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Pouzité zkratky

% 5-mC = Procento 5-methylcytosine v DNA

APOE = Apolipoprotien E

ATP = Adenosintrifosfat

BMI = Index télesné hmotnosti

Ca2+ = Vapnikovy kation

CARD14 = Gen s nazvem CARD14

CD = Crohnova choroba

CD4+ = Lymfocyt s povrchovym glykoproteinem CD4
CD8+ = Lymfocyt s povrchovym glykoproteinem CD8
CNIO = Spanélsky Narodni institut pro vyzkum onkologickych onemocnéni
CpG = cytosin-fosfat-guaninové

CRP = C-reaktivni protein

DAMPs = damage associated molecular patterns

DDR = DNA damage response

DNA = Deoxyribonukleova kyselina

DNAm = DNA methylace

DNMT3a = DNA methyltransferaza 3a

DNMT3b = DNA methyltransferaza 3b

EIA = Enzyme immunassay

ELISA = Enzyme-linked immuno sorbent assay

EpiA = Epigeneticky (biologicky) vék

FOXP3 = Forkhead box P3

HDL = high density lipoprotein, lipoprotein o nizké hustoté



HLA-B27 = Human Leukocyte antigen B27
HLA-Cw6 = Alela s nazvem HLA-Cw6

HMGBI1 = high-mobility group box 1, amphoterin
HSP = heat shock protein

ChronA = Chronologicky (kalendaini) veék

IBD = Nespecifické stievni zanétlivé onemocnéni
IFN-o = Interferon alfa

IFN-y = Interferon gama

IGF-1 = Inzulinu podobny ristovy faktor 1

IIS = Inzulin a IGF-1 signalni cesta

IL-1 = Interleukin 1

IL-12 = Interleukin 12

IL-17 = Interleukin 17

IL-23 = Interleukin 23

IL-33 = Interleukin 33

IL-6 = Interleukin 6

IL-6 = Interleukin 6

IL-8 = Interleukin 8

IRIF1 = Locus na chromozomu 6 s ndzvem IRIF1
kb = Tisic nukleotidovych bazi na chromosom
KVO = Kardiovaskularni onemocnéni

MetS = Metabolilcky syndrom

MICA = Locus na chromozomu 6 s nazvem MICA

MS = metabolicky syndrom



NF-xp = Nuklearni faktor k3

NN = Normalni kozni tkan

ns = Statisticky nesignifikantni vysledek
OSA = Obstruk¢ni spankova apnoe

pl14 = Protein p14

pl6 = Protein p16

p53 = Protein p53

PASI = Psoriasis Area and Severity Index
PCR = Polymerazova fetézova reakce

PN = Nepostizena psoriaticka kozni tkan

PP = Postizena psoriaticka kozni tkan

PsA = Psoriaticka artritida

PSORI1CI = Locus na chromozomu 6 s ndzvem PSORIC1
PSORSI1C3 = Locus na chromozomu 6 s ndzvem PSORS1C3
RNA = Ribonukleova kyselina

ROS = Reaktivni formy kysliku

S100A12 = S100 vapnik vazajici protein A12
S100A7 = S100 vapnik vazajici protein A7
S100A8 = S100 vapnik vazajici protein A8
S100A9 = S100 vapnik vazajici protein A9
SIRT1 = Sirtuin 1, gen koédujici sirtuin 1
TAG = Triglyceridy

Th = Pomocny T lymfocyt

Th1l = Pomocny T lymfocyt typu 1



Th17 = Pomocny T lymfocyt typu 17

Th2 = Pomocny T lymfocyt typu 2

Th22 = Pomocny T lymfocyt typu 22

TNFSF4 = Locus na chromozomu 6 s ndzvem TNFSF4
TNF-a = Tumor necrosis factor o

Treg = Regulacni T lymfocyt

UCLA = University of California L.A.

UV = Ultrafialové

VEGF = Vaskularni endotelovy rastovy faktor

WHO = Svétova zdravotnicka organizace
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Souhrn

Psoriasis vulgaris (psoriaza) je autoimunitni onemocnéni, které postihuje predevsim
ktzi. Patogeneze psoridzy zahrnuje kombinaci genetickych a epigenetickych modifikaci s
nezanedbatelnym vlivem faktorti prostfedi. Nemoc je charakterizovana papuloskvaméznimi
l1ézemi s hyperproliferaci keratinocytii, angiogenezi a dysregulaci normalni imunitni odpovédi,
ktera vede k chronickému zanétu. Za ustfedni faktor patogeneze psoridzy je povazovana
asociovany s dalSimi onemocnénimi (komorbiditami). Jednd se o metabolickd a
kardiovaskularni ~ onemocnéni,  psoriatickou  artritida, = Crohnovu  chorobu a
psychické/psychiatrické poruchy ¢i uveitida. Mnohé z uvedenych komorbidit vykazuji

vyznamnou souvislost s vékem (biologickym procesem starnuti ¢lovéka).

Starnuti je proces postupného snizovani schopnosti a funkénich kapacit organismu.
Jedna se o univerzalni d&j se zna¢nym stupném variability, ktery je charakteristicky pro vSechny
akumulace poskozeni, ktera integruje dosud zndmé mechanismy starnuti. Teorie se opira o
skutecnost, Ze pti patofyziologickych procesech dochazi v lidském téle k nezadoucim zménam,
které lze chapat jako poskozeni. Vlivem pribézné akumulace téchto poskozeni dochazi

nasledné k deterioraci celého systému.

Refena problematika. Z literarnich udajti vyplyva, Ze osoby s psoriazou se dozivaji
niz§tho v€ku a maji zvySenou pravdépodobnost rozvoje asociovanych onemocnéni
(komorbidit). Mozné souvislosti mezi dysfunkénim chronickym zanétem vyvolanym procesem
starnuti (inflammaging) a procesem autoimunitniho onemocnéni (psoriazy) vSak nebyly dosud

blize objasnény.

Cilem diserta¢ni prace bylo (1) posouzeni vhodnosti (pouzitelnosti) vybranych
ukazatelll procesu starnuti pro modelovy systém onemocnéni psoriazou a jejimi komorbiditami
a (2) pouziti vhodnych ukazateld procesu starnuti pro analyzu vztahti mezi psoriazou, starnutim

a vznikem komorbidit.

Pro naplnéni cilti prace byly provedeny tii nezavislé studie. Ukazatele byly vybrany ze
skupiny jednoduchych molekuldrnich ukazatelii starnuti a ze skupiny sloZenych ukazatela
starnuti. Pro hodnoceni zménéné mezibunééné komunikace byly vybrany parametry HMGBI,
IL-33, S100A7, S100A12, endocan, VEGF, IL-17 a CRP. Pro hodnoceni genomové nestability
byla vybrana uroven oxidacniho poskozeni DNA/RNA a ke kvantifikaci epigenetickych zmén
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uroven globalni methylace a metoda epigenetic clock. Méteni primémé délky telomer bylo
vyuzito k popisu zkracovani telomer, dalSiho ze zakladnich znak starnuti. Odbéry
biologickych vzorki (plné krve) byly provadény v letech 2016 az 2020. Celkové byla odebrana
krev od 132 osob s psoriazou (pacienti) a 167 nahodné vybranych zdravych osob srovnatelného
veku, pohlavi a Zivotniho stylu (kontroly). Faktory zivotniho stylu (s dirazem na koufeni) byly
zjistovany formou dotazniku. Ve skupiné pacientli bylo 72 muzii a 60 Zen, ve skupiné kontrol

85 muza a 82 Zen.

Prvni studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoridzy a komorbidit na hladiny
ukazateli zanétu ze skupiny alarmini (HMGBI, IL-33, S100A7, S100A12). Studie se
zucastnilo 63 pacientd (34 muzd, 29 Zen) a 95 kontrol (49 muza a 46 Zen). Hladiny vsSech
sledovanych alarminii byly ve skupiné pacientd vyznamn¢ zvySené. Byl nalezen vyznamny
vztah mezi HMGBI1 a S100A7 ve skupiné pacientl a vyznamny vztah mezi HMGB1 a IL-33

ve skupiné kontrol.

Druha studie byla zamétena 1) na hodnoceni vlivu psoridzy a jejich komorbidit na
hladiny ukazateli zanétu IL-17, VEGF, endocanu a CRP a 2) na analyzu vztahu mezi
epigenetickym a kalendainim vékem pacientli s psoriazou a komorbiditami (epigenetic clock;
pocitacové vyhodnoceni methylace vice nez 500 genovych lokusit DNA souvisejicich s

veékem). Studie se zliCastnilo 28 pacientll (17 muzl a 11 Zen) a 42 kontrol (21 muzt a 21 Zen).

Ve skupiné pacientd (jako celku) jsme nalezli vyznamné zvySené hladiny IL-17 a
vyznamn¢ sniZzené hladiny endocanu. Stejna situace byla u podskupiny muzi (pacientti). U
podskupiny Zen (pacientek) jsme nalezli pouze vyznamné zvySené hladiny IL-17. Ve skupiné
pacientl (jako celku) byly nalezeny vyznamné vyssi hladiny CRP. Hladina CRP vykazovala

vyznamny vztah s chronologickym vékem.

Analyza vztahu mezi epigenetickym vekem a kalenddinim vékem neprokazala
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolami a pacienty (jako celku). Vyznamny rozdil mezi
epigenetickym a kalendafnim v€kem byl vSak nalezen u podskupiny Zen (pacientek). Median
rozdilu dosahoval hodnoty 3,2 roku u Zen s psoridzou, zatimco u zdravych zen (kontrol)
hodnoty -1,3. Zeny s psoriazou tak byly zjednoduSené o pfiblizné &tyfi roky biologicky

(epigeneticky) star§i nez zeny zdravé.

Treti studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoriazy a jejich komorbidit 1) na

hladiny globalni methylace DNA, 2) na hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA a 3) na
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zmény v délce telomer. Studie se zucastnilo 41 pacienti (21 muza a 20 Zen) a 30 kontrol (15

muzl a 15 zen).

Uroveti globalni methylace DNA byla u pacientii vys$§i, avsak rozdil nedoséahl statistické

vyznamnosti. Byl nalezen vyznamny vztah mezi urovni globalni methylace a BMI.

Pacienti s psoridazou méli vyznamné vyssi hladinu oxidacniho poskozeni DNA/RNA jak
z pohledu celé skupiny, tak i po rozdéleni na muze a zeny. U pacientli nekuidkd jsme nalezli
vyznamné vys$i hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA nez u nekutdka kontrol. Hladiny
oxida¢niho poskozeni DNA/RNA u pacientti s komorbiditou metabolického syndromu (MetS)
nebyly vyznamné odli$né od pacientl bez MetS. Pacienti bez MetS vSak méli vyznamné vyssi

hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA v porovnéni s osobami kontrolni skupiny bez MetS.

Ve skupiné pacientd (jako celku) a v podskuping pacientii zen (ne vSak v podskupiné
pacientii muzil) byla nalezena vyznamné vys§i prumérna délka telomer na chromozom v
porovnani s kontrolami. U pacientli nekufaka byly telomery vyznamné del$i neZ u pacienti
kurakit. U pacientd bez MetS byly telomery vyznamné del$i nez u pacientl s MetS. Byl nalezen

vyznamny negativni vztah mezi délkou telomer a kalendainim vékem kontrolnich osob.

Zavéry prvniho cile. Byla posouzena vhodnost (pouZitelnost) vybranych ukazateld
biologického starnuti pro modelovy systém onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami.
Alarminy pfedstavuji ukazatele procesu starnuti popisujici zménénou mezibunécnou
komunikaci a byly modelovym systémem onemocnéni vyznamné ovliviiovany. Lze je tedy pro
tento systém povaZovat za vhodné. Dalsi z vybranych ukazatelli zménéné mezibunécné
komunikace, VEGF modelovym systémem ovliviiovan nebyl a za vhodny ukazatel jej zfejmé
povaZovat nelze. Zménénou mezibunécnou komunikaci indikuji 1 dalsi vybrané ukazatele IL-
17, endocan a CRP. V modelovém systému onemocnéni byly pozorovany jejich vyznamné
zmény. Oba ukazatele vS§ak mohou byt vyznamné ovlivilovany faktory zivotniho/pracovniho
prostiedi a Zzivotniho stylu. Jejich vyuziti jako ukazatelli starnuti v modelovém systému

onemocnéni proto ptipada v iivahu spiSe na urovni populace, nikoliv v§ak na trovni jedince.

Ze zastupcli ukazatelli starnuti popisujicich epigenetické zmény se ukazala jako
vhodnéjs$i metoda epigenetic clock (oproti metod¢ globalni methylace), kterd umoziuje

podrobné charakterizovat jednotliva methylaéni mista na epigenomu.

Meéieni genomové nestability pomoci oxida¢niho posSkozeni RNA/DNA se zd4 byt

slibnou metodou pro kvantifikaci miry rychlosti starnuti v modelovém systému onemocnéni. |
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zde je vSak nutné brat v avahu vyznamny vliv faktorG zivotniho/pracovniho prostifedi a

zivotniho stylu (naptiklad koufeni).

Me¢éieni délky telomer piineslo neoCekavané nalezy, které neumoziuji formulovat
objektivni hodnoceni vhodnosti této metody jako ukazatele procesu stdrnuti v modelovém

systému onemocnéni.

Zavéry druhého cile. Za pouziti vhodnych ukazatelli procesu starnuti byla provedena
analyza vztahli mezi psoridzou, starnutim a vznikem komorbidit. Prokazali jsme (podle
literarnich tdaji zfejme jako prvni), Ze u pacientd s psoriazou (modelovy systému onemocnéni)
dochézi k vyznamnym zménam parametrl souvisejicich s procesem starnuti. NejvyznamnéjSim

dikazem je nalez vyssiho epigenetického (biologického veéku) u Zen s psoridzou.

Souhrnné fec¢eno, prokazali jsme, ze psoridza kvalitativné ovliviiuje proces starnuti a
vyznamné zvySuje vznik a rozvoj komorbidit. VSechny uvedené interpretace a zavéry jsou

zatizeny urcitou mirou nejistot.
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Summary

Psoriasis vulgaris (psoriasis) is an autoimmune disease that primarily affects the skin.
The pathogenesis of psoriasis involves a combination of genetic and epigenetic modifications
with a significant influence of environmental factors. The disease is characterized by
papulosquamous lesions with hyperproliferation of keratinocytes, angiogenesis and
dysregulation of the normal immune response leading to chronic inflammation. Excessive
activation of parts of the adaptive immune system is thought to be a central factor in the
pathogenesis of psoriasis. More severe forms of psoriasis tend to be associated with other
diseases (comorbidities). These include metabolic and cardiovascular diseases, psoriatic
arthritis, Crohn's disease and psychiatric disorders or uveitis. Many of these comorbidities show

a significant association with age (the biological process of human aging).

Aging is a process of gradual decline in the body's abilities and functional capabilities.
It is a universal process with a considerable degree of variability that is characteristic of all
higher animals. Among the theories describing aging, the theory of accumulation of damage,
which integrates the previously known mechanisms of aging, is currently dominant. The theory
is based on the fact that during pathophysiological processes, undesirable changes occur in the
human body that can be understood as damage. Due to the continuous accumulation of these

damages, the whole system is subsequently deteriorated.

Issue addressed. Literature data suggest that people with psoriasis have shorter lifespan
and an increased likelihood of developing associated diseases (comorbidities). However, the
possible links between dysfunctional chronic inflammation induced by the aging process
(inflammaging) and the autoimmune disease process (psoriasis) have not yet been further

elucidated.

The aims of this dissertation were (1) to assess the suitability (applicability) of selected
aging indicators for a model system of psoriasis and its comorbidities and (2) to use appropriate
aging indicators to analyze the relationships between psoriasis, aging, and the development of

comorbidities.

Three independent studies were conducted to fulfill the objectives of this study. The
indicators were selected from a group of simple molecular indicators of aging and a group of
composite indicators of aging. The parameters HMGBI1, IL-33, S100A7, S100A12, endocan,
VEGF, IL-17 and CRP were selected to assess altered intercellular communication. To assess

genomic instability, we measured the level of oxidative DNA/RNA damage. To quantify
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epigenetic alterations, the level of global methylation and the epigenetic clock method were
selected. The length of telomeres was selected to assess the telomere attrition. Biological
sampling (whole blood) was performed between 2016 and 2020. A total of 132 individuals with
psoriasis (patients) and 167 randomly selected healthy individuals of comparable age, sex and
lifestyle (controls) were blood collected. Lifestyle factors (with emphasis on smoking) were
collected by questionnaire. There were 72 men and 60 women in the patient group and 85 men

and 82 women in the control group.

The first study was aimed at evaluating the effect of psoriasis and comorbidities on the
levels of markers of inflammation from the group of alarmins (HMGBI1, IL-33, S100A7,
S100A12). 63 patients (34 men, 29 women) and 95 controls (49 men and 46 women)
participated in the study. The levels of all alarmins studied were significantly elevated in the
patient group. There was a significant relationship between HMGB1 and S1I00A7 in the patient
group and a significant relationship between HMGBI1 and IL-33 in the control group.

The second study was 1) to evaluate the effect of psoriasis and its comorbidities on the
levels of inflammatory markers IL-17, VEGF, endocan and CRP and 2) to analyze the
relationship between epigenetic and calendar age of psoriasis patients and comorbidities
(epigenetic clock; computerized evaluation of methylation of more than 500 age-related DNA
gene loci). Twenty-eight patients (17 men and 11 women) and 42 controls (21 men and 21

women) participated in the study.

In the patient group (as a whole), we found significantly increased IL-17 levels and
significantly decreased endocan levels. The situation was the same in the subgroup of men
(patients). In the subgroup of women (patients), we found only significantly elevated IL-17
levels. In the group of patients (as a whole), we found significantly higher CRP levels. CRP

levels showed a significant relationship with chronological age.

Analysis of the relationship between epigenetic age and calendar age showed no
statistically significant difference between controls and patients (as a whole). However, a
significant difference between epigenetic age and calendar age was found in a subgroup of
women (patients). The median difference was 3.2 years for women with psoriasis, while the

median difference for healthy women (controls) was -1.3 years.

The third study was designed to assess the effect of psoriasis and its comorbidities on

1) levels of global DNA methylation, 2) levels of oxidative DNA/RNA damage, and 3) changes
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in telomere length. Forty-one patients (21 men and 20 women) and 30 controls (15 men and 15

women) participated in the study.

The level of global DNA methylation was higher in the patients, but the difference did
not reach statistical significance. A significant relationship was found between the level of

global methylation and BMI.

Patients with psoriasis had significantly higher levels of oxidative DNA/RNA damage,
both in terms of the whole group and when divided into men and women. We found
significantly higher levels of oxidative DNA/RNA damage in non-smoking patients than in
non-smoking controls. Levels of oxidative DNA/RNA damage in patients with metabolic
syndrome (MetS) comorbidity were not significantly different from those without MetS.
However, patients without MetS had significantly higher levels of oxidative DNA/RNA

damage compared with controls without MetS.

Significantly higher mean telomere length per chromosome was found in the patient
group (as a whole) and in the subgroup of female patients (but not in the subgroup of male
patients) compared to controls. Telomeres were significantly longer in non-smoking patients
than in smoking patients. Telomeres were significantly longer in patients without MetS than in
patients with MetS. There was a significant negative relationship between telomere length and

calendar age of controls.

Conclusions of the first objective. The suitability (applicability) of selected indicators
of biological aging for a model system of psoriasis and its comorbidities was assessed. Alarmins
are indicators of the aging process describing altered intercellular communication and were
significantly influenced by the disease model system. They can therefore be considered
appropriate for this system. Another of the selected indicators of altered intercellular
communication, VEGF, was not influenced by the model system and probably cannot be
considered a suitable indicator. Altered intercellular communication is also indicated by other
selected IL-17, endocan and CRP markers. Significant changes were observed in the disease
model system. However, both indicators may be significantly influenced by
environmental/work and lifestyle factors. Their use as indicators of aging in a model disease

system is therefore more appropriate at the population level than at the individual level.

