Univerzita Karlova
1. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

UNIVERZITA KARLOVA
1. lékarska fakulta

Studium novych rizikovych faktoru kardiovaskularnich
onemocnéni

MUDr. Lenka EremiaSova

2021



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Biochemie a patobiochemie
Pfedseda oborové rady: prof. MUDr. Libor Vitek, PhD.,MBA

Skolici pracovisté: Ustav lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky

1. LF UK a VFN v Praze

Skolitel: doc. MUDr. Vilém Danzig, PhD.



OBSAH

w N

~

03N W

ABSTRAKT ... 3
ABSTRACT ... 4
UVOD ... e 5
3.1 Koncentrace bilirubinu v krevnim S€ru.........cc.ccoceveeene.e. 5
3.2.  Biologické vlastnosti bilirubinu ...........cccooviviiiiiiiinnn, 6
CILPRACGE ...t 8
4.1. Bilirubin a kardiovaskularni onemocnéni...........ccccooe...... 9
4.2, Bilirubin a mortalita ...........cccocoovsiiiiiiii 14
KARDIOVASKULARNI RIZIKOVE FAKTORY ............ 18
ZAVER............. e 20
SEZNAM POUZITE L,ITERATURY ................................. 22

SEZNAM PUBLIKACI .......ccccoociviiiiiiiiiiiiiiciciee, 26



1. ABSTRAKT
Bilirubin je hlavni produkt katabolismu hemu v krevnim fecisti s vyznamnymi
antioxida¢nimi vlastnostmi. Ty se uplatiiuji u chorob spojenych se zvySenym
oxida¢nim stresem, mezi které patfi zejména choroby srdce a cév i nadorova
onemocnéni.

V prvni ¢asti této prace jsem se zabyvala zmapovanim sérovych koncentraci
bilirubinu v bézné ceské populaci, které byly stanoveny na 1 % nahodné
vybraném vzorku ¢eské populace, soucasné s prevalenci Gilbertova syndromu.
Koncentrace bilirubinu byly stanoveny i v ramci jednotlivych polymorfismt
genu UGTIAI (OMIM *191740) tidiciho biotransformaci bilirubinu v jatrech,
véetné jejich asociace se zakladnimi rizikovymi faktory aterosklerézy. V ramci
této studie jsme zjistili v ¢eské populaci i prekvapivé vysokou prevalenci
zvySenych aktivit jaternich enzymi, které predstavuji dalsi vyznamny rizikovy
faktor vzniku kardiovaskuldrnich chorob. V dalsi ¢asti této prace jsme stanovili
i koncentrace bilirubinu u skupiny pacientdl s akutnim koronarnim syndromem,
které byly vyznamné niz§i v porovnani s béznou populaci.

V druhé ¢asti vyzkumného projektu byl na polské vétvi epidemiologické
studie HAPIEE zkouman vztah plazmatickych koncentraci bilirubinu
ajednotlivych  variant polymorfismi genu UGTIAI na celkovou
a kardiovaskularni mortalitu. Z vysledkt vyplyva, Ze plazmatické koncentrace
bilirubinu se vyznamné podileji zejména na celkové a nadorové mortalité.

V zavéru prace uvadim i dil¢i vysledky dalSich spoluautorskych praci,
které reflektuji rizikovy profil nasi populace. Alarmujici je zejména nartst
prevalence obezity. Potentnim biomarkerem se jevi ikoncentrace kyseliny

mocové.

Kli¢ova slova: Bilirubin, kardiovaskularni choroby, Gilbertiv syndrom,

promotorové varianty genu UGT1A 1, mortalita
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2. ABSTRACT
Bilirubin is a major product of the heme catabolism in the vascular bed with
substantial antioxidant properties. These importantly contribute to pathogenesis
of diseases associated with increased oxidative stress, including cardiovascular
or cancer diseases.

In the first part of this PhD project serum bilirubin concentrations were
examined in the 1 % representative sample of the general Czech population,
together with determination of the prevalence of Gilbert's syndrome. Bilirubin
concentrations were determined also within individual polymorphisms of the
UGTI1A41 gene (OMIM*191740) responsible for bilirubin biotransformation in
the liver, including their association with the basic risk factors for
atherosclerosis. We also assessed the activity of the standard liver enzymes
(representing another significant risk factor for the development of
cardiovascular diseases) with surprisingly high proportion of subjects with
elevated values. Simultaneously, we determined the concentrations of serum
bilirubin in a group of patients with an acute coronary syndrome, who manifested
with significantly lower concentrations as compared to general population.

In the second part of this research project, the relationship between plasma
concentrations of bilirubin and individual variants of UGTIAl gene
polymorphisms and total and cardiovascular mortality was investigated.

