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PREDHOVOR

Predkladana vedecka monografia je urena pre lekarov v Specializacnej priprave,
diabetoldgoy, oftalmolégov, ale aj inych odbornikov zaoberajucich sa problematikou dia-
betickej retinopatie. Obsahuje najnovsie a komplexné poznatky z oblasti genetiky o dia-
betickej retinopatii.

Autormi s molekularni bioldgovia a genetici, ktorych snahou bolo poukazat
na obrovsku heterogenitu analyzovanych génov v problematike mechanizmu vzniku a pro-
gresie diabetickej retinopatie.

Diabeticka retinopatia (DR) je pomerne Casta a zavazna komplikéacia diabetu, ktora
bez terapeutického zasahu méZze viest priamo k strate zraku. Napriek mnoZstvu odbornikov,
ktorf sa tejto tematike venuju, jej genetické aspekty nie su doposial’ dostatocne prebadané
a objasnené. Vedci v su¢asnosti prekonavaju hranice medzi vyskumom a klinickou praxou.
VyuZivaju animalne modely a malé klinické Studie. Snahou je identifikovat kandidatne gény
zapojené do patofyzioldgie tejto choroby a vytvorit priestor pre multidisciplinarnu diskusiu
na integrovanejsi pristup, zalozeny na spolupraci s lekarmi a inymi odbornikmi. O¢akava sa,
ze odbornici z klinickej praxe budu schopni prispiet svojimi poznatkami a spolupracovat s
genetikmi, ¢oho vysledkom by bola optimalizacia prevencie a postupov lieCby, zvysenie jej
efektivity a zlepSenie benefitu pacientov. Identifikovanie najrdznejsich biomarkerov by napo-
mohlo pri vyvoji presnejSej diagnostiky a moznej personalizovanej terapie, ako aj pri ur¢o-
vani prognozy diabetickej retinopatie. Obsahom monografie je zhrnutie vedeckych poznat-
kov ziskanych z genetickych analyz diabetickej retinopatie. NaSou snahou je inSpirovat
k spolupraci predovsetkym klinickych pracovnikov, s cielom odhalit aspekty diabetickej
retinopatie. Tato monografia by mala sluzit na pomoc pri ziskani zakladnych poznatkov
ohladom toho, ktoré gény a ich polymorfizmy boli skumané v tejto oblasti a napomdct
v nasmerovani dalSich genetickych vyskumov diabetickej retinopatie. O¢akavana spolupra-
ca by mala byt zamerana na vymenu najnovsich poznatkov v oblasti mediciny, vedy a
vyskumu DR, implementacie novych lieCebnych postupov, manazmentu pacientoyv, a na
spolupracu s pacientskymi organizaciami a institticiami pre dalSie vzdelavanie odbornej
verejnosti. Nezanedbatelnym prinosom je aj to, ze etablované metodické postupy ziskané
analyzou génov v patogenéze diabetickej retinopatie sa budu dat vyuzit pri inych chron-
ickych civilizacnych ochoreniach s multifaktorialnou etioldgiou.

V praci je uvedeny relativne vysoky pocet génov a genetickych pojmov. Pre ich

®

X

prehladnost su v zavere monografie umiestnené tabulky vSetkych znamych DNA poly-
morfizmov a ich funkcii v patogenéze DR. Genetické pojmy su ozrejmené priamo v texte.

Tato monografia vznikla za podpory grantu Centrum vyskumu zavaznych ochoreni
a ich komplikacii, ITMS 26240120038, Operacny program vyskum a vyvoj 2013/4.1/04-
SORO.
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1. UVOD

S néarastom poctu pacientov s civilizacnymi ochoreniami, ku ktorym patri aj dia-
betes mellitus (DM), sa spdjaju mnohé vyzvy. Ide o hladanie adekvatnych zdravotnickych,
socialnych aj celospolocenskych postupov pre minimalizaciu vyskytu komplikacii tychto
ochoreni a prediZenie strednej doby preZivania ako klugového parametra pri hodnoteni
zdravotného stavu obyvatelstva prislusnej krajiny. Diabetes mellitus je jednym z najCastejSich
medicinsky zavaznych chronickych ochoreni, ktoré je spésobené deficitom alebo nedos-
tatocnym ucinkom hormonu inzulinu, €o vedie k trvalej hyperglykémii. Vyznamne skracuje
dizku Zivota, zhorsuje jeho kvalitu a vplyva na socidlno-ekonomické postavenie pacienta.
Coraz viac zamestnava mysel vedcov, lekérov, ale aj laickej verejnosti. Pri&inou je neustaly
narast poctu pacientov s diabetom, ako aj riziko vzniku tazkych komplikacii, ktoré modzu
viest k poskodeniu obli¢iek, zraku, nervov, a v neposlednom rade i k vzniku srdcovych
a mozgovo-cievnych prihod. DM nielenze znizuje kvalitu zivota Cloveka, ale mdze viest
dokonca aj k pred&asnému umrtiu. Statistiky Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO)
uvadzaju alarmujici vzostup vyskytu diabetu na celom svete. Pri sucasnej 7,3 % prevalencii
sa predpokladd, ze do roku 2030 bude vo svete az 366 milionov diabetikov.

Diabeticka retinopatia je degenerativne ochorenie sietnice a postihuje pacientov
s cukrovkou. Spolu s diabetickym makularnym edémom patri k Castym a zavaznym kom-
plikaciam diabetu a je naj¢astejSou pricinou slepoty u pacientov v produktivnom veku v civi-
lizovanych krajinach. Pri zle korigovanej hladine cukru v krvi (glykémii) dochadza k nezvrat-
nym Strukturalnym a funkénym zmenam na urovni cievneho a nervového tkaniva sietnice.
Hyperglykémia, zapal a oxidacny stres su hlavné faktory v patogenéze DR. Z tohto dévodu
je velmi dolezity skrining, monitoring, ako aj v€asna intervencia zamerana na minimaliza-
ciu vzniku slepoty predovsetkym u vysoko rizikovej skupiny pacientov. Napriek mnozstvu
poznatkov nie je uplne jasny mechanizmus rozvoja tohto ochorenia a existuje stéle vela
otaznikov. Na vyvin DR ma vplyv spolupdsobenie Sirokej Skaly génov, ale da sa oCakavat,
ze vplyv samostatnych génov jednotlivo bude pomerne zanedbatelny. Z tohto dévodu su
vysledky DNA analyz jednotlivych separatnych génov malo vyznamné a v niektorych pri-
padoch aj protichodné. Zdbrazfuje sa potreba optimalizacie diagnostickych metdd, ktoré
umoznia v&asnu a presnu identifikaciu diabetickych pacientov so zvySenym rizikom rozvoja
DR. Idedlne by bolo identifikovat marker, pripadne viac markerov suvisiacich so zvySenym
rizikom rozvoja DR este pred rozvinutim subklinickych Strukturalnych zmien na sietnici. Vy-
sledkom by bola optimalna prevencia, ktora by zmierriovala doZivotné zdravotné nasled-

ky diabetickych komplikacii. Pretrvava snaha priniest poznatky, ktoré budu aplikovatelné

®

‘ i

A

do kazdodennej praxe v starostlivosti o pacientov, a to v oblasti prevencie, diagno\stiky ale-
bo liecby. Uspech tejto stratégie je zalozeny na ziskani, spracovani a vyhodnoteni novych
poznatkoch vo vyskume a vyvoji.

¢
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2. DIABETES
MELLITUS

Diabetes mellitus (DM, cukrovka) je jednym z celosvetovo najrozsirenejSich zavaznych
civilizacnych ochoreni. Pocet pacientov s diabetom kaZzdorocne rapidne vzrasta. Diabetes v roku
2015 zapri€inil priblizne 5 milidnov Umrti v ramci celosvetovej dospelej populacie (IDF, 2015).
V roku 2014 malo stanovenu diagndzu diabetu 422 milionov udi (Global report on diabetes. World
Health Organization, Geneva, 2016) a 318 milidnov trpelo poruchou glukézovej tolerancie, ktorou sa
pacienti zaraduju do kategorie vysokého rizika vzniku a rozvoja diabetu v buducnosti. Predpokla-
da sa, ze v roku 2040 bude vo svete az 642 milionov pacientov s diabetom (IDF, 2015). Neustale
zvySovanie mnozstva pacientov s touto diagndzou je pripisované viacerym pricinam, a to najma
starnutiu celosvetovej populacie, rastlicej miere obezity a znizenej fyzickej aktivite.

Diabetes mellitus je porucha metabolizmu, ktora sa prejavuje zvySenou hladinou glukdzy
v krvi. K poruche metabolizmu sacharidov dochadza v désledku neschopnosti organizmu pro-
dukovat dostatoné mnozstvo hormdénu inzulinu (diabetes typu 1, DM1, inzulin-dependentny
alebo od inzulinu zavisly diabetes) alebo v dosledku vytvorenia bunkovej inzulinovej rezistencie
(diabetes typu 2, DM2, noninzulin-dependentny alebo od inzulinu nezavisly diabetes). DM1 je
spdsobeny destrukciou B- buniek Langerhansovych ostrovéekov pankreasu. Destrukcia je Casto
imunologicky indukovana a vedie k Uplnej strate schopnosti buniek produkovat inzulin, a teda
k Uplnej inzulinovej deficiencii. DM1 tvor priblizne 5-10 % z celkoveého vyskytu diabetu a objavuje
sa Casto v mladom veku. Na vzniku DM2 sa podielaju geneticke, ako aj negenetické faktory.
DM2 je charakterizovany inzulinovou rezistenciou tkaniv pri relativnom az absolitnom nedostatku
inzulinu. K negenetickym faktorom patri vySSi vek, nadmerny prijem kaldrii v strave, nadvaha (BMI
nad 27), centralny typ obezity (typ ,jablko®), sedavy spbsob Zivota a nizka pérodna hmotnost.
DM2 je diagnostikovany v 90-95 % pripadoch (LeRoith a kol., 2004).

Pokroky v medicine, véasna a presnejsia diagnostika, personalizovana inzulinova lie¢-
ba a zvySena starostlivost o diabetikov umozniuju sice zlepsit prezivanie pacientov, no zaroven
dochadza k zvySenému vyskytu chronickych komplikacii diabetu, ktoré pacientom vyrazne zhor-
Suju kvalitu Zivota a celkovy zdravotny stav. Cievne postinnutia asociované s diabetom (diabetic-
ké angiopatie) patria k najzavaznejsim a ¢astym komplikéciam diabetu. Na nasledky zomiera
75 % diabetikov. Na zéklade patofyziologickych a klinickych odliSnosti sa diabetické angiopatie

rozdeluju na mikroangiopatie, ktoré postihuju malé a drobné cievy (retinopatia, nefropatia a neu-

®

ropatia) 2 makroangiopatie postihujlce velke a stredne velké cievy (ischemicka choroba srdea,
aterosklerdza, hypertenzia a cerebrovaskularna choroba) (Hulin a kol., 2002; Petrovi¢, 2013).

Diabeticku mikroangiopatiu je mozné opisat ako generalizované ochorenie drobnych
ciev (diameter <100 pm), ktoré nasledne vedie k porucham mikrocirkulacie. NajCastejSie su postih-
nuté cievy sietnice oka (diabeticka retinopatia) a glomeruly v oblickach (diabeticka nefropatia).

Diabeticka makroangiopatia postihuje stredné a velké cievy, cievy srdca (ische-
micka choroba srdca), mozgu (cerebrovaskularna choroba) a koncatin (periférna angiopatia dol-
nych koncatin) (Mohan a kol., 2011). Dochadza k rychlemu rozvoju aterosklerdzy, €o je proces
ukladania tukovych latok do steny ciev, k zapalu a ich naslednej prestavbe. Ateroskleréza vedie
k zUzeniu priesvitu ciey, a tym k obmedzeniu prietoku krvi. V cievach dochadza ku kalcifikacii a
vzniku trombdz aterosklerotickych platov. Spustacmi angiopatii s vysoka hladina lipidov v krvi
- hyperlipidémia a vysoky krvny tlak - hypertenzia (Hulin a kol., 2002). Hypertenzia sa u diabe-
tikov vyskytuje 1,5-2 krat CastejSie nez u beznej populacie. Riziko rozvoja cievnych komplikacif
exponencidlne narasta so zavaznostou artériovej hypertenzie (Lopes de Faria a kol., 2011).

Diabeticka neuropatia je dalSou nemenegj zavaznou komplikaciou diabetu. DI-
hodobo zvySena hladina cukru v krvi a koncové produkty pokrodilej glykacie pdsobia toxicky
na nervove tkanivo. Periférna neuropatia sa najcastejsie klinicky prejavuje na dolnych koncéatinach
a Gasto sa wyvinie do obrazu tzv. ,diabetickej nohy”. Autondmna neuropatia sa prejavuje poru-
chou fungovania organovych sustav (travenie, vylucovanie, funkcia srdcovo-cievneho systému).

Dobra kompenzacia diabetu je Klucova pri predchadzani vzniku vyssie spomenutych
komplikacii. Pravidelné monitorovanie hladiny glykovaného hemoglobinu (HbA1c) v krvi odra-
Za priemerné hodnoty glykémie pocas 3 mesiacov (o zodpoveda Zivotnému cyklu erytrocytu).
Za dobre kompenzovany diabetes sa povazuju hodnoty HbA1c pod 7 %, ktoré preduréuju nizsiu
incidenciu vzniku diabetickych komplikacii v budicnosti (u zdravej populacie je to do 5 %) (The
Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993).

&
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3. DIABETICKA
RETINOPATIA

Diabeticka retinopatia (DR) patri k degenerativnym ochoreniam sietnice. Je
jednou z mikrovaskularnych komplikécii diabetu a je najCastejSou pricinou slepoty u ludi
v produktivnom veku v priemyselne vyspelych krajinach sveta. Trpi fou 22-37 % diabetic-
kych pacientov, z toho u 2 % diabetikov spdsobuje Upinu slepotu (Mohan a kol., 2011).
Za hlavné rizikové faktory vzniku a rozvoja DR sa povazujli dizka trvania diabetu, dihodobo
Zle kontrolovana glykémia, fajCenie, konzumacia alkoholu, vysoky krvny tlak, hyperlipidémia,
hormonalna antikoncepcia, mikroalbuminémia, obezita a anémia. Riziko mikrovaskularmych
komplikacii vzrasta so stupajlcou hladinou glykovaného hemoglobinu.

Metody diagnostiky diabetickej retinopatie v klinickej praxi su oftalmoskopia (vySetre-
nie o¢ného pozadia), opticka koherentna tomografia, fotografovanie sietnice a fluorescenéna
angiografia, ktoré sa spoloCne zameriavaju na identifikaciu Strukturalnych zmien na sietnici
(Sivaprasad a kol., 2012). Natrium-fluoresceinova angiografia je presna a citliva metéda
zobrazujlca cievy sietnice a ich poskodenie. Odhaluje rozsah ischemickych miest, presako-
vania ciev a mikroaneuryzmy. Opticka koherenéna tomografia zobrazuje jednotlivé vrstvy
sietnice ako rezy tkanivom a ma mimoriadny vyznam pri vyhodnocovani progresie edému ma-
kuly, pripadne Ustupu nalezu nasledkom uspesne;j liecby. Oftalmoskopickym vysSetrenim sa
sleduje kazdych 6 az 12 mesiacov o¢né pozadie diabetickych pacientov a pouziva sa skér ako
hruby skrining na zistenie zmien na sietnici.

VCasny zachyt retinopatie a prevencia progresie do termindlnych Stadii zavisi
od pravidelnych kontrol o¢ného pozadia, od dobrej spoluprace a informovanosti pacienta, a
od skorej lokalngj lieCby s cielom, ¢o najdihsi ¢as zachovat, ¢o najvyssiu kvalitu zraku.

U pacientov s diabetom typu 1 sa v obdobi do 5 rokov od diagnostikovania cuk-
rovky retinopatia nevyskytuje. Po 15 rokoch trvania diabetu prevalencia retinopatie narasta
na 75-95 % a po 30 rokoch sa blizi az k 100 %. Proliferativna DR (PDR) je pri 15-rocnom trvani
tohto typu diabetu zriedkava, ale po 20 rokoch je pritomna az u 50 % pacientov. Pri diabete
typu 2 je Casto tazké urcit nastup ochorenia, a teda aj trvanie DM. Incidencia DR vzrasta
s diZkou trvania cukrovky. Asi u 3-4 % pacientov byva pritomna DR uZ v ¢ase zéchytu diabetu.

Na rozdiel od diabetu typu 1, vyskyt proliferativneho stadia byva po 20 rokoch trvania cukrovky
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len u5-10 % pacientoy, zatial' Co neproliferativne Stadium sa objavuje u 60 % po 14-16rokoch
trvania ochorenia (Lee a kol., 2015). Takmer u vSetkych pacientov s DM1 a u viac ako 60 %
pacientov s DM2 je oCakavany rozvoj diabetickej retinopatie pocas prvych desiatich rokov
od diagnostikovania diabetu.

Sietnica (retina) je tenka transparentna Struktura lokalizovana v zadnej Casti oka a
obsahuije svetlocitlivé Struktury. Pozostava z viacerych vrstiev. Je bohata na nenasytené mast-
né kyseliny, ma velkd metabolicku aktivitu s vyznamnou spotrebou kyslika a vysokou mierou
oxidacie glukdzy. Schematické znazornenie Struktlry oka je na obrazku 1. Bunky sietnice su
rozdelené do 3 zakladnych skupin:

e neuralna zlozka (fotoreceptory, interneurdny a gangliové bunky) — konverzia svetla
na elektricke signaly

e (gliova zlozka (MUllerove bunky, astrocyty a mikroglia) — podporné bunky s metabolickou
a modulacnou funkciou

e vaskularna zloZka (cievy sietnice a pericyty - muraine bunky) (Fangueiro a kol., 2015)

NelieCeny diabetes mellitus ma za nasledok poskodenie neurainej aj cievnej zlozky
sietnice. Patologické procesy prebiehajuce v ramci DR vedu k degenerécii tkaniva sietnice
spbsobenej poruchou mikrocirkulacie. Pricinou je chronicka hyperglykémia pri Uplnom alebo
relativnom nedostatku inzulinu a nasledné dihodobé vystavenie organizmu zmenam metabo-
lickych procesov vyvolanych diabetom. Dochadza k Strukturalnemu a funkénému poSkodeniu
kapilar sietnice a k poruche ich autoregulacie. V pripade, Ze diabetes nie je dostatocne lieCeny,
mdbze dojst k trvalému oslepnutiu.
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Obr. 1 Schematické znazornenie hlavnych fyziologickych struktur oka

(upravené a prelozené podia Fangueiro a kol., 2015)

DR sa rozdeluje podla Strukturalnych zmien sietnice na dva typy, a to na klinicky
menej zavaznu neproliferativnu diabeticku retinopatiu (NPDR) a zavaznu proliferativ-
nu diabeticku retinopatiu (PDR). Na zaklade klinickych prejavoy, teda pritomnosti/nepri-
tomnosti jednotlivych priznakov, mézu byt neproliferativna aj proliferativna DR klasifikované
do viacerych stadii.

Neproliferativna diabeticka retinopatia:

e mierna: v sietnici su pritomné ojedinelé mikroaneuryzmy, sporadické bodové zakrva-
cania

e stredne zavazna: viaceré mikroaneuryzmy v sietnici, ojedinelé intraretinalne hemoragie,
exsudaty z presakovania ciev

e tarzka forma: velky poCet mikroaneuryziem (minimalne v 4 kvadrantoch sietnice) v siet-
nici, objavuju sa mikroinfarkty patologicky zmenenych kapilar pripominajice biele va-
tovité loziska (cotton wool spots), tvrdé exsudaty

Proliferativna diabeticka retinopatia:

e zacCinajuca: zmeny ako u tazkej formy NPDR, ojedinela neovaskularizécia, exsudaty,
pokracujuce preretinalne hemoragie

e s vysokym rizikom: neovaskularizacia pokracuje, objavuje sa aj intravitredlna hemora-
gia, ruzencovité dilatované vény (Useky ciev s dilataciami a zdzeninami)

e pokrocila s komplikaciami: masivne hemoragie (v sietnici aj sklovci), tvorba fibrovas-
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kuldrnych pruhov membran, odlupovanie sietnice, rubedza (zacervenanie) duhovky

na zaklade novotvorby ciev, pripadne az neovaskularny glaukém (Kinova a kol., 2013)
(obr. 2).

fyziologicky normalna diabeticka
sietnica sietnica

hemoragie
opticky disk

centralna retinalna véna abnormélny rast ciev

centrélna retinélna artéria aneuryzmy

vatovité lofiska

retindlne venuly

retinalne arterioly turdé exudaty

Obr. 2 Fyziologicky normalna a diabeticka sietnica

(upravené a prelozené podla Iné zdroje - odkaz 1)

V pokrocilych fazach NPDR dochadza k vaznemu poskodeniu endotelu ciey, stra-
te pericytov, a tym k poruche autoreguldcie kapildr sietnice. Casom su kapildry tvorené len
Zhrubnutymi bazalnymi membranami, ktoré su nachyiné k trombdze (Simo, Hernandez,
2015).

Diabeticky makularny edém (DME), teda opuch Zltej Skvrny (makuly), sa mbze
rozvinut v ktorejkolvek faze ochorenia. Prave DME je Casto priCinou poruch zraku dia-
betickych pacientov. Makula je miesto s najvySSou koncentraciou svetlocitlivych buniek
na sietnici, t.j. miesto najostrejsieho videnia. DME sa klinicky prejavuje poklesom centralnej
zrakovej ostrosti (vypadok centrdlnej Casti zorného pola). Méze sa rozvinut v ktoromkolvek
Stadiu ochorenia. Vyskytuje sa dvakrat CastejSie pri DM2 nez pri DM1 (Burditt a kol., 1968).
Diabeticka iridopatia oznacuje stav, kedy sa pri tvorbe fibrovaskularneho véaziva v pred-
nej Z&j komore tvoria synéchie (pozapalové zrasty), ktoré zhorSuju zrak. V pripade, Ze
dochadza k tvorbe lozisk v kapsule SoSovky, jedna sa o diabeticku kataraktu, Sedy zakal
(Kinova a kol., 2013).
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Rozdiel medzi NPDR a PDR v ramci prejavov na sietnici vratane DME je znazor-
neny na obr. 3.

K porucham zraku vedu len neskoré stadia retinopatie, ale tieto zmeny sa odvijaju
od patofyziologickych procesov prebiehajucich v prvotnych stadiach ochorenia (Calcutt a
kol., 2009).

abnormalny
rastciev

mikroaneuryzmy

makuldrny | hemoragie

edem vatovité

lofiska

Obr. 3 Sietnica v stadiu NPDR a PDR. DR - diabeticka retinopatia, NPDR — neproliferativna DR,
PDR - proliferativna DR

(upravené a prelozené podla Iné zdroje - odkaz 2).

