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1. Diabetes mellitus — zakladni fakta

Diabetes mellitus (DM) piedstavuje skupinu chronickych a metabolickych chorob, jejichz
zékladnim rysem je hyperglykémie (Pelikdnova 2003). Podle definice ADA (American
Diabetes Association) a doporuceni z roku 1997 (Expert Committee 1997) je tato skupina
metabolickych poruch vysledkem defektu inzulinové sekrece, inzulinové aktivity
¢1 kombinaci obou abnormalit, které jsou provazeny komplexni poruchou metabolismu cukri,
tukdt a bilkovin. V pribéhu choroby se postupné rozvijeji dlouhodobé cévni komplikace
postihujici fadu organil, zejména oko, ledviny, nervy, srdce a cévni feciste. Klasifikace,
diagnostika diabetického syndromu vychazi z priikkazu hyperglykémie a klinickych znamek

onemocnéni.

1.1. Klasifikace

Rada poznatkil v etiopatogenezi diabetu vyustila k piijeti nové klasifikace, ktera je platna
v souasné dobé a zohledhuje navrhy Svétové zdravotnické organizace zroku 1999
a Americké diabetologické spolecnosti z roku 1997 (Expert Committee 1997, World Health

Organization 1999). Klasifikace je prezentovana v tabulce 1.1.

1.2. Diagnostika

Diagn6zu DM stanovujeme na zdkladé glykémie ve vendzni plazmé, kterou méfime klasickou
biochemickou metodou (enzymova nebo o-toluidinové metoda). Kritéria pro diagnézu

diabetes mellitus shrnuje tabulka 1.2.



Tab 1.1. Klasifikace diabetes mellitus a glukoregula¢nich poruch — upraveno podle
WHO (1999) a ADA (1997)

Diabetes mellitus
1) Diabetes mellitus 1. typu
a) imunitné podminény
b) idiopaticky
2) Diabetes mellitus 2. typu
3) Ostatni specifické typy diabetu
a) geneticky defekt funkce B bunék
b) genetické defekty ucinku inzulinu
€) onemocnéni exokrinniho pankreatu
d) endokrinopatie
e) chemicky a léky indukovany diabetes
f) infekce
g) neobvyklé formy imunologicky podminéného diabetu
h) genetické syndromy asociované s diabetem
4) Gestacni diabetes mellitus

Hrani¢ni poruchy glukoregulace (poruchy gluk6zové homeostazy)
1) Zvysena glykémie na laéno
2) Porucha gluk6zové tolerance

Tab 1.2. Kritéria pro diagnézu diabetes mellitus (upraveno dle doporuceni ADA 1997)

Diabetes mellitus miize byt diagnostikovan tiemi zptisoby

1) ptitomnost klasickych pfiznakd DM + nahodna glykémie > 11,1 mmol/l
Klasickeé ptiznaky zahrnuji polyurii, polydypsii a vahovy Ubytek nejansé pticiny.
Néhodna glykémie je hodnota naméfena kdykoli béhem dne bez ohledu na pifjem
potravy.
nebo

2) glykémie na la¢no > 7,0 mmol/Il
nebo

3) glykémie ve 120. minuté¢ OGTT (oralni glukézovy toleran¢ni test) > 11,1 mmol/l
OGTT by mél byt provadén pii zatezi 75 g glukdzy standardnim zplisobem.

Hrani¢ni porucha gluk6zové homeostazy

1) zvySena glykémie na lacno glykémie na la¢no je 6,1 — 6,9 mmol/|

2) porucha gluk6zové tolerance glykémie ve 120. min OGTT je 7,8-11,0 mmol/I
Normalni hodnoty

1) normalni glykémie na la¢no glykémie na lac¢no je < 6,1 mol/l

2) normalni gluk6zova tolerance glykémie ve 120. min OGTT je <7,8 mmol/l

Kritéria pro diagnozu diabetu musi byt potvrzena nejméné 2krat v riznych dnech.




2. Diabetes mellitus a pozdni organové komplikace

DM je chronické onemocnéni vedouci po letech trvani k ireverzibilnim zménam v pojivové
tkdni. Na tomto podklad¢ se postupné rozvijeji dlouhodobé cévni komplikace, které jsou
hlavni pti¢inou mortality a morbidity diabetickych pacientii ve srovnani se zdravou populaci
(Krolewski a kol. 1977). Organové komplikace jsou pro diabetes nespecifické (diabeticka
makroangiopatie: urychlend ateroskler6za) ¢i specifické (diabetickd mikroangiopatie
reprezentovand retinopatii, nefropatii ¢i neuropatii, kde se kombinuje slozka cévni a nervova).
Patologicky proces v cévni sténé¢ je dlisledkem dlouhodobého plsobeni zménéného
metabolismu pii DM, z ¢ehoz 1ze konstatovat, ze uvedené komplikace jsou spiSe pozdnimi

projevy nemoci nez komplikacemi v pravém slova smyslu (Barto$ a kol. 2000).

2.1. Uloha hyperglykemie v patogenezi organovych komplikaci DM

Diabetes ma Siroky dopad na celkovy metabolismus organismu, a proto se nabizi mnoho
potenciondlnich medidtori tkdnového poSkozeni. Jednozna¢né nejcastéjSi pficinou
diabetickych komplikaci je dlouhodoba expozice hyperglykémii. Tento fakt je dnes
podporovan rozsahlymi prospektivnimi studiemi, a to zejména DCCT - Diabetes Control and
Complications Trial (DCCT research group 1993) a UKPDS — UK Prospective Diabetes
Study (UKPDS group 1998). Mikrovaskuldrni komplikace jsou nejCastéji pfitomny u

nemocnych s dlouhodobé neuspokojivou metabolickou kompenzaci (Molich 1997). Ovsem
jsou i vyjimky tohoto obecného pravidla. Nebot existuji jedinci s dobrou metabolickou
kompenzaci trpici zdvaznymi orgdnovymi komplikacemi a na druhé strané jsou pacienti se
Spatnou kompenzaci glykémie, ktefi se komplikacim vyhnou. Hyperglykémie, jeji tize a
trvani, je stézejnim faktorem pro rozvoj diabetickych komplikaci, ale nemén¢ dtilezitou roli
v jejich manifestaci hraje geneticka predispozice, glomerularni tlak a enviromentalni faktory

(Parving a kol. 1996).



2.2. Uloha cytokinii v patogenezi orgdanovich komplikaci DM

Precizni molekularni a bunécnd kaskada, kterd vyvolava tkanové postizeni po expozici
hyperglykémie, neni jeSté¢ jednoznané¢ objasnéna. Vzrustajici dikazy poukazuji, Zze
deregulace cytokini a rastovych faktori muze byt zodpovédna nejen za patogenezi
autoimunitnich, degenerativnich ¢i fibrotizujich chorob, ale i patogenezi a progresi
mikrovaskularnich komplikaci diabetu, zejména DN a retinopatie (Bordur a kol. 1993).

Hyperglykémie zplsobi zvySenou tvorbu pozdnich produkti glykace (AGE, z angl.
advanced glycation endproducts), které vazbou na monocyty, makrofagy, glomerularni
mezangialni bunky ¢i endotelidlni buniky spusti sled aktivacnich reakci (Schena a kol. 2005,
Cohen a kol. 2003) vedoucich az k funkénim 1 morfologickym zménam tkani ¢i organt.
Schematicky je aktivace cytokinl vlivem AGE znazornéna na obrazku 2.2.

Po navédzani AGE na specificky receptor (RAGE — receptor pro pokrocilé produkty
glykace) dojde k uvolnéni cytokint interleukinu-1 a tumor nekrotizujiciho faktoru-a (Galina a
kol. 2006), které dale pusobi na trombocyty a na endotelové burky. Pfi aktivaci endotelové
bunky se stimuluje tvorba riistovych faktori, VEGF ¢i TGF-B1, které moduluji napt. aktivitu
fibrinolytického systému, a tim mohou narus$it rovnovahu celého hemostatického systému.
Cytokiny jsou tudiz zodpoveédné za dalsi poskozeni tkdné, které mlize pokracovat i navzdory
normalizace glykémie. Tento fenomén nazyvame hyperglykemicka pamét (Taguchi a kol.
2003, Wiliams a kol. 2003).