Of the proxies for aging indicators describing epigenetic changes, the epigenetic clock
method (as opposed to the global methylation method) has proven to be preferable, as it allows

detailed characterization of individual methylation sites on the epigenome.
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Measurement of genomic instability by RNA/DNA oxidative damage appears to be a
promising method for quantifying the rate of aging in a disease model system. However, here
again, the significant influence of environmental/occupational and lifestyle factors (e.g.

smoking) must be taken into account.

Measurement of telomere length has produced unexpected findings that do not allow an
objective assessment of the suitability of this method as an indicator of the aging process in a

model system of the disease.

Conclusions of the second objective. Using appropriate indicators of the aging process,
an analysis of the relationship between psoriasis, aging, and the development of comorbidities
was performed. We have demonstrated (probably for the first time according to the literature
data) that patients with psoriasis (disease model system) have significant changes in parameters
related to the process of aging. The most significant evidence is the finding of higher epigenetic

(biological age) in women with psoriasis.

In summary, we have shown that psoriasis qualitatively affects the aging process and
significantly increases the onset and development of comorbidities. All these interpretations

and conclusions are burdened with a certain degree of uncertainty.
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A TEORETICKA CAST
1 Psoriaza

Psoriasis vulgaris (psoridaza, cesky lupénka) je autoimunitni onemocnéni, které
postihuje predevsim kuzi (Obr. 1). Je charakterizovana papuloskvamoéznimi 1ézemi s
hyperproliferaci keratinocytl, angiogenezi a dysregulaci normalni imunitni odpovédi, coz vede
k chronickému zanétu (1). Nemoc se projevuje dobife ohrani¢enymi Cervenymi plaky s
ptiléhajicimi Supinami, nejcastéji na pokozce hlavy a extenzorovych plochach koncetin.
Dusledky lupénky zdaleka ptesahuji rdmec pacientovy ktize a mohou vést k vyznamné zhorSené
kvalité Zivota, jako je tomu u onkologickych a kardiovaskularnich onemocnéni (2). Patogeneze
psoriazy je komplexni a je vysledkem kombinace genetickych a epigenetickych modifikaci a

vlivi prostiedi (1).

Obr. 1. Psoriatické 1éze zadni ¢asti téla
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Prevalence psoriazy se celosvétové obvykle udadva v rozmezi jednoho az tii procent
populace. Nicméng, ve vyskytu tohoto onemocnéni lze pozorovat zna¢nou heterogenitu.
Napriklad Parisi et al. uvadeji rozsah prevalence psoriazy u dospélych osob od 0,9 % ve
Spojenych Statech Americkych az po 8,5 % v nékterych ¢astech Norska. Vysledky dale ukazuji,
ze vyskyt psoriazy se lisi v zavislosti na véku a zemépisné oblasti, pficemz Castéjsi je vyskyt v
zemich vzdélenéjsich od rovniku (bélosska populace) (3). Ackoliv se psoridza mize objevit v
jakémkoli veéku, vétSina pacientl trpi timto onemocnénim pred tficatym patym rokem svého
zivota. V roce 2014 Svétova zdravotnickd organizace (WHO) uznala psoridzu za zavazné
nepienosné onemocnéni a jeji doprovodnd zprava zdiraznila pottebu Iépe porozumét globalni
zaté7i tohoto onemocnéni (4, 5). Dle poslednich dostupnych tdajti Ustavu zdravotnickych
informaci a statistiky bylo v Ceské republice v roce 2017 celkem 97 450 osob trpicich
psoriazou. Z toho poctu bylo 49 215 muzi a 48 235 Zen, rozdéleni poctu ptipadi dle pohlavi

je tedy pfiblizné€ stejné, 50,5 % ptipadd na muze, 49,5 % na Zeny (6) .

Etiologie psoriazy dosud nebyla zcela uspokojivé objasnéna, nicméné, je znama fada
rizikovych faktorii (v€etné rodinné anamnézy a faktort prostredi) které¢ maji ptimy vliv na vznik
a rozvoj onemocnéni (7). Klinické projevy psoriazy jsou zavislé na interakci genti a prostiedi.
Onemocnéni se vétSinou neprojevi, pokud se neobjevi tzv. spoustéc. Timto spoustéCem muze
byt stres, infekce (zejména streptokokova), konzumace alkoholu, koufeni, zvySena télesna
hmotnost, nadmérné uzivani 1ékt (napfiklad lithia, antimalarik, ¢i nesteroidnich
protizanétlivych 1é¢iv) a v nékterych piipadech i slunecni zafeni. Nutno doplnit, Ze nadvéha a
obezita ptedstavuji jak vyznamné spoustéce onemocnéni, tak 1 mozny dasledek Zivota pacienta
s lupénkou (8). Mimotfadné vyznamnym faktorem vzniku a rozvoje psoridzy je stres. Studie
dokladaji, Ze u 26 az 88 % pacientl trpicich psoridzou je pfitomna zvysSena hladina stresu. Role
stresu Castéji inkriminuje Zeny trpici psoridzou neZ muze. Tento rozdil 1ze vysvétlit tim, Ze Zeny
prikladaji vétsi vyznam dopadu onemocnéni na t&lesny obraz a sebeuctu. Cetné studie
zduraziiuji roli jedné nebo vice stresovych udalosti pfed vznikem onemocnéni a jeho
vzplanutim. DileZité je, Ze pfitomnost chronického stresu mize vést nejen ke zhorSovani ¢i

Cast€jSimu vzplanuti psoridzy samotné, ale i ke zvySovani rizika komorbidit (9-12).

Hlavnim rizikovym faktorem pro vznik psoridzy je zejména deédicnost, pficemz u
jednovajecnych dvojcat, ve srovnani s dvojcaty dvojvajecnymi, je riziko zhruba dva az tiikrat
vy$si. Celogenomové asociacni studie identifikovaly jiZ vice nez 80 lokust, které by mohly byt

odpovédné zhruba za 30 % dédinosti onemocnéni. Fenomén dédi¢nosti je vSak sloZitou
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problematikou, kterd souvisi s Sirokym genovym spektrem (prezentace antigenu, vyvoj a

polarizace receptorti T-bun¢k a draha jaderného faktoru xf3 a NF-«f) (13-16).

Za ustfedni faktor patogeneze psoriazy je povazovana nadmérna aktivace cCasti
adaptivniho imunitniho systému. V pocate¢nich fazich patogeneze psoriazy dochazi k aktivaci
riznych bunéénych typl, vcetné¢ plazmocytoidnich dendritickych bunék, keratinocytu,
piirozenych zabijeci T lymfocytd a dalSich bunék (naptf. makrofagl). Nasleduje exprese
cytokint, které aktivuji myeloidni dendritické bunky. V tomto procesu dochéazi k sekreci
interferonu alfa (IFN-a), ktery nasledné aktivuje myeloidni dendritické buniky a indukci exprese
interleukint IL-12 a IL-23. Prvni z nich, IL-12, aktivuje diferenciaci naivnich T bunék na TH1
bunky, zatimco IL-23 mé zasadni vyznam pro pieziti a proliferaci bunék TH17a TH22. Bunky
TH1 vylucuji interferon gama (IFN-y) a tumor nekrotizujici faktor-alfa (TNF-a), zatimco buiiky
TH22 vylucuji IL-22 a bunky TH17 vyluc€uji IL-17, IL-22 a TNF-a. Mezi témito cestami je za
dominantni cestu povazovana interleukinem IL-23 zprostfedkovana aktivace TH17. Popsany
proces vede k transkripci klicovych zanétlivych mediatord. Cytokiny zptsobuji proliferaci
keratinocytll, zvySenou expresi angiogennich mediatorti a endotelidlnich adhezivnich molekul

a infiltraci imunitnich bun¢k do postizené kiize (17).

Histologie psoridzy zahrnuje ztlusténi epidermis (akantdzu) se zten¢enou nebo chybeéjici
granularni vrstvou, prodlouZeni a roz$iteni kapilar, suprapapilarni ztenceni, zanétlivy infiltrat
T-bunék v dermis a epidermis a nékdy i shluky neutrofilli v parakeratotickych Supinach (obr.
2). Diagnoza je stanovovana obvykle na zakladé klinického nélezu. Kozni biopsie se k
diagnostice psoridzy pouzivd jen ve vyjime¢nych piipadech. Ke kvantifikaci zavaznosti
onemocnéni (erytému, infiltrace, tloustky koZnich vrstev, Supinaténi a rozsahu 1€zi) je pouzivan

ukazatel PASI (Psoriasis Area and Severity Index) (18, 19).
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Obr. 2. grafické zndzornéni dermis a epidermis u pacienta s psoridzou
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2 Komorbidity psoriazy

Psoridza, zejména jeji nejzavaznéjsi formy, byva asociovana s dal§imi onemocnénimi
(komorbiditami) s podobnymi patogenetickymi charakteristikami. Casto se jedna o metabolicka
a kardiovaskularni onemocnéni. Vyss§i prevalenci maji psoriaticka artritida (PsA), Crohnova
choroba (CD), psychické/psychiatrické poruchy, uveitida a nadorovd onemocnéni. S ohledem
na téma této disertacni prace, uvadim nize podrobnéjsi charakteristiky komorbidit, které maji

vyznamnou souvislost s vékem, respektive s biologickym procesem starnuti clovéka (20-22).

Riziko vzniku a rozvoje metabolickych onemocnéni je vyznamné ovlivnéno pritomnosti
metabolického syndromu (MS). MS se vyskytuje ¢astéji u psoriatikli stejné jako u starSich osob
a je do jisté miry zavisly na biologickém véku (23, 24). Dle autorti Grishma et Hirode se
prevalence vyskytu metabolického syndromu mezi 30. a 60. rokem Zivota zhruba
zdvojnasobuje a vyznamné piispiva ke vzniku metabolickych onemocnéni (25). MS zahrnuje
skupinu rizikovych faktort, véetné centralni obezity, dyslipidemie, hypertenze a inzulinové

rezistence (Obr. 3). Diagn6ézu MS Ize stanovit, pokud jsou pfitomna tfi z péti uvedenych kritérii:
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(1) zvySeny obvod pasu nebo abdominalni obezita (> 102 cm u muzi a > 88 cm u Zen); (ii)
gluko6zova intolerance prezentovand vyssi hladinou glukdzy nala¢no > 5,6 mmol/l nebo znamou
1écbou diabetu; (iii) zvysend hladina triglyceridi (TAG) > 1. 7 mmol/l; (iv) sniZzend hladina
lipoproteint o vysoké hustoté¢ (HDL cholesterol) <1,03 mmol/l u muzi a <1,30 mmo/l u Zen; a
(v) zvySenym krevnim tlakem (systolicky krevni tlak >130 mmHg a/nebo diastolicky krevni
tlak >85 mmHg) (26, 27).

Obr. 3. Metabolicky syndrom pacienta s psoriazou
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Pfitomnost MS je také silnym prediktorem rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni
(KVO). U pacientil s psoriazou byl prokdzan zvySeny vyskyt kardiovaskularnich komorbidit,
az o 50 % vyssi pravdépodobnost vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, zejména u osob s
tézkym koznim postizenim. Jednd se o zvySené riziko infarktu myokardu, aterosklerdzy a
ischemické cévni mozkové piihody. Patogeneze kardiovaskularnich komorbidit psoridzy
nebyla dosud zcela objasnéna, predpokladd se komplex psychologickych a fyziologickych
mechanismi (28). Imunitni odpoveéd’ u psoridzy totiz zahrnuje, zvySenou aktivaci T-bunck a
myeloidnich bun¢k, aktivaci krevnich desti¢ek a zvySenou regulaci interferonti, tumor
nekrotizujiciho faktoru-o a interleukind (IL) IL-23, IL-17 a IL-6, které jsou spojeny s
vaskularnim zdnétem a rozvojem aterosklerézy. Znalost aplikace riznych strategii
kardiovaskularni prevence by mohla znamenat vyhodu pifi provadéni odhadu

kardiovaskularniho rizika a 1écby kardiovaskularnich rizikovych faktort u psoriatika (29, 30)
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Nezavislym rizikovym faktorem pro rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni je 1
obstruk¢ni spankova apnoe (OSA). Epidemiologické studie uvadéji, ze prevalence obstrukéni
spankova apnoe u pacientll s psoridzou je vyssi nez u zdravé kontrolni populace. Mize tak

spolecné s dalsimi faktory ptispivat k rozvoji kardiovaskularnich a dalSich onemocnéni (31).

Psoriaticka artritida (PsA) je heterogenni, obvykle séronegativni chronicka zanétliva
spondyloartritida, spojena s psoriazou. Piesnd prevalence PsA neni znama, ale odhady se
pohybuji od 20 do 420 ptipadi na 100 000 obyvatel v zdpadnich zemich az po 1 piipad na 100
000 obyvatel v Japonsku (31, 32). Nejvyssi vyskyt PsA je mezi 30. a 50. rokem zivota. Klinicky
je charakterizovana otokem, bolesti a ztuhlosti kloubi, vazi a Slach (entezitida a daktylitida)
(32). Vyznacuje se obdobimi zhorSeni a istupti. Pokud neni 1é¢ena, miize vést az k chronickému
zanétu. PsA muze pfedchazet vyskytu koznich 1€zi (zhruba v 75 % pfipadil), byt s nimi
soubézna (zhruba v 10 % ptipadil) nebo se objevit az po jejich projevu (zhruba 15 % ptipadd).
Nebyla potvrzena souvislost mezi typem nebo zavaznosti koznich 1ézi a pfitomnosti, typem

nebo rozsahem kloubniho postizeni (27, 33).

Pacienti s Crohnovou chorobou (CD) maji (oproti bézné populaci) priblizné sedmkrat
vys§i riziko vzniku a rozvoje psoriazy, zatimco pacienti s psoriazou maji zhruba tfikrat vyssi
riziko vzniku a rozvoje CD. Ukazuje se také, Ze pacienti s psoridzou a soucasnym
nespecifickym stievnim zanétlivym onemocnénim (IBD) maji vyssi pravdépodobnost vyskytu
dalich zavaznych komorbidit (séronegativni artritida, thyreoiditida, diabetes a lymfom), v
porovnani s pacienty trpicimi ,,pouze* psoriazou. Tento jev lze vysvétlovat na zakladé

spole¢nych zanétlivych mechanismi a spole¢nych genetickych rizik (34, 35).

Psychologické korelaty a psychiatrické poruchy jsou castymi komorbiditami u pacientli
postizenych psoridzou. Byla popsana vysokd mira uzkosti, deprese a emoc¢nich disfunkci.
Napftiklad alexithymie je charakterizovana obtiZzemi s rozpoznavanim a/nebo vyjadiovanim
emoci. Onemocnéni do jisté miry souvisi s ¢asnym vékem ndstupu psoridzy a zvySenou
zranitelnosti pacienta vici stresu. U déti postizenych psoridzou miize mit tato nemoc dopad na
jejich sebepojeti a miize se stat soucasti jejich vlastnich vyvojovych zkuSenosti. Stigma spojené
s viditelnymi koznimi lézemi a nepfedvidatelnost vzplanuti nemoci vedou ke znacné psychické
zateézi, ktera mize pfetrvavat aZz do dospélosti. Pacienti mohou v ramci pfizpisobovani se
nemoci vykazovat uzkostné az depresivni pfiznaky. Prevalence psychiatrickych onemocnéni u

psoriazy se pohybuje od 24 % az do 90 % (36, 37).
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Uveitida je charakterizovana zanétem uvealniho traktu, ktery zahrnuje duhovku, fasnaté
téleso, cévnatku a pfilehlé struktury. Vysvétleni zvySené pravdépodobnosti vzniku uveitidy u
pacientll s psoridzou muze byt zalozeno na pritomnosti systematické zanétlivé reakce, ktera
muze vyvolavat 1 ocni zanét. Nékteré cytokiny, vyznamné v patogenezi psoriazy (TNF-a a
interleukiny IL-2, IL-6, IL-17), byly ve zvySenych koncentracich nalezeny téz v o¢nim moku
pacientl s uveitidou. Je také mozné, Ze obé onemocnéni maji spolecnou genetickou
predispozici, kterd v kone¢ném disledku vede k autoimunitnimu onemocnéni kiize i oka. Jako
piiklad spolecného predispozi¢niho faktoru Ize uvést antigen HLA-B27, ktery souvisi jak s

psoriatickou artritidou, tak i s uveitidou (38-42).

Pacienti s psoridazou maji zvySené riziko vzniku a rozvoje nadorovych onemocnéni,
zejména nadorii keratinocytarnich, malignich lymfomt, nddorG plic a nadort mocového
méchyte. Lékari, kteti 1€¢1 pacienty s psoridzou, by si méli byt tohoto zvysSeného rizika védomi,
zejména v piipadé lymfomu, protoze imunogenni 1é¢ba miize byt spojena s exacerbaci.
Soucasna literatura zatim nenaznacuje zvySené riziko vzniku rakoviny v souvislosti s
biologickymi formami 1écby psoriazy (43). ZvySené riziko je pravdépodobné zpiisobeno
kombinaci chronického zanétu nizkého stupné u psoridzy a rizikovych faktord pro vznik
rakoviny spojenych s psoridzou (napi. koufeni, konsumpce alkoholu, obezita, vrozena
genetickd predispozice). To souvisi 1 s kalendarnim, respektive biologickym vékem jedince,
nebot’ nékteré rizikové faktory jsou diivodem vzniku onemocnéni aZ po delSim Case expozice.
Prikladem muze byt metaanalyza Fu et al, kterd potvrdila zvySené riziko kolorektalniho

karcinomu u psoriatiki (44, 45).
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3 Proces starnuti

Starnuti (aging) je proces postupného snizovani funkcnich kapacit lidského téla.
Dochazi pfi ném ke strukturdlnim zménam vsech télnich systému, orgéant, tkani i bunék.
Vysoky vék clovéka je nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem celé fady onemocnéni, nebot’
umrtnost na kardiovaskularni, metabolickd, onkologické a jind onemocnéni stoupa v prubéhu
zivota exponencialné. Starnuti je sice univerzalni proces, vyskytujici se u vSech obratlovcil,
neméti vSak vSem druhlim stejn€. VSechny zivocisné druhy disponuji pfiblizn€ stejnym
celozivotnim poctem srdeCnich staht v hodnoté¢ okolo jedné miliardy. Tato skute¢nost
naznacuje, Ze zvifata s vysokou klidovou tepovou frekvenci starnou rychleji a dozivaji se
krat§iho Zivota nez ta s frekvenci nizsi. Obecné feceno, i kdyz starneme vSichni, nestarneme
vSichni stejné rychle. Odlisné rychlosti starnuti nalezneme mezi jedinci stejného druhu, a

dokonce starnou riizné i jednotlivé tkané (46, 47).

Béhem poslednich dekdd se objevila fada teorii popisujicich pfiCiny starnuti (48).
Jednou z nejznaméjsich je teorie volnych radikélii. Tato teorie uvadi, ze volné kyslikové
radikaly, vznikajici pii aerobnim metabolismu, poSkozuji DNA a dalsi dulezité bunécné
struktury, ¢imz indukuji proces starnuti. Nicmén¢, meta-analytické studie neprokézaly uc¢inek
intervenci (branicich tvorbé radikald) na zpomaleni stdrnuti (prodlouZeni Zivota nebo
prodlouzeni Zivota ve zdravi) (49). Dalsi teorii je teorie mitochondridlni, podle které je starnuti
zpiisobeno ubytkem funkci mitochondrii. Nékteré studie v této souvislosti naznacuji, Ze by se
mohlo jednat o wurcity prehistoricky nesoulad mezi puvodné prokaryontni bakterii
(mitochondrii), kterd se chce dé€lit a napadat dalsi hostitele, a zestarlou eukaryontni buiikou,
ktera jiz déleni neni schopna. Uvedeny rozpor by mohl byt jednou z pfi€in sniZené¢ho vykonu
hostitelské butiky a pfibyvani vékem podminénych patologii (50). Jako dalsi Ize uvést napiiklad
teorii neuroendokrinni, kterd uvadi, Ze proces starnuti je dan zménami hladin hormoni v télnich

tekutinach (51).