Hyperglykémia, zvySena tvorba kyslikovych radikalov a chronicky subklinicky za-
pal st vyznamnymi induktormi spustajlicimi patofyziologické procesy v ramci DR. Struktural-
ne zmeny Vv sietnici sprevadzajlce diabeticku retinopatiu zaCinaju hrubnutim kapilarnej bazalnej
membrany a nasledne dochadza k strate pericytov (mezotelovych buniek), ktoré obklopuju en-
dotelové bunky kapilar sietnice. Endotelové bunky tvoria jednobunkovu vrstvu a oddeluju vsetky
tkaniva od cirkulujucej krvi (Favero a kol., 2014). ZvySené mnozstvo zapalovych mediatorov vedie
k aktivacii leukocytov, k ich adhézii k endotelu ciev (leukostaza) a zmenam hemato-retinaingj
bariéry (HRB) (Simo, Hernandez, 2015). Vonkajsiu Cast bariéry tvoria bunky pigmentového epi-
telu sietnice a vnutornu vrstvu tvoria endotelové bunky ciev. Dochadza k naruseniu ich tesnych

medzibunkovych spojov (tight junctions), a tym k rozpadu HRB, ¢o spdsobuje kapilarne presako-
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vanie (Simé a kol., 2014). Hrubnutie bazalnej membrany je spojené aj so zmenami chemickeho
ZloZenia membrany (glykované proteiny, viac kolagénu IV, menej kyseliny sialovej a heparansul-
fatu), o prispieva k zvySenej permeabilite kapilar (Hulin a kol., 2002). Zmenou pomeru pericytov
k endotelovym bunkam sa meni cytoskelet a nariSa sa kontrakitilita kapilar (Klener a kol., 2011).
Vplyvom destrukcie pericytov v sietnici a naslednou fenestraciou kapilar dochadza k nadmer-
nému presakovaniu (Petrovi¢, 2013). Na presakovanie kapilar méze mat vplyv aj abnormalna
produkcia proteinov extracelularnej matrix: kolagén 1V fibronektin a laminin (Oshitari a kol., 2006).
Poskodenie endotelu nastava aj priamym toxickym posobenim glukdzy, ktoré narisa spojenia
endotelovych buniek, pripadne aj vplyvom jej metabolitov (sorbitol). Dochadza k poruche funkcie
endotelu. Endotelova dysfunkcia je popisovana ako nerovnovaha v produkcii a aktivite vazodi-
latacnych (NO, prostacykliny) a vazokonstrikénych latok (endotelin, tromboxan, angiotenzin) (Dal,
Sigrist, 2016). Kapilary sa v miestach chybania pericytov dilatuju. Bunky ciev proliferujt a vznikaju
drobné vydute ciev - mikroaneuryzmy (Kifiova a kol., 2013). Mikroaneuryzmy a zvySena per-
meabilita kapilar vedu k tvorbe exsudatov — zapalovych vypotkov (Hulin a kol., 2002).

Z hladiska funkénych zmien sa zvySuje adhezivita erytrocytov a agregacna schop-
nost” trombocytov (Hulin a kol., 2002). Upchaté, trombotické kapilary spodsobuji mikroinfarkty
na sietnici, viditelné ako biele vatovité loZiska (cotton-wool spots) a zaroven vplyvom priepustnosti
kapilar unika exsudat z plazmy. Mikroaneuryzmy maju tendenciu k praskaniu a krvacaniu, zaroven
dochadza k uzatvaraniu kapilar s naslednou ischémiou tkaniva sietnice (Simoé, Hernandez, 2015).
Na miestach opakovane nedokrvenych (ischemizovanych) dochadza k ukladaniu tukovych latok
a tvorbe tvrdych exsudatov. Hypoxia (nedostatok kyslika) v sietnici nasledne vedie k zvySenegj
produkcii angiogénnych rastovych faktorov a tym k novotvorbe ciev - neovaskularizacii (Singh a
kol., 2014). Zapalom aktivované leukocyty produkuju cytokiny a rastove faktory (VEGF, angiopo-
etiny, TNFaq, interleukiny a chemokiny), ktoré spdsobuju zvysenu permeabilitu kapilar a indukuju
procesy neovaskularizacie (Simo-Servat a kol., 2013). Novovzniknuté cievy su fragiiné, nachyiné
Kk prasknutiu. V literatire sa uvadzaju pojmy angiogenéza a neovaskularizacia, pricom sa Casto
zamienaju. Neovaskularizacia znamena tvorbu krvnych ciev de novo, pri¢om angioblasty (prekurzory
endotelovych buniek) migruji vplyvom signalov na miesto uréenia, diferencuju sa a tvoria cievy.
Angisg:néza znamena tvorbu nowvych ciev z uz existujucich (Das, McGuire, 2003). Vo faze, ked’
ischémia indukuje neovaskularizaciu v sietnici, DR prechadza do proliferativneho Stédia (Singh a
kol., 2014). Pocas proliferativneho Stadia dochadza aj k tvorbe fibrovaskularnych pruhov a glidineho
vaziva, ktore rastie spolu s novymi cievami smerom od sietnice do sklovca a svojim tahom mézu
v kone¢nom Stadiu spdsobit az odlucovanie sietnice. Patofyzioldgia vzniku DR je zhrnuta na obr. 4.
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Obr. 4 Patofyziol6gia vzniku diabetickej retinopatie.

EBM — endotelova bazalna membrana, HRB — hemato-retindlna bariéra, EB — endotelové bunky

Aspekty etiologie diabetickej retinopatie zostavaju neobjasnené. Je zname, Ze na roz-
voj tohto degenerativneho ochorenia maju vplyv environmentaline a geneticke faktory. Pravdepo-
dobnost rozvoja a progresie DR Uzko suvisi s trvanim diabetu (Yau a kol., 2012). Klinické Studie
The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) a United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) potvrdili
vyznamneé prepojenie medzi chronickou hyperglykémiou a rozvojom DR (obr. 5). V pripade prisne
kontrolovanej glykémie bolo riziko vzniku diabetickej retinopatie znizené o 76 % a riziko progresie
0 54 % (Simo, Hernandez, 2015). Mechanizmy, akymi hyperglykémia ,krok za krokom* vyvolava
degenerativne zmeny v sietnici, nie su doposial objasnené (Matthews a kol., 2004).

@
-]

Obr. 5 ZvysSovanie incidencie diabe-
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Objasnit Ulohu hyperglykémie v patofyziologii DR poméaha zapojenie niekolkych bio-
chemickych drah: aktivacia drahy diacylglycerol (DAG)-protein kinazy C (PKC), zvySena tvorba
koncovych produktov pokroCilej glykacie (Advanced Glycation End products - AGES), aktivacia polyolovej
drahy, zvySena expresia rastovych faktorov (VEGF, IGF-1), renin-angiotenzin-aldosteré-
novy systém (RAAS), aktivacia leukocytov, subklinicky zapal a tvorba cytokinov a reaktivnych
metabolitov kyslika (oxidaény stres). V striktnom slova zmysle sa pojem expresia tyka len génu a
vyjadruje realizaciu genetickej informacie v fiom kodovanu. V sucasnych odbornych textoch vsak
doslo k osvojeniu terminu expresia aj v sUvislosti s génovym produktom (RNA/proteinom).

Oxidacny stres je definovany ako nerovnovaha v procese oxidacno-redukénych re-
akcii v prospech oxidantov voci antioxidantom. Ddsledky oxidacného stresu mdzu byt nenapad-
né (oxidacné poskodenie molekul), alebo mézu viest az k naruseniu bunkovych signalizacnych
drah, a tym k bunkovej smrti - apoptdze (Lopes de Faria a kol, 2011). OxidaCny stres a zapal
sU navzajom Uzko prepojené deje. Bunky, ktoré sa zUcastnuju na zapale tvorbou reaktivnych
foriem kyslika, mézu vyvolat oxidaCny stres. Na druhej strane oxidacny stres mdze indukovat
prozapalovu kaskadu sprostredkovanu NF-kB (nuklearny faktor kB), ¢o vedie k aktivacii dalsich
prozapalovych génov napr. génov pre TGF-B, NOX4, Nrf2, atd. (Kato a kol., 2013). Hypoxia
tkani\%zietnice indukuje zvysSenu expresiu vaskularneho rastového faktora (VEGF), erytropoetinu
a cytokinov, o vedie k fibroproliferacii a angiogenéze. K rozvoju retinopatie prispievaju aj abnor-
mality na Urovni trombocytov a krvnej zréazanlivosti (Petrovic, 2013).
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DalSie rizikové faktory pre vznik DR st dyslipidémia (Lim, Wong, 2012) a vysoky krv-
ny tlak. SkutoCnosti o nich, ako o moznych rizikovych faktoroch, su vSak rozporupiné (Chew a
kol., 2010; Matthews a kol., 2004). Arteridlna hypertenzia zvySuije riziko poskodenia zraku v ramci
DR o 72 % (Klein a kol., 2010). Dobre kontrolovana hypertenzia redukuje progresiu retinopatie
v 35 % pripadov, Cize je eSte ucinnejSia ako dobre kontrolovana glykémia (The UKPDS Study
Group, 1998). Metabolicke drahy a patofyziologické deje, ktore hraju ulohu privzniku DR spolocne
s relevantnymi génmi su zhrnuté v schéme (obr. 6), funkcie jednotlivych génov su presnejsie
opisané dalej v texte.
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Obr. 6 Predpokladané funkcie génov identifikovanych pomocou studii kandidatnych génov
v patofyziologickych procesoch uplatiiujticich sa pocas diabetickej retinopatie.
RAAS - renin—angiotenzin—aldosteronovy systém, AGEs — koncové produkty pokrocilej glykacie, 10 —

intraokularny, EBM — bazalna membrana endotelu, HRB — hemato-retinalna bariéra

Na zéklade vy$Sie uvedeného mbézeme zhrnut, ze hyperglykémia a s nou suvisiace
metabolické procesy vyvolavajuv sietnici oxidacny stres asubklinicky chronicky zapal, So vedie
k zvySenej permeabilite ciev, porucham krvnej zrazanlivosti, dysfunkcii endotelu, cievnej
prestavbe, trombotizacii, ischemizacii tkaniva, naslednej angiogenéze a neovaskulariza-
cii (Petrovi¢, 2013; Dal, Sigrist, 2016). Dochadza k degeneracii sietnice a Strukturalnym
zmenam veducim nasledne k poruche jej funkcie. Zavazné poruchy zraku su najcastejsie
spdsobené krvacanim v priestore pred sietnicou alebo krvacanim do kavity sklovca z novo-

vytvorenych ciey, ¢i vplyvom diabetického edému Zltej Skvrny (Ng, 2000).

4.GENETICKE ASPEKTY @i
DIABETICKEJ
RETINOPATIE

S pribudajucimi pokrokmi molekularnej bioldgie sa vo svete identifikuje stale viac
pripadov tzv. monogénovej cukrovky, ktora je spdsobena mutaciou (zmenou genetickej
informacie) jedného konkrétneho génu. Monogénovo podmienené ochorenia st spdso-
bené mutaciou len v jednom géne a prostredie prispieva k rozvoju ochorenia minimalne.
V takychto pripadoch ma v diagnostike délezitu ulohu genetika. Podla poSkodeného génu
a typu mutacie sa da v mnohych pripadoch zvolit pre konkrétneho pacienta optimalna,
a teda najucinngjsia lieCba s minimom neziaducich ucinkov. Na identifikaciu mutovaného
génu su pouzivané Standardné metddy DNA analyzy. Vyskyt monogénovej cukrovky je vSak
mimoriadne raritny. Medzi monogénovu cukrovku zaradujeme cukrovku typu MODY
(Maturity Onset Diabetes of the Young), novorodenecku cukrovku (neonatélny diabetes mellitus)
a cukrovku s mimopankreatickymi priznakmi (GaSperikova a kol., 2009). Naproti tomu
pri DR sa jednomyselne akceptuje multifaktorialna dedi¢nost (fenotypovy znak je vytvoreny
spolupdsobenim viacerych génov a prostredia), pricom vacsina rizikovych génov a géno-
vych variantov doteraz nebola identifikovana. Vyskum sa zameriava nielen na sledovanie
samotnych génov, ale aj na Ulohy faktorov vonkajSieho prostredia. Preto sa pri DNA analyze
DR musia vyuzivat najmodernejSie metodické postupy molekularnej genetiky, ako sekve-
novanie novej generacie a Cipova technoldgia, ktoré nedeteguju iba samostatné gény, ale
umoznuju celogenémoveé pristupy.

Hlavnym cielom molekularnych biolégov je samotna identifikacia zucastnenych
génov a ich variantov, ktoré sa priamo podielaju na patogenéze DR, a takisto identifikacia
genetickych markerov. Tieto markery by umoznili vytypovat pacientov so zvySenou nachyl-
nostou (predispoziciou) k vzniku DR eSte v predklinickom Stadiu a pacientom by sa mohli
aplikovat efektivne preventivne postupy. Je totiz jednoznacne dokazané, Zze ¢im skorSie je
Stadium kedy sa retinopatia zachyti, tym su preventivne zakroky efektivnejSie a v kone¢nom
dosledku mozu zachrénit zrak pacienta.

VySSie spomenuté rizikové faktory (hyperglykémia, hypertenzia, dyslipidémia,...)
nie su vyhradne zodpovedné za pravdepodobnost rozvinutia diabetickej retinopatie. Klinic-
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ké Studie ukazuju podstatné rozdiely vo vztahu medzi dobou vzniku retinopatie a jej klinic-
kou zavaznostou, pretoze nie vzdy je retinopatia asociovana s rizikovymi faktormi, akymi
su trvanie diabetu, miera kontroly glykémie alebo sprievodné vaskularne ochorenia (Yang a
kol., 2010). DR sa mdze rozvinut napriklad aj u pacientov s dobrou glykemickou kontrolou
a s kratkym trvanim diabetu. Naopak, u niektorych pacientov dihodobo trpiacich na dia-
betes a so slabo kontrolovanou glykémiou sa DR vobec nemusi objavit' (Sun a kol., 2011).
Na riziko rozvoja DM, a nasledne aj DR vplyvaju aj etnické faktory. Hispanci, ludia s afric-
kymi korefimi a Azijci sti v8eobecne néchylnej&i na vznik retinopatie (Wong, a kol., 2006;
Zhang a kol., 2010) (obr. 7).

Znaky retinopatie, vrata-

180 ne mikroaneuryziem v sientici,

boli pozorované aj u pacien-

B kaukzzoidna populacia

tov bez diabetu a s optimal-
nymi hladinami glukdzy v krvi

B Amerifania s 2zisikym
povodom

(menej ako 5 % glykovaného

W hbnsestasneyiata hemoglobinu) (Wong a kol.,

Vyskyt DM (%)

2008). Tieto zmeny ciev siet-

m Afroameritania

nice boli na nerozoznanie od

B americki Indigni/povodng
obyvatelstvo Alijasky

lézii typickych pre DR. Z uve-
deného vyplyva, Ze okrem

Etnikum

spominanych rizikovych fak-
Obr. 7 Vyskyt DM v réznych etnikach. DM - diabetes

mellitus (upravené a preloZzené podla Iné zdroje - odkaz 3)

torov v rozvoji a progresii DR
zohravaju ulohu aj nezname
genetické predispozicie, pri-
commdzubytnezavislé oddiabetu. Tieto skutoCnostisadajupovazovatzazretelny dokaz vply-
vu genetickych faktorov v patogenéze DR. Vdaka neustalemu pokroku na poli genetiky doslo
v ostatnom obdobi k ziskaniu novych poznatkov v oblasti identifikacie lokusov asociova-
nych s DR prostrednictvom gemelologickych studii (twin studies), genealogickych studii
(family studies), vazbovych studii (linkage studies), stadii kandidatnych génov (candidate gene
studies) a vdaka celogenémovym asociaénym Studiam, tzv. GWAS (genome-wide associa-
tion studiies). Lokus je lokalizécia génu na konkrétnom mieste chromozému. Studium dvojéiat
a rodin viedlo k zisteniu, Ze riziko vzniku DR je trikrat vyssSie u pacientov s vyskytom DR
v rodine, ¢o plati pre oba typy diabetu. Konkordancia je zhoda uréitého znaku/znakov

v skiimanej populdcii, pricom sa najcastejSie porovnavaju monozygotné dvojcata s identic-
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kou DNA s dizygotnymi dvojc¢atami, ktorych DNA je zhodna na 50 %. Konkordacia diabe-
tickej retinopatie je dramaticky vy$Sia u monozygotnych dvojdiat v porovnani s dizygotnymi
(Kuo, 2014). Jedna z prvych gemelologickych studii ju stanovila pri DM1 68 % a pri DM2
95 % (Leslie, Pyke, 1982). Heritabilita, dedivost, udava, aka ¢ast znaku je dana genetickymi
faktormi. Heritabilita retinopatie vzrasta priamo umerne s jej zavaznostou (Arar a kol., 2008).
Pre DR je to celkovo 18 % a pri PDR vzrasta na 52 % (Looker a kol., 2007).

4.1. STUDIUM KANDIDATNYCH GENOV

Na zaklade poznatkov o patofyzioldgii DR je mozné navrhnut kandidatne gény
podielajuce sa na vzniku a rozvoji DR. Metdda identifikacie kandidatnych génov je
zalozena na porovnavani frekvencie konkrétneho genetického variantu u jednotlivcov
s ochorenim alebo bez ochorenia, v tomto pripade s DR. Takymto pristupom sa poda-
rilo odhalit niekolko potencidlne kauzalnych génov zodpovednych za progresiu ocho-
renia. Produkty tychto génov su suc¢astou réznych fyziologickych a patofyziologickych
procesov v organizme a Casto suU asociované so zapalom. Patria k nim komponenty
RAA systému, glukézou indukovanych biochemickych drah, remodelacie extracelu-
larneho matrixu (ECM), dysfunkcie endotelu ciev a angiogenézy. Potencialne dblezité
gény, ktoré koduju produkty tychto drah, su gén pre alddzoreduktdzu (AKR1B1), sorbitolde-
hydrogendzu (SDH), mitochondriovd aldehyddehydrogendzu 2 (ALDHZ), angiotenzin konvertujuci en-
zym (ACE), receptor pre angiotenzin Il typu 1 (AGTR1), angiotenzinogén (AGT), vaskuldrny endotelovy
rastovy faktor (VEGF), receptor pre koncové produkty pokroCilej glykdcie (RAGE), glukdzovy transpor-
tér 1 (GLUTT1), apolipoprotein E (APOE), metyléntetrahydrofoldtreduktdzu (MTHFR), inhibitor aktivdtora
plazminogénu 1 (PAI-1), a2B1 integrin (ITGA2B1), peroxizémovym proliferdtorom aktivovany receptor
gama (PPAR-y), glutation S-transferdzu M1 a T1 (GSTM1, GSTT1), endotelovii syntdzu oxidu dusnatého
(eN0S3), glyoxaldzu | (GLOI), superoxiddismutdzu Il (SOD Il) a pre mnoho dalSich (Radha a kol.,
2002; Liew a kol., 2009; Ng, 2010; Abhary a kol., 2009; Wu a kol., 2011). V nomenkla-
tdre génov a ich produktov je zauZivané pisanie nazvov génov kurzivou a proteinovych
produktov bez kurzivy. Zapis genetickych zmien, v tomto pripade substitucii, v sledo-
vane&kvenoii obsahuje:

e c./p. - koédujuca sekvencia nukleotidov (c.) alebo sekvencia aminokyselin (p.)
e nukleotid v Standardnej alele (A pre adenin, T pre tymin, G pre guanin a C pre cytozin)
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e pozicia zmeneného nukleotidu - + za prvym kodujdcim nukleotidom, - pred prvym
kédujucim nukleotidom
e mutantny nukleotid

Predpoklada sa, Ze patologické procesy veduce k DR su, okrem vy$Sie menovi-
to uvedenych génov, ich produktov a metabolickych a signalnych drah, v ktorych vystu-
puju, podmienené velkym poctom dalSich génov a faktorov so slabym ucinkom. Gény a
ich polymorfizmy su zhrnuté v tabulke 1. NajcastejSie polymorfizmy su typu SNP (single
nucleotide polymorphism — jednonukleotidovy tzv. bodovy polymorfizmus, kedy sa jedinci
v uréitom mieste v gendme lisia jedinou bazou). Poukazalo sa iba na gény, ktorych zmena
expresie alebo funkcie bola pozorovana pocas progresie DR, alebo gény, kde boli dete-
gované DNA polymorfizmy Statisticky vyznamne asociované s DR. Koniec tabulky tvoria
gény s identifikovanymi polymorfizmami, ktorych Ucast na patofyziologickych procesoch
v ramci DR nie je doposial’ objasnena.

4.1.1. POLYOLOVA DRAHA

Pri nedostatku inzulinu neméze byt glukdza spracovana normalnou metabo-
lickou cestou. Aktivuju sa procesy, ktoré ku spracovaniu glukdzy inzulin nevyzaduju.
Produktami aberantného metabolizmu su glykované proteiny, sorbitol a fruktéza, ktoré
sa vsetky uplathuju v patogenéze vzniku Specifickych komplikacii diabetu (Hulin a kol.,
2002).

Polyolova draha predstavuje hlavné metabolické prepojenie medzi hyperglyké-
miou a poskodenim spbdsobenym diabetom. Aldézoreduktaza 2 (ALR2) je jej kluco-
vym enzymom. ALR2 konvertuje glukdzu na sorbitol v NADPH zavislej reakcii (obr. 8).
Aktivita polyolovej metabolickej drahy zavisi od hladiny glukdzy v krvi (Mohan a kol.,
2011). Sorbitol sa akumuluje v bunkach a svojimi osmotickymi vlastnostami spdsobuje
poskodenie buniek sietnice (Kinoshita, 1990; Barnett a kol., 1986). Nasledne docha-
dza k tvorbe mikroaneuryziem, k hrubnutiu bazalnej membrany endotelovych buniek a
k strate pericytov, ktoré neskér vydstuju v neovaskularizaciu/angiogenézu, ako sa po-

tvrdilo v experimentalnych animalnych modeloch. Tieto znaky su vSak typické aj pre
[udi (Kinoshita, 1990). V rbéznych ludskych populaciach boli v ALR2 géne identifikované
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3 polymorfizmy asociované s diabetickou retinopatiou (tabulka 1). Prvy polymorfizmus je
lokalizovany na 5konci génu. Zatial' ¢o Z-2 alela (CA)n mikrosatelitu zvySuje riziko vzni-
ku DR, Z+2 a Z alely preukazali protektivny ucinok pri rozvoji retinopatie (Abhary a kol.,
2009). Znamienko + alebo — vyjadruje zmenu poc¢tu CA opakovani v porovnani s alelou
Standardného typu (tiez z angl. wild type, Co je bezne sa vyskytujuca alela v populacii).
U diabetikov s DM1 vykazuje T alela polymorfizmu rs759853 protektivny ucinok (Abhary
a kol., 2009; Ng, 2010). Skratka rs v oznaceni polymorfizmu znamena reference SNP a je
to forma identifikacného kédu v dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database).