At the end of the work I present partial results of other co-author's works
projects I have been co-authoring.. The increase in obesity is particularly
alarming. In addition to bilirubin concentrations, uric acid concentrations also

appear to be a potent biomarker.

Key words: Bilirubin, cardiovascular diseases, Gilbert's syndrome, UGTI1A1

gene promoter variants, mortality



3. UvoD

Bilirubin, hlavni ZIlu€ovy pigment, je v intravaskularnim kompartmentu
koneénym produktem metabolismu hemu. Po chemické strance patii mezi
linearni tetrapyrolové slouc¢eniny. Dlouhou dobu byl povazovan za nebezpecnou
latku, zejména z diivodu toxického poSkozeni centralniho nervového systému [1,
2]. Novy pohled na tuto molekulu pfinesla prace, ve které byla poprvé zminéna
antioxidacni vlastnost bilirubinu [3]. Dalsi prace prokazaly, ze mirnd elevace
sérovych koncentraci bilirubinu ma pro lidsky organismus vyznamny ochranny
ucinek [4]. Tento protektivni vliv se nejvice uplatiiuje u chorob spojenych
s vy$§im oxidaénim stresem, jako jsou nemoci kardiovaskularni [S], nékteré
nadorové choroby [6, 7], onemocnéni zanétliva [8], revmatologickd [9]
¢i neuropsychiatricka [10].

Naopak nizsi koncentrace bilirubinu jsou spojeny s vys§im rizikem vzniku
chorob podminénych zvySenym oxidaénim stresem. Podle teorie reverzni
kauzality dochazi u nemoci spojenych s vysokym oxida¢nim stresem ke zvySené
spotfebé antioxidaéné plsobicich latek, veetné bilirubinu [11]. Kromé zvysené
spotfeby antioxidantii jsou sérové koncentrace bilirubinu uréeny geneticky
aktivitou UGT1A1 [12], ¢astecné i aktivitou HMOXI1 - klicovych enzymu
katabolické drahy hemu [13].

3.1. Koncentrace bilirubinu v krevnim séru
Sérové koncentrace bilirubinu jsou ovlivnény aktivitou enzymtl, zejména uridin
difosfo-glukuronosyltranferasy 1A1 (UDP-glukuronosyltransferaza 1Al,
UGTI1ALl), ktera je kodovana genem UGTIAI [12, 14, 15]. Za fyziologické
systémové koncentrace bilirubinu se bézn€ udavd rozmezi 3-20 pmol/l,
koncentrace konjugovaného bilirubinu jsou v séru/plazmé za fyziologickych
podminek zanedbatelné a nemély by piesahovat 3-5 % celkového bilirubinu

[16]. Obecné, je za median systémovych koncentraci bilirubinu povazovana
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koncentrace kolem 10 pmol/l, primérné koncentrace jsou mirné nizsi [17].
Bilirubin ma v populaci bimodalni rozlozeni, které je dano vyskytem GS [18,
19]. Vyssi koncentrace nekonjugovaného bilirubinu nepfedstavuji pro tyto
nositele vyznamngj$i riziko [20]. Systémové koncentrace bilirubinu jsou
ovlivnény fadou proménnych, a proto je velmi obtizné stanovit optimalni
referencni meze [19]. Napiiklad u Zen nachazime v dusledku inhibice UDP-
glykuronosyltransferazy estrogeny nizsi koncentrace sérového bilirubinu [6]
[21, 22], s vékem systémové koncentrace bilirubinu také klesaji [23]. Dale se
systémové koncentrace bilirubinu li§i u jednotlivych etnik [24], stejné jako se

méni béhem dne [25], fyzické aktivity [26]¢i vlivem Zivotniho stylu [27, 28].

3.2. Biologické vlastnosti bilirubinu

se podili na celkové antioxidacni kapacité séra [30, 31]. Biologické vlastnosti
bilirubinu zobrazuje Tab. 1.

Podle recentnich dat se bilirubin podili i na intracelularni signalizaci
a pusobi jako hormon. Tato bunécné signalizace bilirubinu je umozZnéna jeho
vazbou na specificky receptor v membrang hepatocyti. Po internalizaci do jadra,
aktivuje jako ligand specifické receptory a tim spousti transkripci specifickych
gend, které vedou k aktivaci B-oxidace mastnych kyselin v mitochondriich.
Prostfednictvim této signaliza¢ni drahy dochazi ke zlepSeni inzulinové

rezistence a redukci obezity [32, 33].