V soucasné dob¢ jsou dostupna pouze limitujici klinické data o vlivu akutni a chronické
hyperglykémie na hladiny TGF-f;. Experimentalnimi studiemi bylo potvrzeno, ze ob¢, akutni
1 chronicka hyperglykémie, mohou zvysit produkci TGF-f1 Klinické studie k tomuto tématu
zlstavaji inkonzistentni (Sharma a kol. 1995, Matsumo a kol. 2002). Je tomu pravdépodobné

proto, Ze v klinické praxi je tézké zohlednit fadu dalSich faktort, které zvySuji hladiny TGF-

10



B1, a to zejména piitomnost organovych komplikaci, vliv chronické hyperglykémie ¢i
soubézné medikace apod.

Jedinou praci publikovanou k tomuto tématu byla studie Florese a kolektivu, zkoumayjici
TGF-B1 pti zachytu DM 1. typu a po 1., 4. a 16. tydnu 1é¢by inzulinem (Flores a kol. 2004).
Ta v zasad¢ tika, ze produkce TGF-B; nebyla modifikovana redukci glykémie. Domnivame
se, ze tento zavér muze byt vysvétlen faktem, Ze Flores zahrnul pouze soubor nové
diagnostikovanych nemocnych v ¢asnych fazich choroby, kde jsou vysoké hladiny TGF-f1
asociovany s aktivitou autoimunitniho procesu, ktery je podstatou patogeneze DM 1. typu, a
nejsou odezvou na hyperglykémii. Imunosupresivni U¢inky TGF-B; se projevuji inhibici
sekrece zanétlivych cytokinii z makrofagt, lymfocytl, zejména Thl lymfocyti. TGF-B; pak
muze hrat roli v patogenezi DM 1. typu antagonismem cytotoxického efektu prozanétlivych
cytokind, které zahajuji a udrzuji autoimunitni proces. Ten nésledné mize zakryt zmény TGF-
B1 zplsobené sniZzenim glykémie v ¢asnych fazich choroby. Neékolik studii poukazuje, Ze
prozanétliva dysbalance je patrna dlouhy Cas po zachytu DM 1. typu a ustupuje az lyzou B-
bun¢k a ukoncenim zanétlivého procesu v pankreatu (Netea a kol. 1997). Nalézt odpoved,
zda metabolickd kompenzace ovlivituje TGF-B;, a zohlednit vySe jmenované faktory, bylo

jednim z cili naseho sledovani.
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Obr. 2. 2. Aktivace cytokini vlivem pokro¢ilych produkti glykace.
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(ptevzato z Prakticka diabetologie 2000, Barto§ a kolektiv)



3. TGF-B; a chronické komplikace DM

vvvvvv

cytokinl jsou transformujici ristové faktory, kam fadime TGF-B a TGF-a (strukturné zcela
odlisné). TGF-B; je pleiotropni cytokin (rtstovy faktor) s Sirokym rozsahem fyziologickych
funkci zasahujici do bunécného déleni, diferenciace, apoptdzy, bunééné migrace ¢i tvorby
mezibunééné hmoty. Mezi bunky produkujici TGF-B; patfi T-lymfocyty, makrofagy a
zejména degranulujici se trombocyty. TGF-B; je produkovan ve formé neaktivniho
prekurzoru, coz znamend, ze molekula je chranéna ochrannym proteinovym filmem, ktery je
trdven protedzami (zejména plazminem, trombospondinem, ...). Biologicky aktivni TGF-B;
sestava ze dvou 12,5 kD homodimérd spojenych disulfidickymi mistky (Clark a kol. 1998).
Pouze aktivni forma TGF- se muZze navazat na specificky receptor. TGF-B se vyskytuje ve
tiech izoformach (TGF-p1, 2, 3).

Zda se, ze nejvetsi vyznam v bunééné odpovedi hraje TGF-B 1. Fyziologické hladiny
TGF-B1 jsou velmi nizké (do 10ng/ml), relativné stalé, pouze nekteti jedinci jsou geneticky
predisponovani mit vyssi hladiny TGF-B1 (Grainger a kol. 1999). Pravé cytokinu TGF-f1 se
pfipisuje prominentni uloha v patofyziologii diabetické nefropatie a v dalSich vaskularnich

komplikaci diabetu. V nasi praci jsme se vénovali zejména diabetické nefropatii.
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4. Diabeticka nefropatie

DN (diabeticka interkapilarni glomeruloskler6za) — diabeticka mikroangiopatie postihujici
ledviny, ktera je charakterizovana proteinurii, hypertenzi a postupnym snizovanim
glomerularni filtrace, je pozdni komplikaci diabetu, ktera muze vést k terminalnimu selhani
ledvin (Shena a kol. 2005). DN se stava v primyslové vyspélych zemich nejcastéjsi pricinou

konecéného stadia selhani ledvin.

4.1. Vyskyt

DN se ziidka objevuje pred 10. rokem trvani diabetu; jeji incidence se zvySuje mezi 13. az 20.
rokem s maximem 3% ro¢n¢ a po 20. roce klesa. Riziko vyvoje DN u normoalbuminurickych
diabetikl 1. typu s trvanim diabetu del$im nez 30 let je nizké. Prevalence vSech stadii DN

muze po 20 letech trvani diabetu 1. typu dosdhnout 30-40% (Pont'uch 2003).

4.2. Patogeneze DN

V soucasné dobé je jednoznaéné prokazano, ze hyperglykémie plsobi na vznik
mikroangiopatickych komplikaci. Hyperglykémie je jisté dilezitd, ale insuficietni k tomu,
aby zpusobila diabetické postizeni ledvin, nebot' tfada diabetikli se navzdory Spatné
metabolické kompenzace nefropatii vyhne. Obecné principy patogeneze specifickych
komplikaci se zaméfenim na roli cytokinl jsou uvedeny vyse. Glomerularni buiiky produku;ji
mnohé latky, které reguluji rGst bun¢k a ukladdani extracelularni matrix a podileji se na
patogenezi hypertrofickych zména a vyvoji diabetické glomeruloskler6zy. Konkrétné mezi né
patii: TGF-B1, VEGF, IGF-1, EDF, PDGF, CTGF a TNF-a. TGF-B1 vzbuzuje nejvétsi

pozornost.

14



TGF-B1 hraje centralni tlohu v nariistu extracelularni matrix, jako je kolagen IV. typu,
fibronektin a laminin, a proto je prominatnim kandidatem pro fibrotické zmény (Sahan a kol.
2005). TGF-B1 zvySuje akumulaci matrix mechanismy inhibice syntézy kolagenaz, stimulaci
tkanové tvorby inhibitori metaloproteinaz, umoziiuje transformaci fibroblasti na
myofibroblasty. Krom¢ toho stimuluje syntézu integrinli, coz jsou receptory pro molekuly
matrix na bunééném povrchu, tudiz podporuje interakci bunka-matrix .TGF-B1 tak piispiva
K buné¢né hypertrofii a syntéze kolagenu, ktera je patrna u DN (Chamber a kol. 2003).
Schopnost TGF-B1 zpusobit cetné fibrotické zmény je mozné vysvétlit vlastnosti
autoprodukce rezidualnimi buiikkami v mist¢ postizeni (Zavadova a kol. 1999). Tento
autoinduk¢ni mechanismus vedouci k nadprodukci TGF-B1 se stava chronickym uzavienym
kruhem, jez ptispiva k progresi mikrovaskularnich komplikaci (Border a kol. 1993). Postaveni
TGF-B1 v patogenezi DN je schematicky vyjadieno na obrazku 4.2.1.

U DN jsou ¢asto na vaskularnim pélu glomerulu pozorovéany vedle aferentni a eferentni
arterioly dalSi drobné cévy (Kanesaki a kol. 2005). Proces tvorby a rlstu téchto novych cév
nazyvame neovaskularizaci, jeZ je zplisobena aktivaci riistovych faktori jako VEGF. VEGF je
cytokin, ktery stimuluje angiogenezi, mikrovaskuldrni hyperpermeabilitu asociovanou
s vysokymi hladinami VEGF a spolupodili se v rozvoji diabetické mikroangiopatie (Vriese a

kol. 2001).
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Obr. 4.2.1. Etiopatogeneze diabetické nefropatie.
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4.3. Incipientni DN a diagnostika

Pti rozvoji DN dochézi v ¢asnych fazich k vzestupu glomerularni filtrace a objeveni se MA.
Ta je prvnim funkénim projevem strukturdlnich zmén v ledvinach, kde dominuje zesilena
glomeruldrni bazalni membréna a rozsifené mesangium. Soucasny nédzor na vyznam stanoveni
MA zdUraziuje, Zze nejde pouze o Casnou znamku DN, ale soucasné o Casnou zndmku
poskozeni kardiovaskuldrniho systému. MA odrdzi glomeruldrni manifestaci generalizované
hyperpermeability cévni stény, jinymi slovy generalizované poskozeni endotelu (Perusi¢ova
2003). MA znamena takové mnozstvi vylouceného albuminu, které ptresahuje horni limit
zdravych jedincti (nediabetikil) a které neni detekovatelné bézné dostupnymi testovacimi
mocovymi prouzky pro bilkovinu. Abychom ziskali validni vysledky pii stanoveni MA, to
znamena, aby naméfené hodnot MA odpovidaly specifickym zménam zvySené glomerularni
propustnosti u diabetu, musime zohlednit pfitomnost mimorenalnich (fyzickéd zatéz, infekce
mocovych cest, chyby ve sbéru moce, menstruace ¢i Spatnd metabolickda kompenzace) a
renalnich nediabetickych (pyelonefritis, glomerulonefritis).

