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Abstrakt

Cile: 1. Stanoveni AGEs (Advanced Glycation End products) u pacientl s riznymi typy
nefropatii. 2. Vztah AGEs s nutricnimi parametry a anémii. 3. Vliv rendlnich funkci na
hladiny sSRAGE (soluble form of Receptor for Advanced Glycation End products). 4.
Technika kultivace podocytti. 5. Stanovovani podocytii v moci.

Metodika: Fluoreskujici AGEs jsme stanovovali spektrofluorimetricky, sRAGE
nekompetitivni sendvicovou ELISA metodou. Podocyty jsme dale pasazovali a identifikovali
imunocytochemicky. Podocyty v moci jsme stanovovali pratokovou cytometrii.

Vysledky: 1. Nenalezli jsme signifikantni rozdily v sérovych hladindich AGEs mezi
jednotlivymi typy nefropatii, a¢ maji rozdilnou patogenezi. 2. Hladiny albuminu a
prealbuminu koreluji pozitivné a hladiny hemoglobinu negativné s hladinami AGEs u
pacientti s CKD ve stadiu 1-5, bez bez nutnosti nahrady funkce ledvin. 3. Hladiny SRAGE se
4. Osvojeni postupt a technik kultivace podocytd. 5. Sledovani citlivosti podocyturie ve
vztahu Kk aktivité onemocnéni.

Zavér: Potvrdili jsme, ze hladiny AGEs zavisi vice na renalni funkci nez na typu nefropatie a
jsou ovlivnény nutriénimi parametry a hemoglobinem. Jako prvni jsme prokazali, zZe
koncentrace SRAGE tzce koreluje s renalni funkci. Spravna technika kultivace podocyti
umoznuje vyuzit tyto bunééné kultury k dal§im pokustm. Podocyturie koreluje s aktivitou
onemocnénti.

KLICOVA SLOVA: chronické onemocnéni ledvin, oxidacni a karbonylovy stres, konecné
produkty pokrocilé glykace, nefropatie, albumin, prealbumin, hemoglobin, solubilni receptor
pro konecné produkty pokrocilé glykace, podocyty, primokultura, immortalizované podocyty,

podocyty v moci, podocyturie, proteinurie



Abstract

Aims: 1. Determination of AGEs (Advanced Glycation End products) in patients with various
types of nephropathy. 2. Association AGEs with nutritional parameters and anemia. 3.
Influence of renal parameters on SRAGE (soluble form of Receptor for Advanced Glycation
End products) levels. 4. Technics and proceeding methods of the podocytes cultivation. 5.
Determination of urine podocytes.

Methods: We determined fluorescent AGEs by spectrofluorometry, SRAGE by Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). Podocytes were passaged and identified
immunocytochemically. Podocytes in urine were specified by flow cytometry method.
Results: 1. We did not find significant differences in AGEs serum levels among various types
of nephropathy, even though the pathogenesis differs. 2. The albumin and prealbumin levels
positively and haemoglobin levels negatively correlate with AGEs in patients with CKD
grade 1-5, without necessity of dialysis. 3. Serum sSRAGE levels are increased in patients with
decreased renal function independently on the course of renal disease. 4. We implemented the
methods and technics of podocyte cultivation. 5. Urine podocytes observation and
confirmation that podocyturia relates to disease activity.

Conclusion: We confirmed that AGEs serum levels depend more on renal function than the
type of nephropathy and are related to nutritional parameters and haemoglobin. We first
demonstrated that serum sRAGE levels closely correlate with renal function. The correct
cultivation technics of podocytes allows to use these cultures for further experiments.
Podocyturia correlates with the disease activity.

KEY WORDS: chronic kidney disease, oxidative and carbonyl stress, advanced glycation end
products, nephropathy, albumin, prealbumin, haemoglobin, soluble receptor for advanced
glycation end products, podocytes, primoculture, immortalized podocytes, podocytes in urine,

podocyturia, proteinuria



1.  Uvod

Patogeneze cel¢ tady onemocnéni a jejich komplikaci souvisi s oxida¢nim a
karbonylovym stresem, ktery je jiz delS$i dobu velmi Castym pfedmétem mnoha vyzkumu
nejen v oblasti mediciny. Neenzymaticka glykace, oxida¢ni a karbonylovy stres, funkce
ledvin, obrat proteini a potrava jsou faktory, které mohou ovliviiovat hladinu AGEs
vorganismu (1). AGEs hraji dulezitou roli v patogenezi mnoha onemocnéni. Jednim
Z mechanismii uplatnéni AGEs je jeho piisobeni ptes receptor pro AGEs (RAGE - Receptor
for Advanced Glycation End products) (2). RAGE je schopen vazat kromé AGEs i
modifikované lipoproteiny o nizké hustote, amyloid B peptid, amfoterin (HMGBI1) a nékteré
zastupce rodiny S 100 proteinti (3). Solubilni forma RAGE (sRAGE), zkracena forma RAGE,
postradajici transmembranovou oblast, reprezentuje pfirozené se vyskytujici inhibitor u¢inka
zprostiedkovanych RAGE (4; 5). Patologické ptisobeni AGEs je mozné ovlivnit inhibici
jejich tvorby, stimulaci jejich degradace ¢i blokovanim receptoru RAGE (6; 7).
Glomerulonefritidy vznikaji v disledku aktivace imunitnich mechanismu, vétSinou, ale ne
vzdy, se zanétlivymi zmé&nami v glomerulech. V piipadé sekundarnich forem je glomerularni

