, stosujgcych leki antykoagulacyjne, przeprowadzono konsultacje internistycz-
ng lub kardiologiczngw celu uzyskania zgody na planowane leczenie.
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3.2.4. Kryteria wigczenia do badan

Wszyscy chorzy zakwalifikowani do leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewaci-
zumabu (Avastin) musieli spetni¢ nastepujace warunki:

wyrazenie pisemnej zgody na leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu;
brak ogoélnych i miejscowych przeciwwskazan do podania doszklistkowej iniek-
cji bewacizumabu (patrz kryteria wytgczenia);

kazdy typ aktywnej, nieleczonej CNV zwigzany z wysiekowg postacigAMD o lo-
kalizacji poddotkowej lub okotodotkowej, gdy zmiana zagraza zajeciem dotka,
zdiagnozowany w FA lub w ICGA,;

catkowita wielko$¢ zmiany nieprzekraczajgca 12 DA,

aktywna CNV stanowigca > 50% powierzchni calej zmiany;

BCVA wynoszaca 0,1-0,5 w skali Snellena;

przejrzyste osrodki optyczne umozliwiajgce ocene dna oka i wykonanie FA/ICGA.

3.2.5. Kryteria wylgczenia z badan

W przypadku stwierdzenia przedstawionych ponizej miejscowych i/lub ogélnych
kryteriow chorego nie kwalifikowano do zaplanowanych badan.
A. Miejscowe kryteria wytgczenia:

brak zgody pacjenta na leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu;
brak przeziernosci osrodkow optycznych umozliwiajgcych ocene dna oka i wyko-
nanie FA/ICGA;

CNV nietowarzyszgca wysiekowej postaci AMD;

wczesniej przeprowadzone leczenie CNV (TTT, PDT, laserokoagulacja argono-
wa, doszklistkowe iniekcje czynnika anty-VEGF);

dominujace bliznowacenie (> 50% powierzchni zmiany) obejmujgce centrum
plamki;

dominujacy zanik geograficzny (> 50%) obejmujgcy centrum plamki;
dominujacy podsiatkdwkowy wylew krwi obejmujacy centrum plamki;

stabilny, surowiczy PED bez cech CNV;

chorzy po operacji zaémy w okresie krotszym niz miesigc po zabiegu;
nieuregulowana jaskra lub zaawansowana neuropatia jaskrowa z mozliwoscigjej
znacznej progresji na skutek zwyzek cisnienia wewnatrzgatkowego po zabiegach
doszklistkowego podania leku;

stan po przebytych zabiegach chirurgicznych witreoretinalnych, przeciwjaskrowych;
zaawansowane zmiany zwyrodnieniowe obwodowej siatkdwki;

chorzy po fotokoagulacji siatkéwki obwodowej w okresie kr6tszym niz miesiac;
aktywne zmiany zapalne w obrebie gatki ocznej i aparatu ochronnego oka;
chorzy z przebytym lub aktywnym zapaleniem btony naczyniowej i naczyn siat-
kowki;

wspotistnienie chor6b miejscowych, ktére moga wptynaé na profil autoprzeciw-
cial w surowicy: jaskra, zapalenia btony naczyniowej endogenne i o podtozu in-
fekcyjnym, zapalenie naczyn siatkowki, zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki,
retinopatia cukrzycowa.
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B. Ogodlne kryteria wytaczenia:

- stan po przebytym zawale miesnia sercowego wostatnich 6 miesigcach;

- stan po przebytym udarze mdzgu w ostatnich 6 miesigcach;

- niestabilna choroba wiencowa;

- nieuregulowane nadcisnienie tetnicze;

- niewydolnos$¢ nerek;

- niewydolnos$¢ oddechowa;

- dodatni wywiad w kierunku zakrzepicy zatorowej tetnic i zyt;

- planowane zabiegi operacyjne;

- choroby ogo6lne, ktére moga wptyna¢ na profil autoprzeciwciat w surowicy: cuk-
rzyca, zespoty paraneoplastyczne, systemowe choroby o podtozu autoimmniza-
cyjnym;

- systemowa steroidoterapia i/lub stosowanie lekéw immunosupresyjnych;

- leczenie antykoagulantami, jesli INR przekracza 1,5.

3.2.6. Kryteria kontynuacji leczenia

Leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu kontynuowano po spetnieniu
nastepUchych kryteridw:
spadek BCVA o 1 linie¢ w skali Snellena (w poréwnaniu z poprzednig wizytg)
spowodowany aktywnym wysiekowym AMD;
- obecnos¢ utrzymujacego sie, narastajgcego lub nowego ptynu Srédsiatkéwkowego;
- narastanie lub nowy ptyn podsiatkéwkowy i/lub pod RPE;
- Swieze krwawienia $rédsiatkbwkowe i podsiatkdwkowe;
- nowe ognisko CNV, powigkszenie sie rozmiaréw CNV.

3.2.7. Kryteria zawieszenia leczenia

Leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu zawieszano w przypadku
osiggniecia stabilizacji, kt6rg definiowano jako:

- stabilizacja BCVA lub jej poprawa w stosunku do poprzedniego badania;

- brak nowych zmian w OCT;

- brak nowych zmian w badaniu dna oka w poréwnaniu z poprzednig wizyta.

3.2.8. Kryteria przerwania leczenia

Leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu przerywano, gdy:

- chory nie wyrazat zgody na dalsze leczenie;

- wystgpito ciezkie dziatanie niepozadane zwigzane z dziataniem leku;

- CNV ulegta zbliznowaceniu pomimo leczenia;

- stwierdzano brak odpowiedzi na leczenie pomimo stosowanego leczenia.
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3.2.9. Zastosowane leczenie

U wszystkich chorych zastosowano leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewaci-
zumabu (Avastin, Roche Pharma AG). Bewacizumab jest rekombinowanym, humani-
zowanym, monoklonalnym petnej dtugosci przeciwciatem IgG1 o masie czasteczkowej
149 kDa. Okres potowiczego rozpadu tego przeciwciata wynosi okoto 20 dni. Bewaci-
zumab wigzac i blokujgc wszystkie biologicznie aktywne izoformy VEGF-A, powoduje
hamowanie procesu angiogenezy [183-185]. Jest on pierwszym inhibitorem VEGF za-
twierdzonym do stosowania przez amerykariskg Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (Food
and Drug Administration - FDA), przy czym jest zarejestrowany do dozylnego stoso-
wania u pacjentow ze schorzeniami onkologicznymi, m.in. z przerzutowym rakiem jelita
grubego [182, 184, 185]. Stosowanie bewacizumabu w postaci doszklistkowych iniekcji
u chorych z wysiekowgpostacigAMD stanowi zatem terapie poza wskazaniami rejestra-
cyjnymi (off-label). Ze wzgledu na istotne zmniejszenie sie aktywnosci choroby wraz
z wchianianiem sie ptynu podsiatkdwkowego, zmniejszeniem obrzeku $rddsiatkowko-
wego i z jednoczesng stabilizacjg lub poprawg ostrosci wzroku przy jednoczesnie wy-
kazanym bezpieczenstwie i niskich kosztach tego leczenia stosowanie doszklistkowych
iniekcji bewacizumabu stato sie powszechng metodg postepowania w wielu przypad-
kach AMD na catym Swiecie [262]. Opublikowane w kwietniu 2011 roku roczne wyniKki
wieloosrodkowych badan klinicznych, porownujacych skuteczno$¢ ranibizumabu i be-
wacizumabu w leczeniu wysiekowej postaci AMD, okre$lone akronimem CATT Study
- Comparison ofAge-Related Macular Degeneration Treatments Trials Study, wykazaty
ze terapia preparatem Avastin nie jest mniej skuteczna niz lekiem Lucentis [263].

Na leczenie chorych z wysiekowa postacig AMD doszklistkowymi iniekcjami be-
wacizumabu uzyskano zgode Komisji Bioetyki UJ CM (KBET/165/B/2009). Ponadto
chory, objety badaniem, przed kazdym zabiegiem podpisywat Swiadomg zgode na lecze-
nie (w aneksie zamieszczono wzdr zgody). Leczenie obejmowato dwie fazy: faze "na-
sycajacg”, podczas ktdrej kazdy chory otrzymywat trzy kolejne iniekcje bewacizumabu
w odstepach comiesigcznych, i faze "podtrzymujaca”, w ktdrej decyzje o podtrzymaniu
lub zawieszeniu leczenia opierano na przedstawionych powyzej kryteriach. Leczenie
w fazie "podtrzymujacej” byto prowadzone wedtug schematu pro re nata (w razie po-
trzeby). U chorych ze wskazaniami do leczenia obu oczu odstep pomiedzy iniekcjami,
ktore wykonywano na przemian raz w jednym, raz w drugim oku, wynosit od 7-10 dni,
przy jednoczesnym przestrzeganiu wczesniej przedstawionego schematu postepowania
tj. comiesigcznych iniekcji do kazdego oka w okresie fazy "nasycajacej” leczenia i na-
stepnie wedtug reguty pro re nata. Wybor oka kwalifikowanego do leczenia w pierwszej
kolejnosci zalezat od decyzji pacjenta i lekarza, przy czym preferowano leczenie naj-
pierw oka lepiej rokujgcego. Okres prowadzonego leczenia i obserwacji wynosit osiem
miesiecy.

Procedure wykonania iniekcji doszklistkowej przeprowadzano w sali operacyjnej
z zachowaniem zasad aseptyki podczas przygotowywania zadanej dawki leku, narzedzi,
pola operacyjnego i podania leku. Z fiolki zawierajgcej 100 mg/4 ml bewacizumabu po-
bierano do strzykawki tuberkulinowej 1,25 mg/0,05 ml leku. Takgdawke bewacizumabu
w leczeniu chorych z wysiekowg postacigAMD uzyto w badaniu CATT oraz w wielu in-
nych wczesniejszych badaniach klinicznych [185, 186, 263-267]. Po zakoriczeniu zapla-
nowanej w danym dniu sesji iniekcji doszklistkowych fiolka z pozostatosciami leku byta
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wyrzucana. Iniekcje wykonywano igtg 30 G. Przez trzy dni przed planowang iniekcjg
i nastepnie przez trzy dni po niej kazdy chory stosowat do leczonego oka krople z anty-
biotykiem o szerokim spektrum dziatania - lewofloksacyne (0,5% Oftaquix) cztery razy
dziennie. W dniu wykonania iniekcji w kazdym przypadku oceniano przedni odcinek
gatki ocznej w celu wyeliminowania chorych z ewentualng infekcjg aparatu ochronnego
oka, mierzono ci$nienie wewnatrzgatkowe i po poszerzeniu zrenicy 1% Tropicamidem
badano dno oka. W przypadku odnotowanego wzrostu cisnienia wewnatrzgatkowego
po wczesniejszych iniekcjach lub stwierdzenia wyjsciowego cisnienia wynoszgcego
18-21 mmHg podawano dodatkowo do oka krople 2% Trusopt (dorzolamid).

Procedura doszklistkowej iniekcji bewacizumabu (Avastin)

» Zakropienie do worka spojéwkowego antybiotyku (0,5% Oftaquix) i nastepnie
kropli znieczulajagcych miejscowo (0,5% Alcaine - chlorowodorek proksymeta-
kainy).

» Umycie skory wokat oka, skory powiek i rzes 10% roztworem powidonu jodyny.

» Przeptukanie worka spojéwkowego 5% roztworem powidonu jodyny i pozosta-
wienie go na okres 90 sekund.

» Wyptukanie worka spojowkowego roztworem soli fizjologicznej.

» Natozenie sterylnego obtozenia wraz z folig zabezpieczajaca rzesy.

» Zatozenie na powieki rozwarki.

» Zakropienie kropli 5% roztworu jodopowidonu bezposrednio w miejsce, gdzie
zostanie wykonana iniekcja.

» Przylozenie do miejsca wykonania iniekcji pakutki zakoriczonej watg nasaczong
kroplami miejscowo znieczulajgcymi (0,5% Alcaine) na okoto 60 sekund.

e Zaznaczenie cyrklem miejsca wykonania iniekcji w odlegtosci 3,5 mm w oczach
ze sztuczng soczewkgwewnatrzgatkowg i 4,0 mm od rgbka rogéwki w przypadku
soczewki wiasnej, zmieniajac miejsce podania kolejnych iniekcji, kierujac igte
w strone centrum gatki ocznej.

» Podanie do komory ciata szklistego przygotowanego w strzykawce leku (1,25
mg/0,05 ml).

* Woysuniecie igly i wykonanie masazu gatki ocznej przy uzyciu sterylnej pakuiki.

» Podanie do worka spojowkowego kropli 0,5% Oftaquix.

» Ocena poczucia $wiatta w oku poddanym iniekgji.

» Zatozenie na oko jatowego opatrunku.

» Kaontrola ci$nienia wewnatrzgatkowego i badanie okulistyczne w lampie szczeli-
nowej 30-60 minut po iniekcji.

W przypadku stwierdzenia podwyzszonych wartosci cis$nienia wewnatrzgatkowego
wigczano miejscowo 2% Trusopt (dorzolamid) lub 0,5% Oftensin (timolol).

Chorego informowano o koniecznosci przeprowadzenia kontrolnego badania okuli-
stycznego w okresie 2-7 dni po iniekcji oraz niezwtocznego zgtoszenia sie do okulisty
w przypadku pojawienia sie bolu, zaczerwienienia oka, nadwrazliwosci na Swiatto, me-
téw w polu widzenia, pogorszenia widzenia w oku po iniekcji.

Podczas leczenia monitorowano potencjalne dziatania niepozadane miejscowe
i 0golne zwigzane z doszklistkowg iniekcjg bewacizumabu (Avastin).
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3.2.10. Testimmunofluorescencji do oznaczania przeciwciat przeciwsiatkéwkowych oraz przeciw-
ciat przeciwko komérkom $rédbtonka

Badania immunologiczne przeprowadzono w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Ge-
netyki Klinicznej UJ CM w Krakowie. Krew do badania w objetosci okoto 5 ml po-
bierano z zyty tokciowej, a surowice po odwirowaniu (3000 obrotdéw/s, czas 10 min),
przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania testu.

Obecno$¢ PPS w surowicy oznaczano metodg immunofluorescencji posredniej
(indirect immunofluorescence test - 11F) przy uzyciu standardowego substratu tkanko-
wego - skrawkow mrozakowych prawidlowej siatkowki matpiej (Euroimmun, Lubeka,
Niemcy) oraz poliwalentnej koziej surowicy antyglobulinowej (anti-human IgAGM)
zwigzanej z izatiocyjanianem fluoresceiny (Euroimmun, Niemcy) jako wtoérnego prze-
ciwciata. 1IF wykonywano zgodnie z podang przez producenta procedurg. Po rozmro-
zeniu badane surowice przygotowywano do badania w seryjnych rozciericzeniach 1:10,
1:20, 1:40, 1:80 itd.

Wszystkie preparaty byty oceniane niezaleznie - przez dwie osoby (A.K-T. i JW.)
- przy uzyciu mikroskopu fluorecsencyjnego (Axioscope fl z lampg HBO 100). Ocenia-
jacy preparaty nie znali rozpoznania ani stadium choroby. Analizowano rodzaje immu-
nofluorescencji we wszystkich warstwach siatkdwki, a maksymalne miano PPS odpo-
wiadato najwiekszemu rozcieficzeniu badanej surowicy, ktore nadal dawato pozytywng
reakcje z substratem. W przypadku stwierdzenia w badanej surowicy kilku typéw PPS
w ocenie skutecznosci leczenia anty-VEGF brano pod uwage tylko te PPS, kt6re wyste-
powaty w badaniu wyjsciowym w danej surowicy w najwyzszych mianach.

W przypadku stwierdzenia pozytywnej reakcji w obrebie naczyn krwiono$nych
siatkowki surowice badano w kierunku obecnosci przeciwciat przeciwko komdrkom
Srédbtonka naczyn krwionosnych (AECA) przy uzyciu skrawkéw miesnia ledzwiowo-
-biodrowego matpy i ludzkich komérek srédbtonka zyty pepowinowej (human umbilical
vein endothelial cells - HUVEC) jako substratu.

W wybranych przypadkach wykonano kolorowg fotografie preparatéw przy uzyciu
dostawki cyfrowej fotograficznej firmy Zeiss.

3.2.11. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano za pomocg programu StatSoft, Inc. (2010) STA-
TISTICA (data analysis software system), version 9.1. http://www.statsoft.com. Dla
poréwnania rozkladéw zmiennych w dwoch grupach zastosowano test t-Studenta lub
nieparametryczny test Manna i Whitneya. Przy poréwnywaniu rozktadéw zmiennych
w wiecej niz dwdch grupach stosowano nieparametryczny test Kruskala i Wallisa,
ewentualnie uzupetniony testem wielokrotnych poréwnan Dunna. Zwigzek miedzy
zmiennymi jakosciowymi badano w tabelach wielodzielczych przy zastosowaniu testu
chi-kwadrat. W celu okre$lenia sity zwigzku pomiedzy zmiennymi typu ilorazowego
(wielkos¢ CNV, CRT) i typu porzadkowego (rangowego) (BCVA, Sn, miano PPS) uzyto
wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona lub korelacji rang Spearmana. Dla zbadania
istotnosci wspotczynnika korelacji korzystano z testu t-Studenta. Zalezno$¢ pomiedzy
mianem PPS w surowicy aklinicznymi cechami aktywnosci wysiekowego AMD w trak-
cie kolejnych badan kontrolnych oceniano za pomocg wspétczynnika korelacji liniowej
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Pearsona lub wspotczynnika rang Spearmana. W kazdym badaniu kontrolnym anali-
zie statystycznej poddawano tylko te PPS, ktére w badaniu wyjsciowym wystepowaty
W najwyzszym mianie, niezaleznie od ich typu.

Przy przytaczaniu wynikéw analiz statystycznych podawano warto$¢ prawdopodo-
bienstwa p statystyki testowej. Jako istotne przyjeto wyniki, dla ktérych p < 0,05.



4. WYNIKI

4.1. Wyniki wyjsciowego badania okulistycznego

Najczesciej zgtaszanymi przez chorych objawami byto postepujace lub nagte po-
gorszenie ostroéci wzroku w dal i/lub z bliska, krzywienie linii, obecno$¢ "ciemnych
plam” w centralnym polu widzenia, obnizenie postrzegania kontrastu oraz zaburzenia
widzenia barwnego. Czas, jaki uptynat od chwili pojawienia sie pierwszych objawow
choroby do zgtoszenia sie chorego do okulisty, wahat sie od 2 tygodni do 7 miesiecy
(Srednio 8,2 tygodnia). W badaniu przedmiotowym u wszystkich chorych odnotowano
nieprawidtowosci w tescie Amslera (tab. 11). W badanej grupie chorych BCVA wynosita
od 0,05 do 0,5 w skali Snellena, ostro$¢ wzroku z bliska (Sn) natomiast wahata sie od 6,0
do 0,5 (tab. Ill). Nieprawidtowosci przedniego odcinka leczonego oka przedstawiono
w tabeli V. Wyniki badania dna leczonego oka oraz oka towarzyszgcego zamieszczono
w tabeli V. Wartosci cisnienia wewnatrzgatkowego (Ta) w badanej grupie chorych waha-
ty sie od 12 do 22 mmHg (Srednio 15,3 mmHg). W oparciu o wynik FA najczesciej roz-
poznawano mieszang posta¢ CNV, tj. dominujaco klasyczna oraz minimalnie klasyczng
(61,1% przypadkdéw), najrzadziej natomiast czystg posta¢ klasyczng CNV (13,0% przy-
padkéw) (tab. VI). Najwiekszy wymiar liniowy CNV mierzony w FA wahat sie od 1125
do 6680 pm (Srednio 3502,4 pm). CRT ocenianaw OCT wynosita 204-864 pm ($rednio
479,3 pm) (tab. VII). W oparciu o wynik badania klinicznego u wszystkich chorych roz-
poznano 5. stadium wysiekowej postaci AMD wedtug klasyfikacji Clinical Age-Related
Maculopathy Staging System (CARMS) [159].