Prvni stadium DN, kdy Ize onemocnéni neinvazivnim zplisobem prokazat, nazyvame
incipientni DN. Zlatym standardem pro jeji diagnézu jsou sbéry moce/24hod, kde musi byt
alespoit ve dvou ze tfi sbéri uskutecnénych v obdobi 3-6 mésici hodnoty MA 30-
300mg/24hod (Pontuch 2003). V tomto piipadé je nemocny zatizen nutnosti 24 hodinového
sbéru. Jinak je tomu v piipadé uziti poméru koncentrace albuminu a kreatininu v rannim
vzorku moce. Otdzkou je zavedeni novych postupt, které by nezatézovaly nemocného sbéry,
byly by dostatecné senzitivni a specifické pro diabetickou rendlni mikroangiopatii. Na tomto
misté se nabizi stanoveni hladin sérového cystatinu C jednak s ucelem diagnostiky incipientni
DN, jednak s cilem zhodnotit terapii ACEI (diskutovano nize), ¢imz jsme se zabyvali v nasi

praci.
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4.4. Cystatin C

Cystatin C je neglykovany nizkomolekuldrni protein (molekulovd hmotnost 13 kDa) ze
skupiny inhibitorGi protedz cysteinu a tvoifi se ve vSech jadrovych bunkéch. Referencni
rozmezi pro muze je 0,57-0,96mg/l, pro zeny 0,50-0,96 mg/l. Koncentrace cystatinu C je
povazovana za vynikajici korelat urovné glomerularni filtrace, ktery neni vyznamné ovlivnén
jinymi vlivy (dietou, infekcemi, jaternimi funkcemi, malignitami, myopatiemie, mnozstvim
télesného tuku). Je typicky svou konstantni produkci a eliminaci glomerularni filtraci, kdy je
volng filtrovan v glomerulech a kompletné resorbovan v buiikach proximalniho tubulu ledvin.
Dosavadni obecné pouzivany ukazatel glomerularni filtrace, kreatinin, pfedstavuje dostacujici
odhad v pokrocilych fazich choroby. Neni vSak dostate¢né senzitivni zachytit minimalni
pokles glomerularni filtrace v incipientnich fazich rendlni 1éze. Jeho hodnota je ovliviiovana
mnozstvim svalové hmoty a tim zavislosti na véku a pohlavim tubularni sekreci (proménlivou
intra- a interindividualng), arovni sbéru moci apod. V bézné rutinni praxi kompenzujeme
limitace stanoveni glomerularni filtrace s uzitim sérového kreatininu, clearance kreatininu

a sbéru moce aplikaci matematického modelu (Cockcroft-Gaults formule). Cystatin C je
spolehlivéj§$im markerem pro screening incipientni nefropatie a reprezentuje uZitecnou
alternativu Cockroftovy formule (Perlemoiine a kol. 2003, Buysschaert a kol. 2003). Pokud
je mozné uzit cystatin C pro diagnostiku incipientni DN, bude jej moZné vyuzit jako marker

16¢by ACEI?

18



4.5. Lecha diabeticke nefropatie

ACEI jsou vSeobecné akceptovanym lékem prvni volby incipientni DN. Lécba by méla byt
zahajena jiz v pocatcich MA nezavisle na hodnotach krevniho tlaku. ACEI snizuji exkreci
proteinit a zpomaluji progresi renalni komplikace. Tato doporuceni jsou postavena na
zaveérech multicentrickych studii ukazujicich jejich benefit v 1é€bé DN (Viberti a kol. 1994).
ACE katalyzuje konverzi angiotenzin I na angiotenzi II, ktery nésledné stimuluje TGF-1
a indukuje angiogenezi aktivaci VEGF (Sharma a kol. 1999, Tamara a kol. 2002). Na zakladé
této vazby jsme vyslovili na zacatku nasi studie hypotézu, zda nedojde po podani ACEI ke
sniZzeni hladin cytokini, jako jeden z projevii mechanismu ucinku 1é€by. Hladinami cytokinti
bychom posléze mohli monitorovat u¢innost 1écby a poukazat na nutnost titrace jejich davky.
Vliv ACEI na TGF-B; byl jiz zkouman v piedeslych studiich - Collaborative Study
Group Captopril Trial, kde doSlo k poklesu TGF-B1 po podani captoprilu v pokrocilejSich
stadiich DN (Sharma a kol. 1999), pak i v experimentalnich modelech (Gilbert a kol. 1998).
Vliv ACEI na hladiny cytokind v inicidlnich fazich DN, tj. u nemocnych bez hypertenze,

prozatim zkouman nebyl.

19



5. Cile prace

3.1. Cil A

V prvni ¢asti prace bylo cilem:

a) porovnat hladiny cytokint pacientii s DM 1. typu s recentni incipientni DN s nemocnymi
bez pritomné DN, néasledné¢ srovnat obé skupiny diabetikl se zdravymi kontrolami

b) stanovit vliv ramiprilu (zastupce ACEI) na hladinu VEGF a TGF-B; po 3, 6 mésicich
1é¢by indikované pro incipientni DN u pacientti s DM 1. typu

c) sledovat biochemické parametry zejména markery zanétu, endotelialni dysfunkce (CRP,
homocystein, fibrinogen), mikroalbuminurie, cystatinu C béhem terapie ACEI a srovnat

ziskané hodnoty se skupinou bez nefropatie a se zdravymi kontrolami

5.2. Cil B

V druhé ¢asti prace bylo cilem stanovit, zda u pacientti s DM 1. typu:

a) jsou hladiny TGF-B; ovlivnény aktualni glykémii a/nebo dlouhodobou metabolickou
kompenzaci (chronickou hyperglykémii)

b) hladiny TGF-B; koreluji s parametry endotelialni dysfunkce (CRP, homocystein,

fibrinogen), s mirou diabetické komplikace a délkou trvani DM
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6. Cast A. - Efekt terapie ramiprilem na cytokiny a parametry

incipientni diabetické nefropatie u nemocnvch s diabetes mellitus

1. typu

6.1. Soubor a metody

6.1.1. Pacienti

Do studie jsme zafadili 3 skupiny nemocnych: skupina I zahrnovala 13 zdravych kontrol,
skupina II zahrnovala 13 nemocnych s DM 1. typu bez pfitomnych organovych komplikaci
diabetu, skupina III se sklddala z20 nemocnych s DM 1. typu snové diagnostikovanou
incipientni DN (opakovany zachyt mikroalbuminurie > 30mg). BliZ§i charakteristika souboru
je uvedena v tabulce 6.1.1. VSichni pacienti a zdravé kontroly pochézeli z Interni kliniky

Fakultni nemocnice v Motole a z Univerzity Karlovy.

6.1.2. Stanoveni TGF- 1, VEGF a biochemickych parametri

TGF-B; a VEGF byly stanoveny metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
s uzitim monoklonalnich anti-TGF- ; a anti-VEGF protilatek dle manualu (R&D Systems,
Minneapolis, USA). Normalni hodnoty pro TGF-B; byly < 10 ng/ml a pro VEGF < 50 pg/ml.
Intra a interassay koeficient variace byly 2.9%. CRP, homocystein, fibrinogen, duMA,
cystatin C, urea, kreatinin, cholesterol, triacylglyceroly, HbAl; byly stanoveny standardnimi
metodami uzivanymi v laboratofi Fakultni Nemocnice Motol (Prisa 2000). HbAIl. byl
stanoven podle IFCC ( International Federation of Clinical Chemistry) metod (HPLC, Tosoh)

s referen¢nim rozmezim 2,8 — 4,5%.
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6.1.3. Lécba a monitorovani

Ve studii byl podavan peroralné ramipril, coby zéastupce ACEI, v primérné davce 2,5 + 1,3
mg. Pti zahdjeni 1éCby byla davka ramiprilu podand nemocnému zavisla na vstupni hodnoté
systolického krevniho tlaku: < 120mmHg (1,25 mg ramiprilu, 5 pacienti), 120-135 mmHg
(2,5mg ramiprilu, 12 pacient), > 135mmHg (5mg ramiprilu, 3 pacienti). Monitorované
parametry vcetn¢ TGF-B1 a VEGF, markery zanétu a endotelidlni dysfunkce (CRP,
homocystein, fibrinogen), duMA a cystatin C byly analyzovany pfed podanim ACEI, dale pak
po 3. a 6. mésici 1écby. 3 pacienti netolerovali 1é¢bu ACEI z divodu hypotenze a byli ze

studie vyfazeni.

