Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Studijni program: experimentalni chirurgie

MUDr. Marie Ceska Burdova

Zmény tkani oka u pacientii s diabetem mellitem s diirazem na tkané
povrchu oka

Changes in eye tissues in patients with diabetes mellitus, with emphasis on

the tissue surface of the eye

Disertaéni prace

Skolitel: MUDr. Gabriela Mahelkova, Ph.D.

Praha, 2019



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem fadn¢ uvedla a
citovala vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym uloZenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za Ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.

V Praze 12/08/2019

Marie Ceska Burdova

Podpis

Podpoieno projektem Ministerstva zdravotnictvi koncep&niho rozvoje vyzkumné organizace
00064203 FN MOTOL.



Podékovani

Podékovani patii mé Skolitelce MUDr. Gabriele Mahelkové, Ph.D. za trvalou podporu
a odborné vedeni.

Velice rada bych pod€kovala v§em spoluautorim védeckych publikaci, které jsou soucasti mé
diserta¢ni prace.
Prof. MUDr. Dagmar Dotielova, CSc., FEBO !
Prof. MUDr. Katefina Stechova, Ph.D. 2
MUDr. Gabriela Mahelkova, Ph.D. ' 3
MUDr. Milan Odehnal, MBA !
MUDr. Tereza Lainova Vrabcova '
MUDr. Sarka Mala 2
MUDr. Lucie Hoskovcova 2

Doc. Mgr. Michal Kulich, Ph.D. *

! Oc¢ni klinika déti a dospélych 2.LF UK a FN Motol

2 Interni klinika 2. LF UK a FN Motol

3 Ustav fyziologie 2.LF UK

4 Katedra pravdépodobnosti a matematické statistiky Matematicko-fyzikalni fakulty UK

Réda bych podékovala své rodin€ za zdzemi a trpélivost.



Identifika¢ni zaznam:

CESKA BURDOVA, Marie. Zmény tkdni oka u pacientii s diabetem mellitem s diirazem na
tkanée povrchu oka [Changes in eye tissues in patients with diabetes mellitus, with emphasis
on the tissue surface of the eye] Praha, 2019. 91 s, 4 pfil. Diserta¢ni prace (Ph.D.). Univerzita
Karlova, 2. 1¢katska fakulta, O¢ni klinika déti a dospélych 2. LF UK.

Skolitel: MUDr. Mahelkova, Gabriela, Ph.D.



Souhrn

Hypotéza: Diabetes mellitus 1.typu (DM 1) ovliviiuje denzitu bunck a stav subbazalniho
nervového plexu rohovky.

Cil prace: Zhodnotit moznou souvislost mezi zménami rohovky a diabetickou retinopatii
(DR), dobou trvani DM 1 a vékem v dob¢ diagnézy DM 1 a parametry kompenzace diabetu.
Metodika: Do studie bylo =zatazeno 60 pacientt s DM 1, z toho 20 pacienti v
intenzifikovaném inzulinovém rezimu, a 20 zdravych kontrolnich subjekti. Ugastnici studie
byli vySetfeni in vivo konfokdlnim mikroskopem rohovky (IVCM). Pomoci IVCM byla
hodnocena denzita bazalnich epitelidlnich bunék, keratocyti a bun€¢k endotelu a stav
subbazalnich nervovych vlaken rohovky [denzita nervovych vldken rohovky (NFD), délka
nervovych vldken (NFL), denzita vétveni nervovych vldken (NBD) a tortuozita (NFT)].
Hodnoceny byly mozné souvislosti mezi parametry kompenzace diabetu [glykovany
hemoglobin (HbA 1c), glykémie a davka inzulinu] a dal§imi klinickymi faktory.

Vysledek: Denzita bazalnich epitelidlnich bun¢k se zvySovala s vékem (p = 0,026), zatimco
denzita stromalnich bun¢k a bunék endotelu s vékem klesala (p = 0,003, p = 0,0005, p <
0,0001). Po stanoveni diagndzy DM 1 tato asociace s vékem oslabila. U pacientli s DM 1 jsme
prokézali poskozeni nervovych vlaken (p < 0,0001). PoSkozeni korelovalo se stupném DR.
Pacienti s DM 1 s vy$§im vékem pfi stanoveni diagn6zy DM 1 mé¢li vys$si denzitu nervovych
vldken (p = 0,0021). Hodnota HbA1c neméla vliv na stav nervovych vlaken rohovky. NBD
byla nejvyssi u pacientl s vyssi glykemickou variabilitou (p = 0,023). NFD, NFL a NBD byly
statisticky vyznamné vyssi u pacientll s vyssi celkovou davkou inzulinu na kilogram vahy
(p=0,02,p=0,01, resp. p=0,012).

Zavér: Vysledky naznacuji, Ze v€k v dobé diagnézy DM 1 mulZe mit dilezity vliv na stav
nervovych vldken a denzitu bun€k rohovky. Celkova davka inzulinu na kilogram vahy je
dalezitym faktorem ovliviiujicim stav nervovych vlaken a musi byt zohlednéna v budoucich
studiich diabetické neuropatie a jeji progrese. Pti objasiiovani vyvoje diabetickych komplikaci

musi byt vénovana vétsi pozornost dalSim moznym faktorim.

Kli¢ova slova: Konfokalni mikroskopie rohovky, Diabetes mellitus 1.typu, Diabeticka
keratopatie, Nervova vlakna rohovky, Diabetickd retinopatie, Diabetickd neuropatie,

Glykemicka variabilita



Summary

Hypothesis: Diabetes mellitus type 1 (DM 1) influences density of cells and the status of
subbasal nerve fibers of the cornea.

Purpose: A possible association between changes in the cornea and diabetic retinopathy
(DR), DM duration, age at the time of DM diagnosis, and parameters of diabetes
compensation are evaluated.

Methods: The study included 60 patients with DM 1, among these 20 patients were treated
with an intensified insulin regimen, and 20 healthy control subjects. The subjects were
examined using in vivo corneal confocal microscopy (IVCM). The density of basal epithelial
cells, keratocytes and endothelial cells, and the status of the subbasal nerve fibers [corneal
nerve fiber density (NFD), nerve fiber length (NFL), nerve branch density (NBD), and
tortuosity (NFT)] were evaluated using [IVCM. Possible associations between parameters of
diabetes compensation [glycated hemoglobin (HbAlc), glycemia, and insulin dose], and other
clinical factors were analyzed.

Results: Basal epithelial cell density increased with age (p=0.026), while stromal and
endothelial cell density decreased with age (p = 0.003, p = 0.0005, p <0.0001). After the DM 1
diagnosis was established, this association with age weakened. We showed nerve fibers
damage in DM 1 patients (p <0.0001). The damage correlated with the degree of DR. DM1
patients with higher age at DM 1 diagnosis had a higher nerve fiber density (p = 0.0021).
HbA Ic had an insignificant effect on corneal nerve parameters. NBD was the highest in those
with higher glycemic variability (p = 0.023). NFD, NFL, and NBD were statistically
significantly higher in those with higher total insulin per kilogram (p = 0.02, p=0.01, and p =
0.012, respectively).

Conclusion: The results indicate that age at DM1 diagnosis potentially has an important
effect on final nerve fiber and corneal cell density. Total insulin dose per kilogram is an
important factor influencing nerve fiber status and needs to be considered in future studies of
diabetic neuropathy and its progression. Also, more attention must be paid to other possible

factors when elucidating the development of diabetic complications.

Key words: Corneal confocal microscopy, Diabetes mellitus type 1, Diabetic keratopathy,

Corneal nerve fiber, Diabetic retinopathy, Diabetic neuropathy, Glucose variability
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1. Uvod

Diabetes mellitus (DM) je chronické metabolické onemocnéni zpiisobené vrozenym
a/nebo ziskanym nedostatkem produkce inzulinu pankreatem nebo neucinnosti jiz
vytvofeného inzulinu. Absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu vedouci k hyperglykemii
je spolecnym jmenovatelem pro diabetes mellitus 1. typu (DM 1) i 2. typu (DM 2). ZvySena
koncentrace glukoézy v krvi vede k metabolickym, funkénim a morfologickym zménéam,
jejichz dusledkem jsou pozdni mikroangiopatické a makroangiopatické komplikace diabetu
(Gubitosi-Klug R. A. et al., 2014).

Diabetes mellitus pfedstavuje nejrozsifencjs$i systémové onemocnéni na svété, a to
s narustajici prevalenci. Od pocatku 21. stoleti se hovofi jiz o epidemii DM (Threatt J. et al.,
2013). Podle svétové zdravotnické organizace (World Health Organization) trpi celosvétove
diabetem 422 miliont lidi. Odhaduje se, ze do roku 2030 onemocnéni postihne 555 miliond
a v roce 2040 az 640 miliont lidi (Markoulli M. et al., 2018). Jen v Ceské republice se pocet

rrrrr

Diabetickd neuropatie (DN) a retinopatie (DR) jsou spolu s diabetickou nefropatii
nejzavaznéjSi mikroangiopatické komplikace DM. Oftalmologické komplikace, které
se manifestuji hlavné diabetickou retinopatii, patfi mezi hlavni pficiny slepoty ve vyspélych
zemich (Markoulli M. et al., 2018).

Naopak zmény tkani povrchu oka spojené s DM, véetné rohovky, nejsou dobie znamy.
Poskozeni jednotlivych vrstev rohovky se oznacuje souhrnnym pojmem keratopatie, kterd
se rozvine az u dvou tfetin pacientl s diabetem (Han S. B. et al., 2019). Tento pojem v §ir§im
smyslu zahrnuje i1 neuropatii rohovky. U pacienti s DM dochazi postupné k posSkozeni
nervovych vldken rohovky, jehoz disledkem je snizena citlivost (Tavakoli M. et al., 2010).
Neuropatie rohovky ma déle za nasledek zhorSeni hojeni rohovkového epitelu a zvySenou
nachylnost k pfetrvavajicim epitelidlnim defektiim a rohovkovym infekcim (Cruzat A. et al.,
2017, O’ Donnell C. et al., 2012). Tyto komplikace mohou rovnéz vést ke slepoté, ktera
podtrhuje diilezitost porozuméni dopadu DM na povrchové tkan€ oka (Han S. B. et al., 2019).

Diabeticka neuropatie ptredstavuje zévaznou, az zivot ohrozujici komplikaci DM, ktera
postihuje 50-90 % pacienti (LeCaire T. J. et al., 2013). Diagn6za DN byva Casto stanovena
pozdé, protoze neurologické a elektrofyziologické metody identifikuji az rozvinutou
neuropatii. K zajisténi co nejlepsiho tcinku 1é€by je vSak potieba identifikovat neuropatii

v jeji Casné fazi, pii postizeni nemyelinizovanych tenkych vldken (Tavakoli M. et al., 2013).
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Byla prokazana uzka souvislost mezi rozvojem DN a patologickymi zménami nervovych
vldken rohovky. Morfologické zmény nervové pletené¢ v rohovce piedchéazeji klinickym
projevim DN (Tavakoli M. et al., 2010).

V oftalmologii v souc¢asné dobé nartista zdjem o neinvazivni metody umoziujici studovat
in vivo tkan€ na bunécné urovni. Jednou z takovych metod je in vivo konfokalni mikroskopie
rohovky (IVCM), neinvazivni, rychle se rozvijejici vySetfovaci metoda. Prithlednost rohovky
umoznuje zobrazit in vivo jednotlivé vrstvy na bunécné urovni (Lutty G. A., 2013). IVCM
se tak stava nad¢jnou metodou nejen pro zjisténi diabetické keratopatie, ale mohla by slouzit
k wvyhleddvani pacienti s rizikem rozvoje DN a odhaleni casného stupné DN jiz
v presymptomatologickém obdobi. Metoda je vyuzitelna i pti kvantifikovani pokrocilé DN.
Krom¢ potencialniho diagnosticko-preventivniho vyznamu, ptedstavuje IVCM vyznamny

vyzkumny néstroj, ktery je dilezity pro pochopeni patofyziologie zmén pii DM.

1.1. Anatomie a funkce rohovky

Rohovka je specializovand transparentni a avaskularni tkan, kterd je zarovenn hlavni
refrakéni ¢asti optického systému oka.

Rohovka ma dvé hlavni funkce. Za prvé predstavuje mechanickou bariéru vici vnéjsimu
prostfedi a za druhé umoziuje prichod a lom svétla. Jeji prihlednost je dana presnym
uspofadanim jednotlivych vrstev a slozek extracelularni matrix, spravnou hydrataci
a avaskularitou (Krachmer J., 2011).

Vyména kysliku a metabolitd v rohovce probihd prostou difuzi z komorové tekutiny
endotelem a ze slzného filmu pomoci epitelu (Levin L. A., et al. 2011).

Pfedni povrch rohovky je pokryt slznym filmem, zadni povrch ohrani¢uje prostor pfedni
komory oka vyplnény komorovou tekutinou. Rohovka v periferii plynule pifechazi
do neprithledné skléry, ktera je kryta semitransparentni spojivkou. Rozhrani mezi rohovkou
a sklerou se nazyva limbus. Limbus je bohaté¢ vaskularizovany a obsahuje kmenové builky
(Levin L. A., etal., 2011).

Z anatomického hlediska se rohovka sklada z péti vrstev: epitelu a jeho bazalni membrany,
Bowmanovy membrany, stromatu, Descemetovy membrany a endotelu (Obr. 1)

Rohovka se zaklada jiz kolem patého tydne embryonélniho vyvoje. Z ektodermu se vytvari
rohovkovy epitel, z neuroektodermu derivovanych mesenchymalnich bunék se vyvine stroma

a endotel a z neuroektodermu nervova vlakna (Levin L. A., et al., 2011, Krachmer J., 2011).
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Dospélost a starnuti doprovazi dalsi strukturdlni zmény rohovky. Dochazi k ztlusténi
bazalni membrany epitelu a Descemetovy membrany, k poklesu denzity keratocyti
ve stromatu a poctu bun€k endotelu. V disledku vékem podminéné glykace kolagennich
vlaken stromatu rohovky dochéazi ke zménam uspotradéani kolagennich vlaken, a tim k nartistu

tuhosti stromatu (Levin L. A. et al., 2011).

Obr. 1 Anatomie rohovky
(prevzato z Kanski J.J. et al., 2011)
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1.1.1. Epitel

Epitel rohovky vytvaii mechanickou bariéru mezi vnitfnim prostorem oka a zevnim
prostiedim. Je tvofen 5-7 vrstvami dlazdicovych, nekeratinizujicich bunék. Jeho tloustka
je priblizn¢ 40-50 um. Zevni cast epitelu je tvofena 2-3 vrstvami povrchovych plochych
bunék. Intermedialni ¢ast je slozena ze 2-3 vrstev kubickych bunék s laterdlnimi vybézky, tzv.
wing cells. Nejhloubé&ji lezi jedna fada cylindrickych bunék bazalniho epitelu, které jsou

pevné piipojeny pomoci hemidesmosomii k bazalni membrané. Buiky epitelu jsou mezi
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sebou pevné spojeny desmosomy a na apikalni strané¢ povrchovych dlazdicovych bunék také
tésnymi mezibunéénymi spoji — zonulae occludentes.

Epitel rohovky se trvale obnovuje. Buniky bazélniho epitelu se symetrickou mitézou
rozdéli na dvé dcefiné bunky, které se posouvaji smérem k povrchu, kde se postupné
diferencuji do dlazdicovych buné€k povrchového epitelu. Po uvolnéni mezibunéénych spojeni
se odlucuji do slz pti mrkéni. Cely epitel se obméni za 7-10 dni. Tato "vertikalni proliferace"
bun¢k je dopliovana "horizontalni proliferaci" z progenitorovych kmenovych bunék. Ty jsou
uloZeny limbaln¢ v ptrechodové zon¢ mezi rohovkou a spojivkou, v zahybech nazyvanych
Vogtovy palisady. Po asymetrické/symetrické mitdze dcefind builka migruje centripetalné,
kde dopliiuje buitkky bazélniho epitelu. Diilezitd je rovnovaha mezi horizontdlni proliferaci
a naslednou migraci bun¢k centripetalné s termindlni vertikalni proliferaci a soucasnou

diferenciaci smérem k povrchovym dlazdicovym buiikdm (Levin L. A. et al., 2011).

1.1.2. Bowmanova membrana

Bowmanova membrdna je nebunéfnd, membrin¢ podobna vrstva, mezi rohovkovym
epitelem a stromatem. Jeji tloustka je pfiblizné 40-50 pm. Je tvofena nepravidelné
uspofadanymi kolagennimi vlakny, pfedevSim typu I, III, a V. Bowmanova membrana

neregeneruje, pii poranéni je nahrazena jizevnatou tkani (Levin L. A. et al., 2011).

1.1.3. Stroma

Stroma je transparentni vrstva, ktera tvoti 90 % tloustky rohovky (cca 500 um). Je tvofena
pfevazné vodou, kterd je véazand extracelularné v extracellularni matrix, kolagenu c¢i
glykoproteinech a intracelluldrné v keratocytech.

Keratocyty predstavuji jen 10 % objemu stromatu. Primérny pocet keratocytii je 20 000
keratocyti/mm?. S v€kem dochézi k ubytku keratocytl ptiblizné o 0,5 % za rok. Keratocyty
jsou modifikované fibrocyty. Maji hvézdicovity tvar s dlouhymi dendtritickymi vybézky
a jsou vnofeny mezi kolagenni vldkna. Jejich hlavni funkci je syntéza kolagenovych vlaken,
véetné jejich uspordaddvani, a dale tvorba extraceluldrni stromélni matrix slozené
z proteoglykani a glykosaminoglykant. Jadra keratocytii lehce lomi svétlo, ale cytosol
obsahuje rozpustny protein krystalin, ktery je zodpovédny za redukci zpétného odrazu svétla

od keratocytll, a pfispiva tak k optimalni prihlednosti rohovky.
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Kolagen ptedstavuje 70 % suché vahy rohovky. Nejvice je zastoupen kolagenem typu I,
dale v mens$i miie kolagen typu III, V a VI. Vldkna jsou uspotadana do paralelnich svazkl
neboli fibril, ty jsou dale uspofadany do paralelnich lamel. Pfesné organizace kolagenovych
vlaken a extracelularni matrix zajistuje prihlednost stromatu. Obmeéna kolagenu v rohovce
probiha pomalu béhem 2-3 let.

Ve stromatu jsou pfitomny i progenitorové kmenové bunky, dale dendritické buiky

a histiocyty (Krachmer J. et al., 2011, Forrester J. et al., 2000).

1.1.4. Descemetova membrana

Descemetova membrana je bazalni membranou endotelu. M4 tloustku asi 10 pm. Buiky
endotelu béhem zivota vytvareji dalsi amorfni slozky membrany, a tim narasta jeji tloustka.
Je tvofena predevsim kolagenem typu IV a laminem. Membrana neregeneruje (Krachmer J. et

al., 2011).

1.1.5. Endotel

Endotel je tvofen jednou vrstvou ptfevazné hexagonalnich bunck o vySce 6 um a Sitce 20
um. Po narozeni je jejich pocet pifiblizn¢ 5 000 bunck/mm?. Lidské bunky endotelu mayji
velmi omezenou proliferacni kapacitu ziejmée diky kontaktni inhibici a inhibitorim rtstovych
faktori, které jsou pfitomné v komorové tekutin€. Pocet endotelovych bunck s vékem klesa,
na prahu dospélosti ptiblizn€ na 3 000 bunék/mm? a v pozd¢j$im véku se ztrata prohlubuje na
2 500 bunek/mm?. Bunky jsou migraci a rozprostiranim se do vétsi plochy schopny reparovat
poskozend mista a nasledné obnovit mezibunééné spoje a funkci. Vysledkem je zvySeni
tvarové pestrosti (pleomorfismus) a narist velikosti (polymegatismus) bunék endotelu. Také v
endotelu jsou pfitomny progenitorové kmenové buiiky. Jsou ulozeny pobliz Schwalbeho linie,
v pfechodné zoné mezi trabekulem a periferni ¢asti endotelu. Po asymetrické/symetrické
mitdze se Sifi centripetdlné. Jejich limitovand aktivita se zvySuje poranénim. Déle maji
vyznam v dobé¢ ristu.

Endotel mé4 dvé zakladni funkce. Vytvaii bariéru proti volnému prostupu komorové
tekutiny a soucasné obstarava transport Zivin, vody a metabolitii do stromatu. Obsahuje velké
mnozstvi mitochondrii pro zajiSténi aktivniho transportu predevs§im molekul vody. Neustaly
transport vody ze stromatu do komorové tekutiny zprostiedkovavaji membranové iontové

pumpy pro sodik a bikarbonat, tzv. Na'/K* a HCO3™ ATPazy (adenosin trifosfataza), které

14



vytvaii osmoticky gradient pro transport vody. Cilem je spravna hydratace, a tim transparence

rohovky (Levin L. A., et al., 2011, Forrester J. et al., 2000).

