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MOZNOSTI OVLIVNENI OXIDACNIHO STRESU PRI JATERNI STEATOZE:
VLIV METFORMINU

M. Cahova', Z. Drahota?, E. Paleni¢kova', O. Oliyarnyk', Z. Cervinkova®, L. Kazdova'
'IKEM Praha, ’FgU AV CR Praha, °LF UK Hradec Krdlové

The aim of this study was to determine the effect of metformin on the oxidative stress in plain
dietary induced steatosis and in combination with acute depletion of glutathione. /n vitro,
metformin decreased the respiratory capacity of isolated mitochondria towards NADH-
dependent substrate (indicator of the inhibition of complex I). We further showed that the
dose of metformin necessary for the 50% inhibition of respiration decreases with the length of
preincubation of mitochondria in the presence of metformin. Metformin administered for 10
weeks in the diet (150 mg/kg b.wt.) decreased the oxidation of fatty acids in liver slices
incubated ex vivo (decreased production of CO; and increased accumulation of Krebs cycle
intermediates). Long-term administration of metformin potentiated the decreased oxidation of
substrates induced by the administration of high-fat diet. HFD significantly increased the
oxidative stress in the liver. In contrast to this, administration of metformin alleviated the
lipoperoxide formation (TBARS, conjugated diens) both in plain steatosis and after the acute
glutathione depletion due to the acetaminophen application. Metformin increased the
mitochondrial superoxiddismutaze (Mn-SOD) in the liver. In conclusion, we proved the
protective effect of metformin against oxidative stress of various origins. We explain this
phenomenon as the consequence of both the increased Mn-SOD activity and the quantitive
restriction of electron transport through mitochondrial respiratory chain due to the inhibition
of complex I.

Uvod

Celosvétove rostouci vyskyt obezity je hnaci silou epidemického Sifeni diabetu 2. typu (T2D).
Odhaduje se, ze v roce 2025 bude T2D postizeno az 300 mil lidi, tj. pfes 5% celosvétové
populace (King 1998). Metformin pfedstavuje 1€k prvni volby pfti 1écbé T2D jiz od 50. let 20.
stoleti. Pouziva se pii 1€cbé pacienti jak s T2D, tak i s metabolickym syndromem. Navzdory
dlouh¢é dobé jeho pouzivani neni dosud pfesny mechanismus jeho plsobeni plné objasnén.
V na$i praci jsme se soustfedili na vliv metforminu na dychani jaternich mitochondrii a
oxidacni stres pfi jaterni steatdze, kterd predstavuje cCastou komplikaci metabolického
syndromu a T2D.

Metodika

Samci kmene Wistar (300+12g) byli krmeni standardni nebo vysokotukovou (VTD) dietou 10
tydnt. Casti zvifat byl v potravé podavan metformin 150 mg/kg t.hm. Akutni deplece
glutationu byla navozena jednordzovym podadnim 1000 mg/kg acetaminofenu (APAP) per os.
Respiracni kapacita mitochondrii byla stanovena podle spotieby kysliku méfené Clarkovou
elektrodou. Jaterni fizky byly inkubovany v KRB pufru (Krebs- Ringer bicarbonate) 2 hod
v atmosféte 95% O, a 5% CO,. Oxidace palmitatu, resp. glukdézy byla méfena podle
konverze '*C-palmitatu, resp. '*C-glukézy, na CO,. Koncentrace redukovaného glutationu a
aktivita SOD byla métena dle Kahleova (2009).

Vysledky a diskuse

1. Vliv metforminu na dychani mitochondrii in vitro
Ptimy akutni vliv metforminu na dychaci kapacitu mitochondrii jsme testovali podle spotieby
kysliku na izolovanych jaternich mitochondriich in vitro v ptitomnosti dvou riznych typa
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substratu, které se liSi svou zavislosti na typu vstupni dehydrogenédzy. Vyuzitelnost malatu +
glutamatu je striktné¢ zavisld na NADH dependentni dehydrogendze, kdezto sukcinat
umoziiuje vstup elektrontt do dychaciho fetézce 1 prostfednictvim FADH dehydrogenazy.
Z naSich vysledki vyplyva (obr. la), Ze metformin inhibuje pouze oxidaci NADH-
dependentnich substrati. Vyznamny inhibi¢ni efekt (>50%) byl prokdzan pii 5 mM
koncentraci metforminu, maximalni inhibice (80%) bylo dosazeno v pfitomnosti 10 — 20 mM
metforminu. Metformin ve stejném rozsahu jako pfimou spotitebu kysliku snizuje 1 respiracni
kontrolu, tj. indikator odpfaZeni respiracniho fetézce a syntézy ATP (data neuvedena).
Zhorseni jak oxidace NADH dependentnich substratti, tak i respira¢ni kontroly v pfitomnosti
metforminu naznacuje existenci dvou nezavislych mechanismli piisobeni metforminu, tato
otazka vsak vyzaduje dalsi zkoumani.

Uvedené vysledky sice prokazuji ptimy inhibi¢ni vliv metforminu na oxidaci energetickych
substratii v izolovanych mitochondriich, nevysvétluji vSak jeho ptisobeni in vivo. Pti podavani
terapeutickych davek dosahuje koncentrace metforminu v séru ptiblizné 10-50 puM, tedy
hodnotu nékolikanasobné niz$i nez je G¢inna akutni davka in vitro. Owen (2000) a El Mir
(2000) ukézali, ze metformin diky svému pozitivnimu elektrickému naboji je aktivné
zadrzovan v mitochondriich v zavislosti na velikosti membranového potencidlu. Pfi
pfedpokladané velikosti membranového potencidlu -180 mV mulze byt koncentrace
metforminu uvnitf mitochondridlni matrix az 1000x vys$s$i nez v okolnim prostfedi (Owen
2000). Cilem nasledujiciho experimentu bylo ovéfit hypotézu, Ze prodlouzenim doby
inkubace lze dosdhnout vyznamného inhibicniho u¢inku metforminu 1 pii nizsich
koncentracich. 1zolované mitochondrie byly na ledu preinkubovany s 125 pM metforminem
po dobu 10 a 30 min. Po 10 min inkubaci jsme prokazali 25% a po 30ti min 50% inhibici
mitochondrialni respirace (obr. 1b). Delsi inkubace vedla ke snizeni zivotnosti samotnych
mitochondrii a nebylo proto mozné testovat i niz§i koncentrace metforminu ptisobici delsi
dobu. Nase vysledky nicméné ukazuji na mozny mechanismus piisobeni nizkych koncentraci
metforminu, tj. ¢asové zavislou akumulaci metforminu v mitochondriich a tim zvySeni jeho
lokalni koncentrace v misté ucinku, a podporuji platnost vysledkl ziskanych in vitro v situaci
in vivo.

Obr. 1 Vliv metforminu na spotiebu kysliku v izolovanych mitochondriich in vitro.
Udaje piedstavuji aritmeticky primér £S.E.M., n=6. * p<0,05 VTD vs SD; * p<0,05 VTD+
met vs SD; © p<0,05 VID+met vs VTD, * p<0,05 30 min vs 10 min preinkubace
v pritomnosti 125uM metformin.
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2. Vliv dlouhodobého podavani metforminu v kombinaci s VID na odolnost mitochondrii
viici akutnimu hepatoxickému stresu

Prevalence jaterni steatozy u diabetikd a pacientd s MS je témét 100% a metformin, jako
peroralni antidiabetikum prvni volby, je obvykle podavan pacientim dlouhodobé. Cilem
nasledujiciho experimentalniho uspofadéani bylo vytvofit zvifeci model této situace. Potkani
kmene Wistar byli krmeni VTD po dobu 10 tydnii, polovina ztéchto zvifat dostavala
metformin v potravé v denni davce 150 mg/kg. Koncentrace metforminu v séru na konci
pokusu byla 19,6+2,2 uM. Schopnost mitochondrii oxidovat substrat jsme hodnotili na
jaternich fizcich inkubovanych in vitro podle tvorby CO; z palmitatu nebo z glukoézy a podle
akumulace intermediatli Krebsova cyklu (znak netplné oxidace substratu). Ubytek
mitochondrii jsme hodnotili podle aktivity citrat syntdzy (CS) v homogenatu. CS je vylu¢né
mitochondridlni enzym a jeji aktivita vztazend napf. na mg celkového proteinu je proto
kvantitativnim parametrem odraZejicim pocet mitochondrii. Poddvani samotné¢ VTD ani VTD
v kombinaci s metforminem neovlivnilo oxidaci glukézy. Oxidace palmitatu byla snizena uz
vlivem samotné VTD (obr. 2) a negativni vliv diety byl déale potencovan podavanim
metforminu. ZvySend akumulace intermediati Krebsova cyklu byla prokdzana pouze pfi
kombinovaném podavani metforminu a VTD, coz indikuje snizenou utilizaci redukénich
ekvivalentli v mitochondrialnim respira¢nim fetézci. Snizeni aktivity CS (a tedy i mensi pocet
mitochondrii) jsem prokazali ve skupiné VTD a jesté¢ vyraznéji ve skupiné krmené VTD 1
metforminem.
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Obr. 2 Vliv VID a metforminu na dychani jaternich fizki a na aktivitu citrat syntazy.
Udaje piedstavuji aritmeticky primér +£S.E.M., n=6. * p<0,05 VTD vs SD; ” p<0,05; VTD+
met vs SD; p<0,05 VTD+met vs VID.

Dale nés zajimal vliv podavani metforminu na odolnost steatdzni jaterni tkané vici akutnimu
hepatotoxickému stresu. Ten byl navozen jednordzovym poddnim toxické davky
acetaminofenu, ktery vede k akutni depleci glutathionu a naslednému oxidacnimu stresu
(APAP 1000 mg/kg i.p., 24 hod pted pokusem) ¢asti potkani krmenych VTD. Zjistili jsme,
ze podani APAP snizuje oxidaci MK a glukozy a vede k vyraznému poklesu aktivity citrat
syntézy pouze u skupin krmenych SD a VTD (obr. 3). Naopak podavani metforminu mélo
protektivni ucinek, tj. zabranilo akutnimu poklesu poctu mitochondrii a snizeni oxidacni
kapacity jak pro glukdzu, tak i pro palmitat.
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Obr. 3 Vliv akutniho podani APAP na dychani jaternich fizki a na aktivitu citrat
syntazy. Udaje piedstavuji aritmeticky pramér +S.E.M., n=6. * p<0,05 VTD vs SD; * p<0,05
VTD+ met vs SD; * p<0,05 VTD+met vs VTD.

3. Vliv dlouhodobého podavani metforminu v kombinaci s VTD na oxidacni stres

Predchozi vysledky ukazuji, ze podavani metforminu v kombinaci s VID na jedné strané
snizuje oxidacni kapacitu jaternich mitochondrii, na druhé stran¢ vSak zvysuje odolnost viici
hepatotoxickému ptsobeni APAP. Vzhledem ktomu, ze hlavni ndmi prokazany ucinek
metforminu spocivd ve snizeni oxidacni kapacity mitochondrii, zajimalo nés, zda tato
vlastnost muze prispét k vysvétleni mechanismu jeho pozitivniho pisobeni. Nase vysledky
ukazuji, ze VID i APAP nezévisle na sob& zvySuji tvorbu lipoperoxidii v mitochondriich a
tento U¢inek je kumulativni (tab. 1). Podavani metforminu tvorbu lipoperoxida
v mitochondriich jednoznaéné snizuje, a to jak pifi samotném podavani VTD, tak 1
v kombinaci VTD+APAP. Neprokazali jsme vliv metforminu na obsah redukovaného
glutationu v mitochondriich, ale zjistili jsme, Ze v pfitomnosti metforminu je vyznamné
zvySena aktivita superoxid dismutazy. Tyto vysledky ukazuji, ze metformin specificky chrani
mitochondrie pfed poSkozenim oxidacnim stresem a pomahd tak udrzet jejich funkei 1 pfi
akutni depleci glutationu.

+ APAP (1000 mg/kg t.hm.)

SD VTD VTD + met SD VTD VTD + met
(Cnglol m prot”) 12,8+0,9 16,9+ 0.8% | 12,9+0,8" 17,6 £ 1,8 21,4+£23% | 17,8+1,5"
;rnlrgné}{smg prot ™ 2,7+0,2 4,4+0,3*% 3,6+0,1" 5,16 + 0,4 6,7+0,5% 49+03"
GSH * #
(amol . mg: prot” 71%1 43+0,5 4,4+04 44+03 3,7+0,2 42+02
%“‘rsn(;];mt_l) 143+ 13 91 + 5% 129+ 7" 92+6 101 £5 133 6"

Tab. 1. Vliv APAP na oxidaéni stres. Udaje predstavuji aritmeticky primér +S.E.M., n=6.
* p<0,05 VTD vs SD; # p<0,05 VTD+ met vs SD; * p<0,05 VTD+met vs VTD.
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Zavéry:

1.

In  vitro metformin akutné inhibuje oxidaci NADH-dependentnich substrati
v mitochondridlnim respira¢nim fetézci, avSak davky metforminu pouzivané v akutnim
experimentu in vitro jsou fadove vyssi nez koncentrace stanovené v séru (10 mM vs 10 -
50 uM). Nicméné pii delsi preinkubaci mitochondrii s metforminem jsou koncentrace
nezbytné k vyvolani inhibi¢niho ucinku fadov€ nizs§i, pravdépodobné v disledku
aktivniho vychytavani metforminu v mitochondriich.

In vivo, metformin sniZzuje oxidaci substratu v mitochondridlnim respiraénim fetézci a
potencuje tak trend navozeny uz samotnym podavanim VTD.

Metformin vyrazné sniZzuje oxidacni stres v jaterni tkdni, vyvolany jak chronickym
podavanim VTD, tak i akutni depleci glutationu po podani acetaminofenu. Pozitivni
ucinek metforminu na oxidacni stres si vysvétlujeme jednak vyznamné zvySenou aktivitou
enzymu superoxid dismutazy v piitomnosti metforminu, jednak jako dusledek celkového
sniZzeni mitochondriélni respirace, které snizuje tvorbu reaktivnich sloucenin kysliku.

Pouzita literatura:

l.
2.
3.
4.

Kahleova H., et al. Diabetic medicine 2011; 28: 549-559.
El-Mir M., et al. JBC 2000; 275: 223-228.

Owen M., et al. Biochem J 2000; 348: 607-614.

King H., et al. Diabetes Care 1998; 21: 1414-1431.

Studie byla podporena z grantu IGA MZ CR NS 9696-3.
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MYTY O POTRAVINACH A VYZIVE - KOMPLIKACE VZDELAVANI
V PREVENCI ONEMOCNENI VYZIVOU

J. Dostalova a C. Perlin

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta potravinarské a biochemické
technologie, Ustav chemie a analyzy potravin; Vyzkumny ustav potravinarsky Praha

Abstract

Nutrition is the important factor in the development of many diseases and therefore is not
only important science but subject of interest many groups of people which give nutrition
guidelines for healthy living. Many nutrition guidelines are not in accordance with recent
scientific knowledge (so called myths on nutrition and food) and can be dangerous for
consumer. There are described sources of this false information and most frequent myths
presented in Czech media and other sources of myths.

Uvod

Vyziva je nevyznamngjSim faktorem z faktort zevniho prostfedi, které ovliviiuji naSe
zdravi. V literatufe se uvadi, ze jeji podil je priblizné 40 %. K lidské vyzivé slouzi potraviny
jejichz konzumace mize pfindSet fadu zdravotnich rizik. V pofadi rizik z potravin je
nespravné slozeni stravy (riziko z nespravné vyzivy) uvadéno ve vétsing€ piipadil na prvnim
misté¢ a dalSi rizika (riziko mikrobiologické, z pfirodnich toxickych latek, chemickych
kontaminantt a latek ptidatnych (aditivnich) oznacovanych kédem E az na mistech dalSich.
Vyziva se proto stala nejen vyznamnym védeckym oborem, ale i pfedmétem zajmu mnoha
subjektl, které podavaji doporuceni jak se stravovat a jaké potraviny si vybirat.

Vedle doporuceni, kterd vychazeji z vysledkid vyzkumu se v posledni dobé ve vsech
typech médii a dalSich informacnich zdrojich stile Castéji objevuji nepravdivé, klamavé
a zavadéjici informace jak o vyzivé obecné, tak o jednotlivych potravinach. Pro tento typ
informaci se vzil termin myty. Myty pochdzeji z riznych zdroji a Sifi je rizné zajmové
skupiny. Dopad dusledného ptevzeti a aplikace nekterych téchto informaci bohuzel miize vést
az k poskozeni zdravi. Pfesto témto informacim fada lidi véfi, Casto i1 lidi se vzdélanim
v patficném oboru. Alarmujici je rovnéz skutecnost, Ze se s myty o vyZiveé a potravindch stale
Castéji setkavame i u studentt pii zkouskach a pii diskusi s nimi se ukazuje, ze nekteti témto
»mytim® véii vic, nez informacim preddvanym ve Skole, coZ velmi znesnadiiuje jak ulohu
ucitele, tak 1 osvéty v oblasti vyzivy a potravin obecné.

vvvvvvvv

- Ruzné potravinarské lobby a jejich konkurenéni boj.

- Vyrobci potravin snazici se co nejlépe realizovat na trhu své vyrobky.

- Prodejci dopliikii stravy s cilem zvysit jejich prode;.

- Ctizddostivi novinafi, ktefi chtéji presentovat senzacni zpravy. Ti vétSinou nemaji
dostatecné odborné vzdélani ve vyzive, potravinaistvi nebo piibuznych oborech, a tak
informaci bud’ vytrhnou z kontextu nebo Spatné interpretuji. Disledkem byva az Sifeni
poplasnych zprav, kterych jsme v posledni dobé mohli zaznamenat celou fadu. Napf.
hysterii kolem vyskytu Listeria monocytogenes vroce 2006, zpravy o nadlimitnich
obsazich patulinu nebo pesticidu fenhexamidu v détské vyzivé a mnohé dalsi. Ve vSech
ttech ptipadech bylo riziko nebezpeci onemocnéni pro spotiebitele velmi malé (Voldfich
M., 2010). Mezi Sifeni poplasnych zprav mizeme zatadit i soucasnou kauzu s vyskytem
dioxinil ve veprovém mase a vejcich.



ATHEROSKLEROSA 2011 ATHEROSKLEROSA

- Vyzivovi (nutriéni poradci) jsou vyznamnym zdrojem mytd. Za své rady cCasto Uctuji
nemalé ¢astky. Nikdo jejich ¢innost nekontroluje a navic zivnost nutricniho poradce je
zivnost volna, takze se jim miize stat v podstaté kdokoli, i1 ten ktery o vyzivé a potravinach
nevi vlibec nic. Na nutri¢ni poradce se lidé obraceji Casto, jak jsme napf. zjistili anketou
mezi studenty. Z 225 studenti by rady u nutricnich poradct hledalo 46 %, zatimco u
1ékate pouze 31 % (Voldrichova J., 2011).

- Lidé vzd¢lani v oblasti 1€kafstvi, potravindistvi a ptibuznych oborech, jimz toto vzdélani
dodava v ocich laické vetejnosti na diveéryhodnosti. Jejich klamavé informace maji ptivod
bud’ v nedostatecnych znalostech nebo patii k zastdncim alternativnich smérit vyzivy,
které jsou postaveny na nevédeckém zdklad€. N&kteti tyto zastanci se daji oznacit az za
fanatiky.

- Lidé s psychickymi poruchami napi. moderni psychickou poruchou, nazyvanou ortorexie,
tedy vyzivova posedlost.

Myty o potravinach a vyzive se vyskytuji ve vSech typech medii. Jejich Sifeni velmi ptispél
internet. Jedna se o Sifeni poplasnych, nebezpecnych a fetézovych zprav tzv. hoaxd, jejichz
Castou soucasti je zadost o predani zpravy dale co nejvétSimu poctu adresatt. Hoaxy je
v ¢estiné mozné nalézt na www.hoax.cz. Ze serveru hoax jsou asi nejznamg;jsi tyto:

e Pangasius —je to k jidlu?*
e ,Ecka piisady do potravin“
e Margariny a zdravotni riziko (Rama s nama)*

Myty o potravinach a vyzivé (pfiklady nejbéznéjsich myti).
Ecka

e Vsechny pridatné latky s kodem Exxx jsou Skodlivé, vice nebo méné, bez ohledu na
mnozstvi a bez ohledu na jejich negativni toxikologické testy.

e Piestoze vSechna écka prosla zdravotnimi testy, maji stejné mnohé z nich na zdravi
¢loveéka negativni vliv.

e Studie u é¢ek oveéfuji jen jednu neSkodlivou davku na den, zatimco Cloveék obvykle sni
vice kustli potravin. Tim dochazi k hromadéni latek v téle a k ptekrocCeni bezpecné miry.

o FEcka maskuji nekvalitni potraviny.

e Konzumace pokrmi bez aditiv vede ke zlepSeni zdravotnich problému fady pacienti. U
déti, které jedly stravu bez piidatnych latek a nejznaméjSich alergenti, doslo béhem tii dnti
k vyléceni nebo vyraznému zlepSeni plivodniho onemocnéni, Casto vymizely i dalsi
problémy déti jako je astma €1 ekzémy.

Diky svému zajimavému tématu se ale naSli ,.experti®, ktefi si boj proti pouzivani
potravinovych aditiv vzali za své poslani. Na zaklad¢ bud’ vytrzenych sdéleni v literatufe,
nebo z vlastni iniciativy nejprve rozdélili ,,Skodlivost® é¢ek do péti skupin, od pfijatelnych az
po tézce rizikové, a v téchto skupinach obsazend aditiva ocenili trestnymi body. V dennim
tisku se pak objevily ¢lanky o 10 nejhorsich potravinach. Hodnoceni bylo sntiSkou polopravd,
1zi, neznalosti. Pokusili jsme se popsanou metodou zhodnotit vybranou potravinu. SloZeni
v ni obsazenych latek ptidatnych bylo nasledujici:

E101 vit. B2, E160a B-karoten, E160d lykopen, E161 lutein, E251 dusitan, E262 diacetat Na,
E300 vit. C, E307 a-tokoferol, E308 y-tokoferol, E309 d-tokoferol, E325 laktat Na E330
kyselina citronova, E375 niacin, E440 pektin, E 554 fosfaty, E 621 glutamat Na.

Soucet: 32 ,.trestnych* bodu.


http://www.hoax.cz/
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To je potravina, ktera se pohybuje svym skérem Skodlivosti asi uprostied Skaly zminénych
,»hejskodlivéjsich potravin®. Té by se mél spotiebitel, dbajici o své zdravi, zfejmé vyhybat.
Asi budete pfekvapeni, kdyZz Vam prozradime, Ze je to rajce!

Na zaklad¢ neptitomnosti Skodlivych ,,é¢ek* pak nabizeji skupiny podnikaveli vyrobcim
oznaceni na vyrobku. Zatim vime o dvou skupinach, které chtéli nabizet tzv. E certifikat
(zamitnuto Potravinafskou komorou) nebo logo Zdravd potravina (informace na

http://www.zdravapotravina.cz/znacka-zdravapotravina-cz)

Miéko
e Cerstvé mléko je zdravéjsi nez trvanlivé.
e Mié¢ko zahlenuje.
e Odbornici zastavaji nazor, Ze mléko neni zdravé.
e MiIéko je moc tuéné, ma moc kalorii.
e Miléko obsahuje nezdravé zivocisné tuky a cholesterol.
e Miléko pro ¢lovéka neni vhodné. Clovék je jediny savec, ktery pije mléko jiného
savce.
e Mi¢ko z obchodu je fedéné vodou a ptidava se do n¢j fepkovy ole;.

Tuky
Mpyty o slozeni tukii a jejich viivu na zdravi

e DnesSni margariny se neliSi od margarini, které se pouzivaly v dobé krize jako
nahrazky masla.

e Margariny jsou stale stejné a vyrobci nabizeji jen ,.kosmetické upravy* napf. novy
obal, vyssi obsah vitaminti.

e Margariny ucpévaji cévy a obsahuji velmi mnoho transfigurovanych mastnych kyselin
(n&které ptes 50 %).

e Omega mastné kyseliny nejvétsi nesmysl, ty naopak zacpavaji cévy a zpiisobuji
zancty.

e Margariny zvysuji celkovy cholesterol a LDL a snizuji HDL cholesterol.

Veétsina odbornikli na vyzivu dnes prohlaSuje, Ze obycejné maslo je lepsi a lidé by ho

méli jist.

Repkovy olej je vhodny jen na ,,bionaftu*.

Kokosovy tuk je zdravy (jeden z novych myti).

Vsechny tuky jsou Spatné.

Zdrava strava a konzumace tuki se vylucuji.

Mpyty o hubnuti

e Kdyz chci hubnout, nesmim jist zadny tuk

e Je jedno, zda jim maéslo nebo rostlinny tuk, po obojim se tloustne.

Mpyty o vyrobé rostlinnych tuku (margarinii)

e Vyroba rostlinnych tukd je pfili§ pramyslova

e Maslo je pfirodni produkt, zatimco margariny musi byt vyrabény slozitym
technologickym procesem, a nejsou tedy prirodnim tukem.

Maso
e V nasi stravé je obsazeno mnoho bilkovin, je tieba vynechat maso (i ve vyzive déti).
e Kufeci maso je plné hormond.
e Kufeci maso je mén¢ tuéné nez vepiove.
e Hovézi zplisobuje rakovinu, obzvlasté rakovinu tlustého streva.
e Vegetariani se dozivaji vyssiho véku, jsou Stihlej$i a méné agresivni.
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Vejce
e Nosnice jsou krmeny hormony a antibiotiky, které ptechazeji do vajec.
Vejce jsou hlavni (Casto 1 jediny) zdroj salmonel.
Doméci vejce jsou lepsi nez vejce z velkochovi.
Bio vejce jsou kvalitnéjsi nez vejce z klecovych chovi.
Vejce zvysuji cholesterol v krvi.
Biopotraviny
e Biopotraviny jsou zdravéjsi nez bézné vyrabéné potraviny.
e Biopotraviny maji nizs$i obsah nasycenych tuki a cholesterolu.
e U bio ovoce a zeleniny je obsah vitamini a latek vhodnych pro na$ organismus
mnohem koncentrovanéjsi nez u béznych potravin.

Radu dalSich mytl mtizeme nalézt v knize L. Oliveriusové ,,Myty a povéry o vyzive®.

Do sféry mytd patfi i nespravné interpretace informaci které jsou po odborné strance
v poradku. Jako piiklad lze uvést informaci, Ze tuk bio mléka obsahuje vyrazné vice (az o
desitky procent) esencialnich mastnych kyselin linolové a linolenové. Obsah téchto kyselin
v mlééném tuku je v fadu jednotek procent a pii obsahu cca 4 % tuku v mléce je tedy toto
zvySeni z hlediska vyZzivy zcela zanedbatelné. Rovnéz tvrzeni, ze kiepel¢i vejce obsahuji
méné cholesterolu nez vejce slepic¢i je zavad¢jici. Obsah cholesterolu na jednotku hmotnosti
je v podstaté stejny, ale hmotnost kiepelCich vajec je 6x nizsi nez vajec slepicich.

Je tfeba zminit jesté jeden fenomen, ktery mizeme zatradit k mytim o potravindch a to je
snaha vyrobct ptesvédcit spotiebitele informacemi na obalech, Ze se jedna o kvalitni vyrobek,
pricemz jde vétSinou o vyrobek nekvalitni nebo ndhrazku. Text na etikete, ale neni vétSinou
v rozporu se zakonem o potravinach. Nejcastéji slibuji vyrobci na obale ovoce, které ve
vyrobku neni viibec nebo jen v minimalnim mnozstvi — desetiny procenta. Rekord asi drzi
napoj z bilého caje, kde je bilého Caje dvé setiny procenta. Velky prehled vyrobka, které
obsahuji klamavé informace na obalech uvetejnila MF DNES v ptiloze TEST dne 18.2.2011.
V soucasné dobé je snaha tyto informace co nejvice omezit novymi legislativnimi opatfenimi.

Na zavér priklad jednoho usmévného mytu absurdni zavislosti. Na ostrové Jersey ve Velké
Britanii bylo zjistén kuriézni vztah mezi porodnosti a sezonou jerseyskych rannych brambor
(Jersey Royal Potato). V ostrovni matrice bylo od r. 1997 pozorovano, ze v obdobi ledna az
bfezna se kazdy rok na ostroveé narodi asi 170 déti, tj. mnohem vice, nez v dal§im obdobi.
Toto datum je presn¢ 9 mesici po bramborové sklizni, kterd na Jersey probiha v obdobi od
dubna do Cervna.

Marketingovy expert to komentoval tim, ze jejich brambory jsou skute¢né néco extra.
Schopné konzumu jsou sice jen kratce, ale zato je lze zaradit nejen mezi vzacné ostrovni
lahtdky, ale projevuji se 1 jako podnécovatele dobré nalady a pohody a také sexualni aktivity.
Bud’to to bude realna Sance zvysit v nékterych oblastech porodnost konzumem jerseyskych
brambor anebo vtipna mystifikace typu naseho Jary da Cimrmana.

Zavér

Dopad disledného ptevzeti a aplikace nekterych téchto informaci bohuzel miize vést az
k poskozeni zdravi. Pfesto témto informacim fada lidi véfi, Casto 1 lidi se vzdélanim
v patfiéném oboru. Alarmujici je rovnéz skutecnost, ze se s myty o vyzivé a potravinach stale
Cast¢ji setkavame 1 u studentii pi1 zkouskach a pii diskusi s nimi se ukazuje, ze néktefi témto
,mytim* veéii vic, nez informacim piedavanym ve skole, coz velmi znesnadnuje jak ulohu
ucitele, tak 1 osvety v oblasti vyZzivy a potravin obecné. Boj s myty je ,,boj s vétrnymi mlyny*.
Je ale nutné, aby skutecni odbornici Castéji vystupovali v mediich a tim alesponl trochu
»ziedili* nepravdivé a klamavé informace. Vyznamné by pfispélo 1 pfevedeni zivnosti
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,hutriéni poradce® ze zivnosti volné na zivnost vazanou. Vymytit myty se nikdy nepodafi, ale
pfesto by se odbornici s pfispénim statnich orgdntt méli snazit alesponn jejich vliv na
obyvatelstvo snizit.
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Vétsina mytl byla pievzata z riiznych typit medii z poslednich let.
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GLYKEMIE A STATINY

FASTING PLASMA GLUCOSE AND STATINS
J. Dvorakova, L. Dubska, L. Taborsky, J. Hyanek
OKBHI, Nemocnice Na Homolce, Praha 5

According to the results of statin trials” meta-analysis statin use was associated with
increased risk for developing diabetes. The aim of our study was to evaluate the effect of
long-term statin treatment /atorvastatin (n = 51 patients), simvastatin (n = 37 patients)/ on
fasting plasma glucose. Both groups showed statistically significant decrease of LDL
cholesterol (P < 0.0001). No significant changes were seen in fasting plasma glucose before
statin treatment and after five years of treatment in both groups.