postizeni jednim z projevil systémového onemocnéni.

Podocyty, nebo Ili glomerularni visceralni epitelialni bunky, jsou vysoce
specializované buiiky s jedinecnou lokalizaci a architekturou. Bunécné kultury dnes patii
mezi jedny z nejcastéjsich biologickych modeld vyuzivanych ve vyzkumu. Jako prvni popsali
izolaci a primarni kultivaci rendlnich podocytu jiz v roce 1954 Krakower a Greenspon (8).
Nekteré z téchto experimentalnich technik jsou, 1 kdyZz ve zménéné formé, uzivany do dnes.
Mundel a spol. pozorovali piedevsim konverzi ,.cobblestones” (nediferencovanych a
proliferujicich podocytlt) do ,,arborizovanych* bunék, které jsou vice podobné podocytiim in
vivo, 1 kdyz se nejedna o terminalné diferencované bunky. Z nezralych fetalnich ledvin je
mozné ziskat primarni kultury huménnich fetalnich podocytt, které byvaji zpravidla zdrojem
imortalizovanych podocytarnich bunéénych linii. VéEtSina terminalné diferencovanych bunék
vykazuje pouze omezenou prolifera¢ni schopnost (9). Bylo zjisténo, Ze podocyty mohou byt
ptitomny i v mo¢i (10). Pfitomnost podocalyxin pozitivnich bunék v mo¢i byla prokazana
u celé fady experimentalnich i humannich glomerularnich onemocnéni (11). Vogelmann a
spol. byli prvni, ktefi uspésné kultivovali lidské mocCové buiiky, které byly identifikovany jako

podocyty a nasledovaly dalsi prace (12; 13).



2.  Hypotézy a cile prace

2.1. Klinicko-laboratorni studie

1. Sledovani markerd oxida¢niho stresu, se zaméfenim na AGEs, u pacientd
s onemocnénim ledvin. Hledani vztahu sérovych hladin AGEs k typu nefropatie a
funkci ledvin.

2. Sledovani sérovych hladin AGEs u pacientli s chronickym onemocnénim ledvin
Vv souvislosti s nutrici, anemii a mikrozanétem.

3. Sledovani vlivu funkce ledvin na sérové hladiny sRAGE u pacienti s chronickym

onemocnénim ledvin.

2.2. Experimentalni studie

1. Sjednoceni technik vhodnych ke kultivaci podocytll uzivanych jak v minulosti tak
V soucasnosti, se zaméfenim na nejcastéji uzivané metody. Zavedeni a osvojeni si
nejvhodnéjsi metody kultivace nejen primokultur, ale i imortalizovanych podocytl
V nasich podminkach.

2. Nalezeni praktické a rychlé metody stanovovani podocytli v moci a sledovani vztahu

podocyturie s proteinurii a aktivitou onemocnéni.

3. Material a metodika

Pacienti a kontroly

AGEs u nefropatii s mirnou renalni insuficienci

Vysettili jsme 60 pacienti se ¢tyfmi typy nefropatii. 18 s lupusovou nefritidou (3
muze a 15 zen, stfedni vék 30£5 let), 17 s IgA nefropatii (10 muzt a 7 Zen, stfedni vék 34+14
let), 16 s membrandzni nefropatii (8 muzi a 8 Zen, stfedni vék 58+15 let) a 9 s ANCA
asociovanou vaskulitidou (4 muze a 5 Zen, stfedni vék 49+14let), ktefi méli sérové hladiny
kreatininu < 200 umol/l, byli vySetieni v klinicky stabilizovaném stavu. V kontrolni skupiné
bylo 15 jedinci s normalni renalni funkci, bez ptitomnosti onemocnéni ledvin (6 muzi a 9

zen, stredni veék 44+11 let).

