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1 Souhrn

Psoriasis vulgaris (psoriaza) je autoimunitni onemocnéni, které postihuje predevsim
ktzi. Starnuti je proces postupného snizovani schopnosti a funk¢nich kapacit organismu. Osoby
s psoriazou se dozivaji niz§itho véku a maji zvySenou pravdépodobnost rozvoje asociovanych
onemocnéni (komorbidit). Moznd souvislost mezi dysfunkénim chronickym zanétem
vyvolanym procesem starnuti a procesem autoimunitniho onemocnéni (psoridzy) nebyla dosud
blize objasnéna. Cilem disertacni prace bylo (1) posoudit vhodnost (pouzitelnost) vybranych
ukazatelll procesu starnuti pro modelovy systém onemocnéni psoriazou a jejimi komorbiditami
a (2) s pouzitim vhodnych ukazatelli procesu starnuti provést analyzu vztahii mezi psoriazou,
starnutim a vznikem komorbidit.

Studie se zlcastnilo 132 osob s psoridzou a 167 ndhodné& vybranych zdravych osob
(kontrol). Jako ukazatele starnuti ze skupiny zménéné mezibunééné komunikace byly vybrany
alarminy (HMGBI, IL-33, S1I00A7, S100A12), IL-17 a CRP, jejichz hladiny byly u pacienti
vyznamné zvySené; endocan vyznamné snizeny; VEGF nesignifikantni. Pro hodnoceni
genomové nestability byla vybrana uroven oxida¢niho poSkozeni DNA/RNA, kterd byla
vyznamné vys$$i u pacientil. K posouzeni epigenetickych zmén byla uZita Groven globalni
methylace (nebyly nalezeny vyznamné rozdily) a metoda ,.epigenetic clock®, ktera ukazala
vyznamny rozdil mezi podskupinou Zen s psoridzou a zdravymi kontrolami. Méfeni pramérné
délky telomer uzité k popisu zkracovani telomer odhalilo vyznamnég delSi primérné telomery.

Hladiny alarmind byly modelovym systémem onemocnéni vyznamné ovliviiovany a Ize
je pro dany systém povazovat za vhodné indikatory starnuti. Hladina VEGF vyznamné
ovlivitovana nebyla. Hladiny endocanu a CRP byly vyznamné ovliviiovany, nicmén¢, oba
ukazatele jsou ovliviilovany téz faktory Zivotniho prostfedi a stylu a jejich vyuziti jako ukazatelt
starnuti povazujeme za limitované. Metodu epigenetic clock povazujeme za vhodné&j$i ukazatel
starnuti nez stanoveni globalni methylace. Hladiny oxida¢niho poskozeni RNA/DNA byly
vyznamné ovliviiovany a s pfihlédnutim k faktorm Zivotniho stylu je 1ze povaZovat za vhodné.
Meéfteni délky telomer vykéazalo nestandardni ndlezy, které prozatim neumoziuji objektivni
zhodnoceni této analyzy jako ukazatele procesu starnuti.

Analyza vztahl mezi psoridzou, starnutim a vznikem komorbidit prokazala, Ze u
pacientll s psoriazou dochdzi k vyznamnym zméndm parametrii souvisejicich s procesem
starnuti. Mezi nejvyznamnéjsi vysledky fadime ndlez vyssiho epigenetického (biologického
véku) u Zen s psoriazou. Prokéazali jsme, Ze psoridza kvalitativné ovliviiuje proces starnuti a
vyznamné zvySuje vznik a rozvoj komorbidit. VSechny uvedené interpretace a zavéry jsou

zatizeny odpovidajici mirou nejistot.



2 Summary. Psoriasis and its comorbidities. Mutual relationship of the disease and the
process of aging.

Psoriasis vulgaris (psoriasis) is an autoimmune disease that primarily affects the skin.
Aging is a process of gradual decline in the body's abilities and functional capacities. People
with psoriasis live to a younger age and are more likely to develop associated diseases
(comorbidities). The possible link between dysfunctional chronic inflammation induced by the
aging process and the process of autoimmune disease (psoriasis) has not yet been further
elucidated. The aims of this dissertation were (1) to assess the suitability (applicability) of
selected indicators of the aging process for a model system of psoriasis and its comorbidities
and (2) to analyze the relationship between psoriasis, aging, and the development of
comorbidities using appropriate indicators of the aging process.

A total of 132 persons with psoriasis and 167 randomly selected healthy subjects
participated in the study. Indicators of altered intercellular communication: alarmins (HMGBI,
IL-33, S100A7, S100A12), IL-17, and CRP were significantly increased; endocan significantly
decreased; and VEGF was not significant. Genomic instability: the level of oxidative
DNA/RNA damage was found to be significantly higher in patients. Epigenetic changes: global
methylation level was non-significant and epigenetic clock method showed a significant
difference when comparing a subgroup of female patients to female controls. Telomere
attrition: Mean telomere length used revealed significantly longer mean telomeres.

Alarmin levels were significantly influenced by the disease model system and can be
considered suitable indicators of aging for that system. VEGF levels were not significantly
affected. Endocan and CRP levels were significantly affected; however, both parameters are
also influenced by environmental and lifestyle factors and their use as indicators of aging is
considered limited. We consider the epigenetic clock method to be a more appropriate indicator
of aging than the determination of global methylation. Levels of oxidative damage to
RNA/DNA were significantly affected and can be considered appropriate considering lifestyle
factors. Measurement of telomere length showed non-standard findings that do not yet allow an
objective evaluation of this analysis as an indicator of the aging process.

Analysis of the relationship between psoriasis, aging and the development of
comorbidities showed that psoriasis patients have significant changes in parameters related to
the aging process. Among the most significant results are the findings of higher epigenetic
(biological age) in women with psoriasis. We have shown that psoriasis qualitatively affects
the aging process and significantly increases the occurrence and development of comorbidities.