Szczegdtowe wyniki wyjsciowego badania okulistycznego przedstawiono w tabe-
lach 11-V11.
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Tabela
Nieprawidtowosci w teScie Amslera w badanej grupie chorych

Test Amslera Liczba oczu

Metamorfopsje 99 [91,7%]

Linie siatki widoczne niewyraznie 69 [63,9%)]
Mroczek/mroczki paracentralne 53 [49,1%]
Mroczek/mroczki centralne (punkt fiksacji niewidoczny) 32 [29,7%]

Tabela

Najlepiej skorygowana ostro$¢ wzroku w dal (BCVA) iz bliska (Sn)

w badanej grupie chorych

BCVA Liczba oczu
0,05-0,1 54 [50%)]
0,2-0,3 31 [28,7%]
0,4-0,5 23 [21,3%]
0,6-1,0 0 [0%]

Sn Liczba oczu
6,0-3,0 38 [35,2%]
2,25-1,5 35 [32,4%]
1,25-0,5 35 [32,4%]

Tabela

Nieprawidtlowos$ci w przednim odcinku leczonego oka w badanej grupie chorych

Przedni odcinek gatki ocznej Liczba oczu
Rzekomosoczewkowo$¢é 39 [36,1%)]
Zaémienia w soczewce 51 [47,2%)]

Wzmozona opalescencja soczewki 18 [16,7%]
Obwédka starcza 38 [35,2%]

Skrzydlik 2 [1,7%)]

Wywiniecia listka barwnikowego teczéwki 8 [7,4%]

Przymglenia rogowki 12 [11,1%]
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Tabela V

Zmiany w plamce oka leczonego oraz w dnie oka towarzyszgcego w badanej grupie chorych

Dno oka leczonego Liczba oczu
Szarozielone ognisko podsiatkéwkowe (CNV) 65 [60,2%]
Wybroczyny/krwotoki podsiatkéwkowe 72 [66,6%]
Obrzek siatk6wki 81 [75,0%)]
Twarde wysieki 7 [6,5%)]

Zaniki RPE 19 [17,6%)

Druzy 48 [44,4%)]

Surowicze odwarstwienie RPE 12 [11,1%]
Dno oka towarzyszgcego Liczba oczu
Druzy twarde 22 [20,4%)]

Druzy miekkie 49 [45,4%]

Druzy mieszane 57 [52,8%)]

Hipo- lub hiperpigmentacja RPE 68 [62,9%]
Zanik geograficzny 25 [23,1%]
Tarczowata blizna 34 [31,5%)]

Tabela VI

Rodzaj neowaskularyzacji naczyni6wkowej (CNV) na podstawie angiografii fluoresceinowej
(FA) i $rednia wielko§¢ CNV w badanej grupie chorych

Rodzaj CNV w FA Liczba oczu
Klasyczna 14 [13,0%]
Dominujaco klasyczna 48 [44,4%]
Minimalnie klasyczna 18 [16,7%]
Ukryta 28 [25,9%]
Srednia wielko$é CNV 3502,4 am (min. 1125 am - maks. 6680 gm)

Tabela VII

Wyniki badania OCT w badanej grupie chorych

Centralna grubos¢ siatkéwki (CRT) Liczba oczu
<300 am 76 [70,3%)]
> 300 gm 32 [29,7%]

Srednia CRT 479,3 gm (min. 204 gm - maks. 864 gm)
Przestrzenie ptynowe Liczba oczu
Srédsiatkéwkowe 89 [82,4%]
Pod neurosensoryczng siatkwka 86 [79,6%]

Pod nabtonkiem barwnikowym siatkowki 38 [35,2%]
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4.2. Przeciwciata przeciwsiatkowkowe w surowicy chorych z wysiekowa postacia
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem i w grupie kontrolnej w badaniu
wyjsciowym

W badaniu wyjsciowym sposréd 98 chorych z wysiekowg postaciag AMD w suro-
wicy 94 (95,9%) wykazano obecno$¢ PPS, ktore wystepowaty w mianach od 1:40 do
1:5120. W grupie kontrolnej PPS wystepowaty w 32% badanych surowic, a ich miana
wahaty sie od 1:10 do 1:40. W pozostatych 68% kontrolnych surowic nie stwierdzono
obecnosci krazacych PPS (ryc. 11). Réznica w czestosci wystepowania kragzacych PPS
w kontrolnych surowicach oraz w surowicy chorych na AMD byta istotna statystycznie
(p = 0,0000), podobnie jak wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy poziomami
tych autoprzeciwciat w obu grupach (p = 0,0000) (ryc. 12).

W badanej grupie chorych najwyzsze miana PPS odnotowano w przypadkach z obu-
stronng CNV (n = 10) (1:160-1:5120). W surowicy chorych z obecnoscig CNV w jed-
nym oku oraz druz miekkich i/lub przegrupowan barwnika na poziomie RPE w oku
towarzyszacym (n = 54) miana krazgcych PPS wahaty sie od 1:80-1:640. U pacjentow
z tarczowatg blizng w jednym oku i czynng CNV w oku towarzyszacym (n = 30) PPS
wystepowaty w mianach od 1:40 do 1:160. Szczegdtowy rozktad mian PPS w przedsta-
wionych powyzej grupach chorych zaprezentowano na rycinie 13.

Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy mianem PPS w surowicy a wiekiem i picig
chorych.

W grupie chorych na AMD zidentyfikowano pie¢ r6znych idiotypéw PPS, podczas
gdy grupa kontrolna wykazata cztery typy immunofluorescencji. Najczesciej w surowicy
chorych na AMD wystepowaty PPS reagujace z warstwg widkien nerwowych (60,2%)
(ryc. 14), precikami (55,1%) (ryc. 15) oraz czopkami (43,9%) (ryc. 16). U prawie po-
towy chorych z pozytywng immunofluorescencjg czopkdw wykazano reakcje tylko ze
szczytem tych komérek (ryc. 17). Najrzadziej natomiast obserwowano reakcje z cyto-
plazma komdrek warstwy jadrzastej wewnetrznej i zewnetrznej (16,3%) (ryc. 18) oraz
przeciwko komdrkom zwojowym siatkowki (9,2%) (ryc. 19). W grupie kontrolnej zaob-
serwowano obecno$¢ immunofluorescencji na poziomie warstwy widkien nerwowych
(26%), precikow (22%), komorek zwojowych (16%) i czopkéw (4%). Rbznice w roz-
ktadzie idiotypow PPS w surowicy chorych na AMD i w grupie kontrolnej byty istotne
statystycznie dla czterech idiotypow PPS (p = 0,0000). Nie stwierdzono natomiast istot-
nej statystycznie réznicy w wystepowaniu krazacych przeciwciat przeciwko komoérkom
zwojowym siatkowki w grupie kontrolnej i w grupie AMD (p = 0,8379).

Szczego6towg charakterystyke idiotypow PPS, wystepujacych w surowicy chorych na
AMD oraz w grupie kontrolnej, przedstawiono na rycinie 20.

W badanej grupie chorych stwierdzono obecno$¢ przeciwciat przeciwjadrowych
(antinuclear antibodies - ANA) w surowicy 21 chorych (21,4%) w mianach od 1:10
do 1:160; najczesciej byty to przeciwciata o homogennym typie $wiecenia, a w dwaoch
przypadkach dajace ziarnistg reakcje z jadrami obu warstw jadrzastych siatkowki
(ryc. 21 i 22). Poniewaz czestos¢ wystepowania ANA wzrasta z wiekiem, analizie nie
poddawano tych autoprzeciwciat. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania fatszywie
dodatnich wynikow testu dla ANA, m.in. u chorych z zapaleniami btony naczyniowej
oka, uwaza sie, iz rutynowe oznaczanie tych autoprzeciwciat u chorych z izolowanymi
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Ryc. 11. Skrawek siatkéwki matpy w mikroskopie fluorescencyjnym po reakcji z surowicg kontrolng - brak
immunofluorescencji substratu wskazuje na nieobecno$¢ PPS

liczba surowic
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25 p = 0,0000
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Ryc. 12. Poréwnanie rozktadu mian przeciwciat przeciwsiatkéwkowych (PPS) w grupie chorych na AMD
oraz w grupie kontrolnej
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Ryc. 13. Rozktad mian przeciwciat przeciwsiatkéwkowych (PPS) w surowicy chorych na AMD: grupa 1 -
chorzy z obustronng CNV; grupa 2 - chorzy z CNV w jednym oku idruzami lub przegrupowaniami barwni-
ka w oku towarzyszacym; grupa 3 - chorzy z CNV w jednym oku i blizng w plamce w oku towarzyszacym
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Ryc. 14. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - prze- Ryc.15. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - prze-
ciwciata przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujgce

ciwciata przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujace
z wtoknami nerwowymi siatkowki (strzatki) z komo6rkami precikowymi siatkowki (strzatki)

Ryc. 17. Skrawek siatkéwki matpy (lIF) - prze-
ciwciata przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujace
ze szczytami czopkow siatkowki (strzatki)

Ryc. 16. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - prze-
ciwciata przeciwsiatkéwkowe (PPS) reagujace
z komo6rkami czopkowymi siatkdwki (strzatki)

Ryc. 18. Skrawek siatkowki matpy (IIF) - prze- Ryc. 19. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - prze-
ciwciata przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujace ciwciata przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujgce

z cytoplazmag komorek warstwy jadrzastej we-
wnetrznej i zewnetrznej siatkdwki (strzaiki)

z komérkami zwojowymi siatkowki (strzatki)
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schorzeniami narzadu wzroku nie ma wiekszej wartosci diagnostycznej [242, 268]. We
wszystkich przypadkach wystepujace w surowicy 21 chorych na AMD ANA wspotist-
niaty z innymi autoprzeciwciatami dajagcymi pozytywna reakcje z siatkowka w tescie
IIF. Dla poréwnania: w grupie kontrolnej ANA wystepowaty u 13 os6b (26%), a ich
miana wahaty sie od 1:40 do 1:160. W 12 przypadkach byty to ANA o homogennym
typie Swiecenia, aw jednym o typie ziarnistym. Nie odnotowano istotnych statystycznie
roznic w czestosci wystepowania oraz w mianach i typach immunofluorescencji ANA
w badanej grupie chorych oraz w grupie kontrolnej.

W 61,2% surowic chorych na AMD stwierdzono wiecej niz jeden typ immunofluore-
scencji, tzn. autoprzeciwciata wykazywaty swoisto$¢ wzgledem wiecej niz jednej grupy
komorek siatkéwki, podczas gdy 38,8% badanych surowic wykazato obecnosé tylko
jednego typu reakcji. W grupie kontrolnej natomiast mnogos¢ PPS stwierdzono tylko
w 15% surowic, znacznie czesciej natomiast, bo az w 85% przypadkéw, wykazano tylko
jeden rodzaj reakcji z siatkwka. Te roznice w wystepowaniu rdznej liczby idiotypow
PPS w surowicy chorych na AMD i w grupie kontrolnej byty istotne statystycznie dla
obecnosci w surowicy dwdch, trzech oraz czterech typdw autoprzeciwciat.

Szczegbtowe zestawienie réznic w liczbie idiotypow PPS w badanych oraz kontrol-
nych surowicach przedstawiono w tabeli VIII.

Nie wykazano korelacji pomiedzy idiotypami krazacych PPS a wiekiem i picig ba-
danych osob.

4.3. Przeciwciata przeciwsiatkbwkowe w surowicy chorych z wysiekowg postacia
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem a zaawansowanie zmian zwyrodnie-
niowych w plamce w badaniu wyj$ciowym

Ze wzgledu na wystepowanie u wiekszo$ci chorych mnogosci idiotypow PPS w su-
rowicy dla utatwienia interpretacji uzyskanych wynikéw oraz monitorowania zachowa-
nia sie tych autoprzeciwciat w okresie prowadzonej obserwacji w kolejnych badaniach
kontrolnych analizie poddano tylko te PPS, ktére w wyjsciowym badaniu wystepowaty
w najwiekszym, maksymalnym mianie (PPSn®), niezaleznie od idiotypu.

W badaniu wyjSciowym wykazano dodatnig istotng statystycznie zaleznos¢ pomie-
dzy mianem PPSnaxw surowicy chorych na AMD a wielkoScig CNV oceniang w FA
(p = 0,0000) oraz CRT mierzongw OCT (p = 0,0000). Ponadto wykazano istotng staty-
stycznie korelacje pomiedzy srednim mianem PPSnax a typem CNV. Najwiekszg $red-
nig wartos¢ miana PPSnax obserwowano w grupie pacjentow z minimalnie klasyczng
i ukrytg CNV (1:160), a najnizszg mediane miana PPSna stwierdzono w grupie chorych
z klasyczng postacig CNV (1:40). Rdznice te pomiedzy grupami chorych z minimalnie
klasyczngi ukrytg oraz klasyczng postacig CNV byty istotne statystycznie (p = 0,0002).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata zalezno$ci pomiedzy idiotypami
PPS arodzajem i aktywnoscig CNV. Odnotowano natomiast istotng statystycznie korela-
cje pomiedzy aktywnoscig i zaawansowaniem zmian zwyrodnieniowych w plamce, oce-
nianych jako $rednica CNV i CRT, a mnogoscig idiotypow krazacych PPS, przy czym
wzrost liczby idiotypow PPS w surowicy powyzej trzech nie korelowat juz istotnie ze
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Ryc. 20. Rozktad idiotypéw krazacych przeciwciat przeciwsiatkbwkowych (PPS) w surowicy chorych na
AMD oraz w grupie kontrolnej

Ryc. 21. Skrawek siatkdwki matpy (IIF) - przeciwciala przeciwsiatkbwkowe (PPS) reagujace z warstwg
jadrzasta wewnetrzna i zewnetrzna - typ Swiecenia homogenny (strzatki)

Ryc. 22. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - przeciwciata przeciwsiatkéwkowe (PPS) reagujace z warstwg
jadrzastg wewnetrzna i zewnetrzng - typ Swiecenia ziarnisty (strzatki)
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Tabela VIII

Zestawienie wystepowania réznej liczby idiotypéw przeciwciat przeciwsiatkbwkowych (PPS)
w surowicy chorych na AMD oraz w grupie kontrolnej

Liczba idiotypéw PPS w badanej Liczba surowic Liczba surowic
surowicy z grupy chorych na AMD  z grupy kontrolnej p

Mnogos¢ idiotypéw PPS 60 [61,2%)] 34 [15,0%)] 0,0000
Jeden idiotyp PPS 38 [38,8%)] 16 [85%] 0,1921
Dwa idiotypy PPS
- przeciwko czopkom + precikom 16 [16,3%)] 0 [0%]
- przeciwko precikom + cytoplazmie 12 [12,2%)] 0 [0%] 0,0016
- przeciwko komérkom zwojowym + 8 [8,2%] 4 [15,0%)]

warstwie wtokien nerwowych

Trzy idiotypy PPS
- przeciwko czopkom + precikom + 21 [21,4%] 0 [0%] 0,0000
warstwie wiékien nerwowych

Cztery idiotypy PPS

- przeciwko czopkom + precikom 3 [3,1%] 0 [0%)] 0,0000
+ warstwie wiékien nerwowych +

komérkom $rédbtonka naczyn krwio-

nos$nych

wzrostem nasilenia klinicznych objawéw aktywnosci CNV. W grupie chorych, u ktdrych
stwierdzono wystepowanie kilku idiotypéw PPS, Srednia wielkos¢ CNV oraz $rednia
warto$¢ CRT roznity sie istotnie statystycznie od wartosci, jakie stwierdzono w surowi-
cy 0s6b, u ktérych wykazano jeden rodzaj PPS; obie te cechy kliniczne miaty $rednie
wartosci wieksze w grupie chorych, u ktérych odnotowano wiecej niz jeden idiotyp PPS
(tab. 1X).

Nie wykazano zaleznosci pomiedzy mianem, rodzajem i mnogoscia idiotypéw PPS
w surowicy chorych na AMD a funkcjg leczonego oka.

Szczegbtowe porownanie miana i rodzaju PPSnaxoraz liczby idiotypow PPS w su-
rowicy chorych na AMD a cechami klinicznymi choroby, takimi jak: rodzaj i wielko$¢
CNV, CRT oraz funkcja leczonego oka (BCVA Sn), przedstawiono w tabeli X.

4.4, Przeciwciata przeciwko komoérkom $rddbtonka w surowicy chorych z wysiekowg
postacig zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem iw grupie kontrolnej w badaniu
wyjsciowym

U 30 chorych (30,6%) na AMD w tescie IIF przy uzyciu siatkowki matpiej jako
substratu stwierdzono reakcje badanych surowic z naczyniami krwiono$nymi siatkéwki
(ryc. 23), przy czym w czterech przypadkach (4,1%) byty to jedyne autoprzeciwciataja-
kie wykazano w surowicy chorych w badaniu wyjsciowym przy uzyciu tej metody. Testy
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Tabela 1IX

Poréwnanie $redniej wielkoSci neowaskularyzacji naczyni6wkowej (CNV) oraz Sredniej
grubosci centralnej siatk6wki (CRT) u chorych z jednym idiotypem oraz wieloma idiotypami
krazgcych przeciwciat przeciwsiatkéwkowych (PPS)

Badana cecha kliniczna Chorzy zjednym idiotypem Chorzy z wieloma idiotypami
PPS PPS
Srednia wielko$é CNV 2960 Lim 3709 Lim
Srednia CRT 422 Nm 501 Lim
Tabela X

Zalezno$ci pomiedzy mianem przeciwciat przeciwsiatkbwkowych (PPSn®), idiotypami
PPSnmaxi mnogos$cig wystepowania idiotypéw PPS w surowicy a cechami klinicznymi
choroby, tj. rodzajem iwielko$cig neowaskularyzacji naczyniéwkowej (CNV), gruboscia
centralnej siatkowki (CRT) oraz funkcjag leczonego oka (BCVA, Sn)

Badana cecha . Mnogos¢ idiotypow
kliniczna Miano PPS Idiotyp PPSmax PPS w surowicy
Rodzaj CNV p = 0,0002 ns ns
Srednica CNV p = 0,0000 ns p =0,0108
CRT p = 0,0000 ns p =0,0210
BCVA ns ns ns
Sn ns ns ns

I1F wykonane z zastosowaniem komorek HUVEC (ryc. 24ai 24b) oraz komorek migsnia
ledzwiowo-biodrowego matpy (ryc. 25a i 25b) potwierdzity obecnos¢ przeciwciat prze-
ciwko komérkom $rodbtonka (anti-endothelial cell antibody - AECA) we wszystkich
30 badanych surowicach. Miano AECA wahato sie od 1:10 do 1:320.

W grupie kontrolnej AECA wykazano tylko w 9 przypadkach (18%), a miana tych
autoprzeciwciat wahaty sie od 1:20 do 1:80 (ryc. 26).