1.1.6. Nervové zasobeni rohovky

Rohovka patii mezi tkané s nejbohatsi inervaci v lidském téle, s ptiblizné 16 000 volnymi
epitelidlnimi nervovymi zakoncenimi na mm? Denzita nervovych zakonceni je 300—400krat
vetsi nez v lidské pokozce (Muller L. et al., 1997, Levin L. A., et al. 2011). Nervové zasobeni
rohovky je tvofeno volnymi termindlnimi zakoncenimi senzitivnich nervovych vldken, nn.
ciliares longi (n. ophthalmicus via n. nasociliaris), pochazejicich z 1. vétve n. trigeminus.
Nervova vlakna se radialné vétvi, prochazeji v oblasti limbu do stromatu rohovky a vytvareji
stromalni nervova vlakna. Pfiblizné po 1 mm ztraceji perineurium a postupné 1 myelinové
pochvy. V hloubce 293 + 106 pm od povrchu rohovky jsou nervova vldkna obalena pouze
Schwannovymi bufikami. Stromdlni periferni nervy tedy zahrnuji jak myelinizované, tak
nemyelinizované nervové svazky. V centru stromatu jsou jiz jen nemyelinizované nervové
svazky obsahujici axony obklopené amorfni extracelularni matrix (Muller L. J. et al., 2003).
V prostoru pod Bowmanovou membranou vytvéieji nervova vldkna subepitelovy plexus.
Mezi vrstvou bazalnich epitelovych bunék a ptrednimi vrstvami Bowmanovy membrany
se vlakna vétvi a vytvaii subbazalni nervovy plexus (Obr. 2). Nasledné se vlakna otaci o 90
stupiitt smérem k povrchu rohovky a kon¢i jako volnd subepitelidlni nervova zakonceni

(Guthoff R. F. et al., 2005, Stachs O. et al., 2007).

Obr. 2 Nevové zasobeni rohovky
(prevzato z Levin L. A., et al., 2011)
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Nervova vldkna subbazalniho nervového plexu se smérem od limbu ke stfedu rohovky
sta¢i a vytvafeji inferonasalné od centra rohovky pteslenovitou strukturu (Obr. 3), kde je sit’
nervovych vlaken nejhustSi (Patel D. V. et al., 2013). Predpokldda se, Ze inferonasalni
posunuti je disledkem smykové sily pohybu vicka béhem mrkani (Doane M. G., 1980).
Rohovka je zasobovana i autonomnimi sympatickymi nervovymi vlakny, kterd pochazeji
z nadfazeného cervikdlniho ganglia (Marfurt C. F. et al., 1989). Neni jasné, zda rohovka
obsahuje 1 parasympaticka nervova vldkna (Muller L. J. et al., 2003). Pfevdznou ¢ast vlaken
tvofi heterogenni senzoricka vldkna z 1. vétve n. trigeminus. Jednou z hlavnich funkci je

prenaSet mechanické, chemické a tepelné podnéty v podobé bolesti (Cruzat A. et al., 2017).

Obr. 3 Nervova vlikna subbazalniho nervového plexu
(prevzato z Levin L. A., et al., 2011)

Lidskd nervova vladkna rohovky jsou obtizn¢ studovatelna ex vivo. Jiz po 14 hodinach
od smrti degeneruji (Cruzat A. et al., 2017). Stromalni nervy rohovky jsou robustnéjsi
a prezivaji posmrtné déle oproti subbazalnim nerviim, proto jsou pro in vitro studie rohovky
vhodnégjsi (Simo Mannion L. et al., 2005).

Nervova vldkna obsahuji velké mnozstvi mitochondrii, ve kterych probihd aerobni
glykolyza a oxidativni fosforylace za vzniku ATP (adenosintrifosfat) cestou elektronovych

prenaSecl v Krebsove cyklu (Levin L. A, et al., 2011, Alberts B. et al., 1998)
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1.2. Diabeticka keratopatie a neuropatie rohovky

Ve studiich vénujicich se bunéénym zménam rohovky diabetickych pacienti ve srovnéni
se zdravymi subjekty bylo zdokumentovano, Ze pii diabetické keratopatii dochdzi ke snizeni
tloustky epitelu, poklesu denzity bunck bazalniho epitelu, bunék stromatu (keratocyti)
a endotelu (Rosenberg M. E. et al. 2000, Quadrado M. J. et al., 2006, Szalai E. et al. 2016,
Dehghani C. et al., 2016).

Studie u diabetickych pacientti prokdzaly pokles v denzit¢ a délce nervovych vlaken,
snizeni poctu vétveni nervovych vldken rohovky a soucasné nartst jejich tortuozity (Threatt J.

et al., 2013, Zochodne D. W., 2007).

1.3. Patogeneze diabetické keratopatie a neuropatie rohovky

Chronickd hyperglykémie a kolisani glykémie je hlavnim faktorem vysvétlujici
mechanismus patogeneze vedouci k rozvoji diabetické neuropatie ¢i retinopatie a dalSich
systtmovych  mikroangiopatickych ~ komplikaci. Spole¢ny  podklad  uvadény
v patofyziologickych, epidemiologickych a né&kterych genetickych studiich naznacuje
souvislost vyskytu DR (zejména tézSich stupiili) a DN (Hosseini S. M. et al., 2015).

Do nervovych bunék vstupuje glukoza facilitovanou difuzi pomoci transportéri
nezavislych na inzulinu, proto jsou zv1asté vulnerabilni k hyperglykemii. Hyperglykémie vede
k postiZeni vasa nervorum nebo k pfimému postiZzeni nervovych vlaken nékolika cestami.

Pfi postizeni vasa nervorum maji zpocatku hlavni roli funkéni zmény. Prevazuji
vazokonstrikéni faktory nad vazodilataénimi. Pfi nedostatku vazodilatacnich endotelovych
faktort jako je oxid dusnaty a prostaglandin, pfevaZzuje tvorba vazokonstri¢nich faktord, jako
je endotelin 1 a angiotenzin II. Dochazi k aktivaci koagulace a rozvoji protrombotického
prostiedi, které podporuji rheologické zmeény. Mezi né patii zvySena agregabilita a snizena
deformabilita erytrocytti, které zvySuji viskozitu krve a poskozuji mikrovaskuldrni perfuzi.
Nésledné strukturdlni zmény endotelu a jeho bazalni membrany prohlubuji nedostatecnost
perfuze. Distalni nervova vldkna jsou rovnéz citliva k ischemicko — reperfuznimu poskozent,
pii kterém hlavni roli hraje oxidac¢ni stres (Kramerov A. A., 2016, Kotas R. a Ambler, 2012).

Patogeneze diabetické keratopatie a neuropatie rohovky jako bezcévné tkané je dana
hlavné metabolickymi zménami, které zplisobuji pfimé postizeni nervovych vldken. Vznikaji

abnormality ve struktufe axonti a myelinovych pochev, které se zifejmé podileji na atrofii
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a degeneraci axonll a segmentalni demyelinizaci a apoptdze bunck (Kotas R. a Ambler Z.

2012, Babizhayev M. A. et al., 2015).

1.3.1. Metabolické zmény

Intracelularni hyperglykémie aktivuje hlavni metabolické patologické cesty vedouci
k mikroangiopatickym diabetickym komplikacim. Vlivem zvySené koncentrace glukézy se
jsou vystupniovany pochody, pfi nichZ vznikaji produkty podminujici poruchu regulace funkce
bun¢k i pojiva. Podstata spociva ve struktufe samotné glukozy, kterd umoziuje, aby jednak
reagovala s proteiny a ménila jejich vlastnosti, jednak aby se spontanné oxidovala (tzv.
autooxidace) a vytvarela tak reaktivni meziprodukty a pfitom umoznila vznik reaktivnim
formam kysliku (Skrha J., 2010). Déle dochézi rychle k saturaci normalni glykolytické cesty,
coz vede ke zvySené aktivité tzv. polyolové drdhy nebo k neenzymatické glykaci vedouci
k hromadéni pokrocilych produkti glykace (AGE — advanced glycation end-products)
(Babizhayev M.A. et al.,, 2015). Svou roli dale hraji deficit neurotrofickych faktoru,
imunologické faktory a porucha metabolismu esencialnich mastnych kyselin a dyslipidemie.
Vysledkem je mikroangiopatie v prostoru endoneuria a piimé poskozeni nervovych vléken,
jehoz dasledkem je urychleni neuralni apoptozy a zvySeni oxidacniho stresu (Bovlton A. J., et
al., 2004).

Metabolické zmény vysvétlujici patogenezi diabetické neuropatie jsou velmi komplexni, se

vzajemnou interakci (Ziegler D., 2008). Zde se zamé&fime jen na hlavni z nich.

1.3.1.1. Oxidaéni stres

Chronicka hyperglykémie vede k nadmérmému piisunu glukézy do mitochondrii, coz
v dusledku urychleného oxida¢niho metabolismu glukézy podporuje tvorbu vysoce
reaktivnich forem kysliku (Babizhayev M. A. et al., 2015).

Dochézi k  ovlivnéni  funkce  mitochondridlnich  elektronovych  pfenasect
NAD/NADH (nikotinamidadenindinukleotid/redukovand forma) a NAPD"/NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfostat/redukovand forma) a nértstu reaktivnich forem kysliku,
které vedou k poSkozeni mitochondrii (Babizhayev M. A. et al., 2015, Alberts B. et al., 1998).

ZvySena tvorba reaktivnich forem kysliku je za normalnich podminek neutralizovana
dostatecnou kapacitou "scavangerového" systému. Pfi chronické hyperglykemii dochazi

ke snizeni této antioxidacni kapacity, at’ jiz v dlsledku geneticky podminéného polymorfismu
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genu (single-nucleotide polymorphisms), ktery vede ke snizené ucinnosti antioxidacnich
enzymil (napf. mitochondrialni a extracellularni superoxiddismutazy), nebo ke zvySeni tvorby
reaktivnich forem kysliku (Bovlton A.J., et al. 2004, Skrha J., 2010).

Nervova vldkna a endotel jsou pifi vysokém poctu mitochondrii k oxida¢nimu stresu
vysoce citlivd. Dochéazi k demyelinizaci a poruse vedeni nervovymi vldkny. Nartstajici
oxidacni stres dale prohlubuje poskozeni nervovych vldken, degeneraci axond a apoptdzu
bun¢k rohovky (Bovlton A.J., et al., 2004, Obrosova I. G. et al., 2009, Geraldes P. et al.,
2010, Han S. B. et al., 2019). Experimentalni studie rovnéz potvrdila, ze marker oxidativniho
stresu, 8-hydroxydeoxyguanosin, byl zvySen v rohovce zvifeciho diabetického modelu, coz
naznacuje moznou ulohu reaktivniho oxidacniho stresu v apoptéze bunék rohovky pti DM
(Kim J. et al., 2011).

Mitochondrialni poskozeni je také spojeno s poklesem neurotrofickych faktord, vcetné
nervového rustového faktoru (NGF — nerve growth factor) (Tomlinson D. R. 1997, Han S. B.
et al., 2019).

1.3.1.2. Polyolova draha

Nasyceni normalni glykolytické drahy zpisobené hyperglykemii vede v nervovych
bunikdch k nahradnimu odbouravani ptebytku glukézy tzv. polyolovou drahou. V prvnim
kroku dochazi k pfeméné glukézy na sorbitol a dale na fruktézu pomoci enzymi
aldozoreduktazy a sorbitoldehydrogenazy (Stavniichuk R. et al., 2012). Vlivem akumulace
osmoticky aktivniho sorbitolu a fruktézy v nervovém vldknu dochazi k zvySeni osmotického
stres. Pii pfeméné glukdzy na sorbitol pomoci aldézoreduktazy je kofaktorem NADPH a pfi
zméné sorbitolu na fruktéozu sorbitoldehydrogendzou je kofaktorem NAD'. Kofaktory
NADPH a NAD" maji piimou vazbu na oxidacni stres, kofaktor antioxida¢nich reakci NADH
je spotiebovavan pii odbourdvani glukozy, naopak pii zpétné oxidacni reakci NAD™ vznika
reaktivni forma kysliku. V tzv. polyolové draze tak v mitochondriich vznikaji ve zvySené mite
vysoce reaktivni formy kysliku a zaroven se spottebovavaji kofaktory k jejich odbourdvani,
a tim se snizuje antioxida¢ni kapacita "scavangerového" systému butiky proti oxida¢nimu
stresu (Oates P. J., 2008, Skrha J., 2010).

Jiz samotnd zvySena intracelularni hladina glukozy vede ke sniZeni aktivity Na'/K"
ATPazy, jejimz disledkem je sniZzend rychlost vedeni nervovym vldknem a inhibice

regenerace nervu (Obrosova L.G. et al., 2009, Greene D.A. et al.,1992). Soucasné akumulace
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fruktozy a sorbitolu vede ke snizeni volné nervové intracelularni signalni molekuly —
myoinositolu, které prohloubi pokles aktivity Na*/K" ATPazy. Navic tzv. polyolovou drahou
vyvolané snizeni myoinositolu vede rovnéz k poklesu aktivity proteinkinazy C. Proteinkinaza
C patii mezi enzymy aktivujici kaskadu fady intracelularnich signalnich drah, prostiednictvim
kterych dochazi k ovlivnéni cévni permeability, krevniho pritoku i angiogeneze a ke zménam
exprese genu pro intraceluldrni adhezivni molekuly, cytokiny a ristové faktory (Greene D. A.

et al.,1992, Chung S. S. M. et al., 2003, Bovlton A. J., et al., 2004, Geraldes P. et al., 2010).

1.3.1.3.  Pokrocilé produkty glykace (AGE)

Nasledkem aktivace tzv. polyolové drahy je zvySend tvorba a ukladani produkti AGE
(Sugimoto K. 2008, Shih K. C. et al.,, 2017). Produkty AGE hraji také dileZitou roli
v patogenezi periferni neuropatie (Aubert C. E. et al., 2014, Ryle C. et al., 1995). Glykace je
neenzymatické spojeni molekul cukru, véetné glukézy nebo fruktdzy, s proteinem nebo
lipoproteinem. Vysledkem je vznik produkti AGE se zménénou strukturou a funkei
(Babizhayev M. A. et al., 2015). Patologickd glykace myelinovych proteini a ukladani
produktti AGE v perineuralnim kolagenu, Schwannovych bunkéch a axoplasmé neuronti vede
k poskozeni perifernich nervii a degeneraci axont (Ryle C. et al., 1995, Sugimoto K. et al.,
2008). Akumulace AGE v epitelu rohovky a bazalni membrané podporuje proapoptotické
a antiproliferacni lokalni signalni drdhy a zvySuje oxidacni stres a zanét (Kim J. et al.,2011,

Han S. B. et al., 2019 a Shih K. C. et al., 2017).

1.3.1.4. Neurotrofické faktory

Extracelularni pfitomnost ristovych faktori je pro buiiku nezbytna. Urcita hladina je nutna
k trvalé stimulaci bunky. Jejich nizka hladina vede k apoptoze buiiky. Naopak zvySena
hladina mize stimulovat bunécné déleni (Vinik A. L., at al., 2003, Alberts B. et al., 1998).

Studie u lidi 1 experimentélni studie in vitro ¢i na zvifecich modelech poukazuji na riistové
faktory hrajici roli v patogenezi neuropatie. Snizena syntéza NGF hraje pravdépodobné tllohu
pfi vzniku poruch tenkych nervovych vldken (Han S. B. et al., 2019). Wu et al ve své studii
prokazal v slzach pacientl s DM 1 a DM 2 vyznamné vys$si hladiny IGFBP3 (inzulin-like
growth factor-binding protein 3) ve srovnani s dospélymi jedinci bez diabetu IGFBP3
ovliviiuje ucinek inzulin-like rastového faktoru IGF-1 (inzulin-like growth factor-1) (Wu

Y. C. et al., 2012). Protein IGFBP3 a IGF-1 si vz4jemn¢ konkuruji pfi vazbé na bunéény
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receptor pro IGF-1. V $ir§im kontextu tak IGFBP3 ovliviiuje inzulinovou rezistenci, apoptozu
i oxidaéni poskozeni. Nejsou zndmé procesy ovliviiujici sekreci IGFBP3 v rohovkové
epitelidlni tkani. V experimentech s imortalizovanymi lidskymi rohovkovymi epitelidlnimi
bunikami bylo zjisténo, ze vysoké hladiny glukozy v kultivatnim médiu mohou indukovat
produkci IGFBP3, coz naznacuje, Ze hyperglykémie u pacienti s DM mitize byt pfi¢inou
zvySené tvorby hladiny IGFBP3 (Wu Y. C. et al., 2012, Shih K. C. et al., 2017).

Ve studiich in vitro (Xu K. P.et al., 2009, Zhou Q. et al., 2015) a se zvifecimi modely (Kim
J. et al., 2011) byly zmapovany Casové zmény hladiny receptoru epitelidlniho rtstového
factoru (EGF — Epitelial growth factor), cilidrniho neurotrofického faktoru (CNFT — Ciliary
neurotrophic factor) a jaderného faktoru kappa B (NFkB — Nuclear factor kappa B) v rohovce.
Bylo zjisténo, ze zvySené hladiny EGF a jeho receptoru a CNFT putsobi protektivng,
podporuji hojeni rohovkového epitelu. Ve studiich sledujicich hojeni ran rohovky byly
zjiStény snizené hladiny EGF a jeho receptoru a CNFT. NFkB, ktery je dileZitym
transkripénim faktorem ovliviiujicim zanét a vyvoj bunék, byl naopak ve studiich
zkoumajicich hojeni ran zvysen (Akhtar S. et al., 2009, Bettahi 1. et al., 2014, Lan W. et al.,
2012, Shih K. C. et al., 2017).

1.3.1.5. Imunitni mechanismy

Experimentalni studie na zvifecim modelu diabetické mysi prokazala v rohovce a v okoli
nervovych vldken rohovky vysokou koncentraci antigen prezentujicich bungk, vcetné
dendritickych bunck. Pocet dendritickych bunék negativné koreloval s denzitou nervovych
vlaken rohovky, coZ naznacuje moznou roli zanétu pii vyvoji neuropatie rohovky u DM

(Leppin K. et al., 2014, Han S. B. et al., 2019).

1.4. Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskop poprvé popsal Goldmann v roce 1940 a pozdé&ji ho v roce 1957
patentoval M. Minsky (Erie J. C. et al., 2009, Jalbert 1. et al., 2003). O deset let pozdé&ji
M. Petran a M. Hadravsky z Lékatské fakulty UK v Plzni patentovali konfokalni mikroskopii
na bazi rotujiciho Nipkowova kotouce (Petran M. et al., 1968). S timto pfistrojem (v odborné
literatufe je znam pod ndzvem Tandem Scanning Confocal Microscope) byly poprvé ziskany

kvalitni optické fezy ze silného preparatu, konkrétné z mozkové tkané.
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V soucasnosti je princip konfokalni mikroskopie vyuzivan i pro in vivo zobrazeni povrchu
oka, zejména rohovky. Metoda umoziiuje zobrazit jednotlivé vrstvy rohovky ve frontalni
rovin€. Je neinvazivni a predstavuje rychlou metodu k zobrazeni rohovky v "naturdlnim"
(fyziologickém) stavu, bez artefaktli zptisobenych zpracovanim ex vivo preparatii. Umoziuje
in vivo kvantitativné 1 kvalitativné posoudit strukturu jednotlivych vrstev rohovky vcetné
poctu bunek, nervovych vldken a jejich morfologii. Pro svou neinvazivnost je vhodny také
ke sledovani zmén v Case (Erie J. C. et al., 2009, Jalbert 1. et al., 2003, Guthoff R. F. et
al.2009, Alzubaidi R. et al., 2016). V soucasnosti dochdzi k rychlému rozvoji této metody,
a tim k rozSifeni moZnosti jejtho vyuZziti. V ceské oftalmologické literatufe publikovala
Pirnerova a spol. zakladni informace o metodé IVCM a moznostech jejiho vyuziti, predevsim

pti diagnostice a nasledném sledovani onemocnéni rohovky (Pirnerova L. et al., 2010).

1.4.1. Princip konfokalni mikroskopie

RozliSovaci schopnost klasickych optickych mikroskopti je interferencnimi jevy omezena
na cca 0,2 pm, pfiCemz tato hranice je v praxi obtizné¢ dosazitelna zejména u silngjSich
preparatll. Nepiizniveé se projevuje zvlasté vliv parazitniho osvétleni. Z nezaostenych rovin se
odrazi mnohem vice svétla neZ z roviny zaostfené. RuSivého zamlzeni obrazu svétlem
z mimo ohniskovych rovin se 1ze do zna¢né miry zbavit pomoci konfokalni mikroskopie.

Termin konfokalni ("majici stejné ohnisko") oznacuje optickou soustavu, ve které jsou
objektiv 1 kondenzor zaostfeny na stejny bod. V konfokalnim mikroskopu je svétlo bodového
zdroje zaostfeno na vybrany bod do roviny preparatu. Svétlo odrazené, nebo jim prosle, je
zaostfeno na bodovou clonu, kterd zachyti svétlo ptichazejici z okoli, a to jak ze stran, tak
z mist nad 1 pod ohniskovou rovinou. Tato clona tedy plsobi jako prostorovy filtr. Svétlo,
které nenese informaci ze zvoleného bodu preparitu je z tvorby vysledného obrazu
vylouceno. Intenzita svétla v obrazové rovin€ velmi rychle klesa s rostouci vzdalenosti
od pozorovaného bodu, proto méa zobrazovaci soustava velmi malou hloubku ostrosti, ale

vysokou rozliSovaci schopnost (Krachmer J. et al., 2011, Lovblom L. E. et al., 2015).

