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1 Abstrakt

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni s vysokou populacni prevalenci a
vyznamnou morbiditou. Hlavni komplikace diabetu souvisi s chronickymi
zménami jak v malych, tak velkych cévach. Cilem dizertacni prace bylo
popsat nékteré nové Casné¢ biomarkery téchto zmén, které by pomohly
identifikovat vcas rizikové pacienty. Zaroven byly studovany polymorfizmy
vybranych genti zapojenych do protektivnich drah glukézového
metabolizmu.

Ve tfech humannich studiich s diabetiky 1. a 2. typu byly analyzovany
jednak specialni biochemické parametry souvisejici s receptorem pro
kone¢né produkty pokrocilé glykace (RAGE), dale polymorfizmy
deglykac¢nich enzymt glyoxalazy 1 (GLO1) a fruktosamin 3-kinazy (FN3K),
a konecné stanovena intenzita glykace podkozi méfenim kozni
autofluorescence (SAF).

U diabetikti bylo pozorovano zvyseni solubilniho RAGE i RAGE ligandu
HMGB1 a EN-RAGE, resp. markerd endotelové dysfunkce oproti
kontrolam. Jako prvni byla ukazana vyznamna souvislost mezi
polymorfizmy deglyka¢niho enzymu FN3K (rs1056534) a (rs3848403) a
koncentraci sSRAGE, a dale vyznamné rozdily v markerech endotelové
dysfunkce mezi osobami s riiznymi genotypy polymorfizmu GLO1 (rs4746).
Osoby s diabetem mély vyznamné vyssi kozni autofluorescenci odrazejici
glykacni zatéz. Navic SAF byla signifikantné zvySena u osob s endotelovou
dysfunkci, popt. s pozitivni albuminurii. Jako dlouhodoby marker glykace
vSak SAF neméla té€snou souvislost s klasickym markerem stfednédobé
glykace glykovanym hemoglobinem.

Vysledky prace dokladaji heterogenni biochemické zmény, jez se uplatiuji v
rozvoji diabetické angiopatie. Uloha detailné studovaného sRAGE neni zcela
zfejma — predpokladana protektivni role je vSak dle poslednich poznatki
spiSe minimalni. Polymorfizmy gent deglykacnich enzymli maji vliv na
rozvoj cévnich zmén, ale k vytipovani rizikovych pacientti zatim nestaci.
Naopak kozni autofluorescence muze v klinickém pouziti pomoci vybrat
pacienty s vyraznéj$i glykaéni zatézi a u nich poté intenzivnéji 1€Cit jejich
hyperglykémii.



2 Abstract

Diabetes is a chronic disease with high prevalence and significant morbidity.
Chronic changes in the wall of small and large vessels lead to main diabetes
complications. Apart from long-term hyperglycemia, several factors are
involved in the development of diabetes vasculopathy. The aim of this work
was to describe new early biomarkers of these vascular changes, to identify
risky patients. Alongside, gene polymorphisms involved in protective
pathways of glucose metabolism were studied.

In three human studies with Type 1 (T1D) and Type 2 (T2D) diabetes
patients special biochemical parameters of receptor for advanced glycation
endproducts (RAGE) and its ligands, deglycation enzyme glyoxalase 1
(GLO1) and fructosamine 3-kinase (FN3K) gene polymorphisms were
analyzed. Non-invasive measurement of glycation by skin autofluorescence
(SAF) was assessed in all subjects.

Soluble RAGE, HMGB1 and endothelial dysfunction markers were
increased in patients with diabetes as compared with controls, however the
differences between T1D and T2D were not significant. For the first time, an
association between FN3K (rs1056534) and (rs3848403) polymorphism and
SRAGE concentration in diabetes was shown. GLO1 (rs4746) polymorphism
was associated with changes in endothelial dysfunction. Patients with
diabetes had higher skin autofluorescence reflecting increased glycation.
Moreover, SAF was even higher if chronic vascular changes were present.
Interestingly, SAF did not correlate enough with glycated hemoglobin, a
common medium-term marker of glycation.

These results suggest heterogenous biochemical processes involved in the
development of diabetic angiopathy. The role of SRAGE is still unclear — its
previously suggested protective role seems unlikely. There could be some
role of deglycation enzyme polymorphisms in the development of
angiopathy, however it is not strong enough for prediction. On the contrary,
skin autofluorescence seems to be a relevant tool for clinical purposes in risk
prediction and early intensification of diabetes treatment.



3 Uvod

Diabetes mellitus je celosvétové rozsifené onemocnéni, jehoz incidence i
prevalence neustdle stoupd. Zatimco vroce 1995 bylo na svété asi 135
miliont diabetikd (King H. et al., 1998), vroce 2015 jiz toto Cislo dle
Mezinarodni  diabetologické federace (IDF, International Diabetes
Federation) stouplo na 415 milionti. Pokud bude narGst prevalence
pokracovat predpokladanym tempem, je odhadovano, ze v roce 2040 bude
na svét¢ 642 miliont diabetiki (IDF, 2015). Také v Ceské republice
pokracuje trend rostouci prevalence diabetu, ktera ptekonala hranici 8 %
populace. Navic minimaln¢ dalsi 2 % tvoii osoby s doposud
nediagnostikovanym onemocnénim.

