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Doc. MUDr. Jozef Kollar, DrSc. se narodil 3. dubna 1932. Medicinu studoval nejprve
na Lékatské fakult¢ Univerzity Komenského v Bratislavé, po 3 letech pfeSel na nové
ustanovenou Univerzitu P. J. Safafika v Kogicich, absolvoval vr. 1956. V letech 1956-67
pracoval nejprve jako prakticky 1ékaf, potom jako internista na poliklinice. V r. 1956 se stal
odbornym asistentem na 1. interni klinice, kde se mj. zabyval vyzkumem kardiomyopatii.
V r. 1974 obhgjil kandidatskou dizertacni praci na téma Klinika alkoholického srdce a
polykardiograficka studie vlivu etanolu na srdce.

Vr. 1980 obh4jil habilitacni praci na téma Vliv etanolu na metabolismus lipidd V ramci
stipendia WHO studoval v letech 1969-70 biostatiku a epidemiologii rizikovych faktord ICHS
na London School Hygiene and Tropical Medicine. Tento pobyt ho nasméroval na dalsi
studium. S prof. Takacem realizoval prvni epidemiologickou sondu rizikovych faktora ICHS
ve vesnickych 1 méstskych oblastech Vychodniho Slovenska. Popsal téz vliv mineralky
s vysokym obsahem sodiku na prevalenci esencialni hypertense u dospélych v geologicky
izolovaném okrsku.

Ve spolupraci s prof. ReiniSem a doc. Pokornym ze IV. interni kliniky 1. LF UK se podilel
na usporadani Sympozii o atherosklerose stfidavé v Praze a na Slovensku. Po rozdéleni statu
byla jeho zasluhou uspofaddna dal$i 4 Mezinarodni sympozia o atheroskerose na Slovensku.
V letech 1979-89 byl fesitelem 4 vyzkumnych ukold s tématikou epidemiologie rizikovych
faktorti ICHS. V letech 1984-98 zastaval funkci feditele Ustavu experimentalni mediciny, kde
byla pod jeho vedenim zkoumana problematika reperfuse myokardu po ligatuie korondrnich
tepen a za podminek vyrazného psychického stresu. V té dobé publikoval 3 monografie, které
ziskaly cenu prof. ReiniSe jako nejlepsi monografie z dané¢ho oboru.

Zorganizoval 8 Mezinarodnich edukac¢nich kurzi o atherosklerose konanych za pfitomnosti
delegata Mezindrodni spole¢nosti pro atherosklerosu. Byl dlouholetym védeckym sekretafem
Slovenské sekce pro atherosklerosu v ramci Slovenské spole¢nosti klinické biochemie, v letech
2011-14 jejim piedsedou. Od roku 1992 je hlavnim odbornym redaktorem casopisu



Ateroskleroza, ktery je v evidenci Copernicus Publishing Database a vychazi ptedevsim jeho
zasluhou.

V odborném rustu se specializoval na vnitini 1ékafstvi, kardiologii a studium metabolismu
lipida a lipoproteind. Atestace absolvoval v letech 1978 a 1980. Z celkovych 40,5 let pracoval
12 let ve zdravotnictvi, 16,5 let ve Skolstvi a 12 let ve vyzkumu. Po dobu 14 let téz vykonaval
diagnostiku srde¢nich onemocnéni v ramci Krajské kardiologické poradny. Vysledky své
védecké prace prezentoval na domacich i zahrani¢nich odbornych akci. Publikoval 159
ptvodnich védeckych sdéleni, z toho 21 v zahrani¢nich Casopisech, dale 233 piehlednych
¢lankd a 11 monografii. Pfednesl celkem 472 prednasSek, z toho 55 na mezindrodnich akcich.
Cita¢ni ohlas doma i v zahrani¢i byl zaznamenan 175krat.

Za svoji plodnou préci byl ocenén zlatou medaili SLS, medaili SLS Dr. Guotha (zakladatele
Slovenské mediciny V Budapesti), zlatou medaili Americké biografické spoleCnosti
za celozivotni praci, medailemi Karlovy Univerzity, University P. J. Safaiika a CSL védecko-
technické spolecnosti. Americka biograficka instituce ho pfi ptileZitosti zivotniho jubilea pied
5 lety zafadila mezi pozoruhodné osobnosti svéta. V r. 1984 se stal ¢lenem New Yorské
akademie véd a je clenem néckolika védecko-vyzkumnych mezinarodnich spole¢nosti. V .
2002 mu bylo udéleno &estné &lenstvi Spoleénosti patologické a klinické fyziologie CLS JEP.
Po dobu 20 let se ucastnil symposia ,,Atherosklerosa — diagnostika, 1é¢ba a prevence®
potfadaného touto Spolecnosti, kde pfednesl celkem 44 plenarnich prednéasek. Pfi prilezitosti
letosniho jubilea mu piedsednictvo Ceské 1ékaiské spoleénosti J. E. Purkyné jako ocenéni
celozivotni prace udélilo estné ¢lenstvi CLS JEP.

Vybor Spole¢nosti patologické a klinické fysiologie srde¢n¢ blahopieje k vyznamnému jubileu
a do dalSich let pfeje Zivotni optimismus, pevné zdravi a silu k dalsi tvotivé spolupraci.

Je velmi neobvyklé, setkat se po péti letech s tymz jubilantem, ktery zGstal aktivné tvoficim
védcem ve veéku, kterého se méalokdo doziva. Natoz aby byl schopen publikacni a pfednaskové
¢innosti v oboru tak obtizném a proménlivém, jako je metabolismus lipidii. Jsme si védomi
vyjimecnosti osobnosti pana profesora Kollara a jsme $t’astni, Ze mame tu vzacnou pftilezitost
piivitat jej opét v naSich fadach. Co fici zdvérem Hoc est vivere bis, vita posse priore frui.
Umeét vyuzit zivot dosud proZity, to je jako Zit dvakrat.

Mnoha dalsi 1éta, Jozefe
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REGRESE JATERNI FIBROZY
REGRESSION OF LIVER FIBROSIS
R. Briha

4" internal clinic, Charles University Prague, First Faculty of Medicine and General
University Hospital in Prague

Abstract

Chronic liver injury (including the most frequent liver disease worldwide - non-alcoholic fatty
liver disease - NAFLD) is accompanied by a scarring process - fibrosis. Fibrosis is driven by
chronic inflammation and an altered activity of chemokines and cytokines, resulting in
increase of matrix-expressing cell types like myofibroblasts. This process usually leads to the
end-stage of fibrosis - cirrhosis. Recent clinical studies showed that liver fibrogenesis and
even cirrhosis may be reverted. Basic conditions to remodel scar tissue and to revert into a
normal liver include the termination of chronic tissue damage, initiation of myofibroblast
apoptosis or senescence and fibrinolysis of excess scar tissue. The evaluation of liver fibrosis
has been based on liver biopsy previously. Recently non-invasive methods based on
measurement of liver elasticity or serologic markers of fibrosis are implemented into routine
praxis.

Uvod

O prognoze pacienta s jakoukoli chronickou jaterni chorobou rozhoduje proces fibrotizace
jaterni tkang, ktery je podkladem vyvoje do stadia cirhozy (1, 2). Tato skute¢nost se tyka
pacientli s nejCastéjSimi chronickymi jaternimi chorobami v na$i populaci, kterymi jsou
nealkoholové jaterni postizeni (NAFLD), poskozeni jater v souvislosti s abizem alkoholu a

vvvvvv

parametrii pacientd s chronickymi jaternimi chorobami.

Jaterni fibroza

Jaterni fibréza je obecnd reakce jaterniho parenchymu na chronické poskozeni zplsobené
riznymi etiologickymi faktory a vedouci ve svych dusledcich ke vzniku cirhozy (3). Proces
fibrotizace neni specificky pro jatra, fada mechanismil uplatiiujicich se pii tomto procesu je
spoleéna i pro jiné tkané. Uvodnim impulzem ve vyvoji chronické jaterni choroby je
poskozeni epitelidlnich bun€k v jatrech (hepatocyth v piipadé parenchymatozni 1éze c¢i
zluGovych epiteli pii cholestatickych chorobach) (4). Tyto bunky nasledné za¢nou produkovat
mediatory, které jsou podkladem zanétlivé reakce i fibroézy. Mezi tyto mediatory patii volné
kyslikové radikaly, ligandy tzv. hedgehog drahy, rizné nukleotidy a signalni molekuly
bunééné smrti. K odumfeni epitelidlnich bun€k nedochdzi jen klasickou nekrozou, ale
uplathuje se 1 apoptdza, autofagie a pyroptdéza. VSechny tyto procesy se liS§i svymi
specifickymi intracelularnimi procesy i signaly, které buiniky uvoliluji do svého okoli.
Kli¢ovym impulzem, ktery vede k nasledné fibroze je aktivace jaternich hvézdicovych bunék
(HSC - hepatic stellate cells). Tyto bunky ziskavaji schopnost kontraktility a produkce
extracelularni hmoty - Stavaji se z nich aktivni buiiky - myofibroblasty. Na procesu aktivace
jaternich hvézdicovych bun€k se podili celd kaskdda zmén ovliviiujicich nitrobunéénou
transkripci, translaci 1 epigenetické faktory a probihajici mnoha paralelnimi drdhami. Mimo
podnéti z poskozenych epitelidlnich bun€k jsou za aktivaci HSC odpovédné i podnéty
ze zanétlivych bun€k infiltrujicich jaterni parenchym. Jedné se napiiklad o aktivaci receptoru
pro PDGF (B-platelet-derived growth factor), ovlivnéni farnesoid X rfeceptoru (FXR), PPAR,
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receptoru pro vitamin D (VDR) a mnoha dalSich. Aktivované myofibroblasty zacnou
produkovat velké mnozstvi extracelularni hmoty - kolagenu (ptedevsim typu I a III), ktery se
uklada v mezibunéénych prostorech a je podkladem procesu fibrotizace. Pro vyvoj jaterni
choroby do stadia cirhdzy je podstatny zanik pavodni struktury jaternich laltckd, tvorba
difuznich vazivovych sept a neoangiogeneze.

Regrese fibrozy

Drtive se predpokladalo, ze proces fibrotizace je zcela nevratny; v dnesni dob¢ jiz existuje
mnoho experimentalnich 1 klinickych dikazl o tom, Ze i pokrocila fibréza je potencialné
vratny proces umoziujici dokonce kompletni zhojeni. Klinickd data prokazujici reverzibilitu
fibrozy (a do urcité faze vyvoje i cirhdzy) se zprvu opirala o vysledky rozsahlych studii
Vv 1écbe virovych hepatitid B a C (5, 6). Nasledné byla regrese fibrotickych zmén v jatrech
prokazana i u jinych chronickych onemocnéni (alkoholové poskozeni, NAFLD, hereditarni
hemochromatoza, autoimunni hepatitida, biliarni obstrukce) (7). Zda se, Ze i proces regrese
fibrozy je obecna reakce jaterni tkané¢, kterd neni pfiliS ovlivnéna prvotni etiologii jaterni
choroby, ale je jednoznacné zavisla na odstranéni etiologického agens. V experimentu se
pro studium regrese fibrotizace vyuzivaji 2 zvifeci modely: chronické podavani CCls
S naslednym vysazenim toxické latky nebo kompletni pferuSeni zlu€ovych cest s naslednou
uvolnéni ZluCovych cest kustupu fibrotickych zmén a téméf kuplné normalizaci
histologického nalezu. Zviteci modely umoznily pochopit podstatu nejen procesu samotné
fibrotizace, ale i1 regrese fibrozy. Ukazalo se, ze hlavnim a prvotnim priivodnim jevem
pfi Ustupu fibrotickych zmén je velmi rychlé snizeni poctu aktivovanych jaternich
myofibroblastii navozené apoptozou.

Apoptodza myofibroblastil je regulovdna mnoha podnéty. Mimo jiné, pfitomnost kolagenu I i
zanétlivych cytokini blokuje apoptéozu myofibroblasti a udrzuje je tak zpétnou vazbou
v aktivovaném stavu (naptiklad u transgennich mysi s nedegradovatelnou variantou kolagenu
I nedojde po vysazeni CCLs Kpoklesu aktivovanych myofibroblastl). Vymizeni
aktivovanych myofibroblastli a sniZeni (¢i kompletni zastaveni) produkce extracelularni
matrix je sice zakladni podminkou regrese fibrozy, ale k odstranéni extracelularni matrix
nestaci. Remodelace tkdné je regulovdna mechanismy na molekularni Grovni, které zahrnuji
proteazy, jejich inhibitory a ristové faktory. Hlavni tlohu v degradaci extracelularni hmoty
hraji matrix metaloproteazy (MMP), coz jsou Zn- a Ca-dependentni endopeptidazy (8, 9).
MMP jsou schopné kompletné degradovat extracelularni matrix (pfedevsim kolagen 1) a
nachazeji se tak vjatrech pii hojeni fibrozy ve zvySené mirfe. Tkanové inhibitory
metaloprotedz (TIMP) jsou naopak proteazové inhibitory, které tlumi aktivitu MMP, plisobi
proti apoptoze myofibroblastli a brani tak degradaci vaziva (pfi procesu fibrotizace dochazi
K vyznamné upregulaci TIMP, pti hojeni fibrozy aktivita TIMP vyrazné klesd). Posun
rovnovahy mezi MMP a TIMP ve prospéch degradace vaziva je tak zasadnim procesem
umoziujicim regresi fibrozy.).

VySe popsany mechanismus regrese fibrézy déava teoreticky zaklad k tvaham o piimé
antifibrotické 1écbé (tabulka 1) (10). V soucasné dobé vsak neni schvalen zadny preparat,
ktery by ptimo vedl k regresi jaterni fibrozy.

Hodnoceni pokrocilosti fibrozy

Hodnoceni jaterni fibrézy bylo diive zalozeno na histologickém vySeteni jaterni biopsie,
v dnesni dobé se uplatiluji stale vice neinvazivni vySetfeni vyuzivajici bud’ hodnoceni jaterni
elasticity (Fibroscan®, ARFI, SWE), nebo vySetieni riznych sérovych a klinickych parametri
souvisejicich bud’ pfimo nebo neptimo s procesem fibrotizace (APRI, NAFLD Fibrosis score,
Hepascore, ELF test, Fibrotest® aj.) (11).

-2-
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Zavér

Stejné jako fibroza, i zmény pfi jaterni cirhdze jsou do ur€ité faze vyvoje vratné. Po Gispésné
1écbe virovych hepatitid, dodrzovani abstinence u alkoholové cirhozy je popisovan ustup
cirhotickych zmén, Gstup portalni hypertenze i regrese jicnovych varixti. Zlomem ve vyvoji
jaterni cirhozy, od kterého jiz neni navratu k plné reparaci fibrotickych zmén je
pravdépodobné¢ kapilarizace sinusoid.

Tabulka 1. Potenciadlni moznosti piimé antifibrotické 1é¢by (v soucasnosti neni zadny
preparat s piimymi antifibrotickymi u¢inky schvalen pro humanni pouziti)

Podpoieni apoptdzy ¢i deaktivace aktivovanych jaternich myofibroblasta
e Sulfasalazin ¢i jeho analoga
e Antogonisté canabinoidnich receptori (CB1)
e Blokada TIMP-1 (siRNA, neutralizujici protilatky ¢i vyuziti inaktivované MMP
e Terapie cilend specificky na jaterni hvézdicové bunky:
Anti EGFR protilatky, Liposomy dodavajici siRNA proti kolagennim chaperoniim,
Protilatky proti gliotoxinu

e PPARYy agonisté
e Agonisté Farnesoid X receptoru
e Atorvastatin

Stimulace degradace extracelularni matrix

Blokéada TIMP-1 (siRNA, neutralizujici protilatky ¢i vyuziti inaktivované MMP
Genova l1écba ovlivitujici MMP

Halofuginon

Inhibitory Lysyl oxidazy (LoxL2)

Bunécna 1écba:

Mobilizace CD133 kmenovych bun¢k kostni dfené pomoci autologniho G-CSF,
Autologni CD13 makrofagy

Ovlivnéni imunitni odpoveédi
e Blokada CCL2/CCR2
e Posileni reparativni funce makrofagh (prostfednictvim liposomt)
e Ovlivnéni CXCL9/CXCR3

Studie byla podporena projekty RVO-VFN64165, PROGRES Q25/LF1/2 a
AZV reg. ¢ 15-28745A.
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ROSTLINNE NAPOJE (ROSTLINNA "MLEKA"). JEJICH VYZIVOVE
HODNOCENI A SROVNANI S KRAVSKYM MLEKEM

PLANT DRINKS (PLANT "MILKS"). NUTRITION EVALUATION AND
COMPARISON WITH COW MILK

J. Dostalova, K. Mat&jkova, S. Smutna, M. DoleZal

Department of Food Analysis and Nutrition, Faculty of Food and Biochemical Technology,
University of Chemistry and Technology, Prague

The results of analysis of fat, proteins and carbohydrates contents of twelve plant drinks from
Czech market in year 2017 are presented. Contents of nutrients in drinks were very low.
Sensory evaluation of plant drinks was worse than sensory evaluation of cow milk. Fatty
acids composition of fat of six liquid and six dried soya drinks and four milk substitutes is
presented. From the nutrition point of view fatty acids composition of dried soya drinks and
milk and cream substitutes was (with two exception) unfavorable - high content of saturated
fatty acid or trans fatty acids.

V soucasné dobé se fada spotiebitelll na zdklad¢ informaci v mediich a reklamy rozhodla
zatadit do svého jidelnicku rostlinné napoje, Casto nejen jako jeho zpestieni, ale jako ndhradu
kravského mléka. Nahrada kravského mléka rostlinnymi népoji je nevhodnd, zejména u déti,
téhotnych a kojicich Zen a starSich osob, protozZe rostlinné napoje nemohou dodat organizmu
nékteré ziviny v dostatecném mnozstvi a kvalité. Nahrada kravského mléka ma opodstatnéni
pouze V piipad¢ nesnaSenlivosti laktézy (zde je ale moznost pouzit vyrobky s nizkym
obsahem laktozy) nebo alergie na mléénou bilkovinu. Tyto napoje nemohou z hlediska
vyzivového kravské mléko nahradit, protoze se jedna o potraviny vyrazné odlisného slozeni.
Z tohoto diivodu se od roku 1994 podle evropské legislativy nemohou nazyvat ,,mléko®, ale
,»napoj“. Rostlinné napoje maji i horsi senzorickou jakost (chut’, viini, plnost chuti a nékdy i
barvu) nez kravské mléko. Rostlinné napoje jsou vyrazné drazsi nez kravské mléko a jejich
cena neodpovida vyzivovému piinosu pro organizmus a jejich senzorickym vlastnostem.

Potravinaiskd komora zadala akreditované laboratofi chemickou analyzu sloZeni dvanacti
rostlinnych napojii ze souéasného trhu v CR a zkuseni hodnotitelé provedli jejich senzorickou
analyzu v senzorické laboratoti VSCHT — ke vzorkiim rostlinnych napojii byla zafazena i dvé
mléka (plnotu¢né a polotucné). Vysledky analyz rostlinnych napoji a senzorického hodnoceni
uvadime v tabulce 1 a 2.

Plnotu¢né mléko bylo podle pétibodové stupnice hodnoceno nejlépe — 1,5. Nejhiife byl
hodnocen napoj makovy 4,8.

Rostlinné népoje jsou v podstaté extrakty (vyluhy) surovin rostlinného ptivodu, nejcastéji soji,
mandli, ryze, maku, ovsa, kukufice, kokosu, pohanky apod. V nékterych ptipadech napoje
obsahuji 1rozptylené CasteCky semen. Obsah suroviny a tim i zivin v tekutém népoji je
vétsinou velmi maly. Obsah suSiny v tekutych napojich se pohyboval od 4,07 do 12,04 %
(obsah suSiny v mléce je primeémé 13 %). Diky nizkému obsahu suSiny maji napoje
»vodovou* chut’, a proto se do nckterych ptidavaji latky zahuStujici oznacené kodem E.
V rostlinnych napojich mizeme najit rizna ,,éCka“, do mléka se vSak zadna ,,écka* pridavat
nesmgji.
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Tabulka 1. Composition, sensory evaluation and price of plant drinks and cow milk

Slozeni, senzorické hodnocenia cena
rostlinnych napojia mléka

Tuk (%) | Sacharidy (%) | Bilkoviny (%) w CenaKEf100 mi

Zajic 3,2 10,0
Pohankowy napoj

Alpro 0,9 2.7 0,1 3,5 7.7

COCOMUT original

topnatur 27 66 0,5 3,5 9,3

Kokosowy MNapoj suzeny

Zajic 27 63 3.4 3,5 10,0
Sojowy napoj natural

topnatur .. 25 67 0,6 3,5 B,0

Kukuriény Napoj suserny

Alpro 1,2 1,6 21 3,5 7.0

Soya original

Migko plnotuéne 3,5 4.4 3,3 1,5 do 2
MigkopinotufnesuSené 37 5 25,5 do 3

* nazvy tekutych napoji jsou modré, susenych cerné
** udaje pro mléko jsou, kromé senzorického hodnoceni, tidaje z literatury

Tabulka 2. Composition, sensory evaluation and price of plant drinks and cow milk

Slozeni, senzorické hodnocenia cena
rostlinnych napojia mléka

Tuk (%) | Sacharidy (%) | Bilkoviny (%) W Cena KE/100 mi

Topnatur

Ryviowy Napoj suseny

Alpro 1,5 6,6 0,3 3,8 7,0
OAT criginal

Provamel 1,3 7.8 0,3 3,9 6,0
Organic Bio Oat Hafer

Eco milk 2,1 5,4 0,9 4.2 16,0
AlmondOriginal

Provamel 1,1 10,5 0,1 4.2 8,0
Organic Bio RICE

EIthamhs . 3,6 0,4 1,6 4.8 0,25 ¢
MNapoj obsahujoci Mak

Miekoplnotuéne 3,5 4.4 3,3 1,5 do 2
Migkoplinotufnésusens 37 5 25,5 do 3

* nazvy tekutych napoju jsou modré, suSenych cerné
** udaje pro mléko jsou, kromé senzorického hodnoceni, tidaje z literatury
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Obsah bilkovin byl ve srovnani s mlékem (3,5 % 1 vice) vyrazné nizsi. Pohyboval se od < 0,1
do 2,85 %, ale vétSinou byl mensi nez 1 %. Biologickd hodnota rostlinnych bilkovin je
v disledku nedostatku nékterych nezbytnych (esencidlnich) aminokyselin vyrazné nizsi nez
biologickd hodnota bilkovin mléka, pfi¢emz biologickd hodnota bilkovin syrovatky je
nejvyssi ze vSech bilkovin.

Slozeni tuku rostlinnych napoji je, s vyjimkou tuku kokosového, z hlediska vyzivy vhodnéjsi
nez tuku mlé¢ného. Z diivodu nizkého obsahu tuku v rostlinnych napojich je ale tato vyhoda
V podstaté zanedbatelna. Jina situace je u suSenych rostlinnych napoja, kde je obsah tuku
pomérné vysoky (21,56 - 27,17 %) a jeho slozeni je z hlediska vyzivového nevhodné —
vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin a zejména trans mastnych kyselin ve vyrobcich
Zajic. Do susenych vyrobki se tuky ptidavaji, v nékterych piipadech i ¢astecné ztuzené, které
obsahujici trans mastné kyseliny. Trans mastné kyseliny ptisobi nepfiznivé na vznik srdecné
cévnich onemocnéni, diabetu a nékterych dalSich onemocnéni. Jejich obsah v potravinach je
v iadé zemi legislativné regulovan a uvazuje se, ze v dohledné¢ dobé bude limitovan i
v evropské legislativé. Analyzou slozeni tuku séjovych népoji znacky Zajic jsme se
na VSCHT zabyvali jiz n&kolikrat a vzdy jsme vysoky obsah trans mastnych kyselin nalezli.
Je zvlastni, Ze tyto vyrobky je stale obsahuji, kdyz vétSina vyrobkll na ¢eském trhu je jiz
neobsahuje. Nejnovéjsi vysledky nasich analyz slozeni tukové slozky s6jovych ndpoji véetné
nahrad mléka k ochuceni kdvy nebo ¢aje jsou v tabulkéach 3 a 4.

Tabulka 3. Fatty acids composition of fat of six liquid and two dried soya drinks (% from all
fatty acids)

Joya So_ja DM Alna_tu ra Alpro Provfamel Zajic Zajic

Bio Bio Bio Bio natura plus

SFA 17,15| 17,29 | 16,48 17,41 16,12 17,01 24,97 23,19
USFA |8285| 82,71 | 8352 82,59 83,88 82,99 75,03 76,81
MUFA | 21,14 | 28,47 | 23,29 23,50 21,34 19,51 32,33 43,06
PUFA | 6159 | 54,11 | 60,12 58,98 62,42 63,35 0,00 0,00
TFA 0,12 | 0,13 0,11 0,11 0,12 0,13 42,70 33,75
n-6 54,15 | 48,00 | 51,97 52,24 53,57 53,88 0,00 0,00
n-3 7,39 6,08 8,12 6,70 8,81 9,43 0,00 0,00

SFA —nasycené mastné kyseliny, USFA — nenasycené mastné kyseliny, MUFA — monoenové
mastné kyseliny, PUFA — polyenové mastné kyseliny, TFA — trans mastné kyseliny,
n-6 — mastné kyseliny fady n-6 (omega 6), n-3 - mastné kyseliny fady n-3 (omega 3)

Tabulka 4. Fatty acids composition of fat of four dried soya drinks and four milk and cream
substitutes (% from all fatty acids)

Zajic ;aji.c Topnatur So_ya Soya Cofee tospop?/i?]g Orasi
smetana | vlaknina drink | creamer | creamer
creamer

SFA 26,05 25,22 96,63 16,68 | 25,21 58,94 98,16 13,66
USFA 73,95 74,78 3,37 83,32 | 74,79 41,06 1,84 86,34
MUFA | 36,99 39,51 1,20 20,33 | 40,45 28,02 0,74 25,30
PUFA 0,00 0,00 1,94 62,80 0,00 0,00 0,00 60,06
TFA 36,95 35,27 0,24 0,18 34,35 13,05 1,10 0,99
n-6 0,00 0,00 1,72 54,18 0,00 0,0 0,00 59,40
n-3 0,00 0,00 0,22 8,62 0,00 0,00 0,00 0,66
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SloZeni mastnych kyselin susenych s6jovych ndpoju a nahrad mléka a smetany bylo az na dvé
vyjimky nevhodné (vysoky obsah nasycenych nebo trans mastnych kyselin).

Obsah sacharidi a cukri nebyl pfili§ vysoky, takze nepiiznivy vliv cukri na zdravi i vznik
zubniho kazu se téméf neprojevi.

Obsah vapniku byl u vétSiny vyrobkil vyrazné nizsi nez v mléce. Vapnik v kravském mléce je
navic mnohem Iépe vyuzitelny nez v potravinach rostlinného ptivodu. V mléce je jeho
vyuZitelnost vétsi nez 30 %, zatimco v potravinach rostlinného pivodu je jeho vyuzitelnost
pouze z nékolika procent.

Obsah vitaminl nebyl stanoven, ale vzhledem k nizkému obsahu suSiny a tuku bude obsah
vétSiny vitamint, pokud nejsou o vitaminy obohaceny, niz$i nez v mléce.

Vysoka konzumace séjovych napojii je spojena srizikem piijmu riznych ptirodnich
toxickych latek. Napf. u déti, zen v reprodukénim véku a u muzld je rizikovy pifijem
fytoestrogenti, které maji strukturu podobnou zenskym pohlavnim hormonim a mohu je
do urcité miry nahradit. Na zékladé letoSnich Statniho zdravotniho tUstavu v Brné¢ nelze
doporucit vyssi konzumaci makového mléka vzhledem vysokému obsahu kadmia. Ryzové
napoje obsahuji vétsSinou vyssi mnozstvi arsenu. Soja je také silny alergen.

Zavérem je mozno shrnout, Ze rostlinné napoje mohou dobfie slouzit k obohaceni jidelnic¢ku,
ale v zadném ptipadé nemohou nahradit mléko. Jedna se o potraviny zcela odlisného slozeni.
Pti nakupu je vhodné sledovat surovinové slozeni a tabulku vyzivovych hodnot a podle téchto
udajii se rozhodnout zda vyrobek koupime. Predrazené vyrobky, které obsahuji zanedbatelné
mnozstvi suroviny, podle které se vyrobek jmenuje a zbytek je voda bychom kupovat neméli.
Neprospéjeme tim ani svému zdravi a ani si nepochutndme.
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LIPOPROTEINOVY FENOTYP U PACIENTU S TERMINALNIM SELHANIM
LEDVIN

LIPOPROTEIN PHENOTYPE IN HEMODIALYSED PATIENTS
M. Dusejovska®?, M. Vecka®, B. Staiikova®, |. Rychlik? A. Zak

Y 4 interni klinika, 1. LFUK a VFN v Praze, Praha
2 Dialyzacni stredisko Fresenius Medical Care, Praha 10 - Krdlovské Vinohrady

Abstrakt

Uvod: Pacienti s terminilnim renalnim selhanim (ESRD) vykazuji vysokou mortalitu

na kardiovaskularni choroby (KVCH). Aktualn¢ se pozornost obraci k jednotlivym slozkdm

lipidového metabolismu - subfrakcim lipoproteinit LDL a HDL.

Cil: U pacienti s ESRD na vysokoobjemové hemodiafiltraci (HV HDF) jsme sledovali

zmény velikosti subfrakci LDL a HDL. Subfrakce byly korelovany s vybranymi klinicko-

biochemickymi parametry vstupné a po 5 letech.

Metody: Do studie bylo zatazeno 57 pacient a 50 kontrol bez alterace rendlni funkce.

Vysetiili jsme klinicko-biochemické parametry a subfrakce HDL a LDL byly separovany

pomoci elektroforézy na pristroji Quantimetrix Lipoprint (TM). Data byla zpracovana

programem Statistica®.

Vysledky

1. pacienti na HV-HDF méli typicky lipidovy profil se zvySenymi koncentracemi
triacylglycerolii, nizkou hladinou HDL cholesterolu, a zvySenym obsahem cholesterolu
v remnantnich ¢asticich (VLDL a IDL), ktery byl doprovdzen sniZzenim obsahu
cholesterolu ve velkych casticich LDL. Vztah mezi velikostmi HDL a poc¢tem rizikovych
faktorit KVCH jsme pozorovali pouze v kontrolni skupiné

2. profil lipoproteinti se nelisil mezi skupinami pfezivSich a nepfezivsich. Neptezivsi méli
vy$§i koncentrace CRP a niz$i hladiny HDL-C

3. ve skuping prezivsich doslo béhem pétiletého sledovani k piesunu cholesterolu jak v HDL,
tak 1 v apoB lipoproteinech smérem k menSim ¢asticim. Lipoproteinovy profil se podobal
ke konci sledovani kontrolni skupiné

Uvod

Pacienti s terminalnim selhanim ledvin (ESRD) jsou dependentni na nahradé funkce ledvin,
mezi které patfi hemodialyza (HD), peritonealni dialyza (PD), transplantace ledviny (TxL).
Hemodialyza je pro pacienty s ESRD Zivotné€ nezbytna, nicméné zaroven prispiva k rozvoji
fady patofyziologickych d&t, které vedou ke zvySeni oxidacniho stresu, chronické zanétlivé
odpovédi a progresi aterosklerotickych zmén. Tyto procesy vedou k rozvoji a manifestaci
kardiovaskularnich komplikaci, které se ve zna¢né mire podili na pfed€asném umrti pacientl
vV chronickém hemodialyzaénim programu. Snahou je co nejlepSi ovlivnéni miry
kardiovaskularniho rizika a tim ovlivnéni komplikaci vyplyvajicich z kardiovaskularnich
chorob (KVCH). Dusledkem je nasledné zlepSeni kvality zZivota pacienti na HD.

Zmeény lipidového metabolismu u pacientit V chronickém HD programu

Pacienti v chronickém HD programu maji charakteristické slozeni lipidogramu se zvySenim
VLDL, IDL. Ve VLDL je nalézana piitomnost apoB-48, ktery se fyziologicky vyskytuje
pouze v chylomikronech. Vzestup TAG je spojen s poklesem HDL, které zaroven obsahuji
jejich vétsi podil. LDL mivaji pacienti Casto ve fyziologickém rozmezi nebo snizené
s presunem k sd-LDL. Dale byva dyslipidémie modifikovana u pacienti s vyjadienym
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nefroticky syndromem nebo thyreopatii jako pfidruzenymi komorbiditami (sekundarni
dyslipidémie). Koncentrace apoC-II maji klesajici trend a naopak apoC-III stoupaji. Populace
pacienti v HD programu, rovnéz obsahuje zvysené plazmatické koncentrace Lp(a), které
koreluji s chronickym zan&tem (Zak 2010). V neposledni fadé se u pacientii s chronickym
onemocnénim ledvin uplatiiuje tzv. cholesterolovy paradox, kdy u bézné populace koreluje
kardiovaskularni mortalita s TC, tak u pacientd s ESRD byl pozorovany opa¢ny vztah. Tedy
¢im nizsi TC, tim vySSi mortalita na KVCH. Tento inverzni vztah je dan ptedevsSim
chronickym zanétem ve spojeni s malnutrici MIA syndrom, ktery je dale spojeny
s vaskularnimi kalcifikacemi MIAC syndrom (Tesat 2010). Jak jiz bylo zminénou mohutnou
hybnou silou, ktera vede k velmi vyznamnym proaterogennim zménam u pacientti s ESRD je
chronicky zanét, ktery modifikuje zmény lipoproteinii co do mnozstvi, tak i do jejich funkce.
Krom narusené funkce maji HDL i rozdilnou strukturu podminénou schopnosti absorbovat
TC. Popisuje se, ze malé denzni HDL jsou ucinnéjSimi piijemci TC ve srovnani s vétSimi
(zralymi, HDL — HDL23) (11). Na zdkladé¢ modelu Tangierské nemoci (jedinci s témét
nedetekovatelnymi hladinami HDL a apoAl nevykazuji vyznamnéjsi vyskyt KVCH, ktery by
se dal predpokladat. Naopak homozygoti (B2B2Taql) maji i ptes vysoké HDL, vyssi vyskyt
KVCH) a tzv. cholesterolovému paradoxu pacienti s CKD. Vzhledem k této skute¢nosti 1ze
polemizovat o vyhradné protektivni funkci HDL a je nutné lipoproteiny podrobit podrobné
analyze veetné stanovani jejich subfrakci, abychom se spolehlivé dokazali vyjadfit k jejich
rizikovosti u raznych patologickych stavii. Vysledky detailniho vySetieni lipidovych podtiid
by tak v klinické praxi mohly byt napomocny v predikci kardiovaskularniho rizika u HD
pacientd.

Metodika

VySetitovany soubor

Soubor sledovanych pacientt sestaval z 57 osob s ESRD (35 muzi/22 zen, vék 62,9 + 12,7
rokll) v pravidelném hemodialyzacnim programu (Dialyzacni stfedisko Fresenius Medical
Care, Praha 10 - Kralovské Vinohrady) a 50 kontrolnich osob bez znamek CKD parovanych
podle veéku a pohlavi. Zakladni charakteristiky souboru jsou uvedeny v tabulce 1. VSechny
vySetfované parametry prezivSich pacienti s ESRD se po péti letech porovnavaly se
vstupnimi hodnotami na pocatku studie. VSichni pacienti byli ve stabilnim klinickém stavu
bez znamek akutnich kardiologickych problému. Néktefi méli zavedenou hypolipidemickou
lécbu [30 uzivalo statiny (atorvastatin), 2 jina hypolipidemika], 3 pacienti méli anurii,
u zbyvajcich byla diuréza zachovana. Diabetes mellitus T2 mélo 28 pacientti (ve 13 piipadech
byla zavedena lécba analogy inzulinu). Jako vaza¢ fosfatu byl pouZit Renagel® (sevelamer
hydrochlorid) u 13 pacientd. Pro ucely pétiletého sledovani bylo nakonec vhodnych celkem
14 pacientt (33 pacientl nepiezilo — 31 z nich z kardiovaskularnich ptic¢in, 2 pro onkologické
komorbidity; 10 pacientli bylo transplantovdno). Jeden pacient nemohl byt vyuzit pro dalsi
ucely sledovani, nebot” nebyl k dispozici informovany souhlas. Celkovad doba dialyzy
v prubéhu jednoho tydne se u vSech pacienti pohybovala v rozmezi 12-15 hodin béhem
jednoho tydne. U Zadného pacienta jsme nepozorovali vyznamné odchylky od cilového
hydrata¢niho stavu (dodrzeni tzv. ,,suché vahy* a doporuc¢ené hodnoty ultrafiltrace).

