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Glykace proteinu ocni cocky u diabetiku a jeji
neinvazivni méreni - prvni zkusenosti v Ceské
republice
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Souhrn

Konecné produkty pokrocilé glykace (AGEs) hraji vyznamnou roli v patogenezi diabetu i diabetickych komplikaci.
Jejich hromadéni v o¢ni ¢occe odrazi celkovy stav glykace v organizmu. Neddvno byl na trh uveden novy konfo-
kalni biomikroskop ClearPath DS-120, ktery umoznuje rychlé a neinvazivni stanoveni AGEs v o¢ni ¢o¢ce na zakladé
autofluorescence (LAF) nékterych AGEs. V nasi pilotni studii jsme vysetfili LAF u 69 diabetikl a 49 zdravych kont-
rol a srovnali se soucasné méfenou kozni autofluorescenci (SAF) na predlokti pomoci AGE-Readeru. Bylo pozoro-
vano vyznamné zvyseni LAF (DM1T: 0,27 + 0,09; DM2T: 0,22 + 0,06; kontroly: 0,17 + 0,04 AU; p < 0,0001) i SAF (DM1T:
2,0 £ 0,4, DM2T: 2,3 + 0,6; kontroly: 1,8 + 0,3 AU; p < 0,0001) u pacientll s diabetem oproti zdravym kontrolam. Ve
vsech skupinach byl popsan vyznamny vztah mezi LAF a SAF (DM1T:r =0,53; p < 0,005; DM2T: r=0,37; p < 0,05; kon-
troly: r=0,30; p < 0,05). Naopak zavislost LAF ani SAF na HbA,_nebyla pfesvédciva, coz asi souvisi s tim, Ze hodnota
glykovaného hemoglobinu dostatecné neodrazi mnohalety stav glykace v organizmu. Stanoveni o¢ni autofluores-
cence mozna pfindsi robustni marker dlouhodobé kompenzace diabetu predikujici riziko budoucich komplikaci,
avsak definitivni potvrzeni takové hypotézy si vyzada ¢etnéjsi a delsi klinické studie.

Kli¢cova slova: autofluorescence o¢ni ¢ocky - diabetes mellitus - glykace — hyperglykemie - kone¢né produkty po-
krocilé glykace - kozni autofluorescence

Glycation of lens proteins in diabetes and its non-invasive assessment -
first experience in the Czech Republic

Summary

Advanced glycation end-products (AGEs) play a crucial role in the pathogenesis of diabetes and its complications.
Their accumulation in the lens reflects total glycation rate in the human body. Recently, a new confocal biomicro-
scope ClearPath DS-120 quickly measuring lens autofluorescence (LAF) has been developed. Our pilot study in-
cluded 69 patients with diabetes and 49 healthy controls, in all subject LAF was measured and compared with skin
autofluorescence (SAF) assessed by AGE-Reader. Both LAF (T1DM: 0,27 + 0,09; T2DM: 0,22 + 0,06; controls: 0,17 +
0,04 AU; p < 0,0001) and SAF (T1DM: 2,0 + 0,4; T2DM: 2,3 + 0,6; controls: 1,8 = 0,3 AU; p < 0,0001) was significantly
higher in patients with diabetes. In all groups significant relationship between LAF and SAF was observed (T1DM:
r=0,53, p < 0,005, T2DM: r = 0,37, p < 0.05; controls: r = 0,30, p < 0,05). On the contrary, LAF and SAF relationship
with glycated hemoglobin (HbA, ) was rather poor, since HbA, _cannot wholly reflect long-term glycation process.
Lens autofluorescence could be a robust marker of long-term diabetes control predicting future complication risks.
However, confirmation of such hypothesis will need other and long-term clinical studies.

Key words: advanced glycation end-products - diabetes mellitus — glycation — hyperglycemia - lens autofluores-
cence - skin autofluorescence

Uvod o reakci relativné pomalou, ktera vsak u viech Zivych
Jizvice nez 100 let zndme spontdnni neenzymaticky déj ~ organizmu dfive ¢i pozdéji vede ke vzniku znac¢né he-
mezi redukujicimi sacharidy a proteiny nazyvany gly-  terogennich molekul oznacovanych jako kone¢né pro-
kace. Tato reakce byla poprvé popsana Louis Camillem  dukty pokrocilé glykace (advanced glycation endpro-
Maillardem, a nese tak dodnes jeho jméno [1]. Jedna se  ducts — AGEs). Tuto reakci urychluji vyssi koncentrace
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glukozy ¢i dalsich sacharidd, dikarbonyly (metylglyoxal
¢i glyoxal), ale v nékterych tkanich i vy3si koncentrace
kyseliny askorbové [2].