Podobné nartistd i cetnost nékterych diabetickych cévnich komplikaci
(Zvolsky M., 2013). Praveé chronické komplikace jsou hlavni pfi¢inou vyssi
morbidity a mortality diabetu. Bylo prokdzano, ze skoro polovina vSech
umrti souvisejicich s diabetem nastala u pacientti pfed Sedesatym rokem
véku (IDF, 2011). Rozvijeji se dlouhodobé v fadu rokd, ¢asto vsak jiz pied
samotnou manifestaci diabetu. Proto se s nimi nékdy setkavame jiz v dobé
diagndzy. Zaroven to jsou komplikace, které lze uspéSnou lécbou diabetu
vyrazné oddalit ¢i zpomalit, ale rozvinuté komplikace jiz obvykle nelze zcela
eliminovat. Pritom pravé chronické komplikace diabetu jsou tim faktorem,
ktery nejvice ovliviiuje kvalitu zivota pacientt s diabetem (Quah J. H. et al.,
2011).

4 Hypotézy a cile prace

Patobiochemické zmény u pacientll s diabetem jsou komplexni a zdaleka
nesouvisi jen sizolované zvySenou glykémii. Na rozvoji komplikaci se
podileji dalsi procesy, mj. alterovany metabolismus sacharidi a lipida ¢i
chronicky vliv oxida¢niho stresu a rozvijejici se endotelové dysfunkce.
Intenzita rozvoje téchto Skodlivych zmén pak zavisi na genetické
predispozici jedince, epigenetickych zménach 1 environmentalnich
faktorech.



Hypotéza: Domnivame se, Ze na rozvoji chronickych cévnich zmén u osob
s diabetem se podili jak zmény genetické, které mohou ovlivnit schopnost
jedince vyrovnat se s dlouhodobou vyssi glykemickou naloZi, tak celkovy
stav glykace a oxidacniho stresu, tedy faktory akcelerujici endotelovou
dysfunkci stojici na pocatku angiopatického poskozeni.
Cilem studia proto bylo posouzeni vyznamnosti nékterych casnéjsich
biologickych markeri cévniho postizeni u pacientt s diabetem 1. a 2. typu a
jejich souvislost s piipadnymi mikroangiopatickymi zménami. Zaroven byly
studovany vytipované polymorfizmy geni ochrannych deglykacnich
enzymi. Konecné byla otestovdna nova neinvazivni metoda stanovujicich
miru glykac¢niho postizeni tkani a jeji mozné vyuziti v predikei chronickych
komplikaci.
Konkrétnimi cili prace bylo:
1) stanovit, zda jsou rozdily v koncentracich markerti endotelové
dysfunkce a ligandti receptoru RAGE mezi osobami s diabetem 1. a
2. typu a zdravymi kontrolami
2) stanovit, zda se li§i koncentrace solubilniho RAGE (sRAGE) mezi
osobami s diabetem 1. a 2. typu a zdravymi kontrolami, resp. zda je
rozdil Vv koncentraci sRAGE u diabetikii jiz s vyjadienymi
mikroangiopatickymi komplikacemi
3) stanovit u osob sdiabetem 1. a 2. typu genotypové frekvence
vytipovanych polymorfizmti gend uplatiiujicich se v deglykacnich
procesech /FN3K (rs1056534), FN3K (rs3848403) a GLOl
(rs4746)/, resp. posoudit, zda jsou u osob s komplikacemi ¢ast&jsi
nektere z téchto polymorfizmu
4) urdit, zda souvisi v populaci diabetikt vy$e uvedené polymorfizmy
s markery endotelové dysfunkce/aktivace, resp. s SRAGE
5) vyhodnotit parametr kozni autofluorescence u osob s diabetem a
posoudit, zda odrazi dlouhodobou kompenzaci diabetu, resp. souvisi
S rizikem rozvoje cévnich zmén
6) stanovit faktory, které mohou ovlivnit kozni autofluorescenci



5 Material a metodika

5.1.1 Biochemické metody

Vzorky zilni krve byly odebirany u vySetfovanych osob rano nalacno do
zkumavek bez antikoagulancii (pro ziskani séra) a zkumavek s EDTA (pro
ziskani plazmy). Nasledn¢ byly zkumavky s krevnimi vzorky centrifugovany
10 minut pfi 3000 rpm. Rutinni biochemické analyty byly stanovovany
z Cerstveé odebranych vzorkd, zatimco pro specidlni analyzy byly vzorky do
doby méfeni uchovany v hlubokomrazicim boxu pti -80 °C.

