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Docent Kollar sa narodil 3. aprila 1932 v obci Ov¢ie, v okrese PreSov. V roku 1950 maturoval
v Presove, lekarsku fakultu Studoval v 1950 - 1953 na LF UK a v 1953 -1956 na LF UPJS, kde
aj promoval. V 1967 nastupil na . internd kliniku LF UPJS. V rokoch 1969 - 1970 absolvoval
Studijny pobyt na London School Hygiene and Tropical Medicine. V 1974 absolvoval 1.
atestaciu — vnatorné choroby a v 1978 Il. atestaciu. Titul CSc. obhdjil v 1974 na LF UK, kde aj
v 1980 habilitoval. Ziskal aj tituly vedecky pracovnik lla., la. V roku 1997 ziskal titul DrSc.
Po zaloZeni Ustavu experimentalnej mediciny UPJS v r. 1984 sa stal v roku 1985 jeho prvym
riaditelom a bol nim az do roku 1998. Bol mimoriadne aktivnym organizatorom vedeckych
a odbornych podujati o ¢om sved¢i aj zorganizovanych niekolko desiatok odbornych
konferencii, medzinarodnych kongresov, medzinarodnych eduka¢nych kurzov, sympozii
o pouziti pocitacovych programov v kardiologii, ¢i vedeckych dni o dyslipémiach
a aterosklerdze. Bol aj zanietenym ucitelom, ved’ viedol 34 krizkov SVOC, 12 CSc. a PhD.
doktorandov, tiez 33 diplomantov TU KoSice, 15 rokov sprevadzal zahrani¢nych Studentov.
Publikoval 256 pdvodnych vedeckych prac, z toho 50 v zahrani¢i mimo Ciech, 159 odbornych
prac, predniesol vySe 500 prednaSok doma i v zahranic¢i a jeho prace maju 224 citéacii. Napisal
viacero vyznamnych monografii ako su: Ateroskler6za — da sa pred fiou chranit? (1993),
Relativne korondrne riziko apolipoproteinov, antioxidacnej zataze a antioxidacna ochrana



(1994), Lipidy a lipoproteiny (1996), Rukovit poruch lipidového metabolizmu. Klinika a
molekulova biolégia (1997), Apoprotein Research (2007 USA), Aterotrombbéza -
patofyzioldgia a epidemiolégia (2016).

V roku 1996 bol povereny, v rdmci Sekcie aterosklerézy SSKB, funkciou hlavného odbornéeho
redaktora Casopisu Ateroskler6za, metabolizmus, klinika a liecba, ¢o suviselo so zalozenim
tohto ¢asopisu, ktorého bol 2 desatro¢ia najvyznamnejsSim redaktorom.

Bol fyzickym aj duchovnym prepojenim medzi slovenskou a ¢eskou lipidologiou cely svoj
profesionalny Zivot.

Za svoju dlhoroénu ¢innost’ ziskal viaceré ocenenia, z ktorych spomenieme: 2012 - Zlat
medaila SLS, 2012 — zlata medaila American Biographical Institut, 1982 - Striebornd medaila
LF UPJS, 1986 - bronzova medaila UV CSTVJ za aplikovanie vypoétovej techniky do
kardioldgie, 2005 - Great Minds of the 21 st. Century for Education (American Biographical
Institut), 1962 - strieborna medaila CSCK, 1979 - pamétna plaketa prof. Libenského, za rozvoj
Ceskoslovenskej kardiologie, 2011 - bronzova medaila Karlovej univerzity, 2016 - paméatna
medaila Zalozenia spolecnosti 1ékarsko slovanskej v Budapesti — SLS, 1992, 1994 a 1998 -
Reini3ova cena CS. angiologickej spolo¢nosti. Najlepsia monografia roka Slovenského
literdrneho fondu: Ateroskler6za — da sa pred fou chranit? Bol c¢estnym ¢lenom
Patofyziologickej spolo¢nosti J. E. Purkyné, riadnym ¢lenom The New York Academy of
Sciences. Jeho vedecko-vyskumné aktivity boli zamerané na: Epidemioldgiu rizikovych
faktorov a ICHS, na experimentalne Stadie na zvieratach a na klinicke Studie. RieSil mnozstvo
vedecko-vyskumnych Gloh a stbory probandov v nich mali aj vyse 5000 ¢lenov. Vsetkymi jeho
pracami sa, ako Cervena nit’, prepletala ,lipidoldgia“. Jeho invencia a pracovitost’ boli jednym
z ddévodov, Ze ako prvy na Slovensku diagnostikoval a opisal ,,alkoholické srdce* (etanolicku —
toxicku kardiomyopatiu), tiez ako prvy na Slovensku diagnostikoval a opisal kongestivnu
srdcovu slabost’ zapricinentl tvorbou protilatok proti srdcovému svalu a medzi prvymi vo svete
opisal pri¢iny nahlej smrti po vypiti smrtel'ného mnozstva 50 % alkoholu (4 gramy a viac
na kg) u psov.

Chceme mu aj takouto formou podakovat za vySe 50 rocnu pedagogicku, vedecku a
publika¢nu Cinnost’, za rozvoj experimentalnej mediciny na vychode Slovenska, za trvalé
stimuly, za vysledky prace, za kolegialitu, za diseminaciu vysledkov klinického vyskumu,
za podporu mladych, za reprezentaciu LF UPJS i Slovenska. Budeme sa snaZit’ pokradovat
v jeho préci a jeho odkaze.
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SPECIFIKA LIPIDOVEHO METABOLISMU U PACIENTU S MENTALNI
ANOREXII

LIPID METABOLISM SPECIFICS IN PATIENTS WITH ANOREXIA NERVOSA
M. Floriankoval?, M. Veckal, B. Staiikoval, P. Szitanyi?, A. Zak*

L Univerzita Karlova, 1.1ékaiska fakulta, IV. interni klinika
2 Univerzita Karlova, 1.1ékarskad fakulta, Klinika détského a dorostového lékaistvi

Abstract

Anorexia nervosa (AN) is a complex psychiatric disorder with a high morbidity and mortality,
characteristic with a food intake restriction (restricting type) and/ or other weight-regulatory
behaviours such as self-induced vomiting, misuse of laxatives and diuretics or excessive
exercise (purging type).

The disorder has a prevalence of around 0.2 - 0.8 % among young women and women/men
ratio is about 10:1. The most common onset of AN is in early to mid-adolescence. AN
represents a patophysiological model of simple starvation with endocrinal, metabolic,
hematologic, musculoskeletal and nutritional abnormalities. In patients with AN, dyslipidemia
with elevated total cholesterol, HDL-C and triglycerides is present in more than 50 %. Some
studies have proved a deficiency in polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) of the n-3 and n-6
family in patients with AN, with compensatory changes in non-essential fatty acids (FA).
There have been no sign of essential fatty acids deficiency. There have been found elevated
levels of short chain saturated, short-chain monounsaturated, branched chain and odd-chain
fatty acids in plasma phospholipids in patients with AN. In our previous study, we have
proved elevated levels of plant sterols (campesterol and B-sitosterol), which have been used as
a surrogate marker of exogenous cholesterol intake. Lathosterol (as a marker of de-novo
cholesterol synthesis) level have been unchanged. Patients with AN had increased levels of
plasma total cholesterol, triglycerides and HDL-cholesterol. We have found significant
differences between AN group and control group in FA profiles in cholesterol esters and
phosphatidylcholine. An increased activity of A9 desaturase and a decreased activity of A5
desaturase have been observed in cholesterol esters of AN group.

There is a supposition, that proinflammatory cytokines, eicosanoids and oxylipins
(docosanoids) can be involved in AN development. A novel AN susceptibility gene, Epoxide
Hydrolase 2 (EPHX2), influences AN risk through in vivo interaction with dietary LC-PUFA.
There have been found significantly higher activity of soluble Epoxide Hydrolase in AN
patients, with higher levels of proinflammatory oxylipins derived from a-linolenic acid,
docosahexaenoic acid, arachidonic acid, linoleic acid.

A role of bile acids in metabolic changes in patients with AN is an actual subject of our
research. Nestel (1973) describes a decreased secretion of bile acids in AN patients. Bile
acids, which had been considered as compounds, necessary for lipid digestion and absorption,
are now considered as important metabolic modulators with significant endocrine and
metabolic effects.

Anorexia nervosa is a complex disorder with extensive changes in lipid metabolism, including
dyslipidemia, changes in fatty acids profiles or changes in conversion of LC-PUFA to
proinflammatory and anti-inflammatory eikosanoids. A role of bile acids in metabolic
pathways is a subject of our further research.
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Uvod do problematiky

Mentalni anorexie (anorexia nervosa, AN) je komplexni psychiatrickd porucha s vysokou
morbiditou a mortalitou, kterd se nejcastéji manifestuje béhem dospivani. Tato porucha
piijmu potravy je typicka omezenim energetického piijmu s cilem sniZeni t€lesné hmotnosti a
chorobnym strachem z vahového pfirtstku, spojenym s poruchou vnimani vlastni hmotnosti a
tvaru postavy (American Psychiatric Association, 2013; Zipfel et al., 2015). Kromé
energetické restrikce a excesivniho cviceni, které jsou charakteristické pro restriktivni typ
AN, mohou byt zapojeny i dal$i mechanismy vedouci ke snizeni télesné hmotnosti, jako je
cilené vyvolavané zvraceni, zneuzivani laxativ nebo diuretik (purgativni typ AN) (Winston,
2012). Prevalence AN v ekonomicky vyspélych zemich (USA, EU) se odhaduje na 0,2 - 0,8
% s pomérem zen k muziam 10:1 (Zipfel et al., 2015; Winston, 2012). AZ u tfetiny nemocnych
se vyviji terapeuticky rezistentni forma, ktera az v15 - 20 % piipadd muize vést
Kk pfedéasnému umrti (Winston, 2012). Pacienti s mentalni anorexii pfedstavuji klinicky
model prostého hladovéni stadou endokrinnich, metabolickych, hematologickych,
muskuloskeletalnich a nutri¢nich abnormalit (Tajiri et al., 2006). Malnutrice u pacientii s AN
se vyznacuje zmensSenim télesnych zasob tukové tkané, ale i kosterniho svalstva, v kombinaci
se zhorSenymi biologickymi funkcemi (svalova slabost, kognitivni deficit, porucha
obranyschopnosti) bez pfitomnosti systémového zanétu (Soeters et al., 2008). Dochazi
k poklesu bazalniho energetického vydeje (American Psychiatric Association, 2013; Winston,
2012).

Mezi rizikové faktory AN patii Gzkostné poruchy ¢i obsedantni rysy v détstvi,
environmentalni faktory (vliv historického a kulturniho prosttedi), stejn¢ jako genetické a
fyziologické faktory (zvySené riziko bipolarni afektivni poruchy a depresivnich poruch
v rodinach s AN, specialn¢ purgativniho typu; zvySeny vyskyt AN u monozygotnich dvojcat
ve srovnani s dizygotnimi dvojéaty). Casté&jii je rozvoj AN u pacientd s diabetem 1. typu
(Winston, 2012). Piedpoklada se, Ze genetické faktory ovliviiuji riziko vzniku AN,
psychosocialni a interpersondlni Cinitelé mohou spoustét manifestaci onemocnéni, zatimco
neuralni sit’ stabilizuje chorobny stav (Zipfel et al., 2015).

Nemocni s AN vykazuji béhem faze hladovéni hematologické abnormality (anémie,
trombocytopenie, leukopenie s relativni lymfocytdézou), metabolické poruchy (dyslipidémie
s fenotypem HLP lla, pokles koncentrace mineralnich latek, vitaminti a stopovych prvki —
zejména K, Mg, P, ale i Ca, Zn, thiaminu, vit. A, Bz, Bs a C), endokrinni abnormality
(syndrom nizkého Tzl a tyroxinu, vzestup reverzniho trijodtyroninu, hyperkortikalismus) a
dalsi abnormality (kardiomyopatie, arytmie, hypotermie, hypotenze, hepatopatie, Utlum
funkce kostni diené, osteopénie, primarni ¢i sekundarni amenorrhea, neuropatie a dalsi)
(Winston, 2012; Tajiri, 2006). U 13 - 38 % pacienti s AN se rozviji osteopor6za (Winston,
2012). U pacientu, kteti si vyvolavaji zvraceni, se mize rozvinout metabolicka alkaloza a
hypochloremie. Naopak u pacientl, zneuzivajicich laxativa, se mize rozvinout
hypokalemickd a hypochloremicka metabolicka acidéza (Winston, 2012). Ve fazi nutriéni
podpory miize dochazet k rozvoji deficitu minerdlnich latek (zejména P, K, Mg, Ca), aZ
k obrazu realimenta¢niho syndromu.

Zmény v metabolismu lipidi u pacienti s AN

Ve vice nez 50 % piipadu je pfitomna hypercholesterolémie (zvySena hladina celkoveho
cholesterolu, triacylglycerolu a HDL-cholesterolu), ktera muze byt dasledkem zvySené
absorpce exogenniho cholesterolu spolu se zpomalenym tranzitnim ¢asem stfeva pii
nezménéné Grovni syntézy cholesterolu (Z&k et al., 2005; Feillet et al., 2000). Publikovéana
byla studie s negativni korelaci mezi hladinou cholesterolu a hladinou T3 a T4 (Matzkin et al.,
2007). Pfestoze pfesna pfi¢ina hypercholesterolémie neni dosud jasna, je
hypercholesterolémie u pacientll s AN uzitenym diagnostickym kritériem, které umoziuje
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AN odlisit naptiklad od nespecifickych stfevnich zanéti nebo malabsorpénich syndromt,
u kterych je obvykle hladina cholesterolu p#i dolni hranici normy nebo snizena (Winston,
2012). Vyjimecné se vsak i u pacienti s AN muze vyskytovat hypocholesterolémie az
abetalipoproteinémie (Takeshita et al., 2002).

Zmény v profilech mastnych kyselin u pacienti s mentalni anorexii

U pacienti s AN byl prokazéan deficit membranovych vicenenasycenych mastnych kyselin
sdlouhym fetézcem (LC-PUFA, long-chain polyunsaturated fatty acids), zejména
elongaénich a desatura¢nich produkti n-6 a n-3 LC-PUFA, bez biochemickych znamek
deficitu esencialnich mastnych kyselin (EFA, essential fatty acids) (Zak et al., 2005; Caspar-
Bauguil et al., 2012). Obsah LC-PUFA fady n-6 Vv tkanich pozitivn¢ koreluje s hmotnosti
tukové tkané (¢im méné tukové tkané, tim nizs$i hladiny LC-PUFA n-6), pravdépodobné
proto, Ze tukova tkan obsahuje pouze minimalni mnozstvi LC-PUFA n-6 a nedokaze
pii lipolyze vykompenzovat nedostateény piijem kyseliny linolové v potravé (Caspar-Bauguil
etal., 2012). V fad¢ n-3 LC-PUFA byla u kyseliny a-linolenové (ALA, a-linolenic acid, 18:3
n-3) nalezena naopak negativni korelace s mnozstvim tukové tkané. Nektefi autoti (Casper-
Bauguil et al, 2012) piedpokladaji, Ze tukova tkan miZze byt pii intenzivni lipolyze po urcitou
dobu signifikantnim zdrojem ALA, pficemz ALA se z tukové tkan¢ zen uvoliuje piednostné.
V nékterych studiich vSak byl naopak zjistén pokles hladin ALA (Holman et al., 1995;
Langan a Farrell, 1985) a v nasi studii nebyl prokazan vyznamny rozdil (Zak et al., 2005).
Vyrazngj$i nedostatek byva LC-PUFA fady n-3, kde byly zjiStény vyznamné snizené hladiny
jak kyseliny dokosahexaenové (DHA, docosahexaenoic acid, 22:6n-3), tak kyseliny
eikosapentaenové (EPA, eicosapentaenoic acid, 20:5 n-3). V LC-PUFA ftady n-6 byl nalezen
u pacientu s AN vyznamné snizeny obsah kyseliny arachidonové (AA, arachidonic acid, 20:4
n-6), ale v hladinach kyseliny adrenove, Meadovy a dihomo-y-linolenové nebyly nalezeny
vyznamné rozdily (Caspar-Bauguil et al., 2012). Naopak hladiny EFA nejsou u pacient
s AN snizene vzhledem k tomu, Ze lipolyza triglyceridi je dostate¢nym zdrojem EFA ke
kompenzaci jejich snizeného ptijmu (Caspar-Bauguil et al., 2012). Naopak zvysené byvaji
u pacientt s AN hladiny nasycenych mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
mononenasycenych mastnych kyselin s kratkym fetézcem, vétvenych mastnych kyselin, a
mastnych kyselin slichym poc¢tem uhlikd v plazmatickém fosfatidylcholinu. Tyto zmény
ukazuji na zesilenou biosyntézu alternativnich mastnych kyselin (FA, fatty acids), které jsou
pouze Casteéné schopny kompenzovat nedostatek LC-PUFA pro udrZovani fluidity membrén
(Holman et al., 1995).

V naSich piedchozich studiich jsme prokazali specifické zmény v koncentracich necholeste-
rolovych steroli a spektra mastnych kyselin. Osoby s AN mély zvySené koncentrace
fytosterolt (kampesterol a B-sitosterol) (jakozto markert vstiebavani exogenniho choleste-
rolu) pii nezménénych koncentracich latosterolu (jako markeru syntézy cholesterolu de novo)
(tab. 1). Skutecnost, ze nebyly zjistény vyznamné rozdily v hladinach apo B (které odrazeji
pocet VLDL, IDL a LDL ¢astic) podporuje piedpoklad, ze dyslipidémie u pacientit s AN je
zpusobena &asteéné zvysenym vstiebavanim exogenniho cholesterolu (Zak et al., 2005).
Statisticky vyznamné byla u pacienti s AN oproti kontrolni skupiné zvySena hladina
celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu, triglyceridu, fosfolipidu a neesterifikovanych FA.
Soucasné byl nalezen pokles koncentrace n-6 PUFA ve vSech lipidovych tiidach, ktery byl
kompenzovan vzestupem koncentrace mononenasycenych (MUFA) mastnych kyselin
v esterech cholesterolu, vzestupem hladin nasycenych mastnych kyselin (SFA) v triglyce-
ridech a zvySenou koncentraci MUFA a SFA ve fosfatidylcholinu.

Ve vsech lipidovych tfidach byla zjisténa snizena koncentrace kyseliny linolové (LA, linoleic
acid, 18:2n-6) a zvySena koncentrace kyseliny palmitolejové (POA, palmitoleic acid, 16:1n-7)
(Z&k et al., 2005; Holman et al., 1995). POA je povaZovana za surogatni marker lipogeneze.

-3-



ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

Pticinou poklesu hladin LA u pacienti s AN miize byt zvySena citlivost této kyseliny
k lipoperoxidaci, ktera je u pacientt s AN diky sniZzené antioxida¢ni kapacité a sniZzené
hladin¢ estrogent zvySena (Sack et al., 1994). Statisticky vyznamny rozdil v profilech
mastnych Kyselin mezi skupinou pacientd s AN a kontrolni skupinou byl zjistén pouze
ve fosfatidylcholinu a esterech cholesterolu (oboji na hladiné vyznamnosti P < 0.05).
V triglyceridech nedosahl rozdil statistické vyznamnosti. V esterech cholesterolu byly
nalezeny zvySené hladiny kyseliny olejové (OA, oleic acid, 18:1n-9) a vakcenové (VA,
vaccenic acid, 18:1n-7) a snizena hladina DHA (Zak et al., 2005). V triglyceridech a
fosfatidylcholinu byl zjistén zvySeny obsah kyseliny palmitové (PA, palmitic acid, 16:0) a
sniZzeny obsah kyseliny cis-7 hexadecenové (cis-7 hexadecenoic acid, 16:1n-9). Snizeny obsah
kyseliny stearové (SA, stearic acid, 18:0) byl pozorovan pouze ve fosfatidylcholinu. Pacienti
s AN m¢li zvySeny obsah nasycenych mastnych kyselin ve fosfatidylcholinu a triglyceridech,
zvyseny obsah MUFA v esterech cholesterolu a fosfatidylcholinu a sniZzeny obsah n-6 PUFA
ve vSech lipidovych tfidach. U n-3 PUFA nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil
v hladinach (Zak et al., 2005). V esterech cholesterolu a fosfatidylcholinu byla u pacientt
s AN zjisténa zvySena aktivita A9D, v esterech cholesterolu byla nalezena snizena aktivita
A5D (Z&K et al., 2005).

Zmény v hladinach derivati LC-PUFA a markery oxida¢niho stresu

Piedpoklada se, ze narozvoji AN se mohou podilet mimo jiné i prozanétlivé cytokiny
(Yehuda a Rabinowitz, 2016). Jejich schopnost indukovat AN zavisi na jejich schopnosti
piekrocit hematoencefalickou bariéru. Nazory na vyznam chronického subklinického zanétu
v patogenezi AN jsou v3ak kontroverzni. Metaanalyza 22 studii prokazala, Ze pacienti s AN
méli ve srovnani se zdravymi kontrolami zvySené hladiny prozéanétlivych cytokinii (TNF-a,
IL-6 a IL1-B) ve spojeni se snizenim koncentrace CRP a IL-6R, pficemz exprese receptoril
pro TNF-a nebyla zménéna. V dalSich 11 studiich zabyvajicich se AN nebyly
zmény koncentraci prozanétlivych cytokinti pozorovany (Solmi et al., 2015). LC-PUFA ftady
n-3 snizuji efekt prozanétlivych cytokini a jejich suplementace by méla byt zvazena jako
soucast terapie AN (Yehuda a Rabinowitz, 2016).

N¢ktefi autofi mini, Ze jednim z genu, podilejicich se na rozvoji AN, je epoxidova hydrolaza
2 (EPHX2). Od ni odvozeny enzym, rozpustna epoxidova hydrolaza (sEH), konvertuje
oxylipiny (dokosanoidy). EPHX2 ovliviiuje riziko AN pomoci in vivo interakce s LC-PUFA
v potravé a zvysend produkce prozanétlivych eikosanoidd ma vliv mimo jiné na omezovani
tuku ve stravé pacientd s AN (Shih et al., 2017; Shih et al., 2016). Usuzuje se, Ze interakce
PUFA (fady n-3 i n-6) s konverzi na PUFA s del$im fetézcem a vy$$im poctem dvojnych
vazeb (vlivem desaturaz a elongaz mastnych kyselin) spolu s aktivitou EPHX2 muze piispivat
k patogenezi a prognéze AN (Shih et al., 2016). U pacienti s AN byla oproti zdravym
kontroldm popsdna vyznamné vysSi aktivita sEH, projevujici se rozdilnymi hladinami
z LC-PUFA derivovanych oxylipind. S AN jsou asociované predevsim nékteré metabolity
DHA (10.11.EpDPE a 13.14.EpDPE) a metabolit AA (9.10.EpOME) (Shih et al., 2016).
Vyznamné zvySené byly u pacientd s AN oxylipiny odvozené od ALA, DHA, ARA a LA.
Vyznamny rozdil v hladinach byl nalezen pouze u oxylipint, produkovanych cestou
cytochromu P450, nikoli v$ak u oxylipini, metabolizovanych  cyklooxygenazou a
lipoxygenazou (Shih et al., 2016). Podle nov¢jsich studii nema spravny pomér n-3 a n-6
metabolitii, nutno je brat v Uvahu také genovy polymorfismus a jejich vzajemnou interakci
(Shih et al., 2017). U AN byla popsana zvysena troven oxida¢niho stresu také ve spojeni
s nalezem zvysené lipoperoxidace (Tajiri et al., 2006) a sniZeni aktivité NO syntézy. Zvysena
intenzita oxida¢niho stresu v jatrech je spojena stvorbou deposit Zeleza a se snizenymi

-4 -



ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

hladinami antioxidantt. Publikovany byly rovnéz kontroverzni tdaje tykajici se aktivity
superoxidismutasy a katalazy (Rodrigues et al., 2010; Moyano et al., 1999).

Aktudlnim pfedmétem naseho vyzkumu jsou hladiny Zlucovych kyselin u pacientii s AN.
Nestel (1973) popisuje u pacientii s AN sniZenou sekreci zlu¢ovych kyselin. Zlu¢ové kyseliny
(BA, bile acids) byly drive pokladany pouze za slouceniny vyznamné pro digesci a absorpci
tuku, dnes jsou pokladany za vyznamné metabolické modulatory. Jedna se o versatilni
signdlni molekuly s vyznamnymi endokrinnimi a metabolickymi u¢inky. Tyto ucinky jsou
zprostiedkovany interakci s nuklearnimi a cytoplasmatickymi receptory, predevSim
s farnesoidnim X receptorem (FXR) a cytoplasmatickym receptorem spiazenym s G proteiny
(TGRS). Aktivace FXR a TGRS ovliviiuje energeticky vydej a kontrolu hmotnosti, glukozovy
a lipidovy metabolismus, modulaci zanétu, jaterni fibrogenezi a karcinogenezi (deAguiar
Vallim et al., 2013; Marin et al., 2015; Vitek a Haluzik, 2016).

Tabulka 1

Kontrolni skupina Mentalni anorexie
Pocet osob 25 16
Celkovy cholesterol (mmol/l) 451+0.11 552 +041**
Triglyceridy (mmol/l) 0.85+0.09 1.21 + 0.08 ***
Fosfolipidy (mmaol/l) 2.65 £ 0.07 3.15+0.15 **
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.22 + 0.05 1.58 + 0.05 ***
NEFA (mmol/l) 0.44 £0.05 0.78 £ 0.09 ***
Campesterol (umol/l) 14.50 £ 0.89 17.77£2.69 *
B-sitosterol (umol/l) 11.28 £ 0.46 17.46 £ 2.66 **
LDL-cholesterol (mmol/l) 291+0.11 3.49 £ 0.50
Non-HDL-cholesterol (mmol/I) 3.30+0.11 4.04 +0.49
Apolipoprotein B (g/l) 0.69 £ 0.04 0.76 £ 0.05
Apolipoprotein A-I (g/l) 1.58 + 0.04 1.78 £ 0.05
Lipoprotein [a] (g/l) 0.16 £ 0.05 0.22 £ 0.08
Lathosterol (umol/l) 4.84 + 0.53 3.70 £ 0.69
Cholestanol (umol/l) 7.00 £ 0.41 7.38 £ 0.57
Lathosterol/TC (pomér x 10%) 1.05 +0.09 0.81+0.16
Campesterol/TC (pomér x 10°) 3.20+0.21 4.35 +0.59
B-sitosterol/TC (pomér x 10%) 251+0.14 3.14+041

podle Z&k et al. 2005
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM; statisticka analyza: (Mann-Whitney U-test):
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

Zavér

Mentalni anorexie je komplexni porucha s rozsahlymi zménami v lipidovém metabolismu,
zahrnujicimi mimo jiné dyslipidémii, zmény v profilech mastnych kyselin ¢i zmény
Role zluCovych kyselin v metabolismu pacient s mentalni anorexii je pfedmétem naSeho
dalSiho vyzkumu.

Price byla podpoiena MZ CR RVO VFN64165, PROGRES Q25/LF1/2 a MPO-FV10380
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OXYSTEROLY A METABOLICKY SYNDROM
OXYSTEROLS AND METABOLIC SYNDROME
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Univerzita Karlova v Praze, 1. lékarska fakulta, 1V. interni klinika, Vseobecna fakultni
nemocnice v Praze

Abstrakt

Metabolicky syndrom je dnes jednim z globalnich zdravotnich problémit; jeho vyznam
spocivd zejména v nékolikandsobném zvyseni rizika vyskytu kardiovaskularnich piihod a
rozvoje diabetu mellitu 2. typu. V posledni dob¢ byla shromazdéna fada udaju, které ukazaly,
ze slouceniny, oznacované souhrnné jako oxysteroly, zfejmé mohou riznym zplisobem
ovlivitovat nékteré patogenetické pochody metabolického syndromu (inzulinova rezistence,
endotelidlni dysfunkce a dal$i). Oxysteroly jsou velmi rGznoroda skupina kyslikovych
derivatii cholesterolu s Sirokymi pleiotropnimi Uc€inky. V ¢lanku je uveden mechanismus
tvorby oxysterolll a rozebrany jejich pozitivni i negativni G€inky ve vztahu k metabolickému
syndromu.

Abstract

The metabolic syndrome is today one of the global health problems; its risk lies mainly in a
multiple increase of cardiovascular diseases and the development of diabetes mellitus type 2.
Recently, a large number of data have been collected that have shown that compounds,
collectively known as oxysterols, are likely to affect some pathogenic pathways of the
metabolic syndrome (insulin resistance, endothelial dysfunction and others) in a variety of
ways. Oxysterols are a very heterogeneous group of oxygenated derivatives of cholesterol
with wide pleiotropic effects. The article describes the mechanism of formation of oxysterols
and their positive and negative effects relating to the metabolic syndrome.

Uvod

Metabolicky syndrom je definovan jako soucCasny vyskyt metabolickych i hormondlnich
odchylek, které vétSinou predstavuji rizikové faktory rozvoje aterosklerozy a kardio-
vaskularnich onemocnéni. Metabolicky syndrom je dnes jednim z globalnich zdravotnich
problémt; je odhadovano, ze zhruba 20 - 25 % dospélé populace trpi metabolickym
syndromem. Nejvétsi zastoupeni je v populacich ve vyvojové vyspélych statech, ma
dlouhodob¢ zvysujici se trend vyskytu, coz koresponduje s nardstem obezity v primysloveé
vyspélych statech.

Zéavaznost z toho vyplyvajici je zejména dvoj — az trojnasobné vyssiho rizika umrti na srde¢né
cévni onemocnéni nezZ u osob bez metabolického syndromu. Dale je prokazano zhruba
pétinasobné vyssi riziko rozvoje diabetes mellitus 2. typu. Definice metabolického syndromu
se v prubéhu let vyvijela a stale neni jednotna. V soucasné dob¢ jsou nejvice uzivany IDF
(International Diabetes Federation) a NCEP ATP Il (National Cholesterol Education
Program - Adult Treatment Panel 111). Kritéria pro diagnostiku metabolického syndromu jsou
uvedena v tabulce (tabulka), nutné je splnéni alespoii tii z uvedenych kriterii.
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Tabulka

Definice NCEP ATP III MuZzi Zeny
Obvod pasu 102 cm 88 cm
Hodnota HDL < 1,00 mmol/I < 1,30 mmol/i
Hodnota triglyceridii > 1,7 mmol/l

Arterialni hypertenze ¢i jiz
léCena hypertenze
Porucha glykémie nala¢no
¢i jiz diagnostikovany DM

130/85 mm Hg

> 5,6 mmol/l

Vedle zvySeného rizika rozvoje diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularnich komplikaci je
prokazan téz zvySeny vyskyt NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease), uréitych typu
nadorovych onemocnéni a nékterych neuropsychiatrickych onemocnéni.

Disledna komplexni 1é¢ba vSech slozek metabolického syndromu je vyznamnym tkolem
v primarni prevenci k zabranéni vzniku diabetu mellitu ¢i aterosklerdzy (ischemicka choroba
srde¢ni, ischemické choroba dolnich koncetin, ischemické cévni mozkové ptihody). Dlsledna
léba ma téz svuj nesporny vyznam v prevenci sekundarni, a zlepSuje tak progndzu
nemocnych. Proto by diagnostika a 1é¢ba jednotlivych komponent metabolického syndromu
nem¢la byt opomijena a je snaha nalézt mozné nové biomarkery k rozhodnuti o v€asném
nasazeni vhodné 1éCby, a zlepSeni progndzy pacienti.

V etiopatogenezi metabolického syndromu se uplatiiuje celd fada faktorti, jako je starnuti, obezita
v disledku zvyseného energetického pfijmu a fyzické inaktivity, kvalitativni slozeni tukd ve stravé,
protromboticky stav, chronicky subklinicky zanét, oxidacni stres a dals$i. Pojmem oxidacni stres je
oznaCovan zvySeny pomeér prooxidacni k antioxidacni aktivit¢ dany nadmérnou tvorbou a/nebo
nedostateénym odstrafiovanim reaktivnich kyslikovych a dusikatych substanci (RONS). V posledni
dob¢ byla shromazdéna fada 0daju, které ukazaly, Ze slouceniny, oznaCované souhrnné jako
oxysteroly (oxidované derivaty cholesterolu), ziejmé mohou riznym zptisobem ovliviiovat nékteré
patogenetické pochody metabolického syndromu (inzulinova rezistence, endotelialni dysfunkce a
dalsi).

Oxysteroly

Oxysteroly jsou velmi riznoroda skupina kyslikovych derivati cholesterolu s Sirokymi
pleiotropnimi uc¢inky. Jsou tvofeny piidanim hydroxy-, keto- ¢i epoxidové skupiny
K postrannimu fetézci ¢i kruhu cholesterolu. Ptiklady jednotlivych oxysterolti a zapojenych
enzymu jsou uvedeny v obrazku 1. Jsou vysoce reaktivni a jejich biologicky polocas je tak
nékolikandsobné kratsi nez biologicky polocas cholesterolu. Tvorba oxysterolt se odehrava
predevs§im v jatrech (fyziologicky pfi syntéze zluCovych kyselin), ale produkce oxysterola
jsou schopny i dal3i tkang, napt. tukova tkan a hypothalamus. Cést oxysterolt v organismu
pochazi z potravy.

Oxysteroly vznikaji enzymatickou ¢i neenzymatickou cestou. Enzymaticky vznikaji za Gcasti
hydroxylaz ¢i dalSich enzymu pievazné zrodiny cytochromt P450 vramci regulace
homeostazy cholesterolu. Jejich tvorba se odehrava fyziologicky v inicialni fazi syntézy
zlucovych kyselin (enzymy CYP7A1, CYP27A1) ¢i jako moznost eliminace cholesterolu
ze specifickych organt jako je napt. mozek (enzym CYP24Al). Dalsi moznosti vzniku je
neenzymaticka cesta (tzv. autooxidace) vlivem oxidacniho stresu kyslikovymi radikaly. Timto
zpusobem vznikaji oxysteroly, jejichz zvySena hladina vyznamné narusSuje homeostazu
metabolismu cholesterolu i glukdzy, coZz vede k nastartovani kaskady patologickych déju
podilejicich se na rozvoji aterosklerézy.
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Cholesterol je nachylny k modifikaci peroxylovymi radikaly zejména na pozici C4 nebo C7
za vzniku 4- ¢i 7-hydroperoxycholesterolu v o ¢i B konfiguraci. Hydroperoxidy dale interaguji
za vzniku hydroxycholesterolti a ketocholesterolti. Mnoho téchto reakci je katalyzovano
enzymy z rodiny CYP450.

Obrazek 1 Priklady oxysteroli

/c@\f* /Qﬁ\ﬁ H
HO “OH HO
OH

HO

4f-hydroxycholesterol CH25H 25-hydroxycholesterol
x:‘r P3A4

7a-hydroxycholesterol

CYP7TA1 "
CYP2TA1
‘\ —— e
HO OH
7B-hydroxycholesterol HO HO
Cholesterol 27-hydroxycholesterol
CYP46A1
CYP2TA1
L OH
HO
HO o 24(s),25-epoxycholesterol
HO
7-ketocholesterol HO
3p-hydroxy-5-cholestenova
24(S)-hydroxycholesterol kyselina

https://www.researchgate.net/Structure-and-origin-of-selected-common-oxysterols-Most-of-
the-oxysterol-species_figl 228437122 [accessed 23 Aug, 2018]

U¢inky oxysterolii v organismu

Oxysteroly jsou vysoce senzitivnimi biomarkery oxida¢niho stresu. Hladina oxysterolt
v organismu koreluje s po¢tem ptitomnych kardiovaskularnich rizikovych faktort, jako je
diabetes mellitus, dyslipidémie, obezita ¢i koufeni. Tento vztah souvisi s urovni oxida¢niho
stresu. Neenzymatickou cestou, autooxidaci, vznikaji rizné kyslikové derivaty cholesterolu,
napi. 7-ketocholesterol, 7B-hydroxycholesterol a cholestan-3B, 5a, 6B-triol. Méfenimi bylo
zjisténo, ze hladina téchto oxysterolti i pomér jejich hladiny k cholesterolu je signifikantné
zvysen v aterosklerotickych placich cév ve srovnani se zdravymi cévami. Oxysteroly pisobi
cytotoxicky na buiiky hladkého svalstva, fibroblasty a buiiky cévniho endotelu, nejpotentné;jsi
je v tomto smyslu 7-ketocholesterol. Kromé ucinkd cytotoxickych maji i ucinky
proinflamatorni, a nepfimo se tak podili na udrzovani chronického zanétu, ktery se tastni
Vv patogenezi aterosklerozy.

Klinické¢ studie prokéazaly, Zze hladiny méfenych oxysterold (7-ketocholesterol, 7a-
hydroxycholesterol, 7B-hydroxycholesterol a cholestan-3B, Sa, 6B-triol) pozitivné koreluji
s markery metabolického syndromu, jako je obezita (obvod pasu, BMI), hladina celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu a apo-B.
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U diabetiki — jak DM 2. typu, tak u DML1. typu — jsou pozitivni korelace hladin vySe
uvedenych oxysterola s glykovanym hemoglobinem, LDL, VLDL a TAG. U koufeni byla téz
pozorovana zvySena hladina vySe uvedenych oxysterold ve srovnani s nekufaky. Nabizi se
tak, Ze hladina téchto oxysterolti by mohla byt u pacientd s diabetem mellitem monitorovana
jako biomarker oxida¢niho stresu.

Medikamentozni 1é¢ba jednotlivych slozek metabolického syndromu vede k vyznamnému
snizeni hladiny oxysteroli (méfeny 7-ketocholesterol, 7a-hydroxycholesterol, 78-hydro-
xycholesterol a cholestan-3f3, 5a, 6B-triol). Snizeni glykémii u diabetikti z dlouhodobého
hlediska za pomoci peroralnich antidiabetik vede ke snizeni tvorby AGEs, nizs§i tvorbé
kyslikovych radikalt, a tim ke sniZeni lipidové peroxidace, snizeni produkce superoxidového
aniontu, zvySeni hladiny glutathionu a aktivity dalSich anti-oxida¢nich enzymi. Hladiny
méienych oxysterolil se snizily, avSak samotné podavani inzulinu nevedlo ke snizené hlading
téchto oxysterolll v plazmé.

Vyznamnou pozitivni roli hraji v 1é¢bé metabolického syndromu i statiny (vysoce potentni
skupina hypolipidemik), které funguji na principu inhibice HMGCoA-reduktazy. Statiny
kromé& svych hypolipidemickych vlastnosti maji vSak i dalsi intrinsické G¢inky, mimo jiné
antioxidacni aktivitu: inhibuji vznik superoxidového aniontu, zvySuji aktivitu ostatnich
antioxidacnich enzymi a zvySuji genovou expresi endotelové NOS.