Kontrolni skupina podobného véku a poméru muzi/zeny (32 muzi/18 zen, v€k 61,6 + 7.8
rokl) sestavala z 50 pacientli lipidové ambulance na IV. interni klinice 1. LF UK a VFN
Vv Praze. Zadny zjedincti v kontrolni skupiné nevykazoval znamky renalni insuficience.
Nékteti pacienti byli 1é€eni hypocholesterolemickymi léky (9 statiny, 1 fenofibratem), 20
meélo hypertenzi, u 17 jedinci byl diagnostikovan DM T2 (8 lé€eno metforminem), a 3
pacienti méli CVD. VSichni pacienti byli ve stabilizovaném (> 1 rok) metabolickém stavu
beze zmén v terapii. Pacienti byli také charakterizovani podle poctu ptitomnych konvencnich
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RF pro CVD, jako pohlavi (muzi nad 55 let), pfitomnost DM, hypertenze, poruch lipidového
metabolismu: (LDL-C > 1,8 mmol/l a/nebo TAG > 1,7 mmol/l a/nebo HDL/C < 1,0 mmol/l),
kouteni a BMI nad 25 kg/m?.

Analytické a statistické metody

Pro stanoveni biochemickych parametri bylo pouzito standardnich kolorimetricko-
enzymatickych metod. Zastoupeni cholesterolu v lipoproteinovych frakcich bylo stanoveno
na platformé Lipoprint® s pouzitim LDL kitu pro apoB lipoproteinové subfrakce a kitu HDL
pro subfrakce HDL (Dusejovska 2017). Vysledky jsme hodnotili v prostiedi software
Statistica® for Windows ver. CZ12 (Statsoft, CR). U proménnych s normalnimi distribucemi
bylo pro porovnani hodnot mezi obéma skupinami pouzito t-testii (neparového pro porovnani
s kontrolni skupinou, parového pro baseline a follow-up hodnoty), pro rozdily mezi
distribucemi y2 test s Yatesovou korekci. Negaussovsky distribuované proménné byly pied
statistickym hodnocenim nejdfive transformovany. Hodnoty p < 0,05 byly povazovany
za statisticky signifikantni.

Vysledky

Porovnani skupin pacientii s termindlnim rendlnim selhdanim a kontrolni skupiny

Vtabulce 1 jsou wuvedeny =zakladni klinické a biochemické charakteristiky
hemodialyzovanych pacienti (HV-HDF) a kontrolni skupiny (KON). Ob& skupiny se nelisily
vV hodnotach zakladnich antropometrickych parametrti. Vliv pfitomnosti DM v obou
skupinach na studované parametry byl zanedbatelny. Obé skupiny mély podobny pomér
muzi/zeny jak u nediabetikil, tak mezi diabetiky (ob& p > 0,5; y2-test s Yatesovou korekci).
Rozdilné hodnoty parametrii lipidového metabolismu u skupiny HV-HDF, jako nizsi
koncentrace TC (4,4 = 1,0 vs. 5,2 = 1,0 mmol/l; p < 0,001), byly zptisobeny jak niz$imi
koncentracemi LDL-C (2,3 + 0,8 vs. 3,1 = 0,8 mmol/l; p < 0,001), tak i HDL-C (1,2 + 0,4 vs.
1,4 £ 0,4 mmol/l; p < 0,001), zatimco koncentrace TAG byly u skupiny HV-HDF vyssi
(2,1 £1,1 vs. 1,5+ 0,8 mmol/l; p <0,01).

Profily lipoproteinovych subfrakci jsou uvedeny v tabulce 2. Mezi skupinami KON a
HV-HDF jsme pozorovali rozdily jak mezi apoB lipoproteiny, tak v subfrakcich HDL.
Skupina HV-HDF méla vyssi obsah cholesterolu ve frakci VLDL a ¢&asticich IDL na tkor
niz§iho zastoupeni cholesterolu ve velkych LDL casticich. Tyto zmény byly doprovazeny
velkymi rozdily mezi koncentracemi cholesterolu v non-HDL a LDL ¢&asticemi ve skupiné
HD. Rozdily mezi koncentracemi cholesterolu v sdLDL ¢asticich nedosahly statistické
vyznamnosti. Distribuce cholesterolu mezi subfrakcemi HDL byla téz rozdilna: HV-HDF
pacienti méli distribuci HDL cholesterolu posunutou smérem k vétsim subpopulacim. Naopak
obsah cholesterolu ve stfedné velkych ¢asticich HDL a malych HDL byl nizsi u skupiny
HV-HDF.
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Tabulka 1. Zakladni klinické charakteristiky skupin HV-HDF a KON

HV-HDF KON
pocet 57 50
muzi (%) 35 (61 %) 32 (64 %) NS
veék (roky) 62,9+ 12,7 61,6 + 7,8
BMI (kg.m) 28,1+6,3 29,3+5,0
DM n (%) 28 (49 %) 17 (34 %) NS
soucet RF pro CVD (0-4/5-7) 34/23 39/11*
hypertenze n (%)) 29 (51 %) 37 (74 %)*
CVD n (%) 37 (65 %) 3 (6 %)***
dyslipidémie n (%) 51 (89 %) 49 (98 %) NS
terapie statiny n (%) 27 (47 %) 13 (26 %)*
systolicky krevni tlak (mmHg) 143 + 22 135 + 16*P
diastolicky krevni tlak (mmHg) 70+ 15 88 £ 11***
optimalni télesna hmotnost (kg) 83+21 86 + 16
mocovina (mmol/l) 17,8+4,7 5,6 +1,4%**
kreatinin (umol/l) 681 + 177 177 + 18 ***
kyselina mocova (pmol/l) 316 +£ 63 320 £ 83
celkovy protein (g/1) 67,1 £54 71,6 £ 4,2%%*
albumin (g/l) 38,1+3,1 46,1 £ 1,9 ***
CRP (mg/l) 4,1(2,5-9,9) 2,5 (1,2-5,2)**
TC (mmol/l) 4,45+ 1,01 5,15+ 1,05 ***
TAG (mmol/l) 2,12+1,10 1,52 +0,79 **
HDL-C (mmol/l) 1,19+ 0,44 1,40 + 0,39*
LDL-C (mmol/l) 2,29 £ 0,84 3,09 £ 0,81***
glukéza (mmol/1) 7,51 + 3,65 5,29 £ 0,81***
eGFR (ml/s) 0,13 £ 0,05 1,41 £ 0,25 ***

Zkratky: eGFR — odhadovana rychlost glomerularni filtrace (ml/s) ; ® — data jsou ve formatu
primér = S.D. nebo median (Q1-Q3),® —* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 (nepdrovy
t-test); HV-HDF — vysokoobjemovad hemodiafiltrace, KON — kontrolni skupina;

CVD - kardiovaskularni nemoc, RF — rizikové faktory

Tabulka 2. Lipoproteinovy profil u skupin HV-HDF a KON

HV-HDF KON

VLDL (% cholesterolu) 354+5,6 24,8 + 6,7%%%D
suma subfrakci LDL (% cholesterolu) 39,5+8.5 53,5 £ 7,2%**
- IDL (IDLa-<c) ¢ (% cholesterolu) 30,3 £ 4,6 25,3 & 5 2%k
- velké LDL (LDL1.2) (% cholesterolu) 7,5+4,6 25,6 £ 6,2%**
- malé LDL (LDLz37) (% cholesterolu) 0,0 (0,0-2,4) 1,4 (0,7 - 3,7)
suma HDL subfrakci (% cholesterolu) 24.4+49 21,4 +6,4*

- velké HDL (HDL1.3) (% HDL cholesterolu) 44,5 + 10,6 21,8 £ 6,9***
- sttedni HDL (HDL4.7) (% HDL cholesterolu) 37,7+ 7,0 43,1 + 3,5%**
- malé HDL (HDLg.10) (% HDL cholesterolu) 17,8+ 5,3 35,4 & 8,0%**

3 _ data jsou ve formatu primér £ S.D. nebo median (Q1-Q3),° —* p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001 (nepdrovy t-test; HV-HDF — vysokoobjemovd hemodiafiltrace,
KON — kontrolni skupina
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Porovnani skupin preZivsich a nepieZivSich ve skupiné pacientit s termindalnim rendlnim
selhdnim

Sledované obdobi 5 let pfezilo pouze 14 ze skupiny 47 pacienti na HV-HDF (nepocitaje v to
pacienty podstoupivsi transplantaci ledvin), coZ je v souladu s daty uvadénymi pro Ceskou
republiku. Dale jsme porovnavali vstupni hodnoty u skupiny pfezivSich a nepiezivsich,
abychom stanovili mozné prediktory piezivani. Skupina ptezivSich byla charakterizovana
(tabulka 3) vy$§imi hodnotami diastolického krevniho tlaku. Pouze dvé osoby ze skupiny
prezivsich (15 %) meély plazmatické koncentrace albuminu pod normalnimi hodnotami
(35 g/l), zatimco u skupiny neptezivSich tato situace nastala v 8 ptipadech (24 %), oviem
bez statistické vyznamnosti (2-test s Yatesovou korekci = 0,14; p = 0,709). U skupiny
nepiezivSich jsme zaznamenali vyss$i koncentrace CRP a gluk6zy. Parametry lipidového
metabolismu se liSily pouze v ptipadé HDL-C, ani distribuce lipoproteinovych subfrakci
nebyla rozdilna, a to jak u apoB, tak u HDL lipoproteinti (tabulka 4). Ob¢ skupiny se neliSily
ani vékem ani zastoupenim muzi/zen. Délka hemodialyzacniho programu pied vstupem
do studie u obou skupin byla téZ podobna.

Tabulka 3. Zakladni klinické charakteristiky skupin - piezivsi a nepfezivsi

prrezivsi neprezivsi
pocet 14 33
muzi (%) 6 (43 %) 22 (66 %) NS
vék (roky) 58,7+ 12,1 65,6 + 12,4%
BMI (kg.m) 28,2+ 6,9 28,3 + 6,4
DM n(%) 4 (29) 20 (61)NS
trvani dialyza¢niho programu (roky) 2,1(0,5-6,2) ¢ 2,4 (1,4-2,9)
systolicky krevni tlak (mmHg) 140 + 20 145 + 21°
diastolicky krevni tlak (mmHg) 76+9 65 £+ 14***
optimalni télesnd hmotnost (kg) 85,1+28,9 84,5+ 18,0
mocovina (mmol/l) 16,4+ 3,9 18,3+5,4
kreatinin (umol/l) 684 + 155 660 + 192
kyselina mocova (umol/I) 310 + 65 322 + 67
celkovy protein (g/1) 667 £6 67+5
albumin (g/l) 39+3 38+3
CRP (mg/l) 3,3(1,7-4,0)° 7,5 (3,3-15,1)***
TC (mmol/l) 4,9+0,8 43+1]1
TAG (mmol/l) 2,3+272 14+1,0
HDL-C (mmol/l) 1,3+04 1,0+ 0,4*
LDL-C (mmol/l) 2,6+0,6 2,309
glukoza (mmol/l) 51 (4,4-6,2)° 7,6 (5,6-10,8)*
eGFR (ml/s) 0,11+0,13 0,03 £ 0,07

Zkratky: eGFR — odhadovana rychlost glomerularni filtrace (ml/s) ; ® — data jsou ve formdtu
priimér £ S.D. nebo medidn (Q1-Q3),° —* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,00 (nepdrovy
t-test); HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace, KON — kontrolni skupina;

CVD — kardiovaskularni nemoc, RF — rizikové faktory
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Tabulka 4. Lipoproteinovy profil u skupin piezivSich a neptezivsich

HV-HDF KON
VLDL (% cholesterolu) 35,1+£5,2 35,0+5,9
suma subfrakci LDL (% cholesterolu) 39,5+4)5 40,0 £2,5
- IDL (IDLa-c) ¢ (% cholesterolu) 312+5.2 30,2 £4,5
- velké LDL (LDL1-2) (% cholesterolu) 7,0£4,2 7.8+4.4
- malé LDL (LDL3-7) (% cholesterolu) 0,0 (0,0-1,9)° | 0,6 (0,0-2,9)
suma HDL subfrakci (% cholesterolu) 249 +4,7 242 +5,0
- velké HDL (HDL1.3) (% HDL cholesterolu) 44,5+ 10,0 442 +£9.2
- sttedni HDL (HDL4.7) (% HDL cholesterolu) 37,4+6,5 37,7+49
- malé HDL (HDLs-10) (% HDL cholesterolu) 18,0+5,3 18,054

3 _ data jsou ve formatu primér £ S.D. nebo median (Q1-Q3),° —* p < 0,05; ** p < 0,01;
***p <0,001 (neparovy t-test; HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace,
KON — kontrolni skupina

Analyza pétiletého sledovani pieZivsich pacientii

Celkem jsme hodnotili 13 parovanych dat u skupiny ptezivsich. Zakladni charakteristika
soubort pacientti je uvedena v tabulce 5. Pro mo¢ovinu, kreatinin ani kyselinu mo¢ovou jsme
nezaznamenali zadné trendy, ovSem koncentrace Pz-mikroglobulinu se zvysily b&hem
sledovaného obdobi. Pokles koncentrace celkové bilkoviny nebyl doprovazen ubytkem
koncentrace albuminu. Koncentrace CRP stouply. Zmény v parametrech lipidového
metabolismu zahrnovaly pouze sniZeni koncentrace LDL-C, nebot’ ubytky koncentraci TC a
TAG nedosahly statistické vyznamnosti, coz se také projevilo v nesignifikantnich zménéch
hodnot atherogenniho indexu plazmy (AIP). Na druhé stran¢ jsme pozorovali mnoho zmén
v distribucich lipoproteinovych subfrakei (tabulka 6), a to jak u apoB, tak u HDL
lipoproteini. Po 5 letech doslo ke snizeni obsahu cholesterolu u lipoproteintt VLDL, zatimco
u LDL doslo ke zvySeni, které¢ bylo zptisobeno vyssim obsahem cholesterolu jak u velkych
subfrakci LDL, tak 1 u sdLDL. Distribuce HDL subfrakci téZ doznala né€kolika zmeén:
po pétiletém obdobi se zastoupeni HDL cholesterolu u skupiny piezivSich posunulo
ve prospéch malych a stiedné¢ velkych HDL subfrakei, kdezto velké HDL subfrakce
obsahovaly méné¢ cholesterolu.

Porovnani kontrolni a HV-HDF skupiny

Hodnoty biochemickych parametrli stanovovanych v obou sledovanych skupindch odrazeji
specifické rozdily typické pro pacienty v hemodialyzaénim programu, jako naptiklad
zménény lipidovy profil zahrnujici sniZené koncentrace HDL-C, LDL-C, TC a vyssi kon-
centrace TAG (Vaziri 2014).

Zmény ve skupin¢ HV-HDF odpovidaji vysledkiim jinych studii porovnavajicich HV-HDF
pacienty s kontrolnimi skupinami bez terapie statiny a znamkami CVD. V nasi kontrolni
skupiné byly znamky CVD piitomny pouze u n¢kolika jedinch (3 z 50). Progrese CVD
u HV-HDF pacientt je spojovana s vysokym zastoupenim ¢astic VLDL a IDL (Shoji 1998),
coz mize byt zplsobeno jejich snizenym katabolismem diky nizké aktivit¢ LPL a/nebo
sniZzenym vychytdvanim remnantnich ¢astic jaternimi LDL receptory a tzv. ,,LDL-receptor
related proteins“ (Saland 2010). Lipoproteinovy profil u nasi HV-HDF skupiny byl v souhlase
s vyse uvedenymi udaji, tzn. vykazoval zvySené zastoupeni cholesterolu v ¢asticich VLDL a
IDL na tkor velkych LDL ¢éstic.
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Tabulka 5. Porovnani zakladnich klinickych charakteristiky — 5 leté sledovani

Pocatek HV-HDF Konec sledovani
(n=13) (n=13)

BMI (kg.m) 28,1+7,1 27,6 8,3
systolicky krevni tlak (mmHg) 143,8 + 19,6 136,2 + 22,1°
diastolicky krevni tlak (mmHg) 74,0 +9,6 65,6 + 16,4
mocovina (mmol/l) 16,8 +4,1 16,6 4,7
kreatinin (umol/I) 749 + 146 822 + 181
kyselina mocova (umol/l) 309 + 50 260 + 107
celkovy protein (g/l) 67,2+ 6,1 62,2 +4,8*
albumin (g/l) 382+2,9 38,042
CRP (mg/l) 3,3 (1,7-4,0)° 9,1(6,0-13,9)*
TC (mmol/l) 4,82 + 0,98 4,24 +0,74
non-HDL-C — LDL-C (mmol) 0,96 £ 0,54 0,86 £ 0,52
TAG (mmol/l) 2,24 +1,49 1,92 +1,07
HDL-C (mmol/l) 1,32 +£0,45 1,32+0,44
LDL-C (mmol/l) 2,54 + 0,65 2,06 +0,67*
glukdza (mmol/1) 5,0 (4,6-6,2) 54 (4,7-6,1)
AIP (pomér) 0,18+ 0,35 0,13+ 0,35
eGFR (ml/s) 0,11 +0,02 0,09 + 0,03
doba dialyzy (hod/tyden) 14,37 £ 1,00 13,74 £ 0,73
OCM (pomér) 1,62 + 0,31 1,83+ 0,31%*
B2-mikroglobulin (mg/l) 16,4 +2.4 21,2 £ 2, 5%

Zkratky: eGFR — odhadovana rychlost glomerularni filtrace (ml/s) ; ® — data jsou ve formatu
primér = S.D. nebo median (Q1-Q3),” —* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 (pdrovy
t-test); HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace, KON — kontrolni skupina; CVD —
kardiovaskularni nemoc, RF — rizikové faktory

Tabulka 6. Lipoproteinovy profil — 5 leté sledovani

pocatek 5 leté sledovani
VLDL (% cholesterolu) 339+6,5% 18,4 + 7,2%%
suma subfrakci LDL (% cholesterolu) 428 +7,1 61,7 £10,7**
- IDL (IDLa-c) ¢ (% cholesterolu) 32,7+ 6,8 373+ 11,5
- velké LDL (LDL1.2) (% cholesterolu) 6,9+39 16,2 £ 7,3%*
- malé LDL (LDL3-7) (% cholesterolu) 0,0(0,0-2,7)° | 41(0,0-17)*
suma HDL subfrakci (% cholesterolu) 24,1 +£5,2 20,7 + 5,8%
- velké HDL (HDL1.3) (% HDL cholesterolu) 46,5+ 8.8 29,7 + 8,6***
- sttedni HDL (HDL4.7) (% HDL cholesterolu) 36,4+6,5 449 + 4,5**
- malé HDL (HDLs.10) (% HDL cholesterolu) 17,2+ 4,0 254+ 11,2*

3 _ data jsou ve formdtu primér £ S.D. nebo medidn (Q1-Q3),° —* p < 0,05; ** p < 0,01;
***p <0,001 (parovy t-test; HV-HDF — vysokoobjemovad hemodiafiltrace, KON — kontrolni

skupina

Zastoupeni HDL subtiid se u HV-HDF skupiny liSilo u vSech tii hlavnich skupin, ale stale
upiednostiiovalo vétsi ¢astice. V soucasné dobé se stale diskutuje o vztahu jednotlivych HDL
subtiid vzhledem Kk riziku/progresi CVD, pti¢emz velké HDL ¢astice jsou Casto zminovany
jako ateroprotektivni (Martin 2014). Na druhé stran¢, je znamo, ze malé HDL ¢astice jsou
ucinnéj§imi akceptory cholesterolu nez velké, na lipidy bohaté, HDL podtiidy. Zda se tedy,
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ze dilezitym aspektem HDL castice je jeji struktura/sloZeni, nejenom jeji velikost (Movva
2008). U hemodialyzovanych pacienti jsou mal¢é HDL nezavislymi prediktory tmrti
na kardiovaskularni komplikace (Vekic 2011). Ve skupinach sledovanych v této praci byl
vztah mezi poc¢tem konvenc¢nich rizikovych faktort pro CVD a podtfidami HDL pozorovan
pouze u kontrolni skupiny (negativni korelace s obsahem cholesterolu ve velkych HDL,
r =-0,396, p < 0,01; Spearmantiv pofadovy koeficient korelace, kladna korelace s obsahem
cholesterolu v malych HDL, r = 0,348; p < 0,05), kdezto v HV-HDF skupin¢ jsme zadné
korelace nepozorovali. Zastoupeni sumy rizikovych faktori pro CVD bylo asymetrické
ve prospéch vyssich hodnot (> 4) ve skupin¢ HV-HDF (y2-test s Yatesovou korekci = 4,14;
p = 0,04) v porovnani s kontrolni skupinou.

Porovnani skupin piezivSich a nepreZivsich

Skupina nepfeziv§ich méla nevyznamné vyssi zastoupeni pacienti s DM (y2-test s Yatesovou
korekci; p= 0,1), coz mohlo byt spojeno s vyssimi koncentracemi glukozy Vv této skupiné a
S vyss$i trovni chronického zanétu, protoze koncentrace CRP byly u nepiezivsich také vyssi.
Vyssi hodnoty diastolického krevniho tlaku pozorované u neptezivsich odpovidaji zndmému
U-typu vztahu mezi krevnim tlakem a rizikem mortality u dialyzovanych pacientl
(Hannedouche 2016), pfi¢emz pro nizké hodnoty odrazi tento vztah vliv srdecniho selhavéni.
S vyjimkou hodnot HDL-C, parametry lipidového metabolismu nerozliSovaly skupinu
prezivsich od neptezivSich. Prezivani pacientd na HV-HDF je spojeno s lepS$im nutri¢nim
statusem. Rozdily v lipoproteinovych profilech jsme téZ nepozorovali. Jedna studie s dobou
sledovani 36 mésici tatktéz zadné rozdily pro subfrakce HDL mezi pfeziv§imi a nepieziv§imi
nepozorovala (Vekic 2011).

Analyzy po 5 letech

Lipidové parametry se béhem sledovaného obdobi neménily s vyjimkou snizeni LDL-C.
Lipidovy metabolismus mohl reagovat na jiz ptitomné rizikové faktory CVD u téch, ktefi
ptezili pétileté sledované obdobi a také obdobi pfed vstupem do studie (median 2 roky),
preuspotradanim lipoproteinovych profild. Tyto zmény, patrné u apo B lipoproteini jako
ptfesun cholesterolu z VLDL do LDL ¢astic za soucasného sniZzeni hodnot LDL-C, naznacuji
remodelaci ¢astic bohatych na TAG (1 kdyz celkova koncentrace TAG v plazmé se
nezménila). Koncentrace apoB nebyly dostupné pro oba ¢asové body, tedy nelze ¢init zavéry
ohledn¢ zmén absolutniho poctu lipoproteinovych castic. Neékteti autofi dokonce piisli
s hypotézou, ze sdLDL nejsou u pacienti v HV-HDF programu spojeny s kardiovaskularnimi
komplikacemi (Yeo 2009). Zvysena koncentrace [2-mikroglobulinu béhem sledovani
naznacuje postupné zhorSovani rezidualni funkce ledvin (sekundarni amyloid6za spojend se
starnutim a HD). Nicméné tento protein u naSich pacientd nemél zadny vztah k zastoupeni
cholesterolu v lipoproteinovych tfidach

Doba sledovani dosahla 5 let, coz bylo déle nezZ median trvani HD programu pied vstupem
do studie (2 roky). Stratifikace pacienti podle medianu trvani jiz probéhlého HD programu
na pocatku studie (pomér muzi/Zeny mezi skupinami se nelisil) odhalila pouze malé rozdily
Vv apoB lipoproteinovém profilu: u pacientt s kratSim trvanim HD programu jsme nalezli nizsi
obsah cholesterolu ve VLDL (34 + 6 vs. 37 = 5 % cholesterolu v lipoproteinech, pod median
vs. nad median; p = 0,023) a IDL (32 £ 5 vs. 29 + 4 % cholesterolu v lipoproteinech;
p = 0,018) casticich. Ostatni analyzované parametry se mezi témito dvéma skupinami neliSily,
az na koncentrace P2-mikroglobulinu, které byly niz§i u skupiny pod medidn trvani HD
programu (15,3 £ 2,4 vs. 16,9 = 2,5 mg/l; p = 0,037). Koncentrace TAG se neliSily
2,3+ 1,0 vs 1,9 £ 2,0 mg/l; p = 0,108). Obsah cholesterolu v jednotlivych lipoproteinovych
subfrakcich nemél vztah k trvani HD programu na pocatku studie jak v celé skupiné
HV-HDF, tak v podskupinach ptezivsich i nepfezivsich.
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Zavér

Pacienti s HD m¢li typické hodnoty lipidovych parametrti doprovazené redistribuci apoB
lipoproteint do ¢astic VLDL a IDL, spojené se zvySenym obsahem cholesterolu v subfrakci
velkych HDL ¢astic. Vztah subfrakci HDL K poctu rizikovych faktorit CVD byl prokazan
pouze u kontrolni skupiny.

Distribuce lipoproteinovych tiid na pocatku sledovani se neliSily mezi skupinou prezivsich a
nepiezivsich (s vyjimkou hodnot HDL-C) a nebyly ve vztahu k hodnotam IMT. Na konci
sledovaného obdobi doslu u piezivsich k redistribuci cholesterolu v HDL ¢asticich
do mensich podttid, ktera byla podobna distribuci cholesterolu v HDL casticich u kontrolni
skupiny. Zmény v lipoproteinech nesoucich apoB byly téz vysledkem redistribuce
cholesterolu z VLDL do LDL c¢astic. Problematika tykajici se lipoproteinovych subfrakci
u vysokoobjemové hemodiafiltrace bude nepochybné predmétem dalSich studii.

Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN64165/2012 a PROGRES Q25/LF1/2
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SYNDROMU
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Uvod a cil

Methylglyoxal (MGO) je toxicky, vysoce reaktivni dikarbonyl, ktery vznikéd jako vedlejsi
produkt beéhem peroxidace lipidi, glykolyzy, katabolismu proteind, ketolatek a je hlavnim
prekursorem pro tvorbu pokrocilych produkti glykace. VétSina methylglyoxalu je
v organismu detoxifikovana glyoxaldzovym systémem, avSak pii metabolickych poruchach
spojenych s diabetem, zejména s hyperglykémii a dyslipidémii, je jeho produkce vyssi nez
urovein odbourdvani, methylglyoxal se akumuluje v builkdch a stdvd se pro organismus
toxickym.

Zdroje methylglyoxalu mohou byt i exogenniho plvodu. Dikarbonyly se vyskytuji i
v nékterych potravinach (med, kava, syr, pasterizované mléko) a znacné i v sycenych
napojich s fruktézovych sirupem. Uinek methylglyoxalu z alimentirnich zdrojii je vsak
diskutabilni, nebot’ jeho stabilita ve stfevnim traktu i vstiebatelnost jsou velmi nizké a z téla je
rychle vylu¢ovan moc¢i (Matafome et al. 2017). Nadmérna produkce dikarbonyld piispiva
k metabolickym a vaskuldrnim zméndm v mnoha tkanich tim, Zze se ucastni zanétlivych
procesl, naruSuje regulaéni mechanismy a pfispivd k rozvoji orgdnovych komplikaci.
Methylglyoxal reaguje s funkénimi skupinami proteinii (argininem, lysinem), metabolity
mastnych kyselin a s DNA tvoii adukty. Tyto mechanismy mohou vést k tvorbé produkti
pokrocilé glykace (AGEs) a k ireversibilnimu poskozeni bunéénych funkci. Z dosavadnich
vyzkumll vyplyva, Ze methylglyoxal se podili na rozvoji makro- i mikrovaskularnich
komplikaci, aterogeneze a dysfunkce endotelu (Tikellis et al. 2014), poskozuje inzulinovou
signalni kaskadu, ma toxicky vliv na sekreci inzulinu (Fiory et al. 2011) a potencuje tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Jia et al. 2012). Je znamo, ze k celosvétovému nartstu
obezity pfispiva nadmérna konzumace tuk@ a sacharidl, které jsou oboje prekurzory
methylglyoxalu. Soucasné studie ukazuji, ze methylglyoxal, ktery se akumuluje v adipocytech
muze vést ke strukturdlnim a funkénim zméndm tukové tkang, a Ze tyto zmény mohou
zdaleka pfedchéazet manifestaci klinické obezity (Matafome et al. 2017, Masania et al. 2016).
V naSem experimentu byla pouZita transkriptomicka analyza ke sledovani vlivu exogenniho
methylglyoxalu na metabolické zmény ve viscerdlni tukové tkani hereditarné
hypertriglyceridémickych (HHTg) potkand. Tento kmen piedstavuje neobézni model
metabolického syndromu s dyslipidémii, inzulinovou rezistenci a ektopickym uklddanim
lipidt.

Metodika

Pokus byl proveden na dospélych (5-mési¢nich) samcich kmene hereditarné
hypertriglyceridémickych HHTg potkani (HHTg kontrola: n = 6, HHTg MGO: n = 7).
Po dobu 4 tydnl byli potkani krmeni standardni dietou a pokusné skupiné byl 3krat tydné
intragastricky podavan methylglyoxal v davce 0,5 mg/kg télesné hmotnosti. Glukézova
tolerance byla sledovana pomoci oralniho glukoézového toleranc¢niho testu (OGTT)
po intragastrickém podani glukozy (3g/100g télesné hmotnosti) po nocnim laénéni a
hodnocena vypoctem plochy pod kiivkou (AUCo-120min). Hladiny sledovanych latek byly
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stanoveny pomoci komerénich/ELISA souprav: glukoza, triglyceridy, cholesterol Erba-
Lachema (CR), neesterifikované mastné kyseliny (NEMK) Roche Diagnostic (Germany),
inzulin Mercodia (Sweden), HMW adiponektin MyBiosource Inc. (USA).

Ke stanoveni obsahu triacylglycerolt v jatrech, resp. svalech byla tkan rozdrcena v kapalném
dusiku a extrahovana ve smési chloroformu a methanolu. Po pfidani 2% KH2PO4 byla smés
centrifugovdna. Po odpafeni byl obsah triglyceridii stanoven pomoci analytické soupravy
Erba—Lachema (CR). Koncentrace leptinu, MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) a
TNFa (Tumor Necrosis Factor o) byly stanoveny pomoci Imunoassay Luminex. Slozeni
mastnych kyselin ve fosfolipidech bilé tukové tkan¢ bylo stanoveno plynovou chromatografii
s FID detekci. Koncentrace methylglyoxalu v séru a tkénich bylo stanoveno pomoci HPLC
s fluorescencni detekci po piedchozi derivatizaci.

Transkriptomicka analyza v epididymalni tukové tkani byla provedena pomoci DNA Cipt
Microarray (Affymetrix). Exprese jednotlivych genli byly méfeny kvantitativni RT-PCR
(Taq Man gene expression assay, Life Technologies).

Senzitivita tkani k ucinku inzulinu byla sledovana ex vivo pfi inkubaci tkané bez inzulinu a
s inzulinem (250 pU/ml) podle inkorporace **C-U-glukézy do glykogenu kosterniho svalu,
resp. tukové tkan€. Lipolyza v tukové tkani byla sledovana podle uvoliiovani NEMK
pfi inkubaci tkan€ bez adrenalinu nebo s adrenalinem (250pug/ml).

Vysledky a diskuse

Podavani MGO neovlivnilo télesnou hmotnost (402 + 9 vs 381 + 3g; n.s.), hmotnost
myokardu, ledvin, jater ani tukové tkané.

Intragastrické podavani methylglyoxalu zvysilo v cirkulaci potkand hladiny MGO o 55,7 %
V porovnani s kontrolni skupinou (tab.1), v bilé tukové tkani byl obsah MGO vyssi o 35,5 %
nez u zvitat bez intervence (tab. 2). Podavani methylglyoxalu bylo u HHTg potkani spojeno
se zvySenim glykémie o 23,8 %, inzulinémie o 109,3 %, cholesterolémie o 33,6 % a se
zhorSenou glukézovou toleranci (AUCo-120: + 8,2 %, p < 0,05). V porovnani s kontrolami,
methylglyoxal zvysil sérové hladiny prozanétlivych faktordt MCP-1 a TNFa, zatimco hladiny
adiponektinu a leptinu v cirkulaci nebyly ovlivnény (tab. 1).

Tab. 1. Metabolické parametry v séru

HHTg kontrola HHTg+MGO p<
MGO (nM/ml) 0,237 + 0,021 0,369 + 0,015 0,003
Glukéza (mmol/l) 7,13+0,15 8,83+0,17 0,001
Inzulin (nmol/1) 0,246 + 0,026 0,515+ 0,030 0,05
AUC o¢-120min (Mmol/l) 930 + 26 1006 + 18 0,05
NEMK (mmol/l) 0,43 £ 0,05 0,49 + 0,06 n.s.
Triglyceridy (mmol/l) 4,80 + 0,49 3,21+£0,49 0,05
Cholesterol (mmol/l) 1,19 £ 0,07 1,59 + 0,99 0,05
MCP-1 (ng/ml) 85,25 + 28,40 124,88 £17,12 0,05
TNFa (pg/ml) 0,78 £ 0,02 2,11+0,19 0,05

U HHTg potkanti 4-tydenni poddvani methylglyoxalu jiz ddle nezvySovalo ektopické ukladani
lipidd, ani vice nezhorSovalo sniZenou citlivost kosterniho svalu k G¢inku inzulinu, které jsou
pro tento kmen potkant charakteristické (tab.2).
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Tab. 2. Metabolické parametry ve tkanich

HHTg kontrola | HHTg+MGO p<

Jatra Triglyceridy (umol/g) 14,44 + 1,58 13,02+ 0,94 n.s.
Cholesterol (umol/g) 8,99 +£0,51 9,01+0,51 n.s.
Kosterni sval | Triglyceridy (umol/g) 2,88 +£0,21 2,20+ 0,25 n.s.
Glykogeneze: - inzulin 255,6 +11,3 322,1+0,25 n.s.

(mmol gl./g/2hod) + inzulin 578,0+£61,9 708,0 £ 34,0 n.s

Tukova tkaii | Obsah MGO (nmol/ml) 0,634+ 0,035 | 0,859 +0,058 | 0,004
Lipogeneze: - inzulin 315+2,2 317+1,7 n.s.
(mmol gl./g/2hod) + inzulin 356 + 3,1 332+1,9 0,05

Inzulinova senzitivita bilé tukové tkané, méfend podle inkorporace radioaktivné znacené
glukdzy do lipidi, byla po podavani methylglyoxalu zhorena (tab.2). Uroved lipolyzy byla
u sledovanych skupin srovnatelna.

U HHTg potkani léCenych methylglyoxalem bylo zjisténo vyznamné zhorSené slozeni
mastnych kyselin ve fosfolipidech viscerdlni tukové tkané. Byl zvySen podil saturovanych
mastnych kyselin, zejména kyseliny palmitové (16:00) a myristové (14:00), a klesl podil
nenasycenych mastnych kyselin PUFA n-3 (p < 0,001), coz mize mit dulezity negativni
dopad na fluiditu membran a inzulinovou signalizaci.

Ve visceralni tukové tkani methylglyoxal signifikantn& snizil o 16,7 % relativni expresi
mRNA a aktivitu Nrf2 (1,005 + 0,084 vs 0,837 + 0,115; p < 0,01). Tento nuklearni
transkripcni faktor se ucastni genové regulace antioxidacnich enzymt, lipidového
metabolismu a fyziologicky je vyznamné zapojen do degradace methylglyoxalu v organismu.
Podévani methylglyoxalu zvySovalo relativni expresi mRNA prozanétlivého faktoru Mcp-1
(1,005 + 0,084 vs 0,837 + 0,115; p < 0,05), zatimco zmény relativni exprese mRNA a aktivity
glyoxalazy-1, ktera se ucastni degradace MGO, zji§téna nebyla.