AGEs vznikaji a negativné se uplatriuji béhem fyziolo-
gického starnuti, Alzheimerové chorobég, erektilni dys-
funkci, ateroskleréze, pfi zanétlivych onemocnénich ¢i
rendlni dysfunkci [3]. Nejvice se viak se zvySenou aku-
mulaci AGEs setkavame u diabetu, u néjz jsou povazo-
vany za jeden z hlavnich faktord rozvoje cévnich zmén,
a to jak zmén mikroangiopatickych, tak makroangiopa-
tickych. Uplatiuji se zde 3 zakladni patofyziologické
mechanizmy vlivu AGEs:
= akumulace AGEs v extraceluldrni matrix vedouci

k ,zesitovani” proteini a snizené cévni elasticité
= glykace intracelularnich proteind ménicijejich funkci,

a v neposledni radé
= vazba AGEs na membréanové receptory aktivujici intra-

celuldrni kaskady modulujici mj. genovou expresi [3].

Neméné vyznamna je ucast AGEs v samotné patogenezi
diabetu. V poslednich letech pribyva dikazi o tom, ze
konecné produkty glykace se podstatnou mérou podi-
leji na rozvojiinzulinové rezistence. Bylo popsano nékolik
mechanizmu a o celé fadé dalsich se spekuluje. Glykace
inzulinu kupfikladu vede k jeho nizsi Gc¢innosti v cilovych
tkanich [4]. Rovnéz bylo prokazano, ze vyssi koncentrace
metylglyoxalu (prekurzoru AGEs) modifikuji AMP kinazu,
a tim zvysuji inzulinovou rezistenci v jatrech [5].

Je tedy pochopitelné, Ze vliv AGEs v rozvoji diabetu
i diabetickych komplikaci je komplexni a zasahuje vice
¢i méné viechny organové soustavy a nevyhyba se ani
ocni ¢occe.

Glykace a autofluorescence ocni cocky

Oc¢ni ¢ocka je organ zajistujici lom svételnych paprski
na sitnici. K plné funkci musi byt ¢ocka elastickd a pIné
transparentni, coz zajistuji komplikované organizo-
vané proteiny. Nejvétsi ¢ast proteind ¢ocky tvofi krysta-
liny, které jsou pomalu syntetizovany na periferii co¢ky
a se starnutim se presouvaji do jejiho centra, v némz

tvofi jadro. Tam se také vyskytuji pravdépodobné nej-
struktur obsahuje ¢o¢ka mladého jedince nizsi koncen-
traci kysliku i glukézy [6,7]. V pribéhu let viak podléha
zménam, pfi kterych dochazi ke kolorizaci a hromadéni
AGEs. Prvni popsanou molekulou ze skupiny AGEs byl
v roce 1986 karboxymetyllysin [8], postupné nasledo-
valy fluorescen¢ni pentosidin ¢i pyrralin [9]. Do dnes-
niho dne je zndmo vice nez 15 raznych molekul AGEs,
z nichz vétsina se vyskytuje pravé v o¢ni ¢occe. Zatimco
nékteré AGEs maji spiSe souvislost s rozvojem stafecké
katarakty, jiné AGEs se vyrazné uplatiuji v rozvoji dia-
betickych zmén [10]. Do druhé skupiny patfi i v posled-
nich letech hojné studovany glukosepan, vyznamny
marker diabetické mikroangiopatie [11].

Jiz bylo uvadéno, mnohé AGEs maji fluorescencni
vlastnosti, jez Ize vyuzit k jejich neinvazivnimu stano-
vovani. Samotna autofluorescence ¢ocky byla znama jiz
v 1. poloviné minulého stoleti [12,13], ale az koncem 20.
stoleti bylo dolozeno, Ze autofluorescence cocky (LAF)
stoupd s vékem a je vyrazné vyssi u diabetik [14]. Zaro-
ven autofluorescence Uzce koreluje s celkovym mnoz-
stvim vSech stanovovanych AGEs v ¢oc¢ce [15]. Na nasem
pracovisti jsme v minulych letech vysetfili u mnoha dia-
betikd 1. i 2. typu kozni autofluorescenci (SAF) [16], ale
jednoduché méreni autofluorescence o¢ni ¢ocky bylo
dlouho nedostupné. Teprve nedavno byl vyvinut pii-
stroj neinvazivné stanovujici LAF.

Cilem této pilotni studie bylo porovnat o¢ni a kozni
autofluorescenci u diabetikCi 1. a 2. typu a vysledky
srovnat se zdravymi kontrolami.