Jak jiz bylo zminéno vyse, G€inky oxysteroll jsou pleiotropni, coz souvisi se Sirokou Skéalou
receptortl, jejichz jsou oxysteroly ligandy. Uginky oxysterolii v metabolismu &i transportu
sterolil, pfi ovlivnéni transkripcnich faktort regulujicich metabolismus lipidd, role v procesu
zanétu, podil na bunétné signalizaci a bunéném vyvoji a diferenciaci ¢i jejich cytotoxicke
uc¢inky jsou shrnuty v obrazku 2.

Obrazek 2
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Biomolecules 2012; 2: 76-103.
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Oxysteroly jako vyznamné ligandy jadernych receptorit LXR (liver X receptors) maji i fadu
vyznamnych pozitivnich U¢inki na metabolismus lipidi a glukozy. Hlavnimi ligandy LXR
jsou 22(R)-hydroxycholesterol, 24(S)-hydroxycholesterol a 27-hydroxycholesterol. Aktivace
LXR receptori t€émito oxysteroly vede k expresi genti, podilejicich se na regulaci homeostazy
lipidd 1 glukozy. Ovlivituji vstiebavani cholesterolu ve stievé, reverzni transport cholesterolu,
syntézu zluCovych kyselin, lipogenezi v jatrech ¢i tvorbu nascentnich HDL castic.

V jatrech aktivaci LXRs dochazi ke zvySeni exprese cholesterolovych transportéri (ABCAL,
ABCG5 a ABCGS8) a CYP7A1 (enzymu zprostfedkovavajici tvorbu zluCovych kyselin
z cholesterolu). Zvysuje se také exprese FAS (syntdza mastnych kyselin), ACC (acetyl-CoA
karboxylaza) a SCD-1 (steatoryl-CoA desaturdzal) podilejicich se na lipogenezi de novo.
Neméné vyznamnou roli ma aktivace LXR oxysteroly v procesu glukoneogeneze, kde se
podili na zvySené expresi téchto enzymu: PGC-1, PEPCK a G6Paza; dale ptisobi na GLUT-4
transportéry v tukové tkani a svalech.

(inducibilni) a COX-2. Klesa i exprese MMP-9 (matrix metalloproteindzy 9), kterd& ma
zasadni ulohu v degradaci extracelularni matrix a destabilizaci aterosklerotického platu.
Oxysteroly jsou také ligandy SREBPs (sterol regulatory element binding proteins), coZ jsou
transkrip¢ni faktory podilejici se na regulaci syntézy a degradace cholesterolu, které spolu
s SCAP (SREBP cleavage activation protein) monitoruji hladinu cholesterolu v burice.
Interaguji tak s Insig, tak, ze v piipadé nizké hladiny cholesterolu zaptsobi jako transkrip¢ni
faktor vazbou na SRE (sterol regulatory element) pusobici jako promotér cilového genu.
25-OHC se vaze na Insig pfimo, a mtize tak spustit celou kaskddu SREBP piimo i bez vazby
cholesterolu na SCAP. 24(S), 25-epoxycholesterol suprimuje aktivitu SREBP a reguluje tak
zpétnovazebné syntézu cholesterolu. Je vSak také vyznamnym ligandem LXR. S Insig reaguje
I 27-OHC, pri¢emz pii vysoké hladin¢ cholesterolu dochazi k degradaci HMGCOAR a
k zastave syntézy cholesterolu de novo.

Kromé kyslikovych derivatl na pozici C7 jsou u metabolického syndromu zajimavé i G¢inky
27-hydroxycholesterolu (dale 27-OHC). Tento oxysterol vznika hydroxylaci cholesterolu
pomoci CYP27A1 a je to jeden z nejvice abundantnich oxysterolt. Je tvofen v hepatocytech,
ale i v ostatnich tkanich — adipocytech, bunikach kosterni svaloviny ¢i v kiizi. Z experiment
se znaCenymi izotopy se usuzuje, ze az 80 % cirkulujiciho 27-OHC je tvofeno pravé
v extrahepatalnich tkanich. Je dale zndmo, Ze adipocyty ve visceralni tukové tkani jsou
mnohem vice metabolicky aktivni nez adipocyty v podkoZzi, coZ plati i pro produkci 27-OHC.
Tvorba 27-OHC v adipocytech je povaZovana za jeden z vyznamnych lokalnich regulatora
ve vyvoji adipocyti de novo. Ukazuje se, Zze enzym CYP27A1 pusobi jako negativni regulator
v procesu adipogeneze a syntéza 27-OHC piedstavuje jednu z moznosti odstranéni
piebytec¢ného cholesterolu v adipocytech. Je to vyznamny ligand LXR s ucinky uvedenymi
vyse.

Zvysend hladina 27-OHC spolu s 4B-OHC a 25-OHC byla pozorovana u pacientd s NAFLD
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Vysvétlenim muze byt to, ze 27-hydroxycholesterol je
povazovan jako vyznamny lokalni regulator za u¢elem udrZzovani homeostazy v jaterni tkani.
27-OHC pusobi nepiiznivé na buiikky imunitniho systému svym proinflamatornim t¢inkem na
makrofagy (s tendenci k pfeméné v pénové bunky) i zvySenou adhezivitou leukocyta k cévni
sténé. Spolu s dalsimi oxysteroly (naptf. 7 a-OHC a 7-KC) pusobi sniZeni poddajnosti cév a
jejich zvySenou tuhost. ZvySena hladina 27-OHC je pozorovana u pacientu s atero-
sklerotickymi platy, zejmeéna v jiZ pokrocilych platech v aorté; v pénovych buiikach je jednim
Z nejvice zastoupenych oxysterolt.

27-OHC je také vysoce potentni ligand na ER (estrogenovych receptori) a piisobi jako SERM
(selective estrogen receptor modulator), jeho uloha u karcinomu prsu je nyni v poptedi zajmu.
Ve vysokych hladindch miize antagonizovat pozitivni G¢inky estrogeni na cévni sténu U pre-
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menopauzalnich Zen snizenim produkce NO a pfirozené obnovy endotelu (reendotelizace)
karotid.

Zavér

Zavérem lze fici, Ze G€inky oxysteroll u metabolického syndromu jsou velmi rozmanité.
Negativné plsobi predevSim oxysteroly vznikajici neenzymatickou cestou (autooxidaci),
zejména 7-ketocholesterol, 7a-hydroxycholesterol, 7p-hydroxycholesterol a cholestan-
3B,5a,6B-triol. U téchto oxysterolii je dokumentovan jejich cytotoxicky, proapoptoticky a
prozanétlivy efekt s vyznamnou roli v progresi aterosklerézy.

Naopak oxysteroly vznikajici enzymaticky ptisobenim hydroxylaz maji velmi Siroké spektrum
ucinkil jak pozitivnich, tak negativnich. Vazbou na LXR ¢i SREBP ovliviiuji celou fadu
regulacnich déji v metabolismu lipid 1 glukdzy. Podili se také na bunécéné signalizaci a
bunééném vyvoji a diferenciaci.

V soucasné dobé jsou objevovany dalsi receptory, jejichz jsou oxysteroly ligandy. Piesné
ucinky aktivace téchto receptori nejsou dosud znamy, a proto jsou pfedmétem intenzivniho
vyzkumu.

Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN64165/2012, MPO-FV10380 a PROGRES
Q25/LF1/2
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Abstrakt

Cardiovascular disease (CVD) and cancer are the 2 leading causes of death worldwide.
Although commonly thought of as 2 separate disease entities, CVD and cancer possess
various similarities and possible interactions, including a number of similar risk factors (eg,
obesity, diabetes mellitus), suggesting a shared biology for which there is emerging evidence.
Although chronic inflammation is an indispensable feature of the pathogenesis and
progression of both CVD and cancer, additional mechanisms can be found at their
intersection. Therapeutic advances, despite improving longevity, have increased the overlap
between these diseases, with millions of cancer survivors now at risk of developing CVD.
Cardiac risk factors have a major impact on subsequent treatment-related cardiotoxicity. In
our experiment, we explored the lipid parameters and the presence of polyunsaturated fatty
acids, mainly omega-6 and omega-3, in the animal model of atherosclerosis and colorectal
carcinoma. Pathogenesis of lipid parameters were significantly higher in the model of
atherosclerosis. Ratio of omega-6 and omega-3 significantly increased in the model of
atherosclerosis and colorectal carcinoma in the comparison to control group (P < 0.001). Total
amount of omega-3 was significantly higher in the control group (P < 0.01).

Uvod

Nadorové a srdcovo-cievne choroby sU najzavaznejSimi chorobami, ktoré spdsobuju
alarmujucu mortalitu a morbiditu I'udi (Zhang et al., 2014). Ateroskler6za a rakovina boli
mnoho rokov povaZzované za choroby, ktoré maju navzajom Uplne neslvisiace mechanizmy v
patogenéze a progresii ochorenia a uplne odliSné terapeutické stratégie. R6zne predispozi¢né
a etiologické faktory, biomarkery a molekuldrne mechanizmy v patogenéze a progresii
ochorenia, ktoré su spolo¢né pre ateroskler6zu a rakovinu naznacuju, ze uvedené dve
najbeznejSie choroby v celosvetovom meradle si navzajom prepojené ovela viac ako sa
doposial’ predpokladalo (Koenne et al., 2016). Usudzuje sa, Ze ateroskleréza a rakovina
predstavuju varianty podobného chorobného procesu. Obe choroby zdielaji spolo¢né
etiologické faktory: genetickt predispoziciu, vek, pohlavné hormoény, fajéenie, vysoky prijem
tukov, toxiny a mutagény. Nasledkami pdsobenia uvedenych etiologickych faktorov sd
deregulacia bunkového cyklu, oxidacny stres, chronicky zépal, endotelidlna dysfunkcia,
deregulacia apoptézy a angiogenézy, DNA nestabilita a naruSena oprava DNA. Okrem
uvedenych biomarkerov a patogénnych faktorov spolo¢nych pre patogenézu aterosklerozy a
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nadorovych chordb sa v progresii oboch chordb uplatiiuje niekol’ko d’alsich molekulovych
mechanizmov, ktoré su spolocné obom chorobam ako su: TGF-R signalna cesta, rastove
faktory, bunkové adhezivne molekuly, Wnt-3-kateninova signalna cesta, zvySena digescia
matrix s matrix metaloproteazami a NF-kappaB signalna cesta. Spolo¢na progresia choroby
pri ateroskler6ze a rakovine je vychodiskom pre uplatnenie novych terapeutickych pristupov
(Giufang et al., 2016; Kwan et al., 2012).

Cielom Studie je porovnat’ lipidové parametre a zastipenie mastnych kyselin v patogenéze
aterosklerdzy a kolorektalneho karcinomu vyuzitim animalnych experimentalnych modelov.

Metodika préace

Do experimentu boli zaradené potkany, samce kmenia Sprague Dawley 10 kusov v skupine vo
veku 6 tyzdnov. Zvieratd boli rozdelené do skupin: kontrolna skupina (KS), kontrolna skupina
s vysokotukovou diétou (AT), kontrolna skupina s kolorektalnym karcinomom (KK).
Aterosklerdza bola indukovana dieteticky pomocou diéty s vysokym obsahom cholesterolu
(10%) a omega-6 MK (Misko, Snina, Slovenska republika). Kolorektalny karcinom bol
indukovany aplik&ciou azoxymetdnu (AOM) (Sigma - Aldrich, Missouri, USA) intraperi-
tonealne v davke 15 mg/kg v dvoch davkach pocas dvoch tyzdnov. Na konci experimentu, po
6 mesiacoch (25 tyzdilov), boli zvierata uvedené do celkovej anestézy pouzitim Zoletil 50
(Virbac, Carros, Franclzsko) v davke 50 mg/kg a Xylazin (Riemser, Greifswald, Nemecko)
v davke 15 mg/kg. Zvieratdm v celkovej anestéze bola odobratd krv punkciou srdca a ¢revny
obsah na potrebné mikrobiologické a biochemicke analyzy.

Celkovy cholesterol (TC), HDL, LDL, triacylglycerol (TAG) sme stanovili pomocou
biochemického analyzatora RX Daytona 3901 (irsko). Parametre ako non HDL a aterogénne
indexy (HDL/LDL, TC/HDL, TAG/HDL) boli vypocitané. Mastné kyseliny (MK) sme
analyzovali metodou plynovej chromatografie s plamenovo-ionizacnym detektorom.

Hodnoty v grafoch su vyjadrené ako aritmeticky priemer a smerodajnéd odchylka (x = SD).
Vysledky boli vyhodnotené pouZitim Statistického testu Tukey test (MINITAB for Windows
11, 21)

Vysledky

Celkovy cholesterol, LDL, non HDL, TAG v AT skupine boli signifikantne vysSie ako
priCom tieto zmeny neboli signifikantné. Aterogénne indexy (CH/HDL, TAG/HDL) boli
signifikantne vyssie v skupine, ktorym bol podavany cholesterol a zaroven v tejto AT skupine
Sledovanim zmien MK sme zistili, Ze v kontrolnej skupine v porovnani so skupinami AT a
KK sme dosiahli najvyssie hodnoty kyseliny laurovej (LA), myristovej (MA), stearovej (SA),
alfa-linolénovej (ALA), arachidonovej (AA) a dokozahexaénovej (DHA). Signifikantné

R

svvs

MA, ALA a kyseline eikozapentaénovej (EPA). V skupine, kde bolo krmivo obohatené
o0 cholesterol (10 %) sme zaznamenali najvyssie zastlpenie kyseliny gama-linolenovej (GLA)
a EPA, najnizsi obsah bol zaznamenany pri PA, SA, AA a DHA.

Okrem zastiipenia mastnych kyselin sme vypocitali vzorcami aj desaturatné enzymy, vd’aka
ktorym, hoci v obmedzenej miere, dochddza vzniku dalSich metabolitov MK s vySSim
retazcom a taktiez k tvorbe eikozanoidov. NajvysSiu aktivitu delta-6-desaturdzy (pomer
GLA/LA, omega-6 PNMK), delta-5-desaturdzy delta-5-desaturazy (pomer AA/DGLA),
delta-4-desaturazy (pomer DPA/AA) sme pozorovali v skupine AT, avSak rozdiely medzi
skupinami neboli signifikantné.
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rozdiely medzi skupinami neboli signifikantné. Nakoniec sme sledovali pomer
omega-6/omega-3 MK. V skupina KS mala pomer 10,3:1, KK 12,7:1 a AT 17:1. Rozdiely
medzi sledovanymi skupinami boli Statisticky vyznamné.

Diskusia

Prijem potravy s vysokym obsahom lipidov, najma so zvySenym obsahom cholesterolu a
nasytenych mastnych  kyselin, je doleZzitym rizikovym faktorom v etioldgii
kardiovaskularnych ochoreni (Matakova, 2016). Vysoka koncentrécia cholesterolu, a to najma
LDL cholesterolu, asociuje s rozvojom kardiovaskularnych ochoreni (Zak et al., 2011; Chiang
et al., 2001). Dolezity faktor vyjadrujuci mnozstvo aterogénnych castic v plazme
(VLDL+IDL+LDL) je non HDL cholesterol. Porovnanim s LDL cholesterolom je to
vhodnejsi parameter pri hodnoteni kardiovaskularneho rizika, a to najma u chorobnych stavov
spojenych s hypertriglyceridémiou v kombinacii s diabetes mellitus, metabolickym
syndromom a ochorenim obli¢iek (Reiner et al., 2011). U potkanov kfmenych krmivom so
zvySenym obsahom tukov sme dosiahli Statisticky vyznamné zvySenie non HDL cholesterolu.
Zlozenie potravou prijimanych mastnych kyselin sa podiel'a ako na zdraviu prospesnych
ucinkoch pre organizmus, tak aj na rozvoji obezity a s nou spojenych chorobnych stavov.
Simopolous (2008), Vrablik, (2007) opisuju, ako zvySeny prijem polynenasytenych mastnych
kyselin, konkrétne kyseliny linolovej, prispieva k zvySeniu oxida¢ného stresu u Tudi.
Oxidacny stres je jeden z prvych faktorov, ktory sa uplatiiuje v rozvoji aterosklerdzy.
Vo svojej humannej Stadii zistil Statisticky vyznamne zvySend exkréciu 8-iso-PGF2a a
signifikantny pokles exkrécie metabolitov NO porovnanim s kontrolnou skupinou. Produkcia
F2 isoprostanov sa vyrazne zvysuje pri stavoch spojenych so zvySenym oxidacnym stresom
(Montuschi et al., 2004).

Zvyseny prijem tukov je taktieZz rizikovym faktorom onkologickych ochoreni, hlavne
u kolorektalneho karcindbmu, karcindmu prsnika alebo prostaty. Kyselina linolova (LA, 18:2,
®-6) a od nej odvodena kyselina arachidonova (AA, 20:4, ®-6) je dblezitym zdrojom
biologicky aktivnych mediatorov — eikozanoidov (prostaglandiny, leukotriény) a v experi-
mentalnych systémoch je ¢asto dokazovany podporny ucinok pre vznik a rozvoj nadorov.
Naopak u kyseliny alfa-linolovej (ALA, 18:3, o-3) a od nej odvodenych ekozapentaénovej
(EPA, 20:5, ®»-3) a dokozahexaénovej (DHA, 22:6, ®-3) kyseliny boli preukdzané
v experimentalnych systémoch inhibi¢né protinddorové Uc¢inky. Epidemiologické, klinické a
laboratorne $tadie poukazuju na doélezitost mnozstva a druhov konzumovanych tukov
v etioldgii a prezivani niektorych typov nadorov (hlavne prsnika a kolorektalneho
karcindomu). Kym nasytené¢ mastné kyseliny moézu stimulovat inicidciu karcinogenézy,
nenasytené mastné kyseliny mézu posobit’ v promocnej a progresivnej faze v davkovej
zavislosti. Epidemiologické Studie predpokladajd, Ze nizkotukova diéta v kombinécii s nena-
sytenymi MK, kde je vyvazeny pomer ®-6:0-3 na urovni 10-4:1 savisi s nizSou mortalitou
u nadorov prsnika a kolorektalneho karcindmu. Uloha PNMK je sledovana rovnako u d’alsich
typov nadorov gastrointestindlneho traktu (napr. pankreasu) aj u nadorov prostaty. Niektoré
tuky, hlavne s obsahom mononenasytenych alebo -3 PNMK nemaji promoc¢né ucinky, 1 ked’
ich obsah v potrave je vysoky (Matéakové, 2016; Reiner et al., 2011; Simopolous, 2008).
Presné mechanizmy Géinku réznych lipidov a PNMK nie su v3ak stale objasnené. UvaZuje sa
o0 nasledovnych mechanizmoch pésobenia PNMK v procese karcinogenézy:

[] $trukturalne a funkéné zmeny membran, ktorych neoddelitelnou stcéastou si PNMK.
Ovplyvnenie biofyzikdlnych a biochemickych vlastnosti membrdn ma dopad hlavne na
funkciu proteinov viazanych na membranu, prendsacov a receptorov;
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[] produkcia Specifickych metabolitov ovplyviujicich bunkovi signalizaciu a génovi
expresiu, napr. eikozanoidy, ceramid, DAG atd’. a imunitny systém uplatnujucich sa v zapale;
[] produkcia mnoZstva ROS, NOS a lipidovych peroxidov vznikajacich v metabolizme
VNMK a ovplyviujucich cely rad dejov v bunkach a tkanivaich. VNMK ovplyviiuju aj
antioxidacné systémy a dochadza ku zmenam redoxnej rovnovéahy;

[] priame pdsobenie na vnutrobunkové signalne zlozky ako Specifické signalne molekuly
(kindzy, fosfatdzy) a transkripcné faktory. V dosledku toho dochadza potom ku zmenam
prenosu signalov a expresii génov s dopadom na chovanie buniek (Matakova, 2016).

Utinky tukov modzu byt priame (zahfiiajG zmeny v Struktdre a funkcii bunkovych membran)
alebo nepriame (zahffiaji zmeny v endokrinnom systéme a metabolizme PNMK, tj. syntéza
eikozanoidov - prostanglandinov a leukotriénov a d’alej supresia imunitnej odpovede).
Niektor¢ PNMK mézu ucinne a priamo riadit’ transkripciu Specifickych génov (napr. gény
kodujuce lipogénne proteiny, delta desaturazy) (Sopkova et al., 2016).

Nadorové podporné pdsobenie niektorych tukov moze tiez suvisiet s ich schopnostou
znizovat' alebo inhibovat medzibunkovii komunikaciu a blokovat tak metabolicku
kooperaciu. Strata spatnovazobnej kontroly nasledne prispieva k nadorovému bujneniu.
V naSom experimente sme nepozorovali signifikantné zvySenie lipidovych parametrov
vzhl'adom ktomu, Ze nedoSlo takému rozvoju karcinogenézy, ktory sme na zaciatku
experimentu predpokladali. Ale ¢o sa tyka zastupenia MK, bol pozorovany signifikatny
pokles omega-3 PNMK, narast omega-6 MK a pomeru omega-6/omega-3 oproti kontrole.

Zaver

NaSe zistenia poukazuju, Ze pridavok cholesterolu a kyseliny linolovej zvysil lipidove
parametre v skupine AT v porovnani so skupinami KS a KK. V skupine AT sme sledovali
taktiez narast omega-6 MK, aj pomeru omega-6/omega-3. V kontrolnej skupine sme sledovali
pokles omega-6/omega-3 a vyrazny vysSi podiel omega-3 PNMK, najviac ALA a DHA.
Potvrdilo sa, Ze MK Kkoreluju s rozvojom ateroskler6zy. Pri kolorektdlnom karcindme sme
zaznamenali vysSi pomer omega-6/omega-3 oproti KS. Nizky obsah omega-3 PNMK a niZsi
pomer n-6/n-3 v skupine KK oproti kontrole naznacuje vzajomny vztahy MK vs.
kolorektalny karcindm, ale nenaznacuje vzajomny vzt'ah lipidové parametre vs. kolorektalny
karcinom.

Tato tadia bola podporena Vedeckou grantovou agentirou MSVVa S SR:
VEGA 1/0584/16
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Abstrakt

Shrnuty poznatky o vztazich mezi stievnim mikrobiomem a lidskym organismem. Stievni
mikrobiom, prevySujici nas poctem bunék i1 velikosti genetické informace, je dualezitym
zdrojem esencialnich latek i1 aktivnich metabolitli. V poslednich letech se mnozi autofi
soustiedili na zkoumani vlivu mikrobiomu na rozvoj kardiometabolickych onemocnéni.
Vysledky téchto praci ukazuji, ze dalSi vyzkum zaméfeny na mechanismy, kterymi
mikrobiom ovliviiuje etiopatogenezi kardiometabolického syndromu ma potencial odhalit
potencidalni terapeutické moznosti, které budou k 1é¢bé této enormni socioekonomické zatéze
Klinicky vyuzitelné.

Abstract

In this article we briefly reviewed recent advance in research of relationship between gut
microbiome and host metabolism. Gut microbiome, vastly outnumbering our organism with
number of cells and genetic information, is important source of active metabolites and
essential substrates. In recent years many studies focused on influence of gut microbiome on
etiopatogenesis of cardiovascular syndrome were published. Their results are promising, and
further research focused on mechanisms which uses microbiome to influence our organism
and how it participates in etiopatogenesis of metabolic syndrome could discover possible
advantages in treatment of this enormous socioeconomical burden.

Metabolicky, resp. kardiometabolicky syndrom (KMS) je soubor rizikovych faktort
pro kardiovaskularni onemocnéni na podklad¢ aterosklerdzy a pro diabetes mellitus 2. typu.
Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z nejvyznamnéjSich pficin umrti na svété. Ro¢ni
naklady na péci o pacienty s kardiovaskularnimi chorobami jsou v celém svété odhadovany
na 108 miliard dolari (Cook et al., 2014). VétSina kardiovaskularnich onemocnéni je
zapric¢inéna tvorbou aterosklerotickych platt na sténach cév. Pribéh a mira postizeni v rdmci
kardiovaskularniho syndromu jsou zavislé na kombinaci v rizné mite ovlivnitelnych a
neovlivnitelnych faktort. Mezi neovlivnitelné faktory patii pohlavi, vék ¢i genetické faktory.
Mezi ovlivnitelné faktory patii naptiklad koufeni, fyzicka aktivita, dieta, stres, hypertenze a
dyslipidemie (Tegos et al., 2001; Chen et al., 2018).

Lidskym mikrobiomem rozumime soubor organismui (vetné¢ jejich genetické informace)
nachazejicich se v lidském stievé. Obdobné nazyvame metabolomem soubor metabolickych
produktii mikrobiot ¢i proteomem soubor bilkovinnych produkt mikrobiot.

Lidské stfevo je osidleno zhruba 10 biliony bakterii (nepocitaje viry, houby, protozoa...), coz
zn¢j ¢ini jednu z nejhustéji osidlenych Casti zemského povrchu. Souhrnna hmotnost téchto
bakterii je vétsi nezli lidsky mozek. Jiz pomér bun¢k 10:1 (resp. dle soucasné prace 1,2:1,
pocitame i1 bezjaderné erytrocyty) ve prospéch bunék bakteridlnich svéd¢i o vyznamu, ktery
tento ,,organ” pro nas organismus ma (Sender et al., 2016). Mikrobiom nas pievysuje nejen
poctem bunék, ale i rozsahem své genetické informace (cca 120x vice gend, nezli lidské
DNA). Lidsky mikrobiom méa vyznamny funkéni potencial, ktery uplatiiuje v Uzké spolupraci
s organismem svého hostitele — ¢lovéka.
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V poslednich letech, zejména diky rostoucim znalostem o stfevnim mikrobiomu, se ukazuje,
ze mezi lidskym organizmem a stievnim mikrobiomem panuji uzké, avsak dosud ne vzdy
pfesn¢ definované vztahy. Hlavni divod, pro¢ stfevni mikrobiom dlouho zGstaval stranou
védeckého zdjmu je nemoznost kultivovat valnou vétSinou jeho zastupcii. Nedostatek
selektivnich kultivacnich pid a obtizné ziskavani vzorktl riznych etazi traviciho traktu
znesnadiiuje identifikaci mikrobiot ,klasickou® cestou i1 dnes. Teprve diky rozvoji
molekularné genetickych metod, zejména diky sekvencni genetické analyze prostfednictvim
malych podjednotek ribozomalnich RNA (16s rRNA sekvenovani), jsme schopni piesnéji
identifikovat, které mikroorganimy jsou v GIT pfitomny. Diky metagenomickému
sekvenovani zaroven zjistujeme, jakou genetickou vybavu, a tedy i funkce stfevni mikrobiom
ma.

Zastoupeni jednotlivych mikrobiot i jejich absolutni pocet se v jednotlivych etdZich traviciho
traktu vyrazné lisi. Distribuce mikrobu tak odrazi rozdilnou dostupnost Zivin, kysliku a
dalSich proménnych v riiznych Castech digestivniho aparatu (GIT). V proximalnich ¢astech
GIT dominuji Gram pozitivni (G+) fakultativni anaeroby — bakterie, které dokazi ptezit
za pristupu kysliku i jeho nedostatku. Vys$i zastoupeni bakterii v Zaludku je vyrazné
limitovano jeho nizkym pH, které je i dileZitou barierou proti priniku patogenti do distalnich
casti GIT. Vyraznéjsi zastoupeni mikrobiot v tenkém stievé znesnadnuje jeho vyrazna
peristaltika i dalsi faktory (napt. zluCové kyseliny), které ztézuji kolonizaci sliznice
mikroorganismy. Valna vétSina bakterii osidluje tlusté stievo. Z 99 % se jedna o obligatorni
anaeroby. Mimo tento ,,longitudialni“ gradient distribuce mikrobiot existuje jesté ,,vertikalni*
gradient — rozdily mezi mikrobialni populaci stfevniho lumina a mikroby adherujicimi ke
sliznici stfeva. Tyto rozdily znesnadfiuji zkoumani mikrobiomu a mohou byt jednou z pficin
rozporuplnych vysledkt nékterych védeckych praci.

Slozeni stfevniho mikrobiomu je interindividualné odlisné, nicméné lze definovat urcita
schémata sloZzeni mikrobiomu — nazyvané enterotypy. Dle pfevahy jednotlivych bakterialnich
rodil jsou oznacovany jako typ 1 (s pfevahou rodu Bacteroides), typ 2 (s pievahou rodu
Prevotella) a typ 3 (pfevahou rodu Ruminococcus) (Arumugan et al., 2011). U pacienti
s ateroskler6zou dominuje enterotyp 3, mala ¢ast pacientd pak nese enterotyp 1 (Karlsson et
al., 2012).

Enterotyp jedince nezéavisi na véku, pohlavi, ani rase, je vSak do zna¢né miry zavisly na diet¢.
Vliv kratkodobych zmén diety se pftiliS neprojevi ve sloZeni mikrobiomu, ovlivni vsak
enzymatickou a metabolickou aktivitu pfitomnych bakterii. Teprve razantni zmény v dieté
mohou dlouhodobé&ji pozménit slozeni mikrobiomu (Singh et al., 2017). Typickym piikladem
je tzv. zapadni dieta (western diet), charakteristicka vysokym obsahem tukid. Zavedeni této
diety vede mimo jiné k postupné redukci zastoupeni Akkermansia munciphila a laktobacila,
coz jsou mikroby pfiznivé ovlivijici lidsky metabolismus (Singh et al., 2017). V poslednich
desetiletich se ovlivnéni stfevniho mikrobiomu vyuZziva jako Géinny terapeuticky prostiedek
u jinak obtizné IéCitelnych onemocnéni, jakym je napiiklad klostridiova kolitida (CDI).
Fekalni bakterioterapie je v dneS$ni dob¢é bézné provadénou, relativné levnou a efektivni
metodou 1é¢by CDI.

Mikrobiom je také nepiiznivé ovliviiovan antibiotickou (ATB) terapii, jejiz dusledky
ve smyslu zmény slozeni mikrobiomu mohou byt patrné mésice ¢i roky po ukonceni podavani
ATB (Jernberg et al., 2007; Yap et al., 2016).

Mikrobiota ovliviiuji na§ organizmus mnoha riznymi mechanismy. Moduluji stfevni barieru,
reguluji dostupnost zivin, kompetitivn¢ inhibuji patogenni stfevni fléru a brani tak infekei.
Mikrobiota se podileji také na utvareni imunitniho systému.

Mikrobiota jsou prvni, kdo zpracovava piijimanou potravu a ovliviiuji slozeni latek, které
organismus ziskava z ptijaté potravy. Stfevni mikrobiom se podili na energetickém piijmu a
syntéze nékterych vitamind (K, B2, Bi, kyselina listova, biotin, pantotenova kyselina). Déle
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ovliviiuje metabolismus glukozy, zluCovych kyselin a cholesterolu. Stievni bakterie rovnéz
syntetizuji n¢které esencialni aminokyseliny (Lefebvre et al., 2009; Vyas a Ranganathan,
2012).

V souvislosti s rozsifujicim se poznanim o patogenezi kardiovaskularnich chorob vychazi
najevo, ze hodnoceni ,tradi¢nich® rizikovych faktord nestaci k efektivni predikci rizika
rozvoje kardiovaskularnich chorob (Fernandez-Friera et al., 2015; Fernandez-Friera et al.,
2017). To, spolu s relativné nedostateénym efektem dosud znamych terapeutickych moznosti
vede ke snaze o hlubsi pochopeni patogeneze kardiometabolickych onemocnéni. WHO i
odborné spolecnosti dlouhodobé zduraziuji vliv fyzické aktivity a diety na snizeni rizika
kardiovaskularnich onemocnéni a aterosklerdzy. V poslednich letech se mnozi diikazy o tom,
Ze jednim z dulezitych faktorti v oblasti patogeneze kardiometabolickych chorob je stievni
mikrobiom.

Ukazuje se, ze u pacient s ateroskler6zou (AS), u nichz neni pfitomen Zadny z vnéjSich
rizikovych faktort jejiho rozvoje, se tradicné povazuje za rizikovy faktor vliv geneticky.
Nicméné¢ takto lze vysvétlit etiologii AS jen u ¢asti pacientl. Je tedy nasnad¢ patrat po dalSich
moznych rizikovych faktorech AS. Lze se domnivat, ze byla jiz identifikovana vétSina
environmentalnich faktoru (faktorti vnéjsiho prostiedi), které se na riziku AS mohou podilet.
Malo pozornosti v§ak bylo dosud vénovano faktorim pisobicim piimo v haSem organismu,
respektive v onom zvlastnim ,,vnitiné-vnéj$im“ prostiedi, jakym je lumen lidského stieva.
V posledni dobé se mnozi dikazy o tom, ze rizikovym faktorem AS mohou byt i metabolické
produkty tvotené lidskym stfevnim mikrobiomem.

K tomu, aby mikrobiota mohla ovlivnit vzdalené organové systémy, je nutné, aby se signal,
vyslany mikrobioty pronikl ptes stievni bariéru. Toho lze dosdhnout jednak vyuZitim
receptortl pritomnych na bunkach stfevniho epitelu — takto jsou zaznamenavany strukturalni
molekuly stén bakterii, jednak priinikem mikrobialnich proteind, v€etné toxickych metaboliti
pii poruseni intestindlni bariery. Jinym zplisobem muze byt tvorba bioaktivnich molekul,
které jsou vstfebavany stfevnimu butikami a dale transportovany do vzdalenych ¢asti lidského
organismu.

Takovy mechanismus se uplatiiuje napiiklad v metabolismu mastnych kyselin, zejména pak
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (short chain fatty acids, SCFA). Volné mastné kyseliny
jsou nejen vyznamnym energetickym substratem, ale maji (zejména SCFA) funkci signalnich
molekul. Mnozstvi SCFA v nasem organismu je do znané miry zavislé na stievnim
mikrobiomu, ktery je vytvari fermentaci vlakniny. SCFA slouzi nejen jako zdroj energie
pro bunky stievniho epitelu, ale prostiednictvim specifickych s G-proteinem sptazenych
receptorti ovliviiyji 1 vzdalené organy. Ptikladem takovych receptorti jsou GPR41 a GPR-43.
GPR41 je receptor svysokou afinitou zejména k propionatu (Samuel et al., 2008). Je
exprimovan v tukové tkéni, stievé a perifernim nervovém systému. Stimulovan SCFA
reguluje stfevni glukoneogenezi. Propionat prostiednictvim GPR41 exprimovaném
v sympatickém nervovém sytému reguluje aktivitu sympatiku. GPR41 exprimovany
v perifernich nervech se podili na udrZovani energetické homeostazy organismu mimo jiné i
regulaci osy stfevo-mozek-periferni nervovy systém. Vzhledem k tomu, Ze tento receptor je
ptitomen i v beta-bunikach lidského pankreatu, l1ze piedpokladat, Ze se pfimo podili na re-
gulaci sekrece insulinu (Miyamoto et al., 2016).

DalSim zastupcem SCFA je acetat, ktery je hlavnim ligandem receptoru GPR43 (Brown et al.,
2003). Tento receptor je exprimovan v neuroendokrinnich bunkach L burikach lidského
stieva. Jimi secernovany peptid YY (PYY) inhibuje motilitu traviciho traktu, ovlivituje kostni
metabolismus a snizuje chut’ k jidlu (Darzi et al., 2011). Stejnymi buiitkami uvoliovany
glucagon-like peptid (GLP-1) se ucastni na udrzovani glukdézoveé homeostazy. U GPR43-
deficientnich mysi dochazi k redukci sekrece GLP-1. Pokusy na transgennich mysich
s deficitem GPR43 exprimovanym v tukové tkani ukazaly, ze mira aktivace téchto receptort a
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jimi zprosttedkovany efekt se 1iSi u bezmikrobnich (germ-free) mysi a mysi 1éCenych
antibiotiky. Ukazuje to na klic¢ovou ulohu stievniho mikrobiomu v aktivaci GPR43. GPR 43
inhibuje akumulaci tuku v tukové tkani, ptiznivé ovliviiuje sekreci GLP-1 a pfimo reguluje
sekreci insulinu v pankreatu (Kimura et al., 2013). Neékteré studie potvrzuji vliv GPR43
na modulaci zanétlivé odpovédi organismu (Maslowski et al., 2009). Stimulace GRP43
inhibuje zanétlivé zmény stievni sliznice, naopak GPR43 deficientni mysi kmeny vykazuji
téz8i kolitidu, astma ¢&i artritidu. Zda se, Ze mikrobialnimi produkty aktivovany GPR43
pozitivné ovliviiuje regulacni T lymfocyty ve stievni sliznici (Miyamoto et al., 2016).

Vliv SCFA na energeticky metabolismus potvrzuji 1 vysledky nékterych dalSich studii.
Naptiklad vys$i piijem propionatu ¢i acetatu reguluje expresi genu odpovédnych za lipo-
genezi, snizuje vitadu tydni obsah triacylglycerolu v jaterni tkani, nema vSak vliv
na hmotnost. Suplementace propionatem a acetatem ovlivnila ve studii Weitkunatové et al.
sloZzeni mastnych kyselin s dlouhym fetézcem ve smyslu snizeni ®6/®3 poméru. Propionat,
zda se, pitimo zvysuje syntézu C15:0 a C17:0 mastnych kyselin v jatrech. ZvySeny piijem
propionatu sniZzuje vysokotukovou dietou indukovanou insulinovou rezistenci u mysi.
NejspiSe pravé stimulaci intestinalni glukoneogeneze zvySuje propionat insulinovou
senzitivitu (De Vadder et al., 2014; Weitkunat et al., 2016).

Na druhou stranu v souvislosti s metabolickym syndromem dokazuji ve sve studii Perry a
kol., ze acetat, produkovany alterovanym stfevnim mikrobiomem aktivuje parasympaticky
nervovy systém, coz vede k zvySené glukozou stimulované insulinové sekreci a rezultuje
v hyperfagii a obezitu se vS§emi znamymi disledky (Perry et al., 2016).

DalSim vyznamnym produktem mikrobidlniho metabolismu je trimetylamin (TMA) - produkt
vychazejici mimo jiné z metabolismu fosfatidylcholinu (lecitinu). Tato molekula je hlavnim
potravinovym zdrojem cholinu — latky, ktera v lidském téle hraje n¢kolik dulezitych uloh. Je
nejen prekurzorem acetylcholinu-vyznamného neuroendokrinniho ptsobku, ale podili se i
na funkci membran a ovliviiuje lipidovy metabolismus. Cholin je rovnéZ zdrojem metylovych
skupin, dilezitych pro syntézu nékterych aminokyselin. Vyznam TMA v problematice
kardiovaskularnich onemocnéni dobie ilustruji studie, které prokazuji pozitivni korelaci mezi
TMA a velikosti aterosklerotickych plata ¢i rizikem vaznych komplikaci u pacientti po koro-
narografii (Wang et al., 2011; Tang et al., 2013).

