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Abstrakt

Spole¢nym rysem multifaktoridlnich chorob jako je refluxni ezofagitida (patfici do
skupiny gastroezofagealni refluxni choroby, GERD), astma, diabetes mellitus 2. typu
(T2DM), chronicka parodontitida (CP) a obezita, je pfitomnost low-grade zanétlivého
stavu. Role adipocytokini v patogenezi téchto onemocnéni je V soucasnosti intenzivné
studovana. Prvnim cilem této prace bylo zpracovat literarni reSer$i zaméfenou na
adipocytokiny a jejich vztah k vybranym zanétlivym chorobam. Druhym cilem bylo v
ramci asociacni studie kontrol a pfipadi determinovat varianty v genech pro
adipocytokiny a korelovat ziskana data s klinickymi a biochemickymi parametry.

Na zéaklad¢ reserSe bylo vybrano 6 polymorfizmt v genech ADIPOQ, LEP, LEPR a
RETN, které byly stanoveny pomoci PCR metod u kontrol a pacientt ve ttech oddélenych
studiich zamétenych na GERD, ASTMA, nebo T2DM a CP. Kromé toho byly u
podskupiny osob ve studii ASTMA méfeny koncentrace adiponektinu a u T2DM a CP
byly méfeny koncentrace adiponektinu, leptinu a resistinu v plazmé. Zatimco nebyl
nalezen zadny rozdil v alelickych ani genotypovych frekvencich mezi kontrolami a
pacienty s GERD, ve studii ASTMA byl asociovany polymorfizmus rs1501299 v genu
ADIPOQ se zkoumanym onemocnénim a ve studii T2DM a CP se ten samy
polymorfizmus jevi jako mozny protektivni marker pro CP (P<0,01). Pilotni vysledky
naznacuji, Ze variabilita v genu kodujicim adiponektin se muze podilet na patogenezi

onemocnéni astma a CP.

Abstrakt

Spolo¢nym rysom multifaktoridlnych ochoreni ako je refluxné ezofagitida (patriaca do
skupiny gastroezofagealnej refluxnej choroby, GERD), astma, diabetes mellitus 2. typu
(T2DM), chronicka parodontitida (CP) a obezita, je pritomnost’ low-grade zapalového
stavu. Rola adipocytokinov v patogenéze tychto ochoreni je V stcasnosti intenzivne
Studovand. Prvym cielom tejto prace bolo spracovat literarnu reSer§ zamerani na
adipocytokiny aich vztah k vybranym zapalovym ochoreniam. Druhym cielom bolo
Vramci asociacnej Stadie kontrol apripadov determinovat’ varianty v génoch pre
adipocytokiny a korelovat’ ziskané data s klinickymi a biochemickymi parametrami.

Na zéklade reSerSe bolo vybranych 6 polymorfizmov v génoch ADIPOQ, LEP, LEPR
aRETN, ktoré boli stanovené pomocou PCR metéd u kontrol a pacientov v troch
oddelenych stidiach zameranych na GERD, ASTMA, alebo T2DM a CP. Okrem toho



boli u podskupiny 0s6b v stadii ASTMA merané koncentracie adiponetinu a u T2DM
a CP boli merané koncentracie adiponektinu, leptinu a rezistinu v plazme. Zatial’ ¢o nebol
objaveny ziadny rozdiel v alelickych ani genotypovych frekvenciach medzi kontrolami
a paciantami s GERD, v stadii ASTMA bol asociovany polymorfizmus rs1501299 v géne
ADIPOQ so skimanym ochorenim a Vv studii T2DM a CP sa ten isty polymorfizmus javi
ako mozny protektivny marker pre CP (P<0,01). Pilotné¢ vysledky naznacuju, Zze
variabilita v géne kodujucom adiponektin sa moze podiel'at’ na patogenéze ochoreni astma

a CP,

Abstract

A common feature of multifactorial diseases, such as reflux esophagitis (belonging to
gastroesophageal reflux disease, GERD), asthma, type 2. diabetes mellitus (T2DM),
chronic periodontitis (CP) and obesity, is presence of a low-grade inflammatory condition.
The role of adipocytokines in the pathogenesis of these diseases is being intensively
studied. The first aim of this work was to process literary research focused on
adipocytokines and their relation to selected chronic inflammatory diseases. The second
objective was to determine variants in adipocytokine genes in a case-control study and to
correlate the obtained data with clinical and biochemical parameters.

Altogether, 6 polymorphisms in genes ADIPOQ, LEP, LEPR and RETN have been
selected, based on the research. Using PCR methods in controls and patients in three
separate studies focused on GERD, ASTHMA, or T2DM and CP, selected
polymorphisms have been genotyped. In addition, in subgroup of people in study
ASTHMA adiponectin plasma concentrations, and in study T2DM and CP, plasma
concentrations of adiponectin, leptin and resistin have been measured. Although no
difference in allele or genotype frequencies between controls and cases with GERD has
been found, in ASTHMA study, polymorphism rs1501299 in ADIPOQ gene was
associated with disease, and in T2DM and CP study, the same variant appears as a possible
protective marker for CP (P<0,01). Pilot results indicate, that variability in gene encoding

adiponectin might play a role in pathogenesis of diseases asthma and CP.
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2 Zoznam skratiek
ADIPOQ — adiponektin (adiponectin)

AgP - agresivna parodonitida (aggressive periodontitis)

ANOVA — analyza variancie (analysis of variance)

BE - Barrettov ezofagus (Barrett’s esophagus)

BMI - index telesnej hmotnosti (body mass index)

CAL - strata attachmentu (clinical attachment loss)

CP - chronicka parodontitida (chronic periodontitis)

CVD - kardiovaskularne ochorenie (cardiovascular disease)

DM - diabetes mellitus

EAC - adenokarcinom ezofagu (esophageal adenocarcinoma)

ELISA - (enzyme linked immunosorbent assay)

GCF — sulkularna tekutina (gingival crevicular fluid)

GERD - gastroezofagealna refluxna choroba (gastroesophageal reflux disease)
HC - zdravé kontroly (healthy controls)

HMW — vysokomolekularny (high-molecular weight)

HRP - chrenova peroxidaza (horseradish peroxidase)

HWE - Hardy-Weinbergova rovnovaha (Hardy-Weinberg equilibrium)

IL — interleukin (interleukin)

IQR - medzikvartilové rozpétie (interquartil range)

LEP — leptin (leptin)

LEPR - leptinovy receptor (leptin receptor)

LMW — nizkomolekularny (low-molecular weight)

MAF - frekvencia minoritnej alely (minor allele frequency)

MMW - strednemolekularny (middle-molecular weight)

N — pocet (number)

NAFLD - nealkoholova tukova choroba pecene (non-alcoholic fatty live disease)
NCBI - narodné centrum biotechnologickych informacii (National Center for Biotechnology
Information)

NERD - neerozivna refluxna choroba (nonerosive reflux disease)

NF-kB - nuklearny faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

cells)
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NS — nesignifikantné (nonsignificant)

PCR-RFLP - polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov (restriction fragment length
polymorphism)

PD - hibka parodontalnych chobotov (probing depth)

RETN — rezistin (resistin)

ROS - reaktivne kyslikové Castice (reactive oxygen species)

SD - smerodajna odchylka (standard deviation)

SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphism)

STATS3 - signalny prenasac a aktivator transkripcie 3 (signal transducer and activator of
transcription 3)

T1DM - diabetes mellitus 1. typu (type 1 diabetes mellitus)

T2DM - diabetes mellitus 2. typu (type 2 diabetes mellitus)

TNF-a - tumor nekrotizujtci faktor-alfa (tumor necrosis factor alpha)
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3  Uvod

Zapal je zakladnou odozvou organizmu na poskodenie. V pripade chronického zapalu vSak
dochadza za sthry destrukénych a reparaénych procesov mediovanych zapalovymi
a protizapalovymi latkami imunitného systému k nezvratnej zmene Struktury tkaniv. Medzi
latky sprostredkavajice zapalové procesy patria aj adipocytokiny, latky produkované nielen
adipocytmi v tukovom tkanive.

Obezita, charakteristickd znacne zvySenym mnoZstvom adipocytov, je spdjana
s nadprodukciou zapalovych, resp. s deficitom protizapalovych adipocytokinov. Casto sa
preto asociuje s chronickym zapalom a je rizikovym faktorom pre dalSie chronické
ochorenia. Spoloénym menovatelom ochoreni gastroezofagedalnej refluxnej choroby
(GERD), astmy, diabetes mellitus 2. typu (T2DM) a chronickej parodontitidy (CP) je prave
chronicky zapal. Su to multifaktorialne ochorenia, k vypuknutiu a progresii ktorych okrem
vonkajsich rizikovych faktorov prispievaju aj genetické predispozicie.

S postupujucimi metoédami $tidia gendomu je mozné sledovat’ variacie v génoch (napriklad
jednonukleotidové polymorfizmy, SNP). Ide o mutacie v sekvencii DNA, pricom ich
vyskyt v populacii je minimalne 1 %. Tieto variacie sa vyskytuju v intronoch, exonoch,
alebo regulacnych cCastiach génov a mdézu tak ovplyviovat' expresiu ateda aj funkciu,
vyuzitel'nost a koncentraciu proteinu v organizme. Vyskyt a percentualne zastipenie
polymorfizmov sa li$i naprie¢ populdciami, preto je potrebné varidcie Studovat’ osobitne
a porovnavat’ vysledky s vysledkami v ostatnych populaciach.

Vo svojej praci sa zameriavam na polymorfizmy v génoch pre adipocytokiny, konkrétne

adiponektin, leptin a rezistin.
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4 Ciel prace

Ciel'om diplomovej prace V teoretickej Casti je vytvorit' kontext problematiky chronického
zapalu, obezity, chronickych ochoreni GERD, astmy, T2DM a CP a spracovat’ literarnu
reSer§ zameranu na adipocytokiny adiponektin, rezitstin a leptin V suvislosti so
spomenutymi ochoreniami. Na zaklade reSerSe budu pre prakticka cast’ diplomovej prace
vybraté polymorfizmy v génoch spomenutych adipocytokinov.

Cielom praktickej casti diplomovej prace je analyzovat variabilitu vybranych
polymorfizmov v troch separatnych stadiach zdravych kontrol a pacientov trpiacich GERD,
astmou a T2DM a/alebo CP z Ceskej republiky.
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5 Teoreticka cast’

V teoretickej Casti prace je stru¢ne definovany zapal a Studované ochorenia GERD, astma,
T2DM a CP, pre ktoré je zapal typicky. Navyse je osvetlend rola obezity ako rizikového
faktoru pre viaceré ochorenia. Nasledne je popisané adipozne tkanivo a adipocyty,
produkujuce adipocytokiny. Okrem podrobnejSicho popisu adipocytokinov adiponektinu,
leptinu a rezistinu st prehladne v tabulkach taktiez zaznamenané vysledky doteraj$ich
asociaénych §tadii v roznych populdciach. Stidie boli zamerané na konkrétne
polymorfizmy v génoch pre adipocytokiny a koncentracie adipocytokinov v telesnych
tekutinach u pacientov s GERD, astmou, T2DM a parodontitidou.

5.1 Zapal a chronické zapalové ochorenia

Zapal je jednou zo zékladnych reakcii organizmu na poSkodenie, zdrojom ktorého mdze
byt bakteridlna infekcia, fyzické naruSenie tkaniva, G€inok chemikalii alebo radidcie.
Organizmus sa brani aktivovanim neSpecifickych aj Specifickych zloziek imunitného
systému, prejavom ¢oho su napr. priznaky typické pre kozné tkanivo — rubor (s€ervenanie),
tumor (opuch), calor (teplota), dolor (bolest’) a functio laesa (strata funkcie). Prejavy zapalu
su ale roznorodé v zavislosti na vlastnostiach poSkodenych tkaniv. VSeobecne rozliSujeme
medzi zapalom akutnym a chronickym. Priebeh akutneho zapalu mozno na casovej osi
rozdelit’ do troch faz — iniciacnej, vrcholnej a reparacnej, na konci ktorej je zapal ukonceny
a napadnuté tkanivo zhojené. V pripade perzistencie zapalu prechddza proces zapalu do
chronického s$tadia. Chronicky zapal je typicky zapalovymi a sucasne prebichajiicimi
reparaCnymi procesmi, ktoré neveddl k terminacii zapalu, ale indukuju destrukciu tkaniv
(Povysil a kol., 2011).

Chronicky zapal je spolo¢nym menovatelom viacerych ochoreni, patria medzi ne GERD,
astma, T2DM alebo CP (Fantuzzi, 2005).

5.1.1 Gastroezofagealna refluxna choroba (GERD)
Funkciou ezofagu je posun rozzutej potravy do zaludka. Navratu potravy do ezofagu

(reflux) brani dolny zviera¢, k funkcii ktorého prispievaji aj branica a brani¢ny hiatus.
Gastroezofagealny reflux je retrogradny posun zaltido¢ného obsahu do ezofagu, v ktorom
sposobuju  komplikdcie predovSetkym kyselina chlorovodikova (HCl), aspartitové
proteinazy (pepsin) a zI¢ (v pripade suc¢asného duodenogastrického refluxu). Aj u zdravych
jedincov sa reflux moze prechodne vyskytovat’, obzvlast' v obdobi medzi jedlami (asi v 7%
pripadov). Vznik refluxu je spdsobeny poruSenim antirefluxnej bariéry, v ktorej kI'aicova
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ulohu zohrava dolny zviera¢ ezofagu. Ak k refluxu dojde, je dolezita tiez spravna motilita
ezofagu zaistujuca rychle vyprazdnenie ezofagu, ¢im sa skracuje doba kontaktu
ezofagealnej sliznice s HCI, proteinazami, pripadne so zl¢ou.