V poslednich mésicich se hodné hovotilo o riziku rozvoje diabetu 2. typu pii 1é€be statiny,
byly provedeny metaanalyzy velkych klinickych studii. Nés zajimalo, jaké vysledky budou u
naSich pacientil na statinové 1écbe.

Nas soubor obsahuje 88 pacientii (muzi a Zen) ve véku 30 — 70 let v primarni i sekundarni
prevenci aterosklerdzy, ktefi dosud neuzivali Zadnd hypolipidemika a u nichz byla
hypolipidemicka 1écba indikovana. Byl jim nasazen atorvastatin nebo simvastatin a pacienti je
uzivali beze zmény déavky alesponl po dobu 3 let.

Pted nasazenim medikace, po tfech a Sesti mésicich uzivani, po roce a dale pak v ro¢nich
intervalech (max. po dobu 5 let) byly provedeny odbéry krve. Zaméfili jsme se na sledovani
glykemii nala¢no a hladin lipidovych parametrii, které byly stanoveny béznymi metodami,
LDL cholesterol byl stanoven piimou metodou. Vylou€eni ze sledovani byli pacienti
s prokdzanym diabetem a s hodnotou glykemie nala¢no pfed nasazenim 1é¢by nad 6,5 mmol/I.

Ve skuping l1é¢ené atorvastatinem (n = 51, 25 M, 26 Z) doslo po roce 1é¢by ke statisticky
vyznamnému poklesu LDL cholesterolu (parovy t-test: P < 0,0001), cilovych hodnot < 3
mmol/l dosahlo 78,5 % pacientl. Hodnota medianu glykemie nala¢no ¢inila pted 1é€bou 5,68
mmol/l, po 5 letech 1é¢by 5,92 mmol/l, zména nedoséhla statistické vyznamnosti.

Ve skupiné 1é¢ené simvastatinem (n = 37, 16 M, 21 Z) doslo po roce 1é¢by ke statisticky
vyznamnému poklesu LDL cholesterolu (parovy t-test: P < 0,0001), cilovych hodnot < 3
mmol/l doséhlo 62,2 % pacientd. Hodnota medianu glykemie nalacno €inila pred 1écbou 5,6
mmol/l, po 5 letech 1écby 5,56 mmol/l, zména nedoséhla statistické vyznamnosti.

Dlouhodobé lécba atorvastatinem a simvastatinem nevedla v nasem souboru ke statisticky
vyznamnym zménam glykemie nalacno. Vzhledem k velikosti souboru nelze vSak naSe
vysledky srovnavat s vysledky velkych statinovych studii.
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LIPOTOXICITA A EKTOPICKA AKUMULACE LIPIDU V PATOGENEZI
METABOLICKEHO SYNDROMU A JEHO KOMPLIKACI

LIPOTOXICITY AND ECTOPIC LIPID ACCUMULATION IN PATHOGENESIS OF
METABOLIC SYNDOME AND ITS COMPLICATIONS

L. Kazdova', H. Malinska', M. Maxova', V. Zidek?

! Institut klinické a experimentdlni mediciny, Praha
? Fyziologicky tistav AV CR, v.v.i., Praha

Problematice inzulinové rezistence a metabolickému syndromu je v poslednich letech
vénovana zna¢na pozornost vzhledem k jejich podilu na kardiovaskularnich onemocnénich a
nariistajici prevalenci diabetu 2.typu. Metabolicky syndrom je spojen spéti- az
devitindsobnym rizikem rozvoje diabetu a dvoj- az trojnasobnym zvySenim kardiovaskulérni
mortality (Park et al 2003).

Kli¢ovou ulohu v rozvoji metabolickych poruch ma nepochybné dyslipidémie a s ni spojené
zvySené¢ ukladani triglyceridd a jejich metabolith (diacylglycerolti, mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem a ceramidi) mimo tukovou tkan (ektopicky) do kosternich svali, jater a
myokardu (DeFronzo 2010). K ektopické akumulaci dochdzi pii piesyceni skladovaci
kapacity adipocytl pfi nadmérném piivodu lipidl a sacharidi. Ektopicky ulozené lipidy pak
nejen vstupuji do metabolickych pochodi, ale ohrozuji i pfimo existenci bunék a funkcnost
celych organti.

Nadbytek lipidovych metabolitd negativné ovlivituje funkci bunécnych organel, pfedevsim
mitochondrii a endoplazmatického retikula a je spojena se zvySenou produkci reaktivnich
metaboliti kysliku (ROS-reactive oxygen species), oxidacnim stresem a aktivaci zadnétlivych
procesit v metabolicky aktivnich tkénich (Hopps 2009). Tento proces, oznacovany jako
lipotoxicita, mize hrat dilezitou ulohu v patogenezi inzulinové rezistence v kosternich
svalech, nealkoholické jaterni steatoze, srdeCnim selhani a muize vést k rozvoji renalnich
dysfunkci (van Herpen 2008).

V negativnich ucincich lipotoxicity mohou hrat roli poruchy inzulinové signalni kaskady,
nerovnovéaha mezi ptijmem nebo syntézou lipidil a jejich nizkou oxidaci pii fyzické inaktivité,
chronické zanétlivé procesy indukované aktivaci rezidentnich makrofagli neesterifikovanymi
mastnymi kyselinami a oxidacni stres (Heilbron and Campbell 2008). Bylo zjisténo, Ze
oxidacni stres a zanétlivé procesy koreluji s postupné nartistajici rezistenci tkani k i¢inkiim
inzulinu (Hopps 2009).

V kosternim svalu ektopicky ulozené mastné kyseliny a jejich intermedialni metabolity
mohou hrat dilezitou roli v patogenezi inzulinové rezistence tim, ze ovliviluji pfenos
inzulinového signalu a transport glukézy (Corcoran 2007).

K ektopické akumulaci lipidi v jatrech dochéazi pii dietné indukovaném vysokém piijmu
lipidi nebo de novo lipogenezi nad oxidaci a sekreci triglyceridii z jater ve VLDL ¢asticich.
Jaterni steatéza je spojena se zhorSenym metabolizmem glukézy, mastnych kyselin i
lipoproteind a manifestuje se poruchami glukoneogeneze, oxidace mastnych kyselin a sekrece
lipoproteint (Fabbrini 2010).

V B-bunkach pankreasu vede zvySeny piivod lipidi k dysregulaci sekrece inzulinu. Mastné
kyseliny mohou ovliovat expresi glukokinazy, glukézovych transportéric GLUT2 a PPARa
receptord, které mohou modulovat sekreci inzulinu. ZvysSeny pifivod mastnych kyselin je
rovnéz pticinou apoptdzy B-bunék (Kazdova 2003).
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Ptestoze vétsina dosud publikovanych studii podporuje dilezitou tlohu lipotoxicity v etiologii
poruch provézejicich metabolicky syndrom, zistdvaji mechanizmy podmifiujici asociaci
dyslipidémie se zanétlivymi procesy, oxidacnim stresem a s inzulinovou rezistenci
neobjasnény. V soucasné dobé neni zcela jasné, zda zanétlivé procesy jsou pfiinou
inzulinové rezistence nebo zda jsou jen doprovodnym jevem, jinych procesi, naptiklad
oxida¢niho stresu. NevyfeSenou otdzkou ziistdvaji i moznosti prevence a terapie lipotoxicity,
zanétu a oxidaéniho stresu.
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NADVAHA U MUZOV STREDNEHO VEKU V KORELACII S RIZIKOM VZNIKU
METABOLICKEHO SYNDROMU

OVERWEIGHT IN MIDDLE AGED MEN IN CORRELATION WITH RISK OF
DEVELOPMENT OF METABOLIC SYNDROME

J. Koprovicova, D. Petrasova
Ustav experimentdlnej mediciny LF UPJS Kosice, Slovenska republika

Abstract

Metabolic syndrome (MS) or cardiometabolic syndrome is a growing epidemic in men
and women worldwide and is characterized by specific combination of known CVD risk
factors, including obesity, dyslipidemia, elevated blood pressure and impaired glucose
tolerance. The present study was performed to compare the serum concentration of
apolipoproteins (apoB, C-II and C-III) and lipids (TC, TG, LDL-C, nonHDL-C and HDL-C)
and value of insulin resistance index (TG/HDL-C) in middle-aged men with overweight and
elevated blood pressure (NV). Concentration of apoB-II, apoC-II and apoC-II and
atherogenic lipids (TC, TG, LDL-C and nonHDL-C) were significantly elevated and
concentration of HDL-C was significantly decreased in NV group versus Controls
(K).According to our findings dyslipidemia with elevated value of insulin resistance index
and elevated blood pressure in men with overweight is a strong risk of cardiovascular disease
and metabolic syndrome.

Uvod

Metabolicky syndrém alebo ind¢ kardiometabolicky syndrom sa definuje ako spolocny
vyskyt portich metabolizmu glycidov vratane inzulinovej rezistencie, abdominalnej obezity,
dyslipidémie spojenej so zvySenou koncentraciou triacylglycerolov (TG) a zniZenej
koncentracie cholesterolu HDL (HDL-CH), artériovej hypertenzie a d’alSich rizikovych
faktorov podiel’ajucich sa na zvyseni rizika ischemickej choroby srdca a diabetes mellitus 2.
typu (Polsdorfer, 2101).
MS je diagnostifikovany, ak st pritomné aspon 3 z nasledovnych 5 podmienok:

— glykémia nala¢no >6,1 mmol/I

— krvny tlak >130/85 mm Hg

— TG >1,7 mmol/l

— HDL-CH <1,3 mmol/l u zZien; <1,0 mmol/l u muzov

— Obvod pasa > 88 cm u zien; >102 cm u muzov.
K vyssie uvedenym podmienkam sa zardtava aj zvysend koncentracia malych denznych LDL
Castic, ktoré 'ahko podliehaju oxidacii a teda st vel'mi aterogenné (Miranda et al., 2005)

Ciel’ Studie
Zistit’ mieru ohrozenia probandov muzského pohlavia s nadvdhou z hladiska rizika vzniku
metabolického syndromu

Material a metody

Sledovali sme sérova koncentraciu apolipoproteinov apoC-II, apoC-III, apoBigo
a z lipidov, koncentraciu celkového cholesterolu (TCH), triacylglycerolov (TG), cholesterolu
- LDL (LDL-CH), cholesterolu nonHDL (nonHDL-CH), cholesterolu HDL (HDL-CH) a
hodnotu aterogenného indexu inzulinovej rezistencie (TG/HDL-CH) v skupine N1=28 muzov
stredného veku (48+7 rokov) s nadvdhou (BMI=26-30 kg/m) a so zvySenym priemernym
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krvnym tlakom (TK>130/90 mm Hg) (NV). Do kontrolnej skupiny sme zaradili N2=21
zdravych muzov so zrovnateI'nym vekovym priemerom (45+8 rokov) s normalnou telesnou
hmotnostou (BMI=23-25 kg/m) s normalnym TK (TK<130/85 mm Hg) (K).

Koncentraciu apoC-II a apoC-III sme urcovali metédou RID pomocou japonskych plate
(Daiichi, Tokio). Koncentraciu apoBioy sme stanovovali metdédou EIA pomocu antisér
a Standard nemeckej vyroby (Behringwerke, Marburg). Koncentraciu lipidovych parametrov
(TCH, TG a HDL-CH) sme vySetrovali pomocou setov ¢eskej vyroby (Pliva Lachema, Brno),
pricom HDL-CH sme izolovali precipitacne podl'a Gidéza. Koncentraciu LDL-CH, nonHDL-
CH a aterogenné¢ho indexu inzulinovej rezistencie TG/HDL-CH sme vypocitali. Ziskané
vysledky sme Statisticky vyhodnotili chi’® testom, vypo&tom linedrnej regresie a pomocou
Statistickych programov ANOVA 1 a ANOVA 2.

Vysledky

Koncentracie apoC-II, apoC-III, apoBi¢, TCH, TG, LDL-CH, nonHDL-CH, HDL-CH
a hodnotu aterogenného indexu TG/HDL-CH u probandov s nadvéhou aso zvySenym TK
sme porovnavali s vysledkami v kontrolnej skupine u zdravych probandov bez nadvéhy a bez
hypertenzie. Vysledky vyjadrujeme graficky (grafy 1 —9).

V skupine probandov snadvdhou aso zvySenymi hodnotami TK (NV) zistili sme
Statisticky vyznamne zvySeni sérovi koncentrdciu proaterogennych apolipoproteinov:
apoC-II (p < 0,001), apoC-III (p < 0,001) ako aj apoBig (p <0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou (K) ( grafy 1 - 3).

Z lipidovych parametrov zistili sme signifikantne zvySenu sérovi koncentraciu TCH
(p<0,001)a TG (p <0,001) v skupine NV oproti kontrolnej skupine K (grafy 4 — 5).

Koncentracia aterogennej LDL-CH ako aj vel'mi aterogennej nonHDL-CH bola u nich
taktiez znac¢ne zvysena s identickou vysokou $tatistickou vyznamnostou (p < 0,001) (grafy 6
-7 .

Dyslipidémiu potvrdzuje aj signifikantne znizena sérova koncentracia HDL-CH (p < 0,01)
u muzov s nadvéhou (graf 8).

Vyznamne zvySend hodnota aterogenného indexu TG/HDL-CH dokazuje inzulinova
rezistenciu v skupine NV v porovnani s kontrolnou skupinou K (p<0,001) (graf 9).

Graf 1 Koncentracia apo C-Il u muZov s nadvahou (NV) Graf 2 Koncemrémé apo Clit u muzov s nadvahou (NV)
av kontrolnej skupine (K) av kontrolnej skupine (K)

p<0,001 p<0,001

i ] :
T

ma/dl
ma/dl
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Graf 3 Koncentracia apo Big U muzov s nadvahou (NV)
av kontrolnej skupine (K)

Graf 4 Koncentracia TCH u muZov s nadvahou (NV)
av kontrolnej skupine (K)
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Graf 5 Koncentracia TG u muzov s nadvahou (NV)
av kontrolnej skupine (K)
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Graf 6 Koncentracia LDL-CH u muZov s nadvéhou (NV)
av kontrolnej skupine (K)

p<0,001

Graf 7 Koncentracia nonHDL-CH u muZov s nadvahou (NV)
av kontrolnej skupine (K)

p<0,001
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Graf 8 Koncentracia HDL-CH u muzov s nadvéhou (NV)
av kontrolnej skupine (K)
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Graf 9 Hodnota indexu TG/HDL CH

p<0,001
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Diskusia

Kardiovaskularne ochorenia na baze pred¢asnej aterotrombodzy s v ostatnych rokoch stéale
na ¢ele morbidity a mortality v mnohych priemyselne vyspelych Statoch, zial’ nevynimajuc

ani Ceskt —ani Slovensku republiku.

Problematika metabolického syndromu (MS) v sti¢asnosti je tiez vel'mi aktualna, ked’ze podla
Statistickych tidajov WHO toto ochorenie postihuje minimélne jednu Stvrtinu populacie
priemyselne vyspelych Statov a dokonca u 50 — roénych az 40 %. Podl'a udajov Narodného
cholesterolového edukaéného programu (NCEP SR) diagnostické kritéria pre MS spiiia 20,1
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% slovenskej populacie s vyznamne vys§im vyskytom u Zien (23,9 %) oproti muzom (15,9
%). Pricom prevalencia MS na Slovensku je porovnatena s prevalenciou v eurdpskej
populécii inych krajin (Mokan a spol., 2006).

Vysledky viacerych lipidologickych stadii poukazuje okrem lipidov aj na vyznamné
zmeny v metabolizme apolipoproteinov u chorych s MS. Sniderman a Faraj zistili, ze vysSie
riziko vzniku kardiovaskularnych ochoreni priamo stvisi so znizenou koncentraciou apo A-I
a zvySenou koncentraciou apo B. Dokonca uvedeni autori doporucuju rozsirit’ kritéria pre
definiciu MS o zvySent koncentraciu apoB a znizenu koncentraciu apo A-I (Sniderman and
Fraj, 2007).

Zavaznost’ MS spociva najmd v tom, ze je hlavnym predispozi¢nym rizikovym faktorom
aterotrombdzy. Bolo totiz zistené, ze u l'udi s MS sa az zdvojnasobi vyskyt predcasnej
atrerotrombozy.

MS charakterizuje hypertriacylglycerolémia a nizka sérova koncentracia HDL-CH.

ApoC-III je vyznamnym reguldtorom metabolizmu lipoproteinov ktory tesne koreluje
s hypertriacalglycerolémiou a progresiou kardiovaskularnych ochoreni. Taktiez vyznamne
koreluje so spomalenym katabolizmom TG a TRLs. (Ooi et al., 2008).

Podl'a mienky autorov talianskej Studie, koncentracia apoC-III ¢asto sa vyznamne zvysuje
u l'udi s MS. Metabolizmus lipoproteinov bohatych na apoC-III a APOC3 polymorfizmus ma
relevantny impakt rizika kardiovaskularnych ochoreni u chorych s MS (Olivieri et al., 2008).

Nasi probandi s nadvéhou a hrani¢ne zvySenym TK uZ spiiaju kritéria pre MS, ked’ze
okrem zistenej dyslipidémie maji aj vyznamné zmeny v koncentracii apoB a apoC-III.

Autori Stadie z USA povazuju zvySeni hodnotu indexu apoB/apoA-I z hladiska
kardiovaskularneho rizika za nezavisly marker s lepSou vypovednou hodnotou, ako su indexy
cholesterolu (Enkhmaa et al., 2010).

Vyznamnym kardio-lipido-metabolickym rizikovym faktorom inzulinovej rezistencie je
zvySend hodnota indexu TG/HDL-C, ktorej hodnota €asto je vysSia najmé u obéznych l'udi.
Vyznamne zvySenu hodnotu tohto indexu (CL50 % = 3,64) nasli autori $panielskej Stadie
u obéznych Zzien. Zistili aj pozitivnu koreldciu medzi tymto indexom a BMI (Roa Barrios et
al., 2009).

Kritéria pre vyznamne zvyseni hodnotu indexu inzulinovej rezistencie spifiajii aj nasi
probandi s nadvahou v porovnani s kontrolnou skupinou (CL50 % = 3,51; p<0,001).

Zavery

Uvedené koncentracie lipidov a apolipoproteinov u naSich probandov — muZov stredného
veku s nadvéhou a zvy$enymi hodnotami TK (>140/90) spiiaju kritéria pre dyslipidémiu
(1TG a |HDL-CH) ataktiez pre inzulinovi rezistenciu (1TG/HDL-CH). V kone¢nom
dosledku teda spiniaju aj kritérium pre definiciu metabolického syndromu.
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NIACIN ZVYSUJE SEROVE HLADINY ADIPONEKTINU A OXIDACI MASTNYCH
KYSELIN VE SVALECH

NIACIN INCREASES SERUM LEVEL OF ADIPONECTIN AND FATTY ACID
OXIDATION IN MUSCLE

H. Malinska, M. Maxova, O. Oliyarnyk, L. Kazdova
Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Uvod

Hypolipidemické ucinky niacinu jsou jiz dlouho znadmy a jsou vyuzivany pfii terapii
aterogenni dyslipidémii zejména v kombinacni 1é¢b¢ s fibraty nebo statiny (Carlson 2005,
74k 2006). Kyselina nikotinova (niacin) zlepSuje lipidovy profil a jeji podavani sniZuje
morbiditu a mortalitu na kardiovaskuldrni onemocnéni. Novéji se ukazuje, Ze pozitivni t€inky
(Florentin 2011).

Niacin je prekurzorem dvou esencidlnich koenzymi — nikotinamidadenin-dinukleotidu
(NAD) a nikotinamidadenin-dinukleotidfosfatu (NADP), které mohou byt redukovany na
NADH a NADPH. Utastni se tak oxidoredukénich reakci, které jsou katalyzovany
dehydrogenazami a oxidoreduktdzami a ovliviiuje tak ¢etné metabolické pochody (Bender
2003).

Vliv niacinu na lipidovy metabolizmus a tukovou tkan

Recentni studie ukazuji pravdépodobny pleiotropni efekt niacinu na tukovou tkan (Linke et al
2009). Niacin jednak inhibuje lipolyzu v disledku vazby na specificky receptor (Meyers
2004), ktera inhibuje adenyladt cykldzu a vede k poklesu koncentraci c-AMP. Pokles
koncentraci c-AMP deaktivuje hormon-senzitivni lipazu. Experimentalni studie prokazaly
také vliv na karnitinpalmitoyl transferdzu a syntazu mastnych kyselin. Mezi mozné dalsi
mechanizmy pfiznivého G¢inku niacinu na tukovou tkan a inzulinovou senzivititu mize patfit
zvySeni exprese a sekrece adiponektinu.

Podavani niacinu nejrychleji snizuje hladiny NEMK v dtsledku inhibice lipolyzy.
Jednorazové podani niacinu inhibuje v tukové tkani uvoliovani NEMK a vede k poklesu
jejich koncentraci v cirkulaci. Lipolyza je inhibovéna zhruba 2 hodiny a poté se sérové
koncentrace NEMK zvySuji nad plvodni hodnotu, coz vysvétluje nékteré neptiznivé
metabolické ucinky kyseliny nikotinové. Ke snizeni hladin triglyceridi po poddni niacinu
pfispivd snizeni syntézy triglyceridi v jatrech jednak vzhledem k omezené dostupnosti
substratu a jednak v disledku inhibice syntézy blokddou jaterni izoformy diacylglycerol
acyltransferazy. Na snizovani sekrece VLDL c¢éstic z jater, které pfispiva ke snizeni LDL
cholesterolu, se podili zpomalené sestaveni ¢astic VLDL z triglyceridii a apoB (Ganji et al
2003). K nejvyznamnéjSim G€inkiim niacinu vSak patii jeho schopnost zvySovat hladiny HDL
cholesterolu. Niacin brzdi katabolizmus HDL ¢astic v jatrech blokadou specifickych
katabolickych receptort pro HDL c¢astice, nezbytnych pro reverzni transport cholesterolu.
Snizené hladiny HDL-C jsou silnym nezéavislym kardiovaskuldrnim rizikovym faktorem
zejména u pacientd s prediabetem a metabolickym syndromem. Epidemiologické studie
ukazuji, ze zvySeni HDL-C o 0,03 mmol/l je spojeno s2 — 4 % sniZzenim incidence
kardiovaskularniho onemocnéni.

Nezadouci t€inky niacinu

Podavani niacinu u osob s metabolickym syndromem a diabetem 2. typu vSak neni
jednoznaéné doporucovano pro nékteré mozné negativni metabolické ucinky (Bodor 2008).
Podavani niacinu muize zhorSovat gluk6zovou toleranci a vést ke zhorSeni inzulinové
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senzitivity s kompezatornim zvySenim sekrece inzulinu. Jinym negativnim dasledkem niacinu
je zvyseni kyseliny mocové, pravdépodobné zplsobené kompetici mezi niacinem a kyselinou
mocovou, nebot’ ob¢ latky jsou vyluCovany stejnym mechanizmem. Mozny je 1 hepatotoxicky
vliv v disledku nedostatku methylovych skupin, které se uplatiiuji v metabolizmu niacinu. Je
mozné, ze vysoké davky niacinu povedou k nedostatku methylovych skupin nezbytnych pro
remetylaci homocysteinu.

V posledni dob¢ se zvysil zajem o studium uc¢inku niacinu, nebot’ se na trh dostavaji preparaty
s fizenym nebo postupnym uvoliiovanim, které snizuji frekvenci negativnich U€inkt. Novy
preparat, Tredaptive, obsahuje vedle fizeného uvoliiovani také inhibitor PG D2 syntazy
(Kamanna et al 2009), ktery brani nezadoucimu prokrveni pokozky (tzv. flush). Rada otazek
tykajicich se mechanizmu uc¢inku niacinu zlistdva neobjasnéna. Nejasna je otdzka mozného

rrrrrr

a ovlivnéni inzulinové senzitivity tkani.

Cil
Cilem prace proto bylo sledovat vliv podavani niacinu na dyslipidémii a inzulinovou
rezistenci v tukové a svalové tkdni u neobézniho modelu metabolického syndromu.

Metodika

Pokusy byly provedeny na dospélych samcich kmene hereditarn¢ hypertriglyceridemickych
potkani (HHTg), u kterych jsou pfitomny dalsi poruchy asociované s metabolickym
syndromem, zejména inzulinovad rezistence a nealkoholickd jaterni steat6za. Niacin byl
podavan v dieté¢ v ddvce 60mg niacinu/kg t.hm. po dobu 6 tydnd, u akutniho podani v davce
40mg/kg t.hm. intragastricky. Pro stanoveni sérovych koncentraci glukézy, triglyceridii a
NEMK byly pouzity komerc¢né dostupné kity Pliva Lachema a Roche Diagnostic. Hladiny
inzulinu a adiponektinu byly stanoveny ELISA kity (Mercodia Svédsko, B-Bridge USA).
Inzulinova sensitivita byla sledovana in vitro podle inkorporace radioaktivng znatené '*C-
glukozy do lipida v tukové tkani nebo glykogenu ve svalu. Zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin v membranovych fosfolipidech bylo stanoveno plynovou chromatografii s FID
detektorem.

Vysledky

Akutni podani niacinu snizilo sérové hladiny triglyceridd (P < 0,01) i1 koncentract NEMK
(P < 0,01) po dobu 60 minut, v dalSich intervalech se vSak koncentrace sérovych lipidi
zvysily. Sledovéni koncentraci lipidi v prabéhu dne po jednorazovém intragastrické podani
niacinu ukédzalo mirn¢ zvySené koncentrace triglyceridit a NEMK hodnocené jako plocha pod
kiivkou. K vyznamnym nalezim patii zvySeni hladiny HDL-C o 15% (P < 0,02) u HHTg
potkani po podani niacinu v dieté. Sérové koncentrace cholesterolu nebyly podévanim
niacinu ovlivnény. Naproti tomu podavani niacinu zvySovalo koncentraci triglycerida
(P < 0,05) a cholesterolu (P < 0,05) v jatrech. Senzitivita tukové ani svalové tkané k ucinku
inzulinu nebyla ovlivnéna poddvanim niacinu. Rovnéz glukézova tolerance méfena v pribéhu
OGTT nebyla podavanim niacinu ovlivnéna. Naopak zvySeni hladin adiponektinu v séru
(P < 0,05) a mirné snizeni triglyceridii ve svalu (P < 0,05) po podavani niacinu by mohly
pfispét ke zlepSeni inzulinové senzitivity. Méfeni oxidace mastnych kyselin podle
inkorporace '*C—palmitatu do CO, ukézalo, Z¢ v mechanizmu u&inku niacinu by se mohlo
uplatnit zvySené oxidacni vyuziti mastnych kyselin ve svalu (208 = 7 vs 154 + 15
nmol/g/2hod, P <0,01).

Zmény v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v membranovych fosfolipidech mohou
mit disledky pro metabolické poruchy spojené s inzulinovou rezistenci, zejména mohou
ovlivnit inzulinovou senzitivitu. Podani niacinu prokdzalo mirné pfiznivy vliv na profil
mastnych kyselin (tabulka 2). Vyrazné sniZzeni kyseliny palmitoolejové (16:1n7) a A9
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desaturdzy (0,048 + 0,01 vs 0,072 + 0,01 %mol, P < 0,01 ) mohou pfispét ke zlepSeni
inzulinové senzitivity. Dalsi nezavislé prediktory inzulinové senzitivity a metabolického
syndromu — kyselina dihomo-y-linolenova a A5 desaturaza nebyly podavanim niacinu

ovlivnény.

Tab. 1 — Vliv podavani niacinu na parametry sacharidového a lipidového metabolizmu

HHTg HHTg + niacin P<
sérové triglyceridy 5,24+0,44 4,29+0,46 0,05
glykémie 4,65+0,13 5,16+0,31 n.s.
inzulin 0,105+0,029 0,091+0,012 n.s.
adiponektin 5,01£0,61 9,19+0,25 0,05
NEMK 0,933+0,082 0,973+0,087 n.s.
cholesterol 1,59+0,05 1,62+0,03 n.s.
HDL-cholesterol 1,16+0,04 1,30+0,06 0,05
triglyceridy v jatrech 8,62+0,44 10,84+0,70 0,05
cholesterol v jatrech 6,10+0,21 6,63+0,16 0,01
triglyceridy v myokardu 2,85+0,21 3,51+0,19 0,05
triglyceridy ve svalu 4,25+0,35 3,89+0,58 0,05

Hodnoty udavaji primér + SE, pocet zvitat ve skuping 6.
Jednotky: sérové triglyceridy, glykémie, NEMK, HDL-cholesterol - mmol/l; inzulin - nmol/l; tkanové
triglyceridy a cholesterol - umol/g, adiponektin - pg/ml
Tab 2 — Vliv podévani niacinu na spektrum FA v membranovych fosfolipidech séra

Mastné kyseliny HHTg HHTg + niacin P
14 : 00 0,417 £ 0,040 0,157 £ 0,043 < 0,001
16 : 00 27,667 + 1,110 21,629 + 1,619 < 0,02
18 : 00 19,633 + 0,465 25,129 £ 0,905 < 0,001
20:00 0,00 + 0,00 0,057 +£ 0,020 n.s.
X SFA 47,717 £ 1,292 46,971 + 0,830 n.s.
16 : In7 2,000 £ 0,126 1,043 £ 0,139 < 0,001
18 : In7 3,117 £ 0,130 2,657+ 0,166 n.s.
18 : 1n9 8,067 £ 0,196 5,514 £ 0,466 < 0,001
20 : 1n9 0,067 £ 0,021 0,100 = 0,00 n.s.
X MUFA 13,250 + 0,283 9,314 + 0,660 <0,001
18 : 2n6 22,467 £ 0,255 23,829 £ 0,644 n.s.
18 : 3n6 0,100+£0,0 0,100 £ 0,090 n.s.
20 : 2n6 0,433 £ 0,033 0,457 £ 0,048 n.s.
20 :3n6 1,617 £ 0,158 1,643 + 0,160 n.s.
20 : 4n6 12,017 £ 0,780 14,557 £ 0,811 <0,05
22 : 4n6 0,100 + 0,00 0,157 £ 0,020 <0,05
2 n6 PUFA 36,733 + 0,891 40,743 + 1,006 < 0,02
18 :3n3 0,150 £ 0,034 0,157 +£ 0,030 n.s.
20 :5n3 0,400 £ 0,037 0,329 +£ 0,042 n.s.
22 :5n3 0,717 £0,119 1,014 £0,142 n.s.
22 :6n3 1,067 £ 0,123 1,586+ 0,202 n.s.
X n3 PUFA 2,333 £ 0,285 3,086 + 0,385 n.s.

Hodnoty udavaji pramér £ SE, pocet zvitat ve skuping 6.

Jednotky: % mol
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Diskuze

Vyrazné zvyseni sérovych hladin adiponektinu spolu se snizenim koncentraci triglyceridii ve
svalu a mirnym zlepSenim zastoupeni mastnych kyselin ve fosfolipidech by mohly ptispét ke
zlepSeni inzulinové senzitivity. Tyto zmény pozorované u HHTg potkani vSak nebyly
spojeny se zlepSenim senzitivity svalové ani tukové tkané. Je mozné, ze se spiSe jedna o
kompenzacni mechanizmus proti nezddoucimu zvySeni triglyceridi a cholesterolu v jatrech,
pozorované u HHTg potkanti. ZvySeni adiponektinu po podéani niacinu bez ovlivnéni
inzulinové senzitivity bylo pozorovano i v klinickych studiich (Linke et al 2009).

