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Identifikacia metabolickych ciest v patogenéze diabetickej retinopatie
s vyuzitim exomovych sekvenacénych dat — pilotna studia
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Diabeticka retinopatia je jednou z najcastejsSich mikrovaskularnych komplikacii diabetu mellitu a patri medzi naj-
CastejSie priciny straty zraku v rozvinutych krajinach. Hyperglykémia, hypertenzia ¢i zvySena hladina lipidov, kto-
ré patria medzi hlavné faktory, vS§ak predstavuju priblizne len 10 % rizika vzniku a rozvoja tohto ochorenia. Vel-
ky vyznam so snahou odhalit presny mechanizmus sa pripisuje genetickym faktorom. V tejto pilotnej stidii sme
analyzou zastupenia DNA variantov ziskanych celoexdmovou analyzou u pacientov s diabetickou retinopatiou
a skupine diabetickych pacientov bez retinopatie identifikovali metabolické cesty, ktoré by mohli zohravat tlohu
v mechanizme vzniku tohto ochorenia. Medzi signifikantné drahy patrili drahy podielajice sa na O-glykozylacii,
viaceré metabolické drahy bunkovej organizacie a komponentov ¢i metabolizmus kolagénu, lipidov, plazmatické-
ho lipoproteinu, selénu a mnohé dalSie. Analyza zastipenia metabolickych ciest kombinuje efekt slabych Géin-
kov viacerych variantov a zvySuje tak silu informacie prevazne v asocia¢nych studiach s malym po¢tom vzoriek.
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Identification of metabolic pathways in pathogenesis of diabetic retinopathy using exome sequencing — a pilot study
Diabetic retinopathy is one of the most common microvascular complications of diabetes mellitus and is a com-
mon cause of vision loss in western countries. Hyperglycaemia, hypertension and dyslipidaemia, which are
among the main factors, however, represent only approximately 10% of total risk of development and disease pro-
gression. Various genetic variants are considered and tested intensively to unveil the exact pathophysiological
mechanism. In this pilot study, we analysed the representation of DNA variants identified by exome sequencing
in the group of patients with diabetic retinopathy and diabetic patients without retinopathy, to identify metabol-
ic pathways that could play a role in the disease onset. Among the significant pathways those involved in O-gly-
cosylation, metabolic pathways of cellular organization and components, metabolism of collagen, lipids, plas-
ma lipoprotein, and selenium were most represented. Metabolic pathway analysis combines the weak effects
of multiple variants and increases the power of information mainly in association studies conducted on a small
number of samples.
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Uvod

Diabeticka retinopatia (DR) je jednou z najCastejsich mik-
rovaskularnych komplikacii DM a radi sa medzi najcastejSie
pri¢iny straty zraku u ludi stredného a vyssieho veku. Vznik
a progresia diabetickej retinopatie st spojené s predizenym
trvanim diabetu, hyperglykémiou, hypertenziou a so zvyse-
nou hladinou lipidov. Tieto faktory v§ak predstavuju len 10
% rizika vzniku a rozvoja tohto ochorenia a predpoklada sa
existencia dalSich faktorov, spomedzi ktorych sa najvacsi vy-
znam pripisuje genetickym faktorom. Presny mechanizmus
vzniku ochorenia nie je jasny, ale je zndme, ze do patogenézy
diabetickej retinopatie je zapojenych viacero biochemickych
drah. Spominané biochemické mechanizmy zahffiaju napri-
klad polyolovi metabolickd drahu, neenzymatickd glykdaciu
a tvorbu koncovych produktov pokrocilej glykacie, oxidacny
stres, aktivaciu proteinkinazy C a mnohé iné™.