GERD je definovana ako spektrum postihnuti ezofagu sposobené gastroduodenalnym
refluxom. Pri GERD vznika zapalova reakcia vyvolavajuca postihnutie vagovej inervacie,
¢im sa poruSuje motilita ezofagu aspomaluje vyprazdinovanie zalidku. GERD mbze
vyvolat’” komplikacie ako ezofagitidu, ulceracie, striktary a krvacanie. Pri dlhodobom
refluxe dochadza ku komplikacii znamej ako Barrettov ezofagus (BE), ktory vznika ako
odpoved’ na pravidelné vystavenie sliznice ezofagu kyslému obsahu zalidku. Dlazdicovy
epitel je metaplaziou nahradeny cylindrickym epitelom, ktory je odolnejsi voc¢i HCI
a fyziologicky sa nachddza prevazne v termindlnej Casti ezofagu. Metaplazia sa modze
zmenit’ na dysplaziu, ¢o je prekancerdzny stav adenokarcinomu ezofagu (EAC) (Necas,
2003). Prevalencia GERD je 8,8 az 25,9 % v europskych krajinach (El-Serag a kol., 2014).
Rizikovym faktorom pre GERD je obezita, obzvlast v abdominalnej oblasti, ktord moze
sposobovat’ tlak na zalidok, ezofagus anarusovat funkcénost’ antirefluxnej bariéry
(Pandolfino a kol., 2006).

Rola genetickych faktorov je predmetom §tidia aj u ochorenia GERD. Dong a kol. (2018)
VO svojej stadii vybrali 23 genetickych mutacii asociovanych s rizikom rozvoja GERD a
vyvinuli model predpovede rizika vzniku BE a EAC, ktory je zalozeny na genetickych,
klinickych a demografickych / Zivotnych podmienkach (Dong a kol., 2018).

5.1.2 Astma

Astma je jedno z najrozsirenejSich chronickych ochoreni s prevalenciou 10 az 15%
Vv rozvinutych krajinach (Bowrey a kol., 2000). Radi sa medzi zapalové ochorenia dolnych
dychacich ciest, pricom zna¢nua rolu v zdpale hraju zmenené imunitné funkcie. Chronicky
zapal postihuje najmi priedusky, kde dochadza k obStrukcii a hyperreaktivite, ¢o je
pri¢inou klasickych symptomov astmy ako je hvizdavé dychanie, zachvaty kasla alebo
zvieravy pocit na hrudi. V désledku chronického zapalu dochadza k remodelécii pl'icneho
tkaniva, ¢o nasledne vedie k nezvratne zniZenej kapacite pluc.

Astma je vel'mi heterogénne ochorenie s roznorodou patofyziologiou. Prave r6znorodost
viedla k definovaniu tzv. fenotypov a endotypov astmy, ktoré kategorizuji astmu podl'a
patofyziologickych, klinickych, genetickych alebo epidemiologickych znakov. Z hladiska

imunopatogenézy sa astma kategorizuje na tri hlavné fenotypy.
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NajlepSie popisana a najrozSirenejSia je atopickd astma charakterizovana eosinofilnym
zdpalom mediovanym protilatkami IgE anaslednou imunitnou odpovedou Th2
lymfocytmi. Atopicka astma sa ¢asto manifestuje uz v detskom veku a da sa pre fiu stanovit’
pri¢inny alergén, alebo alergény. Tymi su najCastejSie spoOry plesni, roztocCe, zvieracie
alergény, pel’ a niektoré potraviny. Podmienkou je geneticka predispozicia, ktora je dlho
napliou Studia.

Druhy fenotyp je zriedkavejsi, ma taktiez priebeh eosinofilného zépalu, avsak chyba mu
pri¢ina vo forme alergénu. Prejavuje sa Casto az v dospelosti a je spajany s autoimunitnymi
ochoreniami, alebo intoleranciou na urcité lieky.

Pre treti fenotyp astmy nie je eosinofilny zapal typicky. Bunky spdsobujuce zapal su
prevazne neutrofilné granulocyty. Nastup ochorenia je typicky az v dospelosti a fenotyp je
spajany s rizikovymi faktormi fajéenim a obezitou. (Krejsek a kol., 2016)

Rizikovymi faktormi pre astmu st jednak environmentdlne faktory, ako aj dedicné
predispozicie. Genetické faktory hraju rolu v rozvoji, ale aj priebehu a zavaznosti astmy
a posobia primarne cez komplexné mechanizmy zahffiajice interakciu s environmentalnymi
faktormi a d’alsimi génmi (Rava a kol., 2015).

Astma je jednak klinické ochorenie, okrem toho je ale aj rizikovym faktorom pre d’alSie

ochorenia, medzi ktoré sa radi aj GERD (Bowrey a kol., 2000).

5.1.3 Diabetes mellitus 2. typu (T2DM)
Charakteristickym rysom T2DM je hyperglykémia, pripadne aj glykosuria, funk¢na strata

inzulinu a poruSenie gluk6zovej tolerancie. (Necas, 2003). T2DM je najrozsirenejSou
formou diabetu. (Mealey a kol., 2007).

Mierny deficit inzulinu sa prejavi hyperglykémiou po poziti jedla, pricom koncentracia
glukézy nalacno ostdva normalna. S ndrastom deficitu ucinku inzulinu sa zvySuje
hyperglykémia a prejavuje sa aj v obdobi la¢nenia, navyse, v pripade, ze glykémia prekro¢i
rendlny prah (schopnost’ obli¢iek reabsorbovat’ glukézu z primarneho mocu), déjde ku
glykosurii. V désledku osmotickej aktivity glukozy je pri jej nadbytku vyskyt aj polyurie.
Osmoticka diuréza prispieva taktiez k deplécii sodika a draslika, ¢o sposobuje d’alSie
komplikécie, napriklad poruchy srdcovej ¢innosti a vznik arytmii.

Pri nedostatku inzulinu sa hlavnym zdrojom energie stdvaju lipidy. Lipolyza je

charakterizovanad B-oxiddciou volnych mastnych kyselin, ktorej medziproduktami su
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ketolatky (kys. hydroxymaslova, kys. acetoctova a acetdon), spdsobujiice metabolicku
acidozu.

Z dlhodobého hladiska mé hyperglykémia negativny vplyv na endotel ciev, pretoze
nadbytocna glukdza sa neSpecificky a neenzymaticky viaze na proteiny endotelu a vznikaji
stabilné komplexy. Tkaniva tak stradcaji svoju funkciu, pripadne moéze glukdza viazat
neglykosylované plazmatické alebo intersticidlne proteiny. Podl'a miesta poSkodenia ciev
preto moze dojst’ k rozvoju mikrovaskularnych a makrovaskularnych komplikacii diabetu
(Necas, 2003). Medzi ne patri aj chronicka parodontitida (Mealey a kol., 2006).

Jednym z hlavnych rizikovych faktorov diabetu je obezita. Inzulinova rezistencia je
negativne ovplyvilovana zvySenymi koncentrdciami volnych mastnych kyselin (MK),
pochadzajucich z adipocytov. MK prispievaji k rezistencii na inzulin inhibiciou prijmu
glukézy, syntézy glykogénu a glykolyzy a podporou produkcie hepatickej glukdzy
(Bergman a kol., 2000).

T2DM je multifaktoridlne ochorenie, k rozvoju ktorého prispievaju okrem vonkajsich
faktorov aj faktory neovplyvnitel'né, genetické, ¢o preukdzali aj Stadie na dvojickach a
izolovanych etnickych populaciach (Baier a kol., 2004; Medici a kol., 1999). Pri T2DM
mozU rolu zohrdvat’ mutacie inzulinového receptoru podporujice rezistenciu tkaniv na
inzulin, mutaciou indukovand zmena funkcie latok zabezpecujucich postreceptorovy prenos

signalu, a d’alSie.

5.1.4 Chronicka parodontitida (CP)

CP je chronické zapalové ochorenie zavesného aparatu zubov. Vznika z nelieCeného zapalu
d’asien — gingivitidy a poskodzuje alveolarnu kost’, zubny cement a vdzivd a moZe viest’ az
ku strate zubov.

Nevyhnutnym, aj ked’ nie jedinym sptStacom ochorenia je pritomnost’ gramnegativnych
baktérii ~ (Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia, = Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) v zubnom povlaku a v subgingive. Pritomnost’ plaku je dovodom
pre vznik lokalnej zapalovej reakcie, ktora nedokaze eliminovat’ mikrobialne podnety a tak
prerastd do chronického zapalu, ktory je ale dynamicky a striedaju sa v iom fazy aktivneho
procesu s fazami remisii (Pihlstrom a kol., 2005).

Z hladiska rizik je CP multifaktoridlne ochorenie, na progresii sa podiel'aju okrem

environmentalnych (stres, fajenie, obezita, atd’.) aj genetické predispozicie. Kandidatnymi
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génmi hrajucimi rolu v tomto ochoreni su gény ovplyvitujuce metabolizmus kosti a viziva

a gény pre imunoregula¢né faktory (Van Dyke a kol., 2005).

5.2 Obezita
Obezita je prevladajtci a Siriaci sa celosvetovy problém (World Health Organisation 2018).

Nadvaha aobezita su kategorizované pomocou indexu telesnej hmotnosti (BMI),
s hodnotami > 25 kg.m, resp. > 30 kg.m™2. Ide o komplexné multifaktorialne ochorenie
vznikajice nadmernym ukladanim tuku. Obezita je rizikovym faktorom a zhorSuje priebeh
ochoreni, ako st rozvoj rezistencie k inzulinu a T2DM (Festa a kol., 2000; Bergman a kol.,
2000), vysoky krvny tlak, metabolicky syndrom, GERD, hypoventilacia a i.(Bouldin a kol.,
2006).

5.3 Tukové tkanivo a adipocytokiny

Napriek dlhotrvajucim domnienkam o jeho pasivnosti, je tukové tkanivo komplexny
a vysoko metabolicky aktivny endokrinny organ. Okrem skladovania energie vo forme
tukov taktiez sekretuje bioaktivne molekuly ako su leptin, rezistin, adiponektin a visfatin,
ktoré sa spolo¢ne nazyvaju adipocytokiny (Krysiak a kol., 2012; Adamczak a kol., 2013).
Tie su podskupinou cytokinov, nizkomolekularnych signalnych proteinov, ktoré reguluju
imunitna  odpoved’ a ovplyvilujii funkciu a aktivitu buniek. Produkované su nielen
adipocytmi a neadipocytovou zlozkou tukového tkaniva, ale napriklad aj T lymfocytmi
a parodontalnymi vézivovymi bunkami (Sanna a kol., 2003). Adipocytokiny nielenze
regulujii senzitivitu k inzulinu, vydaj a spotrebu energie, ale tieZ hojenie ran a zépal.
Adipocytokiny leptin, rezistin a su celkovo prozapalové, zatial’ ¢o adiponektin vykonava
protizapalové UcCinky. Obezita vedie k narastu syntézy prozapalovych adipocytokinov
a k poklesu produkcie protizapalovych adipocytokinov.

PoruSenie rovnovahy medzi prozépalovymi a protizapalovymi adipocytokinmi usti do stavu
tzv. low-grade chronického zapalu. Takyto stav je pozorovany okrem iného aj u obezity
a diabete mellitus (Krysiak a kol., 2012; Adamczak a kol., 2013).

5.3.1 Adiponektin
Adiponektin je cytokin primarne produkovany bielym tukovym tkanivom adipocytmi,

a netukovymi bunkami so zvySenou expresiou a sekréciou pocas diferencidcie adipocytov.
Taktiez je produkovany myocytmi, kardiomyocytmi a endotelidlnymi bunkami (Stofkova,
2009).
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Existuju dve izoformy adiponektinu: nestiepeny adiponektin (full-length) a globularny
adiponektin, ktory vznika fotolytickym Stiepenim mediovanym elastdzou produkovanou
monocytmi alebo neutrofilmi. Globularny adiponektin reprezentuje priblizne 1 %
celkového mnozstva adiponektinu.

Monomérny adiponektin o velkosti 30 kDa sa vyskytuje vyluéne v plazme adipocytov.
V periférnej krvi cirkuluje vo forme oligomérov o nizkej (trimér), strednej (hexamér), alebo
vysokej molekularnej hmotnosti (12- a 18-mér) (Tilg a kol., 2006).

Izformy adiponektinu sa liSia vo svojej biologickej funkcii, v zavislosti od tkaniva
a podtypu receptoru. Adiponektin je rozoznavany dvoma receptormi, AdipoR1 a AdipoR2,
pricom podtyp AdipoR1 je hojne exprimovany v kostrovom svalstve a viaze globularny
adiponektin, kdezto AdipoR2 je zvicSa exprimovany v peceni a viaze Sa S neStiepenym
adiponektinom (Kadowaki a kol., 2005).

