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THE EFFECT OF CARNITINE SUPPLEMENTATION IN METABOLIC
SYNDROME

M. Cahovéa!, V. Skop!, J. Trnovska!, O. Oliyarnyk!, P. Chrastina? H. Hansikova®, H.
Malinska®, Z. Papackova', E. Paleni¢kova®, L. Kazdova®

ICenter for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague; Institute of Inherited Metabolic Disorders of 1st Faculty of Medicine and General
Teaching Hospital, Charles University, Prague; *Department of Pediatrics and Adolescent
Medicine, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and General University
Hospital in Prague, Czech Republic

Abstract

Carnitine attracts growing attention as a possible therapeutics in the treatment of metabolic
syndrome associated disorders. Many studies demonstrated positive effect of carnitine
supplementation on glucose tolerance and/ or insulin sensitivity in both humans and animals
but there is also considerable number of studies that did not find any effect. The aim of our
study was to estimate the effect of carnitine supplementation on overall and peripheral insulin
sensitivity in animal model of insulin resistance, hereditary hypertriglyceridemic rats (HHTQ).
We showed that serum levels of free carnitine and some acylcarnitine species were
significantly reduced in HHTg rats and that this deficiency was compensated by carnitine
supplementation. We further found that although the overall glucose tolerance measured as
OGTT was not affected by carnitine administration, several parameters indicated the
improvement of lipid metabolism — lower fasting triglyceridemia, greater drop in FFA and
TAG levels during OGTT and significantly decreased liver TAG content. We further
demonstrated some improvement in peripheral insulin sensitivity. In conclusion, we found
that some metabolic syndrome related disorders could be reversed by carnitine
supplementation. The beneficiary effect of carnitine could be explained by the improved
substrate oxidation at least in adipose tissue.

Introduction

The metabolic syndrome is a clinical disorder characterized by the clustering of multiple risk
factors for diabetes and cardiovascular disease including dyslipidemia, insulin resistance, and
increased blood pressure. It has been hypothesized that alterations in mitochondrial oxidative
activity may directly impact adaptive responses to over nutrition, causing an imbalance
between oxidative activity and nutrient load, ultimately leading to sustained accumulation of
lipid oxidative metabolites (Szendroedi 2011).

Diet-induced and genetic forms of glucose intolerance are associated with high rates of
incomplete fat oxidation (Koves et al. 2008) and accumulation of numerous TAG metabolism
intermediates. Transport of long-chain fatty acyl groups into the mitochondria requires
esterification and de-esterification with carnitine by enzymes carnitine palmitoyl transferase |
and Il bound to the outer and inner faces of the inner mitochondrial membrane. Carnitin
deficiency results in accumulation of lipids within skeletal muscle myocardium and liver.
Excessive fat supply in combination with physical inactivity results in a persistent mismatch
between [-oxidation and tricarboxylic acid (TCA) cycle activity. Growing number of studies
have reported a negative association between circulating and/or tissue acylcarnitines and
glucose tolerance but until now, it is not clear whether (acyl)carnitine have positive or
negative role (Muoio 2010).

The purpose of our study was to estimate the effect of carnitine supplementation on overall
and peripheral insulin sensitivity in animal model of insulin resistance, hereditary
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hypertriglyceridemic rats (HHTg) (Vrana 1990). We further focused on the identification of
some mechanisms that could contribute to the effect of carnitine.

Methods

Male HHT(g rats (420 + 8 g) fed standard chow diet were randomly divided into two groups
(n = 8). One of them was provided 1% carnitine in drinking water for 8 weeks (HHTg +
carnitine) while the second one served as control (control HHTg). Carnitine and acylcarnitine
species were detected by mass spectrometry. The adipose tissue and skeletal muscle insulin
sensitivity was determined in vitro according to the **C glucose incorporation into neutral
lipids and glycogen, resp. TAG, FFA and glucose concentrations were determined using
commercially available Kits.

Results

Metabolic characteristics

During the experimental period, HHTg rats exhibited small but stable and significant weight
gain. In contrast, the average weight in the group supplemented with carnitine remained
unchanged, in some animals being even 2-3 g lower at the end than at the beginning of the
feeding. Fasting triglyceridemia was significantly lower in HHTg + carnitine compared with
controls (4.1 £ 0.27 vs 5.5 + 0.4, p < 0.02). Fasting glycemia (5.3 + 0.3 vs 5.7 £ 0.3 mmol/I,
n.s.), fasting FFA (3.14 + 0.15 vs 3.2 £ 0.19 nmol/l, n.s.) as well as fed triglyceridemia (8.2 +
0.4 vs 8 = 0.5 mmol/l, n.s.) were comparable in both groups. Carnitine administration led to
the significant elimination of liver TAG content (7.9 £ 0.7 vs 10.5 £ 0.6, p = 0.026). We did
not find any differences in TAG content either in skeletal muscle or in the heart. The above
mentioned data indicate that carnitine administration affects predominantly some aspects of
lipid metabolism.

Glucose tolerance

Carnitine administration did not affect the overall glucose tolerance measured as an oral
glucose tolerance test (OGTT). Nevertheless, the FFA content 60 min after the glucose load
was significantly lower in HHTg + carnitine compared with HHTg controls (fig. 1A,B) what
indicates the increased antilipolytic effect of insulin in this group.

Peripheral insulin sensitivity

As shown on fig. 2A, the adipose tissue of HHTg controls was completely insulin resistant. In
HHTg + carnitine we found a tendency to the increase of insulin-stimulated and to the
decrease of basal **C-glucose incorporation into neutral lipids. Albeit both these processes
were insignificant itself, the insulin responsiveness of adipose tissue in HHTg + carnitine was
restored. The insulin sensitivity in skeletal muscle, measured as **C-glucose incorporation
into glycogen in diaphragm, was maintained in HHTg controls (fig. 2B). Even though,
carnitine administration led to the significant enhancement of insulin stimulated glycogenesis.
We further wanted to know whether the changes in insulin sensitivity were associated with
the reduction of incomplete oxidation products content in the tissues. As shown on fig. 3, the
ASP content was significantly decreased in adipose tissue of HHTg + carnitine compared
with HHTg controls. We found no differences in ASP content in skeletal muscle (diaphragm)
between the groups. Taken together, we found that carnitine administration enhanced insulin
sensitivity in peripheral tissues and that this effect may be, at least in adipose tissue, be
associated with the better substrate oxidation.

Discussion

Treatment of metabolic syndrome disorders represents a challenging task considering the
growing number of patients in so-called developed countries. Recently, personalized
metabolic therapy using small molecules including nutrients as metabolic modulators is
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attracting intensive attention. Carnitine that performs an irreplaceable role in the metabolism
of fatty acids represents a promising target.

In majority of studies (11 out of 16) carnitine supplementation in both humans and animals
demonstrate an improvement of glucose tolerance and/or insulin sensitivity, in particular
during insulin-resistant states (Ringseis 2012). Moreover, the majority of human studies in
diabetic subjects reported diminished plasma free carnitine concentrations, even though the
levels were still within or only slightly below the physiological range reported for healthy
subjects. In contrast, less consistent results are available from studies investigating the
association between carnitine deficiency and glucose intolerance. To our knowledge, there is
only one model of primary carnitine deficiency, juvenile visceral steatosis (JVS) mice. In this
model one study reported the decreased glucose tolerance (Hotta 1996) while the other found
no effect on parameters of glucose and insulin homeostasis (Ushikai 2011). Secondary
carnitine deficiency could be of either drug or dietary origin. Valproic acid, a commonly used
anti-epileptic drug, is associated with the decreased carnitine biosynthesis and glucose
intolerance has been described in patients chronically treated with this drug (Cuturic 2011).
On the other hand, another drug, pivalate, induces carnitine deficiency due to the excessive
loss of carnitine via the urine. Two studies on rat model proved a significant decrease of
plasma carnitine level but had not any impact on parameters of glucose tolerance (Sawada
1996, Broderick 1995). It has been demonstrated that long term high fat diet impairs whole
body carnitine status due to the compromising the capacity of the liver to synthesize and take
up the carnitine. Noland et al. (2009) clearly showed that carnitine insufficiency contributes to
mitochondrial dysfunction and insulin resistance. The same relationship could be observed in
several rat models of genetic obesity. Importantly, oral carnitine supplementation reversed
these perturbations in concert with an improved glucose tolerance. In sharp contrast to the
above-mentioned studies are three studies from the same group demonstrated in different
animal models (ICR mice [Liepinsh 2008], Goto-Kakizaki rats [Liepinsh 2009], obese Zucker
rats [Liepinsh 2011]) that mildronate, by reducing plasma and heart carnitine concentrations,
lowers plasma glucose and insulin concentration and/or protects against diabetic
complications.

Because of these conflicting data, we decided to test the effect of carnitine on parameters
associated with glucose tolerance in a unique model of insulin resistance, non-obese HHTg
rats. A number of other previously recognised facets of the metabolic syndrome, such as
hypertriglyceridemia, hyperinsulinemia, resistance to insulin action, impaired glucose
tolerance, and elevated blood pressure, have been observed in this HHT(g strain (Vrana 1990).
In this report, we show for the first time that serum levels of free carnitine and some
acylcarnitine species (C4, C12, C14, C14:1, C 14:2, Cl16, C18, C18:1) are significantly
reduced in HHTq rats. The acylcarnitine metabolites are by-products of substrate degradation
formed from their respective acyl-CoA intermediates by a family of carnitine acyltransferases
that reside principally (but not exclusively) in mitochondria. The carnitine and acylcarnitine
deficiency was compensated by carnitine supplementation.