All interpretations and conclusions are burdened with a corresponding degree of uncertainty.
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3 Uvod do problematiky

Psoriasis vulgaris (psoriaza) je autoimunitni onemocnéni, které postihuje predev§im
ktzi. Patogeneze psoridzy zahrnuje kombinaci genetickych a epigenetickych modifikaci s
nezanedbatelnym vlivem faktorG prostfedi. Nemoc je charakterizovana papuloskvamoznimi
1ézemi s hyperproliferaci keratinocytti, angiogenezi a dysregulaci normalni imunitni odpovédi,
kterd vede k chronickému zanétu. Za ustiedni faktor patogeneze psoriazy je povazovana
nadmérna aktivace casti adaptivniho imunitniho systému. Zavaznéjsi formy psoriazy byvaji
asociovany s dalsimi onemocnénimi (komorbiditami). Jedna se o metabolickd a
kardiovaskularni ~ onemocnéni,  psoriatickou  artritida, = Crohnovu  chorobu a
psychické/psychiatrické poruchy ¢i uveitida. Mnohé z uvedenych komorbidit vykazuji

vyznamnou souvislost s vékem (biologickym procesem starnuti ¢loveka) (1-5).

Starnuti je proces postupného sniZzovani schopnosti a funkénich kapacit organismu.
Jedna se o univerzalni d&j se znaénym stupném variability, ktery je charakteristicky pro vSechny
vys§i ZivoCichy. Mezi teoriemi popisujicimi starnuti dominuje v soucasné dob¢ teorie
akumulace poskozeni, ktera integruje dosud zndmé mechanismy starnuti. Teorie se opird o
skutecnost, Ze pti patofyziologickych procesech dochazi v lidském téle k nezadoucim zmeénam,
které lze chapat jako poSkozeni. Vlivem pribézné akumulace téchto poskozeni dochazi
nasledné k deterioraci celého systému. tkané€ (6-8). Tento novy pohled na pfi€iny starnuti dal
vzniknout jednotnému nazoru na kli¢ové zmeény, odehravajici se v jeho prib&hu. Zmény pak
byly piehledné shrnuty v publikaci ,,7he Hallmarks of Aging®, ktera rozdéluje znaky starnuti
na devét vzdjemné propojenych typl, u nichz bylo prokdzano, ze ve vétsi €1 mensi mife
ovlivituji délku Zivota pokusnych subjektl. Mezi znaky starnuti patii zménéna mezibunééna
komunikace, epigenetické zmény, genomova nestabilita, zkracovani telomer, porucha
homeostazy proteint, narusené vnimani dostupnosti Zivin, mitochondrialni dysfunkce, bunééna
senescence, vycerpani kmenovych bunék (9). V moji disertacni praci jsem se vénoval zejména
Ctyfem z deviti znakll stdrnuti (zménéné mezibunécné komunikaci, epigenetickym zménam,

genomové nestabilité a zkracovani telomer).

Zmény v mezibunééné komunikaci jsou béhem starnuti patrné na Grovni autokrinni,
parakrinni, endokrinni, neuroendokrinni i neurondlni. Privodnim jevem starnuti je zanét
(inflammaging), ktery je disledkem kombinace celé tady faktorli. Jedna se o akumulaci
poSkozeni ve tkanich, sniZzeni schopnosti organismu efektivné se zbavovat patogent
(nefunk¢énich a poskozenych télnich struktur), zvySeni tvorby prozanétlivych plsobkl

senescentnimi buitkami a butikami imunitniho systému a sniZeni autofagie (9, 10).
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Starnuti vede k vyznamnym zméndm organizace chromatinu i DNA. Dochazi k
ovlivnéni methylace DNA, snizeni mnoZzstvi heterochromatinu, ke ztrat¢ a remodelaci
nukleozomil a ke zménam na histonech. Methylace DNA je ve stafi celkové snizena, nicméné

nekteré oblasti DNA mohou byt 1 hypermethylovany (cytosin-fosfat-guaninové ostruvky; CpG)
(11).

Vyssi mira poSkozeni DNA zvySuje pravdépodobnost ¢asného umrti (12). V pribéhu
zivota jedince je jeho komplex genetickych informaci ovliviiovan fadou faktort (chemickych,
fyzikalnich a biologickych), ¢imz dochazi ke kumulaci defekti DNA. Se zvySujicim se poctem

defektd bunka starne a roste riziko jeji smrti a/nebo maligni transformace (13, 14)

Dostatecné dlouhé koncové ¢asti chromozomu (telomery) jsou jednou ze zakladnich
podminek pro Gspésné bunécné déleni. Pii mitotickém déleni se vSak telomery zkracuji a po
dosazeni urcité kritické délky dojde k zastave procesu déleni (maximalni pocet déleni bun¢k je

nazyvan Hayflicktv limit) (15-17).

Kalendaini vék je presné definovan ¢asovym intervalem mezi narozenim a smrti. Délka
a kvalita zivota kazdého jedince je pfitom modifikovana ftadou ovlivnitelnych a
neovlivnitelnych faktord starnuti/onemocnéni (18-21). Studium ukazateli starnuti (a
biologického veku) si klade za cil zpfesnéni predikce vnimavosti osob ke vzniku a rozvoji
onemocnéni, k zavaznosti jeho prib¢hu a k pravdépodobnosti vyskytu komplikaci ¢i smrti.
Jinymi slovy, aktivity v této oblasti jsou zaméfeny na zpiesnéni predikce délky a kvality Zivota
jedince a zptesnéni postupll v oblastech primérni, sekundarni a terciarni prevence (15, 22, 23).
Chronologicky vék je neovlivnitelny, nicméné posledni poznatky naznacuji, Ze biologicky veék
je proménnou, kterou je mozné ovliviiovat. Z toho vyplyvd vyznam zmény paradigmatu
1ékatrského mysleni ve smyslu piijeti biologického véku jako ovlivnitelného rizikového faktoru

vzniku a progrese nemoci (18-21).

4 Cile disertacni prace

STAVAJICI STAV:

Osoby s psoridzou se dozivaji nizStho v€ku a maji zvySenou pravdépodobnost rozvoje
asociovanych onemocnéni (komorbidit). Mozné souvislosti mezi dysfunkénim chronickym
zanétem vyvolanym procesem starnuti (inflammaging) a procesem autoimunitniho onemocnéni

(psoriazy) nebyly dosud blize objasnény.



CILE:

1. Posoudit vhodnost (pouzitelnost) vybranych ukazatelii procesu starnuti pro modelovy
systém onemocnéni psoriazou a jejimi komorbiditami.