Soubor vysetienych a metody

Méreni autofluorescence o¢ni ¢ocky (LAF) a klze (SAF)
u diabetikd i zdravych kontrol probihalo na lll. interni kli-
nice 1. LF UK a VFN Praha na podzim roku 2014. Celkem
bylo vysetfeno 69 diabetikd (32 s diabetem 1. typu -
DMI1T, 37 s diabetem 2. typu - DM2T; primérny vék 53 +
12 let) a 49 zdravych kontrol (prdmérny vék 43 + 12 let).
Podrobnéjsi charakteristiku souboru uvadi tab. Studie

Tab. Charakteristika souboru a zakladni vysledky

DM1T DM2T kontroly P

n=32 n=37 n=49 ANOVA
vék (roky) 44+ 14 62+ 10 43+12 <0,0001
hmotnost (kg) 7714 95+18 79+19 < 0,001
vyska (cm) 175+8 176 +9 174+ 11 ns
BMI (kg/m?) 25+3 31+5 26+6 <0,0001
HbA1c (mmol/mol) 69+ 14 60 £ 20 334 <0,0001
HbA, _prdm. (mmol/mol) 70+ 15 60+ 18 33+5 <0,0001
glykemie nala¢no (mmol/I) 76+34 7,7+28 45+0,7 <0,0001
LAF 0,27 + 0,09 0,22+ 0,06 0,17 £ 0,04 <0,0001
SAF (AU) 20+04 23+06 1,8+0,3 <0,0001
ACR (g/mol) 0,9 (0,0-18,2) 3,6 (0,2-80,4) - -
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byla v souladu s Helsinskou deklaraci a byla schvélena
Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice Praha.

K méFeni LAF byl poprvé v Ceské republice vyuzit bio-
mikroskop ClearPath DS-120 (Freedom Meditech, San
Diego, US), ktery neinvazivné stanovuje autofluorescenci
levé oc¢ni ¢ocky. BEhem nékolika vtefin pfistroj osviti ¢coc¢ku
modrym svétlem a méfi fluorescencni zelené svétlo a za-
roven rozptylené modré svétlo. Softwarové je pak vy-
pocten pomér autofluorescence ¢ocky k rozptylenému
svétlu v centrdini ¢asti ocni cocky, ktery nas informuje
o mnozstvi akumulovanych kone¢nych produktl glykace
AGEs. Cim vy33i tento pomér je, tim je obsah AGEs v ¢oéce
vyssi [17]. Pfindsi tak novou informaci o dlouhodobé gly-
kacni z4tézi konkrétniho jedince. Kozni autofluorescence
(SAF) byla mérena na predlokti pomoci AGE-Readeru (Dia-
gnOptics BV, Groningen, Nizozemi) dle originalnich dopo-
ruceni[18] a je uvadéna v arbitrarnich jednotkach (AU).

Vysledky LAF a SAF vysetfenych osob byly srov-
nany s jejich vékem, antropometrickymi udaji, glyko-
vanym hemoglobinem (HbA, ) a albuminurii, vyjadfe-
nou pomoci poméru mocového albuminu/kreatininu
(ACR). Za pozitivni mikroalbuminurii byl povazovan
ACR > 3 g/mol. Vzhledem k logaritmickému rozloZeni
ACR byla data logaritmovana. Stav kompenzace dia-
betu byl vyjadien jednak glykovanym hemoglobinem
v dobé méfeni (HbA, ), a dale primérnou hodnotou gly-
kovaného hemoglobinu v poslednim roce (HbA,_priim).

Vysledky biochemickych parametrl jsou vyjadieny
jako primér a smérodatna odchylka (SD), popft. prdmér
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a rozpéti u logaritmickych dat. Rozdily mezi skupi-
nami byly vyhodnoceny jednocestnou varia¢ni analy-
zou (ANOVA) s post hoc testy. Korelace byly stanoveny
pomoci Pearsonova koeficientu. Statistickd analyza
byla provedena v programu Statistica 12 (StatSoft).

Vysledky

Autofluorescence oc¢ni cocky (LAF) byla vyznamné
vyssi u pacientd s diabetem 1.i 2. typu oproti kontro-
ldm (0,27 + 0,09; 0,22 + 0,06; 0,17 + 0,04; p < 0,0001).
Analogické vysledky byly pozorovény u SAF (2,0 + 0,4;
2,3+0,6; 1,8 £0,3 AU; p < 0,0001). V jednotlivych pfi-
padech jsme identifikovali nékolik osob bez diabetu
se zvysSenou autofluorescenci cocky. Naproti tomu
se vyskytlo nékolik pfipadl recentné zachycenych
diabetikl 1. typu, u kterych byla autofluorescence
nizka. Glykovany hemoglobin v dobé méreni byl vyssi
u DM1T oproti DM2T a kontroldm (69 + 14; 60 + 20; 33 +
3 mmol/mol; p < 0,0001) a velice srovnatelné vysledky
byly i u primérného HbA, v poslednim roce.