6.1.4. Statisticka analyza

K vyjadreni rozdili mezi jednotlivymi skupinami byla uzita robustni Kruskal-Wallistiv test
nasledovany Kruskal-Wallisovym vicendsobnym porovnavanim. Pro ¢asové zavislosti byla
pouzita ANOVA sopakovanim snezavislymi faktory c¢as a subjekt nasledovana
vicendsobnym porovnavanim metodou nejmensiho vyznamného rozdilu (LSD testy).
Uvedena metodika oddé&lovala variabilitu inter-individudlni od variability spojené s vyvojem
Vv Case. Pro posouzeni vlivu koufeni, pohlavi ¢i HbA1l.; byl ANOVA model rozsilen na model
ANCOVA obsahujici navic pfislusny hodnoceny kovariat. Normalita rozdéleni dat a rezidui u
linearnich modeli (ANOVA, ANCOVA) byla provéfovana nckolika metodikami. Kromé
Kolmogorova-Smirnovova testu shody rozdéleni dat s rozdélenim normalnim, Shapiro-
Wilksova testu a test vyznamnosti odchylek od normality zvlast’ pro Sikmost a Spicatost,
byly pouzity také grafické metodiky jako jsou rozmitnuty rozptylovy graf, vrubovy krabicovy
graf, histogram, kvantil-kvantilovy graf pro normalni rozdéleni a graf symetrie. V piipadé
nesymetrie v datech a heteroscedasticity byla pouzita mocninna nebo logaritmicka
transformace. Optimalni transformacni parametr byl nalezen pro minimum stfedni

kvadratické chyby predikce pro linearni regresi kvantili zavisle proménné po transformaci
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proti kvantilim normalniho rozdéleni — maximalni shoda transformovanych dat s normalnim
rozdélenim. Uvedené metodiky jsou soucasti statistickych softwarti Statgraphics Plus verze
5.1 (Manugistics, Rockville, MD, USA) ¢ NCSS 2002 (Number Cruncher Statistical

Systems, Rockville, UT, USA) které byly pouzity pfi zpracovani dat.

23



Tab 6.1.1. Vstupni klinicka charakteristika souboru vsech 30 nemocnych s DM 1. typu a 13
zdravych kontrol. Vysledky jsou prezentovany jako prumér + SD.

Skupina | Skupina Il Skupina Il Diference mezi skupinami
(zdravé (DM 1. typu | (DM 1. typu *Fishertiv exaktni test/y2-test
kontroly) bez s incipientni *Kruskal-Wallisovo vicendsobné
komplikaci) DN porovnavani/Kruskal-Wallistv test
‘Mann-Whitneytv test
Pocet
subjekti 13 13 17
Pohlavi 6/7 8/5 13/4 NS?
(muzi/Zeny)
vek I-11 (p<0,05), I1-111 (p<0,05)b
30,8 +£5,24 25,7+6,61 30,9 +£5,80
(roky) NS (p<0,07)
BMI 2304215 | 2324208 | 2841698 | HI(P<005) IFII(p<0.05)0b
(kg/m?) p<0,02
Trvini DM 0 5614415 11.0 4 6.26 1-111 (p<0,05)°
(roky) b b 9 9 o
sBP I-111 (p<0,05)b
119+9,96 129 £ 11,7 129 £ 13,6
(mmHg) NS (p<0,08)
dBP A
+ + +
(mmHg) 74,6 £ 5,57 76,3 + 6,38 77+ 6,72 NS
?#]g/)lA 10,7 + 5,93 14,8 +7,92 81,5 + 55,0 -1l (p<10™), 1I-111 (p<10®)°
Vysvétlivky:

BMI - body mass index

SBP - systolicky tlak

dBP - diastolicky tlak,

duMA - mikroalbuminurie/24hod
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Tab 6.2.1. Vstupni hodnoty biochemickych parametri u 30 nemocnych s DM 1. typu a 13 zdravych
kontrol. Vysledky jsou prezentovany jako prumér + SD.

Skupina | Skupina Il Skupina 11 | Kruskal-Wallisovo vicenasobné
(zdravé (DM 1.typu | (DM 1.typu porovnani/
kontroly) bez s incipientni Kruskal-Wallisuv test
komplikaci) DN
-6
TGE-p, 233+086 | 407145 | 314123 | 1 P<100), Il (p<0.00D)
(ng/ml) p<10
VEGF 1254703 | 3854391 2644 415 I-111 (p<0,01), 1I-111 (p<0,001)
(pg/ml) p < 0,001
-5
HDAL 3614045 | 6842189 | 7.76=239 | 1(P<C.00D). MIH(p<I0™),
(%) p<10
-6 -4
duMA 1074593 | 148+792 | s15+550 | P<IO0. IHIT(p<I0n),
(mg) p<10
Cystatin C 073 £ 0.10 074 + 0.08 145+ 1.51 I-111 (p<0,001), 1I-11I (p<0,01)
(mg/l) ’ ’ ’ ’ ’ ’ p<0,001
Homocystein 7604126 8.8 + 4.08 10.3 4 3.08 I-111 (p<0,01), H-11I (p<0,01)
(nmol/l) ’ ’ ’ ’ ’ ’ p<0,01
Fibrinogen I-11 (p<0,05)
+ + +
@) 2,74 £0,73 2,22 £0,45 2,58 £0,63 NS (p<0,14)
CRP 0,73 £0,27 1,02 + 0,84 2,88 +3,94 NS
(mg/l)
TAG 1,03 £0,34 1,06 £0,75 1,86 £2,60 NS
(mmol/l)
HDL-C I-11 (p<0,05)
+ + +
(mmol/l) 1,77 £ 0,47 1,41 £0,41 1,49 £ 0,41 NS (p<0,11)
LDL-C 2,33+0,31 2,60 £0,61 2,79 £0,84 NS
(mmol/l)
Vysvétlivky:

TGF-B1- transformacni ristovy faktor beta 1
VEGEF - vaskularni endotelialni rtistovy faktor
HbAlc — glykovany hemoglobin

duMA — mikroalbuminurie/24hod

CRP - C-reaktivni protein

TAG - triacylglyceroly

HDL-C — high density lipoprotein cholesterol
LDL-C — low density lipoprotein cholesterol
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6.2. Vysledky

6.2.1. Nalezy p¥i vstupu do studie

Vstupni charakteristika souboru jiz byla prezentovana v tabulce 6.1.1. Jak jsme ocekéavali,
nemocni s incipientni DN m¢li signifikantné vyssi hladinu duMA ve srovnani s nemocnymi
bez DN (p < 10°®) a zdravymi kontrolami (p < 10%).