Postupné se objevovaly i1 dal$i teorie, nicméné se zdd, ze pouze teorie akumulace
poskozeni dokaze integrovat vSechny doposud zndmé patofyziologické mechanismy starnuti.
Teorie uvadi, ze pti kazdém procesu v lidském téle mize dochéazet k chybé (zméné, poskozeni)
systému. Pribéznou akumulaci téchto chyb (béhem Zivota) pak dochéazi k postupné deterioraci
celého systému (52). Tento novy pohled na pficiny starnuti dal vzniknout jednotnému nazoru
na klicové zmény, odehravajici se v jeho pribéhu. Zmény pak byly piehledné shrnuty v
publikaci ,,The Hallmarks of Aging®, ktera rozd€luje znaky starnuti na devét vzajemné
propojenych typt, u nichz bylo prokdzano, ze ve vétsi ¢i mensi mife ovliviiuji délku zivota

26



pokusnych subjekti. Mezi znaky starnuti patii (obr. 4) zménénd mezibunéénd komunikace,
epigenetické zmény, genomova nestabilita, zkracovani telomer, porucha homeostazy proteint,
naruSené¢ vnimani dostupnosti zivin, mitochondridlni dysfunkce, bunéfna senescence,
vycerpani kmenovych bunck (53). V moji disertacni praci jsem se vénoval zejména Ctyfem
z deviti znaki starnuti (zménéné mezibunééné komunikaci, epigenetickym zméndm, genomové
nestabilité¢ a zkracovani telomer). Vzhledem k vzajemné propojenosti jednotlivych znakt

starnuti se pro uplnost v tvodu budu kratce vénovat kazdému z nich.

Obr. 4. Znaky starnuti (modifikovano dle prace ,,7he Hallmarks of Aging* (53) )
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3.1 Zménéna mezibunééna komunikace

Zmeénéna
mezibuné¢na komunikace

Zmény v mezibunécné komunikaci jsou béhem starnuti patrné na Grovni autokrinni,
parakrinni, endokrinni, neuroendokrinni i neuronalni. Privodnim jevem starnuti je zanét
(inflammaging), ktery je disledkem kombinace celé¢ fady faktorti. Jedna se o akumulaci
poskozeni ve tkéanich, snizeni schopnosti organismu efektivné se zbavovat patogent
(nefunkénich a poskozenych télnich struktur), zvySeni tvorby prozanétlivych putisobkil
senescentnimi bunikami a butikami imunitniho systému a snizeni autofagie. Velkou roli v tomto
procesu hraje dlouhodobé poskozovani bunék, pti kterém se chronicky uvolnuji alarminy, které
fadime mezi DAMPs (damage associated molecular patterns). DAMPs ptedstavuji molekuly,
které mimo bunky aktivuji imunitni systém k neinfek¢ni zanétlivé reakci. Jako dalsi ptiklady
l1ze uvést HSP (heat shock proteins), HMGBI1 (high-mobility group box 1), ATP, adenosin,

kyselinu mo€ovou a heparansulfat (53, 54). Alarminy jsme vyuZili v experimentéalni ¢asti prace.

Protein HMGBI1, znamy také jako amfoterin, je evolucné stard a velmi konzervativni
molekula DAMPs. Vyskytuje se v jadie a ohyba Sroubovici DNA, ¢imZ pomaha regulovat
jaderné biochemické transakce. Po poskozeni buniky se HMGB1 miiZe dostat do extracelularni
matrix, kde funguje jako signél poskozeni tkané (55, 56). Nedavné studie zjistily, ze HMGBI1
hraje také vyznamné role v mnoha kompartmentech lidského metabolomu. Studie nalézaji 1
souvislosti mezi HMGBI1 a imunopatologii poruch a traumat rtiznych télnich systému. Byla
napiiklad potvrzena jeho role u ischemické cévni mozkové piihody a v procesu senescence
kardiomyocyti a zéanétlivého poSkozeni srdce. Jeho komplexni funkci v senescenci
kardiomyocytl a zadnétlivém posSkozeni srdce popsali Lu et al. (57, 58). Ohledné patogeneze

psoridzy a HMBG] jsou k dispozici jen velmi omezené udaje.

SRS % B

dasledku poskozeni bunék nebo jejich nekrozy (59). Produkce proinflamatornich cytokint
vyvoland IL-33 hraje diileZitou roli jako most mezi vrozenou a adaptivni imunitni odpovédi u
alergickych onemocnéni. Jeho vyS§i sérové hladiny byly zjistény u rdznych
imunopatologickych stavili, jako je revmatoidni artritida, zanétlivé onemocnéni stfev nebo

atopickd dermatitida (60, 61).
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Protein S100A7 (psoriasin, ¢len genové rodiny S100) je antimikrobialni peptid a
signalni molekula, ktera reguluje bunécné funkce. Jeho role v epidermalni diferenciaci zlstava
z velké Casti neznama, nicmén¢, dikazi o zapojeni SI00A7 do patogeneze psoridzy piibyva.
Byla naptiklad zjisténa jeho vysoka exprese v keratinocytech psoriatickych 1ézi (62-65).
Protein S100A12 je také Clenem genové rodiny proteinti S100, ktery stejné jako ostatni sdili
domény EF-hand podilejici se na vazbé vapniku. EF-hand je proteinovy motiv, slozeny ze dvou
alfa-helixii, ktery vaze vapenaté ionty. Muze byt dokonce aktivné vylucovan aktivovanymi
granulocyty za ucelem indukce silné chemotaktické aktivity srovnatelné s jinymi silné
uc¢innymi chemotaktickymi latkami (66). Podle studie Wilsmann-Theis et al. je S100A12

nejslibnéj§im markerem aktivity onemocnéni psoridzou (67).

Do skupiny markeri zménéné mezibunééné komunikace patii také déale popsana
skupina latek, které jsme v experimentélni ¢asti sledovali u osob s psoriazou. Uéelem sledovéni
byla bliz§i charakterizace jejich vztahu k trovni kardiovaskuldrniho rizika. Endocan
(endothelial cell-specific molecule-1) je molekula exprimovana a vyluCovand piredevsim
endotelidlnimi buiitkami. V posledni dobé& ptibyva ditkazili, Ze endocan je spojen s patogennimi
procesy souvisejicimi s aterosklerozou (endotelidlni dysfunkce, zanét a angiogeneze) a hraje
vyznamnou roli pfi vzniku a rozvoji KVO (68). Vaskularni endotelialni riistovy faktor (VEGF)
je silny stimulator angiogeneze, ktery je schopny vytvofit lokélni proangiogenni prostredi
mobilizaci endotelidlnich progenitorovych bunék (69). V laboratornich pokusech byl po podani
VEGF pozorovan agresivni rozvoj aterosklerotického platu a zrychlena neovaskularizace cévni
stény (70). Interleukin IL-17 je exprimovan buitkami Th17 a CD8+ a pfirozenymi zabijecskymi
T-lymfocyty. IL-17 je kritickym mediatorem zanétu diky své schopnosti synergicky piisobit s
dal$imi zanétlivymi signaly a jedna se o velmi diileZity cytokin v patofyziologii psoriazy. Bylo
zjisténo, Ze protilatky zaméetené proti IL-17 jsou velmi G€inné pii 1€¢bé stiedné tézké az t€zké
psoridzy (71).

Do kategorie zménéné bunéné komunikace lze také fadit parametr C-reaktivni protein
(CRP). CRP je povazovan za jeden z nejcitlivéjSich ukazatell zanétu a diky kratkému
biologickému polocasu (6-8 h) je vhodnym néstrojem pro sledovani pritbéhu onemocnéni. CRP
pfedstavuje rovnéz nezavisly rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni (72-78). V této
souvislosti by zvySeny vyskyt ischemické choroby srde¢ni u pacientt s psoriazou mohl souviset
s jejich zvySenymi hladinami tohoto proteinu. ZvySené hladiny CRP vsak byly nalezeny pouze
u stfedné te€zkych a tézkych forem onemocnéni a v této chvili neexistuje dostatek dukaza, které

by potvrzovaly podobny vztah i u lehkych forem onemocnéni (72, 79).
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3.2 Epigenetické zmény

Epigenetické zmény %%@% ”’me%
@7 gy, ’

Starnuti vede k vyznamnym zméndm organizace chromatinu i DNA. Dochazi k
ovlivnéni methylace DNA, snizeni mnozstvi heterochromatinu, ke ztrat¢ a remodelaci
nukleozomil a ke zménam na histonech. Methylace DNA je ve stafi celkové snizena, nicméné
nékteré oblasti DNA mohou byt i hypermethylovany (cytosin-fosfat-guaninové ostriivky; CpQG)
(80). Behem starnuti se méni exprese velkého mnozstvi genl. Mira této exprese se velmi lisi
nejen mezi jedinci stejného druhu, ale mize se liSit i mezi riznymi tkanémi u starnouciho
jedince. Tento jev je zndmkou dysregulace genové exprese. Nicméngé, i dysregulace (porucha
regulace) si udrzuje urcité vzorce genové exprese, které jsou pro starnuti typické. Napiiklad
exprese gentl a proteind, které uzce souviseji s funkcemi mitochondrii, byvaji obvykle snizeny.
Naopak se zvySuje exprese genil a proteint, které souviseji s oxidacnim stresem, zanétlivou

odpovédi organismu a reparacnimi enzymy (81).

Pro experimenty mé disertacni prace byly vybrany dva ukazatele epigenetickych zmén.
Prvnim ukazatelem je globalni methylace, kterd hodnoti hladinu 5-methyl-cytosinu ve vzorku
DNA. Uroveii methylace DNA leukocytii je ovliviiovana zejména mirou expozice
karcinogennim faktoriim prostfedi a Zivotniho stylu (koufeni, alkohol, chemické karcinogeny,
ionizujici zafeni a UV zafeni) (82-84). Méfeni globalni methylace leukocytl v plné krvi proto
muze predstavovat uziteCny biomarker pro sledovani rizika vzniku rakoviny. Celogenomova
hypomethylace DNA je sniZzeni celkového obsahu genomového 5-methyl- cytosinu (ve
srovnani s celkovym obsahem cytosintl). Dochazi k ni naptiklad v nadorové tkéani, kdy z
pfiblizné ¢tyf procent v normalni tkani poklesd na dvé az tfi procenta ve tkani nadorové.
Hypomethylace se vyskytuje ve velké mife v repetitivnich a stfedné repetitivnich sekvencich a
v sekvencich DNA s jednou kopii napti¢ genomem (82, 85, 86) . B€hem starnuti genomu s
vékem dochazi k celkovému poklesu globalni metylace DNA, a tvrdi se, Ze pokles globalni
metylace DNA by mohl byt diilezitym faktorem starnuti, ktery vede k uvolnéni regulace genové
exprese a abnormalni genové expresi. V souvislosti s vékem vSak dochazi ke zménam metylace
DNA v urcitych oblastech, na konkrétnich mistech genomu, i1 kdyz se globalni metylace DNA

neméni (87).
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Druhym pouzitym ukazatelem je metoda nazyvana ,,Epigenetic clock®. Ta je v soucasné
dobé¢ nejznaméjSim a nejuznavanéjSim biomarkerem starnuti. O tom, ze nékteré¢ CpG
dinukleotidy (ostrivky) méni s rostoucim vékem mnozstvi methylovanych cytosinll se védélo
jiz od Sedesatych let minulého stoleti, avSak teprve v roce 2013 vydal profesor Horvath
soubornou publikaci, ktera popisuje algoritmus pocitajici biologicky veék na zaklad¢ analyzy
353 CpG ostruvki. Princip metody je postaven na méfeni jednotlivych oblasti genomu, ve
kterych kvalitativné stanovuje pfitomnost hypo a hypermethylace. Tyto ,,epigenetické hodiny*
dokazou u zdravych osob odhadnout kalendaini vék s vysokou piesnosti. Stfedni medianova
chyba se pohybuje v nizsich jednotkach let v zavislosti na odebiraném materidlu a konkrétnim
matematickém modelu, ktery metoda uziva. U osob nemocnych nebo vystavenych del§imu
pusobeni rizikovych faktorti (koufeni, obezita aj.) udava zpravidla Cisla vyznamné vyssi.
Naopak u osob zdravych s nizkym mnozstvim rizikovych faktorG vychézi epigeneticky
biologicky vek vyznamné nizsi nez veék kalendaini. Proto je vysledny vek charakteristikou
biologického véku jedince, ktera dokaze 1épe popsat jeho riziko umrti z jakychkoliv piicin (88-

92).

3.3 Genomova nestabilita

Genomova nestabilita WN?\G’;

Vys8i mira poskozeni DNA zvySuje pravdépodobnost ¢asného umrti (93). V pribéhu
zivota jedince je jeho komplex genetickych informaci ovliviiovan fadou faktorti (chemickych,
fyzikalnich a biologickych), ¢imzZ dochéazi ke kumulaci defekti DNA. Se zvySujicim se poctem
defektl bunika starne a roste riziko jeji smrti a/nebo maligni transformace (26, 94). Pfirozenou
ochranou proti kumulaci DNA defektii jsou reparacni mechanismy, jejichZ G€innost béhem
zivota postupné klesa Pi1 nelspéSné reparaci nastupuji u poskozené bunky mechanismy
programované bunécné smrti (94).

Vyznam genetiky v procesu starnuti potvrzuji genetické faktory (geny a jejich varianty),
které mohou délku zivota zkracovat. Piikladem miize byt existence vzacnych genetickych
syndromt, které podmifiuji procesy piedcasného starnuti jako napiiklad progerie (95).

Spoleénym znakem téchto syndromi je mutace/posSkozeni gent zodpovédnych za opravu
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jaderné DNA nebo za stabilizaci struktur jadra (napiiklad gen pro lamin A). Syndromy maji
Casny nastup nékterych fenotypovych projevil stari (naptiklad aterosklerdzy, osteopordzy,
malignich nadorii a cukrovky) jiz v détstvi a jsou pfi¢inami pred¢asnych tmrti (96-98). Jsou
vSak popsany i varianty gent, které naopak predisponuji k dlouhovekosti. Jedna se o geny, které
ovliviiuji metabolismus tukti, tumor supresi, odpovéd’ na poskozeni DNA a dalsi (naptiklad

APOE, P53 nebo SIRT1) (99).

Pro experimenty v této disertacni prace jsme ke stanoveni miry nestability genetické
informace (poskozeni DNA) vyuzili ukazatele oxidacniho poSkozeni ribonukleovych kyselin
(DNA/RNA), zalozZené na bazi stanoveni sérovych hladin oxidovanych nukleotidovych bazi 8-
hydroxy-20-guanosinu, 8-hydroxyguanosinu a 8-hydroxiguaninu. Uvedené baze vznikaji
behem destrukce DNA/RNA pii ataku reaktivnich forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen
Species). T¢zké poskozeni DNA pak indukuje apoptdzu a urychluje starnuti bunék (26). ROS
jsou tvofeny reaktivnimi endogennimi molekulami, které vznikaji jako vedlej$i produkty
normalniho aerobniho metabolismu a/nebo zanétlivé/imunitni odpovédi. Béhem uvedenych
procesti dochazi také k naruSeni signdlnich drah v bunkach, coz vede k dalsi akceleraci
bunécéného starnuti. Oxidacni stres se podili na vzniku a rozvoji mnoha chronickych

onemocnéni véetné psoridzy (26, 100-103).

3.4 Zkracovani telomer
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Dostate¢né dlouhé koncové ¢asti chromozomi (telomery) jsou jednou ze zakladnich
podminek pro tspésné bunééné déleni. Pti mitotickém déleni se vSak telomery zkracuji a po
dosazeni urcité kritické délky dojde k zastave procesu déleni (maximalni pocet déleni bunék je
nazyvan Hayflickliv limit). Buniky izolované ze starSich organismi proto v podminkéch in vitro
vykazuji menSi pocet déleni nez bunky izolované z organismi mladSich. Telomery jsou
povazovany za "bio-molekuldrni hodiny". Pfi postupném zkracovani ztraceji svou funkci a
nasledné spoustéji replikacni senescenci prostiednictvim signélnich drah, oznaCovanych jako
»DNA damage response® (DDR). Vyznam délky telomer v procesu starnuti potvrzuji vysledky

in vivo studii, zamétenych na jejich umélé prodluzovani. ProdlouZeni telomer mélo za nésledek
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prodlouzeni aktivniho Zivota myS$i a genova terapie telomerazou dokazala zvratit jejich
predcasné starnuti (104-106). Pii interpretaci vysledki méfeni délky telomer je nutno
rozliSovat, zda byly méteny primérné délky telomer nebo podil bunék s telomerami kratkymi
(104). Pro ucely mé disertacni prace jsem zvolil metodu méteni priimérné délky telomer pomoci

polymerazové fetézové reakce (PCR), jak je popséano nize.

3.5 Ostatni znaky starnuti

Porucha €
homeostazy proteinu ' {')

Porucha homeostazy proteinti: V lidském téle dochéazi k neustalé obméné proteinti. S
nartistajicim v€kem se obména zpomaluje vlivem poklesu miry produkce proteint, selhavanim
mechanismi degradace starych ¢i nefunkénich proteind a snizovanim aktivity mechanismd,
které se podileji na spravném prostorovém uspotfadani noveé exprimovanych proteinovych
molekul. Odstranovani starych, poskozenych ¢i zménénych makromolekul zajist'uji lysozomy
a ubiquitin-proteazomovy systém. Degradacni aktivita obou cest se béhem starnuti sniZuje, coz
vede ke hromadéni pozménénych/agregovanych proteinovych makromolekul; vznikaji
napiiklad agregaty B-amyloidu, a-synukleinu a 1 proteinu. Akumulace chybné slozenych nebo

agregovanych polypeptidovych fetézcl pfispiva k vyvoji degenerativnich onemocnéni (107).

Narusené vnimani
dostupnosti zivin

Narusené vnimani dostupnosti zivin: Rlst a vyvoj je u savcu regulovan rastovym
hormonem a jeho sekundarnim mediatorem, inzulinu podobnym ristovym faktorem-1 (IGF-1).
Intracelularni signdlni cesta IGF-1 je analogickd signalni cesté¢ pro inzulin, a proto byva
souhrnné oznacovana jako inzulin a IGF-1 signdlni cesta (IIS) (53). Dosud provedené in vivo
studie naznacuji, Ze organismy s konstitutivné snizenou aktivitou IIS se dozivaji vyssiho veku

diky niz8i urovni metabolismu a bunécného rastu, a tim i pravdépodobné pomalejsi akumulaci
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poskozeni (108-110). Dlouhodoba aktivace této signdlni drahy v dospélosti méa za nésledek
nezadouci stimulaci dalSiho vyvoje organismu bez ohledu na ukonceni jeho vyvojového
obdobi, coz vede k akumulaci posSkozeni a k urychleni procesu starnuti (111, 112). Studie, ve
kterych byla aktivita této signalni drahy uméle sniZzena, pozorovaly naopak prodluZzovani zivota

laboratornich zvitat (108-110).

Mitochondrialni dysfunkce @

vvvvvv

zdroji ROS, hlavnim mistem produkce adenosintrifosfatu (ATP) a hraji kli¢ovou roli v procesu
bunécné smrti (113). Dlouhodobym ptisobenim ROS (v procesu starnuti organismu) dochazi k
poskozovani mitochondridlni DNA, matrixovych mitochondridlnich proteinti, komplext
respiracniho fetézce a k ultrastrukturalnim zméndm mitochondrii. V disledku téchto zmén

postupné klesa produkce ATP (114, 115).

S narGstem véku dochazi 1 ke sniZovani ucinnosti procesti mitofagie a mitoptdzy
(procesit zaniku a odstraiovani mitochondrii) s nasledkem kumulace poskozenych
mitochondrii v buitkach (116, 117). Patologicky zménéné (poskozené) mitochondrie se
zapojuji do rozvoje chronického nefunkéniho zanétu ve stafi (,inflammaging*). Zmény
morfologie a funkci mitochondrii jsou tedy jak pficinou, tak 1 disledkem procesu starnuti (118)

(119).