Sérové koncentrace solubilniho RAGE (sRAGE) (Quantikine, RD Systems,
Minneapolis, MN, USA), EN-RAGE (Abnova, Taipei City, Taiwan) a
HMGBI (IBL, Hamburg, Némecko) byly stanoveny dle protokolu vyrobce
ELISA metodou.

Endotelova dysfunkce byla hodnocena vseobecné uznavanymi markery
(Haim M. et al., 2002, Widlansky M. E. et al., 2003). Pro stanoveni sérovych
koncentraci jednotlivych analytd byly pouzity ELISA kity Human sP-
selectin/CD62P, Human sE-selectin/CD62E, Human sICAM-1/CD54,
Human sVCAM-1 (RD System Europe, Abingdon, UK), von Willebrandtiv
faktor (VWF) (Corgenix, Broomfield, USA) a matrix metaloproteazy MMP2
a MMP9 (Quantikine Immunoassay, RD Systems, Minneapolis, MN, USA).

Albuminurie byla stanovena po vylouceni mocové infekce z ranniho vzorku
turbidimetricky a byl vypoéten pomér mocového albuminu/kreatininu
(ACR). Za pozitivni vysledek byl povazovan nalez ACR > 3 g/mol
kreatininu. K dalsim analyzam byla data vzhledem k logaritmickému
rozlozeni logaritmovana.

Renalni funkce (eGFR) byla vypoctena dle v dan¢ dobé ve VSeobecné
fakultni nemocnici doporu¢ované rovnice MDRD (Levey A. S. et al., 1999).

Rutinni biochemické parametry byly stanovovany v séru komercéné
dostupnymi kity dle vyrobcem doporucenych instrukci a certifikovanych
postuptl v centralni biochemické laboratofi ULBLD 1. LF UK a VFN.
Vétsina analytd byla stanovena v analyzatoru Modular Roche (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Némecko). Sérové koncentrace CRP byly
stanovovany turbidimetricky, ALT a AST dle metody modifikované podle



International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) s pfidanim pyridoxal
5-fosfatu, celkovy bilirubin byl méfen reakci se stabilni diazoniovou soli,
sérovy kreatinin pomoci Jaffeho reakce. Kyselina mocova byla stanovena
enzymaticky s naslednou fotometrickou detekci, zatimco koncentrace urey
byla métena UV eseji s uredzou.

Glykémie nalacno byla méfena analyzatorem Super GLAmbulance (Dr.
Miiller Gerétebau, Freital, Némecko) a glykovany hemoglobin HbA;c na
HPLC Variant 1l (Biorad, Francie).

5.1.2 Molekulirné-genetické metody

U vysetfovanych osob byla DNA izolovana z lymfocytl periferni krve
standardni vysolovaci metodou (Miller S. A. et al., 1988). Koncentrace
izolované DNA byla méfena spektrofotometrem ND-1000 (NanoDrop).

Gen GLO1 se nachazi na chromozomu 6p21.2. V pfipadé polymorfizmu
rs4746 je wild type alela A nahrazena mutovanou alelou C. Polymorfizmus
byl stanovovan metodou PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction
fragment lenght polymorphism analysis) dle popsaného postupu (Germanova
A. et al.,, 2009, Kalousova M. et al., 2008). Restrik¢ni analyza vyuZiva
specifické restriktdzy Stépici DNA. Pritomnost polymorfizmu ovlivni
moznost konkrétni restrikce, ¢imz vznikaji rizné dlouhé amplifikované
fragmenty DNA.

Gen FN3K se nachazi na chromozomu 1725. Analyza DNA byla provedena
pomoci RealTime PCR a TagManovou genotypizaci s uspéSnosti 95 % (v
rozmezi 91 — 98 %). Metoda je zaloZena na detekci fluorescence uvoliujici
se v piimé uméie k mnozstvi amplifikované DNA v pribéhu PCR reakce.

5.1.3 Fyzikalni metody

Kozni autofluorescence (skin autofluorescence, SAF) byla méfena
opakované na 3 rGznych mistech pfedlokti nedominantni horni koncetiny
pomoci AGE Readeru (DiagnOptics BV, Groningen, Holandsko) dle
doporuceni vyrobce (Mulder D. J. et al., 2006). Samotné méfeni je zcela
neinvazivni a trva 2 — 3 minuty.



K méfeni autofluorescence o¢ni cCoCky (LAF) byl vyuzit biomikroskop
ClearPath DS-120 (Freedom Meditech, San Diego, USA), ktery neinvazivné
stanovuje autofluorescenci levé o¢ni ¢ocky, kterd odrazi akumulaci AGEs
v ¢oéce (Burd J. et al., 2012).