Asociace AGES s nutri¢nimi parametry a anémii u pacienti s chronickym onemocnénim
ledvin
Bylo vySetfeno 159 pacientii s riznym stupném rendlni insuficience a 44 zdravych

jedinct jako kontrolni skupina. Etiologie chronického onemocnéni ledvin byla nasledujici:



ANCA asociovana vaskulitida (20%), hypertenzni nefropatie (8%), lupusova nefritida
(14%), IgA nefropatie (21%), diabeticka nefropatie (4%), membran6zni nefropatie (15%),
fokaln¢ segmentarni glomeruloskleréza (FSGS) nebo minimalni zmény (11%), amyloidoza
(5%) a ostatni (1%). Pacienti byli rozdéleni do péti skupin dle vySe glomerularni filtrace -
eGFR (MDRD). Z lékaiské dokumentace jednotlivych pacientd byla zjisténa anamnéza
kardiovaskularniho onemocnéni. VétSina pacientli uzivala medikaci, kterd je bézna pfi
chronické rendlni insuficienci (diuretika, antiagregancia, kalcium a vitamin D, statiny ¢i

antihypertenziva).

Vliv funkce ledvin na hladiny SRAGE u pacienti s chronickym onemocnénim ledvin

Skupina pacienti S chronickym onemocnénim ledvin, bez nutnosti ndhrady funkce
ledvin, ¢itala 25 pacientti. U osmi pacientti byla stanovena diagnoza IgA nefropatie, dale u
péti pacienti ANCA asociovana vaskulitida, u dvou hypertenzni nefropatie, u dvou
diabeticka nefropatie, u dvou kombinace hypertenzni nefropatic a diabetické nefropatie u
dvou kombinace hypertenzni nefropatie a chronické tubulointersticialni nefritidy, u tii
membrandzni nefropatie a u jednoho pacienta polycysticka choroba ledvin. Tii z téchto
pacientl byli 1é¢eni kortikosteroidy, ¢tyfi kombinaci kortikosteroida a cyklofosfamidu a dva
pacienti kombinaci kortikosteroidi a chlorambucilu. Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 21
zdravych jedinct (9 muzi, 12 zen, stfedni vék 59+7 let).

Vzorky krve pro stanoveni AGEs i SRAGE a rutinni vySetfeni byly pacientim a
kontrolni skupiné€ odebirany punkci kubitalni zily. Odbéry krve byly provadény u pacientl na
la¢no. VSechny vzorky krve byly centrifugovany po dobu 10 minut pti 1450 ot./min (u AGEs
u nefropatii s mirnou renalni insuficienci 3000 ot./min), pifi teplot¢ 4°C. Sérum bylo
uchovavano pii teploté -80 °C. Analyza vzorkt byla provedena do Sesti mésici po odbéru.

VSichni vySetfeni podepsali informovany souhlas. Studie byly schvaleny lokalni
etickou komisi. V dobé¢ studie pacienti neuzivali zddné specielni potravinové piidavky.

U pacienti s renalni insuficienci, byla souc¢asné sbirana mo¢ za 24 hodin.

Stanoveni laboratornich parametrii:

Pii méteni fluoreskujicich AGES jsme pouzili spektrofluorometr — Fluoromax-3, Jobin
Yvon Horiba, USA, bylo méfeno emisni spektrum 375-515 nm pfi excitaci 350nm a
stanovena fluorescen¢ni intenzita V emisnim maximu ~ 435 nm. Intenzita fluorescence je

vyjadiena v arbitrarnich jednotkach (arbitraty units AU) (14).



Solubilni formu RAGE v séru jsme analyzovali pomoci nekompetitivni sandwich
ELISA metody (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Intenzita zbarveni byla zméfena
pomoci spektrofotometru pii vlnové délce 450/570 nm. Pouzivali jsme Kit vyrobce
Quantikine; RD Systems, Minneapolis. Koncentrace SRAGE ve vzorcich byly odeéitany
Z kalibrac¢ni kiivky pomoci softwaru ,,Genesis®“. Minimalni detek¢ni davka sRAGE byla 4,12
pg/ml. Koncentrace RAGE byly dany v pikogramech na mililitr (pg/ml).

Bézné biochemické parametry byly stanoveny standardnimi klinicko - biochemickymi

metodami uzitim automatizovanych analyzatort.

PouZité statistické analyzy

V praci AGEsS u nefropatii s mirnou renalni insuficienci byla k vyhodnoceni rozdilt
mezi skupinami pouzita metoda ANOVA.

Pii zjiStovani vztahi mezi AGEs, nutriénimy parametry a anémii u pacientil
s chronickym onemocnénim ledvin byl pouzit software Statistics Toolbox™ MATLAB®(The
MathWorks™, Inc.). Srovnani mezi skupinami bylo provedeno pomoci neparovych t-testi a
ANOVA pro spojité proménné s normalnim rozdélenim. Mann-Whitneyovym U testem a
Kruskal-Wallisovou ANOVA metodou pro proménné s jinymi rozdélovacimi funkcemi.
Vztah mezi analyzovanymi parametry byl stanoven pomoci Spearmanova nebo Pearsonova
korelacniho koeficientu.