Ugast genetickych faktorov na vzniku DR je $tudova-
na vo velkej miere najma analyzou variantov vybranych
kandidatnych génov a v poslednom obdobi ¢oraz Castej-
Sie celogendmovymi asociacnymi analyzami (GWAS), kto-
ré sa stali Ustrednou metédou na Stidium genetickej zlozky

komplexnych ochoreni, pricom umoznili identifikaciu mno-
hych asociovanych chromozémovych oblasti®. Pri takych-
to Studiach je vyrazne limitované mapovanie kauzalnych va-
riantov s malou popula¢nou frekvenciou a malym uc¢inkom,
ktoré mozno identifikovat iba pri analyzach velkych skupin,
¢asto dosahujucich niekolko tisic testovanych jedincov, ¢o
vyrazne zvysSuje laboratérne a finan¢né ndroky takychto $tu-
dii. Dal$ou nevyhodou v konvenénom pristupe GWAS analyz
je vyuzitie nekédujucich, casto medzigénovych jednonukleo-
tidovych (SNP) polymorfizmov, pomocou ktorych vazba k sa-
motnym kauzalnym variantom nemusi byt vzdy spolahlivo
odhalena. V poslednych rokoch sa preto v asociacnych studi-
ach vyuzivaju pristupy sekvenovania novej generacie, casto
so zameranim na exdm s moznostou priamej identifikacie
kauzalneho variantu®. Napriek zapojeniu tychto pokrocilych
highthroughput postupov analyzy DNA zostéva spojitost ge-
netickych faktorov s diabetickou retinopatiou stale otdzna,
pretoze napriek mnohym stididm vysledky nie su konzistent-
né, ¢o je sposobené pravdepodobne najma v désledku mul-
tifaktorialnej povahy ochorenia, tiez v§ak malého poctu vzo-
riek v jednotlivych stadiach a tazkosti pri kontrole kovariatov
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tejto choroby®. Identifikacia kauzalnych variantov je v pripa-
de vacsiny multifaktoridlnych ochoreni navyse komplikova-
na najma z dévodu existencie a Ucasti variantov tzv. malého
Gcinku, ktorych jednotliva identifikacia je tazka a na ich od-
halenie je Casto potrebna analyza ich vzajomnych vztahov.
Z tohto dévodu je jednym z pristupov na objasnenie moleku-
larnej patogenézy vyuzitie siCasnej analyzy variantov vzhla-
dom na ich prislusnost k rovnakym metabolickym cestam.
Analyza metabolickych ciest kombinuje efekt viacerych va-
riantov malého Gcinku, a tym zvysuje silu $tadie®. Takyto pri-
stup moze upriamit analyzu na metabolicku cestu, v ktorej st
nasledne sledované aj iné zriedkavé varianty, ktoré nemuse-
li byt nutne zachytené v primarnej asociacnej studii. Zaroven
tento typ analyzy odhaluje moznu spojitost skupiny varian-
tov s fenotypom, a teda pochopenie molekularnych mecha-
nizmoy, ktoré je nevyhnutné na identifikaciu biomarkerov na
diagnostiku a liecbu.

V tejto pilotnej Studii sme sa na zaklade analyzy varian-
tov ziskanych exdmovym sekvenovanim pacientov s diabe-
tickou retinopatiou a kontrol spocivajlcich z pacientov s DM
bez diabetickej retinopatie zamerali na identifikaciu moz-
nych kandidatnych metabolickych ciest pre dalSie stadium
tohto komplexného ochorenia.

Experimentalna cast

Material a metodika

VSetky genomické analyzy boli uskutocnené na DNA vzor-
kach periférnej krvi pacientov izolovanych standardnymi au-
tomatizovanymi postupmi (MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit, MagNA Pure LC 2.0 Instrument, Roche, Svajciarsko) zis-
kanymi v rdmci rieSenia projektu.

