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ABSTRAKT

Peritonealni dialyza (PD) je metodou nahrady funkce ledvin vyuZivajici peritonea jako
dialyza¢ni membrany. PD roztoky indikované k odstranovani dusikatych katabolit, excesivni
plazmatické tekutiny, korekci elektrolytovych poruch a acidobaze jsou vyvijeny s ohledem na
udrZzeni homeostazy a obranyschopnosti peritonea a jsou vyvijeny tak, aby vyvolavaly co
nejnizsi lokalni a systémovou zanétlivou odpovéd. Vlivem chronického pusobeni PD roztoku
na peritoneum dochazi k jeho pfestavbé s pozdéjsi pfipadnou ztratou schopnosti ultrafiltrace.
Za pozdni komplikace a pfestavbu peritonea jsou nejvice zodpovédné vysoké koncentrace
glukozy obsazené v PD roztocich a dale pfitomnost a vznik degradacénich produktd glukézy

(GDP) a pokrocilych produktt glykace (AGES) reagujicich v peritonealni dutiné.

Cilem nasi dizertaCni prace je v prvni Casti sledovani riznych PD roztokd s rozdilnym
obsahem glukézy a GDP a pomoci ligandld pro receptor AGEs se vyjadfit kjejich
systémovym GCinkim a nalézt PD roztoky s nejvyS$Si biokompatibilitou. V této casti
popisujeme konvenéni glukézové roztoky, roztoky s nizkou zatézi glukézy a GDP a PD
roztoky na bazi polymeru glukézy (icodextrin) a sledujeme hladiny solubilniho receptoru pro
AGEs (s — RAGE) a jeho ligand, nové identifikovaného extracelularniho ligandu pro receptor
RAGE (EN — RAGE) a high - mobility group box - 1 proteinu (HMGB — 1) v plazmé a
dialyzatu a hledame souvislosti mezi sledovanymi ligandy a systémovymi markery zanétu a

vlastnostmi peritonea.

V této Casti jsme prokazali, Ze pacienti 1&€eni v PD rezimu s nizsi zatézi GDP vykazovali
niz8i plazmatické hladiny prozanétlivych ligand EN — RAGE a HMGB - 1, to znamena, zZe
muzeme tvrdit, Ze tyto roztoky vyvolavaji nizsi lokalni zanétlivou odpovéd a jsou spojeny

s niz8i tvorbou AGEs v systémové cirkulaci.

V daldi ¢asti pak pomoci sledovani bunéfné populace v dialyzatu sledujeme vliv
icodextrinového PD roztoku na mezotelidlni buné€nou masu a pozorujeme vztah zmén

bunécné populace k zanétlivym markerdm (IL - 6) a markeru mezotelialni masy (CA 125).

V této Casti jsme u icodextrinového PD roztoku prokazali korelaci mezi hladinami CA 125 a
markery zanétu, coz si vysvétlujeme aktivaci intraperitonealni inflamace zvysujici produkci

CA 125 u mezotelialnich bunék peritonea.

NaSe poznatky by se do budoucna mohly uplatnit napf. pfi vyuziti EN — RAGE a HMGB -1

jako citlivych ukazatelt biokompatibility, pfi prokdzaném uzkém vztahu s markery zanétu, a
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k nasmérovani dal$iho vyzkumu smeérem k hledani novych, spolehlivéjSich marker(

mezotelialni masy, které by pfesnéji reflektovaly biokompatiblitu PD roztoku.

Klicova slova - peritonealni dialyza — degradacni produkty glukézy — pokrocilé produkty

glykace — peritonealni mezotelialni buriky — CA 125 — interleukin - 6



SUMMARY

Peritoneal dialysis (PD) is a form of renal replacement therapy using the peritoneum as a
dialysis membrane. PD solutions employed to remove nitrogen metabolites and excess
plasma fluid, and to restore electrolyte and acid-base balance are being developed to
minimize local and systemic inflammatory responses while maintaining peritoneal
homeostasis and host defense. The effect of chronic action of PD solutions on the
peritoneum results in its remodeling and, possibly, eventual loss of peritoneal ultrafiltration
capacity. Factors most responsible for late complications and peritoneal remodeling include
high glucose levels in PD solutions, and the presence and formation of glucose degradation
products (GDP) and advanced glycation end - products (AGES) in the peritoneal cavity.

The aim of our study described in this dissertation was to test various PD solutions with
different glucose content and GDP and, using AGEs receptor ligands, to define their
systemic effects and identify PD solutions with highest biocompatibility. This part of the
dissertation characterizes conventional glucose - based solutions, low - glucose and GDP
load solutions as well as glucose polymer (icodextrin) - based PD solutions while determining
the plasma and dialysate levels of soluble receptor for AGEs (s - RAGE) and its ligands,
extracellular newly identified receptor for AGE (EN - RAGE) and high - mobility group box - 1
protein (HMGB - 1) in our search for any associations between the above ligands and
systemic markers of inflammation on the one hand, and peritoneal characteristics on the

other.

In part 1 of our study, patients receiving low - GDP load PD solutions were shown to have
lower plasma levels of pro - inflammatory EN - RAGE and HMGB - 1 ligands, the implication
being these solutions induce a smaller local inflammatory response and are associated with

lower rates of AGEs production in the systemic circulation.

In another part of our study we investigated, using a dialysate cell population, the effect of
icodextrin - based PD solution on mesothelial cell mass, and the relation of changes in the

cell population to inflammatory markers (IL - 6) and a mesothelial mass marker (CA 125).

In this part of the study we demonstrated, using the icodextrin - based PD solution, a
correlation between CA 125 and inflammatory markers that could be possibly explained by

intraperitoneal inflammation enhancing CA 125 production by peritoneal mesothelial cells.



Based on our findings and given their strong correlation with inflammatory markers,
EN - RAGE and HMGB - 1 could possibly serve as sensitive markers of biocompatibility and
help guide future search for novel, more reliable mesothelial mass markers that would more

closely reflect the biocompatibility of PD solutions.

Keywords - peritoneal dialysis - glucose degradation products - advanced glycation

end - products - peritoneal mesothelial cells - CA 125 - interleukin - 6



SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK

3,4 - DGE - 3,4 — dideoxyglukozon

3 - DG - 3 - deoxyglukozon

3 - DGal - 3 — deoxygalaktozon

5 - HMF - 5 — hydroxymethylfuraldehyd

AGEs - pokrocilé produkty glykace (advanced glycation end - products)
APD - automatizovana peritonealni dialyza (automated peritoneal dialysis)
AR — appearance rate

BSA — télesny povrch (body surface area)

BMI — body mass index

CA 125 - Cancer antigen 125

CAPD - kontinualni ambulantni peritonalni dialyza (continuous ambulatory peritoneal
dialysis)

CKD - chronické onemocnéni ledvin (chronic kidney disease)

CRP — C —reaktivni protein

D - Dianeal ® Baxter Healthcare, Castlebar, Ireland

D / P - pomér hladiny mezi dialyzatem a plazmou

E — Extraneal ®, Baxter Healthcare, Castlebar, Ireland

eff — dialyzat (effluent)

ELISA — Enzyme - Linked ImmunoSorbent Assay

EMT — epitelo — mesenchymalni tranzice (epithelial - to - mesenchymal transition)
EN - RAGE - nové identifikovany extracelularni ligand pro receptor RAGE
GDP - degradacni produkty glukozy

GFR — glomerularni filtrace (glomerular filtration rate)

Hb — hemoglobin

HGF - hepatocytarni rastovy faktor (hepatocyte growth factor)

HMGB - 1 — high - mobility group box - 1 protein

HV - zdravi dobrovolnici (healthy volunteers)
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IL - 1B - interleukin - 1B

IL - 6 — interleukin — 6

Kt/ V — davka dialyzy (K - clearance urey, t - ¢as dialyzy, V - distribu¢ni objem pro ureu)
INF -y - interferon —y

MIF - migraci makrofagl inhibujici faktor (macrophage migration inhibitory factor)
NGAL - lipokalin — 2 (neutrophil gelatinase-associated lipocalin)

NS — nesignifikantni (not significant)

P — Physioneal ®, Baxter Healthcare, Castlebar, Ireland

p — hladina vyznamnosti

PD - peritonealni dialyza

PET - peritonealni ekvilibraéni test

r — korelacni koeficient

RAGE - receptor pro pokrocilé produkty glykace

riL - 1B - rekombinantni interleukin - 13

RRF - rezidualni renalni funkce

S - RAGE - solubilni receptor pro AGEs

TNF - a - tumour necrosis factor — a

UF — ultrafiltrace

VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor
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uvoD

Peritonealni dialyza (PD) je Setrnou metodou nahrady funkce ledvin, ktera je zaloZzena na
principu filtrace a difuze s vyuzitim semipermeabilni peritonealni membrany, kde dochazi
k ocistovani krve od metabolickych zplodin a nadbyte¢né tekutiny pomoci koncentracniho
gradientu v pouzivanych PD roztocich napousténych do peritonealni dutiny. Celosvétové je
uzivana asi u 11 % pacientd [Jain AK et al. 2012], v Ceské republice je aktualng 8,1%

nemocnych evidovanych na l1é¢bé PD [Rychlik I, 2013].

PD ma dvé formy provedeni. Bud je provadéna formou kontinualni (CAPD), kdy jsou
indikovany 3 - 4 denni vymény s jednou noc¢ni prodlevou a tim je zajiSténa kontinualni
dialyza, nebo je provadéna formou pfistrojovou (APD), kdy probiha série kratkych vymén
v pribéhu noci s jednou denni prodlevou o malém objemu. Vyhodou PD je moznost 1é¢by
v domacim prostfedi s pravidelnymi ambulantnimi kontrolami oSetfujicim nefrologem.
Nemocni navic profituji z plynulosti nahrady funkce ledvin (24 / 7) dané principem zvolené
metody, kdy jsou uchranéni pfed rychlymi zménami intravaskularniho objemu a pred vykyvy

vnitfniho prostfedi béZnymi pro hemodialyzu.

Vyména metabolitdl a tekutiny v peritonealni dutiné probiha obousmérné mezi kapilarami
peritonea a dialyzacnim roztokem za vyuziti difuze a konvekce. Rychlost vymény je
ovlivnéna molekulovou hmotnosti rozpusténych latek a propustnosti peritonea. Nadbyte¢na
plazmaticka tekutina je odstrafiovana v duasledku rozdilného osmotického tlaku mezi

dialyza¢nim roztokem a plazmou.

Slozeni PD roztokl bylo navrzeno s ohledem na udrzeni homeostazy vnitfniho prostfedi. PD
roztoky se skladaji z nékolika sloZek zahrnujicich elektrolyty, pufr a osmotické cinidlo.
Elektrolytové sloZeni PD roztoku odpovida extracelularni tekutiné a / nebo potfebam korekce
poruchy elektrolytl danym selhanim ledvin. PD roztoky vétSinou neobsahuji kalium, aby tak
bylo dosazeno maximalniho koncentracniho gradientu k léCbé hyperkalémie provazejici
renalni selhani. Ke korekci metabolické acidézy jsou v PD roztocich obsazeny pufry.
V roztocich byl dfive pouzivan acetat, u kterého byla prokazana asociace se sklerozujici
peritonitidou, a proto byl postupné& nahrazen laktatem v suprafyziologické koncentraci, ktery
koriguje acidézu vyménou za plazmaticky bikarbonat. Jsou pouzivané i bikarbonatove
roztoky, kde je nutné vyuziti dvoukomoroveého systému k zabranéni precipitace vapenatych a
hofeCnatych soli, a pak i roztoky kombinujici oba pufry, tzn. bikarbonat / laktatové
[OPATRNA S., 2009].
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Osmotické agens v roztocich je zodpovédné za odstranéni nadbyteéné tekutiny z organismu,
tzv. ultrafiltraci (UF). Plvodni konvenéni roztoky dosahuji vysoké osmolality a obsahuji
glukdézu v koncentracich od 1,36 do 4,25 %. Glukoza je v kratkych vyménach ucinna, ale pfi
dlouhé prodlevé jsou jeji malé molekuly rychle resorbovany a ztraci se jeji osmoticka aktivita.
Navic jeji absorpce muze vést k rGznym metabolickym zménam jako je hyperglykémie,
hyperinzulinémie, hyperlipidémie a narlst hmotnosti. DalSim osmotickym ¢inidlem
pouzivanym v PD roztocich je smés esencialnich a neesencialnich aminokyselin, které jsou
profitu z Caste¢né absorpce aminokyselin do systémového obéhu. Poslednim z nejvice
rozSifenych osmotickych C¢inidel je polymer glukézy icodextrin o vysoké molekulové
hmotnosti, ktery je v pouzivané koncentraci izoosmolarni se sérem a pH roztoku se vice blizi
fyziologickému ve srovnani s glukézovymi roztoky. Navic neni z peritonea resorbovan a
navozuje ucinnéjSi ultrafiltraci po delSi dobu nez glukéza [Teitelbaum |, 2003]. Jak

aminokyselinove, tak icodextrinové roztoky mohou byt pouzivany pouze jednou denné.

Pfi dlouhodobé PD dochazi vlivem chronického pisobeni PD roztokd na peritoneum k jeho
zménam a postupné ztraté ultrafiltraéni schopnosti a krajné az k selhani metody nahrady
funkce ledvin. Snizovani Zivotnosti peritonea jako dialyzatni membrany a snizeni
obranyschopnosti peritonea proti infekci je dano bioinkompatibilitou pouzivanych
dialyzaCnich roztokl. Za bioinkompatibilitu PD roztok(i jsou zodpovédné hlavné vysoké
koncentrace glukézy a laktatu, hyperosmolalita pouzivanych roztokd, nizké pH roztokd a
pritomnost a vznik degradacnich produktl glukézy (GDP) a pokrocilych produktl glykace
(AGEs) se v8emi svymi lokalnimi a systémovymi ucinky vedoucimi k pfestavbé peritonea
dané lokalni neoangiogenezi s naslednou fibrotizaci peritonea a ve svém dusledku ke
zvySené systémové aterogenezi a zvySené kardiovaskularni morbidit€é a mortalité
nemocnych [Gokal R, 2002; Parikova A et al. 2007; Lai KN, 2010].