Bunécna senescence

Bunécnd senescence je proces piremény bunek z hlediska funkéniho a morfologického.
Senescentnimi se buniky stdvaji po extrémnim zkraceni délky telomer nebo pod vlivem
vyznamného poskozeni DNA, napiiklad plsobenim radiace nebo silnych chemickych

karcinogent (114). Proces senescence brani poskozenym buitkam v dal§im dé€leni a zabraiiuje
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tak Sifeni nezadoucich mutaci v téle. Senescentni buiiky navic produkuji celou fadu cytokini a
imunitné aktivnich molekul. Na jednu stranu jsou tedy senescentni bunky nezbytné pro spravné
fungovani imunitniho systému, nebot’ signalizuji, Ze v jejich okoli a v nich samotnych doslo
k nestabilité genetické informace. Mohou podpofit reparaci tkéni, branit tumorigenezi a jsou
nezbytné dokonce 1 pro zdarnou embryogenezi, béhem které parakrinné ovliviiuji vyvoj
koncetin a remodelaci tkani (120). Na druhou stranu plati, ze s rostoucim vékem se pocet
senescentnich bun¢k ve tkanich zvysuje z divodu zhorSujici se efektivity imunitniho systému
a kvili dlouhodobé expozici mutagentim a zkracenym telomeram bunék. Tento stav vede k
chronické dysfunkéni stimulaci imunitniho systému (inflammaging), ktery k procesu starnuti

naopak pfispiva (53, 120).

Vyc€erpani
kmenovych bunék

24

regeneracniho potencialu tkani. S v€kem dochazi nejen ke snizeni hematopoézy, ale také k
postupnému sniZeni funkce vSech ostatnich kmenovych bunék (53). Studie na mysSich
prokézaly, Ze hematopoetické kmenové bunky starSich mysi jsou schopny podstoupit mensi
mnozstvi bunécnych déleni nez bunky od mys$i mladych (121). Uvedeny jev je ziejmé
dasledkem akumulace poSkozeni DNA a postupného zkracovani telomer kmenovych bunék

(53, 122).

Predkladana disertacni prace prezentuje v experimentalni ¢asti vysledky ze Ctyt oblasti
ukazatelli starnuti. Konkrétn€ se jednd o genomovou nestabilitu, epigenetické zmény,

zkracovani telomer a o zmény v mezibunécné komunikaci.
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4 Ukazatele starnuti a biologicky vék

Kalendarni ve€k je piesné definovan ¢asovym intervalem mezi narozenim a smrti. Délka
a kvalita zivota kazdého jedince je pfitom modifikovana tadou ovlivnitelnych a

neovlivnitelnych faktort starnuti/onemocnéni (tab. 1) (123-126).

Studium ukazatelti starnuti (a biologického veéku) si klade za cil zptfesnéni predikce
vnimavosti osob ke vzniku a rozvoji onemocnéni, k zavaznosti jeho pribé¢hu a k
pravdépodobnosti vyskytu komplikaci ¢i1 smrti. Jinymi slovy, aktivity v této oblasti jsou
zaméieny na zpiesnéni predikce délky a kvality zivota jedince a zpiesnéni postupt v oblastech
primarni, sekundarni a terciarni prevence (104, 127, 128). Chronologicky vék je neovlivnitelny,
nicméné posledni poznatky naznacuji, ze biologicky vék je proménnou, kterou je mozné
ovliviiovat. Z toho vyplyva vyznam zmény paradigmatu lékarského mysSleni ve smyslu ptijeti
biologického véku jako ovlivnitelného rizikového faktoru vzniku a progrese nemoci (tab. 1)

(123-126).

Tab. 1. rizikové faktory onemocnéni (123-126)

Rizikové faktory nemoci

Neovlivnitelné Ovlivnitelné

Pohlavi Faktory zivotniho stylu
Etnicita Faktory prostiedi
Genetika Faktory organismu
Vék — Biologicky vék

Ukazatele biologického véku by mély byt relativné jednoduché a snadno pouzitelné v
klinické praxi. U zdravého Cloveka by jejich hodnoty mély odpovidat kalendainimu véku
jedince (v ptipad€ jednoduchych markert hodnoté stejné vékové skupiny). To by umoznilo
posoudit stav pacienta ve vztahu ke stavu jeho vrstevnikti. Markery biologického véku by mély
byt rovnéZ univerzélni, s pouZitelnosti v Sirokych populacnich skupinich a vékovych
kategoriich. Samoziejmosti by mé¢la byt jejich replikovatelnost a stabilita (biologicky v&k by se
nemél ménit v kratkém casovém intervalu o nékolik let). Standardnim pozadavkem je také

piijatelnd cena a nizka invazivita. Terminologicky se ukazatelé starnuti liSi od ukazatell
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biologického véku pouze svym vysledkem, kdy ukazatele starnuti si nekladou za cil popsat
ukazatele biologického véku maji za vysledek cislo, které je pro osobu s akcelerovanym

starnutim vyss$i nez jeji vek kalendarni a naopak (129-131).

Rozdéleni ukazatelt starnuti

- Jednoduché
o Molekularni
= Genomova nestabilita
= Zkracovani telomer
= Epigenetické zmény
=  Porucha homeostazi proteinti
= Narusené vnimani dostupnosti zivin
= Mitochondrialni dysfunkce
= Bunécna senescence
= Vycerpani kmenovych bunék
= Zménénd mezibunétnd komunikace
o Funkéni (fyziologicke)
o Antropometrické (anatomicke)

- Slozené (clocks a -omics)

Ukazatele starnuti 1ze v prvnim pfibliZzeni rozdélit na markery jednoduché, s dalsim
délenim na markery molekularni, funkéni a antropometrické, a na markery sloZené (,,clocks* a

,,-omics*).

Jednoduché ukazatele méfi jen jeden parametr nebo tizkou skupinu parametri spolu
souvisejicich, u nichz je znamé souvislost s vékem (zména parametru v pribéhu starnuti
cloveka nebo experimentalniho modelu) (131). Molekuldrni ukazatele vychazi z objektivné
méfitelnych laboratornich parametrii v té€lnich tekutinach a ve tkanich. MiiZeme je rozdélovat
do skupin podle znaku starnuti, ktery zachycuji. Jednotlivé znaky starnuti byly popsany v
pfedchazejicich kapitoldch (zménénd mezibunéénd komunikace, epigenetické zmény,

genomova nestabilita, zkracovani telomer, porucha homeostazy proteind, zména vnimani
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dostupnosti zivin, mitochondridlni dysfunkce, bunécna senescence a vycerpani kmenovych

bunek) (53, 132, 133).

Funk¢ni ukazatele popisuji fyziologicky stav organismu. Nejjednodussim piikladem
muze byt maximalni tepova frekvence, jejiz hodnota se snizuje v prubéhu zivota jedince.
Sofistikovangjsim ukazatelem je vysledek zatézova ergometrie (napi. index W170), ktera
hodnoti adaptacni kapacitu kardiovaskularniho systému na fyzickou zatéz. Rychlejsi nartst
tepové frekvence pii zatézi indikuje niz$i odolnost organismu. Nejlepsi kardiovaskularni
kondice dosahuje jedinec okolo druhé az tieti dekady Zivota, poté dochazi k jejimu postupnému
snizovani (134-136). K dalsim dualezitym fyziologickym ukazatelim, jejichz hodnoty jsou
vyznamn¢ ovliviiovany vékem patii napiiklad spirometrie, svalova sila, rychlost chiize a kratky

test kognitivnich funkci (,,Mini-Mental-State Exam®) (134, 135, 137).

Antropometrické ukazatele starnuti popisuji morfologii organismu. Typickym
ukazatelem je naptiklad mnozstvi a rozlozeni t€lesného tuku. V pribéhu zivota mnozstvi tukové
tkan¢ obvykle narGsta, nicméné, v posledni fazi muze dochazet naopak k jejimu ubytku
(kachektizaci). T¢lesna vaha, BMI (Body Mass Index), obvod pasu a uroven bioelektrické
impedance tak mohou poskytnout uZitecné informaci o stavu organismu a orienta¢nim
biologickém véku jedince (k presnéjSimu méfeni mnozstvi télesného tuku se vyuziva
kaliperace). V priib¢hu zivota se méni rovnéz struktura a objem svalové tkané. Jeji mnozstvi
lze stanovit pomoci zobrazovacich metod a bioelektrické impedance. Nejjednodussi formou
zhodnoceni stavu svalové hmoty je méfeni obvodu velkych svalovych skupin. DalSim

antropometrickym ukazatelem, zavislym na véku, je vySka postavy (138-140).

SloZené ukazatele starnuti predstavuji efektivni nastroj pro hodnoceni biologického
véku. Kombinuji v sobé velké mnozstvi dat, které vyhodnocuji pomoci algoritmi, opirajicich
se 0 moznosti uméglé inteligence. Slozené biomarkery 1ze rozdélovat do dvou skupin. Prvni
skupina zahrnuje ,,clocks* (hodiny). Jejich ptikladem miize byt metoda epigenetic clock
popsané vyse. Aplikovanim vétSiho mnoZstvi dat na matematicky model obvykle vyuZivajici
umélou inteligenci (respektive strojové uceni) l1ze odhalit biologicky vék jedince. Druha
skupina, tzv. ,,omics*, vychazi z méfeni metabolomu, proteomu, transkriptomu, ¢i jinych

komplexnich méfeni vSech latek v daném kompartmentu (53, 133, 141-145).

Vyssi biologicky vék odhaleni pomoci epigenetic clock je spojovan s velkym
mnozstvim stavl (rizikovych faktortl) souvisejicich s vékem: zvySujici se riziko rakoviny,

Alzheimerova choroba, horsi fyzickd kondici 1 kognitivni schopnosti. Metoda méfeni
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epigenetického biologického veku se stale vyviji a zlepsuje. Nejnovéjsi poznatky ukazuji, ze
methylace DNA vyznamné souvisi s predpoklddanou nadéji doziti (délkou obdobi do umrti v
disledku smrti z jakychkoliv pfic¢in). Metoda je totiz schopna pozorovat nejen zmény spojené
se starnutim, ale také zmény methylacniho profilu objevujici se pfi rizikovém chovani (napf.

pfi kouteni) (53, 133, 141-145).

Ve své disertacni praci jsem se nejvice zabyval skupinou jednoduchych a sloZzenych
ukazatelli starnuti zalozenych na stanovovani molekularnich mechanismu jednotlivych znaka

starnuti.
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5 Psoriaza, zanét a starnuti

S ptibyvajicim vékem dochazi k pfirozenym zménam vzhledu a funkce kiize. Zmény
jsou dale umocnovany ptisobenim biologickych, chemickych a fyzikalnich faktort. Pti starnuti
dochazi k degradaci a dezorganizaci kolagenovych a elastickych vldken v dermis a na
dermalné-epidermalnim spojeni, coZ ma za nasledek snizeni elasticity a pevnosti klize v tahu
(146-148). K vétsi kiehkosti kiize u starSich lidi pfispiva i zhorSeni epidermalnich bunéénych
spoju. Stafylokokové a streptokokové kozni infekce jsou u starSich lidi casté v dusledku snizeni
bariérové funkce klize a jeji imunitni obranné schopnosti. Riziko infekce zvysSuje 1 zhorSené

(prodlouzené) hojeni ran (149-151).

Redukce imunitnich funkeci (s v€kem) zahrnuje 1 pokles adaptivni imunity, oznacovany
jako imunosenescence, ktery je charakterizovan omezenou schopnosti imunitniho systému
ucinné reagovat na nové vyzvy prostiedi. Jev je pfipisovan snizenému poméru naivnich a
pamétovych T lymfocytil, zhorSené efektorové funkcei, omezenému receptorovému repertoaru
T-bun¢k, snizené diverzité protildtek a zvySeni poctu senescentnich bunck (146, 152, 153).
Imunosenescence je doprovdzena chronickym systémovym zanétem nizkého stupné,
oznaCovanym jako ,inflammaging®, pii kterém jsou zvySeny sérové hladiny zanétlivych
cytokini IL-6, IL-8 a TNF-a. Cytokiny jsou vylucovany bunikami vrozené imunity a
neimunitnimi buiikami, které se s vékem stavaji nefunkcénimi (dendritickymi buiikami,
neutrofily, makrofagy a fibroblasty) (154-157). V soucasné dobé neni zcela zfejmé, zda je zanét
disledkem nebo pticinou defektni vrozené imunitni odpovédi, nicméné se predpoklada, ze
uvedené abnormality zvySuji umrtnost starSich osob pii expozici virovym respiraénim infekcim
a jsou hnaci silou rozvoje onemocnéni souvisejicich s v€kem (artritidy, diabetes druhého typu
a Alzheimerovy choroby). Poznatky o tom, jak tyto procesy mohou pfispivat ke starnuti kliZe,

jsou zatim velmi omezené (146, 158-160)

S v€kem dochazi k poklesu intenzity reakce B a T lymfocytl na antigenni podnéty a k
nartstu exprese autoprotilatek. Populace naivnich T-bunék se starnutim klesd a dochazi k
akumulaci pamét'ovych bunék. Se stimulaci dochéazi k posunu od Thl k Th2 cytokinovym
profilim, coz by mohlo zvySovat autoimunitni poruchy zprostifedkované B butikami. Tento
zménény cytokinovy profil je pravdépodobné zpiisoben zvySenym pomérem pamétovych a
naivnich T buné€k. Celkové snizeni odpovédi B bunck na stimulaci se pfi€itd snizené aktivité

Th a zménam ve vyvoji B bunék (161-163).
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Ve vétSiné pripadii nema mirné zvySovani hladin autoreaktivnich protilatek zavaznéjsi
klinicky projev a jejich stav je udrzovan na piijatelné urovni cestami mechanismu tolerance.
V procesu starnuti se vSak imunitni systém posouva k Th2 odpovédi, mechanismy tolerance
selhavaji a autoreaktivni protilatky se stavaji klinicky vyznamnymi. Stacy et al. se domnivaji,
7e nardst autoimunitnich projevl s vékem je disledkem aktivace pamétovych B-bunék

"neoantigeny" (162, 164, 165).

Inflammaging (chronicky systémovy zanét nizkého stupné) je disledkem nevyvazené
regulace imunitniho systému. Jedna se o chronicky, dysfunkéni, poskozujici zanét, zplisobeny
nerovnovahou mezi vrozenou a adaptivni imunitou (obr. 5). Vrozend imunita si udrzuje i ve

vyssim véku relativné vysokou uroven, zatimco u¢innost adaptivniho imunitniho systému klesa

(166, 167).

Obr. 5. Proces zanétu ve stafi, inflammaging (166, 167)
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Pravé predstava podobnosti chronického dysfunkéniho poskozujiciho zanétu béhem
starnuti a pfi autoimunitnim onemocnéni v podobé elevace prozanétlivych cytokint a dalSich
faktorti vedla k postulaci hypotéz této disertacni prace. Ta si klade za cil 1épe popsat vztah mezi
rozvojem zanétu u autoimunitniho onemocnéni, psoriazy, procesem starnuti a chronologicky

drivéjsi pfitomnosti asociovanych onemocnéni psoriazy.
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6 Psoriaza a ukazatelé starnuti

V odborné literatuie Ize nalézt jen velmi omezené mnozstvi praci zaméfenych na

hodnoceni biologického véku u osob s psoriazou.

Studie Shed et al. se zabyvala méfenim biologického véku metodou epigenetic clock ze
vzorkt psoriatické ktize. Ke své studii vyuzili soubor dat ¢inské populace Han, ktery zahrnuje
data DNA methylaci (DNAm) 114 postizenych psoriatickych koznich tkani (PP) a 41
nepostizenych psoriatickych koznich tkani (PN) od pacientti s Ps a 62 normalnich koznich tkéni
(NN) od zdravych kontrol. Jejich vysledky nenaznacili zddné vyznamné zmény v
epigenetickém stafi u PN a PP. ZvySeni proliferace keratinocytli a zména DNAm zplsobena
psoriazu tedy nemusi mit vliv na biologické stafi psoriatické kozni tkané (168). Tato studie jako
prvni zkoumala, zda kozni tkané psoriatika trpi zrychlenym starnutim s tomu odpovidajicim
methylacnim profilem. Dle slov autorti byla jejich studie ¢aste¢n¢ motivovana skutecnosti, ze
keratinocyty klize postizené psoriazou obvykle podléhaji abnormélni a rychlé proliferaci. To je
rys, ktery se podoba stdrnoucim jedinciim a nddortim, u nichz doslo k nadmérnému mitotickému
déleni bunck. Takové nadmérmné déleni v somatickych bunikach by mohlo zplsobit rozsahlé
pasivni zmény methylace DNA (168-170). To jim poskytlo hypotézu, ze dotéené Casti kuize
mohou mit ovlivnény methylom DNA a stafi methylace, které se podobé vzorci u stdrnoucich
bunék nebo nadorovych bunék. Jejich pozorovani viak této hypotéze odporovala, epigeneticky

vek se zdal byt psoridzou neovlivnény (168, 171).

V ramci nasi hypotézy o zménéné rychlosti starnuti u psoriatikti se domnivame, Ze kozni
problémy s psoridzou spojené jsou pouze projevem, ale ne pfi¢inou onemocnéni.
Etiopatogeneze psoridzy spociva, jak bylo pospano vyse v dysfunkci imunitniho systému, ktera
az sekundarné dava za vznik typickym klinickym koznim projevim. Pravé z tohoto divodu
jsme se rozhodli méfit epigeneticky vek v krvi, respektive leukocytech jakoZto majoritnich

jadernych bunikach krve.

U pacientl s psoriazou byla zkoumana také délka telomer. Wu et al. ve své studii
objevili zkracené telomery a vyssi aktivitu telomerdzy, enzymu telomery prodluzujiciho.
Naznacili, Ze zvySena aktivita telomerazy a zkracena délka telomer je nasledkem chronicky
stimulovanych T lymfocyta psoriatikli, nebot’ jejich T lymfocyty maji zvySeny bunécny obrat
in vivo. Telomerazova aktivita (enzymaticka aktivita smétujici k prodluZzovani telomer pomoci
enzymu telomerazy) byla totiz vyznamné zvysSena u pacientli ve srovnani s darci. Délka telomer

byla vyznamné snizena u vSech podskupin T bunck pacientll s psoridzou ve srovnani s
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normalnimi osobami (172). Studie Coussens et al. naznacila nejednotnost ve vysledcich
stanovovani délky telomer u pacientl s psoridzou v literatuie. Jejich vysledky totiz nepodpofili
délku telomer jako ukazatele pro predikci MetS nebo KVO u pacientl s psoridzou. Délka

telomer nebyla zménéna (132).

V SirSim slova smyslu, Ize jakoukoliv ze studii, které se zabyvaly fungovanim
imunitniho systému u psoriatikii s ohledem na jejich vék posoudit jako nahled na ukazatele
starnuti. AvSak zadna z nich si nekladla za cil posoudit autoimunitni onemocnéni (psoriazu)
s drazem na problematiku starnuti ve svétle poznatkli o znacich starnuti dle publikace

Hallmarks of aging nebo novéjsich (53).

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze osoby s psoridzou se dozivaji niz§iho veéku a
jsou vystaveny zvysSené pravdépodobnosti vzniku a rozvoje asociovanych onemocnéni
(komorbidit). Biologicky vék lze povazovat za ovlivnitelny faktor vzniku a progrese nemoci,
nicméné, dosud nebyla provedena studie, kterd by s vyuZzitim recentnich metod odhadu
biologického véku a ukazatelt starnuti (The Hallmarks of aging) analyzovala vztahy mezi
psoriazou, starnutim a pravdépodobnosti vzniku asociovanych onemocnéni. Pochopeni téchto
vztahli mize vyznamné piispét ke zptesnéni postupli v oblastech primarni, sekundarni a

terciarni prevence psoriazy a jejich komorbidit.
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B CILE DISERTACNI PRACE

STAVAIJICI STAV:

Osoby s psoridzou se dozivaji nizStho véku a maji zvySenou pravdépodobnost rozvoje
asociovanych onemocnéni (komorbidit). Mozné souvislosti mezi dysfunkénim chronickym
zanétem vyvolanym procesem starnuti (inflammaging) a procesem autoimunitniho onemocnéni

(psoriazy) nebyly dosud blize objasnény.