We found that although the overall glucose tolerance measured as OGTT was not affected by
carnitine administration, several parameters indicated the improvement of lipid metabolism —
lower fasting triglyceridemia, greater drop in FFA and TAG levels during OGTT and
significantly decreased liver TAG content. We further demonstrated some improvement in
peripheral insulin sensitivity.

Considering the previously proposed mechanisms of carnitine action, we concentrated on two
particular processes that could contribute to the observed beneficiary effect of carnitine. The
term “ASP” is the overall denomination for the intermediates of TCA (Krebs) cycle and their
accumulation indicates the incomplete substrate oxidation. In our model, carnitine
administration resulted in a significant decrease of ASP content in adipose tissue what well
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correspond with the restoration of adipose tissue insulin sensitivity. We did not find any effect
of carnitine supplementation on ASP content in diaphragm. Nevertheless, the skeletal muscle
insulin sensitivity was not affected in our model what can explain the lack of carnitine effect
on skeletal muscle. In the presented study, the animals were quite young (4 month) and in
spite of established hyperinsulinemia, the muscle insulin resistance has not been developed
yet. We suggest that also the lack of carnitine effect in OGTT may be the consequence of still
preserved insulin sensitivity of skeletal muscle that is the main contributor to glucose
removal.

The significant reduction of liver TAG content suggest a tentative possibility that carnitine
stimulated the fatty acid oxidation at least in the liver. This hypothesis is supported by the
observed lack of weight gain in HHTg + carnitine group but it needs further exploration.

In conclusion, we found that the non-obese genetic model of insulin resistance associated with
hypertriglyceridemia there is deficient in serum carnitine content and that some metabolic
syndrome related disorders could be reversed by carnitine supplementation. The beneficial
effect of carnitine could be explained by the improved substrate oxidation at least in adipose
tissue.

This study was supported by MH CR-DRO (“Institute for Clinical and Experimental Medicine —
IKEM, IN 00023001”).
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Figure 1 The gffect of carnitine on triacylglycerol (4) and fiee faity acid (B) content during oral
glucose tolerance test . # p = 0,05 camnitine-treated vs cammitine untreated
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Figure 2 The gffect of carniting on basal and insulin-stimulated incorporation of “C-glucose info
neuiral lipids i adipose tissue (4) and info glycogen in diaphragm (B). *p =003, ** p < 0.05,
*=% p = 0.05 insulin-treated vs basal; # p = 0.05 carutine-treated vs camitine untreated
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NASYCENE MASTNE KYSELINY - VYZNAM VE VYZIVE A OBSAH V
POTRAVINACH

SATURATED FATTY ACIDS - IMPORTANCE FROM THE NUTRITION POINT OF
VIEW AND CONTENTS IN FOOD PRODUCTS

J. Dostalova, M. Dolezal
Ustav analyzy potravin a vyZivy, VSCHT Praha, Technické 5, 166 28 Praha 6 - Dejvice

Abstract

Influence of the saturated fatty acids (SFA) intake on the human organism and dietary
guidelines for intake of individual groups of fatty acids are presented. The SFA contents in
selected food products are presented as well. The high content of SFA was determined in
many food products e.g. in chocolate products with added coconut fat, fat coatings on food
products, ice creams, bakery products, pastry, dry soya beverages etc.

Uvod

Tuky, jedna ze tfi hlavnich zivin, jsou Zivinou nejméné stabilni pfi technologickém
zpracovani a skladovani surovin a potravin a jsou v soucasnosti nejdiskutovanéjsi hlavni
Zivinou ve vztahu k fadé zavaznych neinfek¢énich onemocnéni hromadného vyskytu, zejména
nemoci srdce a cév. Pozitivni role tukd ve vyZzivé je vyznamna - jsou zdrojem energie,
esencidlnich mastnych kyselin, v tuku rozpustnych vitamind, steroltt a dalich pozitivné
pusobicich latek. Vznikaji z nich latky, které podmifiuji charakteristické senzorické vlastnosti
potravin a pokrml a dodavaji stravé jemnost a pfijemnost pii zvykéani a polykani. Negativné
vSak pusobi vysoky piijem tuku, vysoky piijem cholesterolu, nevhodné sloZeni mastnych
kyselin tuku tj. vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin (SFA) a zejména trans-
nenasycenych mastnych kyselin (TFA) a nizky obsah polyenovych mastnych kyselin (PUFA),
zejména n-3 PUFA a dale antinutriéni a toxické latky vznikajici pfi technologickém
zpracovani a skladovani tuki a potravin je obsahujicich. V soucasné dob¢ se na negativni vliv
vyssiho ptijmu cholesterolu neklade takovy diiraz jako v druhé poloving 20. stoleti. Za daleko
vetsi nebezpe€i se povazuje nevhodné slozeni matnych kyselin. Doporuceny piijem
jednotlivych skupin mastnych kyselin podle Vyzivovych doporuéeni pro obyvatelstvo CR,
které formulovala a v roce 2012 inovovala Spole¢nost pro vyzivu je v tabulce .

Tabulka I. Vyzivova doporudeni pro pfijem tuku a mastnych kyselin *

% z celkového energetického pfijmu
Tuk celkem 30(70Qg) - 35
SFA <10(209)
PUFA (celkem) 7 - 10, pomér n-6:n-3
max. 5:1
TFA <1(2509)
MUFA Dopocet

Obsah TFA v potravinach prestava byt v soucasnosti aktualni — vyrobci prestavaji pouzivat
¢astecné ztuzené tuky. Pozornost se nyni soustfed’'uje na obsah SFA, jejichz vysoky piijem
podporuje vznik zejména nemoci srdce a cév. V novych Vyzivovych doporucenich USDA
(2010)2 je na snizeni piijmu SFA kladen obzvlastni diraz. I v Ceské republice se aktivné

-6-
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podporuje snizeni piijmu SFA napt. v inovovanych vyzivovych doporucenich Spole¢nosti pro
vyzivu je nov¢ zafazeno doporuceni ke snizeni pfijmu tukii obsahujicich nasycené¢ mastné
kyseliny' a byla spusténa kampaii ,,Nasycené Skodi“, kterou organizuje Spoletnost
vieobecného 1ékaistvi CLS JEP a podpotila ji Spole¢nost pro vyzivu, Forum zdravé vyzivy,
Poradenské centrum vyziva déti a STOB?®.

Lidsky organismus vyuziva SFA pro rizné fyziologické a strukturdlni funkce, ale vytvafi si je
v dostateném mnoZstvi, a proto neni nutny piijem potravou. Vyssi piijem SFA je spojen s
vysSimi hladinami celkového a LDL cholesterolu v krvi, které jsou rizikovym faktorem
nemoci srdce a cév. Ve vétsing vyzivovych doporucenich se nasycené mastné kyseliny podle
intenzity vlivu na hladiny krevnich lipidt nerozlisuji, ale v fad¢ literarnich zdroju se uvadi, Ze
nasycene mastné kyseliny s kratkym a stfednim uhlikovym fetézcem se metabolizuji odli$né a
krevni tuky neovliviiuji. Hladiny krevnich tukG zvySuji kyseliny laurovad, myristova a
palmitova, Kyselina stearova se chova neutralné.

V devadesatych letech dolo v CR pokles pfijmu SFA. Na zagatku tisicileti byl pifjem SFA
cca 18 % energie a nepiedpoklada se zlepseni®. P¥jem v USA byl v roce 2005-6 cca 11 %>,
Piijjem < 10 % energie ze SFA a jejich nahrada MUFA nebo PUFA vede ke snizeni hladin
celkového a LDL cholesterolu a tudiz k mensimu riziku kardiovaskularnich onemocnéni;
snizeni na < 7 % dale riziko snizuje®.

Hlavnimi zdroji SFA v CR jiZ nejsou jen tuky Zivo¢isného piavodu, ale piibyly k nim
vyrobky, kde se pouzivd kokosovy a palmojadrovy tuk a palmovy olej. Jsou to napft.
cokoladdové vyrobky neoznacené jako ,.Cokolada®“, polevy na miisli ty¢inkach, mrazenych
krémech, dortech a cukrovi, mrazené krémy s rostlinnym tukem, cukratské vyrobky, rostlinné
nahrady smetany a Slehacky, jiSky, dehydrované polévky, suSené sOjové napoje, potraviny
smazené na palmovém oleji aj. Slozeni MK tuku vyrobkt z nékterych z vySe uvedenych
skupin zakoupenych v letech 2011-2012 je v nasledujicich tabulkach.