Tabulka 6.2.1. prezentuje biochemickych parametry, které byly analyzovany pii vstupu
do studie. Cytokiny byly signifikantné zvySeny pii vstupu do studie u pacientti s incipientni
DN ve srovnani se zdravymi kontrolami (p < 0,001 pro TGF-B; a p < 0,01 pro VEGF), ackoli
u pacienti bez dlouhodobych komplikaci jsme oproti kontrolam pozorovali pouze
signifikantni zvyseni TGF-B; (p < 10°®°) a nikoliv VEGF, ve srovnani se zdravymi kontrolami.
Zatimco u TGF-B; se skupina s DM bez komplikaci nelisila od skupiny s komplikacemi, u
VEGF byl mezi témito skupinami vyznamny rozdil (p < 0,001). Skupiny diabetickych
nemocnych mély signifikantné vyssi HbA 1. neZ zdravé kontroly (p < 0,001 pro skupinu bez
komplikaci a p < 10 pro skupinu s komplikacemi). Nemocni s incipientni DN méli
signifikantné vyssi cystatin C pfi vstupu do studie ve srovnani s diabetickymi nemocnymi bez
komplikaci (p < 0,001), i se zdravymi kontrolami (p < 0,01). Nemocni s DM 1. typu s
organovymi komplikacemi m¢li signifikantné niz§i homocystein pii vstupu nez nemocni
s incipientni DN (p < 0,01) a kontroly (p < 0,01)

V ramci zjistovani rozdili mezi skupinami nedosahl Kruskal-Wallistiv test statistické

vyznamnosti pro fibrinogen, CRP, triacylglyceroly ¢i cholesterol.
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6.2.2. Efekt pilrocni terapie ramiprilem
Hodnoty nékterych parametrit béhem pulro¢ni terapie jsou uvedeny v tabulce 6.2.2. Po Sesti
mésicich 1écby ramiprilem doSlo u nemocnych s DM 1. typu sincipientni DN
k signifikantnimu poklesu v praméru (+ SD) hladin duMA z 81,5 + 55,0 mg na 42,1 +
24,7 mg (p < 0,01). Hodnoceni prub¢hu 1é¢by diabetickych pacientt i incipientni neuropatii
vzhledem ke kontrolam a pacientim bez komplikaci pro duMA je pak demonstrovdano na
souhrnném schématu €. 1

Nalezli jsme signifikantni pokles v praméru (£ SD) hladin cystatinu C, a to po 6
meésicich 1écby (0,74 £ 0,24 mg/l) ve srovnani se vstupni hodnotou 1,45 + 1,51 mg/l u
nemocnych s DM 1. typu s incipientni DN (p < 0,01). Hodnoceni priub&hu 1é¢by diabetickych
pacientli 1 incipientni neuropatii vzhledem ke kontrolam a pacientim bez komplikaci pro
duMA je pak demonstrovano na souhrnném schématu €. 2

Pokles v hladin HbALl; z 7,76 + 2,39 % na zacatku terapie ramiprilem na 6,92 + 1,63%
po Sesti m&si¢nim sledovanim se blizil statistické vyznamnosti pti uziti Kruskal-Wallisova
testu (p < 0,07) zatimco Kruskal-Wallisovo vicenasobné porovnavani fazi 0 a 6 jiz
naznacovalo hrani¢ni rozdil (p < 0,05).

Hladiny VEGF a TGF-B; nevykazovaly statisticky vyznamnou zménu b&hem 1é¢by
(Tab 6.2.2). Podobné¢ hodnoty CRP, homocysteinu, fibrinogenu, urey, kreatininu,
triacylglycerold, cholesterolu ¢i clearance kreatininu béhem pulro¢ni terapie ramiprilem
nevykazovaly vyznamné zmény béhem 1écby. Hodnoceni prubéhu 1écby diabetickych
pacientl 1 incipientni neuropatii vzhledem ke kontroldm a pacientim bez komplikaci pro
VEGEF pak demonstrovano na souhrnném schématu ¢. 3 a pro TGF-f1 na souhrnném schématu
¢. 4.

Pro vSechny faze experimentu byla nalezena vyznamna korelace mezi VEGF a TGF-B;

(r=0,460, p < 0,05, n = 31, Spearmanova korelace).
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Faktory jako koufeni a pohlavi neovlivnily vyznamné sledované parametry (data
neprezentovana). Muzi vykazovali statisticky vyznamné nizsi hladiny VEGF (p < 0,008) nez

zeny, avsak tento efekt nekoreloval s 1é¢ebnymi periodami.
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Schéma 1. Mikroalbuminurie/24 hodin

KWT: p<10”®
160 T
| NS | NS
| NS | NS
140 - 0 | %% | %=
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©
@)
< 100 -
q—
N
IS
80 -
E
< i
= 60
>
®)
40 -
20 -
0
| Il 110 3 1116
Dolni Horni
Skupina Priamér SD Median kvartil kvartil
I 10,7 5,9 10,8 6,5 13,2
I 14,8 7,9 16,0 9,6 22,8
110 81,5 55,0 63,6 34,7 106,0
3 47,5 34,6 39,0 30,1 58,0
16 42,1 24,8 37,8 26,5 48,9

I...zdravé kontroly

II...DM 1. typu bez komplikaci

1110...DM 1. typu s incipientni DN, 0. mésic
1113...DM 1. typu s incipientni DN, 3. mésic
1116...DM 1. typu s incipientni DN, 6. mésic

KWT...Kruskal-Wallisuv test

Kruskal-Wallisovo vicenasobné porovnani: *...p<0.05, **...p<0.01, ***...p<0.001
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Schéma 2. Cystatin C

KWT: p<0.001
3,5 [ I
| NS | NS
| NS | NS
3 B “IO **kx **
HI3 | NS | NS
16 | NS | NS
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Dolni Horni
Skupina Primér SD Median kvartil kvartil
I 0,732 0,109 0,720 0,640 0,820
Il 0,748 0,083 0,750 0,680 0,800
110 1,454 1,515 0,975 0,915 1,308
3 0,929 0,317 0,875 0,728 1,165
116 0,743 0,246 0,710 0,610 0,730

I...zdravé kontroly

II...DM 1. typu bez komplikaci

1110...DM 1. typu s incipientni DN, 0. mésic
1113...DM 1. typu s incipientni DN, 3. mésic
1116...DM 1. typu s incipientni DN, 6. mésic

KWT...Kruskal-Wallistv test

Kruskal-Wallisovo vicenasobné porovnani: *...p<0.05, **

...p<0.01, ***...p<0.001
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Schéma 3. Vascular endothelial growth factor

KWT: p<0.001
800 - | T

| NS | NS

1 NS | NS
700 = 110 Kk o

M3 | xx | =

16 | ** | ==
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VEGF [pg/ml]
s 8 & 3
o o o o

100 -
0
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Dolni Horni
Skupina Primér SD Median kvartil kvartil
I 32,5 7,0 32,0 28,0 38,0

Il 38,6 39,2 23,6 14,5 48,0

110 264,7 415,5 70,0 42,0 182,0
3 235,1 364,6 44,0 39,0 148,0
116 329,6 360,4 131,0 39,0 711,8

I...zdravé kontroly

II...DM 1. typu bez komplikaci

1110...DM 1. typu s incipientni DN, 0. mésic
1113...DM 1. typu s incipientni DN, 3. mésic
1116...DM 1. typu s incipientni DN, 6. mésic

KWT...Kruskal-Wallistv test

Kruskal-Wallisovo vicenasobné porovnani: *...p<0.05, **

...p<0.01, ***...p<0.001
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Schéma 4. Transforming growth factor beta — 1
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| I
I NS *kx
Il | *** | NS
0 | *** | NS
M3 | *** | NS
16 | *** | NS

0 _
I 1 110 3 16

Dolni Horni
Skupina Primér SD Median kvartil kvartil
I 2,33 0,86 2,14 1,84 3,05

I 40,71 14,50 46,18 25,29 54,02

10 31,50 12,34 31,97 25,15 40,25
3 27,92 9,02 25,76 21,42 34,40
116 29,96 10,31 28,68 23,71 34,26

I...zdravé kontroly

II...DM 1. typu bez komplikaci

[110...DM 1. typu s incipientni DN, 0. mésic
[113...DM 1. typu s incipientni DN, 3. mésic
[116...DM 1. typu s incipientni DN, 6. mésic

KWT...Kruskal-Wallistv test

Kruskal-Wallisovo vicenasobné porovnani: *...p<0.05, **...p<0.01, ***...p<0.001
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Tab 6.2.2. Hodnoty parametra béhem pilro¢ni terapie u 17 pacientii s DM 1. typu s incipientni

DN. Vysledky jsou prezentovany jako pramér + SD.

