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Abstrakt

Alzheimerova demence (AD) a diabetes mellitus 2. typu (DM2) jsou onemocnéni spojena
s vys§im vékem, kterd maji ve vSech industrializovanych zemich stoupajici prevalenci. AD
jeneurodegenerativni onemocnéni charakterizované progresivni ztratou kognitivnich funkci.
Jedna se o komplexni onemocnéni, na jehoz vzniku se podileji jak faktory genetické, tak
faktory vnéjSiho prostfedi. Nejvyznamnéjsim markerem spojovanym s touto nemoci je
rizikova alela €4 v genu pro APOE. Z poslednich celogenomovych asociaénich studii vzeslo
dalsich 10 kandidatnich genii, mezi kterymi se jako nejvyraznéjsi jevi minoritni alela G
polymorfismu rs744373 v genu BIN1. AD je spjatd s mnoha metabolickymi a imunitnimi
poruchami. Mezi zajmové markery se fadi i novy parametr visfatin, ktery muze pusobit jako
prozanétlivy cytokin. DM2 je chronické onemocnéni charakterizované zvySenou hladinou
krevni glukozy, které je zaroven charakterizované neurologickymi poruchami. U obou téchto
onemocnéni se vyskytuje velké mnozstvi metabolickych poruch. Mezi nejvyznamnéjsi
poruchu patii inzulinova rezistence.

Diplomové prace méa 2 casti — biochemickou a genetickou. Biochemicka cast prace
sleduje hladinu visfatinu u pacientti s AD a zdravych kontrol a sleduje, zda visfatin souvisi
s AD. V této c¢asti prace bylo vySetfeno celkem 103 osob (39 pacienti s AD a 64
odpovidajicich zdravych kontrol). VySetfeni zahrnovalo klinicko-biochemicka vysSetieni
glukézového a lipidového metabolismu, antropometrické vysetieni ke zjisténi zékladnich
antropometrickych rozmért a z nich vypocitanych indexd. Biochemické vySetieni
pro zjisténi hladiny visfatinu bylo provedeno z krevni plazmy v ramci multiplexové analyzy.
Vysledky ukézaly zvySenou hladinu visfatinu u pacienti s AD oproti zdravym kontroldm.
Vyss§i hladina visfatinu jako prozéanétlivého cytokinu pravdépodobné miize odrazet
chronicky zanét popisovany u AD. Vliv glukézové tolerance na hladinu visfatinu nebyl
prokazan.

Geneticka cast prace sleduje vliv rizikové alely €4 v genu pro APOE a minoritni alely G
polymorfismu rs744373 v genu BIN1 na antropometrické parametry a klinicko-biochemicka
vySetieni glukdzového a lipidového metabolismu. V této ¢asti prace bylo vySetteno celkem
1386 osob (417 pacienti s DM2, 335 Zen s gestacnim diabetem a 634 nediabetickych
jedincit). Vysetieni sledovaného souboru zahrnovala zdkladni antropometrické métend,
klinicko-biochemicka vysetfeni glukézového a lipidového metabolismu véetné glukdzového
toleran¢niho testu u nediabetickych jedincii a genetickou analyzu zaméfenou na kandidatni

geny pro AD (APOE, BIN1). Jako material pro genetickou analyzu byla pouzita DNA



izolovana z periferni krve. Frekvence rizikové alely €4 v genu pro APOE a minoritni alely G
polymorfismu rs744373 v genu BIN1 se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné nelisi. Byl
potvrzen vliv rizikové alely €4 v genu pro APOE na lipidovy metabolismus. Nositelé této
alely m¢li vyssi hladiny celkového a LDL-cholesterolu. U minoritni alely G polymorfismu
rs744373 nebyla souvislost se zkoumanymi parametry prokazana.

Diplomova prace piispéla k poznani genetického a biochemického pozadi AD a DM2.
V genetické ¢asti potvrdila jiz diive uvadény vliv rizikové alely €4 na lipidovy metabolismus,
Vv biochemické ¢asti odhalila novy rizikovy faktor — visfatin — jako pravdépodobného

ukazatele chronického zanétu mozku.

Kli¢ové slova: Alzheimerova demence, diabetes mellitus 2. typu, inzulinova rezistence,

visfatin, rizikova alela €4, polymorfismus genu BIN1



Abstract

Alzheimer’s disease (AD) and type 2 diabetes mellitus (T2DM) are aging-associated
diseases that have rising prevalence in all industrialized countries. AD is a neurodegenerative
disease characterized by progressive loss of cognitive functions. It is a complex disease
which formation involves both genetic factors and environmental factors. The most
important marker associated with this disease is the risk allele ¢4 in APOE gene. From the
latest genome-wide association study emerged another ten candidate genes. As the most
significant from those genes appears the minority G allele of rs744373 polymorphism in the
gene BIN1. AD is connected with many metabolic and immune disorders. To the markers of
interest belongs also the new parameter visfatin which can act as a pro-inflammatory
cytokine. T2DM is a chronic disease characterized by raised levels of blood glucose, which
is also characterized by neurological disorders. In the case of both of these diseases can be
found a large number of metabolic disorders. One of the most important disorders is insulin
resistance.

This thesis consists of two parts - the biochemical and genetic one. The biochemical part
of the thesis studies the visfatin level in patients with AD and healthly control and studies
whether visfatin is related to AD. In this part of the thesis has been examined 103 persons in
total (39 patients with AD and 64 appropriate healthy controls). The examination included
examinations of glucose and lipid metabolism, anthropometric examination to finding the
basic anthropometric dimensions and indices calculated from them. Biochemical
examination to finding the level of visfatin was performed from blood plasma within the
multiplex analysis. Results showed increased levels of visfatin in patients with AD compared
with healthy controls. The higher level of visfatin as a pro-inflammatory cytokine can
probably reflect the chronic inflammation described in AD. The influence of blood glucose
tolerance on the level of visfatin has not been proved.

The genetic part of the thesis studies the influence of the risk €4 allele in APOE gene and
minority allele G of polymorphism in the gene BIN1 on the anthropometric parameters and
clinical biochemistry examination of glucose and lipid metabolism. In this part of the thesis
were examined 1386 persons in total (417 patients with T2DM, 335 women with gestational
diabetes and 634 nondiabetic subjects). Examinations of the studied complex included basic
anthropometric measurements, clinical biochemistry examinations of the glucose and lipid
metabolism including glucose tolerance test in non-diabetic individuals and genetic analysis

focused on candidate genes for AD (APOE, BIN1). As a material for genetic analysis has



been used DNA isolated from peripheral blood. The frequency of the risk allele €4 in gene
for APOE and minor allele G of polymorphism rs744373 in gene BINL1 is not significantly
different between particular groups. There was confirmed the influence of the risk allele 4
in gene for APOE on lipid metabolism. The holders of this allele had higher level of the
overall and LDL-cholesterol. The correlation was not proved in the minor allele G of
polymorphism rs744373.

This thesis has contributed to the understanding of the genetic and biochemical
background of AD and T2DM. In the genetic part the previously presented influence of the
risk €4 allele on lipid metabolism has confirmed, in the biochemical part a new risk factor —

visfatin — was revealed as a likely indicator of chronic inflammation of the brain.

Keywords: Alzheimer's disease, type 2 diabetes mellitus, insulin resistance, visfatin, risk 4

allele, a polymorphism of the gene BIN1
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1. Uvod

Alzheimerova demence (AD) a diabetes mellitus 2. typu (DM2) jsou onemocnéni spojena
S vys$im veékem, kterd maji v evropskych a obecné ve vsech industrializovanych zemich stale
komplikace.

Alzheimerova demence patfi mezi nejcastéjsi priciny demenci. Postihuje piedevsim
populaci star$i 65 let. Je to onemocnéni, které¢ predstavuje utrpeni nejen pro samotného
pacienta, ale také pro ptibuzné a pecujici osoby. Spolu se stoupajici prevalenci rostou
i naklady na 1é¢bu a socialni sluzby spojené s prilbéhem onemocnéni.

V Ceské republice bylo v roce 2009 zaznamendno 123 194 piipadd AD
(www.alzheimer.cz, 12. 3. 2014), v celé Evropé pak bylo zaznamenano jiz 7,3 miliont
pripada (www.alzheimer.cz, 12. 3. 2014).

Diabetes mellitus 2. typu je dalsim z castych onemocnéni vy$siho véku a je
charakterizovano vysokou hladinou krevni gluko6zy, inzulinovou rezistenci a tzv. relativnim
nedostatkem inzulinu. Neléceny nebo pozdé 1éceny DM2 vede k celé fadé metabolickych
komplikaci, které invalidizuji pacienta a zhorSuji kvalitu jeho Zivota. Prevalence DM2 také
neustéle roste. V Ceské republice bylo v roce 2010 zaznamenéno pies 800 tisic osob trpicich
diabetem a naprosta vétsina z nich byli diabetici 2. typu (www.diabetickaasociace.cz, 20. 2.
2014 ). DM2 neni ale pouze problémem ¢eské populace, celosvétove se vyskytuje u 8,3 %
populace a je odhadovano, ze u dalSich 4 % populace nebylo onemocnéni jesSté
diagnostikovano (www.idf.org, 20. 2. 2014).

Asociaci AD a DM2 je v posledni dobé vénovana velka pozornost. Jednim z pojitek obou
onemocnéni je inzulinova rezistence. Zatimco u DM2 jde o rezistenci perifernich tkéani
k ucinku inzulinu, u AD jde o inzulinovou rezistenci samotné nervové tkané. Pro fadu
spole¢nych patogenetickych ryst byva nékdy AD nazyvéana ,diabetem mozku* nebo
,,diabetem 3. typu* (Starka, 2009).

Identifikace spole¢nych patogenetickych faktorti by mohla pomoci k ¢asnéjsi diagndze,
cilengjsi 1écbe, pripadné ke zmirnéni nasledkli onemocnéni a vyssi kvalité zivota pacientt.

Diplomova prace je rozd€lena na dvé ¢asti — biochemickou a genetickou. Biochemicka
Cast se zabyva novym biochemickym markerem visfatinem a jeho ptipadnou asociaci s AD.

Plazmaticky visfatin je prozanétlivy cytokin, ktery zvySuje riziko poSkozeni endotelidlnich

10



bun¢k diky zanétu a oxidativnimu stresu, nicméné jeho tiloha v rozvoji AD neni dosud
jednoznacéné popsana.

Geneticka cast prace se zabyva moznym vlivem rizikovych alel kandidatnich genti
pro AD na inzulinovou rezistenci. Prace byla zaméfend na rizikovou alelu €4 genu
pro apolipoprotein E (APOE) a na minoritni alelu G polymorfismu rs744373 v genu pro
bridging integrator-1 (BIN1). Gen pro APOE je doposud nejvyznamnéj$im genetickym
markerem spojovanym s AD, gen pro bridging integrator-1 je marker vychazejici
Z nejnoveéjsich celogenomovych asocia¢nich studii. BIN1 je po APOE povazovan za druhy

nejvyznamngjsi geneticky marker pro AD (Karch et al., 2012).
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2. Cile prace

Biochemicka ¢ast

Visfatin byl pGvodné popsan jako adipokin, tzn. jako latka aktivné se ucastnici
energetického metabolismu. Adipokiny jsou latky, které mohou prochazet pies
hematoencefalickou bariéru a jsou aktivni pfedevsim v hypotalamu. Ovliviiuji pocit sytosti
a hladu a odpovidaji za nutri¢ni stav organismu véetné pfijmu a vydeje energie. Adipokiny
také ovliviiuji inzulinovou senzitivitu.

V soucasnosti je vSak plazmaticky visfatin povazovan spiSe za prozanétlivy cytokin.
Zmény V jeho hladinach pravdépodobné odpovidaji za ztrdtu neurond, dysfunkci
vaskularniho endotelu v mozku a za zanét zprostfedkovany mikrogliemi.

Lze ptedpokladat, ze funkce visfatinu, at’ jako adipokinu nebo cytokinu, ma svou roli

Vv rozvoji AD a jeho hladiny budou u pacientli s AD odlisné od zdravych kontrol.

Cile biochemické ¢asti prace jsou nasledujici:
1. Zjistit hladinu visfatinu u pacientti s AD a u zdravych seniorskych kontrol.

2. Zjistit, zda se hladina visfatinu li§i v zavislosti na pohlavi a stupni gluk6zové tolerance.

Geneticka éast

Genetickd pozadi AD, DM2 i samotné inzulinové rezistence maji polygenni charakter,
navic je pravdépodobné, zZe se mohou vzajemné prolinat. Genetické pozadi AD ani DM2 ani
samotné inzulinové rezistence neni dosud zcela zndmé, a proto jsou stile hledany nové
genetické varianty, které by tuto mozaiku doplnily. Pokud je inzulinové rezistence jednim
ze spole¢nych znakli AD a DM2, pak lze predpokléadat, ze by rizikové alely v kandidatnich

genech pro AD mohly mit vliv i na inzulinovou rezistenci.

Cile genetické ¢asti prace jsou nasledujici:

1. Zjistit frekvenci polymorfismt rizikovych alel kandidatnich genti pro AD (APOE,
BIN1) u soubort s rizikem inzulinové rezistence (soubor pacienti s DM2 a soubor Zzen
s gestatnim diabetem).

2. Zjistit frekvenci polymorfismu rizikovych alel kandidatnich genti pro AD (APOE,
BIN1) u nediabetické populace.

3. Zjistit, zda rizikové alely kandidatnich genti pro AD (APOE, BIN1) asociuji

s inzulinovou rezistenci a porusenou glukdzovou toleranci.
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3. Literarni prehled

1.1 Alzheimerova demence

Alzheimerova demence (AD) je heterogenni multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz
patologii se podileji faktory genetické i1 faktory vnéjSiho prostiedi. Jednd se o komplexni
neurodegenerativni onemocnéni charakterizované patologickym ukladanim B-amyloidnich
peptidii a neurofibrilarnich klubek v mozku. Toto onemocnéni je nejcastéjSim typem
demence, které muze byt s UrCitosti potvrzeno az po smrti pacienta.

Onemocnéni zvané Alzheimerova demence bylo poprvé popsano roku 1907 némeckym
neuropatologem Aloisem Alzheimerem. Ten popsal vyskyt ,,zvlaStnich nedobytnych
tlustych bunék®, které se vyskytuji mezi béznymi mozkovymi bunikami — tzv. neurofibrilarni
klubka. Déle popsal formovani plaku v superiorni vrstvé mozkové kiiry. Ackoliv byly tyto
patologie popsany jiz dfive, Alois Alzheimer je povazovan za objevitele klinicko-
patologickych zmén, které doprovézeji pribéh onemocnéni spojenych s demenci (Ramirez-
Bermudez, 2012).

Hlavni slozku senilnich plakt tvofi B-amyloidni peptidy, které¢ jsou patologickym
potvrzenim piitomnosti AD. Tyto senilni plaky se nejprve objevuji v kortikalnich oblastech,
odkud se s postupem nemoci rozsiuji do ostatnich ¢asti mozku (Pimplikar, 2009).

B-amyloidovy peptid je slozeny z 3942 aminokyselinovych fetézcl. Forma slozena ze
42 aminokyselinovych fetézcli mnohem vice agreguje, byva spojena S patogenezi AD a tvofi
zaklad pro tzv. amyloidovou hypotézu (Sorrentino et al., 2014). B-amyloid vznika z (-
amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery je za normélnich okolnosti Stépen na
kratké rozpustné fragmenty, které¢ maji v CNS svoji vlastni neuroprotektivni roli. U AD je
tento prekurzorovy protein §tépen na delsi fragmenty, které koaguluji a polymeruji za tvorby
B-amyloidu. V okoli vzniklého proteinu dochazi k odumirani neuront a K projevim
sterilniho zanétu (Hardy and Selkoe, 2002).

Amyloidni hypotéza ptedpoklada dva mozné zptsoby hydrolyzy APP —amyloidogenni a
non-amyloidogenni  zptsob. Amyloidogenni hydrolyza je iniciovdna enzymem
B-sekretazou. Tu lze identifikovat pomoci aspartyl protedz, které St€pi extracelularni oblast
APP. Non-amyloidogenni hydrolyza je iniciovana enzymem a-sekretazou. Ta §tépi APP
pomoci domény B-amyloidu a brani tak vzniku tohoto prekurzorového proteinu (Sorrentino
etal., 2014).
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Patogenni role f-amyloidu v AD byla jiz nékolikrat prokdzana. Mutace v APP nebo
v genech pro preseniliny (PSEN1, PSEN2) vedou k nadmérné expresi B-amyloidu a jsou
spojeny s familiarni formou AD. B-amyloidovy peptid ma rizné cytotoxické ucinky:
ovlivituje mitochondridlni redoxni aktivitu, kterd zvySuje produkci volnych radikald,
poskozuje intracelularni vapnikovou homeostazu, indukuje tvorbu selektivnich vapnikovych
kanalii, zvySuje Gc¢inky jinych toxickych latek atd. (Sorrentino et al., 2014). Pokud je B-
amyloid pfitomen v nadmérné mife, mize zpisobovat kognitivni poruchy typické pro AD.
Nékteré studie ukazuji, Ze na patofyziologické zmény, které vedou k AD, nemaji vliv
amyloidni plaky, ale rozpustné slozky f-amyloidu (Morley and Farr, 2014).

AD je také charakterizovana ukladanim neurofibrilarnich uzlika (klubek) v postizeném
mozku. Tyto uzliky vznikaji diky nadmérné fosforylaci tau proteinu. Nejprve se vyskytuji
V limbickém systému mozku a s postupem nemoci se §ifi do mozkové kiry. Neurony, které
obsahuji tyto uzliky, podléhaji apoptoze (Pimplikar, 2009).

Strukturni studie spolecné€ s objasnénim signalnich kaskad spojenych s neurodegeneraci
vedou Kk vytvofeni tzv. tau hypotézy zalozené na konceptu, Ze nadmérna fosforylace tau
proteinu ptedstavuje finalni krok k patogenezi AD a ze tento fenomén ptredchazi rozsifené
nervové degeneraci (Maccioni et al.,, 2010). AD koreluje s rostoucim pocétem

neurofibrilarnich klubek, a tedy i s nadmérnou fosforylaci tau proteinu.

Obr. 1 Neurofibrilarni klubka a senilni plaky na histologickém fezu mozkovou tkani
(http://www.emoryhealthsciblog.com/tag/pathology/)
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1.1.1 Epidemiologie AD

Prevalence (pocet ptipadii onemocnéni v celé¢ zkoumané populaci) AD neustale stoupa,
a to hlavné diky starnuti populace. V roce 2001 dosahovala globalni prevalence AD u jedinct
ve véku 65 let a vice 24 milionu ptipadi a bylo predikovano, Ze se tento pocet kazdych 20 let
zdvojnasobi (Ferri et al., 2005; Reitz et al., 2011). Je tedy odhadovano, ze v roce 2040 bude
AD trpét vice jak 80 miliond pacientt.

Ptredpokladany nartist ptipadi AD je pticitan rostoucimu poctu starSich lidi, a to zejména
V zemich s nizkymi ¢i stiednimi pfijmy. Ocekava se tedy, ze narast poctu lidi trpicich AD se
mezi lety 2001-2040 zvysi o 80-190 % v Evrop¢, Severni Americe a vV Pacifiku, zatimco
v Latinské Americe, Indii, Cing, severni Africe a v zemich Blizkého vychodu prudce stoupne
o vice jak 300 % (Hampel et al., 2011).

Obecné lze fici, ze se AD c¢astéji vyskytuje u Zen nez u muzt (Thies and Bleiler, 2013;
Nahid et al., 2007). Primarn¢ je tento jev vysvétlovan tim, ze se zeny v pruméru dozivaji
vyssiho véku nez muzi, a proto maji delsi ¢asové obdobi, kdy se toto onemocnéni miize
rozvinout. Nékteré studie vSak neuvadéji vyznamny rozdil v prevalenci mezi pohlavimi
(Gatz et al., 2003; Fitzpatrick et al., 2004). Podle tiskové zpravy Alzheimer Europe
z 13. ¢ervence 2009, ktera shrnuje vysledky projektu EuroCoDe (European Collaboration on
Dementia) financovaného Evropskou komisi a koordinovaného evropskou asociaci
Alzheimer Europe (Tab.1), jsou pocty lidi s demenci vyssi, nez se doposud predpokladalo
(www.alzheimer.cz, 12. 3. 2014). Podle tohoto vyzkumu se v roce 2009 v Evropé

vyskytovalo 7,3 miliont pacientd postizenych AD .