Tabulka I1. SloZeni mastnych kyselin tuku 16 sezénnich vyrobki

Nazev vyrobku TFA | SAFA | MUFA | PUFA
1 |Snéhuliak/Anjel 0,46 | 93,11 | 5,48 0,95
2 [Mikulas 11,27 | 75,80 | 11,43 1,50
3 |Arasid.pochoutka 0,47 | 79,90 | 15,98 | 3,65
4 [Chocolaterie 2,85 92,97 3,69 0,49
5 |COSMO 0,62 | 92,65 | 5,68 1,05
6 [Beti led.cokolada 0,17 84,21 | 12,83 2,79
7 |Kalendaf 38,53 | 37,61 | 23,00 [ 0,86
8 |[Chocolate Friedel 0,49 62,26 | 33,79 3,46
9 [Svicky 0,07 | 63,70 | 32,97 | 3,26
10 [Baiika 1,80 | 93,42 | 4,10 0,68
11 [Zlata kolekce (hoikd) 0,57 | 63,77 | 32,35 | 3,31
12 [Zlata kolekce (mlé¢na) 054 | 64,19 | 31,70 | 3,57
13 [Beruska 1,83 | 93,31 | 4,18 0,68
14 |Foukané 3,22 | 92,45 | 3,55 0,78
15 [Salonky (Cokolada) 0,29 | 9591 | 2,54 1,26
16 [Salonky (napli) 0,47 | 53,23 | 36,80 [ 9,50
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Tabulka I11. SloZeni mastnych kyselin tuku 4 vyrobki imitujicich ¢okoladu

Nazev vyrobku TFA | SAFA | MUFA | PUFA
1 [Mléena 43,48 | 30,93 | 22,82 | 2,77
2 |AraSidova pochoutka 054 7838 | 17.41 3.67
3 |Na vareni 31,98 | 44,42 22 1,6
4 |Zora nugatova 0,79 | 90,99 | 6,12 2,1

Tabulka 1V. Slozeni mastnych kyselin tuku 4 cukraiskych polev
Nazev vyrobku TFA | SAFA | MUFA | PUFA

1 [Poleva svétla 0,02 91,06 7,68 1,24

2 |Cukr. poleva Bila 249 | 9438 | 273 0.4

3 |Poleva Tmava 011 | 90,91 | 7,57 1,41

4 |Cukr. poleva Tmavéa
44,79 37,7 15,99 1,52
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Tabulka V. Slozeni mastnych kyselin tuku polev na 31 miisli ty¢inkach

Nazev vyrobku TFA | SAFA | MUFA | PUFA
1 [Simply Nut jogurt 3,97 81,00 | 11,94 | 3,09
2 [Simply Nut kakao 31,79 | 39,89 | 2549 [ 2,83
3 [Twiggy — Svestka 3598 | 39,92 | 2251 [ 1,59
4 |CORNY Big Dark 0,08 62,47 | 33,36 | 4,09
5 |BreakfastBar ostruzina 2,56 87,46 | 8,75 1,23
6 |Albert ofisek+tkar. 36,05 | 38,60 | 23,70 | 1,65
7 |Albert jogurt+malina 37,17 | 39,49 | 22,04 | 1,30
8 |Corny Chocolate 0,43 64,00 | 32,26 | 3,31
9 |Corny jogurt+jahoda 0,48 81,60 | 14,89 | 3,03
10|Fly bortivka+jogurt 0,13 97,47 | 1,72 0,68
11|Fly banan+kakao 1,07 89,88 | 7,01 2,04
12|Maxi Nuta konopné 0,53 77,81 | 16,08 | 5,58
13|Nestlé Fitness 0,04 63,50 | 33,00 | 3,46
14(Crip Crop jogurt 0,12 97,10 | 2,08 0,70
15|Crip Crop ¢okolada 0,40 84,62 | 13,09 | 1,89
16 [Dobra vlaknina jogurt 0,18 95,80 | 2,85 1,17
17|Dobré vlaknina kakao 1,23 88,34 | 7,93 2,50
18|Misli v jogurts visen 271 | 9217 | 385 | 1,27
19|FirstNice kakao 40,80 | 40,52 | 17,21 | 1,47
20|FirstNice jogurt 38,32 | 38,17 | 22,04 1,47
21 [Maxi Nuta pistacie 0,10 91,91 | 6,07 1,92
22 [Probiotic Line 0,30 90,96 | 6,86 1,88
23 [Fit fruitik ¢okolada 3491 | 37,41 | 24,74 | 2,94
24 [Fit fruitik jogurt 37,81 | 36,62 | 22,68 | 2,89
25{Jelly Juicy Cereal 1,38 90,35 | 5,48 2,79
26 |Fit masli jogurt 37,58 | 38,49 | 22,46 1,47
27 |[Fit musli poleva 37,49 | 35,90 | 25,34 1,27
28 Juicy Bar 2,36 91,64 | 4,33 1,67
29|Cereo jogurt 37,59 | 39,99 | 21,27 1,15
30(Cereo kakao 3250 | 47,15 | 19,32 | 1,03
31[SIRIUS Misli 0,36 63,55 | 32,41 | 3,68

Tabulka VI. Slozeni mastnych kyselin tuku susenych séjovych népojii z trzni sité CR

zakoupenych v letech 2009 a 2012

Nzev virobku uﬁ(zs‘(’g% TFA | SAFA | MUFA | PUFA
1 [Soja Milk extra protein (2009) 10 0,1 95,0 2.1 2.7
2 |Soja Milk vanilka (2009) 24 0,1 96,5 1,4 1,9
3 [Soja Milk natural (2009) 24 0,5 93,2 3,5 26
4 |SojaMilk Natural (2012) 21,0 0,1 96,5 1,4 2.0
5 [SojaMilk Ca+Lecithin (2012) 20,4 0,1 97.1 1,0 1,8
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Zavér

Pfijem nasycenych mastnych kyselin ve stravé obyvatel vyspélych primyslovych zemi je
pfilis vysoky a mél by se snizit na méné nez 10 % z celkového energetického piijmu tj. méné
nez 20 g/den. V praxi to znamena omezeni piijmu zivocisnych tukd s vyjimkou rybiho tuku.
VéEétsi nebezpeCi nez ptijem tukd zivociSnych predstavuje piijem tuku kokosového,
palmojadrového a palmového. Tyto tuky se stéle vice pouZivaji do riznych vyrobki, zejména
jako nahrada ¢aste¢né ztuzenych tukd, které maji vysoky obsah trans-nenasycenych mastnych
kyselin, coz z hlediska vyzivového neni také ptiznivé (zejména z pohledu vlivu na krevni
lipidy). Tropické tuky jsou relativné levné, maji vyhovujici technologické vlastnosti, zejména
texturni a tepelnou stabilitu. Jedna se zejména o nasledujici vyrobky: ¢okoladové vyrobky
neoznacené jako ,.Cokolada®, polevy na misli tyCinkach, mrazenych krémech, dortech a
cukrovi, mrazené krémy s rostlinnym tukem, rostlinné nahrady smetany a Slehacky, jisky,
dehydrované polévky, cukraiské vyrobky s tukovou naplni, susené sojové napoje a dalsi.
Bézni spotiebitelé si negativni vliv, zejména na vznik kardiovaskuldrnich onemocnéni, téchto
vyrobkli neuvédomuji a naopak napf. miisli tyCinky povazuji za ,,zdravé potraviny*“.
Spottebitelé, zvlasté 1idé ohroZeni nemocemi srdce a cév, by méli sledovat nutri¢ni slozeni
vyrobktl. Rada vyrobcii obsah nasycenych mastnych kyselin uvadi. Surovinové sloZeni ve
vétsSin€ pripadi voditkem neni, protoze povinnost uvadeét druh tuku nastane az v prosinci
2014. DalSimi voditky jsou loga na obalu potravin napt. GDA a Vim, co jim
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GENETICKE PRiCINY HYPERCHOLESTEROLEMIE — ANALYZA GENU
PRO LDL RECEPTOR, APOB A APOE - PARTIKULE URCUJICIi HLADINU
CHOLESTEROLU

L. Faldynova™?, P. Plevova®?, S. Hilscherova?®, T. Kral®, P. Kusnierova®, L. Pleva’,
J. Zapletalova®

Ostravska univerzita v Ostravé, Lékarskd fakulta, Syllabova 19, Ostrava-Zabieh 703 00
20ddéleni 1ékai'ské genetiky, FN Ostrava, ti. 17. listopadu 1790, 708 52 Ostrava-Poruba
*Interni klinika, FN Ostrava, t. 17. listopadu 1790, 708 52 Ostrava-Poruba

*Ustav laboratorni diagnostiky, FN Ostrava, t. 17. listopadu 1790, 708 52 Ostrava-Poruba
>Kardiovaskuldrni oddéleni, FN Ostrava, tF. 17. listopadu 1790, 708 52 Ostrava-Poruba
Ustav Iékarské biofyziky, LF UP v Olomouci, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

V roce 2011/2012 probéhl na naSem pracovisti projekt, jehoz cilem bylo zmapovat
genetické parametry u 103 pacientd s klinickym obrazem odpovidajicim familiarni
hypercholesterolémii (FH).

Pacienti byli podrobeni sekvena¢ni analyze genu LDLR a metodé MLPA
pro vylouceni genomickych deleci/duplikaci genu LDLR. Soucasné byla provedena detekce
mutace ¢.10580G>A (p.R3500Q) vgenu APOB pro apolipoprotein B a genotypu
ApoE2/E3/E4 v genu APOE pro apolipoprotein E pomoci metody analyzy kiivek tani. Byla
provedena analyza genotypi ApoE také ve dvou kontrolnich skupinach a zpracovana pomoci
Fisherova piesného testu s Bonferroniho korekci.