CILE:

1. Posoudit vhodnost (pouzitelnost) vybranych ukazatelil procesu starnuti pro modelovy
systém onemocnéni psoriazou a jejimi komorbiditami.

2. Pouzit vhodné ukazatele procesu starnuti pro analyzu vztahli mezi psoridzou, stdrnutim a

vznikem komorbidit.

HYPOTEZA:

Nize uvedené vybrané ukazatele jsou vhodné pro charakteristiku procesu starnuti a k odhadiim
biologického véku u modelového systému onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami.
Psoriaza a jeji komorbidity vSechny vybrané ukazatele starnuti vyznamné ovliviiuji. Vybrané
(posuzované) ukazatele: Hladiny HMGBI, IL-33, S10047, S100412, IL-17, VEGF a endocanu,
CRP, globalni methylace DNA, detailni methylace DNA (epigenetic clock), mira oxidacniho
poskozeni DNA/RNA a délka telomer.

45



C. EXPERIMENTALNI CAST

1 Metody a soubor nemocnych

1.1 Charakteristika souboru a napli studii

Odbéry vzorkti plné krve byly provadény v letech 2016 az 2020. Celkov¢ byla odebrana
krev od 132 osob s psoriazou (pacienti) a 167 nahodné vybranych zdravych osob srovnatelného
veku, pohlavi a Zivotniho stylu (kontroly). Faktory zivotniho stylu (s dirazem na koufeni) byly
zjistovany formou dotazniku. Ve skupiné pacientli bylo 72 muzi a 60 Zen, ve skupiné kontrol

85 muza a 82 Zen.

Byly provedeny tfi nezavislé studie, na zaklad¢ kterych jsme posuzovali vhodnost
(pouzitelnost) vybranych ukazateli Grovné procesu starnuti na modelovém systému
onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami. Sledované ukazatele byly vybrany ze skupiny
jednoduchych molekularnich ukazateld starnuti a ze skupiny sloZzenych ukazatelti starnuti. Pro
hodnoceni zménéné mezibunécné komunikace byly vybrany parametry HMGBI, IL-33,
S100A7, S100A12, endocan, VEGF, IL-17 a CRP. Pro hodnoceni genomové nestability byla
vybrana uroven oxida¢niho poSkozeni DNA/RNA a ke kvantifikaci epigenetickych zmén
uroven globalni methylace a metoda epigenetic clock. Jako klasicky znak starnuti byla vybrana

mira zkracovani telomer.

Prvni studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoridzy a komorbidit na hladiny
ukazateli zanétu ze skupiny alarmini (HMGBI, IL-33, S100A7, S100A12). Studie se

zicastnilo 63 pacientl (34 muzil, 29 zen) a 95 kontrol (49 muzii a 46 zen).

Druha studie byla zamétfena 1) na hodnoceni vlivu psoriazy a jejich komorbidit na
hladiny ukazateli zanétu IL-17, VEGF, endocanu a CRP a 2) na analyzu vztahu mezi
epigenetickym a kalendainim vékem pacientil s psoridzou a komorbiditami (epigenetic clock;
pocitacové vyhodnoceni methylace vice nez 500 genovych lokusii DNA souvisejicich s

veékem). Studie se zucastnilo 28 pacientli (17 muzii a 11 zen) a 42 kontrol (21 muzii a 21 Zen).

Treti studie byla zaméfena na hodnoceni vlivu psoriazy a jejich komorbidit 1) na
hladiny globalni methylace DNA, 2) na hladiny oxidaéniho poskozeni DNA/RNA a 3) na
zmény v délce telomer. Studie se zucastnilo 41 pacienti (21 muza a 20 Zen) a 30 kontrol (15

muzua a 15 Zen).
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1.2 Odbéry krve a analyzy vybranych parametru ze séra

V ptipad¢ parametrii stanovovanych ze séra byly vzorky periferni krve z kubitalni zily
odebrany pomoci zkumavek Vacutainer (Becton Dickinson). Poté bylo izolovano krevni sérum
(odstiedénim po dobu 10 minut pii 1300 g) a vzorky séra byly az do analyzy zmrazeny (-70

°C). Bylo zabranéno opakovanym cyklim rozmrazovani a zmrazovani.

Sérova hladina HMGBI1 byla stanovena ELISA metodou (Human HMGBI1 ELISA; IBL

International GmbH, Hamburg, Germany) s mezi detekce 0,20 ng/ml.

Sérova hladina cytokinu IL-33 byla stanovovana ELISA metodou (Quantikine ELISA
Human IL-33 Immunoassay; R&D System, Inc, Minneapolis, MN, USA) s mezi detekce 0,357
pg/ml. Hodnoty absorbance byly odeéteny pii 450nm a 620nm pomoci Multiskan RC ELISA
(Thermo Fisher Scientific, USA).

Sérové hladiny S100A7 a S100A12 byly stanoveny ELISA metodou (ELISA Kit For
S100 Calcium Binding Protein A7 /S100A7/ a ELISA Kit For S100 Calcium Binding Protein
A12 /S100A12/; Cloud-Clone Corp., Houston, TX, USA) s mezemi detekce 0,050 ng/ml
(S100A7) 20,031 ng/ml (SI00A12). Vzorky byly fedény 10krat (SI00A7) a 50krat (SI00A12).

Sérova hladina Endocanu byla analyzovana ELISA metodou (ELISA Human ESM1;
Abcam, UK). Vzorky byly fedény desetkrat a rozsah méteni se pohyboval od 300 do 20000
pg/ml.

Sérova hladina VEGF byla analyzovana ELISA metodou (Quantikine ELISA Human
VEGF; R&D Systems, MN, USA). Vzorky nebyly fedény a rozsah méteni se pohyboval od
15,6 do 1000 pg/ml.

Sérova hladina cytokinu IL-17 byla analyzovana ELISA metodou (Quantikine ELISA
Human IL-17; R&D Systems, MN, USA. Vzorky séra nebyly fedény a rozsah meéfeni se
pohyboval od 20 do 2000 pg/ml.

Sérova hladina CRP byla stanovena pomoci imuno-nefelometrie (IMMAGE 800,
Beckman, Brea, CA, USA). Vysledky byly vyjadieny v miligramech na litr séra s mezi detekce
1,0 mg/l.

K méfeni tirovné oxida¢niho poskozeni nukleovych kyselin (poskozeni DNA/RNA) ze
séra byla pouzita sada EIA (Enzyme Immunoassay, Cayman Chemical Company, MI, USA).

Poskozeni bylo vyhodnoceno jako suma tii oxidovanych guaninovych struktur v séru.
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Konkrétné se jednalo o 8-hydroxy-2-deoxyguanosin uvolnény z DNA, 8-hydroxyguanosin
uvolnény z RNA a 8-hydroxyguanin uvolnény z DNA nebo RNA. Uroveit poskozeni
DNA/RNA jsme méfili v pg sumy guaninovych struktur na ml séra. Detekéni limit byl 33 pg/ml

séra.

1.3 Odbéry krve a analyzy vybranych parametru z plné krve

Pro ucely stanoveni urovné methylace DNA metodou ,,epigenetic clock” byly vzorky
zilni krve odebirdny pomoci zkumavek Vacutainer Becton Dickinson (oSetiené EDTA). Vzorky
byly aZ do analyzy zmrazeny (-70 °C) a bylo zabranéno opakovanym cyklim rozmrazovani a
zmrazovani. Do doby analyzy byly vzorky chranény cinidlem DNA/RNA Shield™ od
spolec¢nosti Zymo Research Corp. (CA, USA, kat. ¢. R1100). Vzorky DNA byly ptecistény z
plné krve pomoci soupravy Quick-DNA™ Miniprep Plus (Zymo Research Corp., CA, kat. €.
D4068). VSechny vzorky prosSly kontrolou kvality provedenou pftistrojem Nanodrop.
Bisulfitova konverze byla provedena pomoci soupravy EZ DNA Methylation-Lightning™
(Zymo Research Corp., CA, kat. ¢. D5030) podle standardniho protokolu. Vzorky byly poté
obohaceny pro sekvenovani > 500 genovych lokust souvisejicich s vékem. Hodnoty methylace
DNA vzorkt plné krve byly ziskany ze sekvenac¢nich dat a pouZzity k posouzeni staii DNA podle
patentovaného prediktoru DNAge® spolecnosti Zymo Research.

Pro méteni trovné globalni methylace DNA byla DNA extrahovéana ze vzorki zilni krve
osetfené¢ EDTA podle pokyni vyrobce (QIAamp Blood Mini Kit, Germany). Pro analyzu
globalni methylace DNA bylo pouzito 100 ng DNA. Hladina 5-metylcytosinu (5-mC) byla
stanovena ELISA metodou pomoci soupravy 5-mC DNA ELISA Kit (Zymo Research
Corporation, CA, USA) podle pokynti vyrobce.

Po extrakci DNA dle vySe uvedené¢ho postupu byla délka telomer stanovovana setem
Absolute Human Telomere Length Quantification qPCR Assay Kit (ScienCell, USA).
Stanoveni bylo zaloZeno na pfimém méteni primérné délky telomer pomoci technologie PCR
(Rotor-Gene 6000, Corbett Research, Australie). Podle pokynii vyrobce byla ziskana data
normalizovana na referencni vzorek lidské genomové DNA (byl dodén v setu). Vysledky byly

vyjadieny jako primeérnd délka telomer (kilobaze, kb) na chromozom.
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1.4 Statistické vyhodnoceni

Vsechna data byla statisticky zpracovana pomoci programu MedCalc verze 19.0.5
(MedCalc software, Belgie) nebo v programovém prostiedi 3.6.1 “nortest”, “compute.es”, a
“ggplot2”. nebo v programu Statistica verze 13.5.0.17 (TIBCO Software Inc., CA, USA). Na
zakladé D'Agostinova-Pearsonova testu nebo Anderson-Darlingova nebo Shapiro-Wilkova
testu pro rozdéleni dat byl pouzit bud’ parametricky, nebo neparametricky test pro zajiSténi
spravné citlivosti testu. Souvislosti mezi jednotlivymi parametry byly hodnoceny pomoci
Pearsonova korela¢niho testu a Spearmanova korelacniho testu potadi. Meziskupinové rozdily
byly hodnoceny pomoci Studentova t-testu nebo Mannova-Whitneyho testu. Rozdily byly

povazovany za statisticky vyznamné, pokud byla hladina pravdépodobnosti (p) nizsi nez

hladina alfa 0,05.

1.5 Determinace tize onemocnéni

Determinace tize onemocnéni byla provedena pomoci standardizované klinické
evaluace, tzv. PASI (Psoriasis area severity index), které se vypocitava na zakladé objektivné

stanovitelného erytému, deskvamace pokozky a kozni infiltrace (18).

1.6 Charakteristiky fyziologického stavu (BMI, MetS)

Hodnoceni pfitomnosti metabolického syndromu (MetS) bylo u sledovanych osob
provedeno v souladu s kritérii Narodniho cholesterolového vzdélavaciho programu pro dospélé
(NCE/ATPIII). Diagnézu MetS Ize stanovit, pokud jsou ptfitomna tii z nésledujicich péti
uvedenych kritérii: zvySeny obvod pasu nebo abdominalni obezita (> 102 cm u muzii a> 88 cm
u Zen), gluk6zova intolerance prezentovand vyssi glykemii nalacno (> 5,6 mmol/l) nebo
znamou lécbou diabetu, zvySend hladina triglyceridi (TAG; >1,7 mmol/l), snizend hladina
lipoproteint o vysoké hustoté (HDL cholesterol) a zvySeny krevni tlak (systolicky krevni tlak
> 130 mmHg, a/nebo diastolicky krevni tlak > 85 mmHg) (26).

Index télesné hmotnosti (BMI), ktery se vypocita jako hmotnost v kilogramech délena
vySkou v metrech c¢tvereCnich (kg/m2), je ukazatelem relativni hmotnosti a ma ptimou

souvislost se zdravotnimi riziky a imrtnosti (173).
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2 Vysledky

2.1 Vysledky prvni studie (hladiny alarmint)

Median PASI skore ve skuping pacientt byl 17,4 (N = 63; interkvartilové rozpéti 13,3-
21,0). Sérové hladiny vSech sledovanych alarminti byly ve skupiné pacienti vyznamné

zvysené.

Hladina HMGBI1 byla vyznamné vyssi ve skupiné pacientii (ng/ml; pacienti, N = 51,
median 1,250, mezikvartilové rozpéti 0,608-1,942; kontroly, N = 35, medidn 0,810,
mezikvartilové rozpéti 0,390-1,092; p < 0,05; obrazek 6(a)).

Hladina IL-33 byla vyznamné vys$i ve skupiné pacientl (pg/ml; pacienti, N - 51, median
4,890, interkvartilové rozpéti 2,945-7,962; kontroly, N = 35, median 3,110, interkvartilové
rozpéti 2,158-5,200; p < 0,01; obrazek 6(b)).

Hladina S100A7 byla vyznamné vys$i ve skupin€ pacientil (ng/ml; pacienti, N = 63,
median 91,0, interkvartilové rozpéti 75,0-124,0; kontroly, N = 60; median 21,7, interkvartilové
rozpéti 13,0-31,7; p < 0,0001; obrazek 6(c)).

Hladina S100A12 byla vyznamné vyssi ve skupiné pacientll (ng/ml; pacienti, N = 63,
median 8,80, mezikvartilové rozpéti 6,35-10,50; kontroly, N = 60; medidn: 5,40;
mezikvartilové rozpéti 3,70-7,25; p < 0,0001; obrazek 6(d)).
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Obr. 6. Hladiny alarminil u pacientl a kontrol
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Byl nalezen vyznamny vztah mezi HMGB1 a S100A7 (Spearman rho = 0,276, p <0,05)
ve skupiné pacientli a vyznamny vztah mezi HMGBI1 a IL-33 ve skupiné kontrol (Spearman

rho = 0,416, p<0,05). Mezi PASI a Zddnym z alarmin®i nebyl zji§tén vyznamny vztah (Obr. 7).
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Obr. 7. Vztahy mezi jednotlivymi alarminy ve skupiné pacienta
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2.2 Vysledky druhé studie
2.2.1 Hladiny endocanu, VEGF, IL-17 a CRP

U pacientl jsme zjistili vyznamné zvySené hladiny IL-17 (pg/ml; pacienti, N = 28,
median 23,35, interkvartilové rozpéti 19,40-26,50; kontroly, N = 28, median 18,00,
interkvartilové rozpéti 15,30-19,25; p < 0,0001) a vyznamné nizs$i hladiny endocanu ve
srovnani s kontrolami (pg/ml; pacienti, N = 26, median 278, interkvartilové rozpéti 243-346;

kontroly, N = 28, median 387, interkvartilové rozpéti 296-483; p < 0,001).

Vyznamné niz8i hladiny endocanu a vyssi hladiny IL-17 byly zjistény také v podskupiné
pacientli muzského pohlavi: endocan (pg/ml; pacienti, N = 16, median 274, mezikvartilové
rozpéti 246-330; kontroly, N = 11, median 429, mezikvartilové rozpéti 300-507; p = 0,0042) a
IL-17 (pg/ml; pacienti, N = 17, median 22,30, interkvartilové rozpéti 18,90-25,10; kontroly, N
=11, median 18,90, interkvartilové rozpéti 15,30-21,30; p = 0,0286).
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Vyznamné vyssi hladiny IL-17 byly zjistény v podskupiné pacientek (pg/ml; pacientky,
N = 11, median 24,30, interkvartilové rozpéti 21,50-28,90; kontroly, N = 17, median 15,70,
interkvartilové rozpéti 15,30-18,90; p < 0,0001).

Hladiny VEGF vyznamné zménéné nebyly.

Ve skupiné pacientii jsme pii medianu PASI 18,7 zjistili vyznamné vyssi hladiny CRP
oproti kontrolam (mg/l; pacienti, N = 28, medidn 3,1, interkvartilové rozpéti 2,1-5,5; kontroly,
N = 22, medidn 1,4, interkvartilové rozpéti 1,1-1,7, p < 0,001). CRP zéaroven pozitivné
korelovalo s chronologickym vékem (Spearman rho = 0,590; p < 0,001).

2.2.2 Uroveii methylace DNA stanovena metodou epigenetic clock

Analyza vztahu mezi epigenetickym vékem a chronologickym vékem neprokazala

statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolami a pacienty (Obr. 8).

Vyznamny rozdil mezi kalenddinim a epigenetickym veékem byl vSak nalezen u
podskupiny Zen s psoridzou. Procentualni rozdil mezi kalendainim a epigenetickym vékem
(Age diff) Zen s psoriazou byl vyssi nez Age diff Zen v kontrolni skupiné (%; pacienti, N =11,
median 7,0, interkvartilové rozpéti 0,4 - 11,0; kontroly, N = 21, median -3,0, interkvartilové
rozpéti -6,0-4,0; p=0,0404; Obr. 9 a Obr. 10). Median rozdilu mezi epigenetickym a
chronologickym vékem dosahoval hodnoty 3,2 roku u Zen s psoridzou (interkvartilové rozpéti
0,2-4,1 roku), zatimco u zdravych Zen (kontrol) hodnoty -1,3 (interkvartilové rozpéti -2,6-2,2
roku). Zeny s psoriazou tak byly zjednodusené o piiblizné &tyfi roky biologicky (epigeneticky)
star$i nez zeny zdravé. U podskupiny muzi (pacientll) vySe uvedeny jev pozorovan nebyl (Obr.

11).
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Obr. 8. Kalendaini a epigeneticky veék u pacientii a kontrol
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Legenda: Graf rozptylu zobrazuje kontroly jako bila kolecka a pacienty jako Cerné Ctverce.
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Obr. 9. Kalendaini a epigeneticky veék u pacientii a kontrol (pouze Zeny)
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Legenda: Graf rozptylu zobrazuje vztah epigenetického a chronologického véku u Zen s

psoriazou (pacienti, cerné ¢tverce) a u zdravych Zen (kontroly, bila kolecka).
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Obr. 10. Age diff rozdil mezi pacienty a kontrolami (pouze zeny)
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Legenda: Zeny s psoriazou jsou epigeneticky star$i nez zdravé zeny (p = 0,0404). Odlehly bod
je jakékoli hodnota datového bodu > 75. percentil + 1,5%(75. percentil - 25. percentil) nebo
jakykoli datovy bod < 25. percentil - 1,5%(75. percentil - 25. percentil).
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Obr. 11. Age diff rozdil mezi pacienty a kontrolami (pouze muzi)
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Legenda: U muzi s psoridzou neni statisticky vyznamny rozdil v rozdilu véku. Y je odlehla
hodnota. Odlehly bod je jakékoli hodnota datového bodu > 75. percentil + 1,5%(75. percentil -
25. percentil) nebo jakykoli datovy bod < 25. percentil - 1,5%(75. percentil - 25. percentil).

2.3 Vysledky treti studie
2.3.1 Uroveii globalni methylace DNA

Uroveti globalni methylace DNA (vyjadiend jako procenta 5-mC DNA) byla u pacienti
vys$si nez u kontrol, avSak rozdil nedosahl statistické vyznamnosti (33,20 vs 23,35 %, P =
0,234). Vliv pohlavi, koufeni, BMI a PASI na stav methylace byl nevyznamny. Byl nalezen
vyznamny vztah mezi irovni globalni methylace a BMI (Spearman rtho=0,417, p =0,048; Tab.
2, Obr. 12).
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Tab. 2. Antropometrické charakteristiky souboru respondentu tieti studie, globalni methylace,

oxida¢ni poskozeni a délky telomer (mediany a mezikvartilova rozpéti)

Proménna (jednotky) Nemocni Kontroly p hodnota
Vek (roky)

Zeny 51 (41-68) 53 (40-58) ns

Muzi 60 (44-63) 53 (50-60) ns

Celkem 53 (41-67) 53 (44-58) ns
Vaha (kg)

Zeny 78 (68-88) 65 (62-71) 0,008

Muzi 83 (79-100) 81 (71-99) ns

Celkem 81 (72-94) 70 (64-83) 0,009
BMI (kg/m?)