Napriek tomu, ze aldoreduktaza figuruje v patogenéze retinopatie, pouzitie inhi-
bitorov aldézoreduktazy nepotvrdilo predpokladané vysledky klinickych studii (Mohamed
a kol., 2009). Dané studie vSak nebrali do uvahy genetické varianty nachadzajuce sa
v ALRZ géne, o mohlo mat negativny dopad na ucinnost inhibitorov.

inhibitory aldézoreduktdzy

sorbitolreduktaza
f\ » fruktoza

NADPH NADP™ NAD™ NADH

aldozoreduktaza

sorbitol

osmotické poskodenie

l

bunkové smrf

Obr. 8 Polyolova metabolicka draha.
e inhibicia, NADP* - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NAD* — nikotinamidadenindinukleotid
f““ (upravené a prelozené podla Iné zdroje — odkaz 4)
Dal§im doleZitym enzymom polyolovej dréhy je sorbitoldehydrogenéza (SDH),
ktora konvertuje sorbitol na fruktdzu v reakcii zavislej od NAD* (nikotinamidadenindinukle-
otid). Nadmerna expresia (nadexpresia, overexpresia) SDH zvysuje toxicky efekt glukdzy

4

£

31



32

na kultivované pericyty sietnice, ¢o vedie k ich zvySenej strate, znaku typickemu pre dia-
beticku retinopatiu (Amano a kol., 2003). V polskej, japonskej, kaukazoidnej a brazilskej
populacii boli v géne kédujucom SDH identifikované rs2055858 a rs3759890 polymorfizmy.
Predpoklada sa, ze tieto dva polymorfizmy ovplyviuju aktivitu prométora SDH génu a hraju
Ulohu v nastupe DR (Amano a kol., 2003; Szaflik a kol., 2008). Promaétor je fylogeneticky
velmi konzervativna sekvencia DNA, ktora sa nachadza pred samotnym génom. Je to re-
gulacna oblast génu, na ktoru sa viaze RNA polymeraza, transkripéné faktory a transkripc-
ny aparat. Az po ich naviazani sa zac¢ne transkripcia (prepis) génu z DNA do mRNA.

Mitochondriova aldehyddehydrogenaza 2 (ALDH2) je exprimovana v cievach,
a jej produkt detoxikuje reaktivne formy aldehydov, ktoré vznikaju z glukdzy a lipidov, a tym
zabranuje tvorbe koncovych produktov pokrocCilej glykacie — AGEs. Bola popisana aj suvis-
lost medzi alelou ALDH2*2 a vyskytom retinopatie (Morita a kol., 2013).

4.1.2. RECEPTOR PRE KONCOVE
PRODUKTY POKROCILEJ GLYKACIE

Glykacia proteinov je neenzymovo vytvorena vazba medzi volnou aminoskupi-
nou proteinu a karbonylovou skupinou glukdzy, pricom vznikaju AGEs, tzv. koncové pro-
dukty pokrodilej glykacie. Hladina glykovanych produktov je priamo Umerna hodnotam
glykémie (Mohan a kol., 2011). K bielkovinam, na ktorych pocas diabetu prebiehaju glykac-
né zmeny, patria hemoglobin, krystalické proteiny SoSovky a bielkoviny bazalnej membrany.
Pravidelnym monitorovanim hladiny glykovaného hemoglobinu v krvi sa zistuje, ¢i su hla-
diny glukdzy dihodobo pod kontrolou. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) uz neod-
poru€a HbA1C ako kritérium diagnostiky diabetu (nahradené meranim mnozstva glukdzy
v sére pri hladovani alebo 2 hod po ordinom podani 75 g glukdzy nalacno). Zdravi jedinci
maju HbA1C na drovni 5-8 % z celkového mnozstva HbA. Glykovany hemoglobin ma vys-
Siu afinitu vodi kysliku, preto sa pri zvySenej koncentracii HODA1C v krvi mdze objavit’ hy-
poxia nasledkom jeho zhorSeného uvolfiovania do tkaniv. Prejavuje sa to nagjma v tkanivach
s0 zvySenym narokom na kyslik, ku ktorym patri aj sietnica (Hulin a kol., 2002). Ak sa pacientovi
s kompenzovanym diabetom typu 1 podari udrzat  hladinu HbA1C pod 7,6 %, mbze to oddialit

vznik proliferativneho $tadia retinopatie az o 20 rokov (Nordwall a kol., 2015). V pripade protei-
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nov s dihou zivotnostou, ako napr. kolagén, ich glykaciou a dalSou modifikaciou vznikajd AGEs.
Tieto zmeny su ireverzibilné (Mohan a kol., 2011). Akumulacia AGEs v tkanive vedie k jeho
poskodeniu. Vznikom kovalentnych vazieb medzi proteinmi dochadza k zhrubnutiu bazalnej
membrany kapilar, nasledne k poruche ich Struktiry a funkcie (Tarr a kol., 2012). Glykacia pro-
teinov v membrane erytrocytov vyvolava stratu pruznosti a poddajnosti a ich zvySenu adhezivitu
(prilnavost), o stazuje pohyb krvi v kapilarach. Glykacia membranovych proteinov trombocytov
zvySuje ich agregacnu schopnost, €o vedie k zvySenej pravdepodobnosti vzniku mikrotrombov
(zhluk trombocytov a fibrinu) v mikrocirkulacii (Hulin a kol., 2002).

Dal$ou vlastnostou AGEs je schopnost interagovat s rozlisnymi povrchovymi recep-
tormi, ku ktorym patria napr. receptor pre koncové produkty pokrocilej glykacie (RAGE).
RAGE je transmembranovy receptor imunoglobulinov a ich aktivacia vedie k sekrécii cytokinov.
Cytokiny urychluju rozvoj diabetickych komplikacii podporovanim prozapalovych procesov a
zvySovanim endotelovej permeability (Goldin a kol., 2006). Hladiny cytokinov v sklovci kore-
luju so Stadiom retinopatie (Hernandez a kol., 2005). AGEs je mozné ngjst v cievach sietnice
diabetickych pacientov, kde ich hladiny koreluju s hladinami v sére, a taktiez so zavaznostou
retinopatie (Zong a kol., 2011). V kaukazoidnej a indickej populacii st polymorfizmy rs1800624
(c. T-874A ), rs2070600 (p. Gly82Ser) a rs1800625 (c. T-429C) v géne RAGE asociované
s diabetickou retinopatiou (Lindholm a kol., 2006; Ramprasad a kol., 2007; Kumaramanickavel
a kol.. 2002; Hudson a kol., 2001). V ¢inskej populacii tento vztah potvrdeny nebol (JiXiong a
kol., 2003).

TNF-a (tumor nekrotizujuci faktor alfa, faktor nadorovej nekrézy a) je multi-
funkeny prozépalovy cytokin, ktory zvySuje expresiu adhezivnych molekul, aktivuje leukocyty,
zvySuje ich migréciu, indukuje apoptdzu. Moduluje odpoved’ imunitného systému prostred-
nictvom stimulacie expresie réznych transkripénych faktorov, rastovych faktorov a inych za-
palovych mediatorov (Sesti a kol., 2015). TNF-a inhibuje produkciu proteinov tesnych spojov
endotelovych buniek (tight junction, nazyvanych aj Zonula occludens) a ziCastriuje sa na rozpade
HRB. V animalnych experimentoch mysi s genetickym deficitom pre TNF-a vykazovali znizenu
mierd permeability kapilar a leukostazy (Huang a kol., 2011). Podavanie inhibitora TNF-a, napr.
etarr&pt, pegsunercept, viedli k rovnakym pozorovaniam. U potkanov sa zistila miernejSia
forma degradacie kapilar a nizsia miera straty pericytov (Simo, Hernandez, 2015). U zvierat, ako
aj u pacientov s diabetom, boli v sietnici, sklovci aj v sére pozorované zvySené mnozstva TNF-q,
pri PDR su dokonca vyraznejSie (Sesti a kol., 2015). Podla nasich poznatkov neexistuju ziadne
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prebiehajuce klinické Studie na ludskych diabetickych pacientoch zaoberajuce sa efektivitou
inhibitorov TNF-a pri DR. Z vysledkov genetickych Studii sa zistilo, ze genotyp AA polymorfizmu
rs361525 génu TNF-a mbze u indickej populacie zvySovat riziko proliferativneho Stadia retinopa-
tie, v kaukazoidnej brazilskej populacii je polymorfizmus rs 1800629 génu TNF-a s proliferativnym
Stadiom retinopatie preukazatelne asociovany (Kumaramanickavel a kol., 2001; Paine a kol.,
2012; Sesti a kol., 2015).

Interleukin 10 (IL-10) je cytokin s pleiotropnym ucinkom v imunitnych procesoch,
hlavne v kaskade zapalovych reakcii. U pacientov s diabetom typu 2 dochadza k neadekvatnej
sekrécii IL-10 (Dong a kol., 2015). Injekéné podavanie IL-10 mySiam znizovalo incidenciu dia-
betu, naopak nizke hladiny IL-10 boli asociované so zvysenym mnozstvom HbA1C a zvySenou
hladinou glukézy v krvi (Dong a kol., 2015). Nizke hladiny cirkulujucich IL-10 mdzu viest K imunit-
nej dysfunkcii a eventudine spustat’ proces diabetickej retinopatie. Polymorfizmus n. A-1082G
bol opisany ako mozny rizikovy faktor rozvoja PDR (Paine a kol., 2012).

4.1.3. RASTOVE FAKTORY

Vaskulary endotelovy rastovy faktor (VEGF) je jednym z hlavnych faktorov vyvo-
lavajucich proces neovaskularizacie a angiogenézy, zaroveri ovplyvriuje permeabilitu kapilar endo-
telovych buniek. VEGF je u diabetikov aktivovany mikrovaskularnymi zmenami, hypoxiou tkaniv,
hyperglykémiou (Simo-Servat a kol., 2013). Indukovanim rozpadu komplexov medzibunkovych
spojeni prispieva k destrukcii hemato-retinalnej bariéry, indukuje rozvoj diabetického makulérneho
edému a neovaskularizaciu (Aiello, 2005). U pacientov s PDR su pritomné zvySené hladiny VEGF
v sére aj v sklovci (Sydorova, Lee, 2005). Anti-VEGF terapie vedu k zlepseniu zdravotného stavu
pacientov a znizuju proces proliferacie ciev sietnice (Stewart, 2012). Je znamych niekolko kandi-
datnych DNA polymorfizmov v prométore génu VEGH, ktoré maju vztah k vzniku diabetickej reti-
nopatie. Najvyznamnejsie z nich su: rs2010963, rs25648, rs1570360, rs3095039, rs35569394,
rs699947, rs13207351, rs735286, rs2146323, rs833061, rs302502, rs10434, rs833068 a
rs833070 (Abhary a kol., 2009; Churchill a kol., 2008; Abhary a kol., 2009, Nakanishi a kal.,
2009). V japonskej a indickej populacii je polymorfizmus rs2010963 (-634C/G) asociovany s DR,
Vv japonskej populacii je asociovany dokonca so zvySenym rizikom vzniku edému makuly. G alela

ma Statisticky vyznamny protektivny Ucinok na vznik NPDR u pacientov s diabetom typu 2 (Awata
a kol.,2002; Awata a kol., 2005; Uthra a kol., 2008). Neustéle sa objavuju dalSie studie identifiku-

®

‘ -

o

juce nové polymorfizmy vo VEGF géne, ¢o potvrdzuje vyznamnost tohto génu v rozvoji‘DR.

Dalsie rastové faktory s moznou funkciou v patogenéze DR st fibroblastovy ras-
tovy faktor (bFGF) a rastovy faktor podobny inzulinu 1 (IGF-1). Fibroblastovy rasto-
vy faktor (bFGF) je potrebny pri regeneracii tkaniv, raste buniek a morfogenéze. Podiela sa
na rozvoji angiogenézy a predpoklada sa jeho vplyv na produkciu VEGF. U pacientov s PDR boli
pozorované zvySené hladiny bFGF. Rastovy faktor podobny inzulinu 1 (IGF-1) je hormdn
svojou Strukturou podobny inzulinu. Reguluje proliferaciu a diferenciaciu buniek réznych typov
tkaniv. Hladiny IGF-1 v sklovci sU vyznamne zvySené u pacientov s diagnostikovanou PDR
v porovnani s kontrolnou skupinou jedincov (Semeraro a kol., 2015). Genetické varianty identi-
fikované v spominanych génoch su zhruté v tabulke 1.

K dalsim transkripénym faktorom, ktoré reguluju expresiu VEGF pocas oxidacného
stresu, typického spustaca patofyziologickych procesov DR, patria napriklad HIF-1a, STAT3
a ATF4. Vztah medzi spominanymi rastovymi faktormi a retinopatiou zatial' nebol preskimany
(Goto a kol., 2008).

Erytropoetin (EPO), hormdn podporujici tvorbu Cervenych krviniek, hra délezitu tlo-
hu v stimulécii kmenovych buniek v kostnej dreni, v proliferécii a migracii buniek endotelu ciey,
ako aj v procese angiogenézy v tkanivach vystavenych hypoxii. U pacientov s rozvinutou PDR
boli v sklovci pozorované zvySené koncentracie erytropoetinu (Abhary a kol., 2010). Ukazalo sa,
ze jeho ucinok je skor protektivny nez patogénny. Podavanie nizkych davok erytropoetinu dia-
betickym potkanom inhibuje oxidacny stres a skoré zmeny v cievach ich sietnice (Wang a kal.,
2010). V pokrocilych Stadiach DR mdze EPO zosilovat expresiu VEGF, ktora je v hypoxickych
podmienkach uz dost vysoka, a prispiet tym k neovaskularizacii a zhorseniu stavu (Grant a kol.,
2008). Dve nezavislé studie zistovali stvislost medzi polymorfizmnami rs1617640, rs507392, a
rs551238 v géne pre EPO a rozvojom DR. Priniesli vSak rozdielne zistenia. V americkej popu-
l&cii eurdpskeho pdvodu je haplotyp (skupina génov, ktoré su vo vazbe a preferencne sa dedia
spoloéne) TTA rizikovym faktorom, zatial' ¢o v australskej populacii je so vznikom DR asociovany
GCO«@Iotyp (Tong a kol., 2008; Abhary a kol., 2010).

Proces angiogenézy v ramci patogenézy diabetickej retinopatie zahtha vzajomné in-
terakcie rastowych faktorov, cytokinov, bunkovych signalnych molekul a extracelularnej matrix
(Quazi, a kol., 2009), v ktorom VEGF zohrava pomerme klucovu ulohu (Abcouwer, 2013) (obr. 9).

@
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4.1.4. DEREGULACIA RENjN-ANGlo?‘,‘
TENZIN-ALDOSTERONOVEHO SYSTEMU

Renin-angiotenzin-aldosterén systém (RAAS) je endokrinny systém zapojeny
do regulacie krvného tlaku a hospodarenia organizmu s tekutinami. Angiotenzin konver-
tujuci enzym (ACE) konvertuje angiotenzin | (ATI) na angiotenzin Il (ATII), nasledne sa
aktivaciou receptorov pre angiotenzin ANGTRI a ANGTRII sprostredkiva jeho hemo-
dynamicky efekt (obr. 10). Diabeticki pacienti vykazuju poruchy regulacie RAAS na Urovni
enzymov a receptorov. Prevazna vacésina ucinkov RAAS na organizmus je sprostredkova-
na angiotenzinom Il. Angiotenzin Il reguluje intraokularny krvny prietok a tlak, prispieva
k novotvorbe kapilar v oku, ma proonkogénny vplyv na rast buniek, zvySuje permeabilitu ka-
pilar, podiela sa na vzniku reaktivnych metabolitov kyslika a ovplyviiuje expresiu viacerych
rastovych faktorov vratane VEGF, IGF-1 a PDGF (Abhary a kol., 2009). V sietnici pacientov
s PDR su ACE a angiotenzinové receptory pritomné vo zvySenej miere, a to nezavisle
od hodnét krvného tlaku (Wilkinson-Berka, 2006). U pacientov s DR sa namerali v sklovci
zvy$ené hladiny ATII (Funatsu a kol., 2002). Polymorfizmus ACE I/D (inzercia/delécia 287 bp
dlhej Alu sekvencie v introne 16) méze byt asociovany s rozvojom DR (Zhou, Yang, 2010).
Alu sekvencie su Specifické pre Cloveka (primaty), patria medzi rozptylené sekvencie v ge-
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Obr. 9 a) Vplyv hyperglykémie na neovaskularizaciu v sietnici (upravené a prelozené podla Cai,

Boulton (2002). b) Gény s identifikovanymi DNA polymorfizmami zapojené do angiogenézy
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ACE inhibitory (ACEI), teda blokatory angiotenzinovych receptorov, redukuju
u pacientov s DM1 vznik a progresiu DR zabranovanim procesu neovaskularizacie. Pred-
poklada sa, Ze ACE je zapojeny do aktivacie PKC (protein kindzy C) (Sjelie a kol., 2008,
Chaturverdi a kol., 2008). Hyperglykémia indukuje zvySenu produkciu DAG, ktory je en-
dogénny aktivator PKC. PKC indukuje fosforylaciu viacerych substratovych proteinov, ¢o
spusta kaskadu patofyziologickych procesov. PoCas DR, PKC sprostredkovava zmeny
v endotelovej permeabilite, krvnom toku, produkcii angiogénnych faktorov, prispieva k re-
tindlnemu presakovaniu, ischémii, neovaskularizacii, a aj strate pericytov (vid obr. 4). Vply-
vom prepojenia signalizacie medzi drahami, aktivacia PKC drahy zosilfuje odpovede aj
inych patofyziologickych faktorov, ako je hypoxia, oxidac¢ny stres &i aktivita RAAS (Donnelly
a kol., 2004). Vplyv hypertenzie na rozvoj DR je zhrnuty na obr. 11.

diabetes mellitus

‘ strata vaskulérej autoregulacie |

| mechanické pnutie v bunkach |

metabolické drahy
(AGES/RAGE, angiotenzin Il, NAPDH oxidaza, mitochondridlna dysfunkcia, GLUT-1,...)

3

¥

7]

produkcia ROS €

cytokiny, chemaokiny
(ICAM, VCAM, VEGF, TGF-B)

apoptoza vaskuldrnych a neurdlnych buniek
strata pericytov
neurodegeneracia

Y

akumulacia materialu ECM }—— rozpad HRB

‘ diabeticka retinopatia ‘

Obr. 11 Vplyv diabetes mellitus a hypertenzie na rozvoj diabetickej retinopatie. AGEs — koncové
produkty pokrocilej glykacie, RAGE — receptor pre AGE, ROS - reaktivne formy kyslika, ECM — extracelu-

larny matrix, HRB — hemato-retindlna bariéra (upravené a prelozené podla Lopes de Faria a kol., 2011)

‘,

4.1.5. INE POLYMORFIZMY KANDIDATNY
GENOV OVPLYVNUJUCE RIZIKO VZNIKU'
DIABETICKEJ RETINOPATIE

Hyperglykémia indukuje oxidaény stres zvysovanim produkcie reaktivnych fo-

N

riem kyslika (ROS). Oxidac¢ny stres je vyznamne zapojeny do patogenézy DR, pretoze
prave sietnica je vyrazne nachylna na oxidacné poskodenie. Znacné mnozstvo ROS
vznika v mitochondriach a vplyvom oxida¢ného stresu dochadza k nezanedbatelnému
poskodeniu mitochondrialnej DNA. Poskodenie mitochondrii mdze viest k naruseniu
funkcie buniek a tkaniv, o prispieva k rozvoju retinopatie (Jarret a kol., 2008). En-
dogénne antioxidacné obranné mechanizmy (enzymatické aj neenzymatické drahy)
zmierfiuju ucinky oxidacného poskodenia. K beznym antioxidantom patria vitaminy A,
C a E, glutation, enzymy superoxiddismutaza, katalaza a glutationreduktaza (Kowluru,
Chan, 2007). Prave na detoxifikatné enzymy sa zameriavaju kandidatne Studie.

V' mitochondriach lokalizovand Mn-superoxiddismutaza (MnSOD) viaze
mangan, zabranuje nadmernej produkcii ROS premenou superoxidovych radikalov
na peroxid vodika a ochranuje endotelové bunky sietnice pred oxidacnym poskodenim
(Vanita, 2014). Nadexpresia MnSOD v transgénnych mysSiach (transgénne mysi su
geneticky modifikované, vo svojom gendme maju aj cudzorodu DNA) viedla k znizeniu
mnozstva produkovanych ROS, ¢o inhibovalo PKC drahu aktivovanu hyperglykémiou,
a tym sa znizila tvorba AGEs a akumuldacia sorbitolu v bunkach. ROS sa aktivaciou
PKC drahy produkuju, a zaroven ROS pdsobia ako aktivator PKC (obr. 12). Nadexpre-
sia MnSOD sucasne znizuje expresiu VEGF a fibronektinu v sietnici diabetickych mysi
(Goto a kol., 2008). Polymorfizmus génu MnSOD rs4880 (c. C47T, p. A16V) ma vplyv
na efektivitu mitochondrii v boji s oxidacnym stresom. Vo viacerych studiach bol zis-
teny jeho vztah k vzniku DR (Tian a kol., 2011; Kangas-Kotio a kol., 2009; Petrovi¢ a
kol., 2008).

-
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Obr. 12 Aktivacia PKC signalnej drahy vplyvom oxidaéného stresu pocas diabetu a

funkcia MnSOD v produkcii ROS. e inhibicia, PKC - proteinkinaza C, MnSOD - Mn-supe-

roxiddismutaza, ROS - reaktivne formy kyslika, DAG - diacylglycerol (upravené a prelozené
podla Giorgi a kol., 2010)

Glutation S-transferaza (GST) sa podiela na detoxikacii organizmu tym, Ze kata-
lyzuje konjugéaciu redukovanej formy glutationu (GSH) so xenobiotickymi toxickymi latkami, ¢im
zvySuije ich hydrofilnost, a tym ulahcuje ich vylucenie z bunky (obr. 13) (Oakley, 2011). V patoge-
néze diabetu zohrava dolezitu ulohu oxidacné poskodenie tkaniv a pacienti maju ¢asto poruchy
na urovni glutationoveho metabolizmu. U kaukazoidnej populécie s diabetom typu 2 sa v porov-

nani s kontrolnou skupinou Casto objavuje nulova alela génu GSTT-1. Tento genotyp by mohol byt

povazovany za mozny rizikovy faktor. Jedinci homozygotni pre GSTT-1 nulovui alelu vo vSeobec-
nosti CastejSie trpia vaskulopatiami, ktoré vedu k zvySenému riziku rozvoja zrak ohrozujtcej DR.
Naopak, nulova alela génu GSTM-1 mbze poskytovat ochranu voci rozvoju DR u diabetikov typu
2. Deficiencia v GSTM-1 vedie k znizenej sekrécii izotiokyanatov potlacajlcich expresiu VEGF
(Cilingek, a kol., 2012), hlavného induktora angiogenézy.