Patogenni mutaci zptsobujici FH, jsme identifikovali v genu LDLR u 15,5 % pacientt a
v genu APOB u 2,9 % pacientii. Nalezené mutace korelovaly s biochemickymi parametry a
objasnily abnormalni lipidemicky profil u celkové 18,4 % pacientti. U 38,8 % pacientli byly
nalezeny abnormalni izoformy apolipoproteinu E (E4, E2). Tyto varianty byly nalezeny
u 29,6 % (NS, p=0,576) a 34,2 % (NS, p = 0,334) osob kontrolnich skupin.

Pomoci molekularné genetické analyzy gentit LDLR a APOB jsme objasnili 18,4 %
pfipadii zdvaznych hypercholesterolémii. Ackoli zastoupeni abnormalnich genotypti v genu
APOE (E4, E2) bylo castéjsi u hypercholesterolémickych pacientii nez u kontrolni skupiny,
tento rozdil neni statisticky vyznamny.

Tato préace vznikla s podporou projektu Evropského socidlniho fondu a statniho rozpoctu CR
¢. CZ.1.07/2.3.00/20.0040.
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JAK JE TO SKUTECNE SE ZVYSENYMI HODNOTAMI CELKOVE
KREATINKINASY A JEJICH ISOENZYMU PRI ROZUMNE STATINOVE LECBE
HYPERCHOLESTEROLEMII?

J. Hyanek, H. Benakova, L. Kotackova, L. Dubska, H. Pejznochova, L. Fajkusova,
P. Zapletalova, J. Privarova

ULBLD VFN Praha, CMBGT FN Brno, OKBHI NNH Metabolickd ambulance, Praha

Cil

Identifikovat skuteCny vyskyt zvySenych hodnot celkové kreatinkinasy (CK) a jejich
isoenzymu v prubéhu statinové 1é¢by u pacientd s heterozygotni formou familiarni
hypercholesterolemie (FH), v metabolické ambulanci NNHa dosahnout na jeji diferenciaci.

Soubor pacienti

1000 dospélych pacientii-rodici a prarodici nebo blizkych ptibuznych détskych a
adolescentnich pacient s molekularn¢ geneticky prokazanou FH nebo splitujici metabolicka
kriteria téchto onemocnéni podle MedPed z evidence metabolické ambulance NNH
za poslednich 15 let. Medikamentosni 1é¢ba vedena podavanim simva-, atorva- a
rosuvastatinu v pruimérné davce 20 mg/d (jen vyjimeéné 60 mg) spolené s ezetimibem.
Pti nahlaseni jakékoliv myalgie 1é€bu prerusujeme.

Metody vySetieni

Klasické lipidove spektrum [celkovy cholesterol, LDL-Ch, HDL-Ch, TAG, Apo Al, Apo B,
Lp(a)] doplnéné o molekularné¢ genetické vySetieni mutaci LDL-receptori provadéné
laskavosti MedPed. Elekroforetické vySetfeni isoenzymii CK provedeno na agarosovém
gelovém nosi¢i setem Hydragel 15 ISO-CK (Sebia). Usilujeme o dalSi identifikace
makrokomplexu CK a to imunofixaci s IgG, IgA, IgM, Kappa a Lambda (rozliSeni komplexu
1soenzymu CK a imunoglobulinu od makroglobulinu CK); studie pokracuje.

Vybér pacienti

Pro specialni vySetfeni byl pacient vybran, pokud hodnoty celkové CK pietrvavaly nejméné u
dvou po pulroce opakovanych vySetfeni na 3 nasobku primérnych referen¢nich hodnot
celkové CK, tj. > 6-9 ukat/l. Molekularn¢ genetické vySetfeni pacientt
na kausalni myopatickou mutaci (SLCO1B1) nebylo u téchto vybranych pacienti zatim
MOoZno V zahrani¢i provést.

Vysledky

Pomoci Kklinickych a anamnestickych Udaji pacienta a vylouceni arteficielnich spoluzvyseni
AST, ALT, LDH ¢i myoglobinu, bylo z celkového souboru zachyceno 62 positivnich vzorka
(6,2 %); z nich pro dalsi vySetfeni bylo pouzitelnych jen 42 vzorkii a skoro polovina
vyzadovala pied analyzou natfedéni. Podle ocekavani v elektroforetickém nélezu dominovala
u vSech pacientit MM isoforma. MB isoforma nalezena v koncentraci nepifesahujici referen¢ni
hodnoty evropské populace (< 3,0 %) nalezena v 52 %; makroforma CK nepfesahujici
referencni hodnoty (< 3,0 %) ptitomna ve 20 %, ale pouze u 1 pacienta pfevySovala normu;
u 1 pacienta nalezena zvySena isoforma BB. Myalgie zaznamenana celkem u 12 pacientd
bez ohledu na CK, nej€astéji vSak po prostudovani piibalového letaku.

Anamnestické, Kklinické i laboratorni Udaje dovoluji konstatovat tuto Cetnost zvySenych
hodnot celkové CK u nasich pacientli v potadi: 1. cviceni, svalova ndmaha, Grazy, i.m. injekce
(75 %); 2. neurodegenerativni a svalova onemocnéni, DM I, hypothyreosa, vzdcné DMP
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(10 %); 3. chiipkova onemocnéni ,,celého téla a svali“ (5 %); 4. idiopatické (d&dicné) -
makroformy (5 %); 5. podani jakéhokoliv statinu v davce > 10 mg a hlavn¢ jeho interakce
s jinymi léky (5 %). Nasleduji vybraneé typické kasuistiky.

Diskuse a zavér

Nalezené % zastoupeni pacientii se zvySenou hladinou CK je nepatrné niz$i nez Udaje
zahraniCnich autort. Uvazlivé podavani statin neni vibec nejcastéjsi pfi¢inou zvyseni
hodnot CK podle nasSich zkuSenosti. VySetfeni CK pfed nasazenim uvazené statinové 1écby je
obvykle zacatkem hledani jinych pficin jejiho zvySeni. Mirné zvySené hodnoty CK nejsou
diivodem odmitani statinové 1écby. Jeji Skodlivy tcinek je pfi kombinované 16¢bé preceiiovan
a v neodborné (internetové) literatuie ke Skod¢ pacientii zvelicovan.

Musi byt proto dostupnéd imunoelektroforeticka vysetieni, kterd neSkodnou makroformu CK
vysvétli aby 1éCba statiny nemusela byt u FH pierusovana.

-13-



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

PREVENTIVNI A LECEBNA NUTRICNi DOPORUCENI PRI METABOLICKEM
SYNDROMU

PREVENTIVE AND THERAPEUTIC NUTRITIONAL GUIDELINES IN
METABOLIC SYNDROME

D. Chrpova?, J. Hajslova!, J.Panek’
Y Ustav analyzy potravin a vyzivy VSCHT Praha; ? VOSZ a SZS 5. kvétna, Praha 4

Zakladni podminkou pro diagné6zu metabolického syndromu je piitomnost
abdominalni obezity, ktera je spojena svysSim obvodem v pase, jenz je definovan rizné
pro rizna etnika (v Evrop¢ a USA je to u muzi vice nez 94 cm, u Zen vice nez 80 cm). Déle je
nutnd pritomnost alespoit dvou ze ¢tyf nasledujicich ukazateli: hodnota triglyceridémie vétsi
nez 1,7 mmol/l, krevni tlak vy3si nez 130/85 mm rtutového sloupce nebo 1é¢ena hypertenze,
glykemie nala¢no vyssi nez 5,6 mmol/l nebo glykemie vys$si nez 7,8 — 11 mmol/l ve 2. hodiné
oralniho glukézo toleran¢niho testu, a konecné¢ dale nizsi nez 1,1 mmol/l hodnota HDL —
cholesterolu v krvi u Zen ¢i nizsi nez 0,9 mmol/l téhoz ukazatele u muzd. Takova je nejnovejsi
definice metabolického syndromu Evropské a Americké diabetologické spolecnosti z roku
2005. Z vySe uvedeného je patrné, ze metabolicky syndrom zasahuje do né¢kolika oblasti
1éCebné terapie, dietoterapii nevyjimaje. Jedna se 0 kombinaci nutri¢nich doporuceni
pro jedince s centralnim typem obezity, pacienta suréitou formou poruchy lipidového
metabolismu, pacienta s poruchou gluk6zové tolerance a az diabetika 2. typu ¢i pacienta
s hypertenzi. Dale se mohou objevit i dal$i patofyziologie jako je napt. hyperurikémie, ktera
rovnéz ovlivni celkové nutricni doporu¢eni pro pacienta. Metabolicky syndrom je hlavnim
rizikovym faktorem aterosklerézy se vSemi jejimi projevy a komplikacemi, proto nutri¢ni
doporuceni musi mit celkovy protiaterogenni charakter.

Nutri¢ni preventivni a 1é¢ebna doporuceni:

1. udrzovat si alespon relativni optimalni hmotnost s ohledem na vék a fyzickou aktivitu;
pii nadvaze ¢i obezit¢ hmotnost redukovat (vhodnou redukéni dietou v kombinaci
s pohybovou aktivitou zohlediiujici zdravotni stav a fyzické moznosti jedince). I 5 — 10%
snizeni nadbyte¢né hmotnosti mé pozitivni vliv na snizeni rizik metabolického syndromu;
pravidelnou fyzickou aktivitu zafazovat i pfi spravné hmotnosti — mimo sniZeni jinych
rizik metabolického syndromu, podporuje tato pravidelnd aktivita i zvySeni HDL -
cholesterolu v krvi.