Koncentracia adiponektinu v cirkulécii je v porovnani s ostatnymi cytokinmi vysoka (3,6 az
16,7 pg.mlt) (Yoshino a kol., 2011; Rho a kol., 2009). V pripade zapalového ochorenia
gastrointestinalneho traktu GERD a BE bola koncentracia adiponektinu niz$ia v porovnani
so zdravymi kontrolami (Rubenstein a kol., 2008; Tseng a kol., 2015). Podobne boli nizsie
plazmatické koncentracie adiponektinu namerané aj u zapalovych ochoreni astme (Ozde a
kol., 2015; Baek a kol., 2011; Sood a kol., 2012) a T2DM (Saito a kol., 2007). Navyse,
kombinacia viacerych ochoreni rezultovala v eSte nizSich koncentraciach, napr. pri
komplikaciach T2DM (ischemicka choroba srdca, hypertenzia, infarkt myokardu) (Swellam
a kol., 2009), alebo pri spojeni astmy s obezitou (Baek a kol., 2011). Obratene, zvySena
koncentracia adiponektinu bola korelovana s redukciou hmotnosti (Inadera, 2008).
Prehlady asociacnych Studii ochoreni s koncentraciami adiponektinu sa nachadzaji
v prehl'adovych tabuPkach I (GERD), Il (astma) a I11 (T2DM a CP).

Ludsky adiponektin je kodovany génom ADIPOQ lokalizovanym na chromozémovom
lokuse 3g27. Gén pozostava ztroch exénov ajeho sekvencia zdiela homoldgne useky
s génmi pre kolagénne proteiny, proteiny tvoriace komplement, tumor nekrotizujuci
faktor a (TNF-a) a mozgovo Specificky faktor cerebelin (Carbone a kol., 2012). V géne sa
nachadzaju polymorfizmy, z ktorych najviac Studované su zameny +276G/T (rs1501299) a
+45T/G (rs2241766).

V spojeni s karcindmom ezofagu vykazoval genotyp GG polymorfizmu +276G/T
nesignifikantnu asociaciu (Doecke a kol., 2008). Varianta +276G/T bola okrem GERD
Studovand aj v spojeni sastmou, pri ktorej bol genotyp TT asociovany s ochorenim
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v ¢inskej populacii (Ding a kol., 2015). Genotyp GG polymorfizmu +276G/T (rs15011299)
bol asociovany so zvySenym rizikom T2DM v japonskej populécii (Hara a kol., 2002), pri
Stadiu tohto polymorfizmu v haplotype s polymorfizmami na miestach -11377; +45; +349 a
-11365, -4034, -3964, +45 bola G alela frekventovanejs$ia v skupine T2DM (Choi a kol.,
2014; Qi, Doria, a kol., 2006). Naopak, Li a kol. pri stadiu polymorfizmu +276G/T
v haplotype s d’alsimi dvoma polymorfizmami na ¢inskej populacii spajal alelu T s rizikom
T2DM. Stidium polymorfizmu s mikrovaskularnymi komplikaciami T2DM retinopatiou
a neuropatiou nepreukazali Ziadnu asociaciu (Choe a kol., 2013), okrem toho Gu a kol.
(2004) nenasli spojenie medzi polymorfizmom a T2DM.

Genotyp GG polymorfizmu +45T/G bol vo viacerych $tadiach asociovany s diabetom
a jeho komplikaciou, diabetickou nefropatiou (Choe a kol., 2013; Hara a kol., 2002). Podl'a
Gu a kol. (2004) vo svédskej populacii nebola objavena asociacia medzi tymto
polymorfizmom a T2DM. Naopak, v korejskej a japonskej populacii bola asociovana alela
T s T2DM atazkou formou parodontitidy uobéznych pacientov. Prehlady studii
skumajucich polymorfizmy v géne pre adiponektin st uvedené a rozdelené podl'a ochoreni

v tabul’kach I, 11 a Il
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Tabulka Adiponektin  — asocidcie plazmatickych/sérovych koncentracii a
polymorfizmov s GERD
Citacia Sledované Asociacie Koncentracia
Polymorfizmus ochorenia adiponektinu
v plazme/sére
(ng.ml™)
+276G/T Doecke GERD (EAC), NS -
(rs1501299) a kol., 2008 obezita
- Almers GERD (BE) Vyssia ¢ adiponektinu asociovana s BE a v sére
a kol., 2015 GERD GERD 11,7+ 6,8
BE 12,8 7,7
Kontroly 12,1 £ 6,7
- Garcia GERD (BE), NS V sére
akol., 2014 obezita BE7,42(38-122)
Kontroly 5,61 (3,3 —
9,2)
- Greer a kol., GERD (BE, Horny tercil pacientov s najvyssou ¢ v sére
2015 EAC), sérového adiponektinu asociovany BE + GERD 8,39
obezita negativne S BE (preukazané vo vicsej GERD 8,82
miere v skupine muzov) Kontroly 10,36
- Kendall GERD (BE) NS v sére
a kol., 2007 9, BE9,68
Kontroly 11,22
4 BE8,0
Kontroly 8,69
- Rubenstein GERD (BE) ¢ adiponektinu negativne koreluje s BE v plazme
a kol., 2008 BE84
Kontroly 11,4
- Rubenstein GERD (BE) Zvysena ¢ LMW adiponektinu v sére
a kol., 2009 asociovana so znizenym rizikom BE. LMW adiponektin
¢ celkového adiponektinu nebola BE 1,80 £ 1,09
. . Kontroly 2,17 + 1,08
asociovana s BE
- Tseng a kol., GERD (BE) Pacienti s BE signifikantne niz$ie ¢ v sére
2015 adiponektinu v porovnani s kontrolami BE6,0(51-9,2)

Kontroly 9.2 (7,1~
11,2)

BE=Barrettov ezofagus, EAC=adenokarcinom ezofagu, GERD=gastroezofagealna refluxna
choroba, LMW=nizkomolekularna izoforma adiponektinu, NS=nesignifikantné
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Tabul’ka |Il: Adiponektin — asociacie plazmatickych/sérovych koncentracii a
polymorfizmov s astmou
Polymorfizmus Citacia Sledované Asocidcie Koncentracia
ochorenia adiponektinu
v plazme/sére
(ng.ml™)
+276G/T Ding a kol., Astma Genotyp TT asociovany so zvySenym v plazme
(rs1501299) 2015 rizikom astmy Exacerbacia 11,7 +
alela T asociovana so zvysenym rizikom 6,2
Remisia 19,3 +£ 7,5

astmy v log-aditivnom modeli

Kontroly 24,6 + 8,9

v sére

Signifikantne nizsia ¢ adiponektinu

- Ozde a kol., Astma
2015 v skupine deti trpiacich astmou Astma 10,0 £5,3
V porovnani s kontrolami Kontroly 15,8 + 10,5
- Baek a kol., Astma, obezita Signifikantne znizené ¢ adiponektinu v sére
2011 U obéznych deti trpiacich astmou Astma+obezita 5,10
+3,35
Obezita 7,28 + 3,82
Kontroly 12,53 +
5,02
- Tsaroucha Astma ¢ sérového adiponektinu bez rozdielu v sére
a kol., 2013 medzi astmatikmi a kontrolami Astma 13,5+ 9,2
(P=0,162), aviak po rozdeleni astmatikov ~ Kontroly 10,1 + 6,4
na dve skupiny podla zavaznosti astmy
podl’a klinickych priznakov mali pacienti ~ Vazne pripady astmy
s vaznou formou astmy signifikantne 9,8+7,8
niz$ie ¢ adiponektinu (P<0,015) Mierne pripady
V porovnani so skupinou s miernou astmy
formou astmy 16,6 + 9,3
- Sood a kol., Astma Nizka ¢ adiponektinu, signifikantne v sére
2012 asociovana s astmou u zien v strednom Astma 9,4
veku (nezavisle na BMI) Kontroly 11,2
Nizka ¢ adiponektinu indikovala vyssie
riziko pre rozvoj astmy, predovSetkym u
faj¢iarok
- Hayashikawa Astma Celkova ¢ sérového adiponektinu bez v sére
akol., 2015 asociacie k astme, av§ak po rozdeleni celkovy adiponektin
celkovej ¢ adiponektinu na LMW, MMw ~ Astma 6,88 + 3,48
a HMW izoformy vyssia ¢ LMW KO””(OF!XJ %‘S 3,97
adiponektinu U astmatikov v porovnani s
s kontrolami (P<0,05) LMW adiponektin

Astma 2,20 + 0,77
Kontroly 1,95 + 0,72
(P<0,05)

izoforma adiponektinu,

BMI=index telesnej hmotnosti, HMW=vysokomolekularna

LMW=nizkomolekularna izoforma adiponektinu, MMW=strednemolekuldrna izoforma

adiponektinu
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Tabul’ka |Ill: Adiponektin — asocidcie plazmatickych/sérovych koncentracii a
polymorfizmov s T2DM a/alebo CP
Polymorfizmus Citacia Sledované Asociacie Koncentracia
ochorenia adiponektinu
v plazme/sére
(ng.ml™)
+276G/T Gu a kol., 2004 T2DM NS -
(rs1501299)
Choe a kol., T2DM NS v plazme
2013 GG 9,6+8,3
GT 10,7+9,6
TT 9,3+8,6
Choi a kol., T2DM G-T-T-A haplotyp na miestach -11377; -
2014 +45; +276; +349 v géne ADIPOQ
asociovany s vyssim vyskytom T2DM
v korejskej populacii
Hara a kol., T2DM GG genotyp asociovany so zvySenym v plazme
2002 rizikom pre T2DM v japonskej populacii GG 14,2+0,56
G alela asociovana s nizSou ¢ GT 15,5+ 0,61
adiponektinu TT 17,3 £1,35
Li a kol., 2015 T2DM Analyza haplotypov zloZenych z troch -
polymorfizmov (rs 182052, rs7627128
ars1501299) indikovala zvysena
frekvenciu haplotypu A-A-T u pacientov
s T2DM
Qiakol., 2006 T2DM, CVD  Analyza haplotypov zlozenych z piatich v plazme
polymorfizmov (-11365, -4034, -3964, NS
+45, +276) indikovala, ze alela +276T
v haplotype CAATT bola asociovana
S niz§im rizikom na CVD u pacientov
s T2DM v porovnani s haplotypom
CAATG
+45T/G Choi a kol., T2DM G-T-T-A haplotyp na miestach -11377; -
(rs2241766) 2014 +45; +276; +349 v géne ADIPOQ
asociovany s vy$$im vyskytom T2DM
v korejskej populacii
Gu a kol., 2004 T2DM NS -
Choe a kol., T2DM GG genotyp asociovany s diabetickou v plazme
2013 nefropatiou TT 9,8+8,5
TG 10,2+ 8,8
GG 10,5+11,5
Damrongrung- T2DM, CP T alela asociovana s tazkou formou -
ruang a kol., parodontitidy u obéznych pacientov
2015
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Hara a kol., T2DM GG genotyp asociovany so zvySenym -
2002 rizikom pre T2DM v japonskej populacii
Qi akol., 2006 T2DM G alela asociovana s vys$$imi € v plazme
adiponektinu u zien s T2DM TT 7,17
GT + GG 8,22
- Saito a kol., T2DM ¢ adiponektinu niz§ia u pacientov V sére
2007 s T2DM v porovnani s kontrolami T2DM 6,0
Kontroly 9,0
- Swellam a kol., T2DM ¢ adiponektinu v sére niz§ia u pacientov v sére
2009 s T2DM. Komplikacie spojené s T2DM: T2DM
ischemicka choroba srdca, hypertenzia, s komplikaciami 7,4
infarkt myokardu T2DM bez
komplikacii 12,5
Kontroly 32,9
- Morales a kol., T1DM, Rozne ¢ adiponektinu u deti s ochorenim V sére
2004 T2DM T1DM a T2DM mézu viest’ T2DM 5,5
k jednoduch§iemu rozoznaniu formy T1DM 10,2
diabetu Kontroly 10,6
- Weyer a kol., T2DM, ¢ adiponektinu nepriamotimerna percentu v sére
2001 obezita telesného tuku, BMI a ¢ inzulinu v Krvi T2DM 5,5+ 1,6
Kontroly 7,5 + 2,7
- Nokhbehsaim T2DM, CP Adiponektin zvySuje schopnost’ in vitro stadia
akol., 2014 obezita regeneracie buniek parodontu

po chirurgickom zakroku

ADIPOQ=adiponektin, BMI=index telesnej hmotnosti,

CP=chronicka parodontitida,

CVD=kardiovaskularne choroby, NS=nesignifikantné, T1DM=diabetes mellitus 1. typu,

T2DM=diabetes mellitus 2. typu
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5.3.2 Leptin
Leptin, hormon s vlastnost’ami cytokinov, je cirkulujuci neglykosylovany peptid o velkosti

16 kDa (Zhang a kol., 1997). Je produkovany najmé tukovym tkanivom a jeho koncentracie
priamo koreluju s mnozstvom telesného tuku a vel’kostou adipocytov (Houseknecht a kol.,
1998). V menSom mnozstve je produkovany inymi tkanivami, ako st zaludok, kostrové
svalstvo, placenta a kostna dren.