®
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NH, ! N NH__cooH + xenobiotikum (X)
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S-X
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konjugat

Obr. 13 Chemicka reakcia glutationu so xenobiotikom katalyzovana glutation S-trans-
ferazou (GST)

Enzym endotelova syntaza oxidu dusnatého (eNOS) syntetizuje oxid dusna-
ty (NO) v bunkach endotelu kapilar. NO je hlavny endogénny vazodilatator a ma ulohu
v proliferacii buniek, indukcii angiogenézy a regulacii VEGF expresie. NO inhibuje ucinok
vazokonstrikénych faktorov (angiotenzin Il a endotelin-1) (Favero a kol., 2014). Angiotenzin
Il redukuje mnozstvo NO v plazme (Silva a kol., 2009). Oxid dusnaty ma schopnost inte-
ragovat so superoxidovym kyslikovym radikalom (O, ), priCom sa tvori vysoko reaktivny
anioén, peroxynitrit (ONOO"), ktory vyvolava oxidacné poskodenie tkaniv (Rosales a kol.,
2010). Mnozstvo NO je vyznamne zvySené u pacientov s rozvinutou PDR v porovnani
s nediabetickymi jedincami. V kaukazoidnej populacii pacientov s diabetom typu 2 pritom-
nost 27 bp VNTR (homozygotny variabilny pocet tandemovych opakovani) polymorfizmu
v introne 4 (4b/4a), konkrétne homozygotného genotypu 4a/4a v géne pre eNOS predsta-
vuje 3,4 krat vyssie riziko vzniku proliferativneho &tadia DR (Cilendek a kol., 2012). Naopak,
ostatné Studie predpokladaju, Ze 4a alela ma voci DR protektivny efekt (Zhao a kol., 2012;
Cheema a kol., 2012).

Apolipoprotein E (APOE) zodpoveda za transport lipoproteinov, v tukoch roz-
pustnych vitaminov a cholesterolu. Gén pre APOE je multialelicky, 3 rézne alely davaju vznik
6 |zo§nrmam proteinu. Ani jedna izoforma nie je asociovana so vznikom DR, ale niektoré
izoformy moézu mat vplyv na tvorbou tvrdych exudatov v sietnici, ¢o su presakujlce lipopro-
teiny z poskodenych kapilar na opakovane ischemizovanych miestach (Santos a kol., 2002;

Liew a kol., 2006).

{
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Komplement je systém proteinov (sérovych a membranovych), ktore sa zucast- Endotelin (ET-1), kddovany EDN-1 génom, je jednym z najucinnejsich vazokon-

nuju zapalovych procesov. Mnohé in vitro a in vivo Studie Ulohu komplementu v rozvoji dia- striktorov, ma prozapaloveé a fibroproliferacné ucinky. ET-1 prispieva k abnormalnej hemo-
betickej angiopatie potvrdzuju. V sklovci pacientov s DR bola pozorovana zvysSena expresia
niekolkych faktorov komplementu, konkrétne faktoru H (CFH), faktoru B (CFB), kom-

ponentu 3 (C3) a komponentu 5 (C5). CFH a jeho antagonista CFB prispievaju k regulécii

dynamike v sietnici v ramci DR, ¢o bolo dokazané v animalnych studiach pouzitim blokato-
rov ET-1 (Kalani, 2008). Polymorfizmus rs5370 EDN-1 zvySuje riziko DR v Cinskej populacii
(Li a kol., 2008; Roy a kol., 2009).

aktivacie komplementovej kaskady (obr. 14). Polymorfizmus rs800292 (p.I62V) v CFH géne

ovplyvriuje vazobnu afinitu s C3b a naslednu aktivaciu alternativnej drahy komplementu.
Synergicky efekt medzi polymorfizmom rs800292 v CFH a rs1048709 v CFB predstavuje

vyznamne zvysené riziko DR (Wang a kol., 2013).
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Obr. 14 a) Drahy komplementu (upravené a prerobené podla Iné zdroje — odkaz 5) b) Alterna-

tivna draha komplementu. C3 — komponent 3, C5 — komponent 5, CFH — komplementovy faktor
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prelozené podla Zeng a kol., 2010)
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Serinova proteaza HTRA1/ARMS2 (HtrA serinova peptidaza 1/ age-related
maculopathy susceptibility 2) je exprimovana v réznych ludskych tkanivach, ako su epi-
derma, endotel ciev a neurdlne bunky. Polymorfizmus rs11200638 génu HTRAT pravde-
podobne suvisi s genetickou predispoziciou pre vznik makularnej degeneracie suvisiacej
s vekom (AMD). Predpoklada sa, Zze HTRA1 ovplyviuje produkciu fibronektinu a stabilizuje
membrany endotelovych buniek. Prostrednictvom aktivacie TGF-f indukuje proces angio-
genézy (Jiang a kol., 2012). Nadprodukcia HTRA1 proteinu mdze mat nepriaznivy Ucinok
na fyziologické funkcie a homeostazu endotelovych buniek ciev, ¢o vedie k ich destrukcii
a dysfunkcii endotelu. Fibronektin je hlavnou suc¢astou bazalnej membrany. U mysi HTRA1
protein degraduje fibronektin (Vierkotten a kol., 2011). Vztah medzi polymorfizmami HTRAT
génu a DR bol pod hrani¢nymi hodnotami vyznamnosti (Balasubbu a kol., 2010).

Inhibitor aktivatora plazminogénu 1 (PAI-1) sa podiela na reparacii a remo-
del&cii tkaniv. PAI-1 ma rozhodujucu ulohu v regulacii intravaskularnej fibrinolyzy inhibiciou
konverzie plazminogénu na plazmin, ktory Stiepi fibrin v krvnych zrazeninach. Studie sa
zamerali na prepojenie PAI-1 4G/5G (alternativne alely obsahuijuce 4 krat G alebo 5 krat G
za sebou) s rizikom rozvoja DR, ale zistenia boli Statisticky nevyznamné, pravdepodobne
z dévodu etnickej diskrepancie (Abhary a kol., 2009; Nagi a kol., 1997; Zhang a kol., 2013).

Integrin a2p1 (ITGA2B1) je membranovy protein trombocytov. Integrin jednak
zabezpecCuije prilnavost trombocytov k stenam ciev, a zaroven sluzi ako receptor pre ko-
lagén. Trombocyty diabetickych pacientov vo zvySenej miere reaguju s kolagénom, trom-
binom a adenozindifosfatom, ktoré sa zuCastnuju na procese agregacie. Polymorfizmy
v ITGA2B1 géne ovplyvruju hustotu integrinov na povrchu trombocytov (Kritzik a kol., 1998),
¢o ves‘e k zmenam miery agregacie. V japonskej a kaukazoidnej populacii diabetikov typu
2 je polymorfizmus restrikéného miesta pre Bgl Il v [TGA2B1 géne povazovany za rizikovy
faktor vzniku DR.
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Intercelularna adhezivna molekula 1 (ICAM-1) sprostredkovava proces ad-
hézie cirkulujucich leukocytov k stenam ciev a migraciu do intimy ciev. ZvySena expre-
sia ICAM-1 v sietnici pravdepodobne zohrava klti¢ovu ulohu v destrukcii HRB prostrednic-
tvom leukostazy, kapilarnej okluzie a poskodenia endotelovych buniek v ramci DR (Sun a
kol., 2014). Polymorfizmy v géne ICAM-1 m6zu modulovat jeho vlastnu expresiu. Poznatky
o polymorfizme rs5498 (p. K469E) su nekonzistentné (Balasubbu a kol., 2010; Petrovi¢ a
kol., 2008; Sun a kol., 2014). G alela polymorfizmu rs13306430 mbze pre diabetikov s DM2
predstavovat protektivny faktor voci DR (Abhary a kol., 2009).

Katepsin H (CTSH) je protedza exprimovana v B-bunkach pankreasu. Nadex-
presia katepsinu H indukuje apoptdzu buniek sekretujucich inzulin, pravdepodobne aktiva-
ciou kaspaz. Predpoklada sa, ze ma aj angiogénne vlastnosti, teda by mohol byt zapojeny
do zmien mikrocirkulacie pocas progresie DR. Polymorfizmus rs3825932, konkrétne T
alela, znizuje riziko rozvoja DR, a to pravdepodobne redukciou angiogenézy a apoptdzy
v sietnici (Thorsen a kol., 2015).

Matrixové metaloproteinazy (MMP) su proteolytické enzymy, ktoré degra-
duju komponenty extracelularneho matrixu. Reguluju proliferaciu buniek, neovaskuloge-
nézu, remodelaciu tkaniv. Degradaciou proteinov v bazalnej membrane buniek je umozne-
na migracia a proliferacia endotelovych buniek a tvorba kapilar. Zvysena expresia MMP-1
mdze urychlovat proces degradacie kolagénu typu IV a proteinov gap junction (typ bun-
kového spojenia nazyvany aj nexus), a tym urychlit vznik vaskularnych komplikacii diabetu.
Predpoklada sa doélezita uloha MMP-2 v rozvoji DR, pricom polymorfizmus c. C-1306T by
mohol mat vyznam v genetickej predispozicii pre rozvoj DR (Yang a kol., 2010).

Metyléntetrahydrofolatreduktaza (MTHFR) je enzym katalyzujlci transforma-
ciu homocysteinu na metionin prostrednictvom remetylacie. Znizenie aktivity MTHFR vedie
k homocysteinémii, ktora ma cytotoxicky a oxidacny ucinok na endotelové bunky, rovnako
zvySuje expresiu VEGF. NajbeZnejsi geneticky variant je zamena C za T v pozicii 677, ktora
vedie k 50 percentnému znizeniu enzymatickej aktivity (Yigit a kol., 2013). Vo viacerych
populéaciach bola zistena slaba suvislost medzi tymto polymorfizmom a DR (Santos a kol.,
2008; Yoshioka a kol., 2003; Roy a kol., 2009; Yigit a kol., 2013).

V sklovci pacientov s DR boli pozorované zvysené mnozstvéa monocytového

®
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chemotaktického proteinu-1 (MCP-1). MCP-1 ma schopnost aktivacie monoé?tov, ma-
krofagov a lymfocytov. Hyperglykémia zvySuje produkciu MCP-1 v endotelovych bunkach
ciev sietnice, €o vedie k neovaskularizacii a zvySenej permeabilite, k rozpadu HRB (typicky
jav PDR). Koncentracia MCP-1 v sklovci diabetickych pacientov koreluje s aktivitou prolife-
rativnej PDR (Hernandez a kol., 2005). Knokautovanie (KO, vypnutie génu, z ang. knockout
MCP-1 génu v diabetickych mysiach viedlo k zabraneniu rozpadu HRB. V japonskej, korej-
skej a Cinskej populacii bol polymorfizmus rs1024611 asociovany so vznikom DR (Kata-
kami a kol., 2010; Jeon a kol., 2013; Dong a kol., 2014). Geneticky knokautované mysi,
nazyvané jednoducho KO mysi, sU geneticky pozmenené laboratérne mysi, ktorym bol
zamerne vyradeny (vypnuty) gén. Tato metdda genetického inzinierstva umoznuije sledovat,
aku Ulohu ma prislusny gén, a ¢o spbsobuje jeho vypnutie v organizme.

Neuropeptid Y (NPY) je sympatikovy neurotransmiter, ucinny angiogénny faktor
odvodeny z endotelu, vazokonstriktor a vaskularny mitogén. Zamena leucinu za prolin v po-
zicii 7 v ramci signdlneho peptidu NPY je asociovana so vznikom DR (Niskanen a kol., 2000).

Osteoprotegerin (OPG, synonymum inhibiény faktor osteoklastogenézy
(OCIF)) je ddlezita regulacna molekula vaskulatury. Rs2073618, rs3134069 polymorfizmy
maju prepojenie na DR (Ramus a kol., 2013).

Paraoxonazy 1 a 2 (PON1, PON2) su enzymy chraniace lipoproteiny pred oxi-
daciou. PON brania oxidacii LDL (nizkodenzitny lipoprotein), pricom prave oxidacia LDL
je jednym z hlavnych spustacov ochoreni mikrocirkulacie. V roku 2013 bolo analyzova-
nych viacero polymorfizmov u diabetickych pacientov, z ktorych polymorfizmus rs854560
v PONT bol faktorom najviac ovplyvriujucim vznik DR v réznych ludskych populéciach (Wang
a kol., 2013). Polymorfizmus rs854560 znizuje enzymatickd aktivitu PON1, a tym méze
prispievat k zvySenej miere oxidacie LDL.

Peroxizomovym proliferatorom aktivovany receptor y (PPARy) sa uplat-
nuje I metabolizme glukdzy a regulécii ukladania mastnych kyselin. V patogenéze DR sa uva-
Zuje ﬁho vplyve na vaskulamu permeabilitu, zapal, angiogenézu, neovaskularizaciu a in-
zulinovll rezistenciu, ktoré sa vSetky podielaji na vzniku a miere zavaznosti DR. Poznatky

o prepojeni PPARy polymorfizmov a DR su nekonzistentné (Abhary a kol., 2009; Tarig a kol., 2013).
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PSMD9 (proteazémova podjednotka 26S) je regulator transkripcie inzulinove-
ho génu v Langerhansovych ostrovéekoch pankreasu. Varianty v géne PSMD9 m&zu ovplyv-
nit’ transkripciu inzulinu, spdsobit’ dysfunkciu B-buniek a prispiet ku vzniku diabetu typu 2.
PSMD9 je sucastou proteazomového komplexu, ktory degraduje intracelularne proteiny
na antigénne peptidy prezentované hlavnym histokompatibilnym systémom. Podiela sa
na zapalovych procesoch a reguluje transkripciu cielovych génov kyseliny retinovej. V ta-
lianskej populécii boli polymorfizmy rs74421874, rs14259, rs3825172 asociované so vzni-
kom DR (Gragnoli, 2012).

Romo-1 (modulator reaktivnych foriem kyslika) kdduje mitochondridlny pro-
tefin. Romo-1 zvysSuje mnozstvo ROS v bunkéach, ¢im zvySuje mieru oxidacného stresu.
Polymorfizmus rs6060566 (T—C) je asociovany so zvySenym rizikom vzniku DR v kauka-
zoidnej populacii diabetikov typu 2. C alela spbsobuje zvySovanie mnozstva Romo-1 vo
filorovaskularnej membrane v porovnani s T alelou u pacientov s PDR (Petrovi¢ a kol., 2014).

RXRA je nuklearny receptor, ktory sprostredkovava biologicky efekt kyseliny reti-
novej. Vytvara komplexy, ktoré nasadaju na promatory cielovych génov a reguluju ich tran-
skripciu. Retinoidny X receptor alfa (RXRA), konkrétne inhibicia jeho funkcie, mdze byt
asociovany s rozvojom DR vdaka jeho antioxidacnym vlastnostiam (Chai a kol., 2008; Roy
a kol., 2009). Polymorfizmus rs132300 bol spojeny s progresiou DR u diabetikov druhého
typu v africko-americkej populdcii. Polymorfizmus rs3818569 v retinoidnom X receptore
gama (RXRG), ktory ma antiproliferacny ucinok, je asociovany so zvySenym rizikom vzniku
DR v thajskej populacii (Hsieh, a kol., 2011).

SLC2A1, znamy tiez ako gén pre glukézovy transportér (GLUT1), je expri-
movany v endotelovych bunkach sietnice. Pacienti s DR maju zvysSenu expresiu GLUT1
v endotelovych bunkéch. Bola preukazana asociacia polymorfizmu c. A26177G so vznikom
DR (Ng a kol., 2012).

Transformujuci rastovy faktor 1 (TGF-B1) ma ddlezitu Ulohu v proliferacii
endotelovych buniek, v angiogenéze, adhézii a tvorbe extracelularneho matrixu. TGF-87 gén
moze byt zapojeny do rozvoja DR a rozpadu HRB prostrednictvom indukcie angiogenézy.

Polymorfizmus C. T869C (p. L10P) je asociovany s protektivnym ucinkom pri vzniku DR

®

(Abhary a kol., 2009; Liu a kol., 2014).
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Transkripény faktor 4 (TCF4/TCF7L2) je kluCovym komponentom t\}brby ciev

a sprostredkovava patologicku neovaskularizaciu pocas PDR. BeZzne sa vyskytujuci poly-
morfizmus rs7903146 TCF7L2 je silne asociovany s vyskytom diabetu typu 2 a PDR v kau-
kazoidnej populacii (Luo a kol., 2013). Talianska Studia zistila prepojenie viacerych TCF7L2
variant (rs7903146, rs7901695 and rs12255372) nielen v suvislosti s DR, ale aj s kardio-
vaskularnymi ochoreniami a koronarnou chorobou srdca (Ciccacci a kol., 2013).

Zapalové procesy zohravajuce vyznamnu ulohu v indukcii diabetickych komplika-
cii, medzi ktoré patri aj diabeticka retinopatia, su ¢asto vyvolané neadekvatnou aktivaciou
niektorej zo sucasti imunitného systému. TLR4 (toll-like receptor 4) aktivuje prozapalové
odpovede cez ligand zavislu aktivaciu signalnej drahy nuklearneho faktoru kB (NF-kB). Kaz-
da deregulécia signalizacie TLR4 vplyvom SNP v jeho extracelularnej doméne mbze ovplyv-
nit vazobnu aktivitu pre ligand, a tym narusit rovnovahu produkcie pro- a anti-zapalovych
cytokinov (Buraczynska a kol., 2009). Polymorfizmy rs4986790, rs4986791, rs10759931 a
rs1927914 v TLR4 znizuju riziko DR (Buraczynska a kol., 2009; Singh a kol., 2014; Xu a kol.,
2015).

UCP 1 (uncoupling protein 1) je mitochondridlny membranovy prenasac elek-
tronov zohravajuci délezitu ulohu v ochrane pred oxidacnym stresom. Predpoklada sa, ze
UCP-1 hra ulohu v inzulinovej rezistencii, ked déjde k aktivacii drah indukovanych oxidac-
nym stresom. SNP rs1800592, ktory je lokalizovany v prométore génu, bol u [udi asociova-
ny s narusenou glukdzovou homeostazou, obezitou, a taktiez so zmenami indexu telesnej
hmotnosti (BMI), ¢o vyustuje do metabolickych ochoreni (Mutombo a kol., 2013). UCP-1
bol navrhnuty ako kandidatny rizikovy marker pre vznik DR a polymorfizmus rs1800592
(c. A-3826GQ) je asociovany so vznikom PDR (Brondani a kol., 2012; Zhang a kol., 2014).
UCP 2 (uncoupling protein 2) reguluje produkciu ROS v mitochondriach. Nadprodukcia
ROS sa spdja s DR, takze gén UCP-2 a jeho polymorfizmy mdzu byt zapojené do rozvoja
diabetickych komplikacif, vplyvom nerovnovahy v produkcii ROS. Polymorfizmus rs660339
sa da povazovat za relevantny rizikovy faktor pre PDR pri diabete typu 1 aj 2 (Crispim 2010;

Roy *‘)I., 2009).

Vitamin D ma antiproliferacné a antiangiogénne vlastnosti, moduluje apoptézu a
ovplyvnuje metabolizmus vapnika. Svoje fyziologické vlastnosti uskuto¢nuje naviazanim sa
na svoj receptor - receptor pre vitamin D (VDR). VDR je exprimovany v réznych tkanivach
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[udského organizmu, vratane retiny. V korejskej populacii polymorfizmus rs1544410 znizuje
riziko vzniku DR, €o sa ale v pol'skej populécii nepotvrdilo (Cyganek a kol., 2006; Hong a
kol., 2015). Polymorfizmy rs10735810 a rs2228570 zvysuju riziko vzniku DR (Abhary a kol.,
2009; Zhong a kol., 2015).

V tejto kapitole sa poukazalo na najdblezitejSie kandidatne gény a ich polymorfiz-
my, ktoré boli naj¢astejSie asociované s diabetickou retinopatiou v réznych ludskych popu-
laciach v mnohych nezavislych studiach. Zaroven sa stru¢ne priblizili mozné dlohy jednotli-
vych génov Vv jej patogenéze. Zvysné gény, ktorych uloha v rozvoji DR nie je doposial Uplne
ozrejmena, su zhrnuté v tabulke 1 v abecednom poradi. Vynechali sa vSak Studie a gény,
ktoré popisovali polymorfizmy s velmi nizkymi alebo hrani¢nymi hodnotami, mali malé Sta-
tistické subory, alebo neboli v rdmci inych studii a populaciach vébec zachytené. Takisto sa
vynechali Studie, ktoré boli realizované len na jednej populécii a polymorfizmy nevykazovali
ziaden vztah so vznikom retinopatie.

Napriek rozsiahlym snaham identifikovat nové genetické markery prostrednictvom
Studii kandidatnych génov sa doteraz nepodarilo identifikovat ani jeden polymorfizmus, kto-
ry by bolo mozné vSeobecne prijat za vysokorizikovy faktor DR. Neuspech mbze byt spo-
sobeny komplexnostou tejto mikrovaskularnej komplikacie diabetu, ktorej patofyzioldgia je
multifaktorialna a vplyvaju na nu nielen polygénové, ale aj environmentalne faktory, ktoré sa
nedaju indentifikovat (Liew, 2009).

Polymorfizmy v niektorych génoch vykazuju réznu mieru vplyvu na vznik DR a
réznu Statisticku vyznamnost, ¢o mdze byt vysvetlené genetickymi rozdielmi medzi jednot-
livymi etnikami.

Dalim pravdepodobnym dévodom netispechu méze byt zameranie sa na jed-
notlivé SNP, kde sa vazbova nerovnovaha nemusi prejavit (Ng, 2010). V ramci studii by
bolo zaujimavé sledovat haplotypy asociované s DR, a nie jednotlivé SNP. Nedostato¢né
mnozstvo vzoriek na zachytenie polymorfizmov s miernym ucinkom v jednotlivych Studi-
ach, neuplné pokrytie genetickej variability v kandidatnych génoch a nespravne hypotézy

o Ulohe génov v patofyzioldgii DR mdzu byt zodpovedné za kontroverzné vysledky Studif

®

kandidatnych génov.

o

po

Na zaklade spomenutych nedostatkov Standardného pristupu ku kaﬁaidétnym
génom, dve nedavne nezavislé studie zvolili mierne odliSny pristup. Analyzovali naraz vys-
Si pocet kandidatnych génov na vyrazne vacsom Statistickom subore pristupom, ktory
napodobnil celogendmovu analyzu (Roy a kol., 2009; Sobrin a kol., 2011). Sobrin a kol.
v Studii CARe (Candidate gene Association Resource) analyzovali 2691 pacientov s diabetom 2.
typu a sledovali polymorfizmy v 2000 génoch. Napriek tomu nepotvrdili ziaden Statisticky
vyznamny vztah medzi popisanymi génmi a vznikom DR (Sobrin a kol., 2011). Najzaujima-
vejSie zistenie sa tykalo variantov v génoch pre P-selektin (SELP) (rs6128) a iduronida-
zu (rs6856425), ktoré boli preukdzatelne u AmeriCanov s europskym pdvodom vyznamne
asociované s DR, pricom u AmeriCanov s africkym, hispanskym a azijskym pévodom ten-
to vztah vyznamny nebol. Roy a kol. sledovali 437 pacientov africko-americkej populacie
s diabetom typu 1 a retinopatiou a zamerali sa na 193 kandidatnych génov (1536 poly-
morfizmov). Nasli 13 génov asociovanych s progresiou DR. Polymorfizmy su zhrnuté
v tabulke 2 a 3 (Roy a kol., 2009). Identifikované gény su zapojené do viacerych signalnych
drah suvisiacich s metabolizmom glukdzy, zapalovymi procesmi, angiogenézou, vaskular-
nou permeabilitou, inzulinovou signalizaciou, vyvojom sietnice a regulaciou krvného tlaku.
Mozné ulohy vybranych kandidatnych génov vyznamnych pri vzniku DR, ktoré sa poda-
rilo identifikovat Royovi a jeho spolupracovnikom, su zosumarizované v tabulke a opisané
v nasledujucom texte (tabulka 2).