6 Vysledky
6.1 Studie 1: RAGE a RAGE ligandy

U pacientt s diabetem byly pozorovany vyznamné vyssi markery endotelové
dysfunkce, zatimco rozdily mezi diabetiky 1. a 2. typu nebyly statisticky
vyznamné (VWF: 114 £ 48 [DM1], 127 £ 56 [DM2], 88 + 32 g/l
[kontroly], p<0,0005; VCAM-1: 915 + 450 [DM1], 848 + 342 [DM2], 365 +
70 ug/l [kontroly], p<0,0001) i ligand RAGE receptoru EN-RAGE (250 +
197 [DM1], 292 + 207 [DM2], 109 + 66 ug/l [kontroly], p<0,0001), resp.
proteaza MMP2 (287 + 108 [DM1], 318 + 118 [DM2], 190 £+ 31 png/l
[kontroly], p<0,0001). Naproti tomu HMGB1 bylo vyssi jen u diabetikd 2.
typu (2,23 + 1,65 [DM1], 2,59 + 1,96 [DM2], 1,60 + 0,96 ug/l [kontroly],
p<0,02) (tabulka 1).

Koncentrace SRAGE byla vyznamné vyssi u diabetu 1. typu (1137 £ 532
[DM1], 995 £ 519 [DM2], 824 + 309 pg/l [kontroly], p<0,01), u obou skupin
diabetu vyznamné¢ pozitivné souvisela s dobou trvani diabetu (r = 0,43, p =
0,01). Obzvlasté¢ vyznamna elevace sRAGE byla pozorovana u pacientl
s diabetem a pfitomnosti albuminurie.

Poprvé byla popsana vyznamna inverzni zavislost mezi metaloproteazami
MMP2 a MMP9 u obou typti diabetu (DM1: r = — 0,6, p<0,002; DM2: r = —
0,8, p<0,001), jez se podileji na vzniku sRAGE, ale i degradaci
extracelularni matrix pfi neovaskularizaci.
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DM1 DM2 Kontroly ANOVA

(n=45) (n=66) (n=43) p
SRAGE (ng/l) 1137+532P 995+519 824+309 0,011
HMGBI1 (pg/) 2.23+1.65 2.59+1.96P 1.60+0.96 0,011
EN-RAGE (pg/) 250+197¢ 292+207° 109+66 <0,0001
vWF (ng/l) 114+482 127+£56°¢ 88+32 0,0004
MMP2 (pg/l) 287+108° 318+118° 190+31 <0,0001
MMP9 (pg/l) 505+429 476427 609+271 ns
ICAM-1 (ug/l) 260+84 296+176P 206164 0,002
VCAM-1 (ng/) 9154+450¢ 848+342°¢ 365+70 <0,0001
P-selektin (ng/l) 1134342 116+41 140+76 0,028
E-selektin (ng/l) 294140 40+16 40+19 0,001
Vysledky jsou uvedeny jako primér+SD. Byla provedena jednocestna ANOVA s Bonferroniho post-
hoc testy mezi pacienty s diabetem a kontrolami: 2p<0,05, ®p<0,01, ®p<0,001; resp. mezi diabetiky 1. a
2. typu: *p<0,01.
EN-RAGE, Extracellular Newly identified RAGE binding Protein; HMGB1, high mobility group box
1; ICAM-1, intercelularni adhezni molekula; MMP, matrix metaloprotedzy; sRAGE, solubilni
receptor kone¢nych produkt pokrocilé glykace; VCAM-1, vaskularni adhezni molekula; VWF, von
Willebrandiv faktor.

Tabulka 1: Parametry RAGE a endotelové dysfunkce v jednotlivych skupinach

6.2 Studie 2: Polymorfizmy FN3K a GLO1

Ve vSech vysetiovanych skupinach (DM1, DM2, kontroly) byly genotypové
frekvence polymorfizmi FN3K i GLO1 v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
Ve studovanych skupinach nebyly nalezeny rozdily v genotypovych a
alelickych frekvencich jednotlivych polymorfizmi FN3K (rs1056534),
FN3K (rs3848403) a GLOL1 (rs4746). Rozdily nebyly patrny ani pfi rozdéleni
pacienti dle absence ¢i pritomnosti chronickych mikrovaskularnich
(nefropatie, neuropatie, retinopatie) a makrovaskularnich (ischemicka
choroba srdecni, ischemicka choroba dolnich koncetin, iktus) komplikaci.
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Byly pozorovany vyznamné nizS§i koncentrace sRAGE wu diabetikt
s polymorfizmem FN3K rs1056534 a naopak vyss$i koncentrace sRAGE
u polymorfizmu FN3K rs3848403 (tabulka 2). Zatimco GG a CG genotypy
FN3K rs1056534 s mutovanou G alelou byly asociovany s vyznamnych
poklesem sRAGE (GG: 1055 + 458 a CG: 983 £ 363 vs. CC: 1796 + 987
ng/l; p<0,0001), u FN3K rs3848403 polymorfizmu byl TT genotyp
s mutovanou T alelou spojen s vyznamné vyssi koncentraci SRAGE (TT:
1365 £ 852 vs. CT: 1016 £ 401 a CC: 1087 + 508 ng/l; p=0,05).
Polymorfizmus GLOI rs4746 nebyl asociovan s koncentraci sRAGE.
Naopak byla pozorovana souvislost tohoto polymorfizmu s koncentracemi
adheznich molekul odrazejicich endotelovou dysfunkci.