Tabulka 1: Biologické vlastnosti bilirubinu

Misto puisobeni Utinek bilirubinu
| krevniho tlaku
Cévni sténa 1 arterialni elasticity

1 koronarni vazoreaktivity

| exprese VCAM-1/ICAM-1/E-
Buné&éna adheze selektinu
| transendotelové migrace leukocyti
| LDL cholesterolu
Metabolismus lipidi | triacylglycerida
1 HDL cholesterolu

. . 1 inzulinové senzitivity
Metabolismus sacharida . . .
| inzulinové rezistence

| aktivace a objemu trombocyt
1 aPTT

Hemostaza

1 celkové antioxidaéni kapacity

Oxidacéni stres .
|LDL oxidace a produkce AGEs

lvyskyt obezity a metabolického

Distribuce tuku
syndromu

Upraveno podle ref.[34].



4. CIL PRACE
S ohledem na zasadni a dilezité postaveni bilirubinu v lidském organismu a jeho
asociaci s nemocemi kardiovaskularniho aparatu bylo cilem této disertacni

prace:

Cast 1: Bilirubin a kardiovaskuldrni onemocnéni
a. Stanovit koncentrace systémového bilirubinu v ¢eské populaci.

b. Urcit prevalenci GS v reprezentativnim vzorku ¢eské populace véetné
stanoveni frekvence gilbertovské alely (UGTIAI 28) a jednotlivych
polymorfismi genu UGTIAI.

c. Urcit koncentrace celkového bilirubinu, véetné polymorfismi genu

UGTI1A41 u muzt s akutnim infarktem myokardu.

Cist 2: Bilirubin a mortalita

d. Stanoveni celkové, kardiovaskularni a nadorové mortality v ramci
prospektivné sledované kohorty rekrutované z rozsahlé multicentrické
polské vétve studie HAPIEE (Health Alcohol, and Phychosocial factors

in Eastern Europe).



4.1. Bilirubin a kardiovaskularni onemocnéni

Metodika: Pouzita byla data ziskana z ceské populacni studie post-MONICA
(MONIltoring of CArdiovascular disease) [35]. Prvni skupina (kohorta A)
pochazela z retrospektivni studie tvofené 717 jedinci (z toho 62 % muzl)
rekrutovanych ze studie post-MONICA provedené mezi lety 1997-1998. Jedinci
byli opétovné vysetfeni mezi roky 2000-2001. Vzorky Zilni krve byly po svém
ziskani zmrazeny a uchovany v pfedepsanych podminkach. V rameci této prace
byly z téchto vzorkd dodate¢né stanoveny systémové koncentrace bilirubinu,
aktivity aminotransferaz a gamaglutamyltransferazy (GGT), vCetné genetické
analyzy geni, podilejicich se na metabolismu bilirubinu. Druhou skupinu
(kohorta B, n=2 594, 48 % muzi), pfedstavuje vzorek ¢eské populace ziskany
z prospektivné probihajici studie post-MONICA (2015-2018). Koncentrace
bilirubinu, aktivity aminotransferdz a GGT byly stanoveny ze vzorku zilni krve
v pribéhu studie. Data jedinct s akutnim koronarnim syndromem (n=741), byla
ziskana z Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM). Jednalo se
o muze, hospitalizované na jednotce intenzivni péce od dubna 2006 do dubna
2014 [36, 37] pro primomanifestaci akutniho koronarniho syndromu, konkrétné
infarktu myokardu. U téchto jedinci byly pro ucely nasi studie pouzity
koncentrace systémového bilirubinu odebrané ze Zilniho vzorku krve
dle protokolu studie. Aktivity AST (aspartataminotransferazy), ALT
(alaninaminotransferazy) a GGT nebyly v nasi studii hodnoceny, z divodu
alterace aktivit probihajicim akutnim koronarnim syndromem (Tab. 2).

Zahorni limit fyziologickych koncentraci sérového bilirubinu byla
stanovena koncentrace 17 pmol/l [38]. Za abnormalni aktivity aminotranferdz
byly povazovany aktivity AST >0,72 pkat/l, ALT>0,78 pkat/l, GGT>0,84 pkat/l.
DNA analyza ziskédna ze vzorku nesrazlivé krve vysolovaci metodou podle
Millera [39]. Promotorové varianty genu UGTIAI stanoveny kapilarni

elektroforézou [40].