U sledovani vlivu funkce ledvin na hladiny SRAGE u chronickych onemocnéni ledvin
jsou vysledky vyjadieny jako primér =+ smérodatna odchylka a Vv pfipadé vysoké
interindividualni variability, jako median a kvantilové rozpéti. K vyhodnoceni rozdilti mezi
skupinami byl pouzit Mannav-Whitneyav test a t-test. Vztahy mezi parametry byly stanoveny

uzitim Pearsonovych a Spearmanovych korela¢nich koeficientu.

Kultivace podocyti

Aplikovali jsme postup dle Mundela a spol. (15) s né€kolika modifikacemi. Ziskana
ledvina potkana kmene Wistar (samci, 150-170g, staii 8 az 9 tydnii) byla asepticky podéIné
rozfiznuta a pomoci niizek oddélena kiira od dfen€, po dezintegraci kiiry na kousky velké cca
Imm? jsme nasledné kortikalni ¢ast ledviny prosivali sérii sitek o velikosti pora 250, 150
a 75 pum (tzv. ,,sieving method*). Ziskané glomeruly jsme promichavali s roztokem HBSS
s antibiotiky a rovnomérné rozlévali do falkon (cca 25-40 ml). Nasledovala centrifugace a
rozliti centrifugatu do kultivacnich lahvi na fibronektin a kultivace v termostatu po dobu 48
hod. Poté jsme pozorovali vrstvu bunék (,,monolayer*), nasledovalo pasdzovani.
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K uvolnéni bunék jsme vyuzivali enzymatickou disociaci a prvni pasaz byla nasazena
do kultivacnich lahvi potazenych kolagenem typu I, pfi dalSich pasazich jsme buiiky pokladali
I na plastikovy povrch. Vyména kultivaéniho média byla provadéna 3x tydné. K pocitani
bunék jsme pouzivali Biirkerovu komurku, k odliSeni Zivych a mrtvych bunék jsme pouzivali
roztok trypanové modii. Podobné jsme kultivovali i imortalizované humanni podocyty ,,wild
types® z Heidelbergu — h63. Po dosazeni konfluence bunék, vétSinou po cca 3-7 ti dnech
kultivace jsme bunky stanovovali imunocytochemicky, se zaméfenim na anti WT-1 a anti

synaptopodin.

VySetieni podocyti v moci

Vysetfeni moc¢i jsme provedli u tfi pacienti s diagnézou FSGS, u jednoho s IgA
nefropatii, u jednoho s IgM nefropatii a u jedné zdravé kontroly. Soucasné jsme u vSech
vySetfili mo¢ chemicky, mocovy sediment, sérovy kreatinin a proteinurii Z 24 hodinového
sbéru moce.

Pouzivali jsme ultrafiltry firmy Millipore (filtr Ultrafree-CL s membranou Durapore ®
o velikosti port 5 um). Gatovani bunék urcenych k analyze jsme provadéli pomoci zna¢eni
jader propidium jodidem. Ke znaceni podocytl jsme pouzivali monoklonalni protilatku proti
podocalyxinu znacenou phycoerytrinem (R&D Systems). Druhou pouzitou byla monoklonalni
protilatka proti cytokeratiniim 6, 8, 18 a 19, znacend FITC. Metodou prutokové cytometrie
jsme ziskali vysledky Vv grafické a Ciselné formé (pritokovy cytometr FACS Calibur firmy
Becton Dickinson). Poc¢itacovou analyzou po ozna¢eni monoklonalnimi protilatkami nasledné

prochéazely pouze zivé bunky, definované v Pl gatu.

4.  Vysledky
4.1. Klinicko-laboratorni studie

AGEs u nefropatii s mirnou renalni insuficienci

Hladiny AGEs u pacientl s riznymi typy nefropatii a sérovou hladinou kreatininu
< 200 pmol/l se signifikantné neliSily od zdravych kontrol. Nebyly nalezeny signifikantni
rozdily v hladinach AGEs mezi jednotlivymi typy nefropatii s normélni nebo mirné€ zvysenou
hladinou kreatininu. Byla nalezena signifikantni korelace mezi sérovymi hladinami kreatininu
a AGEs u pacienti s lupusovou nefritidou (r=0,4863, p<0,05) a u pacienti s IgA nefropatii
(r=0,7042, p<0,005) (Graf 1).
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Graf 1: Korelace sérovych hladin kreatininu a AGEs u pacientl s IgA nefropatii

Asociace AGESs s nutri¢nimi parametry a anémii u pacientii s chronickym onemocnénim
ledvin