SRAGE (ng/l) '(Dr:i?%tze)s 'i?]itzrj)'y

cC 1796 + 987 370 + 135

FN3K GG 1055 + 458 953 + 439

(rs1056534) CG 983 + 363 811+184
ANOVA p<0,0001 ns

cC 1087 + 508 1265 +254

FN3K TT 1365 + 852 643 + 128

(rs3848403) CT 1016 +401 701 + 266
ANOVA p=0,05 ns

AA 1164 + 601 853+ 115

GLO1 cC 1035 + 579 645 + 302

(rs 4746) AC 1104 + 449 954 + 440
ANOVA ns ns

Tabulka 2: Koncentrace SRAGE u osob s diabetem a bez diabetu dle genotypu.

6.3 Studie 3: Kozni autofluorescence

KoZni autofluorescence (SAF) byla u pacientd s diabetem 1. a 2. typu
vyznamné vyssi oproti zdravym kontrolam (2,39 + 0,54, 2,63 + 0,73 vs. 1,96
+ 0,33 AU; p<0,0001), zatimco rozdil mezi jednotlivymi typy diabetu nebyl
vyznamny. Podobné¢ se ani sSRAGE ¢i parametry endotelové
aktivace/dysfunkce mezi diabetiky 1. a 2. typu pfilis nelisily.
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Pro dalsi analyzy byly osoby s obéma typy diabetu posuzovany dohromady,
a naopak rozdéleny dle (ne)ptitomnosti albuminurie. U diabetikli s pozitivni
albuminurii (A+) byla pozorovana vyznamné vys$si kozni autofluorescence i
sRAGE oproti osobam bez albuminurie (A-) (tabulka 3).

Endotelova aktivace/dysfunkce byla hodnocena pomoci parametri vWF,
ICAM-1 a VCAM-1. U kazdého ztéchto parametri byla na zakladé¢
pouzivanych zvyklosti stanovena hodnota urcujici pfitomnost endotelové
aktivace/dysfunkce, konkrétné aktivita vVWF > 110 %, koncentrace ICAM-1
> 300 pg/l a koncentrace VCAM-1 > 800 pg/l. Vyznamné vys§i kozni
autofluorescence byla pozorovana ve vSech podskupindch se zvySenymi
markery endotelové aktivace/dysfunkce nad uvedené hodnoty — u VWF byla
kozni autofluorescence (SAF) 2,63 + 0,55 vs. 2,27 + 0,52 AU, p<0,02, u
ICAM-1291+ 0,48 vs. 2,31 £ 0,50 AU, p<0,001, au VCAM-1 2,61 + 0,63
vs. 2,30 + 0,42 AU, p<0,05. Naopak hodnoty glykovaného hemoglobinu
HbA se v téchto podskupinach nelisily.

Korela¢ni analyza ukazala jen mirnou zavislost mezi kozni autofluorescenci
(SAF) a glykovanym hemoglobinem HbAic u DM2 (r = 0,41, p<0,01), ale
nikoliv u DML1 (r = 0,22, ns). V Zadné skupiné nebyla prokazana souvislost
mezi kozni autofluorescenci a koncentraci fruktosaminu ¢i glykémie
nalacno. Naopak je znama zavislost kozni autofluorescence na veku
vySetfovanych osob, coz bylo potvrzeno jak u zdravych kontrol (r = 0,73,
p<0,0005), tak u pacientt s diabetem 1. typu (r = 0,54, p<0,0001), statisticky
nevyznamné pak iU pacientl s diabetem 2. typu (r = 0,22, ns). U osob
sdiabetem 1. i 2. typu kozni autofluorescence vyznamné pozitivné
korelovala se zavaznosti albuminurie vyjadfené pomérem albumin/kreatinin
(ACR) (r = 0,34, p<0,05; r = 0,44, p<0,01) a inverzné s glomerularni filtraci
vyjadiené pomoci eGFR (r = —0,48, p<0,001; r = -0,30, p = 0,05).

V zadné skupiné nebyla zjisténa souvislost mezi kozni autofluorescenci a
pohlavim, krevnim tlakem ¢i BMI. Proménné, které v univariani analyze
korelovaly s kozni autofluorescenci s p<0,05 byly dale hodnoceny v regresni
analyze. Ztéchto proménnych byla kozni autofluorescence u osob
s diabetem asociovana pouze s vékem (f = 0,33; p<0,002), SRAGE (B =
0,36; p<0,0002), a albuminurii (8 = 0,23; p<0,02) (R? = 0,38), zatimco u
kontrol jen s vékem (B = 0,55; p<0,03; R? = 0,62).
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A+ A- Kontroly ANOVA
(n=19) (n=69) (n=20) p