Vedle zvysSeni adiponektinu po podéani niacinu byly popsany i zvySené hladiny leptinu,
zjistény byly také protizanétlivé ucinky niacinu v aterosklerotickém procesu (Yu a Zhao
2006) a pokles tendence k trombozam (Westphal a Luley 2008). V klinické studii u pacientii
se zhorSenou gluk6zovou toleranci niacin ptfiznivé ovlivnil morfologii subkutdlni tukové
tkané, kdyz snizil velikost adipocytii (Linke et al 2009).

Zavér

Vysledky ukazuji, ze v pfitomnosti poruch provazejicich metabolicky syndrom podavani
niacinu muze zlepSit dyslipidémii a zvysit hladiny HDL cholesterolu. Soucasné¢ jsme
neprokdzali, ze by podéavani niacinu zhorSovalo inzulinovou senzitivitu a glukézovou
toleranci. V mechanizmu ucinku niacinu se muze uplatnit zvySenad oxidace mastnych kyselin
ve svalu a zvySena sekrece adiponektinu z tukové tkdné.
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VLIV SPONTANNI FYZICKE AKTIVITY NA PARAMETRY METABOLICKEHO
SYNDROMU

M. Maxova, H. Malinska, H. Seidlova, J. Urbanova, L. Kazdova
IKEM, Praha

Uvod

Obezita a fyzicka inaktivita jsou rizikovymi faktory pro poruchy, které jsou souborné
nazyvany metabolicky syndrom. Toto onemocnéni postihuje v rozvinutych zemich az ¢tvrtinu
populace a mezi jeho typické slozky patii inzulinova rezistence, hyperglykémie, hypertenze a
dyslipidémie, kterd ma klicovou ulohu v rozvoji metabolickych poruch, nebot’ s ni je spojeno
zvySené ukladani triacylglyceroli (TAG) a jejich metabolith mimo tukovou tkan (tzv.
ektopické uklddani). Pfitomnost metabolického syndromu je spojena spéti- az
devitindsobnym rizikem vzniku diabetu 2. typu a sdvoj- az trojnasobnym zvySenim
kardiovaskularni mortality (Park et al., 2003). Je prokézano, Ze u obéznich jedinct jiZ mirné
zvySena fyzicka aktivita a nasledny ubytek télesné hmotnosti vedou ke snizeni téchto rizik.
Soucasné studie se zabyvaji tim, zda je pozitivni G¢inek zplsoben spiSe sniZenim télesné
hmotnosti zptisobené fyzickou aktivitou nebo snizenim energetického piijmu, resp. Gpravou
stravovaciho rezimu. Mechanismy, jimiz fyzickd aktivita zlepSuje citlivost tkéni k ucinku
inzulinu nejsou dosud presné objasnény.

Cilem experimentu bylo sledovat u neobézniho kmene hereditdrné hypertriglyceridémickych
potkani (HHTg) pozitivni ulinky vyssi spontanni fyzické aktivity na negativni U¢inky
vysokého piijmu sacharozy.

Metody

Pokus byl proveden na dospélych (3-mési¢nich) samcich HHTg potkanti (kontrolni skupina:
n = 6, pokusnd skupina: n = 7). Neobézni kmen HHTg potkani vykazuje vedle poruch
lipidového metabolismu i vyraznou rezistenci tkani k uc¢inku inzulinu, hyperinzulinémii a
mirnou hypertenzi. Tyto metabolické abnormality jsou u HHTg potkant potencovany dietou
s vysokym podilem sachardzy nebo fruktézy. VSem potkantim byl po dobu 3 tydnl podavan
20%ni roztok sachardzy (vysokosachar6zova dieta) ve formé& napoje ad libitum, stejné jako
standardni peletovand dieta. Pokusna skupina byla rozmisténa po jednom zvifeti do
specidlnich kleci s kolovymi pohybovymi trenaZery (Rat Activity Wheel and Cage, fa Panlab,
Harvard Apparatus) tzv. behatky (r = 16 cm). Potkani méli moznost kdykoliv bud’ béhat nebo
vyuzivat standardni plochu klece k odpocinku. TrenaZery zaznamenavaly v pribéhu
experimentu pocet otaéek v denni i no¢ni hodinu pomoci magnetického ¢idla, které bylo
trvale napojeno na specialni pocitacovy program. Kontrolni skupina byla umisténa v klecich
(2 potkani/1 klec) bez moznosti nadstandardni pohybové aktivity.

Glukézova tolerance byla sledovana pomoci oralniho glukézového toleran¢niho testu (OGTT)
po intragastrickém podani glukézy (3g/100g t.hm.) po nocnim lacnéni. Hladiny jednotlivych
latek byly hodnoceny v ¢ase 0, 30, 60, 120 min a dale byla vypocitana plocha pod kiivkou
(AUC.120min)- Glykémie a hladiny triglyceridi byly stanoveny v séru pomoci analytickych
souprav Pliva-Lachema (CR). Sérové koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEMK) byly stanoveny komer¢né dostupnym kitem fa Roche Diagnostic (Germany).
Koncentrace inzulinu v séru byly méfeny pomoci komeréniho kitu Rat Insulin ELISA
(Mercodia, Uppsala, Sweden). Adiponektin byl stanoven kitem Mouse/Rat Adiponectin
ELISA (B-Bringer Int., Inc.). Ke stanoveni koncentrace triacylglycerolli v jatrech, resp.
svalech byla tkan rozdrcena v kapalném dusiku a extrahovéna ve smési chloroformu a
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methanolu. Po pfidani 2%KH,PO4 byla smés centrifugovdna. Po odpateni byl obsah
triacylglycerolii stanoven pomoci analytické soupravy (Pliva—Lachema, Brno, CR).
Senzitivita tkani k u¢inku inzulinu byla sledovéana ex vivo pfi inkubaci tkané bez inzulinu a
s inzulinem (250 pU/ml) podle inkorporace "*C-U-glukézy do glykogenu kosterniho svalu,
resp. tukové tkané. Lipolyza v tukové tkani byla sledovana podle uvoliiovani NEMK in vitro
pfi inkubaci tkané bez adrenalinu nebo s adrenalinem (250pg/ml). Oxidace mastnych kyselin
byla stanovena in vitro podle inkorporace '*C—palmitatu do CO,.

Vysledky a diskuse

Mezi sledovanymi skupinami nebyl zjistén signifikantni rozdil ve spotifebé vysoko-
sachar6zového napoje (44,5 vs 47 ml/den/potkana) ani standardni diety (17 vs 20 g/den/
potkana).

Spontanni pohybova aktivita vyrazné snizovala u HHTg potkant v pribéhu oralniho
gluk6zového tolerancniho testu 1 v sytém stavu hladiny sérovych TAG. Hladiny inzulinu
nebyly u sledovanych skupin rozdilné, glykémie byla po fyzické aktivité mirné zvySena.
V séru fyzicky aktivnich potkanl byly ptekvapivé zjiStény o 47 % niz$i hladiny adiponektinu
nez u zvitat neaktivnich.

Zvysena fyzickéd aktivita snizila u potkani konzumujicich vysoké mnozstvi sacharozy po
ttech tydnech nejen celkovou télesnou hmotnost, ale zejména i hmotnost epididymalni a
perirenalni tukové tkanég, které jsou ukazatelem visceralni obezity (tab. 1). V tabulkach jsou u
vybranych parametrli pro srovnani uvadény i standardni hodnoty metabolismu HHTg potkanti
bez ovlivnéni dietou a fyzickou aktivitou.

Tabulka 1
HHTg HHTg+VSD | HHTg+VSD p
+ fyz.aktivita
Celkova télesna hmotnost (g 347+ 10,2 441 £ 13 386+ 13 0,04
Hmtonost epididymalni - 2,06 £ 0,04 1,22+ 0,14 0,001
tukové tkané (g/100g t.hm)
Hmotnost perirenalni - 2,30 £ 0,06 1,27+ 0,19 0,001
tukové tkané (g/100g t.hm)
Glykémie (mmol/) 4,79 £ 0,27 4,90+ 0,01 6,20+ 0,27 0,003
TAG (mmol/l) 7,20 +£ 1,38 10,07 + 1,82 5,71 £1,41 0,05
NEMK (mmol/1) 0,47+ 0,02 0,49+ 0,15 0,41 +0,03 N.S.
Inzulin (nmol/) 0,25+ 0,02 0,30+ 0,04 0,38 0,05 N.S.
Adiponektin (ug/ml) - 6,45 + 0,56 342+0,22 0,05
OGTT Glykémie - la¢ny stav | 4,49+ 0,10 583 +0,13 6,79+ 0,18 0,007
Glykémie - 60. minuta | 6,81 +0,11 7,69 + 0,08 7,72 0,49 N.S.
TAG - la¢ny stav 5,53 +0,98 7,82 £ 1,03 4,13 +0,79 0,05
TAG - 60. minuta 3,97+ 0,90 6,88 + 0,60 4,36 +1,03 0,05
NEMK - la¢ny stav 2,16 £ 0,06 2,17+£0,17 2,17 +0,05 N.S.
NEMK - 60. minuta 1,60 £ 0,03 1,20+ 0,01 1,47 £ 0,08 0,01
Hodnoty jsou uvadeny jako prumer = SE
p ... Statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinou HHTg s vysokosacharozovou dietou (VSD) a

skupinou HHTG s VSD a fyzickou aktivitou
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V dals$i ¢asti experimentu byly provedeny inkubacni pokusy, které¢ mély za cil sledovat in
vitro senzitivitu tkani k u¢inku inzulinu.

Bila tukova tkan fyzicky aktivnich potkani obsahovala o 31 % vice bilkovin neZ u
neaktivnich potkant, coz ukazuje, Ze tkan obsahovala adipocyty o mensi velikosti, které jsou
metabolicky aktivngj$i. Lipogeneze sledovana podle inkorporace '*C-U-glukézy do tukové
tkan¢ za bazélnich nebo inzulinem stimulovanych podminek nebyla u jednotlivych skupin
rozdilna. Uvolnovani NEMK z tukové tkan€ po stimulaci adrenlinem bylo u fyzicky aktivnich
potkani vyznamné zvySené. Citlivost kosternich svali k G€inku inzulinu nebyla u
sledovanych skupin rozdilna (tab. 2).

Zvysena pohybova aktivita vyrazné snizovala oxidaci mastnych kyselin jak v kosternim svalu,
tak v hnddé tukové tkani. Inkorporace '*C—palmitatu byla po 3-tydenni fyzické aktivits ve
svalech nizsi 0 42,4 % a v hnédé tukové tkani o 40,3 % nez u neaktivnich zvirat.

Tabulka 2
INKUBACNI POKUSY
Epididymalni tukova tkan
HHTg+VSD HHTg+VSD P
+ fyz.aktivita
Obsah bilkovin (%) 1,38 +0,07 2,01 £0,11 0,004
Lipogeneze - bazilni 355+11 371 +£50 N.S.
(nmol gl/g/2h) - inzulinem stimulovana 640 £ 312 585+ 106 N.S.
Lipolyza - bazalni 1,26 + 0,36 1,85+0,18 N.S.
(umol/g) - adrenalinem stimulovana 2,13 +£0,58 4,35+ 0,61 0,05
Kosterni sval (diaphragma)
HHTg+VSD HHTg+VSD p
+ fyz. aktivita
Glykogeneze - bazalni 39,5+ 8,7 32,1 +£7,1 N.S.
(nmol gl/g/2h) - inzulinem stimulovana 56,3+6,2 46,8 + 6,8 N.S.
Oxidace MK (nmol /g/2h) 83,2+9.3 55,8+ 7,0 0,05
(inkorporace palmitatu do CO,)
Hnéda (interscapularni) tukova tkan
HHTg+VSD HHTg+VSD p
+ fyz.aktivita
Oxidace MK (nmol /g/2h) 57,1+ 1,4 34,1+79 0,02
(inkorporace palmitatu do CO,)
Hodnoty jsou uvadeny jako primér £ SE
p ... Statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinou HHTg s vysokosacharozovou dietou (VSD) a

skupinou HHTG s VSD a fyzickou aktivitou

Ptiznivym vysledkem bylo zjiSténi, ze vétSina sledovanych tkani u fyzicky aktivnich potkanti
obsahovala mén¢ TAG neZ u zvifat fyzicky neaktivnich. Spontanni fyzicka aktivita sniZovala
v kosternich svalech (m. gastrocnemius) o 30 % obsah TAG, v jatrech o 34 % a v myokardu
snizovala obsah TAG dokonce o 40 %. Tyto vysledky ukazuji na niZsi ektopické ukladani
lipidt pfi vyssi fyzické aktivité (viz tab.3).
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Tabulka 3
OBSAH TAG VE TKANICH
HHTg HHTg+VSD HHTg+VSD p
+ fyz.aktivita
Myokard (umol/g) 3,12+0,11 3,39+0,18 2,24+ 0,21 0,01
Jatra (umol/g) 15,13 £ 0,51 18,65 + 1,90 12,25+ 1,07 0,05
Kosterni sval (umol/g) 2,50+ 0,21 2,98 £0,75 2,09 £ 0,28 N.S.
Hodnoty jsou uvadeny jako primer £ SE
p ... statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinou HHTg s vysokosacharézovou dietou (VSD) a

skupinou HHTG s VSD a fyzickou aktivitou

Uroveti spontanni fyzické aktivity potkanti v kolovych trenazerech byla 5,24 + 0,74 km/den.
Zvysena fyzicka aktivita byla spojena se snizenym mnozstvim spotieby standardni diety
(r = -0,88) a zarovenn s niz$i hmotnosti visceralni tukové tkané (r = -0,54), se snizenym
ektopickym ukladanim lipida a s vyssi urovni lipolyzy (r = 0,51).

Pozitivni UC€inek fyzické aktivity se u HHTg potkani na vysokosachardézové dieté
jednoznaéné projevil jednak ve schopnosti redukce visceralni adipozity a jednak ve snizovéani
koncentraci triacylglycerolll v cirkulaci i ve tkanich, coz ukazuje na sniZeni rizika inzulinové
rezistence. V humannich studiich, které sleduji u€inky vyssi télesné aktivity na metabolické
parametry se obvykle uvadi zlepSeni inzulinové senzitivity v diisledku zvysSené oxidace lipidi.
NaSe vysledky oxidace MK v tukové i svalové tkani ukazuji opacnou tendenci. Moznou
hypotézou, ktera vyzaduje dals$i podrobnéjsi zkoumdni je to, Ze oxidace MK po fyzické
aktivité klesla v disledku nedostatku substratu, tzn. triacylglycerol. Studie u lidi byvaji
kratkodobé a intenzita fyzické aktivity obvykle jen mirnd, zatimco v nasem dlouhodobém
experimentu zvitrata pravidelné a velmi intenzivné béhala kazdy den. Je mozné, ze u HHTg
potkanti zvySena fyzicka aktivita zptisobila nejprve vyrazné zvySenou oxidaci lipidd, nasledné
vyznamné snizeni TAG v cirkulaci 1 ve tkénich a pak kdyz doslo ke zna¢nému poklesu TAG,
klesla i uroven oxidace MK. Navic - modelem naSeho experimentu byl neobézni kmen HHTg
potkanii, zatimco v huménnich studiich jsou pfedmétem zkoumani jedinci s obezitou nebo
nadvéahou, u kterych je snahou snizit nadbyte¢nou télesnou adipozitu a u nichz i po fyzické
aktivité ziistavaji tukové rezervy. Cilem nasi prace bylo sledovat, do jaké miry muize vyssi
spontanni aktivita zmirflovat negativni dopady zvysSené konzumace sacharozy, jejiz spotieba
celosvétove dramaticky stoupa a zvySuje incidenci nejen obezity, ale zaroven i1 diabetu 2. typu
a kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Zavér
Vysledky experimentu ukazuji, Ze vyS$$i spotnanni pohybova aktivita u hereditarné
hypetriglyceridémickych potkanti zmirfiovala nckteré negativni disledky konzumace

ulohu v patogenezi inzulinové rezistence.
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TRANSGENIC EXPRESSION OF THE TRANSCRIPTION FACTOR NRF2
AMELIORATES OXIDATIVE STRESS AND METABOLIC SYNDROME
IN SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS

0. Oliyarnyk', M. Maxova', H. Seidlova', J. Urbanova', L. Kazdova', V. Zidek?
V. Landaz, M. Pravenec’

'Department of Metabolism and Diabetes, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague, Czech Republic
*Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic,, Prague, Czech Republic

Abstract

Nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 (Nrf2 or Nfe2l2?) is a key transcription factor
responsible for constitutive and inducible expression of ARE-regulated genes of antioxidant
enzymes. To test the role Nrf2 in the pathogenesis of metabolic syndrome, we derived a
transgenic line of the spontaneously hypertensive rat (SHR) overexpressing Nrf2 cDNA. The
Nrf2 transgene was significantly expressed in multiple tissues which was associated with
increased activities of antioxidant enzymes and reduced lipid peroxidation. TBARS levels
were significantly reduced compared to SHR controls in plasma (1.070 £ 0.101 vs. 1.701 +
0.110 nmol/ml, p < 0.001), liver (0.96 + 0.10 vs. 1.64 £ 0.17 nmol/mg, p < 0.05), and renal
cortex (0.55 = 0.04 vs. 0.69 = 0.05 nmol/mg, p < 0.05). Transgenic rats exhibited increased
basal (19.9 + 2.3 vs. 36.3 + 4.4 nmol gl./mg prot./2h, p < 0.01), insulin stimulated lipogenesis
(90 £ 17 vs. 43 = 6 nmol gl./mg prot./2h, p < 0.05) and adrenalin stimulated lipolysis (5.2 +
0.7 vs. 3.2 + 0.6 pmol/g NEFA, p < 0.05) which suggests higher metabolic activity of adipose
tissue. These findings provided evidence that Nrf2 overexpression ameliorates oxidative stress
and improves several components of the metabolic syndrome.

It is widely accepted that oxidative stress plays a causative role in the pathogenesis of
metabolic syndrome. Understanding the molecular pathway(s) of antioxidant genes regulation
is important for developing antioxidant-inducing agents for the intervention of complications
associated with metabolic syndrome. Nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 (Nrf2 or
Nfe2l2) is a key molecule in the regulation of endogenous antioxidant and detoxifying
enzymes and the cysteine/glutamate transporter involved in the biosynthesis of important
intracellular antioxidant - glutathione (GSH) [1].

Under basal resting conditions, Nrf2 is sequestered in the cytoplasm by the cytoskeleton-
associated, Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl). Keapl functions as a negative
regulator of Nrf2 by promoting ubiquitination and proteasomal degradation of Nrf2[13] M.
Furukawa and Y. Xiong, BTB protein Keapl targets antioxidant transcription factor Nrf2 for
ubiquitination by the Cullin 3-Rocl ligase, Mol. Cell. Biol. 25 (2005), pp. 162—171. Upon
stimulation of cells with free radicals, the reactive cysteine (Cys273, Cys288 and Cys 297)
residues within Keapl undergo oxidation and form an intramolecular disulfide bonds. Nrf2
detaches from Keapl, translocates into the nucleus and forms a heterodimer with a small Maf
(sMaf) protein. The Nrf2—sMaf dimer then binds to antioxidant response element (ARE), a
cis-acting DNA regulatory element with a core nucleotide sequence of 5'-GTGACNNNGCN-
3, localized in the promoter region of many genes coding for antioxidant enyzmes
(superoxide dismutase - SOD, glutathione peroxidase - GSH-Px, heme oxigenase HO-1,
glutathione syntase, y-gluthamyl cysteine ligase thioredoxin reductase 1, and catalase) and
phase Il  detoxifying enzymes (glutathione  S-transferases-GST and UDP-
glucuronyltransferases) and thus stimulates their expression [2].

Nrf2 knockout mice show a deficiency in this coordinated gene regulatory program and
have a higher susceptibility to oxidative stress and chemical carcinogenesis, are highly prone
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to developing steatohepatitis/fatty liver when fed a special diet deficient in methione and
choline. In addition, Nrf2 function is dependent on diet. For example Yu et al showed that
nuclear content of Nrf2 in adipose tissue was reduced in mice by high fat diet feeding,
associated with increased Keap! mRNA expression and decreased expression of antioxidant
enzymes (haem oxygenase-1 and SOD), increased protein oxidation and decreased plasma
GSH:GSSG ratio [3].

Although many studies report Nrf2 induced expression of antioxidant enzymes, most
experiments have been done in vitro or using Nrf2 knockout mice and limited information is
available about the effect of Nrf2 on antioxidant enzymes activity. We derived a new
transgenic line of the spontaneously hypertensive rat (SHR) overexpressing Nrf2 and
determined the activity of the most important antioxidant enzymes: SOD, GSH-Px,
glutathione reductase (GR), GST, concentration of GSH and lipid peroxidation products -
conjugated dienes and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). These parameters
were measured in plasma, liver, myocardium and renal cortex - tissues mostly damaged by
metabolic disorders and hypertension in SHR rats.

Oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of several components of the
metabolic syndrome. In the current study, we investigated the effect of Nrf2 overexpression
on parameters of oxidative stress in relation to glucose and lipid metabolism in the SHR.

We derived a transgenic line of the SHR rats by microinjecting zygotes with the mix of
the Sleeping Beauty (SB) construct containg mice Nrf2 cDNA under control of the CAGGS
universal promoter and the SB100X transposase (referred to as the SHR-Nrf2 transgenic rats).
Control group comprised age-matched nontransgenic SHR. Antioxidant enzymes activities
were detected using kits of Cayman Chemicals, MI, USA, concentrations of GSH,
conjugated dienes and TBARS were measured spectrophotometrically according to
previously described methods [for review see 4].

Insulin sensitivity of muscle and adipose tissue was measured in vitro without or with
insulin (250 pU/ml) according to basal and insulin-stimulated '*C-U-glucose incorporation
into diaphragm glycogen and TAG respectively. The rate of lipolisys was determined by
NEFA release under basal and adrenalin stimulated conditions according to incorporation of
14C—palmita‘[e to CO,.

Activity of antioxidant enzyme SOD increased only in renal cortex of the SHR-Nrf2
transgenic rats in comparison to SHR controls (0.060 + 0.004 vs 0.039 + 0.003 U/mg protein,
p < 0.01). The activity of GSH-dependent enzymes, GSH-Px and GST, was more influenced
by Nrf2 overexpression. GSH-Px was activated in plasma, liver and myocardium in SHR-
Nrf2, GST- in liver, myocardium and renal cortex (Table 1). The activity of GSH-
regenerating enzyme GR was elevated in liver but concentration of GSH remained
unchanged. It could be ascribed to the transport of GSH to other tissues which is evidenced by
increased plasmatic GSH concentration. In renal cortex such GR activity as GSH
concentration were elevated. The activity of catalase was increased in all investigated tissues.
Induction of the antioxidant enzymatic system contributed to ameliorated lipid peroxidation.
Although concentration of intermediate lipoperoxidation products conjugated dienes, was
reduced only in liver (28 + 2 vs 36 + 3 nmol/mg, p < 0.05), the level of final products, the
TBARS, was reduced in plasma, liver and renal cortex.

Transgenic rats exhibited increased both basal (19.9 = 2.3 vs. 36.3 £ 4.4 nmol gl./mg
prot./2h, p < 0.01) and insulin stimulated lipogenesis (90 = 17 vs. 43 + 6 nmol gl./mg prot./2h,
p < 0.05) and elevated adrenalin stimulated lipolysis (5.2 £ 0.7 vs. 3.2 = 0.6 umol/g NEFA,
p < 0.05). Nrf2 overexpression had no effects on plasma glucose and TAG concentrations,
(data not shown) but increased NEFA levels (0.527 £ 0.025 vs 0.310 £ 0.018 mmol/l,
p <0.01). The level of TAG were reduced in myocardium in transgenic rats (1.411 + 0.144 vs
2.101 £+ 0.013 pmol/g tissue, p < 0.05) but remained unchanged in plasma, liver, and renal
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cortex. In addition, insulin stimulated incorporation of glucose into diaphragm glycogen was
significantly increased in SHR-Nrf2 transgenic rats when compared to controls (313 + 48 vs.
151 £ 35 nmol gl./g/2h, p < 0.05).

Table 1 Parameters of oxidative stress associated with transgenic expression of Nrf2

Tissue | SHR | SHR-Nrf2
Glutathione peroxidase
Plasma umoINADPH min/ml 271 £ 19 345 + 8**
Liver pmol NADPH min mg protein 206 + 14 288 + 18**
Myocardium pmol NADPH/min/mg protein 121 £ 14 256 £ 24%**
Renal cortex pmol NADPH min/mg protein 146 + 10 157+ 16
Glutathione transferase
Plasma, nmol CDNB, min/ml 4,50+ 0 67 6.0 £0.66
Liver, nmol CDNB, min/mg protein 116 £ 11 162 + 15*
Myocardium, nmol CDNB, min/mg protein 22+3 36 £ 3**
Renal cortex, nmol CDNB, min/mg protein 48 +4 70 £ 7*
Glutathione reductase
Plasma, pmol NADPH/min/ml 80£8 87+6
Liver, umol NADPH/min/mg protein 101 +6 142 + 15%*
Myocardium, pmol NADPH/min/mg protein 49 £ 5 56+ 6
Renal cortex, pmol NADPH/min/mg protein 25+2 33 + 3*
Reduced glutathione
Plasma, pmol/ml 5.53+0.19 6.55 + 0.18**
Liver, mmol/mg protein 39+4 41+3
Myocardium, mmol/mg protein 249 +2)5 274 +£1,7
Renal cortex, mmol/mg protein 11.7+14 159 £0.9*
Catalase
Plasma, umol H,O,/min/ ml 1170 £21 1245 + 22*
Liver, umol H,O,/min/ mg protein 977 + 25 1251 £ 25%**
Myocardium, umol H,O,/min/ mg protein 712 +49 881 + 56*
Renal cortex, pmol H,O,/min/ mg protein 646 + 50 040 + 48***
TBARS

Plasma, nmol/ml 1.701 £0.110 1.070 £ 0.101***
Liver, nmol/mg protein 1.637+0.165 0.957 + 0.097*
Myocardium, nmol/mg protein 0.591 + 0.059 0.480 + 0.029
Renal cortex, nmol/mg protein 0.691 + 0.050 0.552 +£0.037*

o k% and * denote p<0.001, p<0.01, p<0.05

Numerous studies have shown that the Nrf2/ARE pathway regulates several clusters of
genes important in antioxidation and detoxification in different pathologic conditions like
cancer, obesity, diabetes, inflammation, atherosclerosis, autoimmune diseases etc. [for review
see 5]. Current study was performed using a unique model of transgenic SHR-Nrf2 rats. In
contrast to many previous studies demonstrating increased expression of antioxidant enzymes,
including SOD, GSH-Px, GST, GR and catalase, we showed elevated activity of these
enzymes and their tissue specific activation. For instance, the activity of SOD was increased
only in the renal cortex. Likewise, Zhu et al have shown that SOD expression was not
increased in Nrf2™" cells in comparison to Nrf2” cells under basal conditions suggesting that
Nrf2 signaling was not involved in the regulation of basal SOD expression [6].
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The Nrf2 overexpression was associated with amelioration of several parameters of lipid
and glucose metabolism. We have shown increased both basal and insulin stimulated
lipogenesis and adrenalin stimulated lipolysis in epididymal adipose tissue which suggests
higher metabolic activity of this tissue in SHR-Nrf2 transgenic rats. The consequence of
increased lipolysis is elevated NEFA plasma concentration. Previously, Shin et al investigated
the effect of the potent Nrf2 activator CDDO-Imidazolide on adipose tissue morphology and
fatty acid synthesis in Ner'/' mice fed a high fat diet [7]. CDDO-Imidazolide inhibited
accumulation of lipid droplets but did not contribute to changes in expression of fatty acid
synthesis enzymes (fatty acid syntase, acetyl-CoA carboxylases 1 and 2). The Nrf2 may
regulate lipid homeostasis genes directly or indirectly by altering levels of lipid-related
transcription factors and coregulators. For instance, Tanaka et al have shown decreased
PPARYy expression and elevated expression of sterol regulatory binding proteins in liver
(SREBP-1c and SREBP-2) of Nr]?'/' mice [8]. One of the proteins involved in lipid
metabolism was shown to be strongly enhanced in Nrf2”" mice was the ATP citrate synthase
[7]. This enzyme cleaves citrate to form acetyl-CoA and oxaloacetic acid. The latter is a
precursor for pyruvate which is at the crossroads of multiple biochemical pathways including
lipogenesis in many tissues and is especially active in liver. In addition, the role of Nrf2 as a
regulator of lipid metabolism is not restricted to the liver but likely extends also to the adipose
tissue. Clearly, the role of Nrf2 in lipid homeostasis is complex and requires further
clarification.

A potential role for Nrf2 in the regulation of glucose and lipid metabolism has recently
been recognized. Aleksunes et al showed that Ner'/ " diabetic mice had higher glucose levels
as compared to wild type diabetic mice and treatment with Nrf2 activator oltipraz lowered
blood glucose only in wild-type animals [9]. Thus Nrf2 is an essential component of glucose
metabolism. Current study provided compelling evidence that Nrf2 plays an important role in
regulating sensitivity of adipose and muscle tissues to insulin action.

Our results indicate that Nrf2 transgenic expression ameliorated oxidative stress in
plasma, liver, myocardium and kidney and improved some features of the metabolic
syndrome. Given the regulatory role of the Nrf2 of antioxidant system, insulin sensitivity and
lipid homeostasis, the pharmacological manipulation of Nrf2, for instance with sulforafan and
CDDO-Imidazolide, might be beneficial in treating metabolic disorders related to insulin
resistance.
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NOVY KRYSI MODEL JATERNI STEATOZY A CHRONICKEHO ZANETU
E. Palenickova, Z. Papackova, O. Oliyarnyk, H. Daiikova, M. Cahova, L. Kazdova
Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Abstract

Low-level chronic inflammation and liver steatosis belong to the conditions often associated
with metabolic syndrome and type 2 diabetes. In the present study we employed three unique
genetic models that enabled us to study the role of above mentioned risk factors in the
development of disorders associated with metabolic syndrome alone or in combination. The
experiments were carried out on transgene rats overexpressing either CRP (model of chronic
inflammation) or liver transcription factor SREBP-1a that regulates transcription of enzymes
involved in fatty acid synthesis de novo (model of liver steatosis). The double transgene strain
(CRP x SREBP-1a) was derived by direct crossing of both parental transgene strains and
overexpressed both CRP and SREBP-1a genes. We found that SREBP-1a overexpressing
phenotype is associated with the dysregulation of both lipid and glucose metabolism markers
and mild steatosis while CRP overexpressing phenotype exhibit significantly higher steatosis,
only mild elevation of triglyceridemia and free fatty acid content in serum while insulinemia
remained normal. The phenotype of double transgene animals (mild dyslipidemia, normal
glycemia and insulinemia, high TAG content in liver) did not represent simple accumulation
of features found in both original strains what indicates that the information obtained on
models of isolated disorders are of somewhat limited validity for the study of the development
of such a complex disease like metabolic syndrome.