Produkcia leptinu je regulovana hlavne prijmom potravy a naslednou hormonélnou
reakciou na jedenie, pretoze inzulin zvySuje sekréciu leptinu (Friedman a kol., 1998).
Prozapalové latky endotoxin (lipopolysacharidy gramnegativnych baktérii), IL-1 a TNF-a
taktieZ zvySuju koncentraciu cirkulujiiceho leptinu (Grunfeld a kol., 1996). Leptin pdsobi
centrdlne na hypotalamus, inhibujic anabolické a aktivujiic katabolické drahy a navySe
inhibuje apetit a stimuluje vydaj energie (Schwartz a kol., 2000). Periférne leptin zvysuje
bazalny metabolizmus, ovplyviiuje reprodukciu, reguluje funkciu pankreatickych buniek
a sekréciu inzulinu a pdsobi na generovanie T lymfocytov a diferenciaciu pomocnych Thl
lymfocytov v lymfatickych uzlinach (Chehab a kol., 1996; Lord a kol., 1998).

Pokusy na mysiach deficientnych na leptin, resp. na mySiach s deficientnym leptinovym
receptorom, preukazali vaZznu obezitu, zhorSené€ hojenie ran, hyperglykémiu, intoleranciu na
glukézu a zvySené plazmatické koncentracie inzulinu. Podanie leptinu korigovalo
spomenuté abnormality (Carbone a kol., 2012).

Leptin sprostredkiva svoje UCinky védzbou na leptinovy receptor LepR. Ten sa
alternativnym splicingom vyskytuje v Siestich izoformach LepRa aZz LepRf, z ktorych
LepRb o plnej dizke 1162 aminokyselin je plne schopny prevadzat aktivaéné signaly do
bunky (Gorska a kol., 2010). LepRb je exprimovany hypotalamom, endotelidlnymi
bunkami, pankreatickymi beta bunkami, monocytmi/makrofagmi a B lymfocytmi
(Tartaglia, 1997).

Tukové tkanivo je primarnym zdrojom leptinu a stiCasne najvacsim pdsobiskom leptinu.
Ten zvySuje expresiu mitochondridlnych uncoupling proteinov v tukovom tkanive
a svaloch podporujtcich termogenézu a teda vydaj energie (Commins a kol., 1999).

Leptin reguluje nielen metabolizmus lipidov, ale aj cukrov. U mysi deficientnych na
leptinovy gén leptin normalizuje koncentracie krvnej glukozy a inzulinu, navyse, in vivo
Studia zistila, ze dlhodobé podédvanie leptinu zvySuje senzitivitu k inzulinu, naznacujic
ucast’ leptinu taktiez v regulécii zuzitkovania glukézy (Kamohara a kol., 1997). Okrem toho

leptin znizuje mnozstvo GLUT4 gluk6zovych receptorov a teda prijem glukoézy v bielom
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tukovom tkanive (Benomar a kol., 2006). Leptin sa taktiez ukazal ako hormén znizujici
cirkulujicu koncentraciu inzulinu, nezavisle na mnozstve prijatej potravy. Emilsson a kol.
1997 preukazal priamy vplyv leptinu na pankreatické ostrovceky a inhibiciu sekrécie
inzulinu.

Okrem vplyvu leptinu na metabolizmus pdsobi leptin ako efektor aj v imunite. Stimuluje
napriklad produkciu prozapalovych mediatorov interleukinu-1 (IL-1), IL-6, IL-12, TNF-a,
okrem toho ma schopnost’ aktivovat chemotaxiu neutrofilov a produkciu reaktivnych
kyslikovych &astic (reactive oxygen species, ROS), Dalsou rolou leptinu na vrodenu
imunitu je aktivacia NK buniek ovplyviiovanim ich cytotoxicity cez aktivaciu signalneho
prenasaca a aktivatora transkripcie 3 (STAT3) a IL-2 (Zhao a kol., 2003).

V adaptivne] imunite zohrava leptin rolu v normalnych aj patologickych podmienkach.
Ovplyviuje proliferaciu CD4+ T lymfocytov, ktoré okrem iného exprimuju LepR
a produkuju IL-2, ktory d’alej podporuje diferenciaciu na pamitové T lymfocyty. Uloha
leptinu v adaptivnej imunite je naznaend aj zistenim, Ze nedostatok leptinu u mysi
zbavenych génu pre leptin je asociovany s imunosupresiou a tymusovou deficienciou (Lord
a kol., 1998).

Koncentracie leptinu boli skimané vo vzt'ahu so zapalovymi ochoreniami. U agresivnej
formy parodontitidy boli namerané vysSSie sérové koncentracie leptinu v porovnani
s kontrolami (Shi a kol., 2015). Pri merani v slinach bola koncentracia leptinu naopak
niz§ia u pacientov s agresivnou parodontitidou (AgP) ako u kontrol bez parodontitidy
(Khorsand a kol., 2016). Vysoka koncentracia leptinu bola tiez spajana s BE (Garcia a kol.,
2014; Kendall a kol., 2007), asochoreniami GERD aastmou V spojeni s obezitou
(Abdelkader a kol.,, 2015; Lessard a kol.,, 2011). Prehlady asociacnych studii
s koncentraciami leptinu st znazornené v tabulkach IV (GERD), V (astma) a VI (T2DM
a CP).

Leptin je kodovany génom obezity (0b gén), v ktorom sa nachadzaju aj polymorfizmy -
2549T/G (rs2167270) a 3’UTR A/G (rs13228377 - netranslatovana oblast DNA). Tie boli
skumané vo vztahu k zapalovym ochoreniam. Szczepankiewicz a kol. (2009) preukazali, ze
variant T a genotyp TT mutacie -2549T/G a variant A a genotyp AA mutacie 3’UTR A/G
mali Castejsi vyskyt v skupine astmatikov v porovnani so zdravymi kontrolami.

V géne pre LEPR pre leptinovy receptor— sa nachadza ticha mutacia P1019P (rs1805096),

skimand vo vztahu k T2DM. Mutantnd A alela bola asociovand s T2DM v c¢inskej
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populacii (Lu a kol., 2009). Prehl'ady polymorfizmov v géne ob a LEPR su zobrazené

a rozdelené podl'a ochoreni v tabulkach 1V, V a VI.

Tabul’ka IV: Leptin a jeho receptor — asocidcie plazmatickych/sérovych koncentracii a
polymorfizmov s GERD

Polymorfizmus Citacia Sledované Asociacie Koncentracia leptinu
ochorenia v plazme/sére (ng.ml™)
- Garcia a kol., GERD (BE), ¢ cirkulujuceho leptinu v sére
2014 obezita signifikantne vyssia u BE BE 12,9 (4,6 — 43,0)
pacientov v porovnani Kontroly 5,2 (2,6 — 13,8)
s kontrolami
- Kendall a kol., GERD (BE) Vysoké ¢ leptinu asociované so v sére
2007 zvy$enym rizikom BE U Zien, ¢, BE 26,8
avSak nie u muzZov Kontroly 23,7
4 BE 13,5
Kontroly 7,6
- Thomas a kol., GERD (BE) NS v sére
2015 GERD+BE 16,15 + 16,55
GERD 16,66 + 15,44
Kontroly 15,62 + 15,21
- Abdelkader GERD, Zvysena c leptinu asociovana so v sére
a kol., 2015 obezita zavaznostou GERD GERD + obezita 44,0 +
Zvysena C leptinu asociovana s 23,5
obezitou GERD 7,5 +8,2

Kontroly 7,0 £5.,9

BE=Barrettov ezofagus, GERD=gastroezofagealna refluxna choroba, NS=nesignifikantné

Tabul’ka V: Leptin a jeho receptor — asocidcie plazmatickych/sérovych koncentrécii a
polymorfizmov s astmou

Polymorfizmus Citacia Sledované Asociacie Koncentracia
ochorenia leptinu
Vv plazme/sére
(ng.ml )
LEP Szczepankiewicz Astma TT genotyp a T alela Castejsia u skupiny -
rs2167270 a kol., 2009 astmatikov (p<0.05)
(-2549T/G)
LEP Szczepankiewicz Astma AA genotyp a A alela Castejsia u skupiny -
rs13228377 a kol., 2009 astmatikov (p<0.05)
(3 UTR A/G)
- Lessard a kol., Astma, C leptinu vyssia u obéznych astmatikov v sére
2011 obezita v porovnani so skupinou §tihlych astmatikov Obelgg 27,7 +
Bez obezity
19,5+19,5
(P <0,0001)
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Tabul’ka VI: Leptin a jeho receptor — asocidcie plazmatickych/sérovych koncentracii a
polymorfizmov T2DM a/alebo CP, pripadne AgP

Polymorfizmus Citacia Sledované Asociacie Koncentracia leptinu
ochorenia Vv plazme/sére (ng.ml™)
LEPR Su a kol., 2016 T2DM A alela asociovana s T2DM -
rs1805096 Meta-analyza Clanky meta-analyzy
(3057A/G) nenajdené/nedostupné.
(P1019P) Yang a kol., T2DM A alela asociovana s T2DM -
(rs62589000) 2016
Meta-analyza
Lu a kol., 2009 T2DM, A alela signifikantne ¢astej$ia u T2DM v plazme
NAFLD + NAFLD v porovnani s kontrolami T2DM 8,63 + 5,45
T2DM + NAFLD 13,08
+ 8,82
Kontroly 5,26 + 2,59
- Shi a kol., 2015 AgP ¢ leptinu vysia u pacientov V sére
trpiacich AgP v porovnani s kontrolami AgP 19,7+ 44
Kontroly 7,5 + 1,3
- Khorsand a kol., AgP Efekt agresivnej parodontitidy na v slinach (pg.ml?)
2016 signifikantne niz§iu ¢ leptinu v slinach AgP 18,1 +6,0
v porovnani s kontrolami Kontroly 33,6 + 6,6

AgP=agresivna  parodontitida, = NAFLD=nealkoholovd tukovd choroba pecene,
T2DM=diabetes mellitus 2. typu

5.3.3 Rezistin

LCudsky rezistin je 12,5 kDa velky protein skladajici sa vo funkénej podobe zo 108
aminokyselin (Steppan a kol., 2001). Podobne ako adiponektin ma rezistin tendenciu tvorit’
oligoméry, tym padom cirkuluje v sére vrdznych nizko- a vysokomolekularnych
izoformach (Gerber a kol., 2005). Rezistin indukuje expresiu réznych prozapalovych
cytokinov, ako st TNF-a a IL-6 v r6znych typoch buniek, pdsobiac cez aktivaciu drahy
nuklearny faktor-kappa B (NF-xB) (Jiang a kol., 2013; Zhang a kol., 2014; Jamaluddin a
kol., 2012).

U zdravych I'udi sérova koncentrécia rezistinu variuje medzi 7 az 22 ng.ml*. Na rozdiel od
mys$i, ktorych primdrnym miestom produkcie rezistinu je tukové tkanivo, u l'udi je rezistin
produkovany najmd monocytmi, makrofdgmi a bunkami kostnej drene, pricom tukové
tkanivo sa na produkcii rezistinu podiel’a minimalne (Fain a kol., 2003; Patel a kol., 2003).
Hoci rezistin bol po prvy krat popisany ako faktor prispievajici k rozvoju inzulinovej
rezistencie a diabetu mellitu u T'udi, exaktny spdsob pdsobenia rezistinu v obezite,
inzulinovej senzitivite a v T2DM je napliou studia.

V priebehu jeho skiimania bol rezistin spojeny s rizikom rozvoja inzulinovej rezistencie,

T2DM, aterosklerézy a kardiovaskularnych chordb, astmy, chronického zapalu Creva a
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chronického ochorenia obli¢iek (Filkova a kol., 2009; Gnacinska a kol., 2009; Jamaluddin a
kol., 2012). Sérové koncentracie rezistinu boli signifikantne zvySené u skupin pacientov
trpiacich CP, T2DM a obezitou v r6znych populaciach (Saito a kol., 2008; Furugen a kol.,
2008). V gingivalnej tekutine boli vysledky nameranych koncentracii rezistinu v roznych
stadiach protichodné. Hiroshima a kol. (2012) nameral vysSie koncentracie u pacientov
s CP alalebo T2DM, naopak, Zimmermann a kol. (2013) nameral niz$iu koncentraciu
rezistinu u obéznych pacientov s CP.