Od pocatki PD jsou vyvijeny roztoky slibujici co nejvy$si biokompatibilitu s co nejnizSi
lokalni a systémovou odpovédi vedouci k delSimu zachovani peritonea jako funk&ni
dialyzani membrany. Snahy byly vyvijeny smérem k objevu nového osmotického agens
misto glukdézy a ke zpusobu, jak zabranit nebo omezit vzniku GDP a s nimi spojenych
komplikaci. Idealné by osmotické agens nemélo byt vstfebavano, mélo by byt
metabolizovano za vzniku netoxickych degradacnich produktd, mélo by byt inertni
k peritoneu, osmoticky efektivni i pfi nizkych koncentracich, bez metabolickych disledkl pfi
jeho absorpci s eventualni vyZivovou hodnotou a bez potlateni obrannych schopnosti

peritonea.
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Jako nové osmotické agens byl v minulosti zkousen dextran, ale nebylo u ného dosahovano
pozadované ultrafiltrace a navic byl ve velkém mnozstvi absorbovan a jeho akumulace v téle
blokovala retikuloendotelialni systém [Hain H et al. 1989]. U diabetikd byly zkouSeny PD
roztoky obsahujici xylitol s pfislibem poklesu metabolickych komplikaci diabetu a glykémie,
avSak projevily se jeho €etné nezadouci ucinky zahrnujici jak laktatovou acidoézu, tak
zhorSeni funkci jater a proto bylo od jeho dalSiho uzivani upusténo [Bazzato G et al. 1982].
U diabetik( bylo také zvaZovano pouzivani glycerolu jako osmotického agens s vyuzitim jeho
malé molekulové hmotnosti a vysoké osmolality, ale mél nizsi ultrafiltracni schopnost ve
srovnani s glukézou a navic dochazelo k jeho akumulaci vedouci k hyperosmolalité plazmy a
hypertriglyceridémii [Heaton A et al. 1986].

Novéjsi osmotické €inidlo kromé icodextrinu zatim nebylo do vSeobecné praxe zavedeno, ale
vyzkum se timto smérem i nadale obraci. Recentné je zatim ve zvifecich modelech sledovan
taurin (kyselina 2 - aminoethansulfonova), latka malé molekulové hmotnosti s vysokou
rozpustnosti ve vodé, s nizkou lipofilitou, se schopnosti udrzet neutralni pH a silnym
pufrovacim ucinkem. Ve zvifecich modelech zatim nebyly prokazany zadné toxické uc€inky a
je tedy zatim velmi slibnym kandidatem dalSiho vyzkumu [Nishimura H et al. 2009]. DalSim
slibnym osmotickym c¢inidlem se do budoucna zda byt maltéza [Shu ZJ et al. 2010] a
nejnovéjSim cilem vyzkumu je L-karnitin, ktery jako aminokyselinovy derivat napomaha
transportu mastnych kyselin do mitochondrii a jako soucast glukézovych PD roztokd ve
srovnani s konvenénimi ma zatim slibné vysledky [De Vecchi AF et al. 2011; Bonomini M et
al. 2013].

Cilem naSi prace je pak posoudit biokompatibilitu bézné uzivanych PD roztokl(
(glukdzového, laktatového a icodextrinového) z pohledu stimulace mikrozéanétu a vzniku
AGEs ve vztahu ke klinickym parametrim adekvatni PD [permeabilita peritonea, UF,
peritonealni clearance, rezidualni renalni funkce (RRF)] a posoudit validitu béZné uzivanych

marker( biokompatibility.
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1 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

1.1 Charakteristika peritonea, biokompatibilita PD roztokd

Parietalni a visceralni peritoneum ma tloustku asi 40 ym a je pokryto vrstvou mezotelialnich
bunék na tenké bazalni membrané, pod kterou je vazivova tkan se siti kapilar. Mezotelie
maji zasadni ulohu v udrzeni homeostazy peritonea a jeho regenerace. Nefyziologicka
povaha PD roztoku je jednim z faktortd vedoucich ke zhorSovani kvality peritonea. BEéhem PD
jsou mezotelialni buriky chronicky vystavovany uc€inkim PD roztokd, jsou opakované
podkozovany a opakované zahajuji regeneraci. Perzistujici chronicka peritonealni inflamace,
exacerbovana akutnimi epizodami peritonitidy, vede ke strukturalnim abnormalitam
peritonea, které zahrnuji ztratu mezotelialnich bunék, submezotelidlni fibrézu,
subendotelialni angiogenezi a vaskularni hyalinizaci. Dlouhodoba aplikace PD je tak
limitovana morfologickymi zmé&nami peritonea vedoucimi ke ztraté UF kapacity peritonea a
tim k technickému selhani metody, které vede ke zvySené morbidité a mortalité nemocnych
[Fernandez - Perpén A et al. 2012; Mittelmaier S, 2012].

Biokompatibilita PD roztoku je dana jejich chemickym slozenim a vlastnostmi, pfedevSim pH,
pouzitymi pufry a koncentraci glukézy. Hlavnim ur€ujicim faktorem biokompatibility je obsah
degradacnich produktt glukézy (GDP), vznikajicich z osmotického &inidla glukézy v prabéhu
tepelné sterilizace PD roztok( [Mittelmaier S, 2012]. GDP vznikaji procesem tepelné
sterilizace a uchovavanim glukézy v pfitomnosti laktatu v PD roztocich, coz podporuje
produkci aldehydd o malé molekulové hmotnosti obsahujicich jednu nebo vice reaktivnich
karbonylovych skupin. GDP obecné poskozuji bunééné funkce, reaguji s bunéénou
membranou, snizuji bunéény metabolismus, poskozuji DNA a buné&né proteiny, coz pfi
dlouhodobé PD vyustuje do poSkozeni peritonealni membrany [Lee E et al. 2011]. ZvySena
koncentrace GDP vznika nejen pfi tepelné sterilizaci konvenénich glukézovych PD roztokd,
ale také pfi jejich skladovani. Jako osmotické Ccinidlo je v nich pouzivana dextrdza.
Nejbéznéjsi formou PD roztokl je jednokomorovy vak, ve kterém je glukéza sterilizovana
v laktatovém roztoku pfi pH 5,0 - 6,0. ZvySenému vzniku GDP pfi tepelné sterilizaci a
skladovani se da predejit pouzivanim systému vicekomorovych vaku s alternativnim
osmotickym Cinitelem. Proto byly vyvinuty vaky se dvéma oddélenymi komorami - jedna
s gluk6ézou o vysoké koncentraci pfi nizkém pH a druha s pufrovacim roztokem (laktatovym,
bikarbonatovym nebo bikarbonat / laktatovym). Tyto roztoky maji pH v rozmezi 6,2 - 7,4 a
glukdza je sterilizovana v oddéleném kompartmentu, kde je ve vysoké koncentraci a za
nizkého pH (2 - 2,6). Tento systém navic separuje vapnik a hof¢ik od bikarbonatu a

zabranuje tak precipitaci vapenatych soli. Jednotlivé kompartmenty se smésuji az pfimo pred
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pouzitim. Vyhodou téchto vakl( pak neni pouze redukce vzniku GDP, ale také prokazana
vy8Si biokompatibilita diky neutrdlnimu pH roztoku a diky uZiti vice fyziologického
bikarbonatu jako pufru [Perl J, 2011]. Nizka koncentrace GDP ve dvoukomorovych vacich je
pak pfisuzovana velmi nizkym hodnotam pH v glukézoveé komore, které brani vzniku GDP pfi

sterilizaci horkem.
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1.2 Vznik a ptsobeni GDP

V pouzivanych glukoézovych PD roztocich bylo dosud identifikovano minimalné 15 molekul

GDP, kdy za hlavni a nejhojnéjdi degradaéni produkt glukézy je povazovan
5 - hydroxymethylfuraldehyd (5 - HMF), ktery ale nema témé&f Zadnou bunéénou toxicitu.
Naopak za nejtoxi¢téjsi je povazovan 3,4 - dideoxyglukozon (3,4 - DGE). Seznam GDP je

uveden v tabulce 1 [Witowski J, 2000; Lee E et al. 2011].

Pouzitim kultury lidskych peritonealnich mezotelidlnich bunék ziskanych z omenta bylo
prokazano, Ze expozice Sesti GDP (acetaldehyd, formaldehyd, furaldehyd, glyoxal,
methylglyoxal a 5 - HMF) v koncentracich typickych pro konvenéni roztoky, nebyla spojena
s kratkodobou toxicitou, ale po 6 tydnech jejich plisobeni byla vyznamné snizena viabilita a
funkce téchto bunék [Witowski J et al. 2001]. 3,4 - DGE se prokazal jako nejucinnéjsi
v inhibici proliferace mezotelialnich bunék a jako jediny z GDP stupriuje apoptézu jak
perifernich leukocyt(l, tak epitelialnich bunék renalnich tubult [Perl J, 2011]. 3,4 - DGE a
bunék v odpovédi na jejich poSkozeni, vyznamné tak zpomaluji remezotelializaci peritonea.
PoSkozeni mezotelii se tak stava chronickym, peritonealni membrana progresivné
vaskularizuje a vykazuje zvySenou fibrotizaci s pfitomnosti zanétlivych bunék. To vede ve
svém dusledku k morfologickym zménam peritonea a jeho UF selhani [le Poole CY et al.
2012].

Glukéza je jedinym zdrojem sacharidll v PD roztocich, ze kterého vznikaji GDP. | pfesto byl
identifikovan novy degradacni produkt glukézy v PD roztocich 3 - deoxygalaktozon (3 -
DGal), ktery vznika z galaktézy jako pfimého prekurzoru. Derivuje se z 3 - deoxyglukozonu
(3 - DG) s meziproduktem 3,4 - DGE. Bylo potvrzeno, Ze 3 - DG, 3,4 - DGE a 3 - DGal
mohou byt konvertovany jeden v druhého pomoci reverzibilnich reakci. 3 - DG je prvnim
degradac¢nim produktem glukézy, ktery vznika béhem tepelné sterilizace PD roztoku, jeho
nasledna dehydratace vede ke vzniku 3,4 - DGE a jeho transformaci vznika 3 - DGal.
VSechny tyto reakce jsou reverzibilni, 3,4 - DGE pfitom vznikd jako mezistupen. Ve
dvoukomorovych vacich byly zjistény 10 az 20 nasobné nizSi koncentrace 3 - DGal ve
srovnani s jednokomorovymi systémy, coz poukazuje na jejich vy3Si biokompatibilitu
[Mittelmaier S et al. 2011]. Po napusténi PD roztoku GDP z roztoku rychle mizi zfejmé diky
systémové absorpci, protoze po zahajeni PD bylo pozorovano zvySeni plazmatické hladiny 3
- DG. Ukazalo se, ze rezim PD s nizkou zatézi glukdzy je vyhodny z hlediska nizSi zatéze 3 -
DG a nizSi zatéze glukézy vedouci k nizSim plazmatickym hladinam 3 - DG [le Poole CY et
al. 2012].
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Poskozeni mezotelii a apoptdéza zplsobena GDP vede k intracelularni produkci peroxidu
vodiku a k formaci volnych radikald, které jsou dualezitymi spoustécimi faktory inflamace
peritonealni membrany a jejiho poskozeni. V krysim modelu bylo prokazano, Zze expozice
GDP vedla k excesivni proliferaci bunék podobnym mezenchymalnim (mesenchym - like
cells), které mohou byt odvozeny pfi epitelo - mezenchymalni pfeméné, kdy peritonealni
mezotelie podstupuji pfechod do fenotypu fibroblastdm podobnych bunék (fibroblast - like) a
jsou povazovany za klicovy mediator peritonealni fibrozy [Perl J, 2011]. Pfeména
epitelidlnich bunék v mezenchymalni (epithelial - to - mesenchymal transition - EMT) ve
vrstvé peritonealnich mezotelidlnich bunék je mechanismem startujicim poSkozeni
peritonealni membrany. Ménici se mezenchymaini buriky ziskavaji ,ne - epiteloidni® vzhled,
ktery je spojen se ztratou E - cadherinu (transmembranovy protein s kliCovou ulohou
v bunééné adhezi) a se zvysSenou produkci vaskularniho endotelialniho riistového faktoru
(VEGF), fibronektinu (proteinovy dimer ovliviujici bunéCnou adhezi, rist, migraci a
diferenciaci) a kolagenu, coz koreluje se zvySenim UF peritonea. Mezotelialni bunky
exprimuji receptory pro pokrocilé produkty glykace (AGEs) - RAGE a jejich aktivaci je mozné
iniciovat EMT. Pouzivani PD roztokl s nizkym obsahem GDP bylo spojeno s pozorovanou
rychlejSi remezotelializaci peritonea, se snizenou EMT a nizSi fibrotizaci. GDP jsou
resorbovany peritonealni membranou a zvysuji tak systémové hladiny karbonylt [Fernandez
- Perpén A et al. 2012].
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1.3 Vznik a pusobeni AGEs

Dle udaji z 90. let jiz 8 let po zahajeni PD vice nez 85 % pacienttd ukoncilo terapii kvdli
selhani metody nebo kvuli umrti. Okolo 50 % umrti bylo v disledku kardiovaskularni pfi€iny.
Vysoké kardiovaskularni riziko nebylo mozné plné vysvétlit tradi€nimi rizikovymi faktory,
jakymi jsou diabetes, dyslipidemie a hypertenze. Zajem byl proto zaméfen Kk jinym
predpokladanym rizikovym faktordm urychlené atreroskler6zy u PD pacientd a to
k pokroCilym produktim glykace (AGEs), oxida¢nimu stresu, endotelialni dysfunkci a
inflamaci. AGEs jsou formovany sérii neenzymatickych reakci mezi volnymi
aminokyselinovymi skupinami proteind a lipidd s glukézou nebo GDP [le Poole CY et al.
2012]. GDP jsou mocnégjsimi prekurzory AGEs nez gluk6za sama o sobé, podporuji
transformaci prekurzort glykosylace v kone¢nou formu AGEs. Vice nez 80 % AGEs, které
vznikaji kontaktem s PD roztoky, jsou generovany GDP. Pouze minimalni ¢ast AGEs vznika
za pUsobeni samotné glukdzy. Dlouhodobé pouzivani PD roztokd s vysokym obsahem GDP
vede k akumulaci riznych AGEs v peritoneu. GDP z PD roztok( jsou absorbovany do
peritonea. Pfedpoklada se, ze AGEs odvozené od GDP nepostihuji pouze proteiny, ale také
DNA. U uremickych pacientll byla nalezena akumulace hlavniho pokrocilého produktu
glykované DNA N2 - carboxyethyl - 2 - deoxyguanosinu v ledvinach a aorté [Mittelmaier S,
2012].