Dvoustupiiovym metabolismem, kdy specifickd stievni flora vytvaii z prekurzort (lecitin,
cholin, betain L-karnitin) trimetylamin, ktery je dale v jatrech metabolizovan ptsobenim
FMO-3 (flavin containing monooxidase -3), vznika trimethylamin-N-oxid (TMAO). Vysoké
hladiny TMAO vedou k vyssi akumulaci cholesterolu v pénovych bunkach, které jsou
inicialnim substratem aterosklerotickych lézi. Navic, TMAO byl identifikovan ve vétSich
koncentracich u dialyzovanych pacienti — skupiny pacientd, kterda ma zvySené riziko
kardiovaskularnich onemocnéni. Sama vysoka hladina TMAO je i prognostickym faktorem
zavaznosti rendlniho poskozeni u pacientt s renélni insuficienci (Tang et al., 2013; Wilson et
al., 2015).

Na zvifecich modelech se rovnéz ukazuje, ze pfitomnost aterosklerotickych plath je
asociovana s vyznamnéj$im zastoupenim nékterych mikrobiot (napt. Clostridiales,
Ruminococcus a Lachnospiraceae), naopak méné jsou u téchto pacienti zastoupeny
Bacterioidetes. Mimoto jsou s kardiovaskularnimi onemocnénimi asociovany néktera
vzacnéj$i mikrobiota-rod Collinsella je zastoupena u rizikovych pacienti vice, zatimco
Roseburia a Eubacterium jsou naopak ¢etné&jsi u zdravé populace.

Mikrobiom je v3ak s problematikou aterosklerdzy spojen jesté té€snéji. Koren a kol. ve své
praci prokazal bakterialni osidleni pfimo v aterosklerotickych platech. Nékteré z bakterii
(napt. Pseudomonas luteola) byla autory studie identifikovana jen v aterosklerotickych
platech, jiné bakterie (n€které stafylokoky a pfislusnici rodu Burgholderia) byly u téchto
pacientl izolovany i ve stolici a Ustni dutin€. Autofi pfipoustéji moznost, ze Pseudomonas
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luteola je kli¢ovym organismem kolonizujicim aterosklerotické platy a nejspiSe se podili
na jejich tvorbé. Rovnéz nalezli zavislost poctu leukocyti aterosklerotickych plata
na piitomnosti bakterialni DNA uvniti platu. Domnivaji se tedy, Ze bakterialni infekce
aterosklerotickych plata piimo ovliviuje jejich stabilitu, pficemz se ukazuje, ze prinejmensim
¢ast mikroorganismu aterosklerotickych plati pochazi ze stievni mikroflory (Koren et al.
2011).

Rovnéz dysbidoza, vedouci k poruSeni stfevni bariéry a nasledné i bakteridlni translokaci,
muze vést krozvoji mirného chronického zanétlivého stavu, ktery prispiva k rozvoji
aterosklerozy.

V souvislosti s kardiovaskularnimi chorobami popisuje Lam v praci z roku 2012 popisuje
snizeni hladin cirkuluyjiciho leptinu a nasledné¢ i mensi rozsah ischemického postizeni
myokardu pii peroralnim uziti vankomycinu resp. probiotik (Lactobacillus leptum) oproti
kontrolam u zvifecich modell s uméle navozenou ischemii srdecniho svalu. Naznacuje tak
mozné budouci sméfovani strategic ¢asteéné redukce nasledkt infarktu myokardu pomoci
ovlivnéni stievni mikroflory (Lam et al., 2012).

Nedilnou soucasti kardiometabolického syndromu je hypertenze. Jakkoli je obvykle pomérné
dobte korigovatelnd medikaci, pfi¢iny esencialni hypertenze nejsou dosud do detailit znamy.
Metaanalyza deviti praci publikovana r. 2014 prokazuje, ze pii dostatecné dlouhém uzivani
nékterych probiotik dochazi k signifikantnimu sniZeni systolického i diastolického tlaku
(Khalesi et al., 2014). Obdobny efekt uzivani fermentovaného mléka pak prokazal ve své
metaanalyze Dong (Dong et al., 2013). Ukazuje se rovnéz, Ze jednim z modulatori krevniho
tlaku jsou SCFA. Receptory pro SCFA jsou mimo jiné pfitomny i v buiikdch hladkého svali
malych resisten¢nich cév ¢i ledvinném juxtaglomerularnim aparatu a Pluznick s kol. v této
souvislosti popsali modifikaci krevniho tlaku u mysi pomoci antibiotické terapie (Pluznick et
al., 2013).

V posledni dobé se mnozi prace zkoumajici moznosti ovlivnéni slozeni stfevniho mikrobiomu
v souvislosti se snizenim kardiovaskularnino rizika. Kuka et. al. medikament6znim
ovlivnénim bakterialniho metabolismu L-karnitinu snizZil v experimentu plazmatické hladiny
proaterogenniho TMAO (Kuka et al., 2014). Fekélni transplantaci (FBT) stolice Stihlych
jedincu bylo ve studii Vrieze a kol. dosazeno zvySeni insulinove sensitivity u pacienti
s metabolickym syndromem (Vrieze et al., 2012). Zvysledki je ziejmy vliv butyrat
produkujicich bakterii (Roseburia, Eubacteria) na glukézovou homeostazu. Podobné Gregory
et al. dosdhl pfenosem stolice elevaci plazmatickych hladin TMAO u mysi a dokazal tak
moznost horizontalniho ptenosu proaterogenniho rizika (Gregory et al., 2015). Vzhledem
k rizikim FBT (infekce, toxemie), ktera je asociovana s alogenni transplantaci stolice, vSak
vyuZiti této metody je v soucasné dobé vyrazné limitovano. Cilem dalSiho vyzkumu by tak
mohla byt identifikace konkrétnich skupin bakterii, jejichz podanim by bylo mozno ovlivnit
kardiovaskularni riziko. V dobé rozvoje genetického inZenyrstvi se nabizi moznost vyuziti
této metody tak, jak to ukazal Jones et al., kdyZ podanim geneticky modifikovaného kmene
Lactobacillus reuteri snizil u pacienttl, jimz byla tato bakterie podavana, plazmatické hladiny
cholesterolu (Jones et al., 2012). Dalsi, snad nejlépe dostupnou modalitou, je fyzicka aktivita
a dietni opatfeni. Vliv fyzické aktivity na kardiovaskuldrni riziko je obecné pfijimanym
faktem (Thompson et al., 2007). Zda se, Ze minimalné ¢ast efektu fyzické aktivity je
zprostiedkovana zménami stievniho mikrobiomu (Chen et al., 2018). Dietni opatieni jsou
nedilnou soucasti terapie metabolického syndromu jiz v dnesSni dobé. Detailni poznani vztahu
diety a mikrobidlniho metablismu a jeho efektu na kardiovaskularni riziko by v budoucnu
mohlo piinést efektivnéjsi dietni doporuéeni. Pochopeni vztahu lidského metabolicmu a
sttevniho mikrobiomu potencidlné otevird nové moznosti terapie kardiometabolickych
onemocnénti.
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Tabulka Zazivaci trakt a mikrobiota

Oddil GIT Pocéet CFU/ml Mikrobiota

> Lactobacillus, Streptococcus, Helicobacter
- 2 1 I
Zaludek 1-10 (pylori), Peptostreptococcus

Lactobacillus, Streptococcus, Helicobacter,

- 102
Duodenum 10-10 Peptostreptococcus

Jejunum 108 - 10* Streptococcus, Lactobacillus,

Heum 107 - 10° Bacteroides, Clostridium, Streptococcus,

Actinomycinaea

Bacteriodes, Clostridium, Bifidobacterium,

101 Enterobacteriacae, Akkermansia, Prevolla,
Ruminococcus, Eubacteria, Bacillus,

Lactobacillus, Fusobacterium, Enterococcus

Tlusté stievo

(Guarner 2003; a Sleisenger and Fordtran's gastrointestinal and liver disease 2010)

Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN64165/2012, MPO-FV10380 a PROGRES
Q25/LF1/2
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HEPATOPROTEKTIVNI UCINKY TROXERUTINU U MODELU
POSTMENOPAUZALNIHO METABOLICKEHO SYNDROMU

M. Huttl}, M. Poruba?, H. Malinska!, I. Markova!, O. Oliyarnyk!, J. Trnovska!, L.
Kazdoval, R. Veéera?

. Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha
2 Ustav Farmakologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc

Uvod

Hypertenze, dyslipidemie, abdominalni obezita, rezistence tkdni k ucinku inzulinu a
glukozova intolerance nalezi do souboru onemocnéni, ktery je souhrnné nazyvan metabolicky
syndrom. Prevalence metabolického syndromu v populaci lidi stfedniho véku se pohybuje
mezi 20 - 30 %: u muzd 8 - 24 %, u Zzen 7 - 46 %. Jeho ptitomnosti stoupa u téchto jedinct
riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni a diabetu 2. typu. Kardiovaskularni
onemocnéni je Castéj§i u muzi neZ u Zen v premenopauzalnim obdobi, ale po menopauze
incidence onemocnéni dramaticky stoupa (Blum & Blum, 2009). Cetné epidemiologické
studie dokladaji, Ze kli¢ovou roli v ochrané pfed rozvojem aterogeneze a metabolickych
poruch hraje estrogen. Ztrata ovaridlniho cyklu tudiz vede k nartustu télesné hmotnosti,
visceralni adipozity, inzulinové rezistenci, jaterni steatdze, porucham lipidového i
gluk6zového metabolismu a mirného zanétu.

Troxerutin je semisynteticky derivat flavonoidu rutinu, jehoZ pfirodni zdroje jsou v Jerlinu
japonském (Sophora japonica), v ¢aji, kave, obilnych zrnech, ovoci a zelening. Troxerutin
priznivé ovliviuje viskozitu krve a agregaci trombocytii. V soucasné dob¢ je pouzivan k 1€cbé
chronické Zilni insuficience a varikozity. Recentni pozorovani naznacuji také jeho
tudiz by mohl byt vhodnym kandidatem pro 1é¢bu poruch spojenych s metabolickym
syndromem. Mechanismy ptiznivého pisobeni troxerutinu v této oblasti nejsou dosud piesné
objasnény.

Cil prace

Cilem préace bylo sledovat u modelu postmenopauzalniho metabolického syndromu uc¢inky
troxerutinu na poruchy spojené s metabolickym syndromem a zhodnotit jeho potenciélni
VyuZziti v 16€bé negativnich metabolickych dusledkid menopauzy.

Metodika

Samicim potkanti kmene Wistar byla ve véku 8 tydnt chirurgicky provedena ovariektomie
nebo sham operace. Po dobu nasledujicich 4 mésic byly samice obou skupin krmeny
standardni dietou ad libitum. Béhem této doby se u ovariektomovanych potkant rozvijely
poruchy spojené s postmenopauzalnim metabolickym syndromem. Ve véku 6 mésicu byly
samice ze skupiny s ovariektomii rozdéleny: ¢ésti ovariektomovanych samic (OVX + TROX,
n = 8) byla po dobu 4 tydnii poddvana standardni dieta s pfidavkem troxerutinu v davce
150mg/kg télesné hmotnosti/den a druha ¢ast skupiny (OVX, n = 8) byla nadale krmena
standardni dietou. Kontrolni skupinu tvotily samice s sham operacemi (SHAM, n = 8) krmené
standardni dietou ad libitum.

Hladiny sledovanych latek byly 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), interleukin-6 komer¢né dostupnymi kity. Genove exprese byly stanoveny
kvantitativni PCR. Ke stanoveni obsahu triacylglycerola v jatrech, resp. svalech byla tkan
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rozdrcena Vv kapalném dusiku a extrahovana ve smési chloroformu a methanolu. Po pfidani
2% KH2PO4 byla smés centrifugovéna. Po odpateni byl obsah triglyceridi stanoven pomoci
analytické soupravy Erba—Lachema (CR).

Senzitivita tkani k ucinku inzulinu byla sledovana ex vivo pii inkubaci tkané bez inzulinu a
s inzulinem (250 pU/ml) podle inkorporace **C-U-glukdzy do glykogenu kosterniho svalu,
resp. tukové tkan¢. Data byla hodnocena pomoci statistické metody ANOVA a Bonferroniho
testem.

Vysledky

Navozeni menopauzy se u samic potkand projevilo 25 % nim narGstem télesné hmotnosti a
zvySenim podilu visceralni tukové tkané¢ o 88 %, pii¢emz negativni dopad ovariektomie
troxerutin signifikantné nezvratil (graf 1 a 2).

Grafla?2
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U sledovanych skupin se vyrazné nelisily hladiny glukdzy a inzulinu samic v sytém stavu.
Naproti tomu HOMA-IR index, ktery vyjadfuje vztah mezi hladinami la¢ného inzulinu a
lacné glukozy v seru a vykazuje silnou korelaci s hyperinzulinemickym euglykemickym
glukézovym klempem, byl vyrazné negativné zvysSen ovariektomii a podavani troxerutinu
jeho hodnoty priikazné snizilo. Troxerutin ptlisobil v cirkulaci mirné protizanétlivé. Podle
ptedpokladii byly 1écbou bioflavonoidem troxerutinem zlepSeny parametry oxida¢niho stresu
V seru — vyznamné se zvySily hladiny glutation-dependentnich enzymu a poklesly hladiny
produkti lipoperoxidace. Pozitivnim ucinkem 1é€by postmenopauzalnich samic byl
vyznamny pokles krevnich lipidd, jejichz profil byl po ovariektomii zhorSeny (celkovy
cholesterol +52 %) v porovnani s kontrolami (tab 1).

PARAMETRY V CIRKULACI

SHAM OoVvX pl< OVX+TROX p2<
glykémie syta 6,058 £ 0,323 6,554 + 0,206 ns 6,304 £ 0,122 ns
mmol/I 0,120 + 0,018 0,143 £ 0,017 ns 0,110 + 0,013 *
inzulin syty nmol/I 1,437 £ 0,108 2,308 + 0,356 foled 1,614 £ 0,153 *k
HOMA-IR
triglyceridy mmol/Il 1,511 + 0,164 1,300 + 0,222 ns 0,759 £ 0,056 *
cholesterol mmol/I 1,814 £ 0,124 2,763 + 0,085 Fkk 2,304 + 0,066 *k
NEMK nmol/I 0,378 + 0,025 0,398 + 0,024 ns 0,344 + 0,036 ns
IL-6 nmol/I 40,97 + 7,52 42,1 +2,80 ns 26,98 + 2,90 ikl
MCP-1 nmol/Il 1510 £142 1730 + 181 * 1649 + 174 ns

Tab. 1 p1 = vliv ovariektomie, p2 = vliv 1é¢by troxerutinem, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***
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U samic ovariektomie zvySovala ektopickou akumulaci lipidG v jaterni tkani: obsah

triacylglycerold byl o 57 % a obsah cholesterolu 0 31 % vysSi koncentrace vysSi v porovnani

S premenopauzalnimi samicemi. Lécba troxerutinem depozici lipidl ve tkénich nesnizila (tab
2).

EKTOPICKE UKLADANI LIPIDU

SHAM OVX pl< OVX;TRO p2<
Kosterni | TAG pmol/g 330£034 | 662:077 | * | 625%048 ns
sval
Jatra TAG pmol/g 470+062 | 737062 | * | 867%1,21 ns
CHOL umol/g | 7.66+070 | 1029+065 | ** | 1084+062 | ns

Tab. 2 p1 = vliv ovariektomie, p2 = vliv 1é¢by troxerutinem, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***

Citlivost visceralni tukové tkané¢ a kosternich svali k G¢inku inzulinu byla vyznamné
zhorSena u modelu postmenopauzy a 4-tydenni podavani troxerutinem citlivost tkani u
postmenopauzalnich samic nezlepSilo (tab 3)

SENZITIVITA TKANI K UCINKU INZULINU

SHAM OoVvX pl< | OVX+TROX p2<
Glykogeneze | bazalni 2687 + 318 1989 + 316 * 2296 + 253 ns
mmol gl./g/2h | + inzulin 3815 + 415 2689 + 398 ns 3015 + 307 ns
Lipogeneze bazélni 1550 + 322 696 + 158 * 677 + 66 ns
mmol gl./g/2h | + inzulin 1111+ 141 704 £ 173 * 653 £ 55 ns

Tab. 3 pl = vliv ovariektomie, p2 = vliv 1é¢by troxerutinem, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***

K nejvyznamnéjsim metabolickym zméndm po 1écbé
troxerutinem doslo v jaterni tkani. Navozeni menopauzy
vedlo u samic k vyraznému zhorSeni parametri oxida¢niho
stresu v jatrech: o 19 % klesl obsah glutationu, sniZila se
aktivita glutathion-dependentnich enzymi a zvysil se
obsah  produkta lipoperoxidace. Nasledna Ilécba .
troxerutinem dané parametry signifikantné zlepsila (graf 3, .

Pomér GSH/GSSG v jatrech

tab 4). Relativni exprese nuklearniho faktoru Nrf2
v jatrech, ktery je hlavnim regulatorem antioxidaéni

SHAM owvx OVX+TROX

odpovédi, nebyly u sledovanych skupin rozdilne.

Graf 3
PARAMETRY OXIDACNIHO STRESU V JATRECH

SHAM OVX pl< OVX+TROX p2<
SOD U/mg 0,135 + 0,005 0,127 + 0,007 n.s. 0,149 + 0,008 *
GSHPx uM min/mg 304 +19 292 +12 n.s. 368 + 14 *xk
GR uM min/mg 112+ 6 100+ 6 n.s. 124 + 8 *
GST uM min/mg 170+ 12 155+ 12 n.s. 194 + 15 *
CD uM/mg 29+2 46+ 3 *xk 45+ 2 n.s.
TBARS uM/mg 1,174 + 0,073 1,473 +0,128 * 1,128 + 0,062 *

Tab. 4 p1 = vliv ovariektomie, p2 = vliv 1é¢by troxerutinem, p < 0,5=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***
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V jatrech postmenopauzalnich samic troxerutin zvysil expresi Abc transportéra (ATP-binding
Cassette) (p < 0,001), které jsou zodpoveédné za eflux cholesterolu z jater do Zluce a jsou tudiz
dulezitou sloZzkou eliminace cholesterolu. Intervence troxerutinem sniZovala ovariektomii
zvysenou expresi Cyp2el (p2 < 0,01). ZvySenad exprese tohoto membranového proteinu
pfispiva k patogenezi metabolickych onemocnéni tim, Ze zvySuje produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS) v organismu (Porubsky et al., 2008). Troxerutin v naSem experimentu chranil
pred zvySenim exprese Cyp4al, Cyp4a2 a Cyp4a3, ktefi hraji dilezitou roli v metabolismu
mastnych kyselin, zejména kyseliny arachidonové, a jsou Uzce spojeni s inzulinovou
rezistenci. Hormonalni zmény u ovariektomovanych samic vedly v jatrech az k
sedminasobnému zvyseni exprese lipoproteinové lipazy (pl < 0,001), ptficemz je znamo, ze
overexprese tohoto enzymu vedou u experimentalnich modeli k inzulinové rezistenci a
obezité (Delezie et al., 2012). Podavani troxerutinu exprese Lpl signifikantné snizovalo (pl <
0,001). Exprese Hmgcr (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase), jehoZ hlavnim
ukolem je regulace rychlosti biosyntézy cholesterolu a ktery stoji na poc¢atku jeho endogenni
syntézy, nebyly 1écbou ovlivnény.

Pfiznivé pusobeni troxerutinu v jatrech doklada i zlepSeni spektra mastnych kyselin ve
fosfolipidech. Antiinflamacéni index (SHAM: 20,9 + 2,2 vs OVX: 154 + 0,5 vs OVX +

kyselin, byl po 4-tydenni intervenci troxerutinem v jatrech ovariektomovanych samic
signifikantné zvySen.

Diskuse

Télesna hmotnost po 1é€bé troxerutinem se nemeénila a ackoliv pokles relativni hmotnosti bilé
tukové tukové tkané statisticky vyznamny nebyl, trend ve snizovani viscerdlni adipozity je
patrny. I ptes zlepSeni lipidového spektra v cirkulaci a snizeni HOMA-IR, ktery miize byt
dobrym prediktorem celkové inzulinové senzitivity (Antunes et al., 2016), nedo$lo
ke zvysSeni citlivosti tkani k a¢inku inzulinu. ZlepSeni profilu lipidového spektra v cirkulaci se
zda byt dano piiznivym pusobenim troxerutinu na regulaci metabolismu v jatrech. Nejenze
bioflavonoid troxerutin redukoval v jatrech oxida¢ni stres navozeny ovariektomii, ale
soucasné 1 pozitivné ovliviioval sloZzeni mastnych kyselin ve fosfolipidech jaterni tkané.
Vysledky dale naznacuji, ze troxerutin neovliviiuje tvorbu cholesterolu, nebot’ relativni
exprese Hmgcer stojicim na pocatku jeho biosyntézy nebyla 1écbou ovlivnéna, ale pisobi
piiznivé spiSe na eliminaci cholesterolu. To dokladaji pozitivni zmény v expresi jednotlivych
slozek cytochromu P450, zejmeéna pak Cyp2el.

Experiment s chirurgicky navozenou menopauzou naznauje, Ze troxerutin by mohl byt
vhodnym dopliikem k 1é€bé Zen po menopauze nejen pro své pozitivni Géinky
na mikrovaskularni komplikace, ale i s ohledem na zlepSovani parametri metabolického
syndromu, ktery se po hormonalnich zménach rozviji.

Zavér

Troxerutin u postmenopauzélniho modelu metabolického syndromu pozitivné ovlivnil
dyslipidemii, parametry oxida¢niho stresu a zanétu. V hepatoprotektivnim uéinku troxerutinu
mohou mit dulezitou ulohu zmény v expresi Cyp4a ovlivilujicim metabolismus mastnych
kyselin a Cyp2el, nebot’ cytochrom P450 2el je zdrojem tvorby reaktivnich forem kysliku
(ROS) a klicovym faktorem v patogenezi nealkoholové jaterni steat6zy.

Studie byla podpoiena grantem GACR 17-08888-S
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DIAGNOSTIC VALUE OF SELECTED NONCHOLESTEROL STEROLS IN
TREATMENT OF HEREDITARY HYPERCHOLESTEROLEMIA: 20-YEAR
EXPERIENCE AMONG SCHOOL CHILDREN AND ADOLESCENTS SUFFERING
FROM HYPERCHOLESTEROLEMIA

DIAGNOSTICKA CENA VYBRANYCH NECHOLESTEROLOVYCH STEROLU
V PRUBEHU LECBY FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE: 20 LETE
ZKUSENOSTI U SKOLNIiCH DETI A ADOLESCENTU

S HYPERCHOLESTEROLEMII

J. Hyanek® ", F. Pehal?, L. Dubsk&?, B. Mikové&?, V. Martinikova?, J. Privarova?,
J. Brtnova?, L. Taborsky?

!Metabolic Centre, and 2Department of Clinical Biochemistry, Hematology and Immunology;
both Na Homolce Hospital, Prague, Czech Republic

Aims

Paper presents our 20-year experience with diagnosing heterozygous familial
hypercholesterolemia (HFH) and monitoring its diet and drug treatment in 94 children (6 - 18
years) by means of noncholesterol sterols (NCS) spectrum, namely lathosterol (Lat) &
desmosterol (Des) as cholesterol synthesis precursors, and campesterol (Cam) & sitosterol
(Sit) as cholesterol absorption markers.

Patients and methods

Four groups of children were included in the study: (1) 64 children with genetically confirmed
HFH; (2) 30 children with clinical and laboratory symptoms of HFH where the relevant
genetic mutations have not been found; (3) 77 children with alimentary hyperlipidemia (AH),
and (4) 84 healthy children as a control group.

The followed-up markers were routine lipid profile comprising total cholesterol (TC), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and
triacylglycerides (TAG), complemented by apolipoprotein Al (ApoA), apolipoprotein B
(ApoB), lipoprotein(a) (Lp(a)), low-density lipoprotein receptor (LDL-R), apolipoprotein E
(ApoE) polymorphism, and plasma NCS (Lat, Des, Cam & Sit), the latter being established
by means of GC/MS.

The medical treatment of HFH patients consisted of simvastatin and ezetimibe. Correlations
between TC lowering and decrease in Lat and other NCS values during combination
treatment were examined in various types of hypercholesterolemia. Flow chart of treatment
pattern followed by children presenting to Metabolic Unit in Hospital Na Homolce is given on
Fig. 1.

Results

HFH patients, whether genetically confirmed or not, exhibit a significant decrease in Lat (and
in milder concentrations also Des) which correlates directly to the TC lowering during the
combination therapy (r = 0.912 for Lat; r = 0.798 for Des; p < 0,001). Fig. 2 and Fig. 3 Cam
and Sit do not correlate with the TC lowering at all (r = -0.378 for Cam; r = -0,208 for Sit).
Linear regression for TC and Lat in 25 selected HFH-Gen patients with highest TC levels and
most severe LDL-R mutations is given on Fig. 4.

By contrast, high TC levels in AH patients are not accompanied by significantly elevated Lat
levels, and, therefore, caloric restriction cannot result in significant Lat or Des decrease
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(p < 0.001). Lat levels show increasing values following drug treatment interruption during
long vacations or when the drug treatment is neglected as graphically shown on Fig. 5.
Compensatory elevation of Cam and Sit occurs in 50% of treated children patients after the
desirable TC level below 4.8 mmol/l has been achieved and maintained. In our experience,
the combination of statin and ezetimibe is the most efficacious therapy to lower TC together
with Lat and Des in children with HFH.

Conclusions

Inclusion precursors for cholesterol synthesis and absorption in laboratory testing improves
differential diagnosis of HFH, and makes monitoring and/or treatment of pediatric patients
more precise and convenient.

Keywords: noncholesterol sterols, lathosterol, desmosterol, campesterol, sitosterol,

phytosterols, heterozygous familial hypercholesterolemia, alimentary hyperlipidemia,
monitoring diet and drug treatment, simvastatins, ezetimibe
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Fig.1.

Flowchart of Medical Treatment for Children Admitted to
Metabolic Unit

1st Visit e TCh: >5,0mmol/I e TCh:<5mmol/l
e Lat:>5 umol/l e Lat: < 5umol/I
e TAG:<3mmol/l e TAG: > 3,5 mmol/l
e CVD Risk and Pedigree:++ e CVD Risk + Pedigree: 0
e Th:Ezetimibe 10 mg/d e Lowcaloric Diet
Living Style + Sporting +Sporting
e Lowcholesterol Diet
Control
e Genetic Consultation for
Family
2nd Visit e TCh:>4,8 mmol/I

e Lat:>5,0 umol/I
e Th:Ezetimibe + Statin 10
mg/d

3rd Visit e TCh:>4,8mmol/l

e Llat:>5,0 umol/I

e Th: Ezetimibe + statin
20m/d

4th Visit e TCh:< 4,8 mmol/l

e Lat:< 3,8 umol/l

e Th: Continuation on
Selected Doses
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Fig. 2. Monitoring of TC and NCS levels in 25 selected HFH-Gen patients with highest
TC levels and most severe LDL-R mutations.
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Fig. 3. Monitoring of TC and NCS levels in 25 selected HFH-Gen patients with
highest TC levels where LDL-R mutations have not been prooved.
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Fig. 4. Linear nregrression for TC and Lat in 25 selected HFH-Gen patients.
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Fig. 5. Summary of Lat changes in HFH children patients undergoing different types of
therapy including medical therapy discontinuation during summer school holiday.
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NOVA PERORALNI ANTIDIABETIKA: KARDIOVASKULARNI UCINKY PODLE
VYSLEDKU STUDIi, MOZNOSTI A OMEZENI V PRAXI

NEW ORAL GLUCOSE-LOWERING AGENTS: CARDIOVASCULAR EFFECTS
ACCORDING TO RESULTS OF CARDIOVASCULAR TRIALS, POSSIBILITIES
AND LIMITATIONS IN CLINICAL PRACTICE

M. Lejskova

Interni oddéleni TN, Praha, IPVZ Praha

wrwe

komplikaci diabetu souvisicich pfimo s glykaci, pfedevS§im kardiovaskuldrni onemocnéni
(CVD, Cardiovascular Disease). V prabéhu poslednich dvou dekad se podafilo dosahnout
postupného poklesu zavaznych kardiovaskularnich piihod (MACE, MAjor Cardiovascular
Events) predevsim diky zlepSené kontrole ovlivnitelnych rizikovych faktorh, piesto je
u diabetikl incidence KV (KardioVaskularnich) ptihod i KV mortalita nadéale podstatné vyssi
nez u nediabetickych kontrol. Podle nékterych vysledkt vSak klesla celkova mortalita méné
u diabetikii nez u kontrol.> Ve vyvoji morbidity a mortality na KV choroby a diabetes existuji
zna¢né geografické rozdily.?

Je znamo, ze piimétené tésnéjsi kompenzace diabetu je asociovana se sniZzenim KV rizika
ale 1 skutec¢nost, ze KV riziko z hypoglykemii nartsta pii tésnéjsi kompenzaci diabetu a mtize
anulovat jeji KV prospéch.® V mite KV rizika je diilezité nejen aktudlni docileni p¥iméfené
kompenzovaného diabetu, ale i setrvalost optimalni kompenzace.’

Optimélni volba antidiabetika ze stale zdokonalované palety antidiabetik s raznymi
mechanizmy ué¢inku® mize nepochybné silné ovlivnit kardiovaskularni komplikace pacienta,
a nejde pfitom jen o riziko hypoglykemii: Po zvefejnéni metaanalyzy, ktera ukazala
kardiologicka rizika thiazolidindiond, byla roku 2008 dle pokyni US Food and Drug
Administration (FDA) zavedena pro Spojené stity povinnost prokazat KV bezpecnost
u novych antidiabetik.® Na rozdil od farmakologickych studii ovéfujicich bezpe¢nost a
ucinnost davkovani 1éku (2. a 3. faze), byly nové, cilené KV studie s novymi antidiabetiky
uspofadany piedev§im na co nejrychlejsi ovéfeni (Casovy median zpravidla 1,5 - 3 roky) KV
noninferiority na souboru diabetikii s pokroCilou aterosklerézou a vyssim KV rizikem,
zpravidla v sekundarni prevenci. Nejspravnéji by proto mély byt jejich vysledky
interpretovany jako dikaz KV bezpefnosti u takto kardiovaskularné rizikovych
diabetiki.!® V téchto studiich byva primarnim endpointem trojity MACE (KV mortalita,
nefatalni infarkt myokardu, nefatalni iktus) a sekundarnimi endpointy jsou tyto jednotlivé
slozky a smrt ze vSech pricin. Nékdy je uvadén tzv. rozsiteny MACE (napf. trojity MACE +
hospitalizace pro nestabilni anginu pectoris). Vyznam c¢etnosti hospitalizaci pro srdeéni
selhani (HF, Heart Failure) pifi antidiabetické farmakoterapii je stile naléhavéjsi, ale
dosavadni uspofadani studii tomuto problému nevénovalo potiebnou pozornost.'

Tento ¢lanek je zaméfen na dvé nové skupiny peroralnich antidiabetik, (inhibitory DPP-4 a
inhibitory SGLT-2), pro které jsou vysledky KV randomizovanych kontrolovanych studii
(RCT) a které byvaji nejCastéji zvazovany jako bezpecnd lécba 2. volby po selhani 1écby
metforminem. Pro Uplnost jsou uvedeny i vysledky studii 2. a 3. faze klinického vyzkumu
necilenych na KV endpoint, do nichZ byli zatazeni méné¢ rizikovi diabetici 2. typu.

Inhibitory DPP-4 (inhibitory DiPeptidyl Peptidazy-4) - -gliptiny

Charakteristika: DPP-4 §tépi dva stfevni inkretinové hormony (GLP-1 a GIP), které
gluk6zo-dependentné stimuluji sekreci inzulinu a snizuji sekreci glukagonu, jejich uc¢inek ma
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proto dobry bezpeénostni profil (inhibitor DPP-4 ptidany k metforminu neohroZuje zavaznou
hypoglykemii na rozdil od starSich sekretagog), a proto byla o¢ekavana KV bezpecnost.
Predbézné studie ukdzaly pfiznivé plsobeni gliptinii na fadu KV rizikové faktory: snizuji
vyraznéji postprandidlni nez lacnou glykemii, jejich pisobeni na hmotnost i krevni tlak je
neutrdlni az mirné ptiznivé, snizuji i postprandialni lipemii, zanétlivé markery, oxidaéni stres
a endotelialni dysfunkci u pacientl s diabetem 2. typu.'>'** Aviak DPP-4 je Siroce expri-
movana ve veEtSingé bun€k a tkani, kde enzymaticky pusobi proti desitkim peptidovych
hormonii a chemokinl a navic ptisobeni nékterych méné selektivnich DPP-4 inhibitora mize
ovlivnit i jiné DPP — zakladni uc¢inek inhibitord DPP-4 vyplyvajici ze zpomaleni inaktivace
t¢inku GLP-1 a GIP mtize byt dosti modifikovan.1>

Ne¢kolik analyz randomizovanych studii 2. - 3. faze klinického vyzkumu s inhibitory DPP-4
nenalezlo ani zvySené KV ani riziko HF ve srovnani s placebem nebo jinym antidiabetikem:
alogliptin,!’ saxagliptin (v metaanalyze 20 studii se saxagliptinem dokonce pro HF se silnym
trendem k niz3i incidenci: HR 0,55; CI 0,27 - 1,12),'8 sitagliptin (neutralita k placebu, MACE
superiorita  k sekretagogu),'® linagliptin (superiorita pro rozsifeny MACE, zejména
ve srovnani s glimepiridem),?° a vildagliptin.?! Jednalo se vsak o studie s kratkym trvanim, se
zatazenim diabetikd s nizkym KV rizikem, které nebyly cileny na posouzeni KV piihod.
Podobné neutralni KV vysledky mély inhibitory DPP-4 sumarné v metaanalyzach téchto
studii.?>? KV studie porovnavajici inhibitor DPP-4 s placebem zatadily diabetiky 2. typu
s vysokym KV rizikem, zpravidla s anamnézou CVD (tabulka 1), ktefi dostavali i 1é¢bu
doporucenou pro sekundarni KV prevenci (zejména statiny, antiagregancia, inhibitory renin-
angiotenzinového systému, B-blokatory).

Ve studii EXAMINE s alogliptinem (tabulka 1) splnily pfepokladanou noninferioritu nejen
ve vysledcich primarniho endpointu MACE i jeho sloZzek (infarktu myokardu, iktu, KV
mortality), ale i mortalité ze vSech pfic¢in a noninferiorni byl i 5ti-sloZkovy endpoint, ktery
zahrnoval i koronarni revaskularizaci a KV hospitalizaci.?* Ve skupiné s alogliptinem byl
pozorovan trend k castéjsi hospitalizaci pro HF nedosahujici vyznamnosti, ktery nemél vliv
na sloZeny endpoint — kombinaci s KV umrtim v post hoc analyze (HR 1,00; 95 % CI 0,82 -
1,21).%

Rovnéz ve studii SAVOR-TIMI 53 se saxagliptinem (tabulka 1) byla jednoznaéné splnéna
noninferiorita pro primarni trojity endpoint MACE i jeho slozky (stejné jako ve studii
EXAMINE) i pro mortalitu ze vSech pfi¢in. Bezpe¢nost v tomto sméru byla navic prokazana
u vysokého poétu starych a velmi starych téastnik(.?® Nebyla nalezena heterogenita tic¢inku
saxagliptinu na MACE nebo KV Umrti podle vychozich kategorii HbAlc.?” Piesto bylo
vyznamné vice pacientll ve skupiné se saxagliptinem hospitalizovano pro HF (3,5 % oproti
2,8 %, P = 0,007), které nebylo asociovano se zvySenim rizika KV smrti nebo celkové
amrtnosti a nezaviselo na vékové kategorii,?® ani na vysokém pocate¢nim HbAlc.?” Toto
zvySeni rizika HF bylo nejvyrazngj$i u pacientdi se vstupné zvySenymi hladinami
natriuretickych peptidi nebo s pfitomnou CKD.?®

Ve studii TECOS se sitagliptinem (tabulka 1) byla jednoznacné splnéna noninferiorita
pro primarni rozsifeny endpoint MACE (o hospitalizaci pro nestabilni anginu pectoris) i
pro jeho slozky, pro mortalitu ze vSech pfi¢in, i pro trojity endpoint MACE shodny
s predchozimi studiemi a mezi starSimi pacienty. V kontrastu ke dvéma piedchozim KV
studiim s inhibitory DPP-4 byly pln¢ noninferiorni i vysledky tykajici se hospitalizaci pro HF:
¢etnost hospitalizaci pro HF se neliSila mezi obéma skupinami - sitagliptinem a placebem, a
riziko KV umrti v obou specifickych podskupinach bylo oéekavané niz§i u pacientii bez
vstupni anamnézy HF.?°

Pro vildagliptin nebyla provedena ani naplanovana zadna studie zaméfena na KV vysledek,
k dispozici je tak pouze retrospektivni metaanalyza prospektivné potvrzenych
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kardiovaskularnich p¥ihod s noninferiornimi vysledky pro trojity MACE i pro potvrzené
HF?! a neintervenéni kohortova studie ,,real world* naznaéujici KV bezpeénost vildagliptinu
v porovnani s jinymi neinzulinovymi antidiabetiky, véetn& rizika HF.*® Na srde¢ni selhani
byla zamétena studie VIVIDD (VIldagliptin ve Ventrlkularni Dysfunkci Diabetes):
ve srovnani s placebem vildagliptin nemél vyraznéjsi vliv na ejekéni frakcei levé komory, ale
ve skutecnosti vedl ke zvySeni objemu levé komory - Snejasnou pfiCinou a klinickym
vyznamem.3!

V nejbliz§i dobé jsou ocekavany vysledky do urcité miry unikatnich studii CARMELINA
(zatazeni diabetici s pokrocilejsi CKD na rozdil od vyse zminénych studii) a CAROLINA
(komparatorem je glimepirid) s linagliptinem, coZz je jediny gliptin, jehoZz davka neni
ovlivnéna progresi CKD.