2. Pouzit vhodné ukazatele procesu starnuti pro analyzu vztahli mezi psoridzou, starnutim a

vznikem komorbidit.

HYPOTEZA:

Nize uvedené vybrané ukazatele jsou vhodné pro charakteristiku procesu starnuti a k odhadiim
biologického véku u modelového systému onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami.
Psoridza a jeji komorbidity vSechny vybrané ukazatele starnuti vyznamné ovliviuji. Vybrané
(posuzované) ukazatele: Hladiny HMGBI, IL-33, S10047, S100412, IL-17, VEGF a endocanu,
CRP, globdlni methylace DNA, detailni methylace DNA (epigenetic clock), mira oxidacniho
poskozeni DNA/RNA a délka telomer.

5 Material a metodika

Odbéry vzorkt plné krve byly provadény v letech 2016 az 2020. Celkové byla odebrana
krev od 132 osob s psoridzou (pacienti) a 167 ndhodné vybranych zdravych osob srovnatelného
véku, pohlavi a zivotniho stylu (kontroly). Faktory zivotniho stylu (s dirazem na koufeni) byly
zjiStovany formou dotazniku. Ve skupiné pacientli bylo 72 muzii a 60 Zen, ve skupiné kontrol

&5 muzu a 82 Zen.

Byly provedeny tfi nezavislé studie, na zaklad¢ kterych jsme posuzovali vhodnost
(pouzitelnost) vybranych ukazateli urovné procesu starnuti na modelovém systému
onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami. Sledované ukazatele byly vybrany ze skupiny
jednoduchych molekularnich ukazatelt starnuti a ze skupiny slozenych ukazatelll starnuti. Pro
hodnoceni zménéné mezibunééné komunikace byly vybrany parametry HMGBI1, IL-33,
S100A7, S100A12, endocan, VEGF, IL-17 a CRP. Pro hodnoceni genomové nestability byla
vybrana urovenl oxida¢niho poSkozeni DNA/RNA a ke kvantifikaci epigenetickych zmén
uroven globalni methylace a metoda epigenetic clock. Jako klasicky znak starnuti byla vybrana

mira zkracovani telomer (méfenim jejich pramérné délky).



Prvni studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoridzy a komorbidit na hladiny
ukazateli zanétu ze skupiny alarmini (HMGBI, IL-33, S100A7, S100A12). Studie se

zucastnilo 63 pacientl (34 muzi, 29 zen) a 95 kontrol (49 muzl a 46 zen).

Druha studie byla zamétena 1) na hodnoceni vlivu psoridzy a jejich komorbidit na
hladiny ukazateli zanétu IL-17, VEGF, endocanu a CRP a 2) na analyzu vztahu mezi
epigenetickym a kalendainim vékem pacientl s psoridzou a komorbiditami (epigenetic clock;
pocitacové vyhodnoceni methylace vice nez 500 genovych lokusii DNA souvisejicich s

vekem). Studie se zc¢astnilo 28 pacientti (17 muzii a 11 Zen) a 42 kontrol (21 muzt a 21 Zen).

Treti studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoridzy a jejich komorbidit 1) na
hladiny globalni methylace DNA, 2) na hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA a 3) na
zmeény v délce telomer. Studie se zucastnilo 41 pacientti (21 muzt a 20 Zen) a 30 kontrol (15

muzu a 15 zen).

V piipadé€ parametrli stanovovanych ze séra byly vzorky periferni krve z kubitalni Zily
odebrany pomoci zkumavek Vacutainer (Becton Dickinson). Poté bylo izolovano krevni sérum
(odstiedénim po dobu 10 minut pii 1300 g) a vzorky séra byly az do analyzy zmrazeny (-70

°C). Bylo zabranéno opakovanym cyklim rozmrazovani a zmrazovani.

Sérové hladiny parametrit (HMGBI1, IL-33, SI00A7, S100A 12, Endocanu a IL-17) byli
stanoveny metodou ELISA pomoci komer¢nich kit uréenych k méteni ptislusného ukazatele.
Sérova hladina CRP byla stanovena pomoci imuno-nefelometrie. K méteni trovné oxida¢niho
poskozeni nukleovych kyselin (poskozeni DNA/RNA) ze séra byla pouzita sada EIA.
Poskozeni bylo vyhodnoceno jako suma tfi oxidovanych guaninovych struktur v séru.
Konkrétné se jednalo o 8-hydroxy-2-deoxyguanosin uvolnény z DNA, 8-hydroxyguanosin

uvolnény z RNA a 8-hydroxyguanin uvolnény z DNA nebo RNA.

Pro ucely stanoveni urovné methylace DNA metodou ,,epigenetic clock” byly vzorky
zilni krve odebirany pomoci zkumavek Vacutainer Becton Dickinson (oSetfené EDTA). Vzorky
byly az do analyzy zmrazeny (-70 °C) a bylo zabranéno opakovanym cyklim rozmrazovani a
zmrazovani. Do doby analyzy byly vzorky chranény c¢inidlem DNA/RNA Shield™ od
spole¢nosti Zymo Research Corp. (CA, USA, kat. €. R1100). Vzorky DNA byly ptfecistény z
plné krve pomoci soupravy Quick-DNA™ Miniprep Plus (Zymo Research Corp., CA, kat. C.
D4068). VSechny vzorky proSly kontrolou kvality provedenou pfistrojem Nanodrop.
Bisulfitova konverze byla provedena pomoci soupravy EZ DNA Methylation-Lightning™
(Zymo Research Corp., CA, kat. ¢. D5030) podle standardniho protokolu. Vzorky byly poté
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obohaceny pro sekvenovani > 500 genovych lokusi souvisejicich s vékem. Hodnoty methylace
DNA vzorkt plné krve byly ziskany ze sekvenacnich dat a pouZity k posouzeni stati DNA podle
patentovaného prediktoru DNAge® spolecnosti Zymo Research.

Pro méfeni tirovné globalni methylace DNA byla DNA extrahovana ze vzork zilni krve
osettené EDTA podle pokynti vyrobce (QIAamp Blood Mini Kit, Germany). Pro analyzu
globalni methylace DNA bylo pouzito 100 ng DNA. Hladina 5-metylcytosinu (5-mC) byla
stanovena ELISA metodou pomoci soupravy 5-mC DNA ELISA Kit (Zymo Research
Corporation, CA, USA) podle pokynii vyrobce.

