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Souhrn: V patogenezi zmén pojiva pfi diabetu se ticastni pfedevs§im neenzymovd glykace proteint a oxidacni stres. Vlivem obou
mechanizmii se méni vlastnosti jednotlivych slozek pojivové tkdné s maximem zmén v mezibuné¢né hmoté. K odchylkam dale
prispivaji zmény mikrocirkulace véetné endotelové dysfunkce a dale postizeni nervil. Na rozdil od patogenetickych mechanizmii
rozvoje diabetické mikroangiopatie ztistdvd v patogenezi koznich zmén jesté fada nejasnosti.
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Pathogenesis of the connective tissue in diabetes

Summary: Non-enzymatic glycation and oxidative stress are main contributors in pathogenesis of the connective tissue changes
in diabetes. Properties of separate parts in the connective tissue and particularly those of intercellular matrix may be impaired
by both mechanisms. In addition, changes in microcirculation including endothelial dysfunction and also diabetic neuropathy
further aggravate tissue impairment. Despite known pathogenic mechanisms in development of diabetic microangiopathy the-
re are series of unresolved questions in the pathogenesis of diabetic skin disorders.
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Uvod

Diabetes mellitus se vyznacuje bio-
chemickymi zménami, které podmi-
nuji postizeni prakticky vsech tkani
organizmu. Vétsina z nich vyplyva ze
zékladni metabolické poruchy, ktera
ovliviiuje fadu biochemickych reakei
véetné jejich regula¢nich mecha-
nizmu. Zavisi pak na druhu tkang,
jeji bunééné i mimobunééné soucis-
ti, jakym pochodtim podléha a k ja-
kym faktortim je citlivéjsi. Hypergly-
kemie jako zdkladni projev metabo-
lické poruchy pfi diabetu totiz
ovliviiuje rozvoj rtiznych abnorma-
lit, které se podileji rozdilnym zpt-
sobem na patogenezi zmén prislus-
né tkané.

Kiize je samostatnym organem,
ktery ma komplexni strukturu a plni
specifické funkce. Je bariérou mezi
jedincem a jeho vnitfnim prostfedim
na jedné strané a zevnim prostredim
na druhé strané. Obsahuje specifické
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bunky, keratinocyty, které se v jiném
organu nevyskytuji, a dale pojivovou
tkan obsahujici téz kapilary a nervo-
va vlakna. VSechny slozky mohou
byt tudiz ovlivnény nésledky chro-
nické hyperglykemie a vést k proje-
vim diabetu v tomto organu. Kaze
diabetika vSak muze byt postizena
i zménami, které nejsou pro diabetes
pfiznacné, nebot se vyskytuji i u ne-
diabetické populace. Cilem tohoto
sdéleni je vSak poukédzat na mecha-
nizmy piimo vyplyvajici z diabetu,
které se podileji na rozvoji koznich
zmén a zejména pojivové tkané jako
néasledek tohoto onemocnéni.

Hyperglykemie — zdroj

patogenetickych zmén

Neschopnost organizmu zachdzet
s glukézou jako za fyziologického sta-
vu je zdkladnim rysem diabetu. Po-
rusend utilizace glukézy vede k jeji-
mu hromadéni v extraceluldrnim

prostoru, coz pak vede ke zvysené ex-
pozici bunék i mimobunééné hmoty
tomuto monosacharidu. Pokud by
byla glukéza ,inertni®, k zidnym
zménam by nemuselo dojit. Glukéza
je vSak zapojena do celé rady reakdi,
které ovliviiuji svymi produkey funkei
a morfologii prislusnych tkani s ni-
slednym rozvojem komplikaci. Ana-
lyza experimentdlnich i klinickych
studii ukdzala, Ze zvySena koncentra-
ce glukdzy vyvolavd fadu abnorma-
lit, jejichz mechanizmy se mohou
podilet na patogenezi komplikaci
[1]. Zvysena koncentrace glukdzy
podminuje zménu pochodu lokali-
zovanych jak uvnitf bunky, tak mi-
mo ni (obr. 1). Zavisi na druhu bu-
nék i tkané samotné, jaky pochod je
prednostné ovlivnén, a ten pak muize
ovlivnit rozvoj komplikace. Vzhle-
dem k tomu, ze tkan je tvofena vice
komponentami, patogeneze jejich
komplikaci je slozitéjsi.
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Obr. 1. Patogenetické mechanizmy podminujici rozvoj pozdnich

komplikaci pfi diabetes mellitus.