Uvod

Inzulinova rezistence (IR) je porucha ucinku inzulinu a definujeme ji jako stav, pii némz
normalni hladiny inzulinu v plazmé vyvoldvaji nizsi biologickou odpovéd’ organizmu. IR
obvykle chapeme ve spojitosti s metabolizmem glukézy, ackoli rezistence se muze tykat i
dalSich t¢inkid inzulinu, napiiklad jeho vlivu na metabolizmus tukl a bilkovin, tedy stavu,
kdy organismus neni schopen pfimétené reagovat na inzulin[1]. Tkanova rezistence ve vztahu
k taéinku inzulinu je asociovana s hypertriglyceridémii, hyperinzulinémii, zhorSenou
glukézovou toleranci a obezitou. Tyto vzajemné spojené metabolické poruchy vyrazné
zvySuji riziko rozvoje diabetu 2. typu a kardiovaskularnich chorob. Pfi¢iny rozvoje inzulinové
rezistence jsou multifaktoridlni a patfi k nim genetickd predispozice, obezita a nutri¢ni
faktory.

Nealkoholicka jaterni steatdoza (NAFLD - nonalcoholic fatty liver disease) je celosvétove
rozsifené chronické onemocnéni jater zasahujici jak dospélé, tak déti. Prosté steatoza je stav,
kdy obsah tuku v jatrech prevysuje 5 % hmotnosti jater. NAFLD je jiz provdzena mirnym
zvySenim  jaternich testl, zejména  aktivity alaninaminotransferdzy (ALT) a
aspartataminotransferazy (AST) [2,3]. Prevalence NAFLD pfi metabolickém syndromu a
diabetu 2. typu je témé&f 100 %. Ackoli NAFLD sama o sobé je benigni onemocnéni, mize
vyznamn¢ urychlovat rozvoj chorob asociovanych s metabolickym syndromem. Vyznamnym
faktorem rozvoje NAFLD jsou zmény v expresi transkripnich faktori SREBPs (sterol
regulatory binding proteins). Zvysend hladina inzulinu je asociovéna se zvySenou expresi
SREBP-1c, ktery tidi transkripci genti pro enzymy podilejici se na syntéze mastnych kyselin
de novo [4]. SREBP-1a a SREBP-2 pfednostné¢ aktivuji syntézu cholesterolu. SREBP-1a
stimuluje transkripci genu kodujiciho acetyl-CoA-karoxylazu [5].
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Zéanét je dualezité patofyziologické spojeni mezi obezitou a metabolicko-cévnimi
komplikacemi [6]. ZvySené hodnoty zanétlivych ukazatelt, zvlast¢ C-reaktivniho proteinu
(CRP) v krevni plazmé, jsou spojeny se zvySenym rizikem cévniho onemocnéni. Existuje fada
studii ukazujicich, Ze stav chronického zanétu v tukové tkani predstavuje jeden z kauzélnich
faktori podmifiujicich rozvoj tkdnové inzulinové rezistence a sni spojené metabolické
poruchy. Vyznamnym znakem probihajiciho zanétu jsou zvySené hladiny CRP v krvi [7].
Rada prospektivnich studii nasla silnou, na dalsich rizikovych faktorech nezavislou, spojitost
mezi sérovou koncentraci CRP a ndstupem diabetu [8]. Dosud ne zcela vyjasnéna je vSak
otazka, zda zvySené hladiny CRP pfispivaji k patogenesi choroby, nebo zda jsou pouze
privodnim znakem zanétlivého procesu [9].

Cilem predkladané prace bylo studium vlivii riiznych rizikovych faktort, a to jaterni steatozy
a chronického zanétu, na rozvoj poruch lipidového a gluk6zového metabolizmu. Vyuziti
unikatnich transgennich kmend, u nichz byla navozena zvysend exprese SREBP-la nebo
CRP, ndm umoznila studovat vliv jednotlivych faktorti oddélené. V této praci je dale poprvé
popsan dvojit¢ transgenni kmen exprimujici jak SREBP-1a, tak i CRP, ktery umoziuje
studium vlivu kombinace dvou riiznych rizikovych faktort.

Metodika

Pokusy byly provedeny na dospélych samcich kmene SHR (spontaneously hypertensive rats),
u nichZ byla navozena bud zvySend exprese lidského CRP (SHR-CRP), nebo lidského
SREBP-1a (SHR-SREBP-1a) v jatrech. Jako kontroly slouzili potkani vychoziho kmene SHR.
ZvySena exprese SREBP-la byla dosaZena injikaci plasmidu obsahujiciho lidsky ¢cDNA
SREBP-1a gen a promotor PEPCK genu do zygoty SHR [10]. Lidsky CRP byl exprimovan
pod kontrolou apoE promotoru [9]. Dvojité transgenni kmen (CRP x SREBP-1a) vznikl
cilenym kiizenim obou vychozich kmend. Exprese vnesenych genti byla ovéfena pomoci
PCR. Sérové koncentrace TAG, NEMK, cholesterolu, glukézy a inzulinu byly stanoveny
komeréné dostupnymi kity.

Vysledky a diskuze

Vliv zvySené exprese CRP a SREBP-la na celkovou télesnou hmotnost a na hmotnost
jednotlivych organii je uveden vtab. 1. U skupiny SHR-CRP je patrny narust télesné
hmotnosti, naopak u skupiny SHR-SREBP-1a jsme zjistili vyznamny pokles. ZvySena exprese
CRP neovlivnila miru adipozity (vaha epididymalniho tukového télesa vztazenid na 100 g
t. hm.), zatimco zvySena exprese SREBP-la vedla k jejimu drastickému snizeni. Podle
oc¢ekavani zvySena exprese SREBP-la vedla k vysoce signifikantnimu nartstu hmotnosti
jater, zvySena exprese CRP se projevila pouze hraniéné vyznamnym narGstem jejich
hmotnosti. Dvojité¢ transgenni kmen nevykazoval prostou kumulaci znakd pozorovanych
u vychozich transgennich zvifat. U tohoto kmene jsme prokazali pokles celkové télesné
hmotnosti a naopak jsme zaznamenali nardst adipozity. Proti o¢ekavani jsme nenasli zménu
v hmotnosti jater.
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Tabulka 1 Vliv zvySené exprese CRP a SREBP-1a na télesnou hmotnost a hmotnost

vybranych organti

SHR kontroly SHR-CRP SHR kontroly SHR-SREBP-1a | SHR kontroly = CRPxSREBP-1a
(n=7) (n=5) (n=9) (n=11) (n=10) (n=5)

celk. vaha (g) 289 +4 309 + 5* 376 =7 343 £ 7# 297+5 250 £ 5%
ETT/100 g
t.hm. 0,61+0,04 | 0,64+0,03 0,68 + 0,05 0,18 = 0,04# 0,70 £ 0,02 1,10 £ 0,107
jatra (g) 10,8 + 0,2 12,8 +£0,5*% 15+0,7 21,5+ 0,5# 11,0+ 0,24 12,1 £0,36
srdce (g) 1,09 £ 0,02 1,31 £ 0,04* — — 1,08 £ 0,03 0,95+ 0,037
ledviny (g) 2,09 + 0,06 2,54 +0,16* — — 1,96 + 0,05 1,67 £ 0,067

Hodnoty udavaji primér + stand. chyba pruméru. *CRP vs kontrola p < 0,05; #SREBP-1a vs kontrola
p <0,05; TCRP-SREBP-1a vs kontrola p < 0,05.

Zékladni trend zmén parametra lipidového metabolizmu u jednotlivych experimentalnich
skupin byl shodny, i kdyZ intenzita poruch se mezi skupinami lisila. U vSech skupin doslo
ke srovnatelnému vzestupu koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK)
v séru. Triglyceridémie byla nejvice zvysend ve skupiné SHR-SREBP-1a, nejméné u skupiny
SHR-CRP. Proti o¢ekavani byla triglyceridémie u dvojité transgenniho kmene sice zvysSena
ve srovnani s kontrolami, ale vyznamné niz§i ve srovndni s kmenem SHR-SREBP-la.
Poruchu gluk6zového metabolizmu, a to vzestup syté glykémie a inzulinémie, jsme prokazali

pouze u kmene SHR-SREBP-1a.

Tabulka 2 Vliv zvySené exprese CRP a SREBP-1a na zakladni parametry lipidového a

glukézového metabolizmu.

SHR kontroly SHR-CRP SHR kontroly SHR-SREBPla| SHR kontroly = CRPxSREBP-1a
(n=7) (n=5) (n=9) (n=11) (n=10) (n=5)
TAG (mmol/l) 0,64 + 0,03 0,84 + 0,05%* 0,47+ 0,03 5,60 = 0,94# 0,52 + 0,03 1,39 + 0,087
?rlrllarlr\l/gl(/l) 0,33 +0,03 0,76 £ 0,07* 0,51+ 0,02 0,83 + 0,04# 0,37+ 0,04 0,86 + 0,057
Glec (mmol/l) 3,63+ 0,09 4,08 +0,16* 5,20+ 0,20 6,10 £ 0,30# 6,80+0,13 6,30+ 0,127
Inzulin (nmol/l) | 0,26 + 0,03 0,23 £0,03 0,23 +0,03 0,88 + 0,09# 0,40 + 0,04 0,35+0,10
Chol (mmol/l) 1,29 +0,06* 1,80+ 0,10 2,20+ 0,20# 1,11 +0,04 1,16 + 0,07

Hodnoty udavaji primeér + stand. chyba priméru. *CRP vs kontrola p < 0,05; #SREBP-1a vs kontrola
p < 0,05; +CRPxSREBP-1a vs kontrola p < 0,05.

U vSech transgennich skupin jsme prokéazali signifikantné vyS$s§i obsah TAG v jatrech
ve srovnani s kontrolnim kmenem SHR. Ve skupiné SHR-CRP jsme prokazali vyssi obsah
TAG v jatrech v porovnani se zvifaty se zvySenou expresi SREBP-1a, tedy pfesné¢ opacny
vztah, nez v ptipadé obsahu TAG v séru. Predpokladame, Ze toto pozorovani by bylo mozné
vysvétlit rozdilnou schopnosti sekrece VLDL zjater u obou kmenl. Dvojité transgenni
skupina také potvrdila tento protikladny trend mezi TAG v séru a TAG v jatrech. Svymi
hodnotami TAG v séru a v jatrech se kmen CRP-SREBP-1a podoba skupin¢ SHR-CRP.
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Obr. 1 Vliv zvysené exprese CRP a SREBP-1a na obsah TAG v jatrech. Hodnoty udavaji
prumér (n = 5 az 9) £ stand. chyba priméru. & SREBP-1a vs CRP p < 0,0001; ¥ CRP-
SREBP-1a vs SREBP-lap <0,01.

Zavéry

Zjistili  jsme, Zze geneticky navozend steatéza prostiednictvim zvySené exprese
SHR-SREBP-1a je spojena s poruchami lipidového a glukdézového metabolizmu. Naproti
tomu overexprese SHR-CRP je asociovana pouze s poruchami metabolizmu lipidt, pficemz
inzulinémie je normalni. Dvojité transgenni kmen (CRP x SREBP-1a) vykazoval spiSe znaky
rodi¢ovského CRP fenotypu (dyslipidemie, normalni glukézova tolerance, zvyseny obsah
TAG v jatrech).
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HOMOCYSTEIN, VITAMINY B A PORODNi HMOTNOST V CESKE POPULACI
HOMOCYSTEINE, VITAMINS B AND BIRTH WEIGHT IN CZECH POPULATION
D. Palyzova', J. Riedlova?, V. KoZich®

1 Klinika deéti a dorostu 3. LF UK Praha
2 Ustav anatomie 3. LF UK Praha
3 Ustav dédicnych metabolickych poruch 1. LF UK Praha

Abstract

Fetal hypotrophy is closely associated with quantitative and/or qualitative fetal
undernourishment, which is considered to cause chronic diseases including cardiovascular
disorders. The present study investigated interactions of the metabolism of homocysteine
(Hey) and its cofactors (vitamin B12, B6, folate) with birth weight in physiologic and
hypotrophic newborns. The mothers in the affected group were more often smokers, had
significantly lower weight, lower weight gain during pregnancy and lower placenta weight.
Gestational age, parity, number of pregnancies, vitamin supplementation during the
pregnancy, MTHFR genotype, and plasma levels of Hcy, folate and vitamin B6 did not affect
the newborn’s weight. The etiology of the significantly higher levels of cobalamine in both
mothers and their hypotrophic offspring than in the control set remains unkwnown.
Multivariate logistic regression analysis ascertained a significant effect of the placenta weight,
creatinine levels and mother’s smoking during the pregnancy in prediction of fetal birh
hypotrophy. Homocysteinemia at the time of delivery was not associated with birth wieght of
the newborns. Intrauterinni ristova retardace (IURG) je povazovana za rizikovy faktor pro
vznik chronickych chorob dospélého véku, véetné onemocnéni kardiovaskularniho systému.
Jednou z ptic¢in IURG je fetalni podvyziva z primarniho nedostatku makro- a mikronutrientd,
nebo metabolické poruchy jejich vyuziti rostoucimi tkanémi fétu.

Cilem prace bylo testovat moznost pfi¢inného vztahu mezi parametry metabolismu
homocysteinu (Hcy) a vybranych kofaktorti (vitamin B12, holotranskobalamin-holoTC,
vitamin B6, folat) u fyziologickych a hypotrofickych novorozencti (SGA-small for age)
v korelaci s matetskymi hladinami a v zavislosti na porodni hmotnosti.

Soubor cilovy je tvofen 98 pary matka—SGA novorozenec (soubor B), s porodni
hmotnosti niz$i nez hodnota 10. percentilu pro dany gestacni tyden a pohlavi novorozence (5),
soubor kontrolni sestava z 92 part matka-fyziologicky novorozenec (soubor A). Pozadovana
kriteria pro zafazeni do studie zahrnovala donosSenost plodu (gestacni vek 38.- 42.tyden), u
matek anamnestické vylouceni hypertenze, diabetu mellitu, metabolického syndromu a
dalsich onemocnéni ovlivilujicich metabolismus Hcy, vitaminu B12, B6 a folatu a
dlouhodobé farmakoterapie. Bezprostiedné po porodu novorozenci nevyzadovali intenzivni
péci, nebyly shledany zavazné vrozené vyvojové vady.

Srovnavana byla anamnestickd data matky (zékladni socidlni a antropometrickd data,
prabéh téhotenstvi a porodu) a antropometrickd data novorozence. Biochemicka a geneticka
analyza vzorkli vendzni krve matky ziskané bezprostiedné¢ po porodu a pupecnikové krve
novorozence zahrnovala parametry metabolismu Hcy (Hcy, vitamin B12, holoTC, vitamin
B6, folat) a dvé varianty v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR, c.677T a
c.1298C).

Matky hypotrofickych novorozencti byly ¢astéji kutacky jiz pred otéhotnénim i v pritbéhu
téhotenstvi (p = 0,009), jejich hodnoty télesné vysky, hmotnosti, BMI pted téhotenstvim i
pted porodem (p = 0,004) a t€hotenského ptiriistku hmotnosti (p = 0,0001) byly ve srovnani
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s matkami novorozencii fyziologickych vyznamné nizs$i. Vék matky, vzdélani rodict, parita,
cetnost t¢hotenstvi, téhotenska suplementace vitaminy a gestacni vek neovliviiovaly hmotnost
novorozence.

Hodnoty vsech antropometrickych parametrii novorozence, tj. t€lesna hmotnost, délka,
obvodove, Sitkové rozméry, vybrané kozni fasy (p = 0.0001) a hmotnost placenty (p =
0,0001) byly vyznamné nizsi u probandii souboru cilového nez kontrolniho.

Homocysteinemie matek obou soubort byla vyss§i nez u novorozenct.

Univariantni analyza nepotvrdila statisticky vyznamné rozdily plazmatickych hodnot
folatu, vitaminu B6 a Hcy mezi soubory matek ani novorozencii. Vyznamné vys$Si jsou
plazmatické hodnoty kobalaminu u novorozencli nez matek obou skupin, a dale u matek (p =
0,004) 1 déti (p = 0.0002) souboru cilového nez kontrolniho.

Korela¢ni studie novorozeneckych dat prokazala v obou souborech vyznamnou negativni
korelaci mezi hladinami Hcy a holoTC (p = 0,01), folatem (p = 0,05) a vitaminem B6 (p =
0,01).

Asociacni studie (case-control) nenalezla statisticky vyznamné rozdily frekvence alel
nesoucich variantu 677T a 1298C, rovnéZ se neliSilo rozloZeni jednotlivych genotypi mezi
matkami a novorozenci v obou souborech.

Multivariantni logisticka regresni analyza testovala vliv vybranych proménnych matky
(hmotnost, Hcy, vitamin B12, kreatininemie, koufeni pfed t€hotenstvim a v téhotenstvi,
varianty MTHFR) a ditéte (gestacni vék, hmotnost placenty, MTHFR): signifikantni vliv na
predikci hypotrofie plodu maji kretininemie matky, hmotnost placenty a koufeni matky v
téhotenstvi.

Vysledky studie neprokazaly vliv homocysteinemie na porodni hmotnost.

Etiologie vysSich hladin kobalaminu u hypotrofickych novorozenci a jejich matek nez v
souboru kontrolnim zlstava zatim neznama.

V poslednich letech je diskutovana hypotéza fetalnitho programovéani chronickych
onemocnéni (1) jako dasledek disharmonického vyvoje plodu souvisejiciho s poruchou jeho
vyzivy, funkce fetomaternalni jednotky (6) a nasledné IURG. Béhem kritické faze vyvoje
plodu se miize prenatalni a Casné postnatalni porucha vyzivy podilet na ,programovani
rozvoje obezity, Casné faze aterosklerdzy, diabetu mellitus 1 hypertenze. Ohrozenou skupinou
jsou pifedevsim jedinci s nizkou porodni hmotnosti a délkou a malym objemem placenty
(primérni porucha vyvoje placenty) .

Kli¢ové vitaminy B (vitamin B12, B6, kyselina listova), jejichz spotfeba v te€hotenstvi
vysoce stoupa, ovliviiuji rist plodu, vyznamnou roli hraji i jako kofaktory metabolismu Hcy.
V prubéhu téhotenstvi je metabolismus Hcy modifikovan: béhem 1. a 2. trimestru hladina
Hcy klesa ptredevSim v disledku fyziologickych hormondlnich zmén (12). Obvyklé
plazmatické hodnoty u zdravych Zen na konci téhotenstvi se pohybuji mezi 5-8 pumol/l (12).
Hcy je sekvestrovan z matetského obchu a nasledné vyuzit pro stavbu fetalnich tkéani (7).
Fetalni koncentrace Hcy setrvava na nizké hladiné pravdépodobné diky vysoké metabolické
potiebé¢ tetrahydrofolatu pti syntéze DNA (9).

Novorozenecké hodnoty Hcy jsou nizS§i nez matefské, rozdily ¢ini 0.5 - 2 umol/l,
prumérné 4 - 7 umol/l (11,13). Homocysteinemie v dokumentovanych souborech nasi studie
matek a jejich fyziologickych i hypotrofickych novorozencii byla ve shodé s vySe zminénymi
pracemi. Podobn¢ jako v jinych studiich (2) nebyl ani v nasi praci potvrzen vyznamny vztah
mezi matefskou hladinou Hey a porodni hmotnosti.

Plazmatické hladiny vitaminu B12 rovnéz zaznamenavaji v prib&hu té€hotenstvi pokles
(4), avSak hladiny kobalaminu 1 holoTC v pupecnikové krvi dosahuji ndsobki matefskych
hodnot (8,10). Stejny trend byl potvrzen i ve vlastni studii, s napadné velkym rozptylem
interindividuélnich hodnot, ktery byl popsan diive literdrn€ (3). VysSi hladinu fetalniho
kobalaminu (ve srovnani s hladinou matetskou) Ize vysvétlit mimo jiné placentarni syntézou
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transkobalaminu a hustotou transkobalaminovych receptorti v placenté samotné, u¢innou
extrakci z matetské cirkulace, redistribuci mikronutrienti ve fetalni tkdni a nizkym podilem
vitaminu B12 ve fetalnich jatrech (30%). Plod retinuje vétSinu vitaminu B12 v krvi a utilizuje
pottebné mnozstvi pro biochemické reakce. Transport matefského kobalaminu je
pravdépodobné determinovan jinymi faktory nez jeho koncentraci (9).

Matetské koncentrace vitaminti B i Hey predikuji hladiny ve fetdlni krvi v dobé narozeni.

Pro nélez vyssich hladin kobalaminu u matek i1 déti naSeho cilového souboru zatim nebylo
nalezeno jednoznacné vysvétleni. Vysledky nabizeji hypotézu poruchy v remetylacnim cyklu
Hcy, ev. receptorovou poruchu nebo jinou metabolickou abnormitu, omezujici utilizaci
kobalaminu plodem.
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Abstract

Because the real bio-membranes and the transporting processes realized across them are
very complicated, the model membranes have been used for elucidation of the basic
transporting steps. In the contribution, the different possibilities of characterization,
description, and elucidation of the transport processes on the example of some metal ions and
their complexes, i.e., of cadmium, lead, and copper, were presented. It summarizes the results
achieved using supported phospholipid model membranes formed on porous membranes and
on agar support. Discussed transporting processes of selected ions have been characterized
using two electrochemical methods: electrochemical impedance spectrometry (EIS) and
voltammetry. The impact of some parameters on these systems and processes was
investigated.

Introduction

All living cells of plants and of animals (and of some viruses too) are surrounded by lipid
bilayer membranes (LBM). These membranes are flat sheets that form a continuous barrier
around cells and subcellular structures. The phospholipids are the basic building elements of
most natural membranes. Additionally to phospholipids, the membranes contain a wide
variety of biological molecules, primarily proteins and lipids, which take part in many cellular
processes, such as ion channeling, conductance, cell signaling, etc. [1, 2]). Lipid bilayers
(LBs) (or phospholipid bilayers (PLBs)) are thin, flat membranes consisting of two layers of
lipid molecules, with their hydrophobic parts, usually fatty acid tails, directed toward the
center of the membrane, and with hydrophilic parts located at the inner and outer borders [3].

Because the real cell membranes are very complicated, we were using model membranes,
more precisely, model supported phospholipid (SPL) membranes (SPLM) or bilayers (SPLB),
which should represent, in the first approximation, the real protoplast membrane [1, 3, 4].
There are many different principles, on which the molecules, ions, or particles are transported
across the bilayer membrane. The preparation of model PL membranes in different ways and
transport of particles (heavy metal ions Cd*", Pb>", etc. and their complexes) across them have
been studied by our research team for a few last years (e.g., [1, 3-12].

Various techniques have been applied to the study of the membrane formation and of the
transporting processes investigation. However, the electrochemical methods (voltammetry,
electrochemical impedance spectroscopy (EIS)) proved to be very successful in this research.

! Correspondence author
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Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) (e.g. [13]) can be very suitable for
characterization of the formed PLBs (black lipid membranes (BLM)) [14]. Such relatively
simple (however highly sophisticated) non-invasive method provides the detailed structural-
functional information on these systems ([15] and the references therein). The simplest way is
to form such a bilayer on some supporting material (supported phospholipid bilayers; SPBL),
e.g., a metallic substrate (mercury [14], gold, or on some gel surface), or in the form of a self-
supporting membrane, e.g., as a bubble at a Teflon cap [16-19], filling a small micro-holes in
a plate [20], or in a membrane [5, 10].

Our research team devoted its attention to preparation of PLBs on the surfaces of porous
membranes [12] and a new promising approach for the preparation of PLB membranes seems
to be the application of sol-gel technology, i.e., formation of PLBs at the agar electrode (e.g.,

[9].
Methods

Used Apparatus

For quantification of the electrochemical impedances, silver/silver chloride electrodes
(silver wire, diameter 1 mm, electroplated with silver chloride) were used. Platinum wire,
diameter 1 mm, served as the auxiliary electrode. These measurements were realized using a
CHI 650C Electrochemical Analyzer/Workstation, Software: CHI v. 8.1 (IJ Cambria
Scientific, Carms, UK).

The voltammetric determinations of lead, cadmium and copper ions and their complexes
were carried out using a PC-controlled voltammetric analyzer ECO-TRIBO polarograph
(Polaro-Sensors, Prague, Czech Republic), equipped with MultiElchem v. 2.1 software [21]
(J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry of AS CR, v.v.i., Prague, Czech Republic) and
with POLAR.PRO software v. 5.1 (Polaro-Sensors, Prague, Czech Republic). A pen-type
electrode HMDE was used as the working electrode, an Ag/AgCI/KCl (3 mol.L™") as the
reference electrode to which all the potentials are referred to, and a platinum wire served as
the counter electrode (both Elektrochemické Detektory, Turnov, Czech Republic). The
applied parameters were: Accumulation potential (E,.c) = -850 mV, accumulation time (tacc)
= 180-3610 s, initial potential (Ej,) = -700 mV, final potential (Eg,) = +150 mV, scan rate
10 mV.s™.

The pH was measured by a digital pH/mV meter MPH 61 with a combined electrode
TYPE 01-29 (all from Monokrystaly, Turnov, Czech Republic).

Cell Designs for EIS Measurements

Two different types of cells were constructed by our research group for investigation of
the PLB on porous membranes: A) “U_Cell”. The part of polycarbonate membrane is placed
between two parts of glass U shaped cell, which were then filled with a proper electrolyte or
sample [7, 8]; B) “Insert” cell - made from polythene tube cup with a hole, on which
polycarbonate membrane was sealed with different epoxy resins onto the plastic cup with a
small hole in the center, prior to the application of the phospholipid solution. This cup
subsequently formed the bottom of the upper part of the polypropylene electrochemical cell.
The schematic and photographic pictures of cells were published in [1, 3, 10]. The working
electrode (silver wire electroplated with silver chloride) was immersed in the upper part and
the reference electrode (silver wire electroplated with silver chloride) and the auxiliary
platinum electrode were immersed in the bottom part.
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Preparation of Supported Phospholipid Bilayers

The way used to preparation of PLBs on porous membranes was described in detail, e.g.,
in [1, 3, 10]. We mention the basic points here: A phospholipid solution (20 mg.mL'1 in
n-heptane) was applied to both sides of the porous polycarbonate membrane and the solvent
was evaporated on the air. The ionophores were added to the phospholipid solutions before
their application on the membrane surfaces.

The preparation of PL on the surface of agar-substrates has been tested in the framework
of our research too. The gel can be prepared by mixing a suitable polymer (PVC, agar,
agarose, etc.) with one of the electrolyte solutions at an elevated temperature. After cooling
the mixture to room temperature in a suitable mould, the gel electrode is formed. It assumes a
variety of shapes and it is easy to handle [9].

Results and Discussion

In correspondence with the earlier published results (e.g., [1, 3, 5, 10]), it can be
concluded that the model membranes in the form of SPLBs can be used for simulation of real
cell membranes. Various reliable and reproducible ways of their preparation were worked out
and tested, as well as methods of their characterization using electrical equivalent circuits.
The SPLB can be considered as completely formed in about 40-60 minutes after application
of phospholipids on the support holder, the times of formation are a bit shorter in case of
membranes formed on agar support. The values of its capacitance(s) increase after the SPLB
exposure to the aqueous phase till steady state is reached. Relatively high stability of SPLB
allows the studies of the influence of inserted DC voltage. Applied voltages in interval from
+0.4 V to -0.4 damage the consistency of the SPLBs reversibly. Insertion of higher voltage
can destroy them irreversibly.

The results achieved using DPPC are almost equivalent to those achieved using DPPE.

The results from both tested cell types (“U-cell” and “Insert”) are very similar and from the
statistical point of view they do not differ [3].

We can conclude that the procedure of incorporation of ionophore valinomycin and
calcimycin was successfully realized. Valinomycin proved to be suitable for transport of K"
(univalent) cation and not for transport of Ca’" (divalent) cation across SPLBs. On the other
hand, the addition of calcimycin to the SPLBs enables transport of divalent cations, e.g., Cd*".
It was revealed that the presence of Ca®* cations enhances the transport of Cd*" cations across
the DPPC SPLB with incorporated calcimycin [1, 4].

Surprisingly, the presence of a LMWOA (e.g., oxalic acid) enables the transport of cations
of heavy metals (Pb>", Cd*", Cu*") across the DPPC SPLB in absence of any ionophore [11,
12].

One of the aims of our investigations is the preparation of SPBLs on an agar gel electrode.
Such type of SPBLs can be applied to biosensors, micro- and nano-structures, blood-
compatible surfaces, medical implant devices, and to production of catalytic interfaces [1],
[22]. Many further applications have been proposed or are currently under study [1].
Systematic studies of the mechanisms of SPB formation, such as the conditions for fusion of
adsorbed vesicles, have only been performed over the last few years. In the suggested agar-gel
SPBL's, the agar gel is supposed to serve as a new type of "soft polymer cushion" [1, 22].
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The suitable measuring and analytical techniques for these purposes have been developed.
Because the amounts of ions transported across the membranes are very small, they can be
measured using patch clamp technique directly or after accumulation of the transported
species using anodic stripping voltammetry. This method enables to differentiate between
signals belonging to metallic ions and those produced by their complexes.

Conclusion

Formation of phospholipid bilayer within the pores of polycarbonate membrane or on the
surface of an agar electrode offers possibility to combine ESI measurement in order to follow
PLB formation and properties and enable variable exposition of formed PLB membrane to the
presence of metal ions or their complexes, changes of pH etc. The influence of PLB
composition and presence of ionophores can be also easily varied.
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MONITORING RIZIKOVYCH FAKTOROV ATEROSKLEROZY U DETI
S FAMILIARNOU ZATAZOU

MONITORING OF RISK FACTORS ATHEROSCLEROSIS IN CHILDREN WITH
FAMILY - HISTORY

D. Petrasova, L. Bertkova, J. Koprovicova
Ustav experimentdlnej mediciny LF UPJS Kosice, Slovenskd republika

Abstract

The autors subjected to comprehensive examinations 94 children (48 boys and 46 girls) with
amean age of 11,5 years whose parents had suffered from serious cardiovascular disease
before the age 50 years. In addition to the lipid status they examined also other parameters to
detect as many risk factors as possible. In 70,2 % of the examined children they revealed
dyslipidaemia, 33 % were obese, 10,7% suffered from hypertension, 14,3 % from subclinical
hypothyroidism and 52,9 % belonged into the group of behaviour A. Values of the
carbohydrate and mineral metabolism were within the normal range, cardiological,
nephrological and ophtalmological examination did not reveal any pathological changes.
After summarizing the results the autors found that in addition to a positive family — history in
89,3 % of the examined subjects another 1-6 risk factors were present. The autors recommend
screening of the lipid metabolism (TCH, HDL, TG, LDL) in all the chidren with a positive
cardiovascular family — history using the widest possible range of examination to reveal the
maximum possible number of abnormalities which can participate in the early manifestation
of the atherosclerotic process. They found an alarming lack of knowledge as regards
cardiovascular disease not only in children but also in their parents. They recommend to
include educational programmes on cardiovascular problems already into the syllabi for
elementary schools. The basic examination should be made when the child starts school, and
examinations should be continuously supplemented during preventive examination.