Vysledky:
Tab. 2: Zakladni charakteristiky sledovanych populaci

Charakteristika vySetiovanych populaci

Kohorta Kohorta Kohorta Kohorta
A B A muzi M
(n=717) (n=2 594) (n=442) (n=741)
Muzi/Zeny 1,61 0,91 - -
Vék (v letech) 48,4+11 48+11 49+11 54,7+8*
BMI (kg/m?) 28,1+4,8 28,3+5,5 28,4+3,9 28,8+4,5
LDL
cholesterol 3,54+1,2 3,16+0,9 3,64%1 3,57+1,1
(mmol/1)
HDL
cholesterol 131404 1,49+0,4 1,20+0,4 1,16+0.3
(mmol/1)
TAG (mmol/l) 1,7741,1 1,34+1,0 2,01+12 1,85+1,7
Kouieni (%) 48,8 43,8 58,5 83,2%
Arterialni
hypertenze (%) 41,7 40,1 47,1 49,9
Diabetes "
mellitus (%) 4,5 6.4 > 17.9
Glykémie
nalaéno 5,09£0,2 5,47+0,4 5,26%1,1 NS
(mmol/1)
AST (ukat/l) 0,24+0,1 0,38+0,3 0,25+0,1 NS
ALT (pkat/l) 0,18+0,1 0,38+0,4 0,19+0,1 NS
GGT (ukat/l) 0,53+1,2 0,62+0,1 0,74£1,5 NS

*n<0.01 srovnani s muzskou populaci kohorty A.
Data vyjadrena jako primeér + SD. AST, ALT, GGT meéreny ze zmraZenych
vzorkii z let 2000-2001. NS — nestanoveno. Legenda: TAG-triacylglyceroly
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Vysledky:
Cil a) Tab. 3:
A) Koncentrace celkového bilirubinu v reprezentativnim vzorku ceské
populace a u muzii s akutnim infarktem myokardu
Koncentrace celkového bilirubinu (pmol/l)

Kohorta A Kohorta B Kohorta s IM
v G50 6000
MuZi lo’zrgiig; 6) 11’(12’2_3155)’2) 7,7* (5,6-10,8) (n=741)
I I P

Koncentrace bilirubinu jsou u Zenského pohlavi nizsi nez u muzu. Data
vyjadrena jako QR. *p<0.01 srovnani s kontrolnimi skupinami A i B.

B) Vyskyt hyperbilirubinémie >17pmol/l ve studovanych populacich

Hyperbilirubinémie >17pumol/l

Cela populace Kohorta A Kohorta B Kolhl\(/)[rta
(n=3 311) (n=717) (n=2 594) (n=741)
VSichni 11,4 % (n=377) 6,9 % (n=50) 12,6 % (n=327)
Muzi 16,1 % (n=270) 9,7 % (n=43) 18,4 % (n=227) gnizo/;:
Zeny 6,5 % (n=107) 2,5 % (n=7) 7.3 % (n=100)

Vyskyt hyperbilirubinémie >17pmol/l u jedinci s nezvySenymi
aminotransferizami a GGT

Cela populace Kohorta A Kohorta B Kolhl\(/)[rta
(n=3311) (n=717) (n=2 594) (n=741)
Vsichni 8,9 % (n=295) 4,9 % (n=35) 10,0 % (n=260)
MuZzi 11,6 % (n=195) 6,6 % (n=29) 13,4 % (n=166) ND
Zeny 6,1 % (n=100) 2,2 % (n=6) 6,9 % (n=94)

Horni meze fyziologickych aktivit aminotranferaiz a GGT: AST=0,72
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wkat/l, ALT=0,78ukat/l, GGT=0,84ukat/l. Legenda: IM — infarkt myokardu, ND
nestanoveno divodu elevace myokardialnich enzymii ovliviujicich aktivity
aminotransferaz.

C) Pomér Sanci relevantnich proménnych na ovlivnéni sérovych
koncentraci celkového bilirubinu

OR (95 % CI) P hodnota
Pohlavi (Zeny) 0,26 (0,22-0,32) <0,001

Koufeni 0,44 (0,31-0,61) <0,001
BMI 0,98 (0,96-0,99) 0,024
HbAlc 0,96 (0,95-0,98) <0,001
AST 4,18(1,76-9,9) 0,01

Pomer Sanci (OR) relevantnich proménnych, majicich vliv na sérové
koncentrace bilirubinu vztazenych na median koncentraci celé kohorty B
(9,6 umol/l). Legenda: BMI-body mass index, HbAIc-glykovany hemoglobin

Nejcéastéjsi zvySenou enzymatickou aktivitou byla aktivita GGT (Tab. 4).
Vyznamny pozitivni linearni vztah byl detekovan mezi BMI vs. GGT (p<0,001),
HbAlc (p<0,001) a sérovymi koncentracemi triacylglycerold (p<0,001).
Negativni asociace GGT byla detekovéana pro hodnoty BMI a koncentrace HDL
cholesterolu (p< 0,001).