Tab. 1 Prevalence demence v Evropé podle projektu EuroCoDe (2009)

muzi Zeny
vék EuroCoDe EURODEM EuroCoDe EURODEM
30-59 0,16 % 0,09 %
6064 0,2 % 1,58 % 0,9 % 0,47 %
6569 1,8% 2,17 % 14% 1,10 %
70-74 3.2% 4,61 % 3,8% 3,86 %
75-79 7,0 % 5,04 % 7,6 % 6,67 %

80-84 14,5 % 12,12 % 16,4 % 13,5 %
85-89 20,9 % 18,45 % 28,5% 22,76 %
90-94 29,2 % 32,10 % 44,4 % 32,25 %

95+ 32,4 % 31,58 % 48,8 % 36,00 %
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Z vyse uvedené prevalence je mozné odhadnout, ze v roce 2009 bylo v Ceské republice

123 194 pacientt trpicich AD (www.alzheimer.cz, 12. 3. 2014).

1.1.2 Diagnostika a symptomy AD

Diagnostikovat AD je velmi problematické diky nespecifi¢nosti biologickych markert
doprovazejicich toto onemocnéni. Jedinou spolehlivou metodou, kterd potvrzuje tuto
diagnozu, je histologické vySetieni mozkové tkané€, které je mozné provést pouze post
mortem nebo pomoci biopsie mozku (Alloul et al., 1998). V praxi jsou pacienti vySetiovani
a diagnostikovani na zakladé fyzickych testll, rodinné anamnézy, systematického stanoveni
psychického stavu za pouziti specifickych kognitivnich a psychologickych testi, ptipadné
za pomoci magnetické rezonance.

AD ma pozvolny nastup nasledovany progresivnim poklesem kognitivnich,
behavioralnich a motorickych funkci. Mezi prvni ptiznaky AD patii zhorSena schopnost
zapamatovat si nové informace. K tomuto symptomu dochézi diky odumirani neuronti, které
lezi v oblasti podilejici se na formovani kratkodobé paméti (Thies and Bleiler, 2013). Jak
dochazi k selhavani synapsi a kK odumirani neurond, za¢nou se objevovat dalsi ptiznaky
spojené s touto chorobou: neschopnost fesit problémy a pracovni ukoly, ztrata schopnosti
orientovat se v Case a prostoru, problémy s psanim a vyslovnosti nékterych slov, zmény nalad
atd.

V c¢asnych stadiich mohou pacienti vykazovat pfiznaky deprese. V pozd¢jsich stadiich se
mohou objevovat behavioralni a psychiatrické problémy, jako jsou neklid, agresivita nebo
halucinace (Alloul et al., 1998). S postupem nemoci potiebuje pacient pomoci se zakladnimi
aktivitami b&zného Zivota, jako jsou pomoc pii osobni hygiené, oblékani, stravovani.
V zavérecné fazi ztraci pacient schopnost komunikovat, poznat svoje blizké, dochézi
k poklesu motorickych funkei, kdy pacient ztraci schopnost se samostatné pohybovat a je

tedy odkazan na nepfetrzitou péc¢i (Thies and Bleiler, 2013).

1.1.3 Negenetické rizikové faktory AD
Mezi negenetické rizikové faktory, které mohou predchizet vzniku AD, patii:
cerebrovaskularni onemocnéni, vyssi hladiny krevniho tlaku, diabetes mellitus 2. typu,

nadmérna télesnad hmotnost, poranéni mozku, metabolicky syndrom a deprese.
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Zmény, ke kterym dochézi béhem infarktu nebo mrtvice (cerebrovaskularni onemocnéni),
mohou zvySovat riziko vzniku nésledné demence. Pendlebury a Rothwell ve své studii
uvadeji, Ze se u 7,4 % pacientql, kteti prod€lali mozkovou mrtvici, nasledné rozvinula i AD
(Pendlebury and Rothwell, 2009). Mrtvice muze vést k pfimému poskozeni ¢asti mozku,
které ovliviiuji pamétové funkce. Muze také zvySovat ukladani B-amyloidu, coz vede
ke zhorSovani kognitivnich funkci. Nasledna snizena perfuze mize vést ke zvySené expresi
cyklin-dependentni kinazy 5 (CDKS5), ktera je asociovana s neurotickou apoptdzou
(Weishaupt et al., 2003).

Uvadi se, Ze hypertenze mlize zvySovat riziko nastupu AD diky snizovani cévni celistvosti
hematoencefalické bariéry vyustujici v Gnik proteind z cévniho fecisté do mozkové tkané
(Kalaria, 2010). Se zvysujicim se vékem se efekt zvySeného krevniho tlaku, jakoZzto
rizikového faktoru AD, snizuje a mlize pusobit obracené, tj. jako protektivni faktor (Reitz et
al., 2011).

Diabetes mellitus 2. typu (DM2) mize az dvojnasobné zvysovat riziko vzniku AD (viz
dale). Nekolik studii hodnotilo vzajemny vztah mezi metabolickym syndromem jako celku
a jako rizika pro propuknuti AD nebo pro snizeni kognitivnich schopnosti. Nékteré tyto
studie prokazaly pozitivni asociaci mezi ptitomnosti tohoto syndromu a kognitivni dysfunkci
(Raffaitin et al., 2009; Yaffe et al., 2009; Solfrizzi et al., 2011). Dale bylo prokazano, ze
metabolicky syndrom je také rizikovym faktorem pro neurologickd onemocnéni, jako jsou
mrtvice a deprese, stejné tak jako pro demenci a AD. Je zfejmé, ze vSechny bunécné a
biochemické zmény (poskozeni funkce endotelidlnich bunék, abnormality v metabolismu
esencialnich mastnych kyselin, zmény v signalizaci inzulinu a leptinu) pozorované u
metabolického syndromu mohou pfedstavovat patologické spojeni mezi timto syndromem a
riznymi neurologickymi poruchami (Farooqui et al., 2012).

Vztah mezi télesnou hmotnosti a jejim vlivem na kognitivni poruchy a na vznik demence
je tizen centréalni obezitou (Whitmer et al., 2008). Propuknuti AD zévisi také na véku, ve
kterém je obezita namétena (Gustafson et al., 2009). Nekteré studie uvadéji, ze prili§ nizka,
ale 1 ptili§ vysoka télesnd hmotnost mohou pusobit jako rizikové faktory pro vznik demence.
Ukazuji tedy tzv. U-shaped vztah mezi hmotnosti a kognitivnimi poruchami. Pomoci meta-
analyzy bylo zjiSténo, ze obezita (podle hodnoceni BMI) zvysuje riziko propuknuti AD
0 59 % (Profenno et al., 2010).

K symptomiim deprese dochazi v 40-50 % pftipadi pacientd s AD. Kontrolni studie

prokazala, Ze riziko vyskytu AD se zvySuje u pacientl trpicich depresemi (Jorm, 2001).
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Studie Beckera vSak propojeni mezi AD a zménami nalad neprokazala (Becker et al., 2009).
Ke zvySenému riziku propuknuti AD dochazi i po traumatech vzniklych pfi poranéni mozku

(Reitz et al., 2011).

1.1.4 Genetickeé rizikové faktory AD

95 % pacientd, ktefi trpi touto chorobou, jsou starSi 65 let, tzn. maji pozdni nastup
demence (late-onset AD). U zbylych 5 % pacient s AD se tato nemoc zacne projevovat jiz
mezi 40-50 lety, tzn. maji ¢asny nastup demence (early-onset AD). Ob¢ tyto varianty AD
s rychlej§im tempem progrese nemoci. Kazda z téchto forem je asociovdna s rozdilnymi
genetickymi faktory (Reitz et al., 2011).

Casna forma AD tvofi 1-6 % viech piipadit AD. Mezi hlavni geny, které se podileji na
casné form¢ AD, patii: APP, PSEN1 a PSEN2.

B-amyloidovy prekurzorovy protein (APP) se nachédzi na 21. chromozomu a obsahuje
18 kodujicich oblasti. VéEtsina mutaci v genu pro APP se nachdzi ve $t€épnych mistech pro y-
sekretdzu nebo na transmembranové doméné exont 16 a 17. Dnes je znamo vice jak
30 mutaci v tomto genu, z toho ~25 je patogennich a ve vétsing piipadi vedou k ¢asné forme
AD (Vilatela et al., 2012).

Gen PSENL1 se nachazi na 14. chromozomu a obsahuje 12 koédujicich oblasti. Mutace
180 a tvoti 18-50 % ptipadl této formy nemoci. Pacienti s mutaci v tomto genu se projevuji
zhorsujici se demenci a parkinsonismem, avSak existuje jista fenotypova variabilita (Vilatela
etal., 2012).

Gen PSEN2 obsahuje 12 koédujich oblasti a mutace v tomto genu jsou vzacnymi piipady
u casné formy AD. Klinické projevy této mutace jsou atypické a nelze je jednoznacné
definovat (Vilatela et al., 2012).

Geneticky profil pozdni formy AD je mnohem komplexnéjsi neZz profil ¢asné formy,
predpoklada se typicka polygenni dédi¢nost, kdy se na rozvoji nemoci podili vétsi pocet genti
mensiho u¢inku. Dosud je jedinym prokazanym genem, ktery ptisobi jako rizikovy faktor
pozdni formy AD, gen pro apolipoprotein E (APOE), resp. alela €4 tohoto genu (Corder et
al., 1993, Vilatela et al., 2012). V roce 1993 bylo zjisténo, Ze produkt genu APOE ma
tendenci spojovat se s B-amyloidem, a Ze by tedy mohl ovliviiovat AD. Dale bylo zjisténo,

Ze U pacientu s pozdni formou AD je zvysena frekvence alely €4 (Corder et al., 1993).
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Gen pro APOE

APOE je lipoprotein slozeny z 229 aminokyselin, lezi na 19. chromozomu a obsahuje
4 kodujici oblasti. Jeho exprese probihda v mnoha tkanich, pfedevsim pak v jatrech a mozku
(Mahley et al., 2000). V mozku je APOE produkovan astrocyty a ve vétsi mite i mikrogliemi,
za ur€itych podminek i neurony. Podili se na transportu lipidQ, hraje dilezitou roli
v metabolismu cholesterolu udrzovanim jeho plazmatické homeostazy v neuronech (Vilatela
et al., 2012). Dale se podili na spravné distribuci lipidi béhem embryonalniho vyvoje CNS
a ucastni se regenerace perifernich nervu pfi jejich poSkozeni.

Kazdy jedinec nese dvé kopie APOE genu (jedna alela pochazi od matky a jedna od otce).
Jsou znamy tfi typy alel v genu pro APOE: €2, €3 a €4. Celkem tedy miiZe existovat Sest
moznych genotypi: €2/e2, €2/e3, €2/e4, €3/€3, €3/e4 a e4/e4. Jednotlivé izoformy enzymu,
oznacované E2, E3 a E4, se od sebe lisi pouze zaménou cysteinu a argininu na 112. a 158.
pozici proteinu (Weisgraber et al., 1981) a vlivem jejich efektu na riziko vzniku AD (Raber
etal., 2004). Frekvence jednotlivych alel ve zdravé evropské populaci jsou: 6,7-10,0 % (g2),
75,3-82,8 % (e3) a 7,5-15,6 % (e4) (McKay et al., 2011). Alela &4 je pfitomna u ~50 %
ptipadti pozdni formy AD ve srovnani s 20-25 % u kontrolnich jedinct. Pfitomnost jedné
alely €4 (varianta €4/x) zvySuje riziko vyskytu této formy 3x a mize urychlit nastup AD o 5—
10 let, ptfitomnost obou téchto alel (varianta €4/¢4) zvySuje riziko az 12x a miize urychlit
nastup AD o 10-20 let (Vilatela et al., 2012). Riziko vzniku AD klesa v souladu s genotypy
e4>¢e3 >¢2. Alela €2 muze pusobit jako protektivni faktor vzniku AD (Raber et al., 2004; Suri
etal., 2013).

Pritomnost €4 alely vSak neni postacujici podminka pro rozvoj AD, a proto pouze samotna
geneticka analyza genu APOE nemize byt pouZita pro diagnostiku tohoto onemocnéni.

Studie v soucasnosti naznacuji, ze pozdni forma AD je nejen vysledkem kombinaci
genetickych a environmentalnich faktorti, ale také epigenetickych abnormalit, jako jsou
zmény v DNA metylaci nebo v modifikaci histont (Tan et al., 2013). Tyto epigenetické
zmény se stavaji dileZitym faktorem v patogenezi AD a jsou dilezZité pro pochopeni
multifaktoriality AD.

Kromé genu APOE bylo v poslednich letech v celogenomovych asocia¢nich studiich
identifikovano dalSich 10 genti spojenych s pozdni formou AD: BIN1, CR1, CLU, PICALM,
MS4A4/MS4AGE, CD2AP, CD33, EPHA1 a ABCA7 (Hu et al., 2011; Kamboh et al., 2012).
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S AD jsou tyto geny spojovany v souvislosti s imunitni odpovédi (CLU, CR1, ABCA7,
MS4A, CD33 a EPHA1L), metabolismem cholesterolu (CLU a ABCA7) a synaptickou funkci
(PICALM, BIN1, CD33, CD2AP a EPHA1) (Karch et al., 2012).

Gen pro BIN1

BIN1 (bridging integrator-1) je vSudyptfitomny nukleoplazmaticky protein, ktery se
nachazi na chromozomu 2q14. Obsahuje 20 kodujicich oblasti, které se mohou vyskytovat
Vv riznych izoformach. Jeho exprese probiha hlavné v kosternim svalstvu a v mozku (Prokic
etal., 2014).

BIN1 je klicovym reguladtorem bunécnych d&ji zahrnujicich endocytézu nervovych
bunék, recyklaci membrany, regulaci cytoskeletu, opravu DNA, progresi bunééného cyklu a
bunécnou apoptézu. Polymorfismy tohoto genu jsou spojené s progresi rakoviny,
s nékterymi myopatiemi a s pozdni formou AD (Prokic et al., 2014).
tohoto genu interaguje s mikrotubuly tau proteinu a jeho zvySena exprese muze narusit
vesikuldrni synapticky transport nepropusténim tau proteinu skrz membranu. Tento proces
spojuje BIN1 s patogenezi AD prostiednictvim tau signalizace.

Nova data ukazuji, ze polymorfismy v genu pro BIN1 zvysuji riziko vzniku AD nejen tau
patologii, ale Ze se podili i na regulaci endocytdzy, imunity a zanétu, homeostazy vapniku ¢i
na apoptoze. Studie ukazuji, Ze jednonukleotidové polymorfismy genu pro BIN1 se na AD
podili 1,2 %, coz je druhy nejvyssi podil rizikového faktoru ovlivitujici AD po genu APOE
(Tan et al., 2013). Vyssi hladiny exprese tohoto genu jsou asociovany s pozdé&j$im nastupem
(late-onset) a s rychlejsim prabéhem AD (Karch et al., 2012). Produkt genu BINZ1 propojuje
mikrotubuly cytoskeletu pomoci bunééné membrany tubularnich membranovych struktur a
muize ovlivnit uspofadani hlavni patologické struktury mozku u AD — neurofibrilarnich
klubek (Meunier et al., 2009). Tento gen je také dilezity pro spravné fungovani cest
vedoucich k bunéénému starnuti a k apoptdze (Tan et al., 2013). Mezi nejvyznamnéjsi
jednonukleotidové polymorfismy v genu pro BIN1 patii polymorfismus rs744373, ktery je
od kodujici oblasti genu BIN1 vzdalen 30 kb. Minoritni alela G tohoto polymorfismu
koreluje s rychlosti poklesu kognitivnich funkci a s mirou progrese AD (Tan et al., 2013).
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Obr. 2 Vysledek celogenomovych asociac¢nich studii, polymorfismus rs744373 je nejsilngji
asociovan s AD (Hu et al., 2011)

1.1.5 Novy biochemicky marker — visfatin

Visfatin je protein, ktery je vysoce evolu¢né konzervovan a nachéazi se u vSech organismu
od baktérii po ¢loveka. Puvodné byl visfatin popsan jako adipokin v roce 2005 (Fukuhara et
al., 2005) a jeho nazev vyjadiuje piedstavu o dominantni produkci tohoto hormonu visceralni
tukovou tkani. Ukazalo se vSak, ze opravdu poprvé byl tento protein popsan jiz v roce 1994,
ale pod nazvem pre-B cell colony-enhancing factor (PBEF). Byl izolovan z lymfocytd
periferni krve a pojmenovan podle své schopnosti zvySovat u¢inky interleukinu-7 a Sertoliho
bunééného faktoru na tvorbu B-bunck. (Ognjanovic et al., 2001; Samal et al., 1994). Pozdé;ji
bylo zjisténo, ze se jednd o ten samy protein. Dnes je visfatin zndm také pod ndzvem
nikotinamid fosforybosyltransferaza (NAMPT) (Liu et al., 2012). NAMPT je enzym, ktery
zajiStuje syntézu nikotinamid adeninu dinukleotidu (NAD), je exprimovan v mnoha tkanich
a organech, napt. v mozku, jatrech, kostni dfeni, kosternim svalu a také v tukové tkani.

Visfatin se mtize nachdzet ve dvou odliSnych formach — jako intracelularni (iNAMPT)
nebo jako extracelularni (eNAMPT). Intraceluldrni visfatin mé pfedev§im funkci enzymu
pro syntézu NAD. Vyznam extraceluldrniho visfatinu neni jednozna¢né objasnén (Garten et
al., 2009). Nicmén¢ se piedpokladd, Ze extracelularni NAMPT je prozanétlivé plisobici
cytokin. Pravdépodobn¢ miize mit i funkci enzymu a syntetizovat NAD, ale diky nedostatku
ATP v extracelularnim prostoru je enzymatickd aktivita eNAMPT slaba (Liu et al., 2012).

Visfatin byva €asto spojovan s riznymi metabolickymi onemocnénimi. Je zndma jeho
schopnost napodobovat funkci inzulinu, snizuje glukézu v krvi a podporuje Uc¢innost
inzulinu. Nicméné neni prokdzana souvislost s inzulinovou senzitivitou métenou z laénych
hodnot inzulinu a glukézy ani euglykemickym hyperinzulinemickym testem (Al-Suhaimi et

al., 2013). Asociace visfatinu s obezitou je spiSe kontroverzni. Byly publikovany studie,
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které zjistily u obéznich jedinct jak vyssi hladiny visfatinu v plazmé (Mercader et al. 2008),
tak i1 snizené hladiny visfatinu (Li et al., 2006). Visfatin ma svou tlohu i vV imunitnich
onemocnénich, ptisobi jako prozanétlivy cytokin a je napf. vysoce exprimovan pii sepsi
(Romacho et al., 2013). Popsana byla také asociace s osteopordézou (Mochen et al., 2010).
Hladina visfatinu mize souviset i se stresem a vypovidat o odolnosti organismu vuci
onemocnénim spojenych s vys§im vékem (Yang et al., 2006). Piestoze starnuti samo o sobé
neni nemoc, zvysené plazmatické hladiny visfatinu mohou znamenat zhorSeny zdravotni
stav. Jakou souvislost ma plazmaticky visfatin s neurodegenerativnimi onemocnénimi vSak

zatim neni jednoznacné.

1.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je zavazné chronické onemocnéni, které je charakterizovano
vysokou hladinou glukézy v krvi — tzv. hyperglykémii. DM se projevuje absolutnim nebo
relativnim nedostatkem inzulinu. Chronickd hyperglykémie diabetu je asociovéna
s dlouhodobym poskozenim a naslednym selhanim nékterych organt, a to piedevsim ledvin,
o¢i, nervi, srdce a cév (American Diabetes Asociation, 2013).

Diabetes mellitus se déli do dvou zakladnich kategorii — diabetes mellitus 1. typu (DM1),
kdy nedochazi k tvorbé inzulinu, a diabetes mellitus 2. typu (DM2), kdy k tvorb¢€ inzulinu
sice dochazi, ale t€lo jej nedokaze efektivné vyuzit, coz vede K relativnimu nedostatku tohoto
hormonu. Dalsi mensi podskupinou je gestacni diabetes mellitus (GDM) a ostatni specifické
formy diabetu.