GLYKACE A GLYKOXIDACE PROTEINU

R-CO-CH-NH-R
R-CO-CH-NH-R R-CO-CH-NH-R R-CO-CH-NH-R (CH,),
(CH2)4 (CH2)4 (CH2)4 (i NH
>
o |
NH, NH, NH CH,
protein || |
| <4«— CH » CH, COOH
CHO | karboxymetyllisin (CML)
| (CHOH), c=o AN lysin An
(CHOH),
CH,OH (CHOH),
CH,OH N =
CH,OH X =
HN N
glukéza Schiffova Amadoriho produkt AR o ilni n AR
baze (glykovany protein) 9
pentosidin

Obr. 2. Neenzymova glykace proteinii a tvorba pokrocilych produkti

glykace.

Na rozdil od patogeneze cévnich
komplikaci zastavaji u koznich
zmén pii diabetu jesté nékteré nejas-
nosti. Z klinické praxe je znamo, zZe
kaze diabetika mtize byt tuzsi a mé-
né poddajnd nez u nediabetikd, Ze se
diabetikovi htife hoji rany, ale otdz-
ky, zda jsou pfitomny odchylky
v deskvamaci keratinocytt ¢i jaké
jsou rozdily v rohovéni (tvorbé otla-
kti ap), ¢ekaji na dal$i vyzkum, i kdyz
mnohé jiz byly feseny. Nékteré po-

chody vyplyvajici z hyperglykemie se
v8ak zdaji mit patogenetickou sou-
vislost s pozorovanymi zménami.
Hlavni G¢ast ma neenzymova glyka-
ce a oxida¢ni stres.

Neenzymova glykace a jeji nasledky

v pojivové tkani

Glukoza se vaze na protein pres volné
aminoskupiny, nej¢astéji pres e-ami-
noskupinu lyzinu za tvorby glykova-
ného proteinu. Reakce neni kataly-
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zovana zadnym enzymem a stuperl
glykace pak zavisi na koncentraci
glukézy, délce jejiho ptisobeni (expo-
zici) a na biologickém polocasu pro-
teinu. Znamend to, ze v prostiedi
s dlouhodobé zvysenou koncentraci
glukdzy, jako je tomu pii diabetu,
dochazi ke zietelné vyssi glykaci.
Dlouhodobé dekompenzovany dia-
betes skytd moznost vy$siho stupné
glykace nez diabetes vyborné kom-
penzovany. Ddle je zfejmé, Ze protei-
ny s velkym biologickym polocasem,
k nimz patfi napt. kolageny a dalsi
strukturni proteiny (laminin, fibro-
nektin ap), podléhaji vy$simu stupni
glykace nez napf. enzymy, jejichz
biologicky polocas je pouze nékolik
minut. Proto pojivova ¢ast kiize ob-
sahujici kolagen a dalsi proteiny sky-
ta predpoklady, aby glykace dosahla
vyssiho stupné.