Po extrakci DNA dle vySe uvedeného postupu byla délka telomer stanovovéna setem
Absolute Human Telomere Length Quantification qPCR Assay Kit (ScienCell, USA).
Stanoveni bylo zalozeno na pfimém méteni primérné délky telomer pomoci technologie PCR
(Rotor-Gene 6000, Corbett Research, Australie). Podle pokynd vyrobce byla ziskand data
normalizovana na referencni vzorek lidské genomové DNA (byl dodan v setu). Vysledky byly

vyjadieny jako primérna délka telomer (kilobaze, kb) na chromozom.

Vsechna data byla statisticky zpracovana pomoci programu MedCalc verze 19.0.5
(MedCalc software, Belgie) nebo v programovém prostiedi 3.6.1 “nortest”, “compute.es”, a
“ggplot2”. nebo v programu Statistica verze 13.5.0.17 (TIBCO Software Inc., CA, USA). Na
zékladé¢ D'Agostinova-Pearsonova testu nebo Anderson-Darlingova nebo Shapiro-Wilkova
testu pro rozdéleni dat byl pouzit bud’ parametricky, nebo neparametricky test pro zajisténi
spravné citlivosti testu. Souvislosti mezi jednotlivymi parametry byly hodnoceny pomoci
Pearsonova korela¢niho testu a Spearmanova korela¢niho testu pofadi. Meziskupinové rozdily
byly hodnoceny pomoci Studentova t-testu nebo Mannova-Whitneyho testu. Rozdily byly

povazovany za statisticky vyznamné, pokud byla hladina pravdépodobnosti (p) niz§i nez

hladina alfa 0,05.

Determinace tize onemocnéni byla provedena pomoci standardizované klinické
evaluace, tzv. PASI (Psoriasis area severity index), které se vypocitava na zéklad¢ objektivné

stanovitelného erytému, deskvamace pokozky a kozni infiltrace (24).

Hodnoceni pfitomnosti metabolického syndromu (MetS) bylo u sledovanych osob
provedeno v souladu s kritérii Narodniho cholesterolového vzdélavaciho programu pro dospélé
(NCE/ATPIII). Diagnoézu MetS lze stanovit, pokud jsou pfitomna tii z nasledujicich péti
uvedenych kritérii: zvyseny obvod pasu nebo abdomindlni obezita (> 102 cm u muzti a > 88 cm

u zen), glukézova intolerance prezentovand vyssi glykemii nala¢no (> 5,6 mmol/l) nebo
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znamou lécbou diabetu, zvysena hladina triglyceridit (TAG; >1,7 mmol/l), snizend hladina
lipoproteint o vysoké hustot¢ (HDL cholesterol) a zvySeny krevni tlak (systolicky krevni tlak
> 130 mmHg, a/nebo diastolicky krevni tlak > 85 mmHg) (13).

Index télesné hmotnosti (BMI), ktery se vypocita jako hmotnost v kilogramech délena
vyskou v metrech c¢tvereénich (kg/m2), je ukazatelem relativni hmotnosti a ma ptimou

souvislost se zdravotnimi riziky a imrtnosti (25).

6 Vysledky

6.1 Vysledky prvni studie (hladiny alarminii)

Sérové hladiny vSech sledovanych alarmind byly ve skupiné pacientli vyznamné
zvySené. Hladina HMGBI1 byla vyznamné vyssi ve skuping pacientii (ng/ml; pacienti, N = 51,
median 1,250, mezikvartilové rozpéti 0,608-1,942; kontroly, N = 35, medidn 0,810,
mezikvartilové rozpéti 0,390-1,092; p < 0,05; obrazek 1(a)). Hladina IL-33 byla vyznamné
vy$si ve skuping pacientd (pg/ml; pacienti, N - 51, median 4,890, interkvartilové rozpéti 2,945-
7,962; kontroly, N = 35, median 3,110, interkvartilové rozpéti 2,158-5,200; p < 0,01; obrazek
1(b)). Hladina S100A7 byla vyznamné vys§i ve skupiné pacientli (ng/ml; pacienti, N = 63,
median 91,0, interkvartilové rozpéti 75,0-124,0; kontroly, N = 60; median 21,7, interkvartilové
rozpéti 13,0-31,7; p <0,0001; obrazek 1(c)). Hladina S100A 12 byla vyznamné vyssi ve skupiné
pacientil (ng/ml; pacienti, N = 63, median 8,80, mezikvartilové rozpéti 6,35-10,50; kontroly, N
= 60; median: 5,40; mezikvartilové rozpéti 3,70-7,25; p < 0,0001; obrazek 1(d)).
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Obr. 1. Hladiny alarminil u pacientl a kontrol
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Byl nalezen vyznamny vztah mezi HMGB1 a S100A7 (Spearman rho = 0,276, p <0,05)

ve skupiné€ pacientli a vyznamny vztah mezi HMGB1 a IL-33 ve skupiné kontrol (Spearman

rho = 0,416, p<0,05). Mezi PASI a zddnym z alarminti nebyl zjistén vyznamny vztah (Obr. 2).
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Obr. 2. Vztahy mezi jednotlivymi alarminy ve skupiné pacienta
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6.2 Vysledky druhé studie
6.2.1 Hladiny endocanu, VEGF, IL-17 a CRP

U pacientl jsme zjistili vyznamné zvySené hladiny IL-17 (pg/ml; pacienti, N = 28,
medidn 23,35, interkvartilové rozpéti 19,40-26,50; kontroly, N = 28, medidn 18,00,
interkvartilové rozpéti 15,30-19,25; p < 0,0001) a vyznamné niz$i hladiny endocanu ve
srovnani s kontrolami (pg/ml; pacienti, N = 26, median 278, interkvartilové rozpéti 243-346;

kontroly, N = 28, median 387, interkvartilové rozpéti 296-483; p < 0,001).