Roznica w czestosci wystepowania AECA w surowicy chorych na AMD i w grupie
kontrolnej byta istotna statystycznie (p = 0,0000). Nie wykazano jednak istotnych réz-
nic pomiedzy $rednimi mianami AECA w wyjsciowym badaniu pomiedzy tymi dwiema
grupami. Wynik testu nalezy jednak traktowac ostroznie z powodu duzej dysproporcji
w liczbie danych w obu grupach.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych statystycznie zalezno-
$ci pomiedzy wystepowaniem AECA w surowicy chorych na AMD a cechami klinicznej
aktywnos$ci zmian zwyrodnieniowych w plamce.
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Ryc. 23. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - immunofluorescen-
cja naczyn krwionosnych siatkéwki - przekroje poprzeczne
(biate strzatki)

Ryc. 24 a, b. Skrawek miesnia ledzwiowo-biodrowego malpy (lIF ) - typ Swiecenia przeciwciat przeciw
komérkom $rédbtonka naczyn krwiono$nych (strzalki) (a); kontrola ujemna (b)

Ryc. 25 a, b. Ludzkie komérki srédbtonka zyly pepowinowej (HUVEC, IIF) - typ Swiecenia przeciwciat
przeciw antygenom cytoplazmy komoérek srédbtonka naczyn (AECA, strzatki) (a); kontrola ujemna (b)

liczba surowic
IF ri

p = 0,0000
' grupa AMD

Ryc. 26. Rozklad mian przeciwciat przeciwko Ogrupa kontrolna

komoérkom srodbtonka (AECA) w surowicy cho-

rych z wysiekowa postacig zwyrodnienia plam- -

ki zwigzanego z wiekiem (AMD) oraz w grupie tL = L | . "miano AECA
kontrolnej 1:101:2201:401:801:160 1:320
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4.5. Wyniki kontrolnych badan okulistycznych

Najwiekszg poprawe BCVA odnotowano podczas dwoch pierwszych badan kon-
trolnych, tj. po pierwszej i drugiej iniekcji doszklistkowej bewacizumabu. W trzecim
i czwartym badaniu kontrolnym zaobserwowano stabilizacje Sredniej BCVA, ktora utrzy-
mywata si¢ na $rednim poziomie wynoszacym okoto 0,3 w skali Snellena. W V, VI oraz
V11 badaniu kontrolnym $rednie warto$ci BCVA nieznacznie sie obnizyty, a w ostatnim
badaniu srednia BCVA ponownie osiggneta wyzsze wartosci, podobne do tych w bada-
niu kontrolnym IV. Zmiany BCVA oraz wykresy $rednich i przedziatdw ufnosci (95%)
BCVA w kolejnych miesigcach obserwacji przedstawiono na rycinach 27 i 28.

Podobnie najwiekszg poprawe S$redniej ostrosci wzroku z bliska (Sn) odnotowano
w ciggu pierwszych trzech miesiecy leczenia (faza "nasycajaca” leczenia). W IV i V ba-
daniu kontrolnym stwierdzono pogorszenie $redniej ostrosci wzroku z bliska (Sn), kt6-
ra nastepnie nieznacznie poprawita sie i ustabilizowata w VI1-V1I badaniu kontrolnym
(7. i 8. miesigc obserwacji) na Srednim poziomie 1,25-1,5 w skali Snellena. Zmiany Sn
oraz wykres $redniej i przedziatéw ufnosci (95%) Sn przedsatwiono na rycinach 29 i 30.

Pod koniec okresu obserwacji, tj. podczas V111 badania kontrolnego, poprawe BCVA
0 co najmniej dwie linie w skali Snellenaw stosunku do wartosci wyjsciowej stwierdzo-
no w 35 oczach (32,4%). W 63 oczach (58,3%) wykazano stabilizacje ostrosci wzro-
ku, tj. brak poprawy, pogorszenie lub poprawe BCVA o jedng linie w skali Snellena,
aw 10 oczach (9,3%) obserwowano pogorszenie BCVA, oceniane jako spadek ostrosci
wzroku o dwie linie, co bylo spowodowane powstaniem blizny w plamce leczonego
oka. Odsetek chorych z poprawa, stabilizacjg oraz pogorszeniem BCVA w stosunku do
wartosci wyjsciowej w 8. miesigcu obserwacji, przedstawiono na rycinie 31.

W ostatnim badaniu kontrolnym najwiekszg grupe chorych (54,6%) stanowity osoby,
u ktorych stwierdzono stabilizacje ostrosci wzroku z bliska (Sn), oceniang jako brak
zmiany, pogorszenie lub poprawe funkcji ojeden rzad w skali Snellena. Poprawa ostro$-
ci wzroku z bliska wystgpita w 32,4% przypadkéw (poprawa o co najmniej dwa rze-
dy), au 13% oczu wykazano pogorszenie widzenia z bliska (obnizenie ostrosci wzroku
o wiecej niz jeden rzad). Srednigzmiane Snw stosunku do wartoéci wyijéciowej w bada-
nej grupie chorych w 8. miesigcu obserwacji przedstawiono na rycinie 32.

W okresie leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu wykazano zmniej-
szanie sie CRT. Najwiekszg redukcje $redniej CRT odnotowano podczas dwdch pierw-
szych miesiecy obserwacji - odpowiednio 0 42% i 23% w pierwszym i drugim badaniu
kontrolnym (ryc. 33).

W okresie prowadzonej obserwacji CRT w dotku ulegta istotnemu zmniejszeniu
w stosunku do warto$ci wyjsciowych; grubo$é ta zmniejszyta sie w okresie oSmiu mie-
siecy leczenia $rednio o ponad 250 pm (p = 0,0011). Srednig CRT w badanej grupie
chorych w badaniu wyj$ciowym oraz pod koniec okresu obserwacji przedstawiono na
rycinie 34.

Wyniki o$miomiesiecznej obserwacji wykazaty istotne zmniejszenie sie Sredniej
wielkosci CNV ocenianej w FA (p = 0,001) (ryc. 35).

Pod koniec okresu obserwacji kontrolne badanie FA wykazato catkowity brak
przecieku z CNV w 49 oczach, podczas gdy w 53 stwierdzono obecnos¢ resztkowego
przecieku z CNV. W szesciu oczach badanie wykazato zatrzymanie kontrastu w CNV
(staining), co wskazywato na cechy bliznowacenia CNV (ryc. 36).



Ryc. 27. Zmiany najlepiej skorygowanej
ostrosci wzroku w dal (BCVA) w oczach z wy-
siekowg postacig AMD w okresie obserwacji

Ryc. 28. Wykres $rednich oraz 95% przem
dziaty ufnosci najlepiej skorygowanej ostrosm
ci wzroku w dal (BCVA) w kolejnych badam
niach kontrolnych

Ryc. 29. Zmiany ostrosci wzroku z bliska
(Sn) w oczach z wysiekowg postacia AMD
w kolejnyh badaniach kontrolnych

Ryc. 30. Wykres $rednich oraz 95% przedzialy
ufnosci ostrosci wzroku z bliska (Sn) w kolej-
nych miesigcach leczenia
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n= 108

poprawa stabilizacja pogorszenie
BCVA BCVA BCVA

Ryc. 31. Odsetek oczu z poprawa, stabilizacjg i pogorszeniem najlepiej skorygowanej ostro$ci wzroku
w dal (BCVA) w ostatnim badaniu kontrolnym

Ryc. 32. Odsetek oczu z poprawag, stabilizacjg i pogorszeniem ostro$ci wzroku z bliska (Sn) w ostatnim
badaniu kontrolnym

Nr badania (miesigc)

Ryc. 33. Wykres $rednich oraz przedzialy ufnos$ci (95%) grubosci centralnej siatkéwki (CRT) w okresie
obserwacji
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p =0,0011
$r. CRTw badaniu $r. CRTw ostatnim
wyjsciowym badaniu kontrolnym

Ryc. 34. Srednia grubo$¢ centralnej siatkéwki (CRT) oceniana w OCT w badanej grupie chorych w bada-
niu wyjSciowym oraz w ostatnim badaniu kontrolnym

p = 0,001
2130,5 [pm]
$r.wielko$¢é CNV $r. wielkos¢ CNV
w badaniu w ostatnim badaniu

wyjsciowym kontrolnym

Ryc. 35. Srednia wielko$¢ neowaskularyzacji naczyniéwkowej (CNV) oceniana w angiografii fluorescei-
nowej (FA) w wyj$ciowym oraz ostatnim badaniu kontrolnym

n= 108
liczba oczu
45,4% 49,1%
brak przecieku resztkowy cechy
ZCNV przeciekz CNV  bliznowacenia
CNV

Ryc. 36. Odsetek oczu bez przecieku, z resztkowym przeciekiem oraz cechami bliznowacenia neowa-
skularyzacji naczyniéwkowej (CNV) w angiografii fluoresceinowej (FA) w ostatnim badaniu kontrolnym



60

4.6. Liczba wykonanych doszklistkowych iniekcji bewacizumabu (Avastin) w badanej
grupie chorych w okresie o$Smiomiesiecznej obserwacji

W okresie o$miomiesiecznej obserwacji w badanej grupie chorych wykonano
636 oszklistkowych iniekcji bewacizumabu. U 10 chorych, u ktérych zdiagnozowano
obustronng czynng CNV, odstep czasu pomiedzy wykonywanymi iniekcjami do obu
oczu wynosit 7-10 dni.

Na rycinie 37 przedstawiono liczbe doszklistkowych iniekcji bewacizumabu wyko-
nanych podczas oSmiomiesiecznego okresu obserwacji.

W badanej grupie chorych wykonano 3-9 doszklistkowych iniekcji bewacizumabu
(Srednio 5,9 iniekcji). Najczesciej chorzy otrzymywali 5-6 iniekcji (50,9%), natomiast
najmniejszg liczbe iniekcji, w liczbie trzech, podano w 3 oczach (2,8%) (tab. XI).

W okresie prowadzonych badan tylko u trzech chorych po fazie "nasycajacej” le-
czenia uzyskano stabilizacje stanu miejscowego w obrazie OCT oraz funkcji leczonego
oka bez konieczno$ci kontynuacji terapii w fazie "podtrzymujacej” leczenia. W o$miu

liczba oczu

100 X
go /

[\ \% Vi Vil VIl numer
kontroli

Ryc. 37. Liczba doszklistkowych iniekcji bewacizumabu (Avastin) wykonanych w kolejnych miesigcach
leczenia

Tabela Xl

Liczba doszklistkowych iniekcji bewacizumabu iliczba oczu, w ktérych wykonano iniekcje
w okresie prowadzonego leczenia

Liczba doszklistkowych iniekcji Liczba oczu
3 3
4 17
5 25
6 30
7 18
8 7
9 8
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przypadkach natomiast ze wzgledu na utrzymujace sie przestrzenie ptynowe pod neu-
rosensoryczng siatkdwka i/lub pod RPE oraz niestabilng, zmienng funkcje leczonego
oka w kolejnych badaniach kontrolnych iniekcje bewacizumabu podawano co miesigc
przez caly okres obserwacji. W grupie tej znalazta sie m.in. chora jednooczna (stan po
wytuszczeniu gatki ocznej lewej z powodu przebytego urazu oka 60 lat temu) oraz pieciu
chorych z tarczowatg blizng w plamce oka towarzyszacego.

U szesciu chorych w okresie pomiedzy 4. a 7. miesigcem obserwacji z powodu
wystapienia cech bliznowacenia CNV pomimo leczenia - terapie przerwano. U tych
chorych w kolejnych miesigcach obserwacji kontynuowano jedynie badania kontrolne,
obejmujace okulistyczng ocene narzadu wzroku oraz oznaczenie PPS w surowicy.

Podczas catego okresu obserwacji poza przejsciowymi wzrostami cisnienia we-
wnatrzgatkowego oraz pojawieniem sie¢ krwawienia podspojowkowego w miejscu wy-
konania iniekcji nie odnotowano innych, niepozadanych, miejscowych zdarzeh zwigza-
nych z zabiegiem doszklistkowego podania leku. W zadnym przypadku nie pojawity sie
ogolnoustrojowe powiktania zwigzane z leczeniem antyangiogennym.

Wszystkich 98 chorych z wysiekowgpostacigAMD objetych leczeniem doszklistko-
wymi iniekcjami bewacizumabu ukoriczyto badanie.

4.7. Zachowanie si¢ miana PPSmaxW surowicy chorych z wysiekowga postacig zwyrod-
nienia plamki zwigzanego z wiekiem w okresie leczenia doszklistkowymi iniek-
cjami bewacizumabu (Avastin) oraz zalezno$¢ pomiedzy dynamikg zmian miana
PPS__ a klinicznymi cechami aktywnosci choroby

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji mozna zauwazy¢ wyrazne obnizanie
sie poziomu PPSnaxw surowicy chorych na AMD w wyniku zastosowanego leczenia
doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (ryc. 38 i 39).

15120
1 2560
|1 640
1 320
1160
1 80
1 40
120
1 10

| |
| |
n
| |
nr badania

LSS .SS

Ryc. 38. Szczeg6towy rozktad mian przeciwciat przeciwsiatkéwkowych (PPSn&) w surowicy chorych na
AMD w czasie kolejnych badan kontrolnych (niebieska linig zaznaczono wzrastajacg w okresie prowa-
dzonej obserwacji liczbe chorych z niskimi mianami PPS )
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Nr badania (miesigc)

Ryc. 39. Srednie i 95% przedzialy ufnosci maksymalnego miana przeciwciat przeciwsiatkéwkowych
(PPSnm&) w kolejnych badaniach kontrolnych

Ryc. 40 a, b. Skrawek siatkéwki matpy (IIF) - immunofluorescencja w warstwie komorek fotoreceptoro-
wych (rozciefnczenie surowicy 1:80, strzatki) (a); surowica tego samego chorego po trzech doszklistko-
wych iniekcjach bewacizumabu - nie stwierdzono obecnosci PPS (b)

Juz w pierwszym miesigcu od wiaczenia leczenia pojawit sie istotny statystycznie
spadek miana PPSnax (p = 0,006), jak réwniez w tym okresie obserwowano najwiekszg
dynamike obnizania poziomu PPSnax ktdra wynosifa srednio 58%. W drugim miesiacu
obserwacji rowniez stwierdzono istotny spadek miana krazacych PPSna (p = 0,009),
a dynamika spadku miana PPS  byta réwniez wysoka i wynosita Srednio 49%. W trze-
cim miesigcu od rozpoczecia leczenia miana PPS  zmniejszyty sie Srednio o 21%
w poréwnaniu z poprzednim badaniem (p = 0,01). W kolejnych badaniach kontrolnych
(IV-VIIl) dynamika zmiany poziomu PPS  w surowicy wyraznie sie zmniejszyla,
a $rednie zmiany poziomu PPS  byly nieistotne statystycznie. W okresie fazy "nasy-
cajacej” leczenia Srednie miano PPSnax spadto z poziomu 1:160 do 1:40. W kolejnych
badaniach kontrolnych, obejmujacych faze "podtrzymujaca” leczenia, $rednie miano
PPSnaxw surowicy chorych na AMD oscylowato wokot wartosci 1:40 i wykazywato
tendencje do nieznacznego obnizania sie (p = ns).
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Po pierwszym miesigcu leczenia zmniejszenie sie poziomu PPSmax W surowicy
wystgpito u 53 chorych (54,1%). Spadek miana o jedno rozcieficzenie stwierdzono
u 35 chorych, o dwa - u 14, a w 4 przypadkach miano PPSmax Obnizyto sie trzykrotnie
w poréwnaniu z badaniem wyjsciowym. U 40 chorych miano PPSmax W surowicy utrzy-
mywato sie na niezmienionym poziomie w poréwnaniu z wynikiem wyjsciowym testu.
U dwdch chorych stwierdzono wzrost poziomu PPS__ w surowicy o dwa miana.

W drugim badaniu kontrolnym odnotowano zmniejszenie sie miana PSSmax
u 55 chorych, o jedno miano u 30, o dwa u 18 i o trzy miana u 7 chorych, podczas
gdy w 39 przypadkach poziom PPSmax pozostat niezmieniony. W jednym przypadku
miano PPSmax spadio do zera, ale pojawity sie nowe, niewykrywalne do tej pory PPS
skierowane przeciwko komorkom czopkowym w mianie 1:40. U chorego, u ktorego
w poprzednim badaniu stwierdzono wzrost miana PPSmax W Surowicy, pozostato ono na
tym samym poziomie.

W kolejnym badaniu u 48 chorych miana PPSmax pozostaty niezmienione w poréwna-
niu z poprzednim badaniem, natomiast u 43 odnotowano zmniejszenie sie miana PPSmax
o0 jedno do trzech mian. Trzy surowice wykazaty wzrost poziomu PPSmax 0 trzy miana
w porownaniu z poprzednim badaniem kontrolnym. W 13 surowicach pojawity sie nowe
PPS (1:20-1:80), skierowane przeciwko komérkom czopkowym, warstwie widkien ner-
wowych i komérkom zwojowym siatkowki.

Po czterech miesigcach poziom krazacych PPSmax pozostat stabilny az u 69 chorych.
Dalsze obnizanie sie miana PPSmax W surowicy odnotowano w 20 przypadkach, podczas
gdy w czterech test 1IF wykazat wzrost poziomu tych autoprzeciwciat o jedno miano,
aw jednym przypadku o trzy. U 11 chorych pojawity sie nowe, niewystepujace wczes-
niej PPS w mianie 1:10-1:40, reagujgce z czopkami oraz z komoérkami zwojowymi
siatkowki.

W V badaniu kontrolnym zaobserwowano wigkszg réznorodno$¢ zmian poziomu
PPS,__ w surowicy chorych na AMD. U 35 chorych odnotowano spadek miana PPS__;
o0 jedno miano u 29 chorych, o dwa w 6 przypadkach. Wzrost poziomu PPSmax Stwier-
dzono u 19 chorych, przy czym u 12 byt to wzrost o jedno miano, u 7 o dwa. Tylko
u 40 chorych miano PPS pozostato niezmienione w poréwnaniu z poprzednim badaniem
kontrolnym. W jednym przypadku test IIF wykazat obecno$¢ nowych idiotypéw PPS
w mianie 1:20, reagujacych z komérkami zwojowymi oraz precikami siatkowki.

Podobnie duzg réznorodno$¢ zmian poziomu PPSmax odnotowano w kolejnym ba-
daniu kontrolnym, ktére wykazato dalsze zmniejszanie sie miana PPSmax W surowicy
u 34 chorych, podczas gdy u 14 stwierdzono wzrost miana PPSmax. Stabilizacje poziomu
tych autoprzeciwciat wykazano u 46 chorych. W surowicy 8 chorych ze stabilizacjg
PPSmax wykazano obecnos¢ nowych PPS w mianie 1:10-1:40, ktére daty immunofluore-
scencje na poziomie warstwy wiokien nerwowych siatkdwki i czopkow.

W 7. miesigcu obserwacji réznorodno$¢ zachowania sie poziomu PPSmax W surowicy
byta juz znacznie mniejsza. U wiekszosci chorych (66 0sdb) nie stwierdzono zmiany
mianakrazacych PPS __ , spadek poziomu PPS__ odnotowano u 16 chorych, a ich wzrost
ojedno miano tylko w 12 przypadkach.

W ostatnim, VIII badaniu kontrolnym, stabilizacje miana PPSmax Wykazano u 58 cho-
rych, zmniejszenie sie poziomu PPS zaobserwowano w 24 przypadkach, a 12 surowic
wykazato wzrost miana PPS_ .

Dynamike zmian miana PPSmax W surowicy chorych na AMD w okresie o$miomie-
siecznej obserwacji przedstawiono w tabeli XII.
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W okresie prowadzonych badan po pierwszej doszklistkowej iniekcji bewacizumabu
wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy obnizaniem si¢ miana PPSnaxw su-
rowicy a redukcjg CRT (ryc. 40 a, b oraz ryc. 41 a, b). Nie wykazano jednak takiej za-
leznosci w przypadku parametrow odzwierciedlajgcych funkcje leczonego oka (BCVA
i Sn). W kolejnych badaniach kontrolnych dodatnia korelacja pomiedzy spadkiem miana
PPSnmaxa zmniejszajaca sie CRT nadal sie utrzymywata i zalezno$¢ ta byta bardzo silna.
Od drugiego do ostatniego badania kontrolnego zaobserwowano ponadto istnienie ujem-
nej zaleznosci pomiedzy zmieniajgcymi sie mianami krazacych PPSnaxa zachowaniem
sie BCVA Sn; wzrost miana PPS korelowat z obnizeniem sie BCVA i/lub Sn, natomiast
spadek poziomu tych autoprzeciwciat wigzat sie z poprawa funkcji leczonego oka. Za-
leznosci te byty lepiej wyrazone w przypadku BCVAniz Sn (tab. XIII).