Zeny 28,9 (25,1-32,1) 24,2 (22,8-25,6) <0,001

Muzi 28,0 (24,7-30,3) 26,2 (23,7-29,3) <0,001

Celkem 28,3 (24,8-30,6) 24,7 (23,2-27,7) <0,001
Globalni methylace (% 5-mC)

Zeny 21,15 (9,65-49,80) 23,35 (2,90-40,10) ns

Muzi 39,90 (10,60-57,60) 20,55 (4,60-45,65) ns

Celkem 33,20 (10,10-55,60) 23,35 (2,90-40,90) ns
DNA/RNA oxidace (pg/mL)

Zeny 4184 (2508-5802) 1985 (1559-2451) <0,001

Muzi 3559 (2568-4369) 2518 (1905-3091) 0,033

Celkem 3758 (2563-5269) 2286 (1559-2635) <0,001
Délka telomer (kb)

Zeny 3,65 (3,02-4,57) 3,04 (2,47-3,62) 0,020

Muzi 3,33 (2,98-3,96) 2,95 (2,57-3,50) ns

Celkem 3,57 (2,984,11) 3,04 (2,51-3,50) 0,011

Legenda: ns = statisticky nesignifikantni vysledek; % 5-mC = procento 5-methylcytosine v

DNA; kb = tisic nukleotidovych bazi na chromosom
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Obr. 12. Vztah mezi globalni methylaci a BMI
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Legenda: Plna ¢ara znazoriiuje linedrni regresni fit s 95% hranici spolehlivosti vynesenou jako

carkované kiivky.
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2.3.2 Hladiny oxida¢niho poskozeni

Pacienti s psoriazou méli oproti kontroldm vyznamné vyssi hladinu oxidacniho
poskozeni DNA/RNA (3758 vs 2286 pg/ml, p < 0,001) jak z pohledu celé skupiny, tak i po

rozdé€leni na muze a zeny (Tab. 1).

U pacientti nekurakti byly nalezeny vyznamné vyssi hladiny oxidacniho poskozeni

DNA/RNA (n = 25) nez u nekutakt kontrol (n =27; 4228 vs 2287 pg/ml, p < 0,001).

Hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA u pacientl s MetS nebyly vyznamné odlisné
od pacientt bez MetS (3559 vs 3774 pg/ml, p = 0,928). Pacienti bez MetS vSak méli vyznamné
vy$si hladiny oxida¢niho poskozeni DNA/RNA (n = 18) v porovnani s osobami kontrolni

skupiny bez MetS (n = 25; 3774 vs 2287 pg/ml, p = 0,001).

2.3.3 Délka telomer

Ve skupiné pacientl (jako celku) a v podskupiné pacientdl Zen (ne vSak v podskupiné
pacientli muzll) byla nalezena vyznamné vyssi pramérna délka telomer na chromozom v

porovnani s kontrolami (3,57 vs 3,04 kb, p=0,011; 3,65 vs 3,04 kb, p = 0,020).

U pacientl nekutdki byly telomery vyznamné delsi nez u pacientd kutékt (3,88 vs 3,24

kb, p = 0,048) a nez u kontrol nekuraki (3,88 vs 3,03 kb, p = 0,002).

U pacientli bez MetS byly telomery vyznamné delsi (3,84 kb) neZ u pacienti s MetS
(3,38 kb, p =0,024) a kontrol bez MetS (3,03 kb, p=0,001).

Byl nalezen vyznamny negativni vztah mezi délkou telomer a kalendainim vékem

kontrolnich osob (Spearman rho = -0,420, p = 0,028, obr. 13).
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Obr. 13. Vztah kalendainiho véku a délky telomer u kontrolnich osob
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Legenda: Plna ¢ara znazornuje linearni regresni fit s 95% hranici spolehlivosti vynesenou

jako ¢arkované kiivky.
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3 Diskuse

3.1 Alarminy

Alarminy se podileji na fizeni celé fady intracelularnich a/nebo extracelularnich funkci,
vcetné regulace bunécné apoptdzy, proliferace, diferenciace, migrace/invaze, energetického

metabolismu, homeostazy Ca2+, fosforylace proteint a zanétu v riznych typech bunék (174).

Nase vysledky ukazaly, ze psoridza je onemocnéni, pii kterém jsou ovlivnény hladiny
vSech zkoumanych alarminti. Nebylo vSak zjisténo, Ze by pro zménu téchto parametri byl
rozhodujici rozsah onemocnéni. Uloha alarmin® ziistava nejasna a méla by byt v budoucnu
dikladn¢ prozkoumdna. Zatim neni znamo, zda jsou alarminy vedlejSim produktem

autoimunitnich procesi, nebo zda se vyznamné podileji na kaskad¢ hlubsi exacerbace psoriazy.

Prezentovana studie zjistila vyssi hladiny HMGB1 u pacient nez u kontrol (p < 0,05).
Ve shod¢ s naSimi vysledky Bergman et al. jiz diive prokazali, Ze HMGBI1 je vyznamné
zvyseny v séru pacientl s psoridzou; rovnéZz naznacili, Ze ptitomnost HMGB1 mize mit vliv na
sloZeni chronického zanétu u psoriazy, coz by mohlo mit vliv na Treg a Th17 buiiky (56, 175).
Na rozdil od jejich studie jsme nezjistili zaddny vztah mezi zdvaznosti onemocnéni (PASI) a
HMGBI. Vyssi sérové hladiny HMGB1 byly zjistény také u nékolika dalSich autoimunitnich
onemocnéni, jako je neuromyelitis optica, lupusova nefritida nebo revmatoidni artritida (176-
178). Tato zjiSténi naznacuji, ze HMGB1 miZe hrat roli v imunopatologii psoriazy i dalSich

autoimunitnich onemocnéni.

Potvrdili jsme, Ze pacienti s psoriasis vulgaris maji vyssi hladiny alarminu IL-33 nez
zdravé kontroly (p < 0,01). Toto zjiSténi je v souladu se studii Mitsui et al, kteti mé&fili hladiny
IL-33 v séru u pacientl s psoriasis vulgaris, psoriatickou artritidou nebo pustulézni psoriazou
a zjistili, Ze jsou vyss8i neZ u kontrol. Zjistili také, Zze hladiny IL-33 koreluji s hladinami TNF-
alfa. V nasi ani v jejich studii nebyla zjisténa Zadna korelace mezi IL-33 a PASI skore (179).
Vyssi hladiny IL-33 u pacientli a Zadné korelace s PASI byly zjiStény také ve studii Li et al.
(180). Nedavna studie Sehat et al. vSak zjistila, Ze sérové hladiny IL-33 jsou stejné jako u
kontrol, a zjistila korelaci mezi PASI a IL-33. (59). Tato rozporuplna zjisténi naznacuji, Ze je
zapotiebi dalSiho vyzkumu zameéteného na imunopatologii IL-33 u psoridzy. Vyssi sérové
hladiny IL-33 byly zjistény také u atopické dermatitidy, generalizovaného vitiliga nebo Stillovy
choroby (61, 181, 182).
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V nasi studii jsme zjistili vyssi hladiny SI00A7 (psoriasin) u pacientli neZ u zdravych
kontrol, coz je v souladu s vysledky studie Gambichlera et al. Nicmén¢ jsme nezjistili zadny
vyznamny vztah SI00A7 k PASI, stejné jako Gambichler et al. (183). Tym Andersona a spol.
vSak zjistil u pacientli spiSe nizsi systémové hladiny psoriasinu. Divodem byla pfitomnost
protilatek proti psoriasinu, pfiCemz psoriasin ani protilatky nebyly navrzeny jako validni
ukazatele psoridzy (62). Mechanismus jeho u¢inku v patogenezi psoriazy spociva v tom, ze
pfipravuje keratinocyty a neutrofily ke zvySené produkci prozanétlivych cytokini (TNF-a, IL-

6, IL-8). Zda se také, ze indukuje angiogenezi (184-186).

Dalsi studie publikovana v roce 2013 zjistila, Ze psoriasin souvisi s PASI pacienttl a také
s jejich obezitou (187). Vyznam psoriasinu zddraznili Awad et al., kteti prokazali souvislost
hladin psoriasinu s tloustkou intimy-medie u pacientli a naznacili moznou souvislost mezi
psoriazou a aterosklerdzou (188). Kromé toho byly u pacientli se systémovou skler6zou zjistény

vy$si sérové hladiny psoriasinu (189).

Ptedchozi studie SI00A7, S100A8, S100A9 a S100A12 ukéazala, Ze vSechny tyto
alarminy byly u psoriatickych pacientll vyznamné vyssi nez u kontrol. Bylo také naznaceno, ze
S100A12, nazyvany také kalgranulin-c, by mohl byt nejslibnéjSim bioindikdtorem psoriazy s
nejuzsi vazbou na aktivitu onemocnéni hodnocenou pomoci PASI (67). Nase data toto tvrzeni
hloubéji potvrzuji, nicméné jsme nezjistili Zddny vyznamny vztah mezi kalgranulinem-c a
zavaznosti onemocnéni, coZz podporuje myslenku provedeni dalSiho vyzkumu ohledné

S100A12, nez bude mozné uCinit zaveér o kvalité ukazatele psoriazy.

Ve skupin€ pacientli jsme zjistili vyznamny vztah mezi HMGBI1 a psoriasinem
(Spearman rho = 0,276, p < 0,05). Tento vztah nebyl dosud u Zadného onemocnéni publikovan
a k objasnéni jeho potencialni role v imunopatologii psoriazy bude tieba dalSiho vyzkumu.
Pravdépodobnym ditivodem této korelace by mohlo byt, Ze se tyto dva alarminy uvoliuji
soucasné¢ béhem psoriatického autoimunitniho procesu nebo Ze se uvoliuji po specifické
bunécné smrti. Mozny vztah pfiiny a nasledku by nemél byt vyloucen jako hypotéza. Ve
skupin¢ zdravych kontrol jsme pozorovali vyznamny vztah mezi HMGB1 a IL-33 (Spearman
rho = 0,416, p < 0,05). Tuto korelaci Ize pficist predpokladanému vztahu mezi up-regulaci IL-

33 a uvolnovanim HMGBI1.

Mezi vybranymi alarminy a PASI nebyla zjiSténa 74dnd vyznamna korelace. Skore
PASI je objektivnim ukazatelem zavaznosti onemocnéni, u n¢hoz byla zjisténa korelace

s ukazatelem zanétu, jako je CRP nebo TNF-a (190). V naSich pfedchozich studiich jsme vSak
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korelaci téchto ukazateli s PASI nezjistili (191, 192). To miize byt zptisobeno tim, Ze ukazatele

zanétu jsou ovlivnéni mnoha proménnymi.

Vysledky studie métfeni alarmind u pacientl potvrzuji pfitomnost chronického zanétu
zménéné mezibunééné komunikace u pacientll s psoriazou. Jejich komplexni hodnoceni
s ohledem na biologicky veék neni v tuto chvili pro nedostatecné poznatky ve svétové literatute
mozné, jsou nicmén¢ pouzitelnymi ukazateli v rdmci modelového onemocnéni psoriazou.
Jejich vyuziti ale vyzaduje dalsi zkoumani. Z naSich vysledkt vyplyva, ze vSechny alarminy
hraji roli v patogenezi psoridzy ¢i jejich komorbidit, nejvice SI00A7 (psoriasin), jehoz hladina
jeupacientli s psoridzou nejmarkantnéji zmeénéna oproti kontroldm. Vyvoj jejich hladiny u osob
zdravych vzhledem k véku (a nemocem souvisejicim se starnutim) je slibnym cilem pro

budouci studie.

3.2 CRP

CRP je jednim ze zadkladnich ukazatelti systémového zanétu a zvysSend hladina CRP
indikuje akutni fazi zdnétu u rliznych autoimunitnich onemocnéni (193). Stéle vice se ukazuje,
ze CRP je nejen zanétlivym ukazatelem, ale také dilezitym rizikovym faktorem spojenym s
nemocemi souvisejicimi se starnutim, vcetn€ kardiovaskularnich onemocnéni, hypertenze,
diabetu mellitu a onemocnéni ledvin. Nedavné studie prokéazaly, Ze CRP je patologicky zvySené
u fady onemocnéni vcetné hypertenznich, kardiovaskularnich a ledvinovych komplikaci,
diabetické nefropatie a akutnich a chronickych onemocnéni ledvin. Bylo potvrzeno, Ze i mirné
zvysené¢ CRP muize u zdravych osob znamenat zvySenou miru budouciho kardiovaskularniho

rizika (194-196).

V nasi studii jsme zjistili vyznamné vyssi sérové hladiny CRP u psoriatikl neZ u kontrol
(p < 0,001), coz svéd¢i jak o pritomnosti systémového zanétu, tak o zvySeném
kardiovaskularnim riziku a naznacuje pfitomnost endotelidlni dysfunkce. V€k miize vyznamné
zmeénit stupen systémového zanétu (191). V souladu s touto skutecnosti jsme ve skuping
pacientl zjistili vyznamny vztah mezi hladinou CRP a vékem (Spearman rho = 0,590, p <
0,001). Vzhledem k tomuto zjiSténi 1ze hladinu CRP povazovat za vhodny ukazatel casnych
stadii kardiovaskularnich komorbidit u psoriatickych pacienti v zévislosti na véku. Pii jeho
uziti je samoziejm¢ tieba chéapat jeho proménlivost vzhledem k pfitomnosti akutniho

zanétlivého onemocnéni.
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U osob s psoriazou popsaly nekteré studie vyznamné vztahy mezi CRP a PASI a mezi
CRP a BMI (197, 198). Jiné studie vSak tato zjisténi nepotvrdily (199, 200). Vysledky nasi
studie rovnéz nepotvrdily vyznamnost vyse uvedenych vztahti (CRP s PASI, Spearman rho = -

0,291, p =0,132) a CRP s BMI (Spearman rho = 0,288, p = 0,137).

Souhrnné lze fici, ze dostupné tdaje naznacuji, Ze CRP se vyznamné podili na
patofyziologii psoridzy a zda se byt vhodny pro detekci Casnych stadii kardiovaskularnich
onemocnéni u osob s psoriazou. Zaroven je vhodné dalsi zkoumani vztahu véku a CRP (a

psoriazy)

3.3 Endocan, VEGF, 1L-17 a epigenetic clock

Metoda epigenetic clock byla pouzita k porovnani biologického veéku v riznych
studiich. Tyto studie porovnavaly vliv rasy, pohlavi, cviceni, faktori zivotniho stylu a nemoci
(92, 142, 201). U zdravych lidi epigeneticky vek striktné€ koreloval s chronologickym vékem,
u patologickych stavii se vSak zna¢né lisil. Nejvyraznéj$im ptikladem je Downtliv syndrom, u
kterého bylo prokazéano, Ze urychluje epigenetické starnuti plné krve pacienti. Studie
prokézala, Ze trizomie 21 vyznamnég zvysuje staii plné krve a mozkové tkané (v priméru o 6,6
roku, p = 7,0 x 10"'%). K prohlubovani absolutnich rozdilti mezi epigenetickym a kalendainim
vékem navic dochézi v ¢ase —rozdil se zvySuje s vékem jedince (89). V nasi studii jsme nemohli
dospét k zavéru, ze by v plné krvi naSich pacientil existoval patofyziologicky stav zplsobujici
zrychlené starnuti. Rozdil mezi epigenetickym a kalendainim v€kem se v prib¢hu Zivota, v

ramci jejich expozice onemocnéni, nezvySoval (obr. 8).

Zjistili jsme nicméné, Ze Zeny s psoridzou jsou epigeneticky star$i nez Zeny zdravé (obr.
9). To neplati pro muze, ackoli pravé muZzi maji obvykle vyssi miru epigenetického starnuti nez
zeny (201). V nasi studii jsme nemohli konstatovat, Ze by u Zen s psoridzou dochézelo ke
zrychlenému starnuti, protoze rozdil mezi epigenetickym biologickym vékem (EpiA) a
kalendarnim chronologickym vékem (ChronA) nepostupoval s rostoucim ChronA. Spravny
popis je, Ze Zeny s psoriazou byly epigeneticky star$i v priméru o 2,5 roku (6,5 %) neZ zdravé
zeny. Toto zjiSténi by mohlo vysvétlit, pro€ je délka Zivota Zen s psoridzou krat$i. Nedavna
metaanalyza ukazala, ze kazdé zvySeni epigenetického véku o 5 let je spojeno s 8 az 15 %

zvysenym rizikem tmrti (202). Tento vysledek tedy podporuje tezi, Ze Zeny s psoriazou mohou

vvvvvv

65



Pokud jsou nase zaveéry spravné, proc se tento jev vyskytuje pouze u zen, nikoli u muza?
Zda se, ze musi existovat pohlavné specifické metabolické drahy, které jsou psoriazou
zménény, protoze pouze zeny s psoridzou byly epigeneticky starsi nez zdravé kontroly. Zda se,
ze existuje pohlavni specifi¢nost, pokud jde o slozeni krve (203), imunitni systém (204),
hormony, zivotni styl (205), mikrobiom (206) a celou fadu dalSich. Mozna vysvétleni rozdilt
ve fungovani epigenetickych mechanismt u muzl a Zen pfevysuji svou komplexitou rozsah

této disertacni prace a mohla by byt samostatnym védeckym badanim tady védeckych tymii.

vvvvvv

Yamagata a kol. ve své studii prokazali, ze exprese DNA methyltransferaz 3a a 3b
(DNMT3a a DNMT3b) v endometridlnich stromalnich bunkach je snizena pisobenim
medroxyprogesteron acetdtu a estrogenu (207). Bylo také zjisténo, Ze stav methylace DNA
muze byt zménén riznymi faktory, v€etné steroidli a vitaminll. Na druhé stran¢ methylace DNA
ovliviiuje estrogenové receptory v zenskych reprodukénich organech (208, 209). Tyto nélezy
naznacuji uzky vztah mezi methylaci DNA a zenskymi pohlavnimi steroidnimi hormony. Dalsi
studie musi objasnit molekuldrni mechanismy a potencidlni korelace steroidnich hormont a

methylacnich profilii v krvi. Zda se, Ze toto je pravdépodobna cesta pro budouci studie.

Rozdily v imunitnich funkcich a reakcich pfispivaji k rozdilim ve zdravi a délce Zivota

v

mezi pohlavimi. Zeny maji siln&j§i imunitni reakce na infekce a o¢kovani nez muzi (204, 210).
Silngj$i imunitni reakce ma paradoxné svou cenu, kterou je vysSi vyskyt autoimunitnich
onemocnéni u zen (210). Tento vztah nebyl dosud jasné€ vysvétlen. Pohlavni hormony pfispivaji
k vyvoji a aktivité imunitniho systému a vysvétluji rozdily v imunitnich reakcich souvisejicich
s pohlavim. Jak vrozeny imunitni systém, tak adaptivni imunitni systém nesou receptory pro

pohlavni hormony a reaguji na hormonalni signaly (204, 210).