Gén pre rezistin sa nachddza na chromozome 19. V promotorovom regioéne tohoto génu sa
nachadza polymorfizmus -420C/G (rs1862513), Studovany prevazne pre spojitost S T2DM
(Cho a kol., 2004; Makino a kol., 2009; Osawa a kol., 2004), obezitou (El-Shal a kol.,
2013; Cho a kol., 2004) a CP (Patel a kol., 2013). Minoritna G alela tohto polymorfizmu
bola asociovana s T2DM, meta-analyza na 4555 pacientoch trpiacich T2DM a 5312
kontrolach nepreukazala spojitost T2DM s polymorfizmom -420C/G (Wen a kol., 2013).
Prehl'ad vysledkov asociacnych Studii rezistinu s rdéznymi ochoreniami je uvedeny

Vv tabul’ke VII.
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TabuPlka VII: Rezistin — asociacie plazmatickych/sérovych koncentracii a polymorfizmov

s T2DM a/alebo CP a obezitou

Polymorfizmus Citacia Sledované Asocidcie Koncentracia
ochorenia rezistinu
Vv plazme/sére
(ng.ml?)
GCF
(ng.pl?)
-420 C/G Cho a kol., T2DM, Alela G asociovana s vy$§imi ¢ rezistinu v plazme
(rs1862513) 2004 obezita NS s T2DM T2DM
CC 3,77
CG 7,00
GG 9,77
Kontroly
cc2r1
CG 6,06
GG 10,26
Suriyaprom T2DM NS v plazme
a kol., 2009 CGI/IGG 3,4
CC3.1
Wen a kol., T2DM NS -
2013
Makino a kol., T2DM Genotyp GG v porovnani s CC -
2009 asociovany s nizSou ¢ glukézy v plazme
po liecbe pioglitazénom
Osawa a kol., T2DM Genotyp GG asociovany s T2DM moze -
2004 urychlit’ nastup T2DM o 4,9 rokov.
El-shal a kol., T2DM, Genotyp GG vyskytujuci sa s vys$Sou vOosére
2013 obezita frekvenciou u obéznych pacientov (20% CC2,75+0,75
vs. 9,7% u kontrol) CG3,94+1,24
G alela asociovana s vys$§im rizikom GG436+1,8
vzniku T2DM u obéznych pacientov
Chi a kol., T2DM NS -
2009
Patel a kol., CP, T2DM ¢ rezistinu v GCF a v sére u pacientov v GCF
2013 s CP a/alebo T2DM vyssie ako u kontrol ~ T2DM + CP 10,75 +
GG genotyp asociovany s vaznejSou 4,45
formou CP Kontroly 4,75 + 1,81
GG genotyp asociovany so zapalom CC 6,33 £2,87
parodontu a c rezistinu GC 9,00 + 3,29
GG 8,76 +4,78
vesére
T2DM + CP 15,38 +
6,8
Kontroly 8,0 + 2,04
CC 11,40 +5,97
GC 14,69 + 4,88
GG 15,06 £ 6,18
Tsukahara T2DM Alela G asociovana s vysSou c rezistinu V sére
a kol., 2009 CC99+0,5
CG14,5+0,7
GG 19,4+1,6
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- Furugen CP, obezita Vys§ia c rezistinu asociovana s CP V sére
a kol., 2008 V porovnani s kontrolami CP 6,11 £0,47;
Kontroly 4,78 + 0,42
- Saito a kol., CcP Vyssia ¢ rezistinu asociovana s CP v sére
2008 V porovnani s kontrolami CP9,9+5,0
Kontroly 8,0 + 5,2
- Hiroshima CP, T2DM ¢ rezistinu v GCF vyssia u pacientov s CP v GCF
a kol., 2012 al/alebo T2DM v porovnani s kontrolami CP2,55+£2,04
T2DM + CP 1,84 +
1,97
Kontroly 0,78 + 0,61
- Zimmermann  CP, obezita ¢ rezistinu V sére vyssia u skupin s CP vOosére
a kol., 2013 a obezitou Bez nadvahy
c rezistinu v GCF nizsia u pacientov s CP BezCP 1,4+ 0,6
a obezitou v porovnani s kontrolami CP2,5+1,.22
Obezita
BezCP 1,1 +1,2
CP23+0,9
v GCF
Bez nadvahy
Bez CP 5,58 £4,63
CP 2,04 £2,79
Obezita

Bez CP 2,83 £3,43
CP 1,52 +£2,09

CP=chronicka parodontitida, GCF=sulkularna tekutina, T2DM=diabetes mellitus 2. typu,

NS=nesignifikantné
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6 Prakticka cast’

Napliou praktickej casti diplomovej prace je vykonanie $tadii skumajtcich ochorenia
GERD, astmu a T2DM a/alebo CP, pricom Studované populacie pozostavaji zo skupin
pacientov trpiacich vybranym ochorenim a skupiny zdravych kontrol.

Vybranymi polymorfizmami st SNPs rs1501299 a rs2241766 pre adiponektin, rs2167270 a
rs13228377 pre leptin, rs1805096 pre leptinovy receptor a rs1862513 pre rezistin. SNPs
pre adiponektin a rezistin boli vybraté na zaklade reSerSe pochadzajucej z mojej bakalarske;j
prace (Janos, 2016), v ktorej boli zvolené vhodné metodiky a ispesne optimalizované pre
genotypizovanie. Polymorfizmy v géne pre leptin sme vybrali na zéklade literarnej reserse
uvedenej v teoretickej ¢asti tejto prace. Laboratorne prace prebehli na Ustave patologickej
fyziologie, LF, MU v Brne.

6.1 Metodika

Stadia bola uskutoénena so schvalenim etickych komisii lekarskej fakulty Masarykovej
Univerzity v Brne a Fakultnej nemocnice u Sv. Anny. Pisomny informovany sthlas bol
obdrzany od vSetkych ucastnikov pred zaradenim do $tadie, v zhode s Helsinskou
deklaraciou.

Do studie boli prijaté iba osoby kaukazskej rasy a ceského pdvodu, ktoré podpisali
informovany suhlas.

V ramci §tadii sme pracovali s DNA, ktora bola ziskana z periférnej krvi pacientov. Na
principe fenol-chloroformovej extrakcie s vyuzitim proteinazy K a izopropanolu bola DNA
izolovand a skladovana pri teplote -20°C.

Koncentraciu DNA sme stanovili na spektrofotometri (Nanodrop 1000, Thermo Scientific,
Waltham, USA) a pri genotypiza¢nych analyzach sme pracovali s roztokmi, v ktorych bola

koncentracia DNA vzdy 50 ng.ul™.

6.1.1 Stanovenie genotypov pomocou PCR a restrikénej analyzy
Metéda PCR-RFLP (polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov, restriction fragment

length polymoprhism) bola optimalizovana pre polymorfizmus rs2241766 v géne ADIPOQ.
Zlozenie reak¢nej zmesi a postup sa zhoduje s optimalizovanou metodikou v BP (Janos
2016).
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6.1.2 Stanovenia genotypov pomocou Real-time PCR

Metoda real-time PCR bola aplikovana pri polymorfizmoch v génoch pre adiponektin,
rezistin, leptin a jeho receptor. Zlozenie reakénej zmesi a postup je zhodny s metodikou
optimalizovanou v BP, jedinou premennou zlozkou bola sonda TagMan® (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA), ktora bola Specificka pre kazdy z polymorfizmov. Ich zoznam

je znazorneny v Tabulke VIII.

Tabul’ka VIII: Zoznam pouzitych sond TagMan

Adipocytokin Polymorfizmus ID sondy TagMan
Adiponektin rs1501299 C_7497299 10
GI/T - VIC/IFAM
Leptin rs2167270 C_15966471_20
A/G - VIC/FAM
Leptin rs13228377 C_3001672_10
A/G - VIC/FAM
Leptinovy receptor rs1805096 C_8722383_20
A/G - VIC/FAM
Rezistin rs1862513 C_1394112_10
CI/G - VIC/IFAM

6.1.3 Stanovenie hladin adipocytokinov pomocou ELISA

Vzorky plazmy na stanovenie koncentracie adipocytokinov boli izolované z vzoriek Krvi
subjektov a boli skladované pri teplote -80°C do dna prevedenia experimentu. Pred
experimentom boli vzorky rozmrazené a sto¢ené (10000 RPM, 10 min, 4°C).

Na stanovenie absorbancie v zavere experimentov ELISA bol pouzity spektrofotometer
VersaMax™ ELISA Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, California, United
States), na vyhodnotenie kalibracnej krivky a koncentracie vzoriek bol pouzity software

SoftMaxPro 4.8 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).

Stanovenie koncentracie adiponektinu

Koncentraciu adiponektinu vo vzorke krvného séra som stanovil pomocou kitu High
Sensitivity Adiponectin ELISA (ID: RD191023100) (BioVendor, Brno, Ceska republika).
Reakcie prebiehali v 96-jamkovej mikrotitratnej dosticke, jamiek so vzorkami bolo 78,
zvySnych 18 jamiek bolo vyhradenych pre koncentraéné Standardy v duplikatoch
(koncentracie 0; 2; 5; 10; 20, 50, 100 a 150 pg.ml?) a dve kontrolné vzorky séra (vyrobcom
validovana koncentracia KS1 = 6,4 pg.ml™?t a KS2 =20,4 pg.ml™).
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Postup prevedenia bol nasledovny:

1.

© 0o N o O

Do prislusnych jamiek mikrotitratnej dosticky bolo napipetovanych 100 pl
Standardov, kontrol kvality (riedenie 300x) a vzoriek séra (riedenie vzoriek
dilu¢nym pufrom 300x)

Doska bola inkubovana 1 hodinu (25°C), trepanie 300 ot.min' na orbitalnej
trepacke (Orbit™ P4 Digital Shaker, Labnet, Edison, NJ, USA)

Premytie jamiek premyvacim roztokom trikrat po 350 ul, zvysky roztoku boli
vyliate

Pipetovanie 100 ul roztoku konjugatu protilatka-chrenova peroxidaza (HRP) do
kazdej jamky

Inkub4cia po 1 hodinu (25°C), trepanie 300 ot.min™*

Premytie ako v kroku 3.

Pipetovanie 100 ul roztoku substratu do kazdej jamky

Inkubécia 10 minat v tme (25°C)

Pipetovanie 100 ul STOP-roztoku

. Od¢itana absorbancia spektrofotometrom pri vinovej dizke 450 nm do 5 minutt od

napipetovania STOP-roztoku. Referenéna vinova dizka bola 630 nm.

Stanovenie koncentracie leptinu

Na stanovenie koncentracie leptinu vo vzorke séra som pouZil komeréne dostupny Leptin
ELISA kit (ID: DEEQQ7) (Demeditec Diagnostics, Kiel, Nemecko).

Reakcie prebiehali v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke, v 80 jamkach boli stanované

koncentracie vzoriek, zvySnych 16 jamiek bolo vyhradenych pre koncentrané Standardy

v duplikatoch (koncentracie 0; 1; 10; 25; 50 a 100 ng.mI™) a dve kontrolné vzorky séra

v duplikatoch (vyrobcom validovana koncentracia KS1=12,1 ng.ml* a KS2= 32,2 ng.ml™?).

Postup stanovenia:

1.

Napipetovanie 100 pl diluéného pufru a 20 ul nezriedenej vzorky séra, kontrolnej
vzorky, resp. Standardu, prelepenie dosticky foliou

Inkubécia 1 hodinu (25°C), trepanie 350 ot.min™ na orbitalnej trepacke (Orbit™ P4
Digital Shaker, Labnet, Edison, NJ, USA)

Vyliatie obsahu jamiek apremytie vymyvacim roztokom patkrat po 300 pl,
dekantacia

Pipetovanie 100 ul konjugatu HRP do kazdej jamky, prelepenie foliou
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5
6
7.
8
9

10.

. Inkubécia 30 mintt (25°C, 350 ot.min)
. Vyliatie a premytie ako v kroku 3.

Pipetovanie 100 ul roztoku substratu, prelepenie foliou

. Inkubacia 15 minuat v tme (25°C)

. Pipetovanie 100 pl STOP-roztoku (0,2 M kys. sirova, inaktivujica peroxidazu)

Meranie absorbancie spektrofotometrom do 10 minat od pipetovania STOP-roztoku

pri vlnovej dizke 450 nm. Referenéné vinova dizka bola 630 nm

Stanovenie koncentracie rezistinu

Koncentraciu rezistinu v krvnom sére som stanovil pomocou Human Resistin ELISA kitu
(ID: ER1001-1) (Assaypro, St. Charles, MO, USA).

Reakcie prebiehali v 96-jamkovej mikrotitraénej dosticke, z ktorych 80 jamiek bolo

vyhradenych pre vzorky a 16 jamiek pre vzorky Standardov v duplikatoch (0; 0,25; 0,5; 1;

2;4;8;

16 ng.ml?Y) slaziacich na vytvorenie $tandardnej krivky.

Postup stanovenia:

1.
2.

© o N o g &

10.
11.
12.
13.

6.1.4

Napipetovanie 50 ul standardov a vzoriek do jamiek dosticky, zalepenie foliou
Inkubécia 2 hodiny (25°C)

Vyliatie obsahu jamiek, premytie premyvacim roztokom pétkrat po 200 ul, zvysky
roztoku vyliate

Napipetovanie 50 ul protilatky, zalepenie foliou

Inkubacia 2 hodiny (25°C)

Vyliatie a premytie ako v kroku 3.

Napipetovanie 50 ul konjugatu streptavidin-peroxidazy do kazdej jamky

Inkubacia 30 mintt (25°C)

Vyliatie a premytie ako v kroku 3.

Pipetovanie 50 pl substratu do kazdej jamky

Inkubacia 15 minut v tme (25°C)

Pipetovanie 50 ul STOP-roztoku do kazdej jamky

Od¢itanie absorbancie spektrofotometrom pri vinovej dizke 450 nm. Referen¢na

vlnova dizka bola 570 nm

Statisticka analyza

Pre porovnanie kontinualnych premennych sluzil jednoparametrovy test analyzy variancie

(analysis of variance, ANOVA), na postdenie koncentracii adipocytokinov v plazme bol
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pouzity neparametricky Kruskal-Wallisov test. Rozdiely vo frekvenciach alel boli testované
Fisherovym exaktnym testom. Distriblicie genotypov a Hardyho-Weinbergova rovnovaha
(HWE) boli testované y2 testom. Problém nasobného testovania hypotéz bol korigovany
Bonferroniho korekciou. Na statistické analyzy slizil softvér Statistica v13.2 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA).