Tabela XII

Zmiany miana przeciwciat przeciwsiatkb6wkowych (PPSnme) w surowicy chorych na AMD
w okresie oSmiomiesiecznej obserwacji

Wzrost PPSmax (liczba surowic) Brak zmian Spadek PPSmax (liczba surowic)

Numer o o o poziomu o o o
badania 3 miana 2 miana 1 miano PP Spax 1miano 2 miana 3 miana
kontrolnego (liczba
surowic)
| 4 14 35 45 - - -
1 7 18 30 39 - - -
] 3 n 29 48 3 - -
[\ 1 3 16 69 4 - 1
\% - 6 29 40 12 7 -
Vi - 8 26 46 7 7 -
i - 2 13 66 8 4 -
VI - 7 17 58 7 5 -
Tabela XIII

Zalezno$ci pomiedzy mianem przeciwciat przeciwsiatkbwkowych (PPSn&) a gruboscig cen-
tralnej siatkowki (CRT) ifunkcjg leczonego oka (BCVA i Sn) w kolejnych badaniach kontrol-
nych okres$lone za pomocg wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona

Badanie kontrolne

Badana
cecha
Kliniczna | 1] 1} [\ V \Y| Vi Vil
CRT p= = = = = = p= =
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
p= p= p = p= p= p= p=
BCVA ns 0,0235 0,0019 0,0001 0,0008 0,0205 0,0082 0,0001
Sn ns ns p= p= p=

p= p= p= = =
0,0197  0,0004 00003 00147 00062  0,0001
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U 19 chorych wykazano bardzo stabg odpowiedz na zastosowane leczenie doszklist-
kowymi iniekcjami bewacizumabu; u 6 z nich doszto do zwtoknienia CNV w okresie
obserwacji. W kontrolnych badaniach okulistycznych u chorych tych obserwowano sta-
bilizacje lub pogarszanie sie funkcji leczonego oka, utrzymywanie sie przestrzeni pty-
nowych $érod- i podsiatkéwkowych oraz pod RPE i/lub cechy widknienia podsiatkow-
kowego w badaniu OCT. W FA stwierdzono utrzymujace sie cechy aktywnosci CNV
w postaci przecieku w p6znych fazach badania (leakage) lub gromadzenia sie barwnika
w obrebie CNV (staining), co wskazywato najej bliznowacenie. W catym okresie obser-
wacji 13 chorych wykazato nieistotny spadek miana krgzacych PPS, ktore utrzymywato
sie na poziomie 1:40-1:160, natomiast u 6 chorych, w oczach ktérych w trakcie lecze-
nia doszto do zbliznowacenia CNV, miana PPS wykazywaty tendencje do obnizania sie
i w ostatnim badaniu kontrolnym byty one wykrywalne w mianach od 1:10 do 1:40 lub
w ogole nie wykazano ich obecnosci.

We wszystkich badaniach kontrolnych, z wyjatkiem badania VI, analiza statystycz-
na wykazata istnienie dodatniej korelacji pomiedzy wzrostem miana PPSnaxw surowi-
cy a kwalifikacjg chorego do kolejnej doszklistkowej iniekcji bewacizumabu (Avastin)
w fazie "podtrzymujacej” leczenia (tab. XIV).

Ciekawym spostrzezeniem pozostaje fakt pojawiania sie nowych, niewystepujgcych
wczesniej idiotypdw PPS w surowicy 34 (34,7%) chorych. Przeciwciata te wystepowa-
ty w mianach od 1:10 do 1:80 i najczesciej pojawiaty sie w 3. i 4. miesiagcu obserwa-
cji. Zazwyczaj byt to jeden idiotyp PPS, ale u pieciu chorych stwierdzono pojawienie
sie dwoch nowych idiotypow PPS, a u jednego chorego az trzech. Najczesciej byty to
przeciwciala reagujgce z warstwg widkien nerwowych siatkowki, czopkami, komorka-
mi zwojowymi siatkowki oraz precikami. Nie wykazano istnienia zaleznosci pomiedzy
pojawianiem sie krgzacych PPS de novo a charakterystykakliniczng zmian w plamce.

Tabela XIV

Zaleznos$¢ pomiedzy wzrostem miana przeciwciat przeciwsiatkbwkowych (PP Sne)
a kwalifikacjg chorego do kolejnej iniekcji doszklistkowej bewacizumabu (Avastin)
w fazie "podtrzymujgcej”’ leczenia

Badanie Badanie Badanie Badanie Badanie Badanie
kontrolne Il kontrolne IV kontrolne V kontrolne VI kontrolne VII  kontrolne VIII
(kwalifikacja (kwalifikacja (kwalifikacja (kwalifikacja (kwalifikacja (kwalifikacja
do 4. iniekcji) do 5. iniekcji) do 6. iniekcji) do 7. iniekcji) do 8. iniekcji)  do 9. iniekcji)

p = 0,0056 p = 0,0402 p = 0,0000 p = 0,0073 ns p =0,0017
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Ryc. 41 a, b. Przekréj OCT: plamka chorego z czynng neowaskularyzacjg naczyniéwkowa (CNV) przed
leczeniem (a) i nastepnie po trzech doszklistkowych iniekcjach bewacizumabu - odtworzona morfologia
doteczka (b)

liczba chorych

Ryc. 42. Szczegb6towe zestawienie mian przeciwciat przeciwko komérkom srédbtonka (AECA) w surowicy
chorych na AMD w czasie kolejnych badan kontrolnych



67

4.8. Zachowanie sie przeciwciat przeciwko komoérkom $srédbtonka w surowicy chorych
z wysiekowg postacig zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem w okresie ob-
serwacji

Przed rozpoczeciem leczenia w 30 badanych surowicach stwierdzono obecnos¢
AECA w mianach od 1:10 do 1:320, przy czym u czterech chorych byty to jedyne auto-
przeciwciata, jakie wykryto w IIF przy uzyciu mrozakowych skrawkow siatkowki jako
substratu. W surowicy pozostatych 26 chorych na AMD obok AECA stwierdzono wy-
stepowanie PPS. W grupie czterech chorych, u ktérych AECA byly jedynymi wystepu-
jacymi autoprzeciwciatami, w jednym przypadku podczas drugiego badania kontrolnego
wykazano w surowicy obecnos¢ PPS, ktére wczesniej nie wystepowaly, i ktérych obec-
no$¢ obok AECA utrzymywata sie do korica okresu obserwacji. U pozostatych 3 chorych
AECA byly jedynymi autoprzeciwciatami, jakie obserwowano w surowicy podczas ca-
tego okresu leczenia, a ich miana pozostawaty na statym poziomie i wahaty sie od 1:20
do 1:80.

Najwiekszg dynamike zmiany mian AECA w surowicy obserwowano podczas
pierwszych czterech miesiecy leczenia, kiedy to wykazano obnizenie sie poziomu tych
autoprzeciwciat 0 32% w | badaniu, o0 28% w Il badaniu, 0 36% w Il badaniu i 0 41%
w 1V badaniu kontrolnym. W kolejnych miesigcach obserwacji dynamika zmian zacho-
wania sie AECA w badanych surowicach byta mniej zaznaczona, a miana tych autoprze-
ciwciat pozostawaty na prawie niezmienionym poziomie do ostatniego badania kontrol-
nego i wahaty sie od 1:10 do 1:80.

W okresie prowadzonej obserwacji odnotowano pojawienie sie¢ AECA de novo
w 13 przypadkach (13,3%) w mianach od 1:10 do 1:80. Pojawienie sie tych autoprze-
ciwciat odnotowano gtownie w pierwszym i drugim badaniu kontrolnym, tj. po drugiej
i trzeciej doszklistkowej iniekcji bewacizumabu (Avastin) (ryc. 42).

Wystepowanie w surowicy chorych na AMD AECA nie wykazato istotnej staty-
stycznie zalezno$ci pomiedzy tymi autoprzeciwciatami a cechami klinicznymi AMD,
tj. wielkoscig CNV, CRT, a takze BCVA czy Sn, z wyjatkiem V badania kontrolnego,
w ktorym istotna statystycznie korelacja wystapita pomiedzy AECA a CRT (p = 0,03),
oraz VI badaniem, w ktdrym istotna statystycznie korelacja pojawita sie pomiedzy tymi
autoprzeciwciatami a BCVA (p = 0,02).

W okresie prowadzonej obserwacji nie odnotowano zalezno$ci pomiedzy zachowa-
niem si¢ mian PPS i AECA w surowicy chorych na AMD. Nie stwierdzono réwniez
korelacji pomiedzy obecnoscig okreslonego idiotypu PPSmax a wystepowaniem krgza-
cych AECA w badanej grupie chorych.






5. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Od ponad 20 latw réznych o$rodkach na catym Swiecie prowadzone sgbadania majg-
ce na celu okreslenie roli czynnikéw immunologicznych w etiopatogenezie AMD. Ostat-
nie doniesienia wskazujg, iz nadreaktywnos$¢ uktadu dopetniacza, autoimmunoagresja
w stosunku do antygenéw siatkéwki oraz przewlekly odczyn zapalny moga stanowic
zasadniczy mechanizm rozwoju i progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce [43-46,
48, 49, 225, 245, 246, 269-271]. Uktad dopetniacza jest uwazany za gtéwnego induk-
tora rozwijajgcej sie patologii w przebiegu AMD. Jego aktywacja moze powodowaé
uszkodzenie tkanek w wyniku tworzenia komplekséw immunologicznych in vivo, ktére
z kolei moga by¢ czynnikiem spustowym dla druzogenezy, zmian zwyrodnieniowych
w komorkach RPE i fotoreceptoréw oraz uszkodzenia btony Brucha, co sprzyja proce-
sowi neowaskularyzacji [39, 45, 87, 89, 105]. Lokalna mobilizacja uktadu immunolo-
gicznego w kompleksie tkankowym fotoreceptory-RPE-btona Brucha-choriokapilary,
uwiktanym w patogeneze AMD, wigze sie z naptywem, kumulacjg i aktywacjg wielu
komérek zapalnych w przestrzeni podsiatkéwkowej. Zjawiska te rozwijajg sie jednak
dopiero wowczas, gdy dojdzie do zachwiania tolerancji immunologicznej oka i przerwa-
nia barier ochronnych tego narzgdu [272-277].

W Swietle wspotczesnej wiedzy na temat roli grasiczych i pozagrasiczych mechani-
zmoOw odpornosciowych stworzono koncepcje dotyczace zjawiska tolerancji immuno-
logicznej oka. Jedng z nich jest teoria o braku "prawdziwej” tolerancji w stosunku do
ocznych antygenow [278]. Brak w grasicy ich reprezentacji oraz ich wczesna izolacja
od uktadu odpornosciowego w okresie ontogenezy powoduja, iz krazace limfocyty T,
reaktywne w stosunku do ocznych antygenow, nie muszg podlega¢ klonalnej delecji,
inaktywacji lub powstawaniu odpowiedzi tolerogennej. Stwierdzono, ze limfocyty T,
reagujace z biatkami siatkdwki, sg obecne we krwi osob zdrowych, a ich liczba wyraznie
wzrasta, na przyktad u chorych z zapaleniem btony naczyniowej [279-281]. Podobne
spostrzezenia dotyczg humoralnej reaktywnosci w stosunku do siatkowkowych anty-
genow. Wystepowanie w niskich mianach PPS stwierdzono bowiem w surowicy oséb
zdrowych [238, 246-252, 254, 255, 281-284]. Innymi czynnikami stojgcymi na strazy
zachowania tolerancji immunologicznej w stosunku do wiasnych antygendw siatkowko-
wych sgtzw. lokalne mechanizmy obronne. Nalezg do nich: bariera krew-siatkowka, su-
presja wywotana komorkami rezydentnymi (“resident’ cells) oraz ptyny wewnatrzgat-
kowe. Bariera krew-siatkowka, sktadajgca sie z bariery wewnetrznej utworzonej przez
ciasne potaczenia komdrek Srodbtonka naczyn wiosowatych oraz zewnetrznej, kt6ra
formujg Sciste potaczenia stref zamykajacych (zonula occludens) i stref przylegania
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(zonula adherens), znajdujacych sie pomiedzy komdrkami RPE, stanowi pierwszg linie
obrony, chronigcg immunologicznie uprzywilejowane $rodowisko wewnatrzgatkowe
przed przenikaniem wysokoczgsteczkowych substancji immunogennych oraz komorek
uktadu odpornosciowego [278, 285]. Caspi i wsp. jako pierwsi stwierdzili, ze komorki
glejowe Millera, specjalny rodzaj astrocytow wystepujacych w siatkéwce, petnig role
potencjalnych komérek supresyjnych, zdolnych do zahamowania proliferacji limfocy-
téw T pomocniczych [278, 286]. Podobne wiasciwosci okazato sie mie¢ wiele innych
komorek oka: komorki RPE, komorki $rddbtonka ciata rzeskowego, komorki mezen-
chymalne teczowki i ciata rzeskowego, rogéwkowe fibroblasty, komérki dendrytyczne
oraz komarki srédbtonka rogéwki [287-291]. W okres$lonych warunkach, gdy nastepuje
przetamanie pierwszej linii obrony, na powierzchni tych aktywowanych komorek do-
chodzi do ekspresji antygenéw klasy MHC 1, co powoduje bezposredni kontakt lim-
focytow T pomocniczych, ktéry wywiera efekt supresyjny na aktywacje limfocytow.
W rezultacie zahamowaniu ulega komérkowa odpowiedz immunologiczna [278, 292].
Zjawisko to zostato okre$lone jako efekt "lepca na muchy” [278]. Komdrki o takich
wiasciwosciach immunosupresyjnych, nazywane rezydentnymi, stanowig zatem druga,
aktywna linie obrony. Ptyny wewnatrzgatkowe sg trzecig zaporg chronigcg srodowisko
wewnatrzgatkowe. Aktywowane komorki uktadu odpornosciowego, ktore przedostaty
sie przez bariere krew-siatkowka oraz bariere komorek o wtasciwos$ciach supresyjnych,
sg przechwytywane przez immunosupresyjne srodowisko wewnatrzgatkowych ptynow
[293]. Zaréwno ciecz wodnista, jak i ciato szkliste zawierajgrozpuszczalne czynniki ha-
mujace aktywacje limfocytow i ich proliferacje [294-298]. Supresyjne wiasciwosci we-
wnatrzgatkowych ptyndw sg uzaleznione od czynnikéw wytwarzanych przez komérki
wyscielajace komory gatki ocznej, takie jak: melanokortyny, kortyzol, rozpuszczalny re-
ceptor dla IL-1, prostaglandyny, wazoaktywny peptyd jelitowy oraz TGF-B2 [299-302].
Lokalne mikrosrodowisko gatki ocznej bierze wiec scisty udziat w indukcji systemowej
tolerancji w stosunku do ocznych antygenéw, zamykajac w ten sposéb immunologiczne
koto regulacyjne tego narzadu.

Ekspozycja uktadu immunologicznego na antygeny oka nastepuje po uszkodzeniu
bariery krew-siatkowka, co przejawia sie autoimmunizacjg i zniesieniem stanu toleran-
cji immunologicznej oka [278]. Wyniki ostatnich obserwacji wskazujg, ze w utrzyma-
niu "szczelnosci” bariery krew-siatkéwka wazna role odgrywaja astrocyty siatkowki.
Penfold i wsp. jako pierwsi zwrdcili uwage na obecno$¢ w surowicy chorych na AMD
przeciwciat przeciwko GFAP, ktére jest markerem komdérek Millera. Prawdopodobnie
te autoprzeciwciata przyczyniajg sie do uszkodzenia bariery krew-siatkdwka, ktorej
dysfunkcja z kolei umozliwia wtargniecie duzego "tadunku” komérek uktadu immuno-
logicznego do wnetrza oka [251]. Podobnie Gurne i wsp. oraz Bressler i wsp. uwazaja,
iz uszkodzenie bariery krew-siatkowka jest zjawiskiem inicjujgcym aktywacje komo-
rek uktadu odpornosciowego w stosunku do wewnatrzgatkowych antygendéw, co jest
gtéwnym patomechanizmem rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce [251, 259].
Bezposredni kontakt komérek uktadu immunologicznego z antygenami oka stymuluje
produkcje autoprzeciwciat. Dochodzi do utraty naturalnych mechanizméw miejscowej
immunosupresji i rozwoju choroby o podtozu autoimmunoagresji, a za taka obecnie
uwaza sie AMD. Pod wptywem réznorodnych czynnikéw srodowiskowych oraz indywi-
dualnych cech osobniczych, bedacych czynnikami ryzyka rozwoju AMD, dochodzi do
aktywacji m.in. komoérek RPE, komérek $rodbtonka, astrocytow i do ekspresji na ich po-
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wierzchni antygenéw gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (major histocompatibility
complex - MHC) klasy I, a takze molekut adhezyjnych, takich jak: czasteczka adhezji
miedzykomorkowej 1 (intercellular adhesion molecule-1 - ICAM-1), antygen zwigzany
z aktywnoscig limfocytow 1 (leukocyte function-associated antigen-1 - LFA-1) [244,
302-304]. Czasteczki te biorg udziat w prezentacji ocznych antygenéw limfocytom T
pomocniczym. Te z kolei, przy braku czynnikéw supresyjnych, takich jak: TGF-R1,
IL-10, IL-4, stymuluja limfocyty typu B do produkcji autoprzeciwciat, co wyzwala nisz-
czace komorki reakcje zapalne. W konsekwencji dochodzi do uwalniania coraz wiekszej
ilosci naturalnie wystepujacych antygendéw siatkdwkowych lub naturalnych antygenéw
0 zmodyfikowanej strukturze, na przyktad pod wptywem czynnikdw oksydacyjnych. Po
przetamaniu stanu tolerancji immunologicznej oka powstaje zjawisko "btednego kota”
(circulum vitiosus) [244]. Zainicjowane patologiczne procesy immunologiczne prowa-
dza do rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce.

McGeer i wsp. wykazali, iz AMD jest chorobg, ktérej etiopatogeneza wigze sie
z udziatem nie tylko przedstawionych powyzej mechanizmdéw autoimmunoagresji, ale
w ktora uwiktany jest "tlacy sie” chroniczny odczyn zapalny, tzw. para-inflammation
[305]. Zjawisko to McGeer okreslit mianem autotoksycznosci. W wyniku aktywacji
tkankowych monocytéw pod wptywem uwalnianych miejscowo mediatoréw zapalnych,
takich jak: prostaglandyny, anafilatoksyny, cytokiny, chemokiny, proteazy, molekuty ad-
hezyjne oraz wolne rodniki, dochodzi do pobudzenia limfocytéw "atakujacych” wias-
ne biatka organizmu. Obserwacje te zostaty potwierdzone takze przez innych autoréw
[87, 90, 101, 102].

Coraz cze$ciej sugeruje sie, ze AMD jest ogdlnoustrojowym schorzeniem immuno-
logicznym o lokalnej ekspresji objawdéw klinicznych wynikajacej z dysfunkcji uktadu
odpornosciowego [91, 92, 98, 103, 306]. W literaturze przedmiotu istniejg doniesienia
podkreslajgce podobiefistwa w patomechanizmie i symptomatologii catkowicie od-
miennych chordb, jakimi sg AMD i na przykfad btoniasto-rozplemowe kiebuszkowe
zapalenie nerek (b-r KZN). W obydwu schorzeniach wystepuje uktadowa nadaktyw-
no$¢ dopetniacza, bedaca wynikiem zazwyczaj wtdrnego niedoboru lub braku czynnika
H uktadu dopetniacza, ktérajest inicjatorem choroby, zaréwno oka, jak i nerki [98, 103,
306-308]. Ponadto wykazano podobieristwo pod wzgledem sktadu odktadajacych sie
w zajetych tkankach depozytéw: druz w AMD i ztogéw w b-r KZN [98, 103, 306-308].
Na uwage zastuguje takze fakt wystepowania druz w oczach chorych z b-r KZN [103,
307]. Pewne podobienstwa w sktadzie druz odnajduje sie takze w przypadku ztogow
wystepujacych w innych narzgdach w przebiegu amyloidozy, elastozy, miazdzycy, cho-
roby Alzheimera [98]. £3czgcq cechg wszystkich wymienionych chorob, podobnie jak
w przypadku AMD i b-r KZN, jest ich wspolny patomechanizm zwigzany z nadre-
aktywnoscig uktadu dopetniacza. Wiadome jest, iz aktywacja uktadu dopetniacza ma
konsekwencje ogélnoustrojowe, a nie tylko lokalne, ograniczone do objetego chorobg
narzadu. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze AMD jest wyrazem lokalnej manifestacji
systemowej patologii wedtug zasady wygtoszonej przez Lagrange’a " chore oko w cho-
rym ciele” [90, 92, 98, 103, 306].