SAF (AU) %’,88‘835 241£056° | 1,96£033 | <0,0001
Albumin/kreatinin (g/mol) (3,193_’520) (O,giG) (0,2151),1) <0,0001
HbA1: (mmol/mol, IFCC) 90 + 18 68 + 14°¢ 39+£5 <0,0001
SRAGE (ng/l) 1457 £754% | 1066 +532 | 1163 +537 <0,05
VWF (%) 137 £ 47° 114+ 45 93 +25 0,007
ICAM-1 (ug/l) 324 +102% 251+70 223+ 82 0,0003
VCAM-1 (ng/l) 965 + 408°¢ 832 + 400°¢ 392 +91 <0,0001
P-selektin (pg/l) 102 + 33b 109 +37° 145+ 52 0,0008
E-selektin (pg/1) 39+18 31£158 41+15 0,016

Vysledky jsou uvedeny jako primér+SD, popt. jako primér s 1 SD rozpétim. Byla provedena
jednocestnd ANOVA s LSD post-hoc testy mezi pacienty s diabetem a kontrolami: 2p<0,05,
bp<0,01, ®p<0,001 a mezi A+ a A-:*p<0,05, ¥p<0,01, Zp<0,001.

AU, arbitrarni jednotky; HbAic, glykovany hemoglobin; ICAM-1, intercelularni adhezni
molekula; sSRAGE, solubilni receptor koneénych produkti pokrocilé glykace; SAF, kozni
autofluorescence; VCAM-1, vaskularni adhezni molekula; vWF, von Willebrandtv faktor.

Tabulka 3: Kozni autofluorescence a dal$i parametry v podskupinach dle nepiitomnosti
(A-) ¢i pritomnosti (A+) albuminurie.
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7 Diskuse

Nase studie prokazala zmény v koncentracich SRAGE a RAGE ligandii EN-
RAGE a HMGBI u pacientt s diabetem 1. a 2. typu. Primémé hodnoty
téchto parametri byly obecné vyssi v diabetické populaci, byt ne vzdy se
statistickou vyznamnosti. Vyrazn¢ vyssi sSRAGE bylo pozorovano u pacientl
s albuminurii >3 g/mol kreatininu. Naproti tomu v jiné studii (Marcovecchio
M. L. et al., 2009) bylo prokazano snizeni esRAGE u pacientt s diabetem 1.
typu a pfitomnou albuminurii. Vznik esSRAGE a sRAGE se vSak 1isi —
zatimco esRAGE vznika alternativnim sestfihem genu AGER (Raucci A. et
al., 2008), sSRAGE je odstépovan proteazami od transmembranového RAGE
receptoru, a tim i rizné mechanizmy se mohou uplatiiovat v riznych stadiich
rozvoje diabetu a diabetickych komplikaci.

V minulosti byla opakované prokdzana asociace mezi polymorfizmem
rs2070600 557G/A RAGE genu (AGER) a koncentraci sSRAGE (Gaens K. H.
J. et al,, 2009, Jang Y. et al., 2007, Krechler T. et al., 2010), avSak ani
rozsahld meta-analyza s mnohatisicovymi soubory osob neprokazala asociaci
mezi uvedenym polymorfizmem rs2070600 (557G/A, G82S) i dalSimi
RAGE polymorfizmy rs1800625 (-429T/C), rs1800624 (-374T/A) a rizikem
rozvoje diabetu (Niu W. et al., 2012).

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim koncentraci SRAGE v krvi je funkce
ledvin. Opakované bylo v minulosti prokdzano, ze snizena funkce ledvin
vyjadifenda vzestupem kreatininu, popf. snizenou glomerularni filtraci,
pfispiva ke zvySeni koncentrace sRAGE (Kalousova M. et al., 2006,
Kankova K. et al., 2008, Wannamethee S. G. et al., 2017). Recentni velka
prufezova studie na americké populaci (Loomis S. J. et al., 2017) rovnéz
ukazuje, Zze koncentrace SRAGE je kromé¢ genetickych faktorti vyznamné
zavisld na aktudlnim zatizeni organizmu zanétem, a dale pravé rendlnich
funkcich. Navic byla rovnéz nezavisle na jinych rizikovych faktorech
opakované prezentovana i vyznamna asociace mezi sRAGE a rozvojem
diabetické nefropatie (Klein R. et al., 2017, Thomas M. C. et al., 2015).
Diabetes v organizmu akceleruje mirny chronicky zanét, ktery stimuluje
nejen rozvoj endotelovych zmén, ale i dalSich abnormalit napt. v interakci
RAGE receptoru, jeho ligandi ¢i metaloproteinaz. Koncentrace téchto
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jednotlivych markerti vSak Casto zavisi na aktualnim stavu organizmu a
nemusi odrazet dlouhodobou prognoézu jedince s diabetem.

Nase prace jako prvni ukdzala vyznamnou souvislost mezi polymorfizmy
deglykacniho enzymu FN3K (rs1056534) a (rs3848403) a koncentraci
SRAGE u osob s diabetem. Problematika stanoveni a odlisSeni SRAGE a
esRAGE jiz byla diskutovana vySe. Naopak genotypové frekvence se ve
studovanych skupinach vyznamné nelisily.