Ve vsech skupinach byla pozorovana zavislost auto-
fluorescence na véku (LAF: r = 0,31, p < 0,001; SAF:
r= 0,61, p < 0,0001). Naopak souvislost s HbA,_se pro-
jevila jen u DM2T jak v ptipadé LAF (DMI1T: r = 0,10, ns;
DM2T: r = 0,46, p < 0,01; kontroly: r = 0,28, ns, obr. 1,
tak v pfipadé SAF (DMI1T: r = 0,32, ns; DM2T: r = 0,62,
p < 0,0001; kontroly: r = 0,22, ns). Podobné byly zavis-
losti i s prdmérnym HbA v poslednim roce. Ve viech
skupindch byl pozorovan vyznamny vztah mezi LAF
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Obr. 1. Zavislost autofluorescence oéni éocky (LAF)

0br. 2 .Zavislost autofluorescence oéni éoéky (LAF)
na kozni autofluorescenci (SAF)
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a SAF (DM1T:r=0,53, p < 0,005, DM2T: r=0,37, p < 0,05;
kontroly: r = 0,30, p < 0,05) (obr. 2). LAF se vyznamné
nelisila u pacientl bez ¢i s pozitivni (mikro)albuminurii.

Diskuse

Autofluorescence o¢ni ¢ocky stanovena biomikrosko-
pem ClearPath DS-120 pfinasi snadno dostupny para-
metr reflektujici dlouhodobou zatéz organizmu gly-
ka¢nimi mechanizmy. Tim hlavnim faktorem zvysujicim
LAF je nepochybné chronickd porucha glukézového
metabolizmu s opakovanou hyperglykemii. Lze tedy
predpokladat, ze se takové déletrvajici latentni one-
mocnéni odrazi v celkové LAF a upozorni na mozné
riziko diabetu dfive, nez dojde ke klinickym projeviim
hyperglykemie. Na druhou stranu je ale nutné zdu-
raznit, Ze rychle rozvinuty diabetes v mladsim véku se
nemusi vyssi LAF jesté projevit. Definitivni diagnéza
diabetu je tak stale zaloZzena pouze na laboratorné sta-
novené hyperglykemii nala¢no, béhem orélniho gluké-
zového toleran¢niho testu ¢i ndhodné hyperglykemii
s klinickymi pfiznaky.

V nasi pilotni studii byla zavislost LAF na aktudlni hla-
diné HbA i primérném HbA v poslednim roce jen
caste¢nd. Je pravdépodobné, ze aktudlni i prdmérny
glykovany hemoglobin v poslednim roce dostate¢né
neodrazeji mnohalety stav glykace v organizmu, a tudiz
s autofluorescenci ¢ocky souvisi jen parcidlné. Navic
namérena LAF podava informaci o mnozstvi fluores-
cencnich molekul, zatimco nékteré AGEs fluorescen¢ni
vlastnosti nemaji, a tudiz o jejich hromadéni pfesnou
predstavu nemame. V minulosti vsak bylo prokazano,
ze mezi fluorescenc¢nimi a nefluorescen¢nimi moleku-
lami je silnd pozitivni zavislost [19]. V nasi relativné malé
studii jsme nepozorovali vyznamnéjsi rozdily v LAF
u pacientl bez ¢i s pozitivni albuminurii. Je vsak mozné,
Ze v patogenezi diabetické nefropatie se uplatnuji i ne-
fluorescencni AGEs ¢i dal$i mechanizmy.
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Nami prezentovand vyznamna zdvislost mezi auto-
fluorescenci ¢ocky a klze u pacientt s diabetem 2. typu
doposud nebyla publikovana, zatimco u pacient( s dia-
betem 1. typu jiz byl podobny vztah dolozen [20]. Obé
prace dokladaji, ze glykacni proces srovnatelné posti-
huje rlizné tkdné organizmu.

Je jisté lakava predstava, ze se o¢ni autofluorescence
stane robustnim ukazatelem dlouhodobé kompenzace
diabetu predikujicim riziko dalSich komplikaci, avsak na
definitivni potvrzeni takové hypotézy si budeme muset
jesté pockat.
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