We krwi chorych na AMD stwierdzono wystepowanie podwyzszonych poziomow
marker6w zapalenia, takich jak: biatko C-reaktywne (C-reactive protein - CRP), czyn-
nik martwicy nowotworu a (tumor necrosisfactor a - TNFa), interleukina-6, fibryno-
gen, ICAM-1, czasteczka adhezyjna komorek srodbtonka (vascular cell adhesion pro-
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tein-1 - VCAM-1), krazace biatka uktadu dopetniacza, co rowniez wskazuje na udziat
mechanizmow zapalnych oraz przemawia za systemowg aktywacjg uktadu odpornos-
ciowego. Przeprowadzone badania kliniczne wykazaty, iz wzrost stezenia tych biatek
we krwi poprzedza rozwoj klinicznie znaczacych zmian zwyrodnieniowych w plamce
i moze by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju CNV [309-313]. Nie wszyscy jednak zgadzajg
sie z tym spostrzezeniem. Wu i wsp. oraz Klein i wsp. nie stwierdzili istnienia zalezno-
§ci pomiedzy podwyzszonymi poziomami krazacych markeréw zapalenia u chorych na
AMD aprogresjgzmian zwyrodnieniowych w plamce [314, 315]. Pomimo istnieniaroz-
bieznosci w wynikach badan dotyczacych zachowania sie kragzacych markeréw zapal-
nych u chorych na AMD przedstawione powyzej obserwacje wiekszo$ci autorow moga
stanowi¢ kolejny dowdd na to, ze AMD, ktdrego symptomatologia jest ograniczona do
narzadu wzroku, moze by¢ w rzeczywistosci zaburzeniem ogdlnoustrojowym, w ktdre
uwiktane sg skomplikowane procesy zapalne i immunologiczne.

Poszukujgc biomarkerow AMD, Morohoshi i wsp. wykazali, iz w surowicy chorych
na AMD stosunek immunoglobulin 1gG/IgM skierowanych przeciwko fosfatydylosery-
nie, ktora bierze udziat w budowie i prawidtowym funkcjonowaniu btony komorkoweyj,
jest istotnie wyzszy w poréwnaniu z grupa kontrolng i koreluje ze zwiekszonym ryzy-
kiem rozwoju CNV [316]. Guymer i wsp. natomiast stwierdzili istnienie dodatniej zalez-
nosci pomiedzy podwyzszonymi poziomami wydalanych z moczem cytokin, takich jak:
TGF-R1 i MCP-1, a wczesnym stadium AMD [317].

Powszechnie znanym jest spostrzezenie, ze w przebiegu tych choréb oczu, ktérych
patogeneza jest zwigzana z udziatem mechanizmoéw zapalnych i immunologicznych,
czesto stwierdza sie wystepowanie krazacych autoprzeciwciat reagujacych z réznymi
antygenami siatkbwkowymi [227-233, 236, 241, 242]. W oparciu o dane z piSmienni-
ctwa wsrdd tych schorzen, ktore szczegdtowo przedstawiono we wstepie pracy, znajduje
sie takze AMD [224, 226-251, 253-256]. Umeda i wsp. stwierdzili obecno$¢ PPS w su-
rowicy matp Macacafascicularis, u ktérych obserwuje sie rozw6j zmian zwyrodnienio-
wych w plamce podobnych do tych, jakie powstajgu ludzi w przebiegu AMD [94]. PPS
wykazano w surowicy matp z druzami, ogniskami hipo- i/lub hiperpigmentacji w plam-
ce, podczas gdy u osobnikow zdrowych bez zmian zwyrodnieniowych te autoprzeciw-
ciala nie wystepowaty. Podobnie przeprowadzone badania kliniczne, w tym takze moje
wiasne obserwacje, zwrocity uwage na wystepowanie PPS w surowicy chorych na AMD
[224, 226-251, 253-256]. Jednak zadne z opublikowanych do tej pory doniesien nie wy-
jasnia w sposéb jednoznaczny roli tych autoprzeciwciat w patologii tego schorzenia. Ist-
niejg poglady sugerujace, ze obecnos¢ PPS w surowicy chorych na AMD moze by¢ epi-
fenomenem, bedacym wyrazem niespecyficznej odpowiedzi na uszkodzenie siatkdwki
w przebiegu stresu oksydacyjnego i lokalnego niedokrwienia, inni natomiast uwazaja, iz
PPS moga by¢ istotnym inicjatorem rozwoju i progresji choroby [94, 226, 251, 253]. Te
ostatnighipoteze podtrzymuje Umeda i wsp. oraz Penfold i wsp., ktérzy sugeruja, ze hu-
moralna odpowiedZ immunologiczna skierowana przeciwko antygenom siatkéwki moze
prowadzi¢ wtérnie do aktywacji kaskady uktadu dopetniacza w miejscu tworzacych sie
druz - pierwszego klinicznego objawu AMD - ktore, jak juz wspomniano, zawierajg
wiele czynnikow systemu odpornosciowego, w tym biatek uktadu dopetniacza [94, 226].

Wyniki licznych obserwacji wskazuja, iz krgzagce PPS moga wystepowac fizjologicz-
nie w surowicy 0s6b zdrowych [226-233, 236, 241, 242, 247-251, 253-256]. Obec-
nos¢ tych autoprzeciwciat w zdrowej populacji moze sugerowac petnienie przez nie roli
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ochronnej i okresla sie je mianem "naturalnie wystepujacych autoprzeciwciat” [318-320].
Nie podlegajg one selekcji klonalnej i sg produkowane w spos6b ciggty bez udziatu anty-
genowej stymulacji, a ich obecnos¢ ma zwigzek z wrodzong odpornoscig immunologicz-
na. Wzrost syntezy "naturalnie wystepujacych autoprzeciwcial” lub pojawienie sie ich
de novo towarzyszy chorobom przebiegajgcym z uszkodzeniem tkanek [318-320]. Biorg
one udziat w tworzeniu kragzacych komplekséw immunologicznych, aktywujg uktad do-
petniacza oraz wspomagajg fagocytoze obumartych komérek [283, 318, 320]. Uwaza sie,
ze podobngrole odgrywajg one w poczatkowych stadiach AMD, kiedy to w odpowiedzi
na wczesne uszkodzenie komérek RPE i gromadzenie sie nieprawidtowych depozytow
w zewnetrznych warstwach siatkéwki dochodzi do wzrostu produkgji tych "naturalnie
wystepujagcych autoprzeciwciat” [254]. Pelnig one wowczas role ochronng, eliminujac
w sposob kontrolowany nieprawidtowe komdrki. Pod wptywem przewlekitego dziatania
roznorodnych czynnikéw zewnetrznych, intensyfikujacych zjawiska degeneracji i Smier-
ci komarek, ktorych aktywnos$¢ przewyzsza zdolnosci kompensacyjne organizmu, tj. ich
eliminacje przez "naturalnie wystepujace autoprzeciwciata” oraz ich uprzatanie przez fa-
gocyty, dochodzi do niekontrolowanego wzrostu ich produkcji i "ataku” skierowanego
przeciwko uwalnianym w coraz to wiekszej ilosci antygenom oka. Powstaje patologia
[253, 254]. Istotnym warunkiem zainicjowania rozwijajacych sie nieprawidtowych reak-
cji jest uszkodzenie bariery krew-siatkowka, w ktére moga by¢ zaangazowane, jak juz
wczesniej wspomniano, PPS [251, 278]. "Inwazja” do wnetrza oka przez uszkodzona
bariere krew-siatkdwka krazacych autoprzeciwciat oraz roznych komorek uktadu odpor-
nosciowego powoduje zatamanie stanu tolerancji immunologicznej tego narzadu. Prze-
dostajace sie do Srodowiska wewnatrzgatkowego PPS oraz limfocyty T, kt6re do tej pory
byly izolowane od antygenow oka, wchodzgz nimi w reakcje, nasilajac zainicjowane pro-
cesy patologiczne [226]. Nie mozna zatem wykluczy¢, iz patologiczne PPS pojawiajgce
sie w surowicy chorych z AMD sg zaangazowane w etiopatogeneze AMD i jednocze$nie
moga odzwierciedlaé dynamike odpowiedzi na postepujace uszkodzenie tkanek, modulu-
jac w ten sposéb przebieg kliniczny tego schorzenia.

Wiekszo$¢ przeprowadzonych do tej pory badan klinicznych, jak réwniez moje
wiasne obserwacje, wykazaty istnienie zwigzku pomiedzy wystepowaniem w surowicy
chorych na AMD kragzacych PPS a stadium zaawansowania zmian zwyrodnieniowych
w plamce [248-251, 253, 255].

Penfold i wsp. w teScie immunofluorescencji posredniej wykonanej przy uzyciu
prawidtowej siatkéwki ludzkiej, szczurzej i mysiej wykazali w grupie 128 chorych na
AMD wystepowanie krazacych PPS w 61% przypadkéw [226]. Badana grupa chorych
obejmowata osoby z poczatkowymi zmianami zwyrodnieniowymi w plamce (druzy
i przegrupowania barwnikowe), z zanikiem geograficznym oraz tarczowatg blizng. Na-
lezy podkresli¢, ze wsrdd chorych nie byto przypadkéw z czynng CNV, a ocene PPS
przeprowadzano w jednym rozcienczeniu surowicy, wynoszacym 1:10. PPS najczesciej
wystepowaty w surowicach chorych z druzami (w 61% przypadkow) i z przegrupowa-
niami barwnika na poziomie RPE (w 57% przypadkow), rzadziej u chorych z bliznami
(w 52% przypadkow) i tylko w 29% przypadkoéw z zanikiem geograficznym w plam-
ce. Autorzy opisali pie¢ idiotypéw PPS: przeciwko astrocytom siatkowki, komorkom
zwojowym, komdrkom fotoreceptorowym, warstwie widkien nerwowych oraz rozlany
wzér immunofluorescencji obejmujacy wszystkie warstwy siatkowki. W grupie kontrol-
nej natomiast, w ktérej PPS byty obecne tylko w 20% surowic, autorzy znalezli trzy
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typy immunofluorescencji, przy czym najczesciej bytato reakcja z warstwa widkien ner-
wowych, rzadziej z astrocytami i komdrkami zwojowymi siatkowki. Wiekszo$¢ bada-
nych surowic wykazata jeden typ reakcji w tescie IIF. Moje spostrzezenia sa odmienne,
bowiem w badanej grupie u wiekszosci chorych (61,2%) odnotowatam wystepowanie
ztozonego profilu kragzacych PPS. Te roznice moggwynika¢ m.in. z odmiennej charakte-
rystyki chorych objetych obserwacjg. Penfold i wsp. do badan wigczyli chorych z wczes-
nym stadium AMD, z obecnos$cig zmian bliznowatych w plamce oraz z suchg postacig
tego schorzenia. M6j materiat kliniczny natomiast obejmowat jedynie chorych z wysie-
kowag postacig AMD w jednym oku lub w obu oczach. Penfold i wsp. wykazali istnie-
nie zaleznosci pomiedzy stopniem zaawansowania zmian zwyrodnieniowych w plamce
a idiotypem PPS; w grupie chorych z wczesnym stadium AMD najczesciej stwierdzano
reakcje z komdrkami astrocytarnymi, podczas gdy u chorych z obustronnymi blizna-
mi obserwowano rozlang immunofluorescencje catej siatkowki. Moje obserwacje nie
potwierdzity istnienia zaleznosci pomiedzy idiotypem PPS a zaawansowaniem zmian
zwyrodnieniowych w plamce, co moze byé zwigzane z objeciem badaniami bardziej
jednorodnej grupy chorych, anizeli miato to miejsce w przypadku obserwacji prowadzo-
nych przez Penfolda i wsp. Wyniki moich badan wykazaty wystepowanie pieciu, lecz
nieco innych od opisanych przez Penfolda i wsp., typéw reakcji badanych surowic w te-
Scie IIF. Autorzy ci opisali PPS skierowane przeciwko astrocytom siatkowki, ktorych nie
stwierdzitam w moim materiale klinicznym. Zaobserwowatam natomiast wystepowanie
PPS reagujacych z cytoplazmg komdrek obu warstw jadrzastych, ktorych z kolei nie
opisali Penfold i wsp. [226].

Penfold i wsp. przedstawili koncepcje, ze pojawiajgce sie w surowicy chorych na
AMD PPS moga by¢ odpowiedzialne nie tyko za progresje juz istniejgcych zmian zwy-
rodnieniowych, ale moga inicjowa¢ rozw6j zmian zwyrodnieniowych w plamce oka to-
warzyszacego [226].

Gurne i wsp. w grupie 30 chorych zAMD, w tym u 19 z czynng CNV, u 6 z zanikiem
geograficznym oraz u 5 z obustronnymi druzami, wykazali technikg immunoblotu obec-
nosc¢ krazacych PPS [251]. Surowice 14 chorych (47%) wykazaty silngreakcje z homoge-
natem ludzkiej siatkéwki na poziomie biatek o masie czasteczkowej 58-62 kD, podczas
gdy 16 (53,3%) nie dato zadnej reakcji lub byta ona bardzo staba. Surowice grupy kon-
trolnej (n = 12) w zadnym przypadku nie wykazaty pozytywnej reakcji z homogenatem
siatkdwki lub byta ona stabo zaznaczona. W tescie IIF wykonanym tylko u 3z 9 chorych
z aktywng CNV, ktdrych surowice wykazaty silng immunoreaktywno$¢ w stosunku do
homogenatu ludzkiej siatkdwki w immunoblocie, stwierdzono pozytywnareakcje na po-
ziomie zewnetrznych czton6w komorek fotoreceptorowych i stabszg w warstwie sploto-
watej i jagdrzastej zewnetrznej. We wszystkich przypadkach ocene PPS przeprowadzono
w niskich rozcienczeniach badanych surowic - 1:2i 1:4. W przeciwienstwie do spostrze-
zen Penfolda obserwacje Gurne’a i wsp. oraz moje wiasne nie wykazaty wystepowania
przeciwciat przeciwko astrocytom siatkowki, ktérych obecno$¢ moze odzwierciedlaé
udziat uktadu immunologicznego we wczesnym stadium rozwoju AMD. Ponadto spo-
strzezenia Gurne’a i wsp. sg zbiezne z wynikami moich badan w kwestii braku zalezno-
$ci pomiedzy idiotypem PPS a stopniem aktywnosci choroby.

W prezentowanych obserwacjach wiasnych PPS wykazano w surowicy 95,9% cho-
rych z wysiekowag postacigAMD. W materiale klinicznym zaprezentowanym przez Pen-
folda oraz Gurne’a i wsp. autoprzeciwciata te pojawity sie odpowiednio u 61% i 46%
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chorych na AMD. Ta rozbiezno$¢ w czestosci wystepowania PPS moze wynikaé z za-
stosowania réznych metod ich oznaczania i stosowania réznych rozcienczen badanych
surowic, a takze moze wigzac sie z brakiem jednorodnosci badanych grup chorych, réz-
nigcych sie miedzy sobgrodzajem i stopniem zaawansowania zmian zwyrodnieniowych
w plamce.

Uwaza sie, iz czestsze wystepowanie PPS w surowicy chorych na AMD, w porow-
naniu z grupg kontrolng, jest zwigzane z aktywacjg komoérek pamieci B, ktére moga
produkowac te przeciwciata. We krwi 0sob zdrowych wykazano bowiem wystepowanie
autoreaktywnych limfocytow B, ktore bedac pod kontrolg czynnikéw hamujacych, po-
zostajg nieaktywne wobec antygenéw wewnatrzgatkowych. Nie wiadomo do korica, co
jest czynnikiem stymulujacym krazace limfocyty B do podziatow i wytwarzania auto-
przeciwciat. Wysunieto hipoteze, iz zachwianie réwnowagi pomiedzy idiotypowg i an-
tyidiotypowag siecig przeciwciat moze przetamac regulatorowe bariery immunologiczne
i prowadzi¢ do utraty autotolerancji. Ponadto ekspresja antygenow na powierzchni zmie-
nionych komoérek RPE moze by¢ dodatkowym czynnikiem pobudzajagcym odpowiedz
autoimmunologiczng [321, 322].

Wysoki odsetek chorych na AMD, u ktérych stwierdzono kragzace PPS, opisali row-
niez Chen i wsp., ktorzy wykazali obecnos¢ tych autoprzeciwciat w 66% badanych su-
rowic [272]. Przy uzyciu metody immunoblotdw autorzy wykazali, iz PPS reagowaty
najczesciej z biatkami o masie czasteczkowej 28-32 kD, a rzadziej z biatkami o masie
czasteczkowej 38-42 kD, 48-52 kD, 62-65 kD oraz 110-130 kD. Podobnie jak inni
Chen i wsp. opisali czestsze wystepowanie dwdch lub wiekszej liczby idiotypow PPS
u chorych na AMD w poréwnaniu z grupg kontrolng. Obserwacje te sg zgodne z wyni-
kami moich badan, w ktérych w surowicy wiekszosci chorych na AMD stwierdzitam
wystepowanie ztozonosci profilu kragzacych PPS, podczas gdy w grupie kontrolnej prze-
wazata obecnos¢ jednego idiotypu tych autoprzeciwciat.

Patel i wsp. stosujagc barwienie immunohistochemiczne wykonane przy uzyciu
skrawkow siatkowki myszy, wykazali obecnos¢ PPS u 93,7% chorych z wczesnym sta-
dium AMD oraz w 82,2% przypadkéw z aktywna CNV [253]. W surowicy chorych ze
zmianami bliznowatymi i cechami widknienia podsiatkowkowego nie odnotowali wy-
stepowania krazacych PPS. W grupie kontrolnej natomiast autorzy stwierdzili wystepo-
wanie PPS tylko w 8,6% surowic. Wszystkie surowice do badan byty przygotowywane
w dwdch rozciericzeniach - 1:10 i 1:100. Autorzy uwazajg, ze obecno$¢ PPS w surowicy
0s6b z wczesnymi zmianami zwyrodnieniowymi w plamce, takimi jak druzy oraz z CNV,
moze wskazywac na istotng role uktadu immunologicznego w patogenezie i w progresji
AMD. U kilku chorych z druzami PPS nie wystepowaty, co wedtug autoréw mogto
mie¢ zwiazek z rozpoczynajacym sie dopiero zapaleniem, majagcym poczatkowo jedynie
ograniczony, lokalny charakter. Natomiast brak PPS w surowicy chorych z koicowym
stadium choroby, gdy zmiany zwyrodnieniowe stajg sie nieaktywne wskutek wtoknienia
CNV, jest rezultatem wygaszenia miejscowego zapalenia i toczacych sie reakcji immu-
nologicznych [253]. Wyniki badan Patela i wsp., podobnie jak wczesniejsze doniesienia,
wskazujg na wystepowanie mnogosci idiotypoéw PPS w surowicach chorych na AMD.
Autorzy wykazali, iz surowice te najczesciej reagowaly z warstwg jadrzastg zewnetrz-
na i wewnetrzng, komadrkami zwojowymi siatkowki, a w kilku przypadkach wykazano
obecno$¢ przeciwciat reagujacych z wewnetrznymi cztonami fotoreceptoréw oraz z ko-
moérkami RPE. Ani moje, ani obserwacje innych nie wykazaty wystepowania tych ostat-
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nich autoprzeciwciat w surowicy chorych na AMD [226, 248-253]. Do$¢ powszech-
nym zjawiskiem jest natomiast obecno$¢ PPS skierowanych przeciwko komdrkom RPE
u chorych na endogenne zapalenie btony naczyniowej oraz z izolowanym zapaleniem
naczyn siatkowki [237, 238, 240-242, 323]. Pomimo kilku doniesiert wskazujacych na
wystepowanie przeciwciat przeciwko obu warstwom jadrzastym siatkowki u chorych
na AMD uwazam, ze z powodu braku tkankowej swoistosci antygendw jadrowych oraz
ze wzgledu na charakterystyke badanej populacji, w ktorej czesto$¢ wystepowania tych
autoprzeciwciat moze fizjologicznie wzrasta¢ z wiekiem, nie majg one wiekszego zna-
czenia diagnostycznego, tym bardziej, ze wykazywano je w niskich, klinicznie nieistot-
nych mianach.