Fishertuv LSD test/
0. mésic 3. mésic 6. mésic ANOVA s opakovanim
(faktory, faze a subjekt)

Cystatin C 0-6 (p<0,01)
ma/h 1,45+ 1,51(0,92+0,31 0,74 + 0,24 Fize: p<0,01, Subjekt: NS
duMA 0-3 (p<0,01), 0-6 (p<0,01)
o) 81,5+ 55,0 47,5+ 34,5 42,1+ 24,7 Fize: p<0.01, Subjekt:. (9<0,001)
TGF-

GF-B, 31,4+12,3{27,9+9,01[29,9+10,3 Faze: NS
(ng/mil)
VEGF 264 + 415 | 235+364 | 329 + 360 Faze: NS
(pg/ml)
HbA1, 0-6 (p<0,05)
(%) 776£2,3917.12+1,961692£1.63)  p. NS (p<0,07), Subjekt: (p<0,001)

Vysvétlivky:

duMA — mikroalbuminurie/24hod

TGF-B1- transformacni rustovy faktor beta 1
VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor
HbAlc - glykovany haemoglobin,
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6.3. Diskuze

Nase studie ukézala, ze TGF-B1 na rozdil od VEGF, je zvysen u nemocnych s DM 1. typu, a
to jiz ve stadiu bez ptitomnych orgédnovych komplikaci. Oba prosklerotické cytokiny, TGF-p;
1 VEGF, jsou zvySeny v pocatecni fazi renalniho postizeni u pacientti s DM 1. typu. ZvySené
hladiny VEGF u pacienti s incipientni DN (ve srovnani s DM 1. typu bez nefropatie)
poukazuji na diilezitou roli tohoto cytokinu v patogenezi DN. Autokrinni schopnost cytokina
muze vysvétlit jejich tlohu v progresi onemocnéni. ZvySené hladiny TGF-B1, a to jiz pfi
zachytu diabetes mellitu, byly dokumentovéany v diive publikovanych studiich (Zdarska a kol.
2003, Zdarska a kol. 2005, Flores a kol. 2004).

Podani monoklonalnich anti-VEGF protilatek vede k poklesu hyperfiltrace, albuminurie
a glomerularni hypertrofie u diabetickych krys (Vriese a kol. 2001). Anti-VEGF terapie je
Vv soucasnosti pouzivana pro nemocné s karcinomem a v budoucnosti by mohla pfedstavovat
alternativni terapeutickou strategii inicidlnich fazi DN. NaSe prace prokazala, Ze ramipril
samotny nevede k signifikantnimu snizeni hladin VEGF.

Vliv ACEI na TGF-B; byl jiz zkouman v piedeslych studiich - Collaborative Study
Group Captopril Trial, kde doSlo k poklesu TGF-B1 po podani captoprilu v pokrocilejSich
stadiich DN (Sharma a kol. 1999), pak i v experimentalnich modelech (Gilbert a kol. 1998).

V nasi praci jsme pozorovali mirny pokles hladin TGF-f; a VEGF nemocnych s DM 1.
typu s incipientni DN, ktery ovSem nedosahl statistické vyznamnosti. Vliv ACEI na TGF-f4
byl jiz zkouman v predeslych studiich (Gilbert a kol. 1998). Renoprotektini efekt captoprilu
na progresi diabetické nefropatie byl demonstrovan Collaborative Study Group Captopril
Trial, kde ndlezy podporovaly, Ze podani captoprilu vede k poklesu TGF-B1 u nemocnych
s DN (Sharma a kol. 1999).

Mira poklesu cytokini muze byti dana pouZzitou davkou ACEIL V na$i praci davka

ramiprilu byla limitovdna hypotenznimi symptomy, protoZe nasi pacienti m¢li incipienti DN
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bez arteridlni hypertenze. ACEI byli v naSem pfipadu indikovany z divodu prokazané
incipientni DN, nikoli arterialni hypertenze. Davka ramiprilu, stejné tak krevni tlaku zGstaly
beze zmén v pribeéhu pilrocniho sledovani. Zde se nabizi moznost pro dalsi sledovani se
sartany (Pohl a kol. 2005). Vyvstava také otazka, zda by u nemocnych s DN uzivajicich ACEI
nedoslo k dalsi elevaci hladin cytokinli po vysazeni zavedené 1éCby.

Nalezli jsme zvysené hladiny cystatinu C u pacientd s incipientni DN a jejich pokles
béhem pllro¢ni terapie ramiprilem. Jak jsme ocekdvali, sérovy kreatinin a clearance
kreatininu zlistala v pribchu studie nezménéna. V bézné rutinni praxi kompenzujeme limitace
stanoveni glomerularni filtrace s uzitim sérového kreatininu, clearance kreatininu a sbér
moce aplikaci matematického modelu - Cockcroft-Gaults formule (Samson a kol. 1992).
Hladina sérového kreatininu je ovliviiovana fadou ne-rendlnich vlivi (svalovd hmota,
pfitomnost onemocnéni, ...) a neni dostatecné senzitivni zachytit minimalni pokles
glomeruldrni filtrace v incipientnich fazich rendlni léze. Cystatin C je spolehlivéjSim
markerem neZ kreatinin pro screening incipientni nefropatie a reprezentuje uZiteCnou
alternativu Cockroftovy formule (Perlemoiine a kol. 2003, Buysschaert a kol. 2003).
Vysledky nasi studie jsou v souladu s témito zavéry. Co vice, nami pozorovany pokles
cystatinu C béhem terapie ACEI miiZe stanovit pouziti cystatinu C jako marker efektu této
terapie v danych ptipadech.

V nasi praci jsme béhem terapie ACEI pozorovali pokles HbA.. Je zfejmé, ze zadny ze
skupiny ACEI nevede pfimo ke sniZeni HbAl.. Domnivame se, Ze zlepSeni metabolické
kompenzace bylo dosazeno ¢etnéjSimi kontrolami a edukaci. Také informovanost nemocného
o prokazani diabetické komplikace mtize vést k lepsi compliance a motivaci pacienta ve snaze

o upravu glykémii.
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7. Cast B. - TGF-B, a biochemické parametry u diabetes mellitus

1. typu

7.1. Soubor a metody

7.1.1. Pacienti

Na studii participovalo 43 nemocnych s DM 1. typu a 13 zdravych kontrol. Ke srovnani TGF-
B1 Sparametry endotelidlni dysfunkce, kratkodobou a dlouhodobou metabolickou
kompenzaci, s délkou trvani DM byly diabeti¢ti nemocni rozdé€leni do tfi podskupin dle
stupné€ mikrovaskularni diabetické komplikace: podskupina I nemocnych bez mikrovaskularni
1éze, podskupina II nemocnych s nové diagnostikovanou incipientni DN ale bez jinych
organovych komplikaci a podskupina III pacientl s rozvinutymi organovymi komplikacemi.
Charakteristika jednotlivych diabetickych podskupin a zdravych kontrol (podskupina C) je

prezentovana v tabulce 7.1.1. (uvedeno jako pramér + SD).

7.1.2. Analyza TGF-f, a biochemickych parametri

TGF-B;1 bylo stanoveno metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) s uZzitim
monoklonélnich anti-TGF- B; protilatek dle manualu (R&D Systems, Minneapolis, USA).
Normalni hodnoty pro TGF-p; byly < 10 ng/ml. Intra a interassay koeficient variace byly
2.9%.

Dlouhodobd metabolickd kompenzace glykémie byla vyjadifena uzitim glykovaného
hemoglobinu - HbA1;  ktery byl stanoven podle IFCC ( International Federation of Clinical
Chemistry) metod (HPLC, Tosoh) s referen¢nim rozmezim 2,8 — 4,5%. Aktualni glykémie
byla méfena hexokindsovou reakci (Bayer). CRP, homocystein, fibrinogen, duMA, cystatin C,
urea, kreatinin, cholesterol, triacylglyceroly byly stanoveny standardnimi metodami

uzivanymi v laboratotfi Fakultni Nemocnice Motol (Prasa 2000).
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7.1.3. Statistickd analyza dat

K vyjadieni rozdili mezi jednotlivymi skupinami byla uzita robustni Kruskal-Wallistav test
nasledovany Kruskal-Wallisovym vicendsobnym porovnavanim. Pro posouzeni vlivu koufenti,
pohlavi ¢i HbA1; byl ANOVA model rozsilen na model ANCOVA obsahujici navic prislusny
hodnoceny kovariat. Normalita rozdéleni dat a rezidui u linedrnich modeli (ANOVA,
ANCOVA) byla provéiovana né€kolika metodikami. Kromé Kolmogorova-Smirnovova testu
shody rozdéleni dat s rozdélenim normalnim, Shapiro-Wilksova testu a testl vyznamnosti
odchylek od normality zvIast’ pro Sikmost a Spicatost, byly pouzity také grafické metodiky
jako jsou rozmitnuty rozptylovy graf, vrubovy krabicovy graf, histogram, kvantil-kvantilovy
graf pro normalni rozd€leni a graf symetric. V pfipadé nesymetric v datech a
heteroscedasticity byla pouZita mocninnd nebo logaritmickd transformace. Optimalni
transformacni parametr byl nalezen pro minimum stiedni kvadratické chyby predikce pro
linedrni regresi kvantilll zavisle proménné po transformaci proti kvantilim normalniho
rozdéleni — maximalni shoda transformovanych dat s normalnim rozdélenim. Vztahy mezi
parametry byly hodnoceny Spearmanovou korelaci a dale faktorovou analyzou s uzitim
metody hlavnich faktorti nasledovanou faktorovou rotaci VARIMAX. Uvedené metodiky jsou
soucasti statistickych softwari Statgraphics Plus verze 5.1 (Manugistics, Rockville, MD,
USA) ¢i NCSS 2002 (Number Cruncher Statistical Systems, Rockville, UT, USA) které byly

pouzity pfi zpracovani dat.
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Tab 7.1.1. Zkoumané parametry u 43 nemocnych s DM 1. typu a 13 zdravych kontrol. Vysledky jsou prezentovany

jako prumér = SD.