Zavérem Kk inhibitorim DPP-4: podle dosavadnich studii je celkovy KV bezpe¢nostni profil
inhibitord DPP-4/-gliptini dobry, i kdyZz jen noninferiorni. Vysledky plati i pro starsi
pacienty, pacienti s poSkozenim ledvin nebo diabetiky v sekundarni prevenci CVD nebo
sjinou pii¢inou vysokého kardiovaskularniho rizika.®* Mimé zvySené riziko akutni
pankreatitidy je minimalni,® a neni zvy3eno riziko rakoviny pankreatu.3* Otazné je riziko
hospitalizaci pro HF, které bylo vyznamné jen v jedné studii s DPP-4 inhibitory (SAVOR-
TIMI 53), trend v jiné studii (EXAMINE), ale jednoznaéna noninferiorita v dalsi (TECQOS)
(tabulka 1). V experimentech byly hledany mechanizmy pro nezadouci G¢inky saxagliptinu na
srde¢ni funkci,® autofi dokazuji, Ze saxagliptin je schopen snizenim obsahu Ca?*
v sarkoplazmatickém retikulu myocytu vést k pretizeni Ca’* v diastole, k systolické
dysfunkci a k poruse kontraktility. Mechanizmy nebyly zkouméany pro dalsi inhibitory DPP-4,
podle dostupnych dat viak ani cilend metaanalyzy neprokézala statisticky rozdil mezi DPP-4
inhibitory.®

Inhibitory SGLT-2 (Sodium-Glucose Linked coTransporter-2 Inhibitors) - -glifloziny

Charakteristika: Inhibitory SGLT-2 sniZzuji glykemii navozenim glukosurie nezavisle
na hladiné inzulinu — inhibici kotransportéru pro sodik a glukdzu v proximalnich tubulech
ledvin.*? V dasledku toho maji fadu potencialngé KV prospé$nych ucinkd: glykosurii
podporuji ubytek hmotnosti, nevyvolavaji hypoglykemii (mira Géinku je zavisla na glykemii,
ale nezavisld na endogenni sekreci inzulinu), soucasné maji diureticky efekt se zvySenim
natriurezy a s poklesem krevniho tlaku, zvyraznéna je i urikosurie. Limitujici pro popsany
ucinek je pokrocilejsi CKD (stfedné zavazna az tézka), ale samotny ucinek inhibitort
SGLT2-2 progresi CKD zpomaluje (viz nefroprotekce niZe). Na zvySeni hematokritu se
krom& hemokoncentrace (vyvolané osmotickou diurézou), muze podilet i zvySeni
erytropoézy, coz miize mit rovnéz pozitivni KV uéinky.*® Kromé toho byla popsana a je dle
studovana ftada dalSich ucCinkii, nékteré snejasnym KV vlivem, jiné (napf. sniZeni
albuminurie) zfejmé KV prospé$né. Podrobnosti piesahuji rozsah tohoto ¢lanku.
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Tabulka 1. Vysledky KV studii porovnavajicich DPP-4 inhibitor s placebem (Zpracovano podle Scheen 2018)

Klinicka studie Denni davka| I-DPP-4vs | KV sek. | Median | Trojity MACE Infarkt IKtus KV mortalita Celkova Hospitalizace
i-DPP-4* placebo, n prev. |sledovani T myokardu mortalita pro HF

SAVORTIMI53 ¥ Sax;%']bp“” 8280vs 8212 | 78% | 2,1 roku | 1,00 (0,89-1,12) [0,95 (0,80-1,12) | 1,11 (0,88-1,39) | 1,03 (0,87-1,22) | 1,11 (0,96-1,27) | 1,27 (1,07-1,51)

EXAMINEZS3 A'Z‘)E?L'np;” 2701vs 2679 | 100% | 1,5roku | 0,96 (<1,16)t |1,08 (0,88-1,33) | 0,91 (0,55-1,50) | 0,85 (0,66-1,1)§ | 0,88 (0,71-1,09) | 1,07 (0,79-1,46)

TECOS® S'ltgg'xgn 7257 vs 7266 | 100% | 3,0 roky | 0,98 (0,89-1,08) [0,95(0,81-1,11)|0,97(0,79-1,19)f | 1,03 (0,89-1,19) | 1,01 (0,90-1,14) | 1,00 (0,83-1,20)

Vysledky jsou vyjadieny pomérem rizika (s 95% intervalem spolehlivosti). KV kardiovaskularni; DPP-4, Dipeptidyl peptidaza-4; EXAMINE,
Examination of Cardiovascular Outcomes: Alogliptin vs. Standard of Care in Patients With Type 2 Diabetes Mellitus and Acute Coronary
Syndrome; SAVOR-TIMI, Saxagliptin Assessment of VVascular Outcomes Recorded in Patients With Diabetes Mellitus-Thrombolysis in
Myocardial Infarction 53; TECQOS, Trial Evaluating Cardiovascular Outcomes With Sitagliptin.
*Redukce denni davky v piipad¢ snizeni glomerularni filtrace.
tKardiovaskularni timrti, infarkt myokardu nebo iktus. Ve studii TECOS rozsiten o hospitalizaci pro nestabilni anginu pectoris.
tHorni hranice jednostranného intervalu spolehlivosti.
8K umrtim z primarniho endpointu jsou zahrnuta imrti po piihodach z primarniho endpointu.
[VCetn¢ umrti na infarkt myokardu resp. iktus.

Tabulka 2. Vysledky KV studii porovnavajicich inhibitor SGLT-2 s placebem

Klinicka | Dennidavka | I-SGLT-2vs | KV sek. | Median Trojity Infarkt Iktust] KV mortalita Celkova Hospitalizace
studie i-SGLT-2 placebo, n prev | sledovani MACET myokarduf mortalita pro HF
EMPA-REG | Empagliflozin o 0,86 (0,74-0,99) 0,62 (0,49-0,77)| 0,68 (0,57-0,82) | 0,65 (0,50-0,85)

OUTCOME®| 10 nebo 25 mg 4687 vs 2333 |  99% 31 0=0.04 087 (0,70-1,09) | 1,18 (0.89-156)| "' P<0 001 5=0.002
Canagliflozin 0,86 (0,75-0,97) 0,67 (0,52-0,87)
41 0, _ — _ —
CANVAS* | 700300 mg 5795 vs 4347 |  65% 2,4 0=0.02 0,89 (0,73-1,09) | 0,87 (0,69-1,09) | 0,87 (0,72-1,06) | 0,87 (0,74-1,01) 0=0.002

Vysledky jsou vyjadieny pomérem rizika (s 95% intervalem spolehlivosti). KV kardiovaskularni; SGLT-2, sodiko-glukozovy kotransportér
2.typu; CANVAS Canagliflozin Cardiovascular Assessment Study; CVD-REAL, Comparative Effectiveness of Cardiovascular Outcomes in
New Users of Sodium-Glucose Cotransporter-2 Inhibitors; EMPAREG OUTCOME, EMPAgliflozin Cardiovascular OUTCOME Events in Type
2 Diabetes Mellitus Patients;
tKardiovaskularni amrti, infarkt myokardu nebo iktus.
Vcetn€ imrti na infarkt myokardu resp. iktus.
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Nekolik analyz randomizovanych studii 2. az 3. faze (RCT) s inhibitory SGLT-2

(kanagliflozinem* *® dapagliflozinem*® a empagliflozinem*’) vykazovalo nevyznamny trend

kratké studie zafazovaly vétSinou pacienty v primarni prevenci KV chorob, protoZze nebyly
urCeny k testovani KV rizika. Pii nizkém poctu MACE v jednotlivych studiich nedosahly
statistické vyznamnosti. AvSak v metaanalyze téchto RCT bylo nalezeno vyznamneé snizeni
KV i celkové mortality, snizeni incidence infarktu myokardu a hospitalizaci pro HF.*
KV studie porovnavajici inhibitor SGLT2 s placebem probihaly n¢kolik let, sledovany byly
velké soubory diabetikii 2. typu svysokym KV rizikem - zpravidla s anamnézou CVD
(tabulka 2).

Ve studii EMPA-REG OUTCOME s empagliflozinem byly nalezeny superiorni vysledky
nejen pro trojity MACE, ale pro oba mortalitni endpointy spolu se snizenim hospitalizaci pro
HF o ttetinu (0,65; 0,50 - 0,85; p = 0,002 - tabulka 2), - tento efekt nastoupil ¢asng, jiz béhem
prvniho pil roku. Pfiznivy vliv empagliflozinu na kombinovany endpoint (KV umrti +
hospitalizace pro HF) byl konzistentni ve 3 skupinach podle miry 5-letého rizika HF.*° Navic
byla prokazana nefroprotektivita: sniZzeni zhorSeni nefropatie (0,61; 0,53 - 0,70), sniZeni
progrese makroalbuminurie (0,62; 0,54 - 0,72), sniZeni zdvojnasobeni sérového kreatininu...
(0,56; 0,39 - 0,59) a snizeni nutnosti dialyzy (0,45; 0,21 - 0,97).>°

Program CANVAS zahrnuje data ze dvou studii (CANVAS a CANVAS-R [Canagliflozin
Cardiovascular Assessment Study-Renal]) zahrnujicich celkem 10 142 pacienti s diabetem
(tabulka 2) a vysokym KV rizikem (jen 65 % mélo anamnézu CVD). Superiorni vysledky
pro srde¢ni selhani byly témét shodné s EMPAREG, ale sniZzeni imrtnosti, zejména KV, bylo
pouze mirné a nedosahlo statistické vyznamnosti. Byla rovnéz prokazana nefroprotektivita -
podobna empagliflozinu: sniZeni progrese albuminurie (0,73; 0,67 - 0,79), sniZeni trojitého
renalniho endpointu (zahrnujiciho > 40 % snizeni eGFR, nutnost hemodialyzy, dmrti
Z rendlnich piicin; 0,60; 0,47 - 0,77).*' Adaptivni ndvrh programu CANVAS s riiznymi
populacemi v CANVAS a CANVAS-R byl kritizovan, ale pfes uréité slabiny v navrhu
programu CANVAS neni mozZné vznést pochybnosti k interpretaci dat.

Ocekavany jsou vysledky dalSich dvou KV studii s SGLT2 inhibitory: studie VERTIS-
CVOT sertugliflozinem (100 % diabetikt v sekundarni prevenci) a rozsahla studie
DECLARE TIMI-58 s dapagliflozinem (vétsina vstupujicich diabetikd v primarni prevenci
- jejich vysledky ukézi, zda se i u KV méné rizikovych diabetikli uplatni KV vyhody SGLT2
inhibitoru).

Pro dapagliflozin jsou k dispozici vysledky velmi rozsahlych studii ,redlné praxe”“ CVD-
REAL (glifloziny, pfevazné dapagliflozin, s aktivnimi komparatory): ukazaly stejny vliv
gliflozinii jako KV randomizované studie nejen na hospitalizaci pro HF, ale i na MACE.
Pouze dapagliflozin byl zkoumén ve studii CVD-REAL Nordic (aktivni komparator pouze
inhibitor DPP-4), ktera nalezla navic vysoce vyznamné sniZzeni mortality ze vSech pFi¢in
(0,44; 0,33 - 0,60; p < 0,001).%!

Individualni p¥istup: inhibitor DPP-4 nebo SGLT-2?

Z hlediska kardiologa je po selhani 1é¢by metforminem u diabetika v sekundarni prevenci se
zvysenym rizikem HF lékem 2. volby k metforminu nepochybn¢ inhibitor SGLT2, a to (podle
dosud publikovanych KV studii) empagliflozin, ktery mél z gliflozini presvédcivejsi
mortalitni vysledky (tabulka 2) (nebo liraglutid, agonista GLP-1 receptorii).> Ve skupiné
agonisti GLP-1 receptorti maji podobn¢ ptiznivé vysledky jako empagliflozin na mortalitu a
MACE jen nékteré (liraglutid, studie LEADER; semaglutid, studie SUSTAIN-6), tyto léky je

NS4
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HF typickou pro inhibitory SGLT-2 (nicméné KV vysledky dalSich, napt. dulaglutidu, jsou
ocekavany).>®

Z hlediska diabetologa je uziti SGLT-2 inhibitorti v praxi ¢asto komplikovano skute¢nosti,
ze klesa antidiabeticky uéinek umérné poklesu eGFR, a nejsou indikovany u pacienti se
stfedné zavaznou aZ téZkou poruchou funkce ledvin. (SGLT-2 inhibitory patii
k ekonomicky naro¢nym antidiabetikiim, proto je tato kontraindikace sledovana i zdravotnimi
pojistovnami.) Naopak inhibitory DPP-4 mohou byt do 1é¢by zafazeny bez ohledu na funkci
ledvin za predpokladu, ze je denni davka upravena podle eGFR. Za posledni dekadu jsou
s nimi pomérné $iroké klinické zkusenosti a mohou byt bezpeéné pouzity u kiehkych starsich
pacientii s vy$§im rizikem hypoglykemie nebo dehydratace.>

V realné praxi ma pravé rada diabetiki s pokrocdilym CVD a/nebo HF také stiedné
zavazné zhorseni funkce ledvin, které kontraindikuje zahajeni nebo pokraovani 1éCby
inhibitory SGLT-2. Pro diabetologa v této situaci, kdy musi byt postupné redukovana i davka
metforminu, je piinosné zarazeni inhibitoru DPP-4 s jednozna¢nou KV noninferioritou (napf.
sitagliptin, studie TECOS, tabulka 1), s Gpravou denni davky podle eGFR. V této situaci by
indikace vhodného agonisty GLP-1 receptoru - S prikazem KV superiority a s prikazem
bezpecnosti pii stfedné zavazné a t€Zké poruse funkce ledvin - mohla byt kardiologicky
prinosnéjsi, navic diabetologicky bezpecna z hlediska hypoglykemii a zmén hmotnosti na
rozdil od sekretagog nebo inzulinoterapie, ptestoze z hlediska praxe jde o injekéni a navic
Diabetologické Spolecnosti: ... U vybranych skupin nemocnych by mélo byt vzdy zvaZeno
antidiabetikum s prokazanym piiznivym efektem na danou komorbiditu, tj u osob s vysokym
kardiovaskularnim rizikem — empagliflozin a/nebo liraglutid a u osob s rizikem srde¢niho
selhani - empagliflozin nebo canagliflozin.>®
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ASOCIACE POLYMORFISMU DESATURAZ MASTNYCH KYSELIN
S KARDIOMETABOLICKYMI RIZIKOVYMI FAKTORY

ASSOCIATION OF POLYMORPHISMS OF FATTY ACID DESATURASES AND
CARDIOMETABOLIC RISK FACTORS

J. Macések?!, B. Staiikkova'?, M. Jachymové?, M. Veckal?, M. Zeman?!, E. Tvrzicka!?,
A. Zak!

V4. interni klinika, ?UKBLD 1. LF UK a VFN v Praze

Abstract

Cardiometabolic diseases (CMD) are responsible for high morbidity and mortality. There are
many risk factors playing role in the development of CMD. The change of fatty acid profile is
involved and lipogenic enzymes take part. Lipogenic enzymes, stearoyl-coenzyme
A-desaturase (SCD-1), delta-5 desaturase and delta-6 desaturase, are related to risk factors
and to CMD (metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus). Estimated activity of these
enzymes is influenced by the single-nucleotide polymorphism (SNP) of their genes (SCD-1,
FADS1, FADS2, respectively) with consequences for the development of CMD. We tried to
analyze associations between SNPs of these genes and particular anthropometric and
laboratory parametres. The study population consisted of 555 subjects with average age of
49,7. Subjects were divided into three groups: 87 healthy subjects, 193 patients with
metabolic syndrom and 275 subjects with at least one risk factor but without metabolic
disease. We demonstrated no significant association between SNPs of FADS1 and risk
factors. We proved significant correlations of some SNPs of FADS2 and SCD-1 genes with
examinated anthropometric (e.g. BMI) and laboratory parametres (e.g. LDL-C concentration,
uric acid level, insulinaemia). Results of our pilot study are in concordance with previous
studies but there is still need to continue our studies.

Uvod

Kardiovaskularni a metabolicka (KM) onemocnéni zpusobuji zna¢nou celkovou mortalitu a
morbiditu. Samotné kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou zodpovédna za polovinu tmrti
v zemich zapadniho svéta. U pacientl, ktefi maji soucasné kardiovaskularni i metabolické
onemocnénim (napf. diabetes mellitus 2. typu) je riziko mortality 2x az 4x vyssi, neZ kdyby
m¢éli metabolické onemocnéni samotné (Betteridge, 2011). Vzhledem k témto okolnostem je
dulezité identifikovat rizikové faktory, které jsou zodpovédné za rozvoj KM. Rizikovymi
faktory KM jsou rodinnda anamnéza KM onemocnéni, nedostatecna fyzicka aktivita,
metabolicky syndrom, porusena gluk6zova tolerance, hypertriacylglycerolémie (hyperTAG) a
nizka hodnota HDL-cholesterolu (Jia et al., 2007; Xu et al., 2012; Xu et al., 2013).
Kardiometabolickd ~ onemocnéni  jsou  charakterizovdana  poklesem  koncentrace
vicenenasycenych mastnych kyselin (PUFA) a zvySenim koncentraci nasycenych (SFA) a
monoenovych mastnych kyselin (MUFA). Klicovou desaturazou Kkatalyzujici vznik
mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) je stearoyl-CoA desaturaza-1 (SCD-1), znama
téZ jako delta-9 desaturdza (D9D).

Stearoyl-CoA desaturdza-1 je kliCovym enzymem endogenni lipogeneze MUFA. Gen
pro SCD-1 je lokalizovan na chromosomu 10 (Paton a Ntambi, 2009). Vy3si aktivita SCD-1
je asociovana s obezitou, diabetes mellitus 2. typu (DM2T) ¢i zanétlivymi reakcemi.
Vzhledem k tomu to faktu se jevi jako vhodny terapeuticky teré zasahti k zamezeni progrese
obezity, T2DM, steatézy jater a aterosklerozy. Inhibice SCD-1 zlepSuje insulinovou
sensitivitu, snizuje mnozstvi lipidi v hepatocytech, redukuje mnozstvi tukové tkdné a pisobi
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preventivng pied vznikem dietou navozené obezity u potkanti. Nékteré inhibitory SCD-1 byly
jiz testovany jako potencionalni 1é¢iva. Kromé téchto pozitivnich faktt vSak pietrvavaji i
kontroverze. Nadmérna inhibice SCD-1 muze vést k akumulaci nasycenych mastnych kyselin
(SFA), coz piedstavuje rizikovy faktor pisobeni inhibitori SCD-1. Neni ani mnoho studii,
které by hodnotily bezpecnost a efektivitu 1é¢by témito inhibitory. Monitorace mnoZzstvi
palmitolejové spolecné s olejovou kyselinou, coz jsou dva hlavni produkty ptisobeni SCD-1,
mize poslouzit jako indikator ovlivnéni SCD-1. Aktivita SCD-1, potazmo jeji Uloha
Vv riznych patologickych procesech, je ovlivnéna jednonukleotidovymi polymorfismy jejiho
genu (single-nucleotide polymorphism-SNP). Tyto polymorfismy byly sledovany u obezity,
metabolického syndromu a daldich KM rizikovych faktort. Svédsti autofi zjistili, Ze b&zna
alela (AA) rs3701 a minoritni alela rs379367 jsou asociovany se zvySenou D9D aktivitou
(méfenou pomérem 16:1n-7/16:0), a tyto polymorfismy jsou rizikové u muzi s nizkym
piijmem PUFA (Byberg et al., 2014). Vztahy polymorfismi SCD-1 k riziku vzniku DM2 byly
studovany od 2004 a mezi prvni zjiSténi pattila hrani¢ni asociace mezi rs41290540 a DM2T
(p = 0.06). U DM byla zjisténa vysSi frekvence minoritni alely (Liew et al., 2004). Dalsi
Svédsti autoii popsali vyznamnou asociaci minoritnich alel ¢ty polymorfismi SCD-1
(rs10883463, rs7849, rs2167444, rs508384) s nizSim BMI, menSim obvodem pasu a nizsi
inzulinovou rezistenci. Nicmén¢ i ptes piedpoklad niz$i aktivity D9D u nosi¢ti minoritnich
alel v porovnani s nosici alel béZznych, nebyl pozorovan Zadny signifikantni rozdil (Warensj6
et al., 2007). V dalsi praci byla popsana asociace nékterych polymorfismi SCD-1 (rs508384,
rs3071, rs3829160) s kardiometabolickymi rizikovymi faktory (TAG, CRP, IL-6 a
koncentrace glukozy) stejné jako s aktivitou D9D (1rs2234970). Byla pozorovana signifikantni
interakce pro rs508384, ptijem PUFA n-3 a zménu glykémie (Rudkowska et al., 2014).

Mezi dalsi savéi desaturazy patii delta-5 desaturdza (D5D) a delta-6 desaturaza (D6D). Mezi
esencidlni PUFA patii kyseliny linolova a a-linolenové, které podstupuji pfeménu na PUFA
s dlouhym fetézcem v reakcich katalyzovanych elongazami a desaturazami, jmenovité delta-6
desaturazou a delta-5 desaturdzou. Desaturdzy jsou vyznamnym regulatorem koncentrace
PUFA a MUFA, hrajici dtlezitou roli ve fyziologickych i patofyziologickych procesech. Ob¢
desaturdzy jsou hlavnimi endogennimi determinanty hladiny PUFA. Aktivity D6D a D9D
(SCD-1) pozitivné koreluji s hladinou insulinu, triacylglycerolu (TAG), koncentraci LDL-C,
insulinovou resistenci (HOMA-IR), a predikuji vznik metabolického syndromu a DM2T,
zatimco D5D vykazuje opa¢nou korelaci (Steffen et al., 2008; Zhou et al., 2009; Choi et al.,
2014; Z&k et al., 2016). Aktivita D5D (vypodtena jako D5D index) byla inverzné asociovéna
s BMI (Murakami et al., 2008; Wolters et al., 2015) a hodnotami krevniho tlaku (Murakami et
al., 2008; Kim et al., 2015).

Piimé méfeni aktivity desaturaz je obtizné predevsim z etického hlediska, proto se k jejimu
uréeni uziva pomér produkt/substrat. K ur¢eni aktivity D6D (tzv. D6D index) se uziva pomé&r
téchto mastnych kyselin: 20:3n-6/18:2n-6, a Kk urceni aktivity D5D (D5D index) pomér téchto
kyselin 20:4n-6/20:3n-6 (Warensjo et al., 2008).

Delta-6 desaturaza i D5D jsou membranové vazané enzymy, které katalyzuji rychlost uréujici
reakci v syntéze endogennich PUFA s dlouhym fetézcem. Exprese desaturaz D5SD a D6D je
fizena geny FADS1/FADS?2 (fatty acid desaturase) (Nakamura a Nara, 2004; Guillou et al.,
2010). Geny kodujici FADS1 a FADS2 jsou lokalizovany na chromosomu v clusteru 11g12—
13.1 (Dumont et al., 2011), v literatufe existuje i udaj o chromosomu 3 (Li et al., 2016).
Ve stejném clusteru je i gen pro FADS3, jehoZ uloha neni plné objasnéna (Li et al., 2016).
FADS3 vykazuje 52 % a 62 % sekvenéni homologii s FADS1 respektive FADS2, coz je
disledek genové duplikace (Marquardt et al., 2000). Pfedpoklada se, ze geny fidici aktivity
genu FADS1,2 a SCD1 maji pleitropni funkce. Je zndmo, Ze jednonukleotidové polymorfismy
(SNP) gent FADS uréuji plasmatickou koncentraci mastnych kyselin (PUFA) a jejich
zastoupeni v riznych tkanich a bunkach (Cormier et al., 2012; Hong et al. 2013; Harslof et
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al., 2013), coz nasledné ovliviiuje fyziologické i patologické reakce prostiednictvim syntézy
rizné pusobicich eikosanoidi (prostaglandinti, tromboxant, resolvini atd), dale
prostiednictvim jejich signalnich funkci, napf. jsou ligandy PPAR-a a ovliviiuji expresi
lipoproteinové lipazy a apolipoproteinu A-1, A-1l a C-III, ovliviuji i koncentrace lipidd,
predevsim HDL-cholesterol (Vu-Dac et al., 1994; Vu-Dac et al., 1995; Hertz et al. 1995).
Naptiklad polymorfismus FADS1 oznafeny jako rs174546 ma silny vliv na mnozstvi
jednotlivych zastupcti PUFA v plazmé. Nosi¢i minoritni alely T rs174546 maji snizenou
funkci D5D, coz vede ke zvySeni mnoZstvi prekurzorovych zastupcua PUFA n-6 i n-3 (LA a
DGLA, ALA), zatimco mnozstvi kyseliny arachidonové (ARA) a eikosapentaenové (EPA) je
snizeno (Bokor et al., 2010). Tito nosi¢i T alely vykazovali ve studii velkého autorskeho
kolektivu (Teslovich et al., 2010) niZsi koncentrace HDL a LDL-cholesterolu a vyssi hladiny
triacylglycerola. Autofi Lu et al. zjistili v Doetinchem Cohort Study, Ze koncentrace
celkového cholesterolu (TC) je signifikantné ovlivnéna rs174546 genotypem. Alela C
rs174546 byla asociovana s vyssi hladinou TC (Lu et al., 2010). Lidé s TT genotypem
rs174546 méli niZsi hladinu LDL-cholesterolu a niz$i pomér LDL-C/TC (Sone et al., 2013).
Polymorfismus rs174576 FADS2 podobné jako vyse uvedeny polymorfismus FADS1 koreluje
s koncentraci LDL-cholesterolu, HDL-cholesterolu a triacylglycerola (Kathiresan et al., 2009;
Nakayama et al., 2010; Hellstrand et al., 2012).

Geny FADS se staly cilem pfirozené selekce u rtiznych lidskych populaci (Buckley et al.,
2017). V jedné studii bylo prokédzano, Ze africkd populace ma wvyssi frekvenci alel
asociovanych s u¢innéji fungujicimi desaturazami (Mathias et al., 2011; Mathias et al., 2012).
U inuitské populace byly naopak prokazany dva SNP v genu FADS2 (rs7115739 a rs174570),
které jsou odpovédné za snizenou aktivitu desaturdzy a s tim souvisejici niz8i endogenni
syntézu PUFA sdlouhym fetézcem, protoze tato populace jich ma dostatek v piijimané
potravé, a naopak potiebuje spiSe PUFA se stiedné¢ dlouhym fetézcem. Stejnd studie
prokazala, Ze vySe uvedené polymorfismy jsou asociovany se snizenim vahy, vysky, nizsi
sérovou koncentraci insulinu a LDL cholesterolu nala¢no (Fumagalli et al., 2015).
Jednonukleotidové polymorfismy genit FADS1 a FADS2 koreluji s vyskytem mnoha chorob
(kardiovaskularni, jaterni, alergickd, ADHD atd.). Dle autort Li a kol. maji probandi s alelou
rs174460 C vysSi kardiovaskularni riziko nez probandi s T alelou. U jiného SNP
polymorfismu oznaceného jako rs174537 jsou nosici alely T v niZzSim kardiovaskularnim
riziku neZ nosic¢i polymorfismu rs174537 G (Li et al., 2013). Genomové studie lidi upozornily
téZ na to, Ze polymorfismy geni FADS1 a FADS2 ovlivituji metabolismus glukézy a lipidu,
véetné hladiny celkového a LDL-cholesterolu, a jsou tak asociovany s metabolickym
syndromem, dyslipidémii a ischemickou chorobou srde¢ni (Dixon et al., 2007; Tanaka et al.,
2009).

Cilem pilotni studie bylo zjistit asociaci vybranych polymorfismu tfi desaturaz a kardiometa-
bolickych rizikovych faktorii (KM RF).

Material a metody

Studované skupina sestavala z 555 osob (269M/286F) stfedniho véku [49,7 (36,0 - 62,4),
roky, median (25. — 75. percentil)]. Skupina zahrnovala 87 kontrolnich osob (38M/49F); 193
osob s metabolickym syndromem (105M/88F) a 275 osob s alespoii jednim KM RF
(126M/149F). VSechny osoby byly klinicky 1 antropometricky vySetfeny. T¢lesna hmotnost,
vyska, obvod pasu, obvod paZe a tloustka Ctyf koznich fas byly stanoveny v souladu
s doporu¢enymi postupy na konferenci v Arlie (Lohman et al., 1989). T¢lesna hustota a podil
télesného tuku byly uréeny ze souctu tloustky 4 koznich tas (biceps, triceps, subscapularis a
suprailiaca) s uZitim specifickych vypocti pro dany veék a pohlavi (Durnin a Womersley,
1974).
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Odbér zilni krve byl provadén po celono¢nim 12 hodinovém la¢néni do dvou odbérovych
zkumavek BD Vacutainer® EDTA pro separaci plazmy. Z jedné zkumavky byla do 30 minut
po odbéru centrifugaci pti 3500 rpm pii 4° C po dobu 10 minut separovana plazma, kterd byla
nasledn¢ rozd€lena na nékolik alikvotl. Vzorky pro rutinni biochemické analyzy byly
zpracovany ihned, pro dal$i analyzy byly skladovany pii -80° C. Druhd zkumavka
pro naslednou izolaci DNA byla skladovana pii 4° C, vlastni izolace musela byt provedena
do 3 tydnti po odbéru.

Koncentrace celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu, triacylglycerolt, kyseliny mocové, a
glukdzy byly stanoveny enzymaticko-kolorimetrickymi metodami (CHOD/PAP, piima
homogenni enzymaticko kolorimetrickd reakce bez precipitace, GPO/PAP, urikaza/PAP,
GOD-PAP, Lachema a.s. Brno). Koncentrace apolipoproteintt A1 a B100 byly stanoveny
nefelometricky pomoci diagnostického setu Beckman Coulter. Neesterifikované mastné
kyseliny byly stanoveny enzymaticko-kolorimetrickou metodou (NEFA, Randox Labs).
Inzulin byl stanoven RIA metodou s pouzitim monoklonalnich protilatek (Insulin IRMA,
Imunotech) a hsCRP byl stanoven imunochemickou metodou ELISA (Human hsCRP ELISA,
BioVendor-Laboratorni medicina, a.s.).

Vzorky DNA byly z leukocytt periferni krve izolovany modifikovanou vysolovaci metodou
(Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA from
human nucleated cells. Nucleic Acid Research 1988; 16: 1215). U vSech sledovanych osob
byly vySetteny jednonukleotidové polymorfismy gent — FADS1, FADS2 a SCD-1. Genetické
analyzy [FADSL (rs174537, rs174545, rs174546), FADS2 (rs174570, rs174575, rs174602,
rs174589, rs968567), SCD1 (rs2167444, rs508384, rs7849, rs55710213, rs56334587)] byly
uskutecnény pomoci PCR-RFLP a piimého sekvenovani. Findlni detekce fragmentii byla
provedena pomoci elektroforézy (3 % agardzovy gel) s pfidavkem ethinium bromidu a
vizualizaci pod UV lampou.

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit software STATISTICA 12.0 (Stat Soft, CR).

Vysledky

Klinické a biochemické parametry jsou uvedeny v tabulce 1 a vSechny tfi skupiny se mezi
sebou v téméf vsech parametrech lisily. Skupina metabolického syndromu méla signifikantné
vyznamné zvyseni prakticky ve vSech sledovanych parametrech v porovnani jak s kontrolami,
tak 1 snon-MS skupinou. Skupina non-MS m¢éla signifikantné vyssi hodnoty mnoha
parametrti v porovnani s kontrolami. Asociace mezi FADS2 a SCD1 a znaky metabolického
syndromu jsou prezentovany v tabulce 2. Zadny z vySetfovanych KM RF nebyl asociovan
s polymorfismy FADS1. Polymorfismus rs174575 (FADS2) byl asociovan s koncentraci apoB
(cut-off > 1,23 g/l), apo Al (cut-off < 1,26 g/l) a urikémii u muzi (cut-off > 420 pumol/l).
Polymorfismy rs 2167444 (SCD1) byly asociovany s obezitou (BMI > 30,0 kg/m?), zvy3enim
procentualniho podilu tuku (adjustovaného na v€k a pohlavi dle tab. 3), koncentraci LDL-C
(cut-off > 4,10 mmol/l), hs-CRP (cut off > 3mg/l) a urikémii u zen (cut-off > 340 pmol/l).
Déle jsme prokézali vazbu rs55710231 a rs56334583 s urikémii u Zen, arteridlni hypertenzi
u obou pohlavi, inzulinémii (cut-off > 24,9 uU/ml) a koncentraci hs-CRP (cut-off > 3 mg/l)
taktéz u obou pohlavi. U ostatnich vySetfovanych polymorfismii nebyly prokazany
signifikantni asociace s vySetfovanymi parametry.

Zavéry

V pilotni, explorativni studii jsme nasli vyznamné asociace analyzovanych polymorfismt
FADS2 a SCD1 k n¢kterym antropometrickym ukazatelim (BMI, podil tuku), koncentracim
lipidovych parametri (LDL-C, apo B a apoAl), kyseliny mocové, hlading insulinu, hodnotam
krevniho tlaku a subklinickému zénétu. Zjisténé vztahy, kromé neprokazéni asociace
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polymorfismi FADS1 s rizikovymi faktory kardiovaskularnich chorob v nasi studii, jsou
v souladu s vysledky ostatnich autord a budou pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Tabulka 1 Klinicka a biochemické charakteristika sledovanych skupin

Parametr KON non-MS MS

Pocet (%) 87 (15/7) 275 (49/5) 193 (34/8)
Pocet muzi/zeny 38/49 126/149 105/88

Vék (roky) 41+18 48+16™ 56+ 12+
STK (mm Hg) 117 +9 129+16™ 139 + 16~
DTK (mm Hg) 75+ 6 82+10"" 89 + g T+
Hypertenze (%) 0 (0) 142 (51,6) 170 (88,1)

BMI (kg/m?) 226+26 265+43" 31,3+ 5,07+
Obvod pasu (cm) 78,1+ 8,0 90,4 + 12,9 1043+ 11,07
Hmotnost tuku (kg) 16,4 +5,1 249+84™ 34,4+£1027"
TC (mmol/l) 517 +1,17 57+14" 5,92 +1,99™

TG (mmol/l) 0,88 (0,74-1,07) | 1,32(0,96-1,89) " | 2,09 (1,59-3,06) ™" ***
HDL-C (mmol/l) 1,66 + 0,35 1,49 £0,39™ 1,29 £ 0,357 ***
LDL-C (mmol/l) 2,96 +1,01 3,31+1,09" 3,29+0,99™
ApoAl (g/l) 1,50 + 0,23 1,44 0,28 1,36 £0,30 ™
ApoB-100 (g/l) 0,96 + 0,28 1,15+0,37™ 1,30 £0,36 ™" ***
NEMK (mmol/l) 0,47 (0,35-0,63) 0,49 (0,33-0,69) 0,56 (0,41-0,76) ™ **
Glukosa (mmol/l) 46+0,5 49+09™ 58+1,6" """
HOMA-IR (index) 1,18 (0,90-1,77) | 1,67 (1,21-247)™" | 3,07 (1,95-4,90) ™" ***
Insulin (uU/ml) 5,9 (4,5-8,2) 7,8 (5,8-11,1) " 12,4 (8,3-17,6) ™" **+
hs-CRP (mg/l) 2,0 (1,0-4,2) 2,5 (1,0-4,4) 3,4 (2,0-6,3) 7+
Urikémie (umol/l) 278 + 66 307 +83™ 350 + 827

Data jsou vyjadiena jako prumer = smérodatna odchylka pro parametricke veliciny nebo medidn
(dolni a horni kvartil) pro neparametrické veliciny. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly
zkouméany pomoci jedno-faktorové ANOVY s Neuman-Keulsovym post-testem, pro neparametrickou
analyzu byla pouZita Kruskal-Wallisova ANOVA. * non-MS, MS vs. KON, * P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P < 0,001; " non-MS vs. MS,* P <0,05; *"*P < 0,001.

Zkratky: KON — skupina zdravych osob; non-MS — osoby s alespori jednou komponentou MS; MS —
metabolicky syndrom; STK — systolicky tlak krve; DTK — diastolicky tlak krve; BMI — body mass
index; TC — celkovy cholesterol; TG - triglyceridy; HDL-C — cholesterol v HDL, LDL-C - cholesterol
vLDL; apo — apolipoprotein; NEMK - neesterifikované mastné kyseliny; HOMA-IR — index
insulinové rezistence; hs-CRP — vysoce sensitivni C-reaktivni protein.

Tabulka 2 Primérné hodnoty doporuceného mnozstvi télesného tuku (v procentech)

Vék Zeny MuZzi
20 - 24 25,0 19,0
25-29 25,4 20,3
30 -34 26,4 21,5
35-39 27,7 22,6
40 - 44 29,3 23,6
45 - 49 30,9 24,5
50 - 59 33,1 25,6

60 a vice 34,0 26,2
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Tabulka 3 Asociace mezi FADS2 a SCD1 a znaky metabolického syndromu

FADS 2 SCD1

Znak Cut-off Pohlavi rs174575 rs2167444 rs55710213 rs56334587
Hypertenze M/Z ns ns 2=8,622**(genotyp) v2=8,622* (genotyp)
BMI 30 kg/m? M/Z ns ¥2=6,443* (genotyp) ns ns
% tuku dle tab. 2b M/Z ns ¥2=7,331* (genotyp) ns ns

. ¥ 2=6,806* (genotyp)

- M/Z

LDL-C 4,10 mmol/I / ns 1 2=6.889**(alely) ns ns
ApoB 1,23 g/l M/Z | y2=6,01* (genotyp) ns ns ns

. 2=7,110* (genotyp)

Mz | X
ApoAl 1,26 g/l 12 =4.547* (alely) ns ns ns
Kyselina
. 420 pmol/l M 2=6,061* t

mocova M % (genotyp) ns ns ns
Kysvelln’a 340 pmol/l 5 ns x2:9,904 (genotyp) XZ:EMO? (genotyp) XZ:EMO? (genotyp)
mocova 12=6,431**(alely) x2=7,564** (alely) v 2=7,564** (alely)
Insulin 24,9 pU/ml M/Z ns ns v2=14,016*** (genotyp) | x2=14,016*** (genotyp)
hs-CRP 3 mg/l M/Z ns ¥2=3,935* (alely) ¥2=6,615* (genotyp) ¥2=6,615* (genotyp)

y2 —test; * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001. 5
Zkratky: BMI — body mass index; LDL-C — cholesterol v LDL; apo — apolipoprotein; hs-CRP — vysoce sensitivni C-reaktivni protein; M —muZi; Z — Zeny; ns -

nesignifikantni.
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VLIV LIPOTOXICITY NA RENALNI DYSFUNKCE U MODELU
METABOLICKEHO SYNDROMU

THE EFFECT OF LIPOTOXICITY ON RENAL DYSFUNCTION IN MODEL OF
METABOLIC SYNDROME

H. Malinska?, M. Huttl*, 1. Markova?, O. Oliyarnyk?, P. Kader?, L. Kazdova?

1Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha
2Biocev, Univerzita Karlova, Praha

Uvod

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) neni jen prekurzorem zavazného poskozeni ledvin, ale
je rovnéz dulezitym rizikovy faktorem rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni. Recentni
vysledky popula¢nich studii ukazaly, ze CKD bylo spojeno se zvysenym vyskytem celkové
mortality, pfed¢asné smrti, poSkozenim kognitivnich funkei i nizsi celkovou kvalitou Zivota.
Epidemiologické studie upozoriiuji, ze rendlni dysfunkce zacinaji jest€¢ pied nastupem
hypertenze nebo manifestaci diabetu 2. typu. Vysledky prospektivni desetileté studie na vice
jak 6000 respondentech prokéazaly, ze pfitomnost metabolického syndromu i inzulinové
resistence jsou nezavislymi prediktory CKD. Osoby s metabolickym syndromem v této studii
vykazovali zhorsenou glomerularni filtraci u 35 % subjektd. Uzky vztah mezi zvySenou
incidenci CKD pii metabolickém syndromu muze byt dan spoleCnymi patofyziologickymi
mechanizmy.