RovnéZ jsem poprvé publikovali vyznamné rozdily v markerech endotelové
aktivace/dysfunkce mezi osobami s riznymi genotypy polymorfizmu GLO1
(rs4746). Interpretace vSak neni jednozna¢na, nebot’ u pacientt s diabetem 1.
typu mutovana alela vedla ke sniZzeni koncentraci ICAM-1 a P-selektinu,
zatimco u pacientl s diabetem 2. typu byla sniZena koncentrace E-selektinu
a VCAM-1 naopak stoupal. Je pravdépodobné, ze ucinnost deglykacnich
enzymi neni ovlivnéna jen (ne)pfitomnosti jejich polymorfizmt, ale casto
spise dal§imi mechanizmy regulujicimi genovou expresi ¢i samotnou
enzymatickou aktivitu. Podobné je i aktualni koncentrace adheznich molekul
spiSe zavisla na dalSich dynamickych faktorech jako napt. oxidacni stres ¢i
zavaznost cévniho poskozeni.

Neptitomnost vyznamnéjSich rozdild v genotypovych a alelickych
frekvencich polymorfizmu GLO1 (rs4746) byla v minulosti pozorovana u
zen s karcinomem prsu (Germanova A. et al.,, 2009), zatimco u osob
s diabetem toto nebylo znamo. Naproti tomu byla u hemodialyzovanych
osob s CC genotypem polymorfizmu GLO1 (rs4746) vyssi prevalence
kardiovaskularniho onemocnéni (Kalousova M. et al.,, 2008). Podobné
Castéjsi byl oproti zdravym osobam pozorovan CC genotyp u osob se
svétlobunéénym karcinomem ledviny (Chocholaty M. et al., 2015).

Je pravdépodobné, Ze celkovy efekt enzymi deglykacnich systémi a tim i
jejich podil na rozvoji cévnich komplikaci je ovliviiovan nejen piitomnosti
polymorfizmi, ale i dal$imi molekuldrnimi mechanizmy regulujicimi napft.
genovou expresi ¢i enzymovou aktivitu. Samotny polymorfizmus nemusi mit
na aktivitu enzymu vliv, tak jak kupiikladu ukézala recentni studie
s polymorfizmem FN3K rs1056534 (Cikomola J. C. et al., 2017).
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V publikaci vénované kozni autofluorescenci jsme jako prvni prezentovali
vyznamnou elevaci kozni autofluorescence u diabetikli s pozitivnimi
markery endotelové aktivace/dysfunkce, pfitom u nich nebyl pozorovan
rozdil v glykovaném hemoglobinu HbAi.. Podobné byla kozni
autofluorescence vyznamné vyss$i u diabetikii s albuminurii, tedy ukazatelem
diabetické nefropatie. Toto zvySeni pfitom ztstalo vyznamné i po adjustaci
na rendlni funkce, a tedy nelze pficist jen zhorSené clearance AGEs
ledvinami. KoZni autofluorescence se nelisila mezi pacienty s diabetem 1. a
2. typu, byla v§ak vyznamné vyssi nez v kontrolni skupiné.

Jen céasteCna souvislost mezi kozni autofluorescenci a glykovanym
hemoglobinem HbA;., tedy markerem dlouhodobé primérné glykémie, byla
pozorovana u diabetu 2. typu, zatimco u diabetu 1. typu nebyla asociace ani
statisticky vyznamna. Podobné vysledky ukazaly jak dalsi studie s kozni
autofluorescenci (Semedo C. D. et al, 2017), tak naSe srovnani
s autofluorescenci o¢ni ¢ocky (Skrha J., Jr. et al., 2015). Zatimco HbAc
odrazi primérnou glykémii v poslednich 2 — 3 mésicich, parametr kozni
autofluorescence odrazi dlouhodobou glykaci podkozi minimalng
V horizontu let. Proto pfinasi i jinou klinickou informaci o mozném dal§im
rozvoji komplikaci. Nedavno byla publikovana prvni studie prokazujici
pozitivni asociaci mezi kozni autofluorescenci a erektilni dysfunkci, tedy
jednou z nejéasnéjSich cévnich komplikaci diabetu (Kouidrat Y. et al.,
2017).

Poprvé jsme ukazali v obou skupinach diabetikd vyznamnou zavislost mezi
kozni autofluorescenci a SRAGE. O kauzalnim vztahu mezi autofluorescenci
a sRAGE lze v8ak jen spekulovat, zda se jedna o reaktivni zvySeni SRAGE
v odpovédi na vétsi glykacni zatéz organizmu ¢i jde jen o nespecificky
ukazatel chronického zanétu.

V nasi studii jsme nesrovnavali miru akumulace AGEs v podkozi métené
pomoci kozni autofluorescence s koznimi biopsiemi, ale jiz v minulosti bylo
prokazano, Ze kozni autofluorescence siln¢ koreluje s mnozstvim
fluorescencnich i nefluorescenénich AGEs v podkozi (Meerwaldt R. et al.,
2004).