6.2 Stidia GERD
Stadie zameranej na GERD sa zucastnilo spolu 399 T'udi, z toho 295 pacientov trpiacich

GERD a 104 zdravych kontrol. Stanovenie diagndzy sa opieralo o klinické symptomy ako
pyroza a/alebo regurgitacia kyseliny a potvrdené bolo 24 hodinovou pH metriou (meranie
doby expozicie ezofagu zalido¢nym kyselinam), ezofagogastroduodenoskopiou (vyskyt
makroskopickych znakov ezofagitidy) aezofagealnou manometriou (meranie tesnosti
dolného zvieraa ezofagu). NavySe bola histologicky zistovana diagnéza Barrettovho
ezofagu a infekcia baktériou Helicobacter pylori (1zakovicova Holla a kol., 2013).

Na zaklade diagndzy boli pacienti rozdeleni do Siestich skupin podl'a stupnia ochorenia (od
neerozivnej refluxnej choroby, troch stupfiov GERD podl'a zavaznosti, BE, az po EAC).
Stanovovanymi polymorfizmami boli rs1501299 a rs2241766 nachadzajlice sa v géne

ADIPOQ. Metddou stanovenia bola real-time PCR.

6.3 Stadia ASTMA
Tejto studie sa zucastnilo 576 T'udi, z toho 303 pacientov trpiacich astmou a 273 systémovo

zdravych kontrol. Diagndéza bola stanovena na zéklade historie astmatickych priznakov,
stcasnych symptomov a znalosti 0 pouzivani lieCiv proti astme. Navyse bolo vykonané
klinické vySetrenie, ktoré zahfnalo urCenie sérovej koncentracie IgE, kozny test na zistenie
reaktivity pre rozne alergény a spirometrické stanovenie plicnej kapacity (lzakovicova
Holla a kol., 2004). Z celkovej populacie nikto netrpel obezitou (s BMI<30).
Polymorfizmom zaujmu bol SNP rs1501299 v géne ADIPOQ vyuzitim metody real-time
PCR so sondou TagMan. Okrem toho bola stanovena plazmaticka koncentracia
adiponektinu pomocou metédy ELISA (High Sensitivity Adiponectin ELISA, BioVendor,
Brno, Ceska republika).

6.4 Stidia T2DM a CP
Stadie zameranej na T2DM a CP sa zudastnilo 409 l'udi, z ktorych 205 bolo systémovo

zdravych pacientov s CP, 86 subjektov tvorilo skupinu pacientov trpiacich T2DM a CP,
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zvySok tvorila skupina 118 systémovo zdravych kontrol bez CP. Pacienti boli vybrati zo
suboru pacientov Parodontologického oddelenia stomatologickej kliniky vo Fakultnej
nemocnici u Sv. Anny.

Diagnostika T2DM bola zaloZzend na pritomnosti klinickych symptomov (polyuria,
polydipsia, strata hmotnosti) ana biochemickych parametroch (glykémia, glykovany
hemoglobin, ketoacidoza, stav protilatok) stanovenych na Diabetologickej klinike v Brne,
v zhode s vSeobecne uznavanymi kritériami pre diagnézu T2DM (American Diabetes
Association 2016).

Diagnostika CP stavala na klinickom vysetreni (hibka parodontilnych chobotov, strata
attachmentu - clinical attachment loss, CAL) v sulade s medzinarodne uznavanymi
kritériami pre klasifikaciu CP (Armitage 1999).

Kritéria pre vylicenie zo Stadie zahfnali diabetes (okrem skupiny T2DM a CP), ischemické
choroby srdca, maligny nador, imunodeficientné poruchy, graviditu alebo laktaciu,
imunosupresiu priraditel'nt medikacii alebo liecbe akttneho ochorenia, uZivanie antibiotik
alebo protizapalovych liekov Vrozmedzi 6 tyzdiov priebehu Stadie, <20 zubov
a neschopnost’ ziskania informovaného suhlasu.

Analyzovanych bolo 6 polymorfizmov. Polymorfizmy rs1501299 (ADIPOQ), rs13228377,
rs2167270 (LEP), rs1805096 (LEPR) ars1862513 (RETN) boli genotypizované metédou
real-time PCR so sondou TagMan. Genotyp polymorfizmu rs2241766 (ADIPOQ) bol
stanovovany metédou PCR-RFLP.

Navyse bola stanovena plazmaticka koncentracia adipocytokinov adiponektinu, rezistinu

a leptinu pomocou metédy ELISA (pouzité ELISA Kity — vid’ kap. 6.1.3).

6.5 Vysledky

V tejto kapitole st popisané vysledky asociaénych stadii kontrol a pripadov pre ochorenia
GERD, astmu a T2DM a/alebo CP v ceskej populacii. Pre prehladnost’ je kapitola

rozdelend do troch casti podl'a Studovaného ochorenia.

6.5.1 Stidia GERD
Stadie GERD sa zuéastnilo 399 subjektov, ztoho 104 zdravych kontrol (priemerny

vek 47,8+£10,3 rokov, 45% zastipenie muzov) a 295 pacientov s GERD (priemerny vek
46,58+13,1 rokov, 60,3% zastipenie muzov), pricom skupina pacientov s GERD bola

dodatocne rozdelenéd do podskupin podla zavaznosti ochorenia, vid’ tabulku [X.
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Geneticka analyza: Nenasli sme rozdiely vo frekvenciach alel a genotypov polymorfizmov
rs1501299 ars2241766 medzi skupinami pacientov s GERD a zdravych kontrol (P>0,05,
Tabulka IX) ato ani po rozdeleni skupiny GERD na podskupiny podla zavaznosti
ochorenia.

TabulPka 1X: Skupina GERD, rozdelenie do podskupin podla z&vaznosti ochorenia,
genotypové frekvencie a frekvencia minoritnych alel v ADIPOQ u HC a GERD pacientov

Kategéria GERD N | Polymorfizmus Genotyp HC MAF  GERD MAF

(295) N=104 uHC N=295 uGERD
() (%) (%) (%)
NERD 96
ADIPOQ TT 89 (85,6) 247 (83,7)
rs2241766 GT 15(14,4) 7,2  48(16,3) 8,1
esofagitis 1.stupna 40 (+45T/G) GG 0 0
esofagitis 2. stupna 59
esofagitis 3-stuptia 35 ADIPOQ GG 50(48,1) 134 (45,4)
rs1501299 GT 44 (42,3) 30,8 132 (44,8) 32,2
BE 53 (+276GIT) TT 10 (9,6) 29 (9,8)

EAC 12

BE=Barretov ezofagus, EAC=adenokarcinom ezofagu, GERD=gastroezofagealna refluxna
choroba, HC=zdravé kontroly, MAF=frekvencia minoritnej alely, N=pocéet, NERD=neerozivna
refluxna choroba

6.5.2 Stadia ASTMA
Pacienti: Stiidie zameranej na astmu sa z&astnilo 576 I'udi, z toho 303 pacientov trpiacich

astmou a 273 systémovo zdravych kontrol.

Geneticka analyza: Nositelia genotypu GG mali oproti osobam s genotypmi GT aTT
vyssie riziko rozvoja astmy (P<0,001, OR-1,88, 95%CI: 1,35-2,63, Tabul'ka X).

Analyza plazmatickych hladin: Koncentracia adiponektinu v plazme bola bez
signifikantnych rozdielov u oboch skupin kontrol a pacientov (P>0,05), nesignifikantné boli
aj rozdiely hladin adiponektinu v zavislosti na genotype rs1501299 (ADIPOQ) (P>0,05,
Obrazok 1 a 2).

Tabulka X: Skupina ASTMA, genotypové frekvencie a frekvencia minoritnej alely
u skupin astmatikov a zdravych kontrol

Polymorfizmus Genotyp HC MAF u HC Pacienti MAF
N=273 (%) (%) ASTMA  uASTMA (%)
N=303 (%0)
ADIPOQ GG 106 (38,8) 36,4 165 (54,4) 25,9
rs1501299 GT 135 (49,5) 119 (39,3)
(+276GIT) TT 32 (11,7) 19 (6,3)
GT+GG 241 (88,3) 284 (93,7)*
MAF=frekvencia minoritnej alely, HC=zdravé kontroly, N=podcet
* P<0,001
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Obrizok 1: Plazmatické koncentracie adiponektinu [pg.ml™]
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Obrizok 2: Plazmatické koncentracie [pug.ml™] adiponektinu podl'a genotypu rs1501299
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6.5.3 Stidia T2DM a CP
Pacienti: Stadie zameranej na T2DM a CP sa zacastnilo 409 Tudi, z ktorych 205 bolo

systétmovo zdravych pacientov s CP, 86 subjektov tvorilo skupinu pacientov
trpiacich T2DM a CP (T2DM+CP), zvySok tvorila skupina 118 systémovo zdravych
kontrol bez CP.

Klinickd analyza: Kym zastapenie pohlavi vo vSetkych skupindch bolo rovnomerné,
priemerny vek bol odli$ny u skupin T2DM+CP alebo CP a skupiny HC (P<0,01 alebo
P<0,05), demografické udaje st zndzornené v tabulke XI. Pacienti s T2DM trpeli tymto
ochorenim Vv priemere 9,4 roka (+ 7,0 Standardna odchylka SD). Index telesnej hmotnosti
(BMI) bol zisteny najvyssi v skupine T2DM+CP (30 kg.m?) v porovnani s 23,4 kg/m? u
kontrol alebo 25,5 kg/m? u pacientov s CP (P<0.01). Parodontalne ukazatele - hibka
parodontalnych chobotov a strata attachmentu — boli signifikantne vyssie v skupine
T2DM+CP aj v skupine CP v porovnani s kontrolami (P<0,001).

Tabul’ka XI: Demografické tidaje u skupin pacientov s CP, T2DM+CP a zdravych kontrol

Charakteristika HC CP T2DM+CP
priemer£5D N=118 N=205 N=86
median [IQR]
Vek (roky) 48,3+10,8 55,5498 67,949, 3%
Pohlavie (muzi, %) 449 39,5 50,0
BMI (kg/m?) 23,4 [18,8-28,0] 25,5[23,4-29,3] 30,1 [26,8-33,1]*
PD (mm) 0,4 [0,2-0,6] 3,0[2,8-3,7]* 3,6 [3,2-4,4]**
CAL (mm) 0,5[0,3-0,75] 4,0 [3,1-4,4]** 4,7 [4,1-5,6]**

CAL-=strata attachmentu, BMI=index telesnej hmotnosti, CP=chronicka parodontitida,
HC=zdravé  kontroly = bez  systemickych  ochoreni  a chronickej  parodontitidy,
IQR=medzikvartilové rozpitie, N=pocet, PD=hibka parodontalnych chobotov, SD=smerodajna
odchylka, T2DM=diabetes mellitus 2. typu

*P<0,01 v porovnani s HC, *P<0,01 v porovnani so skupinou CP

Geneticka analyza: VSetky Studované polymorfizmy boli v HWE v skupine zdravych
kontrol (P>0,05). Nositelia genotypu TT v porovnani s osobami nesticimi genotypy GG +
GT polymorfizmu rs2241766 (ADIPOQ) mali nizsie riziko rozvoja CP (P<0,01).

V porovnani skupiny T2DM+CP so skupinou kontrol a skupinou CP neboli objavené

signifikantné rozdiely v alelovych alebo genotypovych frekvencidch. Pri porovnani skupiny
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CP so skupinou kontrol bol vyskyt genotypu TT polymorfizmu rs2241766 (ADIPOQ)
menej Casty v skupine CP, ako v skupine kontrol (P=0,030).

Pri polymorfizmoch rs1501299 (ADIPOQ), rs13228377, rs2167270 (LEP), rs1805096
(LEPR) ars1862513 (RETN) neboli objavené signifikantné rozdiely v alelovych ani
genotypovych frekvenciach medzi skimanymi skupinami (P>0,05) (Tabul'ka XII).

Analyza plazmatickych hladin: Plazmatické koncentracie adipocytokinov boli zmerané u 20
kontrol, 22 CP pacientov a 37 pacientov zo skupiny T2DM+CP. Ziadne signifikantné
rozdiely plazmatickych koncentracii adiponektinu, leptinu a rezistinu medzi Studovanymi
skupinami neboli objavené, avSak median koncentracie adiponektinu (P=0,056) a pomer
hladin leptinu k adiponektinu (P=0,054) bol marginalne asociovany s T2DM+CP. (Obr. 3
ad).