Ditlezitymi rizikovymi faktory zhorSeni glomerularni filtrace 1 progrese CKD jsou
hyperinzulinémie i samotna inzulinova resistence, ktera hraje centralni roli v patogenezi
metabolického syndromu. Ptestoze ledviny nepatii k tradicnim inzulin-senzitivnim tkanim,
inzulin m& v ledvinach fadu dilezitych metabolickych i regula¢nich funkci. Vedle piijmu
glukoézy do bungk, inzulin reguluje glomerularni funkce, tubularni transport iontt, pasobi
preventivné na apoptézu a vykazuje antinatriureticky efekt v distalnich tubulech. Renalni
inzulinova resistence vede rovnéz ke zvySeni glukoneogeneze a mize tak piispivat k rozvoji
hyperglykémie. AZ 25 % glukoézy je timto mechanizmem uvoliiovéano do cirkulace.

K rozvoji renalnich dysfunkci spojenych s metabolickym syndromem a prediabetem mohou
ptispivat kromé dyslipidémie také ektopické ukladani lipidi a jejich toxickych metabolitl i
poruchy metabolizmu lipidi. VétSina dosavadnich studii je vSak vice zaméfena na ulohu
lipoproteint a jejich metabolizmu ve vztahu k rendlnim dysfunkcim. Na poskozeni funkce
ledvin se mize podilet téz produkce prozanétlivych a profibrotickych cytokint sekretovanych
z tukové tkané, které mohou pifimo poskozovat ledvinové builky 1 potencovat inzulinovou
rezistenci. Patofyziologické mechanizmy vzniku a rozvoje zhorSené funkce ledvin pti meta-
bolickém syndromu nejsou plné objasnény.

Cil

Cilem studie bylo sledovat projevy lipotoxicity v ledvinach v pribéhu starnuti u modelu
metabolického syndromu - hereditarné hypertriglyceridemickych (HHTg) potkand ve srov-
nani se stejné starymi kontrolnimi potkany Wistar. Hodnoty mikroalbuminurie byly
srovnavany s analyzami moc¢ové proteomiky.
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Metodika

HHTg i kontrolni potkani Wistar krmeni standardni dietou byly sledovani v prabéhu starnuti
ve véku 3, 12 a 20 mésicti. Mikroalbuminurie byla stanovena HPLC metodou, mocova
proteomika hmotnostni spektroskopii MS/MS. Relativni exprese zanétlivych cytokind byly
stanoveny metodou kvantitativni PCR (Life Technologies).

Vysledky

Hypertriglyceridémie u HHTg potkani byla spojena s chronicky zvySenymi hladinami
NEMK béhem OGTT i v priab&hu 24 hodinového sledovani. Kromé kvantitativniho zvySeni
hladin NEMK u HHTg potkant (+80 %; p < 0.01) byly rovnéz pozorovany kvalitativni
zmény profilu mastnych kyselin v lipidové tfidé NEMK, pfedstavované zvySenym
zastoupenim saturovanych (p < 0.05) a sniZzenim zastoupeni n3-polynenasycenych (p < 0.01)
mastnych kyselin, zejména kyselin 20:4n3 a 22:5n3. Ektopickd akumulace lipidd —
triglyceridi (+30 %; p < 0.05) i cholesterolu (+10 %) v ledvinaich HHTg potkant byla
S postupujicim vékem doprovazena vyraznym nartistem hodnot mikroalbuminurie (p < 0.001),
piestoze v mladém véku 3 mésici HHTg potkani mikroalbuminurii nevykazovali.
Histologické vysSetfeni ledvin prokéazalo ptfitomnost depozit neutralnich lipidu distribuovanych
Vv tubulech i glomerulech ledvin HHTg potkan.

Detailni proteomicka analyza moce odhalila zvy3eni prozanétlivych markertt (MCP-1; IL-6 a
IL-8; p < 0.01) spolu se snizenim epidermalniho rastového faktoru (EGF; p < 0.01) (tabulka
1) a to jesté pred nastupem mikroalbuminurie. Akumulace lipidi v ledvindch u HHTg
potkanti byla rovnéz spojena se zvySenim relativni exprese mRNA prozanétlivého cytokinu
MCP-1 (p < 0.01), relativni exprese IL-6 V ledvinidch se vyrazné¢ zvysSovala (p < 0.01)
s postupujicim vékem zvifat. Naproti tomu v perirenalni tukové tkani nebyla pozorovana
zvySena exprese téchto prozanétlivych cytokini, navzdory stoupajici hmotnosti perirenalni
tukové tkané (p < 0.01) u HHTg potkanti.

Tabulka 1 Proteomické markery v moci

W-3m | HHTg-3m | W-20m | HHTg-20m P
skupina
malondialdehyd 23.3+0.7 254+15 25.0+0.9 278+1.2 n.s.
8-isoprostan 228+16 26.2+16 226+1.6 253+16 n.s.
4-hydroxynonenal 157+1.0 19.8+0.6 16.0+19 21.2+0.6 <0.01
IL-6 48.7+14 82.3+4.2 53.7+0.7 81.3+4.8 <0.001
IL-8 209+1.7 449+1.6 259+1.6 446+1.8 <0.001
MCP-1 1.7+£01 3.4+0.2 20+£0.1 3.3+£0.2 <0.001
EGF 4.7+0.3 20+£0.2 48+0.2 20101 <0.001
al-antitrypsin 12.1+0.7 22013 141+1.0 21.7+15 <0.001
heparansulphate 0.07 £ 0.01 0.28+0.01 | 0.13+0.01 0.30£0.01 <0.05

Hodnoty udavaji priomér + SE, pocet zvirat ve skupiné 8-10

Diskuze

V patofyziologii rozvoje rendlnich dysfunkei pii metabolickém syndromu se uplatiuji
multifaktorialni mechanizmy. Podilet se mohou inzulinova rezistence, hypertenze,
dyslipidémie, aktivace zanétlivych a profibrotickych procest i zvySeny oxidacni stres.
V mechanizmu negativniho u¢inku akumulace lipidit v ledvindch se milizou vyznamné
uplatnit FFA vazané na albumin, které jsou filtrovany pfes glomeruly a pfeménuji se
na toxické metabolity. Podocyty jsou velmi citlive zejména Kk negativnimu ucinku
saturovanych mastnych kyselin. Lipotoxické intermediaty (diacylglyceroly a ceramidy), které
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vznikaji z triglycerida i FFA, interferuji s inzulinovou signalni kask&dou, tim ji poSkozuji a
mohou tak pfispivat k rozvoji inzulinové rezistence. Na zvySené akumulaci lipida v ledvinach
se mohou podilet také abnormality a poruchy lipidového metabolizmu, které poSkozuji
ledvinovy parenchym, napt. zvySena exprese lipogenniho enzymu SCD nebo transkripéniho
faktoru SREBP-1c.

Metabolicky syndrom je provazen mikrovaskularnimi poruchami, které se v souvislosti
s renalnimi dysfunkcemi projevuji zejména mikroalbuminurii. Stanoveni mikroalbuminurie
patii mezi hojné pouzivany, citlivy parametr v€asné detekce rizika rozvoje CKD, ale nejedna
se 0 ukazatel specificky a jeho stanoveni ma své limity. Pacienti s mikroalbuminurii maji 5x
vysSi riziko rozvoje nezvratného selhani ledvin, ale na druhou stranu mohou mit diabeticti
pacienti zdvaznou poruchu glomerularni filtrace bez projevii proteinurie. Panel mocovych
peptidl a proteinit by tak mohl odhalit toto riziko s vétSi presnosti a citlivosti. Zatim jedina
vétsi klinicka studie CKD-273 odhaduje vysoce rizikové pacienty na zakladé proteomické
analyzy 273 mocovych peptidi. Tato studie identifikovala zejména specifické fragmenty
DalSimi vhodnymi diagnostickymi a prognostickymi markery mohou byt zanétlivé a
fibrotické cytokiny, které prokazala i naSe studie s HHTg potkany. Prozanétlivy MCP-1 je
aktivovan NFxB a sekretovan glomerularnimi i tubularnimi epitelidlnimi bunkami. ZvySena
vazba MCP-1 na heparan sulfat - proteoglykan extracelularni matrix, mize ovlivnit zanétlivou
odpovéd’ tim, Ze aktivuje tyto bunky ke zvysené expresi MCP-1 a L-selektinu.

Mocova proteomika odrazi nejen poskozeni ledvin ale také vaskuldrniho systému, nebot’
mocovy proteom pochazi ze 70 % z ledvinové tkané a ze 30 % z krevni plazmy. Vysledky
mocové proteomiky se mohou uplatnit také jako mozné kardiovaskularni rizikové parametry.

Zavér

Vysledky potvrzuji vyznamnou ulohu dyslipidémie a ektopického ukladani lipidd v rozvoji
renalniho poskozeni pfi metabolickém syndromu. Sledovani zanétlivych cytokinti v moci by
se mohlo uplatnit jako v€asny ukazatel renalnich dysfunkci spojenych s metabolickym
syndromem.

Podpoieno MZ CR - RVO (,IKEM, IC 0023001)
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NOVE ADIPOCYTOKINY U MODELU INZULINOVE REZISTENCE A
METABOLICKEHO SYNDROMU

NEW ADIPOKINES IN THE MODEL OF INSULIN RESISTANCE AND
METABOLIC SYNDROME

I. Markova, H. Malinska, M. Huttl, L. Kazdova
Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Uvod

Tukova tkan je kromé zasobarny energie také aktivni endokrinni orgédn, ve kterém se tvoii a
sekretuje fada bioaktivnich mediatort — adipocytokind, které maji rizné biologické funkce a
ucinky (1). Tukova tkan prostiednictvim své metabolické aktivity ovliviiuje lipidovy a
glukbzovy metabolismus, zanét, angiogenezi, chut' k jidlu, energetickou homeostazu i
inzulinovou senzitivitu tkani (2). Zatim asi nejvyraznéjsi vztah k inzulinové senzitivité byl
zvysuje citlivost tkani k ¢inku inzulinu. V posledni dob¢ bylo identifikovano n¢kolik novych
adipocytokin, jejichz sekrece a vztah k rozvoji inzulinové rezistence (IR) a dyslipidémie, ani
jejich presné funkce nejsou zcela objasnény.

Cilem na$i prace bylo sledovat plasmatické hladiny novych adipocytokini - zejména
chemerinu, omentinu, vaspinu a obestatinu u modelu metabolického syndromu (MS) a
porovnat je s tradi¢nimi parametry inzulinové senzitivity, zejména s adiponektinem.

Material a metody

Pokusy jsme provadéli na potkanich samcich kmene hereditarné hypertriglyceridemického
potkana (HHTg), ktery je vyuzivan jako neobézni model MS. Kontrolni skupinu (K) tvoftili
samci kmene Wistar. Potkany jsme krmili standardni dietou, v kazdé skupiné bylo 8 zvifat.
Parametry jsme sledovali ve véku 3, 12 a 20 mésict (3M, 12M, 20M).

Koncentrace triacylglycerolti (TAG), neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) v séru a
obsah TAG ve tkanich byly stanoveny komercné dostupnymi enzymatickymi Kkity.
Koncentrace séroveho inzulinu byla stanovena imunochemickym kitem RAT Insulin ELISA
Kit (Mercodia, Svédsko). Plasmatické hladiny adipocytokinti byly stanoveny komeréné
dostupnymi ELISA kity. Rezistence svalové (branice) a epididymalni tukové tkané k ti¢inku
inzulinu byla sledovana podle bazalni a inzulinem stimulované inkorporace (250 pU/ml)
14C-U-glukdzy do glykogenu a lipidi ex vivo.

Vysledky a diskuse
S piibyvajicim vékem potkanid se u obou kmenu zvySovala relativni hmotnost epididymalni
tukové tkang, ktera je ukazatelem visceralni obezity, sérové hladiny TAG, NEMK i inzulinu,
pii¢emz narust téchto parametr byl vyraznéjsi u kmene HHTQ potkant (tabulka 1). Pokrocily
vék byl u obou kmenid doprovdzen zvySenym ektopickym ukladanim TAG do jater a
kosterniho svalu (tabulka 2). Koncentrace TAG v obou tkanich byly vyrazné vyssi u HHTg
potkanti. Na zvySeném ektopickém uklddani TAG se vyznamné podili dyslipidémie, ktera
doprovazi metabolicky syndrom u kmene HHTg.
Bazalni, nestimulovana inzulinova senzitivita svalu byla u HHTg potkant snizend oproti
kontrolam (K vs. HHTg 3M: 799 + 78 vs. 408 + 49, 12M: 805 + 43 vs. 309 + 31, 20M: 593 +
68 vs. 279 + 65 nmol glukozy/g/2 hod, vliv kmene p < 0,01). S postupujicim vékem potkanti
citlivost svalu k t¢inku inzulinu klesala jak u HHTg, tak i kontrolnich potkant (vliv véku
p < 0,01). Snizend inzulinovéa senzitivita kosterniho svalu mlze souviset se zvySenym
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ektopickym ukladanim TAG, jejichz nadmérmé mnozstvi poskozuje tkan a vede k jeji
dysfunkci. V fad¢ studii bylo u lidi a zvifat opakované prokazano silné propojeni mezi
nadmérnou akumulaci lipida a IR (3-5). TAG v kosternim svalu sniZuji vychytavani a
utilizaci glukozy, podili se na zhorseni inzulinové signalizace a rozvoji IR (6).

Déle jsme se v nasi studii zamé&fili na tukovou tkan, ktera hraje klicovou roli v rozvoji MS.
V tukové tkani u mladych kontrolnich potkanti inzulin zvysil inkorporaci radioaktivné
znacené glukozy do lipidi o 115 %, u HHTg potkanii o 88 %. Tukova tkan 12-ti mésicnich
HHTg potkanti a 20-ti mési¢nich kontrolnich i HHTg potkanti byla jiz téméf rezistentni
k G¢inku inzulinu (vliv kmene p < 0,05; vliv véku p < 0,01). IR tukové tkané je u HHTg
potkanli vyznamné akcelerovana.

V plasmé i ve svalu obou kmenii potkant doslo s postupujicim vékem k poklesu koncentrace
adiponektinu (tabulka 3) (pokles ve svalu u K 0 31 %, u HHTg o 37 %, vliv véku p < 0,01).
Tento nalez je vsouladu svysledky studii, ve kterych byly nalezeny sniZzené hladiny
adiponektinu u diabetikii 2. typu (DM2), obéznich a osob s IR. V nedavné dob¢ bylo dokonce
publikovano, Ze adiponektin se podili na regulaci signalizace dlouhovékosti a
o adiponektinovych receptorech se uvazuje jako o kli¢ovych faktorech zdravé dlouhovékosti
(7). Hladiny novych adipocytokini chemerinu a omentinu s pfibyvajicim vékem mirné
klesaly a nelisily se mezi kmeny (tabulka 3). Chemerin je protein s pleiotropnimi ucinky,
kromé& stimulace zrani a diferenciace adipocytii reguluje také imunitni odpoveéd. Vysoké
koncentrace chemerinu byly pozorovany u obéznich a hypertenznich osob a DM2 (8).
Hladiny chemerinu se vSak u pacientd s MS méni, dokonce se 1isi béhem dne (9). Hladiny
omentinu jsou na rozdil od koncentraci chemerinu u pacienti s IR a DM2 sniZené (10).
metabolismus glukdzy (11).

Koncentrace dalSich adipokint-leptinu, obestatinu a vaspinu stoupaly se starnutim zvifat a
byly vys§i u HHTg potkanti. O leptinu je zndmo, ze ovliviluje pfijem potravy a energeticky
vydej a tim reguluje télesnou hmotnost. Také obestatin reguluje piijem potravy a télesnou
hmotnost, ale jeho biologické efekty nejsou zatim zcela zndmy i diky kratkému biologickému
polocasu (12). Je to nedavno objeveny peptid s pleiotropnimi ucinky v riznych buiikach a
tkanich, ktery je kromé tukové tkané exprimovan predev§im v Zaludku a trdvicim traktu.
Obestatin reguluje lipidovy metabolismus, krevni tlak, stfevni motilitu, ale to, zda miize mit
ulohu pfii obezité, MS nebo DM2 stale ziistdva nejasné.

Zvysené hladiny vaspinu byly pozorovany u obéznich a pacientt s IR, s redukci hmotnosti
koncentrace vaspinu klesala (13). Z literatury je patrné, Ze koncentrace vaspinu stoupa
S postupujicim vékem, coz je v souladu i s nasimi vysledky. Diky svému vztahu k obezité¢ a
IR by vaspin mohl byt novy marker obezity a IR. Z uvedenych vysledkd vyplyva, ze aktivita
tukové tkané se v prubéhu starnuti méni a je doprovéazena kvalitativnimi 1 kvantitativnimi
zménami sekrece adipocytokind.

Zavér

S pfibyvajicim vékem potkanii se snizovala inzulinova senzitivita tkani a zhorSovaly se
parametry lipidového metabolismu, pfi¢emz negativni zmény byly vyraznéjsi u HHTg
potkant. Z novych adipocytokind zejména hladiny vaspinu korelovaly s postupujicim vékem
a IR. Vaspin by podobné jako adiponektin mohl byt novy citlivy ukazatel inzulinové
senzitivity.
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Tabulka 1: Hmotnostni a sérové parametry
P P
3M 12M 20M Kmen vk
Hmotnost K 407 £5 635 + 28 663 + 21
(9) HHTg 304 +5 478 + 14 se6+12 | 001 | <0001
Epididymalni t.t. K 1,09 + 0,06 1,46 + 0,15 1,32+ 0,20
(9/1009) HHTg 1,16 + 0,04 2,53+ 0,04 2,53 +0,10 <0001 1 <0,001
TAG K 1,55 + 0,14 1,84 +0,18 2,07 +0,51
(mmol/l) HHTg 5,45 + 0,45 533+072 982+079 | <0001 | <0001
NEMK K 0,209+ 0,021 | 0,360+ 0,025 | 0,334+ 0,027
(mmol/l) HHTg 0,401 +0,037 | 0,661+0,053 | 0,473 +0,072 <0001 1 <0,001
Glykémiesyta K 72+0,3 6,6 £0,1 6,4+0,6 <0.05 NS
(mmol/T) HHTg 7,7+02 8,2+0,3 76+0,7 ’
Inzulin K 156 + 47 288 + 86 488 + 85
(pmol/l) HHTg 257 + 103 239 + 122 sog+131 | ~00% | <005
Tabulka 2: Ektopické ukladani triacylglyceroli
TAG P P
(umol/g) M 12M 20M kmen vék
Jatra K 7,25+ 0,45 10,74 + 1,04 13,15+ 2,10
HHTg 11,03+ 0,77 20,73 +1,23 23,30 + 3,84 < 0,001 <001
Sval K 1,78 + 0,24 3,48+0,78 6,71+ 0,77
HHTg 3,21+0,32 4,03+ 0,56 11,76 + 0,96 < 0,001 <001
Tabulka 3: Plasmatické hladiny adipocytokinu
P P
3M 12M 20M Kmen vk
Adiponektin K 6,05+ 0,34 4,61+0,39 3,20+ 0,26 NS <005
(ug/ml) HHTg 5,87 + 0,41 4,64 +0,35 2,90 £ 0,23 ’
Leptin K 2654 + 209 4113 + 343
(pg/ml) HHTg 3605+170 | 5337 +477 <001 | <0,001
Chemerin K 408 + 19 476 + 27 326 + 37 NS <0.05
(pg/ml) HHTg 434 + 20 413+ 19 313+6 :
Omentin K 2,64 +0,15 2,56 + 0,07 2,49 + 0,12 NS <005
(ng/ml) HHTg 2,65+ 0,12 2,51 +0,05 2,29 +0,18 '
Vaspin K 0,363+0,080 | 0443+0,070 | 0457+0189 | _ 00 | g1
(ng/ml) HHTg 0,518 +0,101 | 0,596+ 0,049 | 2,055+ 0,507 ’ ’
Obestatin K 1127 + 79 2193 + 622 2875 + 752 <001 | <001
(pg/ml) HHTg 628 + 244 2486 + 604 4213 + 649 : ’

Podpoieno MZ CR-RVO (,,Institut klinické a experimentalni mediciny - IKEM,
1C 00023001°¢)
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IS SOLUBLE ENDOGLIN INVOLVED IN THE DEVELOPMENT OF
ENDOTHELIAL DYSFUNCTION?

PODILI SE SOLUBILNI ENDOGLIN NA ROZVOJI ENDOTELOVE DYSFUNKCE?

P. Nachtigal®, B. Vitverova!, M. Vicen?, I. Najmanova!, E. Dolezelova?!, C. Bernabeu?,
M. Pericacho®

! Department of Biological and Medical Sciences, Charles University, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralove, Hradec Kralove, Czech Republic

2 Center for Biological Research, Spanish National Research Council (CSIC), and Biomedical
Research Networking Center on Rare Diseases, Madrid, Spain

3 Department of Physiology and Pharmacology, Renal and Cardiovascular Physiopathology
Unit, University of Salamanca, Salamanca, Spain

A soluble form of tissue/membrane endoglin (SEng) circulating in plasma is increased in
hypercholesterolemia, atherosclerosis and type 11 diabetes mellitus patients. Moreover, it has
been proposed that sEng might be least partially responsible for the induction of endothelial
dysfunction (but not studied in atherosclerosis prone blood vessels so far) and related to the
presence of hypercholesterolemia. We provided couple of experiments in order to reveal
whether high levels of sEng combined with hypercholesterolemia might affect
vascular/endothelial function and inflammation in mice aorta.

Three-month-old female transgenic mice on CBAxC57BL/6J background with high levels of
sEng (Sol-Eng™* high HFD) and their littermates with low levels of sEng (Sol-Eng* low HFD)
were fed high fat diet (HFD) for either 3 months or 6 months. Plasma samples were used for
biochemical analyses of total cholesterol and ELISA analyses of sEng and inflammatory
markers. Functional parameters of aorta were assessed by means of wire myograph 620M.
Western Blot analysis endothelial dysfunction/inflammation markers in aorta was performed.
HUVEC and HEK were exposed to recombinant human endoglin at concentration 40, 500
ng/mL at different times (16 - 48 hours).

3 months exposure to high sEng levels and HFD resulted in induction of inflammation
(increased expression of P-selectin, ICAM-1, pNF«xB and COX-2) in aorta of high Sol-Eng™
high HFD. Moreover, 6 months exposure to high seng levels and HFD resulted in impaired
KCI induced vasoconstriction, endothelial-dependent relaxation after administration of
acetylcholine, endothelial-independent relaxation induced by sodium nitroprusside. In
addition, the expressions of endoglin, p-eNOS/eNOS, pSmad2/3/Smad2/3 signaling pathway
were significantly lower in Sol-Eng* high HFD group compared to Sol-Eng* low HFD group.
sEng treatment in endothelial cells resulted in activation of pro-inflammatory NF-«B/IL-6
expression and increased expression of membrane endoglin but without significant effects on
cell adhesion molecules.

Current results show that high levels of soluble endoglin alone or in combination with
hypercholesterolemia induce signs of inflammation and endothelial dysfunction in vascular
endothelium both in vivo and in vitro. Thus, we might propose that high levels of soluble
endoglin presented in patients with hypercholesterolemia, atherosclerosis and type Il diabetes
mellitus might worsen endothelial dysfunction in combination with hypercholesterolemia,
thus soluble endoglin might be considered as a risk factor of cardiovascular diseases.

This work was supported by project EFSA-CDN (No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000841)
co-funded by ERDF, GAUK 1158413C, 1216217, and SVV/2017/260414 and Czech Health
Research Council (AZV CR 17-31754A)
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TROXERUTIN IMPROVES INSULIN SENSITIVITY AND DYSLIPIDEMIA IN
HEREDITARY HYPERTRIGLYCERIDEMIC RATS.

O. Oliyarnyk?!, H. Malinska?, I. Markova!, M. Huttl!, Z. Matuskova?, M. Poruba?,
L. Kazdoval, R. Vedera?

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

Abstract

Troxerutin, a semi-synthetic derivate of the natural bioflavanoid rutin, has been reported to
possess many beneficial effects as vasoprotective, anti-inflammatiory, antioxidant etc. We
investigated the effect of its treatment on insulin resistance and oxidative stress parameters in
hereditary hypertriglyceridemic rats. Troxerutin decreased plasma glucose (7.75 = 0.26 vs.
8.55 = 0.28 mmol/l) and insulin concentration (0.16 + 0.03 vs. 0.29 + 0.05 nmol/l), increased
HMW adiponectin (4.68 + 0.09 vs. 4.00 + 0.17 pg/ml) and improved insulin sensitivity of
epididymal adipose tissue and muscle. Moreover, we found hypolipidemic effect of
troxerutin: decreased cholesterol accumulation in liver (5.51 = 0.22 vs. 6.55 + 0.18 umol/g)
and triacylglycerols in musculus soleus (2.70 + 0.29 vs. 4.10 £ 0.56 umol/g) associated with
inhibited expression of HMG-Coa reductase and stearoyl-CoA desaturase 1. Troxerutin
administration decreased oxidative stress in liver: inhibited lipoperoxidation measured as
conjugated dienes (-27 %) and TBARS (-33 %); increased GSH/GSSG ratio (+34 %),
activated antioxidant enzymes-superoxide dismutase (+33 %) and glutathione peroxidase
(+21 %). Results indicate that troxerutin might have a curative effect in therapy of metabolic
syndrome-associated disorders.

Introduction

Troxerutin is a trihydroxyethylated derivative of the bioflavonoid rutin, present in tea, coffee,
cereal grains, and a variety of fruits and vegetables. It has been used for a number of
therapeutic purposes preliminary for the treatment of chronic venous insufficiency and
improving capillary function. Troxerutin also possesses antioxidant, anti-inflammatory, anti-
diabetic, anticancer, neuroprotective and radioprotective activities [1]. Clinical trials found
that troxerutin has high bioaviability, good safety profile and tolerability even at high doses
[2].

Troxerutin has the capability to inhibit obesity, hyperglycemia and hyperlipidemia in high
cholesterol fed rodents and protects against atherosclerosis improving dyslipidemia and
reducting homocysteine level [3]. Recent published studies have shown hypoglycemic effect
of troxerutin in experimental models of type 2 diabetes [4]. In other experimental model of
metabolic syndrome, high-fat-high-fructose diet-fed mice troxerutin administration restricted
obesity, reduced blood pressure, lipid accumulation, upregulated fatty acids oxidation, and
down-regulated fatty acids transport and lipogenesis [5].

Since troxerutin has three more hydroxyl groups than rutin, it has advanced antioxidant effect
[5] demonstrated in plasma and myocardium in different models of diabetes and metabolic
syndrome [6], but it was not well described in liver yet. Hepatoprotective effect of troxerutin
was demonstrated as improved aminotransferases activities in different pathological
conditions [7,8]. We investigated the effect of supplementation with troxerutin on the
parameters of insulin resistance, dyslipidemia, lipoperoxidation and activity of antioxidant
enzymes in experimental model of metabolic syndrome- hereditary hypertriglyceridemic rats
(HHTQ).
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Material and Methods

The experiments were carried on male 5 months old HHTg rats fed standard laboratory diet
with or without supplementation with troxerutin, ad libitum in dose 150 mg/kg of body
weight (Cilkanol, Zentiva, Czech Republic). Biochemical analysis was performed using
methods described before [9] . Expressions of HMG-CoA reductase (HMGCR), stearoyl-CoA
desaturase 1 (SCD1) and transcription factor Nrf2 were determined by Real time PCR, using
kits from Life Technologies (MA, USA).

Results

Troxerutin administration have not influenced body weight of HHTg rats and weight of
epididymal fat pads, but we observed its hypoglycemic, hypoinsulinemic effect and increased
plasmatic concentration of HMW adiponectin (Table 1). Troxerutin supplementation
improved insulin sensitivity of epididymal adipose tissue determined as basal and insulin
stimulated incorporaion of **C-U glucose into lipids (Fig.1). Troxerutin treatment increased
muscle insulin sensitivity measured as insulin-stimulated incorporation of *C-U glucose into
diaphragmal glycogen (Fig. 2). Lipid parameters (triacylglycerols, total and HDL-cholesterol,
nonesterified fatty acids) were unaffected in plasma, but we showed decreased ectopic
cholesterol accumulation in liver and triacylglycerols in m. soleus (2.70 + 0.29 vs. 4.10 + 0.56
umol/g, p < 0.05). Hypocholesterolemic effect of troxerutin in liver was associated with
inhibited relative expression of HMGCR and SCD1.
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*denotes p < 0.05

Supplementation with troxerutin inhibited lipoperoxidation in liver in HHTg rats (Table 1).
We have shown decreased concentration of intermediate products — conjugated dienes and
final products-TBARS. Suppression of oxidative stress might be due to enhanced antioxidant
defense. Although concentration of important intracellular antioxidant reduced glutathione
(GSH) remained unchanged, the level of oxidized glutathione (GSSG) significantly
decreased. As a consequence, GSH/GSSG ratio elevated, which might positively influence the
activities of GSH-dependent antioxidant enzymes. Only glutathione peroxidase was activated
after troxerutin administration, activities of glutathione reductase and glutathione transferase
had a tendency to increase, but the difference with control group was not significant. In
addition, troxerutin activated liver superoxide dismutase, activities of catalase and
paraoxonase 1 remained unchanged. In spite of activated antioxidant enzymes we have not
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shown increased expression of Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2-related factor-2 is a key
transcription factor responsible for constitutive and inducible expression of ARE-regulated
genes of antioxidant enzymes).

Table 1. Metabolic and oxidative stress parameters in HHTg rats supplemented with
troxerutin

| HHTg | HHTg+troxerutin
Plasma
Non-fasting glucose, mmol/Il 8.55+0.28 7.75 %+ 0.26*
Insulin, nmol/I 0.29 £ 0.05 0.16 + 0.03*
HMW adiponectin, pg/ml 4.00£0.17 4.68 £ 0.09**
Liver
Triacylglycerols, umol/g 8.92 £ 0.66 8.95+0.35
Total cholesterol, umol/g 6.55+0.18 5.51 + 0.22**
HMGCR, relative expression 1.00 £ 0.19 0.41 £ 0.06**
SCD, relative expression 2.08 £ 0.54 0.56 + 0.21**
Lipid peroxidation products
TBARS, nmol/mgprot 1.69+0.18 1.14 + 0.01*
Conjugated dienes, nmol/mgprot 315+24 23.0 £ 1.5*%
Glutathione forms and ratio
GSH, umol/ mgprot 422 +20 42.3+6.2
GSSG, pmol/ mgprot 3.89+£0.19 2.80 £ 0.18**
GSH/GSSG 11.2+1.0 150+ 1.2*
Activity of antioxidant enzymes and Nrf2 expression
Superoxide dismutase (SOD), U/mgprot 0.12+£0.01 0.16 £ 0.01*
Glutathione peroxidase (GSH-PXx), 307 £13 373 £ 22*
umol NADPH/min/mgprot
Nrf2, relative expression 1.04 +0.13 1.01+0.11

**p < 0.01, *p < 0.05 vs. HHTQg rats without supplementation

Discussion

Current study was obtained to clarify the curative effect of troxerutin on disorders associated
with metabolic syndrome. HHTg rats is a non-obese strain with genetically fixed
hypertriglyceridemia, accompanied with other features of metabolic syndrome like
hyperglycemia, impaired glucose tolerance, hypertension, hyperinsulinemia and insulin
resistance. We have found hypoglycemic effect of troxerutin in HHT(g rats, decreased plasma
insulin concentration, increased adiponectin contributing to improved tissues insulin
sensitivity. Our results concurred with previous studies carried out on high fat diet [1] or high
sucrose diet fed rodents [4]. The most important our finding is increased glucose
incorporation into adipose tissue and glycogen synthesis in diaphragm after troxerutin
treatment. Increased muscle glycogenesis can be a consequence of inhibited SCD1
expression which was already demonstrated in SCD1 knockout mice [10]. Current results
confirm previous published findings showed increased whole body insulin sensitivity
measured as HOMA value [5].

We demonstrated hypolipidemic effect of troxerutin as decreased total cholesterol in liver,
which might be attributed to suppressed HMGCR expression. Hypocholesterolemic effect of
troxerutin was shown in plasma, myocardium and liver in experimental models of diabetes
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type 2 and metabolic syndrome in rodents [4,5,11], but results were not correlated to HMGCR
expression or activity. In addition we found decreased triacylglycerols accumulation in
skeletal muscle. Lipid-lowering effect of troxerutin might exerts through upregulation of
PPAR-a following induced expression of genes involved in fatty acids oxidation as well as
down-regulated expression of sterol regulatory element-binding protein 1c resulting in
reduced fatty acids and triacylglycerols synthesis [4]. Other mechanism of lipid-lowering
effect of troxerutin might be attributed to decreased expression of SCD-1. High expression of
SCD-1 is associated with the development of obesity, hypertriglyceridemia, atherosclerosis,
and diabetes [12]. SCD-1 deficiency was shown to reduce ceramide synthesis and to elevate
fatty acid oxidation in skeletal muscle [10].

Consistent with previous reports we have shown inhibited lipoperoxidation after troxerutin
treatment [7], which might be due to scavenging of oxygen-derived free radicals [13] as well
as increased antioxidant defense. Present study demonstrated elevated activities of liver
antioxidant enzymes: SOD, GSH-Px, and increased GSH/GGSG ratio. Many investigators
suggested, that activation of these enzymes is a common mechanism of the hepatoprotective
effect of flavonoid compounds including troxerutin [7,13]. Our results correspond with study
showed activated liver SOD, catalase and increased GSH level in high fat diet fed mice [1]. In
recent published study troxerutin activated expression and protein concentration of
transcription factor Nrf2 in hippocampus in streptozotocine- induced diabetic rats [14], but we
have not shown any elevated expression of Nrf2 in liver in HHTg rats. It might be a reason,
why activities of catalase, glutathione reductase, glutathione transferase and paraoxonase 1
did not increase after troxerutin treatment. However, troxerutin can activate hepatic
antioxidant enzymes SOD and GSH-Px via Nrf2 independent mechanism.

Conclusions

In addition to well described antioxidant effect troxerutin has hypoglycemic and
hypolipidemic effect in HHTQ rats. Moreover, it improves adipose tissue and muscle insulin
sensitivity. Therefore, this flavonoid can be proposed for addition therapy of disorders
associated with metabolic syndrome.

Supported by grant GACR 17-08888-S
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Abstract

There are not many known about possible involving of fenofibrate in combination with
micronized silymarin on genes that may play a role in metabolic syndrome. In this, in vivo
study, we evaluated the effects of fenofibrate, micronized silymarin, or its combination on
following genes: Abcbla, Abcblb, Cyp7al, Cyp2el, and Hmgcr.

A total of 25 male hereditary hypertriglyceridemic rats were fed standard laboratory diet
(STD), or STD with an addition of 1% micronized silymarin, or STD with micronized
fenofibrate, or STD with a combination of both. Following four weeks animals were
sacrificed and tissues and organs were collected for a subsequent real-time PCR analysis.
Fenofibrate with, or without silymarin significantly decreased the mRNA expression of
Abcbla, Abcbla, Cyp7al, and Hmgcr. Cyp2el was significantly decreased following the
only combination of both (fenofibrate and silymarin). In this case, the micronized silymarin
has an additive effect to fenofibrate.

Our finding suggests that fenofibrate in combination with silymarin may involve the
distribution and metabolism of many drugs and lipids.

Uvod

Fenofibrat je 1é¢ivo ze skupiny hypolipidemik uzivanych pro zvySenou hladinu
triacylglycerolti (TAG). Pacienti trpici metabolickym syndromem, tedy pacienti se zvySenou
triacylglycerolémii, nizkym HDL cholesterolem, diabetem a obezitou mohou z uZivani
fenofibratu profitovat. Fenofibrat je zndm svym plisobenim na receptory aktivované
proliferatory peroxisomti alfa (PPARa). Aktivace téchto receptori vede ke zvySeni
transkripce genl kodujicich zejména enzym lipoproteinovou lipdzu, kterd G¢inné€ snizuje
plasmatickou koncentraci TAG (Steals et al., 1998). Silymarin je latka polyfenolické povahy,
ktera je predevSim uzivana jako hepatoprotektivum, ale jsou mu piipisovany také pozitivni
G¢inky u metabolickych chorob, zejména dyslipidémii a diabetu (Skottova et Kre¢man, 1998;
Vargas-Mendoza et al., 2014; Voroneanu et al., 2016). V naSich pfedchozich studiich jsme
zjistili, Ze vyrazngjsi uCinky se projevuji u mikronizované¢ formy silymarinu nez v ptipadé
standardizovaného extraktu (Poruba et al., 2016).

Ackoliv ucinky na lipidové spektrum jednotlivych latek 1 kombinace jsou znamy, malo je
znamo o vlivu jednotlivych latek ¢i kombinace na transkripci jednotlivych genti. V rdmci této
studie jsme chtéli zjistit, zda jednotlivé latky anebo jejich kombinace mohou ovliviiovat geny
kodujici potkani P-glykoprotein, tedy enzym, ktery ma dulezitou ulohu zejména v distribuci
1&¢iv, vCetné 1€Civ uzivanych pfi terapii metabolického syndromu, ale také lipida (Vranckx et
al., 2018; Aya et al., 2009). DalSimi sledovanymi geny byly ty, které koduji cytochromy
P450, konkrétné CYP2EI1, ktery miize pfispivat ke steatdze jater a podili se na metabolismu
zejména malych molekul, ktera mohou byt pisobenim enzymu aktivovany a vést k poSkozeni
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organismu (Wong et al., 1998). CYP7A1 je zastupcem cytochromd, které metabolizuji
vyhradn¢ endogenni latky. CYP7A1 katalyzuje prvni a velmi dulezity krok v syntéze
zluGovych kyselin z cholesterolu, tedy jednu z cest jeho eliminace. Poslednim sledovanym
enzymem je kliCcovy enzym endogenni syntézy cholesterolu 3-hydroxy-3-methylglutaryl
koenzym A reduktdza. Tento enzym je cilem jiné skupiny hypolipidemik - statind.