1.4.2. In vivo konfokalni mikroskopie rohovky

V roce 1985 Lemp a spolupracovnici publikovali prvni konfokalni skeny rohovky v celé

jeji tloustce (Lemp M. A. at al., 1985). Jak jiz bylo zminéno vySe, ma konfokalni soustava

v porovnani s konvencnimi mikroskopy redukovanou hloubku ostrosti s nejen kvalitnéjSim
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axialnim, ale zaroven i laterdlnim rozliSenim. Klinické rohovkové konfokalni mikroskopy
maji typicky hloubku ostrosti od 4 do 26 um, dle typu mikroskopu, a lateralni rozliSeni 1-2
um. Zaroven je takto uspotradany systém limitovany velmi malym zornym polem. Vét§i zorné
pole je ziskdno pomoci postupného snimani "bod po bodu". To miize byt teoreticky zajisténo
bud® pohybem vzorku pied stacionarnim mikroskopem, ¢i pohybem mikroskopu
nad stacionarnim vzorkem nebo rozmitdnim (rozpohybovanim) paprsku. Moderni in vivo
konfokalni mikroskopy pouzivaji druhou nebo tfeti moznost. Protoze vSak pii snimani zivych
objektli nemizeme zcela vyloucit mimovolni pohyby (dychéani, ocni pohyby), je lateralni
rozliSeni limitovano rychlosti snimani jednotlivych obrazii (snimki). Signal produkovany
odrazenym svétlem in vivo konfokalniho mikroskopu je typicky dale detekovan
elektronickym zafizenim typu ,,CCD kamery*, které jsou b&ézné pouzivané v digitalnich
kamerach a fotoaparatech. Skeny jsou zachyceny s rychlosti nejméné 25 snimki za sekundu
(Jalbert I. et al., 2003, Patel D. V. et al., 2007, Kaufman S. C. et al., 2006).

V soucasnosti se v odborné literatufe mizeme potkat s tiemi typy in vivo rohovkovych

konfokalnich mikroskopt.

1.4.2.1. Tandem scanning konfokalni mikroskop
Tandem scanning konfokalni mikroskop pracuje na bazi rotujiciho Nipkowova kotouce. Je
tak ziskan sken s relativné nizkym kontrastem, coz mize omezovat zobrazeni malych struktur
(pod 5Sum) (Erie J. C. et al., 2009, Patel D. V. et al., 2007, Kaufman S. C. et al., 2006).

Komeréné je jiz nedostupny.

1.4.2.2.  Slit scanning konfokalni mikroskop

Slit scanning konfokalni mikroskop (SSCM) pouziva pro osvétleni i pozorovani aperturu
ve form¢ Uzké vertikalni Stérbiny. Rychle oscilujici dvoustranné zrcadlo snimé postupné
konfokalni obrazky z osvétlujici a zobrazujici $térbiny. Stérbinovita apertura (300 pm
v piipadé typu Confoscan 4, NIDEK Technologies) umozituje vétsi mnozstvi pronikajiciho
svétla nez v ptipadé¢ Tandem scanning konfokalniho mikroskopu, coZ zvySuje jas a kontrast
pozorovaného pole. Diky tomu se pozorované struktury zobrazuji jasné€ji, ostfeji a s vice
detaily. Zvyseného jasu a kontrastu u SSCM je c¢astecné dosazeno na ukor zvysené hloubky
ostrosti, ktera je v pifipadé Confoscan 3 a Confoscan 4 pfiblizné 26 pm. RovnéZ pouZiti
Stérbiny znamend, Ze mikroskop je skute¢né konfokalni jen v ose kolmé na vysku Stérbiny.

Béhem jednoho sniméni lze ziskat az 350 snimkd. Krok posunu mezi skeny lze nastavit
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od 1 um. Pii nastaveném kroku 5 pum tak v jednom cyklu nasnimame rohovku v celé jeji

tloust'’ce dvakrat (Erie J. C. et al., 2009, Patel D. V. et al., 2007, Masters B. R. et al., 2001).

1.4.2.3. Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop

Ptikladem laserového skenovaciho konfokalni mikroskopu (LSCM) je Heidelberg Retina
Tomograph Rostock Corneal Module (HRT II nebo HRT III), ktery pouziva koherentni
cervené svétlo o vinové délce 670 nm z helium-neonového laserového zdroje. Jde o laser tiidy
1, ktery dle definice nepiedstavuje Zadné nebezpeci pro oko. Laserovy paprsek je promitan
postupné nad kazdym bodem vySetfované oblasti. Pro nasnimani obrdzku musi byt laserovy
paprsek vychyleny ve dvou na sebe kolmych smérech. Toho je dosazeno dvéma snimacimi
zrcadly: rezonancni skener snima paprsek horizontdln€ a galvanometricky skener snima tuto
linii vertikalng, a vytvafi tak obraz zorného pole. Sniméani odraZen¢ho svétla je zajiSténo
stejnymi dvéma zrcadly. Odrazené svétlo je vychyleno na detektor (diodu), nasledné je signal
digitalizovan a vytvofen obraz. Lateralni rozliSeni tohoto mikroskopu je dle udaji vyrobce
1 um a hloubka ostrosti 4 pum. V manualnim modu Ize ziskat optické fezy celou tloustkou
rohovky, pomoci automatického modu vSak jen fezy v rozmezi 80 um tloustky (Erie J. C. et

al., 2009, Petroll W. M. et al., 2015).

1.4.3. Skeny z konfokalniho mikroskopu

Kvalita snimkli obecné zavisi na dvou hlavnich faktorech: kontrastu a rozliSeni. RozliSeni
zéavisi na numerické apertufe objektivu, reflektivité pozorovanych struktur a vlnové délce
osvétlujiciho svétla.

VSemi zminénymi typy pfistroji lze ziskat skeny na Urovni mikrostruktury rohovky.
Ztetelné jsou morfologické zmény ve struktuie bun€k epitelu a endotelu, jadra keratocytd,
v nekterych ptipadech i téla keratocytil a jejich vybeézky, nervova vldkna 1 cizorodé elementy,
napiiklad lze pozorovat vldkna plisni 1 jiné mikroorganismy. Dals$i vyhodou je moZnost
kvantitativniho hodnoceni zobrazenych struktur za normalnich okolnosti i v pfipadech
patologii nebo po chirurgickych zakrocich na rohovce. Kvalita zachycenych struktur se vSak
muze vyznamné liSit v zavislosti na typu pouzitého pfistroje a také na zkuSenosti vySettujiciho
(Patel D. V. et al., 2007, Masters B. R. et al., 2001, Erie E. A. et al., 2008).

Vsechny zminéné rohovkové konfokalni mikroskopy vyzaduji ptfi vySetfeni urcity typ
kontaktu s rohovkovou. V pfipadé Tandem scanning konfokéalniho mikroskopu a SSCM

opticky kontakt zprostfedkovava viskozni gel nandSeny na objektiv piistroje. V ptipadé
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LSCM se pouziva specialni nasadka (kryt) na objektiv, kterda béhem vySetfeni rohovku
oplostuje. Ve vSech pfipadech ziskame obrazky jednotlivych vrstev rohovky ve frontalni
rovin€é. Skeny pofizené LSCM maji vyssi kontrast nez z SSCM a Tandem scanning
konfokalniho mikroskopu. Kromé toho v piipadé SSCM dale kontrast klesd smérem
k periferii snimku. Je rovnéZ nutné si uvédomit, Ze velikost objektl na ziskanych snimcich 1ze
pfimo porovnévat jen na snimcich ziskanych ze stejného typu mikroskopu a pfi uziti stejné

intenzity osvétleni (Erie J. C. et al., 2009, Szaflik J. P. et al., 2007).

1.4.4. Obraz jednotlivych vrstev rohovky pri vySetfeni rohovkovym

konfokalnim mikroskopem

Anatomii lidské rohovky a jeji inervaci se vénovala celd fada studii pomoci svételné
a elektronové mikroskopie a v poslednich letech také pomoci konfokalni mikroskopie
rohovky (Al-Agaba M. A. et al., 2009 et 2010, Marfurt C. F. et al., 2019).

Konfokélni mikroskopie rohovky umoziuje zobrazit jednotlivé vrstvy rohovky in vivo.
Ve skenu rohovkového epitelu miizeme zobrazit postupné vrstvy 3 typt bunck: ploché
povrchové bunky (Obr. 4), intermedidlni kubické buniky a vrstvu cylindrickych bunék
bazalniho epitelu (Obr.5). Normalni hodnoty bunécné denzity a velikosti bunck

v jednotlivych vrstvach epitelu se vyrazné lisi.

Obr. 4 Povrchové buiiky epitelu
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Obr. 5 Bazalni buiiky epitelu

Obvykle neni mozné zobrazit detaily acelularnich struktur bazalni membrany epitelu
a Bowmanovy membrany. U zdravych rohovek je vSak dobfe rozeznatelny subbazalni
nervovy plexus (Obr. 6), ktery je lokalizovany mezi vrstvou bazalnich epitelovych bunck
a prednimi vrstvami Bowmanovy membrany, a subepitelovy plexus lokalizovany pod
Bowmanovou membranou. Subbazalni nervovy plexus je pomoci IVCM velmi dobie
zachytitelny a hodnotitelny pro sviij paralelni prib¢h k povrchu rohovky, protoZe je sniman
praveé ve frontdlni roviné (Oliveira-Soto L. et Efron N., 2001, Chiou A. G. Y. et al., 2006,
Jalbert I. et al., 2003).

Ve skenu stromatu rohovky mizeme rozliSit slozku bunéénou, nebunéénou
a neurosenzorickou. V obrazu konfokalniho mikroskopu typicky nachdzime nepravidelna
reflektivni ovalna téliska, kterd pfedstavuji jadra keratocytli, jeZ jsou obklopena témét
transparentni (tmavé Sedou nebo Cernou) aceluldrni matrix. V nepfitomnosti patologickych
procesit ve stromatu se tak slozky extracelularni matrix a kolagenni lamely nezobrazuji
vzhledem k jejich takika dokonalé priihlednosti. Primérnad denzita keratocytli je nejvyssi
v pfednim stromatu (Obr. 7) a klesd smérem k vrstvdm stfedniho stromatu a nésledné opét

mirn¢ stoupa v zadnim stromatu (Obr. 8) (Alzubaidi R. et al., 2016).
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Obr. 6 Subbazailni nervovy plexus

Dale se ve stromatu, piedev§im v jeho povrchovych vrstvach, zobrazuji nervovéa vldkna
nalezejici k hlubokému stromalnimu plexu. Nervova vlakna jsou zde tfi az pétkrat silnéjsi nez
vlakna subbazalniho a subepitelidlniho plexu a Casto zastihneme i typicka vétveni ve tvaru
ypsilon (Obr. 9). Pomoci IVCM byly stromdlni nervy zkouméany méné intenzivné neZ nervova
vldkna subbazalniho plexu. Vysledky studii, které se zaméfily na kvantifikaci stromalnich
nervl, nebyly jednozna¢né vzhledem k jejich fidkému vyskytu a pro skenovani nepfiznivému
Sikmému prubéhu rohovkou (Oliveira-Soto L. et Efron N., 2001, Hosal B. M. et al., 2005,
Chiou A. G. Y. et al.,, 2006, Jalbert 1. et al., 2003). Nervova vldkna se obvykle nenachazeji
v zadnich vrstvach stromatu. Descemetova membréana neni u zdravych rohovek, podobné jako
Bowmanova membréna, v konfokalnim mikroskopu zobrazitelnd. Jsou vSak zobrazitelné jeji
patologické zmény pii neékterych onemocnénich rohovky, jako je zadni rohovkova dystrofie
(Cruzat A., et al., 2017) nebo zmény u primarniho vrozeného glaukomu (Mahelkova G., et al.,
2013).

Nejvnitin€j$i vrstvu predstavuje jednovrstevny endotel. Zobrazuje se jako vrstva
hexagonalnich nebo polygonalnich pravideln¢ uspotadanych bunék (Obr. 10). Descemetova
membrana a endotel nema u ¢lovéka nervové zasobeni (Erie J. C. et al., 2009, Jalbert I. et al.,

2003, Guthoff R. F. et al.2009, Mastropasqua L. et al., 2002, Chiou A. G. et al., 2006).
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Obr. 7 Buiiky piredniho stromatu

Obr. 8 Buiiky zadniho stromatu
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Obr. 9 Nervova vlakna stromatu s typickym vétveni ve tvaru ypsilon

Obr. 10 Endotel
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1.4.5. Porovnani naleza ziskanych pomoci riznych typu pristroji

Pfi srovnani pfistroju pracujicich na principu bilé¢ho svétla i laseru nebyly nalezeny zasadni
rozdily pfi zobrazeni struktur zdravé a patologické rohovky. Zda se, Ze pro studium zmén
bun¢k epitelu je mozné ziskat lepSi zobrazeni pomoci LSCM, naopak pro studium zmeén
endotelu se jevi jako vyhodnéjsi pouziti SSCM (Confoscan 3, NIDEK Technology).
Pti vySetfeni pomoci LSCM dochazi k pfimému kontaktu ptistroje (objektivu, respektive jeho
krytu) s rohovkou, a to miize vést ke vzniku nékterych artefaktti. Typicky jsou pii vysetieni
LSCM casto pozorovatelnd nataseni v oblasti Descemetovy membrany, ktera mohou imitovat
nalezy napf. u keratokonu nebo pooperacné¢ v oblasti terCe po keratoplastice. Signifikantni
rozdily byly rovnéz nalezeny pfi hodnoceni denzity endotelovych bunék pomoci obou
systému. Pocty endotelovych bunék pifi hodnoceni pomoci LSCM jsou signifikantné vyssi nez
vysledky ziskané pomoci Confoscan 3 a spekularnim mikroskopem (SP1000, Topcon) (Patel
D. V.etal., 2007, Erie E. A. 2008).

Velké pozornost je v posledni dobé vénovana také zménam subbazéalniho nervového plexu
u riznych systémovych onemocnéni, jako je diabetes mellitus (Papanas N. et Ziegler D.,
2015, Tavakoli M. et al.,, 2013, Misra S.L. et al., 2015, Jiang M. S. et al., 2016),
revmatologickd onemocnéni (Alhatem A .et al. 2012) a neurologickda onemocnéni
(m. Parkinson, amyotrofickd lateralni skler6za, idiopatickd polyneuropatie tenkych vldken
(Wang E. F. et al., 2015, Patel D. V. et McGhee C. N., 2009).

Pro zobrazeni nervovych vlaken byl vyuZivan predev§im pfistroj SSCM a LSCM. Mezi
hodnocené parametry obvykle patii celkovy pocet (hlavnich) nervovych vlaken, celkova délka
nervovych vlaken, poCet vétveni a tortuozita nervovych vldken (Tavakoli M. et al., 2015).
Absolutni hodnoty pfevedené na mm? se mohou lisit dle pouzitého pfistroje. Jako vysoce
vypovidajici parametr byla vyhodnocena délka a pocet nervovych vldken (Papanas N. et
Ziegler D., 2015, Petropoulos I. N. et al., 2013). Obecné byva hodnota celkové délky vlidken
ve studiich provadénych na piistrojich typu SSCM nebo Tandem scanning IVCM niZs$i nez pti
pouziti LSCM, celkovy pocet vldken byva naopak vyssi (Patel D.V. et al., 2009). Potencialné
zajimavy, ale dosud s nedofeSenym systémem hodnoceni, je parametr tortuozity (Edwards
K. et al.,2014, Lagali N. et al.,2015).

V soucasnosti se dale rozsifuje predevsim vyuziti LSCM systému, ktery ma vyssi rozliSeni
a dovoluje lepsi zobrazeni rohovkového epitelu a predniho stromatu, véetné nervového plexu.
Nejnovejsi ptistroje jiz obsahuji 1 automaticky software k hodnoceni snimki a napt. moznost

rekonstrukce prostorovych 3D obrazli (Papanas N. et Ziegler D., 2015, Prakasam R. K. et al.,
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2013). Pti hodnoceni vysledka riznych studii je tfeba mit na paméti, ze nelze pfimo srovnavat
vysledky ziskané pfi vysetfeni na riznych typech rohovkovych konfokalnich mikroskopt
(Erie E. A. et al., 2008, Szaflik J. P. et al., 2007). Dalsim faktorem ovliviiujici hodnoty
sledovanych parametr je kvalita ziskaného obrazu. Kvantifikace parametri rohovkovych
nervovych vldken zavisi na kvalit¢ obrazu a skeny s nizsi kvalitou jsou spojeny s nizSimi

hodnotami jejich parametrti (Sturm D. et al., 2019).

1.4.6. Soucasna uskali a omezeni [IVCM pii hodnoceni nervovych vlaken

Pti sledovani nervovych vldken rohovky jsou bézné vyuzivany skeny z centralni oblasti
rohovky. Nejvyssi pocet nervovych vldken rohovky je ve skutecnosti inferonasalné od centra
rohovky. Pokles celkové délky nervovych vldken (NFL) v oblasti inferonasdlniho pteslenu
byl v8ak u pacientl s periferni DN srovnatelny s poklesem NFL v centralni oblasti rohovky
(Petropoulos 1. N. et al., 2015). Pfestoze v oblasti pieslenu byl sken vice specificky
pro periferni DN (Pritchard L. et al., 2015, Utsunomiya T. et al., 2015), snimani centralni ¢asti
rohovky nepfineslo snizeni specifity a sensitivity IVCM jako diagnostického testu DN
(Petropoulos I. N. et al., 2015).

Nekteti autofi upozoriiuji na moznd omezeni hodnoceni relativné kratkych nervi
avaskularni rohovky k analogické predikci poskozeni dlouhych somatickych nervi u DN
(Malik R. A. et al., 1989). Bylo vSak prokdzano, ze zmény subbazalni nervové pletené
rohovky velmi dobfe koreluji s poklesem poctu intraepidermdlnich nervovych vlaken
hodnocenych z bioptickych vzorki kiize (Quattrini C. et al., 2007) a s méfenim funk¢nich
zmén nervovych vlaken pii DN (Sivaskandarajah G. A. et al., 2013).

Na zvifecich modelech s DN byla prokazéna zavislost zmén nervovych vldken rohovky
na pritoku krve v arteridlnim fecisté oka. Pfi poklesu krevniho pritokuv zadni cilidrni arterii
byl zaznamenan soucasny pokles poctu nervovych vldken zjisténych pomoci IVCM. Nasledné
zlepSeni krevniho priitoku po podani inhibitoru vazopeptidazy vedouci k vazodilataci vedlo
k obnové nervové pleten¢ rohovky (Davidson E. P. et al., 2012).

Hodnoceni zmén nervovych vldken rohovky miize dale komplikovat prokdzany
fyziologicky pokles poctu a délky nervovych vlaken s vékem a nelze vyloucit vliv pohlavi.
Proto je snaha vytvofit normativni databéazi, kterd by tyto zmény hodnot zohlednovala
(Kovalova I. et al., 2017, Tavakoli M. et al., 2015). Nadale panuje nejistota ohledné rasovych
rozdilt. Dalsim uskalim je samotné hodnoceni snimkl vyzadujici zkuSenost a také casova

naroc¢nost ruéniho hodnoceni obrazu. V soucasnosti je proto velkd pozornost vénovana vyvoji
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automatické a semiautomatické analyzy obrazu pro rychlou kvantifikaci rohovkovych zmén
(Patel W. M. 2013, Petroll W. M. et al., 2013, Sturm D. et al., 2019), ktera by vykazovala
vysokou korelaci s ru¢nim hodnocenim, zejména poctu a délky nervovych vldken (Dabbah
M. A. et al., 2011, Ostrovski 1. et al., 2015, Petropoulos I. N. et al., 2014, Li Q. et al., 2019).
PIn¢ automatizovana metoda ve srovnani s manualnim hodnocenim mirn¢ podhodnocuje
sledované parametry nervovych vlaken rohovky (Li Q. et al., 2019). Standardizace analyzy
obrazu I[IVCM prosttednictvim centralizovanych ¢tecich center by mohla mit zasadni vyznam

v budoucnosti (Patel D. V. et al., 2013).

1.5. Diabeticka neuropatie

Diabetes mellitus postihuje n¢kolik organovych systémi zavaznymi mikroangiopatickymi
a makroangiopatickymi komplikacemi. Mikroangiopatické komplikace probihaji pod obrazem
diabetické nefropatie, retinopatie a neuropatie. Neuropatie patii mezi nejcastéjsi pozdni
komplikace DM, postihujici vice nez 50-90 % pacienti s DM (Bovlton A. J.et al., 2004, Vinik
A. L. et al., 2003, Petropoulos I. N., 2018).

Snaha odhalit tyto komplikace v€as a zamezit jejich dal$i progresi vede k neustalému
hledani novych vhodnych screeningovych metod, které by byly schopné odhalit tyto
komplikace v jejich nejranéjSim stadiu. Proto je také v€novéana znacnd pozornost moZznému
vztahu mezi ubytkem nervovych vladken rohovky a ptesnéjsi klasifikaci DN. Mezi nejcast&jsi
DN patii neuropatie senzomotoricka (Dyck P. J. et al., 1993 a 2010, Zochodne D. W., 2007,
Petropoulos 1. N., 2018).