Tabulka XII: Genotypové frekvencie a frekvencia minoritnych alel génovych
polymorfizmov v ADIPOQ, LEP, LEPR aRETN u systémovo zdravych kontrol s CP,
pacientov s T2DMaCP a zdravych kontrol bez CP

Polymorfiz-  Genotyp HC x2 P pre Pacienti p aff Pacientis  paff  pbff
mus N=118 HWE sCP T2DM+CP
(%) GUHCT  N=205 (%) N=86 (%)
ADIPOQ TT 105 (89,0) 0,417 0,518 160 (78,0) 0,030 71 (82,6) 0,188 0,361
1s2241766 TG 13 (11,0) 41 (20,0) 15 (17,4)
(+45T/G) GG 0(0,0) 4(2,0) 0(0,0)
GG+TG 13 (11,0) 44 (22,00  0,009*  15(17,4) 0134 0,241
ADIPOQ GG 56 (47,5) 0,425 0,837 106 (51,7) 0,429 39 (45,3) 0,626 0,611
rs1501299 GT 50 (42,4) 86 (42,0) 41 (47,7)
(+276GIT) T 12 (10,2) 13 (6,3) 6 (7,0)
LEP AA 29(24.6) 2898 0,089  58(283) 0514  25(29,1) 0,684 0,960
rs13228377 AG 66 (55,9) 101 (49,3) 43 (50,0)
(3'UTR A/G) GG 23 (19,5) 46 (22,4) 18 (20,9)
LEP GG 42(356) 3450 0063  72(351) 0217  34(395 0,599 0,629
rs2167270 GA 63 (53,4) 96 (46,8) 40 (46,5)
(+19A/G) AA 13 (11,0) 37 (18,1) 12 (14,0)
LEPR GG 47 (39,8) 0,001 0,986 82 (40,0) 0,393 30 (34,9) 0,713 0,170
rs1805096 GA 55 (46,6) 84 (41,0) 45 (52,3)
(+384A/G, AA 16 (13,6) 39 (19,0) 11 (12,8)
P1019P)
RETN CcC 55 (46,6) 0,002 0,966 99 (48,3) 0,958 48 (55,8) 0,371 0417
rs1862513 CG 51 (43,2) 86 (41,9) 29 (33,7)
(-420C/G) GG 12 (10,2) 20 (9,8) 9 (10,5)

ADIPOQ=adiponektin, CP=chronicka parodonitida, HC=zdravé kontroly bez CP, HWE=Hardy-
Weinbergova rovnovaha LEP=leptin, LEPR=leptinovy receptor, N=pocet, RETN=rezistin,
T2DM=diabetes mellitus 2. typu

a4y porovnani s HC, ? v porovnani s CP pacientmi, *P<0.01

"Analyza boa vykonana pomocou y? testu.
""Porovnania boli vykonané Fisherovym exaktnym testom
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Analyza hladin podl'a pohlavia ukazala marginalne nizsiu koncentraciu ADIPOQ v plazme
uzien s T2DM+CP v porovnani s kontrolami a skupinou zien trpiacich CP (median
[medzikvartilové rozpitie], T2DM+CP 7,1 [5,2-8,8] pg.ml*; HC (9,1 [7,8-13,8] pg.ml;
CP (9,8 [7,8-12,3] ng.mlt, P=0,053).

Nakoniec, plazmatické koncentracie adipocytokinov boli analyzované podl'a BMI. Pacienti
boli rozdeleni do troch podskupin: normalna vaha (BMI<25 kg.m), nadvaha (25<BMI<30
kg.m?) aobezita (BMI>30 kg.m?). Hoci uadiponektinu ani rezistinu neboli objavené
ziadne rozdiely koncentracii medzi podskupinami, u leptinu bol signifikantne zvySeny

median koncentrécie v podskupine obéznych Iudi (19,6 [12,0-33,4] ng.ml) v porovnani

Median; Krabica: 25%-75%; Fuzy: Rozsah pril'ahlych hodnét
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30t
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% I [ ADIPOQ [ug.ml?] P=0,056
0 LEP [ng.mlI"*] P=0,190

HC CP T2DM+CP @ RETN [ng.ml*] P=0,649

Obrazok 3: Plazmatické koncentracie adiponektinu, leptinu a rezistinu u 80 subjektov (20
systémovo zdravych pacientov s CP, 37 pacientov s T2DM a CP a 23 zdravych kontrol -HC).
Porovnania boli vykonané Kruskal-Wallisovym testom.

s podskupinami I'udi s nadvahou (8,5 [5,6-15,6] ng.mI%) a s normalnou vahou (1,9 [0,4-9,1]
ng.ml, P<0,05; P<0,01 Obr. 5). Podobne aj median pomeru leptinu ku adiponektinu bol
zisteny najvyssi v podskupine obéznych I'udi (P<0,01, Obr. 6).

V podskupine BMI<25 kg.m, pacienti T2DM+CP (7,9 [1,6-25,1] ng.mI%) mali marginalne
vy$$i median plazmatickej koncentracie leptinu v porovnani so skupinou kontrol (0,4 [0,3-

8,9] ng.mlt) (P=0,073), podobne v rovnakej podskupine, medidn pomeru leptinu ku
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adiponektinu bol signifikantne asociovany (0,16 [0,05-1,14] u T2DM+CP vs. 0,06 [0,04-
0,81] u skupiny CP, P=0,035).

Median; Krabica: 25%-75%; Fazy: Rozsah pril'ahlych hodnot

HC

CP

T2DM+CP

Pomer LEP/ADIPOQ P=0,054

Obrazok 4: Pomer koncentracii LEP/ADIPOQ u 80 subjektov (20 systémovo zdravych pacientov
s CP, 37 pacientov s T2DMaCP a 23 zdravych kontrol - HC). Porovnania boli vykonané Kruskal-
Wallisovym testom.
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Median; Krabica: 25%-75%; Fazy: Rozsah prilahlych hodnot
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Nadvaha

Obezita

§ ADIPOQ [ug.ml?] P=0,093
LEP [ng.ml1] P<0,001, Pkor>0,05
B RETN [ng.ml] P=0,449

Obrazok 5: Plazmatické koncentracie adiponektinu, leptinu a rezistinu u 80 subjektov rozdelenych
do troch skupin podla BMI indexu. Porovnania boli vykonané Kruskal-Wallisovym testom.
Bonferroniho korekcia bola vykonana (Pior)
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Median; Krabica: 25%-75%; Fizy: Rozsah pril'ahlych hodnét

0 B Pomer LEP/ADIPOQ P<0,01;
Norma Nadvaha Obezita Pkor>0,05

Obrazok 6: Pomer koncentracii LEP/ADIPOQ u 80 subjektov rozdelenych do troch skupin podla
BMI. Porovnania boli vykonané Kruskal-Wallisovym testom. Bonferroniho korekcia bola vykonana

(Pkor)
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Hodnoty koncentrécii plazmatickych hladin adipocytokinov boli nezéavislé na genotypoch

polymorfizmov v ADIPOQ, LEP, LEPR a RETN (P>0,05, tabul’ka XIII).

Tabulka XIIl: Vybrané polymorfizmy a plazmatické koncentracie adipocytokinov u 80
subjektov (20 systémovo zdravych pacientov s CP, 37 pacientov s T2DM+CP a 23
zdravych kontrol -HC)

Polymorfizmus Genotyp N Plazmaticka konc. Hodnota
median [IQR] P
ADIPOQ pg.mlt
ADIPOQ TT 67 7,78 [5,70-9,95] 0,224
rs2241766 TG 12 6,09 [5,54-8,20]
(+45G/T) GG 1 10,51 [10,51-10,51]
ADIPOQ GG 34 7,53 [5,66-9,42] 0,946
rs1501299 GT 41 7,41 [5,71-10,51]
(+276G/T) TT 5 7,13 [6,38-8,15]
LEP ng.ml?
LEP AA 22 9,12 [5,46-15,58] 0,408
rs13228377 AG 45 12,35 [5,03-19,62]
(3'UTR A/G) GG 13 15,48 [6,96-26,21]
LEP GG 33 8,88 [5,46-21,11] 0,225
rs2167270 GA 39 12,88 [4,55-25,36]
(+19A/G) AA 8 18,40 [10,23-27,16]
LEPR GG 26 8,04 [2,39-14,61] 1,000
rs1805096 GA 44 14,44 [7,65-25,41]
(+384A/G,P1019P) AA 10 9,71 [1,95-15,58]
RETN ng.ml*!
RETN CcC 41 3,64 [2,35-6,79] 0,117
rs1862513 CG 27 4,88 [3,25-6,57]
(-420C/G) GG 12 6,25 [3,64-8,30]

ADIPOQ=adiponektin,  CP=chronicka  parodonitida, =~ HC=zdravé kontroly bez CP,
IQR=medzikvartilové rozpitie, LEP=leptin, LEPR=leptinovy receptor, N=pocet, RETN=rezistin,
T2DM=diabetes mellitus 2. typu

6.6 Diskusia

6.6.1 Stidia GERD

Hoci ochorenie GERD patri medzi casté chronické zapalové ochorenia, v suvislosti
s adipocytokinmi, ktoré poOsobia ako mediatory zapalu, neboli z pohl'adu genetickej
variability zatial’ detailne skiimané.

Polymorfizmus rs1501299 génu ADIPOQ bol s dalsimi kandidatnymi génmi obezity
skamany vedeckou skupinou Doecke a kol., (2008), na pocetnej skupine 260 pacientov

trpiacich EAC a vyse 1300 kontrol, tento vyskum v8ak nepreukazal signifikantnti asociaciu
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polymorfizmu rs1501299 s EAC, ¢o koreluje s nasimi vysledkami. Ani dalsie formy
GERD neboli s polymorfizmom rs1501299 v ceskej populacii asociované.

Pokial’ je ndm zname, na zdklade reSerSe vedeckych c¢lankov venujucim sa GERD
a polymorfizmom v ADIPOQ, zatial neexistuju Studie venujice sa polymorfizmu
rs2241766 v spojitosti s ochorenim GERD. V nasej §tadii sme nepreukazali signifikantni
asociaciu medzi rs2241766 a vyskytom ochorenia GERD. Tato Studia je prvou pracou
zaoberajucou sa polymorfizmami v géne ADIPOQ v suvislosti s GERD v Ceskej populacii.
Koncentracie adiponektinu boli merané vo vztahu k GERD vo viacerych Stadiach, avsak
s kontroverznymi vysledkami (Greer a kol., 2015; Rubenstein a kol., 2008; Tseng a kol.,
2015; Rubenstein a kol., 2009; Kendall a kol., 2007; Garcia a kol., 2014; Almers a kol.,
2015). Meranie a analyza plazmatickej koncentracie adiponektinu u pacientov s GERD by
preto mohlo byt pokra¢ovanim nasho stidia pre ucelenejsi prehl'ad o vzt'ahu adiponektinu

a GERD.

6.6.2 Stidia ASTMA

Stadium vztahu astmy a adipocytokinov patri medzi zatial malo preskimané vedecké
oblasti. Clanok od Greenberga a kol., (2006) popisuje funkciu adipézneho tkaniva ako
endokrinného organu a vplyv adipocytokinov na chronicky zapal. Rizikovou je podl'a neho
rola obezity v chronickych ochoreniach, medzi ktoré radi aj astmu. Clanok od Fantuzzi
(2005) okrem funkcie tukového tkaniva popisuje aj rolu adipocytokinov V astme, avSak
pripusta aj d’alSie rizikové faktory (napr. dietdrne a environmentalne faktory), ktoré moézu
skresl'ovat’ vysledky $tadii. Tym otvara diskusiu a vyjadruje potrebu d’alSieho vyskumu pre
lepsi nahl'ad do problematiky.

Vysledky genetickej Studie ukézali silni asocidciu genotypu GG s vyskytom astmy oproti
genotypom GT a TT. Polymorfizmus rs1501299 je zamenou T alely namiesto alely G
Vintrone 2 génu ADIPOQ (+276G/T) ahoci jeho funkcia zatial nebola objasnena,
predpoklada sa, Ze pdsobi ako marker iného polymorfizmu, ovplyviiujiceho expresiu génu
ADIPOQ (Menzaghi a kol., 2004). Podl'a reserSe spominanej v teoretickej Casti prace
jedinou Studiou skumajucou polymorfizmus rs1501299 v géne ADIPOQ bola praca od
Ding a kol., (2015), ktora na regionalnej homogénnej ¢inskej populacii o velkosti 120
pacientov a 120 kontrol asociovala polymorfizmus rs1501299 s exacerbaciou astmy a tieZ
spojila vyskyt genotypu TT s rizikom astmy (P=0,023). Tato populacia ma vyssi vyskyt

astmy v porovnani s ostatnou ¢inskou populéciou.
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Stadie venujuce sa korelacii hladin adiponektinu, najhojnejsie zastiipeného adipocytokinu,
asociovali nizsie koncentracie protizapalovo pdsobiaceho adiponektinu s astmou u deti
V porovnani so zdravymi kontrolami (Ozde a kol., 2015), navyse, obezita u deti rezultovala
Vv eSte nizSej koncentracii sérového adiponektinu (Baek a kol., 2011). U Zien v strednom
veku podl'a Sooda a kol., (2012) nizsia koncentracia adiponektinu indikovala vyssie riziko
pre rozvoj astmy, hlavne u fajéiarok, avSak koncentracia adiponektinu nezavisela na BMI
pacientov. V kontraste so spomenutymi vysledkami st vysledky naSej Stadie kontrol
a pripadov, v ktorej neboli preukdzané rozdiely v koncentracii adiponektinu u astmatikov
(7,6 [4,7-10,5] pg.ml™?) a kontrol (8,7 [5,6 -11,8] ug.ml?, P>0.05). Je viak vidiet’ klesajuci
trend koncentracie adiponektinu u astmatikov. Podobny vysledok bez rozdielu koncentracii
adiponektinu medzi skupinou astmatikov a kontrol zaznamenal Tsaroucha a kol., (2013),
ktory ale vd’aka dobre zaznamenanému priebehu astmy rozdelil astmatikov na miernej$iu
a vaznejsiu variantu podl'a pocetnosti aktitnych astmatickych zachvatov, nasledne asocioval
nizsie koncentracie adiponektinu s vaznou formou astmy v porovnani s miernou formou
astmy. Bez asociacie medzi celkovou koncentraciou adiponektinu a astmou Vv japonskej
populacii, podobne ako pri nasich vysledkoch, bola uzavreta stidia od Hayashikawa a kol.,
(2015). Okrem celkového adiponektinu bola vSak zmerana aj koncentracia nizko-, stredne-
a vysokomolekularnych izoforiem, kde sa uz preukazal signifikantny rozdiel koncentracii
nizkomolekularneho adiponektinu medzi skupinami astmatikov a kontrol. Vzhladom
k obmedzenému poctu stanovenych subjektov v nasej studii (46 astmatikov a 25 kontrol)
by rozdelenie skupiny astmatikov na podkategorie viedlo k ochudobneniu a strate
Statistickej sily testu, navySe, ELISA kit pouzity v nasej Studii slazil iba na stanovenie
koncentracie celkového adiponektinu.