Pro studii byl zvolen unikétni zvifeci model hereditarné hypertriglyceridemického (HHTg)
potkana. Tento neobézni potkan s hypertriacylglycerolémii byl vySlechtén z kmene Wistar
na zakladé zvysené citlivosti k pfivodu sacharozy v dieté¢ (Vrana et al., 1990; Zicha et al.,
2006).

Material a metody

Zvirata a diety

Pro studii bylo vybrano celkem 25 hereditarné hypertriglyceridemickych (HHTg) samct
potkana, kteti méli zajistény volny pfistup k potravé a vod¢. Zvitata byla rozdélena na zakladé
rozdilnych diet. Kontrolni zvifata (Ctrl) byla po celou dobu experimentu krmena standardni
laboratorni dietou (STD). V pfipadé¢ experimentalnich skupin (celkem tii) byla STD
obohacena o mikronizovany silymarin (1 % v STD), fenofibrat (100 mg/kg hm.) a kombinace
fenofibratu a mikronizovaného silymarinu. Po c¢tyfech tydnech experimentu byla zvifata
dekapitovana, exsanguinovana a byly odebrany vzorky krve a organy pro naslednou analyzu.
Silymarin byl zakoupen od firmy Favea s.r.o. (Kopfivnice, Ceska Republika), fenofibrat byl
zakoupen od firmy Ingers Industrial Solution s.r.o. (Brno, Ceskéa Republika).

Odborna eticka komise MSMT schvdlila projekt pokusii pro praci s témito zviraty.

Stanoveni mMRNA

Pro izolaci celkové mRNA byl pouZit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Pro Syntézu cDNA bylo pouzito 1 ug mRNA za pouziti Transcriptor High Fidelity cDNA
synthesis kit (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany). RT-PCR analyza byla
provedena na 1536 jamkovych destiCkach za pouziti Automate Labcyte Echo (Dublin,
Ireland) a LightCycler 1536 Instrument (Roche). Pro stanoveni byly pouzity sondy TagMan
Gene Expression Assays. Vysledky byly zpracovany metodou ,,Delta-Delta Ct* a veSkeré
vysledky byly normalizovany a vztazeny ke genim Hprt (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA).

Statisticke zpracovani

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita metoda ANOVA s naslednym Bonferroniho testem
za pouziti programu Statistica CZ 12 (StatSoft, Praha, Ceska Republika).

Vysledky

Na obrazku 1 jsou uvedeny zmény v mRNA jednotlivych sledovanych gend. Samotny
mikronizovany silymarin nem¢l statisticky vyznamny vliv na expresi mRNA vybranych gend.
V ptipadé Abcbla kodujiciho potkani P-gp a genu pro CYP2EL byl pozorovan mirny pokles
MRNA. Na druhou stranu fenofibrat v davce 100 mg/kg hm. vyznamné snizil mRNA
u experimentélnich zvitat v piipadé Abcbla (o 90 %; p < 0,0001), Abcblb (0 92 %;
p < 0,0001), Cyp7al (o0 63 %; p < 0,01), Hmgcr (0 72 %; p < 0,001) a Cyp2el (0 39 %;
bez statistické vyznamnosti). Obdobné vysledky byly také ziskany v piipadé kombinace
fonofibratu a mikronizovaného silymarinu. Konkrétné doslo po podani kombinace ke snizZeni
MRNA 0 92 % v piipadé Abcbla (p < 0,0001), o 97 % v pripadé¢ Abcblb (p < 0,0001),
0 65 % v ptipadé Cyp7al (p <0,01), o 70 % v ptipadé Hmgcr (p < 0,001) a 0 59 % v piipade
Cyp2el (p < 0,05).
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Abcbla Abcb1b
1,5 1.5
1.0 1,0
055 FkEE  kkkk 0:5 KEEE gk
0,0 0,0
Ctrl SLM Feno Feno Ctrl SLM Feno Feno
- -
SLM SLM
Cyp7al Hmgcr Cyp2el
2,0 1,5 1,5
1,5 1,0 1,0
1,0 % £ dkk  kEE *
0,5 0,5 0.5
0,0 0,0 0,0
Ctrl SLM Feno Feno Ctrl SLM Feno Feno Ctrl SLM Feno Feno
- - -
SLM SLM SLM

Obrazek 1: Zmény v mRNA u jednotlivych sledovanych gent. Hodnoty jsou vyjadieny jako
primér £ SEM. Ctrl - kontrola (STD), SLM - 1 % mikronizovany silymarin v STD, Feno -
fenofibrat 100 mg/kg hm., Feno + SLM - kombinace fenofibrdtu a mikronizovaného
silymarinu. * p < 0,05, ** p < 0,01 vs. kontrola, *** p < 0,001 vs. kontrola, **** p < 0,0001
vs. kontrola.

Diskuze

Zmény v mRNA u sledovanych gent naznacuji, Ze fenofibrat i v kombinaci se silymarinem
muze vyznamné ovliviiovat metabolismus i distribuci riznych endogennich latek i xenobiotik.
V ramci sledovanych geni Abcbla a Abcblb, tedy dvou genu kodujicich potkani
P-glykoprotein, do$lo k vyznamnému sniZeni jejich exprese. P-glykoprotein je transportni
protein patfici do rodiny ATP-Binding Cassettes (ABC), ktery se nachdzi vyznamné
distribuovan po celém organismu. Jeho role je zejména v exkreci a omezeni absorpce a
distribuce rtiznych latek, napt. digoxinu ¢i dabigatranu. Jelikoz jatra maji vyznamnou roli
Vv tzv. first pass efektu, tedy presystémové eliminaci, mize vyznamné snizeni P-glykoproteinu
vest ke zvyseni biologické dostupnosti jeho substrati. Vyznamné snizeni P-glykoproteinu
muze také vést k rozvoji jaterni steatosy a obesité (Foucaud-Vignault et al., 2011). Ackoliv
fenofibrat neni povazovan za inhibitor ¢i substrat P-glykoproteinu, existuji studie popisujici
jeho mirny inhibiéni vliv na P-glykoprotein zejména na bunéénych liniich (Yamazaki et al.,
2006). Nase vysledky naznacuji, Ze vliv fenofibratu je pravdépodobné zavisly na podané
davce a vyznamné se milZze projevit v ptipadé predavkovani.

V piipadé zmén vexpresi genu pro CYP7Al nejsou zmény zpisobené fenofibratem
pravdépodobné pozitivni. Vzhledem k tomu, ze CYP7A1 se vyznamn¢ podili na eliminaci
cholesterolu na zlucové kyseliny, mize inhibice tohoto CYP450 zptsobovat snizeni jedné
z cest cholesterolove exkrece. Na druhou stranu se neprojevil ptiznivy vliv silymarinu, ktery
v piedchazejici studii zvysil mnozstvi proteinu, tohoto sledovaného enzymu (Poruba et al.,
2016). Tento efekt mohl byt zplisobeny zvolenou vysokou davkou fenofibratu. Na druhou
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stranu fenofibrat také vyznamné inhiboval expresi mRNA pro HMGCR, tedy enzymu, ktery
je klicovy pro endogenni syntézu cholesterolu. Zda se tedy, ze syntéza i eliminace
cholesterolu mohla byt fibraty inhibovana, i ptes to, Ze fibradty nejsou povaZzovany
za inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktazy.

V ramci sledovaného genu pro CYP2E1 bylo v piipad¢ diety obohacené o silymarin ¢i
fenofibrat pozorovano mirné ale statisticky nevyznamné snizeni mRNA. Na druhou stranu,
k vyznamnému snizeni exprese mMRNA doslo v ptipadé kombinace téchto dvou latek. Ackoliv
samotny silymarin neni povazovan za inhibitor CYP2EI, vyrazné¢ zvysil inhibi¢ni vliv
fenofibratu. Kombinace obou latek se zda byt pozitivni, protoZe zejména indukovany
CYP2EI1 je zodpovédny za produkci riaznych reaktivnich latek. A pravé metabolicky syndrom
zahrnujici obesitu, diabetes a piipadn¢ steatosu jater mlize pfispivat ke zvySené aktivité tohoto
enzymu.

Zavér

Ve studii se podatilo prokazat, ze fenofibrat samotny anebo v kombinaci s mikronizovanym
silymarinem mize ovliviiovat expresi mRNA pro jaterni P-glykoprotein, CYP7AL,
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktazu. Fenofibrat pouze v kombinaci
s mikronizovanym silymarinem signifikantné snizil expresi mRNA pro CYP2EI.

Autoii dékuji za podporu grantu & 17-08888S Grantové agentury CR a grantu
IGA_LF 2018 011 interni grantové agentury University Palackého v Olomouci.
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Abstrakt

This study deals with relationship between amount of polyunsaturated fatty acids (PUFAS)
and some chronic diseases. The aim of study was to evaluate the w-6/®-3 ratio and activity of
delta-5- and delta-6-desaturases in human blood plasma of people with cardiovascular disease
and metabolic syndrome in comparison with healthy people. Lipids from blood plasma were
isolated by Folsch method, which were transesterificated by sodium methanolate.
Polyunsaturated fatty acids were detected by gas chromatography (GC-FID). Increased
®-6/m-3 ratio was observed in patients with metabolic syndrome, obesity and cardiovascular
diseases. These diseases were associated also with higher desaturase activity in favor to ®-6
PUFAs and decline level of ©-3 PUFAs.

Polynenasytené¢ mastné kyseliny (PNMK) st pre l'udi esencialne, pretoze su prekurzormi
tvorby eikozanoidov, zvysuju fluiditu bunkovych membran, modulujd bunkovu signalizaciu a
génovu transkripciu (Mori, 2014). Bunky l'udského organizmu syntetizuju z prijatych kyselin
a-linolénovej (ALA, ®-3) a linolovej (LA, ®-6) elongaénymi a desaturaénymi reakciami
d’alsie PNMK (EPA, DHA alebo AA). ®-3 a -6 PNMK sutazia o rovnaké enzymy. Zapal,
kardiovaskularne, metabolické, neurologické ochorenia, rakovina aj d’alSie ochorenia
moduluji aktivity delta-5 a delta-6-desaturaz (Zak et al., 2016). Nasa diéta obsahuje ovela
vysSi (> 15:1) pomer w-6/w-3 PNMK ako mali T'udia v minulosti (1:1) (Hodgson, Mori,
Wahlgvist, 2005). Zistilo sa, Ze zapal a vznik réznych ochoreni sa signifikantne znizil
po zmene pomeru PNMK v naSej strave v prospech omega-3 PNMK (Johnson a Bradford,
2014; Kiecolt-Glaser et al., 2013).

Ciel'om tejto prace bolo kvantitativne analyzovat PNMK v krvnej plazme (kontrolnej skupiny
zdravych jedincov (K); skupiny pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami (KVO), ktori uz
boli farmakologicky lieeni a skupiny pacientov s metabolickym syndromom (MS), ktori
neboli lieCeni ale boli zaradeni do programu na znizenie telesnej hmotnosti) pomocou
plynovej chromatografie s plamenovo-ionizacnym detektorom (GC-FID), stanovit' aktivity
delta-5 a delta-6-desaturdz a vyhodnotit pomer ®-6/@-3 PNMK. Vzorky Kkrvi boli
centrifugované 5 minadt, pri 3500 rpm. Vysledkom boli erytrocyty a krvna plazma, ktoré boli
uloZené pri -80° C. Lipidy krvnej plazmy boli izolované Folchovou metédou pomocou zmesi
dichlormetanu a metanolu v pomere 2:1 a nésledne boli mastné kyseliny transesterifikované
metanolatom sodnym (Tvrzicka et al., 2002), extrahované do heptanu a analyzované pomocou
GC-FID. Z nameranych vysledkov bolo vypocitané mnozstvo kaZzdej mastnej kyseliny
v molarnych percentach (mol%), ich s¢itanim bol uréeny pomer m-6/m-3 mastnym kyselinam
v jednotlivych skupinach a bola vypocitand aktivita jednotlivych desaturdz. Vysledky boli
hodnotené popisnou Statistikou (aritmeticky priemer + Standardna odchylka, percentualne
zastipenie). Na uréenie $tatistickych rozdielov bol pouzity Tukey test. Porovnanie vysledkov
medzi vSetkymi troma skupinami ukazalo signifikantné rozdiely. Vysledky ukazali, Ze

vwe
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PNMK (10,3:1) bol pozorovany v skupine K a najvyssi v skupine MS (17:1). Signifikantné
rozdiely v pomere »-6/®w-3 PNMK boli zaznamenané medzi vSetkymi skupinami. Strednu
hodnotu (13:1) nadobudal v skupine KVO (fig. 1). Vypocitana aktivita delta-6-desaturazy
(fig. 2) pre -6 PNMK (bola ziskana ako pomer mnozstva GLA/LA) bola signifikantne vyssia
v skupine MS (0,13 £ 0,06), kym aktivita delta-5-desaturdzy pre o-6 PNMK (bola ziskana

awws

v skupine MS (5,72 + 2,85, fig. 3).
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K KvVO MS
Skupiny

Fig. 1 -6/®-3 PUFAS ratio

K - kontrolné skupina, KVO — skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami, MS — skupina
pacientov s metabolickym syndrémom

Hodnoty reprezentujd aritmeticky priemer £ SD

a, b reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za Statisticky vyznamné boli
povaZované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)

0,2 a
0,15
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—
I 01
—
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0,05
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0
K KVO Ms

Skupiny
Fig. 2 Desaturase activity for -6 PUFAs (detla-6-desaturase)

K - kontrolnéa skupina, KVO - skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami, MS — skupina
pacientov s metabolickym syndrémom

Hodnoty reprezentuju aritmeticky priemer = SD

a, b reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za Statisticky vyznamné boli
povaZovaneé hodnoty P < 0,05 (Tukey test)

Aktivita desaturaz pre ®-3 PNMK (vypocitana ako pomer EPA/ALA spolo¢ne pre delta-6 a

skupine C (0,57 = 0,26). Rozdiely medzi tymito dvoma skupinami boli Statisticky vyznamné.
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10

AA/DGLA

K KvVO MS
Skupiny

Fig. 3 Desaturase activity for -6 PUFAs (detla-5-desaturase)

K - kontrolna skupina, KVO - skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami, MS — skupina
pacientov s metabolickym syndrémom

Hodnoty reprezentuju aritmeticky priemer + SD

a, b reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za Statisticky vyznamné boli
povaZovaneé hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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0
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Skupiny

Fig. 4 Desaturase activity for -3 PUFAs

K - kontrolna skupina, KVO - skupina pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami, MS — skupina
pacientov s metabolickym syndromom

Hodnoty reprezentuju aritmeticky priemer + SD

a, b reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za Statisticky vyznamné boli
povaZované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)

Kardiovaskularne ochorenia a metabolicky syndrém su sprevadzané vy3Sou desaturdzovou
aktivitou v prospech -6 PNMK, ¢o moze prispiet k zvySeniu pomeru o-6/m-3 PNMK.
Pomer ®-6/0-3 PNMK v rozmedzi 10-4:1 v potrave znizil vyskyt aterosklerdzy,
kardiovaskularnych ochoreni aj metabolického syndromu (Reiner et al., 2011; Simopolous,
2008). Tieto vysledky ukazali nepriaznivy profil PNMK u pacientov s metabolickym
syndromom Vv porovnani s pacientmi s KVO. Tieto vysledky mo6zu byt nasledkom
farmakologickej liecby pacientov s kardiovaskularnymi ochoreniami zatial ¢o pacienti
s metabolickym syndromom neboli lieCeni, a preto ukazali vysSiu aktivitu desaturdz pre ®-6
PNMK neZ pre m-3 PNMK &o je v sulade s vysledkami predchéadzajdcich $tadii (Zak et al.,
2016).

Praca bola podporena grantom Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky: VEGA1/0584/16
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THE EFFECT OF n-3 POLYUNSATURATED FATTY ACIDS ON THE
DEVELOPMENT OF NON-ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE IN PATIENTS
WITH METABOLIC SYNDROME (A DOUBLE-BLIND RANDOMISED PLACEBO-
CONTROLLED STUDY)

VLIV n-3 POLYNENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN NA VYVOJ
NEALKOHOLOVEHO JATERNIHO POSTIZENI U PACIENTU
S METABOLICKYM SYNDROMEM

V. Smid'2, K. Dvorak!, P. Sedivy3, M. Drobny?, M. Hajek3, R. Hainer?, L. Vitek!2,
R. Brithal!

1 4% Department of Internal Medicine, Clinic of Gastroenterology and Hepatology,

?Institute of Medical Biochemistry and Laboratory Diagnostics, First Faculty of Medicine and
General University Hospital in Prague, Charles University, Prague, Czech Republic,

3 Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic,

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) represents the most common chronic liver disease in
western countries with a global prevalence of 25% in adults. It encompasses a wide spectrum of liver
damage ranging from benign simple steatosis, to non-alcoholic alcoholic steatohepatitis (NASH), liver
fibrosis and cirrhosis. The detailed pathogenic mechanisms involved in the development of NAFLD
remain unclear. There is no established pharmacological treatment of NAFLD. Weight reduction and
lifestyle modification with increased physical activity stay the only effective therapeutic measures, but
they are difficult to achieve and sustain. It has been reported that n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA) are able to ameliorate hepatic steatosis and insulin resistance, whereas a diet deficient in
PUFA with a high n-6/n-3 ratio could induce fatty liver. Up to date published papers using PUFA have
yielded contradictory results. The aim of the study was to assess the effects of administration of PUFA
in development of NAFLD in patients during one year follow-up.

We have examined 60 patients with metabolic syndrome and NAFLD in different stage of disease
[simple steatosis/NASH (n = 55) / liver cirrhosis (n = 5)]. Patients were randomized into two groups:
30 used PUFA in daily dose 1.8 g of eicosapentaenoic acid and 1.36 g of docosahexaenoic acid in four
divided doses; 30 patients used placebo in the same scheme. During one year follow-up were patients
periodically examined - anthropometry (weight, waist circumference, BMI), biochemistry (liver
enzymes, glucose metabolism etc.), blood count, abdominal ultrasound, liver stiffness measurement
using ARFI®, nuclear magnetic resonance spectroscopy (MRS; at the start and end of follow-up).
After one year follow-up results were evaluated and statistically processed.

Of the 60 patients enrolled in the study were 45 men and 15 women, the mean age was 51.9 + 12.2
years, the weight was 97.1 + 15.2 kg and the mean BMI was 31.25 + 4.25. There was no significant
difference in any of these parameters among the monitored groups (PUFA versus placebo) at the
beginning of the study. Similarly, between both groups there was no significant difference in other key
parameters - ALT, GGT, or the percentage of fat in the liver tissue determined by MRS.

After one year follow-up, no changes in anthropometric data (weight, waist circumference, or BMI)
were observed in the patients enrolled in the study. On the other hand, there was a significant decrease
in GGT activity in the PUFA group (2.27 £ 2.71 vs. 1.43 £ 1.55 ukat/L, P = 0.0397), without any
change in the placebo group (2.31 + 3.37 vs. 2.03 + 2.8 ukat/L, P = 0.064). Other observed
biochemical parameters (ALT, AST, ALP, and bilirubin) remained unchanged in both groups. During
the follow-up liver elastography did not change in either group, as well as percentage of fat in hepatic
tissue measured by MRS in both groups (PUFA 13.44 + 7.7 %, placebo 13.24 £ 9.1 %).

We observed significant decrease in GGT serum activity after 12 months of PUFA administration, the
total amount of liver fat remained unchanged. We conclude that PUFA could represent a potential
agent in preventing the development of NAFLD in patients with metabolic syndrome.

This work was supported by grants: AZV 15-28745A a SVV 260370/2018
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VZTAH NECHOLESTEROLOVYCH STEROLU A KARDIOMETABOLICKYCH
RIZIKOVYCH FAKTORU

ASSOCIATION OF NONCHOLESTEROL STEROLS WITH CARDIOMETABOLIC
RISK FACTORS

M. Veckal?, A.Zak!, E. Tvrzickal2, M. Dusejovska!, B. Staiikoval2, M. Zeman
Y\, interni klinika, % Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze

Abstract

Cardiometabolic/metabolic syndrome (MetSy) represents cluster of cardiovascular risk factors
and insulin resistance. We examined 243 patients with present MetSy and 204 individuals
without MetSy with similar distributions of gender and age for plasma surrogate markers of
cholesterol homeostasis (lathosterol, campesterol and [-sitosterol). The MetSy group
exhibited higher concentrations of cholesterol biosynthesis and lower values for markers of
cholesterol absorption. The components of MetSy are in close relationship with all the
markers, insulin being more tightly bound than glucose and TAG than HDL-C with these
markers.

Uvod

Kardiometabolicky, respektive metabolicky syndrom (MetSy) je jednim z nejvyznamnéjsich
zdravotnich problémi v primyslové rozvinutych zemich Severni Ameriky a Stfedni a Zapadni Evropy
(Deen, 2004). Jeho prevalence u osob stfedniho véku dosahuje az 1/3, pti¢emz v roce 2035 by mohlo
toto ¢islo dosahnout vice nez 50% (Gierach, 2014). Kardiometabolicky syndrom ptedstavuje cluster
kardiovaskularnich (KV) rizikovych faktorti (RF) ve spojeni s inzulinovou rezistenci (IR). Jednotlivé
slozky MS [dyslipidémie, hypertenze, IR, hyperkoagulace, oxida¢ni stres a chronicky zanét] spliuji
kritéria nezavislych RF ICHS a jejich ekvivalentdt (NCEP 2002) (Gotto, 2003). Etiologie MetSy je
multifaktorialni. Hlavnimi pfi¢innymi faktory jsou zvySeny energeticky pfisun a fyzicka inaktivita a
z nich rezultujici nadvaha a obezita; vyznamné jsou dietni vlivy, starnuti i genetické faktory.
Patogeneze MetSy i jeho jednotlivych komponent neni zcela jasna. Usuzuje se, Ze centralni
obezita a inzulinova rezistence tukové tkané a dalSich tkani (kosterni svalstvo, jatra, pankreas)
jsou hlavni pfi¢inné faktory MetSy, pii¢emZ moZznym spojovacim ¢lankem mezi obezitou, IR
a poruchou sekrece inzulinu je dysregulace metabolismu mastnych kyselin (McGarry, 2002,
Lewis, 2002).

S MetSy je spojovana i sniZzend intestinalni resorpce cholesterolu (Simonen, 2000). U MetSy,
ale i u DM 2. typu byly prokazovany zvysené koncentrace prekurzort cholesterolu (skvalen,
A8-cholestenol, desmosterol a lathosterol), které jsou ukazatelem syntézy cholesterolu de
novo, a snizené koncentrace cholestanolu a fytosterolt (kampesterol, B-sitosterol), které jsou
markerem resorpce exogenniho cholesterolu (Gylling, 2002).

Cilem této studie bylo zjistit vliv komponent kardiometabolického syndromu na ukazatele
homeostazy cholesterolu. Jako ukazatel syntézy cholesterolu de novo byla méfena
koncentrace prekurzoru - lathosterolu (resp. pomér k celkovému cholesterolu (TC)),
nepiimym ukazatelem resorpce cholesterolu byly koncentrace fytosterolti — kampesterolu a
B-sitosterolu (resp. jejich poméry k TC).

Material a metody

Soubor nemocnych

Do studie byli zarazeni probandi vySetfeni v lipidové a diabetologické ambulanci IV. interni

kliniky 1. LF UK a VFN. Jednalo se 0 osoby s podezienim na metabolickou poruchu
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(dyslipidémie, obezita, poruchy glukézové homeostazy). Déle byly vySetieny zdravé
(kontrolni) osoby ziskané z okruhu zdravotnického personalu kliniky a dobrovolnikd.
Zakladni klinické, antropometrické a biochemické charakteristiky nemocnych jsou uvedeny
v tabulce 1. Diagnostika MetSy byla provedena podle kritérii Mezinarodni diabetologicke
federace (International Diabetes Federation, IDF, 2009) (Alberti, 2009). Dale jsme jako
kontinualni proménnou odréazejici kardiometabolické riziko vypocitali dva druhy MetSy skore
vychéazejici ze viech 5 komponent definice MetSy (Wiley, 2016, Gurka, 2014).

Klinické a antropometrické vySetieni

Zakladni klinickd data a antropometrické parametry byly vySetfeny u vSech osob diive
doporu¢enymi postupy (Lochman, 1989). T¢lesna hustota a podil télesného tuku byly urceny
ze souctu tlouStky koznich tfas (Durnin, 1974). Soucésti vySetfeni byl vypocet ukazatelt
inzulinové senzitivity — HOMA (homeostasis model assessment) index inzulinové rezistence
(Matthews, 1985).

Laboratorni analyzy

Koncentrace  zakladnich  biochemickych  parametri byly méfeny enzymaticko-
kolorimetrickymi metodami, imunoreaktivni inzulin (IRI) byl stanoven RIA metodou,
koncentrace C-peptidu byly wur€eny chemiluminiscenéni metodou. Koncentrace
konjugovanych dienti v precipitovanych LDL byly stanoveny spektrofotometricky (Ahotupa,
1996). Ke stanoveni koncentraci necholesterolovych sterolti jsme pouZili kapilarni plynovou
chromatografii (Agren, 2001). Subfrakce LDL byly analyzovany pomoci diskontinualni
gelové elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (Lipoprint® LDL/HDL System,
Quantimetrix, U.S.A.)

Statistické hodnoceni

Kontinualni veli¢iny jsou vyjadfeny jako primér + smérodatna odchylka (SD). Kategorické
veliCiny jsou vyjadieny pocty ptipadl, resp. podilem =z celkového poctu. Statistické
zpracovani (u kazdého hodnoceni je uveden typ statistického testu) bylo provadéno s pomoci
STATISTICA® CZ ver.12 pro Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, U.S.A)).

Vysledky

Tabulka 1 ukazuje zakladni klinické a antropometrické udaje vysetfeného souboru
rozdéleného na jedince s MetSy a kontrolni skupinu. Skupina osob s MetSy je zhruba o 2
roky starSi (p < 0,05). Proto byla provedena adjustace vSech sledovanych dat na vék.
| po adjustaci na v€k pretrvavaji ve skupin¢ osob s MetSy charakteristické ukazatele typické
pro MetSy: zvySeny vyskyt arteridlni hypertenze, vy$s$i primérné hodnoty obvodu pasu,
systolického a diastolického TK, hmotnosti (resp. procentudlniho zastoupeni) télesného tuku.
Rozdily primérti vybranych biochemickych ukazateld a parametri glukézové homeostazy
jsou konzistentni s diagnézou MetSy, ktery jesté nemé poruSenou sekreci inzulinu. Osoby
s MetSy maji znamky subklinického zanétu a oxida¢niho stresu. V tabulce 1 jsou dale
uvedeny koncentrace lipidi v plazmé. Po adjustaci na v€k vyznamnost rozdilii koncentraci
TC v plazm¢ jiz nepietrvava.
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Table 1: Basic clinical, anthropometric and biochemical data

Non MetSy Metabolic1 _Sta_ti_stical
syndrome significance

Number of cases 204 243 -
Males/females 90/114 126/114 0,0782°
age (years) 55,4 + 11,62 57,7 £10,3 0,0256 ¢
body mass (kg) 755+ 14,3 88,2 + 16,6 *** 0,0001
waist circumference (cm) 89,3+11.38 102,1 +11 4 *** 0,0001
BP-systolic (mm Hg) 128+ 15 138 + 16 *** 0,0001
BP-diastolic (mm Hg) 82+10 87 + 10 *** 0,0001
body fat (% of body weight) 33+8 36 + 8 *** 0,0001
uric acid (umol/l) 295+ 76 348 £ 87 *** 0,0001
glucose (mmol/Il) 49+£09 57+16*** 0,0001
insulin (mU/I) 75+£34 14,6 £10,1 *** 0,0001
HOMA index 2 169+131 3,81 + 3,16 *** 0,0001
Conjugated dienes in LDL (umol/l) 57,3+ 16,8 68,9 + 20,6 *** 0,0001
Total cholesterol (mmol/l) 578+1,19 6,08 +1,91 0,0460
Triacylglycerols (mmaol/l) 1,36 + 1,00 3,13 £ 4,03 *** 0,0001
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,62+0,41 1,32 £ 0,35 *** 0,0112
VLDL (% of chol) 23,1+6,9 27,1 +£6,6 *** 0,0001
total LDL (% of chol) 52575 53673 NS

- IDL (IDLA-C)! (% of chol) 26,0+59 26,0+5,3 NS

- large LDL (LDL1-2)? (% of chol) 249 +57 243+54 NS

- small LDL (LDL37)* (% of chol) 17+272 3,2+ 32*** 0,0015
sum of HDL fractions (% of chol) 24,2 £ 6,2 19,3 £ 5,7 *** 0,0001

¥ average #SD; ™ 2 test;¥ unpaired t-test; Significance after age adjustment: * P < 0,05, **P < 0,01,
“*P < 0,001 (ANCOVA); ¥ Metabolic syndrome: 3 or more of following factors: waist > 102 (resp. 88)
cmin M (resp. F); TAG > 1,70 mmol/l; HDL-C < 1,00 (resp. 1,30) mmol/l in M (resp. F); BP > 130/85
mm Hg (or antihypertensive treatment), fs glucose > 5,60 mmol/l (or presence of 2 type DM); 2 - index
HOMA = glucose(mmol/l)*insulin(mU/I)/22.5; ¢ - subscripts denote the respective fraction of
the lipoprotein class determined using the Lipoprint Kit;

Analyza dvou faktori - vlivu MetSy (faktoru 1) a vlivu pohlavi (faktoru 2), ktera byla
hodnocena analyzou rozptylu (ANOVA), je uvedena v tabulce 2. Koncentrace lathosterolu
(resp. pomeéru lathosterol/TC) a poméry kampesterol/TC a B-sitosterol/TC jsou ovlivnény
pouze faktorem MetSy, faktor pohlavi se zde neuplatiiuje. Jako jednotlivé komponenty MetSy
jsme uvaZovali faktory podle definice IDF (Alberti, 2009); dale jsme zkoumali vztah
koncentraci necholesterolovych sterold k hyperurikémii, jeZ je také spojovana s MetSy (Cohn,
2005) a apoB. Korelace vsech téchto faktorG s koncentracemi necholesterolovych steroli
vztazenych na TC je uvedena v tabulce 3. Mimo glukdzy se u vSech komponent MetSy
podafilo prokéazat korelacni vztah; zavislost pomérti necholesterolovych sterolti/TC na poctu
komponent MetSy ukazuje obrazek 1.

-74 -




ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

Table 2 Gender and MetSy effect on the concentration of noncholesterol sterols

group Factor effect ©
males females
parameter MetSy- | MetSy- | MetSy- | MetSy- | gender | MetSy | interaction
no yes no Y€s

lathosterol/TC. 1 4 54 07| 13406 | 1,104 | 13+07 | 02377 | 00031 | 0,5425
(umol/mmaol)

kampesterol/TC | 4 g, 07| 18407 | 20+00 | 1,708 | 04727 | 00128 | 05775
(umol/mmol)

p-sitosterol/TC 1 1 5, 09| 16409 [18+1,1 | 1,7208 | 0,7090 | 0,0308 | 06346
(umol/mmol)

¥ average #SD; ¥ ANOVA (analysis of variance); there was no difference between average values in
males and females in the MetSy and control group (t-test with Bonferroni correction). Abbreviation:
TC - total cholesterol

Diskuze

Osoby s MetSy mély charakteristické klinické a antropometrické parametry (vySs$i obvod
pasu, vyssi relativni podil tuku i hodnoty TK) ve srovnani s kontrolni skupinou.
Konzistentnim nalezem s MetSy jsou rovnéz vys$$i koncentrace glukozy, inzulinu i HOMA
indexu (Matthews, 1985). Vy38i koncentrace konjugovanych dient v LDL jsou ukazatelem
subklinického (systémového) zanétu a oxidacniho stresu. Tyto parametry jsou rovn€z soucasti
patofyziologie MetSy (Grundy, 2006; Gotto, 2003). Ob¢ skupiny se vyznamné lisily vékem;
je znamo, ze v€k je faktorem, ktery se podili na rozvoji MetSy a zhorSuje inzulinovou
rezistenci (Grundy, 2006). Adjustaci na vék vymizela jiz tak nizka vyznamnost rozdilt u TC.
Charakteristické slozeni lipidi plazmy pro MetSy je rovnéZ ovlivnéno vékem a snim
souvisejicimi faktory (BMI, inzulinémie a IR), které se vyznamné podileji na rozvoji
dyslipidémie u IR (Gotto, 2003).

U obéznich jedincti s DM2 byla popsana snizené stievni vstfebavani cholesterolu a zvysSena
syntéza cholesterolu. U MetSy, DM 2. typu, ale i u zdravych osob, byly prokazovany zvysené
koncentrace prekurzoru cholesterolu, které jsou ukazatelem syntézy cholesterolu de novo, a
snizené koncentrace fytosteroll, které jsou markerem resorpce exogenniho cholesterolu
(Gylling, 2002; Chan, 2003). Je znamo, ze télesna hmotnost (resp. BMI), inzulinémie a
metabolicka clearance glukdzy pozitivné koreluji se syntézou cholesterolu (hodnocenou
koncentracemi jeho prekurzori) a negativné s jeho resorpci (hodnocenou koncentracemi
fytosterold) (Simonen, 2002a; Pihlajamaki, 2004).

Absorpci cholesterolu u MetSy, diabetikii 1 zdravych osob ovliviiuji genetické vlivy fidici
transportéry cholesterolu v enterocytech a hepatocytech (ABCG5/G8, NPC1L1, ABCA1)
(Chan, 2004; Gylling, 2004). Vyznamné jsou také faktory nutricni a metabolické, jako je
energeticky piisun, télesnd hmotnost (resp. BMI), koncentrace inzulinu, glykémie
(Pihlajamaki, 2004; Simonen, 2002b) a obsah tuku (resp. jejich charakter) v potravé. Zda se,
ze vlastnim mechanismem, ktery zprostiedkovdva spojeni mezi zvySenou syntézou
cholesterolu (resp. jeho potlacenou absorpci) a inzulinovou rezistenci (Gylling, 2004) jsou
koncentrace inzulinu (Pihlajaméki, 2004). V naSem souboru jsme prokazali, Ze parametry
syntézy i absorpce cholesterolu (koncentrace lathosterolu, kampesterolu, B-sitosterolu resp.
jejich poméry k TC) ovliviuje faktor MetSy, vliv pohlavi se zde neuplatnil.

-75-



ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

Table 3 Correlation of MetSy components with noncholesterol sterols

MetSy component lathosterol/TC campesterol/TC | B-sitosterol/TC
(umol/mmol) (umol/mmol) (umol/mmol)
waist circumference (cm) 0,1756 *** -0,1731 *** -0,2102 ***
uric acid (umol/l) 0,2157 ** -0,1853 *** -0,1604 ***
glucose (mmol/l) 0,0493 -0,0349 -0,0226
insulin (mU/1) 0,1344 ** -0,0778 -0,1006 *
TAG (mmol/l) 0,1187 * -0,1959 *** -0,1170 *
HDL-C (mmol/l) -0,1050 * -0,0139 -0,0039
apo B (g/) 0,1969 *** -0,2636 *** -0,1513 **
MAP (mmHg) ¢ 0,1337 ** -0,0644 -0,0700

¥ MAP = mean arterial pressure [= dBP + 1/3*(sBP — dBP)], TC - total cholesterol, TAG —
triacylglycerols; the values in the Table represent Pearson coefficient of linear correlation R for N =
447,* -p<0.05, **-p<0.01, ***-p <0.001

Pro hodnoty korelaci v tabulce 3 je charakteristicka obracena zavislost pro parametry
biosyntézy (pomér lathosterol/TC) a absorpce cholesterolu (poméry kampesterol/TC a
[-sitosterol/TC). Negativni vztah absorpce a biosyntézy cholesterolu je tedy u sledovaného
souboru zachovan, i kdyz vysledné nastaveni parametri homeostazy cholesterolu muze
zpusobit vys§i hladinu TC u pacientd s MetSy. Pozitivni korelace hodnot obvodu pasu
S parametry biosyntézy cholesterolu odrazi vztah télesné hmotnosti (hmotnosti
biosyntetickych tkani) a koncentrace lathosterolu (Turley, 1986). Kyselina mocova je
pokladana za komponentu MetSy (Cohn, 2005). Patofyziologicky by mohl vztah kyseliny
mocové k necholesterolovym sterolim byt podobny jako vztah inzulinu, protoze inzulin
ovliviiuje ptes reabsorpci sodiku clearanci kyseliny mocové (Facchini, 1991); vzjemnd
korelace inzulinu a kyseliny mo¢ové je charakterizovana R = 0,2596 a p < 0,001.

U koncentraci glukdézy se nam nepodafilo prokdzat vyznamnost korelaci. Hladiny glukézy
jsou ovlivitovany primarné hormonalnimi vlivy a pro koncentrace inzulinu uz jsou korelace
vyznamné (tabulka 3). Hladiny plazmatickych lipidi jako komponent MetSy (tj. TAG a
HDL-C) ukéazaly vyznamny vztah s parametry biosyntézy cholesterolu, i kdyZ jejich korelace
S parametry absorpce byla vyznamna pouze pro TAG. Pouze jedna tietina jedinct s vysokymi
koncentracemi TAG ma zvySenou koncentraci lathosterolu (Asplund-Carlson, 1999) a
reverzni transport cholesterolu sice v jedné studii koreloval zaporné s biosyntézou choleste-
rolu, ale bez obraceného vztahu k absorpci cholesterolu (Assmann, 2007).