V praci tykajici se asociace AGES s nutriénimi parametry a anémii byly v riznych
stadiich CKD stiedni sérové koncentrace AGEs 3,9+1,7x105 AU. Sérové koncentrace AGEs
byly zvySeny u skupin pacientti od stadia CKD 3 (3,7+1,4x105 AU, p<0,0001), podobné¢ jako
sérové hladiny orosomukoidu (1,25+0,56 g/1, p<0,0001). Pacienti s riznym stupném CKD
S pozitivni anamnézou kardiovaskularniho onemocnénim méli podobné hodnoty sérovych
hladin AGEs jako pacienti bez pfitomnosti kardiovaskularniho onemocnéni. Podobné nebyly
pozorovany rozdily v sérovych hladindich AGEs u pacientll sriznym stupném CKD a
soucasné s DM ¢i bez ngj. Statisticky signifikantné korelovaly sérové hladiny AGEs s vékem
(r=0,206, p=0,009), albuminem (r=0,178, p=0,025) (Graf 2), prealbuminem (r=0,45,
p=0,0001), orosomukoidem (r=0,269, p=0,001); a inverzné s eGFR (r= -0,517, p=0,0001) a
taktéz s hemoglobinem (r=-0,36, p = 0,0001) (Graf 3).

Po vztazeni na v€k byla signifikantni korelace AGEs pozorovana u albuminu
(p=0,0006), prealbuminu (p<0,0001) a hemoglobinu (inverzné¢ p<0,0001). Nezavisly vztah
sérovych hladin AGEs byl nalezen u eGFR (R?=0,45).
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Graf 2: Logaritmicka korelace AGEs s albuminem u pacienti s CKD 1-5
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Graf 3: Logaritmicka korelace AGEs s hemoglobinem u pacientti s CKD 1-5
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Vliv funkce ledvin na hladiny SRAGE u pacienti s chronickym onemocnénim ledvin

U pacientl s chronickym onemocnénim ledvin s riznym stupném renalni insuficience
korelovaly sérové hladiny sRAGE signifikantné pozitivné s koncentraci sérového kreatininu
(r=0,50; p<0,05) (Graf 4) a negativné s recipro¢ni hodnotou glomerularni filtrace (r=0,53;
p<0,05), vztah kreatininové clearance je hyperbolicky. U péti pacientd s nalezem nefropatie
bylo SRAGE detekovano i ve vzorcich moci (25; 64; 1,027; 54 a 102 pg/ml) a u ¢tyf z téchto
pacienti byla pfitomna tézka proteinurie (>3,5g/24 hod). U ostatnich pacientd s hladinou

SRAGE v mo¢i niz$i nez je detek¢ni limit, byla proteinurie nizsi nez 2 g/24hod.
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Graf 4: Korelace sérovych hladin SRAGE s koncentraci sérového kreatininu

Pozndmka ke grafu 4: publikovano v AJKD, Vol 47, No 3 (March), 2006: pp 406-411

pievodni faktor: kreatinin mg/dl = 88,4 pmol/l
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4.2. Experimentailni studie

Kultivace podocyti

Glomeruly z ledvin potkana kmene Wistar jsme ziskali pomoci ,,sieving method* se
zavéreCnym pouzitim sitka o velikosti port 75um. Pocateéni rozristani bunek probihalo
na fibronectinu, pfi pasazovani jsme pouzivali kolagen typu I a, sledovali jsme také rozriistani
bun¢k pouze na plastovém povrchu. Pfed prvnim pasazovanim jsme pod fazovym
mikroskopem pozorovali smés glomerularnich bunék a i oblasti s builkami podobnymi
,cobblestones®“. V dalSich pasazich bylo mozné pozorovat dlouhé ,,arborizované* bunky.
Buriky jsme pocitali po oznaceni jader propidium jodidem v komurce. Osvojili jsme si také
techniku kultivace imortalizovanych podocytd, jejichZ ziskani je snazsi a jistota, ze se jedna o
podocyty je témét stoprocentni . Pomoci imunocytochemie jsme stanovovali nékolik proteint
typickych pro podocyty. Zaméfili jsme se predevsim na WT-1, jehoz pozitivita je typicky
nuklearni a synaptopodin, kde je lokalizace cytoplazmaticka (Obr. 1 a 2).

Obr. 1 Exprese WT-1 — nukledrni pozitivita Obr. 2 Exprese synaptopodinu — cytoplazmatickd, cytoskeletdini
- 2. pasdz na kolagenu typu I, Fedéni primdrni protilatky 1:20, lokalizace — 2.pasdz na kolagenu typu I, Fedéni primdrni
sekundarni protilatky 1:50. protilatky 1:100, sekundarni protilatky 1:50.