Tabulka 4: Vyskyt elevace aktivit aminotransferaz a GGT v Ceské populaci

Vsichni Muzi Zeny
KOHORTAB

(n=2 594) (n=1235) (n=1359)
ALT 5,5 % 9,7 % 1,8 %
AST 32 % 4,7 % 1,8 %
GGT 18,4 % 28,9 % 8,9 %
ALT/AST/GGT 20,7 % 32,6 % 9,7 %

Aktivity  povazované nad normu AST>0,72 pkat/l, ALT>0,78 ukat/l,
GGT>0,84 pkat/l.
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Cil b) Prevalence GS, véetné frekvence gilbertovské alely (UGTIAI 28)
a jednotlivych polymorfismi genu UGTIAI

Sérové koncentrace bilirubinu jsou ovlivnény pohlavim (vyss§i koncentrace jsou
u muzd nez u zen, Tab. 3A, p<0,01). Samotna pfitomnost alely UGTIAI ma
mensi vyznam. Pravdépodobnost vyskytu GS byla ve vybraném populacnim
vzorku 8,9 % (11,6 % pro muze vs. 6,1 % pro Zeny, p <0,01, Tabulka 3B).

Cil c¢) Sérové koncentrace bilirubinu, frekvence alely UGT1A1%28 u muzi
s akutnim infarktem myokardu

Koncentrace sérového bilirubinu byly u muzi s AIM signifikantné nizsi
oproti kontrolni skuping (7,7 vs. 10,7-11,3 umol/l, p<0,01, Tab. 3A). Distribuce

genotypt UGTIAI byla mezi témito dvéma skupinami plné srovnatelna.

Diskuse: Median koncentraci bilirubinu v séru byl 9,8 pmol/l (kohorta A)
a 9,6 pmol/l (kohorta B). Vyssi koncentrace byly pozorovany u muzi
(10,7 a 11,3 umol/l) v porovnani se zenami (8,3 a 8,8 pmol/l). Stanovené 95 %
referenéni intervaly pro systémové koncentrace bilirubinu byly mnohem $irsi
a posunuly se k vy$§im koncentracim, s nezanedbatelnymi rozdily mezi muzi
(95 % CI:5,5-27,5 umol/l) a Zenami (95 % CI:3,8-19,9 umol/l). Nejcastéjsi
genova varianta v ¢eské populaci je UGT1A1(TA)s/7, bez podstatného rozdilu
mezi muzi a Zenami. Koncentrace bilirubinu v séru byly u pacientli s akutnim
IM mnohem nizsi, pravdépodobné v disledku zvysené konzumpce bilirubinu
v ramci oxidacniho stresu. Niz§i systémové koncentrace bilirubinu nachdzime
u kufdkd (median 8,7 pmol/l vs. nekufaci 9,9 pmol/l, p<0,001). Vyznamnym
prediktorem sérovych koncentraci bilirubinu je hodnota BMI, stejné jako
koncentrace HbAlc (Tab 3C). Zvysené aktivity aminotrasnferaz a GGT ukazuji
na vysoké kardiovaskuldrni a metabolické riziko ¢eské populace. Nejcastéji byla
zjisténa elevace aktivit GGT (18,4 %, Tab. 4), jejiz ptic¢inou je pravdépodobné
(po vylouceni usu alkoholu) nealkoholicka steatoza jater (NAFLD) [41]. Zda se
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jedna o primarni postiZzeni ¢i o disledek metabolického syndromu neni doposud

jasné [42, 43].

4.2. Bilirubin a mortalita
Metodika: Data byla ziskdna z polské vétve multicentrické studie HAPIEE
(Health, Alcohol, and Psychosocial factors in Eastern Europe) [44]. Prace byla
provedena na 1 870 jedincich ze studie HAPIEE. Tato skupina byla rozdélena
naty, ktefi béhem sledovani zemfeli (n=447, ztoho 211 nanadorova
onemocnéni a 139 na kardiovaskularni onemocnéni (CVD), ostatni subjekty
slouzily jako kontrolni skupina (n=1 443, podrobnéji Tab. 5). Ze zmrazenych
vzorkl plazmy byly dodate¢né stanoveny koncentrace bilirubinu, aktivita ALT,
koncentrace mocoviny a CRP. DNA byla izolovana modifikovanou vysolovaci
metodou [39]. Promotorové nukleotidové varianty genu UGTIAI byly
stanoveny pouzitim technologie KASPTM technology (www.lgcgroup.com).
Vzajemny vztah plazmatickych koncentraci bilirubinu a vysledk mortalitnich
dat byl analyzovan v nékolika krocich prostfednictvim upravené multivariacni

logistické regrese.