Ciekawym spostrzezeniem poczynionym przez Patela i wsp. jest istnienie pewnej
tendencji do wzrostu miana krazacych PPS lub pojawienia sie ich de novo w przypadku
progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce. Jednak, jak podkreslajg autorzy, zjawisko
to wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach klinicznych [253].

Opublikowane w 2006 roku wstepne wyniki wieloosrodkowego badania Blue Mo-
untain Study wykazaty istnienie dodatniej zaleznosci pomiedzy wystepowaniem PPS
a poczatkowym stadium AMD, natomiast w dziesiecioletniej obserwacji progresji
zmian zwyrodnieniowych w plamce takiej korelacji juz nie odnotowano [254]. Spos$rod
47 chorych z wczesnym stadium AMD, u ktérych oznaczano w wyjsciowym badaniu
PPS, po 10 latach tylko u 11 (23,4%) doszto do progresji zmian w plamce. Nie mozna
jednak wykluczyé¢, ze podczas prowadzonych obserwacji zmieniat sie profil PPS nie
tylko u 47 wytonionych chorych, ale i u pozostatych uczestnikéw badania, ktérych byto
w sumie 3654. PPS byly oznaczane tylko raz i to w bardzo matej grupie chorych, co
z calg pewnoscig nie pozwala na wysuniecie wigzacych i jednoznacznych wnioskow.
Niejasny pozostaje fakt progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce tylko u 11 os6b
z dodatnimi PPS. Autorzy spekuluja, ze by¢ moze progresja choroby jest zwigzana z wy-
stepowaniem $cisle okreslonego idiotypu PPS lub tez ze PPS nie majg zadnego wptywu
na progresje choroby. Z takimi obserwacjami nie zgadzaja sie jednak inni autorzy [226,
248-253]. Podobnie wyniki moich badan wykazaty, ze wyjsciowe miano PPS wykazuje
dodatnig korelacje z zaawansowaniem zmian w plamce, a poprawa stanu miejscowego
w trakcie leczenia doszklistkowymi iniekcjami anty-VEGF wigze sie ze spadkiem po-
zioméw tych autoprzeciwciat w surowicy. Oczywiscie takie obserwacje nie odpowiadajg
w sposéb jednoznaczny na pytanie, czy PPS sgbezposrednio uwiktane w etiopatogeneze
AMD, czy tez sgtylko epifenomenem pojawiajacym sie jako odpowiedz na uszkodze-
nie tkanek w wyniku toczacego sie procesu zwyrodnieniowego w plamce. Niezaleznie
jednak od petnionej roli przez PSS nie wyklucza to ich zastosowania jako biomarkera
aktywnosci wysiekowej postaci AMD.

Ztozonos¢ profilu idiotypowego przeciwciat przeciwko antygenom siatkwkowym
w badaniu immunoblotem u 39 chorych z wysiekowa postacig AMD wykazat takze Jo-
achim i wsp. [255]. Opisali oni obecno$¢ PPS reagujacych z antygenami o masie cza-
steczkowej 10-180 kDa. Najczesciej wystepowaty przeciwciata reagujace z a-enolazg
(67% chorych) oraz GFAP (44% przypadkdéw). Alfa-enolazajest enzymem glikolitycz-
nym i nalezy do rodziny biatek szoku termicznego [324, 325]. Przeciwciata przeciwko
a-enolazie opisano m.in. w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS), w tocz-
niu rumieniowatym uktadowym (SLE), w przebiegu nowotworow ptuca, piersi, prostaty,
w retinopatiach paraneoplastycznych [324-328]. W przypadku retinopatii paraneopla-
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stycznych przeciwciata przeciwko a-enolazie prawdopodobnie przenikajg do komorek
zwojowych i komoérek warstwy jadrzastej wewnetrznej, prowadzac do apoptozy komo-
rek siatkowki [328]. Obecnos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko GFAP u chorych
na AMD opisali juz wcze$niej Penfold i wsp., Chen i wsp. oraz Madigan i wsp. [226,
272, 329]. GFAP, gtéwny sktadnik dojrzatych astrocytow, jest biatkiem, ktérego produk-
cja wzrasta w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek. Podwyzszone poziomy tego biatka
stwierdzono w surowicy chorych ze stwardnieniem rozsianym, urazem nerwu wzroko-
wego oraz u 0s6b z podwyzszonym ci$nieniem wewnatrzgatkowym [330-332]. Uwaza
sig, iz zmiany poziomow GFAP i a-enolazy wskazujg na immunologiczny czynnik roz-
woju AMD [329].

Podobnie jak wiekszo$¢ autorow Joachim i wsp. rowniez nie znalezli zaleznosci po-
miedzy typem wykrytych PPS a aktywnoscig kliniczng AMD, co jest réwniez zgodne
z moimi obserwacjami [226, 253, 255, 272].

W Polsce pierwsze doniesienia o badaniach immunologicznych u chorych na AMD po-
chodzg z lat 2004 i 2005. Obserwacje Misiuk-Hojto i wsp. nie dowiodty w sposob jedno-
znaczny zwigzku pomiedzy czestoscigwystepowania krazacych PPS aAMD. Przy uzyciu
immunoblotéw uzyskano najczestsze reakcje badanych surowic z antygenami zlokalizo-
wanymi w warstwie komarek fotoreceptorowych - a-enolazg i arestyng [256, 257].

Wyniki badan Smuzynskiej natomiast wykazaty istnienie zaleznosci pomiedzy obec-
noscig PPS a rozwojem suchej postaci AMD [333]. W badanej grupie chorych autorka
wykazata wystepowanie dwaéch idiotypow PPS, skierowanych przeciwko zewnetrznym
cztonom fotoreceptoréw oraz wewnetrznym warstwom siatkOwki.

Wedtug opublikowanych doniesien PPS wystepuja czesciej w surowicy chorych na
AMD anizeli w zdrowej populacji [224, 226, 247-251, 253-256]. We wiasnym materia-
le klinicznym PPS wykazatam w 30% surowic kontrolnych, co nie odbiega od danych
przedstawionych przez innych autoréw, wedtug ktorych czestos¢ wystepowania PPS
u os6b zdrowych waha sie od 2-37% [224, 226-233, 236, 241, 242, 247-251, 253-256,
283, 285]. Dla poréwnania odsetek chorych na AMD z dodatnimi krgzacymi PPS siega
47-66% przypadkdéw [224, 226, 247-251, 253-256]. W analizowanych badaniach wias-
nych w wyjsciowym badaniu PPS wystepowaty az u 95,9% chorych. Ta rozbieznos¢
w czestosci wystepowania krazacych PPS u chorych na AMD moze wynika¢ z zastoso-
wania roznych metod oznaczania tych autoprzeciwciat, stosowania réznych rozcienczen
badanych surowic, roznej liczebnosci oraz niejednorodnosci badanych grup chorych.
We wszystkich prezentowanych do tej pory pracach obserwacje dotyczyty chorych, za-
réwno z wczesnym, jak i poznym stadium AMD, podczas gdy moj materiat kliniczny
obejmowat osoby tylko z aktywng wysiekowa postacig tego schorzenia. W wigkszosci
opublikowanych badan klinicznych krazace PPS oznaczano metodg immunoblotu lub
stosowano barwienie immunohistochemiczne, natomiast w przeprowadzonych bada-
niach wiasnych postuzytam sie testem IIF, ktdry od ponad 10 lat jest wykorzystywany
w naszej klinice w diagnostyce immunologicznej chorob siatkdwki i naczyniowki.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze prezentowana praca stanowi pierwsza, w ktorej
oceniano nie tylko czesto$¢ wystepowania i idiotypy PPS, ale takze analizowano poziom
krazacych PPS metodg mianowania i oceniano zwigzek pomiedzy poziomem tych prze-
ciwciat a aktywnoscig CNV. Ponadto przedstawione przeze mnie badania majg charakter
nowatorski, jest to bowiem pierwsze opracowanie, ktore omawia dynamike zachowania
sie PPS w surowicy chorych na AMD w okresie leczenia doszklistkowymi iniekcja-
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mi bewacizumabu (Avastin). Jednocze$nie po raz pierwszy podjeto prébe wykazania,
czy zmiany poziomu PPS, obok CRT oraz BCVA, moga by¢ czynnikiem dodatkowym,
pomocnym w podjeciu decyzji o przerwaniu, zawieszeniu lub kontynuacji leczenia do-
szklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF.

Nolle w surowicy chorych na zapalenie btony naczyniowej wykazat obecno$¢ az
14 réznych idiotypdw PPS [334]. WSrod nich opisat réwniez przeciwciata skierowane
przeciwko komérkom $rddbtonka naczyn krwionosnych siatkowki (AECA). Ta hetero-
genna grupa przeciwciat, reagujaca z btonami komérek $rodbtonka, wystepuje w prze-
biegu wielu systemowych schorzei o podtozu autoimmunizacyjnym, przebiegajacych
z zapaleniem naczyn krwiono$nych (vasculitides), tj. SLE, twardzina uog6lniona, RZS,
pierwotne zapalenie naczyn nerkowych, choroba Kawasakiego, ziarniniakowatos¢ We-
genera, choroba Beheeta, stwardnienie rozsiane [335-339]. Chociaz wykrycie AECA
nie odgrywa istotnej roli w diagnostyce tych choréb, to jednak mogg one mie¢ zna-
czenie w monitorowaniu aktywnosci choroby [337]. W SLE miano AECA koreluje ze
stopniem zajecia nerek i stawow, aw chorobie Beheeta z objawami ogdlnoustrojowego
zakrzepowego zapalenia naczyn zylnych (thrombophlebitis) [337, 340, 341]. Obecno$¢
krazacych AECA stwierdzono takze w surowicy 26-31% chorych z izolowanym zapa-
leniem naczyn siatkowki oraz btony naczyniowej [342, 343]. Nie odnotowano jednak
istotnych zaleznosci pomiedzy aktywnoscig zapalenia wewnatrzgatkowego a mianem
AECA w surowicy tych chorych [342, 343]. Nie sgjednak znane publikacje na temat
wystepowania AECA w surowicy chorych na AMD. Przedstawione wyniki badan wias-
nych sa zatem pierwsze, ktére opisujg AECA w przebiegu wysiekowej postaci AMD.
W ostatnim czasie ukazaty sie natomiast pojedyncze doniesienia, w ktorych opisano
wystepowanie krazacych komorek srodbtonka naczyn krwionosnych we krwi chorych
na AMD [344, 345]. Autorzy uwazaja, ze zjawisko to jest przejawem przewleklej dys-
funkcji naczyniowej towarzyszacej temu schorzeniu, co jest zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami o niedokrwieniu RPE jako kluczowym elemencie etiopatogenezy AMD
[73-82]. Przewlekta dysfunkcja $srodbtonka spowodowana na przyktad stresem oksyda-
cyjnym lub niedotlenieniem prowadzi zatem do zaburzenia homeostazy wewnatrznaczy-
niowej i stanowi wyktadnik choroby naczyniowej o wymiarze ogélnoustrojowym [346].
O dysfunkcji komorek srodbtonka w patogenezie AMD moze $wiadczy¢ wystepowanie
w osoczu chorych podwyzszonych poziomow czynnika von Willebranda, fibrynogenu,
inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1), czastek adhezyjnych uwalnianych w wy-
niku uszkodzenia komdrek srédbtonka [347-349]. Sugeruje sie, iz obecnos$¢ kragzacych
AECA moze by¢ reakcjg organizmu na uszkodzenie komorek $rédbtonka, nie mozna
jednak wykluczy¢ ich bezposredniego dziatania cytotoksycznego - ich pojawienie sie
moze zatem stanowi¢ integralng czes¢ niszczacego procesu zapalnego [342, 343]. Wiek-
szos$¢ publikacji zaprzecza jednak cytotoksycznym wiasciwosciom AECA, sugerujac,
iz sg one raczej zdolne do pobudzania nadmiernej ekspresji molekut adhezyjnych (se-
lektyn, integryn, czasteczek: ICAM-1, VCAM-1) oraz produkcji cytokin i chemokin,
ktore powodujarekrutacje leukocytow, ich przyleganie do komérek $rddbtonka, co z ko-
lei prowadzi do ich uszkodzenia [350, 351]. Tak wiec uwaza sie, ze zapalenie naczyn
krwionos$nych w przebiegu chorob z autoagresji jest zwiazane z patologiczna aktywacja
kaskady prozapalnych cytokin. Nadmierna ekspresja molekut adhezyjnych oraz cytokin
w $rddbtonku naczyn krwionosnych jest manifestacjg uszkodzenia komorek srodbtonka,
ktore moze zosta¢ zapoczatkowane przez wiele réznych czynnikdw, takich jak: wirusy,
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bakterie, kompleksy immunologiczne oraz same AECA [352]. Takiego patomechanizmu
inicjacji i progresji uszkodzenia tkanek nie mozna wykluczy¢ w przebiegu AMD [353].
Nie wiadomo jednak, czy AECA, podobnie jak PPS, odgrywajgpierwotngrole w etiopa-
togenezie AMD, czy tez pojawiajg sie one wtornie jako odpowiedz na dysfunkcje komé-
rek $rodbtonka naczyn, ktora moze towarzyszy¢ lub wystepowac catkowicie niezaleznie
od uszkodzenia innych komorek siatkdwki.

W analizowanym materiale klinicznym AECA wykazano w surowicy 30 chorych
(30,6%) na AMD. W czterech przypadkach byly to jedyne autoprzeciwciata, jakie
stwierdzono w badaniu wyjsciowym, przy czym u jednego chorego w pigtym miesigcu
obserwacji wykazano pojawienie sie dodatkowo krgzacych PPS. W pozostatych trzech
przypadkach AECA byty jedynymi autoprzeciwciatami wykazywanymi w IIF w catym
okresie obserwacji. Najprawdopodobniej pojawienie sie krgzagcych PPS w przedstawio-
nym powyzej przypadku mogto by¢ odpowiedzig na progresje zmian zwyrodnienio-
wych w plamce leczonego oka (w FA stwierdzono powigkszenie sie wymiarow CNV
oraz wzrost grubosci centralnej siatkéwki w OCT). Niewyjasnione pozostaje zjawisko
pojawienia sie¢ AECA de novo w surowicy 13 chorych (13,3%) w trakcie badan. Naj-
czesciej odnotowywano je po drugiej i trzeciej doszklistkowej iniekcji bewacizumabu.
W kolejnych miesigcach obserwacji ich miano utrzymywato sie na statym poziomie lub
nieznacznie malato.

Badania doswiadczalne wykazaty, ze inkubacja ludzkich komorek Srédbtonka mi-
kronaczyn (human microvascular endothelial cells - HMECs) z czynnikiem anty-VEGF
doprowadza do wzrostu apoptozy tych komérek i jednoczesnego zmniejszenia wspot-
czynnika ich proliferacji oraz migracji [354, 355]. W kilku opublikowanych niedawno
pracach wykazano, iz u chorych leczonych ogdlnie bewacizumabem dochodzi do dys-
funkcji komorek Srdédbtonka, co objawia sie wzrostem liczby krazacych komérek $rod-
btonka oraz ich komdrek progenitorowych [356-359]. U chorych leczonych doszklist-
kowymi iniekcjami bewacizumabu wykazano, iz lek ten przenika do krazenia, gdzie sie
utrzymuje okoto 20 dni [360]. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze bewacizumab stosowany
u chorych na AMD poprzez swoje dziatanie og6lnoustrojowe moze powodowa¢ wzrost
liczby krazacych komorek endotelialnych. Wzrost "tadunku” tych komdrek w krazeniu
moze indukowaé produkcje autoprzeciwciat AECA. Rozwijajaca sie w wyniku lokalnej
terapii anty-VEGF dysfunkcja komérek $Srddbtonka moze by¢ inicjatorem autoimmu-
nizacji i prowadzi¢ do wytwarzania autoprzeciwciat przeciwko tym komdrkom. Poja-
wienie sie AECA w trakcie leczenia doszkistkowymi iniekcjami bewacizumabu moze
zatem stanowi¢ "immunologiczne powiktanie” tej terapii. Istniejg poglady sugerujace,
ze wystepowanie u chorych na AMD AECA moze Swiadczy¢ o autoimmunizacji na-
rzagdowo nieswoistej, czyli "uktadowej”, ktéra z niewyjasnionych przyczyn pojawia sie
w przebiegu tego schorzenia [360]. Z catg pewnoscigte obserwacje wymagajawyjasnie-
nia i prowadzenia dalszych badan.

W badanej grupie chorych wykazano w okresie prowadzonej obserwacji pojawianie
sie nowych, niewystepujacych wczesniej idiotypéw PPS u 34 (34,7%) chorych. W doj-
rzatej siatkowce VEGF jest wytwarzany gtdwnie przez komorki RPE i odgrywa wazng
role w utrzymaniu prawidtowej funkcji komorek czesci neurosensorycznej siatkdwki
[360]. 1zoforma VEGF-A hamuje apoptoze neuronow siatkéwki i opdznia zwyrodnienie
komorek zwojowych siatkowki [361]. Wykazano, ze zahamowanie aktywnosci VEGF
prowadzi do zmniejszenia grubosci prawidtowej siatkéwki. Sugeruje sie, ze lokalny spa-
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dek stezenia VEFG, ktéry wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne w stosunku do komorek
siatkdwki, moze prowadzi¢ do ich zwyrodnienia [361, 362]. Nie mozna zatem wyklu-
czyé¢, iz pojawiajace sie PPS de novo w naszej grupie chorych w okresie prowadzonego
leczenia sg wyrazem odpowiedzi na wywotane jatrogennie uszkodzenie siatkowki.

Nalezy przeanalizowaé, czy obecne w surowicy chorych na AMD PPS, reagujace
z wyjatkowg pod wzgledem budowy histologicznej tkanka, jakg jest siatkowka, cha-
rakteryzujacg sie mnogoscia i réznorodnoscig rozpoznawanych antygenéw, sg rzeczy-
wiscie autoprzeciwciatami, prowadzacymi do narzagdowo swoistej autoimmunizacji.
Wspomniano juz wczesniej o podobienstwie niektérych antygendw oka z antygenami
wystepujacymi w innych, odlegtych narzadach [225]. Wiadomo, ze u o0séb z AMD po-
jawiajg sie przeciwciata przeciwko biatku GFAP, ktdre jest markerem astocytow i ktore
wystepuje zaréwno w siatkowce, jak i w komdrkach o$rodkowego uktadu nerwowego
[251]. Zjawisko to moze by¢ kolejnym dowodem na to, ze AMD jest lokalng manife-
stacjg schorzenia ogolnoustrojowego. Nie mozna wykluczy¢, iz moze wiasnie dlatego
stosowane obecnie metody leczenia wysiekowej postaci AMD maja ograniczong sku-
tecznos$¢. Wspoitczesne terapie nie leczg bowiem choroby sensu stricto, lecz jedynie spo-
walniajg proces utraty widzenia centralnego, wydtuzajac tym samym czas, w ktorym
chory moze cieszy¢ sie dobra, uzyteczng ostroscia wzroku.