Vyseti‘eni podocyti v moci

Po oznafeni monoklonalnimi protilatkami proti podocalyxinu a cytokeratinu jsme
metodou pritokové cytometrie stanovovali mo¢ové podocyty. Umyslem uZiti minimalné dvou
znak, bylo odlisit pfipadné podocyty od ne-epitelialnich bunék v sedimentu. Hodnotitelnych
vysledkll jsme zacali dosahovat aZ po optimalizaci pfipravy mocového sedimentu. Dvojité
pozitivni buiiky byly s velkou pravdépodobnosti podocyty. Jednoho pacienta s vyznamnou
proteinurii a aktivni glomerulonefritidou jsme vysettili dvakrat. Vstupné byla jeho proteinurie
4,879/24hod a metodou prutokové cytometrie bylo nalezeno celkem 24 podocyti. Po 14ti
dnech imunosupresivni terapie jsme opét vySetfili pacientovu moc¢, doSlo pouze
k minimalnimu poklesu proteinurie (4,2g/den), ale cytometricky doslo k poklesu na 14
podocytli v moci.
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5. Diskuse

Klinicko-laboratorni studie

Klicova role AGEs béhem glomerularniho a tubulointersticialniho poskozeni ¢i pfi
komplikacich u pacienti s rendlni insuficienci je nadéale podrobné zkoumana, stejné tak jejich
role vucasti na lokalni a zanétlivé odpovédi v ledvinné tkani (16). V nasi praci jsme
pozorovali, podobné¢ jako v jinych pracich, inverzni vztah sérovych hladin AGEs a
glomerularni filtrace. Vyznamné zvySeni sérovych hladin AGEs u pacientt s nefropatiemi a
s normalni nebo mirné zvySenou sérovou hladinou kreatininu jsme v na$i praci nenalezli.
Nebyly také nalezeny signifikantni rozdily v hladindich AGEs mezi riznymi typy nefropatii, i
kdyz maji rozdilnou patogenezi. ZvySeni sérovych hladin AGEs u pacienti s renalni
insuficienci neni tedy pouze nasledkem jejich snizeného vylucovani ledvinami, ale téz
nasledkem zvySeného oxidacniho a karbonylového stresu a snizenim antioxidacni ochrany
enzymu a jejich kofaktorti (Zn, Se, vitaminy). Obecné tedy u pacientt s diabetes mellitus a
chronickym onemocnénim ledvin (CKD), zejména u pacientti 1é€enych hemodialyzou c¢i
peritonealni dialyzou, jsou pfitomny podminky podporujici tvorbu AGEs (17; 18). V nasi
praci jsme rozdily mezi sérovymi hladinami AGEs u pacienti s CKD a DM, ¢i bez ng¢j,
nenalezli, interpretace téchto vysledkd je jisté ovlivnéna malym poctem diabetiki (14%)
zatazenych do nasi studie. Na rozdil od diabetikii nekoreluji u pacientti s CKD sérové hladiny
AGEs se sérovou hladinou Amadoriho produktu fruktosaminu a jejich vznik tedy neni
vysvétlen jako dusledek hyperglykémie a klasické Maillardovy reakce (19).

Oxidacni stres jako nasledek excesivni produkce volnych kyslikovych radikali nebo
nizké hladiny antioxidantti je dulezitym faktorem pro rozvoj endotelidlni dysfunkce a
aterogeneze (20). U pacientti s CKD, ktefi jesté nebyli dialyzovani jsme rozdily v sérovych
hladinach AGEs, v pfipad¢ pfitomnosti nebo absence kardiovaskularniho onemocnéni,
nenalezli. Postizeni ledvin, spojené pravé s AGEs, bylo popsano nejen pii diabetické
nefropatii ¢i chronickém renalnim selhani, ale 1 chronickém zanétu, vyS§im pifijmu AGEs a
starnuti (21; 22). U pacientd s CKD, bez nutnosti nahrady funkce ledvin, jsme nalezli
pozitivni vztah AGEs s vékem, albuminem, prealbuminem a orosomukoidem a negativni
vztah AGEs s eGFR a hemoglobinem. Nase vysledky svéd¢i o tom, ze u pacientd s riznymi
typy nefropatii existuje vzajemné ovlivnéni mezi renalnimi funkcemi, nutri¢nimi parametry,
zanétem a hladinami AGEs. Cirkulujici AGEs jsou jednoznaéné v ur¢itém smyslu propojeny s
plazmatickymi proteiny, pfedev§sim albuminem (23) a akumulace AGEs v plazmatickych