Vyznamné niz8i hladiny endocanu a vyssi hladiny IL-17 byly zjistény také v podskupiné
pacientli muzského pohlavi: endocan (pg/ml; pacienti, N = 16, median 274, mezikvartilové
rozpéti 246-330; kontroly, N = 11, median 429, mezikvartilové rozpéti 300-507; p = 0,0042) a
IL-17 (pg/ml; pacienti, N = 17, median 22,30, interkvartilové rozpéti 18,90-25,10; kontroly, N
=11, median 18,90, interkvartilové rozpéti 15,30-21,30; p = 0,0286).

Vyznamné vyssi hladiny IL-17 byly zjistény v podskupiné pacientek (pg/ml; pacientky,
N = 11, medidn 24,30, interkvartilové rozpéti 21,50-28,90; kontroly, N = 17, median 15,70,
interkvartilové rozpéti 15,30-18,90; p <0,0001).
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Hladiny VEGF vyznamné zménéné nebyly.

Ve skupiné pacientii jsme pii medianu PASI 18,7 zjistili vyznamné vys$si hladiny CRP
oproti kontrolam (mg/1; pacienti, N = 28, medidn 3,1, interkvartilové rozpéti 2,1-5,5; kontroly,
N = 22, medidn 1,4, interkvartilové rozpéti 1,1-1,7, p < 0,001). CRP zéaroven pozitivné
korelovalo s chronologickym vékem (Spearman rho = 0,590; p < 0,001).

6.2.2 Uroveii methylace DNA stanovena metodou epigenetic clock

Analyza vztahu mezi epigenetickym vékem a chronologickym vékem neprokézala

statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolami a pacienty (Obr. 3).

Vyznamny rozdil mezi kalenddinim a epigenetickym vékem byl vSak nalezen u
podskupiny Zen s psoridzou. Procentualni rozdil mezi kalendainim a epigenetickym vékem
(Age diff) zen s psoriazou byl vyssi nez Age diff zen v kontrolni skuping (%; pacienti, N =11,
median 7,0, interkvartilové rozpéti 0,4 - 11,0; kontroly, N = 21, median -3,0, interkvartilové
rozpéti -6,0-4,0; p=0,0404; Obr. 4 a Obr. 5). Median rozdilu mezi epigenetickym a
chronologickym vékem dosahoval hodnoty 3,2 roku u Zen s psoridzou (interkvartilové rozpéti
0,2-4,1 roku), zatimco u zdravych Zen (kontrol) hodnoty -1,3 (interkvartilové rozpéti -2,6-2,2
roku). Zeny s psoriazou tak byly zjednodusené o piiblizné &tyfi roky biologicky (epigeneticky)

star$i nez zeny zdravé. U podskupiny muzi (pacientil) vySe uvedeny jev pozorovan nebyl.
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Obr. 3. Kalendaini a epigeneticky vek u pacientii a kontrol
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Legenda: Graf rozptylu zobrazuje kontroly jako bild kolecka a pacienty jako ¢erné Ctverce.

Obr. 4. Kalendaini a epigeneticky veék u pacientil a kontrol (pouze Zeny)
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Legenda: Graf rozptylu zobrazuje vztah epigenetického a chronologického véku u Zen s

psoriazou (pacienti, cerné ¢tverce) a u zdravych zen (kontroly, bila kolecka).

Obr. 5. Age diff rozdil mezi pacienty a kontrolami (pouze Zeny)

Zeny — age diff
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E— Median
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Legenda: Zeny s psoridzou jsou epigeneticky starsi neZ zdravé zeny (p = 0,0404). Odlehly bod
je jakakoli hodnota datového bodu > 75. percentil + 1,5%(75. percentil - 25. percentil) nebo
jakykoli datovy bod < 25. percentil - 1,5%(75. percentil - 25. percentil).

6.3 Vysledky treti studie
6.3.1 Uroveii globalni methylace DNA

Urovei globalni methylace DNA (vyjadiena jako procenta 5-mC DNA) byla u pacientt
vy$$i nez u kontrol, avSak rozdil nedosahl statistické vyznamnosti (33,20 vs 23,35 %, P =

0,234). Vliv pohlavi, koufeni, BMI a PASI na stav methylace byl nevyznamny. Byl nalezen
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vyznamny vztah mezi Grovni globalni methylace a BMI (Spearman rho = 0,417, p=0,048; Tab.

1.

Tab. 1. Antropometrické charakteristiky souboru respondenttl tieti studie, globalni methylace,

oxidac¢ni poskozeni a délky telomer (mediany a mezikvartilova rozpéti)

Proménna (jednotky) Nemocni Kontroly p hodnota
Vék (roky)

Zeny 51 (41-68) 53 (40-58) ns

Muzi 60 (44-63) 53 (50-60) ns

Celkem 53 (41-67) 53 (44-58) ns
Viéha (kg)

Zeny 78 (68-88) 65 (62-71) 0,008

Muzi 83 (79-100) 81 (71-99) ns

Celkem 81 (72-94) 70 (64-83) 0,009
BMI (kg/m?)

Zeny 28,9 (25,1-32,1) 24,2 (22,8-25,6) <0,001

Muzi 28,0 (24,7-30,3) 26,2 (23,7-29,3) <0,001

Celkem 28,3 (24,8-30,6) 24,7 (23,2-27,7) <0,001
Globalni methylace (% 5-mC)

Zeny 21,15 (9,65-49,80) 23,35 (2,90-40,10) ns

Muzi 39,90 (10,60-57,60) 20,55 (4,60-45,65) ns

Celkem 33,20 (10,10-55,60) 23,35 (2,90-40,90) ns
DNA/RNA oxidace (pg/mL)

Zeny 4184 (2508-5802) 1985 (1559-2451) <0,001

Muzi 3559 (2568-4369) 2518 (1905-3091) 0,033

Celkem 3758 (2563-5269) 2286 (1559-2635) <0,001
D¢lka telomer (kb)

Zeny 3,65 (3,02-4,57) 3,04 (2,47-3,62) 0,020

Muzi 3,33 (2,98-3,96) 2,95 (2,57-3,50) ns

Celkem 3,57 (2,984,11) 3,04 (2,51-3,50) 0,011
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Legenda: ns = statisticky nesignifikantni vysledek; % 5-mC = procento 5-methylcytosine v