Uvod

So zmenou Zivotného S$tylu azloZenia stravy rapidne stipa vo svete prevalencia
kardiovaskularnych ochoreni. Koronarna ateroskleréza a infarkt myokardu st hlavnou
pri¢inou morbidity a mortality nielen vo vyspelych krajindch, ale iunds. Dominantné
postavenie zaujima ateroskler6za azjej potencovania vyplyvajuce kardiovaskularne
i cerebralne komplikacie. Epidemicky vyskyt nesta¢i kompenzovat ad hoc vykondvana
prevencia, liecba zvicsa urgentného charakteru aj napriek dynamickému rozvoju kardioldgie,
kardiochirurgie, angioldgie ¢i farmakoldgie. Zaciatok kardiovaskuldrnych ochoreni treba
hladat’ uz v detskom veku, lebo patologicko — anatomické nalezy svedCia preto, Ze v€asné
aterosklerotické zmeny sa zacinaju uz v detskom veku. Pomaly progreduju do dospelosti
a preto ak im chceme predist’ ¢i spomalit’ ich rozvoj s preventivnymi opatreniami musime
zacat’ uz detskom veku. Tieto ochorenia postihuji iba niektorych jedincov, alebo sa
koncentruji iba v niektorych rodinach. Tieto poznatky upozorfiuji na vyznamny vplyv
dedi¢nosti v genéze tychto ochoreni pricom mnohi autori povazuju hereditarne faktory za
vobec najdodlezitejsie.

Material a metoda

Vysetrili sme 94 deti zo 71 rodin, ktoré sa javili ako najviac ohrozené aich rodicia
prekonali pred 50. rokom svojho veku zavazné kardiovaskularne ochorenia. Do kontrolného
suboru sme vybrali 80 deti s negativnou kardiovaskularnou zat'azou. Pri vstupnom vySetreni
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bola vyhodnotend osobna arodinnd anamnéza a podrobné klinické vySetrenie. Subor
biochemickych vySetreni sme robili zo vzorky vendznej krvi, odobratej po 12 — hodinovom
la¢neni u sediaceho probanda z kubitdlnej Zily. Z nej sme stanovovali hodnoty glykémie,
natria, kalia, kreatininu, celkového cholesterolu (TCH), HDL, triacylglycerolov (TG) ,
apolipoproteinu B (ApoB) , Lp(a) a aterogénnych indexov. Okrem parametrov lipidového
metabolizmu sme stanovili neenzymové vysokomolekulové antioxidacné latky ato
ceruloplazmin a transferin. Z nizkomolekulovych antioxidantov sme stanovili kyselinu
askorbovu a vitamin E.

Kardiologické vySetrenie pozostavalo z klinického vySetrenia a pokojového EKG. U deti
starSich ako 10 rokov ku komplexnému vySetreniu bolo tieZ ur€enie typu osobnosti — Hunter-
Wolfov A/B ,rating scale” v modifikacii podl'a Skorodenského.

Vysledky

Vysledky sme Statisticky vyhodnotili pouZzitim testov ANOVA a Studentovho t — testu.
anamnézy sme zistili u muzského pohlavia absolutnu prevahu vyskytu infarktu myokardu
(IM) (92 %). Zavazné su tiez tidaje o veku, v ktorom sa ochorenie manifestovalo alebo doslo
k umrtiu. ISlo o0 31 — ro¢nych jedincov. Sondovanie po abtze nikotinu a alkoholu vyznelo
u vSetkych negativne. Fyzicka aktivita bola nedostato¢nd. Zistili sme zdvazné nedostatky
v nutricnych navykoch. Stav vyzivy sme posudzovali podla hodn6t BMI. Hodnoty pre
obezitu sme zistili u 31 deti (33 %) s priemernou hodnotou 28,0 plus minus 2 kg/m2. Chudé
28 deti (29,8 %) boli vyrazne astenického habitu.

Zvysené hodnoty systolického alebo diastolického tlaku vzhl'adom k veku sme nasli u 14
deti, ¢o ¢ini 14,9 %. To povazujeme vzhladom na detsky vek za znepokojujici vyskyt.
Hodnoty glycidového a minerdlneho metabolizmu, sérovych transamindz a kreatininu boli
u vSetkych vo fyziologickom rozmedzi. Hodnoty boli vo vSetkych pripadoch normalne (od
65 — 165 nmol/ L).U 13 deti sme zaznamenali zvySené hodnoty TSH (normdalne hodnoty do 5
uU/mL). U4 deti sa zdruzovali so zvySenymi hodnotami TCH a LDL cholesterolu.
Kardiologické vySetrenie neodhalilo ani pri klinickom, ani pri EKG vySetreni patologické
nalezy ( abnormality v ST-T useku, hypertrofiu 'avej komory, arytmie). Hunter — Wolfov A/B
»rating scale® v modifikacii podl'a Skorodenského sme pouzili u 58 deti starSich ako 10 rokov
k urceniu typu A spravania, ktory sme zistili u 27 deti (46,6 % ). U vsetkych deti sme vySetrili
lipidovy profil, vypocitali aj indexy aterogenity. Okrem tychto parametrov sme stanovili este
koncentraciu apoB a Lp (a). Oba parametre sa Statisticky vyznamne odliSovali od normy
(p < 0,01). Podl'a hodn6t TCH sme deti rozdelili na dve skupiny — normolipemickt (NL)
a hyperlipemicka (HL). Rozdiely medzi normo — a hyperlipemickou skupinou vo vsetkych
sledovanych parametroch potvrdili $tatistickli vyznamnost’ na hladine p < 0,001. V tabulke 1
uvadzame ich hodnoty, vratane indexov aterogenity.

PodrobnejsSou analyzou sme zistili dyslipoproteinémiu u 56 deti (59,6 %).
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Tab.1 Hodnoty sérovych lipidov a aterogénne indexy
Parameter Priemerné Deti s NL Deti s HL p
hodnoty
Pocet deti 94 71 23
Kontrolné skupina 80 68 12
TCH 4,51 +0,95 4,12+0,78 5,85+0,46 <0,01
4,02+0,91 3,75+0,55 5,70 £ 0,31 <0,01
HDL 1,45+0,22 1,44 +£0,21 1,21 +£0,1
1,44 +£0,21
LDL 2,80+ 0,81 2,64 £0,52 3,75 + 0,66 <0,01
TG 0,87+ 0,40 0,84 £ 0,40 1,47 £0,29 <0,01
1,16 £ 0,60 0,91+0,33 1,45+ 0,33 <0,01
LDL/HDL 1,93 £0,52 2,25+0,62 3,09 +0,75 <0,01
HDL/TCH 0,32 + 0,005 0,34 + 0,006 0,20 £ 0,03 <0,01
ApoB 76 + 6 79+ 5 82+12
Lp(a) 15+4 16 £6 17+7

Za normdlne hodnoty sme pokladali : TCH do 5,20 mmol/L, HDL >1,40 nmol/l, LDL < 2,60
mmol/ L, TG < 1,10 mmol/L, TK do 10 r. — 130/70 torr, TK 11 — 16 r. -140/ 80 torr. T4 — 65 -
165 nmol/L, TS4 do 5 uU/mL.

Stcasne sme stanovovali vysokomolekularne endogénne antioxidanty ato Cp aTf.
Z nizkoendogénnych antioxidantov sme stanovili vitamin C a E. Ich tloha v oxida¢nych
procesoch esSte stdle nas nabada k preskimaniu mechanizmov oxidacie vol'nym kovovym
ionom. Ceruloplazmin je silnym katalyzatorom LDL oxidécie in vitro. V nasom suibore sme
zistili jeho zvySené hodnoty u 21 deti (22,3 %). Transferin je protein krvnej plazmy, viaze
atomy Zzeleza — Fe — (III) ajeho kapacita je naplnend na 20 - 30 %. Posobi antioxidacne
pretoze inhibuje tvorbu (OH) a peroxidéciu lipidov. Jeho zvySené hodnoty sme zistili u 34
deti (36,2 %). Hodnoty vitaminu E sa pohybovali vo fyziologickej norme. Prekvapili znizené
hodnoty vitaminu C aj zo zretelom na sezénnost’, a to u 52 deti (55,3 % ).

Diskusia

Viaceré¢ S§tidie na tému kardiovaskularne ochorenie verzus detsky vek sustreduji
pozornost predovSetkym na parametre lipoproteinového metabolizmu. NaSe ciastkové
vysledky ukazuju, ze okruh rizikovych parametrov musi byt §irS§i. Anamnestické idaje mozu
odhalit’ z&vaznost predispozi¢nych faktorov. Rizikové faktory zohravaju v patogenéze
ateroskler6zy umladej generdcie ovela vyznamnejSiu Ulohu neZ u generacii starSich —
napriklad diZka a intenzita pdsobenia (Rodenburg, 2004). V zasade plati, Ze viac je ohrozeny
ten, u ktorého sa vyskytuje vicsi pocet rizikovych faktorov — riziko s vekom, toxicitou
environmentu stipa geometrickym radom (Hyanek a kol., 1995, Wald et al., 2007). V nasom
subore sme ucca 2/3 vySetrovanych nasli popri familidrnej zatazi esSte d’alSie zdvazné
rizikové faktory (Saligova a kol., 2005, Zof¢dkova a Kuchta, 2005). U 11 deti (11,7 %) sme
okrem familidrnej zataze nezistili d’alSie rizika procesu. Obezitu rézneho stupiia sme nasli
uviac ako 33 % Co upozoriiuje na vyznamne vys$i vyskyt ako v kontrolnej skupine.
U obéznych deti sa za kratky cas moZeme stretnit’ s hyperurikémiou, ale hlavne
s hyperinzulinémiou, ktorda evokovanim metabolického syndromu urychluje vyvin
kardiovaskularnych ochoreni (Kollar, 2002). Vyskyt obezity v pubertdlnom veku sa odrazi na
zvySenom riziku mortality v strednom veku. Hodnoty krvného tlaku a vyskyt artériovej
hypertenzie v naSom subore je vel'mi blizky hodnotdm u obéznych deti. Vzhl'adom k tomu, Ze
Vsl. region bol regionom endemického vyskytu hypotyredzy sustredili sme pozornost’ na
detekciu tyreopatii, ktoré casto koinciduju s hypercholesterolémiou (Lavin and Nauss, 1997,
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Glueck, 1996). Na zdklade hormonalneho vySetrenia sa u 13 pripadoch diagnostikovala
subklinickd forma hypotyredzy, ktord vplyvala na zvySenie hodnét TCH a LDL/CH. Ak
porovname parametre lipoproteinového metabolizmu u probandov nasho suboru s idajmi
inych autorov potvrdzujeme rovnaké vysledky. Aj napriek tomu, Ze hodnoty v tab.1 st vo
fyziologickom pasme, ale skryva sa v nich rézne vysoké percento patologickych hodnot.
Hyperlipemicka skupina je vyznamne pocetnejsia v skupine s familarnou zat'azou. V skupine
dievcat a skupine chlapcov sme nenasli signifikantne vyznamné rozdiely. Podrobnou
analyzou sme nasli ucca 70 % suboru dyslipoproteinemické zmeny, ktoré sa povazuju
umladych jedincov za vyznamné ukazovatele zvySeného rizika predCasnych
kardiovaskularnych komplikacii v strednom veku (Rosipal a Debreova, 2011). Viaceré
odborné timy povazuju za vyznamné prehodnotit’ pri tychto viac menej dobre definovanych
kardiovaskularnych ochoreniach aj kapacitu antioxidacnych systémov. Pozornost’ na zvySenu
produkciu volnych kyslikovych radikdlov sa upriamuje na klinické stavy, pri ktorych
dochéddza k ischemicko - reperfiznemu syndromu. Sem sa radi akutny infarkt myokardu,
rozne formy subakutnej ¢i chronickej ischemickej choroby a tiez pri stavoch, ktoré su spité
s hypoxiou aischémiou ako aj pri patogenéze aterosklerdézy. Neenzymové antioxidanty ,
ceruloplazmin a transferin radime k plazmovym proteinom s antioxida¢nymi vlastnostami
(Duragkova a kol., 1999). Ziskané poznatky jednozna¢ne podporuji nutnost zabezpeéenia
najoptimalnejSicho antioxidaéného statusu urizikovych deti podavanim ucinnych
antioxidancii. Sem radime aj antioxida¢ne pdsobiace vitaminy C, E a d’alSie naturdlne zdroje
antioxidancii.

Zaver

Autori v tejto praci dokladuji na zéklade skusenosti nepriaznivé vysledky v detskej
populécii s ohladom na zvySeny vyskyt dyslipoproteinémii, nadvahy, obezity a artériovej
hypertenzie u deti s pozitivhou rodi¢ovskou kardiovaskularnou anamnézou. Vychodiskom
z tejto situdcie je doslednd prevencia zo strany postihnutych familii, doraznejsej pediatrickej
starostlivosti a zo strany spolocnosti v cielenej edukécii a v socidlnoochrannych opatreniach.
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LIVER STEATOSIS AND HYPERCHOLESTEROLEMIA - A RARE DIAGNOSIS
L. Toukalkova
Children’s department, Krajska nemocnice T. Bati, a.s. Zlin

The boy born in 1995 suffered from a traumatic perforation of the intestine. The liver steatosis
was revealed during the operation, histological specimen was obtained and the steatosis was
confirmed.

The lipid spectrum showed hypercholesterolemia and the boy was referred and treated in the
lipid ambulance. A hepatopathia appeared only during the year 2010 and a suspicion of the
storage disease aroused.

The examination of the acid lysosomal lipase showed only 10 % of the normal value and thus
was confirmed, that the boy had been suffering from CESD — the cholesteryl ester storage
disease in fact. The second look at the original histological specimen showed the micro
vesicular steatosis in the expanded lysozomal system, which is also typical pro CESD.

The cholesteryl ester storage disease is a rare metabolic disorder. Its form called Wolman's
disease has a more severe course with the symptoms since early infancy. There are about fifty
cases described till now in the Czech Republic.

It is a favorable chance, that our patient was luckily diagnosed at the moment of the start of
the multicentre study with experimental ERT — enzyme replacement therapy with the specific
recombinant enzyme. The boy is treated with the statin till now. This therapy has a very good
effect on the blood lipid levels and also the toleration of this treatment is excellent. This type
of the medication is overall recommended but there is the lack of the evidence that it is
diminishing the amount of the cholesteryl ester stored in the liver.

Thanks to cooperating institutions

Prof. MUDr. Josef Hyéanek, DrSc. Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie,
Nemocnice Na Homolce, Praha

Prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc. 1. LF UK a VFN Praha, Ustav dédi¢nych metabolickych
poruch

Ing. Helena Poupétova, 1. LF UK a VFN Praha, Ustav dédi¢nych metabolickych poruch
Doc. MUDr. Tomas Honzik, PhDr. 1. LF UK a VEN Praha
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STEATOZA JATERNI A HYPERCHOLESTEROLEMIE - VZACNA DIAGNOZA
L. Toukalkova
Détske oddeéleni, Krajskda nemocnice T. Bati, a.s. Zlin

Chlapec narozen v roce 1995 utrpél v osmi letech traumatickou perforaci tenkého stieva.
Peroperacné byla zjiSténa steatdza jaterni, ktera byla histologicky potvrzena. VySetfeni
hladiny lipidi v séru prokazalo hypercholesterolémii a chlapec byl dale sledovan a lécen
v lipidové poradné. V roce 2010 byla zaznamenana mirna hepatopatie a vzniklo podezieni na
sttadavé onemocnéni. VySetfenim kyselé lysozomalni lipazy, jejiz hodnota dosahovala
pouhych 10 % normy, bylo zjiSténo, Ze hoch stfdda v jatrech ester cholesterolu a trpi tedy
onemocnénim oznacovanym jako cholesteryl ester storage disease - CESD. Nasledné se
podafilo vyhledat a podrobit druhému cteni 1 stara sklicka s histologickymi vzorky jaterni
tkan¢ odebrané pii operaci. Mikrovesikularni steatéza v expandovaném lysozomalnim
systému jaterni buiiky jednozna¢né svédcila pro CESD.

Cholesteryl ester storage disease je vzacné metabolické onemocnéni. Vyskytuje se i ve
projevuje se jiz u malych déti. Doposud bylo v CR popséno asi 50 jedincti s touto chorobou.

Shodou néhod zapada doba diagnézy naSeho pacienta do piipravy klinické multicentrické
studie experimentalni 1é¢by ERT — enzyme replacement terapie specifickym rekombinantnim
enzymem. Zatim je hoch 1écen statinem s velmi dobrym efektem na hladiny lipida v krvi.
Tato hypolipidemicka l1écba je vSeobecné doporucovana i dobfe sndSena, chybi ale dikazy, ze
sniZzuje mnozstvi v jatrech nastfadaného cholesterolu.

Podékovani spolupracujicim institucim

Prof. MUDr. Josef Hyanek, DrSc. Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie,
Nemocnice Na Homolce, Praha

Prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc. 1. LF UK a VFN Praha, Ustav dédi¢nych metabolickych
poruch

Ing. Helena Poupétova, 1. LF UK a VFN Praha, Ustav dédi¢nych metabolickych poruch.
Doc. MUDr. Tomas Honzik, PhDr. 1. LF UK a VFN Praha
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ROSUVASTATIN INDUCES EXPRESSION OF CYP4A IN HEREDITARY
HYPETRIGLYCERIDEMIC RAT

R. Vedefa'*, A. Zachafova', Z. Matuskova', M. Siller', E. Anzenbacherova?’,
P. Anzenbacher'

'Department of Pharmacology and *Department of Medical Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc, Czech Republic

Introduction

Our work studied the effect of rosuvastatin, one of the fully synthetic statin - HMG-CoA
reductase inhibitor, on rat cytochrome P450 4A. This widely used hypolipidemic drug
exhibits minimal metabolism via the cytochrome P450 system (Neuvonen et al. 2010). The
major substrates for cytochrome P450 4A forms are fatty acids (Okita et al. 2001) which play
important role in metabolism of triacylglycerols. Hereditary hypertriglyceridemic rats (HHTg)
were used in this study, because represent a model of metabolic syndrome accompanied by
hypetriglyceridemia and liver steatosis (Klimes et al. 1995). Rats were fed for 20 days on
standard laboratory diet (STD) or high cholesterol diet (HCD, which is STD + 10 % w/w of
lard fat and 1% w/w of cholesterol). Rosuvastatin (0.03 %) were administrated with HCD.
Western blot analysis and RT-PCR showed that rosuvastatin caused up-regulation of CYP4A
on protein and mRNA level. This elevation of rat CYP4A expression by rosuvastatin may be
important for intensification of microsomal fatty acid w-oxidation.

Uvod

Cytochrom P450 4A je jaterni enzym zprostiedkujici pfevazné m-oxidaci mastnych
kyselin, kterd je méné vykonnd v porovndni s B-oxidaci, ale pfispivd svou mérou
k metabolismu mastnych kyselin v jatrech. Tento cytochrom P450 je jednim z 18 podskupin
rodiny CYP4 (Okita et al. 2001, Desvergne et al. 2006). Je exprimovan predevSim
v potkanich jatrech a ledvinach (Okita et al. 1997). Rosuvastatin patii mezi zcela syntetické
statiny a v soucasné dobé je Casto preskribovdn pacientim s hypercholesterolemii nebo
smiSenou hyperlipidemii (Neuvonen et al. 2010). Cilem nasi studie bylo zjistit, zda toto
hypolipidemikum  plsobi na expresi cytochromu P450 4A u hereditdrné
hypertriglyceridemickych potkanti (HHTg) na definované hyperlipidemické dieté.

Vysledky byly ziskdny metodou Western blotu (na urovni proteinu) a metodou real-time
PCR (polymerazova tetézova reakce, na urovni mRNA). Kontroln¢ byly vyhodnoceny
hladiny lipidd (cholesterolu a triacylglycerol) v krevni plasmé a jednotlivych
lipoproteinovych frakcich.

Material a metody
Zviiata

Samci HHTg potkant (270-290g) byli rozdéleni do tfi skupin (po sedmi jedincich)
a krmeni dvacet dni (ad libitum) experimentalnimi dietami. Prvni skupiné (kontrolni skupina)
byla podavana standardni dieta — STD (ST-1, Velaz s.r.o., Praha, CR), druha skupina byla na
standardni dieté obohacené o 1% (w/w) cholesterolu (Sigma-Aldrich, Praha, CR) a 10%
(w/w) veptového sadla (HCD dieta). Treti skupina byla krmena HCD dietou obohacenou o
0,03% (w/w) rosuvastatinu. Dvacaty prvni den experimentu byli potkani uvedeni do celkové
anestezie (i.m. fentanyl 40 pg.kg™, dexmedetomidin 100 pg.kg”, diazepam 5 mgkg™), po
exsanguinaci z bifurkace bfi$ni aorty byla odebrana jatra, vloZena na suchy led a zamrazena
na -70°C pro izolaci jaternich mikrosomi, asi 30 mg jater bylo odebrano do stabilizatoru
RNA pro RT-PCR. Krevni plasma byla separovana pii 6000 g a 4°C po dobu 20 minut.

48



ATHEROSKLEROSA 2011 ATHEROSKLEROSA

Odborna eticka komise MSMT schvalila projekt pokusu provadéného na téchto zviratech.

Western Blot

Jaterni mikrosomy byly ziskany metodou dle Bruyera (2009). Poté byl zméfen protein
s pouzitim BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford, USA). Separace proteinti byla
provedena pomoci SDS-PAGE elektroforézy (s 8% separacnim polyakrylamidovym gelem),
kde bylo pouzito 12,5 pg proteinu z kazdého vzorku, ktery byl nasledné ziedén v pufru
(62,5 mM TRIS, 10% glycerol, 4% merkaptoethanol, 2% SDS, brilliant blue, pH 6,8)
v poméru 1:1, povafen ve vrouci lazni po dobu 5 minut a nakonec zcentrifugovan pii 3000
otaCkach za minutu. SDS-PAGE elektroforéza probihala 5 min pifi 120 V a 40 min pii 180 V.
Separované proteiny byly pfeneseny z gelu na nitrocelulosovou membranu (Hybond P) dle
Towbina (1979). Proteiny na této membran¢ byly inkubovany s primarni protildtkou (Rabbit
polyclonal anti 4A1+2+3, Abcam, UK) po dobu 60 min pfi laboratorni teploté. Stejnou dobu
byly inkubovany se sekundéarni protilatkou, konjugovanou s kienovou peroxiddzou (goat anti-
rabbit, Sigma, CR). Detekce imunokomplexti byla provedena chemiluminiscenéné za pouziti
WB Luminol Reagent (Santa Cruz, USA) a vyhodnoceni bylo provedeno densitometricky za
pouziti softwaru Elfoman (Semecky Inc., Praha, CR).

Izolace RNA a real-time PCR

30 mg jaterni tkan€ zkazdého vzorku bylo po odebrdni uchovano ve stabilizatnim
roztoku RNA-later (Quiagen, Germantown, MD, USA) pii -70°C a poté bylo
homogenizovano. Zbytky tkané byly odstranény pomoci kolon QIAshredder (Quiagen). RNA
byla izolovana pomoci Rneasy Plus Minikit (Quiagen) dle standardniho protokolu dodané¢ho
vyrobcem. Koncentrace vyizolované RNA, stejn¢ tak jako cCistota RNA, byla zjiSténa
spektrofotometricky. 1 pg RNA byl nasledné transformovan reverzni transkripci do cDNA
pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Basel, Switzerland)
a random hexamer primerd. Nasyntetizovana cDNA byla vyuzita pti RT-PCR experimentech,
které byly provadéné na pfistroji Light Cycler 480 II s origindlnim softwarem (Roche, Basel,
Switzerland) za pouziti Light Cycler 480 SYBR Green Master | mixu. Experimenty probihaly
za té€chto podminek: 10min pii 95°C, néasledné 45 cykl 10s pii 95°C, 15s pii 58°C a 15s pii
72°C pro denaturaci, annealing a elongaci. Po kazdém cyklu byla monitorovana
a kvantifikovdna emise fluorescence. Vysledky byly normalizovany k hypoxantin — guanin
fosforibosyl transferase (HPRT). VSechny vzorky pro real-time PCR byly méfeny v
tripletech. Pouzité primery byly navrzeny na naSem pracoviSti a syntetizovany firmou
Invitrogen (LifeTechnologies, division Prague, Czech Republic). Byly pouzity nésledujici
sekvence primeru:
CYP4A1 Fw 5°- TGCTAGACAAATGGGAACAGGTGGC - 3¢
CYP4A1 Rev 5°- TGTCCCCATTCTCCATTCTGGCAAG - 3¢
CYP4A2 Fw 5°- GTTATGAAGTGTGCTTTCAGCCA - 3¢
CYP4A2Rev 5°- CAACAGCCTTGGTGTAGGACC - 3¢
HPRT Fw 5‘- GAAGAGCTACTGTAATGACCAGTC - 3¢
HPRT Rev 5°- CGTTCTTTCCAGTTAAAGTTGAGAGA - 3°

Pro separaci VLDL, LDL a HDL lipoproteinli byla pouzita metodika ultracentrifugace

(Havel et al. 1955). Cholesterol a TAG v plasm¢, VLDL, LDL a HDL byly stanoveny
enzymaticky pouzitim Bio-La-Testl.
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Statistické vyhodnoceni dat
Data byla zpracovéana s pouzitim testu analyzy rozptylu — ANOVA a néslednym Studentovym
t-testem. Testy byly provadény pfi hladin€ vyznamnosti 0,05.

Vysledky a diskuse

Cytochromy P450 4A (4A1, 4A2 a 4A3) u potkana metabolizuji mastné kyseliny tzv.
w-oxidaci, stejn¢ jako lidské cytochromy CYP4Al1l a CYP4A20. Podle dosavadnich
vysledkli rosuvastatin kromé sniZzovani hladin cholesterolu (inhibici HMG-CoA reduktasy)
plisobi 1 na snizeni hladiny triacylglycerolii (Thongtang et al. 2011, Yanagi et al. 2011).
Mechanismus tohoto hypotriglyceridemického u€inku neni pfesné popsan a definovan
(Kostapanos et al. 2007). V predlozené studii jsme sledovali, jestli by snizovani hladiny
triacylglycerolll rosuvastatinem nemohlo souviset se zvySenou expresi cytochromu P450 4A.
Nase predchozi prace ukazaly, ze samotna vysokocholesterolova dieta (HCD) u zdravého
potkana kmene Wistar inhibuje expresi cytochromu P450 4A1, 4A2 a 4A3 na Grovni proteinu
i mRNA (Orolin et al. 2007). Po podavani vysokocholesterolové diety HHTg potkantim se
také snizila exprese CYP4A, ale jejim obohacenim o 0,03% rosuvastatinu doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni exprese téchto cytochromti P450 jak na urovni proteinu tak i mRNA
(Fig. 1, 2 a 3). S témito vysledky koresponduje mirné sniZzeni TAG v plazmé& po podéavani
0,03% rosuvastatinu HHTg potkantim (neukézano).

Fig.1.: Expression of CYP4A1+2+3 protein

STD HCD HCD+0.03%RS

(STD — standard laboratory diet, HCD — high cholesterol diet, HCD + 0.03% RS - HCD
with 0.03 % of rosuvastatin)

Fig. 2.: Expression of CYP4A1 mRNA  Fig. 3.: Expression of CYP4A2 mRNA
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Zavér

Cytochrom P450 4A je enzym zprostfedkujici tzv. m-oxidaci mastnych kyselin jak u
Clovéka, tak 1 u potkana. V potkanich jatrech se vyskytuji celkem c¢tyfi formy tohoto
cytochromu P450 - CYP4A1, CYP4A2, CYP4A3 a CYP4AS. Pfi srovnani cytochromti P450
4A mezi potkanem a ¢lovékem nalezneme jistou strukturalni podobnost (asi na 70 - 80 %).
Do jist¢ miry se tedy da predpokladat, ze tyto cytochromy P450 budou sdilet i urcitou
podobnost po strance funkéni (Okita 2001). Po podavani samotné vysokocholesterolové diety
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se mirn¢ snizilo mnozstvi cytochromu P450 4A. Pravdépodobné doslo v jatrech k oslabeni
alternativni cesty (w-oxidace) odbouravani mastnych kyselin. Kdyz se tato dieta obohatila o
0,03 % rosuvastatinu, metabolicka cesta m-oxidace se patrné opét oteviela. ZvySeni oxidace
mastnych kyselin v jaternich bunikach pak pravdépodobné nasledné vedlo k poklesu sekrece
triacylglycerolii z jater, a tedy i ke sniZzeni jejich koncentrace v krvi. Zjisténé vysledky by
mohly pfispét k objasnéni hypotriglyceridemického plisobeni rosuvastatinu.
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ZKUSENOSTI S NUTRICNi PODPOROU U ONKOLOGICKYCH PACIENTU
S KARCINOMEM JICNU

M. Zemanova
Onkologicka klinika 1. LF UK a VFN Praha

Nutricni podpora je nezbytnou soucasti podptirné 1écby onkologickych pacientl. Vice
publikaci prokazalo, ze v termindlnich fdzich malignity je Castou pfiCinou umrti malnutrice a
kachexie. Nutri¢ni skrinink u onkologickych pacientii by mél byt standardni soucasti péce ve
vSech centrech. Pfi¢iny malnutrice jsou multifaktoridlni, toto sdéleni se zaméti na piipady
nadorového postizeni horni ¢asti travici trubice, kdy hlavni pti¢inou malnutrice je mechanické
prekéazka v ptijmu potravy. Standardem 1écby nemocnych s karcinomem jicnu je predoperacni
konkomitantni chemoradioterapie a chirurgicka resekce, realizovana casto jako dvoudutinovy
perioperacni imrtnosti kolem 10 %. Nepfiznivy nutri¢ni stav nemocnych s karcinomem jicnu
je velmi Castym jevem a castéji nez u jinych malignit mize byt prinikem vice kauzalnich
vlivil. V prvni fadé u nemocnych s karcinomem jicnu vede progredujici dysfagie trvajici
nékdy tfadu mésici k vyznamnému poklesu vahy, pfiblizn¢ v30 % — 50 % ptipadd
prekracujici 10kg nebo 10 % télesné hmotnosti. U ¢asti nemocnych je pfitomen astenicky
habitus pfi abusu alkoholu, koufeni a nespravnych stravovacich navycich jiz pted vznikem
dysfagie. Na poklesu vahy se miize podilet i nadorova kachektizace v disledku pokrocilého
onemocnéni. U pfibyvajicich adenokarcinom v oblasti kardie mize byt malnutrice
maskovana tim, Ze tito pacienti byli pfed onemocnénim obézni. Ubytek hmotnosti vice nez
10 % za 3 - 6 mésict pred diagndzou nadorového onemocnéni je povazovan za neptiznivy
prognosticky faktor a pokracujicim Ubytkem je Gspé$né dokonceni 1é€ebného postupu vcetné
radikalni operace ohrozeno. U vyznamné ¢asti nemocnych (cca 30 %) dochazi v diasledku
konkomitantni chemoradioterapie k ptrechodnému zhorSeni dysfagie v dusledku poradiacni
ezofagitidy. Zvraceni a nevolnost po chemoterapii také muize ztratu na vaze prohlubovat.
Podle zavaznosti malnutrice a dysfagie byla u naSich pacientii indikovdna nutri¢ni intervence,
nejcastéji kombinace mleté nebo mixované vyzivné diety s bilkovinnymi ptidavky, podle
potteby s dopliikovym sippingem definovanou tekutou vyZzivou (oral nutritional supplements
— ONS). Provedeni gastrostomie k zajiSténi vyzivy neni u nemocnych s karcinomy jicnt
vhodné, protoze intaktni Zaludek je pottebny k rekonstrukci polykaci trubice. U pacientl
s t¢zkou dysfagii, ktera neumoziovala dosdhnout dostate¢ného piijmu energii a tekutin, byla
indikovana uméla vyZiva tenkou nasogastrickou sondou (NGS) s pouZitim polymernich
definovanych preparati enterdlni vyzivy, ptipadné parenterdlni vyzivy. Paralelné probihala
rehabilitace pfijmu per os pomoci tekuté vyZivy. V piipad€, ze se podafilo dosahnout
planovaného energetického pfijmu 8 - 10 000 kJ peroralné, byla vyziva sondou pierusena.
VSichni pacienti, ktefi odmitli zavedeni sondy, byli nakonec hospitalizovani v pribéhu
chemoterapie pro komplikace v souvislosti s nedostate¢nym piijmem potravy a tekutin per os
s nutnosti parenteralni vyzivy. U nemocnych s téZkym stupném dysfagie byl tento parametr
prokéazan jako nepftiznivy prognosticky faktor pro preziti i dobu do progrese, jen tietina téchto
pacientl podstoupila kurativni resekci, s 50% poopera¢ni mortalitou. To ukazuje na potiebu
dirazu na provedeni predoperacni a perioperac¢ni nutriéni podpory u pacientii s rozvinutou
podvyzivou, zejména v piipad¢ anamnézy tézké dysfagie.
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KOMBINOVANE PUSOBENI KALORICKE RESTRIKCE A POLYNENASYCENYCH
MASTNYCH KYSELIN RADY N-3

P. Zouhar
Fyziologicky uistav AV CR, Praha

Polynenasycené mastné kyseliny fady n-3 (n-3 PUFA), Siroce zastoupené zejména v oleji
moftskych ryb, jsou znamy svymi hypolipidemickymi G¢inky. Jejich uzivani snizuje rovnéz
riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni a muze ptredchézet rozvoji obezity a insulinové
rezistence. Obezita pfitom muze byt vnimadna jako stav chronického zanétu tukové tkané.
Jednim z mechanismi U¢inku preparati zrybiho oleje je konverze n-3 PUFA na
prostfednictvim jadernych receptorti z rodiny PPAR ovliviiuji také expresi fady dilezitych
gentl.