Angiopoietin 1 (ANG-1, ANGPT1) je vaskularny rastovy faktor, ktory indukuje
angiogenézu. ANG-1 podporuje prezivanie endotelovych buniek bez indukcie ich prolife-
racie, brani presakovaniu z kapilar a stabilizuje interakcie endotelu s okolitymi bunkami
(Thurston a kol., 2000). ANG-1 potlaca expresiu VEGF a ICAM-1 v sietnici postihnutej diabe-
tom, a zaroven ma protizapaloveé viastnosti. ANG-1 takisto inhibuje rozpad HRB, chrani
endotel ciev sietnice pred poskodenim leukocytmi (Joussen a kol., 2002). Tieto poznatky
naznacuju moznost vyuzitia ANG-1 ako terapeutického agensu na prevenciu a liecbu DR.

Funkcia proteinu BBS2 (Bardet-Biedl syndréom 2 protein) nie je doposial ob-
jasn nd. Abnormality BBS2 proteinu vyvolavali u mySi degeneraciu sietnice a zvySenu mieru
incide DM a hypertenzie (Nishimura a kol., 2004).

V retine sa nachadzaju dopaminové receptory D1 a D2 (DRD), ktoré po aktiva-
cii neurotransmiterom, dopaminom, maju vplyv na viaceré fyziologické a modula¢né funkcie
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pri prenose signalu. Dopamin, ako hlavny katecholamin v sietnici, sa prostrednictvom DRD
podiela na regulacii krvného tlaku zmenou priemeru ciev sietnice a krvného prietoku (Beige
a kol., 2004).

ENPP1 (ektonukleotidova pyrofosfataza/fosfodiesteraza 1) je transmem-
branovy glykoprotein, ktory Stiepi Siroké spektrum substratov. ENPP1 inhibuje inzulinovu
signalizaciu interakciou s inzulinovym receptorom. Expresia ENPP1 vedie k inzulinovej re-
zistencii. ENPP1 je vazobnym partnerom integrinov zapojenych do bunkovej adhézie, bun-
kovej komunikacie a angiogenézy (Leitdo a kol., 2008).

FLT1/VEGFR1 (FMS-podobna tyrozin kindza 1/receptor pre vaskuldrny endotelovy rasto-
vy faktor) je gén pre tyrozinkindzovy receptor exprimovany na povrchu endotelovych buniek
ciev sietnice a jeho produkt sprostredkovava biologicky ucinok VEGF (Kim a kol., 1999).
FLT1 ma ulohu nielen v angiogenéze a modulacii vaskularnej permeability, ale aj v zapale
(Roy a kol., 2009).

Hlavny histokompatibilny komplex, trieda I, B (HLA-B) je protein zapojeny
do imunitnych procesov v organizme (Roy a kol., 2009).

Serotoninovy receptor 1B (HTR1B) je exprimovany v gangliovych bunkach retiny. Se-
rotonin pésobi ako neurotransmiter, je produktom aktivovanych trombocytov a indukuie vazodilataciu
prostrednictvom produkcie NO, &im mdze ovplyviovat krvny prietok v sietnici (Roy a kal., 2009).

ROBO2 (roundabout, axon guidance receptor, homoldg 2) je receptor loka-
lizovany v bunkach sietnice. Podiela sa na navigovani axénov, migracii a adhézii buniek a
chemotaxii. Kazda z tychto Uloh méze prispiet k rozvoju DR, ale toto prepojenie este nebolo
dokazané (Roy a kol., 2009).

SLC2A1/GLUT1 (solute carrier family 2, member 1) je glukdzovy transportér
v endotelovych bunkdach sietnice. Nadexpresia GLUT1 a zvySeny transport glukdzy su vy-
volané hypoxiou, pésobenim rastovych faktorov a cytokinov. Hyperglykémia sa ukazuje byt
jednym z najvyznamnejSich induktorov progresie DR (Takagi a kol., 1998).

Roy a kol. dalej identifikovali aj mozné ulohy kandidatnych génov v progresii DR. ‘ P

®

Su opisané v nasledujucej Casti (tabulka 3).

Katalaza (CAT) je antioxidaCny enzym katalyzujuci premenu peroxidu vodika
na vodu. CAT napomaha zvladnutiu oxidacného stresu (Roy a kol., 2009).

Inzulinovy receptor (INSR) je exprimovany v cievach aj neurénoch v sietnici, ale jeho
funkcia nie je Uplne definovana. Zmeny signalizacie INSR mézu ovplyviovat procesy pre-
biehajlce v sietnici, pretoze aktivacia receptora vedie k antiapoptickym procesom. Retina je
vSak tkanivo citlivé na inzulin a poruchy na urovni INSR sp6sobuju dysfunkciu a smrt buniek
sietnice (Reiter, Gardner, 2003). DM vedie k znizenej miere signalizacie INSR v sietnici (Jiang
akol., 2013).

Vysledky prezentované Royom a kol. a Sobrinom a kol.neprinasaju spolo¢né za-
very. Roy a kol. poukazal na 13 génov s moznym vyznamom v diabetickej retinopatii (ta-
bulka 2 a 3), Sobrin a kol. na dva gény, pricom nedochadza k ziadnemu prekryvu genetic-
kych asociacii medzi tymito dvoma Studiami. Je pravda, ze Roy a kol. sledovali diabetikov
s typom 1 a Sobrin a kol. naproti tomu diabetikov s DM2. Pri predpoklade, Ze DR ma
Ciastocne geneticky zaklad, oCakavali by sa podobnejSie vysledky genetickych analyz, teda
identifikacia rovnakych polymorfizmmov/génov asociovanych s DR.

Dalsi Uspech sledovania kandidatnych génov zdlezi pravdepodobne na lepsej
charakterizacii a definovani klinickych fenotypov DR s ohladom na etnicku prislusnost, kto-
ré sa liSia progresiou a zavaznostou DR. Len v takom pripade bude mozné priniest Statistic-
ky vyznamneé vysledky aplikovatelné do diagnostickej praxe. Zaujimavé by bolo analyzovat
mutéacie v génoch podielajucich sa na iniciovani hyperglykémie (Gasperikova a kol., 2009),
pretoze sa da predpokladat, Ze prave tieto gény nepriamo prispievaju k rozvoju diabetu a
retinopatie.

4.2. VAZBOVE STUDIE
Cielom vazbovych studif je identifikovat gendmoveé regiony, ktoré mézu byt po-

tencidlne asociované s chorobami, v tomto pripade s diabetickou retinopatiou. Studie
kandidatnych génov, ktoré boli spomenuté v predchadzajucej Casti, vychadzaju z prvotnej
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hypotézy 0 moznej Ulohe daného génu a jeho produktu v sledovanom ochoreni. Analyza
vo vazbovych studiach je zaloZzena na predpoklade, ze geneticky marker bude segre-
govat’ (rozchod chromozdmov do dcérskych buniek pocas delenia) spolo¢ne s lokusmi
zodpovednymi za predispoziciu k vzniku diabetickej retinopatie v ramci rodiny. Geneticky
marker je znama sekvencia DNA, ktora je v populacii variabilna. Markerom mdzu byt bo-
dové substitlcie, ale aj dlhsie Useky DNA, podmienkou je vSak ich lahka identifikovatelnhost
pomocou molekularno-genetickych metod.

Na zaklade vysledkov vazbovych Studii, tri regiony lokalizované na chromo-
zoémoch 1, 3 a 12 modzu byt asociované so vznikom DR. Regiony boli identifikované
vo vybranych vzorkach pacientov populacie Pima Indianov a mexickych Ameri¢anoch.
Pima Indiani su Casto objektom genetickych Studii, pretoze tvoria vysoko homogénnu po-
pulaciu s celosvetovo najvyssou incidenciou diabetu. Pre pdvodné obyvatelstvo Ameriky
je typicka vysoka incidencia diabetu spolu s inymi ochoreniami, ako su koronarne ochore-
nie srdca, mozgova prihoda a hypertenzia. Vlysvetluje sa to tzv. ,,thrifty” fenotypom, ktory
je asociovany s rastovou retardaciou plodu pri obmedzenych nutri¢nych podmienkach a
so spominanymi chronickymi ochoreniami pribUdajlcimi v dospelosti (Hales, Baker, 1992).

Na Statistické overenie vysledkov ziskanych pomocou vazbovych analyz sa pou-
ziva tzv. LOD skdre (logarithm (base10) of odds). Porovnava pravdepodobnost, i dva konkrétne
lokusy su skutone vo vazbe, a Ci sa nejedna o nahodny jav. Pozitivne LOD skodre na-
poveda o vazbe medzi lokusmi, pricom negativne naopak hovori v prospech nahodného
javu. LOD skore spominanych regiénov na chromozémoch 1, 3 a 12, okrem 1p36 (chro-
mozom 1, malé ramienko, pruzok 36), bolo relativne nizke a nebolo Statisticky vyznamné
pre celogenomoveé Studie (Looker a kol., 2007). V dvoch vzajomne nesuvisiacich Studiach
na populéaciach Pima Indianov a mexickych Ameri¢anov dosahoval vyssie hodnoty LOD
skore jedine Usek 1p36. V pripade Pima Indianov vyslo LOD skadre 2,58 a v pripade mexic-
kych Ameri¢anov 1,24 (Looker a kol., 2007; Fu a kol., 2010).

ZvySné génove oblasti, ktoré boli tiez identifikované vazbovymi Studiami, su zhrnuté
v tabulke 4. Vazbové Studie nepotvrdili vztah gendmovych regionov s predtym identifikova-
nymi kandidatnymi génmi a vznikom diabetickej retinopatie. Vazbové Studie su vhodnejsie
na vyskum monogénovych ochoreni alebo ochoreni s typickou Mendelistickou dedic¢nostou,

a prave v pripade DR sa preto nedaju oCakavat Statisticky vyznamné vysledky.
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4.3. GENETICKE ASOCIACNE STUDIE

Celogendmové asociacné studie, tzv. GWAS (genome-wide associacion study), pred-
stavuju novy pristup identifikacie kandidatnych génov. Ide o robustné vyhodnotenie jed-
nonukleotidovych polymorfizmmov (SNP), v subore vysokého poctu vzoriek a charakteriza-
ciu vazbovej nerovnovahy (dve alely, ktoré su v genetickej vazbe, sa vyskytuju suCasne
na jednom chromozéme ovela CastejSie, ako by sa dalo oCakavat na zaklade nahody)
(Simo-Servat a kol., 2013). Tisice SNP su simultanne testované s cielom odhalit’ vztah
k diabetickej retinopatii. Napriek tomuto masivnemu postupu sa pomocou GWAS nepo-
darilo identifikovat SNP, ktory by u diabetickej retinopatie dosiahol Statisticku vyznamnost
na celogendémovej Urovni (Grassi a kol., 2011).

Do dneSnej doby bolo na diabetickych pacientoch realizovanych 5 hlavnych
GWAS studii (Fu a kol., 2010; Huang a kol., 2011; Grassi a kol., 2011; Grassi a kol., 2012;
Sheu a kol., 2013; Awata a kol., 2014). Na osobach bez diabetu bola realizovana len jedina
Studia (Jensen a kol., 2013) (zhrnuté v tab. 5). Ani jedna zo Studii vSak neidentifikovala kon-
zistentny a vierohodny rizikovy lokus, teda konkrétny SNP. V §tudii realizovanej kolektivom
autorov pod vedenim Grassiho bol identifikovany polymorfizmus rs476141 lokalizovany
medzi génmi AKT3 a ZNG238, rs4865047 v CEP125, rs1902491 upstream od NPYZR, ktory vy-
kazoval najvysSiu mieru asociacie s DR (Grassi a kol., 2011). Jensen identifikoval polymor-
fizmus rs12155400 v HDAC9 géne, ktory by mohol byt asociovany s miernou formou DR
vyskytujucou sa nezavisle od diabetu. Toto zistenie vSak bolo pravdepodobne zatazené
Statistickou chybou a vyslo falosne pozitivne. V ramci piatich prevedenych $tudii GWAS sa
ziadny z identifikovanych genetickych variantov neprekryval. Tieto genetické nezrovnalosti
mdzu vyplyvat zo znacnej heterogenity konceptu jednotlivych Studii, v definovani skupiny
s retinopatiou a kontrolnej skupiny, pripadne malého poctu vzoriek (Kwak, Park, 2015).

GWAS ma svoje limitacie. V pripade identifikacie bezne sa vyskytujiceho gene-
tického variantu je potrebny velky pocet vzoriek, aby sa stanovila hranica, kde polymorfiz-
mus hadobuda statisticky vyznamnu hodnotu vzhladom na dané ochorenie. Aplikovanim
meta-analyz je mozné vyhnut sa potrebe vysokého pocltu vzoriek v ramci jednej Studie.
Meta-analyza je kvantitativny pristup zhrnutia vysledkov viacerych studii s rovnakou temati-
kou, s cielom zvysit Statisticku silu analyzy a priniest Statisticky vyznamné vysledky. Takyto

pristup ma taktiez svoje vyhody a nevyhody, ako napriklad vyssie riziko genetickej a fenoty-
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pickej heterogenity, ktora méze vysledky skreslovat (Doria, 2010). Riziko rozvoja DR sa IiSi
u jednotlivych etnickych skupin, z ¢oho vyplyva, Ze aj tento parameter musi byt zohladneny
v realizovanych analyzach a vysledky sa musia vyhodnocovat v kontexte s nim. Hlavnymi
problémami GWAS studii pri analyzovani DR je vyskyt znakov, ktoré su pritomné aj u pa-
cientov bez diabetu, napriklad mikrovaskularne lézie, a dalej nekonzistentne definované
kontrolné skupiny v Studiach, ktoré vacsinou zohladnuju len trvanie diabetu, bez ohladu
na dalSie rizikové faktory.

V roku 2015, Hosseini a kol. vykonali robustnu meta-analyzu hlavnych GWAS
Studii zaoberajucich sa vznikom DR, pri ¢om do nej zahrnuli aj $tudiu kandidatnych gé-
nov (Abhary a kol., 2009). V Hosseiniho studii polymorfizmy rs1571942 a rs12219125
v PLXDC2 preukazovali siind vazbovu nerovnovahu a asociaciu so zavaznou formou DR.
Po viacnasobnom testovani autori nepotvrdili ziaden vztah medzi predtym identifikovanymi
34 najvyznamnejSimi variantmi prezentovanymi v predchadzajlcich Studiach a naznacdili,
ze vSetky tieto Studie mdzu byt falodne pozitivne. Nekonzistentnost vysledkov genetickych
Studii zaoberajucich sa DR a neschopnost ziskat uzitocné, Statisticky vyznamné vysledky
sU spbsobené nezohladnenim vyznamnych rizikovych faktorov, akymi su trvanie diabetu
a dlhodoba kontrola glykémie, ¢i nepresnym popisovanim skupin vzoriek (s retinopatiou a
kontrolnych) a neprihliadanim na fenotypoveé odliSnosti jednotlivych pripadov.

5. EPIGENETICKE =~

MECHANIZMY ZAPOJENE
DO DIABETICKEJ
RETINOPATIE

Epigenetické mechanizmy ovplyviuju expresiu génov a ich funkciu bez zmeny

A _

sekvencie DNA a mézu byt reverzibilng, dedicné i ovplyvnené prostredim. K epigenetic-
kym mechanizmom patri DNA metylacia, posttranslacna modifikacia histénov, remodelacia
chromatinu a nekddujuce RNA (Mazzio, Soliman, 2012) (obr. 15a). Epigenetické zmeny sa
podielaju na patologickych odpovediach organizmu, ako je zapal a neurodegeneracia, obe
prispievajuce k rozvoju diabetickej retinopatie (Perrone, 2014).

Struktira chromatinu zna¢ne ovplyviiuje génovd expresiu. Pri zvySenej husto-
te chromatinu je transkripcia utimena (heterochromatin - vysoko kondenzovany), zatial ¢o
transkripCne aktivne oblasti su asociované s volnejSou chromatinovou Strukturou (euchro-
matin - menej kondenzovany stav chromatinu) (Mazzio, Soliman, 2012).

DNA remodelaéné
DNA fosforylacia
metylacia [
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Hyperglykémia je hlavny patologicky faktor vyvolavajuci diabeticke komplikacie.
Aj ked" mbZze byt kontrolovana pomocou liekov, Upravou stravovacich navykov a cvicenim,
vela pacientov stéle trpi zavaznymi komplikaciami diabetu. Dodrziavanie prisnej glykemickej
kontroly v skorych stadiach ochorenia méze viest k inhibicii rozvoja DR a upraveniu zdra-

votného stavu, a len zriedkavo dochadza k strate zraku (Fong a kol., 1999). AvSak ucinok

striktnej kontroly glykémie vzhladom na priebeh DR nie je okamzity a zaCne sa prejavovat

az po niekolkych rokoch. Dokonca, ak pacient predtym kontroly hladiny glukdzy v krvi
2014). A
naopak, pozitivne UCinky dodrziavania prisnej glykemickej kontroly pretrvavaju aj po konci

dihodobo zanedbaval, nedochadza k spomaleniu progresie DR (Perrone a kol.,

tejto kontrolovanej periody (Zeng, Chen, 2014), o mbze byt spbdsobené ,,spomienkou,,
na predchadzajlice vystavenie buniek vysokym koncentraciam glukézy. Vysledkom je pre-
trvavanie Skodlivého efektu dlho po zacati striktnej kontroly glykémie. Tento paméatovy fe-
nomeén bol pozorovany nielen v experimentalnych modeloch, ale aj v Klinickych Studiach
DCCT a EDIC (Diabetes Control and Complications Trial, Epidemiology of Diabetes Interventions and Com-
plications) (Reddy a kol., 2015). Tieto zistenia viedli k hypotéze existencie tzv. metabolickej
pamati organizmu, ktora je ovplyvnena predchadzajucimi dejmi, a prave epigenetika v nej
moze zohravat klticovu Ulohu.

Zmeny Struktlry chromatinu su ovplyvnené predovsetkym DNA metylaciou. En-
zymy nazyvané DNA metyltransferazy (DNMT) pridavaju metylovu skupinu na piaty uhlik
cytozinu (5-mC), pricom CpG (cytozin - lubovolna baza - guanin) ostrovéeky su najcas-
tejSim cielom metyltransferaz. Metylacia sa uskutocnuje najméa v regulacnej oblasti génu
nazyvanej promator, ale mdze nastat aj v inych oblastiach v gendme. Vo vSeobecnosti CpG
metylacia vypina gény vdaka zhusteniu Struktiry chromatinu, zatial' o demetylacia zvySuje
transkripénu aktivitu, Cize zapina gény. Efekt metylacie vSak zavisi aj od gendmového kon-
textu (Jones, 2012). Va&Sinou metylacia promadtorového regionu reprimuje génovu expresiu
a metylécia v ramci génu reguluje napr. elongaciu transkripcie (tvorbu mRNA) a alternativny
splicing (variabilné vystrihovanie intronov - nekédujucich oblasti génu). Metylovana DNA je
rozpoznavana metyl-vazobnymi proteinmi, ktoré interaguju s transkripénymi korepresormi
a dal8imi proteinmi meniacimi génovu expresiu (Jones, 2012). S-adenozyl metionin (SAM)
je donor metylovej skupiny. Je zaujimavé, ze u pacientov s DR je znizené mnozstvo SAM,
¢o by mohlo naznadovat, Ze alternacie DNA zohravaju dlohu v rozvoji tohto ochorenia (van

Hecke a kol., 2008). DNA metylacia mbze mat ulohu v metabolickej pamati. K poSkodeniu

mitochondrialnej DNA (mtDNA) prispieva metylacia CpG v regulacnom regione katalytic-

®

kej podjednotky DNA polymerazy y (POLG1), ktora vedie k znizeniu jej expresié (Tewari,
Kowluru, 2012). Pre konkrétne zavery su vSak potrebné podrobnejSie Studie o ulohe DNA
metylacie v patofyziologii DR.

Histény su posttranskripéne modifikované acetylaciou, metylaciou, fosforylaciou,
ubiquitinylaciou a sumoylaciou. Vacsinou je modifikovany N-koniec histonov. Vo vSeobec-
nosti acetylacia, hlavne H3 a H4 lyzinovych zvyskov, teda zvyskov na histone 3 a 4, koreluje
s transkrip&nou aktivitou, kym deacetylacia a metylacia inhibuju génovu expresiu (obr. 15b).
Hlavné histénacetyltransferazy (HAT) su p300/CBP a pCAF, zatial ¢o histéndeace-
tylazy su HDAC a sirtuiny (Cosentino, Mostoslavsky, 2013). HAT vyuzivaju ako substrat
acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ktory vznika metabolizmom glukézy. Z toho vyplyva, Ze
chronicka hyperglykémia bude vplyvat na dostupnost acetyl-CoA, a teda aj na mieru tejto
histonovej modifikacie. Konkrétne miesta acetylacie na histonovych chvostoch asociované
s transkripcne aktivnymi promadtormi su lyzin 9 na histone 3 (H3K9Ac), lyzin 14 na histéne
3 (H3K14Ac), lyzin 8 na histone 4 (H4K8AC), lyzin 12 na histone 4 (H4K12Ac). Dimetylacia
a trimetylacia lyzinu 4 na histone 3 (H3K4Me3) tiez aktivuju transkripciu. Naopak metylacie
histonov H3K9OMe3, H3K27Me3 a H4K20Me3 su asociované s inhibiciou transkripcie (obr.
15b) (Wong a kol., 2011).

Zmeny expresie histondeacetylaz mézu prispievat k progresii DR. V animalnych
modeloch sa na vyvolanie priznakov diabetu pouziva streptozotocin. Laboratornym pot-
kanom bola zamerne nevhodne kontrolovana glykémia a zaroven im bol podavany strep-
tozotocin po dobu 6 mesiacov. Doslo k zvySenej expresii HDACT, HDAC2 a HDAC8 a zniZeniu
aktivity histonacetyltransferazy. Aj po nastoleni strikinej glykemickej kontroly ostala expresia
génov rovnaka (Zhong, Kowluru, 2010). Tieto pozorovania naznacuju, ze zmeny modifika-
cie histénov mézu byt pri¢inou progresie DR aj v pripade navratenia sa k dobrej glykemickej
kontrole.

Jednym z mnohych kandidatnych génov s Ulohou v epigenetickej paméti u pa-
cientd
le. S
sen-Bouterse a kol.,

s diabetickou retinopatiou je $0D2 (MnS0D) spominany aj v predchadzajicej kapito-

chrani mtDNA pred oxidacnym poskodenim indukovanym hyperglykémiou (Mad-
2010). Expresia tohto génu u hlodavcov vedie k zabraneniu rozvoja
DR. Hyperglykemicky atak indukuje zvySenu acetylaciu H3K9, H4K20me3 v promdtore a

_ v enhancere (zosilova¢ transkripcie) SOD2, ¢o vedie k znizeniu expresie. Hyperglykémiou

®
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sa taktiez aktivuje expresia génu SUV420h2 kédujuceho enzym, ktory sprostredkovava me-
tylaciu proteinu SOD2. Expresia SOD2 je regulovana aj pomocou LSD-1 (lyzin Specificka
demetylaza 1). Hyperglykémia indukuje demetylaciu H3K4, o zvySuje mieru navazovania
LSD-1 a Sp1 na SOD2. Dochadza k jeho transkrip&nej represii. Silencing LSD-1 brani epige-
netickym zmenam SOD2 vyvolanym hyperglykémiou (Zhong, Kowluru, 2013). Silencing je
spbsob regulacie génovej expresie, konkrétne jej potlaCenie na urovni transkripcie alebo
translacie (prekladu genetickej informacie z mRNA do proteinov). V ludskych sietniciach
pacientov trpiacich DR je znizené mnozstvo H3K4 a zvySené mnozstvo LSD-1 (Forneris a
kol., 2008), ¢o je v sulade s vysledkami Studii vyhodnotenych na animalnych modelovych
organizmoch. DalSie proteiny, vykazujlice zmeny metyldcie poas DR, st metaloproteindza
9 (MMP-9), p65, tioredoxin-interagujuci protein (TXNIP).