DNA; kb = tisic nukleotidovych bazi na chromosom

6.3.2 Hladiny oxida¢niho poskozeni

Pacienti s psoriazou méli oproti kontroldm vyznamné vyssi hladinu oxidacniho
poskozeni DNA/RNA (3758 vs 2286 pg/ml, p < 0,001) jak z pohledu celé skupiny, tak i po
rozdéleni na muze a zeny (Tab. 1). U pacientl nekuidkt byly nalezeny vyznamné vyssi hladiny
oxida¢niho poSkozeni DNA/RNA (n = 25) nez u nekutaki kontrol (n =27; 4228 vs 2287 pg/ml,
p < 0,001). Hladiny oxidacniho poskozeni DNA/RNA u pacientll s MetS nebyly vyznamné
odlisné od pacientii bez MetS (3559 vs 3774 pg/ml, p = 0,928). Pacienti bez MetS vSak méli
vyznamné vys$$i hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA (n = 18) v porovnani s osobami

kontrolni skupiny bez MetS (n = 25; 3774 vs 2287 pg/ml, p = 0,001).

6.3.3 Délka telomer

Ve skupiné pacientd (jako celku) a v podskupiné pacientd Zen (ne vsak v podskupiné
pacient muzll) byla nalezena vyznamné vys$i priméma délka telomer na chromozom v
porovnani s kontrolami (3,57 vs 3,04 kb, p = 0,011; 3,65 vs 3,04 kb, p = 0,020). U pacientd
nekutakl byly telomery vyznamné delsi nez u pacientl kutrak (3,88 vs 3,24 kb, p = 0,048) a
nez u kontrol nekurakt (3,88 vs 3,03 kb, p = 0,002). U pacienti bez MetS byly telomery
vyznamné delsi (3,84 kb) nez u pacientt s MetS (3,38 kb, p = 0,024) a kontrol bez MetS (3,03
kb, p = 0,001). Byl nalezen vyznamny negativni vztah mezi délkou telomer a kalendarnim

vékem kontrolnich osob (Spearman rho = -0,420, p = 0,028).

7 Diskuse

7.1 Alarminy

Alarminy se podileji na fizeni celé fady intracelularnich a/nebo extracelularnich funkci,
veetné regulace bunécéné apoptozy, proliferace, diferenciace, migrace/invaze, energetického

metabolismu, homeostazy Ca2+, fosforylace proteind a zanétu v riznych typech bun¢k (26).
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Nase vysledky ukazaly, ze psoridza je onemocnéni, pii kterém jsou ovlivnény hladiny
vSech zkoumanych alarmint. Nebylo vSak zjisténo, ze by pro zménu téchto parametri byl
rozhodujici rozsah onemocnéni. Uloha alarmint ziistdva nejasna a méla by byt v budoucnu
dikladn¢ prozkoumana. Zatim neni zndmo, zda jsou alarminy vedlejSim produktem

autoimunitnich procesii, nebo zda se vyznamné podileji na kaskad¢ hlubsi exacerbace psoriazy.

Prezentovana studie zjistila vyssi hladiny HMGBI1 u pacientii nez u kontrol (p < 0,05).
Ve shod¢ s nasimi vysledky Bergman et al. jiz diive prokazali, z2 HMGBI je vyznamné
zvyseny v séru pacientll s psoriazou; rovnéz naznacili, ze ptitomnost HMGB1 miize mit vliv na
slozeni chronického zanétu u psoridzy (27, 28). Vyssi sérové hladiny HMGBI1 byly zjistény
také u nékolika dalSich autoimunitnich onemocnéni, jako je neuromyelitis optica, lupusova

nefritida nebo revmatoidni artritida (29-31).

Potvrdili jsme, ze pacienti s psoriasis vulgaris maji vyssi hladiny alarminu IL-33 nez
zdravé kontroly (p < 0,01). Toto zjiSténi je v souladu se studii Mitsui et al, ktefi mé&fili hladiny
IL-33 v séru u pacientl s psoriasis vulgaris, psoriatickou artritidou nebo pustuldézni psoridzou
a zjistili, Zze jsou vys$si nez u kontrol. V nasi ani v jejich studii nebyla zjisténa zadna korelace

mezi [L-33 a PASI skore (32).

V nasi studii jsme zjistili vy$$i hladiny S100A7 (psoriasin) u pacientll neZ u zdravych
kontrol, coZ je v souladu s vysledky studie Gambichlera et al. Nicméné jsme nezjistili Zadny
vyznamny vztah SI00A7 k PASI, stejné jako Gambichler et al. (33). Tym Andersona a spol.
vSak zjistil u pacientll spiSe niz8i systémové hladiny psoriasinu. Divodem byla pfitomnost
protilatek proti psoriasinu, pfi¢emZ psoriasin ani protilatky nebyly navrzeny jako validni

ukazatele psoriazy (34).

7.2 CRP

V nasi studii jsme zjistili vyznamné vyssi sérové hladiny CRP u psoriatikli nez u kontrol
(p < 0,001), coz svéd¢i jak o pfitomnosti systémového zanétu, tak o zvySeném
kardiovaskularnim riziku a naznacuje ptitomnost endotelidlni dysfunkce. VE&k mize vyznamné
zmeénit stupen systémového zanétu (35). V souladu s touto skutecnosti jsme ve skupiné pacienti
zjistili vyznamny vztah mezi hladinou CRP a vékem (Spearman rho = 0,590, p < 0,001).
Vzhledem k tomuto zjiSténi 1ze hladinu CRP povaZovat za vhodny ukazatel ¢asnych stadii

kardiovaskularnich komorbidit u psoriatickych pacientll v zavislosti na véku. Pfi jeho uziti je
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samoziejm¢ tieba chapat jeho promeénlivost vzhledem k pfitomnosti akutniho zanétlivého

onemocnéni.

U osob s psoriazou popsaly nékteré studie vyznamné vztahy mezi CRP a PASI a mezi
CRP a BMI (36, 37). Jiné studie vsak tato zjisténi nepotvrdily (38, 39). Vysledky nasi studie
rovnéz nepotvrdily vyznamnost vyse uvedenych vztaht (CRP s PASI, Spearman rho = -0,291,

p=0,132) a CRP s BMI (Spearman rho = 0,288, p = 0,137).