Vysledky: Median plazmatickych koncentraci bilirubinu byl 12,8 pumol/l,
s vy$§imi koncentracemi u muzd (13,5 pmol/l) oproti zenam (11,6 pumol/l).
Kontrolni skupina méla vys$si median koncentraci bilirubinu ve srovnani

s mortalitni skupinou (Tab. 5).
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Tabulka 5: Charakteristika populace studie HAPIEE

Zemieli Kontrolni skupina p-

(n=447) (n=1 423) hodnota
Vék 61,6 (6,5) 60,8 (6,7) 0,048
MuZi (%) 305 (68,2) 971 (68,2) 0,999
Koui‘eni (%) 194 (43,4) 383 (26,9) <0,001
BMI (kg/m?) 28,0 (5,1) 28,3 (4,3) 0,388
(Crgfrlfgl\/fl)'; cholesterol 57(1.2) 5.8 (1.0) 0,173
TAG (mmol/l) 1,5 1,5 0,988
Bilirubin (umol/1) 12,0 (9,8-15,2) 12,9 (10,9-16,1) <0,001
ALT (pkat/1) 0,34 (0,26-0,45) 0,35 (0,28-0,46) 0,022
GGT (pkat/1) 0,36 (0,14-0,67) 0,26 (0,11-0,52) <0,001
CRP (mg/1) 2,5 (1,1-5,6) 1,7 (0,9-3,3) <0,001
Urea (mmol/l) 4,6 (3,7-5,8) 4,8 (4,0-5,8) 0,021

Data vyjadiena jako median a interkvartilovy rozptyl. Tucné jsou oznaceny
statisticky vyznamné vysledky.

Statistika: Pouzit byl chi-square test, T-test a Spearmaniv korelacni test.
Legenda: BMI-body mass index, TAG-triacylglyceroly;,
ALT-alaninaminotransferdza;

GGT-gamaglutamyltransferaza, CRP-C reaktivni protein.

Distribuce genotypt UGT1A1 a frekvence alel byla v souladu s HW rovnovahou
(p=0,19, Tab. 6) [ 14]; homozygoti alely 7/7 méli signifikantné vyssi plazmatické
koncentrace bilirubinu ve srovnani s nosi¢i divoké alely 6 (Tab. 6). Ostatni
biochemické parametry (ALT, GGT, CRP, mocovina) byly distribuovany

nezavisle na polymorfismu genu UGTIA1.
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Tab. 6: Vztah genotypi UGTIAI k jednotlivym biochemickym markertim

Polymorfismy

6/6 6/7 77

Celkem o o o

(o 370) 759 (40,6 %) 844 (45,1%) 267(143%)  p-hodnota

Bilirubin 1,7 13,0 19,1 <0001

(umol/l) 10,0-13,9)  (109-156)  (14,6-25,0) =0,
0,35 0,34 0,34

ALT (ukat) 55,045 (0.27-046)  (0.27-0.45) 0,519
0,29 038 0,8

GGT (kat) — 615.057)  (0,12-:0,56)  (0,12-0,51) 0,311
1.8 1.9 1.8

CRP (mg/l (0,9-3,6) (0,9-3,9) (0,9-3.8) 0,596
49 47 43

Urea (mmol/l) (4,0-5.8) (3,9-5.7) (3,8-5.8) 0,105

P-hodnota urcena Spermanovym korelacnim testem. Data uvedena jako
median a interkvartilové rozmezi.

V dal$i ¢asti analyzy jsme pfistoupili k adjustaci plazmatickych koncentraci
bilirubinu k dal§im proménnym (Tab. 7). Analyza byla provedena na celé

kohorté¢ (Tab. 7), ale i v ramci jednotlivych pohlavi.

V modelu 1 (vztazeno na vek a pohlavi) byla zjisténa silna negativni asociace
plazmatickych koncentraci bilirubinu s celkovou mortalitou a také v podskupiné
umrti na nadorova onemocnéni, nikoliv u umrti na CVD. Tatdz spojitost
existovala i u modelu 2 (adjustace na veék, pohlavi a také na vliv vzdélani,
socioekonomicky status a biochemické markery - CRP, ALT, BMI, lipidovy
profil). Podil CVD na umrti byl opét statisticky nevyznamny 1,03 (95 %
CI: 0,58-1,83). V modelu 3 (adjustace model 2 + aktivity ALT, GGT,
koncentrace CRP a urey) zistal pomér sanci (OR) obdobny, i kdyZz intervaly
pravdépodobnosti se rozsifily, a to kvili ztrate statisticke sily v multivariacnim

modelu.
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Tabulka 7: Vztah plazmatickych koncentraci bilirubinu k mortalité