Epigenetické modifikacie zvysuju expresiu MMP-9, Co prispieva k zvySenej miere
poskodzovania mtDNA, obzviast pocas postupujucej DR (Zhong, Kowluru, 2013).

Hyperglykémia vyvolava epigenetické zmeny aj v promodtore eyklooxygenazy 2
(COX-2) v endotelovych bunkéach sietnice uz v skorych Stadiach DR. TXNIP je induktorom
neovaskularizécie a endotelovej dysfunkcie. Hyperglykémia zosilfuje expresiu TXNIP, ktory
nasledne vyvola epigenetické zmeny v promaotore cyklooxygendzy 2 (COX-2). Zaroven hyper-
glykémia vedie k naviazaniu transkripéného kofaktora p300 na promadtor TXNIP v sietnici
diabetickych potkanov, ¢o zvySuje jeho expresiu. Silencing TXNIP Uplne rusi epigenetické
zmeny v COX2 promatore a blokuje progresiu DR, dokonca aj poCas hyperglykémie (Perro-
ne a kol., 2010). Z tychto zaverov vyplyva, Zze TXNIP by mohol zohravat Ulohu v udrZiavani
metabolickej pamati.

Zda sa, ze oxidacny stres vyvolany hyperglykémiou aktivuje viaceré drahy, a tak
sa podiela na metabolickej pamati. Produkcia reaktivnych foriem kyslika v endotelovych
bunkéach indukuje epigenetické zmeny v promadtore génu pre p65, ¢o je podjednotka NF-
kB. Konkrétne metyluje H3K4 a demetyluje H3K9. Tato alternacia vedie k zvySenej expresii
p65, a tym aj k expresii prozapalovych génov regulovanych p65 (El-Osta a kol., 2008; Bra-
sacchio a kol., 2009). Na metabolickej pamati sa mbze podielat aj produkcia a akumulacia

AGEs a mozna chronicka aktivacia RAGE, ktoré vyvolaju dlhodobé vaskularne poskodenie

®

(Perrone a kol., 2014).
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K nekdédujicim RNA (ncRNA) patria kratke interferujuce RNA (siRNA;T mikroR-
NA (miRNA), Piwi-interagujuce RNA (piRNA), dihé nekddujice RNA (IncRNA), dihé nekddu-
juce intergénové RNA (lincRNA) a cirkulujuce RNA (circRNA) (Perrone a kol., 2014). Spo-
medzi vSetkych ncRNA su najviac Studované mikroRNA. Prave miRNA mézu ovplyvriovat
expresiu viacerymi spdsobmi. Bud' priamo naviazanim sa na DNA v oblasti promdtora,
pripadne naviazanim sa na 3'neprekladany region na konci mRNA cielového génu (to vedie
k vypnutiu translacie alebo k degradacii mRNA). Pripadne interakciou s transkripénymi fak-
tormi a RNA viazucimi proteinmi, o mbze ovplyvnit expresiu génu a vytvaranie inych typov
RNA (RNA processing) (Lee, Shin, 2012; Kato a kol., 2013).

Experimenty snaZiace sa odhalit pozadie DR u mysi, ktorym bol podavany uz
spominany streptozotocin, sa zameriavaju na zmeny expresie mMiIBRNA. Wu a kol. v 2012 de-
tegovali zmeny expresie 37 MiRNA v patogenéze DR. Regulacné miRNA pre NF-kB (miR-
NA-146, miRNA-155, miRNA-132, miRNA-21), pre VEGF (miRNA-17-5p, miRNA-18a,
miRNA-20a, miRNA-21, miRNA-31, miRNA-133, miRNA-200b) a p53 (miRNA-34) boli na-
dexprimované v sietniciach potkanov, ktorym bol podavany streptozotocin. NF-kB zohra-
va vyznamnu ulohu v patogenéze retinopatie, pretoze je klu¢ovym regulatorom odpovede
imunitného systému a spusta proapoptoticku kaskadu v retindlnych pericytoch. Takisto
boli u diabetickych mysi pozorované zvysené mnozstva miRNA, ktoré su regulované NF-
kB (Kovacs a kol., 2011). Protein P53 (produkt tumor supresorového génu TP53, nazyvany
aj strazca gendmu) spusta proapoptotické deje v bunkach zastavenim bunkového cyklu
a VEGF indukuje angiogenézu a endotelovil permeabilitu. DalSia &tidia opisuje znizené
mnozstvo miRNA-146 v sietnici diabetickych potkanov (Feng a kol., 2011). Cielovym gé-
nom mMiRNA-146a je fibronektin, ¢o mbze vysvetlovat zvySenu produkciu proteinov extra-
celularneho matrixu pocas diabetu.

KedZe jednym zo spusStacov DR je bunkovy stres (vratane oxidacného, mi-
tochondridlineho a stresu endoplazmatického retikula (ER)), regulacné miRNA s cielovy-
mi génmi, ktorych produkty zohravaju ulohu v odpovedi na bunkovy stres, mézu vplyvat

na ro*JODR. Relevantné gény, ktoré nie su priamo exprimované v sietnici, ale ich dysregu-
lacia lava zvysenu produkciu ROS v organizme, su hémoxygenaza-1 (HO-1), superoxid-
dismutaza (SOD 1/2) a NADPH oxidaza 4 (NOX4) (Kato a kol., 2013).
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Objavenie zapojenia  MIRNA do patofyziolégie DR otvara nove moznosti
pre vyskum a hlavne generovanie Ucinnych terapeutik, napr. podavanim intravitrealnych injek-
cii Specifickych miRNA inaktivujucich konkrétne gény vyvolavajuce DR (Zeng, Chen, 2014).
Vdaka zlepseniu technik na zachytenie miRNA, mdzu byt miRNA vyuzité aj ako biomarker
v diagnostike. Objavuju sa nové $tudie o moznej Ulohe dlhych nekédujlcich RNA v rozvoji DR
(Jaé, Dimmeler, 2015). Medzi hlavné molekulovo-biologické techniky patri kvantitativna PCR
(polymerazova retazova reakcia), DNA-mikroCipy a sekvenovanie novej generacie.

Nevyhodou epigenetickych zmien, vratane DNA metylacie, modifikacie histonov
a expresie nekodujucich RNA, je ich obrovska variabilita, a teda potreba rozsiahleho vy-
skumu, ktorym by sa podarilo odhalit kluc¢ové epigenetické zmeny veduce k DR (Kato a
kol., 2013). Progresia DR je Casto asociovana so zvySenou acetylaciou histonov, €o vedie
k zmene génového expresného profilu. Garcinol, inhibitor HAT, blokuje epigenetické mo-
difikacie a taktiez progresiu DR (Kadiyala a kol., 2012), ¢o jednak potvrdzuje ucast epi-
genetiky na metabolickej pamati a zaroven vytvara priestor pre nové terapeutické ciele.
Specifickejsia a konkrétnejsia liedba by véak mohla priniest pozitivnejsie Ucinky v ramci
inhibicie progresie DR, ako napr. cieleny silencing TXNIP pomocou siRNA. Silencing in vivo
vedie k elimindcii molekularnych abnormalit DR, akymi su zapal sietnice, hrubnutie bazalnej
2010).
Pouzitie tejto najmodernejSej techniky zacielenej na gény asociované s ochorenim by bolo

membrany endotelovych buniek, glidza a smrt gangliovych buniek (Perrone a kol.,

obzvlast ucinné na ,vymazanie* metabolickej pamate, Cize na zvratenie negativneho dopa-
du u pacientov so zle kontrolovanou glykémiou. Tymto spbsobom sa daju navrhnut terapie
zamerané na mnozstvo dalsich cielovych DNA, pripadne RNA molekul. AvSak epigeneticky
vyskum Celi viacerym problémom. Epigenetické vzory su bunkovo Specifické, vysledky vac-
Sinou pochadzaju z heterogénnych tkanivovych vzoriek, preto je ich naro¢né interpretovat.
Zaroven hyperglykémia nie je jediny rizikovy faktor DR, pretoze na zmene epigenetickych
znaciek v cielovych tkanivach sa podiela spolu s dalsimi faktormi. Ak zhrnieme ziskané vy-
sledky v oblasti epigenetiky, mézeme jednoznacne konstatovat, ze je to perspektivna cesta
dalSieho vyskumu v tejto oblasti, ktora otvara velké moznosti v detekcii novych biomarke-
rov, v diagnostike skorych stadii DM a vyvoji ucinnych lieCiv. Vhodnym nametom pre dalSie
experimentalne vyskumy je preverenie po akej dihej dobe, a Ci vobec, dochadza k zvrateniu
epigenetickych nasledkov hyperglykémie, a akou mierou sa na tom podielaju spravne stra-
vovacie navyky a cvicenie.

€

6. INE PRISTUPY STUDIA &
DIABETICKEJ RETINOPATIE
(BIOMARKERY, PROTEOMIKA,
METABOLOMIKA)

Biomarkery umoznuju identifikovat' a napomahaju monitorovat priebeh jednot-
livych stadii DR, zhorSenie zdravotného stavu pacienta alebo efektivitu lieCby. Existuju
prognostické markery (systémové alebo genetické), ktoré predpovedaju mozny priebeh
ochorenia s lieCbou alebo bez nej. Suvisia s markermi hyperglykémie, vysokym krvnym
tlakom, mnozstvom lipidov, s réznymi sérovymi markermi zapalu, endotelovou dysfunkciou
a oxidacnym stresom. Prediktivne markery predpovedaju najpravdepodobnejSiu reak-
ciu na lieCbu. V sucasnosti jediny validovany systémovy biomarker pre rozvoj DR je
glykovany hemoglobin (Cunha-Vaz a kol., 2014). Iné navrhnuté markery su mnozstvo
N-karboxymetyl-lyzinu (CML) v sére, ktoré je asociované so zavaznostou DR (Ghanem a
kol., 2011) a mnozstvo asymetrického dimetylargininu (ADMA) v sére, ktory byva zvySeny
u diabetickych pacientov s DR (Abhary a kol., 2009). Napriek tomu, ze systémove markery
su relevantné faktory, neda sa na ich zaklade predpovedat, ako sa bude DR dalej rozvijat,
pripadne progredovat (Hove a kol., 2006).

Hlavné navrhnuté biomarkery su zalozené na patofyziologickych procesoch zapo-
jenych do rozvoja DR alebo suvisia so Strukturalnymi poskodeniami v sietnici. Sietnica tvorf
maly podiel z celkovej hmotnosti tela, idealny marker by mal byt preto vysoko Specificky pre
sietnicu, aby preukazne odrazal fyziologicky stav sietnice. Identifikacia genetickych marke-
rov, ktoré by umoznili vytypovat jedincov so zvySenou nachylnostou na DR eSte v predkli-
nickom stadiu, je velmi perspektivna. Umoznila by aplikovat efektivne preventivne zakroky.
Je totiz jednoznacne potvrdené, Ze &im v skorSich Stadiach vyvinu sa zachyti DR, tym su
preventivhe zakroky efektivnejsie a v kone¢nom désledku mézu zachranit zrak diabetika.
Doteraz sa nepodarilo detegovat genetické biomarkery na &tatisticky vyznamnej trovni, o
znamena, ze samotné gény doposial neboli zaradené do diagnostickych metdd ako riziko-
vé faktory DR (Simd-Servat a kol., 2013).

61



62

Rozvoj a progresia DR nie si homogénne u vSetkych pacientov a zavisia od gene-
tickych faktorov, ktoré vSak nie su dostatocne objasnené. Zaroven ulohy jednotlivych drah
zapojenych do patofyziologickych procesov nie su u vSetkych pacientov rovnaké. Pre jednu
skupinu pacientov je esencialnym krokom pri rozvoji diabetickej retinopatie aktivacia RAGE,
u inych pacientov previadaju zapalové procesy (Simd, Hernandez, 2015). Terapia mdze
byt zamerana na niektoré drahy zapojené do DR s cielom zmiernit symptémy ochorenia.
Avsak geneticka variabilita v zd€astnenych génoch mdze vyvolat rozdielne reakcie na lie¢-
bu, ¢o je dévodom zapojenia farmakogenetiky do hladania novych lieCebnych postupov.
Napriklad bolo pozorované prepojenie VEGF polymorfizmu c. C-634G a anti-VEGF terapie.
Konkrétne pacienti s CG a GG genotypmi mali mensiu pravdepodobnost uc¢innosti lieCby
(Cho, Sobrin, 2014). Zanedbanie genetickych odliSnosti jednotlivych testovanych subjektov
v Studiach zaoberajucich sa testovanim ucinnosti terapii méze viest k zavrhnutiu diagnos-
tického markera alebo potencialne ucinnej novej terapie.

Hlavnou ulohou proteomiky je porovnanie vitrealneho protedmu (suboru protei-
nov, ktoré su produkované z gendmu daného organizmu) zdravych a diabetickych pacien-
tov s réznymi stadiami DR, v kontexte s typom diabetu. Jednym z hlavnych cielov je ob-
jasnit, pre€o u znacnej Casti pacientov s DM2 neprechadza DR az do slepoty. Proteomické
vyskumy odhalili zmeny v biologickych drahach, akymi su mediatory zapalu, koagulacie a
komplementu (Kuo a kol., 2014). Z dévodu prirodzeného multifaktoridlneho charakteru DR
je pravdepodobnejsie, ze jeden protein nebude iniciovat osamotene rozvoj ochorenia, ale
ze k patofyziologickym procesom pri vzniku DR prispieva viacero proteinov lokalizovanych
v sklovci. Aj v tejto oblasti sU nutné dalsie vyskumy.

V ostatnom obdobi sa metabolomika javi ako silny nastroj na sledovanie zmien
metabolitov a metabolickych drah v biologickych systémoch. Umoznuje pozorovat, klasifi-
kovat a vyhodnocovat komplexné biochemické alternacie pocas rozlicnych stadii ochore-
nia (Li a kol., 2011), pricom berie do uvahy geneticky profil, alternativne enzymaticke aktivity
a Zivotny $tyl (Kuo a kol., 2014). Li a kol. (2011) pozorovali zmeny mastnych kyselin (kyselina
stearova, linolénova a arachidénova), aminokyselin (kyselina asparagova) a glukézy, ktoré
varirovali medzi jednotlivymi skupinami diabetickych pacientov s diabetickou retinopatiou
alebo bez nej, a s NPDR alebo PDR.
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Sekvenovanie novej generacie (NGS) bolo prelomom v genomiokycr'}étudiéch
aplikovanych v medicine a vytvorilo nové moznosti k porozumeniu Sirokého spektra proce-
sov podielajucich sa na rozvoji ochoreni. Su to techniky, ktoré vyuzivaju iné metodické po-
stupy ako klasické sekvenovanie a umozfiuju sucasne analyzovat viacero DNA vzoriek za
podstatne kratsf ¢as. K NGS metodam patri pyrosekvenovanie (systém 454 Life Sciences),
sekvenovanie syntézou (systém llumina), sekvenovanie ligaciou (systéem SOLID) a lon Semi-
conductor Sequencing — polovodiCoveé idnove sekvenovanie. Jednou z vyhod NGS je produkcia
enormného mnozstva dat za nizsie finanéné naklady. NGS platformy mézu byt aplikované
v ramci réznych odvetvi, ako su genomika, transkriptomika, proteomika. NGS umoznuje
ziskanie novych dat neporovnatelne rychlejSie a z va&Sieho mnozstva vzoriek nez Standard-
ne pouzivané metddy, ¢i uz pri celogendmovom sekvenovani, cielenom resekvenovani ale-
bo RNA sekvenovani (vratane miRNA). Vyhodnocovanie velkého mnozstva dat mdze viest
k lepSiemu opisu genetickej variability ludskych génov a odhaleniu délezitych zmien vedu-
cich k vzniku ochoreni, a teda identifikacii adekvatnych diagnostickych markerov. Momen-
télne sa zavadzaju techniky tretej generacie sekvenovania, ktorych vyhodou je, ze analyzo-
vany usek nie je potrebné namnozit pomocou PCR, ale sekvencia sa ziskava zachytenim
signalu v realnom &ase. Medzi sekvenovanie tretej generacie patri SMRT (Single Molecule
Real-Time Sequencing) a Nanopore Sequencing.

Samotné prepojenie a aplikacia moznosti proteomiky, metabolomiky a NGS
mdze viest k prelomovym zisteniam o multifaktoridlnom ochoreni ako je DR, ktoré umoznia
UspesnejSiu diagnostiku najma v skorsich Stadiach postihnutia sietnice a cielenu liecbu.
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7. TERAPEUTICKE
PRISTUPY A PERSPEKTIVY

K rozvoju diabetickej retinopatie prispieva Siroké spektrum faktorov veducich
ku konkrétnym patologickym dejom v sietnici. Sucasné lieCebné postupy sa zameriavaju
na systémové zvladnutie choroby, teda kontrolu hladiny glukézy v krvi, krvného tlaku a
mnozstva lipidov v krvi. Gielom lieCby je dosiahnut kompenzovany diabetes mellitus. Medika-
mentdzna liecba je podporna a sluzi na zmiernenie symptémov DR. Sucasné terapeutické
postupy nie su vébec zacielené na prvotné priznaky patofyziologickych procesov v oku, ale
az pokrocilé Stadia DR su dévodom inicacie lieCby. Pristupuje sa k laserovej fotokoagula-
cii, injekciam kortikosteroidov lokalne do sklovca na zmiernenie zapalu, anti-VEGF terapii
a vitreo-retinalnym operaciam. Kortikosteroidy, okrem svojej protizapalovej aktivity, znizuju
vaskularnu permeabilitu, zmiernuju rozpad HRB a znizuju produkciu VEGF (Fanqueiro a
kol., 2015). Komplikacie vyskytujlce sa po podavani kortikosteroidnych injekcii su relativne
Casté. NajCastejSie sa vyskytuje zvysSenie vnutroocného tlaku a tvorba katarakty (Sedého
zakalu). Z tychto dévodov su aplikované len pri perzistentnych diabetickych edémoch ma-
kuly (Bandello a kol., 2014).

Laserova fotokoagulacia je neinvazivna lieCebna metdda zalozena na pouziti
zacieleného laserového IU¢a do konkrétnych oblasti sietnice, kde tkanivo absorbuje IUC.
Aplikovany laser uzatvara mikroaneuryzmy, zastavuje presakovanie z kapilar, stimuluje re-
parativnu aktivitu endotelovych buniek sietnice (Kinova a kol., 2013). Absorbcia tkanivom
vedie k lokalnemu zvySeniu teploty, ktora indukuje denaturaciu proteinov a koagulaénu
nekrézu (Fangueiro a kol., 2015). Je indikovana najma na lieCbu Klinicky vyznamného dia-
betického edému makuly. Ak je aplikovana véas, zabranuje dalSiemu zhorSovaniu zraku,
ale zvy€ajne su uz vyvolané poruchy videnia nezvratitelné. Laserova koagulacia znizuje
riziko zavaznych poruch zraku o 50 % vo vysokorizikovej skupine pacientov (Calcutt a kol.,
2009). Fotokoagulacia méze mat aj vedliajsie neziaduce Ucinky, ako su napriklad poruchy
adaptacie na zmeny svetla, zniZzenie ostrosti videnia, strata periférneho videnia, zmeny vo
farebnom videni a zhorSenie DME (Simd, Hernandez, 2015).

Pars plana vitrektomia je forma endoskopickej chirurgie, ktora sliZi na odstrane-
nie krvi z tekutiny sklovca, nadbytocného vaziva a novovytvorenych ciev. Aplikuje sa hlavne

v pripade pokrocilej retinopatie s proliferaciou, pri hrozbe straty zraku alebo zévaznych
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poruchach videnia. Mozny vedlajsi efekt tohto zékroku je urychlenie tvorby kataral%iy, co
mdze viest k rozvoju endoftalmitidy (hnisavého zapalu vnutroocnych Struktur) a odlupovania
sietnice (Mason a kol., 2006). Vitreo-retinalne operacie su financne naroéné a komplikované
zakroky, ku ktorym sa pristupuje len pri nevyhnutne hroziacej slepote. Mézu sa vyskytnut
vyznamné pooperacné komplikacie, napriklad katarakty, opakované krvacanie v sklovci,
odlupenie sietnice a neovaskularny glaukom (Newman, 2010). Idedlne by bolo ngjst lieCeb-
né metody, ktoré by zabranili prechodu ochorenia do zavaznejSieho Stadia a eliminovali by
nutnost finanéne naro&nych invazivnych zéakrokov (Simé, Hernandez, 2015).

Na lieCbu retinopatie boli v niektorych krajinach schvalené fenofibrat a kalcium
dobesilat (CaD). Fenofibrat ma protizapalové, anti-oxidacné, anti-apoptické a anti-angio-
génne Ucinky. Klinické Studie poukazuju na jeho ucinnost v inhibicii progresie preexistujucej
DR. Toto lieCivo je schvalené len v Austrdlii (Fagan, Chong, 2015). Nedavna systematicka
prehladova studia a meta-analyza poukézala na to, Zze podavanie kalcium dobesilatu
pacientom s DR je spojené s vyraznou redukciou tvorby mikroaneuryziem, hemoragii a
exudatov v sietnici (Zhang a kol., 2015). CaD zmierfiuje oxidacny stres endotelu, znizuje
permeabilitu ciev, zlepSuje hemodynamiku Upravou flexibility erytrocytov, a tym vedie k zni-
zeniu viskozity krvi, a naslednému zlepSeniu krvného toku v obehu (Kifova a kol., 2013).

Angiogenéza a neovaskularizacia su dominantné komplikacie vyvolavajlce
PDR a m6zu viest k nenavratnému poskodeniu oka, slepote. Navrhovanie modernych tera-
pii sa zameriava na hladanie spésobu ako predchadzat, pripadne inhibovat vznik nezelanej
neovaskularizacie a angiogenézy. V ostatnom obdobi sa pacientom v pokrocilych Stadiach
DR zacali podavat intravitredlne injekcie monoklonalnych protilatok anti-VEGF. Poda-
vanie anti-VEGF sa vzhladom na zachovanie, ale aj zlepSenie zraku pacientov v pokrocilych
Stadiach DR ukazalo ucinnejSie nez laserova terapia. NajtestovanejSie anti-VEGF lieciva su
ranibizumab, bevacizumab, pegaptanib a aflibercept. Ranibizumab poc¢as randomi-
zovanej Studie zlepsil videnie u 46 % pacientov v porovnani s 18 % pacientov pri pouziti la-
serovej fotokoagulacie. Po lieCbe ranibizumabom doslo k zhorSeniu zraku u 4 % pacientov
% por%\énanl’ s 20 % pacientov, ktori podstupili lieCbu laserovou fotokoagulaciou.