proteinech by mohla byt pfisuzovana sniZeni rendlni clearance proteinti spojenymi s AGEs.
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Korelaci sérovych hladin AGEs s proteinurii jsme nenalezli. ZvySené hladiny AGEs s
velkou pravdépodobnosti vedou ke zvySeni proteinurie u pacientli s CKD. Nizké hladiny
albuminu, prealbuminu a transferinu se podili na aktivaci zanétu (24). Sérové hladiny CRP a
orosomukoidu jsou ovlivnény piitomnosti chronického onemocnéni ledvin (25), podobn¢ jako
jsou AGESs jednim z parametrti dlouhodobé probihajiciho oxida¢niho poSkozeni (26). V nasi
praci jsme vztah mezi sérovymi hladinami AGEs a CRP nenalezli, pravdépodobné vzhledem
k vysoké inter-individualni variabilité, ale nalezli jsme vztah sérovych hladin AGEs a
orosomukoidu. Soucasné jsme prokazali zvySeni hladin AGEs a orosomukoidu se snizujici se
renalni funkeci, jako jednoho z dalSich potvrzujicich faktort mikrozanétu a oxida¢niho stresu u
pacientii s CKD. Bylo zjisténo, Ze vzestup sérovych hladin AGEs nebyl zavisly na BMI,
nebyl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou obéznich a neobéznich
nemocnych s CKD nebo chronicky hemodialyzovanych (27). Podobné jako v praci Thomase
et al. (28) jsme i my nalezli vztah mezi klesajici hladinou hemoglobinu a AGEs. Neni ziejmé,
jakym zptsobem hladiny hemoglobinu ovliviiuji pravé produkci nebo clearance AGEs, ale
podobné jako hemoglobin, tak i AGEs, patfi mezi markery postizeni ledvin. Je znamo, ze
anemie u pacienti s CKD je znamkou zvySeného rizika progrese rendlniho onemocnéni,
hospitalizace a predéasné smrti (29). Je pravdépodobné, ze AGEs by mohly pfispivat k
uré¢itému riziku nutriénich abnormalit a anémii spojené s rendlnim postizenim. Nase studie
byla limitovana vzhledem k tomu, Ze byla pouze observaéni a tudiz neumoznovala sledovat
jednoznacné pti¢iny, soucasné nebyl u nasich pacientl stanovovan piijem AGEs dietou.

Zvyseni sérovych hladin sSRAGE, souvisejici se zvySenim AGEs, pusobi tedy jako
ochrana proti toxickému pusobeni AGEs, kdy v ptfipadé reakce AGEs s RAGE dochazi
k intracelularni tvorbé ROS a nasledné k aktivaci MAPK a NF-«B (30; 31). Z prvnich praci,
zabyvajicich se timto tématem, vyplyva, ze urcity vliv poruchy funkce ledvin na hladiny
SRAGE existuje, ale pacienti s onemocnénim ledvin byli z téchto studii vylouceni (32; 33).

V nasi préaci bylo poprvé prokazano, ze hladiny sRAGE se zvySuji u pacientil se snizenou

MV

Experimentalni studie

Selhani funkce podocyti se podili na rozvoji glomeruloskler6zy, ktera je pozorovana u
celé fady progredujicich renalnich onemocnéni (34). Piehledny souhrnny c¢lanek, ktery byl
vénovan vyhradné kultivaénim metoddm podocytit pochazi z roku 1996 (35). Od té doby se

objevila celd fada novych informaci a novelizujicich technologickych postupil v této oblasti.
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Ptredpoklada se, ze technikou sérii sitek se odd¢li parietdlni vrstva glomeruldrnich
bun¢k, ¢imz se odkryji viscerdlni glomerularni buiiky (podocyty) a je umoznéno jejich
rozrustani. Nékteti autofi zpochybnuji stejnorodost glomeruldrnich bunéénych kultur pii této
klasické piipravé (36) a proto ziskavali glomeruly pouze pomoci dvou sitek, s velikosti pora
250 a 75 pm, aby nedoslo k poskozeni podocytu (37). V nasi praci jsme ziskavali glomeruly
metodou s pouzitim 3 sitek o velikosti port 250, 150 a 75um a ziskali jsme tedy predevsim
dekapsulované glomeruly, z nichz vyrastali ,,cobblestones a nédsledn¢ i arborizované buiky.
Ptitomnost enkapsulovanych glomeruli se pfi této metodé¢ vyloucit nedala.
Imunocytochemicky jsme stanovovali znaky podocytti tehdy, jakmile na ndmi pouzivaném
kolagenu typu I dosahovaly konfluence a relativné rychle proliferovaly ve srovnani
s plastikovym povrchem. Podobné¢ tomu bylo i vjiné praci, kde popsali, ze proteiny
extracelularni matrix, jako napft. kolagen I nebo IV, usnadniuji proliferaci indukovanou EGF a
ostatnimi rustovymi faktory u kultivovanych podocyti (38). Po péti dnech rustu, exprimovaly
bézné podocytarni znaky jako WT-1, stejné jako znak diferencovanych podocyti napft.
synaptopodin. Hlavni problémy spojené s irreverzibiln¢ imortalizovanymi bunécnymi liniemi
spo¢ivaly v tom, Ze buiiky proliferovali, ale bez tendence diferencovat (39). Diky daru
Z mnichovského pracovisté jsme mohli pracovat i s témito bunéénymi liniemi podocyt. Je
vsak tfeba si uvédomit, ze tyto buinky reprezentuji predevSim experimentdlni model
S vysokym stupném moznosti vzniku artefaktd.