Soucasné metody zjiStovani periferni neuropatie zahrnuji odebrani anamnézy
a klinické vySetfeni periferni citlivosti, elektrofyziologické vySetfeni, invazivni biopsii
nervovych vldken kuaze, ev. vCetné¢ genetického vySetfeni (Hosseini S. M. et al., 2015,
Petropoulos 1. N. et al., 2014 a 2018, Tavakoli M. et al., 2013, Wang B. E. F. et.al., 2015).
V Casném stadiu DN maji béZné€ pouZzivané diagnostické metody omezenou citlivost (Asghar
O. et al,, 2014, Misra S. L. et al., 2015, Quattrini C. et al., 2007). Potencionalné objektivni,
citlivéjsi a presncjsi bioptické metody nejsou zase béZné pouZitelné pro svou invazivitu.
Naproti tomu IVCM poskytuje optické fezy rohovkou rychle a neinvazivné. Nasledné
umoziuje kvantitativni analyzu nervovych vldken rohovky (Hertz P. et al., 2011, Tavakoli M.

etal., 2013).
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Jiz v roce 1977 byla popsana souvislost mezi neurotropnimi viedy rohovky
a DM (Hyndiuk R.A. et al. 1977). Nésledn¢ bylo ex vivo prokdzano snizeni denzity nervi
rohovky u experimentalné¢ navozeného diabetu krys (Yamada J. et al., 2003). V roce 2000
popsal Rosenberg a kol. souvislost zmén subbazalniho nervového plexu rohovky a snizeni
citlivosti rohovky s pouzitim bezkontaktni esteziometrie u pacientti s DN (Rosenberg M. E. et
al., 2000). Od té doby dalsi studie ukazaly na moznost ptesncji kvantifikovat zmény
subbazalniho nervového plexu rohovky (Kovalova 1. et al., 2017, Malik R. A. et al., 2003,
Messmer E. M. et al. 2010, Midena E. et al., 2006, Rosenberg M. E. et al., 2000, Stachs O. et
al., 2007, Tavakoli et al., 2012, Tavakoli et al., 2010). Ve studiich bylo zji§téno, ze pacienti
s DM vykazuji vyrazné sniZzeni denzity nervi subbazélnich plexu rohovky ve srovnani se
zdravymi subjekty (Patel D. V. et McGhee C. N., 2013, Tavakoli M. et al., 2013, Wang
B.E.F. et al, 2015). Pokles denzity subbazédlnich nervli je spojen s pfiznaky periferni
neuropatie a se snizenim poctu intraepidermalnich nervl (Quattrini C. et al., 2007, Tavakoli
M. et al., 2010). Denzita nervovych vlaken rohovky koreluje s klinicky a elektrofyziologicky
zhodnocenym stupném DN (Petropoulos L. N. et al., 2015, Quattrini C. et al., 2007, Tavakoli
M. et al., 2010). In vivo konfokalni mikroskopie prokazala a kvantifikovala ¢asné poskozeni
malych nervovych vldken (Hossain P. et al., 2005, Malik R. A. et al., 2003, Tavakoli M. et al.,
2010) s dobrou senzitivitou a specifitou (Tavakoli M. et al., 2010). Detekovana byla jiz mirna
neuropatie (Edwards K. et al., 2012). Zejména délka nervovych vlaken rohovky ma vysokou
sensitivitu (91 %) a specifitu (93 %) pifi identifikaci diabetické senzorimotorické
polyneuropatie (Ahmed A et al., 2012, Hertz P. et al., 2011). Ve studiich bylo ové&feno, ze
zmény subbazidlniho nervového plexu rohovky predchazeji jinym klinickym ¢i
elektrofyziologickym projeviim DN (Hossain P. et al., 2005, Lovblom L. E. et al., 2015,
Misra S. L. et al., 2015, Pritchard N. et al., 2015). AZ 50 % pacientd s DM, ktefi nemé&li zddné
klinické ptiznaky DN, jiz mélo abnormalni zmény subbazalniho nervového plexu. Byly
prokdzany snizené hodnoty celkové délky nervovych vlaken nejen u jedincti se zvySenou
hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbA1c), ale jiz s poruchou glukozové tolerance. Casny
nastup degenerace nervovych vldken rohovky diagnostikovany pii poruse glukozové tolerance
a novém zachytu DM typu 2 (DM 2) (Asghar O., et al., 2014, Azmi S. et al. 2015, Ziegler D.
et al., 2014) podporuji hypotézu, Ze patofyziologie diabetické neuropatie zacind velmi casné
po nastupu onemocnéni (Asghar O, et al., 2014, Azmi S. et al. 2015, Bitirgen G. et al., 2014,
Papanas N. et al., 2011, Petropoulos I. N. et al., 2014, Quattrini C. et al., 2007). Ve dvou
longitudinalnich studiich bylo potvrzeno, ze pokles délky nervovych vldken rohovky

pfedchazi nastupu klinickych projevii DN u subjekti s DM 1. Diabetickd polyneuropatie
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(nebo senzomotoricka neuropatie) se u téchto subjektii projevila do 3,5-4 let od pocatku
onemocnéni (Lovblom L. E. et al., 2015, Pritchard N. et al., 2015). Longitudinalni studie
Dehghani a kol. byla zaméfend na rizikové faktory u subjektli se zménami subbazalniho
nervové plexu bez piitomnosti DN. Po ctyfech letech sledovani prokdzala ubytek vlaken
subbazalniho nervového plexu v zédvislosti na klinickych a metabolickych faktorech, jako je
vek, hladina glykovaného hemoglobinu a porucha lipidového metabolismu (Dehghani C. et
al., 2016). Zmény nervové pletené byly popsany rovnéz u déti s DM 1 (Sellers E. A. et al.
2013).

Tavakoli a kol. (Tavakoli M. et al., 2015) prokazal pokles poctu, délky i vétveni nervovych
vlaken pomoci IVCM rovnéz u skupiny s prokdzanou diabetickou autonomni neuropatii
ve srovnani s DM bez autonomni DN a s kontrolni skupinou zdravych subjektl. Zmény
korelovaly se stupném autonomni DN s vysokou sensitivitou a specifitou. Metoda IVCM by
se tak mohla stat také neinvazivnim markerem autonomni DN. Tyto vysledky je vSak tfeba
jeste ovetit (Maddaloni E. et al., 2015, Misra S. L. et al., 2015).

Pomoci IVCM byla déale prokdzana regenerace nervovych vlaken rohovky u pacientl
s DM 1 po transplantaci slinivky bfisni, kombinované transplantaci ledvin a slinivky bfi$ni
(Mehra S. et al., 2007, Navarro X. et al., 1997, Tavakoli M. et al., 2013), po pfevedeni
na kontinudlni subkutdnni infuzi inzulinu (Azmi S. et al., 2015) a po zlepSeni zakladnich
rizikovych faktor vedoucich k DN (ptfedevS§im hodnoty glykovaného hemoglobinu,
cholesterolu a krevniho tlaku) (Tavakoli M. et al., 2011).

1.6. Glykemicka variabilita

Dobra glykemicka kontrola je zasadni pro prevenci chronickych komplikaci DM, véetné
neuropatie. Nicmén¢ pacienti s DM s podobnou primérnou hladinou gluk6zy nebo hladinou
HbAlc casto vykazuji rozdily jak z hlediska poctu, tak stupné exkurzi/vykyvi glukozy
(degree of glucose excursions) (Jung H.S. et al, 2015). Tento fenomén, nazyvany
glykemicka variabilita (GV), mlze byt zodpovédny za rozdilny stupent mikrovaskularnich
zmén mezi pacienty s DM se stejnymi prumérnymi hodnotami HbAlc. Navic nové vysledky
a abnormalit inzulinové signalizace doprovazejici neurodegeneraci (Zochodne D. W., 2015).
V soucasné¢ dobé diabetologové maji vynikajici nastroj, kontinudlni monitorovani glukédzy
(CGM), ke kvantifikaci a peclivé monitoraci GV. Systémy CGM mohou byt provozovany ve

slepém nebo otevieném rezimu (RT-CGM), coz umoziiuje pacientovi okamzité reagovat.
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Systém CGM se sklada z malého glukézového senzoru umisténého v subkutdnni tkani
s piipojenym vysilaCem (transmiter). V ptipadé RT-CGM rezimu maji pacienti piijimac
u sebe. MiiZe se jednat o specialni zafizeni, jako je napfiklad inzulinové pumpa nebo i chytry
mobilni telefon. Syst¢tmy CGM registruji glykémii (tj. koncentraci glukdézy v intersticialni
tkani) v Sminutovych intervalech (Obr. 11). To poskytuje 288 hodnot za den pro analyzu dat.
Z téchto hodnot lze vypocitat rizné parametry odrazejici GV. Standardni odchylka glykémie
(SD) je uzitecny, bézné pouzivany parametr, ktery je snadno vypocitatelny (Inchiostro S. et
al., 2013). Tento parametr samoziejm¢ muzeme vypocitat i ze standardnich glykemickych
profilit métenych pomoci osobnich glukometrti (Inchiostro S. et al., 2013, Klonoff D. C. et al.,
2017).

Obr. 11 Ukazka RT-CGM zaznamu

Zeleny pruh vyznacuje cilové pasmo hodnot koncentrace glukézy. Cervené body ukazuji méreni
glukometrem, které pacient pouzil pro ovéreni hodnoty ze senzoru ¢i pro kalibraci pristroje. Pokud by
se ale pacient méril pouze glukometrem v této obvyklé frekvenci tj. 3-4 méreni za den, nevédel by
o vyrazném vzestupu glykémie po obéde, ktery byl zpiisoben podhodnocenim davky inzulinu k obédu.
Informace z RT-CGM umoznuje pacientovi jednak okamZzZitou reakci, ale i mozZnost se poucit
z konkrétni situace do budoucna a zlepsit tak kompenzaci diabetu.

Pozn.- Doba Zivotnosti glukozového senzoru je cca tyden (lisi se dle typu senzoru).
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1.7. Lécba pacientii s DM 1

Na ziklad¢é vysledkii studie DCCT (Diabetes Control Complication Trial) je jedinou
alternativou pro pacienty s diabetem 1.typu po skonceni postinicidlni remise intenzifikovany
inzulinovy rezim (IIR). Ten mize byt realizovan bud’ jako MDI rezim, tj. Multiple Daily
Injections (rezim vicecetnych injekei), kdy si pacienti aplikuji denné 1-2 davky bazdlniho
(dlouhodobé& pusobiciho) inzulinu a zvIast' pak aplikuji tzv. prandidlni inzulin k pokryti
vzestupu glykémie po jidle (to znamena dal$i 3 injekce kratkodobé pusobiciho inzulinu).

Druhou alternativou IIR je 1é¢ba inzulinovou pumpou (Obr. 12), kdy v zasobniku pumpy je
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obsazen rychle piisobici inzulin a pfistroj davkuje tzv. bazalni davku dle ptfednastaveného
programu a pacient stiskem tlacitek vydava davku inzulinu k jidlu. Existuji dnes i inzulinové
pumpy propojené se CGM a letos se na Cesky trh dostdva zatizeni, které diky propojeni
se CGM a diky specialnimu algoritmu je schopné davkovat automaticky bazalni davku podle

hodnot ze CGM. To piedstavuje zadsadni krok k ,,umé&lé beta buiice®.

Obr. 12 Inzulinova pumpa
Pozn. - Kanyla je zavedena do podkozi a je ji nutné menit kazdeé 2-3 dny
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2. Hypotéza

Diabetes mellitus poskozuje nervova vlakna subbazidlniho nervového plexu rohovky

a ovliviiuje denzitu epitelidlnich, endotelialnich a stromdalnich bun¢k. Zmény v rohovce

u pacienti s DM 1 jsou zavislé na stupni DR, véku v dobé diagnézy, dobé trvani DM 1

a na parametrech kompenzace.

3. Cile prace

Cilem nasi prospektivni studie bylo:

1.

2.

3.

4.

Zhodnotit rozdily v denzité epitelidlnich, stromdlnich a endotelovych bunck mezi
skupinou pacientti s DM 1 a skupinou zdravych jedincu.

Zhodnotit stav nervovych vldken subbazalniho nervového plexu rohovky a stanovit
moznou souvislost mezi zménami v rohovce a stupném DR.

Zhodnotit moznou souvislost mezi zménami v rohovce a dobou trvani DM 1, vékem
v dob¢ diagndézy DM 1 a kompenzaci diabetu (HbAlc).

Zhodnotit zavislost parametri kompenzace diabetu (tj. HbAlc, glykemickou
variabilitou vyjadienou jako standardni odchylka glykémie a déavkou inzulinu
na kilogram) a stavem subbazéalniho nervového plexu rohovky u pacienti s DM 1

1é€enych v intenzifikovaném inzulinovém rezimu.
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4. Material a metodika

4.1. Obecné postupy

Do jednotlivych ramen prospektivni studie byli zafazeni dosp€li pacienti s diabetem
mellitem 1. typu Oc¢ni kliniky déti a dospélych 2. LF UK a FN Motol nebo Interni kliniky
2. LF UK a FN Motol. Kontrolni skupinu tvofili zdravi dobrovolnici a personal nemocnice.
Vsichni tcastnici studie podepsali informovany souhlas s vySetifenim pomoci konfokalni
mikroskopie rohovky/ souhlasy s vySetfenim pomoci konfokéalni mikroskopie rohovky
a s celkovym vySetfenim ve studii zaméfené na glykemickou variabilitu, schvéleno Etickou
komisi Fakultni nemocnice v Praze Motole (Ptiloha 11.2.). Studijni protokol splnoval zasady
Helsinské deklarace pro vyzkum zahrnujici lidské ucastniky.

V ramci ocniho vySetfeni, po odebrani celkové a ocni anamnézy, bylo provedeno
biomikroskopické vySetfeni o¢i a vySetieni pomoci IVCM. Udaje o celkovém stavu
a kompenzaci subjektil byly ziskany ze zdravotni dokumentace. V jednom z ramen studie byli
zatazeni pacienti s DM 1 1éceni v IIR, mezi ktery patii i kontinudlni subkutanni inzulinova
infuze (CSII), neboli inzulinonvd pumpa. Zpracovani udajii o celkové kompenzaci probéhlo
ve spolupraci s Interni klinikou 2. LF UK a FN Motol. Podrobné charakteristiky soubort jsou
uvedeny v tabulkéach (Tab. 1,3 a 7).

Vylu€ujici kritéria zahrnovala anamnézu nitroo¢ni operace, refrakéni laserové operace
nebo Urazu oka a chronické o¢ni topické 1é¢by, dale nositele kontaktnich cocek nebo pacienty
s jinym systémovym onemocnénim, které by mohlo neptiznivé ovlivnit tkdn¢ povrchu oka.
Dale bylo u vsech subjektii provedeno vysetieni rohovky pomoci in vivo konfokalniho

rohovkového mikroskopu.

4.2. Vyhodnoceni stavu sitnice

Pacienti s DM 1 byli dle Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study (ETDRS)
rozdéleni do tfi skupin dle stupné diabetické retinopatie (Wilkinson C.P. et al.,, 2003,
Kalvodova B. et al., 2012). Prvni skupinu tvofili pacienti bez DR. Druha skupina obsahovala
pacienty s nalezem neproliferativni DR maximalné do stupn€ modica, oznacovana jako lehkad
DR, nevyzadujici laserové oSetfeni sitnice v rozsahu panretinalni fotokoagulace sitnice. Treti

skupinu tvoftili pacienti s tézkou neproliferativni DR a proliferativni DR oznaCovanou jako
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téZka DR, u které jiz pro pokrocilost ischemickych zmén sitnice je indikovano zahajeni
laserového oSetfenti sitnice v rozsahu panretinalni fotokoagulace sitnice dle ETDRS. Nasledné
byly vzéjemné porovnany nalezy u skupiny zdravych jedinct a jednotlivych skupin s DM 1

rozdélenych dle stupné¢ DR.

4.3. In vivo konfokalni mikroskop

U vSech ucastnikt studie bylo provedeno vysetfeni rohovky pomoci in vivo konfokalniho
rohovkového mikroskopu (Confoscan 3.0, NIDEK Technologies, Italie; Obr. 12). Tento typ
konfokalniho mikroskopu pouzivd pro osvétleni i pozorovani aperturu ve formé uzké
vertikalni Stérbiny (slit-scanning confocal microscopy, SSCM). Zdrojem svétla je 12V
halogenova lampa. Mikroskop je vybaveny 40x zvétSujicim, bezkontaktnim, imersnim
objektivem s pracovni vzdalenosti 1,92 mm od povrchu rohovky (Achroplan, Zeiss,
Oberkochen, Germany). V souladu s navodem k pouziti byla po lokalni aplikaci
oxybuprocainu 0,4 % (Benoxi, Unimed Pharma) a naneseni imersniho gelu (carbomerum,
Vidisic gel, Bausch&Lomb) skenovana centralni oblast rohovky (450x335um) v celé jeji
tloust’ce pocinaje endotelem (v automatickém nebo semiautomatickém modu, 350 snimk na
jeden cyklus). Pfedozadni posun objektivu byl nastaven na 5 um. U kazdého oka bylo sniméni
provedeno nejméné dvakrat, pocCinaje endotelem, tim bylo ziskano nejméné 700 skent

rohovky z kazdého oka (Smith A. G. et al., 2013).

Obr. 12 Confoscan 3.0, NIDEK Technologies
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4.4. Analyza skent rohovky

Denzita (1) bazélnich epitelidlnich bunék, (2) keratocyti (bunék) v pfednim a zadnim
stromatu a (3) endotelovych bunck byla hodnocena za pouziti analytického softwaru
v manualnim rezimu, ktery je soucasti softwaru konfokalniho mikroskopu. Pro hodnoceni
denzity bunék byly vybrany dva reprezentativni skeny (jeden z kazdého oka) zachycujici
bazalni bunky epitelu a endotelu. Bylo dodrzeno doporuceni poskytovatele softwaru pro
stanoveni poc¢tu bunék, pro buitky endotelu bylo pocitano alespon 35 bun€k (plocha polygonu
ptiblizn¢ 0,02 mm?) a pro buiiky bazalniho epitelu bylo pocitano ptiblizné 80 bunék (plocha
polygonu pfiblizné 0,01 mm?).

Primérny pocet jader vSech keratocytt ve fixni plose 0,08 mm? byl vypocten vzdy ze dvou
skenll centralni oblasti pfedniho a zadniho stromatu. Pro denzitu keratocytd zadniho stromatu
byly hodnoceny dva skeny nasledujici po poslednim skenu endotelu a pro denzitu keratocytii
pfedniho stromatu byly pouzity dva skeny ptedchazejici sken epitelu. Pimérna hodnota
ziskand z vyhodnocenych skent byla zaznamenana jako denzita bun¢k v konkrétni vrstvé
(pocet bun¢€k/plochu = No/mm?).

Pro hodnoceni nervovych vldken subbazalniho nervového plexu byla pouzita manualni
identifikace nervovych vldken a jejich vétveni a dale ru¢ni "trasovani" délky nervovych
vlaken (Edwards K. et al., 2012 a 2014, Dabbah M. A. et al., 2011, Heneghan C. et al., 2002).

Pro analyzu nervovych vldken byl pouzit individualizovany software pro analyzu obrazu
(NIS-Elements, Laboratory Imaging, Ceska republika). Confoscan 3 produkuje skeny se
snizenou kvalitou obrazu v okrajovych c¢astech (Szaflik J.P., 2007), proto byla hodnocena
centralni ostra ¢ast skenu o plose 0,10 mm?.

Pro zhodnoceni nervovych vldken byly vybrany Cctyfi nejreprezentativnéjsi skeny
subbazalniho plexu rohovky (dva z kazdého oka). Byla stanovena hodnota celkové délky
nervovych vladken (NFL; mm/mm?), denzita (pocet) hlavnich nervovych vldken (NFD;
No/mm?), celkovéa denzita vSech nervovych vldken (t-NFD; No/mm?), denzita bodii vétveni
nervovych vldken (NFB; No/mm?) a tortuozita nervovych vladken (NFT; bezrozmérny index)
rohovky. K ur€eni tortuozity nervovych vlaken (Obr. 13) byla pouzita metoda navrZena pro
stanoveni tortuozity sitnicovych cév, jako pomér nejkratsi vzdalenosti mezi konci nervovych
vléken a skute¢nou délkou vlakna (Heneghan C. et al., 2002).

Hodnoceni snimkt bylo provadéno anonymné, bez znalosti celkového a o€niho nalezu.
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Obr. 13 Stanoveni tortuozity nervovych vlaken rohovky (NFT; bezrozmérny index)

4.5. Glykemicka variabilita

Kompletni soubory udajti byly k dispozici u 20 pacientii s DM 1: 12 Zen a 8§ muzi. VSech 20
pacientii bylo 1é¢eno pomoci intenzifikovaného inzulinového rezimu, z toho 17 (17/20)
pomoci CSIIL. V dobé¢ zah4jeni studie devét pacienti (9/20) bylo bez chronickych diabetickych
komplikaci, u 5/20 se jiz vyvinula jedna chronicka diabeticka komplikace a 6/20 trpélo vice
chronickymi diabetickymi komplikacemi (1x pouze DN, 3x jen DR a jeden pacient
s diabetickou nefropatii, 4x byla DN, doprovdzena DR a dva pacienti mé¢li vSechny tfi typy
mikrovaskularnich komplikaci (neuropatie, nefropatie a také retinopatie). Jedenact pacienti
(11/20) mé&lo BMI (body mass index) < 25. Sest (6/20) bylo kufaki (z toho 3 méli BMI < 25),
2/20 byli klasifikovani jako byvali kutaci (jeden mél BMI < 25) a 12/20 nikdy nekoutili
(z toho 7 mélo BMI < 25). U deviti (9/20) pacienti bylo diagnostikovano onemocnéni §titné
zlazy (autoimunniho plvodu), z toho pét (5/9) uZivalo substitu¢ni terapii thyreoidalnimi
hormony a 4/9 iso-hormonélni 1é¢bu. Sest pacienti bylo lé¢eno inhibitory angiotensin
konvertujicim enzymem (ACEI); ¢tyfi pacienti perindoprilem a dal$i dva ramiprilem. Tii
z pacientt lécenych ACEI méli GV < 3,5 mmol /1 a 3 pacienti GV > 3,5 mmol / 1; 2 pacienti
méli ID < 0,6 TU / kg a 4 pacienti mé¢li ID > 0,6 IU / kg. Dalsi 1éky pouzivané pacienty
ve studijni skupin¢ by nem¢ély interferovat s analyzou. Ostatni charakteristiky pacientli jsou

uvedeny v tabulce (Tab. 7).
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4.6. Statisticka analyza

4.6.1. Diabeticka retinopatie a zmény nervovych vliken hodnocené konfokalni
mikroskopii rohovky

Ve studii bylo provedeno statistické zhodnoceni vztahu rohovkové neuropatie a stupné DR

pomoci IBM softwaru SPSS v. 23 (Shapiro-Wilk test pro ovefeni normality dat, ANOVA

a Bonferroni post-hoc test pro testovani rozdili mezi skupinami). IBM SamplePower v. 23

software byl pouzit pro zhodnoceni statistické sily pouzitych testl. Vysledky jsou uvadény

jako primér + smérodatnd odchylka. Hodnota p <0.05 byla povazovana za statisticky

vyznamnou.