Akumulace AGEs je v bé&Zzné populaci spojena s postupujicim vékem, v mladSim véku je
vyskyt zvySen ve spojeni s diabetem nebo chronickou renalni insuficienci. U pacientu
lé€enych PD se vyskytuje nékolik faktorl usnadnujicich nebo indukujicich formovani AGEs:
1. Chronické plsobeni konvenénich glukézo - laktatovych PD roztokd s vysokym obsahem
glukézy a GDP, které vede k vy8Simu vyskytu prekurzorovych molekul AGEs. 2. Uremické
prostfedi, které je spojeno s vysokym karbonylovym stresem, nutnym k formaci AGEs.

3. Ztrata rezidualni renalni funkce, ktera vede ke snizené clearance AGEs.

AGEs maji potencial zvySovat vaskularni propustnost porusenim vaskularni bazalni
membrany diky zesitovani (cross - linking) proteini se sloZzkami bazalni membrany nebo
aktivaci receptord pro AGEs - RAGE na endotelidlnich burikach. AGEs vazané na RAGE
stimuluji aktivaci a upregulaci vaskularni bunécné adhesivni molekuly -1 (vascular cell
adhesion molekule - 1) na mezotelialnim povrchu. Tato molekula ma zakladni roli v podpofe
leukocytarni adheze, ktera mulze aktivovat inflamaci a vést k peritonealnimu poskozeni
[Nakashima A et al. 2010]. Mezi AGEs se fadi napf. karboxymetyllysin (CML), metylglyoxal
(MGO), pentosidin a imidazolony. Imunohistochemické analyzy ukazaly, ze AGEs se

akumuluji pfevazné v aterosklerotickych platech u nemocnych v kone¢ném stadiu renalniho
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selhani. Akumulace AGEs ve tkanich vykazuje charakteristickou autofluorescenci [Nishizawa
Y, 2012].

AGEs jsou povazovany za biomarkery metabolického stresu. Akumulace AGEs u pacientl
s chronickym onemocnénim ledvin (CKD) je vysledkem jejich retence pfi snizené
glomerularni filtraci, zpomalené renalni metabolizaci, dale pfi zvySeném oxidativnim stresu,
dyslipidemii a u diabetikd téZ hyperglykémii [Nasrallah MM et al. 2012]. AGEs mohou byt
akumulovany ve formé& modifikovanych (glykovanych) proteinl nebo ve formé volnych
sloucenin vznikajicich proteolyzou glykovanych proteint, travenim glykovanych proteint
pfijatych potravou nebo pfimou glykaci aminokyselin. Tyto volné sloueniny maji vysokou
renalni clearance, jsou metabolizovany pfevazné ledvinami a z téla jsou vylu¢ovany moci
[Henning C et al. 2011; Oleniuc M et al. 2012].
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1.4 RAGE ajeho ligandy

AGEs uplatiiuji své ucinky cestou RAGE. RAGE je multiligandovy receptor, je soucasti
skupiny imunoglobulinovych proteind bunééného povrchu, ktery vzajemné reaguje se
Sirokym spektrem ligandd, které zahrnuji AGEs, modifikované lipoproteiny, amyloidové fibrily
a high - mobility group box - 1 protein (HMGB - 1) [Zakiyanov O et al. 2011]. Vazba AGEs a
RAGE vyustuje v rychlou a trvalou bunéCnou aktivaci a genovou transkripci, ktera vede
k indukci zanétlivé odpovédi, ktera muze vést k aterosklerotickym procesum a vyustit
v rozmanité mikro - a makro - vaskularni komplikace [Nakashima A et al. 2010]. RAGE je

povazovan za centralni regulator vaskularni inflamace a aterosklerozy.

RAGE je u nemocnych se snizenou renalni funkci akumulovan a existuje v nékolika
variantach. Jednou z jeho forem je solubilni, cirkulujici s - RAGE (50 kDa) [Forbes JM et al.
2005], ktery pravdépodobné vznika od$tépenim od RAGE, vazaného na buné&ném povrchu,
metalloproteinazami nebo alternativnim sestfihem a liSi se chybéjici C - terminalni -
transmembranovou doménou [Kim JK et al. 2012]. Solubilni RAGE u¢inné vaze cirkulujici
peptidy a ligandy v€etné AGEs, ¢imz antagonizuje signalizaci RAGE na tkariové urovni a
inhibuje zanétlivou odpovéd. Jeho snizené hladiny jsou spojovany s aterosklerézou a
kardiovaskularnimi chorobami u CKD nemocnych [Nakashima A et al. 2010; Nasrallah MM et
al. 2012].

Nové identifikovany extracelularni ligand pro receptor RAGE (EN - RAGE) (10,6 kDa)
[Mirmohammadsadegh A et al. 2000] je hojné vytvafen neutrofily a monocyto -
makrofagovym systémem. Je pfirozenym prozanétlivym ligandem RAGE. Po uvolnéni
prozanétlivych mediator( (jako napf. IL - 18 a TNF - a) aktivuje zanétlivou odpovéd, zesiluje
aterosklerotické procesy a zvySuje aktivitu a migraci monocytll / makrofagd. Navic je
povazovan za silny prediktor kardiovaskularni a vSeobecné mortality u hemodialyzovanych
nemocnych [Kim JK et al. 2012].

HMGB - 1 (30 kDa) [Wang H, 2004] je pfitomen v jadrech vétSiny eukaryotickych bunék.
Extracelularné je uvolhovan pasivné pfi bunééném poskozeni, nekréze a apoptoéze, nebo
aktivné po stimulaci v pfitomnosti zanétu a pak se chova jako mediator zanétu [Sims GP,
2010].
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1.5 Markery peritonealni homeostazy

In vitro experimenty dokazaly, ze GDP maji Skodlivy efekt na lidské peritonealni
mezenchymalni buriky diky over - expresi RAGE a diky zvy3ené produkci VEGF, &imz
podporuji epitelo - mezenchymalni pfeménu peritonea. (VEGF je produkovan fadou bunék a
stimuluje aktivitu syntazy oxidu dusnatého, vaskularni permeabilitu a angiogenezi.) Produkce
VEGF v peritonealnim endotelu narlsta s dobou na PD a je spojena s narGstem vaskularni
hustoty. ZvySené dialyzatové hladiny VEGF jsou spojeny se zvySenou propustnosti peritonea
pro makromolekuly a rozpusténé latky, coz je odpovédi na narlGst peritonealniho
vaskularniho povrchu. Produkce VEGF peritoneadlnimi mezenchymalnimi burikami je
stimulovana prozanétlivymi cytokiny a AGEs. Proto byla pfedpokladana lepSi peritonealni
integrita pfi pouziti PD roztok(l s nizkou zatézi GDP, ktera je nepfimo podporovana
zvySenymi hladinami cancer antigen 125 (CA 125) a snizenymi hladinami hyaluronanu
pozorovanymi v dialyzatech. Hyaluronan je tvofen mezotelialnimi burfikami a moduluje
intraperitonealni inflamaci indukci uvolfiovani cytokind a chemokin( a ovliviiuje diferenciaci a
proliferaci bunék. Takze jeho snizené hladiny by pak mohly odrazet snizenou

intraperitonealni inflamaci danou ptasobenim PD roztoku [Weiss L et al. 2009].

Mezotelialni buriky produkuji TNF - a, IL - 6, IL - 8 a hepatocytarni rustovy faktor (HGF).
Peritonealni makrofagy a adipocyty syntetizuji IL - 6, peritonealni fibroblasty a makrofagy
syntetizuji IL - 8 a migraci makrofagl inhibujici faktor (MIF). TNF - a a IL - 6 pusobi
prozanétlivé, MIF a IL - 8 chemotakticky. V kontrastu pak HGF zmirduje EMT pfeménu
peritonea indukovanou vysokym obsahem glukézy v PD roztoku. Leptin a adiponektin jsou
adipokiny s pro - aterogenni a anti - aterogenni vlastnosti, pfi€emz adiponektin navic
stimuluje produkci protizanétlivych interleukint IL - 1 a IL - 10 tvofenych makrofagy. Syntéza
leptinu v peritonealnich adipocytech je zvySovana pfitomnosti glukézy. U nemocnych bez
CKD je hyperleptinémie a hypoadiponektinémie spojena se zvySenym kardiovaskularnim
rizikem. U nemocnych na PD je pomér leptin / adiponektin vyrazné zvysen, coz je spojovano

se zvySenym poctem kardiovaskularnich komplikaci.

U pacientl uzivajicich konvencni PD roztoky byly pozorovany vysSi sérové hladiny cytokinu
TNF — a, leptinu a lipokalinu — 2 (NGAL) (protein nachazejici se v neutrofilech, ale i napfr.
v renalnich tubulech, jeho produkce odrazi ischemické a nefrotoxické poskozeni) a nizSi
hladiny adiponektinu. V dialyzatu pak byly pozorovany vyssi hladiny IL - 1, IL - 8 a leptinu.
Pomeér hladin D / P pro TNF - a, HGF, MIF, IL - 8, IL - 1, CRP a leptin naznaduje, ze
peritonealni dutina je hlavnim mistem syntézy téchto mediatord v dusledku chronického

pusobeni dialyzatu s nizkou biokompatibilitou. Nepfitomnost nepfimé uméry mezi D / P jejich
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hladin, a vzhledem k molekulovym hmotnostem mediator(i, podporuje hypotézu, Ze vysoké
koncentrace mediatord v effluentu jsou vysledkem vyznamné intraperitonealni syntézy a
nejsou ovlivnéné selektivnim peritonealnim transportem. Pfi pouzivani PD roztokd s nizkou
zatézi GDP pak byly pozorovany niz8i plazmatické a dialyzatové hladiny leptinu a IL - 8 a

vySSi plazmatickeé a dialyzatové hladiny adiponektinu [Lai KN et al. 2012].

Pfi vyvijeni biokompatibilnich PD roztokl byl oCekavan pozitivni vliv na prodlouzeni
zivotnosti peritonealni membrany diky neutralnimu pH a redukovanému obsahu GDP
s naslednou niz8i tvorbou AGEs u bikarbonatovych roztokd. Od biokompatibilnich PD
roztokll bylo ocekavano snizeni incidence peritonitid, del$i uchovani rezidualni renalni
funkce (RRF) a lepS§i ochrana peritonea s oddalenim selhani jeho funkce jako dialyzaéni

membrany [Qayyum A et al. 2015].

V prospektivnich studiich bylo u bikarbonatovych roztok(l pozorovano del§i zachovani
diurézy ve srovnani s laktatovym roztokem. NeliSila se clearance urey ani kreatininu, ale u
bikarbonatového roztoku byla pozorovana nizsi ultrafiltrace a intraperitonealné stabilni pH v
prubéhu vymény [Montenegro J et al. 2006; Fang W et al. 2008]. Pfi zkoumani vlivu
biokompatibilnich roztokl na zachovani RRF, které je spojeno s lepSim pfezivanim pacient(
Ié€enych PD, byl pozorovan pozitivni vliv Ié€by bikarbonatovymi roztoky, kdy pfi 12 mésicni
IéCbé nebyl pozorovan signifikantni pokles RRF ve srovnani s konvenénimi roztoky. Navic u
pacientl se vstupni RRF = 2 ml/min /1,73 m? bylo po 12 mésicich pozorovano signifikantni
zvySeni RRF. Pozitivni vliv bikarbonatového roztoku na peritoneum, a tim i mira
biokompatibility, byl navic posilen signifikantnim zvySenim pozorovanych hladin CA 125
v dialyzatu, ktery je povazovan za marker mezotelialni masy. Mezi obéma roztoky byl
pozorovan signifikantni rozdil v poméru kreatininu mezi dialyzatem a plazmou (D / P
kreatinin), ktery byl u bikarbonatového roztoku vyssi [Kim S et al. 2009]. Byla pozorovana
pozitivni korelace mezi CA 125 a D / P kreatininu, coZ bylo vysvétlovano jako inicialni
korelace mezotelialni masy s povrchem peritonea [Fusshoéller A, 2003], pficemz D / P

kreatininu nezavisi na ploSe peritonea, ale odrazi peritonealni propustnost.

Pfi srovnavani icodextrinového a aminokyselinového roztoku byl pozorovan signifikantni
narast CRP u icodextrinu a narust hladiny CA 125 u aminokyselin [Martikainen TA et al.
2005]. V jiné dlouhodobé studii (5 let probihajici PD) nebyla prokazana souvislost mezi
rychlosti poklesu hladiny CA 125 v dialyzatu s mirou expozice peritonea glukoze.
Signifikantni pokles hladiny CA 125 a jeho appearance byl davan do souvislosti s buné¢nou

mezotelialni masou [Candan C et al. 2011].
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Vstupni nadSeni z biokompatibilnich roztokd bylo pochopitelné, ale kromé& pozorovanych
zvySenych dialyzatovych hladin CA 125 byl také pozorovan narust D / P kreatininu, coz
znamena zvySeni transportu a snizeni ultrafiltrace, které byva nasledkem vazodilatace
submezotelialnich cév pfi inflamaci. AvSak nasledujici studie prokazaly, ze zvySeni D / P
kreatininu je doCasné a z dlouhodobého hlediska je funkce peritonea déle udrzena. Proti
pozitivnimu vyznamu zvySené hladiny CA 125 pak hovofi i to, Ze byl pozorovan i narlst
hladiny zanétlivych markert CRP a IL-6 [Martikainen TA et al. 2005].
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1.6 Role CA 125 ve vztahu k mezotelialnim burfikam pfi posuzovani biokompatibility PD

roztoku

CA 125 je glykoprotein o vysoké molekulové hmotnosti (220 kDa) vytvareny jak bunkami
coelomového (perikardialni, pleuralni a peritonealni), tak mullerianského (tubalni,
endometrialni a endocervikalni) epitelu a je hlavné pouzivan u zen s diagnostikovanym
ovarialnim karcinomem jako biomarker monitorovani responze na léc¢bu [Buys SS et al.
2011].