Pfi neenzymové glykaci dochazi
nejprve ke vzniku aldiminu (Schiffo-
vy baze), ktery rychle prechdzi ve sta-
bilnéjsi ketoamin. Ten je pak nésled-
né zdrojem tvorby tzv. pokroéilych
produktii glykace (AGE, advanced
glycation endproducts) [2]. Rada
z nich jiz byla detailné popsana (kar-
boxymetyllyzin, pentozidin) (obr. 2)
a byly vyvinuty eseje na jejich stano-
veni. Strukturdlni zména proteinu
zptisobend vazbou glukdzy na pro-
tein umoziuje, aby mezi vlakny pro-
teinu vznikaly nové vazby, takze se
muzZe utvaret fetézeni vldken kolagenu,
ktery ma pak nové vlastnosti (zména
poddajnosti, odolnosti k protedzam,
pevnosti ap). Vzhledem k tomu, ze
kolagen mé dlouhy biologicky polo-
¢as, znamend neenzymova glykace
vyznamny déj, ktery podstatné ovliv-
ni charakteristické vlastnosti pojivo-
vé tkdné. Biomechanické vlastnosti
kaze byly studovany i za experimen-
talnich podminek [3]. Aminoguani-
din, inhibitor glykace, ¢astecné blo-
koval vznik téchto zmén [3]. Jeho po-
uziti i v jinych experimentech vedlo
nejen k niz$i tvorbé glykovanych
proteint, ale i AGE [2].
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Tvorba pokrocilych produktit gly-
kace vede jesté k dalSim zménam.
AGE jsou totiZ rozpoznavany speci-
fickymi receptory oznacenymi RAGE,
které se vyskytuji na membranich
riiznych bunék (napf. endotelu,
makrofagti aj). Vazba AGE na re-
ceptor pak zptisobuje aktivaci téchto
bunék projevujici se zvySenou synté-
zou cytokint, zejména interleukinu
1 a 6 a tumor nekrotizujiciho fakto-
ru o. Cytokiny pak mohou ovlivilo-
vat dalsi buriky, a tim zasahovat do
mezibunéénych interakci i1 vztaht
mezi bunkami a mezibunéénou
hmotou. Takto mohou byt ovlivné-
ny fibroblasty a exprese nékterych
proteinti v nich. Vedle glykace kola-
genu, lamininu a dal$ich proteint
muize byt zménéna i jejich genova ex-
prese. Ukdzalo se totiz, ze fibroblas-
ty péstované ve tkanové kulcute s vy-
sokym obsahem glukézy v mediu zvy-
$uji expresi kolagenu a fibronektinu
a tato schopnost zvysené tvorby pro-
teindl pretrvava i po jejich preneseni
do media s nizkou koncentraci glu-
kozy. Jednd se tedy o pamétovy efekt
[4]. Dale dochazi ke zvysené expresi
nékterych rtstovych faktort, které
ovlivni tvorbu mezibunééné hmoty
véetné proliferace kapilar (napf.
vaskularni endotelidlni rastovy fak-
tor, VEGF).

Mezibunééna hmota se méni pii
diabetu jesté jinym zptisobem. Jed-
notlivé soucasti mohou mit poruse-
né vzajemné usporddani ¢i vztahy,
které jsou dusledkem jednak glyka-
ce, jednak rustovych aktivit. Méni se
i slozeni nékterych komponent, napf.
heparan sulfatu, v némz byl pozoro-
van snizeny obsah sulfoskupin. Tim
se méni jeho vlastnosti, klesa zapor-
ny ndaboj, ktery ovliviiuje permeabili-
tu bazalni membrany, ale také ovliv-
nuje interakce soucasti pojiva. Uve-
dené zmény jsou typické pro pojivo
ktize obsazené v dermis, v niz glyka-
ce a jeji nasledky maji zfejmé rozho-
dujici vyznam.

Vedle toho byly pozorovany zmény
v epidermis, zejména ve stratum
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Obr. 3. Autooxidace glukézy provazena tvorbou reaktivnich forem

kysliku.

corneum. Hlavnim strukturnim pro-
teinem je vlaknity keratin. U diabeti-
ka byla jiz diive popsina zvySena
glykace keratinu v epidermis, kterd
muize ziejmé ovlivnit i proces kerati-
nizace, tedy zminéné rohovaténi po-
vrchnich vrstev kiize [5,6]. Glykova-
ny keratin ma totiz pozménéné
vlastnosti, jak bylo popsano i v nasi
literatute [7].

Uvedené odchylky pri diabetu se
podileji i na zvy$eném sklonu k ulce-
racim, pfi nichz zmény struktury
i funkce kiize jsou podminény také
porusenou proliferaci fibroblastt
a zvySenou expresi tkanovych meta-
loproteindz (MMP), které se podileji
na odbouravani kolagenu pojiva. Je-
jich zvySena aktivita pozorovand
v kazi diabetiktl se snizila vlivem ky-
seliny retinové [8]. Tyto i dalsi poku-
sy svéd¢i o moznosti farmakologicky
ovlivnit enzymy, které ptimo zasahu-
ji do prestavby mezibuné¢né hmoty.
Novotvorba kolagenu, jeho vlastnos-
ti a odbourdvani jsou tedy dulezitym
faktorem pro zachovini normalni
struktury a funkce pojiva ktize.