V bilé tukové tkani komparativni transkriptomickd analyza odhalila 61 transkripta
(42 upregulated, 19 downregulated), které ukazaly >1,2krat odliSnou expresi (FDR < 0,05)
mezi HHTg kontrolni skupinou a HHTg potkany, kterym byl podavan MGO. Sitové analyzy
ukazaly, Ze signifikantné odliSné exprimované geny se uplatiiuji zejména v oblasti regulace
apoptozy (Bcl6, Irsl, Tp53inpl), zanétu (DusplO, Tp53inpl), vaskularnich onemocnéni
(Rgs2, Duspl0, Bcl6) a inzulinové rezistence (Nrldl, DusplO, Lpinl, Lrpapl). Tyto
vysledky, zjisténé na modelu HHTg potkani, jsou v souladu se studiemi na bunéénych liniich,
které ukézaly, Ze methylglyoxal v riznych bunkach aktivuje stresové a apoptické drahy, a
dale ze je silnym prekurzorem produktli pokrocilé glykace (AGEs), které jsou spojeny
s tvorbou vaskularnich 1ézi (Akhand et al. 2001, Brouwers et al. 2011, Chan et al. 2007,
Du et al. 2000, Goldin et al. 2006, Negre-Salvayre et al. 2009)
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Tab. 3. Geny signifikantné rozdiln€ exprimované mezi HHTg kontrolami a HHTg+MGO

Fold
Symbol Gene Name P-value Change
Rgs2 regulator of G-protein signaling 2 9,11E-08 1,65
Nrldl nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 3,20E-07 2,90
Lrpapl low density lipoprotein receptor-related protein associated p | 8,86E-07 -1,13
Gbel glucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1 1,65E-06 -1,12
Cish cytokine inducible SH2-containing protein 1,89E-06 -5,53
Mir22 microRNA 22 5,95E-06 -1,29
Irsl insulin receptor substrate 1 1,55E-05 | -1,64
Duspl0 | dual specificity phosphatase 10 3,27E-05 1,62
Tp53inpl | tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 5,39E-05 1,34
Lpinl lipin 1 7,45E-05 1,29
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Zavér

U neobézniho modelu metabolického syndromu podavani methylglyoxalu sniZovalo
senzitivitu tukové tkdné k ucinku inzulinu, zhorSilo slozeni mastnych kyselin v bilé tukové
tkani a zvysilo hladiny zanétlivych parametri jak na metabolické, tak transkriptomické
urovni, coZ ukazuje na moznou ulohu methylglyoxalu v rozvoji a zvyraznéni rysi
metabolického syndromu. Zmény v bilé tukové tkani mohou nésledné pfispivat k rozvoji
poruch i v dalsich tkanich. Vysledky podporuji hypotézu, ze v mechanismu dikarbonylového
stresu se uplatiuje exprese genl zapojenych do zanétlivych, oxidacnich 1 regulacnich procest.

Studie byla podpoiena grantem MZ CR-RVO (,IKEM, IC 0023001)
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PRIZNIVE UCINKY EXTRAKTU Z CERVENE REPY NA HYPERTENZI,
OXIDACNI STRES A ZANET

BENEFICIAL EFFECTS OF THE RED BEETROOT EXTRATS ON
HYPERTENSION, OXIDATIVE STRESS AND INFLAMMATION

L. Kazdova?, O. Oliyarnyk?', H. Malinska!, I. Markova!, M. Hiittl', J. Trnovska’,
M. Pravenec?

Y Centrum experimentdlni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha
2 Fyziologicky istav AV CR, Praha

Uvod

Hypertenze, oxidacni stres a mirny chronicky zanét jsou metabolické poruchy, které zvysuji
riziko rozvoje kardiovaskularnich poruch, diabetu a jeho vaskularnich komplikaci.
V patogenezi téchto poruch mé dtlezitou ulohu endotelidlni dysfunkce, ve které ma klic¢ovou
roli oxid dusnaty (NO).

NO je volny radikal, ktery vzhledem k plynné formé¢ a pomérné dlouhému polocasu
(0,05 - 1,18ms v lidské krvi) difunduje do hladké svaloviny cévni stény, kde aktivuje solubilni
adenylcyklazu, ktera stimuluje tvorbu cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP), ktery
funguje jako signalni molekula k zah4jeni myorelaxace. Zakladnim biologickym vyznamem
NO je udrzovani cévni stény Vv dilatovaném stavu a tim regulovat cévni tonus a krevni tlak.
Kromé toho ma tlohu 1 v proliferaci hladkosvalovych buné€k, angiogenezi a antiagrega¢nim a
antiadhesivnim puasobenim ovliviiuje integritu endotelu (Omar et al. 2016). Pfi snizené
dostupnosti NO v dusledku jeho snizené syntézy nebo zvysené degradaci dochazi k dysfunkci
endotelu. Projevuje se systémovymi komplikacemi kardiovaslularniho systému — zejména
hypertenzi, aterogenezi a dalS§imi metabolickymi poruchami, které se podileji na rozvoji
metabolického syndromu a diabetu. V klinické studii bylo zjisténo, ze varianta v genu
pro endotelialni NOS (eNOS) byla spojena s poruchami podobnymi metabolickému
syndromu. Delece genu pro eNOS u mysi zvysila plazmatické koncentrace triacyglycerold,
cholesterolu, volnych mastnych kyselin, leptinu a mnoZstvi visceralni tukové tkané o 30 - 40
% (Cookk et al. 2003). Snizena tvorba NO byla zjist€éna u obéznich jedinct (Monti et al.
2003).

Zcela zéasadni vyznam, ktery zménil pohled na zdravotni Uc¢inky nitratd, bylo objeveni
metabolické drahy, kterd metabolizuje nitrdty na nitrity a nitrity na NO v roce 1990
(Lundberg et al. 1994). Timto zpisobem je produkovano zna¢né mnozstvi NO zcela nezavisle
na aktivit¢ NO syntdz. Za tento objev byla tfem badatelim udélena v roce 1998 Nobelova
cena v oboru fyziologie a 1€kaftstvi.

Nitraty v potravé jako zdroje NO

Nitrat z pfijimané potravy vstupuje do entero-salivarniho systému a je pak absorbovan
V hornim trévicim traktu do krve. Velka ¢ast nitrati (pfiblizné 65 % je vylouCena moci a
zbyvajicich 25 % je transportovano do slinnych zlaz v Gstni duting, kde nitrat reduktazy
pfitomné v bakteriich v ustni dutin€ redukuji nitrat na nitrit. Po bakterialni redukci nitratu se
zvysSuje koncentrace nitritu ve slinach az na hodnoty 10 mmol/l, které jsou pfiblizn¢ 10 az
100krat vyssi nez plazmatické koncentrace (20 - 40 pmol/l), které ale mohou po velké
konzumaci nitrati dosahovat az 400 pmol/l (Omar et al. 2016). Z ustni dutiny jsou nitrity
absorbovany v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu a v kyselém prostiedi zaludku dochazi
k jejich redukci na NO. Plazmatické hladiny nitratd se zvySuji po 30 minutidch od piijmu
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nitrath a dosahuji maximalnich hodnot po 3 hodinach (Lundberg et al. 2004). Dlouhy polocas
nitratt v plasmé 5 - 8 hodin a nitriti 20 - 45 minut zajist'uje dloudoby zdroj NO v organismu.
Tvorba NO z nitrati neni ovlivnéna pfitomnosti hypoxie. To je rozdil od syntézy NO pomoci
eNOS, ktera je v podminkach hypoxie utlumena pro nedostatek kysliku nezbytného pro jeho
syntézu. Z této skuteCnosti vplyva velky vyznam tvorby NO z nitratd pii ischemicko-
reperfiznim poskozeni pfi infarktu myokardu.

Zdroje nitrati v potravé

Nejvétsim zdrojem nitratl v potravé je zelenina, ze které pochazi u ¢lovéka piiblizné 85 %
pfijimanych nitratt. Zbylych 15 % nitratd ma puvod v pitné vod¢. Naproti tomu zdrojem
nitrith v potravé jsou uzeniny a uzené maso, kde jsou pfiddvany jako ochrana
pfed botulotoxiny. Obsah nitrati ve vodé i v zeleniné miize byt rozdilny v zavislosti
na péstitelskych podminkach, obdobi sklizn€¢, intenzit¢ sluneniho svitu a dalSich
okolnostech. V nasledujici tabulce jsou uvedeny tyto rozdily u nékterych zelenin a u vody.

Tabulka 1. Rozsah koncentrace nitratt v zeleniné a ve vodé

Obsah nitrata Obsah nitriti
Produkt Produkt rozsah, mg/kg
rozsah, mg/kg
Cerveni Fepa 644 - 1800 Mrkev 121 - 316
Spenat 965 - 4259 Brambory 81-713
Hlavkovy salat 970 - 2782 Cibule 23 - 235
Redkvi¢ky 1060 - 2500 Rajcata 17-70
Zeli 333-725 Voda povrchova 23 - 30
Okurky 151 - 384 Voda mineralni 0,1-6,3

Zdroj: Lidder S and Webb AJ. Vascular effects of dietary nitrate (as found in green Leafy vegetables
and beetroot) via the nitrate — nitrite — nitric oxide pathway. Brit J Clin Pharmacol 2012; 75: 677-696.

V poslednich letech byla pozornost zaméfena na Uc¢inky cervené fepy (Beta vulgaris rubra)
jako na zdravi prospé&snou funkéni potravinu. Cervend fep obsahuje kromé vysokého obsahu
nitratt i dalsi zdravi prospésné komponenty (Georgiev et al. 2010 — 3)
Betalainy: betainin, betacyaniny (potravinaiské barvivo E162)
betaxantiny — vulgaxantin, indikaxantin
Fenolové latky: flavonoidy, epikatechin, fenolické amidy
Kyselinu askorbovou
Karotenoidy
Rutin
Kyselinu kavovou

Tyto komponenty potencuji siroké spektrum pozitivnich uéinkt Gervené fepy. Repa patii mezi
pét zelenin, které obsahuji skupinu vysoce bioaktivnic pigmentd znamych jako betaliny,
betalainy, které ovliviiuji genovou expresi, enzymové reakce a maji vyznamné
byla publikovéna fada vysledktli prokazujicich ptiznivé ovlivnéni hypertenze, diabetu 2. typu,
kardiovaskularnich poruch a demence podavanim cervené fepy (viz piehled: Clifford et al.
2015).

Nitraty a endotelialni dysfunkce

Experimentalni studie ukazaly, ze podavani nitrdtu mySim s deleci endotelidlni NOS snizilo
krevni tlak, vahové piirastky, mnozstvi visceralni tukové tkéné, triaveglycerolémii a zlepsilo
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gluk6zovou homeostazu. Naopak deficience piijmu nitratu/nitritu u mysi vedla po tiech
mésicich k porucham podobnym metabolickému syndromu — dyslipidémii, visceralni obezité
gluk6zové intoleranci. Po 18 mésicich deficience doslo u mysi ke zvyseni télesni hmotnosti,
inzulinové rezistenci a ke zvySeni krevniho tlaku. Po 22 mésicich této diety mysi hynuly
na kardiovaskularni poruchy, v€etné akutniho infarktu myokardu. Tyto vysledky ukazuji, ze
dlouhodoba deficience nitratu vede k endotelidlni dysfunkci, metabolickému syndromu a
kardiovaskularnim komplikacim (Kina-Tanada et al. 2017). Rovnéz v klinickych studiich byl
zjistén stimulacni vliv zvySeného ptijmu nitratu hladiny cGMP v cirkulaci, zatimco nitrat-
deficitni dieta snizila tkanové koncentrace cGMP (Kapil et al. 2010).

Nitraty a kardiovaskularni poruchy

V klinické studii bylo zjisténo, ze akutni podani 500 ml fepné stavy (22 mmol nitratu; 0,35
mmol/kg télesné hmotnosti) snizilo systolicky krevni tlak o 10,4 mmHg a diastolicky tlak
0 8mmHg. K maximalnimu poklesu doslo za 2,5 - 3 hodiny, coz je doba, za kterou je nitrat
metabolizovan na nitrit a NO. Pfi zabranéni polykani slin podobu 3 hodin po konzumaci
fepné Stavy kompletné eliminovalo pokles krevniho tlaku (Webb et al. 2012). Podobné
ucinky méla i desinfekce tstni dutiny (Govoni et al. 2008).

K ptfiznivym ucinkim §tavy z cervené fepy patii 1 prodlouzeni doby pied néstupem
klaudikace o 18 % zjisténé u pacientl s periferni arteridlni nemoci (Kenjale et al. 2011).
Z hlediska sportovniho vykonu jsou intensivné studovany ucinky produkt z Cervené fepy
na zlepseni svalové vykonnosti. Akutni nebo i nékolikadenni konzumace fepné stavy oddalila
svalové vycerpani a urychlila regeneraci po cvi¢eni. V mechanismu se miliZze uplatnit ptiznivy
vliv nitrati/betaininu na aktivitu mitochondrialniho komplexu I, oxidativni fosforylace a
tvorby oxida¢nich produkti — peroxidu vodiku a lipoperoxidt (Larsen et al. 2011).

Nitraty a oxida¢ni stres

Cervena fepa obsahuje betalainy a dalsi latky, které maji prokazané antioxidaéni G&inky.
Navic NO muze potlacovat tvorbu volnych radikald a sniZovat negativni u¢inky superoxidu a
peroxidu vodiku. Antioxida¢ni u¢inky byly prokazany u experimentalnich modeld po aplikaci
hepatotoxického CCls nebo karcinogennich latek. V mechanismu ucinku ma dtleZitou tlohu
aktivace nuklearniho transkripniho faktoru Nrf2, ktery reguluje aktivitu enzymi
antioxidac¢niho obranného systému (Clifford et al. 2015).

Nitraty a zanét

Za protizanétlivé uCinky Cervené fepy jsou podle recentnich nalezii odpovédny zejména
betalainy.

Studie ukazaly, ze extrakty z Cervené fepy ovliviiuji nuklearni faktor-Kappa B (NF-xB), ktery
je zapojen do genové regulace prozanétlivych cytokini a chemokini. V proti zanétlivych
ucdincich se mize uplatnit i inhibi¢ni vliv betalaind na expresi cyklooxygenazy-2 (Clifford et
al. 2015).

Experimentalni studie

Vliv extrakt z ¢ervené fepy na sacharidovy a lipidovy metabolismus a na ovlivnéni zanétu.
Pokusy byly provedeny u spontdnn¢ hypertensniho kmene potkanti, kterym byl vnesen gen
pro tvorbu lidského C-reaktivniho proteinu pod kontrolou Apo-E promotoru (SHR-CRP).
Vlivem zvySené exprese lidského CRP ma tento kmen stimulovany zénétlivy stav, ktery je
doprovazen oxidacnim poSkozenim tkdni, zvySenou mikroalbuminurii, zvySenim krevniho
tlaku a insulinovou resistenci (Pravenec et al. 2011).
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Material a metody

Pokusy byly provedeny u tfimési¢nich samcti kmene spontanné hypertenzniho potkana (SHR)
s transgenni expresi lidského CRP Kontrolni skupinu tvofili stejné stafi SHR potkani
bez transgenu. Ob¢ skupiny byly krmeny ad libitum standardni dietou.

Mnozstvi triacylglycerolit (TAG) v séru a po extrakci ztkani pomoci smési methanol-
chloroform (1:2), bylo stanoveno analytickou soupravou TG L 250 S (Erba-Lachema, CR).
Koncentrace glukosy byla méfena analytickym kitem GLU 500 (Erba-Lachema, CR)
Koncentrace sérového insulinu byla stanovena imunochemickym kitem Rat Insulin ELISA kit
(Mercodia, Svédsko). Metabolické parametry branice, bilé a hnédé tukové tkand byly
stanoveny ex vivo. Oxidace (inkorporace do CO3) glukosy a jeji inkorporace do glykogenu
ve svalech a do lipida v tukové kyseliny byly stanoveny inkubaci tkan¢ s radioaktivné
znacenou (Y*C) glukosu, v bazalnim stavu nebo v pfitomnosti insulinu (250 pU/ml).

Vysledky

Vysledky uvedené v tabulce 1 ukazuji, Ze podavani $tavy z Cervené fepy po dobu 4 tydna
u transgennich potkand v porovnani s kontrolni SHR potkany snizilo hmotnost visceralni
tukové tkan¢, hladiny triacylglycerolu v plazmé, obsah cholesterolu v jatrech a ektopické
ukladani triacylglycerolu v myokardu. Zajimavym nalezem byla zvySend oxidace glukézy
Vv interskapularni hnédé tukové tkani u SHR-CRP potkanli. Naproti tomu fepnd Stava
neovlivnila parametry gluk6zového metabolismu vcetné bazalni nebo inzulinem stimulované
glykogenezy v kosternim svalu.

Tabulka 2. Vliv §tavy z Cervené fepy na metabolické parametry SHR-CRP potkani

SHR-CRP SHR-CRP + fepna
kontroly §tava
Hmotnost epid. tuk. télesa (g/100g t.hm.) 0,686 + 0,015 0,628 + 0,010*
Triaylglyceroly v plazmé& (mmol/l) 0,92 +£ 0,04 0,60 + 0,05**
Triaylglyceroly v myokardu ([Jmol/g) 1,90 + 0,07 1,40 + 0,16*
Cholesterol v jatrech ([Tmol/g) 10,3+0,2 8,6 +£0,2**
Oxidace glukozy v HHT (nmol gl./g/2 h) 433+ 48 652 + 68*

* P<0.05 ** P<0.005 udavaji statistickou vyznamnost. HTT — hnéd4 tukova tkan

Dalsim zajimavym ucinkem §tavy z Cervené fepy bylo snizeni koncentraci konjugovanych
dient (30,2 + 2,3 vs 41,5 &+ 3,3 nmol/mg, P < 0.05) a TBARS (0,599 + 0,047 vs 0,772 + 0,543
nmo/mg, P < 0.05) v jatrech, které svéd¢i pro ptiznivé ovlivnéni peroxidace lipidi.

Zavér

Pro vyjime¢né funkce NO v intercelularni komunikaci a zapojeni do mechanismu zvySujicich
rozvoj metabolickych poruch je tato molekula cilem studii po fadu let. Vyznamny objev
syntézy NO z nitrath pfitomnych ve vysoké koncentraci v zelenin€ zcela zménily nazory
na negativni vlivy nitratt, které byly tradované po mnoho let. Nalezy o pozitivnich Gcincich
nitrath obratily pozornost na moZnosti jeho ovlivnéni farmakologickou nebo nutriéni
intervenct.

Nalezy o pftiznivych ucincich cervené fepy na dysfunkci endotelu, hypertenzi, zanét a
oxidac¢ni stres jsou v souladu s pozitivnimi plisobenim stfedomoiské diety obsahujici vysoky
podil zeleniny zajistujici vysoky pfivod nitratu.

Studie byla podpoiena grantem MZ CR — RVO (“Institut klinické a experimentdlni
mediciny — IKEM, IC 0002300”)
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STEAROYL-KOENZYM A DESATURASA JAKO TERAPEUTICKY CiL
METABOLICKYCH CHOROB

STEAROYL-COENZYM A DESATURASE AS A TERAPEUTIC TARGET OF
METABOLIC DISEASE

J. Macasek, M. Zeman, E. Tvrzicka, A. Zak
Univerzita Karlova Praha, 1. lékarska fakulta, 1V. interni klinika

Abstract

Stearoyl- CoA desaturase is a key enzyme in lipogenesis. This fact is crucial for its
physiological and pathophysiological properties. Stearoyl-CoA desaturase is an enzyme
responsible in desaturation process of saturated fatty acids changing them to monounsaturated
fatty acids. Stearoyl-CoA desaturase has some isoforms, isoform called SCD-1 is the most
important in processes.

Metabolic deregulation is an hallmark of many cancers. There is higher lipogenesis de novo
and desaturation of saturated fatty acids to meet higher metabolic needs. In many cancers,
there is a higher expression of stearoyl-CoA-1 gene. Stearoyl-CoA-1 contributes to cancer
cell proliferation and inhibition of apoptosis, promoting cancer growth. This reason leads to
effort for the development of anticancer drugs. Such anticancer drugs are targeted to inhibit
SCD-1. Stearoyl-CoA-1 plays also important role in pathogenesis of metabolic diseases like
diabetes mellitus type 2, obesity, fatty liver disease and atherosclerosis. Inhibition of SCD-1
improves insulin sensitivity, decreases lipid content in hepatocytes and reduces adipose tissue.
For these reasons, some available inhibitors of SCD-1 are tested as a new therapeutic agents
for treatment of fatty liver disease, obesity or diabetes mellitus type 2. Aramchol, a conjugate
of cholic and fatty acid, is very promising in treatment of fatty liver disease.

Despite these facts, there are some controversies. Treatment targeted on inhibition of SCD-1
has not only the beneficial effects but also some adverse effects. It was proved that in mice
the inhibitors of SCD-1 should worsen the atherosclerosis. There is a needed for more studies
to elucidate an effect of influence of SCD-1 in diseases.

Obecné informace

Stearoyl-CoA desaturasa (SCD) patii mezi skupinu enzymu zvanych desaturasy, které
se vyskytuji téméf ve vSech organismech. Desaturasy katalyzuji pfeménu jednoduché vazby
na dvojnou (desaturaci) v uhlikovém fetézci mastnych kyselin (fatty acids = FA). Procesem
desaturace vznikaji s nasycenych FA nenasycené FA, plsobenim SCD vznikaji
mononenasycené FA (monounsaturated FA = MUFA). Obecné acyl-CoA desaturasy jsou
nehemové enzymy obsahujici zelezo, tzv. smiSené oxidazy, vyuZzivajici cytochrom b5 a
cytochrom-b5-reduktasu+NADPH+H®. Savéi desaturasy jsou schopny zavadét za udasti
kysliku dvojnou vazbu v polohach C4, C5, C6 a C9 a jsou oznacovany jako A4-, A5-, A6- a
A9-desaturasy. V rostlinach pfitomné desaturasy Al12 a AlS5 jsou zdrojem esencidlnich FA
(EFA), které sav¢i systém nedokaze vytvorit. Lidské bunky exprimuji dvé isoformy - SCD-1
a SCD-5 (Paton a Ntabi 2009). Nejc¢astéjsi isoformou je SCD-1 , ktera je za fysiologickych
podminek exprimovana piedevsim v jatrech a tukové tkani (bilé i hnédé), dale v mozku, srdci,
jatrech.

Uloha stearoyl-CoA desaturasy ve fysiologickych i patofysiologickych procesech je
V posledni dobé velmi diskutovanym tématem. Tento enzym se nachéazi na endoplasmatickém
retikulu a katalyzuje biosyntézu MUFA. Pfednostnimi substraty jsou palmitoyl- a stearoyl-
CoA, které jsou preménovany na palmitoleoyl- a oleoyl-CoA (Chad et al. 2009).
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Mononenasycené FA hraji roli v mnoha fysiologickych 1 patofysiologickych d¢&jich.
Mononenasycené¢ FA jsou substraty pro synthesu triacylglyceroll, fosfolipidl, ¢i esterii
cholesterolu. Kyselina olejova hraje dulezitou roli v mozku pfi regulaci ptijmu potravy (Obici
et al. 2002), kyselina palmitolejova produkovana tukovou tkani pusobi jako tzv. lipokin
regulujici celotélovy lipidovy metabolismus (Cao et al. 2008). Mononenasycené FA se také
ucastni signalni transdukce a bunééné diferenciace (Bradley et al. 2008, Yonezawa et al.
2008). Tento jejich vliv na procesy apoptosy a mutagenese je dulezity pro patogenesi
nadorovych onemocnéni (Hardy et al. 2000). Z vyse uvedenych fakti vyplyva, ze SCD-1
muze byt dalezitym cilem 1é¢by u fady metabolickych chorob, jako jsou diabetes a obesity,
¢i u nadorovych onemocnéni.

Stearoyl-CoA desaturasa-1 u nadoru

Bylo zjisténo, ze SCD-1 je intensivné exprimovana u mnoha nadorovych onemocnéni
(karcinom plic, ledvin, stfeva, jicnu, prsu atd.) (Li et al. 1994, Noto et al. 2013, von
Roemeling et al. 2013, Holder et al. 2013). U karcinomu prostaty byla naopak prokazana
snizend exprese SCD-1 (Moore et al. 2005). Nadorové bunky vykazuji alterovany
metabolismus lipidi, dochazi v nich knadmérmé de novo synthese FA, ktera neni
inhibovatelna zvysSenim piijmu exogennich FA jako za fysiologickych podminek (Scaglia et
al. 2005). V nadorovych buiikach je zvySené exprimovana synthasa FA (Kuhajda 2006).
Vlivem téchto metabolickych zmén dochazi v nddorovych bunkach k vzestupu mnozstvi
nasycenych FA kyseliny palmitové a olejové (Scaglia a Igal 2008). Toto zvySeni je vSak
doprovazeno i zvySenim mononenasycenych FA kyseliny palmitolejové a olejové, coz jsou
jejich A9-desatura¢ni produkty, prokazujici zvyseni aktivity SCD-1 (Scaglia a Igal 2008).
Zvysené mnozstvi mononenasycenych FA a aktivity SCD-1 je spjato s typickym fenotypem
chovani néddorovych bunék. Mononenasycené¢ FA jsou nezbytné k novotvorbé biomembran
pii piekotné replikaci. Bylo prokazano, Ze deficience SCD-1 je spojena s pomalejsi proliferaci
(Scaglia a Igal 2008). Stearoyl-CoA desaturasa-1 ovliviiuje lipidové signalni drahy majici vliv
na proliferaci a diferenciaci bunck. Pfikladem je ovlivnéni Akt signaliza¢ni drahy.
Pti pokusech in vitro, kdy byla vyfazena SCD-1 u bunék plicniho adenokarcinomu a doslo
ke ztraté jejich maligniho fenotypu, nebylo dosaZzeno piivodnich vlastnosti pouhym dodanim
exogennich FA, coz prokazuje nezbytnost endogenni synthesy FA (Scaglia a Igal 2008).
V buiikach hepatocelularniho karcinomu byla prokazdna nadmérnd exprese SCD-1, ktera
stimulovala jejich proliferaci a zaroven determinovala chemoresistenci bunék tohoto
karcinomu. Tyto vlastnosti jsou zprostfedkovany aktivaci phosphatidylinositol 3 kinase/c-Jun
N-terminal kinases Exprese SCD-1 je stimulovana karcinogenné pusobicimi latkami jako jsou
dichloroctova kyselina a peroxisomové proliferatory Vsechny tyto poznatky svéd¢i o dilezité
uloze stearoyl-CoA desaturasy-1 v karcinogenesi mnoha malignit a ptedurcuji ji jako cil
protinadorové lécby.

Stearoyl-CoA desaturasa 1 jako 1é¢ebny cil u metabolickych onemocnéni

Stearoyl-CoA desaturasa 1 je dulezitym faktorem regulace lipidového metabolismu.
Ukézalo se, Ze inhibice SCD-1 vede ke sniZzeni insulinové resistence, redukci obesity a
zlepSeni nealkoholové steatosy jater (Frenkel et al. 2010). V 1é¢b¢é nealkoholové
steatohepatitidy se ukazuji jako ¢inné konjugaty mastnych kyselin se Zlu¢ovymi kyselinami
(fatty acid bile acid conjugates = FABACs), které byly pivodné vyvijeny jako inhibitory
krystalizace cholesterolu ve zluéi (Gilat et al. 2001). Velmi slibnou molekulou z této skupiny
je aramchol, coz je konjugit s kyselinou arachovou (arachidyl amido cholovéa kyselina =
aramchol). Aramchol je pfimym inhibitorem SCD-1 a skrz tento Uc¢inek piisobi preventivné
pted vznikem nealkoholové steatosy jater (Frenkel et al. 2010). Mezi inhibitory aktivity
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jaterni SCD-1 patii 1 vicenenasycené FA (polyunsaturated fatty acids = PUFA). Na mysim
modelu bylo prokazano, ze pokud jsou mysSi krmeny tuk neobsahujici dietou suplemen-
tovanou o triacylglyceroly obsahujici PUFA, tak dochazi ke snizeni mnoZzstvi jaterni mRNA
pro SCD-1 (Ntambi 1992). Tento ucinek je zavisly na délce uhlikového fetézce a poctu
dvojnych vazeb, ¢im je delsi fetézec a ¢im vic dvojnych vazeb obsahuje, tim je suprese
aktivity jaterni SCD-1 vétsi (Ntambi 1992). U¢inkem PUFA je ovlivnéna tukova i jaterni
tkan. Vicenenasycené FA potlacuji expresi SCD-1 v tukové tkdni destabilizaci mRNA
pro SCD-1 ve zralych adipocytech (Sessler et al. 1996). Lidé konzumujici dietu bohatou
na PUFA méli niz§i mnozstvi tuku v jaterni tkani, stejné jako niz§i pomér FA 16:1 n-7/16:0
Vv plasmatickych CE (Bjermo et al. 2012). Mezi inhibitory exprese SCD-1 patii i peroralni
antidiabetikum metformin (Kim et al. 2011). Pro supresi exprese SCD-1 mohou byt vyuzZity i
antisense oligonukleotidy (Jiang et al. 2005). Lécba antisense oligonukleotidy vedla
ke snizeni exprese enzymu lipogenese, snizeni de novo synthesy FA a k redukci steatosy
hepatocytl se zménou poméru FA 16:1 n-7/16:0 and 18:1 n-9/18:0 v hepatocytech (Hodson et
al. 2013). Pii inhibici aktivity SCD-1 byly zaznamenany i kontroverse. Pfi inhibici SCD-1
pomoci antisense oligonukleotidli na myS$im modelu s hyperlipidémii a atherosklerosou bylo
pozorovano zhorSeni atherosklerotického procesu v aorté, bez zlepSeni po podani kyseling
olejové (Brown et al. 2008). Inhibice SCD-1 také zpisobila akumulaci nasycenych FA
v plasm¢ i tkanich a indukovala hypersensitivitu viéi toll-like receptoru 4 (TLR-4), (Brown et
al. 2008). Tyto udaje poukazuji na urCité nebezpeli uzivani inhibitord SCD-1 pfi 1écbé
metabolickych chorob.

Ve vyctu na aktivitu SCD-1 farmakologicky pusobicich latek nesmime opomenout ani jeji
aktivatory. Jednd se o thiazolidindiony a fibraty. Thiazolidindiony zvySuji desaturaci FA
prostiednictvim aktivace PPARy a zvysuji insulinovou sensitivitu (Hodson et al. 2013).
Fibraty, které prostfednictvim aktivace PPARa, snizuji synthesu FA a zvySuji aktivitu SCD-1
(Hodson et al. 2013). Riserus et al. (2005) prokazali, ze 1é¢ba rosiglitazonem zvysila expresi
genu pro SCD-1 v tukové tkani u pacientt s diabetem mellitus 2. typu a v plazmatickych
triacylglycerolech bylo prokazano zvyseni poméru FA 16:1 n-7/16:0. Klofibrat a gemfibrozil,
které byly podavany mysim, indukovali v hepatocytech zvyseni mRNA pro SCD-1 za 6 hodin
3krat a za 30 hodin dokonce 22krat. Tato indukce byla na vrub primarné€ zvySeni transkipce
genu pro SCD-1 (Miller a Ntambi 1996).

Zavér

SCD-1 je jednim zustfednich enzymi metabolismu. Z tohoto postaveni vyplyva velky
potencial pro 1é¢bu nejen metabolickych chorob ale naptiklad i nadorovych onemocnéni.
Zatim vSak pro ucinnost a bezpe¢nost terapie zamétené na inhibici SCD-1 neexistuje mnoho
studii a realné vyuziti této terapie je zatim spisSe otdzkou budoucnosti.

Price vznikla za podpory MZ CR — RVO VFN64165 a PROGRES Q25/LF1/2
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Introduction

Diabetic nephropathy is a major chronic microvascular complication accompanying diabetes
and is characterized by a progressive increase in albuminuria and a decline in glomerular
filtration rate. Athough hyperglycemia belongs to important risk factor for the development of
microvascular complications in kidney, intensive glycemic control does not have to be
completely sufficient for the protection of these complications (Fleming T et al 2012).

The pathophysiological connection appers to occur via multiple pathways. According to
recent studies an important role in mechanism in the pathogenesis of microvascular renal
complications plays dicarbonyls stress preceding advanced glycation end (AGE) products
formation (Rabbani N 2014).

Dicarbonyl stress occurs as a consequence of the imbalance between the generation of
reactive dicarbonyls (like methylglyoxal - MGO) and their metabolism ensured by glyoxalase
system. Both dicarbonyls accumulation as well impaired glyoxalase 1 could be involved in
vascular dysfunction and also both are associated with microvascular complications in kidney.
Plasma MGO are elevated in diabetic patients, mainly those with nephropathy or cardiac
failure (Matafome P et al 2016).

The recent published clinical study ADDITION-DK (Jensen TM et al 2016) supported the
important role of methylglyoxal in pathogenesis of kidney microvascular complications and
methylglyoxal was found to be associated with detrimental changes in kidney function in
individuals with type 2 diabetes.

Excessive generation of dicarbonyls activates inflammatory processes, increases oxidative
stress, impairs glucose tolerance and leads to the AGEs production. Dicarbonyls compounds
are precursors for AGE formation. In clinical study (Saulnier PJ et al 2016) AGE products
derived from methylglyoxal (carboxyethyllysine and methylglyoxal-hydroimidazolone)
predicted renal function loss and correlated with the severity of diabetic kidney disease more
accurancy than other renal risk factor.

In renal cells, methylglyoxal directly inhibits electron respiratory chain leading to
mitochondrial dysfunction and modifies protein structure which in turn affects their function.
Indirectly methylglyoxal can also affect different signaling pathways associated with vascular
complications (Nigro M et al 2017). However, exact mechanism on transcriptomic level in
kidney is not known yet.

The clarification pathophysiological mechanism on transcriptomic level can reveal potential
farmacological goal, because the situation in farmacological intervention in nephropathy is
not suitable solved yet. Identification of urinary proteomic and metabolomic biomarkers can
help to complete and better explain mechanism of development these complications and could
determineted early risk markers.
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In our study, we investigated the effect of methylglyoxal administration on metabolic,
transcriptomic and proteomic profile in the context of the development of kidney impairment
in an experimental model of metabolic syndrome.

Materials and Methods

Dicarbonyl stress was induced by intragastrical administration of methylglyoxal (3x/ week in
dose 0.5 mg/kg b.wt.for 4 weeks) in a strain of hereditary hypertriglyceridaemic rats with
insulin resistance and fatty liver (HHTQ).

Transcriptome assessment in Kidney cortex was performed using microarray (Affymetrics rat
gene array), urine proteome and metabolome were evaluated by mass spectrometry methods
(Immunoafinity MALDI TOF MS). Gene expression was measured by quantitative RT-PCR.
The concentrations of methylglyoxal, glutathione and urine albumine were determined using
the HPLC-method with fluorescence or UV/VIS detection.

Results

Methylglyoxal administration increases the concentration methylglyoxal in serum (+56 %)
and in Kidney (+46 %), respectively. As shown in Table 1, methylglyoxal administration did
not change body weight, but aggravated glucose intolerance  (AUCo-120
p < 0.05), increased plasma glucose (p < 0.01) and insulin (p < 0.05). Methylglyoxal-treated
rats exhibited significantly changes in serum lipids, as serum triglycerides was reduced and
total serum cholesterol and HDL-cholesterol were significantly elevated compared to
controls. However, the concentrations of triglycerides in tissue were not changed between
both group.

Decreased level of reduced glutathione (-30 %, p < 0.01) together with decreased activity of
glutathione-dependent antioxidant enzymes (Table 2) worsened oxidative and dicarbonyl
stress and can contribute to the impairment of kidney function. Methylglyoxal administration
elevated relative expression of glyoxalase 1 in kidney cortex (p < 0.05), which is involves in
methylglyoxal degradation. Increased expression of glyoxalase 1 have probably an
compensatory effect on increased dicarbonyl stress in kidney. However, relative expression of
transcriptional factor Nrf2 in kidney cortex, which is participated in antioxidant response, was
not changed between both group.

TABLE 1. Metabolic parameters in serum and tissues in HHTg rats and after methylglyoxal
administration (HHTg + MGO)

HHTg HHTg + MGO P<
Body weight () 412+3 397+6 n.s.
Glucose (mmol/l) 7.1£0.2 8.8+0.2 0.001
Insulin (umol/I) 0.246 + 0.026 0.515+ 0.030 0.05
AUC.120 mmol/Il 930 + 26 1006 = 18 0.05
FFA (mmol/l) 0.43 +0.05 0.49 + 0.06 n.s.
Adiponectin (ug/ml) 2.90+0.34 2.78 £0.51 n.s.
Serum triglycerides (mmol/l) 4.80 +0.49 3.21+0.51 0.05
Serum cholesterol (mmol/I) 1.19 £ 0.07 1.56 £ 0.99 0.05
HDL-C (mmol/l) 0.59 £0.03 1.06 £0.14 0.05
Triglycerides in the liver (umol/g) 13.01 £ 1.58 13.02+0.94 n.s.
Triglycerides in kidney (umol/g) 8.55+1.61 6.811.16 n.s.
Methylglyoxal in serum (nmol/ml) 0.237+£0.021 0.369 £0.015 0.01
Methylglyoxal in kidney (nmol/mg) 5.87+0.08 8.55+0.81 0.01

Data are mean + SEM. n =8
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TABLE 2. Oxidative stress parameters in kidney in HHTg rats and after methylglyoxal
administration (HHTg + MGO)

kidney HHTg HHTg + MGO P<
TBARS 0.67 +0.04 0.79 +0.03 0.05
GSH 1.05+0.06 0.84 +0.01 0.05
GSSG 0.09 +£0.06 0.08 £0.06 n.s.
GSH / GSSG 13.99 +0.39 1091 +0.16 0.01
Glutathione reductase activity 43+3 35+2 0.05
Glutathione transpherase activity 61+2 41 +4 0.01

Data are mean £+ SEM. n =8

TABLE 3. Proteomic markers in urine

Proteomic markers HHTg HHTg + MGO P<

IL-6 (pg/ml) 44,33 +2.31 91.43+5.88 0.001
IL-8 (pg/ml) 18.33+0.29 49.43 +1.60 0.001
MCP-1 (ng/ml) 1.57 +£0.02 3.76 £0.21 0.001
EGF (ng/ml) 4.95+0.17 2.27+0.01 0.001
a-1 antitrypsin (ng/ml) 13.90 +2.89 24.47+2.11 0.001
IgA-uromodulin (ng/ml) 60.50 + 5.20 68.71+0.80 0.05
endostatin (pg/ml) 71.50 + 4.04 102.14+ 5.08 0.01
heparan sulfate (ug/ml) 0.09+0.01 0.31+0.01 0.05

Data are mean £+ SEM. n=8

Figure 1. Significantly enriched canonical signaling pathways in kidney cortex
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The effect of methylglyoxal on kidney at transcriptomic level

Comparative transcriptomic analysis in kidney cortex identified 96 genes differentially
expressed (FDR < 0.05) after methylglyoxal administration (Figure 1). Network analysis
revealed overrepresentation of genes in excessive oxidative stress and proinflammatory
signaling pathways and inhibition of angiogenesis suggesting its contribution to renal fibrosis.
In mechanism of renal damage after methylglyoxal administration at transcriptomic level is
involved in particular significant upregulation of TGF-B signaling that is key factor
connecting nephropathy and fibrosis. The oxidative stress response is mediated by Nrf2
signaling pathway and inhibition of angiogenesis by trompospodin 1(TSP1) signaling that
also activates TGF-f profibrotic cytokine (see Figure 1). According to these results TGF-3
inhibitors or antibody could have renoprotective effect on diabetic nephropathy.