DM1 zahrnuje okolo 5-10 % ptipada diabetu. Nékdy je také prezdivan jako tzv. détska
forma diabetu. Jedna se o vysledek bunécné autoimunitni destrukce B-bunék pankreatu.
U nékterych pacientll, zvlasté u déti a adolescentd, je poprvé zaznamenan diky ketoacidoze.
V pozdéjsim stadiu zde neni z4dné nebo pouze mala sekrece inzulinu manifestovana nizkou
nebo nedetekovatelnou hladinou C-peptidu. Autoimunitni rozpad B-bunék ma genetické
predispozice, ale do jisté miry je zavisly i na environmentalnich faktorech (American
Diabetes Asociation, 2013).

DM2 zahrnuje okolo 90-95 % ptipada diabetu. Nékdy byva oznacovan jako non-inzulin-
dependentni (tedy nezdvisly na inzulinu) nebo jako ,,diabetes dospelych*. Produkce inzulinu
byva u DM2 ¢astecné zachovana, ale citlivost tkani vii¢i jeho plsobeni byva sniZena a

dochazi k tzv. inzulinové rezistenci a pacienti trpi relativnim nedostatkem inzulinu. Tito
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pacienti se Casto béhem své nemoci obejdou bez inzulinové 1écby. To se samoziejmé 1isi
u jednotlivych ptipadd DM2 (American Diabetes Asociation, 2013).

U DM2 nedochazi k autoimunitnimu odbouravani B-bunc¢k a pacienti nemaji stejné
pii¢iny vzniku tohoto onemocnéni jako pacienti s DM1. Pacienti s DM2 ¢asto trpi obezitou
a ta jiz sama o sob¢€ zpusobuje urcity stupen inzulinové rezistence. Pacienti, ktefi nejsou
obézni (byla u nich pouzita tradi¢ni kritéria pro ureni obezity), mohou mit ale zvySené
procento télesného tuku distribuovaného pievazné v biisni oblasti. K rozvoji ketoacidozy
dochazi spontanné, Casto v souvislosti se stresem zplisobenym jinym onemocnénim nebo
infekci. Inzulinovou rezistenci miize zmirnit redukce télesné hmotnosti nebo farmakologicka
1é¢ba hyperglykémie, ale malokdy dojde k jejimu Giplnému odstranéni (American Diabetes
Asociation, 2013).

Mezi specifické formy diabetu patii geneticka porucha B-bunck, genetickd porucha
inzulinové aktivity, onemocnéni exokrinniho pankreatu, endokrinopatie, Iéky vyvolany
diabetes atd. Gestacni diabetes mellitus byl definovan jako stupen glukézové intolerance
S nastupem nebo prvnim projevem bcéhem tchotenstvi. Gestacni diabetes mellitus byva
vétSinou piitomen pouze behem téhotenstvi a po porodu vymizi, u nékterych pacientek vSak
muze pretrvat a postupné prejit v DM2.

Hodnota hyperglykémie u DM2 se mize ménit v ¢ase v zavislosti na prub¢hu tohoto
onemocnéni. Spoustéci mechanismy diabetu mohou byt také pfitomny, aniz by
hyperglykémii zpisobovaly. Na druhou stranu vsak tyto mechanismy mohou zpisobovat
zvySeni hladiny glukézy a/nebo zhorsit glukézovou toleranci, aniz by byl diagnostikovan
diabetes. U nékterych pacientli s diabetem muize byt optimalni hladiny glukézy v krvi
dosazeno redukci télesné hmotnosti nebo ordlnim podavanim latek sniZujicich hladinu
glukozy. Tito pacienti nevyzaduji podavani inzulinu. Jini pacienti, pfestoZe maji zachovanou
zbytkovou sekreci inzulinu, vyZaduji jeho pfijem pro udrzeni optimalni hladiny glukézy. Bez
podani inzulinu vSak dokazi prezit. U pacientl s rozsahlou destrukci B-bunék a bez zbytkové
sekrece inzulinu je zapotiebi tento hormon dodat, jinak by tito pacienti zemieli (American

Diabetes Asociation, 2013).
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1.2.1 Epidemiologie DM2

Podle International Diabetes Federation (IDF) byl v roce 2012 u 8,3 % své&tové populace
diagnostikovan diabetes mellitus. Prevalence tohoto onemocnéni neustale stoupa a zacina
byt alarmujici (Tab. 2). Pfedpoklada se, Zze u dalSich 4 % svétové populace je diabetes
ptitomen, ale nebyl jesté diagnostikovan.

Také vzrustajici tendence k nadvaze a obezit¢ mezi mladymi lidmi je zneklidiujici:
27,5 % muzt a 34 % zen ve véku 20-39 let je obéznich (Flegal et al., 2010), 11,3 % dé&ti
ve véku 2-19 let je nad 97. percentilem co se ty¢e BMI (Ogden et al., 2008). V¢tSina lidi
s nadvahou nebo obezitou trpi také inzulinovou rezistenci. Neptiznivé zdravotni dusledky
nadvahy/obezity a inzulinové rezistence jsou dobie zdokumentovany — souvisi s DM2
a kardiovaskularnimi nemocemi. Dale mohou tyto dusledky zvySovat riziko vzniku

kognitivnich poruch a mohou tedy ptedchazet i vzniku AD (Profenno et al., 2010).

Tab. 2 Prevalence diabetu ve svété podle IDF (2012)

Oblast (Milion) (%)
Severni Amerika a Karibsk4 oblast 38 10,5
Jizni a Sttedni Amerika 26 9,2
Afrika 15 4,3
Sttedni Vychod a Severni Afrika 34 10,9
Jihovychodni Asie 70 8,7
Evropa 55 6,7
Zapadni Pacifik 132 8

Podle Diabetické asociace Ceské republiky bylo v roce 2010 v Ceské republice pres
800 tisic osob trpicich diabetem (Tab. 3). Od roku 1980 stoupl pocet diabetikii 2,5%. Pokud
by dale pocet diabetikli stoupal timto tempem, byl by v roce 2035 postizen touto nemoci

kazdy desaty obéan Ceské republiky.
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Tab. 3 Prevalence diabetu v Ceské republice podle Ustavu zdravotnickych informaci a
statistiky Ceské republiky (2010)

rok DM2 DM1 sekundarni DM DM celkem
2010 739859 55811 10560 806230
2009 717365 55414 10542 783321
2008 708847 54474 10240 773561
2007 692074 52813 10074 755000
2006 686159 51070 11299 749000
2000 599868 46446 8504 654164
1997 555883 39020 5402 600306
1975 - - - 234071

1.2.2 Rizikové faktory diabetu

Na rozvoji diabetu se podileji rizné procesy — od autoimunitni destrukce B-bunék slinivky
biisni vedouci k deficitu inzulinu, az po inzulinovou rezistenci, ktera spoc¢iva ve snizené
odpovédi cilovych tkani na inzulin. Nedostatek inzulinové odpovédi casto vede
k neadekvatni inzulinové sekreci /hyperinzulinémii/. Zhor$ena inzulinova sekrece a zvysena
inzulinova rezistence se ¢asto vyskytuji najednou u jednoho pacienta, a proto neni jasné,
ktera z téchto abnormalit je primarni pfi¢inou hyperglykémie (American Diabetes
Asociation, 2013).

Mezi ptiznaky, které poukazuji na hyperglykémii, patii: polyurie, polydipsie, ztrata
télesné hmotnosti, ale také rozmazané vidéni a Spatné zaostrovani. Dlouhodobé komplikace
diabetu zahrnuji retinopatii S naslednou moznosti ztraty zraku, nefropatii vedouci k selhani
ledvin, periferni nefropatii s rizikem vzniku tzv. diabetické nohy a autonomni neuropatii
zpisobujici gastrointestinalni, urogenitadlni nebo kardiovaskuldrni poruchy ¢i sexualni
dysfunkce. Pacienti s diabetem maji zvySeny vyskyt aterosklerotickych kardiovaskularnich
a cerebrovaskularnich onemocnéni. U téchto pacientll se také Casto vyskytuje hypertenze
a poruchy lipoproteinového metabolismu (American Diabetes Asociation, 2013).

Riziko rozvoje DM2 se zvySuje s vékem, obezitou a nedostatkem fyzické aktivity.
Obezita je primarnim rizikovym faktorem pro vznik diabetu. 80 % pacientd s DM2 je
obéznich (Bergman et al., 2014). Obezitu je tézké vylécit pouze zménou zivotniho stylu
(dietou nebo cvicenim). Efektivnim zplsobem 1éEby jsou bariatrické operace, které jsou ale
velmi rizikové, a ne vSichni pacienti je mohou podstoupit (Ribaric et al., 2014).

Castgji se DM2 vyskytuje u Zen, které prodélaly gestacni diabetes mellitus a U pacient,

ktefi maji hypertenzi nebo dyslipidémii. Frekvence vyskytu této nemoci je zavisla na
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jednotlivych etnickych skupinach. Casto je DM2 asociovan s genetickymi predispozicemi
(American Diabetes Asociation, 2013).

Mezi dalsi rizikové faktory, které mohou ovlivnit vznik a rozvoj DM2, patii deprese.
Existuji diikkazy, ze deprese a DM2 jsou spolu siln€ asociovany. Které poskozeni ovliviiuje
které, ale zatim neni dosud objasnéno. K depresi mize dojit v disledku DM2, ale je také
mozné, ze deprese muze pusobit jako rizikovy faktor pro vznik diabetu (Knol el tl., 2006).
Podle Cukiermana et al. zvySuje DM2 riziko vzniku kognitivnich poruch o 1,2-1,5 % ariziko
vzniku demence zvySuje o 1,6 % (Cukierman et al., 2005). Deprese by mohla usnadnit nastup
DM2 diky poruchdm pfijmu potravy, l1éktim, které zapficinuji zvySeni télesné hmotnosti
nebo diky aktivaci hormondlnich drah souvisejicich se stresem a prozanétlivymi cytokiny,
které narusuji gluk6zovy metabolismus (Rotella and Mannucci, 2013). Na druhou stranu
omezeni stravy nebo fyzické a spoleCenské aktivity, ktera mize s DM2 souviset, mohou
vyvolat stavy deprese (Nouwen et al., 2010).

Podle meta-analyzy z roku 2001 je prevalence deprese 2x Castéjsi u pacientd s DM2 nez
u zdravé populace (Anderson et al, 2001). I dalsi studie potvrdily, Zze pacienti s DM2 maji
vyssi riziko vyskytu depresi (Golden et al., 2008; O"Connor et al., 2009). Deprese v asociaci
s diabetem muze vést k postizeni dilezitych zivotnich funkei, k mikro- a makrovaskularnim
komplikacim (Egede, 2004) a samoziejmé zvySuje naklady na zdravotni péci (Finkelstein et
al., 2003).

Nekteré studie vSak vyssi riziko vzniku demence u pacienttt s DM2 nepotvrzuji (Brown
et al, 2006). Pouze poukazuji na to, ze pfiznaky spojené s dlouhotrvajicimi
makrovaskularnimi komplikacemi, jako jsou infarkt, mrtvice nebo periferni Zilni
onemocnéni, mohou vyustit k depresim, a to i u pacientd s DM2. Vliv deprese na DM2 je
podle téchto studii tedy nepiimy.

Vliv DM2 na zdravotni stav zahrnuje dlouhotrvajici komplikace jako kardiovaskularni
onemocnéni, mrtvici, periferni vaskularni onemocnéni, retinopatii, nefropatii ¢i neuropatii
(Servan, 2013). Jedinci trpici DM2 maji zvySené riziko rozvoje kognitivnich poruch
zahrnujicich i AD (Moreira et al., 2013).

Existuji diikazy o genetické predispozici DM2 diky studiim zaméfenym na dvojcata
a familiarni vyskyt tohoto onemocnéni (Poulen et al., 1999). Pomoci celogenomovych
asociacnich studii bylo odhaleno né¢kolik rizikovych lokusi, jejichZ varianty vSak mayji

minoritni efekt na vznik DM2 (Greenawalt et al., 2012).
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1.2.3 Diagnostika a symptomy DM?2

Diabetes je diagnostikovan v ptipad¢, ze hladina laéné glukézy piekroc¢i 7,8 mmol/l nebo
kdyz ve 120. min oralniho glukézového tolerancniho testu piekroci hladina glukozy
11 mmol/l (Ravona-Springer and Schnaider-Beeri, 2011). Oralni gluk6zovy toleranéni test
(OGTT) je pomocna vysetiovaci metoda pro diagnostiku DM2, gesta¢niho diabetu a
porusené glukoézové tolerance. Na pocatku testu se ordlné poda presné¢ odmérené mnozstvi
glukozy (75 g), nasledné se ze vzorku krve v pfedem danych ¢asovych intervalech zjist'uje,
jak se organismus s touto zatézi vyrovnava a jak rychle dokaze toto mnozstvi cukru zpracovat
(pti diabetu je tato schopnost omezena).

Mezi hlavni symptomy, které poukazuji na mozny rozvoj DM2, patii porusena glukdézova
tolerance (PGT). Ta je diagnostikovana v piipadé, kdy se hladina laéné glukdzy pohybuje
vV rozmezi 5,6-7,8 mmol/l nebo kdyz se ve 120. min OGTT pohybuje v rozmezi 7,8—
11 mmol/l (Ravona-Springer and Schnaider-Beeri, 2011). Takovéhoto ,,prediabetika® je
ticba pravidelné sledovat, aby se pfipadné propuknuti diabetu vcas odhalilo. Studie
Perreaulta et al. nedavno ukazala, ze 1idé s porusenou glukozovou toleranci, ktefi se 1écbou
vrati zpét k normalni glukozové toleranci, maji vyznamné nizsi riziko ziskat DM2 (Perreault
etal., 2012).

Nekteré studie uvadéji, ze zvysena hladina gluk6zy v krvi mize narusit pfirozeny obranny
antioxida¢ni mechanismus (Obrosova et al., 2001). Vyskyt DM2 a s nim spojenych
komplikaci mize byt spojen se zvySenou hladinou oxidacniho stresu, ktery vyplyva z vyse
zminéné hyperglykémie (Binici et al., 2013). Existuje stale vice dikazt spojujicich DM2
s tézkou peroxidaci lipidii a oxida¢nim poskozenim DNA a proteind (Pan et al., 2008).
Zvysend hladina oxidativnich proteint je ¢asto spojovana s nékterymi nemocemi — S DM2,
AD nebo rakovinou (Binici et al., 2013). Oxidativni stres vede ke zvySené produkci volnych
kyslikovych radikalid. Kyslikové radikaly jsou vysoce reaktivni slouceniny s kratkym
polo¢asem rozpadu. Naproti tomu lipidy, proteiny, sacharidy a DNA po reakci s kyslikovymi
radikéaly maji del$i polocas rozpadu a jsou snadnéji detekovatelné biochemickymi metodami
(Kesavulu et al., 2001).

DM2 dlouho nemusi byt diagnostikovan, protoze hyperglykémie se vyviji postupné

a v ranych stadiich neni tak Casto zavazna, aby byla detekovéna jako ptiznak DM2.
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1.3 Inzulinova rezistence

Inzulinové rezistence (IR) byva definovana jako stav, kdy je zapotiebi vétsi nez bézné
mnozstvi inzulinu k tomu, aby doslo k biologické odpovédi na dany podnét (Servan, 2013).
Inzulin plsobi prostiednictvim membranového bunééného receptoru — proteinu slozené¢ho
ze dvou a- a dvou B-podjednotek. a -podjednotky se nachdzeji v extracelularnim prostiedi a
piedavaji inzulinovy signal intracelularnim B-podjednotkam, ptficemz dojde ke zvySeni
tyrosin-kinazové aktivity. Poté dochazi k fosforylaci endogennich proteinovych substrati
a k nasledné aktivaci kaskady intracelularnich signalt, které v posledni fazi vyvolaji migraci
glukézovych transportérti (Glut-4) z intracelularniho prostfedi na povrch bunky. Diky tomu
dochazi k usnadnéni vstupu glukoézy do bunky. Inzulinovd rezistence je zplisobena
poruSenou funk¢nosti né€kterého z krokl v tomto procesu. Cilové tkan€ nasledné indukuji
kompenzaci formou hyperinzulinémie (zvySeni hladiny inzulinu), aby doslo k udrzeni
normalniho stavu glykémie. Za par let se ale touto kompenzaci slinivka vycerpé a hladina
glukozy v krvi se za€ne zvySovat. Jakmile k tomu dojde, hyperglykémie zacne mit toxické
ucinky na bunééné ostrivky a bylo prokdzéno, Ze dojde k naruseni kindzové funkce
inzulinového receptoru (Servan, 2013). Inzulinové rezistence muze byt také definovéna jako
neadekvatni odpovéd’ cilové tkané (svald, jater a tukové tkan€) na ucinky cirkulujiciho

inzulinu.

1.3.1 Epidemiologie inzulinové rezistence

Jednim z nejsilnéjSich determinantd pro vznik inzulinové rezistence u pacientl
S metabolickym syndromem nebo s DM2 je mnozZstvi visceralniho tuku. Ten se nejcastéji
tvofi diky pfebytku volnych mastnych kyselin (Luchsinger et al., 2009). Bylo prokazano, ze
tyto kyseliny mohou pisobit jako inhibitory inzulin degradujiciho enzymu, pfispivaji
k dalsimu sniZeni degradace p-amyloidu, a tedy k nartstu jeho ukladani (Bravata et al.,
2004).

Diilezitym pojitkem mezi visceralnim tukem a AD je zanét. Adipokin TNFa, ktery je
nadmérné exprimovan v tukové tkani jedinct s inzulinovou rezistenci, je kromé& inzulinové
rezistence také spojen i s lipotoxicitou a selhdnim B-buné€k. Neutralizace TNFa zvySuje
inzulinovou senzitivitu a snizuje hladiny volnych mastnych kyselin (Piers et al., 2002).
Zvysena hladina TNFa se nachazi v mozku a v mozkomi$nim moku pacientd s AD a také
u jedincti s mirnou kognitivni poruchou a inhibuje transport f-amyloidu z mozku do periferie
(Lopez et al., 2008).
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Dnesni studie ukazuji, ze starsi lidé s DM2, a tedy i s inzulinovou rezistenci, maji vyssi

riziko vzniku kognitivnich dysfunkci a demence zahrnujici i AD (Moreira et al., 2013 ).

1.3.2 Inzulin, DM2 a AD

Inzulin je hormon snadno transportovatelny do CNS pies krevni mozkovou bariéru diky
pfenase¢im. Inzulin a hyperinzulinémie podporuje sekreci amyloidového prekurzorového
proteinu (APP) a naslednou formaci B-amyloidu. Dal$i vliv inzulinu na B-amyloid je
zprostiedkovan inzulin degradujicim enzymem (IDE). IDE byl identifikovan jako enzym
zodpovédny nejen za degradaci inzulinu, ale také za degradaci B-amyloidu. U pacientl
S inzulinovou rezistenci muze hyperinzulinémie vést ke snizeni degradace [-amyloidu
prostfednictvim IDE, a to zvySenim jeho uklddani v nervovych bunkdch. Kromé toho ma
APP na B-amyloid nezddouci neurodegenerativni Ucinky, protoZze miize pusobit jako
neurotoxin a mize nepiiznive ovlivnit inzulinovou signalizaci (Moreira et al., 2013 ). Inzulin
dale reguluje fosforylaci tau proteinu, ktera je zdkladem vzniku neurofibrialnich uzlikt
v mozku pacienti s AD.

Béhem starnuti dochazi k porucham hormonalni homeostaze véetné homeostaze inzulinu.
Ke zhorseni glukoregula¢nich mechanismi, které jsou charakterizovany poruchou
glukézové tolerance a zvySenim inzulinové rezistence, dochdzi Casto u starSich lidi a
prevalence DM2 se tedy zvySuje s v€kem. Asi 40-50 % starSich lidi maji PGT nebo DM2 a
je odhadovano, ze neceld polovina pfipadi DM2 neni diagnostikovana. ZvySujici se
mnozstvi téchto ptipadi podporuje spojitost mezi neurodegenerativnim onemocnénim jako
je AD a hormondlni dysfunkci. Ackoli se zda, Zze hormonalni zmény nemuseji byt spoustéci
reakci pro vznik AD, mohou zvySovat riziko vzniku této nemoci stejné tak jako mohou
zhorsit hrani¢nich ptiznaky a urychlit tak progresi AD (Gasparini et al., 2002).