Psoridza, autoimunitni onemocnéni, je ovlivnéna pohlavni specificnosti. Studie
zamétené na vyskyt lupénky podle pohlavi vSak k podobnym zavérim nedospély. Vyssi
prevalence byla popsana u zen v USA a Norsku, nizs$i prevalence byla zjiSténa v Déansku a
Australii (211, 212). V Ceské republice je vyskyt u obou pohlavi p¥iblizng stejny (6). Lupénku
muze zhorSovat mnoho faktort, véetné vykyvl hormont a stresu. V neddvnych studiich Zeny
dokonce uvadély vyssi miru stigmatizace (silny prediktor kvality Zivota) v disledku pfitomnosti
onemocnéni (213). Studie z roku 2016 uvadi, Ze riziko lupénky je vyssi u Zen s nepravidelnym

menstruacnim cyklem v dospélosti (214).
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V nasi studii jsme zjistili, Ze u zdravych muzi ani zen neexistuje korelace mezi Age diff
a endocanem nebo VEGF. Rovnéz u psoriatickych muzl nebyla zjiSténa zadna korelace mezi
témito parametry. Vyznamné vztahy jsme vSak nalezli u Zen s psoridzou. Prestoze pocet
subjektii v nasi studii je relativné nizky, tato skutec¢nost dale podporuje platnost vysledkl nasi
analyzy EpiA podle pohlavi a skute¢nost, ze psoridza v kombinaci s zenskym pohlavim muze

byt pfi¢inou hlubokych metabolickych zmén.

Endocan a VEGF hraji roli v patogenezi endotelialni dysfunkce a aterosklerézy (68, 70).
Nase vysledky by mohly podpofit hypotézu, ze existuje souvislost mezi psoriazou a
epigenetickym vékem, aterosklerézou, kardiovaskuldrnimi komorbiditami a krat$i délkou
zivota u zen s psoriazou. Studie Garshicka et al. jasné uvadi, ze psoriaza je u pacientek spojena
s kardiovaskularnimi onemocnénimi silnéji nez u pacienti muzského pohlavi (215). Zavéry této
studie zaloZené na skupin€ mladych hospitalizovanych pacientli (v€k > 20 a < 35 let) jsou ve
shod¢ s nasimi vysledky, tj. ze epigeneticky vék je trvale vyssi nez chronologicky vék po cely
zivot pacientek, a to i od raného véku. Tato zjisténi by tedy mohla alespon ¢astecné vysvétlit
pticiny kratSiho zivota psoriatickych Zen. Pouziti 1é€by zaméfené na zékladni pficiny starnuti
(omlazovaci terapie nebo geroprotektory) by proto mohlo vést k lepSim vyhlidkdm

psoriatickych pacientt.

V nasi studii jsme zjistili niz§i hladiny endocanu u psoriatikti (p < 0,001). Rozdil byl
statisticky vyznamny u muZzQ; niz§i hladiny byly pozorovany také u Zen, ale rozdil nebyl
vyznamny (p = 0,08). Literatura je v ndazoru na endocan u psoriazy nejednotna. Nékteré studie
prokézaly vyssi hladiny endocanu u pacientti (216, 217), zatimco u jinych byly naméteny nizsi
hladiny u pacientli nez u zdravych kontrol (218). K bliz§imu objasnéni téchto zjiSténi je

zapotiebi dalSiho vyzkumu.

IL-17 byl vyznamné zvySen u muzili i Zen s psoriazou ve srovnani s kontrolni skupinou,
coz je v souladu s dostupnou literaturou, nicméné jsme neobjevili Zaddnou korelaci mezi Age
diff a IL-17 (219). Ackoli je zapotiebi dalsiho vyzkumu, nase pfedb&éZné udaje naznacuji, Ze
IL-17 a s nim souvisejici imunitni drahy by nemély zpiisobovat vyssi hladinu EpiA u Zen s

psoriazou.

NasSe studie zjistila vyznamnou negativni korelaci mezi endocanem a BMI u
psoriatickych zen (r = -0,661; p = 0,0376), coz odpovida literarnim tdajim (93, 94). U Zen
vyznamné koreloval endocan s VEGF (r = 0,681; p = 0,0302). Podobné korelace mezi nimi

byla dfive zjiSténa napt. ve sklivcové tekutiné pacientli s diabetickou retinopatii (220); u
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pacientl s psoriazou to vSak nikdy nebylo pozorovano. Dale byl zjistén negativni vztah mezi
VEGF a PASI skore u pacientek (r = -0,661; p = 0,0269; tab. 4), coz znamena, Ze akutni
zavaznost onemocnéni muze zpusobit pokles VEGF. To je v rozporu se zjiSténimi Zablotna et
al, ktefi zjistili pozitivni korelaci mezi sérovym VEGF a PASI skore u pacienti obou pohlavi
(221). Moznym vysvétlenim je rozdilny podil pohlavi ve studiich (50 % v jejich studii vs. 39
% v nasi) nebo nizsi primérné skore PASI v jejich studii (14,5 vs. 19,2). Toto zjisténi se vSak
zdé zvlastni vzhledem k odborné literatute, ktera vétSinou popisuje pozitivni vztah mezi skore

PASI a VEGF v dtsledku nadmérné exprese VEGF v psoriatickych 1ézich (222, 223).

Bylo zjisténo, ze skore PASI negativné koreluje s Age diffu zen (r=-0,627; p=0,0388).
Predpoklada se, ze akutni zdvaznost psoridzy (objektivizovand pomoci PASI) neodrazi zmény
epigenomu. Vyslovujeme hypotézu, Ze akutni pfiznaky psoridzy mohou byt dokonce opravnou
reakci organismu. Je mozné, Ze télo pacienti se akutnimi vzplanutimi nemoci dlouhodobé
chrani pted negativnimi epigenetickymi zménami. Studie Jaina a kol. naznacuje, ze bilé krvinky
rychle méni svlij epigenom, aby lépe vyhovoval hrozbé, které celi (224). Jakkoli je to mozné,
je toto vysvétleni za soucasného stavu znalosti Cisté spekulativni. Vysledek je bezprecedentni

a k jeho objasnéni bude tfeba dal$ich studii.

Je tfeba konstatovat, ze pacienti méli celkové vyssi BMI. Védecka literatura popisuje,
Ze pacienti s psoriazou trpi Castéji metabolickym syndromem a nadvahou (225-227). Nelze
urcit, zda vy$s$i BMI piispél k vy§§imu epigenetickému v€ku Zen s psoridzou, nicméné se to zda
nepravdépodobné vzhledem k negativnimu nesignifikantnimu vztahu mezi Age diff a BMI v

podskupiné.

Souhrnné lze fict, Ze naSe zjisténi predbéZn€ naznacuji, Ze Zeny s psoridzou jsou
nachylné ke zménam v epigenomu, které souviseji s vysSim biologickym vékem. V soucasné
dobé nelze urcit, zda je pfi¢inou genetické pozadi nebo specifickd stimulace imunitniho
systému hned po zacatku onemocnéni ¢i jiné faktory. KratSi Zivot muzi s psoridzou nelze
vysvétlit vysSim epigenetickym veékem. Otazku, zda jejich krat$i zivot vibec souvisi s
urychlenym starnutim, nebo zda jsou ovlivnény jiné znaky starnuti, je tfeba zodpovédét v

budoucnu.
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3.4 Globalni methylace

Ve studii jsme stanovili globalni methylaci DNA pomoci monoklonélni protilatky anti-
5-metylcytosin a kolorimetrické detekce. Uroveit methylace u pacientli s MetS pozitivné
korelovala s BMI, nicméné nebyly zjistény zadné rozdily v methylaci mezi pacienty a kontrolni
skupinou. Nebyly zjistény ani Zadné souvislosti mezi stavem methylace a pohlavim, koufenim,

BMI, PASI nebo ptitomnosti MetS.

Diive stanovena hladina methylace DNA ve vzorcich ktze, ale nikoli v buiikach
periferni krve jako v nasi studii, pozitivné korelovala s PASI skore (228). NaSe vysledky
nepotvrzuji vyznam stanoveni globalniho stavu methylace DNA ve vzorcich plné krve u
pacientl s psoridzu. Ackoli medidn 5-mC DNA, stanoveny u pacientt (33,20 %), byl zfejmé
vy$$i nez u kontrol (23,35 %), statistickd vyznamnost rozdilu byla znemoZnéna velkym
kolisanim hodnot 5-mC DNA v obou skupinach (10-55,60 % u pacient vs 2,90-40,90 % u

kontrol, viz tab. 2) a relativné nizkym poctem ptipadi uvedenych ve studii.

Pfidani metylové skupiny k cytosinovym bdzim v poloze 5 cytosinového kruhu
ovliviluje geny spojené s imunitni odpovédi, regulaci bunééného cyklu a apoptdzou a mize hrat
dilezitou roli v patogenezi psoriazy (228). Zmény v methylaci DNA byly zjiStény jak v kizi,
tak v mononuklearnich buiikéch periferni krve. V koznich buiikach bylo objeveno vice nez tisic
odli$né¢ methylovanych CpG ostrivk, véetné hypermethylace promotorti genti p14 a p16 (229,
230).

V mononuklearnich bunikach psoriatické kostni dfené byla pozorovana demethylace
promotort genti pl5, pl6 a p21 snizujicich proliferaci krvetvornych bunék (231). Na druhé
stran¢ byl nalezen hypermethylovany gen FOXP3, jehoz kodovany protein je hlavnim
regulatorem vyvoje regulacnich Treg bunck (232). Jind studie, ktera zkoumala rozdily v
methylaci plné krve u psoriazy, identifikovala tfi oblasti na chromozomu 8 a lokusy na
chromozomu 6 MICA, IRIF1, PSORS1C3 a TNFSF4 jako hypermethylované u otcovsky
pienaSeného onemocnéni, zatimco PSORS1C1 byl hypomethylovany (233).

Dale byla v literatufe popsdna vyznamné zvySena globalni methylace DNA v
psoriatickych mononuklearnich bunkach. CD4+ a CD8+ T bunky izolované z plné krve
nevykazovaly zadné vyznamné rozdily v methylaci nebo genové expresi mezi postizenymi a
nepostizenymi sourozenci, prestoze byly zaznamenany jak hypermethylované, tak

hypomethylované stavy u psoriatikli ve srovnani se zdravymi kontrolami (228, 234, 235).
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Tisice hypo- a hypermethylovanych jednotlivych mist v genech patofyziologicky
spojenych s psoriazou mohou byt odhaleny, nebot’ hraji roli v podpofe nebo snizeni exprese
genu ovlivilyjicich patogenezi psoridzy. Neda se vsak fici, Ze by dochazelo primarné k hypo-
nebo hypermethylaci celého genomu. Dalsi studie s blizSim pohledem na proces methylace v
ruznych mistech ktize, jednotlivych bunécénych liniich a konkrétnich genech nebo piimo CpG
ostruvcich jejich promotorovych oblasti jsou smysluplnéj$im pfistupem pii hledani
laboratornich ukazatelli stdrnuti nebo procesii probihajicich u psoriazy ¢i obojiho. Oproti vyse
zminéné metode epigenetic clock je méteni globalni methylace sice vyznamné levnéjsi, ale
zdaleka nedosahuje tak kvalitnich vysledki a neni schopno s dostatenou komplexitou

obsahnout zmény methyla¢niho profilu u pacientii s psoriazou.

3.5 Oxidaéni poskozeni

Oxidacni stres miize byt zpisoben jak pfitomnosti reaktivnich forem kysliku, tak
v nukleovych kyselinach psoriatickych pacientii pozitivné korelovaly s hodnotami PASI skore
(237). V nasi praci jsme zjistili vyS$si obsah oxidovanych DNA/RNA v séru u psoriatickych zen
1 muza ve srovnani s kontrolami. Oxidacni stres pfitomny u osob s exacerbovanou psoriazou
vulgaris obou pohlavi tak muize pfispivat k urychlenému starnuti bun€k. Déle jsme zjistili
vyznamn¢ zvySeny obsah oxida¢niho poSkozeni DNA/RNA ve skupiné pacientil bez MetS ve
srovnani s kontrolami bez MetS. Udaje o oxida¢nim poskozeni DNA/RNA pacientil s MetS se
neliSily od pacientd bez MetS. Nase vysledky naznacuji, Ze oxidacni zmény, objevujici se v
nukleovych kyselindch v dusledku chronického systémového zanétu, jsou béznou soucasti

patofyziologie psoriazy bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost MetS.

Tato zjisténi jsou v souladu s nékterymi dal$imi studiemi, které odhalily zvySené
hladiny oxida¢niho poskozeni v plazmé i séru psoriatickych pacientti (100, 238, 239). Borska
et al. jiz diive popsali, zvySené mnozstvi DNA/RNA oxida¢niho poskozeni a zvySené CRP u
pacientl. V této praci se navic podafilo odhalit dalSi zvySeni hladin u pacientli, kde se
kombinovala psoridza s metabolickym syndromem. Psoridza podle této studie pfispiva ke
zvySeni hladin obou ucinkl vyraznéji nez MetS. Snizila také vztah mezi CRP a oxida¢nim

poskozenim nukleovych kyselin existujici u kontrol (26).
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Pacienti s autoimunitnimi onemocnénimi se vyznacuji aberantni imunitni odpovédi na
vlastni antigeny s rozsahlou tvorbou autoprotilatek a mnohocetnym poskozenim tkani a také
zvySenym oxida¢nim stresem. Nedavné udaje ukazuji akumulaci endogenniho poskozeni DNA
v mononuklearnich bunkéach periferni krve téchto pacientii, coz souvisi s 1) zvySenou tvorbou
poskozeni DNA, pfinejmenSim castecné v disledku indukce oxidacniho stresu, a s ii)
epigeneticky regulovanymi funkénimi abnormalitami zdkladnich mechanismt opravy DNA.
Protoze endogenni akumulace poSkozeni DNA mé zavazné duasledky pro bunétné zdravi,
vcetné genomové nestability a posileni aberantni imunitni odpovédi, 1ze tyto vysledky vyuzit
pro pochopeni patogeneze a progrese systémovych autoimunitnich onemocnéni, jakoz 1 pro

vyvoj novych 1écebnych postupti (240).

Mira oxidativniho poskozeni DNA/RNA se zda byt potencialné vhodnym markerem pro
sledovani rizika zrychleného starnuti, resp. zvySené prevalence komorbidit v mladSim
(kalenddinim) v€ku pacientli, nebot’ byla zvySena hladina prokazéna jiz né€kolika studiemi
s korespondujicimi vysledky. Navic je vzhledem k vySe popsanym teoriim starnuti (a pti¢indm
starnuti) vice nez ziejma souvislost mezi oxida¢nim poskozenim DNA a jeji nestabilitou

vedouci ke zrychlenému starnuti a tim k niZ8i nad¢ji doZiti a vys$Simu riziku chorob se starnutim

spojenym.

3.6 Délka telomer

Telomery jsou opakujici se nukleotidové elementy na koncich chromozomd, které je
chrani ptfed degradaci a ztratou genetické informace. Normalni diploidni bunky ztraceji
telomery v kazdém bunécéném cyklu a jejich skutecnd délka mlze ptredpovidat délku zivota
bunky. Délka telomer v krevni DNA se shoduje s délkou telomer v jinych tkénich a indukované
zkracovani telomer je spojeno s mnoha zdravotnimi problémy vcetné starnuti, poruch
souvisejicich se starnutim a rakoviny (241, 242). V nasi studii jsme ptedpokladali, ze délka
telomer v psoriatickych krevnich buitkach bude nepfimo umeérné souviset s urovni oxidovanych
molekul DNA/RNA, tedy Ze ¢im vice bude oxida¢niho poSkozeni, tim kratS$i nalezneme
telomery. Pfedbézné publikované studie poskytly na toto téma pon€kud kontroverzni udaje
(243).V jedné z popsanych vé€deckych studii T-bunky psoriatickych pacientll vykazovaly kratsi
délku telomer. Naproti tomu Svenson a spol. prokazali, Ze intenzivni oxidacni stres prodluzuje
telomery u granulocytl a naivnich T bun¢k (172, 244, 245). Delsi telomery byly zaznamenany

také u leukocytii osob s revmatoidni artritidou, psoriatickou artritidou, ankylozujici
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spondylitidou, systémovou sklerodermii a Parkinsonovou chorobou. Rozdily ve vyse
uvedenych pracich byly ¢astecné vysvétleny rozdilnym pfistrojovym vybavenim pouzitym pro

analyzu délky telomer a zamétenim se na rozdilné typy bunck (246).

Nase vysledky ukézaly, ze u pacienti s psoriazou jsou telomery na chromozom
vyznamné del$i nez u vékoveé odpovidajicich kontrol. Podobné, jako v jinych studiich, délka
telomer u zdravych kontrol negativné korelovala s jejich vékem (246). Tato skute¢nost
odpovida obecné teorii starnuti (53). U psoriatikti jsme vSak podobny vztah nepozorovali, nebot’
psoriaza délku telomer ovlivnila. Udaje odhalily rozdily mezi pohlavimi; délky telomer u
psoriatickych Zen, ale nikoli u muzi, byly vyznamné vyssi nez u zdravych zen. Pro srovnani,
Tamayo et al. dfive nezjistili zadné rozdily v délce telomer mezi pohlavimi ani u chronickych

systémovych zanétlivych onemocnéni, ani u kontrol (246).

V diisledku oxida¢niho stresu by kouieni mélo zplisobovat rychlejsi ubytek telomer nez
u nekufakl. Vysledky mnoha praci vSak ukazaly protichiidné ucinky koufeni na telomery.
Nekteré z nich uvadély ubytek telomer u kutakd, jiné studie nezjistily zddnou souvislost mezi
koufenim a délkou telomer, zatimco jiné objevily kratké telomery v leukocytech kutakd, ale
rychlost ubytku telomer byla dlouhodobé pomalejsi (247). Abychom minimalizovali vliv
kouteni cigaret na proces ubytku telomer, hodnotili jsme déle délku telomer pouze u nekurak.
V této podskuping jsme zjistili vyznamné delsi telomery u pacientii bez MetS ve srovnani s
ptisluSnymi kontrolami; ptfestoze diive nebyla publikovana Zadn4a souvislost délky telomer s

rozvojem MetS nebo kardiovaskularnich onemocnéni u psoriazy (132).

Na zaklad€ naSich udajii se zd4, Ze délka telomer v krevnich buiikdch neodpovida
vysokému oxida¢nimu poskozeni molekul DNA/RNA pfitomnych u pacientli s psoriazou.
Pacienti s psoriazou méli vys$si poskozeni DNA/RNA a také delsi telomery nez kontrolni
skupina. Pfic¢ina naSich zji$téni neni zcela jasna a v ivahu by mohla ptichazet fada exogennich
i endogennich faktori pomalejSiho Ubytku telomer, vcetné cytokini uvolfiovanych z
aktivovanych imunocytl, zvySené monocytopoetické aktivity psoriatické kostni dfeng,
hyperplazie fagocytl a dalSich (231). Tamayo et al. navrhli nékolik moznych vysvétleni téchto
nalezli: 1) stimulaci telomerdzové aktivity v psoriatickych leukocytech nebo primitivnich
hematopoetickych progenitorech, ii) dysfunkci komplexu shelterin/telosom nezbytného pro
proces cappingu, iii) jiny bunécny nebo systémovy imunologicky mechanismus zajistujici
spravnou funkci telomer nebo iv) epigeneticky efekt methylace subtelomernich repetic DNA

(246). Zminit by se na tomto misté¢ dala i jiz dfive nastinénd hypotéza, ze akutni ptiznaky
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psoridzy mohou byt dokonce opravnou reakci organismu a, ze télo pacientii se akutnimi
vzplanutimi nemoci dlouhodobé mozna chrani pied negativnimi epigenetickymi zménami a v
tomto piipad¢ i pred zménami délky telomer. Pacienti, ktefi byli soucésti nasich studii jsou totiz

vzdy v akutnim stadiu onemocnéni.

Katalyticka aktivita telomerazy piidava dalsi kopie sekvence TAG, aby kompenzovala
ztratu telomer v dasledku bunécného déleni. Za normalnich okolnosti je tato aktivita reverzni
transkriptazy omezena predevsim na typy bunck s vysokou proliferaci, tj. zdrodecné bunky a
hemopoetické progenitory. V krevnich buiikach byla telomerazova aktivita zjisténa v T-
bunkach, ale ne v neutrofilech (126, 164, 247). U revmatoidni artritidy vykazovaly T-buiky
snizenou schopnost regulace telomerazové aktivity, prestoze jini autofi prokazali, ze lymfocyty
pacientii vykazuji zvySenou telomerazovou aktivitu (13, 127). Jiz diive bylo zjisténo, Ze
psoriaza indukuje aktivitu telomerazy v T-buiikdch a mononukleérnich bunikach periferni krve,
které pozitivné koreluje se zdvaznosti onemocnéni (13, 172). Timto zplisobem by krevni bunky
mohly zpomalit zkracovani telomer, prodlouzit svou replikacni kapacitu v krevnim ob¢hu a

podpofit imunitni odpoveéd’ pacienti s psoriazou.