The effect of methylglyoxal on urine parameters

Compared to controls, methylglyoxal-treated rats exhibited significantly higher levels of
microalbuminuria (42.8 + 7.3 vs 13.8 + 2.9 mg/g creatinine, p < 0.01) and urine lactate
(12.87 = 0.90 vs 6.13 = 0.15 mmol/ml, p < 0.05). Un-targeted proteomic analyses identified
509 proteins, peptides or their fragments (data no shown). As shown in Table 3, targeted
proteomic analyses revealed increase in urine secretion of proinflammatory parameters
(MCP-1, IL-6, IL-8), specific collagen IV fragments (endostatin), ol-antitrypsin and
extracellular matrix protein (heparan sulfate). But urine secretion of endothelial growth factor
(EGF) was significantly reduced after methylglyoxal administration. Urine metabolomic
biomarkers in methylglyoxal-treated rats were mainly associated with impairment of
membrane phospholipids (MDA, 8-isoprostane, 4-hydroxynonenal). Metabolomic parameters
of impairement of DNA (8-hydroxyguanosin), RNA (5-hydroxymethyluracyl), proteins and
inflammatory parameter (leukotrien D4) were also indentified in urine.

Conclusion: Our results support a key role of dicarbonyl stress in the pathogenesis of renal
microvascular complications in early phases of development and are consistent at
transcriptomic, proteomic and metabolomic levels. In the kidney at transcriptomic level
methylglyoxal activated profibrotic, proinflammatory pathway and oxidative stress response
and inhibited angiogenesis. Its proinflammatory effects were further supported by urine
proteomic and metabolomic analysis.

Study was supported by grant MHCZ — DRO (IKEM, IN 00023001)
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VLIV KOMBINOVANE TERAPIE SILYMARINEM A FENOFIBRATEM
NA METABOLICKE PORUCHY U NEOBEZNIHO MODELU METABOLICKEHO
SYNDROMU

THE EFFECT OF A COMBINED THERAPY OF SILYMARIN AND FENOFIBRATE
ON METABOLIC DISEASES IN NON-OBESE MODEL OF METABOLIC
SYNDROME

Z. Matuskoval, L. Kazdova?, 1. Markova?, M. Hiittl, H. Malinsk4?, J. Trnovska?,
O. Oliyarnyk?, M. Porubal, R. Veéeral

YUstav farmakologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc
2 Centrum experimentdalni mediciny, Institut klinické a experimentdlni mediciny, Praha

Abstract

Metabolic syndrome is a serious disease that is associated with hyperglycaemia,
hypertriglyceridemia, reduced HDL-cholesterol and hypertension (1). In the treatment of
metabolic syndrome can be included an application of fibrates, drugs indicated primarily for
the treatment of severe hypertriglyceridemia and mixed dyslipidaemia. The aim of this study
was to find out, if fenofibrate (drug belonging to the group of fibrates) and concomitantly
taken of silymarin (a standardised extract from Milk Thistle) can improve hypolipidemic
effects without a toxic effect on hepatocytes. Adult male hereditary hypertriglyceridemic rats
were divided into four groups. Control group of rats were fed a standard laboratory diet for
five weeks. Experimental groups were administered a standard laboratory diet containing 1%
silymarin, or fenofibrate (100 mg/kg/day), or their combination also for five weeks. For
determination of parametres of saccharide and lipid metabolismus as well as of a liver damage
were used a blood plasma and selected organ tissues. Results show that the hypolipidemic
effect of natural silymarin is not so marked such in fenofibrate itself. The decrease of
concentration of liver and plasma triglycerides in fenofibrate treated rats was not further
decreased by the combination of fenofibrate and silymarin. Markers of liver damage,
including hepatomegaly, were not significantly affected by the combined treatment compared
to the fenofibrate itself. Earlier studies have shown that silymarin is suitable for the treatment
of metabolic syndrome (2,3), but it does not produce the expected results in the combination
with fenofibrate.

Uvod

Metabolicky syndrom je zavazné onemocnéni, které je spojeno s pritomnosti hyperglykémie,
hypertriacylglycerolémie, obezity, inzulinové rezistence, hypertenze a dalSich poruch, véetné
chronického zanétu a oxida¢niho stresu (1). Tyto stavy jsou predisponujicimi faktory
pro rozvoj kardiovaskuldrnich komplikaci a diabetu 2. typu (4). Lécba metabolického
syndromu je v prvé fadé zaloZena na zméné Zivotniho stylu, z hlediska farmakologického jsou
pak podavéana léciva s hypolipidemickymi a antidiabetickymi U¢inky. Jednim z nejcastéji
pouzivanych 1€kt v terapii hypertriacylglycerolémie a smiSené dyslipidémie jsou fibraty.
Mezi tieti generaci fibratd patii fenofibrat, ktery se v organizmu rychle metabolizuje
na kyselinu fenofibrovou. Tento metabolit pisobi v organizmu nékolika zplisoby, napt. je
agonistou receptoru aktivovaného peroxisomovym proliferatorem typu alfa (PPARa), jehoz
aktivaci dochazi ke sniZeni hladin neesterifikovanych mastnych kyselin, a dale pak 1
ke snizeni hladin triacylglycerolu ve VLDL ¢&asticich (5,6). Mezi nezadouci ucinky
fenofibratu Ize zminit prechodnou elevaci jaternich aminotransferaz, znacici poskozeni

vvvvvv
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Vv pfitomnosti zvySenych hladin lidského C-reaktivniho proteinu u spontanné hypertenznich
potkant vedlo podavani fenofibratu k hepatomegalii, zvySeni hladiny jaternich enzymu (AST,
ALT, ALP) a zanétlivych markerd IL-6 a MCP-1 (7).

Cilem této studie bylo zjistit, zda kombinovana 1écba fenofibratem a silymarinem
(standardizovany extrakt ze semen ostropestice marianského) miize potencovat
hypolipidemické ucinky fenofibratu a zaroven pusobit protektivné na hepatocyty. Silymarin je
smés latek (obsahujici zejména silybin, isosilybin, dehydrosilybin silydianin, silychristin,
taxifolin), ktera v jatrech zvySuje aktivitu superoxiddismutazy, koncentraci glutathionu a také
snizuje tvorbu lipidovych peroxidi (8,9). Kromé hepatoprotektivnich a¢inkl piisobi silymarin
také jako mirné hypolipidemikum (10). V této studii byl testovan ucinek fenofibratu
v kombinaci se silymarinem u neobézniho modelu metabolického syndromu - hereditarné
hypertriacylglycerolemickych (HHTg) potkani (11,12).

Material a metody

Zvirata a diety

Samci HHTg potkanti ve staii 4 mésict byli rozdéleni do ¢ty skupin (n = 6-7). Prvni skupina
byla krmena standardni laboratorni dietou (STD; kontrolni skupina), druha skupina méla STD
obohacenou o 1% mikronizovany silymarin (Favea, s.r.o., Kopfivnice, CR), tieti skupina
dostavala STD a fenofibrat (Fenofix, Ingers Industrial Solutions s.r.o., Brno, CR) v davce
100 mg/kg zvifete a Ctvrtd skupina byla krmena STD s obsahem 1% mikronizovaného
silymarinu a fenofibratu. Zvifata byla chovana za standardnich laboratornich podminek
s volnym pfistupem ke krmivu i vod¢. Po péti tydnech byla zvifata dekapitovana, byla
odebréna krev, jatra, aorta, srdce, epididymalni a perirendlni tukova tkan a ledviny. Odebrané
tkané byly ihned ulozeny do tekutého dusiku a uskladnény pfi teploté - 80°C.

Odborna eticka komise MSMT schvalila projekt pokusii pro prdci s témito zviraty.

Metody stanoveni

Mnozstvi triacylglycerolti (TAG) v plazmé a po extrakci z tkani bylo stanoveno analytickou
soupravou TG L 250 S (Erba Lachema, Brno, CR). Neesterifikované mastné kyseliny
(NEMK) byly méfeny komerénim kitem Free Fatty Acids Half-Micro test (Roche Diagnostic,
Mannheim, Némecko), stejné tak byly pouZity komer¢ni kity pro stanoveni C-reaktivniho
proteinu (CRP; AlphaDiagnostic, USA) a vysokomolekularniho (HMW) adiponektinu
(MyBiosource, CA, USA). Relativni mira genové exprese (kvantifikace mRNA) SCD1 byla
ur¢ena metodou RT-gPCR s vyuzitim kitu TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, MA, USA).

Statistické hodnoceni

Vsechny vysledky jsou uvedeny jako primér = SD, n = 6 - 7. Ziskana data byla statisticky
analyzovana pomoci neparametrického Kruskal-Wallisova testu a Mann-Whitneyova U testu.
Analyzy byly provedeny na hladiné vyznamnosti 0,05 s pouzitim programu Statistica Cz 12
(StatSoft CR, Praha, Ceska Republika).

Vysledky a diskuze

HHTg potkani byli vyselektovani z potkanti kmene Wistar na zékladé¢ zvySené tvorby
triacylglycerolti po podavani diety s vysokym podilem sacharozy. Tato geneticky podminéna
odchylka je u tohoto kmene spojena s rezistenci tukové a svalové tkané k Géinku inzulinu,
zvySenymi hladinami CRP proteinu, pfi¢emz tyto zmény nejsou spojeny s excesivni obezitou
jako je tomu pii podavani vysokotukové diety nebo u obéznich kmenli potkant a mysi
(11,12). V porovnani s kontrolni skupinou podavani silymarinu neovlivnilo télesnou
hmotnost, ktera naproti tomu byla sniZena po podavani fenofibratu a fenofibratu v kombinaci
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se silymarinem (tab. 1). Hmotnost epididymalni a perirenalni tukové tkan¢ byla mirné snizena
u skupiny, které byl podavan silymarin, a vyraznéji snizena podavanim fenofibratu a jeho
kombinaci se silymarinem. V souladu se znamymi negativnimi u¢inky fenofibratu na jaterni
hepatomegalii byla hmotnost jater po podavani fibratu zvysena téméi dvojnasobné. Silymarin
tento negativni vliv fenofibratu neovlivnil. Zatimco silymarin neovlivnil hmotnost myokardu
ani ledvin, jejich hmotnost byla vyrazné¢ zvysena fenofibratem. Pfidani silymarinu
k fenofibratu tento negativni G¢inek neovlivnilo.

Tabulka 1. Vliv podavanych latek na télesnou hmotnost a hmotnost organd.

Podavana dieta
Standardni Silymarin
laboratorni dieta Silymarin Fenofibrat + Fenofibrat
(STD)
Télesna hmotnost
[0] 414+ 10 406 + 5 370 + 7P 9 386 + 7
Epididymalni tuk.
tkan 1,84 +0,12 1,63+0,17 1,51 £0,15% 1,62 £ 0,20°
[g/ 100g t. hm.]
Perirenalni tuk. tkan
[9/ 100g t. hm.] 2,28 0,15 1,97 £0,35 1,57 + 0,269 1,79 £ 0,30°
Jatra
[9/ 100g t. hm.] 3,60+ 0,16 3,43 0,28 6,54 + 0,340,994 | 648 + 0,13
Myokard
[9/ 100g t. hm.] 0,24 + 0,00 0,23 £ 0,01 0,28 +0,01°299 | 027+0,01%
Ledviny
[9/ 100g t. hm.] 0,55+ 0,01 0,55 + 0,03 0,66 + 0,02°0:d4 | 0 65+ 0,02¢
Hodnoty jsou uvedeny jako pruméry £ SD; n > 6; tuné zvyraznéna data jsou statisticky
vyznamna.

b <0,05; % p < 0,01; zna¢i vyznamnost: STD vs. fenofibrat
°p <0,05; “p <0,01; znaci vyznamnost: STD vs. silymarin + fenofibrat
d p <0,05; dd p < 0,01; zna¢i vyznamnost: silymarin vs. fenofibrat

Po podévani mikronizovaného silymarinu po dobu péti tydnid doslo u HHTg potknti
ke sniZeni plazmatické koncentrace TAG (p < 0,05). VyraznéjSiho sniZeni hladiny TAG bylo
dosazeno po podavani fenofibratu samotného nebo v kombinaci se silymarinem (p < 0,01,
(graf 1). Zavaznym dusledkem hypertriacylglycerolémie je ektopické ukladani TAG
vV netukovych tkanich, kde mohou negativné ovlivnit fadu metabolickych funkci a vést
k organové dysfunkci (13). Silymarin snizil koncentrace TAG v jatrech o 16 % (N.S.), naproti
tomu fenofibrat nebo kombinace fenofibratu se silymarinem mély vyrazny vliv na snizeni
koncentrace TAG v jatrech (-70 % a -65 % resp.; p <0,01). V levé komote srde¢niho svalu
nebyly vyznamné ovlivnény hladiny TAG samotnym silymarinem; fenofibrat a jeho
kombinace se silymarinem vedla k mirnému, ale statisticky nevyznamnému poklesu
koncentrace TAG. V aort¢ byly koncentrace TAG snizeny pouze po podavani diety
s fenofibratem (p < 0,05). Zatimco kombinace silymarinu s fenofibratem nevedla
k vyznamnému snizeni TAG. Ani jedna z testovanych latek neovlivnila koncentraci TAG
Vv ledvinéch.
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Graf 1. Koncentrace triacylglycerolt (TAG) méfenych v plazmé a ve tkanich. Data byla
meéfena u HHTg potkant s riznou dietou (STD — standardni laboratorni dieta, STD s obsahem
silymarinu, STD s obsahem fenofibratu, STD s obsahem silymarinu a fenofibratu). Vysledky
jsou uvedeny jako primér + SD; n > 6; *p < 0,05; # p < 0,01.
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Graf 2. Plazmatické koncentrace  celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu
a neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK). Data byla méfena u HHTg potkani s riiznou
dietou (STD - standardni laboratorni dieta, STD s obsahem silymarinu, STD s obsahem
fenofibratu, STD s obsahem silymarinu a fenofibratu). Vysledky jsou uvedeny jako prameér
+SD; n> 6; *p <0,05; #p <0,01.

K metabolickému syndromu se fadi obecné porucha metabolizmu lipidi, kam lze
zahrnout kromé& zvySené hladiny TAG také vysS$i hladiny celkového cholesterolu, nizsi
hladiny HDL-cholesterolu a vy$si hladiny neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK).
V této studii bylo zjisténo, Ze plazmaticka koncentrace celkového cholesterolu byla snizena
(p<0,01) upotkani sdietou obsahujici fenofibrat nebo kombinaci fenofibratu se
silymarinem (graf 2). Hladina HDL-cholesterolu byla statisticky vyznamné zvysena
u potkani s dietou obsahujici silymarin, fenofibrat nebo kombinaci obou latek (p < 0,05).
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Vyssi hladiny NEMK jsou rizikovym faktorem progrese inzulinové rezistence a vzniku
diabetu 2. typu (13). Vysledky ukazuji, ze fenofibrat a kombinace fenofibratu se silymarinem
snizuji U HHTg potkanti plazmatickou koncentraci téchto kyselin (-33 %; p < 0,01).

Klicovym enzymem v metabolizmu mastnych kyselin je stearoyl-CoA desaturdza

(SCD1), ktery zpiisobuje vznik dvojné vazby mezi uhliky fetézce nasycenych mastnych
kyselin, tim ovliviiuje i jejich detoxikaci. ZvySena aktivita je zjiStovana pii metabolickém
syndromu, obezit¢, diabetu 2. typu a pfi zvySené akumulaci lipidii ve tkdnich. Deficit tohoto
V této studii byla stanovena exprese SCD1 na trovni mRNA. Zjistili jsme, ze samotny
silymarin neovlivnil expresi mMRNA SCD1. K vyraznému zvySeni této exprese V porovnani
s kontrolni skupinou doslo po podani fenofibratu nebo kombinace fenofibratu se silymarinem
(p < 0,05; data neuvedena). Vzhledem k tomu, ze silymarin nemél efekt na expresi mRNA
SCD1, bylo zvyseni této exprese zptisobeno podanim fenofibratu.
Adiponektin (hormon tukové tkang), inzulin a glukoza byly rovnéz studovany v krevni
plazm¢ HHTg potkani. Zajimalo nas, zda silymarin samotny nebo v kombinaci
s fenofibratem miiZze mit pozitivni vliv na tyto parametry a pfispivat tak k pozitivnimu
ovlivnéni inzulinové rezistence u metabolického syndromu. Z vysledka vSak vyplyva, Ze ani
jedna z pouzitych diet vyznamné neovlivnila plazmatickou koncentraci vysokomolekularniho
(HMW) adiponektinu, inzulinu a glukézy (data neuvedena). Podobné vysledky byly ziskany
pfi stanoveni plazmatické hladiny alaninaminotransferazy (ALT) a aspartdtaminotransferazy
(AST), tedy parametrti hepatdlniho poskozeni. O fenofibratu je zndmo, ze mutze poskodit
jaterni buniky (5) a nasi domnénkou bylo, Ze kombinace fenofibratu se silymarinem by mohla
mit obecné pozitivni vliv na buriky a na snizeni zanétu v organizmu v porovnani se samotnym
fenofibratem. Nicméné, vysledky z naSeho experimentu ukazuji, Ze kombinace silymarinu
s fenofibratem ma nepatrny vliv na snizeni hladin ALT a ASP v porovnani s podavanim
samotného fenofibratu.

Zavér

Z drivéjsich studii je znamo, Ze silymarin sniZuje hladinu TAG a ma hepatoprotektivni
uc¢inky (10,15). Fenofibrat je 1é¢ivo, které se uziva ke snizeni celkového cholesterolu a TAG.
Ovsem, vedlejsim uc¢inkem fenofibratu muze byt poskozeni hepatocytii. Tyto skutecnosti
vedly k hypotéze, Ze kombinace fenofibratu se silymarinem by mohla posilit hypolipidemické
ucinky a soucasné by nemuselo dochdzet k poSkozeni jaternich bunék. Vysledky z této studie
vSak ukazuji, Ze pfirodni extrakt silymarinu nema tak velky efekt na TAG v krevni plazmé ani
Vv organech jako samotny fenofibrat. SniZeni plazmatickych a jaternich hladin TAG nebylo
dale prohloubeno kombinaci fenofibratu a silymarinu. Rovné€z markery zanétlivého
poskozeni, hepatomegalie a zvySend hmotnost myokardu a ledvin a rovnéZz poskozeni
hepatocytli nebyly vyrazné¢ ovlivnény kombinovanou terapii v porovnani se samotnym

vvvvvv

syndromu (2,3), nicméné v kombinaci s fenofibratem nepfinasi ocekavané vysledky.

Auto¥i dékuji za finanéni podporu grantu GACR 17-08888S
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KOMBINACE SILYMARINU S N-3 POLYNENASYCENYMY MASTNYMI
KYSELINAMI POZITIVNE OVLIVNUJE METABOLICKE PORUCHY U
HEREDITARNE HYPERTRIGLYCERIDEMICKYCH POTKANU

COMBINATION OF SILYMARIN WITH N-3 POLYUNSATURATED FATTY ACIDS
IMPROVES METABOLIC DISORDERS IN HEREDITARY
HYPERTRIGLYCERIDEMIC RATS

O. Oliyarnyk?!, H. Malinska®, |. Markoval, J. Trnovska®, M. Hiittl*, V. Skop!, Z.
Matuskova?, M. Poruba?, R. Vedera? L. Kazdoval, M. Haluzik?.

Center for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague
2Institute of Pharmacology, Palacky University, Olomouc

Introduction

Recent years has become nutritional intervention a promising tool as additional
treatment of disorders associated with metabolic syndrome because of low toxicity compared
to conventional pharmacotherapy. Sylimarin (extract from the fruit and seeds of Silybum
marianum) used for many years as a hepatoprotective drug was shown in recent studies to
have additional biological effects useful in therapy of cardiac, lung, renal, viral and other
disorders [1]. Silymarin is a complex of flavonolignans: silybin, isosilybin, silydianin,
silychristin, flavonoids (taxifolin, quercetin) and other minority compounds. The most
effective component of silymarin is silybin, which represents about 50% to 70% of the
silymarin extract [2]. Previously we have shown antioxidant effect of silymarin [3] and
hypolipidemic effect of silybin [4] in experimental model of metabolic syndrome - hereditary
hypertriglyceridemic rats (HHTQ).

Our previous experiments showed that despite many positive effects on disorders
related to metabolic syndrome, effect of silymarin on dyslipidemia or ectopic triacylglycerols
accumulation was small. In the current study, we test the hypothesis that combined therapy of
silymarin with hypolipidemic drugs might have a synergistic positive effect. Beneficial
impact of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA), eicosapentanoic (EPA; C20:5 n-3) and
docosahexanoic (DHA; C22:6 n-3) acids supplementation on hypertriglyceridemia,
inflammation, adipose tissue insulin sensitivity and modulation of gut microbiota has been
demonstrated [5]. Recent studies indicated that DHA leads to a greater reduction in specific
markers of inflammation than EPA in equal dose [6]. On the other hand, n-3 PUFA due to the
occurrence of double bonds in the molecule are sensitive to peroxidation that generate free
radicals and reactive aldehydes and might increase oxidative stress. We investigated the effect
of supplementation with silymarin alone, complex DHA+EPA alone and their combination on
the parameters of insulin resistance, lipoperoxidation and activity of antioxidant enzymes in
HHTg rats. Because of low absorption of simple silymarin from the gastrointestinal tract we
supplemented rats with micronized silymarin extract [4].

Materials and Methods

The experiments were carried on male 4 months old HHTg rats fed a standard
laboratory diet without supplementation (control group) or treated with micronized silymarin
extract-1% (Favea, Koptivnice, CR), n-3 PUFA - 300mg/kg/day containing 50% DHA and
10% EPA, (Smart Nutrition Ltd, UK) and with combination of both substances for 4 weeks.
Biochemical analysis was performed using methods described before [7].
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Results

Supplementation of silymarin in combination with n-3 PUFA decreased body weight of
HHTg rats and the weight of epididymal fat pads (Table 1). The weight of perirenal fat pads
was reduced after treatment with n-3 PUFA alone or after co-administration with silymarin.
The weight of liver, heart and kidney remained unchanged. In addition, any treatment did not
affect glycemia, glucose tolerance, tissues insulin sensitivity, HMW adiponectin and ketone
bodies concentration (data not shown). Treatment with n-3 PUFA alone or in combination
with silymarin decreased plasmatic concentrations of triacylglycerols, total cholesterol and
non-esterified fatty acids (NEFA). The level of HDL-cholesterol did not changed.
Co-administration of silymairn with n-3 PUFA decreased  triacylglycerols in m.
gastrocnemicus (3.20 + 0.31 vs. 5.29 = 0.83 umol/g, p < 0.05), but not in liver, myocardium
and aorta (data not shown).

Table 1. Body and fat pads weight, plasma lipid parameters of HHT(g rats after treatment with
silymarin, n-3 PUFA and their combination

HHTg + SM

HHTg HHTg+SM HHTg +PUFA + PUEA

Body weight, g 388+ 3 390 + 64 378+5 368 + 6**
The weight of fat pads
Epididymal 1.806 £0.069 | 1.649+0.045 | 1.687 +0.038 1.386 + 0.099*
fat pad; g /100 g bwt.
Perirenal 1.033+0.047 | 0.967+0.029 | 0.895+0.031* 0.765 + 0.065**3
fat pad; g /100 b.wt..
Lipid parameters

Triacylglycerols, 473 +0.22 4.21+0.32 3.10 £ 0.28*** 2.61 + 0.24%%*3
mmol/I
Total cholesterol. 1.52£0.02 1.55+0.01 1.29 £ 0.02%** 1.25+
mmol/l 0.03***38%
HDL-colesterol, 0.72+0.03 0.69 +0.02 0.69 + 0.04 0.67 £0.05
mmol/I
NEFA, mmol/Il 0.43 +0.04 0.45 £ 0.04 0.39 +0.02* 0.29 + 0.04**3

Treatment with silymarin, n3-PUFA and their combination inhibited lipoperoxidation in
liver determined as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) concentration (Table 2).
In addition, current drugs alone and in combination activated antioxidant enzymes -
superoxiddismutase (SOD) and catalase (CAT). Activity of paraoxanase 1 (PON 1) increased
only after co-administration of silymarin with n-3 PUFA. Concentration of the important
intracellular antioxidant - reduced glutathione (GSH) and reduced to oxidized glutathione
ratio (GSH/GSSG) increased after treatment with n-3 PUFA alone or in combination with
silymarin, which might activate glutathione-dependent antioxidant enzymes. Activation of
liver glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione transferase (GST) was shown after
supplementation with silymarin, n-3 PUFA and their combination.

In myocardium, only co-administration of silymarin with n-3 PUFA decreased TBARS
level. SOD and CAT were activated after treatment with silymarin, n-3 PUFA and their
combination. In contrast, PON 1 activity did not change. GSH concentration increased only
after supplementation with n-3 PUFA or both substances, but the activity of GSH-Px and
GST increased after alone silymarin, n-3 PUFA and their combination.

-44 -



ATHEROSKLEROSA

2017

ATHEROSKLEROSA

Table 2. Parameters of oxidative stress in HHT( rats after treatment with silymarin, n-3
PUFA and their combination

HHTg+SM

HHTg HHTg+SM | HHTg+PUFA *PURA

Liver
TBARS, nmol/mgprot | 1.50 +0.14 1.12+0.07* 1.08 £0.03* 1.01 +£0.07*
SOD, U/mgprot 0.104 £0.005 |0.124 £0.006* | 0.128+0.013* 0.129 £ 0.007*
CAT, pmol 1362 + 141 2085 £ 212* 1864 + 154* 1834 + 139*
H202/min/ MJprot
PONI1, pumol 5.76 £0.38 6.46 = 0.65 5.59+0.37 7.85+0.63*
PNP/min/mgprot
GSH, umol/ mgprot 60 £ 1 67+6 72 £ 3% 75 + 3**8
GSSG, umol/ mg prot | 3.93+023 | 4.09=0.28 350+ 027 427+0.19
GSH/GSSG 154+1.2 16.4+0.4 20.0 £ 1** 176 +£0.1*
GSH-Px, umol 291+9 338 + 16%* 358 + 13** 345 + 15*
NADPH/min/mgprot
GST, nmol 124+ 11 172 + 15% 163 + 10* 195 + [4**3
CDNB/min/mgprot
Myocardium

TBARS, nmol/mgpret | 0.66 + 0.07 0.53+0.03 0.58 +£0.03 0.43 + 0.04*3
SOD, U/mgprot 0.068 +£0.003 | 0.086 + 0.005* | 0.096 = 0.004*** | 0.093 + 0.006**
CAT, umol 524 £ 48 707 + 46* 857 £ 45%** 810 + 52**
H>02/min/ mgprot
PON1, pumol 21.3+1.7 25.0+2.0 222+ 1.7 240+ 1.8
PNP/mIn/mg prot
GSH, pmol/ mgprot 22 +3 26+3 32+ 6% 32 £ 3"
GSH-Px, pmol 142 + 13 202 £23* 192 + 10* 205 £ 17*
NADPH/min/mgprot
GST, nmol 42+ 3 53 £2%* 55 £ 2%* 52 £ 2%
CDNB/min/mgprot

*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. HHTg rats without supplementation
p < 0.05, ¥ p <0.01 vs. HHTg supplemented with silymarin

Discussion

In the current study, we compared the effect of treatment with micronized silymarin

extract alone and

its combination with n-3 PUFA on disorders associated with

hypertriglyceridemia, insulin resistance and oxidative stress in the model of metabolic
syndrome — in HHTQg rats.
Treatment with silymarin did not affect plasmatic concentrations of triacylglycerols,

total cholesterol and HDL-cholesterol, which is in accordance with our previous study using a
model of HHTg rats fed a high sucrose diet [3]. In contrast, silymarin supplementation in
genetically normotriglyceridemic Wistar rats fed a high cholesterol diet inhibited intestinal
cholesterol absorption, decreased plasma VLDL-cholesterol and triacylglycerols, increased
HDL-cholesterol and prevented ectopic lipid accumulation [8]. In present study only
combination of silymarin with n-3 PUFA has clear hypolipidemic effect which might be due
to the activation of PPARa and y with consequently higher fatty acids oxidation, repressed de
novo lipogenesis in liver through the inhibition of Srebplc, increased lipid storage in adipose
tissue [5]. Decreased triacylglycerols accumulation in muscle by co-administration of
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silymarin with n-3 PUFA could be attributed to reduced accumulation of diacylglycerols and
ceramides in myotubes [9].

Growing evidence indicate that oxidative stress is implicated in the pathogenesis of
metabolic syndrome and its complications [10]. Treatment with nutrition supplements having
antioxidant properties could be effective to inhibit free radical processes especially
lipoperoxidation [11]. We have shown reduced TBARS concentration in liver and
myocardium after treatment with silymarin and n-3 PUFA. Different mechanisms of the
antioxidant effects of silymarin have been described including 1) prevention of free radical
formation by inhibition of reactive oxygen species (ROS) - producing enzymes (especially
NADPH-oxidase), 2) improving the integrity of mitochondria in conditions of stress, 3)
decreasing inflammatory responses by inhibition of nuclear factor kB (NF-xB) - dependent
pathways and consequent induction of proinflammatory cytokines TNFa, IFNy IL-2, IL-6,
IL-1B8, 4) activation of antioxidant enzymes [11]. Moreover, the major component of
silymarin/silybin induces hepatic protein synthesis, which is important for liver regeneration
and elimination of inflammation related disorders [12]. The antioxidant effect of silymarin
was also found in others animal model of liver disease such as fatty liver induced by cholin
deficient [13], or high fat diet [14], after toxic damage of liver and myocardium by arsenic,
carbon tetrachloride, or doxorubicin [15]. Also in patients with non-alcoholic steatohepatitis
[16] and diabetes [17] silymarin decreased serum markers of oxidative stress and
inflammation. Inhibition of lipoperoxidation was accompanied with the aggravation of
enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense. Synergistic effect of combined treatment
with silymarin and n-3 PUFA we showed as the activation of PON1 and grater activation of
GST in liver than after supplementation with silymarin alone. Our results indicate that the
antioxidative effects of silymarin can be potentiated by supplementation with n-3 PUFA.
Protective effects of n-3 fatty acids in liver and myocardium might be based on the grater
effect of DHA in comparison to EPA in modulating of inflammation as well as blood lipids
[6]. General mechanism of the activation of antioxidant enzymes by silymarin [18] and n-3
PUFA [19] could be attributed to positive effect of their supplementation on transcription of
genes of current enzymes. Nuclear factor (erythroid-derived 2) - like 2 is a key transcription
factor responsible for constitutive and inducible expression of antioxidant response elements-
regulated genes of antioxidant enzymes including SOD, GSH-Px, GST and catalase [1].

In contrast, concentration of non-enzymatic intracellular antioxidant-GSH and oxido-
reductive balance GSH/GSSG was positively affected only by treatment with n-3 PUFA or in
its combination with silymarin. Increased liver GSH was shown in Wistar rats fed a high fat
diet after silybin (the most effective component of silymarin) supplementation [13]. Our
previous studies demonstrated increased GSH level in liver after treatment of HHTg rats with
non-complexed silymarin extract [3], in liver and myocardium after supplementation of
micronized silybin extract (in press).

Conclusions

Treatment of HHTQ rats with n-3 PUFA reduced plasmatic levels of triacylglycerols,
NEFA and total cholesterol, combination with silymarin potentiated synergistically beneficial
effects on dyslipidemia. Both substances and their combination inhibited lipoperoxidation and
activated antioxidant enzymes in liver and myocardium. Results suggest, that
co-administration of silymarin with hypolipidemic drugs might be effective in therapy of
complications associated with metabolic syndrome.

Supported by grants GACR 17-08888-S and MZ CR - RVO (,IKEM, IC 0023001)
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NUTRICNI BENEFITY KOZiHO MLEKA A VYROBKU Z KOZiHO MLEKA
NUTRITIONAL BENEFITS OF GOAT'S MILK AND GOAT'S MILK PRODUCTS
J. Panek, D. Chrpova*, B. Pohorela, D. Vybiralova**, P. Vybiral**

Department of Food Analysis and Nutrition, University of Chemistry and Technology, Prague
*Department of Food Analysis and Nutrition, University of Chemistry and Technology,
Prague; and Secondary Nursing School and Nursing College, Prague 4

**Polabské mlékarny a.s., Podebrady

Mléko savcu je slozitym koloidné-disperznim systémem. Ve formé pravého roztoku
(ve vodé&) obsahuje laktosu a mineralni latky v iontové form¢. Ve forme emulze jsou piitomny
globule (velikosti 100 nm - 10 pum) lipidi obsahujici acylglyceroly, cholesterol, lipofilni
vitaminy, fosfolipidy a dalsi latky. Micely kasein (velikost Castic 10 - 300 nm) tvofi
disperzni systém, syrovatkové (globularni) proteiny (3 - 6 nm) a lipoproteiny (okolo 10 nm)
tvoti koloidni roztok.

Zakladni slozeni mléka vybranych pfezvykavct a srovnani s mlékem dvou vybranych
monogastrii a mlékem lidskym ukazuje nésledujici tabulka:

Mléko Protein Kasein Syroy. Laktosa Tuk  Popel
protein

Krava 3,2 2,6 0,6 4,6 3,9 0,7

Koza 3,2 2,6 0,6 4,3 4,5 0,8

Ovce 4,6 3,9 0,7 4,8 7,2 0,9

Velbloud 3,6 2,7 0,9 5,0 4,0 0,8

Zebu 3,2 2,6 0,6 4,7 4,7 0,7

Bizon 3,8 3,2 0,6 4,8 7,4 0,8
Sob 10,1 8,6 1,5 2,8 18,0 1,5
Kan 2,5 1,3 1,2 6,2 1,9 0,5
Osel 2,0 1,0 1,0 7,4 1,4 0,5
Lidsk¢ 0,9-16 0,4-0,7 0,5-0,9 7,1 4,5 0,2

Slozeni kravského a koziho mléka je velmi podobné. Za zminku stoji velmi kvalitni
protein, kdy biologickd hodnota spojené frakce kaseinovych a syrovatkovych proteinti se blizi
biologické hodnoté referencniho celovajecného proteinu. Mirnym handicapem je pouze o
néco niz§i obsah sirnych aminokyselin v kaseinové frakci. Naopak, velikou vyhodou je
vysoky obsah lysinu, ktery je obecné problematickou (z hlediska nizkého obsahu
Vv obilovinach a nestability) esencialni aminokyselinou.

Mlécny tuk obsahuje vyznamné mnozstvi lipofilnich vitaminl a jejich prekurzort.
Obsah retinolu (vitamin A) se pohybuje okolo 0,4 mg/l (25 % DDD; kromé¢ toho asi 0,2 mg/I
karotenoidnich barviv), obsah vitaminu D okolo 0,7 mg/l (15 % DDD). Kozi mléko, stejné
jako ostatni druhy, je vyznamnym zdrojem cholesterolu. Jeho obsah zavisi na tuc¢nosti
produktu. U koziho mléka se (podobné jako u kravského) pohybuje okolo 100 mg/l, vyssi je
napt. u ovciho, ale 1 lidského mléka (az 300 mg/l). Slozeni mastnych kyselin je podobné
u vSech mlék pfezvykavci, vyznamnéjSim benefitem koziho mléka je snad pouze mirné vyssi
obsah (ve srovnani s kravskym mlékem - 17 resp. 11 % vSech mastnych kyselin) mastnych
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kyselin s kratkym fetézcem, které se nezapojuji do tvorby plasmatickych lipoproteini a
jejichz vliv na rozsah atherogennich procest 1ze proto povazovat za neutralni.