Pro jedince spliujici kritéria MetSy jsme pozorovali vyssi zastoupeni cholesterolu v ¢asticich
VLDL. Obézni jedinci maji vy3Si koncentrace plazmatického lathosterolu a vysSi sekreci
¢astic VLDL a také apo B (Riches, 1997). Absorpce cholesterolu byva niz§i u mirné
hypercholesterolemickych pacientt s non-inzulin dependentnim DM, u kterych je biosyntéza
cholesterolu vyssi (Gylling, 1997); diabetickda komponenta ma silngjsi vliv nez télesna
hmotnost (Simonen, 2002c). Jaterni sekrece apo B v ¢asticich VLDL je sniZena
pravdépodobné¢ diky nizSimu portalnimu zasobeni lipidy. VIiv na koncentrace apo B
v casticich LDL neni jisty (Riches 1999). Akutni restrikce pfisunu energie, fytosterolli a
cholesterolu u obéznich ma podobny uc¢inek (Simonen, 2002b).
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Obrazek 1
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S pfibyvajicim poctem komponent se snizuje absorpce cholesterolu (poméry kampesterolu i
fB-sitosterolu k TC) a zaroven se zvySuje hodnota poméru lathosterol/TC, kterd reflektuje
Uroven biosyntézy cholesterolu (obrdzek 1). ZvySeni jaterni syntézy cholesterolu je mozné
vysvétlit stimulaci transkripcniho faktoru SREBP2 pasobenim nitrobunééné deplece
cholesterolu (Brown, 2009). Transportéry ABCG8/G5, NPCIL1 i ABCA1 se Gcastni procest
exkrece cholesterolu do Zluce i resorpce sterolt stievem a mohou tak modifikovat ,,bazalni
nastaveni“ metabolismu cholesterolu u zdravé populace i MetSy (Chan, 2004). Exprese
transportniho heterodimeru ABCG8/G5 je pod kontrolou inzulinu a IR ma vliv i na expresi
NPC1L1 (Tomkin, 2015). U IR muze dojit k poruse regula¢nich mechanismti mezi syntézou
cholesterolu a jeho absorpci ve stieve tim zplisobem, ze zvySena syntéza cholesterolu de novo
je zkombinovéna s jeho zvySenym vstiebavanim, jak naznacuji zmény trendi pro skupiny
s vice nez 2 faktory MetSy.

Parametry gluk6zové homeostazy vyjadiené jako indexy HOMA naznacuji postupny rozvoj
inzulinové rezistence (data neuvedena, index HOMA stoupal). VSechny trendy jsou u muza i
Zen podobné, pro popis pramérti hodnot skupin je vSude vhodny linedrni trend (vSechna
p < 0.001). Podobn¢ jsou pro hodnoceni kardiometabolického rizika pomoci ordinalni
proménné (MetSy N) nebo kontinudlnich proménnych (MetSy score I a II) charakteristické
signifikantni vztahy mezi necholesterolovymi steroly a hodnotami skore (tabulka 4). Sila
téchto zavislosti je vy$$i nez pro samotné vztahy mezi NCS a jednotlivymi slozkami
skorovacich systémt (tabulka 3). Oba skérovaci systémy dosahuji pomérné vysoké uspésnosti
pfi zafazeni jedincl v nasi studii do skupin non MetSy a MetSy (analyza ROC kiivek
(senzitivita/specificita), systém I: 82 %/67 %; system 11 90 %/77 %).

-77 -



ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

Table 4 Correlation of MetSy scores with noncholesterol sterols

MetSy severity score lathosterol/TC campesterol/TC | B-sitosterol/TC
(umol/mmol) (umol/mmol) (umol/mmol)
MetSy N ® 0,1945 *** 1 -0,1626 *** -0,1062 *
MetSy score | ° 0,1772 ***2 -0,1953 *** -0,1781 ***
MetSy score Il 0,1799 *** 2 -0,1735 *** -0,1421 **

¥ number of present MetSy components used for the definition of MetSy; ” MetSy score | according to
the matrix data from PCA analyses (Wiley, 2016); ¢ MetSy score Il according to the equations based
on for non-Hispanic white adult population (Gurka, 2014);' Spearman rank order coefficient,
Pearson coefficient of linear correlation; * - p < 0.05, ** - p <0.01, *** - p < 0.001

Zavér

U MetSy jsme zjistili zvySenou syntézu cholesterolu a pokles jeho stievni absorpce, pficemz
tyto trendy se prohlubovaly se zvySujicim se poctem komponent MetSy. Koncentrace
lathosterolu, resp. pomér lathosterol/TC (které reflektuji syntézu cholesterolu) a poméry
kampesterol/TC a B-sitosterol/TC (které odrazeji stievni absorpci cholesterolu) jsou ovlivnény
pouze faktorem MetSy, faktor pohlavi se zde neuplatiiuje. Jednotlivé komponenty MetSy maji
vyznamny vztah Kk parametrum jak biosyntézy, tak absorpce cholesterolu, pficemz z hlediska
vztahu parametrii homeostazy lipid a glukézy maji koncentrace inzulinu tésné&jsi vztah nez
gluk6za a TAG nez HDL-C.

Studie byla podporovina vyzkumnym zamérem RVO-VFN64165/2012, PROGRES Q25/1LF
a MPO-FV10380
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ELONGAZY MASTNYCH KYSELIN - VYZNAM VE FYZIOLOGII A KLINICE

ELONGASES OF FATTY ACIDS - PHYSIOLOGICAL AND CLINICAL
SIGNIFICANCE

M. Zeman, J. Macasek, M. Vecka, B. Staiikova, A. Zak

Univerzita Karlova Praha, 1. lékarska fakulta, IV. interni klinika, Vieobecna fakultni
nemocnice v Praze

Abstract

Fatty acids serve not only as an energy source, but they significantly influence metabolism of
human cells and tissues. Fatty acids in organism come both from the diet and from
endogenous synthesis de novo. At first, saturated fatty acids are endogenously synthetized up
to palmitic acid. By sequential elongation and desaturation the long-chain or very long-chain
saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids are created. Elongation of fatty
acids is catalyzed by elongases enzymes (elongation of very long-chain fatty acids), coded in
chromosome 6. In mammals, seven elongases are known, acting on specific spectrum of
substrates. The article deals with the influence of individual elongases on the metabolic fate
of fatty acids and on the ensuing pathophysiological consequences, which have been
recognized up to now. The significance of some genetic variants of elongases for the
development of diseased states and the influence of hypolipidemic drugs on the activities of
elongases are mentioned, as well.

Abstrakt

Mastne kyseliny jsou v organismu zdrojem energie, ale také vyznamnym zptsobem ovliviiuji
metabolismus bunék i tkani ¢lovéka, Mastné kyseliny jsou jednak pfijimany ve stravé nebo
jsou v organismu produkovany endogenni syntézou de novo. Endogenni syntézou jsou
vytvareny nasycené MK az ke kyseliné palmitové. Postupnou elongaci piipadné desaturaci
molekul MK jsou pak vytvaieny nasycené, monoenové a polyenové MK s dlouhym nebo
velmi dlouhym fetézcem. Elongaci MK katalyzuji enzymy elongazy (ELOVL, elongation of
very long-chain fatty acids), kodované na chromozomu 6. U savct je znamo 7 téchto elongaz,
které piisobi na specifické spektrum substrati. Clanek podava piehled o vlivu jednotlivych
elongdz na metabolicky osud mastnych kyselin i o dosud zndmych patofyziologickych
dasledcich téchto pochodu. Zminén je také vyznam nékterych genetickych variant elongaz
pro vznik chorobnych stavll a popsany zatim znamé vlivy piisobeni hypolipidemik na aktivitu
elongaz mastnych kyselin.

Uvod

Mastné kyseliny (MK) jsou v organismu zdrojem energie, ale také vyznamnym zptsobem
ovlivituji metabolismus bundk i tkani ¢lovéka. Ucastni se regulace struktury i funkce
bunéénych membran, intraceluldrnich signalnich cest, reguluji aktivitu transkripénich faktort
a expresi genu (Calder, 2015). Mastné kyseliny vykonavaji své funkce ptfimo, po aktivaci acyl
koenzymem A, nebo ve form¢ rtznych derivatd. Napf. se mohou jako ligandy vazat
na transkripéni faktory nebo ve formé oxidovanych produkti modulovat G-proteinove
receptory bunénych povrchli a aktivovat piislusné signélni kaskady (Jump a Clarke, 1999).
Mastné kyseliny jsou jednak pfijimany ve stravé nebo jsou v organismu produkovany
endogenni syntézou de novo. Endogenni syntézou jsou vytvafeny nasycené MK az
ke kyselin¢ palmitové (16:0). Dalsi MK [monoenové a polyenové s dlouhym (LCFA) nebo
velmi dlouhym (VLCFA) fetézcem] jsou tvofeny postupnou desaturaci a elongaci molekul
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MK. Substratové MK jsou elongovany postupnou adici dvouuhlikatych jednotek elongazami
kodovanymi skupinou genii na chromozomu 6 a desaturovany zavadénim dvojnych vazeb
do molekuly desaturazami (jako delta-5 desaturdza, D5D a D6D), které jsou kodovany
clusterem genti FADS (fatty acid desaturase) na chromozomu 11 (Zak et al., 2016; Barman et
al., 2015; Zhang et al., 2016). Vysledné spektrum MK v riiznych télesnych oddilech (plasma,
jatra, tukova tkan a dalsi) je tedy dano pfijmem ve straveé, endogenni syntézou a naslednymi
metabolickymi pochody (beta-oxidace, desaturace a elongace). Postupné vznikaji MK
s del$im fetézcem a vice dvojnymi vazbami (LC-PUFA s vice nez 18 uhliky a VLC-PUFA
s vice nez 22 uhliky. Delta-9-desaturdza, D9D (synonym stearoyl-koenzym A-desaturaza-1,
SCD-1) katalyzuje syntézu monoenovych MK (MFA), zejména kyseliny palmitolejove
(16:1n-7) a olejové (18:1n-7). MFA maji vyznam pro udrZovani lipidovych struktur,
pro signalni transdukci, buné¢nou diferenciaci i pro apoptézu. SCD-1 je povaZovana
za klicovy reguldtor oxidace lipidii a de novo lipogeneze (Sampath a Ntambi, 2006). D5D a
D6D katalyzuji postupnou preménu MK na vicenenasycené MK (PUFA). U c¢lovéka
desaturazy PUFA zavadéji dvojnou vazbu mezi dvojnou vazbu jiz existujici a karboxylovy
konec PUFA (Meesapyodsuk a Qiu, 2012). Vliv desaturdz a elongaz na spektrum mastnych
kyselin v lidském organismu je znadzornén na obr.1.
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Obr. 1. Vliv desaturaz a elongaz na spektrum mastnych kyselin v organismu. n-9 mastné kyseliny
jsou odvozeny ze stearatu. n-7 mastné kyseliny jsou endogenné syntezovany z palmitatu. Vychozimi
Clanky Fady n-6 a n-3 rady mastnych kyselin jsou kyselina linolova (18:2 n-6), resp. kyselina
a-linolenova (18:3n-3), které nejsou syntezovany endogenné, ale musi byt jako tzv. esencidlni mastné
kyseliny ziskany ve stravé (Podle Sigruener et al., 2014). D5D: delta-5 desaturdza; D6D: delta-6
desaturdza; ELOVL: elongazy (elongation of long chain fatty acids); FAS: syntdza mastnych kyselin
(fatty acid synthase); SCD: stearoyl-CoA desaturdza (= delta-9 desaturaza).

Elongazy mastnych kyselin

Elongace MK probiha v cytosolu, mitochondriich, a zejména v mikrosomech. Mikrosomalni
elongace MK probiha ve 4 cyklech — kondenzace, redukce, dehydrace a redukce za Gi¢asti MK
s 12 nebo vice uhliky jak z endogennich, tak z exogennich zdroju (Guillou et al., 2010), viz
téZ obrézek 2.
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U savcu je klicova prvni, kondenzaéni reakce katalyzovana enzymy elongazami (ELOVL,
elongation of very long-chain fatty acids) (Denic a Weissman, 2007). Je zndmo sedm elongaz.
ELOVL1, ELOVLS3, ELOVL6 a ELOVL7Y katalyzuji elongaci zejména SFA a MFA, zatimco
ELOVL2, ELOVL4 a ELOVL5 preferuji jako substrat PUFA (Guillou et al., 2010).
ELOVLI, 3, 4, 6 and 7 se podileji na elongaci SFAs a MFAs. ELOVLG6 piisobi pii elongaci
C16:0-CoA nebo kratSich nasycenych MK. Distribuce jednotlivych elongaz v tkanich je
typickd a rozdily v zastoupeni jednotlivych MK v riznych tkanich jsou alesponi zasti
podminény riznou expresi ELOVLs. Geny pro ELOVL 1, 5 a 6 (Elovl1, Elovl5 a Elovl6) jsou
exprimovany ubikvitn€, zatimco exprese Elovl2, Elovl3, Elovl4 a Elovl7 je vyrazné tkanove
specifickd. Produkty ELOVL 1, 5 a 6 jsou proto pfitomny téméf ve vSech tkanich
(pro ELOVL1 charakteristické C24 sfingolipidy, pro ELOVL5 arachidonova kyselina,
C20:4n-6 a pro ELOVLG6 kyselina stearova, C18:0 (Guillou et al., 2010). Exprese ELOVLZ2 je
nejvyssi v jatrech a varlatech, ELOVL3 v tukové tkani, kiizi a jatrech a ELOVL4 v sitnici,
kazi, mozku a varlatech (Mandal, 2004). Tkanové specifické exprese jednotlivych elongaz
pravdépodobné souviseji s pozadavky pfislusnych tkédni na specifické VLCFA, které jsou
produkty urcitych elongaz.
3-hydroxyacyl-CoA
HO O

AAg—
HACD1-4 o~ R S=CoA

ehydratio reduction
( KAR
trans-2-enoyl-CoA 3-ketoacyl-CoA
O O 0
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Obr. 2 Elongace mastnych kyselin u savci. Je zobrazen elongacni cyklus mastnych kyselin a
prislusné enzymy. Pri kazdém cyklu acyl-CoA inkorporuje dvouuhlikaté jednotky z malonyl CoA.
ELOVL = elongation of very long-chain fatty acids; KAR = 3-ketoacyl-CoA reductase; HACD =
3-hydroxyacyl-CoA dehydratase; TER = trans-2-enoyl-CoA reductase. (Sassa a Kihara, 2014).

Elongiazy mastnych Kkyselin u patologickych stavii

ELOVLL1 elonguje nasycené MK s 18-22 uhliky, a monoenové 20:1 n-9 a 22:1 n-9 acyl-CoA
(Guillou et al., 2010) a je odpovédna za syntézu MK s velmi dlouhym fetézcem ( VLCFA).
Elonguje mastne kyseliny s22 uhliky na (C22 MK) na C24 a 26 MK. ELOVL1 je
exprimovana ve vSech tkanich, véetn¢ nadledvinek, mozku a testis (Ohno et al., 2010).
V sav€ich buiikach se nachdzeji relativné velkd mnozstvi sfingolipidli, obsahujicich C24:0
nebo C24:1n-9. Tyto sfingolipidy jsou charakterizovany specifickymi fyzikalnimi
vlastnostmi, které umoznuji v membranach vznik lipidovych mikrodomén a ovliviiuji i
signalni transdukci. ELOVLI se na syntéze sfingolipidi podili a je hlavni elongazou,
odpovidajici za produkci sfingolipida C 24 (Guillou et al., 2010). Vysoka exprese ELOVL1 je
v myelinu CNS a ndlezy u experimentalnich mySich modelti myeliniza¢ni deficience ukazuji
na vyznam tvorby VLC-SFA a sfingolipidti pro myelinizaci (Guillou et al., 2010).
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ELOVL2 (podobné jako ELOVLYS) je specifickd elongdza vicenenasycenych MK. Exprese
ELOVL2 je nejvyssi v jatrech a testes, ale je prokazovana také v tukové tkani, ledvinach,
mozku a v plicich. ELOVL2 elonguje kyselinu arachidonovou (20:4 n-6), eikosapentaenovou
(EPA, 20:5 n-3) adrenovou (dokosatetraenovou, DTA, 22:4n-6) a dokosapentaenovou (DPA,
22:5 n-3) (Guillou et al., 2010). U Elovl2 konckoutovanych mysi jsou zvySené hladiny DTA a
DPA, zatimco jejich derivaty jsou vyrazné snizeny, c0Z ukazuje, Ze aktivita ELOVL2 je
rozhodujici pro elongaci MK s 22 C, jak n-6, tak i n-3 fady. Navic, chybéni aktivity ELOVL2
pusobi az chybéni PUFA s ,,ultra® dlouhym fetézcem (ULC-PUFA), jako jsou napf. kyseliny
26:5n-6 nebo 30:5n-6 ve varleti snéaslednou zéastavou spermatogeneze a neplodnosti
(Zadravec et al., 2011). V jatrech mad ELOVL2 vyznam pro tvorbu DHA a inhibici akumulace
tuk®i v hepatocytu u NAFLD, pfi¢emz dusledky poklesu endogenni syntézy DHA mohou byt
zmirnény exogennim ptivodem DHA ve stravé (Pauter et al., 2014).

ELOVL3 je prvni elongazou MK identifikovanou u savcl. Je exprimovana v tukové tkani,
ktzi, sebaceoznich zlazkéch, vlasovych folikulech a jatrech. Elonguje nasycené a monoenové
MK s 16 az 22 uhliky, pfi¢emz s nejvyssi aktivitou pisobi na elongaci aktivovanych MK s 18
uhliky (Guillou et al., 2010). Z hlediska rozdilnosti metabolickych vlastnosti jednotlivych
télesnych depot tukové tkané je zajimavé, ze ELOVL3 je zvlasté exprimovana v hnédych a
,»bézovych* adipocytech a jeji exprese mnohonasobn¢ stoupa v hnédé tukové tkani po indukci
chladem, coZz ukazuje na moznou funkéni specificitu ELOVL3 (Westerberg et al., 2006).
Delece genu pro ELOVL3 u mysi pisobi poruchu tvorby srsti, hyperplastické sebaceozni
Zlazy a abnormality kozni bariéry. V lipidech srsti postizenych hlodavcu se hromadi kyselina
gondoova (20:1 n-9), proto gondonyl-CoA by mohla byt hlavnim substratem ELOVL3.
ELOVLA. Elonguje jak nasycené, tak nenasycené mastné kyseliny, je vSak specializovana
pro syntézu ULCFA, tedy MK s vice nez 26 uhliky v fetézci (Ohno et al., 2010) a nachazi se
proto ve tkanich, které tvoti ULCFA tvofi. Patii sem zejména fotoreceptorové bunky v sitnici,
v mozku a varlatech, kde jsou koncentrovany ULC-PUFA a také v kuzi, kde se nachazeji
ULC-SFA (Agbaga et al., 2010). ULC-PUFA vV rozvijejicim se i v dosp&lém mozku maji
vyznamné, dosud ne zcela znamé funkce. Mysi, homozygotni pro chybéni ELOVL4, umiraji
za nékolik hodin po narozeni. Mutace genu pro ELOVL4 odpovidd za autosomalné
dominantni formu Stargardtovy makularni degenerace (STGD). Makularni degenerace je
charakterizovana degenerativnimi zménami fotoreceptort a atrofii retinalnich pigmentovych
epitelii (Karan et al., 2005). Tyto nalezy ukazuji na to, Ze pro normalni funkci sitnice neni
dulezita jen DHA, ale také ULC-PUFA.

ELOVLS5. Nejvyssi exprese ELOVLS byla zjisténa v Purkynovych buiikach, plicich, testes,
nadledvinkach, ale nachazi se i v dalSich tkanich. ELOVLS5 je specifickd pro PUFA s 18 a 20
uhliky. Jeji funkce se castecné piekryva s ELOVL2, neelonguje v3ak PUFA s22 a vice
uhliky. V nadledvinkach a varleti jeji aktivita ptisobi akumulaci kyseliny adrenové (22:4n-6) a
dokosapentaenové (22:5n-3). U ELOVL5 -/- mysi nedochazi v mikrozomech k elongaci
18:3n-6 na 20:3n-6 a 18:4n-3 na 20:4n-3, coZ vede na jedné stran¢ k akumulaci substrati
(18:3n-6 a 18:4n-3) a na druhé strané¢ k poklesu vyslednych produktd, tj. 20:4n-6 a
22:6n-3. Deplece téchto MK v hepatocytech pravdépodobné souvisi s rozvojem jaterni
steatdzy u téchto mysi. Je zde také pozorovana upregulace transkripéniho faktoru SREBP-1c
(sterol regulatory element binding protein-1c) a jeho cilovych genu (Guillou et al., 2010).
ELOVLS kromé¢ PUFA elonguje také nekteré MFA, jako kyselinu palmitolejovou (16:1n-7)
za vzniku kyseliny cis-vakcénové (18:1n-7) (Wang et al., 2006; Tripathy a Jump, 2013).
V experimentu vedla restaurace aktivity ELOVL5 v jatrech obéznich mysi s poruSenou
glukozovou toleranci k vzestupu koncentrace 18:1n-7 a n¢kolika PUFA s C 20-22 v jatrech i
v plasmé a souCasné k tupravé inzulinové rezistence, glukozové tolerance a k poklesu
glykémie (Tripathy et al., 2010).
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ELOVL6. ELOVLS6 elonguje SFA a MFA s 12 - 16 uhliky (Matsuzaka et al. 2002). Gen
pro ELOVL6 je povazovan za kliCovy gen, ktery se vyznamné podili na kontrole celkového
profilu mastnych kyselin v lidském organismu (Corominas et al., 2015; Matsuzaka et al.,
2002) a ve spojeni s funkci syntazy mastnych kyselin (FAS) a SCD-1 hraje zésadni roli
pro syntézu nasycenych i monoenovych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Matsuzaka et
al., 2009). U mysi je gen exprimovan v nadledvinkach, jatrech, bilé tukové tkani, mozku,
testes, a v kizi, tedy ve tkanich, kde dochazi k aktivni lipogenezi a steroidogenezi (Matsuzaka
et al., 2009). Exprese ELOVL6 mRNA jak v jatrech, tak v tukové tkani je vyrazné vyssi
postprandialné nez nala¢no, coz ukazuje na vyznam ELOVL6 pii syntéze LCFA (Corominas
et al., 2015). Pfijem vicenenasycenych mastnych kyselin v dieté expresi genu suprimuje,
naopak u leptin-deficientnich ob/ob mysi je gen up-regulovan (Matsuzaka et al., 2002).
Exprese ELOVL6 je upregulovana souCasnym pusobenim SREBP-1c a ChREBP
(carbohydrate-responsive element-binding protein) (Linden et al., 2018). Mysi s deleci
ELOVL6 byly chranény pied hyperinzulinémii, hyperglykemii a hyperleptinémii,
indukovanou dietou s vysokym obsahem tuku (Matsuzaka et al., 2009). V jatrech téchto zvifat
je vyssi hladina MK C16:0 a 16:1, zatimco koncentrace 18:0 a 18:1 jsou snizeny. Uprava
inzulinové rezistence byla spojena se zlepSenim funkce jaterniho inzulinového receptorového
substratu-2 a inhibici aktivity jaterni protein kinazy C epsilon, coZz vedlo k obnoveni
fosforylace Akt. Ve studii u muzi, kteti absolvovali rutinni koloskopii bylo zjisténo, ze
vzestup podilu kyseliny palmitolejove a elaidove v plasmatickych fosfolipidech, aktivita
SCD-1 a ELOVL6 jsou asociovany s vyskytem adenomi tlustého stfeva i po adjustaci
na rizikové faktory spojené s obezitou (Pickens et al., 2016). Ve vzorcich tkan¢
hepatocelularniho karcinomu (HCC) u nemocnych s krat§im pfezitim byla nalezena vyssi
aktivita ELOVL6 neZ u 0sob s delsim piezitim. Soucasné inhibice ELOVL6 v buitkkach HCC
u mysi vedla k poklesu ristu tumoru a del$imu pieziti (Su et al., 2018). ELOVL6 by mohla
slouzit jako novy ¢asny biomarker rizika nékterych nadorti, mozna i jako terapeuticky cil.
ELOVLY je exprimovana Vv prostaté, ledvinach, pankreasu a v nadledvinkach (Tamura et al.,
2009). ELOVLY elonguje jak nasycené, tak nenasycené MK s 16 az 22 uhliky, pfic¢emz
s nejvyssi aktivitou ptisobi na 18:3n-6 a 18:3n-3 (Guillou et al., 2010). ELOVLY7 je vyrazné
exprimovana u karcinomu prostaty, kde se VLC-SFA a jejich derivaty podileji na ristu a
vitalit¢ nadorovych bun¢k (Tamura et al., 2009).

Genetické varianty elongaz mastnych kyselin

Jednotlivé elongazy mastnych kyselin ptisobi na mastné kyseliny na vice urovnich, elongace
probihd u nasycenych, monoenovych a polyenovych MK, a proto geneticky podminéné
odchylky aktivit jednotlivych ELOVL mohou vyrazné ovlivnit vysledné spektrum MK
vV riznych tkanich. V soucasné dobé je ovSem k dispozici jen malo informaci o vlivu
polymorfisma gent pro ELOVL na vyskyt a pribéh lidskych onemocnéni, i kdyz vyzkum této
problematiky je intenzivni.

ELOVLG6. Mezi nejvyznamnéjsi geny z hlediska kontroly lipogeneze a profilu mastnych
kyselin u ¢lovéka je fazen gen pro ELOVL6. Zatim vSak bylo publikovano jen malo studii
o vyznamu polymorfismi ELOVL6 pro patogenezi chorobnych stavi u ¢lovéka. Ve studii
u populace jizniho Spanélska nosi¢i minoritnich alel jednoduchych nukleotidovych
polymorfisma (SNP) rs9997926 a rs6824447 ELOVL6 méli nizsi riziko inzulinové rezistence,
vyjadiené jako HOMA-IR a naopak u nosi¢li minoritni alely SNP rs17041272 bylo toto riziko
vysSi (Morcillo et al., 2011). Soucasné bylav této studii zaznamenana interakce mezi
polymorfismem rs6824447 a piijmem sluneCnicového oleje pifi ovlivnéni inzulinové
rezistence. Podle autort studie by gen pro ELOVL6 mohl byt terapeutickym cilem pfi 1é¢bé
diabetes mellitus typu 2 a pfidruzenych onemocnéni (Morcillo et al., 2011). V ¢inské case-
control studii (Liu et al., 2013) u nové zjisténych diabetiki 2. typu a zdravych osob byly

-85 -



ATHEROSKLEROSA 2018 ATHEROSKLEROSA

studovany tii SNP ELOVL6 genu a v ptipadé SNP rs12504538 byla zjisténa asociace CT
genotypu s inzulinovou rezistenci ve srovnani s genotypem TT; homozygoti s minoritni alelou
C nebyli nalezeni. U dalSich dvou SNP (rs17041272 a rs6824447) nebyly zjistény Zadné
asociace mezi genotypy Ci frekvencemi alel s inzulinovou rezistenci.

PUFA a v disledku toho zvySené koncentrace substratli a snizené koncentrace produkta
ptislusnych metabolickych cest (de la Garza Puentés et al., 2017). U osob, zucastnénych
ve studii InCHIANTI (populac¢ni studie u osob s prumérnym vékem 68 let, zijicich v
Toskansku v oblasti Chianti) byla zjisténa vyznamna asociace polymorfismu ELOVL2
(rs953413 G>A) s koncentraci EPA, zatimco ve studii GOLDN (Genetics of Lipid Lowering
Drugs and Diet Network) byl SNP ELOVL2 asociovan s koncentraci kyseliny
dokosapentaenové (22:5 n-3, DPA) a s DHA (vyssi hladiny DPA a niz§i DHA u nosicu
minoritni alely A) (Tanaka et al. 2009). Ve studii MARINA (Modulation of Atherosclerosis
Risk by Increasing doses of N-3 fatty Acids) ve Velké Britanii bylo zjiSténo, Ze nosici
minoritnich alel tfi sledovanych SNP ELOVL2 genu (rs3734398, rs2236212 and rs953413 )
m¢éli vyznamné niz$i plasmatické koncentrace DHA. Podavani EPA + DHA (1,51:1) v davce
1.8 g/den po dobu 6 mésici vyznamné zvysilo jejich hladiny u nosi¢l minoritnich alel
ve srovnani s ostatnimi (Alsaleh et al., 2014).

ELOVLS. Aktivita ELOVLS, podobné jako ELOVL2, determinuje spektrum syntezovanych
PUFA a tim i jejich nasledné tvofenych derivatd. V Cinské studii bylo zjisténo, ze
polymorfismy ELOVLS5 ovlivituji spektrum MK v matetském mléce. Nosi¢ky minoritnich
alel SNPs (rs2397142 a rs9357760) v ELOVL5 mé¢ly vyssi hladiny kyseliny linolové (LA,
18:2n-6), dihomo-y-linolenové (DGLA, 20:3n-6), dokosatetraenové (DTA, adrenové,
22:4n-6) a dokosahexaenove (DHA, 22:6n-3) zatimco v ptipadé¢ polymorfismu rs209512
ELOVL5 byla ptitomnost minoritnich alel spojena s nizsi hladinou DTA nez u homozygoti
majoritnich alel. Podil geneticky podminéné variability kolisal od 3,2 % u kyseliny
eikosapentaenové k 6,0 % u kyseliny linolové (Li et al., 2017). Mutace genu pro ELOVL5
ptisobi spinocerebelarni ataxii (SCA), coz je heterogenni skupina autosomalné¢ dominantnich
neurodegenerativnich onemocnéni. V jedné studii u SCA38 byla identifikovana u ELOVL5
mutace (c.689G > T [p.Gly230Val]) na 6. chromozomu. V séru postizenych jedincti byly
nalezeny snizené koncentrace kyseliny arachidonové (AA, 20:4 n-6) a DHA (Di Gregorio et
al., 2014). Polymorfismy genu ELOVL5 jsou asociovany s nachylnosti ke vzniku glaukomu
(Petty, 2018), zvazuje se vztah nedostatku DHA k poSkozeni neuronti oxida¢ni stresem.
Na druhé stran¢ v jedné studii nebyly u variaci ELOVL2, ELOVL4 a ELOVL5 nalezeny
asociace s mastnymi kyselinami tukové tkané, kardiovaskularnimi rizikovymi faktory
(hsCRP, HDL-cholesterol, triacylglyceroly) nebo rizikem infarktu myokardu (Aslibekyan et
al., 2012).

ELOVLA. Funkce ELOVLA a vysledné produkty jejiho plisobeni jsou nezbytné pro spravnou
funkci neuront v sitnici i CNS. V soucasné dob¢ je identifikovano devét polymorfismi
ELOVL4, které¢ plsobi neurologickd onemocnéni. Heterozygotni formy riiznych mutaci
ELOVL4 pusobi napt. spinocerebelarni ataxii typ 34 nebo Stargardt-like (STGD) makularni
dystrofii. U pacienta s kombinaci dvou variant v promotoru genu ELOVL4, ¢.-236 C > T
(rs240307) a c.-90 G > C (rs62407622), byl nalezen vyznamny pokles aktivity genu.
Nésledny deficit VLC-PUFA vede k poruSe funkce a Zivotnosti tycinek, podilejici se
na patogenezi STGD (Donato et al., 2018).

MozZné ovlivnéni elongaz mastnych kyselin farmakoterapii

Vztahem 1é¢by diabetes mellitus typu 2, dyslipidémii ¢i jinych metabolickych onemocnéni
k aktivit¢ elongaz mastnych kyselin se zabyvaly jen ojedinélé studie. V jedné préaci
Heemskerk et al. (2014) nasli, Ze dlouhodobé podavani niacinu hyperlipidemickym mysim
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zvysovalo syntézu PUFA n-3 v tukové tké&ni (nikoliv v jatrech) v dusledku zvySené exprese
genti pro ELOVLS5 a ELOVL6. Aktivity gent pro desaturazy nebyly v této studii ovlivnény.
Ve studii na bunééné kultufe mySich adipocyti 3T3-L1 bylo zjisténo, ze podavani
atorvastatinu zvysSilo expresi mRNA FADS1, FADS2 a ELOVL5 v dasledku ovlivnéni
geranylgeranyl pyrofosfat (GGPP)-dependentni Rho kinazy (Ishihara et al., 2017). To
koresponduje s nalezy z epidemiologickych studii u lidi, kde 1é¢ba statiny vedla ke vzestupu
koncentraci kyseliny arachidonové (AA) a poklesu poméru DHA/AA (Nozue et al., 2013).
V experimentu na bunéénych kulturach fibroblasti nemocnych s adrenoleukodystrofii,
vazanou na chromozom X, CoA estery bezafibrdtu a gemfibrozilu inhibovaly ELOVLI,
s naslednym poklesem patologicky vysokych koncentraci VLCFA (Schackmann et al., 2015).

Zavér

Pusobeni jednotlivych mastnych kyselin na metabolické aktivity organismu je mnohostranné
a spektrum mastnych kyselin tkanoveé specifické. Profil mastnych kyselin v jednotlivych
tkanich je vysledkem jejich pfijmu ve stravé, jejich endogenni syntézy, katabolismu a
pfemény desaturacnimi a elongaénimi pochody, katalyzovanymi enzymy desaturazami a
elongézami. Genetické polymorfismy gentt FADS i ELOVL ovliviiji hladiny LC-PUFA
na vSech urovnich syntézy. Elongdzy hraji zésadni roli také pii syntéze mastnych kyselin
svelmi dlouhym fetézcem - VLCFA (délka fetézce > 22 uhliki), jak nasycenych, tak
nenasycenych. VLCFA jsou soucastmi membranovych lipidi 1 prekursory lipidovych
mediatort, zacastnénych v regulaci zanétu. Poruchy regulace mastnych kyselin jsou spojeny
s fadou chorobnych stavu (napt. diabetes mellitus, ateroskleréza a jeji komplikace, arterialni
hypertenze, neuropsychiatrickd i nadorova onemocnéni). Elongézy mastnych kyselin by
mohly slouzit jako vyznamné Klinické biomarkery a v nékterych piipadech by modulace
jejich aktivit mohla byt i terapeutickym cilem.

Prace byla podporovana vyzkumnym zamérem RVO-VFN64165/2012, PROGRES Q25/1LF
a MPO-FV10380
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Abstract

Elevated plasma concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA) have been associated
with lipotoxicity, ectopic fat deposition in organs and tissues (liver, skeletal muscle,
pancreas), chronic heart failure, suppressed growth hormone secretion, and ventricular
arrhythmias. A long-term clinical experience indicates that niacin (nicotinic acid) produces
beneficial effects on dyslipidemias and slows down progression of atherosclerotic
cardiovascular disease. One of the mechanisms of the hypolipidemic effect of niacin is
reduction of NEFA release from adipose tissue into free circulation, which is mediated by
activated HCA2 receptors in adipocytes. To study plasma concentrations of niacin and its
metabolites in relation to plasma NEFA changes. Plasma concentrations of niacin, its
metabolites, and NEFA were assessed in 12 healthy subjects (5 M/7 F) of middle age (44.2 +
12.5 years), after a single oral dose of 500 mg of niacin (Niaspan®), applied on three
successive days. After the third dose, niacin and its metabolites were determined by a HPLC-
MS method, NEFA by an enzymatic-colorimetric method. The dependency of changes in
niacin, niacin metabolites and NEFA concentrations was studied using a stepwise multiple
linear regression analysis. The relationship of the cutaneous flushing with the effects of niacin
was assessed using and a linear mixed-effects model and a stepwise linear regression analysis.
Plasma concentrations of NEFA have significantly decreased between the first and sixth hour
after niacin administration (P < 0.001). The variance of the declines in NEFA depended by
81.4 % on the variance of three compounds, namely N-methyl-nicotinamide (48.0 %),
nicotinic acid (21.8 %), and 2-methyl-2-pyridon-carboxamide (11.6 %). Cutaneous flushing
has occurred in four subjects (25 %). The occurrence of flushing was associated with lower
concentrations of nicotinuric acid (-60 %, P < 0.05). Subjects with flushing revealed the
higher decrease in NEFA in comparison with subjects without skin toxicity (P < 0.05). The
antilipolytic effect of niacin (decrease in NEFA) was mainly mediated by the metabolite N-
methyl-nicotinamide; its relation to undesirable skin changes is controversial.

Uvod

Niacin (synonymum kyselina nikotinova, NA) byl zaveden do 1é¢by dyslipidémii v poloviné
50. let dvacéatého stoleti, kdy bylo prokdzano, Ze NA ve farmakologickych davka sniZzuje u
lidi cholesterolémii (Guyton et al., 2015). V r. 1975 publikovand multicentricka, placebem
kontrolovand randomizovana studie Coronary Drug Project (CDP) prokazala, Ze Sestileté
podavani NA s okamzitym nastupem ucinku (IR Niacin) sniZilo rekurenci nefatalniho infarktu
myokardu o0 26 % a cerebrovaskularni ptihody 0 24 %, pficemz po 15 letech bylo
zaznamenano sniZeni celkové mortality o 11 % (CDP Research Group 1975; Canner et al.,
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1986). V r. 1988 publikovana Stockholm Ischemic Heart Disease Study prokazala, ze pétileté
podavani NA s klofibratem snizilo celkovou mortalitu 0 26 % a mortalitu na ischemickou
chorobu srde¢ni o 36 % (Carlson et al., 1988). U niacinu byl prokazan pfiznivy Gcinek na
plasmatické lipoproteiny — snizoval koncentrace triglycerida, LDL-cholesterolu, lipoproteinu
(a) a zvysSoval koncentrace HDL-cholesterolu. Navic, niacin pfiznivé ovliviioval patologickou
distribuci velikosti ¢astic LDL (Shepherd et al., 2005). Rada mensich randomizovanych studii
(CLAS, UCSF-SCOR, FATS, HARP, HATS, AFREGS, ARBITER-2, ARBITER-3,
THONES CIMT, ARBITER6-HALTS, Oxford Niaspan Study) prokazala, Ze NA
v monoterapii i v kombinaci s jinymi hypolipidemickymi léky (sekvestranty zluCovych
kyselin, statiny, fibraty) mize zpomalit progresi ¢i navodit regresi koronarni aterosklerozy a
zmens$it tloustku komplexu intima-media, jak bylo dokumentovano zobrazovacimi metodami
(koronarografii, UZ vySetfenim karotid) (Blankenhorn et al., 1987; Brown et al., 1990;
Guyton et al., 2015; Zeman et al., 2015).

Od konce 80. let minulého stoleti se rozsifovaly poznatky o ptiznivych i nezadoucich ucincich
NA, ktera byla podle doporuceni narodnich i mezinarodnich odbornych spole¢nosti
indikovana u vSech dyslipidémii s vyjimkou familiarni chylomikronémie. NA ve srovnani
s ostatnimi skupinami hypolipidemik se vyznacuje niz$i toleranci. Mezi nejCastéjsi a
rezistence a hepatotoxicita. V r. 2003 byl identifikovan specificky receptor pro NA, ktery je
sprazen s G-proteiny a byl oznacen jako GPR109A (synonyma HCA2, HM74) (Soga et al.,
2013; Zeman et al., 2016).

V soucasnosti se predpoklada, ze pfiznivé ovlivnéni lipidového spektra a rizika
aterosklerotickych kardiovaskularnich chorob (ASCVD) je disledkem pleitropniho anti-
aterogenniho ptisobeni niacinu. P¥iznivé ucinky niacinu jsou uvedeny v tabulce 1.