CA 125 je také vytvafen lidskymi peritonealnimi mezotelialnimi burfikami [Zeimet AG et al.
1997]. Po sérii in vitro a klinickych studii byl CA 125 navrzen jako marker mezotelialni masy
a / nebo obratu mezotelialnich bunék u stabilnich PD pacientu. Hladina CA 125 v dialyzatu
byla stanovovana v effluentu po noéni vyméné [Visser CE et al. 1995], Krediet pak navrhl
standardizovat méfeni a stanovovat hladinu CA 125 na konci 4. hodiny peritonealniho
ekvilibraéniho testu (PET) a vysledek vyjadfit jako appearance rate CA 125 v dialyzatu
[Krediet RT, 2001]. Teorie o markeru mezotelialni masy zlstala v nasledujici dekadé
v podstaté nezménéna a CA 125 se stal jakymsi ,zlatym standardem“ odhadovani masy
mezotelialnich bunék v peritoneu pfi PD a pfedevSim a hlavné markerem stupné
biokompatibility PD roztokd druhé generace [Jones S et al. 2001; Haas S et al. 2003;
Williams JD et al. 2004; Szeto CC et al. 2007; Theodoridis M et al. 2008]. Skute¢nost, Zze CA
125 v dialyzatu nemusi byt pouze produktem zdravych mezotelialnich bunék, ale ze muze
pochazet i z odlou€enych, nekrotizovanych mezotelii, si az na vyjimky nikdo nepfipoustél, i
kdyz Visser jiz ve své studii popisovala pfitomnost CA 125 v mezoteliich intracelularné a
zamysSlela se nad moznym ovlivnénim dialyzatové hladiny CA 125 vyplavenim téchto zasob

pfi zvy8ené mezotelialni bunécné smrti napf. pfi peritonitidé [Visser CE et al. 1995].

Lai a spol. byl prvni, kdo poukazal na chybéjici korelaci mezi hladinami CA 125 a poctem
mezotelialnich bunék v dialyzatu. Ve své cross - sectional studii pouzil dialyzat z 8 hodinové
no¢ni vymény s obsahem glukézy 1,36 %. Suspenzi bunék ziskanych z dialyzatu obarvil
trypanovou modfi a odliSil tak mrtvé buriky, které se nezbarvovaly. Populace bunék pak byla
vySetfovana jak prutokovou cytometrii, tak morfologicky. Mezotelie tvofily primémé 4,4 %
bunécné populace. Celkové bylo pozorovano 4,9 % mrtvych bunék v bunétné populaci a
objem mrtvych bunék mezi mezoteliemi byl signifikantné vy$Si ve srovnani s celou bunéénou
populaci. Nebyla pozorovana korelace mezi hladinami CA 125 a poctem mezotelii, hladiny
CA 125 nebyly ovlivnény ani anamnézou pfedchozi peritonitidy, ale u pacientd bez
anamnézy peritonitidy byly pozorovany vySSi poCty mezotelialnich bunék. Vysledkem studie

bylo, Ze mezotelialni bufiky v dialyzatu spiSe odrazeji poéty odlou¢enych poskozenych bunék
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peritonea nez masu zdravé populace mezotelii [Lai KN et al. 1997].

Na tuto studii navazal Breborowicz s pouzitim in vitro kultur lidskych mezotelialnich bunék
peritonea, kdy popfel vztah mezi poétem mezotelidlnich bunék a hladinou CA 125
uvoliiovanou z jejich cytosolu. Nepozoroval zadnou korelaci mezi poCtem bunék a
mnozstvim CA 125 uvolfiovanym v prabéhu inkubace, avSak pozoroval korelaci mezi
mnozstvim uvolnéného CA 125 a vékem darcl. PFi dlouhodobé (4 tydenni) expozici vysoké
koncentraci glukézy (45 mmol) poklesl poet mezotelialnich bunék, stejné jako mnoZzstvi CA
125 v cytosolu i uvolnéného do media. Pfi expozici mezotelii zanétlivym cytokindm (TNF - q,
IL - 1B, INF - y) v tkanové kultufe, stejné jako Visser [Visser CE et al. 1995], nepozoroval
zvySeni hladin CA 125 [Breborowicz A et al. 2005].

Naproti tomu vSak Zeimet zvySené uvolfiovani CA 125 z mezotelialnich bunék pod vlivem
prozanétlivych cytokinl (IL - 18, TNF - a, IFN - y) pozoroval [Zeimet AG et al. 1997]. Stejné
jako Zeillemaker, ktery izoloval mezotelie z omenta a kultivoval je jako souvislou
jednovrstevnou membranu a pozoroval uvolfiovani CA 125 z apikalni a bazalni strany
membrany. Pozoroval uvolfovani CA 125 preferenéné z apikalni strany (v in vitro modelu
odpovidajici strané peritonea obraceného do peritonealni dutiny), které se objevovalo
u neaktivizovanych kultur samovolné a srovnaval je s chovanim mezotelii po stimulaci
rekombinantnim IL - 18 (rIL - 1B), TNF - a a lipopolysacharidem z E. coli. Pozoroval
pretrvavajici preferenci produkce CA 125 z apikalni strany membrany, bez ohledu na stranu
pusobiciho stimulu, a navic pozoroval signifikantni zvySeni hladiny CA 125 pfi pusobeni
riL - 18, TNF - a a E. coli lipopolysacharidu [Zeillemaker AM et al. 1994].

Koomen slou€il in vivo a in vitro pozorovani, kdyZz vySetfoval pomér hladin CA 125
v dialyzatu a plazmé, aby dokazal, Ze CA 125 je produkovano lokalné a jeho hladiny
v dialyzatu nejsou vysledkem transperitonealniho transportu z cirkulace. VySetfoval vzorky
dialyzatu z no¢ni vymeény a pozoroval pozitivni korelaci mezi po&tem mezotelialnich bunék a
koncentraci CA 125 v dialyzatu. In vitro pak zkoumal jednak mezotelie ziskané z dialyzatu a
jednak mezotelie ziskané pfimo z omenta. U rizné ziskanych vzorku pak shodné pozoroval
linearni narlst hladiny CA 125 v Case béhem inkubace a pfi rozdéleni vzorka dle
definovaného poc¢tu mezotelii pak linearné korelovala produkce CA 125 s pocétem bunék
meéfena za 48 hodin. Studii dokazal, Ze v tkanovych kulturach jsou dialyzatové hladiny CA
125 produkovany pfimo mezotelidlnimi burikami peritonea a Ze pfi pozitivni korelaci poctu
mezotelii a hladiny CA 125 pak hladiny CA 125 reflektuji mezotelialni masu peritonea
[Koomen GC et al. 1994].
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Ale je otazkou, zdali je tento experimentalni model pfenositelny do klinické praxe, kde se v in
vivo studiich objevuje mnohem vice faktortd ovliviiujicich hladiny CA 125 v dialyzatu nez
pouhé zmnozeni masy mezotelii a navic, kdyz se v klinickych studiich stanovuji jiz jen
hladiny CA 125 bez méfeni poctu mezotelii v dialyzatu. BEéhem peritonitidy bylo pozorovano
pfechodné, az trojnasobné zvySeni hladiny CA 125 v dialyzatu ve srovnani s Kklinicky
stabilnim stavem. Hladiny CA 125 méfené 2 tydny po ukonceni léCby peritonitidy pak
odpovidaly hladinam stabilnich pacientd [Pannekeet MM et al. 1995; Turhan P et al. 2005].
Systémové zvySeni hladiny CA 125 byva pozorovano i v jinych situaci, nez pouze pfi
karcinomu ovaria. ZvySené hladiny CA 125 mohou predikovat zvySené riziko umrti na
rakovinu plic a na metabolicka onemocnéni a onemocnéni traviciho traktu [Terada KY et al.
2014].

Byly pozorovany zmény sérovych hladin CA 125 u 373 pacientd s riznymi onemocnénimi
jater a antigen byl méfen jak v séru, tak v ascitu. Hlavnim faktorem ovliviiujicim jeho sérové
koncentrace byla pfitomnost ascitu, kdy 94 % pacientd s ascitem mélo patologické hodnoty
CA 125 (ve srovnani se 40 % pacientu bez ascitu). Signifikantné vysSi hladiny CA 125
v ascitu pak byly hlavné spojeny se spontanni bakterialni peritonitidou. Sérové koncentrace
CA 125 klesaly v souvislosti s paracentézou. CA 125 proto neni vniman jako tkarnové
specificky marker a hlavnim zdrojem jeho faleSné pozitivity v séru je ascites spojeny s jaterni
cirh6zou [Molina R et al. 1991]. Ke zvySeni sérového CA 125 dochazi i u nemocnych se
srde¢nim selhanim, kde hodnota CA 125 > 60 kU/I identifikuje pacienty se srde¢nim
selhanim s vys$8im rizikem umrti a ma pfidatnou prognostickou hodnotu ke koncentraci
NT - pro - BNP. Mechanismus, jakym dochazi k uvolfiovani CA 125, neni pfesné znam, ale
vzhledem k jeho dobré korelaci s hladinami natriuretickych peptidli nejspiSe souvisi se
zvySenim end - diastolického tlaku v levé komofe srdeéni a vy3Si funk&ni tfidou NYHA
klasifikace [Méndez AB et al. 2014]. | v dalSi studii byl prokazan vztah mezi zvySenim CA
125 a strukturalnimi a funkénimi kardiologickymi proménnymi, napf. sniZzenou tloustkou
stény levé komory srde€ni, ejekCni frakci levé komory srdeéni, vétSim end - diastolickym
a systolickym pramérem levé komory srdecni a vySsi hladinou pro - BNP [Yilmaz H et al.
2014]. Pritomnost tekutiny v serdznich dutinach nejspi$ stimuluje uvolfiovani CA 125,
protoZe je spojovana s vy$Simi sérovymi hladinami CA 125, coz potvrdil i Turk a spol., ktery
zkoumal hladiny CA 125 u pacientd s chronickym srde¢nim selhanim v souvislosti
s pfitomnosti &i nepfitomnosti pleuralniho vypotku a pozoroval signifikantni zvySeni hladin
CA 125 u nemocnych s vypotkem ve srovnani s nemocnymi bez vypotku [Turk HM et al.
2003].
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1.7 CA 125 u PD pacientu — systémové hladiny

Pfestoze ledviny ziejmé& nejsou hlavni cestou eliminace CA 125 z organismu a prestoze
Menzin u jinak zdravych, hemodialyzovanych pacientek nezaznamenal zvySené sérové
koncentace CA 125 [Menzin AW et al. 1995], dochazi pfi poruse funkce ledvin ke zvySeni CA
125, které neni kompenzovano po zahajeni peritonealni dialyzy. Stejné tak Camci pozoroval
u PD pacientl zvySené hladiny sérového CA 125, které ale nekorelovaly s dobou trvani PD
jako nahrady funkce ledvin a neménily se v zavislosti na pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti
dialyzatu v peritonealni dutiné [Camci C et al. 2002]. Elevace CA 125 byla pozorovana i
u nefrotického syndromu [Kilis-Pstrusinska K, 2013].

U PD pacientl bylo laparoskopické nebo punkéni zalozeni PD katétru zvazovano jako mozny
faktor ovliviiujici sérové hladiny CA 125. Tyto spekulace vyvratil Pasqual, ktery sledoval
pacienty po chirurgickych operacich zahrnujicich intraperitonealni manipulaci a rozdélil je
podle délky vykonu a rozsahu laparotomie. U pacientl po kratkém vykonu nezaznamenal
signifikantni zmény v hladinach CA 125, které pozoroval u dalSich 2 skupin nemocnych
po stfedné dlouhé a dlouhé nitrobfisni operaci [Pasqual E et al. 2011]. Proto mizeme s
jistotou tvrdit, Ze ani laparoskopické zavedeni PD katétru systémovou hladinu CA 125
neovliviuje. Naopak ke zvySeni sérové hladiny CA 125 dochazi pfi zanétlivych stavech,
protoZze byla prokazana korelace hladiny CA 125 s proteiny akutni faze (CRP, albumin)
[Yilmaz H et al. 2014].

Zustava tedy otazkou, na kolik je CA 125 spolehlivym markerem masy mezotelialnich bunék

pfi existenci rznych faktor ovliviiujicich hladiny CA 125 prokazanych v in vitro i in vivo

studiich.
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2 PUVODNIi PRACE

Tato dizertani prace vychazi ze souboru pavodnich klinickych praci a pfehledového &lanku,

jejichz vy&et nasleduje:

Studie 1 — Peritonealni dialyza s nizkou zatézi GDP pfiznivé ovliviiuje plazmatické hladiny

prozanétlivych ligand receptoru pro AGEs

Opatrna S, Popperlova A, Kalousova M, Zima T. Low glucose degradation product
peritoneal dialysis regimen is associated with lower plasma EN-RAGE and HMGB-1
proinflammatory ligands of receptor for advanced glycation end products. Ther Apher Dial.
2014 Jun; 18(3):309-16.

Popperlova A, Opatrna S, Kalousova M, Zima T. Solubilni receptor pro AGEs a jeho
proinflamatorni ligandy EN-RAGE a HMGB-1 u peritonealné dialyzovanych nemocnych.
Aktuality v nefrologii. 2014, roc€. 20, €. 1, s. 8-12. ISSN: 1210-955X; 1213-3248.

Studie 2 — Vliv icodextrinu a glukézového bikarbonat/laktatového roztoku na populaci bunék

v dialyzatu a markery biokompatibility IL-6 a CA 125 u incidentnich PD pacientt

Opatrna S., Popperlova A., Lysak D., Fuchsova R., Trefil L., Racek J., Topol¢an O. Effects
of icodextrin and glucose bicarbonate/lactate-buffered peritoneal dialysis fluids on effluent
cell population and biocompatibility markers IL-6 and CA125 in incident peritoneal dialysis
patients. In print. Ther Apher Dial.

Popperlova A. Jaké faktory ovlivriuji hladiny CA 125 v séru a v dialyzatu? Review. Aktuality
v nefrologii. 2015, ro€. 21, €. 1, s. 14-15. ISSN: 1210-955X; 1213-3248.