Plazmatické . Model 1 Model 2 Model 3
koncentrace ly’ocet’
bilirubinu umrti 95 % 95 % 95 %
OR OR OR
P¥i¢ina imrti (pmol/l) (n) CI CI CI)
Viechny <10 120 1,00 (ref) 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(w=c2) 0,37- (0,45- (0,47-
10-17 253 0,49 0,64) 0,60 0.79) 0,62 0.82)
(0,33- (0,42- (0,43-
>17 74 0,47 0,66) 0,61 0.87) 0,63 0,92)
p-hodnota pro trend <0,001 0,004 0,010
p-hodnota vzta'zena na 0,659 0,746 0,795
pohlavi
CVD <10 30 1,00 (ref) 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(n=139) (0,47 (0,55- (0,58-
10-17 82 0,73 113) 0,87 1.37) 0,91 1,44)
(0,45- (0,58- (0,61-
>17 27 0,79 1,38) 1,03 1.83) 1,09 1,95)
p-hodnota pro trend 0,407 0,923 0,793
p-hodnota Vztariena na 0,240 0.190 0.187
pohlavi
Onkologicka <10 68 1,00 (ref) 1,00 (ref) 1,00 (ref)
onemocnéni 032 ©0.36 038
(=211) 10-17 117 044 Ky 02 gy 084 no
(0,20- (0,24- (0,25-
>17 26 0,32 0,52) 0,39 0,65) 0,41 0,69)
p-hodnota pro trend <0,001 <0,001 <0,001
p-hodnota Vztariena na 0,549 0.638 0,706
pohlavi
Ostatni <10 22 1,00 (ref) 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(n=97) (0.41- (0,51- (0,50-
10-17 54 0,69 1,16) 0,86 1.48) 0,87 1,50)
(0,45- (0,56~ 0,51-
>17 21 0,85 1,60) 1,08 2,09) 1,00 1,98)
p-hodnota pro trend 0,628 0,820 0,999
p-hodnota vztazena na 0.251 0.183 0.158

pohlavi
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Asociace alely UGTIAI*28, jako genetického markeru systémovych
koncentraci bilirubinu, nedosahly statistické vyznamnosti. Ukazuje se,
ze plazmatické koncentrace bilirubinu maji na celkovou mortalitu vétsi vliv nez

geneticka predispozice genu UGTIAI.

Diskuse: Tato studie prokazala negativni asociaci mezi koncentracemi
plazmatického bilirubinu a mortalitou, a to jak celkovou, tak zejména mortalitou
na nadorova onemocnéni. Z dat vyplyva, ze vySSi plazmatické koncentrace
bilirubinu vykazuji benefit ve vztahu k iimrtnosti, a to nejvice ve spojitosti
s onkologickymi nemocemi [45, 46]. Divodem muze byt vék zkoumané
populace (median véku = 61,6 £ 6,5 let). Asociace mezi polymorfismy
promotorové ¢asti genu UGT1A1 a mortalitou nedosahla statistické vyznamnosti
(s nejvetsi pravdépodobnosti v disledku nizké penetrance UGTIAI*28
genotypu [14]), nicméné i tak data poukazuji urcity protektivni charakter.
Prevalence onkologickych chorob je u osob s diagnostikovanym GS nizsi [6,

47].

5. KARDIOVASKULARNI RIZIKOVE FAKTORY

Pfestoze je hlavnim tématem této disertaéni prace postaveni bilirubinu ve vztahu
ke kardiovaskularnim chorobam a celkové mortalité, nelze zde opomenout ani
dalsi rizikové faktory, které se podili na kardiovaskularnim rizikovém profilu.
Ptehled o vyvoji a zménach v hlavnich rizikovych faktorech je podrobné popsan
v nasi dal$i praci [48, 49]. Tato data vychazi z vysledkd epidemiologického
Setfeni studie MONICA a nasledné Czech post-MONICA. Cely tento projekt je
unikatni v délce svého sledovani (od roku 1985-2018), a ukazuje na vyvoj
rizikového profilu obyvatelstva [48].

Posledni studie post-MONICA byla provedena mezi lety 2015-2018.

Ackoliv doslo v fadé sledovanych parametrti ke zlepSeni rizikového profilu
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obyvatelstva (napt. pokles prevalence koufeni u muzi z 45 % na 23,9 %, p<0,01,
pokles primérnych hodnot systolického a diastolického krevniho tlaku, zlepSeni
cholesterolémie - u muzi z 6,21 £ 1,29 na 5,30 = 1,05 mmol/l vs. Zeny
7 6,18+ 1,26 na 5,31+ 1,00 mmol/l, p<0,001, primérny pokles o 14 %), nadale
pretrvava vysoka prevalence zakladnich rizikovych faktorti kardiovaskularnich
onemocnéni [48-50]. Dlouhodobym problémem je nartist BMI, a to zejména
umuzi (29,1 £ 4,8 kg/m? vs. Zeny 27,5 + 6,1 kg/m?) [49], a prevalence obezity
v muzské populaci (37,3 %). U Zen se parametry béhem poslednich 30 let
vyznamné neméni [51]. Jisté zlepSeni lipidového metabolismu Ize pozorovat
u vékové skupiny nad 55 let, kde az ¥4 respondentl pfiznava pravidelné uzivani
hypolipidemické 1é¢by, na rozdil od respondenti do 45 let, kde je lécba
cholesterolémie spiSe vzacnosti. Tato mlada veékova skupina pravdépodobné
podceiiuje vyznam prevence. Toto tvrzeni by potvrzovala i data o celkové
respondenci, ktera byla pravé ve skupin¢ 25-34 let mnohem nizsi [49].