Za zminku stoji kozi mléko jako vyznamny zdroj nékterych bioaktivnich latek s velmi
zajimavym fyziologickym efektem. Vedle znamé konjugované linolové kyseliny, fosfolipidd,
lipofilnich vitaminh A a D nebo laktoferrinu je mozno se zminit napi. o derivatech
oligosacharidu (sialyllaktosach, fukosylované laktose aj.) s vyraznym prebiotickym efektem,
0 nckterych peptidech vykazujicich vyznamny antioxidac¢ni efekt, ACE inhibitorech,
y-aminomaselné kyseliné (GABA) a dalSich. Kromé¢ toho, kozi mléko mtze (diky odlisnému
slozeni proteinové frakce) v nékterych ptipadech slouzit jako alternativa kravského mléka
u déti trpicich alergii na kravské mléko.

Je nutné se samoziejmé zminit, ze uvedené benefity se nevztahuji pouze na mléko jako takové
(jehoz spotieba je nizkd), ale plati zejména pro mléné vyrobky, které jsou z hlediska lidské
vyzivy pomérné zasadni komoditou. Z vyrobki na bazi koziho mléka jsou mezi spotiebiteli
ziejmé nejvice preferované Cerstvé syry, ale roste i spotieba jogurti nebo tvrdych zrajicich
syri. Vyznamnym benefitem téchto vyrobkl je jejich lepsi az uplnd tolerance osobami
s deficitem laktazy, kterd souvisi jednak se sniZzeni obsahu laktosy pii fermentaci (ptiblizné
na 0 az 4 % podle typu vyrobku) a jednak s pro- a prebiotickym efektem.

Literatura

Albenzio M., Campanozzi A., D’Apolito M., et al.: Differences in protein fraction from
goat and cow milk and their role on cytokine production in children with cow’s milk protein
allergy. Small Ruminant Res 2012; 105: 202-205.

Albenzio M., Santillo A., Avondo M., et al.: Nutritional properties of small ruminant food
products and their role on human health. Small Ruminant Res 2016; 135: 3-12.
Argov-Argaman N., Hadaya O., Glasser T., et al.: Milk fat globule size, phospholipid
contents and composition of milk from purebred and Alpine-crossbred Mid-Eastern goats
under confinement or grazing condition. Intern Dairy J 2016; 58: 2-8.

Claeys WL., Verraes C., Cardoen S., et al.: Consumption of raw or heated milk from
different species: An evaluation of the nutritional and potential health benefits. Food Control
2014; 42: 188-201.

Hernandez-Ledesma B., Ramos M., Gémez-Rui JA.: Bioactive components of ovine and
caprine cheese whey. Small Ruminant Res 2011; 101: 196-204.

Lee SY., Hur SJ.: Antihypertensive peptides from animal products, marine organisms, and
plants. Food Chem 2017; 228: 506-517.

Limon A., Gallegos-Perez JL., Reyes-Ruiz JM., et al.: The endogenous GABA bioactivity
of camel, bovine, goat and human milks. Food Chem 2014; 145: 481-487.

Poutzalis S, Anastasiadou A., Nasopoulou C., et al.: Evaluation of the in vitro anti-
atherogenic activities of goat milk and goat dairy products. Dairy Sci. & Technol 2016; 96:
317-327.

Serafeimidou A., Zlatanos S., Laskaridis K., Sagredos A.: Chemical characteristics, fatty
acid composition and conjugated linoleic acid (CLA) content of traditional Greek yogurts.
Food Chem 2012; 134: 1839-1846.

-50 -



ATHEROSKLEROSA 2017 ATHEROSKLEROSA

PALEO DIETA JAKO PREVENCE METABOLICKEHO SYNDROMU - POHLED
BIOCHEMIKA

PALEO DIET AS PREVENTION OF METABOLIC SYNDROME - VIEW
OF A BIOCHEMIST

J. Platenik

Institute of Medical Biochemistry and Laboratory Medicine, 1st Faculty of Medicine, Charles
University, Prague

People in traditional communities of hunters and gatherers could suffer from infections and
injuries, but not from obesity or metabolic syndrome. Serious attempts to reconstruct
paleolithic human diet lead to adequate nutrition with moderate restriction of carbohydrate
(50 - 150 g/day). Through insulin signaling the intake of carbohydrate sets the whole
intermediary metabolism. There is an optimal range of carbohydrate intake; its lower limit is
defined by the body’s ability to avoid loss of muscle mass (sarcopenia) associated with
ketosis; the upper limit by the ability to dispose excess nutrients without accumulation of
body fat. The contemporary “balanced” Western diet is in fact a high-carbohydrate one and its
consumption, especially if combined with excessive intake of sugar, leads to a loss of
metabolic flexibility and slow development of obesity and metabolic syndrome in many
people. Moderate restriction of dietary carbohydrate, as offered e.g. by the paleo diets, thus
represents a causal intervention that can prevent or improve the signs of metabolic syndrome.

Paleo hnuti je dnes asi uz celkem znama subkultura, mozna imodda, ktera
na nezasvéceného asi ¢asto pasobi jako ptiklad moderni zpovykanosti a dekadence. Existuje
ale fada medicinskych divodu, pro¢ se o tento koncept zajimat. Lidé v tradi¢nich komunitach
zivici se lovem a sbérem anebo primitivnim zemédélstvim byli obecné v dobré fyzické
kondici, s jistou davkou $tésti se dozivali se i vysokého véku a trpéli pfedev§im infekcemi a
urazy, zatimco civiliza¢ni choroby jako obezita, vysoky krevni tlak a diabetes mellitus II. typu
se mezi nimi nevyskytovaly vibec [1].

Seriozni pokusy o rekonstrukci lidské stravy v dobé pted neolitickou revoluci
nepodporuji popularni predstavy lovcl, ktefi se ndrazové prejidaji masem velkych zvirat.
Realné¢ ve stravé lidi doby kamenné ptevladala rostlinna slozka, hmyz a mala zvitata.
Piikladem modernich paleo diet miize byt ,,primal® (prvotni) dieta podle Marka Sissona [2].
Je zaloZena na konzumaci (béZnych porci) masa, ryb, vajec, zdrojii pfirodnich tukd, zeleniny,
ovoce a ofiskid, omezené 1 mlécnych vyrobki. Ze stravy se naopak vyfazuji obiloviny,
lusténiny, brambory, uzeniny, chemicky zpracované tuky, cukr, sladkosti a slazené néapoje.
Soucasti tohoto navodu na paleo zivot je 1 stfidmost, obecny diraz na kvalitu potravin a
intuitivni pfistup ke stravovani. Nepravidelnost (i obcasné plsty) je vitdna, obcCasna
neduslednost tolerovana — dietu pry staci drzet z 80 %.

Celkové je takto sestavend dieta pestrad a biologicky hodnotna, pfijem kalorii a proteint
odpovidajici obvyklym doporu¢enim, malo soli, zadny lepek, relativné malo sacharidu,
pomérn¢ hodné rostlinnych i zivo¢isnych tukd vcéetné nasycenych a cholesterolu, ale
s dirazem na jejich kvalitu — co nejvic omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin,
minimum trans-mastnych kyselin. Je to dieta blizka ,,raw* strave, ptipadné sttedomoiské dieté
bez pizzy a téstovin. Na pohled nejvyraznéj$i zménou oproti béznému stravovani je nahrada
Skrobovitych pfiloh velkym mnozstvim zeleniny. Vysledné omezeni sacharidu je relativné
mirné — asi na 50-150 g denng, tj. sacharidy tvori cca 15% kalorického piijmu (tfetina oproti
obvykle doporuc¢ovanému mnozstvi), z kalorického hlediska jsou nahrazeny tuky. Nejde
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o ketogenni rezim - K navozeni ketdzy je tfeba omezit sacharidy do 20 g denné, pak uz
zeleninu nelze jist viibec.

Je ale takové omezeni sacharidll na tfetinu doporu¢enych hodnot vyznamné? Smyslem
tohoto pfispevku je vysvétlit, Zze ano. Jde o zékladni funkéni prvek paleo diety, ktery muze
zabranit rozvoji obezity a metabolického syndromu.

Z pohledu biochemika je lidské télo chemicky stroj, ktery mulze existovat ve dvou
stavech — po jidle a ve stavu hladovéni. Oba stavy jsou fyziologické. Po jidle télo spaluje
glukosu, jeji piebytek se uklada jako glykogen do jater a svali, piipadné pfeménuje na mastné
kyseliny, které spolu s mastnymi kyselinami z potravy odchazeji do tukové tkané. Ve stavu
hladovéni télo naopak s glukosou Setii a hlavnim palivem se stavaji tuky. Jatra udrzuji
minimalni hladinu krevniho cukru stépenim glykogenu a syntézou glukosy (glukoneogenezi)
z jinych zdroju, predevsim z aminokyselin. Tukova tkan uvolnuje mastné kyseliny, které se
stavaji hlavnim zdrojem energie, bud’ jako takové anebo po pieméné na ketolatky.

Zcela kli¢ovou roli v piepinani mezi témito dvéma stavy hraje hormon inzulin. Uginky
inzulinu se rozhodné¢ neomezuji jen na regulaci glykémie. Naptiklad cely proces vyuziti
tukovych zasob se spousti v tukové tkani regulaci hormon-sensitivni lipasy. Mnoho hormonii
ji aktivuje, ale jen jediny inzulin ji — zato velmi G¢inné — inhibuje. Lze fici, Ze inzulin zamyka
tukové zasoby a cely metabolismus nastavuje na stav po jidle. Pfitom ale zakladnim podnétem
pro jeho sekreci je glukosa, zivina, ktera byla ziejmé evoluci zvolena jako ,,marker*
nadbytku.

Z téchto celkem trividlnich ucebnicovych faktd plyne netrividlni zavér: mnozstvi
nez kaloricky piijem. Zakony termodynamiky samoziejmé plati, ale prakticky pti vysoko-
sacharidové dieté télo tuky palit nebude a spise si pies naslednou hypoglykemii vynuti dalsi
ptisun sacharidi. Pro redukci hmotnosti musi inzulin jit doli a Omezeni sacharidi v potrave je
zfejmé¢ nejsnazsi cesta, jak regulaci metabolismu ,.hacknout a skutecné dosdhnout ubytku
tukové tkang. Usp&inost konzervativni, rezimové 1é¢by obezity je v soudasnosti nizka.
Nechybi zde pravé tato jednoducha a skutecné funkéni rada — zaméfte se na redukci
sacharidt, ne kalorii?

Glukosa pro nas ptedstavuje snadno dostupny zdroj energie — minimalné anaerobni
verzi jejiho metabolismu ovladd naprosto kazdd bunka v téle. Je nejlepSim palivem
pro situace akutniho ohroZeni a samoziejmée nervova tkan se bez ni neobejde. Na druhé strané
je ale pro nas dlouhodobé vyhodnéjsi, pokud vétSina tkani organismu spaluje spi§ tuky nez
glukosu, a ziejm¢ je to naSe puvodni nastaveni. Glukosa sama, inzulinova signalizace i
zmnozena tukova tkan v té€le navozuji prozanétlivy stav a urychluji starnuti [3,4]. Svétlou
strankou téZe véci je dobfe zndma skutecnost, Ze prozanétlivy stav navozeny obezitou posiluje
obranu proti infekcim. Tento tzv. ,,obesity paradox® ma asi evoluéni opodstatnéni: nadbytek
potravy je ptes glukosu a inzulin interpretovan jako obdobi vhodné k rozmnoZovani, télo tvofi
zasoby a zaroven posiluje protiinfekéni imunitu [5]. Dlouhodobé ale tytéz mechanismy
urychluji starnuti a vedou k civiliza¢nim chorobam. Prakticky po celou lidskou historii bylo
vyhodnéjsi se ,,vyzrat®, v dneSnim svété uz ale nevyhody obesity a metabolického syndromu
drtivé prevazuji nad vyhodami.

Jediny zpusob, jak v téle odbourat vice zivin neZ potfebujeme k ziskani energie,
pfedstavuje rozpojeni mitochondridlni oxidace od fosforylace, tzv. uncoupling. Energie
z zivin se uvolni jako teplo. Z tohoto hlediska je zajimavé, ze mastné kyseliny jsou dlouho
znamé jako rozpojovace z pokust in vitro. Vyznam tohoto fenoménu v organismu je nejasny,
ale moZnd nebude zanedbatelny — nové byl objeven enzym, ktery z mastnych kyselin a
aminokyselin vytvaii derivaty s rozpojovaci funkci. Manipulace s expresi tohoto enzymu je
schopna ovlivnit obezitu u mysi [6].
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Jak uz uvedeno, po bézném jidle obsahujicim sacharidy nejsou mastné kyseliny z tuka
potravy vyuzivany jako palivo. Oxidace mastnych kyselin pfichazi ke slovu az bc&hem
piechodu ze stavu po jidle do stavu hladovéni, pfipadné pii aerobni fyzické aktivité. Jsou
potfeba nejen jako zdroj energie, ale i1 pro Setfeni pyruvatu a spravné nastartovani
glukoneogeneze. Vrozeny nebo ziskany defekt oxidace mastnych kyselin se proto projevi jako
intolerance lacnéni v dasledku hypoglykemie.

V dnesnim svété plném sacharidi neni viibec samoziejmé, ze metabolismus moderniho
¢lovéka na oxidaci mastnych kyselin vibec kdy potfebuje a umi pfepnout. Postradam
rozsahlejsi vyzkum na toto téma, ale i jen dle kazdodenni zkuSenosti je zjevné, ze mnoho lidi
obtizné toleruje laénéni a nepravidelnost v jidle obecné. Moderni ¢lovek ztraci metabolickou
flexibilitu.

Nizkosacharidové diety pracuji s relativné dlouhym (asi 3 tydny) obdobim, kdy se télo
restrikci sacharidi nuti do adaptace na spalovani tukd. Pomoci mize také karnitin, endogenni
latka nezbytna pro import mastnych kyselin do mitochondrii, coz je kriticky a limitujici krok
celé oxidace mastnych kyselin. Ackoliv je karnitin obsazen v ¢erveném mase a télo by mélo
byt schopno tuto latku syntetizovat, u Casti dneSni populace na vysokosacharidové dieté je
pravdépodobny deficit, ktery se projevi jako intolerance lacnéni nebo aerobni zatéze.
Karnitin je bézné dostupny jako potravni dopln€k. Zvysenim tolerance k restrikci sacharidi a
k fyzické aktivité mize nepochybné pomoci v redukci nadvahy, navic byla popsana cela fada
ptiznivych uc¢inkil i na dal$i projevy metabolického syndromu: karnitin snizuje krevni tlak,
ptiznivé ovliviiuje dyslipidemii a u diabetikl zlepsSuje utilizaci glukosy [7]. Také ale existuje
moznost pfemény karnitinu stfevni bakterialni florou na proatherogenni trimethylamino-N-
oxid [8].

K metabolismu ve stavu hladovéni patii 1 syntéza nezbytného mnozstvi glukosy
z laktatu, glycerolu a aminokyselin. Teoreticky, je-li v dieté¢ dostatek proteind, sacharidy
nejsou tieba. Ale jinak je obvyklym zdrojem aminokyselin pro glukoneogenezi svalova tkan a
nevyhnutelné¢ tedy nastavd jeji ubytek — sarkopenie. Ztrita svalové hmoty pfichdzi
fyziologicky s vyssim veékem, jeji akcelerace hrozi pfi suboptimalni metabolické adaptaci
na dietni restrikci sacharidl, stresu a fyzické inaktivité. Svalovd hmota ma piimy vztah
k vitalit¢ ¢loveéka a kvalité zivota, nakonec i k jeho délce — jak dnes rozumime starnuti,
skutecnym limitem trvani naSich t&l je stav postmitotickych tkéani, které maji vysoké
energetick¢ ndroky a béhem Zivota se neobnovuji — tedy nervového systému, kosterniho
svalstva a myokardu [9]. Sarkopenie je vzdy nezadouci a piedstavuje vyznamné, malo
zminované riziko kazdé nizkosacharidové diety, piedev§im samoziejm¢ drastickych
ketonizac¢nich rezimi. Paleo Zivotni styl klade dliraz na dostatecny pfijem proteini a fyzickou
aktivitu, i tak je vhodné svalovou hmotu monitorovat.

Samostatnou kapitolou jsou jednoduché sacharidy, tedy fepny ¢i titinovy cukr. Ve straveé
lidi doby kamenné jednoduché sacharidy (nejspi$ fruktosa) asi vzdy byly, ovSem v malém
mnozstvi — piiroda prosté neni sladka. A vSe nasvédcuje tomu, ze jsme evoluéné nastaveni
¢elit nedostatku, nikoliv nadbytku sacharidii v potravé. Cely paleolit byl asi bojem o cukr.
Lovecké §tésti je nestalé, a pokud v potravé nebyl dostatek proteind, musely v ni byt alespon
sacharidy, jinak hrozil ubytek svalové hmoty, pro pieziti v ptirodé fatalni. Proto asi jsme tak
vysazeni na sladkou chut. Pfijem jednoduchych sacharidii nepochybné stimuluje
dopaminergni syst¢ém odmén v mozku a miZe ziejmé vést k zavislosti podobné tém
na drogéch. Kombinace této instinktivni vybavy a dnes$ni snadné dostupnosti cukru je
samoziejmé neblahd a vyznamné k vyskytu obezity a metabolického syndromu pfispiva.

Celkovy denni pfijem vSech sacharidd v podstat¢ reguluje rovnovahu mezi
anabolismem a katabolismem a existuje pro n¢j urcité optimum. To je pro kazdého trochu
jiné, ale rozsah 50 - 150 g/den [2] se jevi jako uZitecné zobecnéni. Horni hranici
sacharidového optima (toleranci sacharidii v potrave) lze operativné definovat jako takovy
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piijem sacharidl, pfi kterém jest¢ nedochdzi k piibyvani tukové tkané. Dolni hranice by
teoreticky mohla byt nula, prakticky ale potfebujeme jist zeleninu a ovoce a tak neni vhodné
(ani snadné) trvale drzet méné nez asi 50 g/den. Drasticka restrikce sacharidi také vede
ke ketose, ktera (na rozdil od diabetické ketoacidosy) je sice fyziologicka, ale z podstaty véci
jakozto adaptace na hladovéni jen docCasné. Navic se pii ni asi vzdy ztraci svalova hmota
(nejde jen o zdroje aminokyselin, inzulin je ristovy faktor i pro svalovou tkan). Ketosa ani
neni pro redukci nadvahy nezbytnd, restrikce sacharidii vede k hubnuti 1 bez ni, jen pomaleji.

Velka ¢ast uméni, jak zustat zdravy a v kondici do vysokého véku, tedy ziejmé spociva
V proplouvani mezi obezitou a sarkopenii. Sacharidové optimum je samoziejmé¢ dynamicke,
existuje cela fada situaci, kdy je mozné a vlastné i nutné piijem sacharidi zvysit, naptiklad
fyzicka aktivita, akutni onemocnéni, piijem alkoholu, intenzivni duSevni prace. Fyzicky
aktivni lidé nemusi pfibirat na vaze ani pti obvyklé stravé s obsahem sacharidi cca 300 g/den.
Casto je ale tato b&zna strava, kterou z historickych, kulturnich a V neposledni fadé
ekonomickych divodii povazujeme za dietu tzv. ,,vyvazenou®, pro daného jedince fakticky
dietou vysokosacharidovou. Trvale vysoky pfijem sacharidd v potravé pak vede diive ¢i
pozdéji k obezit¢ a ptipadné k souboru ptiznaki zndmych jako metabolicky syndrom.
V§e nasvédcuje tomu, ze pfic¢inou metabolického syndromu je reakce v zasadé zdravych lidi,
byt s urcitou, diive evoluéné vyhodnou genetickou predispozici, na dietu dlouhodobé pfili§
bohatou na sacharidy.

Je-li tomu tak, pak ovSem restrikce sacharidii v potravé predstavuje nejvhodnéjsi
prevenci metabolického syndromu, popf. kauzalni 1é¢bu. Skute¢né tomu tak je,
nizkosacharidové diety ucinné plsobi na klicové biochemické abnormity metabolického
syndromu a n¢ktefi autofi dokonce navrhuji odpoveéd’ na restrikci sacharidii jako diagnostické
kriterium [10]. Netroufam si posuzovat, jestli je dukazi dost. Z pohledu biochemika je ale
logicky zfejmé, Ze zdkladni koncept je spravny.

Civiliza¢ni choroby jsou nepochybné zplsobeny propasti mezi soucasnym zivotnim
stylem a tim k ¢emu jsme biologicky pfizplisobeni. Do paleolitu se samoziejm¢ vratit nelze,
ale je to uzite¢ny koncept, jak definovat a srozumiteln¢ formulovat, co je pro nas optimalni a
dle moZnosti se k tomu pak alespon pfiblizit.
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MASTNE KYSELINY RYB CELEDI SALMONIDAE

FATTY ACIDS OF THE FAMILY SALMONIDAE
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Ryby a rybi vyrobky jsou znutricniho hlediska vysoce cenénou potravinovou
komoditou. Rybi svalovina obsahuje velmi kvalitni a dobfe stravitelné bilkoviny, velice
hodnotny tukovy podil a fadu vyznamnych mikronutrientd, z nichz za zvlastni zminku stoji
napiiklad vitamin D. Obsah tuku v rybach je velmi variabilni, obvykle se pohybuje od 0,5
kyseliny. Slozeni mastnych kyselin tukového podilu ryb zavisi na mnoha faktorech, vedle
genetickych faktord se uplatiiuje hlavné vyziva a teplota vody, proto je vyznamny rozdil
ve slozeni mastnych kyselin ryb sladkovodnich a motskych. (1, 2, 3, 4, 5)

Losos obecny (Salmo salar L.) je puvodem z fek usticich v severnich oblastech
do Atlantského oceanu. Lososi, ¢eled’ lososoviti (Salmonidae), jsou dravé, anadromni ryby,
které migruji ze sladké vody do oceanu a pak zpatky do sladké vody za ucelem tfeni. V dnesni
dobé¢ se losos intenzivné chova v mnoha oblastech svéta. Vyznamny je chov lososa piedevsim
v Norsku, Skotsku, Kanad¢, Chile. Volné Zijici lososi tvoii asi jen 0,5 % celkové populace
(6).

Losos obecny i losos gorbusa patii do Celedi lososoviti (Salmonidae), jsou vSak jiného
rodu. Losos obecny spada do rodu Salmo a losos gorbusa do rodu Oncorhynchus. Losos
gorbusa Zije pfevazné v chladnych vodach o teploté kolem 10 °C. Vykytuje se predevSim
v Tichém oceanu a na pobiezich Severniho ledového oceanu.

Losos obsahuje vyznamné mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin, zejména
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) omega-3 a omega-6. Z tohoto divodu je stale
Casté€ji doporucovana jeho konzumace. Vyrobky z ryb bychom (dle doporu¢eni WHO) méli
konzumovat alespoti dvakrat tydné. V CR je dle udaji UZEI z roku 2015 spotieba ryb velmi
nizka — okolo 5,4 kg na osobu a rok. (1, 2, 3, 4, 5)

Dnesni ryby jsou chované piedev§im v akvakulturach a maji niz$i obsah PUFA nez
ryby pochdazejici z ocednil. SloZeni mastnych kyselin tedy do znacné miry zavisi na krmivu,
druhu, stafi, pohlavi, podminkach prostiedi (teplota vody, zemépisna poloha atd.). Chovany
losos obecny je ptevladajicim druhem na trzich diky jeho niZ$i cené oproti volné Zijicim
losostim. (6, 7, 8)

Vzorky lososa atlantického (Salmo salar L.) pochazely z akvakultur, ze tii oblasti
norského severomotského pobiezi (sever, stted a jih), dva vzorky pochazely ze Skotska, dva
z Chile a tfi vzorky lososa gorbusi byli uloveny na AljaSce. K dispozici jsme tedy méli 42
vzorkd. VSechny norské vzorky byly od stejné firmy. Kazda ryba vazila okolo 3,5 kg. Vzorek
pro analyzu m¢l hmotnost kolem 200 gramt a byl extrahovan ze stifedni ¢asti ryby (bez kiiZe)
— viz. obrazek 1.
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Tab. 1. Composition of Salmo salar L. without skin (9)

Nutrient MnoZstvi (gram)
Bilkoviny 221
Sacharidy 0
Tuky 7,8
Nasycené (SAFA) 0,8
Mononenasycené (MUFA) 2,92
Polynenasycené (PUFA) 1,27
n-6 0,54
n-3 0,74

Vzorky byly po pfidani antioxidantu (BHT) homogenizovany. Extrakce tuku byla
realizovana pomoci metody dle Folche, ktera snizuje riziko oxidace polynenasycenych
mastnych kyselin. Jako rozpoustédlo byla pouzita smés relativn€ polarnich rozpoustédel,
chloroform a methanol v poméru 2:1. Tuk byl extrahovan pii pokojové teploté. Filtrat byl
promyt vodou pro odstranéni proteinli a dalSich polarnich slou¢enin. Chloroformové faze byla
presusena bezvodym siranem sodnym. Po provedeni tohoto kroku bylo rozpoustédlo
odpateno.

Takto ziskany tuk byl pouzit pro stanoveni slozeni mastnych kyselin, které bylo
provedeno pomoci IUPAC metody (10). Mastné kyseliny se stanovovaly metodou plynové
chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci. Kvantifikace jednotlivych mastnych kyselin
byla provedena pomoci vnitini normalizace.

Fig. 1. Analyzed part of salmon Fig. 2. Farming area of Norwegian salmon

V tabulce 2 jsou uvedeny primérné hodnoty mastnych kyselin ve vzorcich. Vzorky byly
rozdéleny podle oblasti. Oblast Norska byla jesté rozdélena do t¥i samostatnych souborii
podle oblasti chovu (jih, stfed a sever). Obsah nasycenych mastnych kyselin (SAFA) byl
mirné vyssi u losost gorbusa, kdezto obsah monoenovych mastnych kyselin (MUFA) byl
oproti ostatnim vzorkiim téméf polovi¢ni. Zajimavé jsou i vysledky polyenovych mastnych
kyselin (PUFA). Nejvyssi obsah vykazovaly vzorky lososa gorbusi. SloZeni jednotlivych
druhii mastnych kyselin nebylo u vzorki lososa pochazejicich z Norskych oblasti vyznamné.
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Tab. 2. Average fatty acid content in samples by farming areas

Norsko Jih stired sever Skotsko Chile Gorbusa
SAFA 16,5 17,1 15,3 22,7 18,7 25,1
MUFA 47,7 47,3 49,7 39,6 50,1 23,1
n-6 15,8 15,6 15,7 11,9 16,7 3,6
n-3 17,4 17,4 16,6 21,6 11,3 41,8
PUFA 35,1 34,9 34,3 36,5 30,1 47,6

SloZeni jednotlivych mastnych kyselin se mezi jednotlivymi oblastmi pfili§ nelisilo.
Vyznamnéj$i rozdily byly patrné pouze u lososi gorbuSa, u kterych byl vyssi podil
polynenasycenych mastnych kyselin, zejména fady n-3. Je vSak nutno brat v potaz, ze losos
gorbusa obsahuje mnohem mén¢ tuku oproti lososu obecnému.
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NECHOLESTEROLOVE STEROLY A MASTNE KYSELINY U PACIENTU
V HEMODIALYZACNIM PROGRAMU

NON-CHOLESTEROL STEROLS AND FATTY ACIDS IN HEMODIALYSED
PATIENTS

M. Veckal, M. Dusejovskal?, B. Staiikoval, I. Rychlik?, A. Zak!

L 4. interni klinika, 1. LF UK a VFN v Praze, Praha
2 Dialyzacni stredisko Fresenius Medical Care, Praha 10 - Krdlovské Vinohrady

Uvod

Snizovéani koncentraci LDL cholesterolu je vSeobecné piijimano jako ucinny nastroj
pro redukci kardiovaskularni mortality, nicméné¢ u pacienti s rendlnim selhanim
podstupujicich dialyzacni proces 1léCba statiny neni tak uCinnd pii snizovani
kardiovaskularnich komplikaci. Dialyzovani pacienti mivaji obycejné dyslipidémii se
zvySenymi hladinami VLDL a IDL cholesterolu doprovazenou niz$imi koncentracemi
HDL-cholesterolu a zvySenou hladinou triacylglycerolii (TAG) (Shoji 2015).

Jen madlo studii se zabyvalo distribuci cholesterolu mezi jednotlivymi lipoproteinovymi
tiidami za podminek hemodialyzacniho procesu, popi. dlouhodobymi ucinky dialyzy
na hladiny lipidd. Podobné velmi mélo je znamo o homeostize cholesterolu za téchto
podminek, v dostupné literatufe existuje pouze nckolik praci (Fukushima 2012, Rogacev
2012, Igel-Korgacova 2003) s rozdilnymi vysledky. Obecné tyto prace ukazuji na snizenou
nebo nezménénou hladinu lathosterolu, markeru biosyntézy cholesterolu, a zvysSené nebo
nezménéné koncentrace fytosteroli jako markerti absorpce. U dialyzovanych jedinch se
zvySenou urovni absorpce cholesterolu je navic mozné ocekavat vyssi mortalitu (Rogacev
2012). Tento efekt pravdépodobné stoji v pozadi nizké Uc¢innosti 1écby statiny u pacientl
s terminalnim renalnim selhanim (ESRD) ve studiich AURORA nebo 4D (Felstrom 2009,
Wanner 2005). Omezeni absorpce cholesterolu ezetimibem v kombinaci se statiny jiz riziko
vzniku aterosklerotickych piihod snizovalo u pacientli s chronickym poskozenim ledvin
(CKD), ale ne v podskupiné s ESRD (Baigent 2011).

Metabolismus cholesterolu ¢astic LDL v jatrech je zavisly na dvou principialné
odliSnych regulacich. Prvni je zména v procesu sekrece a tvorby zlu¢ovych kyselin
modulujici absorpci cholesterolu v lumen stfeva a tak neptimo 1 pfisun cholesterolu do jater,
druha regulacni cesta spoc¢ivd v moZnosti redistribuovat cholesterol mezi poolem jeho esteru a
volnou formou, coZ zavisi na typu mastnych kyselin, které se dostavaji do jater (Daumerie
1992). Mastné kyseliny v dieté tak mohou ovliviiovat i homeostazu cholesterolu. Protoze
dietni pfijem cholesterolu, mastnych kyselin a fytosteroli mize byt variabilni, naskyta se
otazka, zdali v prib&éhu zhorSovani rendlni funkce neni metabolicky obrat cholesterolu
v korelaci s dietnim pfisunem vySe zminénych lipidovych slozek, které do homeostazy
cholesterolu vstupuji.

U dialyzovanych osob jsou znamy odchylky v zastoupeni mastnych kyselin v lipidech
plazmy 1 erytrocytarnich membran ve sméru vysSich hladin saturovanych mastnych kyselin
(SFA) a sniZzeného zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) (Shoji 2015),
které je podobné profilim mastnych kyselin u diabetik (Imamura 2014), navic se zndmkami
deficience esencialnich mastnych kyselin. Rozvoj CKD a hladiny PUFA v plazmé spolu
souviseji (Baggio 2005), zhorSovani renalnich funkci je vice patrné u jedinct, ktefi maji nizké
koncentrace PUFA (Lauretani 2008).

Cilem této studie bylo sledovat, jak se odliSuje metabolismus mastnych kyselin a sterola
u jedinct v hemodialyza¢nim programu a osob se zachovalou funkci ledvin.
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Metodika
VySetiovany soubor

Studie byla provadéna v dialyza¢nim centru Vinohrady Fresenius Medical Care v Praze.
Soubor sledovanych pacientii sestaval z 68 osob s ESRD (44 muzi/28 Zen, veék 61,2 £+ 8,2
rokil) v pravidelném hemodialyzaénim programu (doba trvani 2,9 [1,0-5,6]; median
[25.-75. percentil] let), pti¢emz celkova doba dialyzy v priabéhu jednoho tydne se u vSech
pacientd pohybovala v rozmezi 12 - 15 hodin. Kontrolni osoby (nonHV-HFD) bez znamek
CKD byly parovany podle veku, pohlavi, pfitomnosti diabetes mellitus 2 typ (DM2T)
s podobnym rozmezim hodnot BMI a byly rekrutovany z pacientl lipidové ambulance
na IV. interni klinice 1. LF UK a VFN v Praze.

VSichni pacienti s ESRD byli ve stabilnim klinickém stavu bez znamek akutnich
kardiologickych problému. Néktefi pacienti s HV-HDF méli zavedenou hypolipidemickou
1écbu [39 uzivalo statiny (atorvastatin), 2 jind hypolipidemika], 3 pacienti méli anurii,
u zbyvajicich byla diuréza zachovéana. Jako vaza¢ fosfatu byl pouzit Renagel® (sevelamer
hydrochlorid) u 41 pacienti. Ve skupiné nonHV-HDF uzivalo 27 jedincii statiny. Zakladni
charakteristiky souboru jsou uvedeny v tabulce 1. Studie byla schvalena Etickou komisi
3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy. VSichni uc€astnici obdrzeli pouceni o protokolu studie
a podepsali pfed zahajenim studie informovany souhlas.

Analytické metody

Pro stanoveni biochemickych parametrii bylo pouzito standardnich kolorimetricko-
enzymatickych metod. Zastoupeni cholesterolu v lipoproteinovych frakcich bylo stanoveno
na platformé Lipoprint® s pouzitim LDL kitu pro apoB lipoproteinové subfrakce (Dusejovska
2017). Koncentrace SAA, apoB-48 a hs-CRP byly ziskany komeréné dostupnymi ELISA kity.
Koncentrace necholesterolovych sterolti v plazmé byly stanoveny po piedchozi saponifikaci
plynovou chromatografii (GC) s plamenoionizacni detekci (FID) (Tvrzicka 1991) a profil
mastnych kyselin v jednotlivych lipidovych tfidach s pozitim metody kombinujici extrakci
lipidt, tenkovrstevnou chromatografii a GC-FID detekci (Tvrzicka 2002).

Vysledky jsme hodnotili v prostfedi software Statistica® for Windows ver. CZ12
(Statsoft, CR). U proménnych s normalnimi distribucemi bylo pro porovnani hodnot mezi
obéma skupinami pouZito analyzy rozptylu s adjustaci na hodnoty BMI, pro rozdily mezi
distribucemi x2 test s Yatesovou korekci. Negaussovsky distribuované proménné byly
pred statistickym hodnocenim nejdfive transformovéany. Hodnoty p < 0,05 byly povazovany
za statisticky signifikantni.