I pfes nad&né vysledky je ucinnost n-3 PUFA v praxi limitovana. Proto se v soucasnosti
hledaji dalsi 1éCebné piistupy, které by mohly efekt n-3 PUFA umocnit. Jednim z takovych
zasahll by mohlo byt i omezeni kalorického ptijmu. Kaloricka restrikce pfedstavuje zdkladni
strategii pii 1é¢bé obezity a chorob s obezitou spojenych. Zaroven bylo na mnoha modelovych
organismech prokazéano, ze omezeni kalorického pfijmu zpomaluje starnuti. Klicovou drahou
je v tomto piipad¢ ziejmée regulace aktivity deacetylasy Sirtl.

V minulosti byl zkoumén vétsinou vliv vyrazné (az 50 %) kalorické restrikce. V kombinaci
s ptidavkem n-3 PUFA se vsSak nabizi moznost kalorickou restrikci zmirnit. K testovani
ucinnosti obou postupil byl navrzen nésledujici experiment:

Mysi kmene C57BL/6J byly rozdéleny do 4 pokusnych skupin: (1) mysi krmené kontrolni
vysokotukou dietou ad libitum, (2) mysi krmené vysokotukou dietou s ptidavkem koncentratu
n-3 PUFA (15 % lipida v dieté), (3) mysi na 10 % kalorické restrikci krmené kontrolni
vysokotukou dietou a (4) mysi na 10% kalorické restrikci krmené vysokotukou dietou
s ptidavkem koncentratu n-3 PUFA. V pribéhu pokusu byl proveden oralni glukosovy
tolerancni test. Po Sesti tydnech byla zvifata usmrcena a prob&hly analyzy metabolického
obratu, genové exprese a hladiny metaboliti v plazmé.

V porovnani s kontrolni skupinou kombinované plsobeni n-3 PUFA a kalorické restrikce
prikazné zvysuje citlivost k insulinu (vyjadfenou HOMA indexem) i glukosovou toleranci
(jakozto plochu pod glykemickou kiivkou pii ordlnim glukosovém toleran¢nim testu). Dale
15-deoxy-A'*""-prostaglandinu J2 a neuroprotectinu D1. Nasledkem toho je rovnéZ sniZena
infiltrace makrofagl do tukové tkan¢, jak prokazala histologicka analyza.

Stejn¢ tak vykazovala kombinovana skupina snizené ektopické ukladdani lipidi v jatrech a
svalech. Toto pozorovani by mohlo byt vysvétleno skutecnosti, ze n-3 PUFA a kaloricka
restrikce vykazovaly vyrazny aditivni efekt na oxidaci mastnych kyselin a celkovou
oxidativni kapacitu mitochondrii v gonadalni tukové tkani. V souladu s timto vysledkem byla
zjisténa rovnéz zvysena exprese markerti mitochondrialni biogeneze a B-oxidace.

Soub&zny experiment s heterozygotni mysi linii Sirt]™ naznagil, 7e deacetylasa Sirt] je nutna
pro zprostfedkovani benefi¢niho u¢inku n-3 PUFA. Kaloricka restrikce a n-3 PUFA by tak
mohly ¢astecné plsobit pies spole¢nou signalizacni drahu.

V kazdém ptipad¢ se ukdzal vyrazny potencidl kombinovaného pusobeni mirné kalorické
restrikce a n-3 PUFA pii 1écbé poruch spojenych s obezitou. Podstatou uc¢inku
kombinovaného plisobeni je patrné navozeni stavu zvyseného spalovani mastnych kyselin

-----
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ROLE OF PERIVASCULAR FAT TISSUE IN THE DEVELOPMENT OF
CARDIOVASCULAR DISORDERS

J. Zdychova, I. Lesna-Kralova, L. Kazdova
Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague

Abstract

Although virtually all blood vessels are surrounded by various amounts of adipose tissue and
perivascular adipocytes have been demonstrated to be powerful endocrine cells capable of
responding to metabolit cues and transducing signals to adjacent blood vessels and may be
moreover involved in local stimulation of atherosclerotic plaque formation. Until recently
perivascular fat tissue (PVAT) has been virtually ignored during the studies of vascular
function. This is no longer the case as emerging evidence suggests that PVAT regulates
vascular function via at least three key aspects: inflammation, vasoreactivity, and smooth
muscle cell proliferation.

Tradiéné vnimanou a zminovanou funkei tukové tkané je jeji funkce tepelné-izolaéni,
poskytovani mechanické ochrany vnitfnim orgdniim a predevsim pak jeji funkce energetické
rezervy. V dneSni dobé je tukova tkan stale Castéji vnimana i jako vyznamny endokrinni a
imunologicky aktivni organ produkujici fadu bioaktivnich latek s apokrinnim, parakrinnim i
endokrinnim u¢inkem zasahujicich do regulacnich d&ji v organismu a potenciondlné se
uplatiujicich v procesu patogeneze metabolického syndromu a kardiovaskuldrnich
onemocnéni (Matsuzawa 2006, Trayhurn 2005, Teramoto 2008). Na zaklad¢ klinickych
pozorovani je znama uloha lokalizace tukové tkané v tomto procesu. Hromadéni visceralniho
tuku v oblasti bficha, tzv centrdlni nebo také androidni obezita, je =z hlediska
kardiovaskularnich komplikaci povazovano za vice rizikové nez nartst podkozniho tuku
v oblasti bokd a hyzdi (tzv gynoidni obezita). ZvySeni objemu visceradlniho tuku ma za
nasledek tzv. negativni aterogenni dyslipoproteinemii (tj. vyznamnému zvySeni na
triglyceridy bohatych lipoproteinli, nizkym hodnotdm HDL (high density lipoprotein)
cholesterolu, a zvyseni hodnot tzv. denzni fenotyp LDL ¢astic (Hamdy 2006). Navic, je to
prave visceralni tukové tkan, kterd u obéznich jedinct produkuje, v porovnani s subkutanni
tukovou tkéani,vice prozanétlivych cytokini (Einstein 2005). Tyto zmény souvisejici s
obezitou jsou zasadni pro vznik proinflamacniho stavu. Je prokazéano, Ze akumulace tukové
tkan¢ vede k lokalnimu zvySeni poctu makrofagl a to zejména jejich proinflama¢niho M1
subsetu. Makrofagy uplatiujici se v procesech bunécné obrany, zénétu a jinych
imunologickych dé&jich predstavuji velmi heterogenni bunéénou populaci. Na zéklad¢ in vitro
studii byly definovany dvé populace makrofagl - proinflamaéni M1 makrofagy, stimulované
napt. lipopolysacharidem nebo interferonem gama, a alternativné aktivované M2
makrofagl je pfi nardstu obezity klicovd a vede nejen ke zminovanému proinflamaénimu
stavu s ni spojenému, ale i ke snizené citlivosti adipocytl k inzulinu (Lumeng 2007).

Prakticky vSechny cévy jsou obklopeny urcitym mnozstvim tukové tkané (Cinti 2002).
Perivaskuldrni tukova tkan (PVT) byla aZz doposud povaZzovana spiSe za pasivni strukturalni
oporu cév. Dnes je jiz znama nejen jeji vasokrinni funkce (Gao 2007), ale na zaklade
recentnich dat se zdd, Ze podobné jako visceralni tukova tkan, produkuje také PVT fadu
biologicky aktivnich mediatort. Dysfunkce PVT, skrze tyto mediatory, lokalné ovliviiuje
prostfedi cévni stény, indukuje zdnét a podili se tak na rozvoji vaskularnich onemocnéni
souvisejicich s obezitou. Zde je potieba zdlraznit, Zze PVT neni od vaskularni stény oddélena
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fascii nebo elastickou vrstvou a mtize tak pfimo zasahovat do oblasti adventicie (Chatterjee
2009). Lze tedy predpokladat, ze diky absenci bariery a anatomické blizkosti mohou
mediatory tvoiené v PVT vyznamné ovliviiovat lokdlni prostiedi cévni stény prostiednictvim
parakrinni, pfipadné vasokrinni signalizace. Perivaskularni adipocyty se morfologicky i
funk¢né lisi od visceralnich nebo subkutannich adipocytl. V porovnani s nimi maji mnohem
heterogennéjsi tvar, mensi velikost, vykazuji niz8i stupen diferenciace a lisi se i genovou
expresi chemokint. (Chatterjee 2009). Z nedavnych studii pak navic vyplyva, ze PVT
vykazuje biologickou a funkéni diverzi i v zavislosti na lokalizaci a je kombinaci bil¢ a hnédé
tukové tkané (Police 2009). Z vyse uvedenych poznatkl 1ze vyvodit zavér, ze PVT ovliviiuje
vaskuldrni funkce prostiednictvim nékolika paraelné puasobicich mechanismi. Mezi

vvvvvv

hladkého svalstva cév.

1/ Uloha PVT p¥i modulaci zanétu

PVT je tvorfena jak adipocyty, tak tkanovymi makrofagy, pfiCemz oba zminéné bunécéné typy
se vzajemné ovliviiuji. Prostfednictvim zpétnych vazeb dochdzi ke zménam sekrece
prozanétlivé mediatory produkovavé PVT patii adipokiny leptin a rezistin spolu s cytokiny
IL-6, IL-8, plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), monocyte chemotactic protein-1
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-----

stavem, co se zda byt urcujici pro vznik PVT dysfunkce majici za nasledek zvySenou infiltraci
zanétlivymi builkkami, prohloubeni stavu dysfunkce spojené s dalSim sniZzenim exprese
ovlivituji cévni sténu a piispivaji tak k rozvoji aterosklerozy. V literatufe je dokonce pro tento
mechanismus pisobeni v procesu patogeneze vaskuldrnich onemocnéni zaveden termin
"outside to inside signalling®. Napt. Chatterjee (2009) ve své praci uvadi, ze dysfunkce PVT
vyvoland kratkodobym podavanim vysokotukové diety u zvifeciho modelu md moznou
souvislost s metabolickym stavem asociovanou poruchou genové exprese.

2/ Paraktinni efekt PVT na vasoreaktivitu

Nedavné studie pfinesly diikazy o tom, Ze PVT a endotel ovliviiuji vaskularni tonus jak
vzajemné zcela nezdvislymi mechanismy, tak procesy, ve kterych jsou zapojeny obé¢ tyto
slozky. Zda se, ze za fyziologickych podminek produkuje PVT doposud nedefinovany
»adipocyte-derived relaxing factor (ADRF), ktery aktivuje na ATP zavislé K+ kanaly
v hladkych svalech cév,cimz dojde k hyperpolarizaci jejich membrany a nasledné vasodilataci
(Gao 2005, Lohn 2002). Vysledky dale naznacuji, ze k této ADRF podminéné vasorelaxaci
dojde jen v podminkéch, kdy je pfitomen rovnéz endotel. Lze tedy ptedpokladat, ze v tomto
procesu je zapojen oxid dusnaty, jehoz biologickd dostupnost je za téchto podminek zvysena
(Greenstein 2009). N¢kolik poslednich studii pak pfinaSi dikazy o vasodilataénim
mechanismu nezavislém na endotelu, kdy v PVT tvofené reaktivni formy kysliku pfimo
inhibuji kontraktivitu bun€k hladkych svalii cév prostiednictvim guanylyl cyclazy (cGC) (Gao
2007a, Lohn 2002, Hayabuchi 1998)

3/ Vliv PVT na proliferaci bunék hladkych svali cév

Je zndmo, Ze vzorky tzv. conditioned media®, tj. media ziskaného po 24 hodinové inkubaci
s kulturou adipocytd, stimuluji v kultufe proliferaci bunék hladkého svalstva cév (VSCM),
coz sv&d¢i o parakrinnim vlivu adipocytid na bunky VSCM. (Barandier 2005). In vivo byl
modulaéni vliv PVT studovan napi. Takaokou (2009). Z této prace vyuzivajici transplantaci
subkutanniho nebo perivaskularniho tuku zvifat s vysokoukovou nebo vysokosacharidovou
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dietou kolem femuralni tepny zbavené PVT vyplyva, ze perivaskularni tuk puasobi za
basalnich podminek protektivné a snizuje tvorbu neointimy po cévnim poranéni. Dysfunkce
vyvolana podavanim pftisluSné diety pak naznacila moznou souvislost mezi metabolickym
stavem, poruchou exprese genu asociovanych s adipocyty a zvySenou tvorbou neointimy
v podminkach in vivo.

Zavér

Za soucasn¢ho stavu poznani se zda, Zze se PVT podili jak na udrzeni vaskuldrni
homeosazy, tak, v ptfipad¢ dysfunkce, vyznamné ovlivituje rovnéz patogenezi vaskularnich
onemocnéni. Rada otazek souvisejicich s biologii PVT vsak zistava dosud nevyfeSena.
K jejich objasnéni bude tifeba provést celou fadu studii vyuzivajicich napft. transplantace PVT
umodelt vaskularnich chorob a aterosklerozy. A konecné, jelikoz PVT pravdépodobné
pfispiva k patogenezi cévnich onemocnéni, ztohoto divodu se zdd byt budouci vyuziti
genovych intervenci a lokalni perivaskularni terapie velmi prospésné pii 1€cb¢ aterosklerosy
nebo post-angioplastickych restenozi (Miao 2011).
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FIRST EXPERIENCE WITH ROUTINE USE OF TREDAPTIVE IN PATIENTS
SUFFERING FROM DYSLIPIDEMIAS IN LIPID METABOLIC SURGERY

J. Hyanek, L. Dubska, L. Taborsky, J. Privarova

Lipid Metabolic Surgery on Dept. Clin. Biochemistry, Haematology and Immunology
Hospital Homolka, Prague,

Goal: to establish the practical therapeutic value and significance of routine use of Tredaptive
in patiens of our lipid metabolic surgery.

Patiens and Methods: in 27 adult patients at the age of 25 - 75yrs with lipid profile
corresponding to the familiar hypercholesterolemia and mixed dyslipidemia. Tredaptive has
been used. Mean follow-up was 6 mts. 1-2g of Tredaptive/d was used in patients possesing so
called ,residual risk of CVD®, by intensive targeted treatment with statins combined with
ezetimibe where elevated Lp(a) over 1000 mg/l was proved or where appeared ,,moderate
triglyceridemia“ over 3 mmol/I resistant to the fibrates.

For monitoring the classical spektrum of lipid markers has been used (i.e. TC, LDL-C,
HDL-C, non-cholesterol, sdLDL, Lp(a), apoB, apoAl); blood sample collection in 3 - 4 mts
intervals.

Results: 50 % of selected patiens refused the treatment with Tredaptive immediatelly after
carefull studying of information pamphlet with reference to 20 different side-effects given in
pamphlet. 20 % of patiens refused this kind of treatment after first week of experimental use
of 1g/d with reference to same above mentioned side-effects. 30 % of patiens tolerated 1g/d of
Tredaptive without any significant side effects, but only in half of them the decrease of Lp(a)
has been achieved; the increase of daily dose to 2g/d of Tredaptive was more effective.
Clinical cases of some typical patients and monitoring curves of important lipid markers are
discussed in details.

Conclusions: short term use od 1g Tredaptive/d is not enough effective for significant
decrease of high Lp(a) plasma values; 2g/d given were more effective. The effect on
hypertriglyceridemia was not significant and remains problematic. Number of patients is to
small to give any practical recommendations!

Key words: Familial Hypercholesterolemia, Mixed Dyslipidemia, Tredaptive, Treatment

email:josef.hyanek@homolka.cz

»intensive targeted treatment“ means the desired total cholesterol plasma level 4,8 mmol/I
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ANTIOXIDACNI ENZYMY A KARCINOM PANKREATU
ANTIOXIDANT ENZYMES AND THE CARCINOMA OF PANCREAS
Kodydkova J., Vavrova L., MacaSek J., Krechler T., Z3k A.

1V. interni klinika, 1. lékarska fakulta UK a VFN v Praze

Uvod

Karcinom pankreatu (KP) je nador s infaustni prognosou a vzriistajici incidenci.
Histologicky se v 85% jednda o duktdlni adenokarcinom. Etiopatogeneze KP je
multifaktoridlni a zahrnuje vlivy zevniho prostiedi (koufeni, alkohol, zvySeny piijem tukd,
obesita), ziskané genetické i non-genetické poruchy (diabetes) i vliv genetické dédi¢né zatéze
(hereditarni pankreatitis), z nichz nékteré rovnéz ovlivituji oxidaéni rovnovahu organismu (1).

Redoxni rovnovaha organisml je kontrolovana rtiznorodou skupinou latek nazyvanou
antioxidanty, které i ve velmi malych koncentracich zabranuji oxidaci nestabilnich substrata.
Antioxida¢ni ochrana probiha na tiech Grovnich - primarni ochrana, ktera spociva v zabranéni
tvorby reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS); sekundarni ochrana spojend s neutralizaci
jiz vzniklych RONS a tercidlni ochrana, kterd se tykd opravy oxida¢niho poskozeni
biomolekul (2). Podle charakteru je mozno rozdélit antioxidanty na enzymové a neenzymove.
glutathionperoxidasa (GPX), glutathionreduktasa (GSH) a paraoxonasa (PON). Hlavni funkci
antioxidacnich enzymt je odstranéni vzniklych RONS (3).

Cilem této studie bylo rozsifeni a optimalizace diagnostiky oxidac¢ni zatéZe u pacientl
s karcinomem pankreatu.

Material a metody
Soubor nemocnych

Do studie bylo celkem zatazeno 64 pacientl s potvrzenym KP vySetfenych na I'V. interni
klinice 1. LF UK a VFN v Praze. Do skupiny zdravych kontrol (KON) bylo zafazeno 64 osob
na zaklad¢ véku a pohlavi. Diagnéza KP byla zalozena na doporucenych diagnostickych
postupech, které¢ zahrnovaly spirdlni CT, ERCP a endoskopickou ultrasonografii. Verifikace
KP byla provadéna histologicky (punkcéni biopsie, histologie resekovaného KP po
chirurgickém vykonu). Pro obé skupiny platila nasledujici vylu€ovaci kritéria: zavedena
terapie antioxidanty (farmakologické davky vitaminu C a E, allopurinol, N-acetylcystein),
chronicka dialyza a imunosuprese. VSichni ucastnici vyzkumu podepsali informovany souhlas
se zafazenim do studie.
Laboratorni analyzy

Vsem pacientlim zafazenym do klinické studie byly odebrany vzorky krve po celono¢nim
laénéni. Stanoveni zakladnich biochemickych parametrii v séru bylo provedeno v centralnich
laboratofich VFN Praha pomoci komer¢nich setid na automatickych analyzatorech. Aktivita
antioxida¢nich enzymt byla stanovovana v hemolysovanych erytrocytech pomoci kinetickych
spektrofotometrickych metod (4). Vzorky ptfed analyzou byly skladovany pii - 80°C. Jako
marker oxidacniho stresu byla méfena koncentrace konjugovanych dient v precipitovanych
LDL (CD/LDL) (5).
Statistika

Vsechny vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka (SD). Statistické
zpracovani bylo provedeno v programu Statistica verze 8.0 (Statsoft, 2007) s pouzitim t-testu.
Vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné pii p < 0,05.
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Vysledky

Zakladni klinické a biochemické parametry jsou uvedené v Tabulce 1. Do studie bylo
zafazeno 64 pacientil s karcinomem pankreatu, jejichz hodnoty byly srovnavany s 64
zdravymi osobami. Skupiny byly sparovany na zakladé¢ véku a pohlavi. Mezi skupinami
nebyly pozorovany signifikantni rozdily ani v hodnotach BMI, celkového cholesterolu (TC) a
LDL-C. Dle ocekéavani pacienti s KP mély signifikantné¢ zvySené hodnoty tumorovych
markert.

Hlavnimi sledovanymi parametry byly aktivity antioxidacnich enzymi — CuZnSOD,
CAT, GPX1, GR, PONI; spolu s markerem oxida¢niho stresu — konjugovanymi dieny
v precipitovanych LDL a koncentraci dilezit¢ho antioxidantu, redukovaného glutathionu
(GSH). Nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil v aktivitach antioxida¢nich enzymi GR a
CAT mezi pacienty s KP a kontrolami. Rozdily v aktivitich GPX1 a CuZnSOD mezi
skupinami jsou presentovany v grafu 1. Jak ukazuje tento graf, byly aktivity obou enzymu
sniZzené u pacientll s KP ve srovnani s kontrolami. Graf 2 demonstruje vysledky pro aktivitu
PONI1 spolu s HDL-C a apo Al a vysledky pro koncentraci CD/LDL-C. Z tohoto grafu
vyplyva, Ze pacienti s KP méli zvySenou hladinu CD/LDL ve srovnani s KON. Pacienti s KP
m¢éli dale signifikantné snizené hodnoty koncentrace GSH (p < 0,01).

Tabulka 1: Zakladni charakteristika sledovanych skupin

Karcinom pankreatu | Kontrolni skupina p
N 64 64 -
pohlavi (M/Z) 29/35 29/35 -
vek (roky) 62,6 £9,7 59,7+9,7 NS
BMI (kg/m?) 24,7+ 4,7 255+3.8 NS
Glukosa (mmol/l) 74+34 4.9+0,50 < 0,001
CRP (mmol/l) 34,6 +45,0 4,4+3,0 < 0,001
TC (mmol/1) 5,1+1,6 5,5+0,96 NS
TG (mmol/l) 1,76 +£ 0,82 1,05+ 0,35 < 0,001
LDL-C (mmol/T) 33+1,5 34+0,9 NS
Apo B (g/1) 1,14+ 0,34 1,03 +£ 0,24 < 0,05
CEA 239+ 764 1,4+1,4 < 0,001
CA 72-4 22,4+ 55,5 5,0£8.,5 < 0,05
Bilirubin (umol/l) 45,7 + 60,8 12,1 +£6,2 < 0,001
Kyselina mo¢ova (umol/l) 250,0+ 1124 292,0+77,6 < 0,05
Albumin 39,9+ 6,7 47,3+29 < 0,001

BMI: body mass index, TC: celkovy cholesterol, TG: triglyceridy, LDL-C: low-density
lipoprotein-cholesterol, CEA: karcinoembryondlni antigen, CA 72-4: tumorovy marker
gastrointestinalniho traktu, NS... nesignifikantni vysledky
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Graf 1: Aktivita antioxida¢nich enzymu glutathionperoxidasy a superoxiddismutasy

GPX1: glutathionperoxidasa, CuZnSOD: CuZn-superoxiddismutasa, KP: pacienti
s karcinomem pankreatu (n = 64), KON: kontrolni skupina (n = 64); * KP vs. KON,
% p<0,001; ** p<0,01.
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Graf 2: Paraoxonasa 1 a konjugované dieny u pacientii s karcinomem pankreatu
PONI1: paraoxonasa 1, HDL-C: hight density lipoprotein, CD: konjugované dieny

v precipitovanych LDL, apo A1: apolipoprotein A1, KP: pacienti s karcinomem pankreatu
(n=64), KON: kontrolni skupina (n = 64); * KP vs. KON, *** p < 0,001.
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Diskuse

V nasi studii zabyvajici se aktivitou antioxida¢nich enzymi, jsme u pacientt s KP zjistili
snizené hodnoty aktivit GPX1, CuZnSOD a PONI1 ve srovnani s KON. Taktéz koncentrace
hlavniho neenzymového antioxidantu GSH byla u pacientli s KP sniZzena ve srovnani s KON.
U zbyvajicich dvou enzymi CAT a GR nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily mezi
sledovanymi skupinami. Hladina CD/LDL byla naopak signifikantné zvySend u KP
v porovnani s KON.

J. Cullen ve své studii prokazal sniZzenou expresi antioxidacnich enzymli GPX1 a
CuZnSOD u KP ve srovnani s KON (6). Tento vysledek je ve shod¢ snami zjisténymi
sniZzenymi aktivitami téchto enzymu. Stejné tak jako v nas$i studii 1 studie Fukuiho et al. (7)
neprokdzala Zadnou zménu v aktivit¢ CAT u pacientli s KP v porovnani s KON.

Tyto vysledky ukazuji na porusenou oxida¢ni rovnovahu u pacientd s KP, kde dochazi
k zvysené produkci RONS a k nedostate¢né funkci antioxidacniho ochranného systému.
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ATHEROGENNI GENETICKE VARIANTY U MUZU A ZEN CESKE POPULACE
ATHEROGENIC GENETIC VARIANTS THE CZECH POPULATION

M. Koudova', R. VI¢kova', M. Bittéova', R. Alanova', I. Slepi¢kova', E. Lavicka', M.
Hlavadova', G. Izrael', V. Indrakova', M. Majer', J. Karas', E. Kohlikova'?

I!GHC Genetics s.r.0.- NZZ, ’FTVS UK, Praha

Uvod

Atherosklerosa je degenerativni proces v cévni sténé¢ na podkladé chronického zanétu,
ktery je disledkem multifaktoridlniho plsobeni faktorii endogennich a faktori zevniho
prostiedi. Tyto rizikové faktory u kazdého jednotlivce ptsobi v rizné intenzité, po rizné
dlouhou dobu a ne nutné vSechny. Rizikové faktory zevniho prostfedi zahrnuji koufeni,
nedostate¢nou fyzickou aktivitu, stravu s vysokym pfijmem tukd a infekce (Chlamydia
pneumonie, Helicobacter pylori). Endogenni rizikové faktory, Casto se silnou genetickou
komponentou, zahrnuji muzské pohlavi, hypercholesterolémii (pfesnéji zvyseni frakce malych
denznich LDL), hyperhomocysteinémii, hypertenzi, trombofilii, obezitu, inzulinovou
rezistenci/diabetes mellitus a chronicky zanét. Z tohoto diivodu genetické dispozice spojené
s rizikem nebo protektivitou vzhledem k rozvoji aterosklerdzy tvoti pravé genetické varianty
v genech, jejichz produkty zasahuji a reguluji rozvoj vyse uvedenych endogennich faktort.

Metodika

V ramci pilotnich projektl preventivni péce bylo celkem vySetieno 800 muzii a 800 zen
Ceské populace (po vytazeni pokrevnich ptfibuznych bylo statisticky hodnoceno 776
muzi/781 Zen), prumérny vék testovanych osob byl 39,9 let. Materidl pro izolaci DNA byl
ziskan stérem sliznice dutiny Ustni odbérovou soupravou pro bukalni stér (Flocked Swabs)
nebo odbérem periferni nesrdzlivé zilni krve. DNA byla izolovana pouzitim separacnich
kolonek Qiagen pomoci kitu QIAmp DNA Minikit dle modifikovaného protokolu a vyuzitim
pfistroje pro semiautomatickou izolaci DNA QuickGene 810.[zolovana DNA byla
analyzovéna pouzitim nasledujicich metod pro molekularn¢ genetickou analyzu: PCR-
ARMS, Real-Time PCR, fragmentacni analyza na genetickém analyzatoru ABI 3130, High
Resolution Melting Analysis na pfistroji LightScanner a metodou DNA Microarray
(GoldenGate Genotyping Assay) na pfistroji BeadStation 500G. Celkem bylo vySetfeno 43
genetickych variant (samostatné nebo v haplotypu) v genech: APOE, APOB, APOC2,
APOC3, LPL, CETP, ABCAI, MMP3, GJA4, SELP,PDE4D, F5, F2, F7, MTHFR, PAI-1,
ITGB3 (HPAl), FGG, AGT, AGTRI, ACE, ADRA2A4, ADRBI, CYPI11B2, NOS3, TNFau,
PPARy, IL-6 a IL-10. Statisticky byly vyhodnoceny frekvence jednotlivych
alel/genotypt/haplotypii, které byly srovnany sudaji evropské populace. Soucasné byly
vysledky korelovany s anamnestickymi udaji z osobni a rodinné anamnézy.