Data  poukazujici na  vztah koncentraci kyseliny = mocové
a kardiovaskularniho rizika v pribéhu 10 let predkladame v mé dalsi,
spoluautorské praci [52].Vysledky této prace poukazuji na vyznamnou
prediktivni roli sérovych koncentraci kyseliny mocové ve smyslu 10 letého
rizika umrti na kardiovaskularni choroby, definovaného tabulkami SCORE,
ale jen pro zenskou populaci. Kazdé zvySeni sérové koncentrace kyseliny
mocové o 10 pmol/l bylo spojeno az s4. nasobnym rizikem nardstu
kardiovaskularni mortality béhem 10 let (p<0,01). V porovnani se stavajicimi
platnymi normami koncentraci kyseliny mocové vséru bylo vyssi
kardiovaskularni riziko zaznamendno jiz u mnohem nizSich sérovych
koncentraci kyseliny mocové (310-333 pumol/l). Genderové rozdilné vysledky
jsou pravdépodobné dany rozdilnym rizikovym profilem sledované populace.
Skupina muzii vykazovala vys$si rizikovy profil 10 letého pfeziti dle tabulek

SCORE (29,4 % muzi vs. 12,6 % zeny) jiz na zacatku studie, a proto se
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pravdépodobné v adjustaci s dal$imi rizikovymi faktory koncentrace kyseliny
mocové vséru neprojevi jako mozny prediktivni marker vysokého
kardiovaskularniho rizika [52]. Nicmén¢ v budoucnu bude potieba jesté dalSich
analyz kposouzeni koncentraci kyseliny mocCové jako prediktoru

u jiz existujiciho vysokého kardiovaskularni rizika jak Zen, tak zejména muzt.

6. ZAVER

Bilirubin je potentnim biomarkerem se silnymi antioxidacnimi G¢inky. Na jeho
homeostaze se podili fada faktorti. Vzhledem k jejich vlivu na koncentrace
bilirubinu v cirkulaci je i dnes velmi obtizné stanovit optimalni referencni meze,
které by reflektovaly skutecny stav dané populace. Z vysledkii nasi prace pro
¢eskou populaci vyplyva, ze referencni meze, které jsou platné dnes, neodrazi
skute¢né rozlozeni koncentraci bilirubinu. Referenéni meze pro nasi populaci
jsou ve skuteCnosti Sir§i a v porovnani stémi v soucasnosti uzivanymi se
posunuly k vy$s§im koncentracim a patrné by mély byt revidovany. Na distribuci
koncentraci bilirubinu se v populaci podili i vyskyt GS, jehoz prevalence je
v Ceské republice srovnatelna s okolnimi evropskymi staty.

Koncentrace  bilirubinu v cirkulaci  jsou asociovany s dalSimi
biochemickymi markery, zejména témi, které se uplatiuji v patogenezi
metabolického syndromu. U podskupiny muzi s akutnim koronarnim
syndromem byly zaznamenany nizké koncentrace sérového bilirubinu
pravdépodobné v disledku zvysené konzumpce bilirubinu jako antioxidantu.

Dale jsme prokazali na reprezentativnim vzorku evropské populace
negativni asociaci mezi systémovymi koncentracemi bilirubinu a mortalitou,
zejména na onkologickd onemocnéni, zatimco vztah ke kardiovaskularni
mortalit¢ nedosdhl statistické vyznamnosti. Podobny trend byl pozorovan
i pro jednotlivé polymorfismy genu UGTIAI zodpovédné za manifestaci GS

v kavkazské populaci.
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V Ceské republice zjistujeme vysokou prevalenci zakladnich rizikovych faktort
kardiovaskularnich onemocnéni. Ke snizeni kardiovaskularniho rizika je nutna
véasna sanace konvencnich rizikovych faktor i u mladsich vékovych skupin.
K lepsi stratifikaci rizika by mohly pomahat i rutinné uzivané biochemické
markery.  Jednim  znadéjnych  biochemickych  markerd  odhadu
aterosklerotického kardiovaskularniho rizika se jevi koncentrace bilirubinu
a kyseliny mocové. V budoucnu bude potieba jest¢ dalsich analyz k posouzeni
nejen koncentraci kyseliny mocové jako prediktoru kardiovaskularniho rizika
ale 1 dalSich potentnich biomarkeri a jejich srovnani s konvenénimi rizikovymi

faktory.
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