2. pravidelny denni reZim minimalné se tfemi, 1épe s péti n€kdy i se Sesti jidly denné (dle
zdravotniho stavu (napf. u diabetikti zalezi na typu farmakoterapie) - a zvyklosti jedince)

3. individualng, dle zdravotniho stavu, dodrzovat energeticky trojpomér zivin, tedy cca 12 —
15 - 20 % bilkovin (cca Y4 zivoCisnych, % rostlinnych; u pacientd s hyperurikemii
vyloucit ¢i silné omezit potraviny s vysokym obsahem purinovych latek - omezit maso,
vyloucit masové vyvary, moiské plody, atd.); 25 — 30 — 35 % tukidl s pfevahou
nenasycenych tukut; 45 - 55 — 58 % sacharidu s cca pouze 10 % celkové energie hrazené
Z cukrii

4. dostate¢ny pfijem vlakniny hlavné ze zeleniny a ovoce — doporuceni téchto dvou komodit
v souvislosti s pozitivnim efektem mimo jiné i pfi hypertenzi je 0,5 — 1 kg za den! (2/3
zeleniny + 1/3 ovoce), dale z celozrnnych obilovin a vyrobka s celozrnnou moukou,
luSténin, ofechti a brambor. Denni pfijem vlakniny by mél byt cca 25 g, ncktera
doporuceni jsou 20 g vlakniny/1000 kcal, tzn. pfi cca energetickém piijmu 8000 kJ je to
cca 40 g vlakniny!
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10.

11.

piijem soli kuchynské udrzovat v rozmezi kolem 5 — 8 g za den, u pacienti s hypertenzi
toto mnozstvi sniZit na ¢&i ptipadné pod dolni mez (nepfisolovat, nekonzumovat
prumyslové vyrabéné potraviny — prakticky ve vSech je nadmérné mnozstvi soli, dale
jsou nevhodné uzeniny, tvrdé a tavené syry, mineralky s vysokou koncentraci sodiku;
slanou chut’ je vhodné nahrazovat bylinkami, kofenim, houbami, atd.)

silné omezeni konzumace alkoholu hlavné plati pro hypertoniky

dbat na dostateCny piijem mlécnych vyrobki — spiSe nizs§i tuc¢nosti z divodu dobie
vyuzitelného vapniku a moznosti ovlivnéni hypertenze

zvysit pfijem pfirozenych antioxidantli nejen zvySenym piijmem zeleniny a ovoce, ale i
bylinkami a kofenim (Lamiacae — hlavné oregano, saturejka, tymian, mata, meduika,
Salvéj, majoranka) a dale pitim zelené¢ho Caje

strava by méla byt lehce stravitelnd, je mozné a i vyhodné pokrmy pfipravovat Setiici
technologii ve smyslu, ze Cerstvy tuk — nejlépe kvalitni jednodruhovy olej, se piidava az
do hotového pokrmu — tuk se nepiepali a 1épe 1ze sledovat jeho mnozstvi

cholesterol pfijimat do mnozstvi 300 mg za den, v odivodnénych piipadech na mnozstvi
mensi — cca do 200 mg za den

dilezité postaveni v dietoterapii metabolického syndromu ma nejen mnoZstvi
pfijimanych tukd, ale hlavné jejich slozeni a kvalita. Z nize uvedeného rozboru
jednotlivych mastnych kyselin je patrné, Ze by nenasyceny tuk mél tvofit 2/3 celkového
prijimaného tuku, tj. hlavné oleje olivovy, fepkovy, slunec¢nicovy a sojovy kromé oleje
palmového a palmojadrového; a samoziejmeé ryby, predevsim motské a 1 margariny; 1/3
by méla naleZet tuku nasycenému (tuk mléka a mlécnych vyrobku, méslo, tuk masa a
masnych vyrobku, vcetné tuku kokosového a palmového. Z toho vyplyva, ze mlécné
vyrobky by se mély konzumovat spiSe polo az nizkotu¢né, uzeniny vzhledem k
vysokému obsahu tuku a soli minimaln¢ a maso uptednostiiovat libové. Cukrarenské a
pekarenské vyrobky nejsou vhodné pro vysoky obsah nasyceného tuku a piipadné tuku
transnenasyceného.

Slozeni mastnych kyselin v tucich

Jiz dlouho je zndmo, Ze jednotlivé typy v potravé piijimanych mastnych kyselin vyrazné

ovlivituji rozpustnost plasmatickych lipoproteinii (zejména LDL) a tim ovliviiuji rozvoj a
prubéh aterosklerotickych zmén v organizmu. Vliv mastnych kyselin (MK) na rozpustnost LD
lipoproteinti Ize ve stru¢nosti shrnout takto:

Nasycené MK s kratkym fetézcem — do 8, ¢aste¢né i 10 atoma uhliku (obsazené napf.
v masle, v mensim mnozstvi v kokosovém tuku; ve vétsim mnozstvi v tzv. MCT tucich) -
neutralni vliv — nejsou soucasti plasmatickych lipoproteinti, v jatrech jsou metabolizovany
B-oxidaci;

Nasycené MK s del§im fetézcem - SFA (nejvyznamnéjsi je palmitova kyselina; jsou
obsazené¢ ve vSech tucich; vét§i mnozstvi je v zivociSnych tucich, ale i v palmovém,
kokosovem nebo palmojadrovem tuku) sniZuji rozpustnost LDL — aterogenni efekt
Monoenové kyseliny - MUFA (v konfiguraci cis; zdaleka nejvyznamnéjsi je olejova
kyselina; je obsazena ve vSech tucich a olejich; velké mnozstvi je hlavné v olivovém,
Casteéné i fepkovém a dalSich olejich) - neutrdlni vliv na rozpustnost LDL

Polyenové kyseliny - PUFA (v konfiguraci cis; obsaZzené ve vSech rostlinnych olejich,
hlavné ve slunec¢nicovém, fepkovém, sojovém, Inéném aj., vyznamny zdroj je tuk ryb) —
pozitivni vliv na rozpustnost LDL

Monoenoveé a polyenové kyseliny v konfiguraci trans: Ptirozen¢ jsou obsazeny v mlécném
tuku (do 10 %); obsah v margarinech je (na rozdil od dfivéjska) velmi nizky (obvykle
okolo 1 %); vétsi mnozstvi lze i v soucasné dob& nékdy najit v naplnich a polevach
nekterych cukratskych vyrobkl a Casteéné 1 ve smazicich tucich. Tato konfigurace dvojné
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vazby dava nenasycenym mastnym kyselinam fyzikalni vlastnosti nasycenych kyselin
s dlouhym fetézcem, a proto jsou tyto kyseliny aterogenni. Hygienicky limit neni stanoven,
obvykle se doporucuje, ze by pfijem nemél piesdhnout 5 grami na den. V piipadé
metabolického syndromu je ale nutno toto doporuceni jesté vyrazné korigovat a doporucit
nejlépe uplnou restrikci potencialnich zdroju trans kyselin.
Vyzivova doporuceni pro piijem jednotlivych typu tukl se obvykle uvadéji takto
(v hmotnostnich jednotkach): SFA : MUFA : PUFA 1 : 2 : 1. Restrikce jednoho typu
mastnych kyselin je prakticky nemoznd, protoze pfirozené zdroje obsahuji vSechny typy MK
V rizném poméru — Viz tab. I.

vvvvvv

z veSkerych mastnych kyselin; Panek a kol. 2002, Velisek, HajSlova 2009)

Jedly tuk ITl(asyc_ené Monoe_nové Polyer}ové
yseliny kyseliny kyseliny

Maslo 62 35 3
Sadlo veptfoveé 40 55 5
Sojovy olej 15 25 60
Slunec¢nicovy olej 12 20 68
Repkovy olej 6 64 30
Olivovy olej 8-26 70 4-22
Margarin 20-25 20 -40 30-50
Pokrmovy tuk 25-55 30 - 50 5-10

Se stupném nenasycenosti mastnych kyselin klesa bod tani tukd (pevné tuky, kapalné
oleje) a roste polarita (a tim i rozpustnost ve vodé, resp. krevni plasm¢). Na druhé stran¢ ale
roste jejich nachylnost k oxida¢nimu zluknuti. VSechny tyto aspekty je potom nutno vzit
Vv uvahu pii rozhodovani, jaky tuk pouzit pro ptipravu pokrmi.

U piijmu polyenovych kyselin hraje jest¢ dilezitou roli uspotadani dvojnych vazeb
v molekule. Z polyenovych MK vznikd v organismu fadou metabolickych pochodi (tzv.
kaskada arachidonové a eikosapentaenové kyseliny) skupina slou¢enin zvanych eikosanoidy.
Tyto tzv. tkanlové hormony maji fadu biologickych funkci, krom¢ jiného jsou mediatory
zanétlivych reakci. Odlisnou strukturu a biologickou funkci potom maji eikosanoidy
vznikajici zn - 6 (o — 6) kyselin (linolova, y-linolenova, arachidonovd) azn - 3 (o — 3)
kyselin (linolenovd, stearidonovd, eikosapentaenova EPA, dokosahexaenovd DHA aj.).
Kyseliny suspotadanim n — 6 (slunecnicovy, podzemnicovy aj. oleje) tvoii prozanétlivé
eikosanoidy (leukotrieny, prostaglandiny), zatimco n — 3 kyseliny (hlavné z rybich tuku,
Optimalni pomér piijmu n — 6 a n — 3 kyselin se odhaduje na 2-5 : 1, pfijem v CR je
neptiznivy v poméru (odhadovany) 5 — 10 : 1 (moZnd i vice). Vysoky obsah n — 3 kyselin je
v moiskych rybach, obsah ve sladkovodnich rybach je vyrazné (fddove) nizsi.