Vysledky

Frekvence alel APOE ptiblizné korelovala s udaji evropské populace - alela ApoE4 byla
prokazana v 11,4 % u muzt a v 12,8 % u Zen, alela ApoE2 v 7,6 % u muzii a v 8,8 % u Zen.
Signifikantni odliSnost oproti evropské populaci byla u muzi i Zen vnizs§i frekvenci
haplotypu ApoE4/E4, u muzi ve vys$im vyskytu haplotypu ApoE2/E3 a u Zen ve vyS$im
vyskytu haplotypu ApoE2/E2. Zavazné trombofilni mutace (mutace Leiden genu F5 a
mutace G20210A F2 ) byly celkem prokazany v 11,2 %. V genu MTHFR byl genotyp 677TT
zyvSujici hladinu homocysteinu prokézan v 10,5 %, trojkombinace rizikovych alel 677T a
1298C (genotypy TT/AC a CT/CC) prokazana kazda v 0,13 %, ale rizikovy genotyp TT/CC
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vvvvvv

1298C MTHFR snizuje Zzivotaschopnost plodu. Genotypy asociované s vySSim rizikem
rozvoje kardiovaskuldrnich chorob (infarktu myokardu a cévni mozkové piihody) 4G/4G
genu PAI-1 prokazan v 28,2 % a 1b/1b HPAI v 1,8 %. Frekvence dalSich testovanych
alel/genotypt odpovidala evropské populaci, signifikantni rozdil byl ve vysSim vyskytu alely
TaglB CETP asociované s hladinou HDL- cholesterolu, a to pfedevsim u zen. Anamnesticky
byly u testovanych jedincti zjiStény jiz v soucasnosti pritomné dalsi rizikové faktory pro
rozvoj atherosklerosy- hypertenze, koufeni, zvySend hladina cholesterolu/krevnich tukl a
pfedevsim nadvaha (témétf 50 % muzi a 40 % Zen) a obezita I.-11I. stupné (v 12 % u muzi 1
zen), pticemz az u 2/3 muzii méla nejvétsi podil nedostatecna pohybova aktivita.

Zavér

Pfinosem projektu je zjisténi frekvence vyskytu jednotlivych testovanych
alel/genotypti/haplotypit asociovanych dle klinickych studii srozvojem atherosklerosy a
kardiovaskularnich chorob v ¢eské populaci, tedy ziskani kontrolni skupiny pro dalsi studie
(napt. korelace populace vs. pacienti, korelace ¢eskd populace vs. evropskd populace), coz
umozni zpiesnéni aplikace vysledkd studii pro genetickou analyzu atherosklerosy. Dal$im
pfinosem jsou samotné vysledky genetické analyzy pro kazdého testovaného jedince, nebot’ u
predisponovanych osob v€asnym zavedenim vhodné dispenzarizace a preventivnich opatieni
pfedpokladdme snizeni rizika a zpomaleni nastupu atherosklerotickych zmén nebo jejich
véasny zachyt a 1écbu, coz umozni prevenci rozvoje komplikaci.
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PODIL PROTEINOVE CASTI LDL NA VZNIKU OXIDOVANE FORMY CASTICE
LDL

THE PARTICIPATION OF PROTEIN SECTION OF LDL ON THE ORIGIN OF
OXIDATIVE FORM OF LDL PARTICLE.

M. Votruba
MI-Vo-La consulting, Praha

Oxidovan¢ ¢astice LDL jsou prvnim predstupném vzniku tak zvanych malych ¢astic LDL.
Tyto modifikované Castice hraji zdsadni roli pifi rozvoji kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Obvykle se klinickd biochemie zabyva pouze otazkou jak se LDL ¢astice oxiduje a kde
dochazi k oxidaci. Z tohoto uhlu pohledu je vyzkum cilen na lipidovou ¢ast LDL, ktera
vskutku odpovida za zhrouceni struktury fyziologické korpuskule LDL a tim dava podnét ke
vzniku malych LDL. OvSem v posledni dobé se orientace zdjmu piesunuje také k
apolipoproteinové slozce. Ta byla zatim zkouména hlavné s ohledem na vyznam zastoupeni
ApoB a ApoA v ¢astici LDL a na diagnosticky vyznam jejich vzajemného poméru, a to nejen
az v LDL, ale uz v ¢astici VLDL. Jestlize je nyni prokdzano, ze k oxidaci LDL dochézi
pfedevsim v télesnych tekutinach, a to nejen v plasmé a lymf€, ale také napt. ve slinach a
nasledné také ve sténé cév, vznikd opravnénd otdzka, jaky to ma dal§i vliv na rozvoj
ateroskler6zy. Z chemické podstaty slozeni bilkovin bylo postupné prokazéno, ze oxidaci
nejruznéjSimi  druhy volnych radikald podléhaji: strukturni aminokyseliny a koncové
skupiny COOH- karbonylace. Z aminokyselin se oxidace tykd zejména: Tyrosinu,
Tryptofanu, Fenylalaninu, Prolinu a Lysinu. Krom¢ toho se oxidaci zvySuje koncentrace
sulfoxidid v Methioninu. Dal§im druhem modifikace ox-LDL je glykace. Od doby objevu této
reakce v plasmé, se nepodaftilo prokazat vzajemny vztah oxidace a glykace. Pfevazuje tvrzeni,
ze oxidace predchazi glykaci, nebo ze se jednd o zptaZenou reakci v prostiedi vysoké
koncentrace glukozy. Kazdopadné jde vzdy o malé LDL castice. Glykace se tyka zejména
hlavniho apoproteinu LDL - ApoB. Nejnovéjsi vyzkum se soustfed’'uje na dalsi modifikace
LDL. Touto modifikaci jsou tzv. minus-LDL. Dosah jejich pisobeni je velmi Siroky, zasahuje
dokonce do geneticych procesii,ale neni dostatecné probadany. Do tohoto sd€leni se tato
anomalie dostala z toho divodu, Ze jde ziejmé o pievazujici vliv bilkovinné ¢asti, protoze
bilkoviny jsou nositeli zdporného néboje na rozdil od neutrdlnich triacylglycerolii a kladné
nabitych fosfolipidi. Minusové LDL se ovSem tykaji také fyziologickych LDL, i kdyz jejich
vyskyt je vazan na rGznd onemocnéni. Zavérem lze fici, Ze vyzkum nésledki oxidace
apolipoproteintl je na prahu otevienych dvefi a na konkretni interpretaci si musime jeste
pockat.
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VICENENASYCENE MASTNE KYSELINY N-3 RADY A DEPRESE
M. Zeman', R. Jirak?, M. Vecka', A. Zak'

L1V, internt klinika 1. LF UK a VEN Praha, 2 Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN Praha

Depresivni poruchy patii v Ceské republice, podobné jako i vcelém svéte
k nejvyznamnéjsim onemocnénim z hlediska zdravotni a socialni zatéze spolecnosti. Podle
Svétova zdravotnické budou depresivni poruchy vroce 2020 po kardiovaskularnich
onemocnénich druhou nejcastéjsi pficinou zneschopnujicich zdravotnich problému. Ukézalo
se, ze znatna Cast nemocnych v ambulancich praktickych Iékatii trpi afektivnimi nebo
uzkostnymi poruchami, pfi¢emz jen asi Ctvrtina duSevnich poruch je 1é¢ebné ovliviiovana
onemocnéni, jako jsou diabetes mellitus nadory, kardiovaskuldrni onemocnéni a nékteré
nadory (Mezuk 2008, Katon 2009, Gross 2010, Serrano Jr. 2011, Whang 2009)

U vsech téchto onemocnéni hraje roli vyziva, mezi jinymi slozeni pozivaného tuku (Micha a
Mozaffarian 2010, Murthy 2009, Risérus 2009). Ve sloZeni diety vyspélych spolecnosti doslo
béhem minulych dvou stoleti k vyraznému vzestupu spotieby celkovych kalorii a nasycenych
tuk®i. Soucasné klesla spotfeba ovoce, zeleniny a vicenenasycenych mastnych kyselin (PUFA)
fady n-3. Obsah PUFA n-6 naopak vzrostl, takze se vyrazn¢ zménil pomér n-6 ku n-3 tad¢
nenasycenych mastnych kyselin ve prospéch n-6 fady (Simopoulos 1999). Predpoklada se, Ze
PUFA n-3 hraji dulezitou roli také v patogeneze nékterych neuropsychiatrickych onemocnéni,
jako depresivni poruchy, schizofrenie ¢i Alzheimerovy demence. PUFA n-3, zejména jejich
hlavni predstavitelé: kyseliny eikosapentaenova (20:5 n-3, EPA) a dokosahexaenova (22:6 n-
3, DHA) hraji vyznamnou roli ve vyvoji centralniho nervového systému (CNS) (Das 2003).
V populacich, konzumujicich méné ryb, jejichz tuk je vyznamnym zdrojem PUFA n-3 je
vyssi vyskyt deprese (Hibbeln 1998, Hibbeln 2002). U depresivnich osob byly nalezeny
snizené hladiny PUFA n-3 ve fosfolipidech riiznych télesnych tkani (erytrocyty, sérum,
tukova tkan, mozek) (Peet 1998, Edwards 1998, Maes 1999, Mamalakis 2002). Soucasné
s poklesem PUFA n-3 jsou Casto nalézany zvysené hodnoty poméru AA/EPA, AA/DHA, ¢i
poméru n-6/ n-3 mastnych kyselin. V riiznych populacich jsou zjiStovany negativni korelace
mezi hladinou PUFA n-3 a depresivni symptomatologii (Conklin 2007, Tiemeier 2003;
Mamalakis 2006). Vicenenasycené mastné kyseliny fady omega-6 a omega-3 (PUFA n-6 a
PUFA n-3) jsou v lidském organismu soucastmi biologickych membran, ovliviiuji jejich
fluiditu, interakci mezi lipidovymi a proteinovymi slozkami, a moduluji funkce rtznych
enzymu, transportérii a receptorti, jsou strukturdlnimi soucdstmi druhych posli (second
messengers), ovlivituji transkripci fady genti (Stubbs 1984). Oxidaci dvacetiuhlikatych PUFA
n-6 1 PUFA n-3 vznikaji eikosanoidy (Fitzpatrick a Soberman 2001), které maji fadu
vyznamnych biologickych ucinkli. Oxidace kyseliny dokosahexaenové davd vzniknout
dokosanoidiim, chranicim neurony pied oxida¢nim stresem a tlumicim apoptdzu. Asi 50 — 60
% suSiny mozku dospélého cloveka tvoii lipidy. Z toho asi 35 % tvoii mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem, zejména kyselina arachidonovd (AA, 20:4 n-6) a dokosahexaenova
(DHA, 22:6 n-3) (McNamara a Carlson 2006). Podavani PUFA n-3 bylo zkouSeno
v [éCebném ovlivnéni psychiatrickych onemocnéni, zejména u depresivni poruchy, bipolarni
deprese a poporodni deprese, bud’ samostatné nebo jako ptidavek ke standardni 1é¢bé. V fadé
randomizovanych kontrolovanych studii byly ziskany pfiznivé vysledky (Peet a Horrobin
1998, Nemets 1998, Su 2003), v nékterych studiich vSak ke statisticky vyznamnému efektu
nedoslo (Marangell 2003, Silvers 2005). Nedavno byla publikovdna nova metaanalyza téchto
studii (Appleton 2010), ktera hypotézu o piiznivém terapeutickém efektu podporuje, ale
soucasn¢ bylo uzavieno, Ze je obtizné tyto vysledky sumarizovat a upln¢€ zhodnotit vzhledem
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ke znacné heterogenité. LepSi efekt PUFA n-3 byl zjisttn u osob st€z$i depresivni
symptomatologii, zatimco u osob bez diagnostikované¢ho depresivniho onemocnéni byl ti¢inek
na naladu mensi. V heterogenité vysledkt hraje zifejmé roli fada faktort,, napi. rizny obsah
PUFA n-3 i n-6 fady ve stravé, slozeni placeba, rozdil ve véku a mezi pohlavimi, v privodné
1écbe, v trvani studie, davce i1 typu pouzit¢ PUFA n-3, nebo zplsob hodnoceni deprese
(Appleton 2010).
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Nejcastéjsi pricina smrti Zen

Kardiovaskularni choroby jsou nej¢astéjsi pfi¢inou tmrti Zen na svété. Ve Spojenych statech
zemie kazdy rok na tyto choroby vice zen nez muzu. Tato skutecnost dosud neni mezi 1ékari
obecné znama. Prezentovana aktualizace pokynii pro primarni prevenci kardiovaskularnich
chorob u zen zroku 2011 poskytuje nejaktualnéjsi klinickd doporuceni pro prevenci

kardiovaskularnich onemocnéni u Zen nad 20 let véku. Pokyny byly vypracovany Spickovymi
odborniky podle systematicky vyhleddvanych nejnovéjSich poznatkd.

Klasifikace kardiovaskuldarniho rizika u Zen

Vysoké riziko (asponi 1 faktor odpovida niZe uvedenym staviim vysokého rizika):

Klinicky manifestni ICHS

Klinicky manifestni cerebrovaskularni onemocnéni

Klinicky manifestni ischemicka choroba dolnich koncetin
Aneurysma bfi$ni aorty

Selhani ledvin (ESRD) nebo zavazné chronické onemocnéni ledvin
Diabetes mellitus

Predikované desetileté kardiovaskularni riziko vyssi nez 10%
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ZvySené riziko (asponi 1 hlavni rizikovy faktor):

Kuractvi cigaret

STK> 120 mmHg, DTK> 80 mmHg, nebo oSetiené hypertenze

Celkovy cholesterol> 5,2 mmol/L, HDL-C < 1,3 mmol/L, nebo 1é¢end dyslipidemie

Obezita, zejména centralni obezita

Nevhodna skladba stravy

Fyzicka inaktivita

Rodinnéa anamnéza pred¢asnych CVD vyskytujici se u pfibuznych 1.stupné u muzi

mladsich 55 let véku nebo u Zen mladsich 65 let véku

Metabolicky syndrom

e Preklinické znamky pokrocilé aterosklerdzy (napi. koronarni kalcifikace, aterosklerotické
platy nebo zesilena IMT karotid)

e Snizena vykonnost pfi testu (napt.na bézeckém pasu) a / nebo abnormélni srde¢ni
frekvence po ukonceni zatéze

e Systémova autoimunitni onemocnéni pojiva i c€v (napf. systémovy lupus erytematodes
nebo revmatoidni artritida)

e Anamnéza preeklampsie, gestatniho diabetu nebo t€hotenstvim navozené hypertenze

Idealni kardiovaskularni zdravi (spInény vS§echny uvedené podminky):

Celkovy cholesterol <5,2 mmol/L (bez 1é¢by)

TK <120 / <80 mm Hg (bez 1é¢by)

Glykemie nala¢no < 5,6 mmol/L (bez 1éCby)

Body mass index <25 mg/m’

Nekutactvi

Fyzicka aktivita u dospélych starSich 20 let: > 150 min tydné stfedni intenzity nebo > 75
min vysoké intenzity tydné nebo kombinace

e Zdrava dieta (DASH-like - viz Appendix)

Idealni kardiovaskularni zdravi (splnény vS§echny uvedené podminky):

Celkovy cholesterol <5,2 mmol/L (bez 1é¢by)

TK <120 / <80 mm Hg (bez 1écby)

Glykemie nala¢no < 5,6 mmol/L (bez 1écby)

Body mass index <25 mg/m’

Nekutactvi

Fyzické aktivita u dospélych starSich 20 let: > 150 min tydné stfedni intenzity nebo > 75
min vysoké intenzity tydné nebo kombinace

e Zdrava dieta (DASH-like - viz Appendix)

Klasifikace a droven diikazii (sila doporuceni)

Klasifikace dikazu

Ttida I: Intervence je uzite¢na a efektivni

Ttida Ila: Sila diikkazu/nazory jsou siln€ ve prospéch uzite¢nosti/acinnosti
Ttida IIb: Uzitecnost/ucinnost je mén¢ dobie podloZzena ditkazy/nazory
Ttida III: Postup/test neni pfinosny, nemé zadné prokazané vyhody

vvvvv
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Uroven dukazua

e A Dostatecné dikazy z vétsiho poctu randomizovanych studii

e B Omezené dikazy z jedné randomizované studie nebo dal$ich nerandomizovanych
studii

e (C Diikaz zalozen na znaleckém posudku, kasuistice nebo standardni péci

Pokyny pro prevenci kardiovaskularnich chorob u Zen:

1. Zmény Zivotniho stylu

Koufeni cigaret

Zeny je tieba upozornit, aby prestaly koufit a vyhybaly se i tabskovému kouii v prostiedi. K
nekufactvi ma byt poskytnuto poradenstvi, behavioralni a nahradni nikotinova 1écba event.
dalsi farmakoterapie, podle programi na odvykani koufeni (tfida I, uroven dikazu B).

Fyzicka aktivita

Zenam by méla byt doporudena fyzicka aktivita: tydné nejméné 150 minut mirné nebo 75
minut intenzivni aerobni fyzické aktivity, popf. odpovidajici kombinace obou. Aerobni
aktivita je nejucinnéjsi, pokud probiha v epizodéach trvajicich aspot 10 minut, a je pokud
mozno rozlozena na cely tyden (tfida I, roven dilkkazu B).

vvvvv

fyzicka aktivita stiedni intenzity az na 5 h (300 min) tydné, popf. intenzivni aktivita na 2,5h
tydné nebo odpovidajici kombinace obou (tfida I, uroven diikazu B).

Zenam, které potiebuji zhubnout a udrzet vahovy tbytek, by mélo byt doporuéeno dosdhnout
minimalné 60 az 90 minut alespoii stfedn¢ intenzivni fyzické aktivity (napt. rychla chiize), po
vétSinu dnti v tydnu, nejlépe denné (tfida I, tiroven dikazu B).

Kardiovaskularni rehabilitace

Zenam srecentni KV piihodou by mél byt doporuéen komplexni reZim na sniZeni
kardiovaskularniho rizika, jako je rehabilitace kardiovaskuldrni nebo rehabilitace po iktu,
popft. lékafem doporucené cviceni doméci nebo se skupinou. Tento postup je vhodny zejména
u zen, které prfed neddvnem prodélaly akutni koronarni syndrom nebo koronarni
revaskularizaci, nové vzniklou nebo chronickou anginu pectoris, recentni cévni mozkovou
ptithodu, onemocnéni perifernich arterii (tfida I, Uroven dikazu A) nebo mély ptiznaky
srde¢niho selhani a LVEG <35% (ttida I, Groven dikazu B).

Dietni prijem
Zenam ma byt doporu¢ena konzumace stravy bohaté na ovoce a zeleninu, vybér celozrnnych
potravin vysokym obsahem vlakniny, konzumace ryb, zejména tucnych ryb alespon dvakrat

tydné, omezeni piijmu nasycenych tuki, cholesterolu, alkoholu, sodiku a cukru, a vyhybani se
potravindm s trans-mastnymi kyselinami. Viz pfiloha (tfida I, urovei dikazu B).

Poznamka: T¢hotné Zeny by mély byt pouceny o potencialni Skodlivosti ryb, které maji
potencial pro nejvyssi troven kontaminace rtuti (napt. zralok, mecoun, kralovska makrela
nebo Stihlice).

UdrzZovani hmotnosti / sniZeni

Zeny by si mély hmotnost zachovat, nebo hubnout pomoci vhodného poméru fyzické aktivity,
kalorického pfijmu a behavioralnich programi, pokud je toho zapotiebi pro udrzeni/dosazeni
vhodné t&lesné hmotnosti (napt. BMI < 25 kg/m?), obvodu pasu (napf. < 88 cm), nebo jiné
cilové miry obezity (tfida I, uroven dikazu B).

S3



ATHEROSKLEROSA 2011 ATHEROSKLEROSA

Omega-3 mastné kyseliny

U zen s hypercholesterolémii a/nebo hypertriglyceridémii mtze byt konzumace omega-3
mastnych kyselin ve form¢ ryb nebo ve formé kapsli (napt. EPA 1,8 g/den) povazovana za
vhodnou pro primarni i sekundarni prevenci (tfida IIb, Groven dikazu B). Poznamka: V rybim
oleji jako doplitku stravy mize byt velmi rizné mnozstvi EPA a DHA (zifejmé jediné u¢inné
latky).

2. Hlavni intervence rizikovych faktoru

Krevni tlak: optimalni Groven a Zivotni styl

Dosazeni optimalniho krevniho tlaku < 120/80 mmHg by mélo byt podporovano raznymi
ptistupy v Zivotnim stylu, jako je udrzeni télesné hmotnosti, zvySeni fyzické aktivity, sttidma
konzumace alkoholu, omezeni sodiku a zvySend konzumace Cerstvého ovoce, zeleniny a
nizkotuénych mlécénych vyrobki (tfida I, aroven dikazu B).

Krevni tlak: farmakoterapie

Farmakoterapie hypertenze je indikovana, kdyz je krevni tlak >140/90 mmHg (>130/80
mmHg pifi diagnéze chronického onemocnéni ledvin a diabetes mellitus). Thiazidova
diuretika mohou byt soucasti 1ékového rezimu u vétSiny pacientl, pokud nejsou
kontraindikovana nebo pokud nejsou piednostni indikace pro jiné Iékové skupiny u
specifickych chorob. Pocate¢ni 1é€ba u vysoce rizikovych zen s akutnim koronarnim
syndromem nebo MI by méla zahrnovat B-blokatory a/nebo ACE inhibitory/ARB; s pfidanim
dalsich 1¢ékt, napt. thiazidovych diuretik, tam, kde je potiebny dalsi typ antihypertenziv k
dosazeni cilového krevniho tlaku (tfida I, iroven dikazu A).

Poznamka: ACE inhibitory jsou kontraindikovany v téhotenstvi a mély by byt pouzivany s
opatrnosti u Zen, které mohou otchotnét.

Lipidy a lipoproteiny v plazmé: optimalni hladiny a Zivotni styl

Dosazeni nasledujicich hladin lipidii a lipoproteinti u zen by mélo byt podporovano ptistupy
zivotniho stylu: LDL-C < 2,6 mmol/l, HDL-C > 1,3 mmol/L, triglyceridy < 1,7 mmol/L, a
non-HDL-C (celkovy cholesterol minus HDL-C), < 3,4 mmol/L (tfida I, tiroven dikazu B).
Lipidy: farmakoterapie pro sniZeni LDL-C u vysoce rizikovych Zen

Farmakoterapie snizujici LDL-C je doporucovana soucasné s vhodnym Zivotnim stylem u Zen
s ICHS — cilem je dosdhnout LDL-C < 2,6 mmol/L (tfida I, uroven dikazu A) a je také

indikovéana u Zen s jinymi aterosklerotickymi KVO nebo diabetes mellitus nebo desetiletym
absolutnim rizikem nad 20% (tfida I, Groven dikazu B).

Snizeni LDL-C pod 1,8 mmol/L je vhodné u velmi-vysoce rizikovych Zen (very-high-risk)
s ICHS (napf. u pacientek s neddvno prodélanym ACS nebo s vice nedostatecné
kompenzovanymi kardiovaskularnimi rizikovymi faktory) a mize vyzadovat Iékovou
kombinaci zaméfenou na snizeni LDL (tfida IlIa, Giroven dikazu B).

Lipidy: farmakoterapie pro sniZeni LDL-C u dalSich rizikovych Zen

Farmakoterapie snizujici LDL-C je vhodna, pokud je LDL-C nad 3,4 mmol/L, je pfitomno
vice rizikovych faktorti a desetileté absolutni riziko ICHS je mezi 10%-20% (tfida I, uroven
dikazu B).

Terapie snizujici LDL-C pouze vhodnym zivotnim stylem je indikovéana pti LDL-C nad 4,1
mmol/L s dalSimi rizikovymi faktory, pouze tam, kde desetileté absolutni riziko nedosahuje
10% (ttida I, iroven dikazu B).
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Lécba vhodnym zivotnim stylem ke snizeni LDL-C je uzitecna, pokud je LDL vyssi nez 4,9
mmol/L, a to bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost dalSich rizikovych faktort
kardiovaskularnich onemocnéni (tfida I, iroven dikazu B).

U Zen starSich Sedesati let s odhadem desetiletého rizika ICHS nad 10%, méla by byt zvazena
1écba statiny, pokud je hsCRP vyssi nez 2 mg/L — po vhodné zméné Zivotniho stylu a
vylouceni akutniho zanétlivého procesu (tfida IIb, uroven dikazu B).

Lipidy: farmakoterapie pro nizkou hladinou HDL-C nebo zvySeny non-HDL-C

Lécba niacinem nebo fibraty maze byt vyuzita, je-li u vysoce rizikovych Zen i po dosazeni
cile pro LDL-cholesterol nizka hladina HDL-C (<1,3 mmol/L) nebo zvySena hladina non-
HDL-C (> 3,4 mmol/L) (tfida IIb, uroven dukazi B).

Diabetes mellitus

Zivotni styl a farmakoterapie diabetu by méla u Zen s diabetem docilit HbAIC < 5,4 %
(IFCC) - pokud je schtidné této kompenzace dosdhnout bez vyrazné hypoglykemie (tfida Ila,
uroven diikkazu B).

3. Preventivni lékové intervence

Kyselina acetylsalicylova u Zen s vysokym rizikem

Lécba kyselinou acetylsalicylovou (75 - 325 mg/den) by méla byt zahajena u Zen s ICHS,
pokud neni kontraindikovéna (tfida I, uroven dikazu A).

Lécba kyselinou acetylsalicylovou (75 - 325 mg/den) je vhodné u Zen s diabetem mellitem,
pokud neni kontraindikovana (tfida Ila, Groven diikkazu B).

Pokud Zena s vysokym rizikem netoleruje 1écbu kyselinou acetylsalicylovou, mé¢la by byt
nahrazena klopidrogelem (tfida I, tiroven diikkazu B).

Kyselina acetylsalicylova u dalSich Zen rizikovych nebo zdravych

Antiagregacni 1écba kyselinou acetylsalicylovou miize byt uzite¢na u Zen starSich 65 let (81
mg denné nebo 100 mg kazdy druhy den), je-li krevni tlak pod kontrolou, pak je
pravdépodobné, Ze ptinos pro prevenci ischemickych cévnich mozkovych ptihod a infarktu
myokardu prevence pievazi rizika gastrointestinalniho krvaceni a hemoragické cévni
mozkové piihody (tfida Ila, Grovent dikazu B). Tato 1écba miiZze byt raciondlni i u Zen
mladsich nez 65 let pro prevenci ischemickych cévnich mozkovych piihod (tfida IIb, uroven
dikazu B).

Kyselina acetylsalicylova pfri fibrilaci sini
Kyselina acetylsalicylova 75-325 mg denné by méla byt indikovana u Zen s chronickou nebo

paroxysmalni fibrilaci sini, maji-li kontraindikaci k warfarinu nebo nizké riziko cévni
mozkové piihody (< 1%/rok, nebo CHADS?2 skore < 2) (tfida I, uroven dikazu A).

Warfarin pri fibrilaci sini

U Zen s chronickou nebo paroxysmalni fibrilaci sini, by mél byt warfarin indikovan k udrzeni
INR v rozmezi 2,0 - 3,0, maji-li nizké riziko cévni mozkové piihody (< 1%/rok, nebo vysoké
riziko krvaceni) (Ttida I, aroven dikazu A).

Dabigatran pfri fibrilaci sini

Dabigatran je vhodnou jako alternativou k warfarinu pfi prevenci iktu a systémové
tromboembolie u pacientli s paroxysmalni nebo chronickou fibrilaci sini a rizikovymi faktory
pro iktus nebo systémovou embolizaci, ktefi nemaji protetické srde¢ni chlopné nebo
hemodynamicky vyznamné chlopenni vady, t€Zkou poruchu ledvin (clearence kreatininu pod
0,25 mL/s), nebo pokrocilé onemocnéni jater (s bazalni poruchou koagulace) (ttida I, iroven
dikazu B).
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B-blokatory

B-blokatory by mély byt indikovany az na 12 mésici (tfida I, aroveni dikazu A), nebo az na 3
roky (tfida I, Groven dikazu B) u vSech Zen po infarktu myokardu nebo ACS s normalni
funkci levé komory, pokud nejsou tyto Iéky kontraindikovany (tfida I, uroven dikazu A). B-
blokatory s prodlouzenym uvoliiovanim by mély byt indikovany na dobu neurcitou u Zen se
selhanim levé komory, pokud nejsou pfitomny kontraindikace (tfida I, uroven dikazu A).
Lécba p-blokatory s prodlouzenym ucinkem miize byt zvazovana i u dalSich zen
s kardiovaskularnimi chorobami a normalni funkci levé komory srdecni (tfida IIb, Groven
dikazu C).

ACE inhibitory / ARB

Lécba ACE inhibitory by méla byt zahdjena (pokud neni kontraindikovana), u zen po infarktu
myokardu a u Zen s klinickymi projevy srdecniho selhani nebo LVEF <40%, nebo diabetes
mellitus (tfida I, arovenn dikazu A). U zen po infarktu myokardu i u zen s klinickymi
znamkami srde¢niho selhéni, s LVEF <40% nebo s diabetem mellitem, které netoleruji ACE
inhibitory, by mély byt uzivany sartany misto ACE inhibitord (tfida I, troven dikazu B).
Poznamka: ACE inhibitory jsou kontraindikovany v t&€hotenstvi a mély by byt uzivany s
opatrnosti u Zen, které¢ mohou otéhotnét.

Blokatory aldosteronu

Uziti blokatori aldosteronu (napf. spironolactonu) po infarktu myokardu je indikovéano u Zen,
které nemaji vyznamné hypotenze, poruchu funkce ledvin ani hyperkalémii, a které jiz uzivaji
terapeutické davky ACE inhibitori a B-blokatorti a maji LVEF <40% se symptomatickym
srdecnim selhanim (tf¥ida I, iroven dikazu B).

Ttida III intervenci pro prevenci CVD u zen (postupy, které nejsou uZiteCné/efektivni a
mohou byt i nebezpecné)

4. Trida III intervenci pro prevenci CVD a Zen (postupy, které nejsou uZzite¢né/efektivni
a mohou byt nebezpec¢né

Menopauzalni 1é¢ba

Hormonalni terapie a selektivni estrogen receptor-modulatory (SERM) by nemély byt uZivany
v primarni nebo sekundarni prevenci CVD (tfida III, uroven dikazu A).

Antioxida¢ni suplementy

Doplnky stravy s antioxida¢nim uc¢inkem (napt. vitamin E, C a beta karoten) by nemély byt
uzivany pro primarni nebo sekundarni prevenci CVD (tfida III, uroven dikazu A).

Kyselina listova

Kyselina listova, (s nebo bez suplementace vitaminy B6 a B12), by nem¢la byt uzivana pro
primarni nebo sekundarni prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni (tfida III, uroven dikazu
A).

Poznamka: Suplementace kyselinou listovou ale mize byt doporucena v reprodukénim véku,
aby se zabranilo vyvojovym defektim nervové trubice plodu.

Kyselina acetylsalicylova pro primarni prevenci MI u Zen < 65 let

Rutinni uzivani kyseliny acetylsalicylové u zdravych zen mladSich nez 65 let véku se
nedoporucuje v primarni prevenci MI (tfida III, Groven dikazu B).