Niacin nezavisle na zménach lipidového spektra zlepsuje endotelidlni dysfunkci, sniZuje
oxidacni stres, potlacuje subklinicky zanét a urychluje eflux cholesterolu z makrofagt
ateromovych plati (Zeman et al., 2016).

Ackoliv statiny jsou lékem volby pro terapii dyslipidémie a ASCVD, odhaduje se, ze aZ
u 10 % lécenych se vyskytuje statinova intolerance (Zhang et al., 2013; Colivicchi et al.,
2007). Metaanalyza 26 klinickych studii odhaduje, ze pti 1écbé statiny pretrvava u 25 — 35 %
osob vyznamné reziduélni kardiometabolické riziko (Baigent et al., 2010).

Dosud vSak nebylo dosazeno jednoty v nazorech, zda piidani NA k 1écbé statiny snizi
u pacientli s ASCVD rezidudlni kardiovaskularni riziko. Negativni odpovéd’ pfinesly dvé
velké randomizované studie (AIM-HIGH a HPS2-THRIVE) (Boden et al., 2011; Haynes et
al.,, 2013; Landray et al., 2014). Kritické vyhodnoceni téchto studii vSak upozornilo
na zavazné metodické chyby, tykajici se pfedev§im vybéru nemocnych, velikosti davky
niacinu 1 na¢asovani jeho podavani (s jidlem béhem dne nebo pied spanim), takZze by nebylo
spravné negativni vysledky zobecnovat (Zeman et al., 2015; Zeman et al., 2016; Dunbar a
Goel 2016; Superko et al., 2017).

Prestoze ovlivnéni lipoproteinového spektra je disledkem komplexnich c¢inkt
na metabolismus lipidi a lipoproteinti, zda se, Ze zdkladnim a nejvyznamnéjSim ucinkem
niacinu je potlaceni bazalni a stimulované lipolyzy tukové tkdné¢ a snizené uvolhovani
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) z tukové tkané do krevniho ob&hu (Goel a
Dunbar, 2016).

Bylo prokédzano, Ze zvySené koncentrace plasmatickych NEFA jsou jednim z vyznamnych
faktorti lipotoxicity a ektopické akumulace tukti u obezity, diabetes mellitus 2. typu,
metabolického syndromu i nealkoholoveé steatozy jater (Lottenberg et al., 2012; Saponaro et
al., 2015; Tan et al. 2015). Navic zvySené koncentrace NEFA jsou davany
do pfic¢inné souvislosti se vznikem endotelialni dysfunkce (Ghosh et al., 2017), diastolickeho
srdeéniho selhani obéznich a diabetikii (Fukushima a Lopaschuk, 2016) i malignich
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komorovych arytmii v pribéhu akutniho infarktu myokardu (Oliver, 2015). Elevace NEFA je
asociovana se snizenou syntézou a sekreci rastového hormonu u obéznich déti a adolescentti
(Galescu et al., 2018).

v adipocytu a makrofazich, ale i s nezadoucimi koznimi projevy. Nejcastéj$im nezadoucim
ucinkem niacinu je kozni toxicita (NAST, niacin-associated toxicity) projevujici se
zarudnutim (flush), otokem, pruritem aZ bolesti v disledku nadmérné kozni vazodilatace
(Dunbar et al., 2017). Vznik NAST je davan do souvislosti se syntézou kyseliny nikotinurové.
Na obrazku 1 je schématicky znézornéna metabolicka pfeména niacinu Vv jatrech (Guyton et
al., 2015; Menon et al., 2007).

Cil prace

Cilem nasi studie bylo: (1) sledovat zmény plazmatickych koncentraci NEFA v prabéhu 24
hodin po tieti davce jednorazového podani niacinu v mnozstvi 500 mg/den (Niaspan ®) a
stanovit jejich vztah k plazmatickym koncentracim kyseliny nikotinové (NA) a jejich
metaboliti: nikotinamidu (NAM), 1-methyl-nikotinamidu (MNA), N-methyl-2-pyridon-5-
karboxamidu (2-Pyr), N-methyl-4-pyridon-5-karboxamidu (4-Pyr) a kyseliny nikotinurové
(NUA); (2) zjistit, zda se koncentracemi niacinu (resp. jeho metabolitt) a NEFA liSily osoby,
u kterych doslo k rozvoji koznich zmén (flush), od osob bez nezadoucich koZnich projevi.

Material a metody

VySetiované osoby a uspotadani studie

Studie byla schvalena Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Klinické
hodnoceni probéhlo podle zasad spravné klinické praxe. Od vsech osob byl ziskan pisemny
informovany souhlas.

Farmakokineticka analyza niacinu a jejich metabolit byla provedena na souboru 12 zdravych
dobrovolnikii. Jejich zakladni demograficka data jsou uvedena v tabulce 2. Pfed zapocetim
studie byly vSechny pokusné osoby klinicky a laboratorné vySetieny. U Zadneho
z dobrovolnikli nebyly zjistény klinické ani laboratorni ndlezy, které by kontraindikovaly
podani niacinu a zafazeni do studie. Z&dna z osob nebyla 1édena na chronické onemocnéni.

Ve studii byl sledovan pribéh zmén plazmatickych koncentraci niacinu (resp. jeho
metabolitl) a NEFA po opakovaném jednordzovém peroralnim podani niacinu (pfipravek
Niaspan®) v denni ddvce 500 mg niacinu, aplikované ve tiech po sobé& nasledujicich dnech.
Farmakokinetika niacinu byla sledovana po tieti davce niacinu.

V den vysetfeni byl po zavedeni zilniho katetru odebran prvni vzorek krve nala¢no (12 hodin
po poslednim jidle) a pak podana jedna tableta Niaspanu® s malym mnozstvim vody (100 ml).
Dalsi vzorky krve byly odebirany v pribéhu 24 hodin (0,5-1-15-2-3-4-6-8-12a24
hodin). Béhem vysetieni byla podana snidané€ (za 1,5 hodiny po prvnim odbéru) a lehky obéd
(za 4 hodiny po prvnim odbéru). Byly zaznamenany subjektivni i objektivni (daje
o nezadoucich ptiznacich. Intenzita flushe byla klasifikovana jako 1 (mirny flush obliceje), 2
(stfedné¢ vyrazny na obliceji a krku) nebo 3 (vyrazny na obliceji, pazich a trupu, spolu se
svédénim kuaze).
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Tabulka 1 Pleitropni antiaterogenni i¢inky kyseliny nikotinové

Ovlivnéni dyslipidémie

SniZeni koncentrace TG
- inhibice bazélni i stimulované lipolyzy — { koncentrace NEFA — { syntézy TG
- inhibice PGC-1B (spolu se SREBP1c) — { lipogeneze
- zvySena degradace apoB100 — pokles sekrece VLDL
- inhibice DGAT2 — inhibice terminalniho kroku syntézy TG — { sekrece VLDL
Snizeni koncentrace LDL-cholesterolu
- I produkce VLDL — | produkce LDL
- 1 degradace apoB100
- inhibice PCSK9a T katabolismus LDL v jatrech
Zvyseni koncentrace HDL-cholesterolu
- aktivace RCT (cestou aktivace PPARy - LXRa—>ABCA-1)
- stimulace jaterni biogeneze HDL (aktivace LXRa. —DR4 dependentni transkripce
ABCAL a lipidace apoA-I v hepatocytu)
- katabolismu HDL v jatrech (inhibice receptorti degradujicich celé &astice HDL)

Ovlivnéni funkce tukové tkané

- T syntézy n-3 PUFA v tukové tkéani
- up-regulace gent syntézy nenasycenych FA v tukové tkani (Elovl5,-6, Tecr)
- zvySeni exprese genu pro adiponektin

-----

- redukce syntézy MCP-1, RANTES, fractalkin (makrofagy, T-lymfocyty) —
potlaceni infiltrace tkani makrofagy a T-lymfocyty
- inhibice syntézy TNFa — | exprese iNOS — { produkce ROS

-----

- stimulace exprese PPARy — Tsyntéza protizanétlivych PG

Ovlivnéni adipogeneze

- stimulace adipogeneze (zvy3eni exprese PPARy, FABP4, adiponektinu a leptinu)
- potlaceni exprese COX-2 (sniZeni syntézy PGF2a - antiadipogennim faktor)

(podle Guyton et al., 2015; Goel a Dunbar, 2016; Zeman et al., 2016; Dias et al., 2018)

Zkratky a vysvetlivky: NEFA — neesterifikované mastné kyseliny; TG — triglyceridy; PPAR — receptory
aktivované peroxisomalnimi proliferatory; PGC-18 — PPARj-koaktivator-15; apoB — apolipoprotein
B; VLDL - lipoprotein o velmi nizké hustoté; DGAT2 — acyl-CoA: diacylglycerolova acyltransferaza
2; LDL - lipoprotein o nizké hustoté; PCSK9 — proprotein convertase subtilisin-like/kexin-type 9;
HDL - lipoprotein o vysoké hustoté; RCT — reverzni transport cholesterolu; LXRa — jaterni X
receptor typ «; ABCA — ATP dependentni kazetovy transportér typ Al; PUFA — vicenenasycené
mastné kyseliny; FA — mastna kyselina; Elovl — elongaza mastnych kyselin; Tecr — trans-2,3.enoyl
CoA reduktaza; MCP-1 — monocytdarni chemoatrakcéni protein 1; RANTES — (Regulated on Activation,
Normal T Expressed and Secreted), selektivni chemoatraktant pamétovych T-lymfocytii a monocytii;
TNFa - tumor nekrotizujici faktor; iNOS — inducibilni syntdza NO, ROS - reaktivni kyslikové
slouceniny,; PG — prostaglandin; FABP4 — bilkovina vazajici mastné kyseliny; COX — cyklooxygenaza
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Tabulka 2 Zakladni klinicka data pokusnych osob

Pocet osob (muzi/Zeny) 12 (5/7)

Vek (roky) 415 [36,8 —46,5]°
Hmotnost (kg) 78,0 [64,5-82,8]
Systolicky TK (mm Hg) 128 [124 —131]
Diastolicky TK (mm Hg) 80 [74 - 80]
Hmotnostni index (kg/m?) 26,2 [23,0 —28,2]

¥ hodnoty predstavuji medidn a interkvartilovy rozsah [25. — 75. percentil /

Laboratorni analyzy

Plazmatické koncentrace niacinu a jejich metabolitd byly stanoveny nami modifikovanou
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-
MS/MS), (Zantova et al., 2015). Plazmatické koncentrace NEFA byly stanoveny
enzymaticko-kolorimetrickou metodou (NEFA, Randox Labs. Velka Britanie). Pied (Cas 0
hodin) a za 24 hodin po podéani preparatu byly ve vzorcich krve déle vySetfeny koncentrace
minerali (Na, K, Cl), urea, kreatinin, kyselina mo¢ova, funk¢ni jaterni testy (bilirubin, ALT,
AST, GGT, ALP), CB, albumin, glykémie a krevni obraz s diferencialnim leukogramem.
Tyto parametry byly analyzovany rutinnimi laboratornimi metodami.

Statisticka analyza

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatnd odchylka (SD), resp. jako stfedni chyba
priméru (SEM), ptipadné jako median a interkvartilovy rozsah (25. — 75. percentil).
Statistické zpracovani dat bylo provedeno s pouZitim statistického programu R verze 3.4.3
(R Core Team 2017). K vypoctim zavislosti zmén NEFA (zavisle proménna) na zménach
niacinu a jeho metabolitli (nezavisle proménné) béhem opakovanych odbérti (v case 0 — 6
hodin) byl pouzit: (1) linearni smiSeny model pro opakovana méieni (linear mixed-effects
model); (2) krokova linearni regrese; (3) parcialni korela¢ni koeficienty. Koncentrace NEFA
(resp. jejich rozdily mezi ¢asem 0 a dalSimi odbéry do 6. hodiny) byly pfed vypoctem
logaritmicky transformovany. Jako nezéavisle proménné vstupovaly do vySetfeni logaritmy
ploch pod kifivkou koncentraci niacinu a jeho metabolit v jednotlivych Casovych intervalech.
Pro ur€eni koncentraci niacinu (resp. jeho metabolitll) u osob s pfitomnosti NAST a jeho
chybénim byl pouzit linearni smiSeny model pro opakovand méteni, piicemz statisticka
vyznamnost NAST byla uréena pomoci Waldova y® testu. Stejna metoda byla pouzita
k analyze rozdilu antilipolytického ti¢inku niacinu u 0sob s a bez ptitomnosti NAST.

Vysledky

Za 1 hodinu po podéani niacinu doSlo k vyznamnému poklesu koncentrace NEFA a jejich
signifikantni sniZzeni ptetrvavalo do 12. hodiny po jeho aplikaci. Za 24 hodin po podani
niacinu se koncentrace NEFA zvysovaly zhruba na uroven pted podanim preparatu. Nicméné,
v Zadném z analyzovanych ¢asovych intervalll jsme nezaznamenali zvySeni koncentrace
NEFA nad hodnoty ziskané v ¢ase 0 (obrazek 2).

Po 3. jednordzoveé davce niacinu jsme zjistili v plasmé pokusnych osob méfitelné koncentrace
niacinu (NA) a jeho (hlavnich) metaboliti — kyseliny nikotinurové (NUA), nikotinamidu
(NAM), N-metylnikotinamidu (MNA), N-metyl-2-pyridon-5-karboxamidu (2-Pyr) a N-metyl-
4-pyridon-5-karboxamidu (4-Pyr). Ostatni metabolity niacinu tj. 6-hydroxynikotinamid,
nikotinamid N-oxid a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) nebyly detekovany. V dtsledku
podavani niacinu v pfedchozich dvou dnech byly v ¢ase 0 (pfed podanim 1éku) zjistény
plazmatické koncentrace niacinu pifesahujici mez stanovitelnosti (LOQ) u ¢ty osob,
koncentrace MNA u deviti a koncentrace ostatnich metabolitii u vSech osob.
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Casovy pribéh individualnich hodnot niacinu a jeho metabolitdl vykazoval znaéné inter-
individualni rozdily svice vrcholovym prubéhem, jak je patrné zhodnot mediand a
interkvartilového rozsahu, které jsou uvedeny na obrdzcich 3 az 8. Median koncentraci
niacinu vykazoval kiivku se dv€ma vrcholy, ¢ase 1,5 a 4 hod, (obrazek 3). Mediany hladiny
kyseliny nikotinurové maji maximum za 1,5 hod po podani niacinu a poté se jeji koncentrace
exponencialné snizuji k 24 hod (obrazek 4). Stfedni koncentrace nikotinamidu me¢la dva
vrcholy — v ¢ase 1,5 hod a 12 hod, ve 24 hod byly jeho koncentrace identické jako v ¢ase 0
(obrazek 5). Median hladiny N-metylnikotinamidu (MNA) Kkopiruji prub&éh koncentrace
nikotinamidu a maji rovnéz dva vrcholy — v ¢ase 1,5 a 12 hod (obrazek 6). Konecné, po
podani niacinu jsme zaznamenali zmény stfedni koncentrace 2-Pyr s vrcholy v ¢ase 0,5 hod,
mezi 1,5 — 2 hod, v ¢asech 6 a 12 hod. Hladina 4-Pyr méla vrchol za 1,5 hod a mezi 12-24
hod (obrazek 7 a obrazek 8).

Zavislost poklesu koncentrace NEFA na zménach koncentrace niacinu a jeho metabolitii byla
analyzovana linearni krokovou analyzou. Vyznamna zavislost poklesu NEFA (resp. rozdila
logaritmti koncentraci NEFA mezi ¢asem 0 a dal$imi ¢asovymi intervaly) ukazuje tabulka 3.
Z vysledku vyplyva, Ze zména variance koncentrace NEFA (mezi 0 — 6 hod) byla zavisla
na zménach koncentrace N-metylnikotinamidu (MNA), kyseliny nikotinové (NA) a
N-metyl-2-pyridon-5karboxamidu (2-Pyr). Rozptyl zmén koncentrace NEFA byl vysvétlen
rozptylem MNA (48 %), NA (21,5 %) a 2-Pyr (11,6 %).

Tabulka 3 Krokova regresni analyza zavislosti poklesu neesterifikovanych mastnych
kyselin na zménach koncentrace niacinu a jeho metaboliti v ¢ase 0 — 6 hodin

Zdroj rozptylu F P R? adj. R? Prispévek
1. MNA 3,99 0,0769 0,31 0,23 48,0
2. 2-Pyr 0,43 0,5307 0,05 -0,06 11,6
3. NA 0,62 0,4528 0,06 -0,04 215
4.1+2 3,76 0,0706 0,48 0,36 59,6
5.4+3 7,39 0,0142 0,76 0,66 81,1

Zkratky a vysvetlivky: y (zavisle promennd) = rozdil logaritmit koncentrace NEFA; x (nezavisle
proménné) = logaritmus plochy pod kiivkou dané slouceniny (niacin, resp. jeho metabolity); MNA —
N-metylnikotamid; NA — kyselina nikotinovd, 2-Pyr — N-metyl-2-pyridon-5-karboxamid; NEFA —
neesterifikované mastné kyseliny; Prispévek — prispévek proménné k rozpylu (v %); R* — mohonasobny
korelacni koeficient

V tabulce 4 jsou uvedeny parcialni korela¢ni koeficienty zavislosti zmén koncentrace NEFA
na zménach koncentrace niacinu a jeho metaboliti. Z vysledkl vyplyva, Ze existuje statisticky
vyznamna zavislost zmény NEFA na MNA (P < 0,0011), NA (P < 0,0023) a 2-Pyr
(P < 0,0263), pricemz pokles NEFA a velikost ploch koncentraci MNA a kyseliny nikotinové
jsou konkordantni a zavislost poklesu NEFA na koncentraci 2-Pyr je opacna. Parcialni
korelacni koeficient popisuje zavislost zmény NEFA s konkrétni slouCeninou, pficemz se
eliminuje vazba NEFA s ostatnimi slou¢eninami

Do 6. hodiny a v delsim casovém tuseku vyznamnou zavislost mezi zménami NEFA a
koncentracemi NA a jejich metabolitii jsme nepozorovali (data neuvedena).

Snasenlivost peroralniho preparatu Niaspan® byla dobra. U &ty osob jsme pozorovali
s niacinem asociovanou kozni toxicitu (skupina I, NAST+); u dvou Zen se rozvinul flush
intenzity 3, u 2 muzlt flush intenzity 1; zbyvajicich 8 osob (skupina II, NST-) nem¢lo
nezéadouci kozni ptiznaky.

Pfi srovnani poklesu koncentrace NEFA ve skupin€ I se skupinou II méla skupina I vétsi
plochu poklesu NEFA. Dvouvybérovym t-testem nebyl zjistén signifikantni rozdil logaritmt
ploch pod kiivkou NEFA (skupina I vs skupina II: praimér + SD; 0,774 + 0,326 vs
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0,441 + 0,135, NS). Pokles ploch logaritmi koncentraci NEFA v obou skupinach byl dale
analyzovan linearnim smiSenym modelem pro opakovana méfeni, ktery pocita s jednotlivymi
méfenimi od ¢asu 0 do Casu 6 hod, avSak bere v Uvahu variabilitu jednotlivych osob i linearni
Vvyvoj V Case. Timto testem byl prokazan vétsi pokles NEFA ve skupiné 1 ve srovnani se
skupinou II (Waldiv y? = 4,752; P = 0,0293).

Stejnym testem jsme analyzovali velikost plochy kyseliny nikotinurové (NUA) u obou
skupin. Logaritmus plochy pod kiivkou méla skupina II (bez koznich nezadoucich piiznaki)
ve srovndni se skupinou I vyznamné vyssi (Waldav ¥ = 4,311; P = 0,0379).

Rozdil poméra kyseliny nikotinurové ke kyseliné nikotinové (NUA/NA) mezi obéma
skupinami nebyl statisticky vyznamny (Waldiv x* = 0,00228; P = 0,9619).

Tabulka 4 Parcialni korela¢ni koeficienty zavislosti zmén neesterifikovanych mastnych

kyselin na zménach koncentrace kyseliny nikotinové a jejich metaboliti v ¢ase 0 — 6
hodin

y X r P I Pp
NEFA NAM 0,5283 NS 0,5106 NS
NEFA NA 0,2631 NS 0,8132 0,0023
NEFA MNA 0,5542 NS 0,844 0,0011
NEFA 2-Pyr 0,2124 NS -0,6625 0,0263
NEFA 4-Pyr 0,3961 NS -0,5390 NS
NEFA NUA 0,4473 NS -0,1093 NS

Zkratky a vysvetlivky: y (zavisle promeénnd) = rozdil logaritmii koncentrace NEFA; x (nezavisle
promenné) = logaritmy plochy pod kiivkou kyseliny nikotinové (respektive jejich metabolitii); r —
Pearsonitv korelacni koeficient; 1y — parcidlni korelacni koeficient; P — statistickd vyznamnost
korelacniho koeficientu, Pp — statisticka vyznamnost parcialniho korelacniho koeficientu; 4-Pyr — N-
metyl-4-pyridon-5-karboxamid, ostatni zkratky viz tabulka 3.

Diskuze

Studium niacinu je stale aktudlni pro jeho komplexni ptisobeni na spektrum plasmatickych
lipidl 1 pfiznivé ovlivnéni kardiovaskularniho rizika. Z tohoto divodu se vénuje opctovné
pozornost farmakokinetice matetfské latky, jejim metabolitim i agonistim niacinového
receptoru (HCAZ2R) v souvislosti s optimalizaci 1€kovych forem, studiem nezadoucich ucinka
i podrobngjSi analyzou farmakokinetiky.

Jednoréazové peroralni podani niacinu (NA) s okamzitym u¢inkem v davce do 1000 mg vede
k jeho téméf tplné absorpci v zaludku a tenkém stfevé. Maximalnich koncentraci v plasmé je
dosazeno béhem 30 — 60 min. Vyznamnéjsi podil 1€ku se vylu¢uje moc¢i v nezméneéné formé,
¢1 po konjugaci jako kyselina nikotinurova. Renélni vylucovani ptispiva k rychlé eliminaci
niacinu, ktery mizi z ob&hu zpravidla do 6 hod po podani. ProdlouZené uvoliiovani niacinu je
charakteristické pro nami pouzity pfipravek Niaspan®, u néhoz absorpce ucinné latky probiha
zhruba 8 — 12 hod. (Carlson, 2005; Guyton et al., 2015; Talbert, 2004). Béhem prvniho
prichodu se rizné velky podil niacinu absorbuje v jatrech (v zavislosti na davce); z velkého
obé&hu je niacin predilekéné absorbovan v tukové tkani. Vzhledem k tomu, Ze v metabolismu
niacinu vyznamné uplatiiuje metabolickd pfeména v jatrech, efekt prvniho prichodu (first
pass effect), byl pfed vlastnim experimentem piipravek Niaspan ® podavan vySetfovanym
osobam dva dny po sobé v davce 500 mg/den za ucelem stabilizace efektu prvniho priichodu
(Pond a Tozer, 1984).

Niacin je metabolizovan dvéma drahami (obrdzek 2). V metabolické draze | je niacin
konjugovén s glycinem na kyselinu nikotinurovou, v draze II je sledem oxida¢né redukénich
reakci konvertovan na nikotinamid a pyrimidinové metabolity. Metabolickd draha | mé
nizkou afinitu a vysokou kapacitu a uplatiiuje se, jakmile je draha II, ktera je vysokoafinitni a
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nizkokapacitni, nasycena. Pfipravky niacinu s bezprostfednim nastupem uc¢inku, rychle
saturuji metabolickou drahu II a vétSina niacinu je metabolizovana v draze | na kyselinu
nikotinurovou (NUA), kterd je vylouena do moce. Tomu odpovidd prubéh koncentraci
kyseliny nikotinurové (NUA) (obrazek 4). Koncentrace NUA nebyly v plasmé vySetiovanych
osob patrné v ¢ase 0, dosahuji maxima za 1,5 hod po podani ptipravu a pak se exponencialné
snizuji. Vrchol koncentrace NUA se ¢asové kryje s prvnim vrcholem niacinu (v ¢ase 1,5 hod),
kdy po podani se zvySi jeho koncentrace, a poté klesaji az k 24 hod (obrazek 3).
Po jednorazovém perordlnim podani niacinu je veSkery niacin a jeho metabolity vyloucen
predevsim do moci; ze 4,65 % se niacin vylucuje v nezménéné formée, 16,7 % jako NUA, 54,5
% jako 2-Pyr, 23 % jako MNA; NAM, nikotinamid N-oxid (NNO) a 4-Pyr byly v mo¢i
pritomny pouze ve stopach. Podle literarnich udaja cinil biologicky polocas 0,9 hod
pro niacin, 4,58 hod pro NUA, 8,58 hod pro NAM a 11 hod pro nikotinamid-N-oxid (Menon
et al. 2007). Metabolické& konverze niacinu na NUA je davana do souvislosti s kozZni toxicitou
asociovanou s niacinem (NAST, niacin associated skin toxicity). Naproti tomu metabolity II
drahy — nikotinamid (NAM), N-metylnikotinamid (MNA) a jeho pyridonové produkty (2-Pyr,
4-Pyr) — jsou asociovany s nezadoucimu uéinky charakteru hepatotoxicity (Neuvonen et al.,
1991; Guyton et al., 2015).

Metabolické ucinky niacinu jsou zprostiedkovany jeho vazbou na specificky receptor —
HCA2 (resp. GPR109A), ktery je exprimovan v adipocytech, neutrofilnich leukocytech,
makrofazich, Langerhansovych buiikach a keranocytech (Dunbar et al., 2016, 2017; Zeman et
al., 2016). Aktivace HCA2 (resp. GPR109A) inhibuje adenylcyklazu, sniZuje koncentrace
CAMP a aktivitu proteinové kinazy A s naslednym poklesem aktivity hormonalné senzitivni
lipazy a potlacenim lipolyzy, poklesem koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEFA, synonymum volné mastné kyseliny, FFA). Pfirozenym ligandem HCA2 (resp.
GPR109A) je B-hydroxybutyrat, ktery tak mize zpétnovazebné inhibovat vlastni syntézu.
Zvysena lipolyza a tok NEFA do jater, zesiluji syntézu ketolatek v krvi (B-hydroxybutyrat,
acetoacetat). Zvysené plasmatické koncentrace f-hydroxybutyratu pak zpétnovazebné inhibuji
piisun NEFA jako substratu pro syntézu ketolatek (Guyton et al., 2015).

Vliv niacinu na plazmatické koncentrace NEFA byl studovan u experimentalnich zvifat jiz
v Sedesatych letech minuleho stoleti. Po podani nikotinové kyseliny dochazi k poklesu
koncentrace NEFA, po némz nasleduje jejich vzestup nad vychozi hodnoty, ozna¢ovany jako
rebound fenomén. ZvySovani divek NA ma za nasledek opozdéni rebound fenoménu, po
adrenalektomii a hypofyzektomii rebound fenomén zcela vymizi (Pereira, 1967). Rebound
fenomén je mozné chapat jako regula¢ni pochod, do kterého je zavzata hypotalamo-pituito-
adrendlni osa. Pokles koncentraci NEFA aktivuje a zvySuje hladiny ACTH a kortikosteronu,
které napomahaji restauraci hladin NEFA (Oh et al., 2012). Ve zpétnovazebné regulaci se
uplatnuje predevsim kyselina palmitova; nenasycené FA (kyselina olejova a linolova) maji
stimulacni ucinek na sekreci ACTH vyjadifeny méné (Oh et al., 2014). Nicméné, dlouhodoba
aplikace niacinu ovliviiuje rebound fenomén také zasahem do biologie tukové tkané — dojde
Kk poklesu exprese enzymu odpovédnych za lipolyzu — hormonalné senzitivni lipazy (HSL),
perilipinu 1, a niacinového receptoru a dalSich (Oh et al., 2011).

V nas$i studii jsme nalezli vyznamny pokles NEFA mezi 1 — 6 hodinou po podani niacinu.
Pokles koncentrace NEFA byl vyznamné zavisly na koncentraci N-metylnikotinamidu
(NAM), kyseliny nikotinové (NA) a 2-metylpyridon-5-karboxamidu (2-Pyr), pficemz pokles
NEFA pozitivn¢ koreloval s koncentraci NAM a NA a negativné s 2-Pyr. Zmény NEFA bylo
mozné vysvétlit z 81 % rozptylem koncentrace NA a jejich metabolitii. Z naSich vysledkt
usuzujeme, ze antilipolyticky tc¢inek niacinu je dan molekulou kyseliny nikotinové a N-
metylnikotinamidem; naopak je oslaben koncentracemi 2-Pyr, ktery je hlavnim produktem
metabolické konverze niacinu (Menon et al., 2007).
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Star§i farmakokinetické studie u lidi prokazaly, ze pro pfipravky niacinu s fizenym
uvoliiovanim je charakteristicky vyrazny uéinek prvniho prachodu (first pass effect).
Ve srovnani s piipravky s okamzitym uvoliiovanim, ¢inila relativni biologicka dostupnost
niacinu pouze 1 %, plocha pod ktivkou koncentrace (AUC) 15 % a kumulativni exkrece 18
%. Plazmatické koncentrace niacinu nekorelovaly s velikosti antilipolytického ucinku
(Neuvonen et al., 1991).

Bylo prokazéno, Ze agonisté receptoru GPR109A (HCAZ2) jsou aromatické karboxylove
kyseliny jako je acipimox a acifran (Goel a Dunbar 2016). V poslednich letech jsou vyvijena
nova farmaka odvozend od molekuly niacinu: 1-metylnikotinamid nebo mimetika
niacinovych receptori jako je GSK256073 (GlaxoSmithKline) s antilipolytickym a
hypotriglyceridemizujicim ucinkem. Do nové generace agonisti GPR109A patii také
slouc¢eniny SCH 900271 (Schering-Plough) M1903 a MK0354 (Merck) (Goel a Dunbar,
2016). Nazory na zavislost poklesu plasmatickych triglyceridi na snizeni koncentrace NEFA
se rizni. Nékteti autofi kauzalitu tohoto mechanismu zpochybniuji (Lauring et al., 2012). Jini
autofi predpokladaji (Goel a Dunbar, 2016), Ze pokles NEFA je nezbytny pro iniciaci
hypotriglyceridemického t€inku niacinu a pozd¢ji, s nastupem rebound fenoménu se uplatiuji
i jiné mechanismy (tabulka 1).

Nejen Uprava lipidogramu, ale i snizeni koncentrace patologicky zvySenych hladin NEFA by
mohly mit pfiznivé konsekvence u fady chorobnych stavii. ZvySené koncentrace NEFA jsou
davany do souvislosti lipotoxicitou a ektopickym ukladanim tuk v jatrech, kosternim
svalstvu a pankreatu u osob s obezitou, diabetes mellitus 2. typu a metabolického syndromu.
Elevace NEFA deterioruje energeticky metabolismu myokardu, zvySuje jeho insulinovou
rezistenci a podili se na diastolickém srde¢nim selhdni u téchto pacientl (Fukushima a
Lopaschuk, 2016). ZvySeni koncentrace NEFA ma také kauzalni vztah k endotelialni
dysfunkci (Ghosh et al., 2017). ZvySena hladina NEFA v disledku insulinové rezistence
tukové tkan¢ pispiva minimalné z 60 % k akumulaci lipida v jatrech u osob s nealkoholovou
steatdzou jater (Saponaro et al., 2015). U nemocnych s akutnim infarktem myokardu, jsou
zvysené koncentrace NEFA davany do souvislosti se vznikem malignich komorovych arytmii
(Oliver, 2015). U obéznich déti a adolescentli vysoké koncentrace NEFA korelovaly
s nizkymi koncentracemi rastového hormonu (GH). Na malé skupiné obéznich déti podéavani
niacinu sniZilo koncentrace NEFA v pruméru o 0,2 mmol/l spolu se zvySenim hladin GF
(Galescu et al., 2018).

Nejcast¢jSim nezddoucim ucinkem 1écby niacinem byly kozni zmény, dnes oznacované jako
s niacinem asociovana kozni toxicita (NAST, niacin associated skin toxicity), ktera zahrnuje
zarudnuti (flush, otok, bolest a pruritus). Podavani niacinu vede az u 70 % osob pfitomnosti
NAST. Dlouhodoba 1écba niacinem pak byla spojena se sniZenim prevalence NAST
v disledku rozvoje tolerance (tachyfylaxe). Piedpoklada se, ze NAST je dusledkem vazby
niacinu na HCAZ2 (resp. GPR109A) v Langerhansovych koZnich buikach s naslednou aktivaci
drahy p-arestin 1, kterd aktivuje cytoplasmatickou fosfolipaizu A2. Uvolnéni kyseliny
arachidonové a jeji pfeména (ptisobenim cykloxygendzy 1) na prostaglandin D2 (PGD2) a
PGE2 (v Langerhansovych buiikach a keratinocytech) indukuji kozni vasodilataci (Guyton et
al., 2015; Zeman et al., 2016). V populaci schizofrenikti byla prokazana abnormalni (chybéni
nebo potlaceni) kozni reakce na niacin. U schizofrenikii absence NAST (resp. flush)
pravdépodobné souvisi s odliSnym metabolismem kyseliny arachidonové, aktivitou fosfolipaz
a syntézou vasoaktivnich prostaglandini (PGD2, PGE2) (Messamore, 2003; Messamore,
2017).

Ve skupin¢ vySetfovanych osob jsme u 4 dobrovolnikil prokézali flush. Tato podskupina 4
osob méla, ve srovndni s 8 vySettovanymi bez koznich zmén vyznamné vyssi pokles NEFA a
niZsi plochu pod koncentraci kyseliny nikotinurové (NUA), pfi¢emz pomérem NUA K niacinu
se ob& skupiny nelisily. I kdyz antilipolyticky G¢inek i NAST jsou zprostfedkovany aktivaci
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stejného receptoru (GPR109A), tak néktefi autofi pozitivni asociaci antilipolytického
pusobeni s NAST nepotvrzuji (Dunbar et al., 2017). Velikost antilipolytického uc¢inku i
aktivace GPAR piipravky niacinu s fizenym uvoliiovanim (ER, extended release) jsou
ovlivnény rasovymi a etnickymi faktory. U Afro-Ameri¢ant byl po podani niacinu ER niZsi
antilipolyticky ucinek (Usman et al., 2012). Genetické¢ vySetfeni polymorfismu genu pro
HCAZ2R (niacinovy receptor, GPR109A) na participantech studie AIM-HIGH prokazala, Ze
podavani ER niacinu vedlo k signifikantné vys$simu poklesu lipoproteinu (a) u homozygott
alely 317M (rs245727). Polymorfismus HCAR2 neovliviioval zmény po podavani
koncentrace triglyceridi, LDL-cholesterolu a HDL-cholesterolu (Tuteja et al., 2017). Asociaci
pritomnosti flush a vysSS§iho antilipolytického ucinku v soucCasnosti nejsme schopni
interpretovat. DalsSi experimenty budou zaméfeny na rozsifeni poctu sledovanych osob,
analyzu mocové exkrece niacinu a jeho metaboliti ve vztahu k plasmatickym hladindm a
jejich rozdily u 0sob s a bez pfitomnosti koznich nezadoucich G¢inkd.

Ziavérem muzeme konstatovat, ze (1) antilipolyticky tc¢inek niacinu (pokles koncentrace
NEFA) je asociovan s plasmatickymi koncentracemi kyseliny nikotinové a jejiho metabolitu —
N-metylnikotinamidu a rychlosti jeho konverze na N-metyl-2-pyridon-5 karboxamid; (2)
antilipolyticky uc¢inek niacinu je pravdépodobné vyssi u osob s ptitomnosti flush.

| kdyZz vysledky dvou kontroverznich randomizovanych, multicentrickych, placebem
kontrolovanych studii (AIMH-HIGH, HPS-2-THRIVE) vedly pozastaveni preskripce
lé¢ivych ptipravki obsahujicich niacin v zemich EU, niacin je nadéle pouzivan k1écbé
dyslipidémii a ASCVD v USA a Kanad¢ (Jackevicius et al., 2013). Navic, nékteré narodni a
mezinarodni odborné spolec¢nosti jej doporucuji k 1écbé stredné tézké a tézké
hypertriglyceridémie (Ito, 2015). Dale, by niacin mohl byt indikovan v ptipadech intolerance
na statin a fibraty, pfipadné k 1é¢bé specifickych skupin nemocnych — jako je dyslipidémie ve
spojeni nealkoholovou steatozou jater, dyslipidémie u chronického onemocnéni jater a dalSich
(Tiwari a Khokhar, 2014; Bitto et al., 2016; Karazniewicz-Lada et al., 2016; Reiner, 2014;
Streja et al., 2015). Niacin, jeho metabolity i agonisté niacinovych receptort jsou slouc¢eniny,
které jsou predmétem z&jmu pro vyvoj novych 1¢ékli cilenych na Gpravu lipidogramu i 1écbu
kardiovaskularnich chorob a potlaceni zvySenych koncentraci NEFA.
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Obrazek 1 Jaterni metabolismus niacinu
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Komentar: V metabolické dréaze | je kyselina nikotinova (NA) konjugovana s glycinem za vzniku
kyseliny nikotinurové (NUA), draha | je nizko-afinitni a vysoko-kapacitni a je asociovana s koZnimi
nezadoucimi ucinky (flush, pruritus). V metabolické draze 11, kter& je vysoko-afinitni a nizko-kapacitni,
vznika jako hlavni metabolit nikotinamid (NAM) a z néj 6-hydrocynikotinamid (6HN), nikotinamid N-
oxid (NNO), N-metylnikotinamid (MNA) a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD). MNA je termindlné
konvertovan na N-metyl-2-pyridon 5-karboxamid (2PY) a N-metyl-4-pyridon 5-karboxamid (4PY).

Metabolitum drahy 11 se prisuzuje potencialni hepatotoxicita (podle Menon et al., 2007, Guyton et al.,
2015)
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Obrézek 2 Hladiny NEFA po podani niacinu
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Obréazek 3 Koncentrace niacinu po jednorazovém podani
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Obrazek 4 Koncentrace nikotinurové
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Obrazek 5 Prubéh koncentrace nikotinamidu
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Obréazek 6 Koncentrace N-metylnikotinamidu
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Obrazek 7 Koncentrace N-metyl-2-pyridon-5-karboxamidu (2-Pyr)

koncentrace (ng/ml})
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Obrazek 8 Koncentrace N-metyl-4-pyridon-5-karboxamidu (4-Pyr)
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Studie byla podpoiena projekty RVO-VFN 64165/2012, PROGRES Q25/LF1/2, MPO
FRTI14/638 a LQ1602 IT4 Innovations Excellence in Science
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