Mastné kyseliny se obvykle stanovuji po izolaci tuku, nasledném zmydelnéni a pfevedeni
na methylestery plynovou chromatografii obvykle s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID).
Konfirmace identity se pak provadi pomoci hmotnostné spektrometrického detektoru (GC-
MS). Tato standardni a pfesna metoda pouzivana jiz desitky let ma nékolik nevyhod:

- Je pomérné pracnd, ptiprava vzorku k analyze trvéa né€kolik hodin;

- Pro dobrou separaci a eluci mastnych kyselin, v€etné isomerti je nutnou pouzit dlouhou
kapilarni chromatografickou kolonu, coZ v piipad¢, ze se eluuje i DHA prodluzuje dobu
jedné analyzy az na dvé hodiny;
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Velmi rychlou analytickou alternativou je pouziti pfimé vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie (HR-MS) v otevieném prostoru s iontovym zdrojem DART. Metoda umoziuje
po izolaci tuku béhem nékolika minut ziskat spektrum triacylglycerolti obsazenych v tuku a
identifikovat triacylglyceroly obsahujici sledované vyznamné mastné kyseliny.

Oxidované tuky a jejich vliv na rozvoj metabolického syndromu

K oxidaci tukii dochazi jednak pii jejich dlouhodobém skladovani, hlavné ale pfi jejich
zahtivani na vysoké teploty, napf. pii smazeni. SmaZeni a zejména fritovani se stalo
v poslednich péti desetiletich ve vyspélych zemich velmi oblibenym zptisobem pfipravy
pokrmu. Hlavnim divodem je zfejmé snadny a rychly proces, kdy i méné zkuSeny a méné
zruény kuchai dokaze ptipravit pokrm s vybornou senzorickou jakosti a odpovidajici
hygienickou kvalitou. V Cesku je vyrazné zvyseni pfijmu smazenych pokrmt spojeno hlavné
s obrovskym rozmachem restauraci rychlého obcerstveni (fast-food), ve kterych jsou smazene
pokrmy hlavni poloZkou nabizeného sortimentu.

Zvyseny piijem smazenych pokrmu s sebou piinasi nékolik potencidlnich vyzivovych
rizik: a) zvySeny piijem tuku, jejichz kvalita neni vzdy optimalni; b) zvySeny piijem chloridu
sodného (Cast spotiebitelil soli smazené pokrmy ponékud vice nez pokrmy ostatni); c) pfijem
latek, které vznikaji pfi reakcich samotného tuku nebo reakcich degrada¢nich produktt tuku
Sse smazenou potravinou.

Tékavé reakeni produkty se do smazené potraviny dostavaji v minimalnim mnoZzstvi a
pro konzumenta nepiedstavuji vyznamné zdravotni riziko. V urcitych ptipadech ale mohou
byt rizikové pro obsluhu. Netékavé reakéni produkty (aldehydy, oxokarboxylové kyseliny,
oxidované polymery, oxysteroly aj.) zistavaji ¢astecn¢ ve smazicim mediu, ¢astecné jsou ale
inkorporovany do smazené potraviny (spolu s nedegradovanym tukem) a v nékterych
piipadech mohou piedstavovat zdravotni riziko pro konzumenta. U fady téchto latek byl
prokédzan mutagenni efekt, aterogenita, prozanétlivé ptisobeni a fada dalSich negativnich
efektt. Tyto latky nejsou obvykle spottebiteli vnimany jako vysoce rizikové, protoze akutni
toxicita je vétSinou nizkd. Problémem je ale dlouhodoby zvySeny piijem podlimitnich
mnozstvi téchto sloucenin v piipad¢ Casté konzumace smazenych potravin. Kromé toho
mohou byt smazZené potraviny vyznamnym zdrojem karcinogenniho akrylamidu.

Negativni duasledky castéj$i konzumace smaZenych potravin Ize alespoii castecné
eliminovat vybérem vhodného tuku, dodrzovanim vhodnych podminek smaZeni — teplota,
oSetfeni smazené potraviny a dostateCnym piijmem zeleniny. Pfesto, v piipad¢ zdravého
clovéka se doporucuje pfijimat smazené potravin jen obcas (n€ktera doporuceni uvadéji
nejvyse 2x tydné). V pfipad€ rozvinutého metabolického syndromu by mél byt tento piijem
Jiz zcela vyjimecny.

Analytika oxidacnich produkti v tepelné namdhanych tucich a olejich je pomérné
komplikovana. Tradi¢ni analytické metody (stanoveni peroxidového ¢isla aj.) v tomto piipadé
zcela selhévaji. Metoda stanoveni polymerti pomoci vysokou¢inné vylucovaci chromatografie
(HP-SEC) je pomérné spolehliva, ale stanovuje se pouze jeden typ produktu, ktery je navic
v organismu prakticky inertni a jehoZ zdravotni vyznam je tudiZz jen okrajovy. Pouzit Ize i
standardni metodu IUPAC zalozenou na kolonové rozdélovaci chromatografii. Separace
probiha na zaklad¢ odlisné polarity neutrdlnich a oxidovanych triacylglyceroli. Metoda dava
dobré vysledky, ale je velmi pracnd, ¢asoveé narocna a zcela nerobustni.

Resenim opdt mize byt pouziti vyse uvedené metody DART / HR — MS, kdy lze
na zaklad¢ rozdilné molekulové hmotnosti jednoznaéné odliSit oxidovane lipidy a steroly
od neutrélnich. Stejné jako v predchozim ptipad¢ se doba analyzy (po izolaci tuku) pohybuje
v minutach.
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FACTORS INFLUENCING THE METHYLATION PROCESS (HOMOCYSTEINE)
AND CREATINE SUPPLEMENTATION

E. Kohlikova !, M. Petr!, M. Stefl®, T. Navratil®

! Department of Physiology and Biochemistry, Faculty of Physical Education and Sport,
Charles University, 2 Heyrovsky Institute of Physical Chemistry of AS CR

Abstract
It is assumed that single nucleotide polymorphisms in genes encoding enzymes involved in
methylation processes influencing plasma homocysteine levels. The most significant
influence on Hcy levels was found in the MTHFR 677C/T (2).The 677C>T variant which
leads to the substitution of Ala-222 by valine produces MTHFR enzyme with reduced
activity, resulting in an elevation of serum HCy concentration of about 20 %. In the previous
article we presented that one month administration of creatine (CR) led to a reciprocal
decrease or increase not only B12 and CH3THF. Genomic DNA was isolated from buccal
cells. Methodology for the MTHFR polymorphism is described in Petr (16). 30-day creatine
supplementation resulted in the proband with the TT genotype to drop its resting
hyperhomocysteninemie to physiological values. In other probands with genotype CC
respectively. CT homocysteine levels increased only slightly and insignificantly. Biochemical
processes "methylation cycle" are routed creatine supplementation in relation to changes in
the genotype of MTHFR 677C / T (12,13,14,15,16).

In the previous article we presented that one month administration of creatine (CR) led to
a reciprocal decrease or increase not only B12 and CH3THF. The probands were divided
according to changes in the levels of vitamin B12 and folate supplementation of creatine into
4 groups - A, B, C and D. The men in group A can be characterized by an almost complete
utilization of CR. Their elevated levels for folates and of HCy and decreased level of B12
suggest that the administered CR suppressed the formation of methionine bymethionine
synthase and supported the utilization of vitamin B12 for processing of methylmalonyl-CoA
to propionyl-CoA and further to succinyl-CoA (14,15,16). In group B consisted of only one
man with the highest values of both vitamins after CR supplementation. Men in group C
excreted more CR into urine than did men in group A, but had lower levels of HCy and
CH3THF and increased levels of B12. All men in group C had similar increase of HCy and
different decrease of CH3THF. Group D was characterized individually increase levels of
B12 which was monitored by the rise of HCy (14,15,16). The man, with accidently
discovered hyperhomocysteinemia, the CR administration caused a small decrease of CR,
accompanied by the highest increase of vitamin B12 level, the highest decrease of HCy level
(14,15,16). The serum concentration of HCy is positively associated with the risk of ischemic
heart disease, deep vein thrombosis and pulmonary embolism, and stroke (1,3,4). For the
methylation pathways to form methionine from HCy must participate vitamin B12 and folate
(11). Reactions are catalyzed by the enzyme methionine synthase (MTR) and deficiencies of
these vitamins or enzyme can result in elevated plasma HCy comcemtrations (5). One can
assume that single nucleotide polymorfisms in genes coding enzymes involved in this
pathway has the same effect (3).The most profound effect on HCy levels in blood was found
in MTHFR 677C/T (2).The 677C>T variant which leads to the substitution of Ala-222 by
valine produces MTHFR enzyme with reduced activity, resulting in an elevation of serum
HCy concentration of about 20 % (5). The aim of the present analysis is to evaluate
homocysteinemia following CR supplementation und relation to MTHFR genotype.
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This is a secondary analysis of data from men — athletes - Causasien participating in our
previous study (14,15) who provided DNA from buccal cells. All signed informed consent
approved by the Ethics Committee of the Faculty. Biochemical analysis: Fasting blood and
urine samples were collected at baseline and the next morning after completion 30-day CS
supplementation and further analyzed for several metabolites including HCy as described
previously (14,15,16). Genotyping: Genomic DNA was isolated from buccal cells.
Methodology for the MTHFR polymorphism is described in Petr et al. (16).