4.6.2. Vliv doby trvani a véku v dobé diagnozy diabetes mellitus 1. typu na
denzitu rohovkovych bunék a nervova vlikna
Srovnani véku, trvani DM1 a HbAlc mezi skupinami subjektii bylo provedeno klasickym
jednosmérnym ANOVA testem. Pro odhad souvislosti pomoci vice parametrt, vliv véku,
trvani DM 1, HbA Ic, pfitomnost/neptitomnost DM 1 (DM 1 status) a stupeit DR, byl pouzit
test GEE modelt (generalized estimating equation), kde dvé nebo c¢tyfi méfeni daného
vysledku, na obou ocich jediného subjektu, byly oSetfeny jako multivariatni pozorovani.
Vykazované p-hodnoty a intervaly spolehlivosti byly ziskany pouzitim Waldova statistického
testu. Model GEE byl vyplnén ziskanymi udaji s fungujici strukturou nezavislosti, vrstveny
odhad byl pouzit k Gpravé rozptylu pro korelaci vysledkii. Prvni, neupravené univariantni
modely byly vhodné pro zhodnoceni celého vzorku subjektii (n = 80), s linearnim vékem,
pfitomnosti/neptfitomnosti DM 1 (status DM 1) a skupinou DR (bez DR, lehkd DR a tézka
DR), ktera je vnotfena do skupiny DM 1 pacientil, a to oddélené, jako jednotlivé prediktory.
Dale upravené modely byly soubézné a vzajemné upraveny pro testovani skupiny pacienti
s DM 1 (n = 60) pro parametry: v€k v dobé diagnézy DM 1, doba trvani DM 1, HbAlc
a stupeit DR. K provedeni analyz byla pouzita knihovna "GEE" ve statistickém balicku
R 3.3.0.

4.6.3. Vliv klinickych faktorii na nervova vlikna rohovky u pacientii s DM 1
Pro zhodnoceni parametri glykemické variability byla statistickd analyza provedena
pomoci softwaru SPSS SW v. 24 (IBM SPSS Statistics, IBM Corporation, Chicago, IL,
USA). Neparametrické korelacni analyzy byly provedeny na vSech parametrech (Spearman’s

rho). Mann-Whitneyiv test byl pouzit pro srovnani ve dvou skupinich a Kruskal-Wallistiv
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test pro tfi nebo vice skupinova srovnani. Pro kategorizaci byly pouzity hodnoty dle
doporuéeni Ceské diabetologické spoleénosti pro 1é¢ebné cile. Pro jednotlivé skupiny byly
pouzity nésledujici parametry: pohlavi, BMI (pacienti s BMI < 25 byli srovnani s pacienty
s BMI > 25), kutaci (kutak/ex-kuiak/nekuiak), HbAlc (pacienti s HbAlc < 60 mmol/mol
oproti pacientim s HbAlc > 60 mmol/mol), glykemicka variabilita (referencni hodnota GV =
3,5 mmol/l), davka inzulinu (referen¢ni hodnota ID = 0,6 1U/kg), LDL cholesterol (LDL-low
density lipoprotein) (referen¢ni hodnota byla 2,5 mmol/l), hladina vitaminu D (referen¢ni
hodnota byla 50 nmol/l), funkce S§titné zlazy (hormony stimulujici Stitnou zldzu (TSH)
a hladiny hormonu volného tyroxinu [fT4]) a vysoky krevni tlak (systolicky krevni tlak > 140
mm Hg, diastolicky krevni tlak > 90 mm Hg). Dalsi proménné, které by mohly byt
potencidlné pouzity jako skupinové proménné, nebyly v nasi analyze hodnoceny vzhledem
k malé variabilité¢ v ramci skupiny. Napiiklad nikdo netrpél ischemickou chorobou dolnich
koncetin, proto index kotnik-paze (ABI) nebo parametr tloustka intima-media (IMT) nebyly
pouzity. Dale u vétSiny pacientli byly normdalni hodnoty HDL cholesterolu (HDL — high
density lipoprotein) a triglyceridy.

Jiné proménné, které by mohly byt potencidlné pouzity jako skupinové proménné,

nemohly byt pouZity v nasi analyze vzhledem k malé ¢etnosti vyskytu v rdmci skupin.
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5. Vysledky

5.1. Diabeticka retinopatie a zmény nervovych vliken hodnocené in vivo konfokalni

mikroskopii rohovky

Klinicka a demograficka charakteristika souboru je uvedena v tabulce (Tab. 1). Primérna
uroven kompenzace hodnocend na zakladé hodnoty glykovaného hemoglobinu (HbAlc) se
mezi jednotlivymi skupinami DR statisticky vyznamné nelisila (p = 0,86; Tab 1). Rovnéz
pramérny veék se mezi jednotlivymi skupinami pacientll ani kontrolni skupinou statisticky
vyznamné neliSil (p = 0,80). Doba trvani diabetu byla u pacientll s téZkou DR statisticky
vyznamné del$i nez u pacientii bez DR a s lehkou DR (p = 0,009). U vSech vySetiovanych oci

byly ziskany kvalitni a dobfe hodnotitelné skeny subbazalniho nervového plexu rohovky.

Tab. 1 Charakteristika souboru
DM 1 - diabetes mellitus 1.typu, DR — diabeticka retinopatie, HbAlc — glykovany hemoglobin

Skupina Pocet subjektii Vék Trvani DM HbAlc
(roky) (roky) (mmol/mol)
Kontrola zdravi 12 30,1+8,7 - -
DM 1 Bez DR 14 33,0+8,4 15,14£5,7 69,8+17,4
DM 1 Lehka DR 14 33,2+10,3 18,3+9,0 72,6+11,1
DM 1 Tézka DR 10 33,2483 23,6+6,8 70,9+11,0

Ve vSech sledovanych parametrech nervovych vlaken byly prokazany statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami (p < 0,0001) pfi statistické sile testu > 99 %. Pii hodnoceni
NFD byl ve vsech skupindch pacienti s DM 1 (bez DR, s lehkou DR a tézkou DR) prokazan
ubytek poctu nervovych vlaken ve srovnani se zdravymi jedinci (p < 0,0001, p = 0,004, resp.
p <0,0001; Graf 1). NFD byla rovnéz statisticky vyznamné niz$i ve skupiné s tézkou DR nez
ve skupiné s lehkou DR (p = 0,036; Graf 1). Pfi srovndni denzity vSech zastizenych
nervovych vlaken rohovky (t-NFD) byl prokazan statisticky vyznamné nizsi poc€et nervovych
vlaken u pacientli ve skupin€ bez DR a ve skupin¢ s t€¢zkou DR nez u zdravych jedincii
(p=0,024, resp. p <0,0001; Graf 2). Obdobn¢ pii srovnani NFL byl prokazan statisticky

vyznamny pokles celkové délky vlaken ve skupin€ bez DR a s t€zkou DR, oproti hodnotam
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zdravych jedincti (p = 0,007, resp. p < 0,0001; Graf 3). Zaroven byla prokazana nizsi hodnota
NFL u pacientil s t¢zkou DR oproti pacientiim s lehkou DR (p=0,028). Pii zhodnoceni NFT
byl naopak patrny nartst tortuozity ve skupiné s t€zZkou DR ve srovnani se skupinou zdravych
jedinct 1 skupinou bez DR (p < 0,0001, resp. p = 0,001; Graf 4). Podrobné¢ jsou vysledky pro
NFD, t-NFD, NFL a NFT pro jednotlivé sledované skupiny uvedeny tabulce (Tab. 2)

Tab. 2 Parametry nervovych vlaken rohovky dle stupné diabetické retinopatie (DR)

t-NFD (No/ mm?) - denzita vsech zachycenych nervovych vidken; NFD (No/mm?) - denzita hlavnich
nervovych vidken; NFL (mm/mm?) - celkova délka nervovych vidken; NFT, bezrozmérné cislo —
tortuozita nervovych vldaken

Skupina Prameér Smérodatna Median Minimum Maximum
odchylka
t-NFD Zdravi 75,4 18,6 70,0 55,0 105,0
(No/mm?) Bez DR 56,1 14,7 55,0 25,0 85,0
Lehka DR 58,6 13,6 65,0 30,0 75,0
Tézka DR 45,0 14,3 42,5 25,0 65,0
NFD Zdravi 45,8 7,3 47,5 30,0 55,0
(No/mm?) Bez DR 29,6 9,7 30,0 10,0 45,0
Lehka DR 32,9 9,1 30,0 15,0 50,0
Térka DR 24,0 8,8 25,0 10,0 35,0
NFL Zdravi 17,0 3,1 17,7 12,5 21,8
(mm/mm?) Bez DR 12,5 3,2 12,5 6,3 18,1
Lehki DR 14,0 33 14,8 7,4 17,7
Térka DR 9,9 3,6 10,5 4,3 15,5
NFT Zdravi 1,077 0,013 1,080 1,060 1,103
Bez DR 1,082 0,013 1,082 1,065 1,115
Lehki DR 1,091 0,017 1,096 1,062 1,116
Térka DR 1,109 0,021 1,099 1,088 1,153
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Graf 1 Denzita hlavnich nervovych vlaken rohovky (NFD)
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Graf 2 Denzita v§ech nervovych vlaken rohovky (t-NFD)
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Graf 3 Celkova délka nervovych vlaken rohovky (NFL)
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Graf 4 Tortuozita nervovych vlaken rohovky (NFT; bezrozmérny index)
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5.2. Vliv doby trvani a véku v dobé diagnozy diabetes mellitus 1. typu na denzitu

rohovkovych bunék a nervova vlakna

Klinickd a demograficka charakteristika souboru je uvedena v tabulce (Tab. 3). Soubor
tvofilo 60 pacienti s DM 1 a 20 zdravych kontrolnich subjektd. Primérny veék subjekti se
mezi skupinami nelisil (p = 0,36). Potvrdili jsme signifikantné¢ del$i dobu trvani DM 1
u pacientl stézkou DR (pramér 24,0 let) a lehkou DR (primér 20,4 let) ve srovnani
s pacienty bez DR (primér 13,5 let; p-hodnota rozdilu = 0,0004). Hodnota HbAlc se mezi
jednotlivymi skupinami diabetickych pacientt nelisila (p = 0,83). Hodnoty denzity bunék pro
jednotlivé vrstvy rohovky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4). Prokdzali jsme zavislost denzity
bunek v hodnocenych vrstvach rohovky na véku (Tab. 5).

Pocet bun&k bazalniho epitelu se zvysil o 116 bunck/mm? kazdych 10 let véku (95 % CI
14-219 bunek/ mm?;, p = 0,026). Naopak denzita bun¢k stromatu a endotelidlnich bunck
se s vékem snizovala. Denzita bun¢k predniho stromatu poklesla o 55 bunék/mm? kazdych 10
let (95 % CI pro pokles 17-94 bun¢k/mm?; p = 0,005), denzita bunék zadniho stromatu se
snizila o 20 bun¢k/mm? kazdych 10 let (95 % CI pro pokles 9-30 bunc¢k/mm? p = 0,0003)
a pocet bunék endotelu se snizil o 163 buné¢k/mm? kazdych 10 let (95 % CI pro pokles 90-237
bunék/ mm?; p <0,0001).

U pacientd s DM 1 byly u¢inky zavislé hlavné na véku v dobé diagnézy DM 1 a byly
nezavislé na délce trvani onemocnéni (Tab. 6). Po stanoveni diagndzy DM 1 se zavislost véku
a denzity bazalnich epitelidlnich bunék stala zanedbatelnou a asociace véku v dobé diagnozy
a denzity bun¢k v ostatnich vrstvach rohovky oslabila a stala se statisticky nevyznamnou.
Denzita bun€k rohovky nebyla zavisla na pfitomnosti/neptitomnosti DM 1 s vyjimkou denzity
bunék predniho stromatu, kterd byla nizsi o 92 bun¢k/mm? u subjektii s DM 1 neZ u zdravych
kontrol (95 % CI pro rozdil 23—-161 cells/mm?; p = 0,009). Nejvetsi pokles denzity bunck
pfedniho stromatu byl pozorovéan u pacientti s DM 1 bez diabetické retinopatie (o 122 bunék /
mm? niz§i nez u zdravych kontrol, 95 % CI 32-213 cells/mm?; p = 0,008, Graf 5). Nebyla
prokézana zadna souvislost mezi denzitou bunék v jednotlivych vrstvach rohovky a HbAlc
nebo stupném diabetické retinopatie (Tab. 6, Graf 5).

Souhrn vysledkli parametrii subbazalniho nervového plexu je uveden v tabulce (Tab. 4).
Nebyly nalezeny zaddné vazby mezi vékem a NFD, t-NFD, NBD, NFL nebo NFT (Tab. 5).
Sledované parametry NFD, t-NFD, NBD a NFL byly statisticky vyznamné¢ niz$i u pacienti
s DM 1 nez u kontrol (p < 0,0001, Tab 5) a vysledky naznacovaly, Ze se dale snizuji
se stupném DR. Hodnoty NFD, t-NFD, NBD, a NFL se neliSily mezi skupinami bez DR
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a lehké DR, ale byly vyznamné nizsi ve skuping s tézkou DR ve srovnani bez DR (p = 0,0012,
p = 0,0010, p = 0,0194, p = 0,079, Tab. 6, Graf 6). Hodnota NFT byla vyssi ve skupiné
s lehkou DR a s tézkou DR oproti kontrolni skupiné (p = 0,0077, p = 0,0024, Tab. 5).
U pacientii s DM 1 byla NFT vyssi u lehké DR a té¢zké DR ve srovnani bez DR (p = 0,0394,
p =0,0155, resp., Tab. 6). Pacienti s vy$§im vékem v dobé¢ diagnozy DM 1 m¢li vyssi NFD ve
srovnani s pacienty stejného véku a stupné DR, ktefi byli v dobé diagné6zy DM 1 mladsi (p =
0,0021). Podobna situace byla pozorovana pii hodnoceni parametru NFL (p = 0,0540, Tab. 6).
Mezi parametry nervovych vlaken a HbAlc nebo délkou trvani DM 1 nebyla prokazana

zavislost (Tab. 6).

Tab. 3 Charakteristika souboru
Diabetes mellitus 1. typu (DM 1), diabeticka retinopatie (DR), glykovany hemoglobin (HbAlc)

Vék Trvani DM 1  Vék v dobé dg. HbAlc
Skupina DM 1

Primer (SD) Priumer (SD) Prumer (SD) Prumer (SD)
Zdravi n=20 32.2.(9.9) - - -
DM 1, Bez DR n=24 37.7 (12.3) 13.5(7.2) 24.2 (12.8) 70.8 (16.0)
DM 1, Lehkda DR  n=2] 359 (11.1) 20.4 (9.1) 15.5(12.8) 73.3 (11.2)
DM 1, TézkaDR pn=15 33.6 (7.7) 24.0 (7.3) 9.6 (3.2) 71.6 (13.4)

n=80 p=0.36 p=0.0004 p=0.0007 p=0.83
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Tab. 4 Denzita bunék bazalniho epitelu, stromatu, endotelu a parametry subbazalniho nervového

plexu

Pocet bunék nebo nervovych vidaken/mm?;(No/mm?) nebo délka nervovych vidken (mm/mm?, diabetes
mellitus 1. typu (DM 1), diabeticka retinopatie (DR)

Denzita bazalnich
bunék epitelu
Priimeér (SD; No/mm?)

Denzita bun¢k predniho
stromatu
Priimér (SD; No/mm?)

Denzita bunék zadniho
stromatu
Priimeér (SD; No/mm?®)

Denzita bun€k endotelu
Priimér (SD; No/mm?)

Denzita hlavnich
nervovych vlaken
Priimér (SD; No/mm?)

Denzita vsech
nervovych vlaken
Priimeér (SD; No/mm?®)

Délka nervovych vlaken
Priimeér (SD; mm/mm?’)

Tortuozita nervovych
vlaken
Priimer (SD; index)

Denzita bodu vétveni
nervovych vlaken
Priimér (SD; No/mm?®)

Zdravi
(n=20)

6464.2
(522.4)

782.3
(134.1)

534.4
(56.1)

2927.4
(398.0)

43.12
(7.20)

69.50
(16.93)

16.45
(3.40)

1.08
(0.01)

30.38
(18.82)

DM 1

bez DR
(n=24)
6759.4
(558.3)

659.8
(180.1)

500.4
(63.0)

2701.8
(479.4)

31.98
(9.30)

55.73
(19.77)

12.37
(4.23)

1.08
(0.01)

21.15
(12.42)

DM 1

lehka DR

(n=21)
6534.4
(446.4)

712.7
(147.9)

536.0
(56.2)

2779.8
(272.9)

31.31
(7.19)

51.55
(14.84)

11.98
(2.98)

1.09
(0.02)

19.29
(11.89)

DM 1

tézka DR

(n=15)
6566.2
(576.5)

711.8
(110.4)

532.7
(48.5)

2925.2
(344.0)

19.33
(8.04)

32.67
(14.95)

7.50
(3.29)

1.12
(0.05)

10.06
(7.36)
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Tab §

Veék (za 10 let)
DM 1 vztazeno ke kontrole
DR vztazeno ke kontrole
Bez DR
Lehka DR
Tézka DR

Veék (za 10 let)
DM lvztazeno ke kontrole
DR vztazeno ke kontrole
Bez DR
Lehka DR
Tézka DR

Veék (za 10 let)
DM lvztazeno ke kontrole
DR vztazeno ke kontrole
Bez DR
Lehka DR
Tézka DR

Denzita bazalnich bunék epitelu

(absolutni zména, No/mm?)

Denzita bunék predniho stromatu

(absolutni zména, No/mm?)

Denzita bunék zadniho stromatu

(absolutni zmé&na, No/mm?)

Coef. 95% CI P
116 (14 -219) 0.0262
172 (-88 —432) 0.1946

0.2782
295 (-17 —608) 0.0641
70 (-221 —-361) 0.6360
115 (-249 -479) 0.5354
Délka nervovych vliken
(absolutni zména, pm/mm?)
Coef. 95% CI P
0.16 (-0.65 —0.96) 0.7014
-5.28 (-7.04 —-3.51) 0.0000
0.0000

-4.05 (-6.28 —-1.82) 0.0004

-4.47 (-6.38 —-2.56) 0.0000

-8.66 (-10.84 —-6.49) 0.0000

Denzita nervovych vliken
(relativni zména)

Coef. 95% CI P

1.010 (0.952 —1.072) 0.7403

0.664 (0.594 —0.743) 0.0000

0.0000

0.742 (0.648 —0.848) 0.0000

0.726 (0.644 —0.818) 0.0000

0.448 (0.358 —0.559) 0.0000

Coef. 95% CI P
-55 (-94 —-17) 0.0051
-92 (-161 —-23) 0.0093

0.0567

-122 (-213 —-32) 0.0083
-70 (-154 —15) 0.1055
-73 (-153 - 6) 0.0715

Tortuozita nervovych vliaken
(absolutni zména, % nad 1)

Coef. 95% CI P

0.264  (-0.072 —0.600) 0.1235
1.615 (0.648 —2.582) 0.0011

0.0024
0.487  (-0.276 —1.251) 0.2108
1.397 (0.369 —2.425) 0.0077
3.919 (1.386 —6.452) 0.0024

Denzita v§ech nervovych vliken
(relativni zména)
Coef. 95% CI )4

0.993 (0.924 —1.067) 0.8500
0.699 (0.605 —0.807) 0.0000

0.0000
0.802 (0.674 —0.954) 0.0127
0.742 (0.633 —0.869) 0.0002
0.466 (0.362 —0.601) 0.0000

Coef. 95% CI P
-20 (-30 —-9) 0.0003
-13 (-42 - 15) 0.3483

0.1318
-34 (-68 — 0) 0.0525
2 (-32 -395) 0.9262
-2 (-35 -32) 0.9234
Denzita vétveni nervovych
vlaken (relativni zména)

Coef. 95% CI )4

1.009 (0.895 —1.137) 0.8822

0.579 (0.424 —0.791) 0.0006

0.0000

0.700 (0.492 —0.996) 0.0476

0.597 (0.420 —0.850) 0.0042

0.329 (0.207 —0.523) 0.0000

Coef.
-163
-143

-226
-148
-2

Vysledky univaria¢niho modelu: asociace véku, Pritomnost/neptitomnost DM 1(status DM1), supné diabetické retinopatie (vzajemné nejsou upravené) s denzitou bunké
rohovky a sledovanymi parametry nervovych vlakne rohovky. Soubor: 60 pacienti s DM 1 a 20 kontrolnich subjektii.