Vysledky
Zakladni biochemické a antropometrické parametry

Skupina HV-HDF se od nedialyzovanych jedinci bez znamek CKD (skupina nonHV-
HDF) neliSila nékterymi konvencnimi rizikovymi faktory KVCH (vékem, pomérem
Zzeny/muzi, zastoupenim jedinci s hypertenzi, DM2T nebo hyperlipidémii), nicméné
u skupiny HV-HDF se KVCH manifestovaly vyrazné Castéji (68 % vs. 9 %; p < 0,0001).
Zastoupenim jedincii léenych statiny se obé skupiny neliSily (39 vs. 27; p = 0,00).
Koncentrace celkového cholesterolu byly u HV-HDF skupiny nizsi, hlavné diky niZ§imu
obsahu cholesterolu v lipoproteinech HDL a VLDL. Koncentracemi apolipoproteinu Al se
ob€ skupiny nelisily, naproti tomu jsme pozorovali u HV-HDF skupiny niz§i koncentrace
apoB a zhruba 5nasobné vyssi koncentrace apoB48. Parametry sacharidového metabolismu se
skupina HV-HDF od nedialyzovanych také liSila, vys$§i hodnoty glukézy a inzulinu se
odrazily i ve zvySenych hodnotidch indexu HOMA-IR. Porovnani hmotnostnich parametrt,
hladin krevnich lipida a lipoproteinti ve sledovanych skupinach ukazuje tabulka 1.
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Tabulka 1. Zakladni antropometrické a vybrané biochemické ukazatele sledovanych skupin

nonHV-HFD HV-HFD ANCOVA
(n=68) (n=68) na BMI
v&k (roky) 61,9+ 8,2 64,8 + 12,7 0,0913
trvani dialyzy (roky) n.a. 2,9 [1,0-5,6] n.a.
hmotnost (kg) 88,5 £ 18,3 76,2 + 20,3 0,7125
BMI (kg.m?) 29,9+5.2 26,7+6,2 n.a.
muzi/zeny 44124 44/24 NS?
DM [pocet(%)] 30(44) 30(44) NS?
HTN [pocet(%)] 54(79) 61(90) 0,15452
koufeni [pocet(%)] 10(15) 20(29) 0,06278
KVCH [pocet(%)] 6(9) 46(68) 0,00012
eGFR (ml/min) 1,39 +£0,27 0,13+0,04 0,0001
TC (mmol/l) 517+1,12 4,64 £ 0,95 0,0050
HDL-C (mmol/l) 1,38 £0,40 1,24+ 0,43 0,0006
VLDL-C (mmol/l)* 1,30 £0,45 0,89+0,27 0,0001
IDL-C (mmol/l)* 1,36 £ 0,44 1,44 £0,35 0,1888
LDL-C (mmol/l)* 1,46 £ 0,50 1,33+0,52 0,1023
LDL-C (mmol/l) 3,11 £0,86 2,63+0,82 0,0038
NEFA (mmol/l) 0,61 £0,28 0,43 +0,29 0,0016
TAG (mmol/l) 1,33 [1,05-1,92] 1,63 [1,05-2,29] 0,0044+
glukdza (mmol/1) 5,40 [4,90-5,90] | 6,43 [5,31-8,04] 0,0001+
inzulin (mU/1) 11,3 [7,3-17,6] 12,6 [7,8-29,5] 0,0140+
HOMA-IR index 2,8 [1,6-4,4] 4,1[1,9-9,9] 0,0001+
apo Al (g/l) 1,49 £0,32 1,36 £ 0,64 0,0381
apo B (g/l) 1,13+£0,26 0,94 £0,32 0,0027
apoB-48 (mg/l) 8 [4-13] 40 [29-54] 0,0001+
Lp(a) (nmol/l) 34 [14-93] 35 [12-73] 0,1161+
SAA (mg/ml) 26,0+ 14,4 56,1 £41,6 0,0001
hs-CRP (mg/l) 3,71 £3,46 7,54 +5,08 0,0001

Data jsou ve formatu primér £ SD nebo median [Q1-Q3]. Zkratky — DM diabetes mellitus, TC —
celkovy cholesterol, HOMA index = inzulin(mU/l) *glukoza(mmol/l)/22,5; eGFR — odhad glomerularni
filtrace (ml/s/1,73 m?) = 186,3*[kreatinin v séru (mmol/l)/88,4] % vek ¥2% *1/60*f, f = 1 pro muze
af=0,742; + - proménné transformovany pro vypocet statistické signifikance; * - hodnoty ziskané
gelovou elektroforézou, ® 3 test s Yatesovou korekci

Zmény v necholesterolovych sterolech plazmy

Skupina dialyzovanych pacienti méla zvySené hodnoty parametri absorpce
cholesterolu (tabulka 2), hlavné kampesterolu, pficemz u hodnot vztaZzenych na celkovou
koncentraci cholesterolu byly vyznamné vyss$i jak hodnoty podilu kampesterol/celkovy
cholesterol, tak i B-sitosterol/celkovy cholesterol. Rozdily v koncentracich lathosterolu,
popiipad¢ poméru lathosterol/celkovy cholesterol, nedoséhly statistické vyznamnosti.
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Tabulka 2. Koncentrace necholesterolovych sterol plazmy

nonHV-HFD HV-HFD ANCOVA

(n=68) (n=68) na BMI
lathosterol (umol/l) 6,79 + 4,57 6,77 +3,91 0,6967
kampesterol (umol/l) 9,20 +3,83 11,60 + 5,93 0,0154
[-sitosterol (umol/l) 6,93 £ 3,06 7,85 +3,87 0,2293
lathosterol/TC (umol/mmol) 1,27 £ 0,66 1,50+ 0,90 0,1932
kampesterol/TC (umol/mmol) 1,86 + 0,87 2,53+1,23 0,0012
[-sitosterol/TC (umol/mmol) 1,40 £ 0,69 1,72 +0,82 0,0412

Data jsou ve formatu priimer + SD. TC — celkovy cholesterol.

Zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych tiidach plazmy

Profil mastnych kyselin (FA) byl stanoven ve tfech majoritnich lipidovych tfidach
plazmy — fosfolipidech (PL), triacylglycerolech (TAG) a esterech cholesterolu (CE).
Zastoupeni nasycenych mastnych kyselin (SFA) bylo ve skupiné HV-HDF zvysené ve vSech
ttidach (v TAG a CE statisticky vyznamné), hlavné diky vy$§imu podilu kyseliny palmitové
(PA, 16:0), které pievazilo sniZzené zastoupeni stearové kyseliny (SA, 18:0).
Mononenasycené mastné kyseliny (MFA) byly u skupiny HV-HDF zastoupeny méné pouze
v TAG plazmy, v jinych tfidach jsme v sumé MFA zmény nepozorovali. Podil majoritni
MFA, kyselina olejova (OA, 18:1n-9), byl v TAG i CE snizen, z minoritnich MFA jsme
ve skupiné¢ HV-HDF zaznamenali zvySeny podil kyseliny vakcenové (VA, 18:1n-7), kyseliny
palmitolejové (POA, 16:1n-7) i kyseliny hypogeové (16:1n-9) ve fosfolipidech a CE.
Vicenenasycené mastné kyseliny byly obecné zastoupeny V lipidovych tfidach u skupiny
HV-HDF mén¢ v ptipadé tfidy PUFAn-6, a u PUFAN-3 jsme zaznamenali vyssi podil. Tyto
zmény byly zpisobeny hlavné snizenim zastoupeni kyseliny linolové (LA, 18:2n-6) a
kyseliny dihomo-y-linolenové (DHGLA, 20:3n-6) u dialyzovanych jedinci a vyS$§im
zastoupenim kyseliny eikosapentaenové (EPA, 20:5n-3) i dokosahexaenové (DHA, 22:6n-3).
Zastoupeni kyseliny arachidonové (AA, 20:4n-6) 1 bylo naproti tomu ve skupiné HV-HDF
zvysené.

Diskuse

Pacienti v hemodialyzacnim programu méli snizené hladiny celkového cholesterolu,
zpiisobené nizS§imi hladinami HDL- a VLDL-cholesterolu, spojenych s vy$§imi hladinami
TAG. V obou sledovanych skupinach pfevazovali jedinci s dyslipidémii (v kontrolni skupiné
zcela, v HV-HDF pouze 4 jedinci neméli dyslipidémii (p = 0,127, y? test s Yatesovou
korekei). Snizeni hladin v cholesterolu u skupiny HV-HDF v ¢asticich VLDL mize souviset
s pfesunem cholesterolu smérem k ¢asticim IDL a LDL pozorovanym v nasi piedchozi studii
(Dusejovska 2017). Pozorované zvyseni koncentraci markert absorpce cholesterolu by mohlo
byt vysvétleno nékolika mechanismy: (1) reakci na sniZenou biosyntézu cholesterolu (van
Himbergen 2009); (2) zhorSenou clearanci ¢astic VLDL, IDL a chylomikront (Vaziri 2006),
které také obsahuji markery absorpce cholesterolu. Fytosteroly i intermediarni metabolity
syntézy cholesterolu jsou ale vétSinou transportovany v ¢asticich LDL (Miettinen 2003); (3)
dal$i mechanismus zvySené absorpce cholesterolu u ESRD souvisi s moZnou up-regulaci
proteinu NPCL1, transportni molekuly zodpovédné za pienos sterolovych molekul z lumen
stteva do enterocytl, nasledkem potlaceni exprese PPARo béhem urémie (Mori 2007).
PPARa je znamy supresor NPC1L1, ¢i up-regulaci NPC1L1 v disledku inzulinové rezistence
spolu s down-regulaci transportéru ABCG5/G8 (de Vogel van den Bosch 2008; Arca 2015).
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Tabulka 3. Zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych tfidach

fosfolipidy triacylglyceroly estery cholesterolu
FA nonHV-HFD HV-HFD nonHV-HFD HV-HFD nonHV-HFD HV-HFD
14:0* 0,21 + 0,09 0,30 +£0,09+++ | 1,35+0,60 2,65 +0,79+++| 0,35=+0,26 0,96 + 0,24+++
16:0 [31,12+3,87 |33,23+£2,25++ [27,09+4,20 |27,57 +2,80 10,42 + 2,02 14,47 £ 1,19+++
16:1n-9 | 0,13 +0,03 0,15+ 0,05 0,86 £0,22 0,83 +£0,17 0,47 £0,17 0,63 £0,19+++
16:1n-7 | 0,57 +0,19 0,62 +0,38 3,54 +£0,81 3,85+1,46 2,73 £1,27 3,55+ 1,82++
18:.0 [1495+1,62 |13,43+130+++ | 3,91+0,82 3,20+ 0,56+++| 1,09+0,34 0,82 +0,32+++
18:1n-9 110,97 + 1,13 11,13+ 1,74 40,52+ 3,07 |38,80+3,08+++(21,85+2.38 20,15 £2,11+++
18:1n-7 | 1,55+0,17 1,81 £0,36+++ | 2,53+0,35 2,45 +0,42 1,33+ 0,17 1,41 +0,24
18:2n-6 |22,11£2,65 |19,40+2,87+++ [15,46+3,20 |15,03+3,35 53,89+ 4,76 46,90 £ 4,57+++
18:3n-6 | 0,10+ 0,04 0,08 +£0,03+++ | 0,31 +0,13 0,35+0,15 0,89 +£0,35 0,85+0,34
18:3n-3 | 0,22+ 0,09 0,21+ 0,07 0,89 + 0,34 1,31 £ 0,49+++| 0,65+0,22 0,70+ 0,16
20:2n-6 | 0,44 +0,15 0,52 + 0,23+ 0,32 +0,11 0,16+ 0,04+++| 0,13 +0,22 0,10 + 0,04
20:3n-6 | 2,95+0,76 2,62 +0,57 0,36 £ 0,16 0,25 +0,07+++| 0,74 +0,17 0,64 £0,12++
20:4n-6 [10,12+2,79 10,99 £ 2,22++ 1,47 +0,72 1,35+0,34 477+ 1,65 7,01 £1,48+++
20:5n-3 | 1,09 +0,51 1,12+0,67 0,20+0,12 0,27 £0,25+ 0,34 £ 0,23 0,76 £ 0,39+++
22:5n-6 | 0,14 +0,07 0,20 +£0,07+++ | 0,07 +0,06 0,09 + 0,04 0,02 + 0,02 0,03 + 0,02+
22:5n-3 | 0,61 +£0,32 0,96 + 0,30+++ | 0,18+0,10 0,32 +0,15+++| 0,03 +0,04 0,08 £+ 0,04+++
22:6n-3 | 2,28 +1,26 2,67£091++ 0,35+0,24 0,40+ 0,38 0,10+ 0,07 0,28 +£0,11+++
Zsatur [46,35+3,43 |47,01 £1,86 32,48 +£4,95 |33,93+3,38++ [11,92+2,40 16,33 £ 1,38+++
Xmono (13,37 +1,23 |13,89+2,34 47,79 £ 3,18 46,37 +3,69++ [26,50+ 3,51 26,27 £ 4,03
2n-6 [36,08+2,93 |34,13+2,89++ 18,10+ 3,53 17,39+3,44 60,46 + 5,28 55,58 + 4,38+++
>n-3 4,20+ 1,88 4,96 £ 1,60++ 1,63 £0,53 2,30+ 1,05+++| 1,12+0,35 1,82 £ 0,54+++
DAD16 | 0,02 +0,01 0,02 £0,01 0,13+0,03 0,14 £0,05 0,26 £ 0,09 0,25+0,13
D9D18 | 0,74 £0,11 0,84 £0,18+ 10,8 +£2,4 12,5+£2,4+ 21,5+5,7 27,3 +£8,7++
D6eD | 0,005+ 0,002 | 0,004 + 0,002 0,021 £0,009 | 0,024+ 0,011 0,017+ 0,007 | 0,019+0,010
D5D 3,50+0,79 436+ 1,15++ 4,19+1,20 5,59 £ 1,34++ 6,5+2,0 11,4 +33++

Data (molarni procenta) jsou ve formatu priumér £ SD. Symboly a zkratky: * -zkrdcend notace pro

mastné kyseliny:pocet uhlikovych atomii: pocet dvojnych vazeb,

n — pozice uhliku nesouci prvni

dvojnou vazbu od methylového konce; Y, — suma, satur — nasycené mastné kyseliny, mono —
mononenasycené mastné kyseliny, > n-6 — polynenasycené mastné kyseliny tridy n-6, Yn-3 —
polynenasycené mastné kyseliny tridy n-3, D — desaturdza, signifikantni rozdil (ANCOVA adjustovano
na BMI) od kontrolni skupiny: + - p<0,05; ++ - p<0,01; +++ - p<0,001

Ptedchozi studie se Casto zaméfily na hemodialyzované pacienty, ktefi nebyli 1é€eni

statiny ani ezetimibem, a tedy neméli vyssi koncentrace cholesterolu. Ezetimib inhibuje nejen
absorpci cholesterolu, ale 1 oxidovanych derivatl sterold, které mohou mit aterogenni G¢inky
(Plat 2014). Podle naSich informaci zatim z4dné studie nevalidovala plazmatické koncentrace
lathosterolu a fytosteroll jako indikatorti biosyntézy (resp. absorpce) cholesterolu a je mozné,
Ze u téchto pacientll budou jiné markery odrézet urovenl homeostazy cholesterolu piesnéji.
Napftiklad je znamo, Ze restrikce energie a piijmu fytosterolli (a cholesterolu) u obéznich
pacientti s DM2T vede ke zhorSenému obratu fytosterolti (cholestanol je jako marker absorpce
zvysen, ale kampesterol a [-sitosterol jsou snizeny) spojenému s jejich mobilizaci z tukové
tkané (Simonen 2002). V nasi studii nebyl stanovovan cholestanol a tak nelze rozhodnout
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mezi mechanismy snizeni absorpce a/nebo mobilizace fytosterold z tukové tkané.

Je také mozné, ze u osob v hemodialyzacnim programu, ktery navic netrval u vsech
osob stejnou dobu, nebyla ustanovena homeostaza cholesterolu, nebo se do vztahu absorpce —
(Tilvis 1979). Tukova tkan u pacienti s CKD obsahuje vice malych adipocyti a vykazuje
charakteristiky zanétlivého fenotypu (Gertow 2017).

Koncentrace LDL-C jsou pacienti s ESRD pomérné nizké (Fellstrom 2009, Baigent
2011, Wanner 2005) a na pokles LDL-C ma vliv snizovani télesné hmotnosti (Dattilo 1992),
systémovy zanét a malnutrice (Liu 2004). U nasi skupiny hemodialyzovanych pacienta byly
vyznamné zvySeny koncentrace hs-CRP 1 SAA, vyznamnych prediktort mortality
u hemodialyzovanych pacienti (Simic-Ogrizovic 2009).

Koncentrace lathosterolu nebyly ve skupiné HV-HDF odlisné. Byla tedy zachovana
biosyntézy cholesterolu (Scoppola 1997), jako marker biosyntézy byl ovSem analyzovan
mevalonat, opacny vysledek byl prezentovan v praci jinych autort. (Sutherland 1995)
bez analyz fytosterolt.

Profily mastnych kyselin u ESRD jsou v literatufe ¢asto porovndvany se zdravou
populaci, mens$i mnozstvi praci se vénuje srovnani profili mastnych kyselin se skupinami
jako DM (Sertoglu 2014), V nasi praci jsme porovnavali molarni zastoupeni mastnych kyselin
Vv jednotlivych lipidovych tfidach plazmy. Nejvice zmén jsme nasli u CE; diacylglyceroly a
CE byly v praci Afshinnia a kol. (Afshinnia 2016) identifikovany jako lipidové tfidy
s nejvetsi predikéni schopnosti pro progresi pacienti s CKD do ESRD.

Zastoupeni EPA 1 DHA bylo u hemodialyzovanych pacientii vy$§i nebo stejné
ve vSech analyzovanych lipidovych tfidach nez u skupiny nonHV-HDF, coz je v souhlase
s vysledky jinych studii (Sertoglu 2014, Shoji 2013), které méfily celkové koncentrace téchto
mastnych kyselin v plazmé nebo séru. Snizené zastoupeni PUFA ftady n-6 u skupiny
HV-HDF, zpisobené¢ hlavné poklesem podilu LA, bylo pozorovano pii porovnani
dialyzovanych jedinct s diabetiky (Sertoglu 2014); zdravi jedinci maji ale proti
hemodialyzovanym pacientiim niz$i koncentrace AA (Shoji 2013). Snizené zastoupeni LA by
mohlo byt disledkem vy$$iho oxidacniho stresu, zvySené metabolizace LA na AA nebo
nizsiho dietniho piijmu, ¢i zvySenou syntézou prostanoidi.

Parametry sacharidového metabolismu byly i pies stejné zastoupeni DM 2 typu v obou
skupinach odliSné, vyss§i hodnoty indexu HOMA-IR naznauji inzulinovou rezistenci
u HV-HDF skupiny. ZvySené zastoupeni saturovanych mastnych kyselin je typické jak pro
pacienty s inzulinovou rezistenci (Vessby 2002), tak i ESRD (Lennon 2009) a bylo
pozorovano 1 vnasi studii ve skupiné HV-HDF. Nejvyrazngji bylo zvySeno zastoupeni
kyseliny palmitové (16:0), jeZ zabranuje v podocytech a inzulin senzitivnich bunkach
vychytavani glukozy (Lennon 2009). Podil dalsi nasycené mastné kyseliny, stearové (18:0),
byl naopak u HV-HDF skupiny snizen ve srovnani S nedialyzovanymi pacienty ve vsech
lipidovych tiidach.

Zvysené zastoupeni mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) bylo
u dialyzovanych pacientli popsano v erytrocytarnich membranach (Koorts 2002), jinak spiSe
beze zmén, vEtsi vliv na koncentrace MUFA ma ptitomnost inzulinové rezistence (Vessby
2002) nez ESRD (Sertoglu 2014). U naSich dialyzovanych pacientd byla suma MUFA
snizena pouze v triacylglycerolech diky poklesu zastoupeni kyseliny olejové (18:1n-9).
Aktivita delta 9 desaturazy (D9D), vypocitana jako pomér 18:1n-9/18:0, byla vyssi
u HV-HDF skupiny ve vSech tiidach, ziejm¢e diky tomu, Ze u MUFA se vice projevuje vliv
IR, ktery tuto aktivitu zvySuje (Vessby 2002). U stavu s IR, jako je obezita, DM2T, MS a
chronicka pankreatitida, je popisovana zvySend aktivita D6D spolu s poklesem D5D (Kroger
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2012, Zak 2014, Zeman 2016). U osob s ESRD pies znamky IR jsme nalezli zvyseni aktivity
D5D, podobné¢ jako u karcinomu pankreatu (Macasek 2012).

Zavér

Selhani ledvin ve spojeni s hemodialyza¢nim procesem vyvolava zmény v metabolismu
cholesterolu i fytosteroldl, na kterych se podili zvySena absorpce cholesterolu a zménény
metabolismus lipoproteinii. Zmény v zastoupeni mastnych kyselin ukazuji na kombinovany
vliv rendlni insuficience a pfidruzenych onemocnéni, hlavné inzulinové rezistence.

Studie byla podporena projekty RVO-VFN64165/2012, MPO-FV10380 a PROGRES
Q25/LF1/2
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DIABETES MELLITUS 2. TYPU, OBEZITA A NADOROVA ONEMOCNENI]
D. Vitkova, M. Zeman, J. Macasek, T. Vareka, A. Zak
Univerzita Karlova Praha, 1. lékarskd fakulta, \V. interni klinika

Alarmujici vzestup incidence malignit, diabetes mellitus 2. typu a obezity v poslednich
desetiletich vedl ke zvySenému zajmu nejen o problematiku téchto onemocnéni, ale i
o pochopeni moznych souvislosti. U diabetes mellitus 2. typu a fady onkologickych
onemocnéni jsou zndma nékterd spolecnd rizika, podminénd zejména soucasnym Zzivotnim
stylem. Mechanismy vedouci ke vzniku malignich nadorti u diabetiki nejsou zcela jasné,
ptedpoklada se podil dlouhodobé hyperinzulinémie, hyperglykémie, zvySené hladiny inzulinu
podobného rustového faktoru (insulin-like growth factor-1, IGF-1), dysfunkce tukové tkan¢ a
chronického subklinického zanétu. Az 90 % diabetiki 2. Typu je obéznich. Obezita je
rizikovym faktorem pro vznik nékterych nadort 1 nezavisle na pfitomnosti diabetu.
Z epidemiologickych studii je patrné, ze diabetes mellitus 2. typu je onemocnéni spojené se
zvySenym vyskytem nékterych solidnich a hematologickych nédort. Jednd se o maligni
nadory gastrointestinalniho traktu, konkrétné jater, pankreatu a kolorekta, mo¢ového méchyte
a ledvin, a n¢které typy non-hodgkinskych lymfoma u obou pohlavi. U Zen je pak zvysSen
vyskyt karcinomu prsu a endometria. Riziko karcinomu prostaty u muza diabetikii je naopak
0 néco nizsi ve srovnani s béznou populaci, ziejmé v dusledku nizsich hladin testosteronu.
Bylo také prokéazano, ze diabetes je negativnim prognostickym faktorem u pacientl s jiz
existujicim nadorovym onemocnénim. Diabetes mellitus zvySuje mortalitu u malignich
onemocnéni, zejména v disledku zhorSené tolerance protinadorové 1éCby vcetné
pooperacnich komplikaci (1).

Summary

The alarming rise in incidence of malignancies, type 2 diabetes mellitus and obesity in recent
decades has led to increased interest in the understanding of possible contexts. For type 2
diabetes mellitus and a number of oncological diseases, some common risk factors have been
identified, mainly related to the current lifestyle. Mechanisms leading to the development of
malignant tumors in diabetics are not entirely clear; long-term hyperinsulinemia,
hyperglycemia, elevated insulin-like growth factor-1 (IGF-I), adipose tissue dysfunction and
chronic subclinical inflammation are anticipated. Up to 90% of type 2 diabetics are obese.
Obesity is a risk factor for some tumors, regardless of the presence of diabetes.
Epidemiological studies have shown that type 2 diabetes mellitus is a disease associated with
an increased incidence of some solid and hematological tumors. These are malignant tumors
of the gastrointestinal tract, namely liver, pancreas and colorectal, bladder and kidney, and
some types of non-Hodgkin's lymphomas in both sexes. In women, the incidence of breast
and endometrial cancer is increased. The risk of prostate cancer in diabetic men is, on the
contrary, slightly lower compared to the normal population, probably due to lower levels of
testosterone. It has also been shown that diabetes is a negative prognostic factor in patients
with pre-existing cancer. Diabetes mellitus increases mortality in malignant diseases, mainly
due to impaired tolerance of anti-cancer therapy, including postoperative complications.
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Epidemiologické adaje

Diabetes mellitus

Pocet lidi s diabetem vzrostl celosvétové ze 108 milionit v roce 1980 na 422 milioni v roce
2014. Celosvétova prevalence diabetu u dospélych nad 18 let stoupla z 4,7 % v roce 1980
na 8,5 % v roce 2014. V roce 2015 bylo pfiblizn¢ 1,6 milionu Gmrti zpisobeno diabetem.
WHO uvadi, ze diabetes bude v roce 2030 sedmou hlavni pfi¢inou umrti (2).

Pocet diabetik® stoupé i v nasi populaci. V roce 2010 se 1é¢ilo v CR s timto onemocnénim
vice nez 800 tisic osob. To pfedstavovalo narast poctu registrovanych diabetiki o zhruba 20
tisic osob v porovnani s rokem piedchozim, od roku 1980 pocet nemocnych cukrovkou
narostl 2,5krat. Pokud by pocet diabetikii ptibyval podobnym tempem jako nyni (tj. zhruba 10
tisic/rok), bude v roce 2035 postizen timto onemocnénim kazdy desaty obéan CR bez ohledu
na vék.

Obezita

Pocet obéznich se celosvétové od roku 1980 vice nez zdvojnasobil. V roce 2014 mélo 1,9
miliardy dospélych starSich 18 let nadvéahu, z toho vice nez 600 miliont bylo obéznich, resp.
39 % dospélych ve véku 18 let a starSich mélo nadvahu a 13 % bylo obéznich.

Alarmujici je rychly nartist nadvahy a zejména obezity v nasi republice. V roce 2000 m¢lo
v CR nadvahu nebo obezitu celkem 45 % populace, v roce 2013 jiz o 10 % vice. Jeité vice
pozornosti si zasluhuje fakt, ze za 13 let doslo k postupnému naristu podilu lidi s nadvahou
pouze o desetinu, a to z 31 % na 34 %, podil lidi s obezitou pfitom vzrostl aZ o polovinu
ze 14 % na 21 % populace (3).

Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou celosvétové jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality
s ptiblizn€ 14 miliony nové diagnostikovanych ptipadl v roce 2012 (4).

Malignity byly jako druhd nejcastéjsi pfi¢ina umrti v roce 2015 odpovédna za 8,8 milionu
umrti. Celosvétove je témét 1 z 6 imrti zptisobeno nadorovym onemocnénim.

V CR kazdoroéné onemocni nadorem vice neZ 77 tisic lidi (data za rok 2010). V roce 2008
celkem zilo 418 887 o0sob, u kterych bylo v daném roce nebo dfive diagnostikovano
onkologické onemocnéni. Roéné zemie v CR na nadorové onemocnéni pres 27 tisic lidi.
V  poctu onkologicky nemocnych zaujimame prfedni mista v Evrop€, dlouhodobé
obsazujeme 1. misto v ¢etnosti vyskytu rakoviny tlustého stieva (5).

Mechanismy spojujici diabetes mellitus 2. typu, obezitu a nadorova onemocnéni

V roce 1926 Warburg a kol. (6) zjistili, ze nadorové buniky maji schopnost ziskat energii jak
aerobni cestou, tak anaerobni glykolyzou s tvorbou kyseliny mlé¢né a to 1 za pfitomnosti
kysliku (coz je charakteristika zndma jako Warburgiiv fenomén). V poslednich letech se
ukdzalo, Ze zmény absorpce glukézy a metabolismu nejsou jejich jedinou metabolickou
odliSnosti. Pteziti, proliferaci a S$ifeni nadorovych bunék ovliviiuji nejen metabolické
odchylky, ale i hormony, humoralni a ristové faktory a parakrinni signaly z jejich okoli.
Interakce mezi metabolickym stavem jednotlivce a odlisnymi charakteristikami nadorti jsou
pravdépodobné zakladem pro souvislost mezi obezitou, cukrovkou a malignitami.
Abdominalni obezita a diabetes typu 2 Casto souvisi s metabolickymi abnormitami, které
mohou pfispét k progresi nadorti. Obezita je spojena se zanétem tukové tkdné se vySenou
produkci prozanétlivych cytokini a snizenim koncentrace adipokinli, ovliviyjicich
inzulinovou senzitivitu v kosternim svalstvu, jatrech a tukové tkani. Tyto zmény zvySuji
inzulinovou rezistenci ve tkdnich a vedou ke zvySeni produkce inzulinu beta buitkami
pankreatu s naslednou hyperinzulinémii. Inzulin zvySuje jaterni syntézu inzulinu podobného
rustového faktoru I (IGF-I), ktery je primarnim mediatorem ucinku ristového hormonu (GH).
Jeho zvysena hladina vede ke zménam v koncentraci proteini vazajicich IGF (IGFBPs) a
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ke zméndm lokalni koncentrace biologicky dostupného IGF-1 v jednotlivych tkanich.
Stoupajici hladina inzulinu nesta¢i kompenzovat inzulinovou rezistenci a dochazi
k hyperglykémii; nékdy dojde k ,,vyCerpani“ pankreatickych beta-bunék s naslednym
poklesem sekrece inzulinu. Rezistence na inzulin je také spojena s abnormalitami lipida, které
jsou charakterizovany zvySenim hladin lipoproteinii s velmi nizkou hustotou (VLDL) a
triacylglycerold, snizenim obsahu cholesterolu v lipoproteinech s vysokou hustotou (HDL).
Rezistence na inzulin vede ke snizeni hepatalni produkce globulinu vézajiciho pohlavni
hormony (SHBG) a ke zvyseni hladin volné¢ cirkulujicich hormonii (vcetné estrogenu a
testosteronu). Rust hormonalné zavislych nador mize u obéznich jedincti ovlivnit i zvySena
aktivita enzymu aromatazy s vyslednou pfeménou androgenti na estrogeny. Tyto dva faktury
zvySuji riziko vzniku hormonalné dependentnich nadorti prsu a endometria (7). Podobna
interakce byla pozorovana mezi karcinomem endometria a okolni stromalni tkani (8).

Tukova tkan

Dlouhou dobu byla tukova tkan povazovana pouze za pasivni orgdn pro ukladani
energetickych zasob ve formé triacylglyceroli. Tukova tkan vSak neni slozena pouze
z adipocytt, ale j také z fibroblastil, endotelii a imunokompetentnich bunék. Dnes je uznavéna
jaku komplexni a vysoce aktivni metabolicky a endokrinni orgéan, vylucujici do krevniho
ob&hu vedle volnych mastnych kyselin (free fatty acids, FFA) celou fadu biologicky aktivnich
latek vcetné adipokind a cytokind. Zmény v koncentraci téchto latek mohou potencialné
pfispivat k nadorovému rustu (9).

Adipocytokiny

Adipocyty v tukové tkani syntetizuji a secernuji fadu molekul, které jsou souhrnné nazyvany
adipocytokiny nebo adipokiny. Hypertroficka tukova u obéznich osob se od zdravé tukoveé
tkan¢ liSi spektrem produkovanych steroidnich hormont a adipcytokini se z vysSenou
produkci prozanétlivych molekul a ptitomnosti chronického subklinického zénétu.
Predpoklada se, ze tyto zmény se podileji na zvySeném riziku vzniku, progrese a
metastazovani malignich onemocnéni u obéznich jedincti (23). Vysledky soucasnych studii
ukazaly, Ze u experimentalnich obéznich zvifat dochazi v adipocytech také k hypoxii, ktera
aktivuje transkripéni faktor HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) s naslednou aktivaci
bunéénych mechanisml vedoucich k rozvoji inzulinové rezistence, k infiltraci tukové tkané
makrofagy, sekreci zanétlivych cytokint (interleukin 1, IL-1, IL 6, TNFa), zvySené tvorbé
volnych radikalt, k dysregulaci adiponektinu a leptinu a naslednému poklesu hladin
adiponektinu a vzestupu hladin leptinu. To ma za nasledek mitochondrialni dysfunkci, stres
endoplasmatického retikula a zanik adipocytl (24). VSechny tyto zmény, zejména stav
chronického zéanétu, charakterizovany sekreci IL-6, TNF-o and PAI-1, vytvaii piiznivé
podminky pro fenotypovou zménu nddorovych bunék ve smyslu zvySené invazivity a
agresivity (25).

Leptin

Leptin je proteinovy hormon (197 aminokyselin), ktery je produkovan hlavné adipocyty.
Hladiny leptinu pozitivné¢ koreluji s objemem tukové masy V organismu a inzulinémii.
U obéznich inzulinorezistentnich osob 1 u diabetikil 2. typu jsou jeho koncentrace zvysené,
zatimco u malnutri¢nich stavii snizené (10). Leptin ucinkuje centralné v hypotalamu,
potlacuje chut’ k jidlu a zvySuje energeticky vydej. Ovliviiuje také angiogenezi, imunitni
funkce, fertilitu a formovani kosti. Uginky leptinu jsou zprostiedkovany aktivaci leptinovych
receptor. Tyto receptory jsou lokalizovany zejména v hypotalamu, v bunkach
Langerhansovych ostrivkil pankreatu, dale v jatrech, ledvinéach, plicich, v tlustém stfeve,
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v bunkach zalude¢niho fundu, v kosternich svalech, kostni dieni a placenté (11,12). Sekrece
leptinu z adipocytu je regulovana zejména inzulinem, glukokortikoidy a katecholaminy (13).
Leptin plisobi zejména na Ob-R receptory, jejichz prevladajici izoforma Ob-Rb je odpovédna
za biologické uCinky leptinu aktivaci signalni cesty JAK/STAT (Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription), s naslednou stimulaci fosfatidylinositol 3-kinazy
(PI3K), kterad podporuje bunéény rist, migraci a invazivitu. Leptin moduluje 1 dal$i signalni
cesty, napt. ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein kinases 1 a 2), expresi
angiogennich faktort (VEGF) a HIF-la (hypoxia inducible factor-la ) a indukuje tvorbu
zanétlivych cytokinti (TNF-a a IL-6) v makrofazich. Subklinicky zanét u osob s inzulinovou
rezistenci zvySuje riziko onemocnéni, spojenych s obezitou, véetné nadort (14). Dysregulace
leptinové sekrece hraje roli v patogeneze tfady nadorti, jako je karcinom prsu, Stitné zlazy,
gastrointestinalni malignity, endometrialni karcinom (15). Vysoka exprese ObR u nadort prsu
je spojena se Spatnou prognozou, zvlasté u pacientek se zvySenymi hladinami leptinu v ob¢hu
(16); podobné je tomu tak i u nékterych gastrointestinalnich nadort.

Adiponektin

Adiponektin je proteinovy hormon (244 aminokyselin), ktery je syntetizovan v tukové tkani.
Jeho koncentrace negativné koreluji s obezitou a inzulinovou rezistenci, jsou snizeny
u diabetes mellitus typu 2 (17). Adiponektin se vaze na dva typy receptort, AdipoRI1 a
AdipoR2. Vazba adiponektinu na tyto receptory vede k aktivaci AMP kinazy (AMPK),
receptort PPARa (peroxisome-proliferator activated receptor alpha) a P38 MAP kinazy
v jatrech, kosternim svalu a endotelialnich bunkéach (18). ZvySuje se utilizace glukézy a
transport glukozy do svalovych, jaternich a tukovych bunék. Adiponektin  antagonizuje
hladiny adiponektinu negativné koreluji s rizikem karcinomu tlustého stieva, prostaty, prsu a
endometria (20). Na druhou stranu vyS$s$i koncentrace adiponektinu byly zaznamenany
u karcinomu pankreatu (21) nebo non-hodgkinakého lymfomu (22). Proto otazka ulohy
adiponektinu v onkogenezi zlstdva kontroverzni.

Inzulin, hyperglykémie a inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1)

Inzulin, hyperglykémie a inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1) vyznamné ovliviiuji
kancerogenezi. Ve studiich in vitro bylo prokazano, ze na spole¢né pisobeni hyperglykémie a
hyperinzulinémie vede k urychlenému rlstu bun¢k nadora tlustého stfeva, prostaty, prsu i
mocového méchyte (26). Stimulace inzulinovych receptord v téchto tkanich vede ke zvysené
transkripci genli regulujicich progresi bunécného déleni. Rast nadort je také spojen
S odchylnym metabolismem glukézy. Dlouho je zndmo, ze hyperglykémie podporuje rist
nadortt a hyperinzulinémie podporuje jejich metastazovani. Hyperinzulinémie muze také
prispét k rlstu a progresi nadoru prostiednictvim aktivace IR na nadorovych burikach (1).
Nédorové bunky jsou charakterizovany zménami v metabolismu glukézy. Je pozorovana
zvySena exprese transmembranovych glukozovych transportért (27). V burikach tkani, jako je
kosterni sval nebo tukovd tkan, je glukéza absorbovdna v disledku inzulinem
zprostfedkované translokace glukézového transportéru 4 (GLUT4) na plazmatickou
membranu. Oproti tomu vétSina karcinomi exprimuje prevazné glukoézové transportéry
GLUT1 a GLUT3 (31), které maji vysokou afinitu ke glukéze. Pozdéji objeveny GLUT12 je
exprimovan u nadord prsu a prostaty a tkanich citlivych na inzulin, véetné kostnich svald,
srdce a tukové tkané. GLUTI12 hraje roli pfi vychytavani glukézy v nddorovych butikach
odli$nou cestou od GLUT1 a GLUT3 (29). V nadorovych bunkéach je snizena mitochondrialni
respirace a zvySena tvorba laktatu, které vedou k acidifikaci tumoru, zvySené expresi aktivity
H+ transportért a ke zvysené odolnosti viici kyselému prostiedi, na rozdil od ostatnich buné¢k,
u kterych acidifikace vede k aktivaci kaspazového systému a k apoptoze (28). V disledku
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pusobeni onkogentl, inzulinu a ztraty funkce nadorovych supresorti je v nadorovych bunikach
zménéna regulace enzymi ovlivilyjicich glykolyzu (hexokinaza, fosfofruktokinaza a
pyruvatkinaza). ZvySeni aerobni glykolyzy poskytuje prekurzory nezbytné pro syntézu
nukleotidd, aminokyselin a lipida a proliferaci rakovinnych buné¢k (29).