Vyssi koncentrace inzulinu v plazmé a niz8i koncentrace inzulinu v cerebrospinalni
kapalin€, které poukazuji na inzulinovou rezistenci, byly detekovany u pacienti s AD
ve srovnani se zdravou populaci (Frolich et al., 1998). Bylo také zjisténo, ze u pacientl
s lehkou formou AD indukovana hyperglykémie zvySuje la¢nou hladinu inzulinu v plazmé
a zlepSuje kognitivni funkce, ale u pacientli s té¢Zkou formou AD nezvySuje koncentraci
inzulinu a nezlepsuje kognitivni funkce (Craft et al., 2000). ZvySené riziko AD u pacientd
s DM2 indikuji, Ze abnormalni inzulinovd homeostiza miiZze usnadnit nastup demence

(Gasparini et al., 2002).
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1.3.3 Vliv inzulinové rezistence na AD

Inzulinova rezistence je dal§im mechanismem pfispivajicim k tvorbé neuropatologii a
ke kognitivnim porucham. Mozek byl koncipovan jako k inzulinu necitlivy organ. Nicméné
bylo detekovano, ze se v urcitych jeho oblastech (Cichova oblast, cerebralni kortex,
hippocampus, hypothalamus, amygdala, medialni temporalni kortex) nachazeji inzulinové
receptory, a to ve vysoké koncentraci (Ravona-Springer and Schnaider-Beeri, 2011). Vysoka
koncentrace inzulinovych receptori v medialnim temporalnim kortexu a v hippocampu je
v souladu s jeho vlivem na kognitivni funkci a pamét’. Bylo prokazano, Ze inzulin hraje roli
v procesech souvisejicich se starnutim (Craft and Watson, 2004), né€které z nich jsou
asociovany se starnutim mozku a s neurodegeneraci (Kenyon, 2010). Ackoli neurony maji
mechanismy pro pfisun glukézy nezavislé na inzulinu, v nékterych c¢astech mozku,
konkrétné v hippocampu a hypothalamu, méa inzulin vliv na vychytavani glukozy
(Schulingkamp et al.,, 2000). Bylo zjisténo, ze inzulin ma také vliv na hladinu
neurotransmiterd podilejicich se na uéeni a paméti. Kromé toho tzv. downregulujici efektory
a mediatory inzulinovych signaliza¢nich drah hraji roli ve sniZeni tau fosforylace a ve vyvoji
neurofibrilarnich uzlikii (Lesort and Johnson, 2000). VSechny vySe zminéné faktory

ptispivaji k chronickému zanétlivému stavu.
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4. Material

Biochemicka ¢ast

Vysetieni kontrolniho souboru probiha v Endokrinologickém ustavu v Praze uz od roku
2012. Od roku 2012 probiha také vySetfovani pacientii s AD ve spolupraci s Thomayerovou
nemocnici v Kr¢i. Do diplomové prace byli zafazeni kontrolni jedinci a pacienti s AD
vySetfeni od ledna 2012 do prosince 2013. V této dobé bylo vysetfeno celkem 103 jedinct
(Tab. 4). Pacienti i kontroly podstoupili neuropsychologické vysetfeni a magnetickou
rezonanci hlavy k potvrzeni (pacienti s AD) nebo k vylou¢eni neurologické diagnozy
(kontroly).

Tab. 4 Sledované soubory

celkovy pocet vySetienych osob 103
kontrolni soubor 64
muzi/zeny 23/41
porusena gluk6zova tolerance/normalni glukdzova tolerance 24/40
pacienti s AD 39
muzi/zeny 15/24
porusena gluk6zova tolerance/normalni glukdzova tolerance 6/33

Protokol vySetieni zahrnoval klinicko-biochemické vysetieni glukézového a lipidového
metabolismu, antropometrické vySetfeni ke zjisténi zakladnich antropometrickych rozmért
a z nich vypocitanych indexi. Antropometrické charakteristiky soubort uvadi tabulka 5
(viz Ptiloha), biochemické charakteristiky uvadi tabulka 6 (viz Piiloha).

Pacienti 1 zdravé kontroly byli pfed zatfazenim do studie podrobn€ sezndmeni s jejim
prubéhem a sviij souhlas se zafazenim do této studie potvrdili podpisem informovaného

souhlasu schvéaleného Etickou komisi Endokrinologického tstavu v Praze.
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Geneticka ¢ast

Sbér materialu probiha v Endokrinologickém ustavu v Praze uz od roku 1999. Pro rtizné

studie byli vybirani a vySetfovani pacienti s DM2, jejich piibuzni a potomci, Zeny

S gestacnim diabetem v anamnéze a zdravé kontroly bez rodinné anamnézy diabetu 2. typu.

Do diplomové prace bylo zatazeno celkem 1386 jedinct (Tab. 7).

Tab. 7 Sledované soubory

celkovy pocet vySetFenych osob

1386

pacienti s DM2

muzi/zeny

pozitivni rodinna anamnéza DM2 alespon u jednoho z rodict (%)
1é¢ba diabetu dietou/PAD/inzulinem (%)

417
159/258
17
4/80/16

Zeny s gestacnim diabetem v anamnéze
pozitivni rodinnd anamnéza DM2 alespoii u jednoho z rodict (%)
poruSend gluk6zova tolerance/normélni glukdzové tolerance

335
28
36/299

nediabeticti jedinci

muzi/zeny

pozitivni rodinnd anamnéza DM2 alesponi u jednoho z rodict (%)
porusena gluk6zova tolerance/normalni glukdzova tolerance

634
220/414
13

43/591

Vysetieni sledovaného souboru zahrnovala zakladni antropometrické méteni, klinicko-

biochemickd vySetfeni glukdézového a lipidového metabolismu véetné glukoézového

toleran¢niho testu u nediabetickych jedincil a genetickou analyzu zaméfenou na kandidatni

geny pro AD. Antropometrické charakteristiky souborti uvadi tabulka 8 (viz pfiloha) a

biochemické charakteristiky uvadi tabulka 9 (viz Pfiloha). Vzhledem k rozsahlému

casovému obdobi, kdy byl sbér dat provadén, nejsou kompletni vySetieni pfitomna u vSech

pacientd.

Pacienti 1 zdravé kontroly byli pfed zafazenim do studie podrobné sezndmeni s jejim

priabéhem a sviij souhlas se zafazenim do této studie potvrdili podpisem informovaného

souhlasu schvéaleného Etickou komisi Endokrinologického tstavu.
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5. Metodika

1.4 Antropometrické méreni

Pro antropometrické vysetieni byl pouzit standardizovany systém technik antropometrie
S presné definovanymi antropometrickymi body. Bylo provedeno zdkladni méteni a byly
zhodnoceny nasledujici parametry:

Télesna hmotnost

télesna hmotnost byla méfena na digitalni vaze s piesnosti na 0,1 kg

proband stoji na vaze rovnomérné na obou nohdch, paze jsou voln¢ spusténé podél téla

Télesna vySka

télesna vyska byla méfena pomoci stadiometru s presnosti na 1 mm

proband stoji zady ke sténé, hlava je orientovana v tzv. frankfurtské horizontale, ruce jsou

volné svéSeny podél téla, paty jsou u sebe, zada, hyzd¢ a paty se dotykaji stény

Obvodové parametry

obvodové parametry byly méfeny pasovou mirou s presnosti na 1 mm

obvod pasu: obvod méteny horizontalné v poloviné vzdalenosti mezi spodnim okrajem

dolniho zebra a hiebenem kosti kyc¢elni (crista iliaca)

obvod b¥icha: obvod méfeny horizontalné v tirovni pupku (omphalion)

obvod glutealni: obvod méteny horizontalné v tirovni nejvétsiho vyklenuti hyzdi

Kozni rasy

kozni fasy byly méteny kaliperem typu Best s pfesnosti na 1 mm

kozZni iasa suprailiakalni: mé&fena Sikmo nad hiebenem kosti kycelni (crista iliaca)

kozZni Fasa nad bicepsem: métena ve svislé poloze ve stiedu kosti pazni nad dvojhlavym

svalem paznim (m. biceps brachii)

koZni Fasa nad tricepsem: métena ve svislé poloze ve stiedu kosti pazni nad trojhlavym

svalem paznim (m. triceps brachii)

koZni Fasa subskapularni: méfena Sikmo tésn¢ pod dolnim tthlem lopatky

>4 Fas: kozni fasa suprailiakalni, nad bicepsem, nad tricepsem a subskapularni

Pro hodnoceni télesného slozeni byly vypocitdny nasledujici indexy:

BMI = hmotnost v kg/télesna vyska v m?

WHR = obvod pasu v cm/obvod bokti v cm

BAI = (obvod bokti v cm)/((t&lesna vyska v m)1°) — 18) (Bergman et al., 2011)
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1.5 Biochemicka vySetieni

Biochemicka vysSetfeni byla stanovena ze vzorka periferni krve odebranych po no¢nim

la¢néni. Specifikace zakladnich biochemickych metod stanovenych na Oddéleni klinické

biochemie Endokrinologického ustavu je uvedena v nasledujicim piehledu:

Triacylglyceroly: enzymaticky kolorimetricky test (Roche, Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost CV 0,9 %, mezilehla piesnost CV 2,0 %
Celkovy cholesterol: enzymaticky kolorimetricky test (Roche, Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost CV 1,1 %, mezilehla piesnost CV 1,6 %
HDL-cholesterol: homogenni enzymaticky kolorimetricky test (Roche, Cobas 6000,
Roche Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost CV 1 %, mezilehla piesnost CV 1,5 %
LDL-cholesterol: celkovy cholesterol — (triacylglyceroly/2,2) — HDL-cholesterol
Glykémie: enzymaticka referen¢ni metoda s hexokinazou (Roche, Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost CV 1,0 %, mezilehla piesnost CV 1,3 %
C-peptid: ECLIA(Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost
CV 3,2 %, mezilehla piesnost CV 4,7 %

Inzulin: ECLIA (Roche, Cobas 6000, Roche Diagnostics, Mannheim); opakovatelnost
CV 3,7 %, mezilehla piesnost CV 4,6 %

Pro hodnoceni inzulinové rezistence, resp. senzitivity, byly vypoc¢itany dva indexy:

1) index inzulinové rezistence HOMAR (homeostasis model assessment-estimated
insulin resistance) = inzulin (nala¢no) % glykémie (nala¢no) / 22,5 (Matthews et al., 1985)
2) Matsuda index vypocitany z hodnot glykémie a inzulinu po zatézi 75 g glukdzy (pouze
u jedincl, ktefi podstoupili vySetfeni oradlnim glukézovym toleranénim testem) =
10% N (primér inzulinu x promér glykémie x glykémie nalaéno x inzulin nalaéno)

(Matsuda and DeFronzo, 1999)

Biochemické vySetteni visfatinu bylo provedeno v ramci multiplexové analyzy kitem

Bio-Plex ProHuman Diabetes 10-Plex Assay na piistroji BIO-RAD (BIO-RAD

Laboratories, Hercules CA). Tento kit umoznuje, kromé visfatinu, stanovit za pouZziti

minimalniho objemu biologického materialu (plazmy) dalSich 9 parametrti (C-peptid,

ghrelin, GIP, GL P-1, glukagon, inzulin, leptin, PAI-1, resistin). Metoda funguje na principu

klasické sandwichové ELISA metody, pii které dochazi k navazani protilatek na rtzné
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barevné polystyrenové kulicky s magnetickym jadrem — kazdy odstin odpovida jednomu

analytu.

10.

11.

Postup stanoveni plazmatickych hladin visfatinu:

Ptiprava vzorkl na ledu: rozmrazeni, zvortexovani, stoceni.

Zapnuti a kalibrace pfistroje BIO-RAD.

Ptiprava standardi: rozpusténi standardit v 500 pl fediciho pufru (Standard diluent) a
inkubace 30 min na ledu.

Ptiprava fedici desticky na 10-plex: 25 ul plazmy (3% nafedéné) + 50 ul fediciho pufru
(Sample diluent).

Ptiprava 10-plexu: navlhceni desticky, zvortexovani a smichani polystyrenovych kuli¢ek
s magnetickym jadrem s 5,6 ml pufru (Assay buffer), naneseni 50 pl do kazdé jamky,
promyti.

Nartedéni standardt do fedicich fad.

Naneseni 50 pl standardi, kontrol a vzorka (3% nafedénych), pielepeni ochrannou folii,
2 h inkubace na michacce.

Promyti desticky a pfiprava protilatek, smichani 2,9 ml fedicitho pufru (Detection
antibody diluent) a 144 pl detekéni protilatky.

Zvortexovani protilatek, naneseni 25 ul protilatek, prelepeni ochrannou f6lii, 30 min
inkubace na michacce pfi laboratorni teplot¢.

Promyti desti¢ky, smichani 6 ml pufru (Assays buffer) + 60 pl Streptavidinu-PE,
zvortexovani a naneseni 50 pl mixu, prelepeni ochrannou f6lii, 15 min inkubace na
michacce.

Promyti desticky, ptidani 125 pl pufru (Assays buffer), pfelepeni ochrannou folii, kratké

zvortexovani, vloZeni desticky do méficiho pfistroje, spusténi analyzy.

1.6 Molekularné-genetické metody

Izolace DNA

Deoxyribonukleotidova kyselina (DNA) pro molekularné-genetické analyzy byla

izolovana z leukocytt periferni krve na automatickém piistroji QuickGene 610L (FujiFilm

Life Science) kitem QuickGene DNA whole blood kit L (KURABO Industries, Osaka).

Principem metody je, Ze po lyze bun¢k se uvolnénad DNA v pfitomnosti chaotropnich soli a

etanolu zachyti na silikatové membrané kolonky. Kolonka se nasledné opakované promyva
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vhodnym pufrem, ¢imZ se odstrani zbytky proteini a dal$i nezddouci piimési. Jiz ¢ista DNA
se V poslednim kroku z membrany uvolni elu¢nim pufrem. Po zméfeni koncentrace a ovétreni
Cistoty na spektofotometru NanoPhotometer P330 (pomér absorbanci DNA 260 nm/proteiny
280 nm) byly roztoky DNA natfedény na pracovni koncentraci 10 ng/ul. DNA je uchovavana
pod kédem v DNA bance pii -20°C.

1.6.1 Detekce alel €2, €3 a €4 v genu pro APOE

Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR = Polymerase Chain Reaction) je metodou
molekularni biologie, ktera se pouziva k namnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA
in vitro. Kopie useku DNA jsou syntetizovany podle templatu (jednofetézcova DNA)
za pomoci enzymu DNA-polymerdzy. Tato reakce probiha na principu komplementarity
bazi. Vysokou teplotou dochézi k denaturaci dvoufetézcové DNA a ziskand jednofetézcova
vlakna slouzi jako templéat. Dale je zapotiebi dvou primerii (chemicky syntetizovanych
kratkych oligonukleotidi), které se ptfipojuji ke komplementarnim usektim fetézci DNA.
Pomoci téchto primerti je vymezen usek DNA, ktery se bude amplifikovat.

PCR probiha formou cykld, které se 20-40x opakuji. Kazdy cyklus ma tii faze:
denatura¢ni, anelacni a extenzni neboli elongacni. Denatura¢ni faze probiha pii 95°C
a dochazi v ni k oddéleni fetézci DNA. V anela¢ni fazi nasedaji primery na oba volné fetézce
DNA na piedem uréenych mistech. Anelacni teplota zavisi na sekvenci primerd, byva
v rozmezi 50-72°C. Reakci je nutné optimalizovat na konkrétni primery. V elongacni fazi,
ktera probiha pti 72°C, zacne polymeraza piipojovat komplementarni nukleotidy na zakladé
sekvence matriéni DNA. Podél jednofetézcové DNA tedy vznikd druhé komplementarni
vlakno a vytvaii se tak dvousSroubovice. Stejny proces probih4 soucasné i na templatovém
vlaknu.

Amplifikace APOE lokusu

V PCR reakci APOE lokusu byly pouzity nésledujici primery:

primer 1: 26mer: 5'- GCA CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GC -3’
primer 2: 22mer: 5'- GGC GCT CGC GGA TGG CGC TGA G -3’
Vysledny PCR produkt mél délku 271 bp.
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Postup amplifikace APOE lokusu:

1. Oznaceni mikrozkumavek a ulozeni na ledu.

2. Zhotoveni Master mixu (vysledné koncentrace: 10% DMSO, 1mM MgCl, 160uM
dNTPs, 0,1uM primery)

pro jeden vzorek: 8,494 ul sterilni H>O; 2,2 ul DMSO (100%); 0,88 ul 25mM MgCly; 2,2 ul

10xPCR Buffer; 1,76 pl 2,0mM dNTPs; 2,2 ul 1uM primer 1; 2,2 pul 1uM primer 2; 0,066 pl

Taq (5U/ul), zvortexovani a stoceni.

3. Pfidani 20 pl Master mixu + 2 ul zvortexované a stoCené DNA do oznaenych
mikrozkumavek.

4. StoCeni mikrozkumavek, vlozeni do termocycleru, spusténi analyzy (pocatecni
denaturace: 95°C 10 min; 35 cyklta: 95°C 35 s, 62°C 40 s, 72°C 1 min; zavérecnd elongace:
72°C 10 min).

Elektroforéza

Gelova elektroforéza patii k nejpouzivanéjSim separacnim technikdm slouzicim
k analyze nukleovych kyselin a proteinti. Principem této metody je pohyb zdporné nabitych
molekul DNA v elektrickém poli smérem k anodé. Pomoci gelové elektroforézy lze
oddélovat molekuly DNA na zékladé odlisnych rychlosti pohybu téchto molekul v gelu, které
jsou neptfimo umérné velikosti molekuly DNA.

Nejcasteji se gelova elektroforéza provadi na agar6zovém gelu, ktery je tvofen siti
polymernich molekul s pory. Touto siti se molekuly DNA pohybuji riznou rychlosti — malé
molekuly se pohybuji rychleji, a proto doputuji v gelu dale nez velké molekuly, které v gelu
diky své velikosti putuji pomaleji. Agar6zovy gel sloZzeny z agardzy a pufru, ktery je také
obsazen v elektroforetické vané jako elektrolyt, se pfipravuje v rizné hustoté. Do gelu se
nanaseji vzorky a velikostni marker dilezity pro odhad velikosti pozorovanych DNA

fragmentl. Do agar6zového gelu se pridava interkalacni fluorescencni barvivo, které se vaze

Postup pfipravy a spusténi elektroforézy:

1. Odvéazeni agardzy (0,75 g pro 1,5% agardzu (TopBio, CR), 2 g pro 4% MethaPhor
agarozu (Cambrex, USA)) a ptidani 50 ml 0,5% TBE pufru ph 8,45-8,55.
2. Zahtati smési na 100 °C, vychladnuti na 60 °C, pfidani 1,25 pl interkala¢niho

fluorescen¢niho barviva GelRed (Biotium, USA), pieliti do nalévaci vanicky, tuhnuti.
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3. Pfendani agar6zového gelu do elektroforetické vany.

4. Naneseni 3 ul DNA markeru (0,5 pl barviva — soucast kitu DNA markeru — 0,5 ul DNA
markeru a 2 pl 0,5% TBE pufru) a 7 pl smési vzorku a barvi¢ky (5 pl kazdého vzorku a
jedné negativni kontroly + 2 pl nanédseci barvicky DextranBlue) do jamek na gelu.

5. Spusténi elektroforézy

a) 1,5% agardza (po PCR): 90 V, 30 min

b) 4% agaroza (po RFLP): 80 V, 1,5 h.

6. Ukonceni elektroforézy, preneseni gelu na UV transiluminator, fotodokumentace.

Obr. 3 Kontrolni elektroforéza po PCR. Pozice 1 velikostni DNA marker, pozice 2—7
jednotlivé vzorky, pozice 8 negativni kontrola

Polymorfismus délky restrik¢énich fragsmentu

Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP = Restriction Fragment Length
Polymorphism) a jeho analyza je metoda, ktera funguje na principu enzymatického St€peni
molekul DNA ve specifickém §tépném (restrikénim) misté. Probiha diky enzymu restrikéni
endonukledza. Restrikéni endonukleazy jsou sekvenéné specifické bakteridlni enzymy, které
chrani bakterii pfed vniknutim cizorodé DNA. Cizi dvouvldknovd DNA je restriktdzou
roz$tépena, vlastni DNA je proti plisobeni enzymu chranéna. Kazdy typ restrikéni
endonukledzy $tépi cilovou DNA v rliznych mistech v zavislosti na sekvenci DNA. Nazvy

restrikénich endonukledz jsou odvozovany od jména bakterie, ze které byly ziskany.