7.3 Endocan, VEGF, IL-17 a epigenetic clock

Metoda epigenetic clock byla pouzita k porovnani biologického véku v riiznych
studiich. Tyto studie porovnavaly vliv rasy, pohlavi, cviceni, faktord zivotniho stylu a nemoci
(40-42). U zdravych lidi epigeneticky vek striktné koreloval s chronologickym vékem, u
patologickych stavli se vSak znacné lisil. Nejvyraznéj$Sim piikladem je Downilv syndrom, u
kterého bylo prokazéano, Ze urychluje epigenetické starnuti plné krve pacientd. Studie
prokézala, ze trizomie 21 vyznamné zvysuje staii plné krve a mozkové tkané€ (v prumeéru o 6,6
roku, p = 7,0 x 10"'). K prohlubovani absolutnich rozdilii mezi epigenetickym a kalendafnim
vékem navic dochazi v ase —rozdil se zvySuje s vékem jedince (43). V nasi studii jsme nemohli
dospét k zaveéru, Ze by v plné krvi naSich pacientil existoval patofyziologicky stav zplsobujici
zrychlené starnuti. Rozdil mezi epigenetickym a kalendafnim vékem se v pribéhu Zivota, v
ramci jejich expozice onemocnéni, nezvySoval (obr. 3). Zjistili jsme nicméné, ze Zeny s
psoridzou jsou epigeneticky star$i nez Zeny zdravé (obr. 4). To neplati pro muze, ackoli praveé

muzi maji obvykle vyssi miru epigenetického starnuti nez Zeny (42).

Studie Garshicka et al. jasné¢ uvadi, Ze psoridza je u pacientek spojena s
kardiovaskularnimi onemocnénimi silngji neZ u pacientll muzského pohlavi (44). Zavéry této
studie zalozené na skupin¢ mladych hospitalizovanych pacientt (vék > 20 a < 35 let) jsou ve
shodé¢ s nasimi vysledky, tj. ze epigeneticky vek je trvale vyssi nez chronologicky vék po cely
zivot pacientek, a to i od rané¢ho véku. Tato zjisténi by tedy mohla alespon ¢astecné vysvetlit

pficiny kratSiho Zivota psoriatickych Zen.

V nasi studii jsme zjistili niz§i hladiny endocanu u psoriatikll (p < 0,001). Rozdil byl
statisticky vyznamny u muzi; niz$i hladiny byly pozorovany také u zen, ale rozdil nebyl
vyznamny (p = 0,08). Literatura je v ndzoru na endocan u psoriazy nejednotna. Nékteré studie
prokézaly vyssi hladiny endocanu u pacientil (45, 46), zatimco u jinych byly naméfeny nizsi

hladiny u pacientli nez u zdravych kontrol (47).
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IL-17 byl vyznamné zvySen u muzl i Zen s psoriazou ve srovnani s kontrolni skupinou,

coz je v souladu s dostupnou literaturou (48).

7.4 Globalni methylace

Diive stanovena hladina methylace DNA ve vzorcich ktze, ale nikoli v buiikach
periferni krve jako v na$i studii, pozitivné korelovala s PASI skore (49). Nase vysledky
nepotvrzuji vyznam stanoveni globalniho stavu methylace DNA ve vzorcich plné krve u
pacientil s psoridzu. Ackoli median 5-mC DNA, stanoveny u pacientt (33,20 %), byl zifejmé
vy$$i nez u kontrol (23,35 %), statistickd vyznamnost rozdilu byla znemoZnéna velkym
kolisanim hodnot 5-mC DNA v obou skupinach (10-55,60 % u pacient vs 2,90-40,90 % u

kontrol, viz tab. 2) a relativn¢ nizkym poctem ptipadd uvedenych ve studii.

Tisice hypo- a hypermethylovanych jednotlivych mist v genech patofyziologicky
spojenych s psoriazou mohou byt odhaleny, nebot’ hraji roli v podpofe nebo snizeni exprese
genu ovlivilyjicich patogenezi psoriazy. Neda se vsak fici, Ze by dochazelo primarné k hypo-
nebo hypermethylaci celého genomu. Oproti vySe zminéné metod€ epigenetic clock je méteni
globalni methylace sice vyznamné levngjsi, ale zdaleka nedosahuje tak kvalitnich vysledki a
neni schopno s dostate¢nou komplexitou obsahnout zmény methyla¢niho profilu u pacientt

S psoriazou.

7.5 Oxida¢ni poskozeni

V nasi praci jsme zjistili vysSi obsah oxidovanych DNA/RNA v séru u psoriatickych
zen 1 muzi ve srovnani s kontrolami. Oxidac¢ni stres pfitomny u osob s exacerbovanou
psoridzou vulgaris obou pohlavi tak miize pfispivat k urychlenému starnuti bunék. Tato zjiSténi
jsou v souladu s nekterymi dal$imi studiemi, které odhalily zvySené hladiny oxida¢niho
poskozeni v plazmé 1 séru psoriatickych pacientii. Psoridza podle téchto studii piispiva ke

zvyseni hladin obou uc€inktli vyraznéji nez metabolicky syndrom. (50-52).

Mira oxidativniho poSkozeni DNA/RNA se zd4 byt potencialné vhodnym markerem pro
sledovani rizika zrychleného starnuti, resp. zvySené prevalence komorbidit v mladSim
(kalendainim) véku pacientii, nebot’ byla zvySend hladina prokazana jiz nékolika studiemi

wrwe

starnuti) vice nez ziejma souvislost mezi oxida¢nim poskozenim DNA a jeji nestabilitou
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vedouci ke zrychlenému starnuti a tim k nizs$i nad¢ji doziti a vys$Simu riziku chorob se starnutim

spojenym.