S6



ATHEROSKLEROSA 2011

ATHEROSKLEROSA

Schema doporucené prevence kardiovaskularnich chorob u Zen

Hodnoceni rizika CVD:

* Anamnéza rodinnd, osobni, gesta¢ni
* Pfiznaky CVD

* Screening deprese u Zen s CVD

* Fyzikalni vySetfeni, v€etn¢ krevniho tlaku, indexu télesné hmotnosti, obvodu pasu
* Laboratorni testy, véetné laénych lipoproteinti a glukozy
* Vypocet Framinghamského skore rizika, pokud neni pfitomen diabetes nebo KV choroba

Zavést doporuceni tiidy I
pro Zivotni styl (pro vSechny Zeny):
* Odvykani koufeni
 Zdrava dieta (DASH-like, viz Appendix)
* Pravidelna fyzicka aktivita
* Dosazeni vhodné hmotnosti

Ma Zena s vysokym rizikem CVD
vice neZz 1 faktor z nasledujicich?
« Klinicky manifestni ICHS
* Cerebrovaskularni onemocnéni
* Onemocnéni perifernich tepen
* Aneurysma bfis$ni aorty
* Diabetes mellitus
¢ Chronické onemocnéni ledvin
* Predikované desetileté kardiovaskularni riziko > 10%

Anamnéza
paroxysmalni
fibrilace sini?

NE ANO

Zavést doporuceni tiidy I:
» Warfarin nebo

* kys. acetylsalicylova nebo
* dabigatran

Zavést doporuceni tiidy I:
« Kontrola krevniho tlaku

ANO NE
|

Nedavné kardiovaskularni prihody,
interven¢ni zakroky nebo
priznaky méstnavého srdecniho selhani?

* Snizeni LDL-C farmakoterapii,
pokud je > 4,9 mmol/L

Zvazit doporuceni tridy I1:
* Lécba vysokého LDL-C, non-HDL-C a
triglyceridti a/nebo HDL-C u vybranych zen

ANO NE » Kyselina acetylsalicylova
| |
Doporucit Zavést doporuceni tiidy I:
kardiovaskularni « Kontrola krevniho tlaku
rehabilitaci * Snizeni LDL-C armakoterapii (s cilem <2,6 mol/L)
* B-blokatory

* ACE inhibitory/ blokatory receptoru angiotenzinu

Zvazit doporuceni tridy I1:

* Kontrola glykémie u diabetikli
* Kyselina acetylsalicylovéd/antiagregacni lécba
* Omega-3 mastné kyseliny

* LDL-C snizujici terapie (s cilem < 1,8 mmol/L u vysoce rizikovych zen)
* Non-HDL-C snizujici terapie (cil < 3,4 mmol/L u vysoce rizikovych Zen s nedavno prodélanym ACS
nebo s vice neuspokojivé kompenzovanymi kardiovaskularnimi rizikovymi faktory)

S7




ATHEROSKLEROSA

2011 ATHEROSKLEROSA

Priloha. Konkrétni doporuceni zmén diety a Zivotniho stylu pro Zeny

Faktor Jednotka Davka
Ovoce a > 4,5 salkti/den 1 salek syrové listové zeleniny, 1/2 $alku nakrajené syrové
zelenina nebo varené zeleniny, 2 $alku §tavy ze zeleniny, 1 kousek
ovoce stiedni velikosti, % Salku suseného ovoce, % Salku
Cerstvého, zmrazené¢ho nebo konzervovaného ovoce, %2
Salku ovocné §tavy
Ryby 2x tydné 100g varené, nejlépe tucné druhy ryb
Vlaknina 30 g/den (1,1 g/10 g  celozrnné ceredlie, ovoce, avokado, apod.
sacharidi)
Cerealie 3x denné 1 krajic chleba, 30g suchych obilovin, 1/2 §alku vafené
ryze, téstovin nebo obilovin (vesmés celozrnné produkty)
Cukr < 5x tydné (<450 1 ¢ajova lzicka cukru, 1 1zicka zelé nebo dzemu, 1/2 salku
kcal tydné z napoji zmrzliny, 1 Salek limonady
slazenych cukrem)
Ofechy, > 4x tydné 1/3 $alku nebo 40g ofechll (vyhnout se solenym ofechiim,
lusténiny 2 ¢ajové 1zicky araSidového maésla, 2 ¢ajové 1zicky nebo
15g seminek, 2 $alku vafené lusténiny (fazole, hrach)
Nasycené <7 % celkového Jsou pfitomny ve smazenych potravinach, tuéném masu
tuky energetického pfijmu  nebo kufeci kiizi, dezertech, maslu, syrech, zakysané
smetang¢ atd.
Cholesterol <150 mg denné v Zivoc€iSnych tucich, vnitfnostech, vejcich atd.
Alkohol max 1x denné 1dcl vina, 3dcl piva, 0,4dcl 40% likéru
Sodik <1,5 g denné

Trans-mastné kyseliny

0

Poznamka: doporucené davkovani vychazi z diety 2000 kcal/den, a doporuceni mohou kolisat podle
individualnich preferenci a potieb.

Poznamka pro Vitamin D: Ocekava se, Ze probihajici vyzkum tykajici se role vitaminu D v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni odhali podrobnéji vyznam ev. suplementace vitaminu D pro tyto
choroby.

ACE, angiotensin-konvertujici enzym; ACS, akutni koronarni syndrom; ARB, blokator receptoru
angiotenzinu; BMI, body mass index; TK, krevni tlak; CVD, kardiovaskularni onemocnéni; DASH,
Dietary Approaches to Stop Hypertension; DHA, dokosahexaenova kyselina; DTK/STK, diastolicky/
systolicky krevni tlak; EPA, eikosapentaenova kyselina; HbA1C, hemoblobin Alc; HDL-C,
cholesterolova frakce v lipoproteinech o vysoké hustot¢ ; hsCPR, Highsensitivity C-reaktivniho
proteinu; CHADS2, Congestive Heart Failure, Hypertension, Age, Diabetes, Prior Stroke; ICHS
(CHD), ischemicka choroba srde¢ni; IMT, tloustka intimy-medie; INR, international normalized
ratio; LDL-C, cholesterolova frakce v lipoproteinech o nizké hustoté; LVEF, ejekéni frakce levé
komory; MI, infarkt myokardu;

Prace byla podporena grantem NS10511-3/2009 IGA MZCR
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ADIPOCYTOKINY U NADOROVYCH ONEMOCNEN]{
J. Macasek, M. Zeman
4. interni klinika, 1.lékarska fakulta UK a VFN Praha

Uvod

Pojmem adipocytokiny oznacujeme soubor molekul produkovanych tukovou tkani, které
maji fadu vyznamnych biologickych uc¢inka. Tukova tkan tedy neni pouze pasivni zasobarnou
lipidli ¢i tepelnym izolatorem, ale je 1 velmi aktivni endokrinni tkdni. Nahromadéni tukové
tkané, zejména ve visceralni oblasti, je spojeno se zvySenym rizikem rozvoje metabolického
syndromu, aterosklerézy ale i onkologickych onemocnéni. V tomto sméru je nezddouci
predevsim centralni obezita, pti které se tukova tkan deponuje v bfisni dutin¢ (omentalni,
mezenteridlni a retroperitonedlni tuk- souhrn€ viscerdlni tuk). Obezita vede u
predisponovanych jedincii k rozvoji inzulinové rezistence (IR). Na jejim rozvoji se
patofyziologicky podileji volné mastné kyseliny, které jsou transportovany k jatrim
prostiednictvim portalni zily z visceralni tukové tkané€, a adipocytokiny, kterych byla dodnes
objevena celd fada. V soucasné dobé se téz ukazuje, ze adipocytokiny adiponektin a leptin se
podili na rozvoji mnoha patologickych stavii. Adiponektin a leptin totiz hraji ulohu pii vzniku
malignich nddor a mohou tak byt pojitkem mezi nimi a obezitou, coz je mimo jiné empiricky
VypOzorovano.

Adiponektin

Zikladni informace

Adiponektin byl identifikovdn vroce 1995 a je zndm pod alternativnimi nazvy jako
acrp30 (adipocyte komplement related protein of 30 kDa), adipoQ (adipocyte C1Q and
collagen domain-containing), apM1 (adipose most abundant gene transcript 1) ¢i GBP28
(gelatin-binding protein 28). Adiponektin je protein sloZzeny z 244 aminokyselin o molekulové
hmotnosti 30 kDa. Dtive se pfedpokladalo, Ze je syntetizovan pouze v adipocytech, novéjsi
prace vsak popisuji jeho syntézu téz v osteoblastech, hepatocytech a kardiomyocytech. Tento
fakt poukazuje na to, Ze mize hrat dileZitou roli v jejich metabolismu. Gen pro adiponektin je
lokalizovan na chromozomu 3q27, coz je oblast, kterd je u bilé populace lokusem
pravdépodobné se podilejicim na rozvoji metabolického syndromu ¢i diabetu mellitu 2. typu.
Na regulaci exprese adiponektinu se podili vétsi mnozstvi ptusobku. Interleukin 6, TNF-a,
glukokortikoidy, katecholaminy ¢i inzulin syntézu adiponektinu inhibuji. Adiponektin
zpétnovazebné téz snizuje svoji expresi. Thiazolidindiony (aktivatory receptori PPAR- ),
uzivané jako peroralni antidiabetika, jako jedny z mala latek zvySuji tvorbu HMW izoformy
adiponektinu a podporuji tudiz jeho inzulin senzitivizujici UC€inky. ZvySeni exprese
adiponektinu bylo popsano také po podévani n-3 mastnych kyselin u mysi (Flachs et al.)
Fyzicka aktivita zvySuje ve svalech nejen hladinu cirkulujiciho adiponektinu, ale i obsah
mRNA pro adiponektinové receptory. To by mohl byt mechanismus ucinku, kterym fyzicka
aktivita zlepSuje svalovou inzulinovou rezistenci. Strukturné je adiponektin tvofen tfemi
doménami: signalni casti, fibrilarnim N- koncovym usekem, ktery se strukturdlné¢ podobny
kolagenu VIII a X, a lobularnim C-koncovym tsekem. Molekula adiponektinu je jako celek
strukturalné podobna téZ Clq soucasti komplementu a cytokinu TNF-alfa, coZz muze
vysvétlovat jejich vzajemny antagonisticky ucinek. Plasmatické hladiny adiponektinu se
pohybuji mezi 3-30 pg/ml. Z celkového mnoZstvi bilkovin tvoii 0,01 - 0,05 %, coZ je vyssi
hodnota. Jeho plasmatické koncentrace jsou o 40 % vySsi u Zen nezavisle na mnozstvi tukové
tkané a také u belosské populace ve srovnani s indoasijskou populaci. Postmenopauzalni zeny
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maji vys$i hladinu plasmatického adiponektinu nez Zeny premenopauzalni. Za tyto rozdilné
hodnoty je pravdépodobné zodpovédné pilisobeni pohlavnich hormonii. Testosteron i
estrogeny snizuji hladin u adiponektinu. V plasmé se adiponektin vyskytuje pouze
v oligomerni formé. V krvi cirkuluji dvé zékladni izoformy: LMW izoforma (lower molecular
weight) a HMW izoforma (high molecular weight). LMW izoforma ptedstavuje trimetr a
hexamer a HMW izoforma 12- az 18-mer. Studie prokazali, Ze positivni G¢inky adiponektinu
jsou zprostiedkovany piedevsim prostfednictvim jeho HMW formy, kterd se ucastni 1 jeho
intraceluldrnich pochodii. Osoby se zvySenou hladinou HMW izoformy adiponektinu mayji
niz$i incidenci diabetu mellitus 2.typu. Adiponektin se vdze ke dvéma typtim receptord,
oznacovanych jako AdipoR1 a AdipoR2 receptory.

Mechanizmus G¢inku

Adiponektin svlij metabolicky efekt uplatiuje prosttednictvim aktivace receptord AdipoR
(1 a 2) a adaptorového proteinu APPLI1. Prostfednictvim receptoru AdipoR1 je aktivovdna
predevsim AMP- kinaza. Po navazani adiponektinu na receptor AdipoR2 jsou stimulovany
PPAR-a receptory. Stimulace AMP- kindzy prostiednictvim navdzani adiponektinu na
receptor AdipoR1 vede ke stimulaci oxidace mastnych kyselin, inhibici glukoneogeneze a
stimulaci vstupu glukosy do bunky zvySenim poc¢tu GLUT-4 transporteri v membrané bunky
s ndslednym inzulin senzitivizujicim G¢inkem. Aktivace receptori PPAR- a (pfes AdipoR2)
téz zvysuje oxidaci mastnych kyselin, potlacuje oxidativni stres a plisobi antiinflamatorné. Na
snizeni inzulinové rezistence se podili nejenom zvySené mnozstvi GLUT-4 transporterd
v membranach svalovych bunék, ale i sniZeni triacylglycerolémie zvySenym katabolismem
VLDL ¢&astic ve svalech.

Klinicky vyznam

Role adiponektinu je zkouména u obezity, u diabetu mellitus 2.typu, u aterosklerdzy, ¢i u
onkologickych onemocnéni.
Hladina adiponektinu je sniZzena u pacientli trpicich obezitou, metabolickym syndromem,
diabetem mellitus 2.typu ¢i ateroskler6zou a jejimi kardiovaskularnimi komplikacemi. Tento
jev je vysvétlovan proinflamatornim a prooxidacnim stavem pfi téchto onemocnénich a
negativnim Uc¢inkem cytokind na produkci adiponektinu (viz parakrinni regulace syntézy
adiponektinu). Hypoadiponektinémie hraje téZ ulohu v rozvoji arteridlni hypertenze.
7da se, ze adiponektin ma vyznamnou ulohu i v patogenezi nadorovych onemocnéni. Ukazuje
se, ze hladiny adiponektinu maji az na jednu vyjimku inverzni vztah k riziku rozvoje nadort,
které jsou spjaty s obezitou a inzulinovou rezistenci. Mezi tyto nddory patii kolorektalni
karcinom, karcinom prsu, endometria, Zaludku, prostaty ¢i leukémie. U karcinomu pankreatu
jsou nalézany naopak vys$$i hodnoty adiponektinu. Mechanismy pulsobeni adiponektinu
v rozvoji téchto nddorovych onemocnéni jsou nepiimé a pfimé. Mezi nepiimé mechanismy
fadime napftiklad patofyziologicky d¢j, ktery vychazi zinverzniho vztahu koncentrace
adiponektinu a inzulinu. Nizka hladina adiponektinu vede k inzulinorezistenci, ktera zptsobi
hyperinzulinémii, nadbytek inzulinu snizuje mnozstvi insulin-like growth factor binding
proteinu 1, coz zvySuje volnou frakci insulin-like growth faktoru, ktery stimuluje proliferaci a
inhibibuje apoptézu. Hypoadiponektinémie ma téz inverzni vztah s hladinou TNF-a, jez mlize
neptiznivé ovliviiovat nddorovou proliferaci.
Ptimych mechanismd, kterymi mtze adiponektin ovliviiovat karcinogenezi je n¢kolik. Yokota
a kolektiv popsali piimé negativni pusobeni adiponektinu na hematopoézu. Potlacuje rlst
myelomonocytl in vitro a indukuje apoptézu myelomonocytarnich progenitorovych bunck
leukemické tady (Yokota et al, 2000). Dale bylo zjisténo, ze adiponektin inhibuje plisobeni
mnoha rustovych faktorti tim, Ze se na né navaze. Adiponektin zabranuje vazb¢ na ptislusné
receptory a naslednému spusténi nitrobunécné kaskady déji vedoucich k proliferaci u téchto
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faktorti: HB EGF (heparin-binding EGF-like growth factor), PDGF-BB (homodimer platelet-
derived growth faktoru s podjednotkou B) ¢i bFGF (basic fibroblast growth factor). Ve vyctu
intracelularnich molekul, které ovliviiuje adiponektin, mimo jiz zhora uvedené¢ AMP-kinézu,
NF-kappaB a PPAR-a receptory, patii i JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) a STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3). JNK patii do rodiny MAP- kinaz a podili se na
regulaci proliferace a apoptézy. STAT3 aktivuje drahy podilejici se na regulaci d&u
ovliviiujicich proliferaci, diferenciaci a apoptdzu bunck. Oba systémy tedy hraji dilezitou roli
v karcinogenezi a ristu tumoru.

Adiponektin svym ptasobenim ovliviiuje i produkci RONS (reactive oxygen and nitrogen
species). Inhibuje tvorbu superoxidu inhibici enzymu NADPH oxidé4zy, coZ ma protektivni
ucinky viiéi rozvoji nddorového onemocnéni.

Leptin

Zikladni informace

Leptin (fecky leptos- §tihly) je neglykosylovany polypeptid o molekulové hmotnosti 16
kDa, ktery je secernovan predevsim bilou tukovou tkani jako produkt genu Ob (Obese).
Produkuji ho nejenom zralé¢ adipocyty, ale i kardiomyocyty a bunky krevnich cév. Jeho
hladiny v plazmé koreluji s mnozstvim tukové tkané, u stihlych jedinct se pohybuji mezi 1-10
ng/ml a u obéznich mohou dosahovat hodnot az 100 ng/ml. Syntéza leptinu je vyznamngjsi
v subkutanni bilé tukové tkani nez ve visceradlnim tuku a je stimulovadna interleukinem-6.
Leptin se v centrdlni nervové soustaveé, presnéji v kortexu, limbickém systému a
hypothalamu, vaze na receptory LEPR (dfive OBR), které patii do superrodiny cytokinovych
receptord.

Mechanizmus G¢inku

Leptin se podili pfedev§im na regulaci pfijmu potravy a energetické bilance. V posledni
dobé se vSak ukazuje, Ze ma pleiotropni UCinky. Leptin plsobi centrdlné¢ i periferné.
V perifernich tkanich ovlivituje bunky pankreatu, jater a imunitniho systému. V centralni
nervové soustavé plsobi v kortexu, limbickém systému a pfedevSim v hypothalamu, tam se
vaze na receptory LEPR (difive OBR), které se vyskytuji v jeho jadrech (napt. nucleus
arcuatus) zodpovédnych za regulaci pfijmu potravy a energetického vydeje. Mezi jeho hlavni
ucinky patii zvyseni energetického vydeje a snizeni chuti k jidlu s naslednym snizenim piijmu
potravy, coZz evokuje myslenku o regulaci hladiny leptinu jako adaptacnim ndstroji proti
nezddoucim uCinkim hladovéni. Leptin zvySuje tonus sympatiku, ovlivituje hormonalni,
reprodukéni a imunitni funkce. Leptin prostfednictvim svého receptoru aktivuje signalni
drahu JAK-STAT3 fosforylaci tyrosinu intracelularni domény receptoru. Mezi metabolické
ucinky leptinu patii stimulace proteosyntézy, stimulace aktivity enzymu glykogen syntazy,
usnadnéni vstupu glukoézy do bunky, stimulace oxidace mastnych kyselin, zabranéni
akumulace tuku v adipocytech a jinych bunkdch a tim sniZzeni lipotoxicity atd. Tyto
metabolické ucinky jsou zprostiedkovany nejen aktivaci signalni cesty JAK-STAT3, ale i
aktivaci AMP- kinazy (jatra, svaly), ¢i ovlivnénim koncentrace cAMP v adipocytech.

Klinicky vyznam

Na kardiovaskularni aparat ptisobi spiSe negativné a mnozi autoii ho povazuji za novy
rizikovy faktor chorob kardiovaskuldrniho systému. Leptin vykazuje fadu proaterogennich
vlastnosti. Leptin indukuje oxida¢ni stres v endotelidlnich bunkéach (zvysena produkce
superoxidu v mitochondriich), stimuluje proliferaci a hypertrofii bun¢k hladkého svalstva cév,
stimuluje tvorbu endothelinu-1 (ET-1) a monocytarniho chemoatraktant proteinu 1 (MCP-1),
zvySuje agregaci krevnich desticek, v centrdlnim nervovém systému aktivuje sympaticky
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nervovy systém a timto mechanismem se podili na patogenezi hypertenze. Hladiny leptinu
jsou taktéz pozitivné asociovany se vznikem nddord prostaty, endometria, prsu a trac¢niku.
Leptin stimuluje bunénou proliferaci prostfednictvim aktivace MAPK signdlni cesty u
karcinomu prostaty, MCF-7 signdlni cesty u karcinomu prsu ¢i dalSich signalnich cest jako
jsou napt. STAT3, ERK, AP-1. Dilezitou roli hraje 1 pii metastazovani, protoZze podporuje
angiogenezi. Tyto poznatky naznacuji, Zze by leptin mohl byt dilezitym pojitkem mezi
obezitou a vznikem malignit.
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1. Introduction

TGFp cytokine was first isolated from neoplastic mouse tissue by Moloney sarcoma virus
(Assoian, et al., 1983). TGF-B1 can bind a heteromeric complex of type I and type II
transmembrane serine/threonine kinase receptors. This complex is usually formed by ligand,
one TGF-f type II receptor (TPR-II) and two TGF-B type I receptors called activin receptor-
like kinase (ALK) (ten Dijke and Hill, 2004). This process can be affected by type III receptor
known as endoglin (CD105) (Grainger, 2007).

Endoglin plays role in many pathological situations including Hereditary hemorrhagic
telangiectasia (HHT), cancer (Perez-Gomez, et al., 2010), angiogenesis (ten Dijke, et al.,
2008), and more recently also in metabolic and cardiovascular diseases including
preeclampsia (De Vivo, et al., 2008), hypertension and diabetes mellitus (Blazquez-Medela, et
al., 2010; Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). We would like to summarize some information
about endoglin role in atherosclerosis.

2. Endoglin structure and expression

Endoglin (CD 105, TGF-f receptor III, ENG) is a homodimeric membrane glycoprotein
that plays a regulatory role in several TGF-P3 pathways (Ma, et al., 2000 1612). Endoglin is a
dimer composed of 95 kDa disulfide-linked subunits (Cheifetz, et al., 1992; Zhang, et al.,
1996) involves an extracellular domain of 561 amino acid residues, a single transmembrane
domain of 25 amino acid residues, and a short intracellular domain of 47 amino acids, that
does not include a signal transduction domain (Gougos and Letarte, 1990).

Endoglin expression is restricted primarily to cells found in the vessel wall (Conley, et al.,
2000) including endothelial cells (ECs), monocyte/macrophages, as well as by various
mesenchymal cells, including fibroblasts and vascular smooth muscle cells (SMCs) (Gougos,
etal., 1992; Qu, et al., 1998; St-Jacques, et al., 1994).

In general, endoglin expression is strongly related to cardiovascular system development,
vascular development, angiogenesis, and vascular homeostasis (Lopez-Novoa and Bernabeu,
2010).

3. Endoglin interplay with other members of the pathway

Endoglin in association with TGF-f receptors II and I (ALK-1 and ALK-5), can bind
TGF-B1 and TGF-B3 isoforms and form a functional receptor complex (Barbara, et al., 1999).
Endoglin is not the true receptor but it strongly modulates activities (phosphorylation status)
of TGF-BRII (Guerrero-Esteo, et al., 2002), ALK-1 (Guerrero-Esteo, et al., 2002; Lebrin, et
al., 2004) and ALK-5 (Guerrero-Esteo, et al., 2002). In general, recent studies have revealed
interplay between two signaling pathways and endoglin. Endoglin/ALK-1/Smad1/5 signaling
has been shown to stimulate endothelial cell migration, proliferation and tube formation
resulting in increased angiogenesis (ten Dijke, et al., 2008). On the contrary, activation of
endoglin/ALK-5/Smad2 pathway inhibits the activity of endothelial cells, blocks angiogenesis
by inhibition of EC proliferation, tube formation and migration, and keeps endothelium
quiescent (Goumans, et al., 2009; Tian, et al., 2010).
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4. Endoglin and endothelial NO synthase

Nitric oxide synthase is a key enzyme responsible for the production of NO by
endothelium (Sessa, 2004). Its expression and activity is very important with respect to
endothelial protection, and its decreased expression is related to development of endothelial
dysfunction, the key step in atherogenesis (Napoli, et al., 2006).

There are several papers, which showed strong relationship between endoglin expression
and eNOS expression and activity.

Jerkic et al demonstrated that endoglin expression is strongly related to eNOS expression
in mice. They showed decreased levels of eNOS in endoglin deficient mice (Eng”™ mice),
which resulted in impaired endothelium-dependent vasodilation in these mice (Jerkic, et al.,
2004). In addition, Toporsian et al. found that endoglin is an essential component of the eNOS
activation complex, stabilizes eNOS protein, and facilitates the association of eNOS with
Hsp90, which indicates its crucial role in endothelial cell function, and the regulation of local
vascular tone (Toporsian, et al.,, 2005). In addition Santibanez et al. clearly showed that
endoglin increases Smad2 levels, Smad2 phosphorylation and Smad2 stability, which results
in increase eNOS expression both in the absence and in the presence of exogenous TGF- in
endothelial cells (Santibanez, et al., 2007). These data suggest that endoglin can regulate
function of endothelium via eNOS proposing its role atherogenesis.

5. Endoglin blood serum levels in human atherosclerosis

In general, a soluble form of endoglin plays a central role in preeclampsia, a disease
characterized by hypertension and severe alterations in placental circulation (Venkatesha, et
al., 2006). Moreover, increased levels of soluble endoglin were related with diabetes-
associated vascular pathologies such as hypertension, endothelial dysfunction and
cardiovascular risk, which was nicely reviewed recently (Blazquez-Medela, et al., 2010). In
addition, there are several studies showing the expression of endoglin in blood serum in
patients with hypercholesterolemia and atherosclerosis. The first evidence of increased levels
of endoglin in patients with hypercholesterolemia come from Blann et al. (Blann, et al.,
1996). They speculated that increased endoglin levels could be related to endothelial
damage/dysfunction. On the other hand Li et al., demonstrated lower levels of endoglin and
TGF-B1 in patients with severe coronary atherosclerosis when compared with patients with
mild atherosclerosis or controls. They suggested that this decrease of both endoglin and TGF-
B1 is the consequence of formation of TGF-B1/endoglin complexes in blood serum. They also
showed that endoglin levels increase at early stages of atherogenesis due to damage of
endothelial cells and than they are decreased in latter stages of atherosclerotic process, in
patients with significant coronary artery disease in all three coronary arteries on coronary
angiograms (Li, et al., 2000).

In the study of Blaha et al, showed that endoglin levels are increased in patients with
familial hypercholesterolemia when compared with control group. In addition endoglin serum
levels were significantly lower after series of extracorporeal eliminations, more after
rheophereses when compared to LDL-aphereses (Blaha, et al., 2008). Surprisingly, reduced
levels of endoglin did not correlate with cholesterol levels. Since endoglin levels were
reduced together with CRP levels and sCD40 levels they suggested that reduced endoglin
levels might be related to improvement of endothelial dysfunction and decreased activity of
immune system after removal of atherogenic substances during these extracorporeal
eliminations (Blaha, et al., 2008).

In general it can be concluded that monitoring of endoglin blood serum levels in
atherosclerosis could reflect the changes of cholesterol levels in patients, and moreover it can
be useful in predicting of early or advanced atherosclerotic changes in coronary arteries.
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Additionally, the monitoring of endoglin levels could be useful in evaluating of the treatment
benefit at least in extracorporeal eliminations.

6. Endoglin expression in human and porcine atherosclerotic and non-atherosclerotic
vessels

The fact, that endoglin is expressed by endothelial cells, smooth muscle cells and
macrophages show its possible role in atherogenesis. The question is, whether its role is pro-
atherogenic or anti-atherogenic?

Conley et al. studied the expression of endoglin in human atherosclerotic plaques (Conley,
et al., 2000). The expression of endoglin was very weak in normal non-atherosclerotic aortas.
They showed strong endoglin expression by smooth muscle cells in advanced atherosclerotic
plaques where its expression appeared to be independent of SMC morphology and the degree
of leukocyte infiltration. Conley et al. suggested that increased endoglin expression by smooth
muscle cells of atherosclerotic plaques could be attributed to its normal response to injury
action, where endoglin participate in the repair of the vessel wall suggesting that endoglin
participates in atherogenesis (Conley, et al., 2000).

Other author showed similar results. Endoglin expression was strongly increased in
smooth muscle cells 3,7, and 14 days after angioplasty (Ma, et al., 2000). They also
demonstrated stronger endoglin expression in endothelium and smooth muscle cells in media
of diseased coronary endarterectomy specimens (Ma, et al., 2000).

Strong up-regulation of endoglin expression is also detected in neovessels in advanced
atherosclerotic lesions. Li et al. showed weak or no expression in normal arteries but strong
expression in atherosclerotic arteries predominantly in microvessels of lipid core and very
weak in macrophages and smooth muscle cells. Thus, they suggested participation of endoglin
in neovascularization in atherosclerotic plaques (Li, et al., 2006). Additionally, endoglin
expression was associated with hypoxia markers (HIF-1 alpha) in atherosclerotic carotid
arteries. The staining was strong in morphologically different neovessels within the carotid
plaque (Luque, et al., 2008).

Bot et al showed different results when compared to previously described studies. They
focused on the expression of endoglin in carotid endarterectomy together with Smad?2/3,
transcription factor early growth response-1 (EGR-1) and collagen production. They showed
endoglin expression in intraplaque vessels (endothelial cells), macrophages and smooth
muscle cells. Moreover, endoglin expression was higher in plaques containing higher levels of
collagen and less level of thrombi, suggesting endoglin expression is related with more stable
plaque phenotype.

7. Endoglin expression in mice atherosclerosis

Several papers published by our group showed some interesting outcomes with respect to
endoglin expression in mice aorta and endoglin levels in blood serum. In the first place,
endoglin is expressed almost exclusively by luminal endothelial cells in mice aorta
(Nachtigal, et al., 2009). Moreover, it was demonstrated that endoglin is co-expressed with
downstream signaling markers like ALK-1, ALK-5, Smad2 and eNOS in aortic endothelium
in mice. In another study, we showed that hypercholesterolemia increases endoglin levels in
blood and simultaneously decreases its expression in aorta, together with atherosclerosis
protective marker such as p-Smad2, followed by increased plaque size (Strasky, et al., 2011).
In another study, we focused on the expression of endoglin in mice after atorvastatin
treatment. In general, atorvastatin treatment increases endoglin expression in aorta beyond its
lipid lowering effects (Vecerova et al. accepted paper) and also together with hypolipidemic
effects of atorvastatin (Nachtigal, et al., 2009). Additionally, atorvastatin was also able to
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decrease endoglin levels in blood and simultaneously increase its expression in aorta
(unpublished results).

Conclusion

In conclusion, endoglin seems to play important role in atherogenesis by affecting smooth
muscle cells activity and differentiation, formation of neovessels in advanced atherosclerotic
lesions, stabilizing of atherosclerotic plaques via increased collagen production and possibly
by improving of endothelial dysfunction via increased expression of eNOS. Endoglin serum
levels might also be measured both in patients and experimental mice where they could reflect
changes of serum cholesterol levels and therapeutic intervention by LDL-apheresis and/or
statin treatment. Despite the fact it is still impossible to determine pro- or anti-atherogenic
effects of endoglin its monitoring in blood serum and in vessels might give us information
about atherosclerotic process or treatment efficacy.
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