Dalsi publikace:

Popperlova A., Reischig T. Renalni insuficience na podkladé sarkoid6zy. Postgradualni
nefrologie. 2012, ro€. 10, &. 5-6, s. 78-80. ISSN: 1214-178X.
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3 CILE DIZERTACNI PRACE

1. Porovnat plazmatické hladiny s - RAGE, EN - RAGE a HMGB - 1 mezi skupinami pacientu
léCenych rdznym PD rezimem s rozdilnou zatézi GDP a ozfejmit vztah s - RAGE a jeho
ligand k dal§im laboratornim a klinickym ukazatelim

2. Porovnat plazmatické hladiny s - RAGE a jeho ligand mezi PD pacienty, CKD nemocnymi
a zdravymi dobrovolniky a ozfejmit tak vliv rGzného stupné renalni dysfunkce na jejich

hladiny

3. Posoudit vliv icodextrinového roztoku na zmény bunééné populace v dialyzatu a posoudit

vztah téchto zmén s hladinami CA 125 a IL — 6 v dialyzatu

4. Posoudit vliv aktivované intraperitonealni inflamace na systémové markery zanétu
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4 SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

Studijni protokol byl schvalen lokalni etickou komisi a v8ichni pacienti podepsali informovany
souhlas pfed zafazenim do studie. VSichni sledovani nemocni byli v klinicky stabilnim stavu,
bez autoimunitniho a nadorového onemocnéni a bez systémové infekce. VSichni byl

minimalné jeden mésic po odlé€eni pfipadné epizody peritonitidy.
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4.1 Studie 1 - Peritonealni dialyza s nizkou zatézi GDP pfiznivé ovlivhuje plazmatické

hladiny prozanétlivych ligand receptoru pro AGEs

Design studie

Studie byla navrZena jako observacni, prospektivni.

4.1.1 Soubor nemocnych a zakladni klinicka data

Bylo vySetfeno celkem 33 PD pacientl, z toho 20 muzl, primérny vék 59 (20 - 84) let, doba
IéCby PD 8 (2 - 83) mésicl. Body mass index (BMI) byl 26,1 (17,5 - 43), RRf 6,84 (0 - 15,35)
ml/min, Kt/V 2,06 (1,18 - 2,72), D / P kreatininu ve 4. hodiné PET 0,7 (0,4 - 0,91). PD pacienti
byly rozdéleni do 3 skupin dle preskripce.

Podskupina P sestavala z 16 pacientu [8 muzd, ve véku 50 (20 - 72) let, |écba PD 7,5 (2 -
22) mésicu], ktefi byli l1éCeni pouze glukézo — bikarbonat / laktatovym PD roztokem
(Physioneal ® Baxter Healthcare S. A., Castlebar, Ireland).

DalSich 9 pacientd [7 muzu, ve véku 63 (38 - 84) let, na PD 13 (3 - 18) mésicu] pak uzivalo
tento roztok pouze pro denni vymény a icodextrinovy PD roztok na no¢ni vyménu (Extraneal
® Baxter Healthcare S. A., Castlebar, Ireland), podskupina E.

Posledni skupinu D tvofilo 8 pacientd [5 muzl, ve véku 61 (44 - 71) let, na PD 17 (2 - 83)
mésicu], ktefi byli Ié€eni glukézo - laktatovym PD roztokem (Dianeal ® Baxter Healthcare S.
A., Castlebar, Ireland).

PFicinou vedouci k renalnimu selhani byl diabetes mellitus u 10 pacientl, chronicka
intersticialni nefritida u 7 pacientd, chronicka glomerulonefritida u 8 pacient(, hypertenzni
nefroskler6za u 4 pacientu, polycysticka choroba ledvin u 2 pacientl, u jednoho pacienta

retroperitonealni fibréza a u jednoho pak oboustranna nefrektomie pro renalni karcinom.

Skupina zdravych dobrovolnikd (HV) sestavala z 16 muzu a 4 Zzen, ve véku 41,5 (23 - 56) let,
BMI bylo 25,3 (20,15 - 38,09) a GFR 1,76 (1,29 - 3,51) ml/s.

Dale bylo vySetieno celkem 20 pacientd s CKD, z toho 13 muzd, ve véku 70 (39 - 81) let, s

BMI 27,3 (20,2 - 36,23) a GFR 0,35 (0,16 - 0,66) ml/s. Pfi¢inou renalniho selhani u CKD byla

diabeticka nefropatie v 7 pfipadech.
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4.1.2 Metodika

Noc pfed studijnim odbé&rem si pacienti ve 22 hodin napustili PD roztok, ktery byl vypustén
do ledové tfidté po celonoéni 10 hodinové vyméné dalsi den rano v 8 hodin v PD ambulanci.
Effluent byl centrifugovan v 500 ml kénickych zkumavkach po dobu 35 minut pfi 10 °C a
3000 otackach/min. Supernatant pak byl uchovavan v 1.8 NUNcCryo zkumavkach (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a zmraZen na - 80 °C aZ do analyzy. V dobé odbéru
PD roztoku byly také nalacno odebirany i krevni vzorky. Vzorky plazmy byly uchovavany
zmrazené na - 80 °C do doby analyzy. Peritonealni ekvilibraéni testy byly provadény pomoci
softwaru PD Adequest dle instrukci vyrobce (Baxter Healthcare, McGaw Park, IL, USA).

Peritonealni clearance byla vypoc¢tena pomoci vzorce pCl = (Cd * Vd) / Cs, kde Cd znamena
koncentraci v dialyzatu, Vd znamnena objem dialyzatu po celono¢ni vyméné (ml / 600 min) a

Cs je sérova koncentrace.

C - reaktivni protein (CRP) byl stanovovan imunoturbidimetricky (K-Assay; Kamiya
Biomedical, Seattle, Washington, USA - esej s nizSi sensitivitou). s - RAGE, EN - RAGE a
HMGB - 1 byly méfeny pomoci standardnich ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
kitd dle protokolu vyrobce: s - RAGE (Quantikine, RD Systems, Minneapolis, MN, USA,
www.rndsystems.com ), EN - RAGE (CirculexTM, CycLex Co. Ltd.,, Nagano, Japan,
www.cyclex.co.jp ), HMGB - 1 (IBL International, Hamburg, Germany, www.ibl-

international.com).

4.1.3 Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci softwaru Sigma Stat 3.5 (Dundas Software
GmbH, Spolkova republika Némecko). Vysledky jsou uvadény jako median a (range).
Rozdily mezi sledovanymi skupinami byly testovany pomoci Kruskal - Wallisova a
Wilcoxonova testu a korelace byly testovany pomoci Spearmanova testu. Vysledky byly

povazovany za statisticky vyznamné pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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4.2 Studie 2 - Efekt icodextrinu a glukézového bikarbonat/laktatového roztoku na
populaci bunék v dialyzatu a markery biokompatibility IL-6 a CA 125 u incidentnich PD

pacientt

Design studie

Studie byla navrZzena jako observacni, prospektivni a byli zafazovani pacienti 3 tydny po
zalozeni PD katétru. Nikdo z pacientd nebyl Ié€en N - acetylcysteinem, o kterém je znamo,

Ze u PD pacientd sniZuje plazmatické hladiny IL - 6 [Nascimento MM et al. 2010].

4.2.1 Soubor nemocnych a zakladni klinicka data

CAPD byla zahajena 4 dennimi vyménami o objemu 1500 — 2000 ml s glukézo - bikarbonat /
laktatovym PD roztokem (Physioneal ®, Baxter Healthcare, Castlebar, Ireland). DalSi den
byla méfena UF po 4 hodinové vyméné s pouzitim P roztoku o koncentraci glukdzy 2,27 %.
Pokud byla UF po této vyméné vétsi nez 400 ml, pacienti byli zafazeni do skupiny P
s preskripci pouze P roztokd, ostatnim byla navic predepsana nocni vyména
s icodextrinovym PD roztokem (Extraneal ®, Baxter Healthcare, Castlebar, Ireland) a byli

zarazeni do skupiny E.

Skupina P sestavala z 8 pacientll [6 muzl, ve véku 55 (40 - 73) let]. PfiCinou vedouci
k renalnimu selhani byl diabetes mellitus u 2 pacientd, chronicka glomerulonefritida u 3
pacientl a pak vzdy u 1 pacienta polycysticka choroba ledvin, nefroskleréza a mnohocetny

myelom.

Skupina E sestavala z 11 pacientdl [4 muzi, ve véku 60 (33 - 77) let]. Pfi€inou vedouci
k renalnimu selhani byl diabetes mellitus u 4 pacientd, chronicka glomerulonefritida u 4
pacientd a pak vzdy u 1 pacienta nefroskleréza, refluxni nefropatie a tubulointersticialni
nefritida. Ve skupiné P bylo BMI 28,7 (20,8 — 38,6), télesny povrch (BSA) 1,88 (1,68 — 2,09)
m?. Ve skupiné E bylo BMI 24,77 (19,14 — 35,99) a BSA 1,74 (1,49 — 2,13) m°.
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4.2.2 Metodika

Pfed zaloZzenim PD katétru (¢as 0) byl odebran krevni vzorek, byla oddélena plazma a ta
byla uchovana zmrazena pfi — 80 °C do analyzy. V €ase 1, 6 a 12 mésicu trvajici CAPD byl
proveden peritonealni ekvilibrani test pomoci softwaru PD Adequest dle instrukci vyrobce
(Baxter Healthcare, McGaw Park, IL, USA). Ve stejny den byl také odebiran k daldimu

zpracovani effluent (viz metodika studie 1).

Zakladni biochemické parametry byly stanovovany za pouziti standardnich laboratornich
technik. CRP bylo stanovovano imunoturbidimetricky (K-Assay; Kamiya Biomedical, Seattle,
Washington, USA; detekéni limit 1 mg/l, fyziologické rozmezi 1 — 10 mg/l - esej s nizsi

senzitivitou).

K identifikaci rdznych bunéénych typu v dialyzatu a k vyjadfeni jejich exprese byla pouzita
prutokova cytometrie. 100 pl bunééné suspenze bylo inkubovano s koktejlem fluorescenéné
znacenych monoklonalnich protilatek [CD45-Krome Orange, HLA — DR - PE (Beckman
Coulter, Indianapolis, IN, USA); CD 14 - PECy7(Becton Dickinson, New Jersey, USA);
cytokeratin - APC (Exbio, Vestec, Czech Republic); IL - 6R - PE (Biolegend, San Diego, CA,
USA)]. Zastoupeni makrofagt (buriky CD45+ / CD14+), lymfocytu (buriky CD45+ / CD14-),
mezotelialnich bunék (buriky CD45- / cytokeratin+) a granulocytu (buriky CD45+ / CD14-)
bylo stanovovano pomoci kombinace parametri bunécné zrnitosti (SS) a pruméru (FS).
Buriky byly inkubovany 15 minut v temnu za pokojové teploty. Vzorky byly lyzovany 10 minut
pomoci BD FACS™ Lysing Solution. Nenavazané protilatky a zbylé fragmenty erytrocyt(
byly vymyty pomoci fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem (PBS) a centrifugovany.
Nakonec byly bufiky rozpustény v 500 ul PBS. V3echny popsané kroky probéhly za vyuZiti
BD FACS™ Lyse Wash Assistant (Becton Dickinson, New Jersey, USA).

U makrofagd a mezotelidlnich bunék byla hodnocena exprese markertd aktivovanych
zanétem (HLA - DR a IL6 - R). Vysledky byly vydany jako procento pozitivhich bunék a
fluorescencni intenzita mefena jednotkami MESF (Molecules of Soluble Fluorochrome)
(Quantum R - PE MESF, Bangs Laboratories, Indiana, USA). Stanoveni fluorescencni
intenzity udavané v MESF jednotkach je provadéno pfimym srovnanim fluorescenéniho
meéfeni ze série Ctyf fluorescencnich populaci mikrokuliCek znacenych s riznym mnozstvim
phycoerythrinu se znaCenymi bunkami. Ke stanoveni exprese HLA - DR a IL6 - R
u zkoumanych bunék byla pouzita QuickCal® analyzacni $ablona a analyzy byly provedeny
na pratokovém cytometru FACS Canto™ |II. Pfistroj byl denné standardizovan pro

fluorescenci a vyrovnani rozptylu svétla s pouzitim BD™ Cytometer Setup & Tracking beads
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(Becton Dickinson, New Jersey, USA). Data o min. 20 000 bunkach byly shromazdovany
v souborech a analyzovany pomoci softwaru DIVA 6.0 (Becton Dickinson, New Jersey,
USA).

Plazmatické a dialyzatové hladiny IL — 6 byly stanovovany pomoci ELISA kitd (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, USA), minimalni detekovatelna koncentrace byla 7 pg/ml,
intra - a inter - esejové odchylky byly 2,7 a 4,5 %. Hladiny CA 125 byly stanovovany
automatizovanou chemiluminescencni mikro€asticovou imunoeseji (Architect i1000SR
device, Abbott, Wiesbaden, Spolkova republika Némecko), rozmezi méfeni je 1 — 1000 kIU/I,
kalibraéni rozmezi je 0 — 1000 KIU/I, intra - a inter - esejova odchylka 2,9 a 4,9 %, referen¢ni
mez je pak 0 — 35 kIU/I.

Appearance rate (AR) IL - 6 a CA 125 vdialyzatu byla vypoCtena jako dialyzatova
koncentrace vynasobena objemem dialyzatu a to vSe vydélené Casem trvajici vymény

v minutach. [AR = (Cd * Vd) / ¢as vymény]

4.2.3 Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky zpracovana pomoci softwaru Sigma Stat 3.5 (Dundas Software
GmbH, Spolkova republika Némecko). Vysledky jsou uvadény jako median a (range).
Rozdily mezi sledovanymi skupinami byly srovnavany pomoci Mann — Whitney Rank Sum
testu, data v rlznych Casovych intervalech v jednotlivych skupinach byly porovnavany za
pouziti testu One Way Repeated Measures Analysis of Variance. Korelace vysledkl mezi
skupinami byla testovana pomoci Spearmanova testu. Vysledky byly povazovany za

statisticky vyznamné pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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5 RESENi A VYSLEDKY VYZKUMU

5.1 Studie 1

PD pacienti vykazovali vysSi plazmatické hladiny s — RAGE (p < 0,001) (graf 1) a nizsi
hladiny HMGB - 1 ve srovnani s HV (p < 0,05) (graf 2) a nizSi hladiny EN - RAGE ve
srovnani s CKD (p < 0,05) (graf 3). U PD pacientd byly pozorovany nizsi hladiny albuminu ve
srovnani se skupinou HV a CKD (p < 0,05 pro oba vztahy) (tabulka 2).