Detekce polymorfismu délky restrikénich fragmenti v genu pro APOE restrikéni
analyzou

Stépeni lokusu v genu pro APOE zajistuje restrikéni endonukledza Hha I z bakterie
Haemophilus haemolyticus, ktera ma Ctyinukleotidovou rozpoznavaci sekvenci G C G | C

a teplotni optimum pfti 37°C. C | GCG
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Postup RFLP 4POE lokusu:

1. Zhotoveni Restrik¢niho mixu (uvedeno pro jeden vzorek): 7,8 ul sterilni HoO; 2 pl 10x
Buffer TangoY+; 0,2 ul Hhal (8U/ul), zvortexovani, stoceni.
2. Smichani 10 ul Restrikéniho mixu + 10 pul PCR produktu.

. Stoceni a vlozeni do termostatu (37°C, min. 12 h).

3

4. Ptiprava 4% agarozového gelu a elektroforéza.

5. Ukonceni elektroforézy, vizualizace gelu na UV transiluminatoru, fotodokumentace.
6

. Odecteni jednotlivych polymorfismii.

Po rozdé€leni vzniklych fragment pomoci gelové elektroforézy Ize na zéklad¢ jejich
velikosti odecist jednotlivé varianty zkoumaného genu, tzv. polymorfismy. Vznik

jednotlivych variant v lokusu pro 4POE popisuje nasledujici obrazek:

Cys/Arg=> TGC/CGC Cys/Arg=> TGC/CGC
kodén 112 kodén 158
1 30 46 65 137 155 203 238 245 256 271
1T 11 | 1T | I L I T | T 11 I I

91
ApoOE 2 =Cys/Cys

22 2/3 2/4 3/3 3/4 4/4 APOE 3 = Cys/Arg

ED ] ApoOE 4 = Arg/Arg

83

72

48

35

Obr. 4 Schéma odeétu alel pro gen APOE. Stépna mista se pro endonukledzu Hhal nachézeji
na pozicich: 30, 46, 65, 137, 155, 203, 238, 245 a 256. Ke zménam zplusobenym bodovou
mutaci dochdzi v kodonu 112 a 158. Pokud ke zméné nedojde, dojde ke Stipani v pozicich
46 a 137 (vzniké fragment dlouhy 91 bp) a v pozicich 155 a 238 (vzniké fragment dlouhy 83
bp). Alela €2 ma v obou kli¢ovych koddnech cystein a jeji fragmenty jsou dlouhé 91 a 83 bp
(ani v jednom z téchto kodont nedochazi ke Stipani). Alela €3 ma ve 112 kodonu cystein, ale
ve 158 kodonu arginin, ve kterém dochazi ke Stipani a fragment o délce 83 pard bazi se
rozpada na dva mensi o délkach 48 a 35 bp. Alela ¢4 mé S§t€pnd mista v obou koddnech
(v obou ma arginin) a vzniklé fragmenty maji velikost 72 a 19 bp (tento kratsi fragment pro
nas neni dilezity) a 48 a 35 bp. U jednotlivych kombinaci alel se kombinuji i vzniklé
fragmenty. Ty lze pak podle tohoto obrazku odecist a urcit jednotlivy genotyp v genu pro
APOE.
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Obr. 5 Vysledna elektroforéza. Zleva — velikostni DNA marker, dale pak alely v jednotlivych
genotypech (£2/€2; €2/€3; €2/e4; €3/€3; €3/e4; e4/ed)

1.6.2 Detekce polymorfismu rs744373 v genu BIN1
RealTime PCR

RealTime PCR je metoda vychazejici z klasické PCR. Tato metoda zaznamenava rust
PCR produktu v realném case. RealTime PCR probiha ve specialnich termocyklerech, které
krom¢ stfidani teplot potfebnych pro PCR ozafuji vzorky excitaénim zafenim.

Endpoint genotypizace vyuziva dvé specifické TagMan sondy pro obé¢ alely polymorfismu
a specifické primery. TagMan sonda je na jednom konci oznacena fluorescenéni barvou tzv.
reportérem, na druhém konci je oznaCena tzv. zhaSeCem fluorochromu. V této stavu
nedochazi k uvoliovani fluorescence. Pti syntéze komplementarnich vldken dochazi
k hydrolyzaci TagMan sondy DNA polymerazou. Dojde k uvolnéni fluorescen¢ni latky a
k nartstu fluorescence, ktera je detekovana a zaznamenavana v realném case. Pii hodnoceni

vysledkd Edpoint genotypizace se vychazi ze zdverecné miry fluorescence.

Detekce polymorfismu rs744373 v genu BINI metodou RealTime PCR

Detekce polymorfismu rs744373 v genu BIN1 byla provedena Endpoint genotypizaci
s vyuzitim TagMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems) obsahujici specifické
sondy a primery na piistroji Ligh Cycler 480 (Roche, USA).
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Postup RealTime-PCR polymorfismu rs744373:

1. Ptiprava 96-jamkové desticky: piidani 1 pl vzorku (nafedéného na pracovni koncentraci)
do kazd¢é jamky, vysuSeni, zamrazeni.

2. Ptiprava Master mixu: 10 pl TagMan sondy, 290 ul sterilni H>O a 200 pl TagMan
Genotyping Master Mixu (Applied Biosystems, USA)

3. Stoceni desticky, pfidani 5 pul Master mixu do kazdé jamky, prelepeni specidlni folii pro
RealTime PCR, stoceni a vlozeni do termocycleru.

4. Spusténi analyzy, amplifikace probihala za nasledujicich podminek: pocatecni

denaturace pii 95 °C 10 min a poté 50 cyklti 92 °C 15 s, 60 °C 1 min.
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Obr. 6 Vystup analyzy RT-PCR. Zelené homozygoti v alele G, ¢ervené heterozygoti, modie
homozygoti v alele A
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1.7 Statisticka analyza

Pted vlastni statistickou analyzou byla data podrobena zékladni analyze dat, kterd méla
za ukol ovérit predpoklady pro vybér vhodné statistické metody. Zakladni analyza dat
zahrnuje ptedbéznou analyzu a diagnostiku dat, testuje predpoklady (vlastnosti dat), jejichz
splnéni je nutné K pouzit dalSich metod. K zakladnim pfedpokladiim o datech patii normalita,
nezavislost a homogenita, tedy nepfitomnost vybocujicich méfeni, odlehlych dat a hrubych
chyb. Pro zdkladni analyzu byl pouzit program QC Expert 3.1.

K zakladni charakteristice dat patii i grafické diagnostiky, a to pfedevSim pro svoji
nazornost. Pro grafické diagnostiky byl pouzit program QC Expert 3.1.

Pro statistické hodnoceni byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA). Je to statisticka
metoda zaloZend na hodnoceni vztahli mezi rozptyly porovnavanych souborti. Tato metoda
predpokladéa normalni rozdé€leni dat, ma vSak i svoji neparametrickou variantu. Parametricka
ANOVA byla pocitana v programu NCSS 2004, vicefaktorovdi ANOVA v programu
Statgraphics Centurion verze XV.

Pro porovnani frekvenci alel studovanych genii byl pouzit Chi-square test v programu
NCSS 2004.

1.7.1 Zakladni analyza dat
Hodnoceny byly nasledujici testy a hodnotici kritéria:

e Znaménkovy test — test testuje nahodnost ve stfidani hodnot vysSich a niz§ich nez je
primér. Je-li toto stfidani pfili§ pravidelné a vyskytuji-li se nepravdépodobné dlouhé
sekvence po sobé jdoucich dat nad nebo pod primeérem, jsou data podeziela a jsou
oznacena jako zavisla.

e Momentovy test normality — je zaloZzeny na shod¢ Sikmosti a Spicatosti s normalnim
rozdélenim. Ve vystupu se opakuji hodnoty klasickych parametrii. Momentovy test
normality je slovnim z4vérem testu na zadané hladin€ vyznamnosti.

e D’Agostintv test normality — zdokonaleny test podle D"Agostina posuzuje vybérové
momenty dat. Obecné je tento test podstatné citlivéjsi nez predchozi jednoduchy
momentovy test.

e Kolmogorov-Smyrnoviv test normality — je zalozeny na rozdilu teoretické a vybérové
distribu¢ni funkce korigovany pro neznamé (odhadované) p a o. Posuzuje se detailni

rozdilnost distribu¢ni funkce dat pro pfipad, ze by nenormalni rozdéleni dat mélo
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ndhodou podobné momenty jako normalni rozdéleni a nenormalita by tedy nebyla
detekovana v piedchozich testech.

e Kriticky kvantil chi2(22): jednda se o kritickou hodnotu maximdlniho rozdilu
distribu¢nich funkci D z rozdéleni chi*2 (v=22).

o Testové kritérium D: maximalni rozdil mezi distribu¢nimi funkcemi

e p-hodnota: je-li mensi nez zadana hladina vyznamnosti, normalita je zamitnuta

e Vybocujici body: robustni test na pifitomnost vybocujicich méfeni zaloZzeny na
kvantilovém odhadu vnitinich mezi dat

e Homogenita: slovni zavér testu, nejsou-li v datech vybocujici méfeni, je pfedpoklad

homogenity pfijat

1.7.2 Grafické diagnostiky

Hodnoceny byly nasledujici grafické diagnostiky:
e Q-Q graf — slouzi k diagnostice normality a odlehlych méfeni. Pro normalni data bez
odlehlych méfeni ma tvar piimky, pro normalni data s odlehlymi méfenimi ma tvar piimky
s koncovymi body lezicimi mimo tuto pfimku. U tohoto grafu je mozné posoudit, zda je
nelinearita zptisobena jen nékolika body nebo vSemi daty.
e Diagramy rozptyleni — zobrazuji vSechna data ve skutecném méfitku na ose X. Popis
osy Y nemd vyznam. Aby nedoslo ke splyvani shodnych nebo blizkych dat, jsou ve spodni
poloving grafu zobrazena tdz data, ale ndhodné rozmitnutd na ose Y.
e Odhad hustoty — graf porovnava hustotu pravdépodobnosti normalniho rozdéleni
(zelend cCara) s hustotu nameétfenych dat (Cervend Céra). V piipad€é normality a vétSiho
mnoZstvi dat jsou si obé kiivky blizké.
e Krabicovy graf — tento graf je standardni diagnosticky graf. VEtsi obdélnik ohranicuje
50 % dat, horni okraj zeleného obdélniku odpovida 75 % a spodni okraj odpovida 25 %
kvantilu, stfed bilého pruhu v zeleném obdélniku odpovidd medianu, Sitka pruhu odpovida
intervalu spolehlivosti medianu, dva ¢erné prouzky jsou tzv. vnitini hradby. Data mimo
vnitini hradby jsou oznacena Cervenym prouzkem a Ize je povazovat za vybocujici méfeni.
e P-P graf — graf porovnava data s normalnim (modra kfivka), Laplaceovym (Cervena
kifivka) a rovnomérnym rozdélenim (zelend kiivka). Kfivka leZici nejblize Cerné piimce
odpovida experimentalnim datim. Graf slouZi pro rozliSeni symetrickych rozdéleni podle

Spicatosti.
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e Graf rozptyleni s kvantily — zobrazuje empirické kvantily dat prolozené kvantilovou
funkci normalniho rozdé€leni. Vzajemna poloha obdélnikii odpovidd symetrii, respektive
asymetrii rozdéleni. Vodorovna pticka uprostied nejmensiho obdélniku oznacuje medién,
svisla usecka na pfi¢ce odpovida intervalu spolehlivosti medidnu.

e Kruhovy graf— graf slouzi ke komplexnimu vizualnimu posouzeni normality na zakladé
kombinace Sikmosti a Spicatosti. Zelena elipsa je optimalni tvar pro normalni rozdéleni,
cerna ,.elipsa“ predstavuje experimentalni data. V ptipadé¢ normalnich dat se obé kiivky

téméf kryji.

1.7.3 Analyza rozptylu (ANOVA)

ANOVA je statistickh metoda zaloZzend na hodnoceni vztahii mezi rozptyly
porovnavanych soubord. Je to progresivni metoda umoziujici zjistit, zda mezi dvéma
proménnymi existuji vyznamné rozdily. Tato metoda piedpoklada normalni rozdéleni dat
a tzv. homoskedasticitu (identické rozptyly) — parametrickdi ANOVA. Pokud data nejsou
normalné rozdélena, existuje neparametrickd varianta pivodni analyzy rozptylu —
neparametrickd ANOVA.

Na zéklad¢ zékladni analyzy dat a grafickych diagnostik byla pro statistickou analyzu
vybrana robustni neparametricka analyza rozptylu — Kruskal-Wallistv test. Prvni tfi testy
testujici normalitu totiz zamitly nulovou hypotézu o normalité, ale modifikovany Leventv
test na homoskedasticitu nezamitl nulovou hypotézu o shodé rozptyld, proto se pro ANOVU
pouzil tento neparametricky test.

Kruskal-Wallistv test je tedy neparametrickou verzi jednofaktorové ANOVY, ktera se
vyuziva v ptipad¢, kdy predpoklad normality neni platny. Jednd se o robustni test, ktery

nepiedpoklada normalni rozdéleni dat.

1.7.4 Frekvencni analyza

Hardy-Weinbergova rovnovaha

Podil jednotlivych alel se v panmiktické (jedinci se v populaci rozmnoZuji ndhodné€) a
dostate¢né velké populaci neméni.
Pro vypocet minoritni alely G byl pouzit nasledujici vzorec: p + g = 1 (tj. 100 %),

celkové genotypové slozeni populace 1ze vyjadiit pomoci vzorce: p? + 2pg + g% = 1.
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Pro vypocet rizikové alely €4 byl pouzit nasledujici vzorec: p + g + n = 1 (tj. 100 %),
celkové  genotypové  slozeni  populace lze  vyjadfit  pomoci  vzorce:
p?+ g%+ n?+ 2pg + 2pn + 2qn = 1.

Polymorfismy rizikové alely €4 a minoritni alely G byly spo¢itany pomoci Chi-kvadratu
Vv programu NCSS 2004 podle dan¢ho vzorce:
2 _ - (0 = E)?
X = E

i=1 , kde Oj je pozorovana frekvence a Ej je o¢ekavana

(teoretickd) frekvence alely.
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6. Vysledky

6.1 Biochemicka ¢ast

1.7.5 Zakladni analyza dat bez transformace

Statisticky program QC Expert 3.1
Pacienti s AD (n=39)

Zdravé kontroly (n=64)

Klasické parametry:
Primér: 1442,98

Spodni mez: 826,00

Horni mez: 2059,96
Rozptyl: 3622562,90
Smér. odchylka: 1903,303
Sikmost: 4,802

Odchylka od 0: Vyznamna
Spicatost: 27.32

Odchylka od 3: Vyznamna

Prameér: 1474,94

Spodni mez: 683,99

Horni mez: 2265,88
Rozptyl: 10026190,94
Smér. odchylka: 3166,416
Sikmost: 4,169

Odchylka od 0: Vyznamna
Spicatost: 20,709
Odchylka od 3: Vyznamna

Robustni parametry:

Median: 954,93

IS spodni: 615,91

IS horni: 1293,94

Medianova smér. odchylka: 167,465
Medianovy rozptyl: 28044,459

Median: 553,42

IS spodni: 315,31

IS horni: 791,53

Medianova smér. odchylka: 119,155
Medianovy rozptyl: 14197,971

Znaménkovy test:
Zavér: Data jsou nezavisla

Zavér: Data jsou nezavisla

Momentovy test normality:
Zavér: Normalita zamitnuta
Testové kritérium: 23,855
Kriticky kvantil chi2(22): 5,991
p-hodnota: 0

Zavér: Normalita zamitnuta
Testové kritérium: 26,422
Kriticky kvantil chi2(22): 5,991
p-hodnota: 0

D’Agostiniiv test normality:
Zavér: Normalita zamitnuta
p-hodnota: 0

Zaveér: Normalita zamitnuta
p-hodnota: 0

Kolmogorov-Smyrnoviiv test normality:

Kriticky kvantil chi2(22): 33,924
Testové kritérium D: 53,143

Kriticky kvantil chi2(22): 33,924
Testové kritérium D: 75,317

p-hodnota: 0 p-hodnota: 0
Zavér: Normalita zamitnuta Zaveér: Normalita zamitnuta
Vybocujici body:

Zavér: Homogenita zamitnuta
Pocet vybocujicich bodi: 4
Spodni mez: -715,258

Horni mez: 2661,128

Zavér: Homogenita zamitnuta
Pocet vybocujicich bodi: 7
Spodni mez: -1556,35

Horni mez: 2998,35
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1.7.6 Grafické diagnostiky dat bez transformace

Statisticky program QC Expert 3.1
Q-Q grafy
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Obr. 7 Q-Q grafy pro visfatin u pacienti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni Q-Q grafii: U souboru pacient s AD i u kontrolniho souboru jsou vidét odlehlé

A4 .

body s vysokymi hodnotami i body S niz$imi

hodnotami. Vzhledem k tomu, Ze data nelezi

na pfimce, nejedna se o normalni rozd¢leni téchto dat.

Diagramy rozptyleni

Diagramy rozptyleni - AD - viztatin

e .

wisfatin_0
T T T T T T 1 —=
0.00EDD. 20 B0 40 BDD 60 BDD S0 ED1 O0ED< 20 Edel 40 E0d

Diagramy rozptyleni - ADK, - viztatin

wisfatin_0
, T T T T T T T T T 1 —=
0.008 208 .40 B 60ED.S0E1.00E1 20E1.40E1 GOE1 .50 E2 O0ED

Obr. 8 Diagramy rozptyleni pro visfatin u pacientti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni diagramt rozptyleni: Na grafech jsou vidét odlehlé body s vysokymi hodnotami.

U souboru pacienti s AD je jich 5, u kontrolniho souboru se jich nachéazi 7. Tyto grafy

poukazuji na nenormalni rozd¢leni dat.
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Odhad hustoty

Hustaota Qdhad hustoty - AD - visfatin Hustota Qdhad hustoty - ADE - visfatin
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Obr. 9 Odhad hustoty pro visfatin u pacientii s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni grafti odhadt hustoty: Vysledky odhadt hustoty rozlozeni dat ukazuji, ze data

jsou nerovnomeérné rozlozena (pokud by tomu tak nebylo, kfivky by byly téméf totozné).

U pacienti s AD se vyskytuje navic jeden maly vrchol, u kontrolniho souboru se vyskytuji
dva mensi vrcholy. Ty piedstavuji velmi odlehlé hodnoty.

Krabicovy graf

Krabicow graf- a0 - visfatin

r r r r r r =
0.00E0.Z0E0.40E0.B0ED.80E1.00E1.20E1.40E04

wisfatin_0

krabicow graf- ADK- visfatin

wisfatin_0
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0.00ED 20D 40 E) GO ED.20E.O0E . 20E1 . 40E1 GOE1 20E2.00ED4

Obr. 10 Krabicové grafy pro visfatin u pacienti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni krabicovych grafii: Krabicové grafy ukazuji, Ze u obou soubort se nachazeji

vybocujici méfeni. U pacienti s AD se jich nachazi 5, u kontrolniho souboru se jich nachéazi

7. Vybocujici body poukazuji na nerovnomérné rozlozeni dat.
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P-P graf
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Obr. 11 P-P grafy pro visfatin u pacienti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni P-P grafi: P-P grafy ukazuji, Ze naméfena data u pacientd s AD stejné jako

U kontrolniho souboru se nejvice piiblizuji Laplaceovu rozlozeni, nejsou tedy normalné

rozde€lena. Laplaceovo rozdéleni ukazuje na moznou nekonstantnost rozptylu namétenych

dat.

Graf rozptyleni s kvantily
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Obr. 12 Grafy rozptyleni s kvantily pro visfatin u pacientt s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni grafii rozptyleni s kvantily: Graf souboru pacienti s AD i graf kontrolniho

souboru ukazuji odlehlé body s vysokymi hodnotami. Vzajemna poloha obdélnika

poukazuje na asymetrické rozdéleni namétenych dat.
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Kruhovy graf
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Obr. 13 Kruhové grafy pro visfatin u pacientti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni kruhovych grafti: U souboru pacientii s AD i u kontrolniho souboru je vidét

odlisnost namétenych hodnot od optimalniho tvaru pro normélni rozdéleni. Vyboceni
,,elipsy* na pravou stranu a tvar elipsy dokazuje asymetrické rozdéleni zeSikmené k vyssim

hodnotam.

Zavér grafickych diagnostik dat bez transformace

Grafické diagnostiky odpovidaji zavérim zakladni analyzy dat, tj. data maji nenormalni
rozde€leni. Nenormalita je dédna pfedevsim Spicatosti a Sikmosti. U souboru pacienti s AD
obsahuji data minimalné 4 odlehlé body (data s nejvyssimi hodnotami), u souboru zdravych
kontrolnich jedincti (ADK) obsahuji data minimalné 7 odlehlych bodu (data s nejvyssimi
hodnotami).