Velmi diileZitou znamkou aktivity glomerularniho onemocnéni je detekce proteinurie,
podocytti z moce je jisté mnohem piesnéjsi, avsak vzhledem k naro¢nosti metody se nejedna o
nejjednodussi a nejrychlej$i metodu, coz bylo naS$im primarnim cilem. Nejvhodné&jsim
markerem identifikace podocytli v moci se zdad byt podocalyxin, ktery je lokalizovan na
apikalnim povrchu buiiky (10). Podocyty jsou poskozeny u mnoha forem glomerularniho
onemocnéni, napiiklad minimdlnich zmén, FSGS, membran6zni nefropatie, diabetické
nefropatie a lupusové nefritidy (40). V novéjSich pracich bylo popsano, ze mo¢ pacientu s
glomerulonefritidami kromé podocytti obsahuje téZ podocytarni fragmenty (tzv. PPGS —
podocalyxin positive granular structure), které rovnéz reflektuji stupen podocytarniho
poskozeni (41). Na rozdil od proteinurie, ktera informuje spiSe o mife poskozeni filtracni
membrany, podocyturie pretrvava i po odeznéni patologického ptisobeni, vzhledem k tomu,
ze je pritomen defekt ve filtrani membrané. Podocyturie je tedy citlivym indikdtorem aktivity
onemocnéni (42). Uziti této metody ma celou fadu vyhod — neni invazivni a vySetfeni je
mozné opakovat dle potfeby a bez zatiZeni pacienta.
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0. Z.avér

Klinicko-laboratorni studie

* Nepozorovali jsme signifikantni zvySeni sérovych hladin AGEs u pacientt s riznymi
typy nefropatii a s normalni nebo mirné zvySenou hladinou kreatininu, nenalezli jsme také
signifikantni rozdily v sérovych hladinach AGEs mezi jednotlivymi typy nefropatii, i kdyz

mayji rozdilnou patogenezi. Hladina AGEs zavisi vice na renalni funkci nez na typu nefropatie.

* Hlavnim zjiSténim byla pozitivni korelace hladin albuminu a prealbuminu a negativni
korelace hemoglobinu se sérovymi hladinami AGEs u pacienti s CKD ve stadiu 1-5,
Sriznymi typy nefropatii, bez nutnosti nahrady funkce ledvin. Rozdily mezi sérovymi
hladinami AGEs u pacientii S CKD a DM, ¢i bez n&j jsme nenalezli. Pozorovali jsme, Ze nizky
hemoglobin a nutri¢ni parametry vyznamné ovliviuji sérové hladiny AGES u pacienti s CKD.
Vztah mezi sérovymi hladinami AGEs a CRP u pacientt s CKD nalezen nebyl,
pravdépodobné vzhledem k vyrazné inter-individualni variabilité, ale prokazali jsme soucasné
zvySeni sérovych hladin AGEs a orosomukoidu (potvrzujiciho faktoru mikrozanétu) se
snizujici se renalni funkeci.

® Poprvé jsme prokazali, ze sérové hladiny sSRAGE se zvySuji u pacientil se snizenou

vrwe

s renalnim poskozenim, a jsou nejvyssi u pacientil s renalnim selhanim.

Experimentalni studie

® Kultivace podocytli s moznosti jejich dal§iho vyuZziti v pokusech je velmi dileZitou
soucasti vyzkumu onemocnéni ledvin. Podatilo se ndm nalézt a osvojit si techniky a postupy
kultivace nejen primokultur, ale i imortalizovanych podocytt, které jsme nasledné pozorovali
mikroskopicky a identifikovali imunocytochemicky.

® Z nasich vySetfeni vyplyva, Ze podocyturie souvisi s proteinurii, ale jednoznac¢né s ni
nekoreluje. Je vyznamné ovlivnéna aktivitou onemocnéni, odrazi tedy zavaznost
glomerularniho patologického procesu a soucasné je ovlivnéna dobou trvani diagnosy. Ztrata
podocytti do mo¢i je limitovana dlouhodobym onemocnénim, vzhledem K poklesu celkového

poctu podocytil v ledvinach.
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