Parametr kozni autofluorescence je jist¢ klinicky relevantni a dobfe odrazi
dlouhodobou glykaéni zatéz organizmu, navic samotné méfeni je rychlé a
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neinvazivni. Je pravdépodobné, Ze je znacn¢ ovlivnén nejen samotnymi
AGEs, ale 1 interakci mezi AGEs s receptory, popf. se uplatituji i dalsi
mechanizmy, napi. endotelova aktivace/dysfunkce, deglykacni mechanizmy
a dalsi doposud ne zcela detailn€ popsané drahy.

Opakované se diskutuje o klinicky relevantnich biomarkerech glykace.
Detekce riznych AGEs v krvi by jisté i v klinické praxi dokazala do znacné
miry predikovat mikrovaskuldrni i makrovaskuldrni komplikace , bohuzel na
rozdil od dnes jiz relativné standardizovaného méfeni glykovaného
hemoglobinu jsou rtzné kity pro AGEs znacné€ nestandardizované a
presngjsi metody detekce (napt. tandemova hmotnostni spektrometrie) pro
rutinni praxi vesmés nepouzitelné (Welsh K. J. et al., 2016). Pravé proto
muze byt kozni autofluorescence klinicky nadéjnou alternativou.
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8 Zavéry

Diabetes mellitus je onemocnéni, jehoz vysoka morbidita je zplisobena
hlavné chronickymi cévnimi komplikacemi. Patogeneze cévniho poskozeni
u diabetu je dle aktualnich poznatktl velice komplexni a rozhodné nelze fict,
ze jedinym faktorem je dlouhodoba hyperglykémie.

Je zfejmé, ze genetickd predispozice vyznamné ovliviiuje, jak bude
konkrétni pacient nachylny krozvoji cévnich komplikaci. Dlouhodoba
hyperglykémie pfispiva k vyrazngjsi glykaci proteinii, nukleovych kyselin a
dal$ich struktur, a vyznam ochrannych deglykacnich mechanizmt je proto
veliky.

Cilem dizertacni prace bylo posouzeni vyznamnosti nekterych casnéjSich
biologickych markeri cévniho postizeni u pacientt s diabetem 1. a 2. typu a
jejich souvislost s pfipadnymi mikroangiopatickymi zménami. Nize uvadim
hlavni vysledky.

1) Byly prokazany vyznamné rozdily v koncentracich marker endotelové
dysfunkce a ligandi receptoru RAGE mezi osobami s diabetem a bez
diabetu, zatimco rozdily mezi diabetem 1. typu a 2. typu nebyly vzdy
piesvédcivé.

2) Koncentrace sSRAGE byla vyznamné vyssi u diabetu 1. typu a u obou
skupin diabetu vyznamné pozitivné souvisela s dobou trvani diabetu.
Obzvlasté vyznamna elevace sRAGE byla pozorovana u pacientl
s diabetem a diabetickou nefropatii vyjadienou ptitomnou albuminurii.
Konkrétni pfic¢ina ¢i biologicka role tohoto zvySeni vSak zatim zlistava
nejasna.

3) U osob s diabetem 1. a 2. typu nebyly nalezeny rozdily v genotypovych
a alelickych  frekvencich jednotlivych  polymorfizmi  FN3K
(rs1056534), FN3K (rs3848403) a GLO1 (rs4746). Rozdily nebyly
patrny ani pii rozdéleni pacientd dle absence ¢i pritomnosti chronickych
mikrovaskularnich (nefropatie, neuropatie, retinopatie)
a makrovaskularnich (ischemicka choroba srde¢ni, ischemické choroba
dolnich koncetin, iktus) komplikaci.
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4)

5)

6)

U diabetikti s polymorfizmem FN3K rs1056534 byly poprvé popsany
vyznamné niz$i koncentrace SRAGE, a naopak vyS§i koncentrace
SRAGE u polymorfizmu FN3K rs3848403. Rovnéz byla prokazana
asociace mezi polymorfizmem GLO1 (rs4746) a markery endotelové
aktivace/dysfunkce. Pfima asociace urcit¢ho polymorfizmu s konkrétni
formou mikroangiopatie vSak nalezena nebyla.

Kozni autofluorescence (SAF) byla u pacienti s diabetem 1. a 2. typu
vyznamné¢ vysSi oproti zdravym kontrolam, zatimco rozdil mezi
jednotlivymi typy diabetu nebyl vyznamny. Naproti tomu souvislost
mezi kozni autofluorescenci a glykovanym hemoglobinem nebyla
presvédciva.

Vyznamné vysS§i kozni autofluorescence (tedy akumulace AGEs
v podkozi) byla pozorovana u diabetikd S pozitivni albuminurii. AGEs
se tak nejen kauzalné podileji na rozvoji cévnich komplikaci, ale mohou
byt i vhodnym markerem rozvoje komplikaci.
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