Délka telomer je tedy zatim nedostatecné prozkoumanym ukazatelem starnuti u
psoriatiki. Jeji souvislost s vékem, rozvojem komorbidit a rizikem Gmrti je vzhledem k nasSim
vysledkiim a nejednoznaénostem ve védecké literatute stale nejasnd. Pro dalsi zkoumani bude
zd4d se vhodné pfistoupit ke slozit¢jsSim metodam umoziujicim meéfeni nejen primérné
(medidnové) délky telomer jako tomu bylo v naSem piipad¢, ale také méteni podilu nejkratSich
telomer ve vzorku, tzv. nejkratS$i telomery. Podle poslednich studii se zda, Ze pravé
proménlivost mnozstvi nejkratSich telomer by mohla mit nejvétsi dopad na pfitomnost procesu

inflammaging a dalSich se starnutim spojenych stavt (248, 249).

3.7 Prevence psoriatiki

Na vzniku a zhorSeni psoriazy se podili fada faktorti. Mezi genetické rizikové faktory
patii HLA-Cw6 a mutace v genu CARDI14, ¢lenu rodiny 14 kaspazové naborové domény. U
geneticky predisponovanych jedincli mohou onemocnéni vyvolat rizné spoustéci faktory.
Podili se na nich rizikové faktory prostfedi, véetné infekénich onemocnéni, 1€kl a zivotniho
stylu (250, 251). Obdobny néhled na propuknuti komorbidit u pacientd s psoridzou lze popsat

pravé diky genetickym predispozicim a nédslednému ptsobeni spoustécich faktori, které jsou
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asociované s psoriazou i s okolnimi vlivy (250, 252, 253). V moji disertacni praci jsem se
zabyval zejména pohledem na starnuti jakoZzto vyznamnym spoustécim a rizikovym faktorem

rozvoje onemocnéni.

vvvvvv

homeostazu (254). Pokroky v 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni (KVO), a zejména
akutniho infarktu myokardu, prodlouzily stfedni délku Zivota, pficemz se odhaduje, ze pocet
osob ve véku nad 75 let se zvysil ctyfikrat. V souladu s tim bude v roce 2030 ptiblizné pétina
svétové populace ve véku 65 let a vice, pficemz prevalence KVO exponencidlné poroste
vzhledem k tomu, Ze dalSich 27 milionti lidi bude mit hypertenzi, 8 milion ischemickou
chorobu srde¢ni, 4 miliony cévni mozkovou piihodu a 3 miliony srde¢ni selhani (255). Kromé
toho se u starSi populace vyrazné zvySuje vyskyt metabolickych poruch, konkrétné
metabolického syndromu a diabetu, coz déle ptispiva ke KV morbidité¢ a mortalité. Tato Cisla
mohou vysvétlovat, pro¢ je pfiblizné 40 % tmrti u osob ve véku > 65 let zplsobeno

aterosklerotickym onemocnénim a jeho komplikacemi (255, 256).

Stejné¢ tak u metabolickych onemocnéni je riziko jejich vzniku, rozvoje a
komplikovaného pribéhu zavislé na veku, tedy na procesu starnuti. Pfikladem muze byt
diabetes mellitus II. typu, jez je typickou chorobou pozdéjSiho véku. S ni prichdzi zvySené

riziko (fatalnich) padu a dalSich ptidruzenych onemocnéni (257, 258).

Neopomenutelnym faktorem rizika imrti nebo vdZného onemocnéni je 1 diagnoza
rakoviny. Riziko nddorového onemocnéni pfitom vyznamné stoupd s v€kem, jak ukazuje graf

na obrazku 14, ktery vychazi z dat popsanych ve studii Goossens et al. (259).
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Obr. 14. Desetileté riziko rozvoje nadorového onemocnéni (%)
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Nase vysledky naznacuji, ze u pacienti s psoridzou dochazi ke zméndm parametri
souvisejicich se starnutim. ZvySené alarminy mohou byt podkladem pro pozitivni zpétnou
vazbu zanétlivé reakce a posilovani procesu inflammaging. Chronickd piitomnost zanétu
zvysuje rychlost starnuti a riziko vzniku nebo rozvoje vazného onemocnéni (260). Zménéné
hladiny IL-17 a endocanu pfispivaji ke zménéné mezibunééné komunikaci. Ovlivnéni
biologického veéku, respektive epigenetického veku, u psoriatikii se objevilo pouze u Zen.
Globalni methylace byla v nasi studii nesignifikantné zvySena. Zakladame diivodné podezieni
se domnivat, ze psoriaza alteruje epigenetickou informaci bunék nemocnych, a to nejen ve
smyslu samotného onemocnéni, ale také v podobé predisponujici jedince k transkripci proteinti
typickych pro starsi vékovou skupinu (vyssi epigeneticky vék). NaSe data potvrzuji, ze dochazi
k oxida¢nimu poskozeni DNA a RNA, tedy k destabilizaci samotné genetické informace.
Neocekavanym zjiSténim je vyssi primérna délka telomer u psoriatiki, kterd vyzaduje blizsi
zkoumani k posouzeni pravdépodobnosti jednotlivych vysvétlujicich hypotéz. Bez ohledu na

vysvétleni vSak podporuje nami zjistény signifikantni rozdil hypotézu, Ze psoridza a proces
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starnuti vzajemné nejen souvisi, ale dokonce se vzajemné ovliviiuji. Rad bych svou disertacni
praci podpofil ostatni védecké tymy ve svété k dal§imu studovani tématu, nebot’ véfim, ze nase
vysledky jsou zédkladem pro dal$i zkoumani, kterd pomohou nejen definitivné rozhodnout zda,

ale také, jak se psoridza a starnuti vzajemn¢ ovliviuji.

Hypotézu, ze zvySené riziko zrychleného starnuti u psoriatiki vede k elevaci
pravdépodobnosti komorbidit a pfedCasného umrti, se ndm v ramci nasi prace nepodatilo
vyvratit. Zda se, ze snizend nadéje doziti opravdu muize souviset s procesem starnuti. Studie
Salahadeen et al. popsala v roce 2015 snizenou nadéji doziti vii¢i zbylé populaci o 2,1 roku u

osob s mirnou psoridzou a o 4,5 roku pro stiedni az té¢zkou (261).

Americka rada preventivni mediciny definuje preventivni medicinu jako "specializaci
Iékatské praxe, ktera se zaméfuje na zdravi jednotliveil, komunit a definovanych populaci.”
Priméarni prevence spociva v predchazenim vzniku nemoci pomoci ovlivnéni rizikovych
faktorti. SniZovanim expozice nezadoucim faktorim pracovniho a Zzivotniho prostiedi,
zménami Zivotniho stylu, uzivanim medicinskych technologii a postupti. Sekundérni prevence
se zaméfuje na v€asné rozpoznani nemoci. V dnesni dobé navic v kombinaci se stanovovanim
rizika dédi¢nych chorob v ramci individuélnich predispozic jedince, které potom mohou slouzit
k diivéjSimu odhaleni vzniku onemocnéni nejen u primérné populace, ale i u jedinch
s individudln€ vysSim rizikem pro konkrétni onemocnéni. Tercidrni prevence se zabyva
omezenim progrese onemocnéni, zabranénim opakovani klinickych piihod ¢i postizeni nebo

ztraty sobéstacnosti (262-264).

Dle téchto definici plati, Ze cilem prevence je prodluZzovat lidsky Zivot ve zdravi,
v ptipad¢ mé disertacni prace tedy U¢inné predchazet komorbiditdm psoridzy a pred¢asnému
umrti. K tomu, abychom je mohli odhalovat, mohou do budoucna slouzit 1 ukazatele starnuti.
Stavaji se v takovou chvili vlastné nastroji na pomezi primarni a sekundarni prevence, nebot
jsou schopny zpétnovazebné ovliviiovat chovani pacientl, ménit tak jejich Zivotni styl a
rizikové faktory, zaroven ale v podstaté jiz z pohledu sekundarni prevence rovnou odhaluji a
popisuji zvySeny biologicky veék jakozto faktor, ktery je sim o sobé¢ vlastné onemocnénim,

zrychlenym (akcelerovanym) starnutim.
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4 Zavéry

4.1 Zavéry prvniho cile

Byla posouzena vhodnost (pouzitelnost) vybranych ukazatel biologického starnuti pro

modelovy systém onemocnéni psoridzou a jejimi komorbiditami.

Alarminy pfedstavuji ukazatele procesu starnuti popisujici zménénou mezibunécnou
komunikaci a byly modelovym systémem onemocnéni vyznamné ovliviiovany. Lze je tedy pro
tento systém povazovat za vhodné. Dalsi z vybranych ukazateli zménéné mezibunécné
komunikace, VEGF modelovym systémem ovliviiovan nebyl a za vhodny ukazatel jej zfejmeé
povazovat nelze. Zménénou mezibunécnou komunikaci (znak starnuti) indikuji i dal$i vybrané
ukazatele endocan, IL-17 a CRP. V modelovém systému onemocnéni bylo pozorovano
vyznamné sniZzeni endocanu a vyznamné zvySeni IL-17 a CRP. V téchto pfipadech je vSak
nutné brat v ivahu skutecnost, Ze tyto ukazatele mohou byt ovliviiovany fadou dalSich faktora
zivotniho/pracovniho prostfedi a zivotniho stylu. Jejich vyuziti jakozto ukazateli starnuti
v modelovém systému onemocnéni proto ptipada v ivahu spiSe na urovni populace, nikoliv

vSak na urovni jedince.

Ze zéastupci ukazateli starnuti popisujicich epigenetické zmény se ukdzala jako
vhodnéj$i metoda epigenetic clock (oproti metod¢ globdlni methylace), kterda umoziuje
podrobné charakterizovat jednotliva methylacni mista na epigenomu. PouZiti umélé inteligence
vyrazné zvySuje vypovédni hodnotu méfeni, v tomto pfipadé hodnotu odhadu stavu procesu

starnuti v modelovém systému onemocnéni.

Meéfeni genomové nestability pomoci oxida¢niho poskozeni RNA/DNA se zda byt
slibnou metodou pro kvantifikaci miry rychlosti starnuti v modelovém systému onemocnéni. |
v tomto piipadé je vSak nutné brat v ivahu silny vliv faktori zivotniho/pracovniho prostiedi a

zivotniho stylu (napiiklad koufeni) na hodnocen¢ ukazatele.

Me¢fteni délky telomer piineslo neocekavané ndlezy, které neumoziuji formulovat
objektivni hodnoceni vhodnosti této metody jako ukazatele procesu starnuti v modelovém
systému onemocnéni. Jinymi slovy, v tuto chvili nelze fici, zda méteni pramerné délky telomer
v periferni krvi metodou PCR je schopno spravné kvantifikovat rychlost starnuti v modelovém

systému onemocnéni.
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4.2 Zavéry druhého cile

Za pouziti vhodnych ukazatelll procesu starnuti byla provedena analyza vztahli mezi
psoridzou, starnutim a vznikem komorbidit. Prokazali jsme (podle literarnich udaja zfejmée jako
prvni), ze u pacientli s psoridzou (modelovy systém onemocnéni) dochazi k vyznamnym
zméndm parametrti souvisejicich s procesem starnuti. Nejvyznamnéj$§im dikazem je nalez

vyssiho epigenetického (biologického véku) u Zen s psoridzou.

4.3 Vyhodnoceni hypotézy

Stanovena hypotéza nebyla potvrzena. Jen ¢ast vybranych ukazatelii procesu starnuti
byla vyznamné ovlivilovdna modelovym systémem onemocnéni psoriazou a jejimi
komorbiditami a Ize je tedy povazovat (pro tento systém) za vhodné pro charakterizaci procesu
starnuti a k odhadiim biologického véku. Jedna se o HMGBI, IL-33, S100A7, S100A12, IL-17
a detailni methylaci DNA (epigenetic clock). S urCitymi vyhradami (zejména z diivodu
mozného ovlivnéni fadou faktorti) by bylo mozné akceptovat i endocan, CRP a miru oxida¢niho
poskozeni RNA/DNA.

Zavérem lze konstatovat, Ze 1 kdyZ pfedkladané vysledky nejsou zcela jednoznacné
z pohledu kvantitativniho a jsou zatizeny dale uvedenymi nejistotami, zdd se, Ze psoridza
kvalitativné ovlivituje proces starnuti a vyznamné zvysuje vznik a rozvoj komorbidit. Tato

zjiSténi davaji zéklad pro dalsi védeckou praci na tomto poli.

4.4 Analyza nejistot

Vypovédni hodnota vysledkd, jejich interpretaci a zobecniyjicich zavért je limitovana
pfedev§im poctem respondentl a s tim souvisejicim poctem provedenych méfeni. Divodem
této nejistoty jsou v prvni fadé omezené finan¢ni zdroje Skoliciho pracovisté na velmi nakladna
méfeni (zejména na metody epigenetic clock). Dal§im zdrojem nejistoty pro zobecnovani
zaveri je demografické rozloZeni sledované populace (v dané geografické poloze) a silny vliv

faktort zivotniho/pracovniho prostfedi a zivotniho stylu na hodnocené ukazatele starnuti.

4.5 Dalsi prinosy disertacni prace

Bliz§im popisem bych rad zminil, Zze se ndm podafilo pfispét k rozsifeni poznatkl

v oblasti komorbidit psoriazy. Umoznit 1épe popsat vzajemny patofyziologicky vztah mezi
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psoridzou, starnutim a rozvojem komorbidit, tedy pfispét k lepSimu pochopeni vztahu mezi
nemoci a starnutim a blize pochopit, jak psoridza ovliviiuje nadé€ji doziti a ukazatele

biologického véku.

Tento cil se podafilo splnit diky uspésnému stanoveni fady ukazateld. Komplexnost
posouzeni vztahu psoridzy a procesu biologického starnuti 1ze deklarovat diky sledovani
¢tyfech raznych znaki starnuti, tedy 4 oblasti, ve kterych dochazi ke snizovani funkcnich
kapacit v prubéhu starnuti clovéka. Témito oblastmi jsou zménénd mezibunécnd komunikace,

epigenetické zmény, genomova nestabilita a zkracovani telomer.

Muj vlastni pfinos spatfuji zejména v planovani a tvorbé konceptu tohoto vyzkumného
sméru. Zadny ze znaki starnuti nebyl na na$em pracovisti do mého ptichodu systematicky
sledovan. Béhem mé prace v rdmci postgradualniho studia se podafilo navazat spolupraci

s fadou vyzkumnych, dobroc¢innych i komercnich instituci.

Za vyznamnou povazuji spolupraci s firmou Zymo research z USA, kterd umoZznila
stanoveni epigenetického biologického véku pomoci algoritmii umélé inteligence a méfeni
methylace DNA. Muj pfinos v této oblasti spocival ve stanoveni hypotéz, vyhledani vhodného
zpiisobu testovani, posléze nalezeni laboratorniho partnera, zprostfedkovani veskeré
komunikace se zahrani¢nim subjektem ze Spojenych statd Americkych, Usp&$né dokonceni
odbérti od pacientli i kontrolnich subjekti s ohledem na pozadavky laboratofe, statistickou
analyzu, zpracovani vysledkt, potvrzeni ¢i vyvraceni hypotéz, sepsani védeckého ¢lanku a jeho

publikovani v impaktovaném casopise.

Dalsi ze spolupraci, které¢ vznikly diky mé disertacni praci je naptiklad védecka
kooperace s Clock Foundation zalozenou prof. Stevem Horvathem z University of California
L.A4. (UCLA), kde jsem komunikoval s jejim vykonnym feditelem Robertem Brookem v ramci
konzultaci ohledné metody epigenetic clock a dalSich rozvijejicich se na strojovém uceni
zavislych metod méfeni biologického veéku. VéEfim, Ze tato spoluprace s piedni instituci
v oblasti starnuti nam pomohla se rychleji posunout v naSem cili a slibuje velké Sance na dalsi

budouci uspésné projekty.

Za vyznamné povazuji také rozSifeni portfolia ukazatell, které jsme dokazali ve
spolupraci s Ustavem klinické alergologie a imunologie a s Ustavem klinické biochemie a
diagnostiky Uspésné vyzkouset ¢i zavést. Jednd se zejména o mefeni primérné délky telomer,

mnozstvi globalni methylace, hladiny alarminti (HMGB-1, IL-33, S100A7, SI00A12). V ramci
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studie jsme téz pokracovali v méfeni jiz diive uzivanych ukazatelt (endocan, VEGF, IL-17,

DNA/RNA oxidac¢ni poskozeni).

Originalitu naSeho vyzkumného zaméru spatfuji zejména v propojeni poznani procest
odehravajicich se v prostfedi autoimunitniho onemocnéni a procesti v pritbéhu starnuti. Blizsi
poznani etiopatogeneze starnuti, nasledna tvorba ukazatell a ptipadné i terapeutickych postupt

je velkym pftislibem budoucich medicinskych technologii.

V nasi studii jsme popsali a Uspé$né publikovali v mezindrodnim impaktovaném
Casopise vysledek ohledné¢ mozné epigenetické zatéze u zen s psoridzou v podobé vyssiho
biologického veéku oproti jejich zdravym vrstevnicim. NaSe hypotéza o vyssim epigenetickém
véku u vSech psoriatikli se nicméné nepotvrdila. Na této publikaci jsem mél majoritni podil a

byl jsem jejim prvnim autorem.

Vramci sledovani zménéné mezibunééné komunikace jsme objevili statisticky
vyznamné zvySeni vSech sledovanych alarmint u pacientl s psoriazou oproti kontrolam. Tyto
vysledky jsme taktéz publikovali v mezindrodnim impaktovaném Casopise. Na publikaci jsem

mél majoritni podil a byl jsem jejim prvnim autorem.

Piekvapivym bylo zjisténi delsi primérné délky telomer u pacientl s psoridzou nez u
zdravych kontrol. Nase hypotéza ocekavala opacny stav. Pfispeli jsme tak k ambivalenci
aktualniho védeckého poznani, kdy mnohé z védeckych praci udavaji rozporuplné vysledky.
V piistich letech bychom se radi zaméftili na bliz8i prozkoumani celého profilu délky telomer u
pacientl s psoridzou v periferni krvi a umoznili tak bliZze popsat, jaké procesy se v prubchu
onemocnéni v oblasti telomer odehravaji. Pfikladem takového budouciho postupu muize byt jiz
navazana spoluprace se Spanélskym spin-offem Narodniho institutu pro Vyzkum
Onkologickych Onemocnéni (CNIO). V kooperaci s nimi bychom radi zméfili nejen
primérnou délku telomer, kterou jsme méfili u nas, ale také kompletni profil délky telomer
v periferni krvi, v¢. podilu nejkratSich telomer. Prave nejkratsi telomery maji totiz nejvétsi vliv

na rychlost starnuti a pfitomnost chronického dysfunkcniho poskozujiciho zanétu.

Vysledky mé disertacni prace pfisp€ly k hlubSimu poznédni ohledné dosud opomijené
oblasti psoriazy, jejich komorbidit a starnuti a podpoftily hypotézu o vzijemném ovliviiovani
procesu starnuti a autoimunitniho onemocnéni. Dle ndmi objevenych vysledki dochazi ke
zménam ukazatelll starnuti u pacientl s psoriazou. Ziskané informace bychom nicméné radi

vyuzili v dal§im zkoumdni, nebot’ prozatim nelze vyvozovat definitivni zavéry. Jiz nyni vSak
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pracujeme na pokracovani naseho vyzkumu pomoci dalSich metod a s rozs§ifenym souborem

pacientt.
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