5.1.1 PD pacienti

V ramci skupiny PD pacientll byl prokazan vztah mezi hladinami s - RAGE a albuminu
(r=- 0,367, p < 0,05), D/ P kreatininu (r = 0,408, p < 0,05) a Kt/V (r = 0,487, p < 0,01).
Hladiny EN - RAGE pak korelovaly s CRP (r = 0,440, p < 0,05) a BMI (r = 0,552, p < 0,01).
U hladin HMGB - 1 byla pozorovana korelace s BMI (r = 0,364, p < 0,05) a CRP (r = 0,685,
p < 0,0001) a s hladinami EN - RAGE (r = 0,551, p < 0,01). Pacienti s vy$Sim / rychlejSim
peritonealnim transportem (D / P kreatinin > 0,65) vykazovali trend k vyS$Sim plazmatickym
koncentracim s - RAGE ve srovnani s pacienty s nizkym / pomalym peritonealnim
transportem [2,3 (1,5 - 6,4) vs 1,8 (1,1 - 5) ng/ml; p = 0,056]. Podskupina PD pacientd s CRP
vyS88im nez median vykazovala vy$Si plazmatické hladiny HMGB - 1 (ng/ml) [1,7 (0,8 - 4,9)
vs 1,4 (0,7 - 2,9)] a EN - RAGE (ng/ml) [43,1 (8,8 - 112,5) vs 27,7 (0 - 194)], p < 0,05 pro oba

prozanétlivé ligandy.

Skupina D, tedy skupina pacientd vystavena nejvétsi intraperitonealni zatézi GDP,
vykazovala signifikantné vy38Si plazmatické hladiny EN — RAGE (p < 0,001 pro oba vztahy) a
HMGB - 1 (p < 0,01 pro oba vztahy) nez skupina E a P (graf 4,5). Plazmatické hladiny
s - RAGE, stejné jako albuminu, CRP, Kt / V a RRF se mezi jednotlivymi PD podskupinami
nelisily (tabulka 3,4).

V effluentu z no¢ni vymény se hladiny s - RAGE a jeho ligandd mezi jednotlivymi PD
skupinami neliSily. D / P pomér pro s - RAGE byl 0,028 ve skupiné E, 0,022 ve skupiné D a
0,025 u P pacientd. Mezi plazmatickymi a dialyzatovymi hladinami s - RAGE byla
pozorovana tésna pozitivni korelace ve vSech tfech PD skupinach (D — r = 0,96, p < 0,001;
E-r=0,93 p<0,001P- r=0,62, p<0,05).D/P pomér pro EN - RAGE byl 0,057 ve
skupiné E, 0,015 ve skupiné D a 0,021 ve skupiné P, zatimco pro HMGB - 1 byl D / P pomér
1,83 pro E, 1,25 pro D a 1,3 pro P. Mezi plazmatickymi a dialyzatovymi hladinami
EN - RAGE a HMGB - 1 nebyl pozorovan vztah u zadné ze sledovanych skupin PD.
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Peritonealni clearance s - RAGE a EN - RAGE byla vyS$Si ve skupiné E ve srovnani se
skupinami D a P. Jak jsme ocCekavali, pacienti I[éCeni v E rezimu byli starSi, vykazovali vysSi
D / P kreatinin (tabulka 3) a vétSi objem vypusténého dialyzatu ve srovnani se skupinou D a
P.

5.1.2 CKD a HV

U CKD pacientl korelovalo BMI s hladinami HMGB - 1 (r = 0,559, p < 0,05), korelace
s hladinami s - RAGE (p = 0,064) a EN - RAGE (p = 0,08) nedosahovala statistické
vyznamnosti. Hodnoty GFR korelovaly s hladinami s - RAGE (r = -0,52, p < 0,05) a HMGB -
1 (r=0,578, p < 0,001). Hladiny EN - RAGE souvisely s hladinami HMGB - 1 (r = 0,477,
p <0,05) a CRP (r = 0,587, p <0,01).

Ve skupiné zdravych dobrovolnikd byla pozorovana tésna korelace mezi hladinami EN -
RAGE a HMGB - 1 o vysoké hladiné vyznamnosti (r = 0,923, p < 0,0001).
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5.2 Studie 2

Zakladni biochemicka a antropometricka charakteristika nemocnych v ¢ase 0 je uvedena

v tabulce 5, u téchto dat nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné vztahy.

5.2.1 Charakteristika bunééné populace v dialyzatu

Srovnani bunécné populace v dialyzatu z no¢ni vymény mezi obéma skupinami PD pacientu
je shrnuto v tabulce 6. V pribéhu nasi ro¢ni studie jsme pozorovali trend ke zvySovani poctu
leukocytd a makrofagl v dialyzatu u skupiny E ve srovnani se skupinou P, ale tento rozdil
nedosahl statistické vyznamnosti u zadného z time pointd. Exprese HLA - DR a IL - 6R
u makrofagll se v zadném Case odbéru mezi skupinami E a P neliSila. | pfestoze pocty
mezotelialnich bunék a exprese HLA - DR u mezotelii byly v dialyzatu skupiny E vySSi ve
srovnani se skupinou P, rozdil opét nedosahoval statistické vyznamnosti. Statistické
vyzmanosti nedosahla ani zvySena mezotelialni exprese IL - 6R v ase 1, kde bylo
pozorovano p = 0,071. Analyza zmén poctu leukocytl a mezotelii v pribéhu studie (v ¢ase 1,
6 a 12) za pouziti testu One Way Repeated Measures ANOVA neodhalila zadné zmény ve

skupiné E a P.

5.2.2 Markery biokompatibility IL - 6 a CA 125 v dialyzatu

| pfes trvajici trend ke zvySenému poctu mezotelidlnich bunék v dialyzatu skupiny E ve
srovnani se skupinou P, byly vys8i hladiny CA 125 pozorovany u skupiny E pouze v ¢ase 6
(tabulka 7). AR CA 125 se mezi jednotlivymi PD skupinami neliSila. Dialyzatové hladiny IL - 6
byly v €ase 6 vysSi u skupiny E, pficemz AR IL — 6 byla ve skupiné E vy33i ve vSech

sledovanych Casech.

Analyza zmén dialyzatovych hladin IL — 6 a CA 125 v ¢ase v prubéhu studie (¢as 1, 6, 12)
pomoci One Way Repeated Measures ANOVA ukazala pouze narlst hladiny IL — 6 ve
skupiné E ve srovnani ¢asu 12 a 1, p < 0,05. | pfes pozitivni trend progresivniho naristu
dialyzatové hladiny CA 125 a jeho AR v pribéhu studie, nedosahoval rozdil v ¢ase 12 ve
srovnani s Casem 1 a 6 statistické vyznamnosti (p < 0,078 a p < 0,09). Analyza zmén v Case

nedokumentovala zadné zmény v dialyzatu skupiny P.
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5.2.3 Analyza souhrnnych dat

V dalSim kroku jsme, stejné jako Pajek a Lidholm [Pajek J et al. 2008], shrnuli vSechna data
ze vsech tfi méfeni ve skupiné E a P. Pozorované signifikantni rozdily v dialyzatu jsou
shrnuty vtabulce 8. U téchto souhrnnyh dat ze vSech tfi méfeni ve skupiné E byla
pozorovana pozitivni signifikantni korelace mezi dialyzatovymi hladinami IL — 6 a CA 125 a
jejich AR (viz graf 6 a 7) stejné jako u ostatnich proménnych v bunécné populaci, jak je
shrnuto v tabulce 9. Ve skupiné P korelovaly pocty granulocytd v dialyzatu, narozdil od
ostatnich bunécnych typ(, s dialyzatovou hladinou CA 125 (r = 0,759; p < 0,01) a CA 125 AR
(r=0,605; p < 0,05).

Pfi srovnavani proménnych v systémové cirkulaci jsme ve skupiné E pozorovali vyssi sérové
koncentrace CA 125 (20,5 vs 12 klU/I; p < 0,05) a nizsi hladiny albuminu (38,3 vs 40,9 g/l;
p < 0,05). Mezi systémovymi a dialyzatovymi hladinami IL — 6 a CA 125 a ani mezi jejich AR

jsme nepozorovali zadnou korelaci.

5.2.4 Systémové markery zanétu, CA 125 a D / P kreatinin

Srovnanim systémovych markert zanétu (pocty leukocytu, hladiny albuminu, CRP a IL - 6)
mezi skupinami E a P v ¢ase 1, 6 a 12 jsme neprokazali zadné rozdily. Od zacatku studie
jsme konstantné pozorovali zvySené hladiny CA 125 ve skupiné E oproti skupiné P. Poté pfi
zkoumani vyvoje vySe zminénych markerl v €ase, za pouziti testu One Way Repeated
Measures ANOVA, jsme znovu Vv prabéhu této roc¢ni studie neprokazali zadné signifikantni

rozdily.

Dle vstupniho protokolu, popsaného vySe, byli pacienti s niz8i UF zafazeni do skupiny E,
proto jsme u nich ofekavané pozorovali vy3Si hodnoty D / P kreatininu ve srovnani se
skupinou P v ¢ase 1 a 6 (0,77 vs 0,62; p < 0,05 a 0,78 vs 0,705; p < 0,05). V Case 12 se
pozorované hodnoty nelisily (0,75 vs 0,75). Analyza dat pak ukazala, Ze u skupiny E zustaval
pomér D / P kreatininu stabilni v prdbéhu celého roku sledovani ve srovnani se vstupnimi
hodnotami, zatimco ve skupiné P byl na konci studie pozorovan narlst ve srovnani se
vstupnimi hodnotami (p < 0,01). Srovnanim souhrnnych dat D / P kreatininu ve skupiné E a P

jsme pozorovali rozdil blizici se signifikantni hladiné vyznamnosti (0,73 vs 0,61; p = 0,071).
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6 HODNOCENI STUDIi A DISKUZE

6.1 Studie 1

6.1.1 EN - RAGE

Nase nalezy korelace EN - RAGE a CRP u PD pacientl jsou v souhlasu s pozorovanim, ze
koncentrace EN - RAGE jsou pfi zanétu zvySené [Foell D et al. 2003; Kosaki A et al. 2004;
Nakashima A et al. 2010]. Navic PD pacienti s CRP vy3§im nez median vykazovali
signifikantné vysSi hladiny EN - RAGE. EN - RAGE bylo jiz u CKD a HD pacientd studovano
[Mori Y et al. 2009; Nakashima A et al. 2010; Zakiyanov O, 2011; Shiotsu Y et al. 2011], ale
dat o PD pacientech je malo [Uchiyama-Tanaka Y et al. 2008]. Nebyli jsme schopni potvrdit
zavéry studie u PD pacientll, ze vykazuji vySSi plazmatické hladiny EN - RAGE nez HV.
Autofi této studie neuvadéji, jakymi peritonealnimi dialyzaénimi roztoky byli jejich pacienti
Ié€eni. Pokud uzivali konvenéni roztoky s vysokym obsahem GDP, mohlo by to rozdily
vysvétlit, nebot’ téméF 80 % naSich PD pacientu pouzivalo PD roztoky biokompatibilni, tedy
s nizkou hladinou GDP. Navic v nasi studii vykazovali PD pacienti niz§i plazmatické
koncentrace EN - RAGE nez CKD. Design nasi studie neumoznuje pfesné vysvétleni téchto
vysledku, takze muzeme pouze spekulovat, zdali zde muze hrat roli niz§i geneze EN - RAGE
pfi uziti biokompatibilnich PD roztoki s nizkymi koncentracemi GDP v kombinaci

s transperitonealni eliminaci.

Nenasli jsme ani vztah mezi plazmatickymi koncentracemi EN - RAGE a rezidualni renalni
funkci u PD, ani u CKD pacientu. Stejné tak Zakiyanov, ktery srovnaval plazmatické hladiny
EN - RAGE mezi HV, CKD a HD pacienty, nenasel zadny rozdil [Zakiyanov O, 2011]. Tyto

poznatky naznacuji, Ze ledviny nejsou hlavni cestou eliminace EN - RAGE.
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6.1.2 HMGB -1

HMGB - 1, které je extracelularné uvolfiovano pfi vazném bunécném poskozeni nebo pfi
zanétu, zatim nebylo u PD pacientu intenzivné studovano [Wang H et al. 1999; Scaffidi P,
2002; Yang H et al. 2004]. Nami zjisténa skutecnost, Ze koncentrace HMGB - 1 v PD
effluentu byly vys8i nez plazmatické koncentrace a fakt, Ze nebyla nalezena korelace mezi
plazmatickymi a effluentovymi hladinami HMGB - 1, naznaduje, Ze HMGB - 1 je generovano
intraperitonealné ve vyznamném mnozstvi pravdépodobné diky cytotoxickému pusobeni
instilovaného PD roztoku. V posledni dobé bylo dokazano, ze hladiny HMGB - 1 korelu;ji
s rezidualni renalni funkci u CKD pacientl a naSe data to potvrzuji [Bruchfeld A et al. 2008].
Nicméné plazmatické hladiny HMGB - 1 se mezi PD a CKD pacienty neliSily, coz naznaduje,

ze i peritonealni clearance muze efektivné snizovat jeho plazmatické hladiny u PD pacientd.