Inzulin aktivuje nejen inzulinovy receptor, ale také receptor pro inzulinu podobny riistovy
faktor 1 (IGF-I), ktery vykazuje s IR 80% homologii, jeho aktivace ma vSak vétsi mitogenni a
transformacni dopad. VétSina nadorovych bunék mé zvySené mnozstvi IR ve dvou
izoformach A a B. Pfedev§im vazba inzulinu na receptor IR-A (30), ktery v nadorovych
bunkach pievazuje, vede k aktivaci ristu nadorové tkan€. Inzulinu podobny ristovy faktor I
(IGF-I) zprostiedkuje pusobeni rdstového hormonu (GH) na bunky a tkan¢ a ve fetalnim
obdobi a v détstvi vyznamné ovliviiuje vyvoj organizmu. U zvifecich modelt vysoké davky
exogenniho IGF-1 zvySuji rist nadoru a metastaz. U dospélych lidi byla zjisténa vyznamna
souvislost vysoké hladiny IGF-1 se vznikem karcinomu prostaty, premenopauzalniho
karcinomu prsu a karcinomu tlustého stieva (32). Klinické studie zaméfené na IGF-IR vSak
nebyly Gspésné. Dlvody jejich selhani jsou ¢etné. Za prvé, studie nebyly specificky zamétené
na osoby s nadory, které nadmérné exprimovaly IGF-IR. Kromé toho inhibice IGF-IR zvysuje
hladinu IGF-1 a aktivuje IR. Inhibice IGF-IR zvySuje hladinu GH, které zptsobuji
inzulinovou rezistenci a hyperinzulinemii.

Zavér

Je prokazano, ze jedinci s obezitou a diabetem typu 2 jsou vystaveni vétSimu riziku vzniku
tady malignit i vy$§i mortality na tato onemocnéni. Rada metabolickych abnormalit, které se
u obezity a diabetes mellitus typu 2 vyskytuji, je spojena stimto zvySenym rizikem.
Jednotlivé faktory mohou mit rGzny vyznam v patogenezi riiznych typt nadort. Piesné
mechanismy pisobeni metabolickych abnormalit dosud nejsou znamé a jsou piedmétem
intenzivniho vyzkumu, zejména s cilem najit markery ¢asnych stadii nadort, pfipadné nové
terapeutické cile.

Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN64165, MPO-FV10380 a PROGRES Q25/LF1/2
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PREVALENCE METABOLICKYCH KOMPLIKACI U CESKYCH ADOLESCENTU
PREVALENCE OF METABOLIC COMPLICATIONS IN CZECH ADOLESCENTS
H. Zamraziloval, M. KuneSoval, V. Hainer?, I. Aldhoon-Hainerova!?

L Centrum pro diagnostiku a 1é¢bu obezity, Endokrinologicky tistav, Praha
2 Klinika déti a dorostu FNKV a 3. LF UK, Praha

Uvod
Metabolickymi dusledky obezity jsou ohrozeni i dospivajici obézni jedinci.

Cil
Zjistit vyskyt jednotlivych metabolickych komplikaci u obéznich dospivajicich.

Metoda

U 717 obéznich jedinct (399 divek: BMI 29.9 kg/mz, z-BMI 2,6; 318 chlapci: BMI 30,3
kg/m?, z-BMI 2,6) ve véku 13,0 - 17,9 let byl stanoven vyskyt metabolického syndromu,
abdomindlni obezity, hypertenze, porusené gluk6zové homeostdzy, inzulinové rezistence,
dyslipidémie, zvySenych jaternich enzymi a kyseliny mocové.

Vysledky

Bylo zjisténo, Ze 14,5 % divek a 29,9 % chlapcii spliiovalo kritéria metabolického syndromu a
dale ze 88,2 % divek a 81,1 % chlapct vykazovalo abdominalni obezitu. Jednordzové méteni
krevniho tlaku ukazalo, ze 8,7 % divek a 17,8 % chlapci m&lo hypertenzi. Porusena glykémie
nala¢no byla zaznamenana u 6,3 % divek a 10,1 % chlapcl, nicméné cukrovka 2. typu byla
identifikovana pouze u 0,5 % divek a 0,3 % chlapcii. Pfitomnost inzulinové rezistence byla
potvrzena u 30,2 % divek a 44,4 % chlapci. U cCeskych obéznich adolescenti byly
zaznamenany tyto poruchy lipidového spektra: nizky HDL-cholesterol (14,0 % divek, 34,2 %
chlapctt), zvySené triacylglyceroly (22,1 % divek, 33,9 % chlapct), zvySeny celkovy
cholesterol (14,0 % divek, 11,4 % chlapct) a zvySeny LDL-cholesterol (13,5 % divek, 10,1 %
chlapctl). Zvysena aktivita alaninaminotransferazy byla prokazana u 8,6 % divek a 17,3 %
chlapcii. Polovina obéznich dospivajicich méla zvySenou hladinu kyseliny mocové.

Zavér
Vysledky ukézaly, Ze u obéznich se vyskytuje fada metabolickych komplikaci jiz
v adolescenci.

Podpoieno grantem AZV CR 17-31670A
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LIPIDOVE BIOMARKERY NEUROPSYCHIATRICKYCH ONEMOCNENI
LIPID BIOMARKERS IN NEUROPSYCHIATRIC DISEASES

M. Zeman!, M. Veckal, R. Jirak?2, J. Macasek!, T. Vaiekal, S. Coubaloval, D. Vitkoval,
A. Zak!

Univerzita Karlova v Praze, 11V. interni klinika 1. LF UK, 2Psychiatrickd klinika 1. LF UK

Abstract

The depressive disorder (DD) is thought to become the second most important cause of
disability in 2020 and affective disorders are on the fourth place in complete invalidity causes
in the Czech Republic (CR). The incidence of Alzheimer's disease (AD) increases steadily
with age even in the CR. In the pathogenesis of AD and DD, the metabolism of fatty acids
and sterol lipids, is changed, and these changes are connected with insulin resistance,
oxidative stress and inflammatory processes. Response to antidepressant treatment is
unpredictable, the percentage of treatment resistant depression being up to 30% depending on
the criteria. So, the risk factors (biochemical, personality, etc.) are now being searched for,
which could predict success of the treatment modality. In the case of AD, nowadays, there are
no disease-modifying therapies, due to the impossibility to detect the disease before the stage
characterized with memory loss and functional decline. Current methods to diagnose
preclinical stage of the disease are either invasive, time-consuming or expensive. Blood based
biomarkers could identify the individuals at risk of the AD developing. Lipid metabolism has
been implicated in the pathogenesis of both DD and AD. Accordingly, a short overview of
blood lipidomic studies (e.g. liquid chromatography-mass spectrometry, direct infusion mass
spectrometry) aiming to identify both early AD stages and DD subtypes, is presented.

Uvod

Epidemiologické idaje ukazuji, Ze v rozvinutych zemich stale stoupd zatéZ populace
chorobami jako jsou diabetes mellitus typu 2 ¢i deprese nebo Alzhemeirova demence. Tato
onemocnéni vyznamné piispivaji ke zhorSovani kvality Zivota, vyjadiené jako pocet let
zivota, které byly ztraceny v disledku disability a pfedcasné mortality (DALY — disability
adjusted life years) (GBD 2015). Depresivni porucha bude ziejmé& v roce 2020 druhou
nejcastéjsi pri¢inou invalidity v rozvinutych zemich (Bogavac-Stanojevic 2016) a afektivni
poruchy jako celek jsou na étvrtém misté piicin plné invalidity v Ceské republice. Depresivni
porucha je spojena se zvySenym rizikem rozvoje diabetes mellitus 2. Typu (Mezuk 2008) a
zvysSené kardiovaskularni i celkové mortality (Wulsin 1999). Lécba téchto onemocnéni a
je Alzheimerova nemoc (AD). V Ceské republice (CR) vyskyt AD stabilng vzrista s vékem
(postizenych je 15 — 25 % 0sob s vékem nad 75 let a 25 — 30 % osob starsich 85 let). V CR
pocet nemocnych s AD pifevySuje 130 000 (Matl 2015). Velka vétSina téchto osob je
postizena pozdni (sporadickd) forma, (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD), kterd se
manifestuje po 65. roce véku. Rozvoj LOAD je spojen s ptisobenim nékterych rizikovych
faktorti, pfedev§im s v€kem, déle napf. obezita, vysoky piijem kalorii a nasycenych tuka
ve strave, koufeni cigaret, hyperhomocysteinémie nebo deprese (Luchsinger a Mayeux 2004).
I kdyz tyto pifipady se nedédi mendelovskym zpisobem, je zde prokazovana vyznamna
heritabilita (Avramopoulos 2009). AD je neurodegenerativni onemocnéni, charakterizované
progresivni atrofii neuronti zejména v mozkové klite a v hippocampu, poklesem poctu synapsi
a neuronalni plasticity, pfitomnosti extracelularnich deposit amyloidu a neurofibrilarnich
klubek. Je vyrazné postiZzena episodickd pamét a choroba postupné progreduje k Uplné
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demenci. Predpoklada se, ze depozita amyloidu beta spoustéji patologické kaskady vcetné
neurodegenerativnich zmén puisobicich atrofii mozkovych struktur (napt. hippocampu), jejiz
stupent koreluje s progresi do demence (Jack Jr 2011). Hlavnim kritériem pro diagnozu
Alzheimerovy choroby je pfitomnost demence, pfiCemz je vyloucena jina pfi¢ina demence
(napft. vaskularni demence, demence s Lewyho télisky aj.). Ke stanoveni diagnozy je mozné
uzit biochemické vysetfeni mozkomiSniho moku (snizena hladina beta-amyloidu a zvysSena
hladina tau-proteinu) a zobrazovaci metody, zejména pozitronovou emisni tomografii (PET) a
magnetickou rezonanci (MRI). Tato vySetfeni jsou nakladnd, ¢asové narocné nebo invazivni.
Kauzalni 1écba rozvinuté AD dosud neni zndma. Proto ma velky vyznam snaha o vc¢asné
rozpoznani prodromalni faze AD, kde by lé¢ebna intervence mohla jesté dalsi rozvoj AD
oddalit nebo zpomalit. Hledaji se metody, jak vCas diagnostikovat predchiidce rozvinuté AD,
preklinické stadium AD, tzv. amnestickou formu mirné kognitivni poruchy (mild cognitive
impairment, MCI) a ptipadné jak odhadnout riziko konverze amnestické MCI (aMCI) v AD.

Depresivni porucha je heterogenni onemocnéni, u kterého je popisovano nékolik
subtypt podle pifitomnych ptiznakl, véku manifestace nebo klinického prubéhu (Herbert
2016). Deprese se Casto objevuje u pacienti s AD a naopak, podle fady autort je deprese
spojena se zvySenym rizikem vzniku kognitivni poruchy, zejména aMCI. (Panza 2010).
Vysledky soucasnych studii naznacuji, ze deprese je potencialné preventabilni, a Ze by mohla
byt modifikovatelnym rizikovym faktorem demence v pozd&jsim véku (Diniz 2013).
V soucasné dob¢ vsak vysledky 1écby deprese stale nejsou dobré. Odhaduje se, ze kolem
30 % ptipadil deprese je rezistentnich na 1écbu (De Sousa 2015), podle toho, jaka kritéria jsou
pouzita (Strawbridge 2017). Skoérovaci systémy pro urCeni zavaznosti symptomil deprese
neumoziuji sniZzovat subjektivitu hodnoceni coz dale zhorSuje potencial pro komplexni
analyzu a zavedeni vhodného 1é¢ebného schématu (Mitchell 2009). Také se odhaduje, ze az
tfetina pacientil neni spravné diagnostikovana (Wittchen 2001).

Vyznam markeri neuropsychiatrickych onemocnéni

Ke zlepseni vysledkd 1é¢by jsou hledany rizikové faktory (napt, osobnostni, genetické
pozadi, atd.), které by mohly pfedpovédét uspéSnost 1écby. Vzhledem k malé
pravdépodobnosti, Ze jednotlivy marker mé& dostateCnou specificitu a senzitivitu
pro klasifikaci konkrétni neuropsychiatrické poruchy, je dnes pozornost zamétovana na urceni
paneld biomarker®, jejichz vySetfeni by mohlo vyraznéji pfispét ke stanoveni diagnozy
(Schmidt 2011).
Obecné¢ sméry vyzkumu vhodnych biomarkeri vychazeji ze soucasnych znalosti
o patologickych procesech, které se ucastni v patogenezi neuropsychiatrickych onemocnéni,
jako jsou oxidacni stress, zanét, sniZzena neurogeneze, metabolické odchylky, jako inzulinova
rezistence v CNS, dysregulace vicenenasycenych mastnych kyselin (PUFA), poruchy
pfemény tryptofanu, mitochondrialni dysfunkce a jiné (Strawbridge 2017, Parekh 2017,
Perkovic 2017, Kodydkova 2009). VsSechny tyto aberace vedou k progresivnim zménam
v organizaci CNS (“neuroprogrese”), k jejimz klinickym korelatim patfi manifestace
klinickych projevli onemocnéni, jako je somatizace, deprese, psychotické ptiznaky, kognitivni
poruchy vedouci k demenci (Berk 2011). V soucasné dobé je vénovana velka pozornost
hledani potencialnich biomarkert, schopnych predikovat responsivitu pacientd na anti-
depresivni nebo antipsychotickou 1é¢bu (Strawbridge 2017, Uher 2014).

Pracovni skupina Narodniho institutu zdravi (The Biomarkers Definitions Working Group of
the National Institutes of Health Group) definuje biomarker jako ‘“charakteristika, ktera je
objektivné meéfitelna a slouzi jako indikator normalnich biologickych procesti, patogennich
procesi a farmakologickych odpovédi na terapeutickou intervenci” (Atkinson 2001).
Biomarkery by mély mit vysokou sensitivitu a specificitu (> 80 %) v detekci ptislusného

-74 -



ATHEROSKLEROSA 2017 ATHEROSKLEROSA

neuropsychiatrického onemocnéni, aby byly uzitecné pro klinickou praxi. Potencidlnich
biomarkert je cela fada. Patfi sem molekuly pfimo nebo neptimo spojené s rustovymi faktory,
neurotransmittery, oxida¢nim stresem, zanétem a dalSimi charakteristikami patogeneze
neuropsychiatrickych onemocnéni.

Ptredpoklada se, ze biomedicinské markery bude mozno vyuzit zejména ve tiech oblastech:
stanoveni diagndzy a progndzy onemocnéni, 1écba a sledovani pacientli a mozny vyvoj
novych 1€kl. V psychiatrii a zejména v oblasti problematiky poruch nalady byla rozvinuta
cela fada oblasti vyzkumu, s cilem najit vhodné markery: genetické a molekularni faktory,
kvantitativni elektroencefalografie (qEEG), zobrazovaci metody, auditivni evokované
potencialy zavislé na hlasitosti (LDAEP, loudness dependence of auditory evoked potentials),
Vedle prospéchu, spojeného s urCenim potencidlnich cili 1é¢by mulze rozvoj biomarkert
ptispét k identifikaci podskupin pacientt se specifickymi vhodnymi terapeutickymi cili.

Lipidové biomarkery. Podstatnou ¢ast hmoty mozku tvofi lipidy. Jde zejména o cholesterol,
mastné kyseliny, zejména vicenenasycen¢ (PUFA) a dalsi lipidové frakce, jako
glycerofosfolipidy, triglyceridy, glycerolipidy a sfingolipidy. Lipidy jsou nepostradatelné
pro funkci neuront, Uc€astni se napf. regulace membranové fluidity a permeability, tvorby
vesikul a jejich transportu, bunééné integrity a neuroplasticity. Lipidy piedstavuji potencidlni
skupinu perifernich biomarkert, které by mohly byt pouZzity pro kvantitativné¢ podlozenou
diagnozu, monitorovani lécebné odpovédi a stratifikaci pacienta.

V nedavnych létech doSlo k rychlému technologickému rozvoji v analytické chemii, ktery
vyrazné rozsitil moznosti stanoveni celé fady sloucenin, véetné raznych typt lipida. Uzitim
hmotové spektrometrie, napojené na vysoce efektivni systémy kapalinové chromatografie je
mozné isolovat a identifikovat velmi Siroké spektrum molekul jednotlivych lipidovych tfid.
Vyuziti lipidomiky umoziiuje porozumét pochodim lipidového metabolismu u vyznamnych
onemocnéni, jako jsou ateroskler6za, nadorova onemocnéni, diabetes mellitus, a také
neuropsychiatrickd onemocnéni, zejména deprese a Alzheimerova demence. Tento piehled je
vénovan problematice lipidovych biomarkerti u deprese a Alzheimerovy choroby.

Lipidové biomarkery u Alzheimerovy demence

Lipidomické analyzy v mozcich nemocnych s AD ukédzaly na vyznamné odchylky
metabolismu lipidd. Chan et al. (2012) nasli ve srovnani se stejné starymi kontrolami zvySeni
DAG a ceramidi v prefrontalni kiife a zvySeni koncentrace lysobifosfatidové kyseliny,
sfingomyelinu, gangliosidu GM3 a esteri cholesterolu v entorhinalnim kortexu nemocnych
s AD, zatimco v cerebellu tyto zmény nalezeny nebyly. Navic zjistili v prefrontalni kiife
postizenych osob vyznamny pokles vicenenasycenych fosfatidyletanolamint (PE) 40:6, 38:6
a 38:4, povSechny pokles PUFA s dlouhym fetézcem (> 40C) s odpovidajicim podilem
vzestupu mastnych kyselin s kratkym fetézcem (< 34C), coZ odpovidd poklesu hladin PE
nesoucich DHA v mozku nemocnych s AD. Tyto nélezy ukazuji nato, sloZeni mastnych
kyselin, esterifikovanych v lipidech CNS ziejmé hraji vyznamnou roli v patogenezi AD.
Odlisnost zmén lipidl v prislusnych oblastech mozku osob s AD miize souviset a riznymi
stadii postizeni téchto oblasti. V jedné star§i praci byla oblast entorhinalni kiiry postizena
diive neZ neokortikdlni oblasti (Gomez-Isla et al. 1996). Zmény v koncentracich riznych
lipidovych tfid u AD byly nalezeny i v dalSich studiich. V jedné praci 6 riznych estert
cholesterolu s dlouhym fetézcem (CE 32:0, 34:0, 34:6, 32:4, 33:6, 40:4) bylo u AD snizeno a
jejich koncentrace klesaly v potradi (kontroly > MCI > AD) (Proitsi 2015). Jiz diive byl
popsan u malé skupiny pacienti s AD Vv mozkomiSnim moku pokles celkovych
fosfatidylcholini (PC) 1 pokles nékterych specifickych tfid a soucasné pokles
lysofosfatidylcholinu (LPC) a zvySeni hladiny produktd hydrolyzy PC, jako
glycerofosfocholin a fosfocholin a autofi uzavfteli, Ze pro AD je charakteristickd zvySena
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hydrolyza PC v mozku s néaslednym zvySenim glycerofofosfocholinu v mozkomisni tekutiné
(Walter 2004). Nedavno byla publikovana prospektivni studie, ve které¢ ve skupiné zdravych
kontrol, u kterych pozd¢ji doslo ke konverzi na MCI/AD, byl na zacatku sledovani zjistén
pokles hladin 10 metabolitti, mezi kterymi byly fosfatidylcholiny : diacyl PC 36:6, 38:0, 38:6,
40:1, 40:2, 40:6, PC acyl-alkyl 40:6, a LPC 18:2, a také acylkarnitiny (AC) propionyl AC
(C3) a C16:1-OH (Mapstone 2014). Pokles tohoto panelu lipidovych sloucenin spolehlivé
predpovidal konverzi zdravych klontrol na MCI/AD béhem 2 — 3 letého intervalu s piesnosti
90 %). Pfedtim Whiley et al. (2014) identifikovali 3 molekuly PC, jejichz hladiny byly
vyznamné niz$i u osob s AD ve srovnani s kontrolami PC 16:0/20:5, 16:0/22:6 a 18:0/22:6.
Nasledna valida¢ni studie u 141 osob tento nélez potvrdila. Podobné vysledky byly ziskany
v dalSich studiich, kde byl rovnéz zjistén pokles PC (38:4, 38:6 a 40:6) v periferni krvi
nemocnych s AD (Oresi¢ 2011, Olazaran 2015). Vedle odchylek metabolismu PC je
u nemocnych s AD nalézéna také dysregulace sfingolipidii, zejména pokles sfingomyelinti
(SM) a vzestup ceramidi (Cer) v plasmé a sérech pacientli s AD. Zejména jde o frakce SM
obsahujici dlouhé (C 22 a C 24) fetézce (Han 2011), Soucasné jsou pozorovany u nemocnych
s AD zvyseni hladiny Cer (Han 2011, Mielke 2010), které jsou povazovany za biomarkery
¢asného stadia AD (Mielke 2012).

Lipidové biomarkery u deprese

Jako potencialni biomarkery byly u osob s depresivnimi poruchami zkoumany zejména
cholesterol a jeho plasmatické frakce, vicenenasycené mastné kyseliny, ale i dalsi lipidové
slouceniny, jako glycerofosfolipidy a sfingolipidy

Cholesterol plasmy a jeho frakce

Mezi lipidy, jejichz poruchy metabolismu, transportu a odliSné hladiny by mohly hrat
roli v patogeneze deprese, patii cholesterol. Mozek obsahuje 20 % celkového cholesterolu
lidského téla, ptficemZz 70 % se nachazi v oligodendrocytech, tvoficich myelin. Hladiny
cholesterolu jsou uzce regulovany vzhledem k nutnosti dostate¢ného neurologického vyvoje a
funkce (Dietschy a Turley 2004). Cholesterol lokalizovany v plasmatickych membranach
ovlivituje jejich fluiditu s naslednym ovlivnénim regulace membranové vazanych proteint a
iontovych kanali a synaptického pienosu. Cholesterol je nezbytny pro tvorbu synapsi,
dendrit a axonalni vodivost. Porucha kterékoliv této funkce vede k poruse neurotransmise a
k poklesu synaptické plasticity. Nékteré prace zaznamenaly asociace mezi nizkou hladinou
celkového cholesterolu a depresi (Jow et al. 2006, Olusi a Fido 996). V mozcich nemocnych
s depresi byl sniZzeny obsah cholesterolu spolu s poklesem synapsi (Beasley 2005). Nékteré
studie zjistily vztahy mezi nizkou hladinou cholesterolu a sebevrazednymi pokusy
(Fiedorowicz a Coryell 2007) i dokonanymi sebevrazdami (Ellison a Morrison 2001).
Mechanismy spojeni cholesterolu s afektivnimi poruchami a sebevrazednym jedndnim vSak
dosud nejsou jasné. Ve velké finské prospektivni studii byla vyssi hladina cholesterolu
pozitivné asociovana se sebevrazdami (Tanskanen et al. 2000). V jiné velké studii byla
u depresivnich nemocnych zjiSténa pozitivni asociace mezi cholesterolem, triglyceridy a
hmotnostnim indexem (BMI) se suicidalnimi pokusy (Brunner et al. 2006). V dalsi studii
nebyl zjistén vyznam hladiny cholesterolu pro suicidalni jednani u nemocnych se schizofrenii,
depresi i bipolarni poruchou (Park et al. 2013). Ne&které studie zjistily vztah hladiny
cholesterolu k odpovédi na 1é¢bu antidepresivy. Napi. Papakostas et al.,2003, 2004 zjistili
u osob s hypercholesterolémii slabsi odpovéd na antidepresivni 1éCbu a vétsi tendenci
k relapsim onemocnéni. Pravdépodobné zavisi i na typu deprese, jelikoz v jedné prospektivni
studii cholesterolémie neptedpovidala depresivni fize u nemocnych s unipoldrni depresi,
zatimco nizky sérovy cholesterol u nemocnych s bipolarni poruchou ptedpovidal manické
faze (Fiedorowicz et al. 2010). U nemocnych s depresi jsou také nalézany snizené hladiny
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HDL-cholesterolu a vysoky pomér celkového i LDL-cholesterolu k HDL-cholesterolu
(Borgherini et al. 2002). U prvostupnovych pfibuznych depresivnich pacientti byl nalezen
vyznamné niz§i HDL-cholesterol ve srovnani s kontrolnimi osobami (Sobczak et al. 2004).
Podle Maese et al. (1997) je nizky HDL-cholesterol markerem deprese a suicidalniho chovani
u depresivnich muzl, nizkd hladina HDL-C je pravdépodobné souvisi s pifitomnosti
zanétlivého stavu u deprese a u depresivnich jedincti dochdzi k poruSe reverzniho transportu
cholesterolu. Vzhledem Kk stale trvajicim nejasnostem ve vztahu hladin cholesterolu a jeho
plasmatickych frakei neni mozno cholesterol uzivat jako biomarker deprese.

Vicenenasycené mastné kyseliny (PUFAs)

Asi 50 — 60 % suSiny mozku dospé&lého ¢loveéka tvoii lipidy. Z toho asi 35 % tvofi
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (LCPUFA) mezi kterymi pievazuji kyselina
arachidonova (AA, 20:4 n-6) a dokosahexaenova (DHA, 22:6 n-3). Samotnd DHA
predstavuje DHA asi 15 % —20 % tuku v lidském mozku a pokles jejiho obsahu je vztazen
k patogenezi deprese, Vv dusledku dysregulace zanétu, poklesu antioxida¢ni kapacity a
porusené neurotransmisi (Greenwood 2001). Ve frontdlni oblasti mozkové kiry
lidi, zemfelych ve v€ku 25 — 45 let nasli NcNamara a Carlson 36 % nasycenych mastnych
kyselin, kde byly zastoupeny témét vyluéné kyselina stearova (18:0) a palmitova (16:0). Podil
celkovych omega-6 MK ¢inil 17 % (pievazovala AA) a podil celkovych omega-3 MK byl cca
14 % (prakticky pouze DHA, ostatni, tj. EPA, ALA a DPA ptedstavovaly méné nez 1 %).
Omega-9 mastné kyseliny byly zastoupeny 20 % (prakticky pouze kyselina olejova, 18:1 n-9
a omega-7 MK ¢inily 8 % (McNamara a Carlson 2006). Kyselina arachidonové je obsazena
ve vSech tkénich, zatimco DHA pfevazuje v Sedé hmot¢ mozku, v sitnici a testes. Obsah AA a
DHA v mozku piibyva zejména v obdobi nejvétsiho ristu mozku, cca 3 mésice pred porodem
a kratce v postnatalnim obdobi (Wainwright 2000). Mechanismy ptisobeni PUFA v CNS jsou
nasledujici: (1) ovlivnéni vlastnosti membran neuront a slozek, v nich obsazenych; (2)
ovlivnéni nitrobunééné signalizace, genové exprese a transkripce; (3) modulace imunitnich a
zanétlivych pochodt; (4) ovlivnéni neurogeneze; (5) ovlivnéni neurotransmise, zejména
serotoninové a dopaminové. Depresivni nemocni maji v séru i v riznych tkanich vcetné
mozku niz$i hladinu PUFA n-3 (Peet et al. 1998, Maes et al. 1998, McNamara et al. 2007),
pravdépodobné jako disledek zvySeného oxida¢niho stresu. Koncentrace PUFA n-3 negativné
koreluji se zavaznosti depresivni symptomatologie (Conklin et al. 2007). SniZzeny obsah
PUFA n-3 je Casto provazen vy$§imi hodnotami poméru AA/DHA a AA/EPA nebo PUFA
n-6/PUFA n-3 (Adams et al. 1996, Frasure-Smith et al. 2004). V experimentu na zvifatech
vedl deficit PUFA n-3 k depresi a zvySeni agresivity (DeMar et al. 2006). Naopak
suplementace PUFA n-3 v dieté zvySuje obsah neurotransmitterd (noradrenalin, serotonin a
dopamin) v mozku a podporuje neurogenezi v hippocampu (Calderon a Kim 2004, DeMar Jr.
et al. 2006). U zdravych lidskych dobrovolnikt bylo prokazano, ze vysoky piijem PUFA n-3
zvySuje objem Sedé¢ hmoty v oblastech mozku vyznamnych pro emocni a kognitivni funkce
(pravy hippocampus, prava amygdala a pfedni cingulum (Conklin et al. 2007).

Dalsi lipidové biomarkery

V experimentu na mySich konckoutovanych pro tryptofan hydroxyldzu 2, klicového enzymu
pro syntézu serotoninu byla provedena lipidomicka analyza s cilem najit biomarkery, spojené
s deficitem serotoninu. Bylo nalezeno 59 lipidovych sloucenin: fada glycerofosfolipidi,
sfingolipidy (sphingomyeliny, ceramidy, a jejich glyko-derivaty), a volné mastné kyseliny
(Weng et al. 2016).Tato prace ukazala, Ze lipidovy metabolismus souvisi s deficienci
serotoninu, vyznamného neurotransmitteru ovliviiujiciho naladu. Otoki et al. (2017)
publikovali vysledky malé exploratorni studie, kterd se zabyvala vztahem potencidlnich
lipidovych biomarkerti (plasmatické plasmalogeny, diacyl-fosfolipidy a mastné kyseliny

-77 -



ATHEROSKLEROSA 2017 ATHEROSKLEROSA

v celkovych fosfolipidech, esterech cholesterolu a triglyceridech i volné mastné kyseliny)
k depresivnim episodam u sezénni afektivni poruchy. Béhem zimni deprese nasli vyznamné
niz8i hladinu kyseliny alfa-linolenové a vyssi hladinu kyseliny myristolejové v triglyceridech
(TG), dale byl pozorovan vyznamny pokles diacyl-fosfolipidu, obsahujiciho kyselinu
stearovou a DHA. Naproti tomu hladiny esterti cholesterol s kyselinou olejovou a né€kolika
PUFA mezi létem a zimou stoupaly proporciondlné¢ s manifestaci symptomt deprese.
Nedavno byla také publikovana studie (Liu et al. 2016), ve které strategii necilené lipidomiky
pii uziti vyspé€lé technologie UPLC-Q-TOF/MS (ultra performance liquid chromatography
coupled with quadrupole time-of-flight mass spectrometry) byl urCen panel lipida
(lysofosfatidyletanolamin 20:4, fosfatidylcholin 34:1, fosfatidylinositol Pl 40:4, sfingomyelin
SM 39:1, 2, a triglycerid TG 44:2) , jehoz stanovenim bylo mozno s vysokou senzitivitou
(> 76 %) a specificitou (> 92 %) rozlisit osoby s té¢Zkou i mirnou depresi od zdravych kontrol.

Zavéry

Vysledky pilotnich studii ukazuji, Zze pouziti novych analytickych chemickych
technologii soucasné s vyspélymi statistickymi metodami umoznuje ziskat informace
o detailech vztahi mezi odchylkami lipidového metabolismu na jedné strané a
morfologickymi, klinickymi a psychologickymi charakteristikami na a strané druhé u riznych
neuropsychiatrickych onemocnéni. Da se o¢ekavat, ze v budoucnu tyto vysledky bude mozno
uplatnit jak v ¢asné diagnostice a odliSeni subtypt téchto stavi, tak i v monitoraci jejich 1é¢by
nebo pii hledani novych terapeutickych cilt.

Studie byla podpoi‘ena projekty RVO-VFN64165, MPO-FV10380 a PROGRES Q25/LF1/2
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PLEITROPNI UCINKY ZLUCOVYCH KYSELIN
PLEIOTROPIC EFFECTS OF BILE ACIDS
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1V. interni klinika, 1. lékarska fakulta Univerzity Karlovy a VFN v Praze
YCentrum pro vyzkum a vyvoj, C2P s.r.o.

Souhrn

Zlu¢ové kyseliny, které byly pokladany za sloudeniny vyznamné pro digesci a absorpci tuku,
jsou dnes povazovany za metabolické modulatory. Zlu¢ové kyseliny jsou versatilni signalni
molekuly, které maji vyznamné endokrinni a metabolické ucinky, které jsou zprosttedkovany
interakci s fadou nukledrni a cytoplasmatickych receptort, predevsim s farnesoidnim X
receptorem (FXR) a cytoplasmatickym receptorem spfazenym s G proteiny (TGR5). Aktivace
FXR a TGRS ovliviiuje energeticky vydej a kontrolu hmotnosti, glukézovy a lipidovy
metabolismus, modulaci zanétu jater, jaterni fibrogenezi a karcinogenezi.

Abstract

Bile acids, which were thought to be substances important for digestion and absorption of
lipids, are considered as novel metabolic regulators. Bile acids are versatile signal molecules
with a plethora of endocrine as well as metabolic effects through interaction with many
nuclear and cytoplasmic receptors. Among them, the most important is nuclear farnesoid X
receptor (FXR) and cytoplasmic TGRS receptor. Activation of FXR and TGR5 by bile acids
influences lipid and glucose metabolism, inflammation, energy metabolism, fibrogenesis, as
well as carcinogenesis.

Uvod

Zlugové kyseliny (BA, bile acid) predstavuji skupinu molekul s podobnou chemickou
strukturou a detergentnimi vlastnostmi. BA jsou nejvyznamnéjsi soucasti Zluce. Jejich syntéza
produkty syntézy oznaCované jako primarni BA se liS§i mezi jednotlivymi druhy obratlovci.
U cloveka jsou primarni BA — kyselina cholovd (CA, cholic acid) a kyselina
chenodesoxycholova (CDCA, chenodeoxycholic acid). Chemicka rozmanitost poolu BA i
jeho velikost je podminéna stfevnim mikrobiomem. Vztah mezi BA a stfevnim mikrobiomem
je oboustranny. Mikrobiom se podili na syntéze sekundéarnich (resp. tercidrnich) BA a tudiz
na diverzité spektra BA, na druhé strané BA ovliviiuji slozeni stitevniho mikrobiomu.

Zluové kyseliny, kterym se dfive piisuzovala pouze funkce piirozenych detergentti
slouzicich k emulgaci, digesci a absorpci tukti (resp. v tucich rozpustnych vitamintl), maji
fadu pleiotropnich uéinkd, které jsou v piehledu uvedeny v tabulce 1.

Poznatky z poslednich 20 let prokazaly, ze BA jsou vyznamnymi regulatory
komplexnich metabolickych déja. BA reguluji nejen vlastni metabolismus, ale podileji se na
fizeni lipidového metabolismu, gluk6zové homeostazy i ucincich insulinu v centralnich a
perifernich tkanich. Uginky BA jsou spojeny také s energetickym vydejem i kontrolou
hmotnosti, regulaci imunity a zanctu. Pfedpokladd se, Ze BA mohou ovlivilovat
aterotrombdzu, neuro-protektivni procesy i karcinogenezi a zasahovat do fady dalSich déja
jako je regenerace jater, starnuti cholangiocytt, rozvoj nealkoholové steatdzy jater a dalsi (de
Aguiar Vallim et al. 2013, Marin et al. 2015, Vitek a Haluzik 2016, Ackermann a Gerhard
2016).
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Tabulka 1. Pleitropni G¢inky zlu¢ovych kyselin (podle Marin et al. 2015, Copple a Li 2016)

Funkce Zlucovych kyselin Misto piisobeni
Choleréza (sekrece Zluci zavisla na BA) hepatocyt

Solubilita cholesterolu ve zluci (smisené micely) zluénik a zluCové cesty
Digesce lipidl pankreatickymi enzymy stitevni lumen

Uvolnéni CCK a GLP-1 a sekrece enzymt pankreatu | entero-endokrinni buiiky tenkého
stfeva a pankreatu

Absorpce vitamini rozpustnych v tucich sttevni lumen

Prevence bakterialni invaze do zlucovych cest a sttevni lumen a zlu€ové cesty
zabrana bakteridlniho preriistani tenkého stfeva

Zachovani bariérové funkce stieva sténa stfevni

Vétsina novéji studovanych ucinkti BA je spojena s funkci BA jako ligandt (aktivatora)
fady specifickych receptori — nuklearnich i cytoplasmatickych. Mezi nuklearni receptory
aktivované BA patii: farnesoidni X receptor (FXR), receptor vitaminu D (VDR), pregnanovy
X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR). Do skupiny
cytoplasmatickych receptorii aktivovanych BA patii transmembranovy receptor sprazeny
s G proteiny typu 5 (TGRS), receptor pro sfingosin-1-fosfat typu 2 (SIPR2) a muskarinovy
receptor typu (M3R) (Duboc et al. 2014, Copple a Li 2016, Vitek a Haluzik 2016).

Tyto receptory jsou exprimovany v jatrech (FXR, VDR, PXR, CAR, M3R), tenkém
sttevé (FXR, TGRS), exokrinnim a endokrinnim pankreatu (FXR, TGRS, M3R),
kardiovaskularnim systému (FXR, VDR, PXR, TGRS), bunkach endotelu (M3R),
kardiomyocytech (TGRS), tukové tkani (TGRS, M3R), kosternim svalstvu (TGRS),
imunitnim systému (PXR) a nadledvinach (FXR) (Baptissart et al. 2013, Duboc et al. 2014,
Vitek a Haluzik 2016).

V tabulce 2 jsou ptehledné uvedeny specifické receptory aktivované BA, jejich bunécna
lokalizace, exprese v organu a tkani a funkce.