V literatufe byla popsana jiz diive
fada latek, které snizuji neenzymo-
vou glykaci proteind, jako kyselina

acetylsalicylova ¢i askorbovd, amino-
guanidin, glutathion a dalsi [9-11].
Ukazalo se, ze mnohé z nich ovliviiu-
ji1jiny patogeneticky mechanizmus,
ktery se podili na rozvoji chronic-
kych zmeén pojivové tkané, totiz oxi-
dacni stres.

Oxidatni stres v pojivu

a v kai pfi diabetu

Diabetes mellitus podminuje vlivem
chronické hyperglykemie vyssi tvor-
bu reaktivnich forem kysliku. Expe-
rimentdlni studie ukdzaly, Ze oxidacni
stres stimuluje tvorbu glykovanych
proteinti, nebot oxidované derivity
glukézy jsou reaktivnéjsi, ale soucas-
né i glykace vede k vy$simu stupni
oxidacniho stresu. Oba procesy jsou
velmi tizce propojeny [2,12]. Gluké-
za podléha autooxida¢nim zménam,
takZe reaktivnéjsi produkty, k nimz
se fadi glyoxal a metylglyoxal (di-
karbonyl), usnadnuji glykacni reak-
ce. Vzajemné propojeni obou pocho-
dd, tj. neenzymové glykace a autoo-
xidace glukézy, je zndzornéno na
obr. 3. Béhem autooxidace vznikaji
nejen reaktivni dikarbonyly, ale vy-
tvareji se reaktivni formy kysliku za
ucasti prechodnych kova (zeleza
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a médi), které pak mohou primo pu-
sobit na proteiny, ale i na nukleové
kyseliny. Tomuto procesu jsou vysta-
veny nejen fibroblasty pojivové tka-
né, ale primo i keratinocyty.

Tvorba reaktivnich forem kysliku
je normalné v rovnovéze se systémem
zametacovych (scavengerovych) en-
zymi a dalSich antioxida¢nich latek.
Pokud tudiz dojde ke zvySeni pro-
dukce reaktivnich forem kysliku,
organizmus na to reaguje vyssi akti-
vitou antioxida¢niho systému tak, Ze
se opét obnovi rovnovaha v celém or-
ganizmu. K dilezitym enzymiim
patii zejména superoxiddismutiza
(SOD), kataldza (CAT), glutathionper-
oxiddza (GPx) a glutathionredukta-
za (GRed). V soucasné dobé se uka-
zuje, ze klicovym enzymem, i kdyz
v kaskadé reakci ulozenym o néco
nize, je NADPH oxidaza (obr. 4). Hy-
perglykemie zvySuje genovou expresi
antioxida¢nich enzymu [13,14], i kdyz
ne stejné u vSech enzymu a také v za-
vislosti na typu bunky. Zatimco
v hladké svalové bunce cévni stény
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byla pozorovana zvysena genova ex-
prese obou forem superoxiddismu-
tazy (Cu,Zn-SOD i Mn-SOD) vlivem
vy$si koncentrace glukdzy, zmény
v expresi katalazy ani glutathionpe-
roxiddzy nebyly za stejnych podmi-
nek pozorovany. Naproti tomu se ex-
prese enzymil v pericytech za stej-
nych podminek nezvysila. Navic byla
pozorovana snizenda aktivita supero-
xiddismutdzy nasledkem neenzymo-
vé glykace enzymu [15]. Ucinnost
uvedenych enzymi muze byt proto
vyrazné snizena pfi chronické expo-
zici vyssi koncentraci glukézy. Vystup-
novany oxidacni stres podminény
hyperglykemii ovliviiuje rozdilné ge-
novou expresi antioxida¢nich enzy-
mu v zavislosti na typu bunék. Zna-
mend to, ze riizné buriky se mohou
rozdilné podilet na vyvoji zmén pri
diabetu. Aktivity antioxida¢nich en-
zymu a koncentrace redukovaného
glutathionu, ktery je téz zapojen do
ochranného antioxida¢niho systé-
mu, byly nalezeny snizené ve fibrob-
lastech ktize diabetikt [16]. SniZzena
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koncentrace redukovaného glutathio-
nu svédci o jeho preméné na oxido-
vanou formu pfi zvy$eném oxida¢nim
stresu. Pfidani melatoninu do inku-
ba¢niho media vedlo k vyznamnému
vzestupu aktivit antioxida¢nich en-
zymu 1 koncentrace redukovaného
glutathionu [16].