Vzajemna korelace mezi hladinami HMGB - 1 a EN - RAGE demonstrovana u vSech
zkoumanych skupin pacienttd (PD, CKD a HV) podporuje mySlenku, Ze biologicka aktivita
téchto prozanétlivych ligand spolu Uzce souvisi. U PD a CKD pacientd — pacientd se
snizenou renalni funkci, coz je stav chronického mikrozanétu — korelovaly hladiny HMGB - 1
a EN - RAGE s CRP. Tyto naSe vysledky potvrzuji data dvou recentnich studii [Bruchfeld A
et al. 2008; Zhu N et al. 2011]. Ke klinické vyznamnosti téchto zjisténi, napf. vyuziti
HMGB - 1 a / nebo EN - RAGE jako citlivéjSiho prediktoru dlouhodobych klinickych vysledk
CKD pacienta nez doposud uzivanych markerll zanétu, pfipadné jako citlivych ukazatel(
biokompatibility peritonealni dialyza¢nich roztoku, se zatim nelze jednoznaéné vyjadrit;
k tomu budou zapotfebi dalsi studie. Korelace hladin HMGB - 1 a BMI pozorovana u CKD
pacientd odpovidala jiz dfive popsané korelaci mezi hladinami HMGB - 1 a nutri¢nimi
markery, potazmo vzajemnému vztahu mezi zanétem a malnutrici u CKD pacientd obecné
[Bruchfeld A et al. 2008].
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6.1.3s - RAGE

Nezda se, Ze by intraperitonealni zatéz GDP pfimo ovlivihovala plazmatické hladiny
s - RAGE, protoze ty se mezi jednotlivymi PD skupinami neliSily. Plazmatické hladiny
s - RAGE byly u vSech 3 podskupin PD vy3Si nez dialyzatové a byla u nich pozorovana
vzajemna pozitivni korelace. Korelace mezi plazmatickymi hladinami s - RAGE a Kt / V
indexem popisovana v nasi studii navic naznacuje, Zze celkova davka dialyzy (zahrnujici
transperitonealni eliminaci a rezidualni renalni funkci) ovliviiuje plazmatické hladiny
s - RAGE. V souladu s pfedeSlymi studiemi jsme prokazali vySSi plazmatické hladiny
s - RAGE u PD a CKD pacientt nez u HV [Kalousova M et al. 2006; Basta G et al. 2010]. Ani
nase studie vSak nedokaze rozliSit, jestli je to dano sniZzenou renalni clearence nebo
nadprodukci s - RAGE ve snaze snizit toxické efekty AGEs akumulovanych u uremickych

pacientu.

PD pacienti s rychlym peritonealnim transportem jsou popisovani jako pacienti s vysSi
kardiovaskularni komorbiditou a s vyS$Sim stupném zanétu. Uchiyama - Tanaka a spol.
skute¢né demonstroval vyS$Si plazmatické hladiny EN - RAGE u PD pacientld s rychlym
peritonealnim transportem [Uchiyama-Tanaka Y et al. 2008]. Tyto vysledky jsme nemohli
pfimo potvrdit, avSak pozorovali jsme, Ze PD pacienti s rychlym peritonealnim transportem
vykazovali vy$Si hladiny s - RAGE. K ozfejméni otazky, zda je chovani s - RAGE a jeho
ligand odlisné v zavislosti na rychlosti peritonealniho transportu, bude zapotfebi dalSich
studii. Zajimavé je, Ze PD rezim s icodextrinem (o kterém je znamo, Ze zvySuje peritonealni
clearance latek o stfedni molekulové hmotnosti) [Opatrna S, 2003] zvySil peritonealni
clearance jak EN - RAGE (10,6 kDa) [Mirmohammadsadegh A et al. 2000], tak s - RAGE
(50 kDa) [Forbes JM et al. 2005] ve srovnani s glukézovym PD rezimem. Nicméné design
této studie neumoznuje urcit podil vlivu tohoto mechanismu na plazmatické hladiny s - RAGE
a EN - RAGE.

43



6.1.4 GDP

tzn. pacienti Ié€eni glukézo - bikarbonat / laktatovym nebo icodextrinovym roztokem
(skupina P a E), vykazovali signifikantné niZsi plazmatické hladiny prozanétlivych ligand
EN - RAGE a HMGB - 1 ve srovnani s pacienty 1é€enymi konvenénim roztokem s vysokou
zatézi GDP (skupina D) [Schalkwijk CG, 2000; Erixon M et al. 2006]. Tyto vysledky pak
naznacuji, ze preskripce PD roztoku s nizkym obsahem GDP muize byt spojena s nizSi
tvorbou AGEs v systémoveé cirkulaci a stejné tak s niz8i zanétlivou odpovédi. Naproti tomu
jsme ale nebyli schopni demonstrovat rozdily v plazmatickyh hladinach CRP mezi
jednotlivymi PD podskupinami. Otazkou zlstava, zdali by za pomoci citlivéjSiho markeru
inflamace, napf. IL - 6 [Pachaly MA et al. 2008], byl v nasi sledované PD populaci odhalen

rozdil.

Zda se, ze intraperitonealni zatéz GDP je dulezitym faktorem zvySenych plazmatickych
hladin prozanétlivych ligand RAGE. Tento zavér je v souhlase srecentné publikovanou
multicentrickou Klinickou studii ukazujici, Zze vybér PD reZimu pfimo ovliviuje systémové
hladiny AGEs [le Poole CY et al. 2012]. Expozice PD roztokiim s niz§im obsahem GDP vede
k niz§im systémovym hladinam AGEs ve srovnani s konvenénimi PD roztoky s vysokym
obsahem GDP bez zavislosti na koncentraci obsazené glukdzy [Zeier M et al. 2003]. GDP
béhem PD vymény mizi z peritonealni dutiny diky své vysoké reaktivité a ne vSechny jsou
detekovatelné v plazmé [Erixon M et al. 2009]. Domnivame se, Ze vysSi plazmatické hladiny
prozanétlivych ligand RAGE popisované v nasi studii u pacient Ié€enych konvenénimi PD
roztoky, odrazi akcelerovanou produkci AGEs jako nasledek vysoké intraperitonealni zatéze
GDP.
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6.2 Studie 2

6.2.1 Bunééna populace dialyzatu

V souladu s vysledky pfedchozich studii vyuZivajicich mikroskopické vySetfeni buné&cné
populace dialyzatu po barveni Jenne — Giemsa [Parikova A et al. 2003; Opatrna S et al.
2012], jsme v nasi studii, vyuzivajici pritokovou cytometrii, dokumentovali trend ke
zvySovani poctu leukocytl, makrofagd a mezotelidlnich bunék v icodextrinovém dialyzatu.
| pfes pozorované zvySené hladiny leukocytl v icodextrinovém dialyzatu, byl tento nalez
v bézném rozmezi popisovaném v predchozich studiich vénovanych glukézovym roztokim
[Lewis S, 1991] a my jsme jej interpretovali jako subklinickou aktivaci inflamace. Vyvstava
tedy otazka, jestli nartist po¢tu makrofagu v icodextrinovém dialyzatu naznadcuje snizeni ztrat
makrofagl apoptézou a nekrézou, nebo vypovida o aktivaci inflamace. Na zakladé naSich
dat predpokladame, Zze druha moznost je spravna, protoZe jsme v icodextrinovém dialyzatu
pozorovali také vysSi hladiny IL — 6 a AR korelujici jak s potem makrofagu, tak s jejich

zanétlivym fenotypem.

zvySeny poCet makrofagu, v dialyzatu s nizkou glukézovou zatézi, jako nasledek snizenych
ztrat bunék apoptézou a nekrézou a neprokazuje korelaci s dialyzatovymi hladinami IL — 6
nebo jeho AR, které ma navic v pribéhu celé studie tendenci k poklesu [Pajek J et al. 2008].
Nami popisovany trend ke zvySeni po¢tu mezotelialnich bunék v icodextrinovém dialyzatu ve
Opatrna S et al. 2012]. Kromé toho je naSe studie prvni, ktera dokumentuje, na zakladé HLA
— DR exprese na mezotelialnich burikach zvySeni zanétlivého fenotypu mezotelialnich bunék
v E dialyzatu stejné jako korelaci mezi hladinami IL — 6 v dialyzatu a vyskytem mezotelidlnich

bunék IL — 6R, naznadujici jejich zanétlivou aktivaci.
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6.2.2 Markery biokompatibility v dialyzatu

Jak jsme predpokladali, AR IL — 6 bylo u icodextrinovych roztokd v pribéhu studie zvySené.
Ale je zvy3ena aktivace IL — 6 v dialyzatu prospé&sna peritoneu jako dialyzacni membrané?
Je vSeobecné pfijimano, Ze zvySené hladiny IL — 6 v dialyzatu svédé&i o probihajicim zanétu,
koreluji se zvy8enym peritonealnim transportem [Pecoits-Filho R et al. 2006; Oh KH et al.
2010] a jsou tak nezadouci [Cooker LA et al. 2001; Lopes Barreto D, 2013; Krediet RT,
2013]. Tento nazor je také podporovan recentni studii, dokumentujici na zvifecim modelu, Ze
signalizace IL — 6 Fidi fibrézu a ohroZuje reparaci tkani [Fielding CA et al. 2014]. Nicménég,
IL - 6 je pleiotropni cytokin vykazujici jak pro - tak proti — zanétlivé vlastnosti [Schindler R et
al. 1990; Naka T, 2002] a, jak naznacuji vysledky in vitro studie, jeho zvySené hladiny u vice
biokompatibilnich PD roztokd je mozné pfi€ist zvySenému zachovani mezotelialnich bunék
[Witowski J et al. 2004]. Néktefi vyzkumnici interpretuji jejich vysledky narstu hladin IL - 6
v E dialyzatu jako nalez podporujici zvySenou mezotelialni bunéCnou masu, ale bez

podporujici kvantifikace mezotelialnich bunék v dialyzatu [Lui SL et al. 2012].

Narlst hladiny IL — 6 v icodextrinovém dialyzatu, pozorovany v na$i prospektivni jednoleté
studii, se zda byt klinicky nepodstatny. Nepozorovali jsme Zadny vliv na systémové markery
zanétu a peritonealni transport zistal nezménény. Toto pozorovani je v souladu s nékolika
[Koomen GC et al. 1994; Opatrna S et al. 2012; Lambie M et al. 2013], ale ne vdemi
[Pecoits-Filho R et al. 2006; Choi HY et al. 2008] studiemi, které vSak do pozorovani

nezaradily pacienty 1é€ené icodextrinovymi PD roztoky.

Cheema a Bargmann zpochybnili roli CA 125 jako spolehlivého markeru mezotelidlni masy
tvrzenim, Ze hladiny CA 125 mohou byt ovlivnény zanétem nebo infekci (kdyZz napf. pfi
peritonitidé se jeho hladina pfechodné zvySuje az trojnasobné), vékem pacienta a rlznymi
jinymi faktory [Cheema H, 2013]. Navic je zajimavé, Ze recentné& byly popisovany zvySené
sérové hladiny CA 125 nejen pfi malignitach, ale také pfi srde¢nim selhani, renalni dysfunkci
a i pfi jinych stavem nespojovanych s malignitou [Molina R et al. 1991; Mendez AB et al.
2014; Terada KY et al. 2014].

Analyza souhrnnych dat v na8i studii dokumentuje zvySené hladiny a appearance rate CA
125 (spolu se zvySenym poctem mezotelidlnich bunék) v E dialyzatu ve srovnani se
skupinou P. Je to novy objev a dosud se véfilo, Zze ani druh osmotického €inidla v PD roztoku
a ani obsah glukézy neovliviiuje hladiny CA 125 [Ho-dac-Pannekeet MM et al. 1997,
Parikova A et al. 2003; Turhan P et al. 2005]. Rozdily by mohly byt vysvétleny pouzitim

rizné metodiky, jako je kratkd vymeéna (4 hodiny), maly pocet pozorovanych pacientl
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(5 pacientt), nestandardizovany ¢as vymény Kkolisajici od 8 do 16 hodin, vySetfovani
prevalentnich pacinetl s rdznou dobou trvani 1é€by PD a pouzitim pediatrické populace
pacientt v pfedchozich studiich [Parikova A et al. 2003; Turhan P et al. 2005; Ho-dac-
Pannekeet MM et al. 1997]. Design na$i prospektivni studie vychazel ze standardizované

vymeény trvajici 10 hodin a byli vySetfovani pouze incidentni pacienti.

Zatimco v minulych letech byla znaéna d&ast pozoronosti vénovana korelaci mezi
dialyzatovymi hladinami CA 125 a poétem mezotelialnich bunék, v nasi studii jsme Zadny
takovyto vztah nepozorovali. Korelace mezi dialyzatovymi hladinami CA 125 a pocétem
mezotelidlnich bunék byla popisovana ve dvou studiich Kredieta a spol. [Koomen GC et al.
1994; Visser CE et al. 1995]. Relativné nedavno pak jina dalsi studie popisovala korelaci
mezi dialyzatovymi hladinami CA 125 a po¢tem vSech a apoptotickych mezotelialnich bunék
na vak (1,36 % glukézo - laktatovy PD roztok, 8 hodinova vyména). Hodnoty objemu a
ultrafiltrace z vymény nebyly udany [Kanjanabuch T et al. 2011]. Naproti tomu pak podobna
korelace mezi dialyzatovymi hladinami CA 125 a poctem mezotelialnich bunék, jak
v icodextrinovém, tak v glukézovém PD roztoku, nebyla u dalSich studii popisovana [le Poole
CY et al. 2012; Lui SL et al. 2012]. Vzhledem k tomu, ze pocCet mezotelialnich bunék
odloucenych z peritonea do dialyzatu tvofi pouhé 1 — 3 % peritonealni bunécné populace,
pfitomnost nebo nepfitomnost korelace mezi dialyzatovymi hladinami CA 125 a poctem
mezotelialnich bunék se zda byt, pfi posuzovani spolehlivosti CA 125 jako markeru
biokompatibility, zcela nevyznamnym faktem [Koomen GC et al. 1994; Lai KN et al. 1997].
V tomto ohledu by byly urCujici histologické a / nebo funk&ni nalezy, které je v3ak obtizné

v lidskych studiich ziskat.

V prezentované studii jsme pozorovali signifikantni korelaci mezi hladinami CA 125 aIL — 6
stejné jako mezi jejich appearance rate u icodextrinovych PD roztoku. Takova korelace zatim
v pfedchozich studiich pozorovana nebyla. Autofi pouzivali glukézové PD roztoky s vysSi
produkci IL — 6 a CA 125 [Rodrigues AS et al. 2007; Lopes Barreto D et al. 2011]. Podobné
jsme my v nasi studii nepozorovali zadnou korelaci mezi hladinami CA 125 a IL — 6 ve

skupiné P (gluk6zo — bikarbonat / laktatovy PD roztok).