Denzita bunék endotelu
(absolutni zména, No/mm?)

95% CI )
(-237 —-90)  0.0000
(-340 —53)  0.1521

0.1760
(-479 —28)  0.0809
(-352 —57)  0.1575
(-245 —242)  0.9903
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Tab 6

Veék v dobé diagnozy (za 10 let)
Trvani DM 1 (za 10 let)
HbAlc (po 10 mmol/mol)
DR vztazeno k bez DR
Lehka DR
Tézka DR

Vék v dobé diagnozy (za 10 let)
Trvani DM 1 (za 10 let)
HbAlc (po 10 mmol/mol)
DR vztazeno k bez DR
Lehka DR
Teézka DR

Vék v dobé diagnozy (za 10 let)
Trvani DM 1 (za 10 let)
HbAlc (po 10 mmol/mol)
DR vztazeno k bez DR
Lehka DR
Tézka DR

Denzita bazalnich bunék epitelu
(absolutni zména, No/mm?)

Vysledky multivariaéniho modelu: asociace véku v dobé diagnézy DM 1, trvani DM1, HbAlc (vzajemné upravené) a diabetické retinopatie dle stupné (upraveno podle véku
pii diagnéze DM 1 a trvani DM 1) s denzitou bunék rohovky a sledovanymi parametry nervovych vlaken rohovky. Soubor: 60 pacientd s DM 1 a 20 kontrolnich subjekti

Denzita bunék endotelu
(absolutni zména, No/mm?)

Denzita bunék zadniho stromatu
(absolutni zména, No/mm?)

Denzita bunék predniho stromatu
(absolutni zména, No/mm?)

Coef.
111

1

-51

-149
-51

95% CI
(4 -219)
(-141 —143)
(-139 —37)

(-444 — 146)
(-489 —388)

Délka nervovych vliken

p
0.0424

0.9874
0.2544
0.5657
0.3215
0.8215

(absolutni zména, pm/mm?)

Coef.
0.95
-0.45
0.26

0.21
-3.55

1.101
0.981
1.011

1.024
0.654

95% CI
(-0.02 —1.92)
(-1.51 —0.60)
(-0.47 —0.99)

(-1.79 —2.21)
(-6.17 —-0.93)

Denzita nervovych vliken

(relativni zména)
95% CI

(1.036 — 1.171)
(0.896 — 1.074)
(0.951 —1.074)

(0.886 —1.183)
(0.506 — 0.845)

p
0.0540

0.3997
0.4828
0.0035
0.8363
0.0079

0.0021
0.6777
0.7312
0.0009
0.7486
0.0012

Coef. 95% CI P Coef. 95% CI p  Coef. 95% CI P
-49 (-98 —-0) 0.0479 -20 (-32 —-8) 0.0014 -150 (-238 —-62) 0.0009
-33 (-86 —21) 0.2311 -17 (-36 — 2) 0.0754 -56 (-164 —51) 0.3052

-6 (-27 - 15) 0.5838 2 (-10 —14) 0.7991 23 (-50 —96) 0.5356
0.7550 0.0757 0.6614
38 (-62 —138) 0.4553 38 (4 -72) 0.0284 3 (-217 —223) 0.9799
21 (-81 —123) 0.6840 34 (-4 -72) 0.0787 95 (-170 —360) 0.4807
Tortuozita nervovych vlaken
(absolutni zména, % nad 1)

Coef. 95% CI P

-0.07 (-0.434 —0.294) 0.7060

0.559 (-0.108 —1.227) 0.1005

-0.059 (-0.566 —0.448) 0.8190
0.0246

1.058 (0.051 —2.064) 0.0394

3.687 (0.702 —6.673) 0.0155
Denzita vSech nervovych vliken Denzita vétveni nervovych vlaken

(relativni zména) (relativni zména)

Coef. 95% CI P Coef. 95% CI P

1.068 (0.981 —1.164) 0.1307  1.104 (0.960 —1.271) 0.1653

0.944 (0.839 —1.062) 0.3379  0.862 (0.706 —1.054) 0.1486

1.003 (0.936 —1.075) 0.9346  1.035 (0.931 —1.149) 0.5262

0.0032 0.0603

0.953 (0.803 —1.131) 0.5833  0.952 (0.708 —1.280) 0.7461

0.612 (0.457 —0.820) 0.0010  0.570 (0.356 —0.913) 0.0194
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Graf 5 Denzita bunék rohovky u zdravych subjektt a pacienti s DM 1 rozdélenych dle
stupné diabetické retinopatie (DR)
(bez DR = No DR, lehka DR = Mild DR, t¢Zk4 DR = Severe DR)
Denzita bun€¢k bazalniho epitetlu (Basal epithelial cell density), denzita bunck ptedniho
stromatu (Anterior stroma cell density), denzita bunék zadniho stromatu (Posterior stroma cell
density), denzita bun€k endotelu (Endothelial cell density);
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Graf 6 Hodnocené parametry nervovych vliken rohovky u zdravych subjektii a pacienti
s DM1 rozdélenych dle stupné diabetické retinopatie (DR)

(bez DR = No DR, lehka DR = Mild DR, t¢Zk4 DR = Severe DR)

Denzita hlavnich nervovych vidken (Nerve fiber density: NEFD; No/mm?), denzita viech
nervovych vlaken (Total nerve fiber density: t-NFD; No/mm?®), délka nervovych vlaken (Nerve
fiber length: NFL; mm/mm?), tortuozita nervovych vlaken (NFT; bezrozmérny index), denzita
bodii vétveni (Total nerve fiber branch density NFB; No/mm?) u zdravych subjekti a pacienti
s DM 1, rozdélenych dle stupné diabetické retinopatie (bez DR = No DR, lehka DR = Mild DR,
tézka DR = Severe DR)
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5.3. Vliv klinickych faktorii na nervova vlikna rohovky u pacienti s DM 1

5.3.1. Vliv Kklinickych faktori nesouvisejicich piimo s diabetem

na parametry nervovych vlaken rohovky

Neprokazali jsme zadny vliv véku, pohlavi, BMI nebo koufeni cigaret na sledované
parametry nervovych vladken rohovky (tj. NFD, NFL a NBD). Rovnéz jsme neprokazali
zadny vliv parametri, které byly pouzity jako skupinové proménné (hladina vitaminu D,
lipidy — LDL cholesterol, systolicky a diastolicky krevni tlak) na stav nervovych vlaken
rohovky (Tab. 7).

Jak jiz bylo zminéno, faktory jako triglyceridy, IMT nebo ABI nebyly pouzity jako
skupinové proménné vzhledem k malé variabilit¢ naSeho souboru v ramci téchto
kategorii. Byl vSak pozorovan neoCekdavany vztah mezi funkci Stitné zlazy
a sledovanymi parametry nervovych vldken rohovky. Ackoliv jsme neprokazali
zavislost parametrii rohovkovych nervii na hladiné TSH (Tab. 8), prokazali jsme
pozitivni korelaci mezi hladinami fT4 a NFD (r = 0,46, P = 0,041) a mezi fT4 a NBD
(r=20,535,P=0,015; Graf 7 a 8).

Tt1 (3/6) pacienti 1léceni ACEI méli GV <3,5 mmol/l a tfi (3/6) pacienti GV > 3.5
mmol/l; dva (2/6) pacienti m¢li ID < 0,6 IU/kg a ctyii (4/6) pacienti méli ID > 0,6
IU/kg. Vzhledem k tomu, Ze dva (2/6) pacienti uzivali dva rizné preparaty ACEI s jinou
ucinnou latkou v riznych davkach, 1écba pomoci ACEI nebyla pouzita jako parametr

skupinové variability.

5.3.2. Vliv Kklinickych faktori souvisejicich s diabetem na parametry

nervovych vlaken rohovky

Glykemicka variabilita vyjadiend jako SD glykémie vypoctena z CGM profila byla
asociovana se vSemi analyzovanymi nervovymi parametry (tj. NFD, NFL a NBD).
Piekvapivé byly tyto parametry vysSi u pacientt s DM 1 s vyssi glykemickou
variabilitou (Tab. 7, Graf 9, 10 a 11). Nejzietelnéjsi spojeni bylo pozorovano mezi GV
a NBD, kdy pacienti s vy$$i hodnotou GV meéli vyssi NBD (p = 0,023; Graf 9).
Asociace mezi HbAlc a sledovanymi parametry nervovych vlaken rohovky byla

zanedbatelna.
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Celkova ID na kilogram byla také asociovana s GV (r = 0,531, p = 0,016). Hodnoty

NFD, NFL a NBD u pacientii s vyssi celkovou davkou inzulinu na kilogram byly

statisticky vyznamné vyssi (p = 0,02, p = 0,01, p = 0,012, resp. Tab. 7, Graf. 12, 13

al4).

Tab 7. Charakteristika souboru

Diabetes mellitus 1.typu (DM 1), glykovany hemoglobin (HbAlc), body mass index (BMI),

standardni odchylka (SD)glykémie

Vék (roky)

Trvani DM 1 (roky)
HbA1c (mmol/mol)
Glykémie SD* (mmol/1)
Celkova davka inzulinu za 24 h
I0)

Celkova davka inzulinu za 24 h
davka//kg (IU/kg)

TSH (mIU/1)
fT4 (pmol/l)

LDL (mmol/l)
25-OH vitamin D (nmol/l)
BMI (kg/m?)
Systolicky krevni tlak (mmHg)

Diastolicky krevni tlak (mmHg)

* hodnota vypocitana z CGM profilii (Continuous Glucose Monitoring)

Priumér

39.5

15.5

68.0

3.5

37.5

0.5

1.1

14.2

23

56.1

24.6

129.0

79.0

Median

41.6

16.2

71.4

3.4

429

0.6

1.8

14.1

24

52.7

25.1

126.8

78.9

SD

13.1

10.7

14.2

0.6

15.3

0.2

2.1

2.5

0.7

15.9

2.7

14.0

6.3
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Tab. 8 Neparametricka korela¢ni analyza
(pouzit Spearman's rho test; N=20)

Pohlavi
Vék (roky)

Body mass index
(BMI ; kg/m?)

Kurak
Glykovany

hemoglobin
(HbA1c; mmol/mol)

LDL(cholesterol)

Thyreotropni hormon
(TSH; mIU/T)

Volny thyroxin
(fT4; pmol/I)

25-OH vitamin D
(nmol/1)

Systolicky krevni tlak
Diastolicky krevni tlak

Glykemicka variabilita
(GV; mmol/l)

Inzulinova davka
(ID; IU/kg)

* Korelac¢ni koeficient je statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti < 0,05
** Korelacni koeficient je statisticky vyznamny na hladin€ vyznamnosti < 0,01

Korela¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelacni koeficient
Sig. (2-tailed)

Korelaéni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelaéni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelacni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelaéni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelaéni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)
Korelac¢ni koeficient
Sig. (2-tailed)

NFD

-0.115
0.629
0.026
0.915
-0.026
0.915
-0.247
0.293
0.071
0.765

-0.144
0.544
0.183
0.439
0.460°
0.041
0.266
0.257
-0.047
0.845
-0.359
0.120
0.358
0.121
0.502°
0.024

NFL

-0.195
0.411
0.096
0.686
0.063
0.791
-0.206
0.385
0.109
0.649

-0.091
0.704
0.239
0.310
0.321
0.167
0.292
0.212
-0.060
0.801
-0.339
0.144
0.429
0.059
0.568™
0.009

NBD

-0.116
0.628

0.002
0.992
-0.014
0.952
-0.244
0.300
0.071

0.766

-0.082
0.731

0.079
0.740
0.535"
0.015

0.400
0.080
0.091

0.704
-0.250
0.289
0.513"
0.021

0.509°
0.022
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Graf 7 Korelace mezi hladinou volného tyroxinu (fT4; pmol/l) a denzitou nervovych

vlaken rohovky (NFD; No/ mm?)
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Graf 8 Korelace mezi hladinou volného tyroxinu (fT4; pmol/l) a denzitou bodl vétveni
nervovych vlidken rohovky (NBD; No/ mm?)
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Graf 9 Efekt glykemické variability (GV; mezni hodnota GV=3,5 mmol/l) na denzitu bodi
vétveni nervovych vlaken rohovky (NBD; No/mm?2)
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Graf 10 Efekt glykemické variability (GV; mezni hodnota GV=3,5 mmol/l) na denzitu
nervovych vldken rohovky (NFD; No/mmz2)
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Graf 11 Efekt glykemické variability (GV; mezni hodnota GV=3,5 mmol/l) na celkovou
délku nervovych vliken rohovky (NFL; mm/mm?2 )
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Graf 12 Efekt celkové inzulinové davky (ID; mezni hodnota ID=0.6 1U/kg) na denzitu

nervovych vliaken rohovky (NFD; No/mm?2)
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Graf 13 Efekt celkové inzulinové davky (ID; mezni hodnota ID=0.6 IU/kg) na denzitu
bodi vétveni nervovych vlaken rohovky (NBD; No/mm?2)
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Graf 14 Efekt celkové inzulinové diavky (ID; mezni hodnota ID=0.6 IU/kg) na celkovou
délku nervovych vlaken rohovky (NFL; mm/mm?2)
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6. Diskuze

wev

problémi. U pacienti s DM se vlivem dlouhodobé putsobici hyperglykémie rozviji
chronické mikrovaskularni poSkozeni. V popiedi z4jmu stale ziistava zrak ohrozujici
DR. Diabetické komplikace postihuji také tkané povrchu oka, vcetné rohovky.
Souvislost mezi DM a poskozenim jednotlivych vrstev rohovky, oznacovanym jako
diabeticka keratopatie, je obecné akceptovana. Pfedpoklada se, ze se rozvine u dvou
tietin pacientli (Shih K.C. et al., 2017, Threatt J. et al., 2013). Zahrnuje zménu denzity
bunck bazalniho epitlelu, keratocytii ¢i endotelu rohovky, a pfedev§im progresivni
poskozeni nervovych vlaken rohovky, tzv. rohovkovou neuropatii (Han S.B. et al.,

2019).

Denzita bazalniho epitelu

V piedchozich studiich hodnoticich buiiky epitelu u zdravych subjekti ve vztahu
k v€ku se nepodafilo nalézt signifikantni korelaci mezi denzitou bun¢k bazalniho epitelu
a vékem (Gambato C. et al., 2015, Niederer R.L. et al.,2007, Vanathi M. et al., 2003,
Dedk E.A. et al., 2019), ackoliv byl trend ubytku bun¢k epitelu s v€kem ve studiich
naznaCen (Niederer R.L. et al., 2007, Vanathi M. et al., 2003). Dale se ptedpoklada
pokles poctu bunék bazalniho epitelu vlivem hyperglykemii navozené apoptozy, ktery
byl prokdzdn na mySim modelu ve studii, kdy byl u zvifat diabetes navozen
streptozotocinem. Snizend denzita bunck epitelu byla zjisténa pfi hodnotach hladiny
glukézy zvysené o 200 % nad normu (Cai D. et al., 2014).

V nasi studii nebyl potvrzen vyznamny rozdil mezi denzitou bun¢k bazalniho epitelu
u pacienti s DM 1 a kontrolni skupinou. Zaroven bylo zjiSténo, ze denzita bunck
bazéalniho epitelu se naopak sv€kem zvySovala. Nicmén€ podle naSich vysledki
spojitost s vékem vymizela po stanoveni diagné6zy DM 1. Nase vysledky mohou
naznacovat, ze DM 1 ma na denzitu bazalnich epitelidlnich bun&k opacny vliv nez vék.

Nekteré z predchozich studii, které se zabyvaly DM 2, zaznamenaly pokles denzity
bun¢k bazalniho epitelu (Dehghani C. et al., 2016, Bitirgen G. et al., 2014, Quadrado
M.J. et al., 2006). Z etiopatogenetického hlediska je DM 1 zdsadné odliSna choroba nez
DM 2. Soucasné byl veék subjekt ve studovanych souborech vyssi (cca 60 let), coz by

mohlo vysvétlit, pro¢ se nam nepodafilo najit vyznamny rozdil mezi poctem bunck
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bazéalniho epitelu ve skupiné s DM 1 a kontrolni skupinou. Vysvétlenim nasich
vysledkl maze byt protichiidny vliv véku a ptisobeni DM 1.

V slzach diabetickych pacientii byla popsana zvysSena hladina IGFBP3 (Wu Y.C. et
al., 2012). IGFBP3 patii do rodiny proteint s vyssi afinitou k receptoru IFG-1, ktera
slouzi k sekvestraci extracellularniho IGF-1 a zabranéni aktivace IGF-1 receptoru
(Baxter R.C., 2000). Bylo prokazano, ze IGBP3 ovliviiuje inzulinovou resistenci
a apoptozu v raznych typech bunck na IGF-1 nezavislou cestou (Muzumdar R.H. et al.,
2006, Jia Y. et al., 2010). To naznacuje, Ze dlouhodobé zvyseni exprese IGFBP3 miize
prispét k patogenezi abnormalit epitelu rohovky u pacientti s diabetem prostfednictvim
zeslabeni normalni signalizace IGF-1. V nékterych studiich s DM 1 pacienty naopak
nebylo nalezeno signifikantni zvySeni IGFBP3, pravdépodobné v duasledku zkresleni
vysledkt pii soucasné 1€cbe inzulinem (Song F. et al., 2016, Wu Y.C. et al. 2012). Dale
bylo prokéazéano, ze 1écba inzulinem obnovuje cirkadidnni rytmus déleni bunék epitelu
rohovky u diabetickych mysi (Song F. et al., 2016).

Lécba subjektl s DM 1 inzulinem muze byt dalSim diivodem, pro¢ jsme v nasi studii
nepozorovali pokles denzity bun€k bazalniho epitelu ve srovnani se zdravymi jedinci

(Klocek M.S. et al., 2009).

Denzita bunék stromatu

Vysledky tykajici se u¢inku DM na denzitu bun€k stromatu jsou protichiidné.
Nekteti autofi nenasli rozdil v poctu bun€k stromatu mezi DM 2 nebo DM 1
a kontrolnimi subjekty. (Quadrado M.J. et al., 2006, Dehghani C. et al., 2016). Szalai et
al. naSel vyssi denzitu bunék stromatu u pacienti s DM 1 bez DR ve srovnani
s kontrolami (Szalai E. et al., 2016).

V nasi studii byla zaznamenana niz§i denzita bunék v pfednim stromatu rohovky
diabetickych pacientl (nejvice vyjadfeno ve skupin€ bez DR) a kontrolnimi subjekty.
Nebyl zjistén rozdil v denzit¢ bunék v zadnim stomatu mezi skupinami s DM 1
a zdravymi subjekty.

Vysledky jsou v souladu se studii Bitirgena et al., ktery také prokazal snizenou
denzitu bun€k v prednim stromatu u pacientl s DM 2, ale zadny rozdil v denzité bun¢k
v zadnim stromatu ve srovnani s kontrolnimi subjekty (Bitirgen G. et al., 2014).

V nasi praci jsme na rozdil od jejich vysledkl prokazali nejvyraznéjsi snizeni denzity
bunék v pfednim stromatu u pacientti s DM 1 bez DR, ve které byl nizs§i primérny vek.

V souladu s predchozimi studiemi jsme prokazali, ze denzita bun¢k jak ptedniho, tak
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zadniho stromatu se snizuje s vékem (Dehghani C. et al., 2016, Gambato C. et al., 2015,
Niederer R.L. et al., 2007). Po stanoveni diagnézy DM 1 se zavislost denzity bun¢k
stromatu s vékem oslabuje. To miize opét naznacovat, ze DM 1 a/nebo 1écba inzulinem

ma vliv na regulaci po¢tu bunék stromatu.

Denzita endotelu

Studie prokazaly, Ze diabetem navozené zmény endotelu ovliviiuji jeho permeabilitu,
¢imz je porusena jeho bariérovda funkce. Dale se zvySuje polymegatismus
a pleomorfismus bunck endotelu a soucasné¢ se snizuje denzita bunc¢k endotelu
v porovnani s kontrolni skupinou obdobného véku (Inoue K. et al., 2002, Calvo-Maroto
A.M. et al., 2015, Sudhir R.R. et al., 2012, Szalai E. et al., 2016). Bitirgen et al. popsali
sniZzenou denzitu endotelovych bun¢k pouze u pacienti s DM 2 s proliferativni DR
(Bitirgen G. et al., 2014). Byla také nalezena souvislost mezi HbAlc a stupném DR
(Sudhir R.R. et al., 2012, Modis L.J.R.et al., 2010).

V nasi studii jsme potvrdili obecné znamy vliv v€ku na pokles denzity endotelovych
bunck (Gambato C. et al., 2015, Niederer R.L. et al., 2007). V nasi studii nebyl
prekvapive zjistén zadny rozdil v denzit¢ bunck endotelu pii srovnani pacientit DM 1 se
zdravymi subjekty. Zda se vSak, Ze vliv v€ku na denzitu endotelu se oslabi po stanoveni
diagn6zy DM 1, coZ bylo obdobné pozorovano u denzity keratocytl. Zjisténi mize opét
naznacCovat, ze DM 1 a/nebo 1é¢ba inzulinem ma vliv na denzitu bun¢k endotelu. Tento
efekt by tedy mél byt posouzen v dalSich studiich.