Napriek uc¢innosti anti-VEGF terapie je potrebné brat do uvahy, Ze sa jedna
o invazivny zasah, ktory m6ze sposobit lokalne komplikacie, ako je endooftalmitida
a odlupenie sietnice. Dlhodobé podavanie intravitredlnych anti-VEGF injekcii moze
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viest k neurodegenerécii ostatnej zdravej sietnice a porucham cirkulacie. Riziko po-
davania anti - VEGF lieCiv spociva v moznosti prechodu lieCiva do krvného obehu, ¢o
mdbze mat za nasledok vznik hypertenzie, proteinurie, zvySené riziko kardiovaskular-
nych prihod a zhorSenie hojenia ran (Simo, Hernandez, 2015). Iné angiogénne faktory
zohravajuce Ulohu v retinalnej neovaskularizacii su PDGF (rastovy faktor odvodeny
z trombocytov), HGF (hepatocytovy rastovy faktor), angiopoietiny, bFGF (zékladny
fibroblastovy rastovy faktor), CTGF (rastovy faktor spojivovych tkaniv) a SDF-1 (faktor
1 odvodeny zo stromalnych buniek) (Simé-Servant a kol., 2013). Angiogénne faktory
predstavuju mozné ciele pre navrhnutie terapii na zabranenie angiogenézy a neo-
vaskularizacie. Jednym z dalSich lieCiv je endostatin, ucinny inhibitor angiogenézy.
Endostatin je zodpovedny za inhibiciu VEGF, chemokinov, CXCL1, MMP a modulaciu
transkripcnych faktorov AP-1 a NF-kB. Aktudlne je v $tadiu klinického testovania,
s cielom zistit jeho efektivitu ako anti-angiogénneho faktora po¢as DR (Behl, Kotwani,
2015).

Neovaskularizacia v sietnici poCas diabetickej retinopatie je lokalizovana
v sklovci, ale zlyhava v ischemickych oblastiach, ¢o naznacuje pésobenie urcitych
vazorepulzivnych signélov. Semaforin 3A je vyluCovany z hypoxickych neurénov ako
odpoved na zapalové cytokiny. Vytvara chemicku bariéru, ktora zabrafuje neovas-
kularizacii v ischemickej sietnici mysi (Joyal a kol., 2011). Inhibicia semaforinu 3A
u diabetickych mysSi zabranuje retindlnemu vaskularnemu presakovaniu (Cerani a kol.,
2018). Tieto zistenia naznacuju, ze terapie zacielené na tento protein by mohli viest
k zabraneniu aberantnej neovaskularizacii pocas DR.

Vacsina inovativnych terapeutickych postupov je navrhovana na zaklade vysled-
kov animalnych $tudii. Nevyhodou je absencia idealneho animalneho modelu, ktory by ver-
ne napodobnil diabeticku retinopatiu u ludi. Pouzivanych je niekolko zivociSnych druhov,
vratane mysi, potkanov, psov, prasiat a primatov. Najpouzivanejsim modelom su mysi, vda-
ka kratkemu reprodukénému cyklu a Sirokym moZnostiam technik genetickej manipulacie
s nimi. Nevyhodou vSak je absencia makuly (ZItej Skvrny) u mysi, ktora znemoznuje vyskum
niektorych aspektov DR a pripadnych terapeutickych moznosti na tomto modeli (Simo,
Hernandez, 2015).

Hyperglykémia je hlavny induktor diabetickych komplikacii. Zacielenie terapie
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na glukdzou sprostredkované patologické procesy, ako je vaskularna dysfunké?é, inhibi-
cia RAGE signalizacie, polyolova draha a oxidacny stres, je lakavy terapeuticky pristup,
pretoze by mohol byt ucinny vodi viacerym diabetickym komplikaciam sucasne (Calcutt a
kol., 2009). AGEs, koncové produkty glykacie, maju toxicky ucinok na pericyty sietnice a
vaskularne endotelové bunky. M6zu tiez aktivovat astrocyty a gliové MUllerove bunky, ¢o
prispieva k zapalu a produkcii pro-zapalovych cytokinov, vratane TNFa, IL-1f a MCP-1
v sietnici. Cesta k Ucinnej terapii diabetickej retinopatie by mohla byt zabezpecena inhibi-
ciou tvorby AGEs, blokovanim interakcie medzi AGEs navzajom alebo atenuaciou (zosla-
benim) nimi aktivovanymi signalnych drah. Inhibicia receptorov pre AGEs (RAGE) fuznym
proteinom (obvykle kddovany spojenymi dvomi pripadne viacerymi pévodne samostatnymi
celymi génmi, alebo len ich Eastami, do jedného vysledného génu) vedie k zabraneniu tvor-
by Iézii na sietnici. Vitamin B6 je jednym z inhibitorov produkcie AGEs, a zaroven redukuje
ich akumulaciu (Simo, Hernandez, 2015). Inhibitory AGEs su napr. aminoguanidin a karno-
zin (Fangueiro a kol., 2015).

Somatostatiny (SST) reguluju sekréciu somatotropného (rastového) hormonu
a maju opacné Ucinky ako rastovy hormon, teda antiproliferacny, antiangiogénny a neuro-
protekivny. V pokrocilom stadiu DR a po¢as DME sa znizuje produkcia SST, ¢o sa vyrazne
prejavi na ich mnozstve v sklovci. Znizenie produkcie sa objavuje v skorych Stadiach DR a
je spojené s neurodegeneraciou sietnice (Carrasco a kol., 2007). Oktreotid je somatosta-
tinovy analdg, inhibuje rastovy hormoén a je pouzivany v terapii DR. Podavanie oktreotidu
pravdepodobne reguluje odpoved' ciev na hypoxické prostredie v sietnici prostrednictvom
modulacie mnozstva VEGF a jeho receptora (Palii a kol., 2008).

Inhibitory protein kinazy C predstavuju mozny spdsob prevencie neovaskula-
rizacie. PKC draha zohrava fundamentalnu Ulohu v transdukcii signalu a iniciacii patofyzio-
logickych procesov DR. Hyperglykémia priamo aktivuje PKC, ¢o vedie k zvySenej cievnej
permeabilite, zmenam bazalnej membrany a stimulacii angiogenézy. Z tohto dévodu boli
navrhnuté terapeutické pristupy zaloZzené na principe inhibicie PKC. Prva a druha gene-
racial PKC inhibitorov bola uréena na experimentdlne Ucely (napr. staurosporin, isoqui-
nolinsulfonamidy) a neboli Specifické voci konkrétnym izoformam PKC. V roku 1996 bol
pripraveny: ruboxistaurin, ktory Specificky inhiboval izoformy PKC-BI a PKC-fIl. Podavanie

ruboxistaurinu zniZilo aktivitu PKC, upravilo krvny prietok v sietnici u pacientov s oboma

_ typmi diabetu. Ruboxistaurin taktiez inhiboval mitogénnu odpoved na VEGF v animalnych
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modeloch (prasatd), z oho vyplyva, ze prave PKC-f je esencialnym mediatorom migracie
a proliferacie endotelovych buniek vyvolanych VEGF. Inhibicia PKC vedie k znizeniu mie-
ry procesu angiogenézy. Podavanie ruboxistaurinu sposobilo aj znizenie adhézie leukocy-
tov v mikrovaskularnom riecisku sietnice. V roku 2006 bola firmou Eli Lilly podana Ziadost
o autorizaciu ruboxistaurinu. Americka FDA (U.S. Food and Drug Administration) Ziadost schvalila
pod podmienkou dodatocnych Klinickych testov, na o spolo¢nost Eli Lilly svoju ziadost
stiahla. Odvtedy prebehlo niekolko klinickych testov, ktoré zatial neviedli k uvedeniu lieCiva
na trh (Bansal a kol., 2013).

Hypertenzia zhorSuje priebeh diabetickej retinopatie, konkrétne vedie k skorsie-
mu nastupu a zavaznejSim zapalovym procesom v sietnici charakterizovanymi zvySenou
expresiou ICAM-1, VEGF a NF-kB. Aktivacia angiotenzinového receptora angiotenzinom,
ktory sa podiela na regulacii krvného tlaku, stimuluje viacero drah zapojenych do pato-
fyzioldgie DR, vratane zapalu, oxidacného stresu, akumulacie AGEs, neurodegeneracie,
leukostazy a aktivacie mediatorov angiogenézy (Amano a kol., 2003). Farmakologicka blo-
kada receptora vedie k oslabeniu tychto dejov (Wilkinson-Berka, 2006). Kandesartan je
blokator receptoru pre angiotenzin Il. Randomizovana, dvojito zaslepena studia DIRECT
(Diabetic Retinopathy Candesartan Trial), poCas ktorej sa pacientom podavalo placebo alebo kan-
desartan, poukazala na délezitost RAA systému v patogenéze DR. U pacientov s diabetom
typu 1 znizoval vyskyt DR 0 18 %. V pripade diabetikov typu 2, kandesartan zniZil incidenciu
DR 0 34 % u pacientov s retinopatiou v skorych stadiach (Chaturvedi a kol., 2008; Sjolie
a kol., 2008). Antihypertenzivna lieCba losartanom (blokator ANGTRI) zmierriuje symptomy
diabetickej retinopatie v animalnych modeloch (Silva a kol., 2007). Losartan taktiez reduku-
je poSkodenie sietnice vyvolané zapalom a oxidacnym stresom znizenim produkcie oxidu
dusnatého (Silva a kol., 2010).

Inhibitory angiotenzin konvertujuceho enzymu (ACEI) maju vplyvom znizo-
vania tlaku krvi protektivny ucinok voci vzniku edému makuly a retinopatie. Tieto zistenia
naznacuju, ze blokacia RAA systému ma antioxidacné, anti-apoptotické a protizapalové
ucinky, ktoré by mohli prispiet k lieCbe DR. AvSak klinické Studie nepriniesli pozadované
vysledky efektivnosti farmakologickych blokad roznych Casti RAA systému na zavedenie do
klinickej praxe (Simo, Hernandez, 2015).

Jednym z hlavnych induktorov diabetickej retinopatie je oxidaény stres vyvolany
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primérne hyperglykémiou a naslednou aktivaciou metabolickych drah vznikom kyslkewych

radikalov. Sietnica je vyrazne citliva voci oxidacnému stresu najma z dévodu vysokych ener-
getickych narokov. Dochadza k dysfunkcii mitochondrii, o vyrazne urychluje apoptdzu re-
tinalnych buniek. Superoxiddismutaza je prvou liniou obrany voci superoxidovym radikalom
(Rosales a kol., 2010). Superoxidové radikaly vyvolavaju okrem poskodenia proteinov a
lipidov aj poSkodenie DNA tvorbou oxidacne modifikovaného guaninu (8-OHdAG — 8-hy-
droxy-2-deoxyguanozin), ¢o vedie k nezvratnym genotoxickym zmenam. Podavanie anti-
oxidantov (napriklad zeleného ¢aju, kakaa, SOD mimetik, vitaminu E alebo doplnkov stravy
so zeaxantinom, luteinom, kyselinou lipoovou, omega-3 mastnymi kyselinami) hlodavcom
predstavuje Ucinnu prevenciu mikrovaskularnych poskodeni (Simo, Hernandez, 2015). Po-
davanie SOD mimetika, tempolu, obnovilo endotelovl vazodilataciu v modelovych orga-
nizmoch, znizilo mieru leukostazy, pravdepodobne redukciou tvorby ROS (Rosales a kol.,
2010). Animalne Studie, kde zvieratam podavali antioxidanty, flavonoidy v strave (zeleny
¢aj, kakao, vitamin C a E), poukazali na znizenie vplyvu oxidacného stresu na retinalne
bunky. Zabranenie inhibicie retindlnej glutationreduktazy, glutationperoxidazy a aktivity SOD
viedlo k zlepSeniu stavu testovanych jedincov (Mustata a kol., 2005). Dalsia Studia na 381
zUCastnenych pacientoch preukazala, ze zvySena konzumacia ovocia s vysokym obsahom
flavonoidov bola asociovana s 30 % znizenim rizika vzniku DR (Mahoney a kol., 2014). Av-
Sak Klinickych studii na tuto tému je malo a maju nepreukazné vysledky. Suhrn testovanych
flavonoidnych latok na animalnych modeloch s ich U¢inkom je uvedeny v publikacii Testa a
kol., 2016.

7.1. DYSLIPIDEMIA

Dyslipidémia je jednym z hlavnych rizikovych faktorov vzniku kardiovaskularnych
ochoreni. Prisna glykemicka kontrola a kontrola krvného tlaku znizuju riziko vzniku a mieru
progresie diabetickej retinopatie, avsak uloha lipidov v patogenéze DR nie je Uplne objas-
nena (Chang, Wu, 2013). Zo spominanych metabolickych a signalnych drah pozmenenych
hyp kémiou su za zmeny mnoZstva lipidov pocas DR pravdepodobne zodpovedné
PKC?%élna draha a nadmerna akumulacia AGEs.

Zvysena akumulécia mastnych kyselin s dlhym retazcom, typicky znak dyslipidé-
mie, vedie k ich zvySenej transformacii na diacylglycerol, hlavny aktivator PKC. Sietnica je
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vystavena intenzivnemu oxidacnému stresu, nasledkom ¢oho dochadza k akumulacii lipi-
dov a modifikacii proteinov, ¢o vedie k nahromadeniu koncovych produktov pokrocilej
lipooxidacie (ALEs). ALEs je pomenovanie pre skupinu produktov vznikajucich neenzy-
matickou reakciou reaktivnych foriem uhlika (RCS, reactive carbonyl species). RCS su tvo-
rené peroxidaciou lipidov a reakciou lipidov s nukleofilnymi zvySkami makromolekul (Vistoli a
kol., 2013). Patogénny ucinok ALEs je velmi obdobny p&sobeniu AGEs, teda strata funkcie
modifikovanych proteinov, tvorba krizovych vazieb medzi proteinmi, veduca k Struktdrnym
aj funk&énym zmenam zasiahnutych proteinov.

Studie zaoberajlice sa vztahom medzi dyslipidémiou a vznikom DR priniesli roz-
poruplné vysledky. Maioli a kol. sledovali mnozstvo lipoproteinu (a) (Lp(a)) u pacientov
s prvym typom diabetu trvajucim minimalne 15 rokov (jedna skupina pacientov mala DR,
druha nevykazovala detekovatelné zmeny na sietnici, tretia skupina bola kontrolna, teda
tvorena zdravymi jedincami). Preukazali, Zze hladina sérového Lp (a) bola vyrazne vySSia
u pacientov s retinopatiou (Maioli a kol., 1993). Suehiro a kol. potvrdili rovnaké vysledky aj
pri druhom type diabetu, kde najvyraznejSie zvysenie mnozstva Lp (a) bolo pri PDR (Suehiro
akol., 2002). Niektoré dalsie Studie vSak Statisticky vyznamné zmeny Lp (a) nezaznamenali
(Winocour a kol., 1991; Boemi a kol., 1997).

Santos a kol.sledovali suvislost medzi polymorfizmami v géne pre apolipopro-
tein E (ApoE) a mierou produkcie tvrdych exudatov v sietnici. Zda sa, ze alela epsilon4 je
potencialny rizikovy faktor zodpovedajuci za vySSiu mieru tvorby tvrdych exudatov a straty
zraku pri DR u pacientov s DM1 v mexickej populacii (Santos a kol., 2002).

Bola taktiez pozorovana vyznamna asociacia medzi znizenym mnozstvom apo-
lipoproteinu A1 (ApoA1) a vznikom PDR. ApoA1, stucast HDL-C, mbzZe spustat vazopro-
tektivne mechanizmy vdaka schopnosti indukovat spéatny transport cholesterolu z peri-
férnych tkaniv do pecene a zabranit oxidacii LDL-C. LDL-C pdsobi cytotoxicky na bunky
hladkého svalstva a spdsobuje endotelovi dysfunkciu. ApoAT je kltucovy faktor braniaci
akumul&cii lipidov v sietnici a chrani sietnicu pred oxidacnym stresom (Hu a kol., 2012).

V sUcCasnosti sa testuje protektivny Ucinok niekolkych lieciv znizujucich mnozstvo
lipidov v organizme. Fenofibrat je agonista receptoru pre PPAR (peroxizomovym prolifera-

torom aktivovany receptor) a zmierniuje dyslipidémiu. PouZitie fenofibratu prospesne vplyva
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na produkciu tvrdych exudatov v sietnici, o vak nespdsobilo vyrazné zlepSenie videnia,

no z dihodobého hladiska sa znizovala pravdepodobnost potreby laserovej fotokoagulacie,
Ci vzniku DME (Chang, Wu, 2013). Klinické Studie zamerané na prospesny ucinok statinov
(dihodobo najpouzivangjsich liekov na liecbu hypercholesterolémie) pri DR priniesli nejed-
noznacné vysledky (Zhang, McGwin, 2007).

Terapeutika znizujuce mnozstvo lipidov mézu byt efektivne pouzivané ako adju-
vantna liecba pri zvladnuti priebehu diabetickej retinopatie popri prisnej kontrole glykémie a
krvného tlaku. Pre pochopenie presnej Ulohy dyslipidémie v patogenéze DR su vSak nevy-
hnutné dodato¢né vyskumy.

7.2. NEURODEGENERACIA

Diabeticka retinopatia je povazovana za mikrovaskularne ochorenie retiny. Ob-
javuju sa vsak dbkazy, ze v skorych fazach DR zohrava uUlohu v patofyzioldgii ochorenia
neurodegeneracia sietnice (Simd, Hernandez, 2014). Prepojenie a mechanizmus signa-
lizacie medzi neurodegenerativnymi procesmi a mikroangiopatiou prindsa dalSie moznosti
v navrhnuti novych terapeutickych pristupov.

Sietnica sa sklada z niekolkych vrstiev neurénov (neuroretina), z monovrstvy pig-
mentovych buniek (RPE, retinalny pigmentovy epitel) a cievovky (chorioidea), ktora zabez-
pecCuje vyzivu retiny. Neurdny citlivé na svetlo su fotoreceptorové bunky (tycinky, ¢apiky
a fotosenzitivne gangliové bunky). Pre spravne videnie je nevyhnutna neurdlna integrita.
U diabetickych pacientov bolo pozorované zhorsené rozoznavanie odtiefiov a kontrastoy,
spomalené prispdsobenie sa tme a abnormalne zorné pole, a to i bez rozvoja mikrovas-
kularnych abnormalit. Tieto zmeny boli detegované pomocou multifokalneho elektro-
retinografu (mfERG). MfERG je metdda vyuzivana v ocnom lekdrstve a zaznamendava
elektrické potencialy, ktoré vznikaju stimulaciou fotoreceptorov pomocou svetla. Tvar krivky
elektroretinografu zavisi od intenzity, dizky a farby stimulu (Hrazdira, Mornstein, 2001). Pre-
dfier&mplicitného Casu odpovede na stimul pri ERG je prediktorom rozvoja viditelnych
vaskularnych abnormalit v priebehu jedného az troch rokov (Simd, Hernandez, 2015).

Neuralna apoptéza a reaktivna gliéza (zmnozenie glidinych buniek) su charak-
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teristické pre neurodegeneraciu sietnice . Vyskytuju sa u diabetickych pacientov aj bez
pritomnosti abnormalit mikrocirkulacie pripadne len s miernymi priznakmi DR. Neuronalne
degenerdcie vedu k stenSeniu neuroretiny.

Miera a vyznam Ucasti neurodegenerativnych procesov v skorych stadiach DR
nie je Uplne jasna. K odhaleniu suvislosti tychto procesov by mohla napoméct prebiehajuca
klinicka studia EUROCONDOR (EudraCT Number: 2012-001200-38), ktora sa zameriava
na vplyv neuroprotektivnych latok (somatostatinu a brimonidinu) u diabetickych pacien-
tov. Moznosti zmiernenia nasledkov neurodegeneracie v sietnici je niekolko. Délezitu ulohu
pri zaniku neurdnov zohrava akumulacia glutamatu. Glutamat je hlavny neurotransmiter
v retine a jeho mnoZstvo je zvysSené v extracelularnom priestore v diabetickych experimen-
talnych modeloch, a tiez v sklovci diabetikov s PDR (Simd, Hernamdez, 2014). Nadbytok
glutamatu vedie k nadmernej aktivacii ionotropnych glutamatovych receptorov (receptor je
stc¢asne idnovy kanal), hlavhe AMPA a NMDA receptorov, ¢o vyUstuje v nekontrolovanu
intracelularnu odpoved' v postsynaptickych neurénoch a v bunkovd smrt (Ng a kol., 2004).
Tento jav sa nazyva excitoxicita. Pouzitie blokatorov glutamatovych receptorov, konkrét-
ne memantinu, viedlo k zmierneniu procesu neurodegeneracie a vaskularnych abnormalit
u diabetickych mysi (Kusari a kol., 2007).

Produkcia endogénnych neuroprotektivnych faktorov, ako je napr. PEDF (fak-
tor derivovany z pigmentového epitelu) a SST (somatostatin), je v sietnici diabetikov
znizena. Znizena expresia tychto faktorov méze narudit schopnost sietnice odolavat ne-
urotoxickym agensom. Okrem zniZenia produkcie neuroprotektivnych faktorov v sietnici,
dochadza aj k zvySenej produkcii neurotrofnych a tzv. survival faktorov, ako je VEGF a erytro-
poetin. K tymto zmenam dochadza v skorych stadiach DR a nie su indukované ischémiou
(Simo, Hernandez, 2014). Podavanie prirodnych neuroprotektivnych faktorov, ktorych je
nedostatok v diabetickych sietniciach, mdze byt dalsi spdsob boja voci neurodegeneracii.
K takymto faktorom patri PEDF, SST, kortistatin, neurotrofiny (Simo, Hernandez, 2015).

PEDF ma neurotropné, neuroprotektivne, anti-angiogénne, anti-vazopermeabilng,
anti-zépalové a anti-oxidacné ucinky. Intravendzne podavanie PEDF diabetickym mysSiam
viedlo v skorych stadiach DR k inhibicii leukostazy, zabrafiovalo neuralnym komplikaciam a

vaskularnej hyperpermeabilite prostrednictvom inhibicie oxidacného stresu (Yoshida a kol.,
2009). PEDF znizuje expresiu chemickych mediatorov zapalu, ako je VEGF, TNF-a, ICAM-1
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v endotelovych bunkach ciev sietnice. Znizuje taktiez mieru akumulacie glutamé?u (Simo,
Hernandez, 2015). Meta-analyza v8ak neodhalila asociaciu medzi polymorfizmami v tomto
géne a vznikom DR (Abhary a kol., 2009).

V sklovci DR pacientov je vyznamne znizené mnozstvo somatostatinu, ¢o je
asociovaneé s retinalnou neurodegeneraciou. Podavanie SST diabetickym potkanom zmier-
nilo tieto procesy. DoSlo pravdepodobne k vyrovnaniu diabetom vyvolanej nerovnovahy
medzi proapoptickymi a anti-apoptickymi signalmi a redukcii akumulacie glutamatu (Simo,
Hernandez, 2015).