Skupina l Skupina Il Skupina 1 Skupina IV Diference mezi skupinami
(zdravé (DM 1.typu | (DM 1. typu | (DM 1.typus *Fisheriiv exaktni test/y’-test,
kontroly) bez s incipientni [komplikacemi)| °Kruskal-Wallisovo vicenasobné
komplikaci) DN porovnavani/Kruskal-Wallistv test
Pocet subjekti 13 13 17 13
Pohlavi 6/7 8/5 13/4 5/8 NS?
(muzi/Zeny)

5 I-11 (p<0,05), 11111 (p<0,05),
Vek 30,8+524 | 257+6,61 | 309+580 | 31,6+503 II-IV (p<0,05)b
(roky) NS (p<0,1)

o 11111 (p<0,05), H-IV (p<10™),
Trvani DM 0 561415 | 1104626 | 21,2428 11-IV (p<0,001)°
(roky) p<10'5
BMI I-111 (p<0,05), 11111 (p<0,05),

) 23,0+ 2,15 23,2+2,08 28,4+ 6,98 23,3+2,84 -1V (p<0,05)b
(kg/m?) p<0,05
5P I-11 (p<0,05), I-111 (p<0,05),
s H 119+ 9,96 129+ 11,7 129+ 13,6 131 + 10,6 -1V (p<0,05)b
(mmHg) NS (p<0,06)
dBP .
Vysvétlivky:

* podskupina C versus podskupina Ill, p < 0,05
BMI - body mass index

SBP - systolicky krevni tlak
dBP - diastolicky krevni tlak
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7.2. Vysledky

Tabulka 7.2.1 prezentuje hladiny zkoumanych parametrii v jednotlivych podskupinach a
statistické rozdily mezi nimi. TGF-B; bylo statisticky zvySeno ve vSech podskupinach s
diabetem ve srovnani se zdravymi kontrolami, ale nikoli mezi diabetickymi podskupinami
(1-11 (p<10®), I-111 (p<10®), I-1V, (p<10™?)). Obdobna situace byla zjisténa u HbAL. (I-11
(p<0,001), I-111 (p<10™), I-1V, (p<10'®)) a také u glykemie (I-11 (p<0,01), I-111 (p<10), I-IV,
(p<10)). Hodnoty duMA byly vyznamné& vys§i u nemocnych s organovymi komplikacemi, a
to ve fazi incipientni nefropatie & pokrogilych organovych komplikaci (I-11 (p<10®), I-IV
(p<10™), 1I-111 (p<0,001), HI-IV (p<0,001)). Obdobné zavéry byly nalezeny v piipadé
cystatinu C (I-11 (p<0,01), I-IV (p<107), II-111 (p<0,01), lI-IV (p<107)). Dalsi vysledky jsou

zobrazeny v tabulce jako mean + SD.

Tabulka 7.2.2. ukazuje Spearmanovy Kkorelace mezi zkoumanymi parametry pocitané
Z kompletni zdrojové matice (bez méfeni s chybé&jicimi tidaji). TGF-B; pozitivné koreluje s
HbA1, (r=0.7282, p < 0,0001) i s aktualni glykémii (r=0.494, p < 0,002); mén¢ pak s markery
DN: duMA (r=0.332, p < 0,05) a cystatinem C (r=0,363, p < 0,03). Dalsi vyznamna korelace

mezi stanovenymi parametry a TGF-f; nebyla nalezena,

Tabulka 7.2.3. uvadi vysledky faktorové analyzy Spearmanovy korelacni matice.
Neparametrické korelace byly zvoleny s ohledem na vyraznou nesymetrii v datech u
nékterych proménnych a zni vyplyvajici heteroscedasticitu. Optimalni pocet faktorid byl
zvolen na zéklad¢ Kaiserova kritéria a Cattelova grafu vlastnich ¢isel. Obé metody vedly ke
dvéma vzajemné nezavislym (ortogonalnim) faktorim vyjadiujicim celkem 88.6% celkové
variability sdilené mezi proménnymi. Prvni z téchto faktorti vysvétloval 67.9% celkové
variability sdilené mezi proménnymi a druhy 20.8%. Faktory byly snadno interpretovany.

Prvni z faktord byl interpretovan jako Faktor diabetické neuropatie. Uvedeny faktor koreloval
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nejsilnéji s dobou trvani DM, dale s HbAL., TGF-B;, glykémii, duMA a Cystatinem C. Druhy
faktor, ktery byl interpretovan jako Faktor endotelidlni dysfunkce koreloval nejsilnéji
s Cystatinem C, Homocysteinem a Fibrinogenem a naopak nevykazoval vyrazné&jsi korelaci

s proménnymi charakterizujicimi stupen diabetu.
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Tab 7.2.1. Zkoumané parametry u 43 nemocnych s DM 1. typu a 13 zdravych kontrol. Vysledky jsou

prezentovany jako prumér + SD.

Skupina | Skupina Il Skupina 1 Skupina IV | Kruskal-Wallisovo vicenasobné
(zdravé (DM 1. typu | (DM 1.typu | (DM 1.typus porovnani/
kontroly) bez s incipientni |komplikacemi) Kruskal-Wallistav test
komplikaci) DN
TGEB I-11 (p<10™®), I-111 (p<10™),
! 2334086 | 407+145 | 31,4+123 | 357+187 -V (p<10%)
(ng/ml) 0<10°
HbAL I-11 (p<0,001), I-111 (p<10-4),
o 361+045 | 684+189 | 776+239 | 893+172 -V (p<10-6)
(%0) p<10-6
. 111 (p<0,01), I-111 (p<10-4),
Glykémic 467041 | 103+472 | 125+4,62 | 10,3+358 IV (p<0,01),
(mmol/l) p<10-4
dUMA I-111 (p<10-5), I-IV (p<10-4),
10,7+593 | 148+792 | 815+550 | 468+880 | Il (p<0,001), lI-IV (p<0,001)
(mg) p<10-6
. I-111 (p<0,01), I-IV (p<10-5),
CystatinC | (73,010 | 074+0,08 | 1454151 | 1504035 | I-III (p<0,01), II-IV (p<10-5)
(mg/l) 0<10-6
L II-IV (p<0,05)
(F'/tl’)r NOgEN | 5744073 | 2224045 | 258+063 | 2,81+0,80
g NS (p<0,14)

. I-111 (p<0,01), I-IV (p<0,01),
Homocystein | 765126 | 828+408 | 103+308 | 11,8+527 | 1111 (p<0,01), II-IV (p<0,01)
(umol/l) p<0,01
CRP 073+027 | 1,02+084 | 288+394 | 566+777 NS
(mg/l)

TAG -1V (p<0,05), 11V (p<0,05),
1,03+034 | 1,06+075 | 186+260 | 1,87+1,02 HI-IV (p<0,05)

(mmol/l) 0<0,05

I-I1 (p<0,05)
HDL'SI 1774047 | 1414041 | 149+041 | 1,61+044
(mmol/l) NS (p<0,17)

-V (p<0,05)
"D"'fl:l 233+£031 | 260£061 | 279+084 | 2,88+0,88
(mmol/l) NS (p<0,16)

Vysvétlivky:

TGF-B1- transformaéni rustovy faktor beta 1

HbAlc — glykovany hemoglobin
duMA — mikroalbuminurie/24hod

CRP - C-reaktivni protein
HDL-C - high density lipoprotein cholesterol
LDL-C - low density lipoprotein cholesterol
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Tab 7.2.2. Spearmanovy korelce zahrnujici pacienty s diabetem (n=24) a kontroly (n=13).
Pro vypocet byla pouzita kompletni zdrojova datové matice (n=37). Statisticky vyznamné
korelace jsou oznaceny Zluté. V horni ¢asti bunék jsou korela¢ni koeficienty, za