V nasi studii nebyla nalezena Zadna souvislost mezi trvanim DM 1, hodnotou HbA1c

¢1 stupném diabetické retinopatie a denzitou bunék v jednotlivych vrstvach rohovky.

Stav nervovych vlaken

Bylo prokazano, ze DM ovliviluje stav subbazalnich nervovych vldken rohovky
(Papanas N. and Ziegler D., 2015, Jiang M.S. et al. 2016, Petropoulos 1. N.et al., 2018,
Dedk EA et al., 2019). Porovnani vysledki z riznych studii je vSak komplikované
vzhledem k rozdilné metodice a/nebo pouziti odlisnych pfistroji pro konfokalni
mikroskopii rohovky. Hodnoty ziskané pouzitim riznych typl zafizeni nejsou piimo
srovnatelné (Erie E.A. et al., 2008, Szaflik J.P. et al., 2007). Obecné¢ plati, ze hodnoty
NFD (obvykle definovany jako denzita hlavnich nervovych vldken) jsou wvyssi

pfi pouziti SSCM v porovnani s LSCM. Nizsi rozliSeni SSCM mize vysvétlit obtize
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pfi rozpoznéavani hlavnich vlédken, coz vysvétluje jejich nadhodnoceni (Tavakoli M. et
al., 2015, Petropoulos L.N. et al., 2015).

V nasi studii jsme hodnotili také parametr t-NFD, ale nezdalo se, Ze by to mohl byt
vhodnéjsi parametr ve srovnani s NFD. Jako velmi vhodny se jevi parametr NFL.
Hodnoty NFL jsou ¢asto niz$i pfi pouziti SSCM, na rozdil od NFD, které jsou naopak
lehce nadhodnoceny (Tavakoli M. et al., 2012, Petropoulos L.N. et al. 2015, Jiang M.S.
et al., 2016).

Panuje neshoda ohledn¢ vlivu véku na denzitu nervovych vlaken rohovky (Oliveira-
Soto L. a Efron N, 2001, Patel D.V.et al., 2009, Erie J.C. et al., 2005). Tavakoli M. et al.
pii vytvafeni normativni databaze hodnot sledovanych parametri nervovych vlaken
prokazali mirny vliv v€ku na tyto parametry (Tavakoli M et al., 2015).

V nasi studii nebyl zjistén vliv véku na stav nervovych vlaken v DM 1 a kontrolnim
vzorku. Nasi studii vSak tvofili mladsi pacienti ve véku 22-49 let. V nékterych studiich
bylo prokdzano vyznamné snizeni denzity nervovych vldken rohovky s vékem, ale v€k
pacientli byl ve studiich vyrazné vyssi (vék cca 70 let a starS$i) (He J. et al., 2010,
Reichard M. et al., 2014).

V nasi studii, obdobné¢ jako v jinych studiich, jsme prokazali pokles parametrtt NFD,
t-NFD, NBD a NFL u pacientli s DM 1 ve vSech skupinach (bez DR, lehkd DR, téZka
DR) ve srovnani se zdravymi subjekty (Tavakoli M et al. 2012, Messmer E.M. et al.,
2010, Tavakoli M. et al., 2010, Chang P.Y. et al., 2006, Papanas N.a Ziegler D., 2015).
Déle jsme prokazali ve shod¢ s predeSlymi pracemi niz$i hodnoty NFD 1 NFL
u pacientl s t¢Zkou DR v porovnani se skupinou pacientli s lehkou DR (Utsunomiya T.,
et al., 2015, Nitoda E. et al. 2012) a dale u pacientli bez DR ve srovnani se zdravymi
jedinci. Naopak mezi zdravymi jedinci a pacienty s lehkou DR se hodnoty NFL neliSily.
Dale bylo v nasi studii zjisténo vyraznéjs$i poskozeni nervovych vldken u pacientl
s t€zkou DR, neZ u pacienti bez DR. Tento vysledek mize naznacovat nelinearnost
vyskytu jednotlivych organovych komplikaci u pacienti s DM 1. Zhivov et al.
v souladu s naSimi vysledky uvadi rovnéz statisticky vyznamné niz§i hodnoty NFD
1 NFL jiz u pacient s DM 1 bez klinicky prokazatelné DR ve srovnéani se zdravymi
jedinci (Zhivov A., et al.,2013). Ve studii Utsunomiya et al. se, obdobné¢ jako
v nasem publikovaném souboru, pocCet nervovych vldken i jejich celkovd délka
u pacientli bez DR statisticky vyznamné neliSily od skupiny pacient s lehkou DR ¢i
tézkou DR a jejich primérna hodnota se dokonce spiSe blizila hodnoté pacientt s tézkou

DR (Utsunomiya T. et al, 2015). Vysvétlenim mize byt polymorfismus
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mikrovaskularnich komplikaci vedoucich k DR a rohovkové neuropatii (Hosseini
S.M.et al., 2015). Dle Hafnera et al. je mozné vysvétleni hledat v odlisné patogenezi
rohovkovych a sitnicovych zmén. Neurodegenerativni zmény sitnice jsou na rozdil
od neurodegenerativnich zmén bezcévné rohovky spojeny s kombinovanym efektem
metabolickych neurodegenerativnich vlivii a vlivu poskozeni retinalni mikrovaskularni
perfuze (Hafner J. et al., 2019). Jinym moznym vysvétlenim mize byt fakt, Ze
diagnostika pocinajici DR vede u pacientt s DM 1 k intenzifikaci terapie a/nebo
k zodpovédnéjSimu piistupu pacienta k 1é¢b¢, a tim ke zlepSeni kompenzace, coz miize
umoznit ¢aste¢nou regeneraci nervovych vlaken (Mehra S. et al.,2007, Tavakoli M. et
al., 2013).

V naSem souboru ovS§em této hypotéze neodpovidaji aktudlni hodnoty glykovaného
hemoglobinu, i kdyZ tento parametr nezobrazuje dynamiku vyvoje onemocnéni v delSim
casovém useku, jenz je zasadni pro pomaly rozvoj chronickych organovych komplikaci,
véetné neuropatie (Gorst C. et al., 2015). Rovnéz stav subbazalniho plexu rohovky
u DM 1 miiZe ovlivilovat samotnd lécba inzulinem (Chen D.K. et al., 2013).

Dal$im prokdzanym vyznamnym faktorem pro rozvoj organovych komplikaci
je doba trvani DM 1 (Lorenzi G.M. et al., 2015).

V naSem souboru se doba trvani DM 1 ve skupiné bez DR a s lehkou DR nelisila.

Tortuozita nervovych vldken je bézné hodnoceny parametr slouzici k popisu zmén
sub-bazalniho plexu. Pfesto stile neexistuje jednotnd metodika jeho hodnoceni (Lagali
N. et al., 2015). V nasi studii byla pouzita metoda popsana Heneghanem a kol., ktera
byla navrZena pro hodnoceni tortuozity sitnicovych cév (Heneghan C. et al., 2002).

V souladu s ptedchozimi studiemi jsme zaznamenali zvySenou NFT u pacientd
s DM 1 ve srovnani se zdravou kontrolni skupinou. Pfedchozi studie prokazaly moznou
pozitivni vazbu mezi NFT s DR (Chang P.Y. et al., 2006, Lagali N et al., 2015, Nitoda
E. etal.,, 2012). Dale jsme zjistili, Ze NFT se zvysuje se stupném DR.

PoSkozeni cévniho zdsobeni nervii (vasa nervorum) jiz neni povaZzovano za jediny
etiopatogeneticky faktor pro vznik DN. Existuji diikazy, Ze diabetes zplisobuje apoptdzu
jak nervovych, tak vaskularnich slozek. Je tedy dobry diivod definovat diabetickou
neuropatii a retinopatii jako formu chronické neurovaskuldrni degenerace (Barber A.J.
etal., 2011, Zochodne D.W., 2015, Shih K.C. et al., 2017).

Z tohoto hlediska neni pozorovand souvislost mezi poskozenim subbazélnich
nervovych vldken a stupném diabetické retinopatie v nasi studii piekvapenim. Dle

vysledkii Hafnera et al. by mohla bezcévnd rohovka piedstavovat mozny ojedinély
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model neurodegenerativnich zmén bez ptridaného vlivu poSkozeni mikrovaskularni

perfuze (Hafner J. et al., 2019).

Vliv véku a véku v dobé diagnézy DM 1 na stav nervovych vlaken

Prokazany vliv véku v dobé diagnézy DM 1 miize predznamenavat vétsi citlivost
mladsich jedinci k trvalému poSkozeni nervovych vldken. Dle Davidsona et al.
vysvétleni spo¢iva ve stale probihajicim vyvoji nervovych vlaken rohovky u mladsSich
jedinct nebo déti (Davidson E.P. et al., 2012).

V nasi praci nebyl nalezen zadny vztah mezi dobou trvani DM 1 nebo HbAlc
a sledovanymi parametry nervovych vlaken. Vysledky vSak poukézaly na mozny vztah
mezi vékem v dobé diagnézy DM 1 a stavem nervovych vldken, cozZ je dilezité a nové
popsané zjisténi.

V nasi studii prokézané neptiznivé u¢inky DM 1 na NFD se zdaly byt rovnéz vice
vyjadfeny u pacientli, u kterych byla DM 1 diagnostikovan v mlad$im véku. Rozvoj
onemocnéni DM 1 v mladS$im véku miize zpomalit aZ zastavit vyvoj nervl a piispét tim
k rozvoji degenereace nervovych vldken (Davidson E.P. et al., 2012). Navic pro mladé
lidi a adolescenty je spolenym jmenovatelem obtiZzné udrzeni celkové kompenzace
a ochota dodrzovat 1écebny rezim (non-compliance). Tyto faktory mohou také piispét
k vyraznéjSimu poSkozeni nervovych vlaken.

Hlavnim limitujicim faktorem prezentované studie bylo nizké rozliSeni mikroskopu
SSCM. Pro své kvalitn€jsi axidlni rozliSeni je v soucasné dobé pro hodnoceni
nervovych vlaken rohovky castéji pouzivan systtm LSCM (Villani E. et al., 2014).
Nase vysledky jsou vSak v souladu s pfedchozimi studiemi pouzivajicimi pro zobrazeni
rohovky SSCM (Tavakoli M. et al., 2012, Wang E.F. et al., 2015). Rovnéz je v nasi
studii prokdzany vliv DM na subbazalni nervova vlakna v souladu s vysledky studii

pouzivajicich LSCM, ptestoZe se absolutni hodnoty parametri lisily.

Vliv klinickych faktorti na nervova vlakna rohovky

Rozsahla studie Diabetes Control and Complications Trial presvédcive prokazala, Ze
riziko zvySeni mikrovaskuldrnich komplikaci se zvySuje s naristem HbAlc. (Nathan
D.M. et al., 1993). Nicméné i1 v ramci stejnych primérnych hladin HbAlc se mohou
jednotlivei 1iSit v poc€tu a stupni glykemickych exkurzi. Nedavné studie ukazaly, Ze
to miize byt dalsi rizikovy faktor pro rozvoj diabetické retinopatie a nefropatie (Jung

H.S. et al., 2015, Hermann J.M. et al., 2014, Hietala K., et al., 2013, Marcovecchio
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M.L. et al., 2011, Takao T.et al., 2011). Vysledky studii hodnoticich souvislost mezi
kolisanim GV nebo HbAlc a rizikem diabetické neuropatie jsou vSak kontroverzni
(Jung H.S. et al., 2015, Virk S.A. et al., 2016). Virk et al. zjistil souvislost mezi GV
a kardiovaskularni autonomni neuropatii (Virk S.A. et al., 2016). Kromé toho Virk et al.
ve své studii popsal podstatné vyssi vliv GV nez primérné hodnoty HbAlc na rozvoj
mikrovaskularnich komplikaci dospivajicich s DM 1. Naproti tomu rozvoj periferni
neuropatie nemél souvislost ani s primeérnou hodnotou HbAlc ani GV. Vzhledem
k vysoké statistické sile studie autofi predpokladaji, ze vysledky mohou odrazet dalsi
neznamé patogenetické faktory (Virk S.A. et al., 2016). I kdyz nékteti autofi zjistili, Ze
hladiny HbAlc jsou nezavislym prediktivnim faktorem zmén rohovkovych vldken,
zejména parametrit NFL a NFD u pacientli s DM 1 (Edwards K. et al. 2012, Ishibashi F.
2012 a 2016), jini autofi souvislost s HbAlc neprokazali (Szalai E. et al., 2016) nebo
nasli spojeni s jinymi parametry celkové kompenzace (Dehghani C. et al. 2016).

V nasi studii jsme nenalezli zavislost mezi hodnotami HbAlc a zménami
sledovanych parametrii nervovych vldken rohovky. Piekvapiveé jsme vSak zjistili vyssi
hodnoty NFL a NBD u pacient s vyss§i GV. Felicio et al. jiz dfive zdokumentoval
zéavislost mezi GV a ID (Felicio K.M. et al., 2018).

V na$i studii jsme dale prokézali vyznamny vliv celkové ID na kilogram na stav
nervovych vlaken rohovky. Celkova ID na kilogram muze tedy byt jednim z faktord,
v nasi studii potvrzenym, které naznacuji Virk et al. (Virk S.A. et al., 2016).

Jiz dfive bylo zjisténo, ze inzulin neplisobi pouze na regulaci metabolismu glukozy.
Bylo prokazano, ze inzulin podporuje regeneraci nervu periferniho nervového systému
(Zochodne D.W. et al., 2015). Dokonce i1 nizké davky intratekaln€ podaného inzulinu
byly schopny zvratit elektrofyziologické i strukturdlni zmény experimentalné navozené
diabetické neuropatie (Brussee V. et al., 2004). Navic inzulin aplikovany na rohovku
diabetickych mysi zabranil ztrat€ nervovych vlaken subbazalniho plexu detekovaného
pomoci IVCM (Chen D.K.et al.,, 2013). Vyssi celkova davka inzulinu u pacienti
s vy$$im GV tedy muze vysvétlit lepsi stav nervovych vldken rohovky a muze také
vysvétlit nejednotné vysledky studii hodnoticich vztah mezi neuropatii a jinymi
parametry kontroly glykémie. Je otazkou, zda je toto zlepSeni stavu nervovych vlaken
rohovky disledkem lepsi kompenzace glykémie na zakladé 1écby CSII ¢i je zplisobeno
neuroprotektivnim ti¢inkem inzulinu jako takového.

Bylo prokazano, Ze inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) maji

potencialné neuroprotektivni efekt (Shih K.C. et al., 2017). Vzhledem k tomu, Ze v nasi
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studii byl pocet pacientd 1écenych ACEI ve skupindch se sledovanou GV i ID témét
stejny, je nepravdépodobné, Ze by tento faktor interferoval s nasimi vysledky.

Sérové abnormality hormonti §titné Zlazy jsou u pacienti s DM bézné (Moura Neto
A.etal., 2016, Duntas L.H. et al., 2011, Ferrannini E. et al., 2017).

V nasi studii byla zjisténa mozné souvislost mezi volnymi hladinami hormont §titné
zlazy (konkrétn¢ fT4) a hodnocenymi parametry nervovych vldken rohovky. Bylo
prokazano, ze tyroxin zvysuje hladinu NGF a zvysSuje regeneraci nervi (Oble D.A. et
al., 2004). Ve vyvijejicim se kufecim zarodku exogenné¢ podany tyroxin zvysSuje
prodluzovani nervii (Conrad A.H. et al., 2008). Receptory pro hormony §titné zlazy jsou
piitomny ve vsech vrstvach rohovky (Conrad A.H. et al., 2006). Uginky tyroxinu
na regeneraci rohovkovych nervii vSak znamy nejsou (Shaheen B.S: et al. 2014).
Nedavno byla vyslovena hypotéza, Ze jednim z moznych vlivii ovliviyjicich rozvoj
diabetickych zmén, je nerovnovaha v aktivité¢ enzymu dejodazy. Vyssi hladina glukozy
v krvi a/nebo inzulinova rezistence miize snizit aktivitu dejodazy a snizit tak periferni
konverzi hormonu thyroxinu (T4) dejoddzou na trijodthyronin (T3). Pfipadné¢ miize
nedostate¢na kontrola glykémie plsobit pies zvySenou aktivitu prozanétlivych
mediatord a tim ovlivnit hladiny thyroidnich hormonti (Moura Neto A. et al., 2016).
S ohledem na tyto skutecnosti mlize byt pozorovana asociace mezi hladinou volného
thyroxinu (fT4) a rohovkovymi nervovymi vldkny pouze ndhodna a zavadégjici, bez
skute¢né pticinné souvislosti.

Hlavnim moZnym limitem této ¢asti nasi prospektivni studie je relativné maly pocet
zafazenych pacientd. Hodnoceni byli pouze pacienti s kompletnimi klinickymi udaji,
coz samoziejm¢ omezilo pocet studovanych subjekti. I pfes malou studijni skupinu
vSak mohou mit zjiSténd data zasadni vyznam. Podle dostupnych informaci nebyl
mozny vliv celkové ID v ptedchozich studiich testovan. Celkova dévka inzulinu (ID
na kilogram) vSak mulze byt dilezitym faktorem ovliviiyjicim stav nervovych vlaken
u pacienti s DM 1 a je tfeba ho v budoucich studiich zaméfenych na diabetickou
neuropatii zohlednit.

Vzhledem k tomu, Zze je DM multifaktoridlni chronické onemocnéni, je dilezité
dobie rozlisit zmény, které¢ vyvolava rozvoj samotného onemocnéni, od zmén, jez jsou

zpusobeny sekundarnimi komplikacemi (Shih K.C. et al., 2017), nebo 1é¢bou DM.
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7. Zavér

Zavérem uvadim odpovédi na cile dizertacni prace

1. Rozdily v denzité epitelialnich, stromalnich a endotelovych bunék mezi skupinou

pacientii s DM 1 a skupinou zdravych jedinci.

Denzita bazalniho epitelu

Nebyl potvrzen vyznamny rozdil mezi denzitou bunék bazalniho epitelu u pacientd
s DM 1 a kontrolni skupinou. Denzita bun€k bazalniho epitelu se s vékem navysovala.
Spojitost s vékem vymizela po stanoveni diagnézy DM 1.

Nase vysledky mohou naznacovat, ze 1éCba inzulinem u pacientti s DM 1 ma na denzitu
epitelidlnich bun¢k opacny vliv nez vek.

Denzita keratocytu

Byla zaznamenana niz$i denzita keratocytll v pfednim stromatu diabetickych pacientl
(nejvice vyjadieno ve skupiné bez DR) a kontrolnimi subjekty. Nebyl zjistén rozdil
v denzité keratocytli v zadnim stomatu mezi skupinami s DM 1 a zdravymi subjekty.
Spojitost s vékem na denzitu keratocytl se po stanoveni diagnézy DM 1 oslabila.

Nase vysledky mohou naznacovat, Ze DM 1 a/nebo 1écba inzulinem ma pozitivni vliv
na denzitu keratocytu.

Denzita endotelu

Potvrdili jsme zndmy vliv v€ku na denzitu endotelovych bungk.

Nebyl prokazén rozdil v denzit€¢ bunck endotelu pifi srovnani pacientit DM 1
se zdravymi subjekty.

Zavislost denzity endotelu na véku se po stanoveni diagnézy DM 1 oslabila.

Nase vysledky mohou naznacovat, Ze DM 1 a/nebo 1écba inzulinem ma pozitivni vliv
na denzitu endotelu.

Neprokézali jsme souvislost mezi trvanim DM 1, hodnotou HbAlc ¢i stupném
diabetické retinopatie a denzitou bunék v jednotlivych vrstvach rohovky.

Asociace veku a denzity bun¢k rohovky se po stanoveni diagnézy DM 1 oslabila.

Je tieba tento mozny vliv DM ov¢fit v dalSich studiich.
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2. Stav nervovych vliken subbazilniho nervového plexu rohovky a moZna

souvislost mezi zménami v rohovce a stupném DR

Stav nervovych vlaken

Prokazali jsme pokles parametr NFD, t-NFD, NBD a NFL u pacienti s DM 1 ve vSech

skupinach (bez DR, lehka DR, tézka DR) ve srovnani se zdravymi subjekty.

Prokazali jsme vyraznéjSi ubytek nervovych vldken (niz$i hodnoty NFD i NFL)
u pacientt s t¢zkou DR v porovnani se skupinou pacientti s lehkou DR, dale u pacienta
bez DR ve srovnani se zdravymi jedinci. Naopak mezi zdravymi jedinci a pacienty
s lehkou DR se hodnoty NFL nelisily.

Prokazali jsme vyraznéjsi poskozeni nervovych vldken u pacientii s t€Zkou DR, nez
u pacientii bez DR.

Prokazali jsme zvySenou NFT u pacienti s DM 1 ve srovnani s kontrolni skupinou,

NFT se zvySovala se stupném DR.

Prokazali jsme ubytek nervovych vldken subbazilniho nervového plexu rohovky
u pacientll s DM 1 ve vSech skupindch pacientii s DM 1 (bez DR, lehka DR, tézka DR)
ve srovnani se zdravymi subjekty.

Vysledky mohou naznacovat nelinedrnost vyskytu jednotlivych organovych komplikaci
u pacienti s DM 1. Vysvétlenim muize byt kombinovany efekt vaskularnich

a neurodegenerativnich vlivi.

3. MozZna souvislost mezi zménami v rohovce a dobou trvani DM 1, vékem v dobé

diagnozy DM 1 a kompenzaci diabetu (HbA1c).

Denzita bunék rohovky

Neprokézali jsme souvislost mezi trvani DM 1, hodnotou HbAlc a denzitou bunék
v jednotlivych vrstvach rohovky.