Intravitredlne podavanie erytropoetinu chrani diabetické potkany pred neurogli-
alnou a vaskularnou degeneraciou v sietnici, ¢o by mohlo naznaCovat pozitivny ucinok EPO
spocivajuci v neuroprotekcii, stabilizacii ciev a zvySenej miery reparacie tkaniv. Avsak EPO
mdze zosilfnovat ucinok VEGF, ¢o by naopak viedlo k zhorSeniu stavu a podpore neovasku-
larizacie (Grant a kol., 2008).

Doxycyklin (tetracyklinové antibiotikum) ma protizapalové a neuroprotektivne
vlastnosti nezavislé na jeho antibakterialnom Ucinku. Nizke davky doxycyklinu zlepsuju
funkciu sietnice u diabetickych pacientov so zavaznou NPDR alebo s PDR (Scott a kol.,
2014).

Stdle sa vynaraju dbkazy, ze neurodegeneracia sa podiela na skorych mikrovas-
kularnych zmenach v diabetickej sietnici, rozpade HRB, vazoregresii a neurovaskularnom
prepojeni (obr. 16). Hyperglykémia pravdepodobne indukuje zvySené mnozstva extracelu-
larneho glutamatu veduce k nadmernej aktivacii NMDA receptorov. Aktivované receptory
vyvolaju produkciu VEGF a rozpad HRB (Kusari a kol., 2010). K tymto dejom prispieva
aj gliaina dysfunkcia. Vazoregresia je primarna odpoved mikrociev sietnice na chronicku
hyperglykémiu a je charakterizovana stratou pericytov s naslednou tvorbou acelularnych
kapilar (Simd, Hernandez, 2014).
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Obr. 16 Procesy veduce k symptémom diabetickej retinopatie a postavenie neurodege-
neracie v patofyziologickych procesoch. DAG-PKC - diacylglycerol-proteinkinaza C, AGEs
— koncové produkty pokrocilej glykacie, RAAS — renin-angiotenzin-aldosteron systém, HRB — hema-

to-retinalna bariéra (upravené a prelozené podia Simod, Hernandez, 2014)

Terapeutické postupy zalozené na neuroprotekcii otvorili nové moznosti hladania
ucinnych preventivnych opatreni u pacientov s DR. Zabranenie neurodegeneracie by zmier-
nilo mikrovaskularne poskodenie v neskorsich fazach DR. K vyrazne pozitivnym vysledkom
by mohla viest su¢asna redukcia oxidacného stresu spolu s podavanim neuroprotektivnych
latok. Kyselina askorbova je Ucinny antioxidant, ktory sa zucastnuje na produkcii neuro-
peptidov a inhibuje VEGF, a prave Stadium PDR je charakteristické znizenim jej mnozstva
v sklovci pacientov. Podavanie kyseliny askorbovej méze potencialne zmiernit priznaky DR
na sietnici (Barba a kol., 2010).

Pre zavedenie neuroprotektivnej lieCby je esencialna skora identifikacia znakov
neurodegeneracie. Vacsina pacientov je vsak v tomto stadiu asymptomaticka, preto nie su
adekvatne agresivne spdsoby lieCby. Je nutné vytvorit a vyhodnotit viaceré klinické studie,

ktorych cielom bude zistit optimalny spdsob podavania lie¢iv a stanovit ich najucinnejsiu
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koncentraciu.

Odhalenie neurodegeneracie v patogenéze DR poskytuje novy pohlad na navrh-
nutie novych ucinnych diagnostickych metdd a terapii.

7.3. NANOMEDICINA

Nanomedicina je medicinsky odbor zaoberajlci sa aplikaciou nanotechnoldgif
v Klinickej medicine. Nadvazuje hlavne na molekularnu medicinu. Nano€astice (1-1000
nm) su pouzivané s roznym klinickym zameranim, pricom mozu byt pouzité ako nosi¢ danej
latky (terapeutika) do organizmu s cielom lieCby alebo prevencie ochorenia. Nanocastice
poskytuju mnozstvo vyhod oproti podavaniu terapeutik samostatne alebo klasickymi spo-
sobmi. Vacésina terapeutik je problematicka, najmé z dévodov slabej rozpustnosti, vysokej
toxicity, nutnosti vysokého davkovania pre dosiahnutie terapeutického efektu, agregacie,
enzymatickej a chemickej degradacie, a tiez polCasu rozpadu. Vlozenie terapeutika do na-
nocastice prekonava tieto limitacie a naviac umoznuje cielene dorudit terapeutikum na ze-
lané miesto Ucinku, do Specifickych buniek alebo tkaniva (Fangueiro a kol., 2013; Fangueiro
akol., 2015).

Anatomicky je oko izolovany orgén rozdeleny na prednu a zadnu ¢ast. Udinok
lieCiva aplikovaného lokalne pomocou ocnych kvapiek je obmedzeny len na prednu cast
oka. Aby liecivo dosiahlo zadnu Cast oka, je ho mozné aplikovat cez spojovku (prekrvenu
sliznicu pokryvajlcu povrch oka a vnutornu stranu vie€ok), o¢né bielko alebo rohovku, napr.
pomocou invazivnych metdd, ako su intravitredlne injekcie a implantaty. Liecivo mbze p6-
sobit' na zadnu Cast oka aj v pripade, ze sa tam dostalo z krvného obehu (Al-Halafi, 2014).
Takto podané lieCivo vSak musi prekonat niekolko anatomickych bariér, akymi su epitel a
endotel rohovky, endotelidine bunky sietnice, pigmentovy epitel sietnice, a nevyhodou je aj
potreba vacsich davok, ako pri lokalnom podavani.

- NajstudovanejSie nanocCastice testované pri DR su polymerické nanocastice a
Iipid& nanocastice. Medzi lipidové nanocastice patria tuhé lipidové nanocastice (SLN
— solid lipid nanoparticles), nanostrukturne lipidové nosice (NLC — nanostructured lipid carriers),
lipozémy, lipozomy pokryté polyetylénglykolom, dendriméry a kationové nanoemulzie. Li-
pozémy su laboratorne vytvorené nosice, ktoré umoznuju vniest nukleovu kyselinu (NK)
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do bunky. Maju fosfolipidovu Strukturu s typickou hydrofilnou a hydrofébnou zlozkou. Fo-
sfolipid obklopuje malé mnozstvo vody, v ktorej je rozpustena nukleova kyselina. Velkost
prenasanej NK je neobmedzena. Pri spojeni s cielovou bunkou splynie lipozém s bunkovou
membranou, ¢im umozni vstup nukleovej kyseliny do bunky. Vyhodou je nizka toxicita lipo-
zémov a to, Ze nevyvolavaju imunitnd odpoved.

Kombinacia klasickych lieCiv s nanoCasticami pomaha prekonat limitacie lieCiv
a zvysit ich Ucinnost pri nizsich davkach, zlepsit ich stabilitu a zacielit ich len na sietnicu.
Niektoré studie prinasaju slubné vysledky ¢akajuce na zavedenie do praxe. Aktualne po-
uzivané nanodastice a ich Uginok je zhrnuty v Fangueiro a kol., 2015. Casom mozno tieto
technoldgie prinesu efektivny spbsob terapie, vdaka ktorému budu invazivne zakroky Uplne
eliminované.

Pri hladani U¢innych terapeutickych pristupov mézu negativne vysledky klinickych
Studii spocivat v zaradeni pacientov v pokrocCilych Stadiach DR, pricom nové lieCiva su
testované na animalnych modeloch s cielom zabranit rozvoju pokrocilych stadii. Teda tieto
testovaneé lieCiva nie su Uc¢inné pri regresii existujucich priznakov (Simé, Hernandez, 2015).
Z tohto dévodu méze byt ucinnost terapeutik v Klinickej Studii skreslena a podcenena.

Pri navrhovani novych terapeutickych pristupov zameranych na konkrétne pri-
znaky DR poskytuje multifaktorialny charakter tohto ochorenia mnozstvo réznych cielov.
Analyza kandidatnych génov, charakterizacia genetickej variability v celom spektre fenoty-
pov DR, najdenie polymorfizmov vyznamne asociovanych s DR alebo priamo vplyvajicich
na funkciu zapojenych génov napomdze hibsiemu pochopeniu patogenézy diabetickej re-
tinopatie. To by umoznilo vyvoj efektivnejsich terapii suasne zacielenym na viacero proce-
sov. Kombindcia viacerych inovativnych terapeutickych pristupov by mohla viest k Uspes-
nému vysledku, nakolko existencia jediného univerzalneho lieku v prevencii vzniku a terapii
DR zrejme nie je realna.

8. ZAVER

Diabeticka retinopatia zostava aj nadalej jednym z najkomplexnejsich heterogén-
nych a multifaktoridlne podmienenych ochoreni, ktorym sa zaoberaju genetické Studie.
Celosvetovo je jednou z najcastejsich priCin slepoty a poskodeni zraku v civilizovanych kra-
jinach. LieCebné moznosti s znacne obmedzené. Zakladné predpoklady pre spomalenie
vzniku a priebehu ochorenia predstavuju: kontrola diabetu dodrziavanim normoglykémie,
kontrola krvného tlaku a hladiny lipidov spolu s eliminaciou oxida¢ného stresu. Oxidacny
stres je vyznamny rizikovy faktor poSkodenia mikrovaskularneho rieCiska a nadprodukcia
reaktivnych kyslikovych radikalov v mitochondriach méze byt v pozadi viacerych patolo-
gii pocas diabetickej retinopatie. V pripade nedodrzania lieCebnych opatreni dochadza
na sietnici k dlhodobym az nezvratnym nasledkom. Z tychto dévodov sa celosvetovy
vyskum zameriava na pochopenie patofyziologickych procesov prebiehajucich v sietnici
s cielom predchadzat ochoreniu, hladat nové spdsoby diagnostiky a lieCby skorych rever-
zibilnych Stadif.

Vysledky Studii a pozorovani poukazuju na to, ze na vzniku DR sa vyznamne po-
dielaju aj genetickeé faktory. Tieto dokazy pochadzaju z réznych zdrojov. Na prvom mieste
treba spomenut, ze u pacientov s rovnakym klinickym priebehom a kompenzaciou dia-
betu dochadza k rozvoju DR len u &asti pacientov. Dokonca aj v pripade dizky trvania
diabetu, jedného z najuznavanejsich rizikovych faktorov diabetickej retinopatie, sa u pa-
cientov pozorovali vyznamné rozdiely. U niektorych diabetikov sa ani po mnohych rokoch
zle kompenzovaného diabetu nerozvinie retinopatia, kym u inych sa objavia priznaky DR uz
po kratkej dobe trvania kompenzovaného diabetu. Jedinym vysvetlenim tohto javu je od-
lisna geneticka predispozicia pacientov s diabetes mellitus. V prospech genetickych faktorov
hovori aj opakovany vyskyt DR v rodinach s pozitivnou anamnézou diabetu. Konkordancia
vyskytu diabetickej retinopatie u monozygotnych dvojciat je vyssia v porovnani s dizygot-
nymi. Najpresvedcivejsie ddkazy o Ulohe genetiky pochadzaju priamo z vazbovych analyz.
Na druhom mieste treba spomenut populacné rozdiely vo vyskyte DR. VWrazné rozdiely
sa nasli medzi Afro-ameri¢anmi a Ameri¢anmi eurépskeho pévodu, ¢o je spbsobené ich
odlié%genetickou vybavou v predispozicii na vznik retinopatie.
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VSeobecne prevliada nazor, ze nachylnost k vzniku DR je sposobena velkym
mnozstvom relativne beznych alelickych variant s miernym ucinkom. Zalezi aj na spolup6-
sobeni tychto alel, a v neposlednej rade aj na faktoroch vonkajsieho prostredia. Snahou je
identifikovat lokusy zodpovedné za vznik DR. Kazdy DNA polymorfizmus ma svoj podiel
na zvyseni rizika vzniku diabetickej retinopatie. Ako kandidatne gény sa analyzovali predo-
vSetkym gény kddujuce proteiny biochemickych drah. Napriek velkému mnozstvu genetic-
kych analyz, animalnych modelov a Studif nie su k dispozicii jednoznacné vysledky a mnohé
si dokonca protireCia. Pochopenie genetiky diabetickej retinopatie je otazkou buddcnosti, a
preto stale existuje obrovsky priestor pre klinikov a genetikov odhalit podstatu tohto kom-
plexného ochorenia. V oblasti genetiky sa objavuju viaceré vyzvy, pretoze tradicné a bezne
pouzivané pristupy zlyhavaju.

Pri navrhovani terapeutickych pristupov sa ¢asto zabuda na ulohu genetického
pozadia ochorenia, ¢o mdze byt jednym z neudspechov na tomto poli. Vdaka moZnos-
tiam, ktoré poskytuju nové technoldgie v oblasti molekulovej diagnostiky, predovSetkym
sekvenovania novej generacie, dbjde pravdepodobne v blizkej buducnosti k integracii a
prepojeniu vysledkov z rdznych odvetvi, ktoré su sucastou genomiky, farmakogenomiky,
transkriptomiky, proteomiky alebo metaboliky. Vytvorenie DNA banky s podrobnymi anam-
nestickymi, diagnostickymi a laboratérnymi udajmi slovenskych pacientov s diabetickou
retinopatiou, bude excelentnym a nenahraditelnym prostriedkom pri vyskume ulohy ge-
netickych faktorov v samotnej patogenéze tohto ochorenia. Pomocou novonadobudnu-
tych poznatkov by sa mohlo podarit navrhnut a aplikovat do praxe spolahlivé diagnostické
postupy a efektivnejSiu terapiu so Sirokym zaberom Ucinku. Buducnost dozaista prinesie
prelomoveé objavy tykajuce sa diagnostiky tejto komplexnej a zavaznej komplikacie diabetu
postihujucej ludi v produktivnom veku.
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9. ENGLISH SUMMARY

Diabetes mellitus is one of the most significant health problems worldwide. Diabetes
is a metabolic disorder in which elevated blood sugar levels are present as a result of the
inability to produce a sufficient amount of insulin (type 1) or as a result of cellular insulin
resistance (type 2). Both types of diabetes are associated with hyperglycaemia, oxidative
stress and inflammation. Progress in medicine has led to prolongation of diabetic patients’
life but chronic complications of diabetes mellitus have become more frequent. These com-
plications markedly decrease the quality of life and overall health condition of diabetics.
Diabetic angiopathy is the most severe complication of diabetes mellitus and 75 % of dia-
betics die because of it. In regard to the type of the affected vasculature, two categories
of angiopathy are known, microangiopathy and macroangiopathy. Coronary artery disease,
atherosclerosis, hypertension and stroke belong to the complications caused by macroan-
giopathies.

Diabetic retinopathy is a common severe microangiopathy and complication
of diabetes mellitus that can lead to blindness without proper medical treatment. Overall pre-
valence of diabetic retinopathy is 22-37% in individuals with the diagnosed diabetes. It is
a degenerative disorder of retina and the most frequent cause of visual impairment and
blindness among people in productive age worldwide alongside with macular oedema. Ty-
pical characteristics of the disease are a retinal microvascular damage as a result of prolon-
ged exposure to metabolic changes induced by diabetes. First stage of diabetic retinopathy
is a nonproliferative form of the disease for which hypoxic conditions, venous bleeding,
microaneurysms, vascular leakage, hard exudates, intraretinal microvascular abnormalities
and cotton wool spots are typical. When these complications induce neovascularization
in retina, diabetic retinopathy progresses to advanced stage called proliferative diabetic
retinopathy.

Diabetic retinopathy remains one of the most complex heterogeneous and multi-
factorial diseases which are objects of the genetic studies. Although the numerous experi-
mental and clinical studies have been realised during the last decades, the aetiology of this
complex disease still remains unclear and poorly understood. This is not surprising consi-
dering the multifactorial and complex character of diabetic retinopathy. The development of
diabetic retinopathy is associated with environmental and genetic factors. One of the most
significant risk factors is hyperglycaemia. Aimost all patients with diabetes mellitus type 1 and
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more than 60% of patients with diabetes mellitus type 2 are anticipated to have some type of
retinopathy within the first ten years of the diagnosing the diabetes. However, it is not fully
clarified how hyperglycaemia exactly causes the damage to the retinal microvasculature.
In summary, hyperglycaemia leads to increased vascular permeability, haemostatic abnor-
malities, endothelial dysfunction, increased tissue ischemia, angiogenesis and neovascula-
rization. In the case when hyperglycaemia is not strictly regulated, it can lead to irreversible
structural and functional changes in vasculature and neural tissue of retina. Involvement
of several biochemical pathways which can elucidate the role of hyperglycaemia in diabe-
tic retinopathy pathophysiology has been proposed, including activation of diacyl-glycerol
(DAG)-PKC pathway, accelerated formation of advanced glycation endproducts (AGE), in-
creased polyol pathway flux, increased expression of growth factors (VEGF, IGF-1), haemo-
dynamic changes, renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), leukostasis, subclinical
inflammation, and oxidative stress that leads to increased expression of several proinflam-
matory genes (NF-kB, TGF-B, NOX4, Nrf2, etc.). Genetic studies are mainly focused on
members of these signaling and biochemical pathways. Other contributors to the risk of
development of diabetic retinopathy are dyslipidemia and high blood pressure.

Diagnostic methods of diabetic retinopathy in clinical practice include ophthal-
moscopy, optical coherent tomography, retinal photography and fluorescent angiography.
Main purpose of these methods is a detection of structural changes in retina.

Therapeutic possibilities are limited and are primarily focused on systemic ma-
nagement of the disease. Strict control of hyperglycaemia, hypertension and lipidemia
alongside with elimination of oxidative stress is the main precondition for inhibition of dia-
betic retinopathy progression. The aim of the therapies is to compensate diabetes mellitus.
Pharmacotherapies attenuate symptoms of diabetic retinopathy but they are applied after
development of pathological changes in retina when the diabetic retinopathy is in advanced
stages. Laser photocoagulation, injection of corticosteroids into the vitreous body for redu-
ction of inflammation, anti-VEGF therapies and vitreo-retinal surgeries are the most usually
used therapies. The retina undergoes lifelong irreversible damage in the case of neglected
preventive measures.

Research in the field of diabetic retinopathy is focused on understanding how the

pathophysiological processes in retina are initiated and its goals are to find ways how to
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prevent retinopathy formation and appropriately detect early its stages before severe retinal
damage.

Genetic predispositions to diabetic retinopathy or some aspects of diabetic reti-
nopathy pathophysiology are unknown. There are several types of genetic studies such as
family studies, linkage studies, candidate gene studies or genome-wide association studies
that are based on different approaches. It is common, that patients with the same control
of hyperglycaemia, duration of diabetes and other risk factors could have diametrically
different consequences of diabetic retinopathy which can be explained by their different ge-
netic make-up. Recurrent incidence of diabetic retinopathy in family history is also in favour
of genetic contribution to development of diabetic retinopathy. Concordance of diabetic
retinopathy in monozygotic twins is higher than in case of dizygotic twins. Although genetic
studies are using distinct methods, their conclusions for diabetic retinopathy are in general
the same — diabetic retinopathy has definitely a genetic background but from the results
of studies it is not possible to pinpoint the risk locus or DNA variants that are responsible
for susceptibility to diabetic retinopathy.

Screening, monitoring, accurate diagnostics and prevention are essential steps
in elimination of the adverse diabetic retinopathy effects reducing the quality of diabetics’
life. Hence the recognition of genetic predisposition would be a great addition/contribu-
tion to identification and diagnostics of high risk patients. Despite of the great amount
of knowledge about diabetic retinopathy, the exact mechanisms of each aspect of diabetic
retinopathy pathophysiology need to be elucidated. There is a common consensus that
the susceptibility to diabetic retinopathy is contingent upon a great amount of relatively
common allelic variants with a modest effect, and the ways by which these genes interact
among themselves and with environmental influences. Each of the allelic variants increases
the risk of diabetic retinopathy by a small portion in overall susceptibility. That is the reason
why identification of genes significantly associated with diabetic retinopathy is complicated
and why findings of genetic studies are inconclusive and contradictory. In recent years, new
appr ) hes, technical possibilities and methods in different omics (genomics, proteomics,
metal mics, etc...) enable to connect findings from different fields of study and disclose
other unexplained traits of diabetic retinopathy, especially in the field of genetics, thanks to
next generation sequencing methods that can produce enormous amount of data for lower
costs.
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The ultimate goal of genetic studies is the identification of a specific marker or
possibly several markers associated with the development of diabetic retinopathy. This kind
of marker would allow capturing patients at risk even before the first subclinical structural
changes appear in retina that would lead to optimal prevention, precise prediction of dise-
ase progress and attenuation of lifelong health consequences of the disease.

The purpose of this book is to comprehensibly summarize up-to-date information
and knowledge about diabetic retinopathy gained through genetic studies. The book is ai-
med mainly for clinicians and researchers that deal with this complex disease or others inte-
rested in genetics of diabetic retinopathy. Our monograph should provide basic knowledge
about pathophysiological processes during diabetic retinopathy and about the role of par-
ticular genes that have been objects of genetic studies in diabetic retinopathy. In our work
we focused on the candidate gene studies. Candidate gene studies compare the frequency
of a particular genetic variant in subjects with or without diabetic retinopathy. Findings
about pathophysiology of diabetic retinopathy allow proposing possible candidate genes,
which could play a role in the development and progression of diabetic retinopathy. Our
aim is to interconnect researchers and clinicians, and to initiate multidisciplinary discussion
about more integrated approach towards diabetic retinopathy. We would like to motivate to
search for new innovative approaches for full explanation of diabetic retinopathy aspects.
Purpose of the effort is to improve not only diagnostics, but also therapeutic possibilities.
Explanation of the background of diabetic retinopathy and mainly application of these fin-
dings would also lead to designing new effective therapies. Often genetics is neglected
during validation of effectiveness of specific therapy which could be one of the reasons of
setbacks in this field of research. Implementation of more integrated approach to diabetic
retinopathy that will include genetic background of the disease can lead to innovative per-
sonalized therapies with higher effectivity.
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Prof. RNDr. Vanda Repiska, PhD. sa od roku 1993 aktivne po-
diela na zabezpedovani pedagogického procesu na Ustave le-
karskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK v Bratislave.
Je profesor vo vednom odbore 4.2.1 bioldgia. Aktualne pracuje
ako vysokoskolsky pedagdg a zaroven vykonava funkciu za-
stupcu prednostu Ustavu. Jej najvacsim prinosom pre LF UK
je zavedenie molekulovej bioldgie do vyucby. Vybudovala a ve-
die laboratérium molekulovej bioldgie, v ktorom zaviedla mnohé
metddy na urovni DNA na diagnostiku nadorovych a dedicnych
chordéb.

Mgr. Petra Pris€akova v roku 2014 ukoncila studium na Priro-
dovedeckej fakulte v odbore genetika. V stucasnosti je internym
doktorandom na Ustave lekérskej bioldgie, genetiky a Klinickej
genetiky LF UK v Bratislave v odbore Patologicka anatomia
a sudne lekarstvo. Zaobera sa genetickymi aspektami multifak-
toridlnych ochoreni.
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