We evaluated the incidence of MTHFR polymorphisms and 677CC, CT and TT. For the
final evaluation, we could use the 10 probands from the original study. Nine of them
combined 677CC + CT, only one combination 677TT. For men with a combination 677CC +
CT, plasma HCy levels before using creatine ranged in normal and creatine supplementation
alone did not lead to significant changes in HCy. There was rather a slight but insignificant
rise.

Proband with 677TT polymorphism was resting hyperhomocysteinemia and after creatine
supplementation decreased HCy to normal values.

Changes HCy after CR supplementation

mikromol.L-1

probands

‘ B HCy before CR supplementation O HCy after CR supplementation

Table 1. Changes HCy after creatine supplementation

HCy is generated by cleavage essential methionine (Met) of protein in “methionine cycle”
(8,12). Hyperhomocysteinemia my be derived f.e. from nutritional deficiency of B vitamins,
or congenital deficiency MTHFR. The gene encoding MTHFR in humans is located at 1p36.3
(short arm — p of chromosome 1 position 36.3 (10).

Figure 1. Cytogenetic Location: 1p36.3 Molecular Location on chromosome 1: base pairs
11,845,786 to 11,866,159 - http://ghr.nim.nih.gov/gene/MTHFR (20)
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MTHFR 677T polymorfism occurs in the Caucasian population at 34-45 % in heterozygous
and in 10-15 % in a homozygous form (7,17). Our study shows that individuals with genotype
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MTHFR 677C/T polymorphism who had reclined hyperhomocysteinemia, significantly
reduced the 30-day administration of CR to physiological levels of HCy. Our men with CC
and CT genotypes had HCy concentration before CR supplementation in normal ranges with
milder individual differences (14). The only man of TT genotype had elevated HCy and after
30-day CR supplementation significantly decreased HCy to the norm. For athletes with
genotype CC and CT contrary, administration of creatine insignificantly increased plasma
HCy levels. As a substrate and donor of methyl groups used exclusively 5-MTHF prepared
THF is present in all tissues (MTHFR) (B2-dependent), which is an important link
metabolism Met a one-C residues (19) Its major gene mutation C677T and A1298G cause
thermal instability enzyme impair binding to a coenzyme, reduce its activity, increasing the
levels of tHCy levels homozygotes TT and thus leading cause mild hyperhomocysteinemia.
(12). Creatine is formed by the combination of arginine and glycine, which produce
guanidinoacetate. A methyl group from SAM is then transferred, resulting in the formation of
creatine. The byproduct of this reaction, S-adenosylhomocysteine, is subsequently hydrolyzed
into homocysteine and adenosine (6,9,18).

MTHFR gene encodes an enzyme methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), which
is responsible for methylation of homocysteine to methionine amino acid. Polymorphisms in
this gene, particularly 677C > T, leading to the formation thermolabile enzyme with lower
activity. Homozygotes (TT) for this mutation, may have elevated levels of homocysteine,
which is an independent risk factor for atherosclerosis. While polymorphisms 677CC + CT at
our men exhibit normal or only slightly elevated plasma homocysteine in the proband with the
677TT genotype was a significant hyperhomocysteinemia. The subsequent 30-day creatine
supplementation was observed only in the proband significant decrease in plasma
homocysteine to normal levels. The other observed genotypes with this level only slightly and
insignificantly increased.
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Ala - alanine

CR - creatine

CH3THF - methyltetrahydrofolate
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MTHEFR - methylenetetrahydrofolate reductase
MTR - methionine synthase
5-MTHF - 5-methyltetrahydrofolate
THF - tetrahydrofurans

SAM - S-adenosylmethionine
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NADVAHA, AKO AKTUALNY RIZIKOVY FAKTOR PREDCASNEJ
ATEROMBOZY V DVOCH VEKOVYCH KATEGORIACH MLADYCH LUDI

OVERWEIGHT AS A TOPICAL RISK FACTOR OF PREMATURE ATHERO-
THROMBOSIS IN TWO AGE CATEGORIES OF YOUNG PEOPLE

J. Koprovicova
Lekarska fakulta Univerzity P.J. Safarika, Kosice, Slovenska republika

Abstract

Obesity is at present the most frequent chronic metabolic disease in the world. However
overweight is mentioned less frequently in this respect. In our study we investigated serum
concentration of apolipoproteins (apo Bigo, apo A-l), lipids (TC, TG, non HDL-C, HDL-C)
and aterogenous ratios (apo B/apo A-l, TG/HDL-CH) in N; = 27 overweight children in
puberty (Z) and N, = 23 university students (V) with overweight. We found in both groups
with overweight dyslipidemia, i.e. significantly increased serum concentrations of
aterogenous lipids, apolipoporoteins and elevated values of aterogenous ratios. Our results of
apo Bioo, lipids and aterogenous ratios in children in puberty and in university students with
overweight are evidence of disturbed lipid metabolism, resp. dyslipidemia and therefore they
mean a strong risk of metabolic syndrome and early atherothrombosis.

Uvod

V ostatnych pat'desiatich rokoch obezita sa stala globalnou epidémiou a hlavnym zdravotnym
problémom v mnohych Statoch vyspelej Eurdpy a sveta. Dnes je zndme, Ze vznik obezity
preduréuje komplex vzajomne suvisiacich faktorov, medzi ktoré patria najmé biologické,
behavioralne a enviromentalne faktory. Obezita aj v detskom veku znamena zvysené riziko,
kedze je potencialnym iniciatorom mnohych d’alSich ochoreni v detstve ale aj v neskorSom
veku dospelosti. Medzi najzavaznejSie ochorenia patria: pred¢asna aterotromboza, diabetes
mellitus a arteriova hypertenzia. Zistilo sa, ze obezita urychl'uje ateroskleroticky proces aj
u deti a taktiez u mladych dospelych (Barton 2012). U deti a adolescentov obezita asociuje
s predCasnou aterotrombdzou a diabetes mellitus typu 2. Klinicka manifestacia aterotrombozy
zvyCajne zacne v strednom veku, ale bolo dokazané, ze jej vyvoj zacne ovela skor, eSte
v detskom veku. Postprandialna hyperlipémia u deti a mladeze bola zaradena medzi
vyznamné nezavislé rizikové faktory vzniku predéasnej aterotrombozy (Sahade et al. 2012).

Ciel’ Studie

Zistit mieru ohrozenia jedinca z hladiska dyslipidémie a teda aj vzniku predcasnej
aterotrombdzy mladych I'udi s nadvéhou v dvoch vekovych kategoriach: u Ziakov z&kladnych
$kol (2) v pubertalnom veku a u vysokoskolakov (V).

Material a metody

Sledovali sme sérovi koncentraciu apolipoproteinov apo A-1, apo Bigo, Z lipidov koncentraciu
celkového cholesterolu (TCH), triacylglycerolov (TG), non HDL-cholesterolu (non HDL-CH)
a HDL-cholesterolu (HDL-CH) ataktiez hodnotu aterogennych indexov apo B/apo A-l
a TG/HDL-CH v skupine Ziakov v puberte s nadvahou N; = 27 s priemernym vekom 13,5
rokov s priemernymi hodnotami BMI: 27,3 kg/m® (Z) ataktie? v skupine vysokoskolakov
s nadvahou N, = 23 s priemernym vekom 20,5 rokov s priemernymi hodnotami BMI: 27,7
kg/m? (V). Koncentraciu apo A-I sme urovali metodou radidlnej imunodifiizie (RID)
a koncentraciu apo Bigo pomocou metody elektroimunodifuzie (EIA) za pouzitia nemeckych
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Standard a antiser (fy Behringwerke, Marburg). Koncentraciu TCH, TG a HDL-CH sme
stanovovali pomocou komerénych biochemickych setov ¢eskej vyroby (fy Pliva la-Chema),
pricom HDL-CH sme izolovali precipitane podla Gidéza. Koncentraciu non HDL-CH
a hodnotu aterogennych indexov apo B/apo A-lI a TG/HDL-CH sme vypoc¢itali z prislusnych
matematickych vzorcov. Vysledky sme vyhodnotili Chi® testom avypoctom linearnej
regresie.