Visfatin je parametr, u kterého neni pfesné znama biologicka variabilita. Kazdy vzorek
byl stanoven vzdy 2% a byla vylou¢ena chyba métfeni. Neni proto divod odlehlé body ze
souboru vytadit.

Pti vybéru vhodné statistické metody pro analyzu dat, kterd nemaji normalni rozdéleni
a obsahuji mnoho vybocujicich bodi (soubor pacientd s AD 4 body, kontrolni soubor
7 bodu), 1ze postupovat dvéma zptisoby:

1) Zvolit neparametrickou metodu, ktera nevyZaduje normalni rozdéleni. Je v§ak nutné
otestovat homoskedasticitu, tj. shodu rozptyli testovanych skupin.

2) Pokusit se o transformaci dat do normalniho rozdéleni a nasledné zvolit parametrickou
statistickou metodu.

V diplomové praci budou ptfedvedeny oba zpusoby statistického zhodnoceni dat.

50



1.7.7 Zakladni analyza transformovanych dat

Statisticky program QC Expert 3.1.

Data byla pomoci Box-Coxovy transformace (v programu Statgraphics Centurion verze XV)

piiblizena do normalniho rozdé€leni. V souboru pacientli s AD piesto zstal jeden vybocujici

bod (s nejvyssi hodnotou), ktery by neumoznil pouziti parametrickych metod. Tento bod byl

ze souboru odstranén.

Pacienti s AD (n=38)

Zdravé kontroly (n=64)

Klasické parametry:
Prumér: -0,94

Spodni mez: -0,96

Horni mez: -0,91

Rozptyl: 0,007

Smeér. odchylka: 0,081
Sikmost: 0,322

Odchylka od 0: Nevyznamna
Spicatost: 3,111

Odchylka od 3: Nevyznamna

Prumeér: -1,02

Spodni mez: -1,07

Horni mez: -0,98

Rozptyl: 0,034

Smeér. odchylka: 0,185
Sikmost: 0,294

Odchylka od 0: Nevyznamna
Spicatost: 3,181

Odchylka od 3: Nevyznamna

Robustni parametry:

Median: -0,95

IS spodni: -1,01

IS horni: -0,89

Medianova smér odchylka: 0,028
Medianovy rozptyl: 0,001

Median: -1,03

IS spodni: -1,10

IS horni: -0,96

Medianové smér odchylka: 0,036
Medianovy rozptyl: 0,001

Znaménkovy test:
Zavér: Data jsou nezavisla

Zavér: Data jsou nezavisla

Momentovy test normality:
Normalita: Prijata

Testové kritérium: 1,063
Kriticky kvantil chi2(22): 5,991
p-hodnota: 0,588

Normalita: Prijata

Testové kritérium: 1,306
Kriticky kvantil chi2(22): 5,991
p-hodnota: 0,521

D’Agostiniiv test normality:
Zavér: Normalita prijata
p-hodnota: 0,699

Zavér: Normalita pFijata
p-hodnota: 0,56

Kolmogorov-Smyrnoviv test normality:

Kriticky kvantil chi2(22): 33,924
Testové kritérium D: 19,703
p-hodnota: 0,602

Normalita: PFrijata

Kriticky kvantil chi2(22): 33,924
Testové kritérium D: 20,394
p-hodnota: 0,558

Normalita: Prijata

Vybocujici body:
Homogenita: Prijata
Pocet vybocujicich bodi: 0
Spodni mez: -1,234

Horni mez: -0,674

Homogenita: Prijata
Pocet vybocujicich bodi: 0
Spodni mez: -1,611

Horni mez: -0,443
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1.7.8 Grafické diagnostiky transformovanych dat

Statisticky program QC Expert 3.1

Q-Q graf
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Obr. 14 Q-Q grafy pro transformovana data pro visfatin u pacientii s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni Q-Q grafti: U pacientii s AD i u kontrol je vidét, ze naméfena data lezi téméf na

pfimce a nijak zdsadn¢ z ni nevybocuji. Data tedy maji norméalni rozd¢leni.

Diagramy rozptyleni
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Obr. 15 Diagramy rozptyleni pro transformovana data pro visfatin u pacienti s AD a kontrol

(ADK)

Zhodnoceni diagrami rozptyleni: U pacientd s AD i u kontrol je vidét n€kolik mirné

odlehlych bodi, které nijak vyznamné nenaruSuji normalni rozd¢leni dat.
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Odhad hustoty
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Obr. 16 Odhady hustoty pro transformovana data pro visfatin u pacienti s AD a kontrol
(ADK)

Zhodnoceni grafi odhadu hustoty: U pacienti s AD i u kontrol je vidét, ze hustota

naméienych dat (Cervena ¢ara) odpovida hustoté pravdépodobnosti normalniho rozdéleni

(zelena ¢ara). Mensi vrcholy na zacatku a na konci grafu ukazuji mirné odlehlé body.

Krabicovy graf
Krablc o graf- RO - vistalln kraklooy araf- ADK - Wsratin
-
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Obr. 17 Krabicové grafy pro transformovana data pro visfatin u pacientd s AD a kontrol
(ADK)

Zhodnoceni krabicovych grafii: Na krabicovém grafu kontrol jsou vidét dva mirné odlehlé

body méfeni, které vSak vyznamné nenarusuji normalni rozdéleni dat. Na grafu pacient

S AD se Zadné odlehlé body nevyskytji. Data maji proto norméalni rozdélent.
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P-P graf
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Obr. 18 P-P grafy pro transformovana data pro visfatin u pacientti s AD a kontrol (ADK)

Zhodnoceni P-P grafi: P-P graf pacientii s AD i P-P graf kontrol ukazuje, Ze naméfena data

se nejvice priblizuji normélnimu a Laplaceovu rozlozeni, data jsou tedy rovnomérné

rozdélena.

Graf rozptyleni s kvantily
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Obr. 19 Grafy rozptyleni s kvantily pro transformovana data pro visfatin u pacienti s AD a
kontrol (ADK)

Zhodnoceni grafii rozptyleni s kvantity: Graf rozptyleni s kvantily u pacient s AD i u kontrol

ukazuje né€kolik mirné odlehlych bodl. Vzijemnd poloha obdélnikli poukazuje na
symetrické rozdéleni naméfenych dat u souboru kontrol (ADK). U pacientli s AD je vidét

vliv vyS$Sich hodnot, které mirn€ narusuji symetrii dat.
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Kruhovy graf
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Obr. 20 Kruhové grafy pro transformovana data pro visfatin u pacientd s AD a kontrol

(ADK)

Zhodnoceni kruhovych grafii: Na kruhovém grafu pacientii s AD i na grafu kontrol je vidét

témeét shodny tvar naméfenych hodnot a optimalniho tvaru pro normalni rozdéleni.

Naméiena data jsou tedy rovnomérné rozdélena.

Zavér grafickvch diagnostik transformovanvch dat

Grafické diagnostiky odpovidaji zavérum zakladni analyzy dat, tj. transformace dat vedla

k normalnimu rozdéleni. Data nadale neobsahuji vybocujici body, pouze n€kolik mirné

odlehlych bod.
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1.7.9 Neparametricka jednofaktorova analyza rozptylu
Statistcky program: NCSS 2004

Nejdiive je nutné ovéfit homoskedasticitu (shodu rozptylt) porovnavanych skupin.
Homoskedasticita je podminkou pro pouziti neparametrické ANOVY. Pro jeji ovéreni byl

pouzit modifikovany Leveniv test.

Predpoklady testovaci hodnota p-hodnota rozhodnuti (na p=0.05)

modifikovany Levenuv test 00,6848 0,409883  pfijima se

Homoskedasticita byla pfijata. Je mozné pokracovat v analyze a pouzit neparametrickou

ANOVU - Kruskal-Wallistv test zaloZzeny na poiadi.

Skupina mediin 95% LCL 95% UCL
pacienti s AD 954,93 801,81 1231,97
kontroly (ADK) 553,42 371,53 706,82
Hypotézy

HO: mediany jsou stejné
Ha: medidny se lisi

stupné volnosti Chi-Square p-hodnota rozhodnuti (na p=0,05)
1 11,7663 0,000603 HO se zamita
100000 E
10000 ° _
E ]
g 4
‘= 1000
8 ]
2 ]
100 3
-
10 T T
AD ADK
skupina

Obr. 21 Krabicovy graf pro visfatin u pacientti s AD a u kontrolniho souboru (ADK). Osa Y
je v logaritmické stupnici. Stiedova tsecka predstavuje median.

Zavér jednofaktorové analyzy rozptylu:

Neparametricky Kruskal-Wallistiv test zamitl na hladin¢ o=0,05 nulovou hypotézu
0 shodé mediani. Hladiny visfatinu jsou u souboru pacientti s AD statisticky vyznamné vyssi

oproti kontrolam.
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1.7.10 Vicefaktorova analyza rozptylu
Statisticky program: Statgraphics Centurion verze XV.

Po transformaci naméfenych dat (vSechna data dohromady) vykazuji tato data normalni
rozdéleni. V samotné skupiné pacienti s AD zulstal jeden vybocujici bod, ktery byl pro
nasledujici analyzu odstranén. Dale se zde vyskytovaly dalsi 3 odlehlé body (1 u pacientt
s AD, 2 u kontrol), které byly pted dalsi analyzou také vytazeny. Nasledné byla provedena
vicefaktorova analyza rozptylu, ktera kromé vlivu skupiny hodnoti i vliv pohlavi a glukézové

tolerance na hladinu visfatinu.

Vicefaktorova analvza rozptylu

e Pocet zavislych proménnych: 1

¢ Pocet kategoridlnich faktort: 3
o A=pohlavi (muzi/Zeny)
o B=gluko6zova tolerance (N-normalni gluk. tolerance/PGT—porusena gluk. tolerance)
o C=skupina (pacienti s AD/zdravé kontroly)

1. vystup analyzy variance pro VISFATIN

Zdroj Soucdet Pocet stupiii Pramérny F- P-
variability ¢tvercu volnosti ¢tverec kritérium hodnota
Model 0,48321 7 0,06903 3,61 0,002
Rezidua 1,75751 92 0,0191

Celkem 2,24072 99

2. vystup analyzy variance pro VISFATIN

zdrojvariability G0 voinosti - gtveree  kitérium _hochnota
A=pohlavi 0,02764 1 0,02764 1,45 0,232
B=glukézova tolerance  0,06786 1 0,06786 3,55 0,062
C=skupina 0,25222 1 0,25222 13,2 0,001
A*B 0,03161 1 0,03161 1,65 0,201
A*C 0,0082 1 0,0082 0,43 0,514
B*C 0,0007 1 0,0007 0,04 0,849
A*B *C 0,01071 1 0,01071 0,56 0,455
Rezidua 1,75751 92 0,0191

Celkem 2,24072 99

e R-Squared =21,6 %
e R-Squared (upraveno na pocet stupni volnosti) = 15,6 %
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Obr. 22 Interakce mezi faktory glukozové tolerance a pohlavi u pacient S AD a kontrolnich
jedinct Zeny: glukozova tolerance (B): F=2,79, p=0,099; skupina (C): F=5,9, p=0,018;
BxC: F=1,29, p=0,259; Muzi: gluk6zova tolerance (B): F=2,99, p=0,093; skupina (C):
F=8,67, p=0,006; BxC: F=2,86, p=0,101; Celkem: pohlavi (A): F=1,45, p=0,232; glukdzova
tolerance (B): F=3,55, p=0,062; skupina (C): F=13,2, p=0,001; AxB: F=1,65, p=0,201; AxC:
F=0,43, p=0,514; BxC: F=0,04, p=0,849; AxBxC: F=0,56, p=0,455
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Zavér vicefaktorové analvzy rozptylu:

Prvni vystup analyzy variance pro visfatin shrnuje vysledky obecného linearniho
statistického modelu, ktery popisuje vztah visfatinu a 3 prediktivnich faktort. Vzhledem
k tomu, Ze P-hodnota je mensi nez 0,05, je statisticky vyznamny vztah mezi visfatinem
a prediktory (95% konfiden¢ni interval).

Druhy vystup analyzy variance pro visfatin testuje statistickou vyznamnost kazdého
z faktor v modelu. P-hodnota je mensi nez 0,05 pouze u faktoru ,,skupina®, tzn. vyznamné
rozdilné jsou hladiny visfatinu mezi pacienti s AD a zdravymi kontrolami (pacienti s AD
maji vyssi hladiny visfatinu ve srovnani s kontrolami). Faktor pohlavi, glukézové tolerance
ani interakce mezi faktory nejsou statisticky vyznamné (Obr. 22).

Statistika R-Squared indikuje, zZe model vysvétluje 21,6 % variability visfatinu.
Statistika R-squared upravena na pocet stupiiti volnosti, ktera je vhodnéjsi pro srovnavani
modell s riznym poctem nezavislych proménnych, indikuje, Ze model vysvétluje 15,6 %

variability visfatinu.
1.8 Geneticka cast

1.8.1 Gen pro APOE
Statisticky program NCSS 2004
Frekvence genotypu a rizikové alely €4 v genu pro APOE u jednotlivych soubori shrnuje

Tab. 10. Frekvence této alely se mezi sledovanymi soubory nijak vyznamné nelisi.

Tab. 10 Frekvence genotypt a rizikové alely €4 v genu APOE u jednotlivych soubora

Soubor GDM DM2 PGT NGT
Genotyp APOE Frekvence (%)

22 0,3 0,2 0,0 0,0

23 11,6 12,1 135 105

24 2,6 1,0 0,0 1,3

33 68,4 66,8 59,6 66,6

34 15,6 19,2 250 204

44 15 0,7 1,9 1,2

Alela €4 10,5 109 144 113

Vliv rizikové alely €4 v genu pro APOE na glukézovy a lipidovy metabolismus byl
hodnocen u nasledujicich parametrii: hodnoty glykémie, hladiny inzulinu a C-peptidu,

hodnoty HOMAR a Matsuda indexu, hladiny celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
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HDL cholesterolu a triacylglycerold. Vliv alely €4 na télesné slozeni byl hodnocen
U nasledujicich parametri: BMI, BAI, WHR, obvodu pasu, bficha a glutedlniho obvodu a
U souctu 4 koznich tas (fasa nad tricepsem, nad bicepsem, suprailiakalni fasa, subscapularni
fasa).

Naméfené hodnoty u pacienti s DM2 shrnuje Tab. 11 (viz pftiloha). U zadného
Z parametrt se hodnoty u nositeltl nebo nenositelil alely €4 nijak vyznamné nelisi.

Nameéfené hodnoty u pacientek s gestatnim diabetem shrnuje Tab. 12 (viz Pfiloha).
U Zadného z parametrii se hodnoty u nositelek nebo nenositelek alely €4 nijak vyznamné
nelisi.

Naméiené hodnoty u nediabetického souboru s porusenou glukézovou toleranci shrnuje
Tab. 13 (viz Ptiloha). Naméfené hodnoty se u zadného parametru mezi nositeli a nenositeli
rizikové alely nijak vyznamné nelisi.

Naméiené hodnoty u nediabetického souboru s normalni gluk6zovou toleranci shrnuje
Tab 14 (viz Ptiloha). U namétenych hodnot celkového cholesterolu (Obr. 23) a LDL-
cholesterolu (Obr. 24) je hladina vyznamnosti p<0,001. V obou ptipadech je hladina daného
parametru vyznamné vyssi u nositel alely €4. U ostatnich parametr se naméfené hodnoty

u nositel nebo nenositell rizikové alely nijak vyznamné nelisi.

Celkovy cholesterol u souboru s NGT

9.0 -
B.7 ] —
= i
E i
E -
43
2.0 ] ; : .
£4- £4+
ApoE
p<0,001

Obr. 23 Hladina celkového cholesterolu u nositeli aspon jedné alely €4 a u nenositelt této

alely v souboru jedincti s NGT
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LDL cholesterol u souboru s NGT
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Obr. 24 Hladina LDL-cholesterolu u nositelti aspon jedné alely €4 a u nenositeld této alely
v souboru jedinct s NGT

1.8.2 Gen pro BIN1
Statisticky program NCSS 2004
Frekvence genotypil a rizikové alely G rs744373 v genu pro BIN1 u jednotlivych soubort

shrnuje Tab. 15. Frekvence této alely se mezi sledovanymi soubory nijak vyznamné nelisi.

Tab. 15 Frekvence genotypd a rizikové alely G rs744373 v genu BIN1 u jednotlivych
souborl

Soubor GDM DM2 PGT NGT

Genotyp BIN1 Frekvence (%)
AA 56,1 52,3 61,7 497
AG 357 389 298 439
GG 8,2 88 85 64
Alela G 261 283 266 273
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Vliv rizikové alely G v genu pro BIN1 na glukézovy a lipidovy metabolismus byl
hodnocen u nasledujicich parametrii: hodnoty glykémie, hladiny inzulinu a C-peptidu,
hodnoty HOMAR a Matsuda indexu, hladiny celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
HDL cholesterolu a triacylglycerolii. Vliv alely €4 na télesné slozeni byl hodnocen
U nasledujicich parametri: BMI, BAI, WHR, obvodu pasu, bficha a glutedlniho obvodu a
u sumy4 koznich fas (fasa nad tricepsem, nad bicepsem, suprailiakalni fasa, subscapularni
fasa).

Naméfené hodnoty u pacienti s DM2 shrnuje Tab. 16 (viz Pfiloha). U zadného
Z parametr se hodnoty u nositelit nebo nenositeli rizikové alely G nijak vyznamné nelisi.

Naméfené hodnoty u pacientek s gestatnim diabetem shrnuje Tab. 17 (viz Pfiloha).
U namétfenych hodnot indexu BAI, glutedlniho obvodu a u >4 koZnich fas je hladina
vyznamnosti p<0,050. U vSech téchto parametrii je hodnota vyssi u nenositelek rizikové
alely G. Naméfené hodnoty jsou vSak na hranici vyznamnosti, a proto jsou pro tuto praci
celkem nevyznamné. U ostatnich parametrii se naméfené hodnoty u nositelek nebo
nenositelek rizikové alely nijak vyznamné nelisi.

Nameétfené hodnoty u nediabetického souboru s porusenou gluk6zovou toleranci shrnuje
Tab. 18 (viz Ptiloha). Namétené hodnoty se u zadného parametru mezi nositeli a nenositeli
rizikové alely G nijak vyznamné nelisi.

Nameétené hodnoty u nediabetického souboru s normélni glukézovou toleranci shrnuje
Tab 19 (viz Ptiloha). U naméfenych hodnot parametru HOMAR je hladina vyznamnosti
p<0,050. Hodnoty tohoto parametru jsou vyssi u nenositelli alely G. Naméfené hodnoty jsou
v8ak na hranici vyznamnosti, a proto jsou pro tuto praci celkem nevyznamné. U ostatnich
parametr se namefené hodnoty u nositelii nebo nenositell rizikové alely nijak vyznamné

nelisi.

62



7. Diskuze

Alzheimerova demence je neurodegenerativni onemocnéni, jehoz prevalence
neustale stoupd, a které bez v€asné diagndzy predstavuje velkou zatéz pro pacienta i jeho
okoli. Je znama spousta markerti podilejicich se na patologii AD. Mezi ovéfené rizikové
faktory se fadi vék a familiarni anamnéza. Mezi piedpokladané a stale diskutované markery
ovlivilyjici toto onemocnéni patii Zenské pohlavi, poranéni hlavy, hypertenze, hlinik nebo
kouteni (Jirak a Koukolik, 2004). V roce 2005 byl popsan novy adipokin — visfatin (Fukuhara
et al., 2005). Pozdéji se ukazalo, ze tento protein byl pod ndzvem pre-B cell colony-
enhancing factor popsan jiz v roce 1994 (Samal et al., 1994). Dnes se visfatin fadi mezi
prozanétlivé cytokiny. Jako prozanétlivy cytokin hraje visfatin dilezitou roli pii vzniku
zanétu mozku u pacientii s AD.

Hladiny visfatinu v mozku se béhem normalniho starnuti zvysuji. Vyssi akumulace
tohoto cytokinu muze vést k poskozeni hematoencefalické bariéry, tvorbé p-amyloidu a
k poskozeni mozku (Adams 2008). Tato poskozeni mohou hrat dileZitou ulohu v patologii
AD. Studie Takebayashiho et al. potvrdila, ze vyssi koncentrace plazmatického visfatinu je
asociovana s vaskularni demenci, endothelialni disfunkci a s DM2 (Takebayashi et al., 2007).