Priprava kniznic pre exdmové sekvenovanie bola uskutoc-
nena pomocou Nextera Rapid Capture Exome kitu (Illumina)
s velkostou cielovej sekvencie 37 Mb podla odporucani vy-
robcu. Jednotlivé kroky pripravy aj kvalita pripravenej knizni-
ce boli overené vyuzitim kapilarnej elektroforézy systémom
Agilent 2100 Bioanalyzer s pouzitim Agilent High Sensitivi-
ty DNA Kitu (Agilent, USA). Pripravené kniznice boli analyzo-
vané systémom NextSeq 500 lllumina s vyuzitim NextSeq
500 High Output Kitu. Analyzované data boli bioinformatic-
ky spracované pomocou web-based BaseSpace aplikacie
(Ilumina) a GALAXY servera®. Analyza variantov aj identifi-
kacia variantov vykazujucich signifikantne rozdielne alelové
zastupenie medzi skupinami pacientov boli uskuto¢nené po-
mocou Ingenuity variant analysis softvéru (Qiagen) vyuzitim
asociacného testu s bonferroniho korekciou. Analyza zastu-
penia variantov v metabolickych cestach bola vyhodnotena
pomocou databazy ConsensusPathDB®),

Vysledky

Exémovou analyzou bolo skimanych 24 nepribuznych pa-
cientov s diabetom mellitom 2. typu rozdelenych do dvoch
skupin podla pritomnosti diabetickej retinopatie. 12 pa-
cientov vo veku 40 az 65 rokov (priemer 52,5 roka) trpelo
diabetom kratSie ako 6 rokov, pricom u nich boli diagnos-
tikované priznaky neproliferativnej formy diabetickej re-
tinopatie s pritomnostou mikroaneuriziem, hemoragii a
makkych exudatov. ZvySnych 12 pacientov vo veku 48 az 84
rokov (priemer 65 rokov) predstavovali pacienti s diabetom

mellitom pretrvavajucim viac ako 17 rokov, avSak bez nédlezu
diabetickej retinopatie. V ramci uskutocnenej exdmovej ana-
lyzy s priemernou hibkou ¢&itania cielovych sekvencii 150x
bolo u pacientov identifikovanych celkovo viac ako 120 000
variantov s minimalnym pokrytim 20 ¢itani, z ktorych 2 034
variantov, lokalizovanych v 1 417 génoch, vykazovalo signifi-
kantne rozdielne alelové zastupenie medzi dvomi skupinami
pacientov (s p-hodnotou < 0,05, obrazok 1). Samotna analyza
prislusnosti identifikovanych génov k metabolickym cestam
(over-representation analysis) pomocou integrovanej data-
bazy ConsensusPathDB odhalila spolu 166 metabolickych
ciest, ktoré boli zastipené signifikantnym poctom identifiko-
vanych génov. Identifikované metabolické cesty pochadzali
z 11 databdz. Medzi metabolické drahy, v ktorych sa v signi-
fikantne zvySenej miere vyskytovali gény obsahujice nami
identifikované varianty, patrili:

O viazana glykozylacia (p = 2,05e-05), O-glykozylacia muci-
nov (p = 9,84e-05) a TSR proteinov (p = 0,0411) aj terminéacia
biosyntézy O-glykanov (p = 2,57e-05)

Bunkova organizacia. Viaceré metabolické cesty zodpoved-
né za organizaciu extracelularneho matrixu a interakciu re-
ceptorov ECM (p = 2,31e-05, 0,00027), interakcie integrinov
a beta-1 integrinu bunkovych povrchov (p = 2,37e-05, 8,28e-
05) ¢i interakcie lamininov (p = 0,0154)

Metabolizmus kolagénu, jeho biosyntézy (p = 2,86e-05) a for-
macie (p = 9,47e-05) aj trimerizacie retazcov a degradécie
(p =9,96€-05,0,00166)

Metabolizmus lipidov, zastipeny viacerymi cestami ako mi-
tochondridlna beta-oxidacia dlhych a stredne dlhych retaz-
cov (p = 0,00287, 0,00107), prediZenie retazca mastnych ky-
selin v mitochondrii (p = 0,00821) ¢i syntéza eikozanoidov
(p =0,00311) aiiné.