O$miomiesieczny okres obserwacji, obejmujacy faze "nasycajacg” oraz "podtrzymu-
jaca” leczenia, wykazat wysoka skutecznosc i bezpieczenstwo leczenia doszklistkowymi
iniekcjami bewacizumabu w grupie 98 chorych z wysiekowg postacig AMD. Najwiek-
szgpoprawe funkcji leczonego oka obserwowano podczas poczatkowej, trzymiesiecznej
fazy leczenia, a kolejne iniekcje podtrzymywaty osiagniety wynik terapii. Moje obser-
wacje sg zgodne z wynikami badania PrONTO oraz wielooSrodkowego badania SU-
STAIN [363, 364]. W obu badaniach, podobnie jak w moim, schemat postepowania
terapeutycznego byt identyczny, tj. wszyscy chorzy otrzymywali trzy pierwsze iniekcje
w odstepach comiesiecznych, a nastepnie harmonogram doszklistkowych iniekcji byt
zindywidualizowany i oparty na wynikach comiesiecznych badan kontrolnych. W ba-
daniach SUSTAIN i PrONTO odsetek chorych, ktérzy utracili mniej niz 15 liter w ska-
li EDTRS (co odpowiada trzem liniom na tablicach Snellena), wynosit odpowiednio
92,5% i 95% [363-365]. W moim materiale klinicznym pod koniec okresu obserwacji
mniej niz trzy linie BCVAw skali Snellena utracito 88% chorych. W badanej grupie cho-
rych zaobserwowatam catkowite zamkniecie przecieku z CNV w 48,14% przypadkow,
dla poréwnania w grupie chorych objetych badaniem SUSTAIN odsetek ten wynosit
41,2%. Istotne zmniejszenie sie CRT, przyjete jako CRT < 225 pm, odnotowano u 47,2%
chorych w badaniu SUSTAIN i u 57,14% w badaniach witasnych. Nieznaczne rozbiez-
nosci w uzyskanych wynikach badan moga wynika¢ z faktu, ze w badaniu SUSTAIN
zastosowano inny preparat anty-VEGF (ranibizumab - Lucentis), okres obserwacji byt
dtuzszy i wynosit 12 miesiecy, a badaniami objeto znacznie wiekszg grupe chorych.



6. PODSUMOWANIE

W analizowanym materiale klinicznym PPS w surowicy chorych na AMD nie tylko
wystepowaty czesciej, ale rowniez w istotnie wyzszych mianach niz u oséb zdrowych.
Poziom krgzgcych PPSnaxwykazat istotng statystycznie korelacje ze stopniem zaawan-
sowania wysiekowego AMD. Zwraca uwage takze ztozono$¢ profilu PPS u obserwo-
wanych chorych, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [226, 247-255]. Jak
wykazata analiza, zaden idiotyp PPS nie korelowat z nasileniem zmian zwyrodnie-
niowych w plamce, co nie odbiega od obserwacji innych autoréw [226, 251-255].
Mnogos$¢ i ztozonos¢ idiotypow PPS w surowicy chorych na AMD jest bardzo rézna
i waha sie od 2 do 5 r6znych swoistosci antygenowo-komaérkowych w zaleznosci od
publikacji, przy czym wszyscy sg zgodni, ze wystepowanie réznorodnosci idiotypow
PPS w grupach kontrolnych jest zjawiskiem rzadszym, co rowniez potwierdzity moje
obserwacje. Ztozony profil kragzgcych PPS w surowicy chorych na AMD moze suge-
rowac udziat wielu r6znych mechanizmdw immunologicznych w etiopatogenezie tego
schorzenia. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz przeciwciata te pojawiajg sie wtdrnie do
juz rozwinietej patologii w plamce, a ich r6znorodno$¢ moze sugerowac udziat wielu
czynnikow uszkadzajacych, dziatajgcych na roznym poziomie siatkdwki.

Leczenie wysiekowej postaci AMD doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu
prowadzi do miejscowego zmniejszenia stezenia czynnika VEGF, zmniejszenia prze-
puszczalno$ci naczyn krwionosnych i ograniczenia kontaktu komérek immunokom-
petentnych z antygenami siatkéwkowymi, co moze klinicznie objawia¢ sie spadkiem
produkcji kragzgcych PPS. Ponadto uwaza sie, ze zablokowanie czynnika VEGF ogra-
nicza przechodzenie do $rodowiska wewnatrzgatkowego limfocytow biorgcych udziat
w produkcji tej cytokiny [288, 366]. Terapia anty-VEGF prowadzi zatem nie tylko do
zamknigcia patologicznych naczyn w przestrzeni podsiatkdwkowej, ale aktywnie hamu-
je zapalne i autoimmunologiczne reakcje uwiktane w patogeneze AMD.

Wyniki moich badan wskazuja, iz krgzagce PPS mogg odzwierciedla¢ zaangazowanie
mechanizmow zapalnych i autoimmunoagresji w patogeneze AMD i jednoczesnie moga
by¢ cennym wskaznikiem aktywnosci CNV - istoty wysiekowej postaci tego schorze-
nia. Wyniki moich badan sg pierwsze, ktére wykazaty wystepowanie w surowicy cho-
rych na wysiekowg posta¢ AMD przeciwciat przeciwko komérkom s$rédbtonka naczyn
krwionosnych (AECA). Nie wiadomo jednak, jaka jest doktadna rola tych autoprzeciw-
ciat; by¢ moze, podobnie jak PPS, sg one zaangazowane w patogeneze AMD, ale nie
mozna tez wykluczyé, ze ich obecnos¢ jest epifenomenem, pojawiajgcym sie wtdrnie
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do juz istniejagcych zmian zwyrodnieniowych w plamce lub tez stanowig uboczny efekt
terapii czynnikiem anty-VEGF.

Wyniki dotychczasowych badan, jak rowniez moje wiasne obserwacje, zwracajg
uwage na autoimmunizacyjne podtoze AMD, lecz nie wskazujgjednoznacznie na PPS
jako czynnik odgrywajacy nadrzedng role w patogenezie tej choroby. Wydaje sig, iz
krazace PPS u chorych na wysiekowa posta¢é AMD moga nasila¢ procesy zwyrodnie-
niowe, inicjowane przez réznorodne czynniki etiologiczne, doprowadzajac do drama-
tycznej w swoich konsekwencjach przemiany ochronnej roli uktadu odpornosciowego
w autodestrukcyjng.



7. WNIOSKI

1. Obecnos¢ krazacych PPS w surowicy u 95,9% chorych z wysiekowgpostacigAMD
wskazuje na istotny udziat autoimmunoagresji w patomechanizmie tego schorzenia.

2. Miano krazacych PPSmaxkoreluje z nasileniem zmian zwyrodnieniowych w plam-
ce u chorych z wysiekowg postacig AMD; wyzsze miana PPSnaxwystepuja w przypad-
kach z wiekszym obrzekiem siatkéwki, wiekszag CNV oraz nizszg BCVA.

3. Ztozony profil idiotypowy PPS u 61,2% chorych moze odzwierciedla¢ udziat
wielu czynnikéw uszkadzajacych, dziatajgcych na réznym poziomie siatkdwki; nie ma
zaleznos$ci pomiedzy swoisto$cig antygenowa tych autoprzeciwciat a zaawansowaniem
wysiekowego AMD.

4. Leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin) prowadzi do
zmniejszenia miana krazacych PPSmax dynamika ta jest najwieksza w fazie "nasycaja-
cej” leczenia.

5. Obnizanie sie miana PPSnaxw surowicy chorych na AMD podczas prowadzonego
leczenia antyangiogennego koreluje z poprawg BCVA oraz redukcjg CRT, przy czym
zaleznosci te sg najsilniej wyrazone w fazie "nasycajacej” leczenia.

6. Oznaczanie w surowicy chorych z wysiekowga postacig AMD krgzacych PPS moze
by¢ cennym parametrem aktywnosci choroby. Przeciwciata te moga petni¢ role biomar-
kera wysiekowej postaci AMD oraz mogg stuzy¢ monitorowaniu leczenia doszklistko-
wymi iniekcjami anty-VEGF.






8. STRESZCZENIE

Wstep

Zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (age-related macular degeneration -
AMD) stato sie w ostatnich latach powaznym problemem spotecznym, stanowi bowiem
najwazniejszg przyczyne utraty widzenia centralnego u 0s6b powyzej 50. roku zycia
w krajach rozwinietych. Pomimo prowadzonych na catym Swiecie badan doswiadczal-
nych i klinicznych patogeneza tego schorzenia pozostaje wcigz niewyjasniona. Ostat-
nio sugeruje sie, iz wazngrole w rozwoju AMD odgrywa aktywacja uktadu immunolo-
gicznego. Uwaza sie, ze nadreaktywnos$¢ uktadu dopetniacza oraz immunoreaktywno$¢
w stosunku do antygenéw siatkowki moga stanowi¢ zasadniczy mechanizm rozwoju
i progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce. Powszechnie znane jest zjawisko wy-
stepowania w przebiegu chorob oczu, ktorych patogeneza wigze sie z udziatem mecha-
nizméw zapalnych i immunologicznych, krazacych autoprzeciwciat, reagujacych z roz-
nymi antygenami siatkdwkowymi. Przeprowadzone badania kliniczne zwrocity uwage
na wystepowanie w surowicy chorych na AMD przeciwciat przeciwsiatkowkowych
(PPS). Jednak zadne z opublikowanych do tej pory doniesien nie wyjasnia w sposob
jednoznaczny roli tych autoprzeciwciat w patologii tego schorzenia. Jednoczesnie duze
nadzieje wigze sie z nieustannie poszukiwanymi biomarkerami AMD, ktore odzwier-
ciedlatyby aktywno$¢ zmian zwyrodnieniowych w plamce i jednoczesnie mogtyby by¢
powszechnie uzywangmetodg monitorowania skutecznosci leczenia, aw trudnych i wat-
pliwych przypadkach bytyby pomocne w podjeciu decyzji o dalszym postepowaniu.

Cele pracy

Celem pracy byto oszacowanie czestosci wystepowania oraz profilu PPS w surowicy
chorych z wysiekowg postacig AMD oraz okreslenie, czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy
idiotypem i mianem krazacych PPS a stopniem zaawansowania choroby. W badaniach
podjeto sie ponadto oceny dynamiki zmian poziomu PPS w surowicy chorych w trakcie
leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin, Roche) i okreslenie za-
leznosci pomiedzy mianem krgzacych PPS a ocenianymi w trakcie leczenia parametrami



86

aktywnosci neowaskularyzacji naczyniéwkowej (choroidal neovascularization - CNV),
takimi jak: najlepiej skorygowana ostro$¢ wzroku (best corrected visual acuity - BCVA)
i centralna grubos$¢ siatkéwki (central retinal thickness - CRT). Celem pracy byto takze
wykazanie, czy krazace PPS moga by¢ biomarkerem aktywnos$ci wysiekowej postaci
AMD oraz czy moga stuzy¢ monitorowaniu miejscowego leczenia antyangiogennego.

Materiat i metody

Badaniami objeto 98 chorych (108 oczu) z wysiekowa postaciag AMD zakwalifiko-
wanych do leczenia doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin). Wéréd ba-
danych byto 38 mezczyzn (39%) oraz 60 kobiet (61%) w wieku od 55 do 93 lat; $redni
wiek 76 lat. U zadnego z badanych nie przeprowadzono wczesniej leczenia zmian zwy-
rodnieniowych plamki. Z badan wykluczono chorych, u ktérych stwierdzono przeby-
te lub wspdtistniejgce schorzenia siatkdwki, zapalenie btony naczyniowej i/lub naczyn
siatkowki, paraneoplastyczne retinopatie, jaskre, cukrzyce oraz osoby przewlekle przyj-
mujace steroidy i/lub leki immunosupresyjne. Wsréd badanych nie wystepowaty zadne
ogolnoustrojowe schorzenia o podtozu autoimmunizacyjnym.

Grupe kontrolng stanowito 50 og6lnie zdrowych osob odpowiednio dobranych pod
wzgledem wieku i pici, bez zmian zwyrodnieniowych w plamce oraz bez zadnych in-
nych wspdtistniejgcych przewlektych chordb narzadu wzroku. Grupe te wytoniono spo-
§rod chorych operowanych z powodu zaémy starczej. Obejmowata ona 20 mezczyzn
(40%) i 30 kobiet (60%) w wieku od 53-91 lat; $redni wiek 75,2 roku.

We wszystkich przypadkach przeprowadzono wstepne badanie okulistyczne, ktore
obejmowato ocenge BCVA, przedniego odcinka i dna oka, CRT mierzongprzy uzyciu op-
tycznej koherentnej tomografii (optical coherence tomography - OCT) oraz angiografie
fluoresceinowg (FA), a w wybranych przypadkach angiografie indocyjaninowg (indo-
cyanine green angiography - ICGA). Kontrolne badania okulistyczne byty przeprowa-
dzane w odstepach comiesiecznych i obejmowaty wszystkie parametry badania wyj-
Sciowego z wyjatkiem badan angiograficznych. Leczenie doszklistkowymi iniekcjami
bewacizumabu (Avastin, 1,25 mg) obejmowato dwie fazy: faze "nasycajacq”, podczas
ktorej kazdy chory otrzymywat trzy kolejne iniekcje bewacizumabu w odstepach comie-
siecznych, i faze "podtrzymujacg”, w ktorej decyzje o podtrzymaniu lub zawieszeniu
leczenia opierano na wyniku BCVA i CRT.

Obecnos¢ PPS w surowicy oznaczano metodg immunofluorescencji posredniej (indi-
rect immunofluorescence test - IIF) przy uzyciu standardowego substratu tkankowego -
skrawkéw mrozakowych prawidtowej siatkowki matpiej (Euroimmun, Lubeka, Niemcy)
oraz poliwalentnej koziej surowicy antyglobulinowej (anti-human IgAGM) zwigzanej
z fluoresceing (Euroimmun, Niemcy) jako wtérnego przeciwciata. W przypadku stwier-
dzenia pozytywnej reakcji w obrebie naczyn krwionos$nych siatkéwki surowice badano
w kierunku obecnosci przeciwciat przeciwko komérkom $rddbtonka (anti-endothelial
cell antibodies - AECA) przy uzyciu skrawkdéw mies$nia ledzwiowo-biodrowego matpy
i ludzkich komérek srdédbtonka zyty pepowinowej (human umbilical vein endothelial
cells - HUVEC) jako substratu.
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Autoprzeciwciata w surowicy oznaczano podczas badania wyjsciowego oraz nastep-
nie w odstepach comiesiecznych w dniu kwalifikacji do kolejnych doszklistkowych in-
iekcji bewacizumabu (Avastin). Okres obserwacji wynosit osiem miesiecy.

Wyniki

W badaniu wyjsciowym spos$rod 98 chorych z wysiekowa postacigAMD, w surowicy
94 (95,9%) wykazano obecno$¢ PPS, ktore wystepowaty w mianach od 1:40 do 1:5120.
W badanej grupie chorych najwyzsze miana PPS odnotowano u chorych z obustronng
CNV (n = 10) (1:160-1:5120). W surowicy chorych z obecnoscig CNV w jednym oku
oraz druz miekkich i/lub przegrupowan barwnika na poziomie RPE w oku towarzysza-
cym (n = 54) miana krazgcych PPS wahaty sie od 1:80 do 1:640. W przypadkach z tarczo-
watablizngw jednym oku i czynng CNV w oku towarzyszacym (n = 30) PPS wystepowa-
ty w mianach od 1:40 do 1:160. W grupie kontrolnej PPS wystepowaty w 32% surowic,
aich miana wahaty sie od 1:10 do 1:40 (p = 0,0000). W grupie chorych na AMD zidenty-
fikowano piec¢ roznych idiotypdw PPS, podczas gdy grupa kontrola wykazata cztery typy
immunofluorescencji. Réznice w rozktadzie idiotypéw PPS w surowicy chorych na AMD
i w grupie kontrolnej byty istotne statystycznie (p = 0,0000). W 61,2% badanych surowic
stwierdzono wiecej niz jeden typ immunofluorescencji, podczas gdy w grupie kontrolnej
mnogos$¢ PPS stwierdzono tylko w 15% surowic.

Ze wzgledu na wystepowanie mnogosci idiotypéw PPS w badanych surowicach dla
utatwienia interpretacji uzyskanych wynikéw oraz monitorowania zachowania sie tych
autoprzeciwciat w okresie prowadzonej obserwacji w kolejnych badaniach kontrolnych
analizie poddano tylko te PPS, ktére w wyjsciowym badaniu wystepowaty w najwiek-
szym, maksymalnym mianie (PPSn&) bez rozrdzniania ich idiotypéw.

W badaniu wyjsciowym wykazano dodatnig istotng statystycznie zaleznos¢ pomie-
dzy mianem PPSnaxw surowicy chorych na AMD a wielkoScig CNV oceniang w FA
(p = 0,0000) oraz CRT mierzongw OCT (p = 0,0000). Ponadto wykazano istotng staty-
stycznie korelacje pomiedzy $rednim mianem PPSnaxa typem CNV (p = 0,0002). Odno-
towano takze istotng zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig i zaawansowaniem zmian zwy-
rodnieniowych w plamce, ocenianych jako $rednica CNV i CRT amnogoscig idiotypow
krazagcych PPS, przy czym wzrost liczby idiotypow PPS w surowicy powyzej trzech nie
wptywatjuz istotnie na wzrost nasilenia klinicznych objawow aktywnosci CNV.

U 30 (30,6%) chorych na AMD w tescie IIF przy uzyciu siatkéwki matpiej jako sub-
stratu stwierdzono reakcje badanych surowic z naczyniami krwionosnymi siatkdwki. 11F
wykonane z zastosowaniem komérek HUVEC oraz komdrek miesnia ledzwiowo-bio-
drowego matpy potwierdzity obecnos¢ AECA we wszystkich 30 badanych surowicach
w mianach od 1:10 do 1:320. W grupie kontrolnej AECA wykazano tylko w 9 przypad-
kach (18%), a miana tych autoprzeciwciat wahaty sie od 1:20 do 1:80. Przeprowadzona
analiza statystyczna nie wykazala istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy wyste-
powaniem AECA w surowicy chorych na AMD a cechami klinicznej aktywnosci CNV.

W okresie oSmiomiesiecznej obserwacji odnotowano obnizanie sie poziomu PPSna
w surowicy chorych na AMD w wyniku zastosowanego leczenia doszklistkowymi
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iniekcjami bewacizumabu. Juz w pierwszym miesigcu od wigczenia leczenia pojawit sie
istotny statystycznie spadek miana PPSnax (p = 0,006), jak réwniez w tym okresie obser-
wowano najwiekszg dynamike obnizania poziomu PPSnax ktdra wynosita Srednio 58%.
W drugim miesigcu obserwacji réwniez stwierdzono istotny spadek miana krazacych
PPSna (p = 0,009), a dynamika spadku miana PPSnax byta réwniez wysoka i wynosita
Srednio 49%. W trzecim miesigcu od rozpoczecia leczenia miana PPSnaxzmniejszylty sie
Srednio 0 21% w poréwnaniu do poprzedniego badania (p = 0,01). W kolejnych bada-
niach kontrolnych (IV-VII1) dynamika zmian poziomu PPSnaxw surowicy wyraznie sie
zmniejszyta, a srednie zmiany miana PPSnaxbylty nieistotne statystycznie.