Imunoreaktivni visfatin byl detekovan pii Kkultivaci lidskych endothelialnich bunék.
Hladiny visfatinu byly nejvice zvySeny pii vyskytu zdnétu nebo nemoci. Pokud se objevi
zéanét, endothelalni buniky za¢nou produkovat vice visfatinu (Romacho et al, 2013). Nekteré
studie ukazaly, Ze 1 jin¢ télni buiiky produkuji visfatin jako odpovéd na zanétlivy stav, napf.
pii akutnim zanétu plic — plicni endothelialni bunky (Ye et al., 2005), sepsi — neutrofilni
granulocyty (Jia et al., 2004) nebo revmatické artritidé — buniky synovidlni membrany
(Nowell et al., 2006). Kromé zvySovani syntézy visfatinu ovliviiuje zanét také distribuci
tohoto cytokinu a soucasn¢ zvysuje sekreci adipokinli do extracelularniho prostoru
(Romacho et al., 2013). Studie, které by hodnotily hladinu visfatinu v krevnim séru, nebyly
zatim publikovany.

Diplomova prace ukazala, ze u pacientli s AD se vyskytuji vyssi hladiny visfatinu
v krevnim séru. Prace tedy naznacuje, Ze hladina visfatinu v krevnim séru by mohla fungovat
jako prozanétlivy marker, ktery by mohl pfispét k diagnostice AD. Vyssi hladiny visfatinu
by mohly odrézet pfitomnost zanétu v mozku a tim i omezit dal$i invazivni vySetfeni mozku.
Diplomova prace nezjistila vliv visfatinu na glukézovy a lipidovy metabolismus ani jeho

vliv na télesné slozeni.
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AD ma dv¢ formy lisici se od sebe v dobé nastupu. Genetické pozadi ¢asné formy
AD (early-onset AD) je davano do souvislosti s mutacemi v genech APP, PSEN1 a PSEN2
(Vilatela et al., 2012). U pozdni formy AD (late-onset AD) neni genetické pozadi tplné
popsano. Jedinym prokazanym markerem souvisejicim s touto formou AD je gen pro APOE
a vyskyt jeho rizikové alely €4 (Corder et al., 1993). Tato alela se u pacientii s pozdni
formou AD vyskytuje v cca 50 % piipadt oproti bézné populaci, kde se vyskytuje s frekvenci
20-25 % (Nahid et al., 2007). Studie Vilateli et al. uvadi, ze ptitomnost jedné alely €4 zvySuje
riziko vzniku pozdni formy AD 3x, pfitomnost obou rizikovych alel mize az 12x zvySovat
riziko vzniku této formy AD (Vilatela et al., 2012). V evropské populaci se alela €4 vyskytuje
s frekvenci 7,5-15,6 % (McKay et al., 2011), v americké populaci s frekvenci 20-30 %
(Thies and Bleier,2013), v asijské populaci se vyskytuje s frekvenci 6,6-8,2 % (Zhou et al.,
2012). Studie Beranka et al., kterA hodnotila frekvenci rizikové alely v Ceské
republice (vzorky byly odebirany v Praze a v Hradci kralové) ukazala, ze alela €4 se zde
vyskytuje s frekvenci 15,7 % (Beranek et al., 1999).

Rizikova alela €4 je marker, ktery zvySuje riziko vzniku AD, ale sdm o sobé tuto
nemoc nevyvolad. VE&dét, zda dany jedinec je nositelem nebo nenositelem této alely je
pfinosem pro pfipadnou diagnostiku AD, ne vSak nezbytnou a jedinou podminkou pro
potvrzeni diagnézy. Piitomnost AD v roding také zvysuje riziko vzniku této nemoci, které je
vSak podminéno kombinaci genetickych faktori s vlivy zevniho prostiedi (Jirdk a Koukolik,
2004).

V diplomové praci jsme potvrdili, Ze rizikova alela &4 souvisi s lipidovym
metabolismem. U kontrolniho (nediabetického) souboru u jedinct s normalni glukézovou
toleranci byly vyssi hladiny celkového a LDL-cholesterolu u nositelli této alely oproti
nenositellim této alely. Souvislost s glukézovym metabolismem a vlivem na télesné sloZzeni
nebyla prokazéana. Frekvence alely €4 se mezi sledovanymi soubory vyznamné neliSila.

V poslednich letech vzeslo z celogenomovych asociacnich studii 10 novych geni
souvisejicich s pozdni formou AD. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patii gen BIN1 a jeho
polymorfismus rs744373 (Hu et al, 2011, Kamboh et al. 2012). Produkt tohoto genu se podili
na tvorbé zanétu, propojuje mikrotubuly tau proteinu a podili se tak na tvorbé
neurofibrilarnich klubek (Meunier at el., 2009). Produkt genu BIN1 se u¢astni metabolismu
cholesterolu, synaptické funkce a podili se na imunitni odpovédi (Karch et al., 2012).

U pacientll s AD byly naméfeny vyssi hladiny exprese tohoto genu v mozku oproti

zdravym kontroldm. BIN1 ma tedy neuropatologickou tlohu v mozkové tkani. ZvySena
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exprese genu BIN1 je spojovéna s nastupem AD v pozdéjSim véku a s rychlejSim prib&hem
tohoto onemocnéni (Kach et al., 2012). Studie Tana et al. uvadi, ze minoritni alela G
polymorfismu rs744373 koreluje s rychlosti poklesu kognitivnich funkci (Tan et al., 2013).

Diplomova prace neprokazala vliv minoritni alely G polymorfismu rs744373 v genu
pro BIN1 na glukézovy a lipidovy metabolismus ani vliv na télesni slozeni. Frekvence této
alely se mezi sledovanymi soubory vyznamné nelisila.

Mnoho studii prokazalo spojitost mezi DM2, AD a inzulinovou rezistenci. Evropska
studie Otty et al. zjistila, Ze DM2 mize az 2x zvySovat riziko vzniku AD (Ott et al., 1996).
Na druhou stranu nékteré studie zadnou spojitost mezi témito patologiemi nenaSly
(Thambisetty et al., 2013). Objevila se i studie, ktera podpofila navrh, ze DM2 muze
paradoxné pusobit jako protektivni faktor AD (Gaspariny et al., 2002). Vysledky diplomové
prace neprokazaly souvislost rizikové alelou €4 a minoritni alely G s hladinou inzulinu a
gluk6zovym metabolismem.

V posledni dobé¢ se také ¢asto vyskytuje otdzka, zda by AD mohla byt povazovana za
diabetes mellitus 3. typu. Nékteré studie ukazuji, ze AD je v zasad¢ specificka mozkova
forma diabetu (Rivera et al, 2005; Starka 2009). Tyto studie potvrzuji i pokusy na zvifatech,
kterym byl intracerebralné podan streptozocin (latka toxickd pro B-bunky produkujici
inzulin). To vedlo k nedostatku mozkového nikoli pankreatického inzulinu a k inzulinové
rezistenci. Soucasné doslo ke vzniku neurodegenerativnich zmén, které¢ mély spolecné znaky
s AD (de la Monte et al., 2006). AD je asociovana s progresivni mozkovou inzulinovou
rezistenci bez pfitomnosti DM2, obezity nebo periferni inzulinové rezistence (Steen et al.,
2005). Nicmeéné studie provadéné post mortem ukazuji, Ze molekularni, biochemické a
signalni abnormality v AD jsou prakticky identické s témi, které se vyskytuji u DM1 a DM2
(Pasquier et al., 2006). Stale vsak neni potvrzena stoprocentni korelace mezi AD a DM
(Arvanitakis, 2006), a proto se oznaceni diabetes mellitus 3. typu pro AD nepouZiva.

Z jiz publikovanych studii 1 z této diplomové prace vyplyva, ze u pozdni formy AD nelze
pochybovat o vyznamnosti genetického pozadi této nemoci. Prozatim se vSak pouze toto
pozadi neda vyuzit k diagnostice AD a je tieba pouzit vice markert pro potvrzeni piipadné

vylouceni pfitomnosti tohoto onemocnéni.
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8. Zavér

Alzheimerova demence je zdvazné onemocnéni, jehoz prevalence neustale stoupa a je
odhadovéno, ze kazdych 20 let se pocet pacientl s AD zdvojnasobuje. AD je velkou zatézi
nejen pro samotné€ pacienty, ale i pro blizké ptibuzné. AD bere pacientim moznost distojné
zestarnout a odkazuje je na trvalou pomoc ostatnich. I financovani lécby AD je velmi
nakladné.

Mnohé studie zabyvajici se AD se snazi odhalit markery, které by v€as odhalily nastup
AD a umoznily tak zkvalitnit staii pacientim trpicich touto chorobou. V poslednich letech
se objevil novy vyznamny biochemicky marker — visfatin. Tento prozanétlivy cytokin byl
zkouman v mozkové tkani, ale i pti kultivaci endotelidlnich bunék. Diplomova prace se
zamé&fila na hladiny visfatinu v krevnim séru (studie zabyvajici se vySetfenim hladiny
visfatinu z krve zatim nebyly publikovany). VySetieni hladiny visfatinu z krve by mohlo byt
mozné 1 pii bézné preventivni prohlidce, aniz by byla nutnd biopsie mozku nebo jina
invazivni metoda. Z vysledkt diplomové prace vyplyva, ze vySetieni hladiny visfatinu z krve
by mohlo byt pouzito jako dalsi z moznych diagnosticky markert.

U pozdni formy AD se piedpoklada polygenni dédi¢nost. Apolipoprotein E a rizikova
alela €4 v genu pro APOE je brana jako nejvyznamnéj$i geneticky rizikovy faktor ovlivilujici
AD. Diplomovd prace potvrdila vyznam této alely jako rizikového faktoru.
V celogenomovych asociacnich studiich bylo popsano dalSich 10 gent ovliviujicich AD.
Nejvyraznéj§im rizikovym genem vychazejicim z téchto studii je gen BIN1 a jeho
polymorfismus rs744373, na ktery se naSe studie zame¢fila. Byla zkouména asociace tohoto
genu a inzulinové rezistence, kterd se casto vyskytuje u pacientd s AD. Studie souvislost

mezi inzulinovou rezistenci a genem BIN1 nepotvrdila.
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11. Seznam zkratek

ABCA7
AD
ADK
APOE
APP
ATP
BAI
BIN1
BMI
CD2AP
CD33
CDK5
CLU
CNS
CR1
DM
DM1
DM2
DNA
ELISA
EPHAL
GDM
GWAS
HDL

HOMAR

IDE
IDF
IR
LCL
LDL

ATP-binding cassette transporter

Alzheimerova demence

Alzheimerova demence-kontroly

apolipoprotein E

amyloidovy prekurzorovy protein

adenosintrifosfat

body adiposity index

bridging integrator-1

body mass index

CD2-associated protein

sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin
cyklin-dependentni kinaza 5

clusterin

centralni nervova soustava

complement receptor 1

diabetes mellitus

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu

deoxyribonukleova kyselina

Enzyme-linked immuno sorbet assay

ephrin receptor Al

gestacni diabetes mellitus

celogenomova asociaéni studie (genome-wide association study)
lipoprotein o vysoké hustoté (high density lipoprotein)
index inzulinové rezistence (homeostasis model assessment-estimated insulin
resistance)

inzulin degradujici enzym

International Diabetes Federation

inzulinova rezistence

lower control limit

lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)
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MS4A4
MS4AGE
NAD
NAMPT
NGT
OGTT
PBEF
PCR
PGT
PICALM
PSEN1
PSENZ2

RFLP

RNA
RT-PCR
TNF-a
UCL
WHR

cluster--membrane-spanning 4-domains subfamily A
membrane-spanning 4-domains subfamily A member 6E
nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid fosforybosyltransferaza

normdlni glukdzova tolerance

oralni glukézovy toleran¢ni test

Pre-B cell colony-enhancing factor

polymerazova fetézcova reakce (polymerase chain reaction)
porusena gluk6zova tolerance

phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein
presenilin 1

presenilin 2

polymorfismus délky restrikénich fragmenti (restriction fragment length
polymorphism)

ribonukleova kyselina

PCR v redlném case (RealTime PCR)

faktor nadorové nekrozy o (tumor necrosis factor o)

upper control limit

pomeér obvodu pasu a bokt (waist to hip ratio)
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12. P¥ilohy

Tab. 5 Antropometrické charakteristiky kontrolniho souboru a pacienti s AD.

muzi (n=23) Zeny (n=41)

kontrolni soubor 95%  95% 95% 95%

median LCL  UCL median LCL UCL
vék (roky) 67,5 64,7 724 64,6 63 67,8
obvod pasu (cm) 101,0 915 107,0 851 825 90,2
obvod bficha (cm) 102,5 95 1125 97,0 91,3 100,22
glutealni obvod (cm) 104,0 101,3 1075 1035 100 109,5
BMI (kg/m?) 28,7 26,3 29,3 26,4 247 284
WHR 0,93 091 0,98 0,84 080 0,85
BAI (%) 25,3 24,7 27,7 322 293 339

muZzi (n=15) Zeny (n=24)

pacienti s AD 95%  95% 95%  95%

median LCL  UCL median LCL UCL
vék (roky) 73,2 68,2 85,0 736 659 76,6
obvod pasu (cm) 93,0 88,0 98,0 1005 87,0 1050
obvod bficha (cm) 96,0 91,0 102,0 107,0 95,0 110,0
glutealni obvod (cm) 99,0 94,0 106,0 103,5 100,0 109,5
BMI (kg/m?) 26,2 234 274 257 218 279
WHR 0,92 0,89 0,97 0,82 0,78 0,85
BAI (%) 26,2 24,0 29,0 33,6 28,7 349

Tab. 6 Biochemické charakteristiky kontrolniho souboru a pacientti s AD.

muZzi (n=23) Zeny (n=41)

kontrolni soubor 95%  95% 95% 95%

median LCL  UCL median LCL UCL
glykémie (mmol/l) 54 51 58 5,3 51 55
inzulin (MIU/I) 7,6 55 14,9 8,4 6,3 9,5
C-peptid (nmol/l) 0,84 057 1,14 0,76 0,65 0,84
HOMAR 2,12 1,17 3,90 2,02 148 2,37
celkovy cholesterol (mmol/l) 4,95 4,64 531 5,15 479 5,27
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,35 1,23 1,65 168 146 183
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,89 2,35 3,19 2,92 2,71 3,11
triacylglyceroly (mmol/l) 1,13 0,80 1,58 1,10 091 1,19

muZzi (n=15) Zeny (n=24)

pacienti s AD 95%  95% 95% 95%

median LCL  UCL median LCL UCL
glykémie (mmol/l) 5,0 4,7 53 51 4,7 5,2
inzulin (mIU/I) 11,8 8,8 18,0 8,3 73 111
C-peptid (nmol/l) 1,04 0,74 1,33 0,77 067 0,88
HOMAR 2,56 191 4,02 1,74 149 252
celkovy cholesterol (mmol/l) 470 3,80 5,89 5,20 460 5,98
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,30 1,10 1,60 1,50 1,30 2,00
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,82 2,07 3,56 297 240 3,64
triacylglyceroly (mmol/l) 1,21 0,75 1,30 1,20 1,00 1,70
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Tab. 8 Antropometrickd charakterizace souborii pacientl s DM2, Zen s gestatnim diabetem
a nediabetickych jedinct.

muZi (n=159) Zeny (n=258)
pacienti s DM2 95% 95% 95% 95%
median LCL UCL median LCL UCL
vek (roky) 62,0 60,0 64,0 60,2 59,0 62,0
obvod pasu (cm) 104,0 101,0 106,5 100,2 99,0 102,0
obvod bficha (cm) 105,8 101,5 116,0 106,2 102,0  109,5
glutedlni obvod (cm) 107,0 106,0 109,0 114,0 1120 116,0
BMI (kg/m?) 28,7 27,9 29,7 31,0 30,4 31,6
WHR 0,96 0,95 0,97 0,87 0,86 0,88
BAI (%) 28,2 27,4 29,2 37,4 36,7 38,3
(n=335)
Zeny s gestatnim diabetem v anamnéze 95% 95%
median LCL UCL
veék (roky) 33,5 33,0 34,3
obvod pasu (cm) 76,0 74,8 77,3
obvod bricha (cm) 85,2 83,5 87,0
glutealni obvod (cm) 98,2 97,2 100,1
BMI (kg/m?) 23,1 22,3 23,7
WHR 0,78 0,77 0,79
BAI (%) 27,5 27,0 28,4
kozni fasy (mm)
suprailiakalni 17 15 18
nad bicepsem 9,5 8,5 10
nad tricepsem 23 22 24
subskapularni 16 14,5 17
Y 4 koznich tas 65,5 60 69
muzi (n=220) Zeny (n=414)
nediabeticti jedinci 95% 95% 95% 95%
median LCL UCL median LCL UCL
veék (roky) 31,0 29,1 33,9 28,1 26,8 30,1
obvod pasu (cm) 84,8 83,0 86,9 72,5 71,4 73,8
obvod bficha (cm) 87,8 86,2 89,1 80,0 78,8 81,2
glutealni obvod (cm) 99,1 98,2 100,3 99,2 98,4 100,0
BMI (kg/m?) 24,6 24,2 25,3 22,7 22,4 23,2
WHR 0,85 0,84 0,86 0,73 0,72 0,73
BAI (%) 23,0 22,4 23,5 27,4 27,0 28,0
kozni fasy (mm)
suprailiakalni 13 12 14 14 13 15
nad bicepsem 4 3,5 4 8,5 7,5 9
nad tricepsem 11 10 12 19 18 20
subskapularni 13 11,5 14 13 12 14
Y 4 koznich fas 41 37 44 54,5 50,5 58
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Tab. 9 Biochemicka charakterizace soubort pacienti s DM2, Zen s gestacnim diabetem a
nediabetickych jedinci.

muZi (n=159) Zeny (n=258)
pacienti s DM2 95% 95% 95% 95%
median  LCL UCL median  LCL UCL
glykémie (mmol/l) 7,8 7,2 8,5 7,35 7,0 7,8
inzulin (mIU/I) 10,8 9,5 12,3 12,4 11,2 13,0
C-peptid (nmol/l) 0,87 0,78 0,92 0,88 0,83 0,95
HOMAR 3,81 3,31 4,46 4,03 3,66 4,53
celkovy cholesterol
(mmol/l) 5,67 5,52 5,80 6,03 5,85 6,22
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,14 1,10 1,25 1,39 1,33 1,44
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,58 3,40 3,79 3,80 3,56 3,94
triacylglyceroly (mmol/l) 1,64 1,34 1,73 1,64 1,50 1,79
(n=335)
Zeny s gestacnim diabetem v anamnéze 95% 95%
median  LCL UCL
glykémie (mmol/l) 4.8 47 79
inzulin (mIU/I) 5,6 572 6,1
C-peptid (nmol/l) 0,60 0,58 0,62
HOMAR 1,21 1,1 1,31
Matsuda index 7,65 7,04 8,17
celkovy cholesterol
(mmol/l) 4,51 4,39 4,58
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,55 1,52 1,60
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,49 2,38 2,62
triacylglyceroly (mmol/l) 0,76 0,72 0,80
muZi (n=220) Zeny (n=414)
nediabeticti jedinci 95% 95% 95% 95%
median  LCL UCL median  LCL UCL
glykémie (mmol/l) 4,8 4,7 4,8 4,6 4,6 4,7
inzulin (MIU/I) 6,0 5,6 6,7 6,1 5,6 6,4
C-peptid (nmol/l) 0,58 0,53 0,63 0,55 0,54 0,58
HOMAR 1,29 1,19 1,40 1,27 1,16 1,33
Matsuda index 7,72 7,39 8,61 8,05 7,51 8,62
celkovy cholesterol
(mmol/l) 4,49 4,37 4,63 4,49 4,38 4,59
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,24 1,19 1,30 1,57 1,54 1,61
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,65 2,52 2,75 2,40 2,31 2,52
triacylglyceroly (mmol/l) 1,01 0,91 1,12 0,86 0,82 0,92
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Tab. 11 Vliv alely €4 v genu APOE na parametry glukézového a lipidového metabolismu a
na télesné slozeni u pacienti s DM2