Struktura Zlu¢ovych kyselin

Zluéové kyseliny jsou skupinou 24C steroidii, které je sloZeno ze steroidniho jadra,
tvoteného tfemi 6C kruhy (A, B a C), jednim 5C kruhem (D) a postranniho fetézce s 5C, ktery
je zakonlen karboxylovou skupinou. Molekularni rozmanitost je urCena ptfitomnosti
hydroxylovych skupin na kruzich A i B a jejich konfiguraci, kterd méni fyzikalné-chemické a
biologické vlastnosti BA. Vzhledem k tomu, Ze vétSina majoritnich BA ma spojeni kruhtt A/B
v cis konfiguraci a H na C5 v 5B konfiguraci, tak steroidni jadro BA ma konkavni zaktivenou
(,,zobdkovitou®) strukturu. VétSina OH skupin je v o konfiguraci, které jsou orientovany
smérem ke konkadvni ¢asti molekuly BA (obrazek 1). To zarucuje amfipaticky charakter
molekuly BA (Marin et al. 2015). Pfitomnost hydroxylovych skupin na C3, C7 a C12 i jejich
orientace podle roviny steroidniho jadra (a/f) ovliviluje rozpustnost BA, ktera stoupa
v potadi: LCA < DCA < CDCA < CA < UDCA < kyselina muricholova (MCA) (de Aguiar
Vallim et al. 2013).
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Tabulka 2. Charakteristika receptorti aktivovany BA

Receptor/lokalizace

Exprese v organu/tkani

Funkce

FXR/jadro jatra homeostaza BA, lipidu, glukozy
stfevo homeostaza BA
B-bunky pankreatu sekrece insulinu, apoptdza B-bunék
KV systém protekce KV systému
VDR/jadro jatra homeostaza lipidi
KV systém protekce KV systému
PXR/jadro jatra metabolismus lipida a glukozy
imunitni systém regulace vrozené imunity
CAR/jadro jatra metabolismus lipida a glukozy
TGR5/cytoplasma | stievo indukce sekrece GLP-1
stievo stimulace peristaltiky a sekrece

hnéda tukova tkan

zvySena energeticky vydej, syntéza T31

kosterni svalstvo

zvySena energeticky vydej, syntéza T31

B-buiiky pankreatu

metabolismus glukozy

kardiomyocyty

pozitivni inotropni u¢inek

imunitni systém

-----

M3R/cytoplasma

endotel

anti-aterogenni u¢inky

tukova tkan

regulace adipozity

pankreas metabolismus glukozy

jatra metabolismus lipid
S1PR2/cytoplasma | cévy vasorelaxace

jatra metabolismus lipida a glukdzy

Upraveno podle Chiang 2013, Duboc et al. 2014, Vitek a Haluzik 2016

Obrazek 1. Prostorova konfigurace kyseliny cholové (Marin 2015)

A

QO

Ol

Kyselina cholova
(3a,7a, 12a-trihydroxy-5p-cholanova)
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Jaterni syntéza Zlucovych kyselin

Predpoklada se, ze zhruba z 800 mg denné syntetizovaného cholesterolu, je pro syntézu
BA vyuzito 50 %, tj. 200 — 400 mg (Chiang 2009). Jatra jsou jedinym organem, ktery
obsahuje 17 enzymi nezbytnych pro syntézu de novo primarnich BA — kyseliny cholové
(CA, 3a,7a, 12a-trinydroxy-5B-cholanova) a kyseliny chenodesoxycholové (CDCA, a,7a, -
dihydroxy-5B-cholanova) a jejich konjugaci s glycinem (resp. taurinem). Existuji dvé
dradha syntézy BA probihd v jatrech a jejimi produkty jsou CA a CDCA, které jsou
syntetizovany zhruba ve stejném mnozstvi. Intermedidrnimi metabolity jsou neutrdlni steroly.
Klasicka drdha syntézy BA piredstavuje kaskadu reakei katalyzovanych enzymy
lokalizovanymi v endoplasmatickém retikulu cytosolu, mitochondriich a peroxisomech.
Klicovym enzymem je 7o-hydroxylaza (CYP7A1); 7a-hydroxycholesterol je konvertovan
na 7a-hydroxy-4-cholesten-3-on (C4) pomoci hydroxysteroidni dehydrogenazy/isomerazy
(HSD3B7). Syntéza CA z C4 vyzaduje hydroxylaci na C12 12a-hydroxylazou (CYP8BI).
Aktivita CYP8BI pak ur¢uje pomér CA ku CDCA. Nasleduje redukce dvojné vazby (C4-C5),
oxidace postranniho fetézce C27 na karboxylovou kyselinu a zkraceni postranniho fetézce.
V alternativni draze, ktera probihda v mitochondriich, se uskuteciiuje pouze syntéza CDCA.
V alternativni draze je pred zménami steroidniho kruhu modifikovan postranni fetézec. Jedna
se o kroky zahrnujici 27-hydroxylaci (CYP27A1), 7a-hydroxylaci (CYP7B1) a vznik CDCA
(obrazek 2).

Obriazek 2. ZjednoduSené schéma syntézy BA klasickou a alternativni drahou (Chiang 2009)

Cholesterol ——» CYP27A1

' |

CYP7A1 CYP7B1

Sy

CYP27A1

CYP8B1

BACS
BAT L

GIT.CA GIT-CDCA
|

b

DCA LCA

jatra

stirevo

Zkratky: G/T — glyko- (resp. tauro-) konjugaty zluCovych kyselin, CA — kyselina cholova;
CDCA — kyselina chenodesoxycholova, DCA — kyselina desoxycholova, LCA — kyselina
litocholova; BACS - bile acid CoA syntaza; BAT — bile acid CoA: amino acid
N-acyltransferaza.
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Dalsi minoritni dréhy syntézy BA jsou iniciovany hydroxylaci C25 (v jatrech) a C24
cholesterolu (v CNS). Syntéza 24-hydroxycholesterolu pfedstavuje vyznamny mechanismus
transportu cholesterolu z CNS. V perifernich tkanich je 24- a 25-hydroxycholesterol
preménén nespecifickou 7a-hydroxyldzou na oxysteroly, které jsou po transportu do jater,
substratem syntézy CDCA (Lund et al. 1999).

Poslednim krokem pied vyloucenim BA z hepatocytu do zluce je konjugace terminalni
karboxylové skupiny s glycinem nebo taurinem za katalyzy BAAT (bile acid CoA: amino
acid N-acyltransferazy) (Russell 2003, Chiang 2004). V pisemnictvi se udavany pomér glyko-
a tauro-konjugatti BA v poméru 3 : 1 se traktuje v odborném pisemnictvi od 80. let 20. stoleti,
avSak muze kolisat v Sirokém rozmezi od 10: 1 ku 1:10 (Dawson 2010, Ma a Patti 2014).
Predpoklada se, ze klasickd draha ptispiva ze 75 % k syntéze vSech BA, zatimco pfispévek
alternativni drahy se odhaduje na 9 — 25 % (de Aguiar Vallim et al. 2013). Velikost poolu BA
kolisad mezi 1500 — 4000 mg, z ¢ehoz piipada 38 — 40 % na CA, 16 — 25 % na DCA,
35—-40 % na CDCA a2 —5 % na LCA a stejné¢ mnozstvi na UDCA (Dawson 2010).

Stievni biotransformace Zlu¢ovych kyselin

Ve stievé jsou glyko- a tauro- konjugaty BA transformovany plsobenim enzymu
sttevniho mikrobiomu. V tenkém stfevé se odehrava dekonjugace a oxidace zlucovych
kyselin, v tlustém stieva dochazi k dekonjugaci, 7a-dehydroxylaci a oxidaci/epimerizaci
hydroxylovych skupin v poloze C3, C7 a C12. Dekonjugace je katalyzovana hydrolazami BA
(BSH, bile salt hydrolases), které $tépi na C24 N-acyl amidovou vazbu v reakci, pii které
vznikd nekonjugovand BA a glycin nebo taurin. BA jsou podrobeny oxidaci/epimerizaci
3-, 7-, 12- hydroxy skupin ptisobenim stievni hydroxysteroidni dehydrogenazy. Vznikaji tak,
pfes oxo-derivaty zluCovych kyselin, opaéné epimery. Epimerizaci hydroxylové skupiny
z polohy 7a- na 7B- je mechanismus, kterym vznika z CDCA kyselina ursodeoxycholova
formace je dehydroxylace na C7, ktera dava vznik sekunddrnim BA: DCA z CA a LCA
z CDCA. Dekonjugace a 7a-dehydroxylace pak snizuje hydrofilni charakter BA a umoziuje
pasivni absorpci BA v tlustém stievé. Dekonjugace a oxidace je vlastni anaerobnim bakteriim,
naopak 7o-dehydroxylace piislusi aerobnim bakteriim. Podminkou 7a-dehydroxylace je
pfedchéazejici dekonjugace BA

Sekundarni BA jsou dale metabolizovany piisobenim stfevniho mikrobiomu a jaternich
enzymil na tercidrni BA: reakce zahrnuje jaterni sulfataci, hydroxylaci, glukuronizaci LCA,
redukci 7-keto-LCA na CDCA nebo jeji 73-epimer, UDCA (Dawson 2010).

Mala mnozstvi kyseliny litocholové (LCA, 3a,-hydroxy-5B-cholanova) jsou po resorpci
a navratu do jater konjugovany s kyselinou sirovou na C3 hydroxylové skupiné. Konjugace
s kyselinou sirovou (sulfatace), katalyzovana sulfotransferazou-2A1, je hlavni metabolickou
drahou pfemény toxickych hydrofobnich ZluCovych kyselin. Sulfatace BA zvySuje jejich
rozpustnost, snizuje stievni absorpci a favorizuje stfevni a mocovou exkreci. Sérum 1 zlu¢
obsahuji pouze stopova mnozstvi sulfo-derivati BA, které jsou ale pfevazujici formou
(~70 %) BA vyskytujicich se v moci (Dawson 2010, Marin et al. 2015, Long et al. 2017).

Enterohepatalni cirkulace Zlu¢ovych kyselin

Pool BA obsahuje 1500 — 4000 mg BA. K recyklaci BA mezi jatry a stievem dochazi
6 — 10krat denné, ¢imz se se zvysuje funkéni mnozstvi BA vstupujicich do stfeva na 20 — 40
g. Tento proces je znamy jako entero-hepatalni cirkulace BA. Nicmén¢, denné se stolici ztraci
prumérné 500 mg BA (200 — 600 mg), které musi byt nahrazeny syntézou de novo
Z cholesterolu (Dawson 2010). Konjugované BA jsou secernovany do kanalikularni Zluce
pomoci BSEP (bile salt export pump, ABCB11), lokalizované na apikalnim polu hepatocytu.
Zvyseni koncentrace BA v hepatocytu vede k transportu BA zpét do krevnich sinusoidu.
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Podobné, BA vyloucené do primarni moc¢i mohou byt re-absorbovany a systémovou cirkulaci
se mohou vracet do jater. Mocova exkrece BA se odhaduje na 0,5 mg/den (Chiang 2009).
Maléd mnozstvi BA secernovana ze zluCovych cest se pies cholangiocytl vraci do hepatocyta
(,,cholangio-hepatéalni zkrat*). Po jidle a vyprazdnéni Zlu¢niku se vstupuji BA do stfeva; ¢ast
BA se vstiebava pasivni difusi v horni ¢asti tenkého stfeva a vétsina (~ 95 %) je aktivné
vstfebana v distalnim ileu pomoci ASBT (apical sodium bile acid transporter), ktery je
lokalizovany karta¢ové lemu enterocyti. Céast BA, kterd se dostava do tlustého stieva je
dekonjugovana transformovdna na sekundarni BA, které se vstfebavaji pasivni difusi
Vv pribéhu celého tlustého stfeva, a ¢ast unikd stolici. BA vstoupivsi do enterocytu se vazi
na IBABP (intestinal bile acid-binding protein), ktery usnadiiuje transport BA enterocytem
k basolateralni membrané, odkud jsou vylouceny do portalni cirkulace pomoci hetero-
dimerického transportéru OSTo/OSTp (organic solute transporter). Portalni cirkulaci jsou BA
transportovany do jaternich sinusoidd a vychytany pomoci NTCP (Na-dependent taurocholate
cotransport peptide) (Chiang 2009, Dawson 2010, Marin 2015). Sekundarni BA, piedevsim
DCA, a terciarni BA, jsou re-absorbovany a recykluji spolu s CA a CDCA a po vstupu
do jater musi byt re-konjugovany.

DCA nemuze byt zpétné v jatrech konvertovana na CA a jeji podil v poolu celkovych
BA kolisa v $irokém (1 — 50 %) v zavislosti na 7o-dehydroxylacni aktivité stfevniho
mikrobiomu a dobé prichodu traveniny zazivacim ustrojim (intestinal transit time). Naopak
LCA muze byt po re-absorpci ve stievé v jatrech zpétn¢ metabolizovana na CA (Ajouz et al.
2014).

Vychytdvani BA z portdlni zily, neni kompletni, koncentrace BA v portalni zile se
pohybuji v rozsahu 10 — 80 umol/l, zatimco v periferni cirkulaci jsou Skrat niz§i (Angelin
1982, Zhang 2011). Relativn¢ vysoké koncentrace BA v tkdnich exponovanych v EHC BA
jsou dostatecné pro aktivaci piislusnych receptorti.

Regulace enterohepatalni cirkulace a syntézy Zlucovych kyselin

BA jsou u¢innymi regulatory koncentrace BA v organismu. Kli¢ovym hra¢em regulace
je farnesoidni x receptor (FXR), ktery koordinuje syntézu BA v hepatocytu, biliarni sekreci
BA, absorpci BA enterocytem a jejich sekreci do portalni cirkulace i vychytadvani BA
z portalni cirkulace do jaterni buiiky. Aktivace FXR (u¢innost klesa v pofadi CDCA > DCA >
LCA > CA) inhibuje aktivitu CYP7A1, CYP8B1 a CYP27A1. FXR zvySuje expresi aktivaci
SHP (small heterodimer partner), ktery antagonizuje aktivac¢ni uc¢inky LRH-1 (liver receptor
homolog 1) a HNF4a (hepatocyte nuclear factor 4 o) faktort, které pozitivné ovliviuji
expresi CYP7A1 a CYP8BI. Farnesoidni X receptor je intraceluldrnim senzorem BA
epitelidlnich bunék ilea a hepatocytd. V ileocytech pfimo inhibuje aktivitu ABST a aktivuje
uvolnéni fibroblastovych ristovych faktort (FGF 15/19), které po vazb& na specifické
receptory (FGFR4) inhibuji v jatrech aktivitu CYP7Al1. SHP potlacuje vstup BA
do hepatocytii inhibici transportéru NTCP (Na-taurocholate cotransporting polypeptide).
Navic, FXR zvySuje konjugaci BA s glycinem a taurinem a up-reguluje geny odpovédné
za export BA z hepatocytti do Zlu¢e (BSEP) (Ma a Patti 2014, Copple a Li 2016). Dalsi
mechanismus inhibice syntézy BA, zavisly na FXR, je FGF-19 (resp. Fgf-15) u lidi
(resp. hlodavci). FGF-19 (Fgf-15). Po stfevni absorpci BA dojde v enterocytu k aktivaci FXR
a zvysené expresi FGF-19, ktery pak v jatrech, po interakci se specifickym receptorem, down-
reguluje expresi CYP7A1l. Mnozstvi cholesterolu fidi jeho katabolismus na BA
na transkripéni trovni. Oxysteroly aktivuji jaterni X receptor a. (LXRa), ktery up-reguluje
CYP7AL (de Aguiar Vallim et al. 2013).
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Zluéové kyseliny a stievni mikrobiom

Experimentalni i klinické studie prokazaly, ze stfevni mikrobiom vyznamné ovliviluje
zdravotni stav. Byl prokdzan vztah stfevniho mikrobiomu k rozvoji a progresi metabolickych
onemocnéni jako obezita, diabetes mellitus a aterosklerdza. Stfevni mikrobiom ovliviiuje fada
faktorti jako je ve€k, charakter potravy, abusus alkoholu, zdravotni stav hostitele a dalsi
(Karlsson et al. 2013, Ridlon et al. 2014, Schwan 2011, Devkota 2012). Sou¢asné poznatky se
opiraji o experimentalni studie i o analyzy genomu stievniho mikrobiomu déti, seniort,
ze srovnani obéznich osob s neobéznimi, diabetikli i pacientl, ktefi absolvovali bariatrické
operace (Haluzik a Vitek 2016). Vztah mezi metabolismem BA a stfevnim mikrobiomem je
obousmérny. Jednim z faktord ovlivitujici velikost poolu BA a jeho slozeni je stfevni
mikrofléora a vice versa pertuberace stifevniho mikrobiomu, naptiklad podavani
antimikrobidlnich latek, ¢i prebiotik (resp. probiotik) ovlivni slozeni BA v celkovém poolu
BA (Ridlon et al. 2014, Ajouz et al. 2014). Bakterialni dysbiosa, pozorovana u cirhotiki je
spojena se snizenou koncentraci BA ve stfevé a poklesem zastoupeni gram-pozitivnich
mikroorganismil sttevniho ekosystému (Ridlon et al. 2013, Ridlon et al. 2015). Je znamo, Ze
BA potlacuji rust stfevnich mikroorganismi. Tento ucinek je zprostfedkovan piimym
antimikrobidlnim plsobenim BA a antimikrobidlnimi peptidy secernovanymi z ileocytl
po aktivaci FXR pisobenim BA. Pokles koncentrace BA ve stfevé favorizuje zastoupeni
sttevnich gram-negativnich mikroorganism, které syntetizuji lipopolysacharid (LPS) a jsou
potenciondlnimi patogeny. Naopak vzestup koncentrace BA favorizuje gram-pozitivni
mikroorganismy schopné 7a-dehydroxylace primarnich BA na potenciélni toxické sekundéarni
BA (Ridlon et al. 2014). Biotransformace primarnich BA jako je CA, CDCA, resp. UDCA,
cestou 7o/P dehydroxylace rezultuje v tvorbu sekundarnich BA — DCA a LCA. Za pfeménu
BA je odpovédny predevsim species Clostridium (C. cluster XVla a cluster XI). Jatra nejsou
schopna 7a-hydroxylace sekundarnich BA na primarni BA. Sekundarni BA, zejména DCA,
se akumuluji v poolu BA. Zvyseni koncentrace DCA a poméru tauro-/glyko-konjugati BA je
asociovano s civilizaénimi chorobami a stravovacimi navyky primyslové vyspélych zemi
(Western diet) a je spojeno se zmé&nou stievniho mikrobiomu. Zmény slozeni mikrobiomu
sttevniho mikrobiomu byly popsany u cholesterolové cholelitidzy, diabetikii a kolorektalniho
karcinomu, karcinomu jicnu, hepatocelularniho karcinomu 1 zhoubného nadoru prsu
(Babtissart et al. 2013, Ajouz et al. 2014, Ridlon et al. 2014). Na molekularni urovni se
predpoklada, ze DCA stimuluje jaterni perisinusoidalni bunky k sekreci pro-zanétlivych a
pro-tumorigennich faktort za pfitomnosti chemickych kancerogent (Yoshimoto et al. 2013).

Zluéové kyseliny jako signalni molekuly

Mezi nuklearni receptory aktivované BA patii: farnesoidni X receptor (FXR), receptor
vitaminu D (VDR), pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor
(CAR). Do skupiny cytoplasmatickych receptort aktivovanych BA patfi transmembranovy
receptor spfazeny s G proteiny typu 5 (TGRS), receptor pro sfingosin-1-fosfat typu 2 (S1PR2)
a muskarinovy receptor M3 (M3R). Tyto receptory jsou exprimovany v jatrech (FXR, VDR,
PXR, CAR, M3R), tenkém stfevé (FXR, TGRS), exokrinnim a endokrinnim pankreatu (FXR,
TGRS, M3R), kardiovaskuldrnim syst¢ému (FXR, VDR, PXR, TGRS), buinikdch endotelu
(M3R), kardiomyocytech (TGRS), tukové tkani (TGRS, M3R), kosternim svalstvu (TGRY) a
imunitnim systému (PXR) a nadledvinach, testes a prsni zlaze (FXR) (Baptissart et al. 2013,
Duboc et al. 2014, Vitek a Haluzik 2016).

Z receptort aktivovanych BA jsou nejvice prozkoumané dva — nuklearni farnesoidni X
receptor (FXR) a cytoplasmaticky TGRS.
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Farnesoidni X receptor

Za fyziologického stavu plni FXR fadu funkci. Je klicovym regulatorem jaterni
homeostazy, reguluje syntézu a enterohepatalni cirkulaci BA, fidi metabolizmus lipidu a
glukédzy, je vyznamnym faktorem jaterni regenerace, potlacuje zanét i apoptdzu jaternich
bunék, indukuje expresi tumor-supresorovych gent a inhibuje transkripci onkogent (Huang
et al. 2015). NejucinnéjSim aktivatorem FXR je CDCA, nasleduje LCA, DCA a CA.
Hydrofilni BA — UDCA a MCA prakticky neaktivuji FXR (Ma a Patti 2014).

Aktivace FXR a metabolismus lipoproteini. Aktivace FXR snizuje obsah triglyceridi
(TG) v jatrech, inhibuje de novo lipogenezi, reguluje koncentrace apolipoproteint (apo) C-I11
a A-I. Mysi s KO genem Fxr (Fxr’) mély zvySenou insulinovou rezistenci kosterniho
svalstva, jater a koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin. Podani BA nebo
specifickych agonisti FXR snizovalo koncentrace plazmatickych TG, cholesterolu i jaternich
lipidid. Pokles koncentrace plasmatickych lipidi a lipoproteinii je disledkem FXR
dependentni indukce jaternich genli odpovédnych za katabolismus lipoproteini jako jsou
SR-B1 (HDL-receptor), VLDL-receptor, apo C-II, apo AV, LPL dalsich faktort. Aktivace
FXR resultuje v potlaceni jaterni SREBP-1c, transkripéniho faktoru nezbytného pro syntézu
mastnych kyselin a TG (Sinal et al. 2000, Zhang a Edwards 2008, Calkin a Tontonoz 2012).
V klinickych studiich zaméfenych na disoluci cholecystolitidzy podavanim CDCA byl
dokumentovan vyznamny pokles koncentrace TG (Iser a Sali 1981). Bylo prokazano, Ze
syntéza BA koreluje pozitivné s hladinou TG. Sekvestranty BA, které pterusi enterohepatalni
cirkulaci BA, zvysuji syntézu jak BA, TG 1 sekreci VLDL. Tyto uc¢inky jsou zprostiedkovany
aktivaci FXR. Podani obeticholové kyseliny (OCA, 6a-etyl-CDCA) ¢i UDCA se snizuji
koncentrace plasmatického cholesterolu a TG potlacenim aktivity SREBPlc a syntézy
mastnych kyselin v jatrech. Aktivace FXR poddnim BA up-reguluje receptory indukované
peroxisomalnimi proliferatory typu o (PPARa). Aktivace PPARa je spojena s poklesem
syntézy mastnych kyselin, TG a zvySenym katabolismem VLDL. Z dalSich G¢inkli BA,
nezavislych na FXR, se uvadi potlaceni adipogenese plisobenim taurodesoxycholové kyseliny
(de Aguiar Vallim et al. 2013, Ma a Patti 2014).

Aktivace FXR a metabolismus glukézy. Aktivace FXR pusobenim BA reguluje
metabolismus glukozy zlepSenim insulinové rezistence a inhibuje jaterni glukoneogenezu
potlacenim aktivit glukoso-6-fosfatazy, fosfoenolpyruvatkinazy a fruktoso-1,6 difosfatazy.
Bylo prokazano, ze FGF15/19 uvolnény v post-prandialni fazi z tenkého stieva vykazuje
insulinu podobné ucinky vcetné inhibice jaterni glukoneogeneze. Naproti tomu FGF21,
secernovany z jater v disledku prolongovaného laénéni ma glukagonu-podobné ucinky.
Je zndmo, 7e mysi sablaci Fxr (Fxr’) jsou insulinorezistentni. Naopak podavani BA
geneticky modifikovanym mysSim (obézni, diabetické) ¢i se standardnim genotypem a se
zachovanym Fxr zlepSovalo inzulinovou senzitivitu a snizovalo glykémie (Cariou et al. 2006,
Zhang et al. 2006). BA sniZzovaly glykémie a zvySovaly insulinovou senzitivu aktivaci
receptoru TGR5 (Potthoff et al. 2012).

Aktivace FXR a dalsi ucinky. Cholestadza je spojena s akumulaci cytotoxickych BA,
zvySenou koncentraci prozanétlivych cytokinli a poskozenim jater. Elevace jaternich BA
aktivuje FXR a pregnanovy X receptor (PGR). Aktivace FXR je spojena s indukci flavinové
monooxygendzy, ktera je zapojena do detoxifikacnich mechanismi (de Aguiar Vallim et al.
2013, Ma a Patti 2014).

Pregnanovy X receptor (PXR) je aktivovan hepato-toxickymi BA jako je LCA a 3-keto-
LCA, n¢kterymi farmaky a xenobiotiky. PXR je exprimovan v jatrech a stievé. Aktivace PXR
potlacuje expresi NFkB (Cheng et al. 2012). Vitamin D receptor (VDR) je exprimovan v fadé
tkani a bunék. Nejvyznamnégj§im aktivatorem VDR je 1,25 dihydroxy-vitamin D3.
Ze zlucovych kyselin je spojen s kalcium-fosfatovym metabolismem, imunitou, ristem, a
diferenciaci bun¢k (Vitek a Haluzik 2016).
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Receptor TGR5

koncentrace BA (1-10 uM). TGR5 je exprimovan v neparenchymatosnich bunkach jater
(cholangiocyty, epitelové buiiky, imunitni bunky), tukové tkani, slezin¢, tenkém stievé a
dal§ich tkénich a organech. Nejucinngjsim aktivatorem TGRS je LCA, nasleduje DCA,
CDCA a nejmensi u¢inek ma CA (de Aguiar Vallim et al. 2013, Ma a Patti 2014).

Aktivace TGRS a imunitni systém. Aktivace TGRS isolovanych makrofagl potlacuje
uvolnéni prozanétlivych cytokinii po stimulaci LPS, mechanismem zahrnujicim fosforylaci
inhibitoru NFxB snaslednou redukci transkripce cytokind. Aktivace TGRS u mysi
s vyfazenym genem pro ldIr potlauje jak systémovy zanét, tak projevy aterosklerozy
(Kawamata et al. 2003).

Aktivace TGRS a energeticky metabolismus. Na experimentalnim modelu obéznich
mysi aktivace TGRS zvySuje energeticky vydej a potlacuje inzulinovou rezistenci. V hnédé
tukové tkdni a kosternim svalstvu aktivace TGRS zvySuje aktivitu dejodaz typu 2
kazalyzujicich pfeménu tyroxinu na trijodtyronin, kterd rezultuje ve zvySeni bazalniho
energetického vydeje. Kromé toho, aktivace TGRS indukuje syntézu UCP-2, ktery odpiahuje
oxidativni fosforylaci (Watanabe et al. 2006, Maruyama et al. 2006).

Aktivace TGRS a glukézova homeostaza. Aktivace receptoru TGRS lokalizovaného
ve stievnich L-enteroendokrinnich bunék vede k uvolnéni GLP-1 (glucagon-like peptid 1) a
GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide), které po vazbé na specifické receptory
vykazuji pleitropni u€inky zahrnujici snizeni chuti k jidlu, inhibici jaterni produkce glukozy,
zvySeni insulinové senzitivity jater a kosterniho svalstva, zpomaleni vyprazdilovani Zaludku a
zvySeni syntézy a sekreci insulinu z B-bunék pankreatu. Analoga BA [6a etyl-23(S)-metyl-
cholova kyselina (INT-777)] stimuluji TGRS bez aktivace FXR. Jejich podavani je spojeno se
zvySenou spotiebou kysliku, zvySenim poméru ATP/ADP a cytochrom c¢ oxidazy
v L-enteroendokrinnich buiikdch. Celkové se zvySuje exprese mitochondridlnich enzymi,
dejodaz, spotfeba kysliku a energie, a upravuje se insulinova rezistence (Patti et al. 2009,
Potthoff et al. 2013, Wu et al. 2013, Yuan a Bambha 2015).

Vyznam Zluc¢ovych kyselin za riaznych patologickych stavii

Zhoubné nadory GIT a jater. Pfedpoklada se, Ze celosvétovy nariist obezity a diabetes
mellitus 2. typu, asociovany se sedavym zpiisobem Zivota a zvySenym piijmem rafinovanych
cukri a tuki, je spojen se zvySenym rizikem rozvoje nékterych zhoubnych nadori, zvl. jater a
gastro-intestinalniho ustroji. U diabetiki a obéznich jedincti byla popsana dysregulace
homeostdzy BA a dysbidza stfevni mikroflory. Jejich pool BA mé abnormalni zvySeny podil
cytotoxickych sekundarnich BA. V soucasné dobé& se predpoklada, Ze interakce mezi stfevni
mikrobialni dysbiézu a dysregulaci metabolismu BA indukuje vznik zhoubného bujeni
Vv oblasti tlustého stfeva a jater. Tumorigeneze je davana do souvislosti sindukci a
udrZzovanim chronického zanétu, poSkozeni DNA oxida¢nim stresem a proliferaci stfevniho
epitelu v dasledku stievni dysbidzy a dysregulace BA (Ajouz et al. 2014, Ridlon et al. 2014,
Tsue et al. 2014, Huang et al. 2015).

Nealkoholova steatéza jater. Vyznamnou jednotkou, jejiz naristajici vyskyt souvisi
S pandemii obezity a diabetes mellitus 2. typu, je nealkoholova steatdza jater (NAFLD).
Insulinova rezistence a dysregulace homeostazy lipidii jsou spojeny v nékterych piipadech
NAFLD s pro-zanétlivou reakci a fibrogenezi, ktera pak tsti v nealkoholovou steatohepatitidu
(NASH). V patogeneze NAFLD/NASH hraji roli receptory aktivované BA. Mezi né patii
FXR a TGRS. Receptory FXR a TGRS a jejich agonist¢ by se mohly uplatnit také
v patogeneze NAFLD/NASH, protoze reguluji lipidovou a glukézovou homeostazu, zvysuji
energeticky vydej a potlacuji jaterni zanét (Yuan a Bambha 2015).
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Jaterni fibréza. Lécba kyselinou obeticholovou (OCA, 6a-etyl chenodesoxycholova
kyselina, INT 747), ktera je aktivatorem FXR, inhibuje syntézu kolagenni matrix a jejich
komponent (al-kolagen, TGFB-1, pokles inhibitord tkanovych metaloproteindz) (Yuan a
Bambha 2015).

Regenerace jater a karcinogeneze. FXR je zapojen do regenerace jater a jaterni
karcinogeneze (Yuan a Bambha 2015). Pifedpoklada se, Zze aktivace FXR podavanim CA
podporuje regeneraci jater po parcidlni hepatektomii a je zprosttedkovan, mimo jiné,
pisobenim FGF15/19. Mysi s vyfazenym genem fxr”" spontanné vyvijeji hepatocelularni
karcinom. Aktivace FXR potlacuje geny, jejichz produkty proteolyticky degraduji bilkoviny
s nador-supresorovym u¢inkem (Huang et al. 2015). Ukazuje se, Ze v mechanismu regenerace
jaterni tkdné hraji ustfedni roli zlucové kyseliny. Po parcidlni hepatektomii se zvysi
koncentrace BA, aktivuje se FXR a indukuje proliferace hepatocyti. Do celého mechanismu
je zapojena také FGF15/19 a aktivace FGRF4 (Alvarez-Sola et al. 2017).

Modulace zanétlivé odpovédi. BA po vazbé na TGRS potlacuji zanétlivou odpovéd’;
aktivace TGRS inhibuje syntézu a uvolnéni prozanétlivych cytokinii indukovanou LPS
v Kupferovych buiikdch jater. U experimentdlni ateroskler6zy aktivace TGRS snizuje
zanétlivé zmény ateromovych plati. Navic, aktivace TGRS zvySuje produkci oxidu dusnatého
(NO), klicové antiaterogenni molekuly (Yuan a Bambha 2015).

Zluové kyseliny. insulinova rezistence a diabetes mellitus. U diabetes mellitus 2. typu
(DM2T) byl prokazan 1,6krat vétsi pool DCA a vyssi koncentrace 12a-hydroxy-metabolitt
BA (CA a CDCA a jejich konjugattl). Vyssi pomér 12-hydroxy BA ku non-12-hydroxy BA je
charakteristickym rysem stavti spojenych s insulinovou rezistenci, jako metabolicky syndrom
(MS), DM2T, hypertriglyceridémie a pokles HDL-C. U DM2T byla popsana zvySena syntéza
CA a expanze poolu DCA. U DM2T koreluji koncentrace tauro-konjugati s lacnou a
postprandidlni glykémii, lacnou insulinémii a insulinovou rezistenci vyjadifenou pomoci
HOMA-IR. Pfedpoklada se, ze dysregulace homeostdzy BA souvisi s insulinovou rezistenci
nebo metabolickym syndrome (Cariou et al. 2011, Haeusler et al. 2013, Wewalka et al. 2014).

Utinky sekvestrantti 7lu¢ovych kyselin. Sekvestranty Zludovych kyselin (BAS)
(colestipol, cholestyramin, colestimid, colesevelam) jsou nerozpustné polymerni pryskyfice,
kter¢ ve stfevé vytvafeji nerozpustné komplexy sBA. Tim dochazi k pferuseni
enterohepatalni cirkulace BA a indukci fady pochodii. Terapeuticky se BAS vyuZivaly
pro svij hypocholesterolemické ucinek. Kromé konvenénich BAS (cholestyramine,
colestipol) nové BAS (colesevelam, colestimid) méni velikost poolu a spektrum BA.
V soucasnosti jsou nové BAS indikovany také u pacientim s DM2T, u kterych kromé
hypocholesterolemického ucinku (pokles celkového a LDL-cholesterolu), zlepSuji uroven
kontroly diabetes (Insull 2006).

Zlu¢ové kyseliny, kromé historicky znamych funkci jako je emulgace, digesce a
absorpce tuktll, jsou mnohostrannymi signalnimi molekulami, které aktivuji fadu jadernych
a cytoplasmatickych receptorti. Uplatiiuji se v energetickém vydeji, regulaci lipidové a
gluk6zové homeostdzy, modulaci zanétu jater, a predpoklada se vztah k jaterni fibrogenezi i
karcinogenezi jicnu, jater a tlustého stfeva.

Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN64165, MPO-FV10380 a PROGRES Q25/LF1/2
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FARMAKOGENETIKA A FARMAKOGENOMIKA HYPOLIPIDEMIK

PHARMACOGENETICS AND PHARMACOGENOMICS OF LIPID-LOWERING
DRUGS

0. Seda, L. Sedova
Ustav biologie a lékaiské genetiky 1. LF UK a VFN

Farmakogenetika je obor, ktery studuje genetickou komponentu interindividualnich odlisnosti
v odpovédi na terapii. Farmakogenomika studuje tuto jedinecnou odpoveéd’ na urovni celého
genomu, piipadné dalSich ,,-omid* (transkriptomu, proteomu, metabolomu, mikrobiomu atp.).
Radovy nartist mnozstvi informaci rtizné védecké kvality spoleéné s trendem sméfujicim
k elektronizaci zdravotnick¢ dokumentace vcetné informatické nadstavby pro podporu
klinického rozhodovéani zakladaji potfebu referencnich, manudln¢ spravovanych databazi
klinicky vyznamnych farmakogenetickych interakci. Jednou z takovych znalostnich databézi
je PharmGKB - The Pharmacogenomics Knowledge Base (www.pharmgkb.org). Zde jsou
katalogizovany jak vysledky kandidatnich studii farmakogenetickych, tak celogenomvych
faramkogenomickych asociac¢nich studii.

Hypolipidemika, zejména statiny spolu s fibraty, patii k nejcastéji podavanym Iékiim vibec.
Mezi kandidaty s dukazy pro modulaci u¢inku fibrati se opakované objevuji polymorfismy
vcilovém genu fibrati PPAR-o  (peroxisome proliferator-activated receptor alpha),
v genovém Klastru APOA1/C3/A4/A5, polymorfismy v genu pro lipoproteinovou lipazu nebo
jaterni lipdzu. U ezetimibu, blokéatoru absorpce cholesterolu enterocyty, jsou vS§echny doposud
popsané farmakogenetické interakce zavislé na polymorfismech v cilovém genu NPCIL1.
Pro terapii statiny je popsana cela fada genetickych variant ovliviwyjicich farmakokinetické a
farmakodynamické aspekty jejich U¢inku a nové jsou k dispozici vysledky sedmi
celogenomovych asociacnich studii, které dokladaji posun od farmakogenetiky k ¢éfe
farmakogenomiky hypolipidemik. Patii sem variace v enzymech zodpovédny za metabolizaci
statini (zejména CYP3A4, CYP3A5), jejich prenaseci (SLC01B1 , ABCBL1) a dalsich genu
zapojenych do lipidového metabolismu (HMGCR, CETP, LDLR, APOE, LPA, SORT],
KIF6) Zajimavé bude sledovat i paralelni vyvoj farmakogenetickych aspektii zcela novych
tfid hypolipidemik, které spadaji do kategorie biologickych (cilenych) 1éciv.
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