Stav nervovych vlaken

Nebyl zjistén vliv veéku, trvani DM 1 nebo hodnoty HbAlc na sledované parametry
nervovych vldken rohovky.
Byl prokdzan mozny vliv véku v dobé diagnézy DM 1 na sledované parametry

nervovych vlédken rohovky, coz je dillezité a nové popsané zjisténi.
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4. Zavislost parametri kompenzace diabetu (tj. HbAlc, glykemické variability
vyjadiené jako standardni odchylka glykémie a davkou inzulinu na Kkilogram)
a stavem subbazalniho nervového plexu rohovky u pacienti s DM 1 lé¢enych

v intenzifikovaném inzulinovém rezimu.

Vliv parametri kompenzace glykémie

Neprokazali jsme zavislost mezi hodnotami HbA1lc a zménami sledovanych parametra
nervovych vlaken rohovky.

Prokézali jsme vy$$i hodnoty parametrii stavu nervovych vldken (NFL a NBD)
u pacientd s vyssim glykemickou variabilitou.

Prokazali jsme vztah mezi parametry nervovych vldken rohovky a celkovou denni
davkou inzulinu na kilogram.

Celkova denni davka inzulinu na kilogram muze tedy byt jednim z dalSich faktoru,
ktery jako faktor ovliviujici stav nervovych vldken u diabetické neuropatie DM 1
pacientli, nebyl dosud testovan. V budoucnu planujeme dale testovat dynamiku
parametrii celkové kompenzace pfi intenzifikovaném inzulinovém lécebném rezimu ve

vztahu k rohovkové keratopatii a moZnému neuroprotektivnimu efektu.

Bé&hem poslednich deseti let byl v mnoha studiich dokumentovan potencialni pfinos
rozvijejici se IVCM pro popis zmén rohovky, véetné zmén nervovych vldken rohovky
pii celé fadé ocnich 1 celkovych onemocnénich a ptfedev§im DM. Lidsk4 rohovka
obsahuje nejhustsi sit senzorickych nemyelinizovanych axonti v lidském téle. Ukazuje
se, ze bezcévna rohovka muze pfedstavovat biomodel neurodegenerativnich zmén
s vylou¢enim efektu mikrovaskularni perfuze. In vivo konfokalni mikroskopie rohovky
se jevi jako idealni neinvazivni klinické technika, kterd mize hodnotit mikroskopické
patologické zmény rohovky. Zmény morfologie rohovkovych nervii predchéze;ji
klinickym projeviim neurodegenerativnich zmén jinde v organismu. Patofyziologie
chronickych zmén DM je predmétem Sirokého zajmu védeckych vyzkumnych tymi po
celém svété, proto ma tato neinvazivni a relativné snadno proveditelna vySetfovaci
metoda vyznamny diagnosticky, klinicky i vyzkumny vyznam. Konfokalni mikroskopie
rohovky prokézala velky potencidl v oblasti ziskavani dilezitych informaci, které jsou
potiebné k objasnéni vzdjemnych a komplikovanych patofyziologickych mechanisml

ovlivityjicich pribéh DM.
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8. Souhrn

Uvod: Vztah diabetes mellitus (DM) k diabetické keratopatii a zménam nervovych
vlaken rohovky je jiz obecné akceptovan. Diabeticka neuropatie zaroven patii mezi
nejcastéjsi dlouhodobé komplikace DM. Pro prevenci této komplikace je nezbytna
dobra kontrola glykémie. Pacienti s DM s obdobnou primérnou hladinou gluk6zy nebo
glykovaného hemoglobinu (HbAlc) vSak ¢asto vykazuji rozdily v rozvoji diabetickych

komplikaci. Jednim z diivodt téchto rozdilti miize byt rozdilna glykemické variabilita.

Hypotéza: DM poskozuje nervova vlakna subbazalniho nervového plexu rohovky
a ovliviluje denzitu epitelidlnich, endotelidlnich a stromalnich bun€k. Zmény v rohovce
u pacientd s DM jsou zavislé na stupni diabetické retinopatie (DR), na véku v dobé

diagno6zy a na dobé¢ trvani DM a parametrech celkové kompenzace.

Cil prace: Porovnat zmény denzity bun¢k v jednotlivych vrstvach rohovky a stavu
subbazalniho nervového plexu rohovky u pacienti s DM 1. typu (DM 1) a u zdravych
subjektti. Zhodnotit zavislost zmén rohovky diabetickych pacientd na stupni DR,
na dobé trvani DM 1, na v€ku v dobé diagnézy DM 1 a na parametrech kompenzace

glykémie.

Metody: Do studie bylo zafazeno 60 pacienti s DM 1 a 20 zdravych kontrolnich
subjektii. Ugastnici studie byli vySetieni in vivo konfokalni mikroskopii rohovky
(IVCM). Pomoci IVCM jsme hodnotili zmény denzity bunc¢k bazélniho epitelu,
stromatu a endotelu a stav subbazalnich nervovych vldken rohovky [denzita nervovych
vladken (NFD), délka nervovych vlaken (NFL), denzita vétveni nervovych vlaken (NBD)
rohovky a tortuozita nervovych vlaken (NFT)]. Zhodnotili jsme zavislost zmén rohovky
diabetickych pacientii na stupni DR, na dobé trvani a na véku v dobé diagnézy DM 1
a na parametrech celkové kompenzace. U 20 pacienti s DM 1 v intenzifikovaném
inzulinovém rezimu byly hodnoceny mozZné souvislosti mezi parametry kompenzace
glykémie (HbAlc, SD glykémie a davky inzulinu) a dal§imi klinickymi faktory

a stavem nervovych vladken rohovky.
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Vysledky: Denzita bazalnich epitelidlnich bun¢k se zvysovala s vékem (p = 0,026),
zatimco denzita stromalnich bunék a bun¢k endotelu s vékem klesala (p = 0,003, p =
0,0005, p <0,0001). Po stanoveni diagnézy DM 1 se tato asociace s vékem oslabila. U
pacienti s DM 1 jsme prokazali poSkozeni nervovych vldken (p <0,0001). Poskozeni
korelovalo se stupném DR. Cim vy$si byl vék pacientt s DM 1 v dobé stanoveni
diagnézy DM 1, tim byla hustota nervovych vldken vyssi (p = 0,0021). Neprokazali
jsem vliv HbA1c na parametry nervovych vldken rohovky. NBD byla vyssi u pacienti s
vysSi glykemickou variabilitou (p = 0,023). NFD, NFL a NBD byly statisticky
vyznamné vyss$i u pacientt s vyssi celkovou davku inzulinu na kilogram véhy (p = 0,02,

p=0,01, resp. p=0,012).

Zavér: NaSe vysledky naznacuji, Zze vék v dobé diagnézy DM 1 miiZze mit vyznamny
vliv na stav nervovych vldken a denzitu bun€k rohovky. Dulezitym faktorem
ovliviiuyjicim stav nervovych vldken rohovky je rovnéz celkovd davka inzulinu
na kilogram a méla by se vzit v tivahu v budoucich studiich diabetické neuropatie a jeji
progrese. Pfi objasiiovani vyvoje diabetickych komplikaci musi byt vénovana vétsi

pozornost 1 dal§$im moznym celkovym faktorim.

Kli¢ova slova: Konfokalni mikroskopie rohovky, Diabetes mellitus 1.typu, Diabeticka
keratopatie, Nervova vladkna rohovky, Diabeticka retinopatie, Diabetickd neuropatie,

Glykemicka variabilita
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9. Summary

Introduction: Relation of diabetes mellitus (DM) to the diabetic keratopathy and
various stages of corneal nerve fiber damage has been well accepted. A possible
association between changes in the cornea of diabetic patients and diabetic retinopathy
(DR), DM duration, and age at the time of DM diagnosis were evaluated. Neuropathies
are among the most common long-term complications of diabetes mellitus. Good
glycemic control is essential in prevention of this complication. DM patients with
similar mean glucose levels or glycated hemoglobin (HbAlc) levels often exhibit
differences in evaluation of diabetic complications. One reason for these differences
may be the differences in glucose variability.

DM patients with similar mean glucose levels or HbAlc levels often exhibit differences

in glucose variability

Hypothesis: Diabetes mellitus damages the subbasal nerve fibers of the corneal and
affects the density of epithelial, endothelial and stromal cells. Corneal changes in
patients with DM are dependent on the degree of diabetic retinopathy (DR), age at

diagnosis, duration of DM, and compensation parameters.

Purpose: To compare changes in cell density in individual layers of cornea and status
of subbasal nerve fibers in patients with type 1 DM (DM 1) and in healthy subjects. To
evaluate the dependence of corneal changes in diabetic patients and the degree of DR,
duration of DM 1, age at the time of diagnosis of DM 1 and parameters of glycemic

compensation.

Methods: The study included 60 patients with DM 1 and 20 healthy control subjects.
The subjects were examined using in vivo corneal confocal microscopy (IVCM). The
density of basal epithelial cells, keratocytes and endothelial cells, and the status of the
subbasal nerve fibers [corneal nerve fiber density (NFD), nerve fiber length (NFL), and
nerve branch density (NBD)] were evaluated using IVCM. We evaluated the
dependence of corneal changes in diabetic patients and the degree of DR, duration of

DM 1, age at the time of diagnosis of DM 1 and parameters of glycemic compensation.
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Among 20 patients with DM 1 treated with an intensified insulin regimen, possible
associations between the status of the subbasal nerve fibers and parameters of glycemic
compensation (HbAlc, glycemia SD, and insulin dose), and other clinical factors were

evaluated.

Results: Basal epithelial cell density increased with age (p=0.026), while stromal and
endothelial cell density decreased with age (p=0.003, p=0.0005, p<0.0001). After the
DM 1 diagnosis was established, this association with age weakens. We proved nerve
fiber damage in DM 1 patients (p<0.0001). The damage correlated with the degree of
DR. DM 1 patients with higher age at DM 1 diagnosis had a higher nerve fiber density
(p=0.0021). HbAlc had a negligible effect on corneal nerve parameters. Also, NBD was
the highest in those with higher glycemic variability (p = 0.023). NFD, NFL, and NBD
were statistically significantly higher in those with higher total insulin per kilogram (p =

0.02, p=0.01, and p = 0.012, respectively).

Conclusion: These results indicate that age at DM 1 diagnosis has an important effect
on final nerve fiber and corneal cell density. Total insulin dose per kilogram may be an
important factor influencing nerve fiber status and needs to be considered in future
studies of diabetic neuropathy and its progression. Also, more attention must be paid to

other possible factors when elucidating the development of diabetic complications.
Key words: Corneal confocal microscopy, Diabetes mellitus type 1, Diabetic

keratopathy, Corneal nerve fiber, Diabetic retinopathy, Diabetic neuropathy, Glucose

variability
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11.P¥ilohy

11.1. Seznam pouzitych zkratek
ZKkratka
ABI Index kotnik-paze Ankle-brachial index
AGE Pokrocilé produkty glykace Advanced glycation end-products
ATP Adenosintrifosfat Adenosine triphosphate
BMI Index télesné hmotnosti Body mass index
CGM Kontinualni monitorovani glukdzy Continuous glucose monitoring
CNFT Ciliarni neurotroficky faktor Ciliary neurotrophic factor
CS11 Kontinualni subkutanni inzulinova Continuous subcutaneous insulin
infuze infusion
DM Diabetes mellitus
DM 1 Diabetes mellitus 1.typu Type 1 diabetes mellitus
DM 2 Diabetes mellitus 2.typu Type 2 diabetes mellitus
DN Diabetickd neuropatie Diabetic neuropathy
DR Diabetick retinopatie Diabetic retinopathy
EGF Epitelialni ristovy faktor Epitelial growth factor
ETDRS Early Treatment of Diabetic
Retinopathy Study
GV Glykemicka variabilita Glucose variability
HbAlc Glykovany hemoglobin Alc Glycated hemoglobin Alc
HDL High density lipoprotein
ID Inzulinové davka (na kilogram) Insulin dose (per kilogram)
IGF-1 Inzulin-like rastovy faktor-1 inzulin-like growth faktor-1
IGFBP3 Inzulin-like growth factor-binding
protein 3
IIR Intenzifikovany inzulinovy reZzim
IMT Tloustka intima-media Intima-media thickness
IVCM In vivo konfokalni mikroskopie In vivo confocal microscopy
LDL Low density lipoprotein
LSCM Laserovy skenovaci konfokalni Laser scanning confocal microscopy
mikroskop
MDI ReZim vice€etnych injekci Multiple Daily Injections
Na*/ K* ATPazy Na'/K" adenosin trifosfataza
NAD*/ NADH Nikotinamidadenindinukleotid/
redukovand forma
NAPD*/ NADH Nikotinamidadenindinukleotid/
redukovana forma
NFB Denzita bodl vétveni Density of branch cross points
NFD Denzita hlavnich nervovych vldken Corneal main nerve denfiber density
NFkB jaderny faktor kappa B Nuclear factor kappa B
NFL Délka nervovych vldken Nerve fiber lenght
NFT Tortuozita nervovych vldken Nerve fiber tortuosity
NGF Nervovy rustovy faktor Nerve growth factor
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RT-CGM Kontinudlni monitorovani glukozy v Real time — Continuous glucose
realném Case monitoring
SD Standardni odchylka Standard deviation
SSCM Slit scanning konfokalni mikroskop Slit-scanning confocal microscopy
t-NFD Denzita vSech nervovych vlaken Total corneal nerve fiber density
TSH Tyreotropni hormon
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11.2. Informované souhlasy

Univerzita Karlova v Praze

2.Lékarska fakulta

V Uvalu 84, 150 00 Praha 5 - Motol

FN MOTOL

INFORMOVANY SOUHLAS S VYSETRENIM NA ROHOVKOVEM
KONFOKALNIM MIKROSKOPU

Rohovkovy konfokélni mikroskop (Confoscan 3, NIDEK Technology, Italy)
slouzi k zobrazeni a analyze jednotlivych vrstev rohovky. Miize byt vyuzit pro
posouzeni struktury a k pritkazu patologie v jednotlivych vrstvach rohovky nebo pro
znazornéni a posouzeni pripadného postizeni nervovych vladken rohovky.

VysSetteni je zcela nebolestivé. BEéhem vySetfeni mizZe byt pacient oslnén
blikajicim svétlem. Ptistroj pracuje v oblasti viditelného svétla. Pti vySetteni nedochézi
k ptimému kontaktu pfistroje a rohovky vySetfovaného. Pied vySetfenim je nutno
povrch rohovky mistné znecitlivit za pouziti kratkodobé& plisobicich znecitlivujicich
kapek, které jsou opakované pred vySetienim aplikovany do vySetifovaného oka. Pti
vlastnim vySetfenim dochézi ke kontaktu oka s o¢nim gelem bézn¢ uzivanym pii lécbé
unavenych a suchych o¢i ("umélé slzy"). Po vySetteni je nutno, po dobu ptetrvavajiciho
znecitlivéni povrchu oka (cca 20-30 min), dbat zvySené opatrnosti, aby nedoslo k
nechténému kontaktu s povrchem oka (napf. pii otirani slz kapesnikem ¢i rukou apod.).

Béhem vysetfeni nejsou pouzivany léky, které mohou ovlivnit zrakové funkce a
tim schopnost fizeni motorového vozidla. Pfesto miize tésné po vysetieni kratce
pretrvavat urcité rozmlzeni jako nasledek oslnéni a kontaktu s viskdznim gelem. Pred
ptfipadnym fizenim motorového vozidla je nutno vyckat, dokud pocit rozmlzeného

vidéni nevymizi.
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Univerzita Karlova v Praze

2.Lékarska fakulta

V Uvalu 84, 150 00 Praha 5 - Motol
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FN MOTOL

Vézend pani, VazZeny pane,

podpis tohoto Informovaného souhlasu je formalni podminkou zatazeni
vysledkt Vaseho vysetfeni do dlouhodobé studie v ramci Projektu (Ministerstva
zdravotnictvi) koncep¢niho rozvoje vyzkumné organizace 00064203 (FN MOTOL)
probihajici na naSem pracovisti. Vas souhlas je zcela dobrovolny, rozhodnuti o Gi¢asti
muzete kdykoli odvolat. Pokud se rozhodnete vySetfeni nepodstoupit nebo nesouhlasit
se zatazenim Vasich vysledki do studie, nebude to mit Zzadny vliv na péci o Vas na
nasem pracovisti a ve Fakultni nemocnici v Motole. Vase ptipadné dotazy rada zodpovi
MUDr. Gabriela Mahelkova, Ph.D. z O¢ni kliniky déti a dospélych 2.LF UK a FN
Motol (tel: 22443 2701).

Informovany souhlas jsem si pfecetl/a, rozumim jeho obsahu a souhlasim s

vySetfenim a s dal$im zpracovanim vysledkt vysetieni v rdmci zminované studie.

Jméno a podpis pacienta Jméno a podpis

lékare

V Praze dne
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V Uvalu 84, 150 00 Praha 5 - Motol

FN MOTOL

Informovany souhlas

r M

pro vyzkumny projekt: Poruchy motility horni ¢asti gastrointestinalni traktu jako ukazatel
zavaznosti postiZeni autonomni neuropatii u osob s DM 1. typu a jeji zmény p¥i zménach
kompenzace zakladniho onemocnéni — sledovani metabolickych parametri a zhodnoceni motility
pomoci funkénich diagnostickych metod (elektrogastrografie, event. jicnova a antroduodenalni
manometrie) a scintigrafického vySetieni Zaludku.

Vézena pani, vazeny pane,

obracime se na Vas se zadosti o spolupraci na vyzkumném projektu vztahu diabetické autonomni
neuropatie a funkce zazivaciho traktu.
Cilem vyzkumu je porovnat projevy poruchy funkce zazivaciho traktu a diabetické autonomni neuropatie
(porucha funkce nervového systému pii onemocnéni cukrovkou) pii standardni 1é¢bé diabetu a po
obdobni intenzifikované 1é¢by s pomoci inzulinové pumpy.

Pred zahajenim terapie inzulinovou pumpou budete vySetieni spektrem metod, které umozni zhodnoceni

diabetickych makro a mikrovaskularnich komplikaci:

Echokardiografie

Duplexni sonografické vySetieni karotickych a vertebralnich tepen
Vyseti‘eni HR variability

Vysetieni diabetické autonomni neuropatie

Oc¢ni vySetifeni

Funkce zaZivaciho traktu bude hodnocena témito metodami:

Elektrogastrografie (EGG) — EGG je metoda zaznamu a pocitaCového zpracovani elektrické aktivity
zaludku — princip je podobny klasickému EKG. Po uloZeni na zada a nalepeni elektrod do oblasti horni
¢asti bficha se snima graficky zaznam elektrické aktivity zaludku nalacno a po poziti testovaci stravy.
Hodnoti se frekvence a amplituda zalude¢nich kontrakci. Vysetieni se zpravidla provadi 30 min nalacno a

90 min po standardni snidani.
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Scintigrafické vySetieni evakuacni funkce Zaludku — Jde o vysetfeni s pomoci otevienych radioaktivnich

Zaricu, tj. latek, které jsou v tomto piipadé¢ aplikovany pozitim standardizované potraviny (mlécna ryze).
Pfi scintigrafickém vySetfeni evakuace zaludku se sleduje prubéh a rychlost vyprazdnéni zaludku po
poziti tohoto polotuhého jidla. Davka ionizujiciho zafeni, kterou obdrzite odpovida 5 RTG snimkim
hrudniku, ¢ili efektivni davee 0,1mSv, kterou obdrzi kazdy ¢lovek ze zateni z piirodnich zdroju a
kosmického zafeni v CR béhem 15 dnii. Latka podana pfi scintigrafii nema vedlej$i u¢inky, nezpiisobuje
alergii ani jiné zdravotni komplikace.

Kromé téchto vysetfeni Vam bude z divodu optimalni monitorace hladin glykémie zaveden pted
zahajenim terapie inzulinovou pumpou podkoZni senzor.

Pokud sucasti na projektu souhlasite, pfipojte prosim podpis, kterym vyslovujete souhlas s niZze
uvedenym prohlasenim.

Prohlaseni

Prohlasuji, 7e souhlasim s ucasti na vy$e uvedeném projektu. Resitel/ka projektu mne informoval/a o
podstaté vyzkumu a seznamil/a mne s cili a metodami a postupy, které budou pii vyzkumu pouzivany,
podobné jako s vyhodami a riziky, které pro mne z ucasti na projektu vyplyvaji. Souhlasim s tim, Ze
vSechny ziskané tdaje budou pouzity jen pro ucely vyzkumu a ze vysledky vyzkumu mohou byt
anonymn¢ publikovany.

Me¢l/a jsem moznost vSe si fadné, v klidu a v dostatené poskytnutém ¢ase zvazit, mél/a jsem moznost se
tesitele/ky zeptat na vSe, co jsem povazoval/a za pro mne podstatné a potiebné védét. Na tyto mé dotazy
jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpovéd. Jsem informovan/a , Ze mam moznost kdykoliv od
spoluprace na projektu odstoupit, a to i bez udani dtivodu.

Tento informovany souhlas je vyhotoven ve dvou stejnopisech, kazdy s platnosti originalu, z nichZ jeden
obdrzi moje osoba (nebo zakonny zastupce) a druhy fesitel projektu.

Jméno, piijmeni a podpis fesitele projektu:

\Y dne:

Jméno, piijmeni a podpis ucastnika v projektu (zdkonného zastupce):

\Y dne:
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