7.6 Délka telomer

Délka telomer v krevni DNA se shoduje s délkou telomer v jinych tkénich a indukované
zkracovani telomer je spojeno s mnoha zdravotnimi problémy vcetné starnuti, poruch
souvisejicich se starnutim a rakoviny (53, 54). V nasi studii jsme piedpokladali, ze délka
telomer v psoriatickych krevnich buitkach bude neptimo umérné souviset s urovni oxidovanych
molekul DNA/RNA, tedy Ze ¢im vice bude oxida¢niho poSkozeni, tim kratS$i nalezneme
telomery. Pfedbézné publikované studie poskytly na toto téma ponckud kontroverzni tidaje
(55). Nase vysledky ukazaly, ze u pacientd s psoriazou jsou telomery na chromozom vyznamné¢
delsi nez u vékoveé odpovidajicich kontrol. Podobné, jako v jinych studiich, délka telomer u
zdravych kontrol negativné korelovala s jejich vékem (56). U psoriatikli jsme vSak podobny
vztah nepozorovali, nebot’ psoridza délku telomer ovlivnila. Na zaklad¢ naSich udaji se zda, ze
délka telomer v krevnich bunkach neodpovida vysokému oxidacnimu poSkozeni molekul
DNA/RNA pfitomnych u pacientll s psoriazou. Pacienti s psoridzou méli vyssi poSkozeni

DNA/RNA a také delsi telomery neZ kontrolni skupina.

D¢lka telomer je tedy zatim nedostateCné prozkoumanym ukazatelem starnuti u
psoriatikll. Jeji souvislost s vékem, rozvojem komorbidit a rizikem timrti je vzhledem k nasim

vysledklim a nejednoznacnostem ve védecké literatuie stale nejasna.

8 Zavéry

8.1 Zavéry prvniho cile

Byla posouzena vhodnost (pouZitelnost) vybranych ukazatela biologického starnuti pro

modelovy systém onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami.

Alarminy pfedstavuji ukazatele procesu starnuti popisujici zménénou mezibunécnou
komunikaci a byly modelovym systémem onemocnéni vyznamné ovliviiovany. Lze je tedy pro
tento systém povazovat za vhodné. Dalsi z vybranych ukazatelli zménéné mezibunécné

komunikace, VEGF modelovym systémem ovliviiovan nebyl a za vhodny ukazatel jej zfejmée
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povazovat nelze. Zménénou mezibunéénou komunikaci (znak starnuti) indikuji 1 dalsi vybrané
ukazatele endocan, IL-17 a CRP. V modelovém systému onemocnéni bylo pozorovano
vyznamné sniZzeni endocanu a vyznamné zvySeni IL-17 a CRP. V téchto ptipadech je vSak
nutné brat v uvahu skutecnost, ze tyto ukazatele mohou byt ovliviiovany fadou dal$ich faktort
zivotniho/pracovniho prostiedi a zivotniho stylu. Jejich vyuziti jakozto ukazateli starnuti
v modelovém systému onemocnéni proto piipadd v tivahu spiSe na urovni populace, nikoliv

vSak na urovni jedince.

Ze zastupcu ukazateli starnuti popisujicich epigenetick¢é zmény se ukazala jako
vhodné&j$i metoda epigenetic clock (oproti metodé globalni methylace), kterd umoziuje
podrobné charakterizovat jednotliva methylacni mista na epigenomu. Pouziti umé¢lé inteligence
vyrazné zvySuje vypovédni hodnotu méteni, v tomto piipadé hodnotu odhadu stavu procesu

starnuti v modelovém systému onemocnéni.

M¢feni genomové nestability pomoci oxidacniho poskozeni RNA/DNA se zdd byt
slibnou metodou pro kvantifikaci miry rychlosti starnuti v modelovém systému onemocnéni. I
v tomto pfipad¢ je vSak nutné brat v uvahu silny vliv faktort zivotniho/pracovniho prostiedi a

zivotniho stylu (napfiklad kouteni) na hodnocené ukazatele.

Meéteni délky telomer pfineslo neocekdvané nalezy, které neumoznuji formulovat
objektivni hodnoceni vhodnosti této metody jako ukazatele procesu starnuti v modelovém
systému onemocnéni. Jinymi slovy, v tuto chvili nelze fici, zda méteni primérné délky telomer
v periferni krvi metodou PCR je schopno spravné kvantifikovat rychlost starnuti v modelovém

systému onemocnéni.

8.2 Zavéry druhého cile

Za pouziti vhodnych ukazatelll procesu starnuti byla provedena analyza vztaht mezi
psoriazou, starnutim a vznikem komorbidit. Prokézali jsme (podle literarnich tdaji zfejmé jako
prvni), ze u pacientll s psoridzou (modelovy systém onemocnéni) dochazi k vyznamnym
zménam parametri souvisejicich s procesem starnuti. Nejvyznamnéj$im dikazem je nalez

vyssiho epigenetického (biologického veéku) u Zen s psoriazou.

8.3 Vyhodnoceni hypotézy
Stanovena hypotéza nebyla potvrzena. Jen ¢ast vybranych ukazatelli procesu starnuti
byla vyznamné ovlivilovana modelovym systémem onemocnéni psoridzou a jejimi

23



komorbiditami a lze je tedy povazovat (pro tento systém) za vhodné pro charakterizaci procesu
starnuti a k odhadiim biologického véku. Jedna se o HMGBI, IL-33, S100A7, S100A12, IL-17
a detailni methylaci DNA (epigenetic clock). S urCitymi vyhradami (zejména z divodu
mozného ovlivnéni fadou faktori) by bylo mozné akceptovat i endocan, CRP a miru oxida¢niho
poskozeni RNA/DNA.

Zavérem lze konstatovat, ze i kdyz predkladané vysledky nejsou zcela jednoznacné
z pohledu kvantitativniho a jsou zatizeny déale uvedenymi nejistotami, zdad se, Ze psoriaza
kvalitativné ovlivituje proces starnuti a vyznamné zvysuje vznik a rozvoj komorbidit. Tato

zjisténi davaji zaklad pro dalsi védeckou praci na tomto poli.

8.4 Analyza nejistot

Vypovédni hodnota vysledk, jejich interpretaci a zobeciiujicich zavérh je limitovana
predevsim poctem respondentl a s tim souvisejicim poctem provedenych méfeni. Divodem
této nejistoty jsou v prvni fadé omezené finanéni zdroje Skoliciho pracovisté na velmi nakladna
méfeni (zejména na metody epigenetic clock). DalSim zdrojem nejistoty pro zobeciiovani
zaveérl je demografické rozlozeni sledované populace (v dané geografické poloze) a silny vliv

faktort zivotniho/pracovniho prostiedi a zivotniho stylu na hodnocené ukazatele starnuti.
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