Oxidaéni stres vsak ovlivriuje poji-
vovou tkan a tedy i kiizi jesté jinym
mechanizmem. Nelze totiZz opome-
nout Ucast cév (zejména kapilar)
a nervl na rozvoji funkénich i struk-
turdlnich zmén. V dobé, kdy nejsou
prokazatelné morfologické zmeény
cév, se podili vyssi oxidaéni stres na
rozvoji funkénich zmén endotelovych
bunék. Tato dysfunkce zahrnuje po-
rusenou na endotelu zavislou i na
endotelu nezavislou vazodilataéni
odpovéd. Snizeny vazodilatacni efekt
oxidu dusnatého pozorovany u dia-
betikti v porovnani se zdravou popu-
laci se vysvétloval snizenou expresi
jeho konstitutivni syntdzy (ecNOS).
Podavani SOD, CAT nebo antioxi-
da¢né putsobiciho probukolu zlepsi-
lo na endotelu zavislou vazodilatac-
ni odpovéd jako nasledek inhibice
peroxidace oxidu dusnatého, z né-
hoz vznika peroxynitrit (obr. 4) [17].
Dostate¢né cévni zasobeni je pred-
pokladem postacujici dodavky kysli-
ku, kterd brani ischemizaci ktize
a umoznuje lepsi hojeni rany. Vedle
toho bylo prokdzino, ze keratinocyty
obsahuji inducibilni formu syntazy
oxidu dusnatého (iNOS), jejiz expre-
se a aktivita se méni vlivem koncent-
race glukdzy. Zatimco kratkodobd
expozice keratinocyttt vyssi koncen-
traci glukdzy zvysila aktivitu iNOS,
dlouhodoba expozice (desetidenni)
vysoké koncentraci glukézy naopak
inhibovala transkripci i aktivitu iNOS
[18]. SnizZena tvorba oxidu dusnaté-
ho pak muze ovlivnit jak dalsi pra-
béh kozni infekce, tak hojeni rany
u diabetika [18]. Zachovani kozni
mikrocirkulace je predpokladem nor-
malni funkce kiize a hojeni ran. Jeji
vySetfeni dynamickou kapilaroskopii
[19] nebo pomoci laseru (Doppler)
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[20] miize byt vhodnym doplnénim
specidlnich vySetieni u diabetik.
Podobné i postizeni nervil, na némz
se podili z patogenetickych faktort
jednak oxida¢ni stres a jednak sorbi-
tolova (polyolovd cesta) v dusledku
zvy$ené tvorby sorbitolu uvnitf ner-
vové buriky [21], vedou k ischemii
nervu, a tim k ovlivnéni vlastnosti
pojiva, resp. ktize véetné denervace ¢i
porusené funkce potnich zlaz.

Zaver

KtiZe, jejiz vyznamnou soucasti je po-
jivova tkdn, je komplexni orgin tvo-
feny rozdilnymi typy bunék a mezi-
bunéénou hmotou, jehoz soucasti je
cévni a nervovy systém. Patogeneze
zmén pii diabetu vyplyva z metabo-
lické poruchy, na niz se dominantné
podili chronickd hyperglykemie jako
faktor, od néhoz se odvijeji ritizné
mechanizmy vedouci k odchylné
funkci i morfologii ktize. Uplné po-
znani patogeneze zmén umozni vo-
lit takové lécebné postupy, které by
minimalizovaly riziko koznich zmén.
Vzhledem k tomu, Ze se nedafi zcela
normalizovat metabolickou poru-
chu, a tedy dovést organizmus do
euglykemie jako za fyziologického
stavu, hledaji se cesty, jak omezit vliv
glukdzy na rtizné mechanizmy pod-
minujici rozvoj koznich zmén pii
diabetu. Zatim je vSak vysledny efekt
zavisly pouze na kompenzaci diabe-
tu, kdezto pouziti dalsich latek véet-
né inhibitora oxida¢niho stresu ¢i
neenzymové glykace zastava jen na
urovni experimentalnich studii.
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