-
z s | g R -
< 2 z g | 2 G | 3 2
Trvani DM 0,7047 | -0,0194 | 0,6966 | 0,3030 | 0,5537 | 0,5216 | 0,6689
0,0000 | 0,9092 | 0,0000 | 0,0683 | 0,0004 | 0,0009 | 0,0000
HbAlc 0,7047 0,0340 | 0,4778 | 0,1216 | 0,5658 | 0,2549 | 0,7282
0,0000 0,8417 | 0,0028 | 0,4735 | 0,0003 | 0,2279 | 0,0000
Fibrinogen -0,0194 | 0,0340 -0,1172 | 0,3289 | 0,4507 | -0,0111 | -0,0688
0,9092 | 0,8417 0,4897 | 0,0469 | 0,0051 | 0,9478 | 0,6859
Glykémie 0,6966 | 0,4778 | -0,1172 0,2089 | 0,3300 | 0,5291 | 0,4940
0,0000 | 0,0028 | 0,4897 0,2148 | 0,0461 | 0,0008 | 0,0019
Homocystein | 0,3030 | 0,1216 | 0,3289 | 0,2089 0,4802 | 0,4441 | 0,1021
0,0683 | 0,4735 | 0,0469 | 0,2148 0,0026 | 0,0059 | 0,5475
Cystatin C 0,5537 | 0,5658 | 0,4507 | 0,3300 | 0,4802 0,3473 | 0,3626
0,0004 | 0,0003 [ 0,0051 | 0,0461 | 0,0026 0,0352 | 0,0274
duMA 0,5216 | 0,2549 | -0,0111 | 0,5291 | 0,4441 | 0,3473 0,3318
0,0009 | 0,1279 | 0,9478 | 0,0008 | 0,0059 | 0,0352 0,0448
TGF-p1 0,6689 | 0,7282 | -0,0688 | 0,4940 | 0,1021 | 0,3626 | 0,3318
0,0000 | 0,0000 | 0,6859 | 0,0019 | 0,5475 | 0,0274 | 0,0448
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Tab 7.2.3. Faktorova analyza parametri diabetické nefropatie a
endotelialni dysfunkce zahrnujici pacienty s diabetem (n=24) a
kontroly (n=13). Pro vypocet byla pouZita metoda hlavnich faktora
nasledovana rotaci faktori VARIMAX. Z divodi negaussovské
distribuce dat byla zakladem pro vypocet komunalit a faktorovych
vah Spearmanova korela¢ni matice z kompletni zdrojové datové
matice (n=37). Optimalni pocet faktori byl uréen na zakladé
Kaiserova kritéria. Zvolené faktory jsou oznaceny Zluté. Faktorové
vahy (korelace proménnych s faktory) s absolutni hodnotou vétsi
nez 0,4 jsou oznaceny Zluté.

Cislo Vlastni ¢islo Procen:g;&s;;léjtleného
faktory faktory Individualni Kumulativni

1 3,35 67,88 67,88

2 1,02 20,76 88,64

3 0,56 11,36 100,00

4 0,00 0,00 100,00

5 0,00 0,00 100,00

6 0,00 0,00 100,00

7 0,00 0,00 100,00

8 0,00 0,00 100,00

Faktor
Proménna Komunalita (1) Faktor (2) Faktor
diabetické endotelialni
nefropatie dysfunkce

Trvani DM 0,7984 0,8720 0,1950
HbAlc 0,6339 0,7866 0,1231
TGF-p1 0,6030 0,7764 -0,0137
Glykémie 0,5244 0,7221 0,0539
duMA 0,3386 0,5095 0,2811
Cystatin C 0,6781 0,4649 0,6797
Homocystein 0,4089 0,1938 0,6094
Fibrinogen 0,3857 -0,1280 0,6077




7.3. Diskuze

Vysledky nasi prace ukazuji, ze hladiny TGF-; u nemocnych s DM 1. typu jsou ovlivnény
jak aktualni, tak chronickou glykémii. Jak jiz bylo feCeno dfive, je tize a délka hyperglykémie
st€Zejnim faktorem pro rozvoj diabetickych komplikaci. Jakmile je organismus jednou
vystaven hyperglykémii, spousti se kaskadda dé€jti na molekularni a bunécné urovni, které pak
vedou ke tkanovému poskozeni. Vzrustajici dikazy poukazuji na roli cytokini v patogenezi
tkanovée léze zpltisobené¢ho hyperglykémii (Yang a kol. 2003).

Experimentalnimi studiemi bylo potvrzeno, ze obé&, akutni i chronickd hyperglykémie,
mohou zvysit produkci TGF-B; avSak klinické prace k tomuto tématu zistavaji inkonzistentni
(Sharma a kol. 1995, Matsumo a kol. 2002).

Prace Florese a kolektivu zkoumajici TGF-B; pti zadchytu DM 1. typu a po 1., 4. a 16.
tydnu 1écby inzulinem v zasad¢ tik4, Ze produkce TGF-B; nebyla modifikovana redukci
glykémie (Flores a kol. 2004), coz neni jednozna¢né v souladu s S nasi praci. Domnivame se,
ze rozdil mezi ndlezy Florese a nami, mize byt vysvétlen faktem, Ze Flores zahrnul pouze
soubor nov¢ diagnostikovanych nemocnych Vv asnych fazich choroby, kde jsou vysoké
hladiny TGF-B; asociovany s aktivitou autoimunitniho procesu, ktery je podstatou patogeneze
DM 1. typu, a nejsou odezvou na hyperglykémii. Imunosupresivni uc¢inky TGF-B; se projevuji
inhibici sekrece zanétlivych cytokinl z makrofagl, lymfocytil, zejména Thl lymfocytd. TGF-
1 pak muze hrat roli v patogenezi DM 1. typu antagonismem cytotoxického efektu
prozanétlivych cytokind, které zahajuji a udrzuji autoimunitni proces. Ten nasledné¢ muze
zakryt zmény TGF-B; zplisobené snizenim glykémie v ¢asnych fazich choroby. K ziskani vice
sofistikovaného zavéru by bylo tfeba vétSich prospektivnich studii s pacienty v riznych

stadiich diabetu.
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V naSi prifezové studii jsme pozorovali korelaci mezi TGF-B; a dlouhodobou
metabolickou kompenzaci sacharidii (vyjadieno HbAl,), stejné tak aktualni glykémii. Tyto
zavery podporuji nazor, ze vzestup glykémie béhem dne vede k produkci TGF-B; a timto
mechanismem se spolupodili na endotelialni dysfunkci. Ve svétle téchto nalezli, by méla byt
kontrola akutni stejné tak chronické hyperglykémie, hlavnim cilem lécby DM 1. typu ve

vSech stadiich choroby.
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8. Zavéry

8.1. Zaver A a dopady do klinické praxe

Nase prace ukézala, ze TGF-B;, na rozdil od VEGF, je jiz zvySen u nemocnych s DM 1. typu
bez piitomnych organovych komplikaci. Oba prosklerotické cytokiny, TGF-B;1 i VEGF, jsou
elevovany ve fazi incipientni DN u DM 1. typu a neklesaji signifikantn¢ béhem ACEI terapie.
Zvysené hladiny VEGF u pacient s incipientni DN poukazuji na roli tohoto cytokinu
Vv patogenezi DN. Stanovovani hladin VEGF by mohlo slouzit jako diagnosticky marker této
komplikace. Podobné cystatin C hraje dualezitou tlohu v incipientni DN. Muze slouzit jako
spolehlivy marker pro screening Casné faze rendlniho postizeni u diabetu a mize byt také,
mimo mikroalbuminurii, pouzit ke zhodnoceni efektu 1écby ACEI v ptipadech s minimalnim
poklesem glomerularni filtrace, kde vySetfeni sérového kreatininu a clearance kreatininu

nejsou dostatecné citliva.

8.2. Zaver B a dopady do klinicke praxe

Nase nalezy ukazuji, ze produkce a hladiny TGF-B; koreluji s aktudlni i chronickou
hyperglykémii. Dysregulace cytokini (véetné TGF-B;) je jednim z patogenetickych
mechanismt pfispivajicim k rozvoji diabetickych mikrovaskularnich komplikaci.

Uspokojiva dlouhodoba metabolickd kompenzace glykémie sama nezajisti dostatecnou
prevenci specifickych komplikaci diabetu. Proto, a to zejména s ohledem na aktivitu cytokind,

je nutné v klinické praxi zajistit stabilitu glykémie béhem celého dne (24 hodin)
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