DM2 (n=417)
Parametr g4+ e4- p
glykémie (mmol/l) * 7,5 (7,0-8,5) 7,2 (6,7-7,4) 0,250
inzulin (MIU/1) * 12,3 (10,5-15,4) 11,9 (10,6-12,7) 0,537
C-peptid (nmol/l) 0,86 (0,71-0,98) 0,87 (0,83-0,92) 0,850
HOMAR* 4,55 (3,69-5,79) 3,86 (3,60-4,28) 0,191
celkovy cholesterol (mmol/l) | 5,95 (5,70-6,28) 5,83 (5,71-5,95) 0,199
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,63 (3,35-3,94) 3,67 (3,55-3,85) 0,757
triacylglyceroly (mmol/l) 1,72 (1,47-2,04) 1,58 (1,48-1,69) 0,197
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,11 (1,03-1,31) 1,15 (1,10-1,28) 0,558
§ BMI (kg/m?) 30,1 (27,4-30,5) 28,7 (27,6-29,6) 0,798
5 BAI (%) 28,8 (26,1-30,3) 28,2 (27,3-29,2) 0,836
£ WHR 0,96 (0,93-1,00) 0,96 (0,95-0,98) 0,933
;§ obvod pasu (cm) 104,5 (100,1-108,9) 103,9 (101,2-107,0) 0,997
£ obvod bficha (cm) 108,6 (97,2-117,0)  105,3 (100,5-116,5) 0,854
glutealni obvod (cm) 108,3 (104,2-111,0) 107,0 (106,2-109,0) 0,750
HDL-cholesterol (mmaol/l) 1,38 (1,28-1,55) 1,40 (1,33-1,44) 0,800
& BMI (kg/m?) 30,3 (28,8-32,0) 31,2 (30,4-31,9) 0,223
ﬁ BAI (%) 37,4 (36,2-39,8) 37,4 (36,6-38,3) 0,867
£ WHR 0,87 (0,83-0,89) 0,87 (0,86-0,88) 0,797
2 obvod pasu (cm) 100,0 (94,0-104,8) 101,0 (99,0-102,0) 0,479
X obvod bficha (cm) 108,5 (97,9-124,7)  105,8 (102,0-109,5) 0,424
glutealni obvod (cm) 111,4 (109,2-116,0) 115,0(112,9-116,5) 0,211

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
* G0, 10, HOMAR- pacienti bez lecby inzulinem
g4+ = nositel aspon jedné alely €4; ¢4- = nenositel alely ¢4
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Tab. 12 Vliv alely €4 v genu APOE na parametry glukézového a lipidového metabolismu a
na télesné slozeni u pacientek s GDM

GDM (n=335)

Parametr g4+ e4- p

glykémie (mmol/I) 4,9 (4,7-4,9) 4,8 (4,7-4,8) 0,557
inzulin (MIU/I) 5,3 (4,7-6,6) 5,7 (5,2-6,1) 0,645
C-peptid (nmol/l) 0,61 (0,55-0,65) 0,60 (0,57-0,62) 0,969
HOMAR 1,06 (0,96-1,47) 1,21 (1,08-1,30) 0,744
Matsuda index 7,66 (6,03-9,44) 7,78 (7,10-8,24) 0,737
celkovy cholesterol (mmol/l) | 4,45 (4,31-4,90) 4,46 (4,37-4,56) 0,309
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,57 (1,42-1,69) 1,56 (1,52-1,62) 0,535
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,60 (2,28-2,87) 2,47 (2,36-2,59) 0,184
triacylglyceroly (mmol/l) 0,78 (0,72-0,92) 0,74 (0,66-0,78) 0,126
BMI (kg/m?) 22,1 (20,7-23,1) 23,1 (22,3-23,6) 0,149
BAI (%) 26,4 (25,7-27,7) 27,5 (26,9-28,6) 0,064
WHR 0,76 (0,74-0,77) 0,78 (0,77-0,79) 0,051
obvod pasu (cm) 74,0 (72,0-76,5) 76,0 (74,5-77,5) 0,167
obvod bficha (cm) 82,0 (81,0-86,0) 85,9 (83,8-87,4) 0,386
glutealni obvod (cm) 98,0 (95,0-99,0) 98,0 (97,0-100,0) 0,861
¥ 4 koZnich fas (mm) 63,0 (54,0-68,0) 65,5 (59,5-70,0) 0,320

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test

2 4 koznich ras = suprailiakalni 7asa, biceps, triceps, subscapularni rasa

g4+ = nositel aspon jedné alely €4; ¢4- = nenositel alely ¢4
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Tab. 13 Vliv alely €4 v genu APOE na parametry glukézového a lipidového metabolismu a
na télesné slozeni u souboru jedincii s PGT

PGT (n=43)
Parametr g4+ e4- p
glykémie (mmol/l) 5,7 (5,2-5,8) 5,6 (5,0-5,7) 0,858
inzulin (MIU/I) 14,6 (4,5-16,7) 7,3 (5,6-11,1) 0,474
C-peptid (nmol/l) 0,91 (0,59-1,15) 0,69 (0,54-0,87) 0,294
HOMAR 3,80 (0,96-4,41) 1,60 (1,29-2,76) 0,406
Matsuda index 3,05 (1,95-9,42) 6,19 (3,65-8,82) 0,176
celkovy cholesterol (mmol/l) | 5,22 (4,96-6,36) 5,11 (4,15-5,40) 0,249
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,14 (2,55-4,09) 2,82 (2,44-3,27) 0,425
triacylglyceroly (mmol/l) 1,64 (1,18-2,23) 1,22 (0,84-1,43) 0,062
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,20 (0,85-1,98) 1,10 (0,93-1,26) 0,496
BMI (kg/m?) 26,8 (25,6-31,2) 26,8 (21,8-27,4) 0,389
© BAl (%) 25,2 (22,2-30,6) 23,5 (21,1-24,8) 0,189
£ WHR 0,97 (0,87-1,06) 0,84 (0,78-1,02) 0,257
s obvod pasu (cm) 98,0 (90,0-116,0) 88,2 (76,6-111,4) 0,221
E obvod bficha (cm) 100,0 (93,6-107,3) 94,8 (82,2-108,2) 0,423
glutealni obvod (cm) 103,0(100,0-109,0) 102,0 (96,0-108,0) 0,414
¥ 4 koznich tas (mm) 45,0 (33,4-65,1) 46,0 (34,0-57,0) 0,738
HDL-cholesterol (mmaol/l) 1,51 (1,01-2,05) 1,42 (1,35-1,64) 0,906
BMI (kg/m?) 26,2 (23,3-33,2) 25,5 (21,5-29,6) 0,610
’ﬁ BAI (%) 33,8 (26,5-38,9) 29,2 (26,3-35,1) 0,367
g WHR 0,79 (0,75-0,83) 0,80 (0,74-0,89) 0,906
>. obvod pasu (cm) 89,0 (76,7-95,5) 85,0 (74,7-93,4) 0,753
,§ obvod bficha (cm) 92,8 (81,3-104,0) 94,2 (80,6-97,0) 0,622
glutealni obvod (cm) 101,0 (99,4-116,5) 103,5(97,1-107,8) 0,783
Y 4 koZnich fas (mm) 90,0 (47,0-115,0) 71,0 (55,5-95,0) 0,420

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
2' 4 koznich ras = suprailiakalni Fasa, biceps, triceps, subscapularni rasa
g4+ = nositel aspon jedné alely €4; ¢4- = nenositel alely ¢4
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Tab. 14 Vliv alely €4 v genu APOE na parametry glukézového a lipidového metabolismu a
na télesné slozeni u souboru jedincti S NGT

NGT (n=591)
Parametr g4+ e4- p
glykémie (mmol/l) 4,7 (4,5-4,7) 4,6 (4,6-4,7) 0,366
inzulin (mIU/I) 6,1 (5,5-7,2) 5,9 (5,5-6,2) 0,221
C-peptid (nmol/l) 0,55 (0,52-0,60) 0,55 (0,54-0,58) 0,889
HOMAR 1,29 (1,12-1,43) 1,23 (1,13-1,30) 0,326
Matsuda index 8,15 (7,48-9,31) 8,03 (7,65-8,64) 0,981
celkovy cholesterol (mmol/l) | 4,62 (4,51-4,81) 4,38 (4,28-4,45) <0,001
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,68 (2,56-2,80) 2,37 (2,27-2,47) <0,001
triacylglyceroly (mmol/l) 0,96 (0,83-1,08) 0,87 (0,82-0,92) 0,195
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,18 (1,07-1,38) 1,26 (1,20-1,32) 0,402
_ BMI (kg/m?) 24,4 (23,4-25,6) 24,5 (23,7-25,2) 0,742
% BAI (%) 22,6 (21,9-23,6) 22,7 (22,2-23,5) 0,714
1 WHR 0,85 (0,82-0,87) 0,84 (0,84-0,86) 0,405
;E obvod pasu (cm) 83,7 (80,5-89,9) 84,3 (82,2-86,5) 0,582
g obvod bficha (cm) 88,5 (84,0-93,2) 87,3 (85,4-89,0) 0,240
glutealni obvod (cm) 99,0 (95,9-102,0) 98,9 (97,8-100,0) 0,913
Y 4 koznich fas (mm) 47,0 (34,5-64,0) 40,0 (35,0-45,0) 0,139
HDL-cholesterol (mmaol/l) 1,56 (1,50-1,64) 1,58 (1,54-1,64) 0,712
__ BMI (kg/m?) 22,9 (21,9-23,9) 22,6 (22,3-23,0) 0,586
& BAI (%)y 27,4 (26,3-28,9) 27,4 (26,9-27,9) 0,637
C;C? WHR 0,74 (0,73-0,74) 0,72 (0,72-0,73) 0,744
"< obvod pasu (cm) 72,2 (70,6-75,1) 71,9 (70,9-73,2) 0,466
)qf)] obvod bficha (cm) 81,0 (76,6-83,2) 79,2 (78,3-80,3) 0,467
glutealni obvod (cm) 99,8 (97,9-102,5) 98,6 (98,0-99,9) 0,140
Y 4 koZnich fas (mm) 52,0 (47,0-59,5) 53,7 (50,0-58,0) 0,894

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
2' 4 koznich ras = suprailiakalni Fasa, biceps, triceps, subscapularni rasa
g4+ = nositel aspon jedné alely €4; ¢4- = nenositel alely ¢4
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Tab. 16 Vliv alely G polymorfismu rs744373 v genu BIN1 na parametry glukézového a
lipidového metabolismu a na télesné slozeni u pacientii s DM2

DM2 (n=417)
Parametr G+ G- p
glykémie (mmol/l) * 6,8 (6,5-7,5) 7,4 (7,0-8,1) 0,143
inzulin (MIU/I) * 11,9 (10,5-12,8) 12,3 (10,6-13,9) 0,462
C-peptid (nmol/l) 0,88 (0,82-0,96) 0,85 (0,79-0,92) 0,410
HOMAR* 3,67 (3,27-4,05) 4,32 (3,81-4,84) 0,096
celkovy cholesterol (mmol/l) | 5,80 (5,62-5,95) 5,91 (5,79-6,04) 0,495
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,63 (3,44-3,87) 3,76 (3,57-3,89) 0,724
triacylglyceroly (mmol/l) 1,57 (1,44-1,81) 1,65 (1,54-1,73) 0,578
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,12 (1,05-1,28) 1,15 (1,06-1,28) 0,568
§ BMI (kg/m?) 29,6 (28,0-30,4) 28,3 (27,1-29,2) 0,198
5 BAI(%) 28,1 (27,0-29,5) 28,9 (27,2-29,5) 0,965
£ WHR 0,97 (0,95-0,99) 0,95 (0,93-0,97) 0,354
;5 obvod pasu (cm) 105,0 (101,0-108,0) 103,0 (100,0-106,0) 0,560
E obvod bficha (cm) 107,4 (101,2-116,5) 105,6 (98,0-121,0)0 0,774
glutealni obvod (cm) 107,0 (106,0-110,0) 107,0 (105,0-110,0) 0,888
HDL-cholesterol (mmaol/l) 1,39 (1,33-1,43) 1,40 (1,30-1,45) 0,860
& BMI (kg/m?) 30,3 (29,6-31,3) 31,6 (30,4-32,8) 0,050
ﬁ BAI (%) 36,7 (35,9-37,8) 37,9 (36,9-38,7) 0,095
£ WHR 0,87 (0,85-0,88) 0,87 (0,86-0,88) 0,332
2 obvod pasu (cm) 99,0 (97,0-101,1) 102,0 (99,8-105,0) 0,089
X obvod biicha (cm) 107,5(99,5-110,2) 105,5(101,6-110,5) 0,980
glutealni obvod (cm) 113,0 (112,0-115,0) 116,0(112,0-118,0) 0,219

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
* G0, 10, HOMAR- pacienti bez lecby inzulinem
G+ = nositel aspori jedné alely G; G- = nenositel alely G
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Tab. 17 Vliv alely G polymorfismu rs744373 v genu BIN1 na parametry glukézového a
lipidového metabolismu a na télesné slozeni u pacientek s GDM

GDM (n=335)

Parametr G+ G- p

glykémie (mmol/l) 4,8 (4,7-4,9) 4,8 (4,7-4,8) 0,787
inzulin (MIU/I) 5,4 (4,7-5,9) 5,7 (5,3-6,6) 0,104
C-peptid (nmol/l) 0,59 (0,54-0,62) 0,61 (0,59-0,65) 0,395
HOMAR 1,11 (1,00-1,29) 1,24 (1,10-1,40) 0,107
Matsuda index 8,17 (6,83-8,94) 7,43 (6,94-8,14) 0,164
celkovy cholesterol (mmol/l) | 4,49 (4,37-4,62) 4,45 (4,28-4,58) 0,736
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,55 (1,49-1,64) 1,57 (1,53-1,67) 0,582
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,53 (2,31-2,70) 2,46 (2,35-2,59) 0,995
triacylglyceroly (mmol/l) 0,76 (0,71-0,85) 0,75 (0,66-0,79) 0,082
BMI (kg/m?) 22,4 (21,6-23,1) 23,5 (22,3-24,6) 0,063
BAI (%) 26,7 (26,0-27,1) 28,1 (27,3-29,0) 0,021
WHR 0,78 (0,77-0,78) 0,77 (0,76-0,78) 0,644
obvod pasu (cm) 74,8 (74,0-76,3) 76,0 (74,2-79,5) 0,223
obvod bficha (cm) 84,0 (82,7-86,0) 85,9 (83,0-89,0) 0,348
glutealni obvod (cm) 97,0 (95,4-98,3) 99,3 (97,5-101,9) 0,037
¥ 4 koZnich fas (mm) 58,5 (54,0-66,0) 67,2 (63,0-75,5) 0,031

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
2 4 koznich ras = suprailiakadlni 7asa, biceps, triceps, subscapularni rasa
G+ = nositel aspon jedné alely G; G- = nenositel alely G
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Tab. 18 Vliv alely G polymorfismu rs744373 v genu BIN1 na parametry glukézového a
lipidového metabolismu a na télesné slozeni u souboru jedincii s PGT

PGT (n=43)
Parametr G+ G- p
glykémie (mmol/l) 5,7 (4,9-6,2) 5,6 (5,0-5,7) 0,414
inzulin (mIU/I) 13,2 (6,1-16,7) 6,7(5,4-1,04) 0,093
C-peptid (nmol/l) 0,96 (0,68-1,21) 0,65 (0,55-1,00) 0,085
HOMAR 3,63 (1,41-4,38) 1,49 (1,35-2,49) 0,140
Matsuda index 4,41 (2,24-8,95) 5,80 (3,09-7,18) 0,654
celkovy cholesterol (mmol/l) | 5,17 (4,00-6,45) 5,20 (4,76-5,43) 0,871
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,11 (2,49-4,21) 2,83 (2,44-3,40) 0,380
triacylglyceroly (mmol/l) 1,53 (0,98-2,15) 1,25 (0,79-1,59) 0,148
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,14 (0,85-1,37) 1,15 (0,90-1,26) 0,772
BMI (kg/m?) 27,1 (24,3-29,9) 26,3 (21,8-30,3) 0,630
© BAl (%) 23,7 (22,7-29,4) 24,2 (21,1-26,7) 1,000
£ WHR 0,94 (0,79-1,03) 0,95 (0,83-1,02) 0,923
;E obvod pasu (cm) 98,0 (82,6-112,0) 95,8 (80,0-111,4) 0,700
E obvod bficha (cm) 96,0 (82,2-107,7) 95,6 (83,9-108,2) 0,431
glutealni obvod (cm) 107,0 (98,8-109,0) 101,8 (96,0-107,0) 0,247
Y 4 kozZnich fas (mm) 53,5 (34,0-67,0) 45,5 (39,5-73,0) 0,886
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,23 (1,17-1,54) 1,63 (1,41-1,89) 0,077
BMI (kg/m?) 28,8 (24,6-29,4) 25,3 (20,4-29,6) 0,138
’ﬁ BAI (%) 33,8 (27,8-46,9) 28,1 (23,3-35,1) 0,194
& WHR 0,88 (0,78-0,98) 0,79 (0,72-0,84) 0,051
>, obvod pasu (cm) 93,4 (79,1-123,0) 84,0 (71,0-93,1) 0,095
,GCNJ obvod bficha (cm) 101,5 (83,0-135,2) 91,7 (81,0-97,0) 0,457
glutealni obvod (cm) 101,1 (100,5-110,6) 104,7 (96,5-107,8) 0,516
Y 4 koZnich fas (mm) 95,7 (65,4-104,2) 72,0 (36,0-95,0) 0,242

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
2 4 koznich ras = suprailiakalni Fasa, biceps, triceps, subscapuldrni rasa
G+ = nositel aspon jedné alely G; G- = nenositel alely G
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Tab. 19 Vliv alely G polymorfismu rs744373 v genu BIN1 na parametry glukézového a
lipidového metabolismu a na télesné slozeni U souboru jedincti s NGT

NGT (n=591)
Parametr G+ G- p
glykémie (mmol/l) 4,6 (4,5-4,7) 47 (4,6-4,7) 0,151
inzulin (mIU/I) 5,6 (5,0-6,2) 6,3 (5,9-7,0) 0,055
C-peptid (nmol/l) 0,55 (0,53-0,58) 0,57 (0,53-0,60) 0,432
HOMAR 1,13 (1,06-1,26) 1,31 (1,23-1,40) 0,040
Matsuda index 8,48 (7,80-9,13) 7,84 (7,32-8,57) 0,152
celkovy cholesterol (mmol/l) | 4,45 (4,35-4,60) 4,46 (4,37-4,57) 0,933
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,56 (2,35-2,67) 2,41 (2,33-2,57) 0,747
triacylglyceroly (mmol/l) 0,89 (0,84-0,96) 0,89 (0,82-1,01) 0,831
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,20 (1,15-1,33) 1,28 (1,20-1,36) 0,417
_ BMI (kg/m?) 24,8 (24,0-25,9) 24,2 (23,2-24,8) 0,446
% BAI (%) 23,2 (22,3-23,8) 22,4 (21,8-23,3) 0,415
1 WHR 0,86 (0,84-0,88) 0,85 (0,82-0,87) 0,441
;E obvod pasu (cm) 86,1 (83,0-88,0) 82,6 (80,5-87,0) 0,417
g obvod bficha (cm) 88,5 (86,3-90,9) 86,0 (84,0-89,1) 0,370
glutealni obvod (cm) 99,0 (97,3-100,8) 98,0 (95,9-99,9) 0,507
Y 4 koznich fas (mm) 42,0 (38,0-50,0) 41,5 (34,0-50,0) 0,631
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,58 (1,53-1,64) 1,56 (1,50-1,62) 0,566
__ BMI (kg/m?) 22,8 (22,3-23,3) 22,5 (22,0-23,0) 0,918
& BAI (%)y 27,2 (26,5-28,1) 27,4 (26,8-28,1) 0,648
T WHR 0,73 (0,72-0,73) 0,72 (0,71-0,73) 0,828
"< obvod pasu (cm) 72,0 (70,9-73,8) 71,7 (70,5-73,6) 0,925
)“Cﬁ obvod bficha (cm) 79,2 (77,5-80,8) 79,9 (78,4-81,4) 0,460
glutealni obvod (cm) 99,3 (98,0-100,4) 98,6 (97,6-100,1) 0,977
Y 4 koZnich fas (mm) 52,0 (50,0-56,0) 55,0 (48,0-60,0) 0,921

Median (95% LCL-95% UCL), program NCSS 2004, Kruskal-Wallis One-Way ANOVA test
2' 4 koznich ras = suprailiakalni Fasa, biceps, triceps, subscapularni rasa
G+ = nositel aspon jedné alely G; G- = nenositel alely G
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