W okresie prowadzonej obserwacji po pierwszej doszklistkowej iniekcji bewacizu-
mabu wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy obnizaniem sie¢ miana PPSna
w surowicy aredukcjg CRT. Od drugiej do ostatniej kontroli zachserwowano, iz spadek
poziomu tych autoprzeciwciat wigzat sie z poprawa funkcji leczonego oka.

We wszystkich badaniach kontrolnych, z wyjatkiem badania V11, analiza statystycz-
na wykazata istnienie dodatniej korelacji pomiedzy wzrostem miana PPSnaxw surowicy
a kwalifikacjg chorego do kolejnej doszklistkowej iniekcji bewacizumabu w fazie "pod-
trzymujacej” leczenia.

W okresie obserwacji w surowicy 34 (34,7%) chorych odnotowano pojawienie sie
nowych idiotypdw PPS. Nie wykazano jednak zaleznosci pomiedzy pojawianiem sie
krazacych PPS de novo a charakterystykakliniczng zmian w plamce.

Whnioski

1. Obecno$¢ krazacych PPS w surowicy u 95,9% chorych z wysiekowgpostacigAMD
wskazuje na istotny udziat autoimmunoagresji w patomechanizmie tego schorzenia.

2. Miano krazacych PPSnmaxkoreluje z nasileniem zmian zwyrodnieniowych w plam-
ce u chorych z wysiekowg postacig AMD; wyzsze miana PPSnaxwystepuja w przypad-
kach z wiekszym obrzekiem siatkdwki, wiekszg Srednicg CNV oraz nizszg BCVA.

3. Ztozony profil idiotypowy PPS u 61,2% chorych moze odzwierciedla¢ udziat
wielu czynnikéw uszkadzajacych, dziatajgcych na réznym poziomie siatkdwki; nie ma
zaleznosci pomiedzy swoistoscig antygenowa tych autoprzeciwciat a zaawansowaniem
wysiekowego AMD.

4. Leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin) prowadzi do
zmniejszenia miana krazacych PPSnmax dynamika ta jest najwieksza w fazie "nasycaja-
cej” leczenia.

5. Obnizanie sie miana PPSnaxw surowicy chorych na AMD podczas prowadzonego
leczenia koreluje z poprawg BCVA oraz redukcjg CRT, a zaleznosci te sg najsilniej wy-
razone w fazie "nasycajacej” leczenia.

6. Oznaczanie w surowicy chorych z wysiekowgpostacig AMD krazacych PPS moze
by¢ cennym parametrem aktywnos$ci choroby. Przeciwciata te moga petnic role biomar-
kera wysiekowej postaci AMD oraz moga stuzy¢ monitorowaniu leczenia doszklistko-
wymi iniekcjami anty-VEGF.



9. ABSTRACT

Background

Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of blindness in people
over the age of 50 years in developed countries. Despite world-wide experimental and
clinical studies, the pathogenesis of AMD still remains unclear. Several studies have im-
plicated that hyperactivity and autoimmunity of the complement system against retinal
antigens might be important in the disease process and progression. It has been known
that ocular diseases in which inflammatory and autoimmune components play an im-
portant role, may be associated with the presence of circulating anti-retinal autoantibod-
ies (ARA). Although the presence of serum ARA in patients with AMD has previously
been reported, their precise role in the pathogenesis of the disease is not completely
understood. Further search for optimal serum biomarkers of AMD, which might reflect
disease activity and aid in monitoring treatment, especially in difficult cases, is under
investigations.

Aim

The aim ofthis study was to assess the presence and profile of serum ARA in patients
with exudative AMD, and to establish the correlation between the idiotypes and levels
of ARA and disease activity. A second aim was to determine changes in ARA levels
during intravitreal bevacizumab (Avastin, Roche) therapy and to assess the correlations
between circulating ARA and the clinical parameters of disease activity, notably best
corrected visual acuity (BCVA) and central retinal thickness (CRT). This study also at-
tempts to determine whether ARA could act as serum biomarkers of the efficacy of anti-
-VEGF therapy.
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Material and methods

The study included 98 patients (108 eyes) with exudative AMD treated with in-
travitreal bevacizumab (Avastin). There were 38 males (39%) and 60 females
(61%) aged 55-93 years; mean age: 76 years. No previous treatment for AMD
was performed in any patient included in the study. Exclusion criteria included: other
retinal diseases, uveitis and/or retinal vasculitis, paraneoplastic retinopathies, glaucoma,
diabetes and diabetic retinopathy, and systemic steroid and/or immunosupressive medi-
cation. None of the patients had an associated autoimmune systemic disease. Fifty age-
and sex-matched healthy subjects with no history of AMD or any chronic eye disease,
requiring surgery for age-related cataracts served as controls. The control group con-
sisted 0f 20 males (40%) and 30 females (60%) aged 53-91 years; mean age: 75.2 years.

Baseline examination in all cases included BCVA, slit lamp and fundus examination,
OCT, and fluorescein angiography (FA); indocyanine green angiography (ICGA) was
performed in selected cases. Follow-up were performed monthly and was the same as
the baseline examination, except for angiography. All patients were treated with intra-
vitreal bevacizumab (Avastin) 1.25 mg every four weeks during the first three months
(a“loading” phase) and then the decision concerning reinjection was based on the results
of BCVA and OCT (a “maintainance” phase).

In all patients serum ARA were determined using indirect immunofluorescence (IIF)
on frozen sections of normal monkey retina as antigens substrate and fluorescein iso-
thiocyanate - labelled goat’s anti-human IgAGM serum as the secondary antibody (Eu-
roimmun, Lubeck, Germany). The sera of patients with a positive reaction within retinal
vessels, were evaluated for the presence of anti-endothelial cell antibodies (AECA) on
iliopsoas muscle sections and on human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) as
substrates. Serum autoantibodies were detected at the beginning of the study and then
immunohistochemical studies were repeated at 4 weekly intervals independently on the
need to reinject. The total follow-up was 8 months.

Results

At baseline examination, 94 (95.5%) of the 98 patients with exudative AMD were
positive for ARA at titres ranging from 1:40 to 1:5120. The highest titres were found in
patients with bilateral CNV (n = 10) (1:160-1:5120). In patients with CNV in one eye
and soft drusen and/or RPE disturbances in the other (n = 54) titres ranged from 1:80-
1:640. In cases with a disciform scar in one eye and CNV in the other (n = 30), ARA were
detected in titres ranging from 1:40 to 1:160. In the control group ARA were present in
32% of cases ranging from 1:10 to 1:40. The differences between the presence of and
titres levels of ARA in patients with AMD and controls were statistically significant
(p = 0.0000). In the AMD group five idiotypes of ARA were observed, while control
sera demonstrated four staining patterns of reactivity against retinal tissue. Differ-
ences in ARA idiotypes in AMD and controls were statistically significant (p = 0.0000).
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The sera 0f 61.2% patients with AMD showed more than one immunofluorescence type,
while in control group the complexity of ARA idiotypes was observed only in 15%. Dur-
ing the follow-up period in patients whose sera were positive for more than one ARA
idiotype, only that which occurred at the highest titres at the baseline examination was
further evaluated (ARA__ ).

At the baseline examination a positive correlation was found between titres of
ARAnmax and the diameter of CNV measured by FA (p=0.0000), and CRT assessed by
OCT (p = 0.0000). A statistically significant correlation was noted between mean titres
of ARAmax and the morphology of CNV (p = 0.0002). A positive correlation was also
found between CNV diameter, CRT and the complexity of circulating ARA, however,
the number of serum ARA idiotypes above three did not significantly influence disease
activity.

In 30 patients (30.6%) IIF on frozen sections of normal monkey retina showed the
presence of reaction within retinal vessels. IIF testing performed on monkey iliopsoas
muscle and HUVEC cells confirmed the presence of AECA in these patients at titres
ranging from 1:10 to 1:320. In the control group AECA were present in only 9 sera
(18%), with titres ranging between 1:20 and 1:80. Statistical analysis did not show any
significant correlation between the presence of AECA and activity of maculopathy.

During eight months of the follow-up a reduction of serum ARAmax titres was
found. One month after the first injection a statistically significant decrease of AR Amax
(p = 0.006) was noted, with changes in levels that achieved 58% as compared with the
baseline examination. At the second follow-up a significant reduction of serum ARA
titres was also observed (p = 0.009) with changes in levels assessed as 49%. At the end
of the “loading” phase of therapy, the mean reduction of serum ARAmax titres was 21%
as compared with the previous levels (p = 0.01). At further follow-ups (1V-VIII) the
changes in circulating ARAmax decreased significantly but the mean reduction was not
statistically significant.

During the follow-up after the first injection a significant correlation was noted be-
tween the decrease of serum ARA __ titres and reduction of CRT. At follow-ups 11-V1II
the decrease in circulating ARA _ titres correlated with improvement of BCVA.

In all follow-ups, except no. VI, statistical analysis showed a positive correlation be-
tween increase of serum ARA  and the intravitreal reinjection of bevacizumab during
the “maintainance” phase of therapy.

During the follow-up new idiotypes of ARA were detected in 34 (34.7%) of sera. No
correlation was found between serum ARA that occur de novo and clinical activity of
the disease.

Conclusions

1. The presence of serum ARA in 95.9% patients with exudative AMD indicates the
involvement of an autoimmune mechanism in the disease process.

2. Serum levels of ARAnax correlate with the degree of AMD activity; higher titres
being present in patients with more severe macular edema, large diameter CNV, and
lower levels of BCVA.
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3. The presence of circulating ARA idiotypes complexity in 61.2% ofpatients reflects
the involvement of many factors acting at various levels ofretinal tissue, but no correla-
tion was found between ARA idiotype and disease activity.

4. Intravitreal injection of bevacizumab (Avastin) reduce serum levels of ARA
with the greatest dynamics of deduction of titres being observed during the “loading”
phase of therapy.

5. Reduction of serum ARA__ levels in patients with exudative AMD during anti-
-VEGF therapy correlates with improvement of BCVA and decrease in CRT, particularly
during the “loading” phase.

6. Analysis of circulating ARA reflects the activity of exudative AMD. These au-
toantibodies aid in monitoring anti-VEGF therapy, and are helpful in deciding on the
appropriate treatment regimen.
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10.1. Zgody Komisji Bioetycznej UJ CM na leczenia chorych z wysigkowa postacia
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem (AMD) doszklistkowymi iniekcjami
bewacizumabu (Avastin)

OlLodD/CO/ ifoo9 vp" m#s.0?.&00g>m

KOMISJA BIOETYCZNA UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO
31-010 Krakéw, ul. Jagielloriska 10 tel./fax: 012 431-26-59

Krakéw, 19 sierpnia 2008 r.

DK/KB/CM-0031/54-32008/~

Whnioskodawca:

Dr hab. n. med. Bozena Romanowska - Dixon
Oddziat Kliniczny Kliniki Okulistyki

i Onkologii Okulistycznej

Szpital Uniwersytecki w Krakowie

ul. Kopernika 18

31-501 Krakéw

Szanowna Pani Docent,

W nawigzaniu do wniosku z dnia 24.06.2008 r i pisma z dnia 30.07.2008 r. pragne
poinformowa¢ o wyrazeniu zgody przez Komisje Bioetyczng UJ na zastosowanie u 60
pacjentéw preparatu AVASTIN pozajego wskazaniami rejestracyjnymi.

Z powazaniem,



QULUDIOO/S<#/4/0.?

KOMISJA BIOETYCZNA UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO

31-010 Krakéw, ul. Jagielloriska 10 tel./fax: 012 431-26-59

Krakow, 26 luty 2009 .

DK/KB/CM-0031/223 /2009

Whnioskodawca:

Dr hab. n. med. Bozena Romanowska - Dixon
Oddziat Kliniczny Kliniki Okulistyki

i Onkologii Okulistycznej

Szpital Uniwersytecki w Krakowie

ul. Kopernika 18

31-501 Krakow

Szanowna Pani Docent,

W nawigzaniu do pisma z dnia 12.02.2009 r. pragne poinformowa¢ o wyrazeniu zgody
przez Komisje Bioetyczng UJ na objecie leczeniem doszklistkowymi iniekcjami
bevacizumabu (Avastin - Genetech) kolejnych 60 pacjentéw chorych na wysiekowa postaé
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem (AMD).

Z powazaniem,
Przewodniczacy



Krakéw, 30 wrzeénia 2010 r.
DK/KB/CM-0031/42010/ £19

Whioskodawca:

Dr hab. n. med. Bozena Romanowska - Dixon
Oddziat Kliniczny Kliniki Okulistyki

i Onkologii Okulistycznej

Szpital Uniwersytecki w Krakowie

ul. Kopernika 18

31-501 Krakow

Szanowna Pani Docent,

W nawigzaniu do pisma z dnia 30.06.2010 r. pragne poinformowac
o wyrazeniu zgody przez Komisje Bioetyczng UJ na objecie leczeniem
doszklistkowymi iniekcjami bevacizumabu (Avastin - Genetech)
kolejnych 60 pacjentéw chorych na wysiekowa posta¢ zwyrodnienia
plamki zwigzanego z wiekiem (AMD).

. Piotr Tho'

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu

Jagielloriskiego

ul. Jagielloriska 10

PL 31-010 Krakow

tel. +481121 422 04 11
wew. 349

tel./fax +48112) 431 26 59
kbet@cm-uj.krakow.pl

www.cm-uj.krakow.pl/kbet
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10.2. Wz6r zgody pacjenta z wysigkowa postacia zwyrodnienia plamki zwigzanego
z wiekiem (AMD) na leczenie doszklistkowymi iniekcjami bewacizumabu (Avastin)

Szpital Uniwersytecki w Krakowie
Klinika Okulistyki i Onkologii Okulistycznej UJ

(Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Bozena Romanowska-Dixon)
ul. Kopernika 38, 31-501 Krakdéw
Sekretariat: tel./fax. 012-424 75 63; tel. 012-424 75 40

ZGODA PACJENTA NA ZABIEG DOSZKLISTKOWEGO PODANIA LEKU
AVASTIN (BEWACIZUMAB)

I. DANE PACJENTA:

IMig i NAZWISKO PACTENTA .cveiiiiciiieceiees e

I1. INFORMACJA DLA PACJENTAWRAZ Z OBJASNIENIEM RYZYKA
ZABIEGU:

Przed udzieleniem przez Panig/Pana zgody na proponowany zabieg istnieje potrzeba
wyjasnienia, iz rozpoznano u Pani/Pana AMD - zwyrodnienie plamki zwigzane
z wiekiem. Zgodnie z zasadami wspdtczesnej wiedzy medycznej na temat tego
schorzenia, istniejgu Pani/Pana wskazania do wykonania zabiegu INIEKCJI DO CIALA
SZKLISTEGO LEKU AVASTIN.

Celem proponowanego zabiegu jest w szczegdlnoSci: zahamowanie procesu
chorobowego, zmniejszenie wielkosci zmiany chorobowej, oddalenie zagrozenia
utraty wzroku. Avastin jest inhibitorem czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego,
ktéry odgrywa kluczowa role w rozwoju wysiekowej postaci AMD. Obecnie lek jest
zarejestrowany do leczenia nowotworéw przewodu pokarmowego i brak jest wskazan
rejestracyjnych w schorzeniach okulistycznych. Jednak wyniki badan klinicznych
wskazujg na skuteczno$¢ doszklistkowych iniekcji tego leku w wysiekowej postaci
AMD.

Zaden lekarz nie jest w stanie zagwarantowaé petnego sukcesu zastosowanego leczenia
oraz catkowitego braku ryzyka zwigzanego z tym leczeniem. Ewentualne powiktania
zwigzane bezposrednio lub posrednio z proponowanym leczeniem moga m.in. polegaé
na wystapieniu: zapalenia wnetrza gatki ocznej, odwarstwienia siatkdwki, wylewu
krwi do komory ciala szklistego, uszkodzenia soczewki (rozw6j zacmy), wzrostu
ci$nienia wewnatrzgatkowego. Ciezkie, zagrazajace zyciu lub $miertelne powikfania
proponowanego Pani/Panu leczenia zdarzajg sie niezmiernie rzadko.



I11. OSWIADCZENIE PACJENTA O WYRAZENIU ZGODY NA DOSZKLI-
STKOWE PODANIE PREPARATU AVASTIN:

Os$wiadczam, iz:

1. zostatam/em szczeg6towo poinformowanal/y o rozpoznanym u mnie schorzeniu oraz
proponowanym mi zabiegu, wiem na czym ten zabieg ma polegac¢ i jaki bedzie jego
zakres i przebieg, jakijestjego cel i oczekiwany wynik oraz rokowania z nim zwigzane;

2. zostatam/em szczeg6towo poinformowanaly o ryzyku i EWENTUALNYCH
POWIKLANIACH zwigzanych z przeprowadzeniem zabiegu, zostatam/em
poinformowanaly jakie sgalternatywne mozliwosci leczeniarozpoznanego u mnie scho-
rzenia i mam $wiadomo$¢ zalet oraz wad proponowanego mi zabiegu, réwniez w po-
réwnaniu z tymi mozliwo$ciami;

3. miatam/em mozliwo$¢ zadawania pytan lekarzowi i przedstawienia mu swoich wat-
pliwodci, a na zadane pytania i przedstawione watpliwosci uzyskatam/em zrozumiate
i wyczerpujgce odpowiedzi oraz wyjasnienia;

4. zgadzam sie na przeprowadzenie zaproponowanego mi zabiegu;

5. zgadzam sie, aby zabieg zostat przeprowadzony w znieczuleniu miejscowym w try-
bie jednodniowym;

6. w historii mojej choroby oraz podczas wywiadu i przeprowadzonych badan ujawni-
tam/em wszystkie znane mi schorzenia i dolegliwosci i zarazem nie zataitam/em istot-
nych informacji dotyczacych mojego stanu zdrowia oraz przebytych choréb;

7. poinformowano mnie o koniecznosci odpowiedniego postepowania po przeprowa-
dzeniu zabiegu i zobowiazuje sie doktadnie przestrzegaé¢ zalecen pozabiegowych i wizyt
kontrolnych;

8. poinformowano mnie, ze AVASTIN nie jest lekiem zarejestrowanym do wstrzyknie¢
do komory ciata szklistego, ale wyniki prowadzonych badan klinicznych z zastosowa-
niem tego preparatu wskazujanajego skuteczno$¢ w leczeniu wysiekowej postaci AMD.

EWentualne UWagi PACIENTA: ..ottt ettt ene s

(data) (podpis pacjenta) (pieczed i podpis lekarza)



10.3. Wz6r zgody pacjenta na pobieranie krwi i monitorowanie w surowicy poziomu
przeciwciat przeciwsiatkbwkowych w okresie leczenia doszklistkowymi iniekcjami
bewacizumabu (Avastin)

Szpital Uniwersytecki w Krakowie
Klinika Okulistyki i Onkologii Okulistycznej UJ

(Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Bozena Romanowska-Dixon)
ul. Kopernika 38, 31-501 Krakéw
Sekretariat: tel./fax. 012-424 75 63; tel. 012-424 75 40

Imie i nazwisko pacjenta:
PESEL: .o

ZGODA PACJENTA NAPOBIERANIE KRWI | MONITOROWANIE
W SUROWICY POZIOMU PRZECIWCIAL PRZECIWSIATKOWKOWYCH
W OKRESIE LECZENIA DOSZKLISTKOWYMI INIEKCJAMI PREPARATU
AVASTIN (BEWACIZUMAB)

W zwigzku z moim udziatem w programie pt.: ,,Krazace przeciwciata przeciw-
siatkdwkowe jako immunologiczny marker wysiekowej postaci zwyrodnienia plamki
zwigzanego z wiekiem (AMD)” wyrazam zgode na pobieranie w czasie badan kontrolnych,
ktére bedg przeprowadzane w odstepach comiesiecznych, 3-5 ml krwi w celu oznaczania w
surowicy krazacych przeciwciat przeciwsiatkdwkowych.

(data i podpis pacjenta) (data i podpis lekarza prowadzacego badania)
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