Metabolizmus plazmovych lipoproteinov a ich klirensu
(p =0,0123, 0,00525)

Signalne drahy ako draha ovplyvnujica hladinu cAMP cez
G alfa podjednotky (p = 0,00639) ¢i NOTCH1 (p = 0,0143)
a NOTCH3 (p = 0,0218) signalne drahy

Metabolické cesty spajané so selénom a kyselinou seléno-
vou (p = 0,00109) a metabolizmus zl(¢enin obsahujlcich se-
Ién (p = 0,0225)

Spomedzi 2 034 variantov vykazujucich signifikantne roz-
dielne zastupenie medzi skupinami boli identifikované aj
varianty v 32 génoch, ktoré zohravaju délezitd ulohu v pa-
togenéze retinalnych ochoreni, napriklad CNGA1 (retinitis
pigmentosa), ERCC6 (macular degeneration), NBAS (optic
atrophy and retinal dystrophy), OPN1SW (tritanopia), POC5
(syndromic disease with retinitis pigmentosa), RP1L1, CDH3
(macular dystrophy) a iné.

Diskusia

Presny mechanizmus vzniku diabetickej retinopatie do-
posial nie je napriek mnohym studiam celkom objasneny,
je vSak zname, ze do patogenézy je zapojenych viacero bio-
chemickych drah pre reguldciu hyperglykémie, hypertenzie,
zdapalu, hladiny lipidov a mnohé dalSie. V tejto pilotnej Stu-
dii sme analyzou dat exdomového sekvenovania 24 pacien-
tov identifikovali celkovo 166 kandidatnych metabolickych
ciest, z ktorych najviac zastipenymi boli cesty zapojené do
0O-glykozylacie, organizacie ECM, metabolizmu kolagénu,
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Obrazok 1. Prehlad analyz a ziskanych vysledkov pilotnej Stldie zameranej na identifikdciu skupin
metabolickych ciest pre Studium asocidcie genetickych markerov s diabetickou retinopatiou. *166
metabolickych ciest bolo identifikovanych v 11 databézach (BioCarta, Inoh, Humancyc, Reactome,
Kegg, Smpdb, EHMN, Netpath, Signalink, Pid a Wikipathways) pricom v niektorych pripadoch sa
méZu identifikované metabolické cesty prekryvat.

selénu, lipidov a plazmovych lipoproteinov. Za jeden z hlav-
nych faktorov vzniku DR je povazovany pretrvavajuci, sub-
klinicky zapal, ktory v désledku hyperglykémie, oxidaéného
stresu, nadmernej glykacie a hypertenzie vedie k zvysené-
mu tlaku retinalnej vaskulatiry, neovaskularizacii, hemoragii
a leukostéaze, ktora je vyznamnym javom DRC9. Centralnu
ulohu zapalu v patogenéze DR potvrdzuju aj Studie zamera-
né na poddavanie protizapalovych liekov, ktoré brania progre-
sii DR, Pretrvavajlca expresia proinflamacnych cytokinov,
chemokinov a aktivacia solubilnych a bunkovych adhéznych
molekul koreluje s progresiou DR a prispieva k leukostaze
zvySovanim interakcie leukocytov s endotelidlnymi bunka-
mi. K zvySenej adhézii leukocytov prispievaju zmeny v uh-
lovodikovych retazcoch membrén leukocytov, pri ktorych v
dosledku zapalovej aktivacie N-acetylgluk6zaminyltransfe-
razy (C2GNT) dochadza k ich O-glykozylacii, ktorej zvysena
miera koreluje s progresiou a zavaznostou DR aj diabetickej
nefropatie®. Lokalny zapal spésobuje tiez aktivaciu mikrogli-
alnych buniek, ktora vedie k zvysenej produkcii metalopro-
teinaz (MMPs). Ulohu MMPs vo vztahu k organizécii extra-
celularneho matrixu a interakcii ECM receptorov analyzovali
viaceré Studie, pri ktorych bolo preukazané, ze degradaciou
komponentov ECM sa MMPs podielaju na regulacii prolife-
racie, neovaskulogenézy a tkanivového remodelingu(2'®,
Varianty MMP-2 boli sledované aj vo vztahu ku kolagénu 1V,
ktorého akumulacia spdsobujica zvacsenie bazalnej mem-
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