Podrla naSich znalosti je tito praca prvou Stadiou zaoberajucou sa polymorfizmom v géne
ADIPOQ a astmou Vv kaukazskej populécii. Silnd asociacia genotypu GG s astmou a opacné
vysledky stadie vykonanej na ¢inskej populacii ndzorne ukazuju potrebu dalSieho vyskumu

pre objasnenie role polymorfizmu rs1501299 v astme.

6.6.3 Stidia T2DM a CP
Hoci spojenie medzi T2DM, CP a obezitou nie je zatial’ iplne vysvetlené (Winning a kol.,

2017), adipocytokiny su povazované za spojenie medzi parodontitidou a systemickymi
ochoreniami z dévodu ich vplyvu na priebeh zapalu. Rola najznamejsich adipocytokinov v

patogenéze parodontitidy u diabetikov bola popisana v prehl'adovom ¢lanku od Ogawa a
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kol., (2014), navyse, vplyv obezity na koncentracie adipocytokinov podporujicich zapal
parodontu nezavisle na parodontalnej liecbe pozoroval Goncalves a kol. (2015).

V stadii T2DM a CP, jedinym polymorfizmom so zistenou signifikantnou asociaciou bola
mutacia rs2241766 génu ADIPOQ. Genotyp TT tohto polymorfizmu bol oproti genotypom
GT a GG signifikantne menej zastipeny u skupiny CP (P<0,01). Hoci v porovnani skupiny
T2DM+CP s kontrolami alebo skupinou CP signifikantny rozdiel vo frekvencii genotypu
TT zisteny nebol, tak v pripade porovnania skupiny CP a zdravych kontrol sa opakoval
zriedkavejsi vyskyt genotypu TT v skupine CP (P<0,030). Polymorfizmus rs2241766 je
lokalizovany na nukleotide +45T/G v ex6ne 2 génu ADIPOQ. Zamena guaninu za thymin
v sekvencii DNA vedie ktichej mutacii Glyl5Gly. Hoci nedochadza k zamene
aminokyselin v sekvencii vzniknutého proteinu, mdze tento polymorfizmus, nachédzajici
sa blizko hranice intronu a exonu (Takahashi a kol., 2000), ovplyvnit' splicing mRNA
vzniknutej po tranksripcii (Cartegni a kol., 2002). Podrla stidie od Yang a kol. (2003),
koncentracie mRNA v omentalnom tukovom tkanive obsahujuce G alelu (rs2241766) boli
vysSie v porovnani s mRNA nestcou alelu T. Napriek tomu, priemernd plazmaticka
koncentracia adiponektinu bola podobnd medzi pacientmi Sroznymi genotypmi
polymorfizmu rs2241766 (Takahashi a kol., 2000). V zhode s tymito vysledkami, ziadna
signifikantna asocidcia medzi koncentraciou adiponektinu a variantami polymorfizmu
rs2241766 nebola objavena ani v nasej $tadii. Usudzujeme, Ze asociacia medzi rs2241766
a CP moZze byt nasledkom védzby medzi tymto polymorfizmom a inej génovej varianty
s funkénym vplyvom a preto je potrebny d’al§i vyskum.

V minulosti (Phillips akol., 2010) bola potvrdena nizSia koncentracia adiponektinu
a expresia génu ADIPOQ z dévodu chronického zapalu a oxidativneho stresu v obezite.
Navyse, vysoky pomer leptinu k adiponektinu méZe byt’ dolezitym znakom vysokého rizika
rozvoja abdominalnej obezity (Engin, 2017). Leptin, kddovany génom obezity, interaguje
s receptorom, kodovanym génom LEPR, ¢o vedie k reguldcii apetitu, vydaja energie
a moznému utlmeniu zapalu adipézneho tkaniva. To poukazuje na rolu leptinu jednak
v metabolizme, ako aj vimunitnom systéme. Prehladovy c¢lanok od Pérez-Pérez a
kol., (2017) preto navrhuje LEP a LEPR ako indikator zapalu a aktivacie systémov
nedpecifickej imunity aako mozné miesto liedebnej intervencie. Stidia podla
Nokhbehsaim, a kol., (2014) preukazala negativny vplyv leptinu na regeneraciu
parodontalnych viazivovych buniek, nacrtavajiuc tak patomechanistické prepojenie medzi
obezitou a zhorSenou lieCbou parodontu. Koncentracia plazmatického leptinu bola
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signifikantne zvySena u pacientov s agresivnou parodontitidou v porovnani so zdravymi
kontrolami v ¢inskej populacii (Shi a kol., 2015). Preto Khorsand a kol., (2016) navrhol
meranie koncentracie leptinu v slinadch ako jednoduchu neinvazivnu metédu na stanovenie
rizika nachylnosti k parodontitide.

Meta-analyza od Zhu a kol., (2017) potvrdila prevazujuce zvySené sérové koncentracie
leptinu a znizené¢ sérové koncentracie adiponektinu u CP pacientov v porovnani so
zdravymi kontrolami v podskupine BMI<30. U systémovo zdravych pacientov s CP sa
sérové koncentracie leptinu a adiponektinu nemenia signifikantne po parodontalnej liecbe.
Kardesler a kol., (2010) analyzoval koncentracie adipocytokinov u pacientov s T2DM a CP
a objavil nasledné zniZenie konc. leptinu a zvySenie koncentracie adiponektinu po
parodontalnej liecbe. Podobné vysledky zaznamenal aj Wang a kol., (2017), ktory nasiel
zmeny v sérovej koncentracii adiponektinu po liecbe v skupine T2DM+CP.

Podobne ako u Sete a kol. (2015) a Mendoza-Azpur a kol. (2015), v tejto $tadii neboli
najdené signifikantné rozdiely v koncentraciach adiponektinu, leptinu alebo rezistinu medzi
skupinami CP a HC. Avsak, da sa pozorovat’ tendencia k niz$ej plazmatickej koncentracii
adiponektinu a vysSiemu pomeru leptinu k adiponektinu u skupiny T2DM+CP. Navyse, po
rozdeleni ucastnikov $tadie podla BMI, skupina s normalnou vahou mala marginalne
zvysenu plazmaticku koncentraciu leptinu u skupiny T2DM+CP v porovnani s CP a z toho
rezultujuce rozdiely v medidne pomeru leptinu k adiponektinu medzi rovnakymi
skupinami. Podl'a naSich vysledkov, rozhodujtci vplyv na koncentracie adipocytokinov tak
modze mat’ diabeticky status nezavisle na vahe pacienta.

Nezavisle na parodontalnom statuse, plazmaticka koncentracia leptinu bola signifikantne
vySSia v skupine obéznych pacientov v porovnani so skupinami s nadvahou a normalnou
vahou a takisto median pomeru koncentracie leptinu k adiponektinu bol v naSej Studii
najvyssi v podskupine obéznych pacientov. Tieto pozorovanie st v stlade s vysledkami
prezentovanymi Lopez-Jaramillo a kol., (2014).

Nase vysledky su v kontraste so Studiami zameranymi na variabilitu v génoch ADIPOQ a
RETN u pacientov s CP a T2DM/obezitou (Damrongrungruang a kol., 2015; Patel a kol.,
2013). Rozne vysledky moézu byt sposobené inter-individualnou variabilitou medzi
populaciami. V pripade polymorfizmu rs2241766 (ADIPOQ), frekvencia minoritnej G alely
(minor allele frequency, MAF) v ¢eskej populacii je 8,4 %, zatial ¢o MAF japonskej
populacie podla stadie (Damrongrungruang a kol., 2015) bola 31,4 %. Frekvencie tejto aj
nasej Studie st v zhode s frekvenciami pre eurdpsku a vychodoazijskii populaciu podla
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databazy polymorfizmov narodného centra biotechnologickych informécii (National Center
or Biotechnology Information, NCBI). Druhym dévodom pre rozdiely medzi zavermi moze
byt v niektorych pripadoch mnozstvo subjektov prijatych do Stadii, obzvlast' v skupine
pacientov. Iba 43 pacientov s T2DM a CP bolo vybratych v japonskej predbeznej Stadii
(Damrongrungruang a kol., 2015) a analyza génu RETN prebehla u 90 indickych pacientov
(Patel a kol., 2013) rozdelenych do 3 podskupin (bez obezity a bez CP, bez obezity s CP,
obézni s CP), ¢im sa mohla limitovat’ Statisticka sila stadii.

Hlavnou limitaciou nasej Studie bola nepritomnost’ podskupiny T2DM bez parodontitidy,
vzhl'adom na fakt, Ze vSetci zucastneni diabetici trpeli miernejSou alebo vaznejSou formou
CP. Na druhej strane, vel'kost’ populacie (N=409) bola nieckol'’kokrat vicsia ako populécie
Studii  venujucich sa T2DM pacientov so zndmym parodontilnym statusom
(Damrongrungruang a kol., 2015; Patel a kol., 2013). Nasa studia ako prva popisuje dant
problematiku v kaukazskej populacii, navySe moZzeme predpokladat’ vysoku homogenitu
nami vybratej populacie, vzhladom na vyber subjektov z poolu pacientov ¢eského pdvodu
Z oblasti juznej Moravy. Okrem genetickej analyzy sme analyzovali aj plazmatické
koncentracie troch adipocytokinov, z finanénych doévodov Zial' nebolo mozné stanovit
okrem plazmatickych hladin aj koncentraciu adipocytokinov v slinach. Tak ¢i tak, d’alsi
vyskum je potrebny pre vysvetlenie asocidcie medzi polymorfizmami v adipocytokinoch
aCP/T2DM+CP avztahu medzi koncentraciami adipocytokinov —a spomenutymi

ochoreniami v réznych populéciach.
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7 Suhrn

Dané ciele diplomovej prace boli Splnené, v teoretickej Casti na zaklade reSerSe studii
venujucich sa variabilite génov pre adipocytokiny v zépalovych ochoreniach GERD, astme,
T2DM a/alebo CP bolo vybratych 6 polymorfizmov v génoch ADIPOQ, LEP, LEPR a
RETN pre asocia¢ni Stadiu kontrol a pripadov v ceskej populacii. Pomocou
optimalizovanych metodik stanovenia genotypu v tychto polymorfizmoch sme
genotypizovali 104 zdravych kontrol a 295 pacientov v stadii GERD, 273 zdravych kontrol
a 303 pacientov v stadii ASTMA a 118 systémovo zdravych kontrol, 205 systémovo
zdravych pacientov s CP a 86 subjektov trpiacich T2DM a CP v stadii T2DM a CP. Navyse
boli merané¢ koncentricie adipocytokinov adiponektinu, leptinu a rezistinu v Studiach
ASTMA i T2DM a CP. V stadii Astma bol asociovany polymorfizmus rs1501299 v
ADIPOQ géne so skiimanym ochorenim, v §tadii T2DMaCP sa javi variabilita v rovnakom
mieste sekvencie ako mozny protektivny marker pre CP. Vysledky stadie T2DM a CP boli
spisané do ¢lanku a st momentalne v recenznom konani v medzinarodnom impaktovanom

casopise Mediators of Inflammation.
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8 Summary
Given goals of the thesis have been reached. In theoretical section, based on study research

focused on adipocytokine gene variability in inflammatory diseases GERD, asthma, T2DM
and/or CP, 6 polymorphisms in genes ADIPOQ, LEP, LEPR and RETN have been selected
for a case-control study in Czech population. Using genotype determining methods
optimized for these polymorphisms, we have genotyped 104 healthy controls and 295
patients in the GERD study, 273 healthy controls and 303 patients in study ASTHMA and
118 healthy controls, 205 systemically healthy patients with CP and 86 subjects with
T2DM and CP in study T2DM and CP. In addition, concentrations of adipocytokines
adiponectin, leptin and resistin have been measured in studies ASTHMA and T2DM and
CP. In ASTHMA study, polymorphism rs1501299 in ADIPOQ gene has been associated
with investigated disease. In T2DMand CP study, variability on the same sequence spot
appears as a possible protective marker for CP. Results of T2DM and CP study have been
written up in a research article, which now undergoes a review procedure in international

impacted journal Mediators of Inflammation.
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