Zatimco u CA 125, kde ve skupiné E korelovaly jeho dialyzatové hladiny s vétSinou ostatnich
marker( zanétu, podobna korelace byla u skupiny P pozorovana pouze u poctu granulocytu.
Tyto nalezy podporuji domnénku, ze icodextrinovy PD roztok aktivuje intraperitonealni
inflamaci zvysujici produkci CA 125 u mezotelidlnich bunék, které jsou v peritonealni dutiné

jako jediné schopné CA 125 produkovat. Vzhledem k jeho molekulové hmotnosti je pak
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transport CA 125 ze systémového obéhu minimailni, takze je nepravdépodobné, ze by mohl

vyznamné ovlivnit jeho dialyzatové hladiny.

Design nasi studie nam nedovoluje identifikovat konkrétni latku obsazenou v icodextrinovém
PD roztoku zodpovédnou za aktivaci inflamace a zvy3enou produkci CA 125. A stejné tak pfi
absenci vlivu na peritonealni transport a systémovou inflamaci neni jasné, do jaké miry jsou
tyto laboratorni nalezy klinicky vyznamné. K zodpovézeni téchto otazek ja zapotrebi dalSich
studii zahrnujicich morfologické hodnoceni. Jsme si védomi malého poctu zafazenych

pacientl a povazujeme to za hlavni limitaci nasi studie.
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7 ZAVER

Pfi porovnavani biokompatibility aktualné nej¢astéji pouzivanych PD roztokd jsme podpofili
vSeobecné pfijimanou domnénku, Zze PD roztoky s nizkou =zatézi GDP jsou vice
biokompatibilni, protoze vyvolavaji nizSi systémovou i lokalni zanétlivou odpovéd, coz jsme
demonstrovali pozorovanymi nizSimi systémovymi hladinami prozanétlivych ligand RAGE
(EN — RAGE a HMGB -1). Navic jsme dokazali, Ze expozice PD roztokdm s niz§im obsahem
GDP vede k niz8im systémovym hladinam AGEs ve srovnani s konven¢énimi PD roztoky

s vysokym obsahem GDP, bez zavislosti na koncentraci obsazené glukozy.

HMGB — 1 dosud nebylo u PD pacientl intenzivné studovano, ale vzhledem k absenci
jakéhokoliv vztahu mezi jeho plazmatickymi a dialyzatovymi hladinami a vzhledem k jeho
signifikantné vy$Sim dialyzatovym hladindam mdzeme fici, ze je generovano intraperitonealné
nejspiSe diky lokalnimu cytotoxickému pusobeni PD roztoku. Navic jsme popsali souvislost
mezi hladinami EN — RAGE a HMGB - 1 a hladinami CRP jako systémového markeru
zanétu, ¢ehoz by bylo mozno do budoucna vyuZzit pfi stanovovani téchto ligand jako citlivych

ukazatel biokompatibility PD roztok.

V dal8i studii jsme demonstrovali, Ze icodextrinové PD roztoky aktivuji lokalni zanétlivou
odpovéd bez ziejmych systémovych souvislosti, jako je elevace systémovych marker(
zanétu a zména peritonealni permeability. Korelace mezi dialyzatovymi hladinami IL — 6 a
CA 125 naznacuje, ze produkce CA 125 mlze byt stimulovana zanétem a proto se CA 125
nezda byt spolehlivym markerem mezotelidlni masy a / nebo biokompatibility, a¢ je takto

zatim uzivan.

Do budoucna zbyva objasnit klinické disledky nasich pozorovani s ohledem na morbiditu a

mortalitu PD pacientd.
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Tabulka 1- Prehled identifikovanych GDP v glukézovych PD roztocich

Degradacéni produkt glukézy

Detekovan v dialyzatu

5 - hydroxymethylfuraldehyd

+

acetaldehyd

formaldehyd

2 - furaldehyd

glyoxal

methylglyoxal

valeraldehyd

||+ ]|+

kyselina mravenci

kyselina levulinova

kyselina 5 - hydroxymetylfuroova

kyselina 2,5 - dikarboxylova

2 - keto - 3 - deoxyglukdza

2 - (2’ - hydroxyacetyl) - furan

3 - deoxyglukozon

3,4 - dideoxyglukozon
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Tabulka 2 - Srovnani CRP a albuminu mezi skupinami HV, CKD a PD

HV CKD PD
median min max | median min max | median min max
CRP (mg/l) 1,0 1,0 19,0 45 1,0 | 20,0 2,0 1,0 | 19,0
albumin (g/l) 50,82 44 3 | 55,2 43,0° 36,1 | 51,9 40,7 34,1 | 46,7
p — hladina vyznamnosti
a—p<0,05PDvsHV
b-p<0,05PDvs CKD
Tabulka 3 - Zakladni klinicka charakteristika
D E P
median | min max | median | min max | median | min max
D/P kreatinin] 0,6 0,5 0,7 0,8 ¢d 0,6 0,9 0,7 0,4 0,8
Kt/V 2,1 1,4 2,7 2,1 1,2 2,4 2 1,6 2,3
RRF(ml/min) 6,7 2,1 15,4 5,6 0 11,5 7,6 0 10,7
BMI (kg/m?) 28,6 25,6 43,0 255° | 20,2 34,9 2532 | 17,5 35,5
vék (roky) 61 44 71 63 ¢ 38 84 50 2 20 72
p — hladina vyznamnosti
a-p<002DvsP
b-p<0,05DvsE
c-p<001DvsE
d-p<0,01PvVsE
Tabulka 4 - Srovnani plazmatickych hladin s - RAGE, CRP a albuminu mezi
jednotlivymi PD skupinami
D E P
median | min max | median | min max | median | min max
s - RAGE 1,8 1,5 6,4 2.8 1,2 5 1,9 1,1 6,2
(ng/ml)
CRP (mgh) 4.0 1.0 19.0 4.5 1.0 26.0 1.0 1.0 7.0
albumin (g/l) 41.2 36.9 46.6 38.4 29.8 47.3 41.1 34.1 45.0
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Tabulka 5 - Zakladni laboratorni a antropometricka data (plazmatické a sérové hladiny)

Extraneal

Physioneal

median (min - max)

median (min - max)

Hb (g/l)

102 (83 - 121)

102,5 (94 - 122)

leukocyty (10%)

7 (5-10,6)

7,4 (3,7-10,7)

urea (mmol/l)

25,7 (13,7 - 41,2)

25,8 (14,9 — 45,9)

kreatinin (umol/l)

606 (243 - 794)

581 (408 — 803)

albumin (g/l) 40,7 (36,2 — 47,8) 41,1 (39,1 — 44,7)
CRP (mg/l) 8 (1-23) 5(3 - 16)

IL - 6 (ng/l) 6,0 (3,9 — 14,9) 6,1 (4 —9,5)
CA 125 (1U/ml) 23 (8- 84) 16,5 (6 - 25)
GFR (mlfs) 0,1 (0,1-0,3) 0,1(0,1-0,2)
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Tabulka 6 - Charakteristika bunééné populace v dialyzatu

Extraneal Physioneal p
median (min - max) median (min - max) . hladina .
vyznamnosti
1 9,8 (1,1-42,2) 7,7(2,9-21,2) NS
Leukocyty (10%1) 6 20,6 (6,4 — 65,2) 54 (2,9 - 8) NS
12 19,3 (4,8 — 33,1) 8,6 (2,1-27) NS
1 0,9 (0-4) 1,8 (0,6 — 4,3) NS
Lymfocyty (10%/1) 6 1,3 (0,6 — 10,8) 1,4 (0,7-1,7) NS
12 1,2 (0,8 -19,9) 2(0,3-3,7) NS
0,1(0-0,5) 0,1 (0-0,5) NS
Granulocyty (10%/1) 6 0,1(0,1-10,6) 0,3(0-1,2) NS
12 0,1 (0-0,8) 0,2(0,1-0,2) NS
1 3,1(0-15,8) 2,1(0,7-9,1) NS
Makrofagy (10°%/1) 6 15,4 (3,2 — 46,9) 2,8(1,1-5) NS
12 12,4 (2,8 — 22,4) 4(1,2-17,6) NS
1 0,5(0,1—2,1) 0,2 (0-0,5) NS
Mezotella!jnl bunky 5 0.5 (0,1 1.4) 0.1(0-0,2) NS
(ao°n
12 0,2 (0-0,3) 0,1(0,1-0,2) NS
1 82481 (57825 - 220693) 98926 (64754 - 204212) NS
Makrofagy DR MESF | 6 87041 (29833 - 309067) | 160317,5 (588 - 169388) NS
12 | 83262,5 (33747 - 232662) 3283 (364 - 222710) NS
1 7174 (3252 - 7382) 3582 (2243 - 7102) NS
Makrofagy IL-6R MESH 6 5036 (2764 - 12347) 4937 (2771 - 6015) NS
12 4628,5 (1914 - 7312) 4342 (3068 - 5606) NS
Mezotelialni buriky DR 1 1907 (1349 - 2364) 1415 (1000 - 8046) NS
MESE 6 2562 (1813 - 3102) 1329 (957 - 2707) NS
12 1914,5 (875 - 3449) 828 (506 - 1199) NS
Mezotelialni buiky IL- 1 3135 (2813 - 3199) 2043 (1356 - 3026) NS
6R MESE 6 2568 (1571 - 3426) 2223,5 (1954 - 3904) NS
12 1822,5 (1386 - 3100) 2324 (2319 - 3022) NS

NS — nesignifikantni (not significant)

MESF — fluorescenéni intenzita mefena jednotkami MESF

DR and IL-6R — exprese markeru aktivovanych zanétem
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Tabulka 7 - Zakladni biochemicka a klinicka data (plazmatické a sérové hladiny)

Extraneal | Physioneal
Mesic 1 6 12 1 6 12
studie
median median median median median median
(min - max) | (min-max) | (min-max) | (min-max) [ (min —max) [ (min —max)
3 2,5 4,5 3 3 6,5
CRP(ma/) | “50) (1 - 26) (1 - 26) (1-15) (1-31) (1-26)
IL-6 (ng/) 9,4 12,1 10,9 6,7 6,9 10
(49-144) | (3,3-193) | (7.6-52) | (56-10,4) | (6,6-20,3) | (8,1-12,4)
CA 125 20,5 29 37,5 13,5 11,5 10
(IU/ml) (16 - 122) (16 - 69) (21 - 159) (6-24)% | (10-14)° | (8-12)°
leukocyty 6,9 6,6 7,1 6,4 6,6 6,1
(10°/) (49-132) | (48-13) | (3,6-106) | (4,2-8,9) (4,1-9) (4,2-9,1)
albumin 38 38,8 37,8 40,9 41,1 35,9
(g/l) (33,9-42,7) | (32,3-40,9) | (27,5-42,7) | (35,8 -45,4) | (38,6-45) |(30,5-41,3)
D/P 0,8 0,8 0,8 0,6 0,7 0,8
kreatinin | (0,5-0,9) (0,6 -1) (0,6-09) | (04-08)° | (06-09?| (05-0,9)

IL - 6 — plazmaticka hladina
CA 125 — sérova hladina

D / P kreatinin — pomér hladiny kreatininu v plazmé a dialyzatu ve 4. hodiné peritonealniho

ekvilibraéniho testu

p — hladina vyznamnosti
a-p<0,05 1Evs1P
b-p<0,005 1Evs 1P
c—-p<0,05 6Evs6P
d-p<0.05 6Evs6P

e- p<0,05 12Evs12P
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Tabulka 8 - Souhrnna data E vs. P

Extraneal Physioneal p
median (min - max) | median (min - max) hladina
vyznamnosti
Leukocyty (10°/) 10,9 (1,1 - 65,2) 7.9 (2,1 -27) < 0,05
Makrofagy (10°/1) 6,1 (0 — 46,9) 2,5(0,7 - 17,6) < 0,05
Mezotelialni buriky (10°/1) 0,3(0-2,1) 0,1(0-0,5) < 0,05
m;zs";e"a'"' bunky DR 2205 (875 - 3449) | 1182 (506 - 8046) < 0,05
eff IL - 6 (ng/l) 76,9 (25,2 -588,5) | 43,2(21,3-93,4) NS
AR IL - 6 (pg/min) 320,5 (73,2 - 3133,6) 141,2 (0 —202,3) < 0,05
eff CA 125 (1u/) 39,5 (14 - 134,1) 34,1 (12,8 -70,3) NS
AR CA 125 (IU/min) 159,6 (56 — 357,6) | 84,3 (36,3 —199,7) < 0,05
eff IL - 6 — dialyzatova hladina
eff CA 125 — dialyzatova hladina
NS — nesignifikantni (not significant)
MESF — fluorescenéni intenzita mefena jednotkami MESF
DR and IL-6R — exprese markeru aktivovanych zanétem
Tabulka 9 - Korelaéni analyza souhrnnych dat skupiny E
effIL-6 eff CA 125 ARIL -6 AR CA 125
(ng/l) (187D)} (pg/min) (IU/min)
r, p rp r, p r,p
6 r=0,588, r=0,677, r=0,517, r=0,673,
Leukocyty (107 p<005 | p<0,001 p<0,05 p < 0,001
6 r=0,432, r=0,447,
Granulocyty (10°/) 0 <005 0 <0.05 NS NS
r=0,53 r=0,623 r=0,53
M k fr 1 6 I ] ] L] ] ] ]
akrofagy (107) p<005 | p<0,005 NS p<0,05
. r=-0,673, r=-0,728, r=-0,635,
Makrofagy DR MESF b < 0,005 NS b < 0,001 D <0005
Mezotelialni bunky DR
MESE NS NS NS NS
Mezotelialni bunky IL-6R
MESE NS NS NS NS

r — korelaéni koeficient
p — hladina vyznamnosti

NS — nesignifikantni
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Graf 1 - Srovnani plazmatickych hladin s - RAGE mezi skupinami HV, CKD a PD
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Graf 2 - Srovnani plazmatickych hladin HMGB - 1 mezi skupinami HV, CKD a PD
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Graf 3 - Srovnani plazmatickych hladin EN-RAGE mezi skupinami HV, CKD a PD
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Graf 4 - Srovnani plazmatickych hladin EN - RAGE mezi skupinami E, P, D
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Graf 5 - Srovnani plazmatickych hladin HMGB - 1 mezi skupinami E, P, D
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Graf 6 - Dialyzatové hladiny IL - 6 and CA 125 u Extranealu
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Graf 7 - Appearance rate IL — 6 a CA 125 u Extranealu
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11 ORIGINALNIi PRACE, KTERE JSOU SOUCASTI DIZERTACNI PRACE
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