Vysledky

Priemerné sérové koncentracie urCovanych parametrov s vyznacenymi hodnotami Statistickej
vyznamnosti znazornujeme graficky (grafy 1-8). Graf 1 zndzornuje sérovi koncentraciu
protektivneno apo A-l, ktorej priemerna koncentracia bola vyznamne zniZzena jednak
v skupine Ziakov snadvahou (Z), ako aj vskupine vysoko3kolakov s nadvahou
(V) v porovnani s kontrolnou skupinou (K). Opac¢na situdcia nastala v pripade aterogenného
apo Bigo, kedZe jeho sérova koncentricia bola vyznamne zvy$ena v skupinach (2)
a (V) v porovnani s kontrolnou skupinou (graf 2). Zlipidovych parametrov, sérova
koncentracia TCH bola Statisticky vyznamne zvysena v obidvoch skupinach (Z) a (V) oproti
skupine (K) (graf 3). Dalsi dolezity aterogenny lipidovy parameter TG, ktorého sérové
koncentracia bola vyznamne zvy3end v skupinach (Z) a(V)ale svy3Sou Statistickou
vyznamnost'ou v skupine (V) v porovnani s kontrolnou skupinou (graf 4). Obdobne, aj sérova
koncentracia vel'mi aterogenného non HDL-CH bola signifikantne vysoko zvySena
v obidvoch skupinach s nadvahou (Z2) a (V) oproti skupine (K) (graf 5). S vysSie uvedenymi
vysledkami koreluje aj nalez ohadom koncentrécie protektivneho HDL-CH. Zistili sme totiz
jeho znizenG sérovi koncentraciu (p = n.s.) vskupine (Z) asignifikantne znizend
koncentraciu v skupine (V) v porovnani s kontrolnou skupinou (graf 6). Z aterogennych
indexov hodnota indexu apo B/apo A-1 bola signifikantne zvySena v obidvoch skupinach
probandov s nadvahou (Z) a (V) s vysokou Statistickou vyznamnostou oproti skupine (K)
(graf 7). Napokon detegovali sme aj zvySenu hodnotu indexu inzulinovej rezistencie
TG/HDL-CH p = n.s. v skupine (Z), respektive tatisticky vyznamne zvysenu jeho hodnotu
v skupine (V) v porovnani s kontrolnou skupinou (K) (graf 8).
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Zavaznost’ obezity spociva jednak vtom, ze Casto je iniciatorom vzniku réznych, najma
civilizaénych ochoreni ale aj to, Ze skracuje predpokladanu dizku Zivota. Novinkou je
zistenie, ze nielen obezita, ale aj nadvaha moze byt takmer rovnako nebezpecnd. Zistilo sa, Ze
nadvaha je rizikova nielen v dospelosti ale uz aj v mladom veku a méze iniciovat’ vznik
predcasnej aterotrombdzy a taktiez nadorové ochorenia (Ceschi et al. 2007).

Podla americkej kardiologickej spolo¢nosti AHA je obezita hlavnym predispozi¢énym
rizikovym faktorom pred¢asnej aterotrombézy a kardiovaskularnych ochoreni vobec, pricom
sa uvaZzuje aj o nadvahe, ako o potencialnom rizikovom faktore. Toto zistenie sa potvrdilo
v mnohych epidemiologickych Studiach. V americkej Stadii autori zistili u obéznych Zien
stredného veku (N = 475) aZz dvojnasobné zvySenie kardiovaskularneho rizika au zZien s
nadvahou zvysenie rizika bolo 40% (Khan et al. 2012).

Dal$ou neblahou komplikiciou obezity je metabolicky syndréom (MS). Rozsirenie tohto
ochorenia v sti¢asnosti ma stupajuci trend, ked’ze podla aktualnych Statistickych udajov WHO
postihuje cca jednu Stvrtinu populécie v priemyselne vyspelych Statov a u 50-ro¢nych
dokonca aZ 40 % populacie. MS charakterizuje dyslipidémia, najmé hypertriacylglycerolémia
kombinovana so znizenou sérovou koncentraciou HDL-CH. Dyslipidémiu sme detegovali aj
u nadich mladych probandov v obidvoch vekovych kategoriach (Z) a (V). Zavaznost MS
spo¢iva najmi v tom, ze znacne zvysuje kardiovaskuldrne riziko, ked’ze je povazovany za
hlavny predispozi¢ny rizikovy faktor predéasnej aterotrombdzy (Standeven a Grant 2011).
ZvySend hodnota aterogenného indexu TG/HDL-CH vypovedd o zvySenej inzulinovej
rezistencii. Vyznamne zvysenu hodnotu tohto indexu (CL50 % = 3,64; p < 0,001) v sulade s
autormi Spanielskej Stadie u obéznych Zien sme nasli aj my (CL50 % = 3,51) u naSich
probandov s nadvahou (Roa Barrios et al. 2009, Koprovicova 2011).

Co sa tyka metabolizmu apolipoproteinov, mnohi vyznamni lipidologovia povazuji zvy$ent
hodnotu indexu apo B/apo A-l z hl'adiska kardiovaskularneho rizika za aterogénnejSiu a teda
aj za nezavisly marker slepSou vypovednou hodnotu, ako je zmenenad koncentracia
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jednotlivych apolipoproteinov (Enkhmaa et al. 2010). Hodnota uvedeného indexu bola
signifikantne zvySena aj u naSich probandov s nadvahou.

Z vysledkov naSej Studie vyplyva, Ze nasa mladez s nadvahou uz ma dyslipidémiu a taktiez aj
zvySend hodnotu indexu inzulinovej rezistencie. Je teda ohrozend z hladiska vzniku
metabolického syndrému a predcasnej aterotrombdzy.

Zaver

V $tadii odprezentované zmenené sérové koncentracie lipidov a apolipoproteinov a taktiez
zvysené hodnoty aterogennych indexov u mladych Tudi s nadvahou su rizikové a preto
mozeme vyjadrit obavu, ze takyto jedinci su vyrazne ohrozeni vznikom predcasnej
aterotrombdzy.
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SLOZENI MASTNYCH KYSELIN U CHRONICKE PANKREATITIDY

J. Macasek, B. Svtaﬁkovzi, J. Kodydkova, L. Vavrova, M. Zeman, E. Tvrzicka,
T. Krechler, A. Zak

IV. interni klinika, 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod

Chronickd pankreatitida (ChP) je chronické, zanétlivé, trvale progredujici onemocnéni
vedouci k destrukci parenchymu a ke vzniku exokrinni a terminalné i endokrinni dysfunkce. 1
kdyz pro ChP jsou ptiznacné nekrdzy, chronicky zanét 1 fibroticka nédhrada tkan¢ pankreatu,
tak fibrogeneze je zakladnim patogenetickym procesem onemocnéni. V patogenezi ChP hraji
roli acinarni, duktalni bunky 1 pankreatické hvézdicové bunky (PSC). PSC reguluji syntézu i
degradaci extracelularni tkan¢ a jsou odpovédny za fibrotickou prestavbu. Aktivaci PSC
zpusobuje acetaldehyd (metabolit etylalkoholu), lipopolysacharidy, reaktivni kyslikové a
dusikové slouéeniny (RNOS) i prozanétlivé cytokiny [TNF-a, interleukin (I1)-1 a 11-6]. Navic
PSC secernuji cytokiny a tak pfispivaji k vlastni autoaktivaci (Behrman a Fowler 2007, Witt
et al. 2007).

Etiologie ChP je multifaktoridlni. Rizikové faktory, které jsou asociovany s ChP, byly
zahrnuty do soucasné etiologické klasifikace ChP podle TIGAR-O klasifikace. Ta déli ChP na
formu toxicko-metabolickou (resp. nutritivni) (T), idiopatickou (I), genetickou (G),
autoimunitni (A), rekurentni akutni pankreatitidu (R) a obstruktivni (O) formu (Etemad a
Whitcomb 2001). Incidence ChP se pohybuje mezi 3 — 9 piipady /100 tis. obyvatel/rok (Gupta
a Toskes 2005). Prevalence CHP se odhaduje na 27ptipadi/100 tis obyvatel a jeji mortalita
¢ini 13 do 20 %. Zhruba 20 % nemocnych s ChP ma znamky endokrinni a exokrinni
dysfunkce bez soucasné bolesti (Gupta a Toskes 2005). Diabetes mellitus (DM) nejcastéji
provazi kalcifikujici ChP etylické etiologie. Byva zjistovan az u 2/3 nemocnych. Mezi
komplikace ChP déle patii refrakterni bolesti, zevné sekretorickéd insuficience, pseudocysty,
sten6za duodena, pankratogenni ascites, segmentalni portalni hypertenze, obstrukce
zlucovych cest a striktury pankreatickych vyvodi. Nejzavaznéjsi komplikaci je
pankreatickych duktalni adenokarcinom (French a Charnley 2010).

Mastné kyseliny (FA) patfti mezi zadkladni stavebni slouCeniny Zivych organismi.
Poskytuji dilezitou zasobu energie a ovliviiuji strukturu a funkce bunéénych membran. Navic
jsou substratem pro vznik celé Skaly sloucenin s vyznamnymi fyziologickymi ucinky.

Slozeni FA v lipidech se diky riznym podnétim v prubcéhu Zivota neustdle méni.
Jednoduché i slozené lipidy plazmy a riznych tkani u lidi se vyznacuji charakteristickym
slozenim FA s ménicim se zastoupenim nasycenych a nenasycenych FA. Clovék a ostatni
savci syntetizuji pouze nasycené FA (SFA) a mononenasycené FA (MFA) fady n-7 a n-9,
protoze u nich nejsou ptitomné enzymy Al2 a AlS desaturazy (pfitomné u rostlin), které
zajistuji vznik dvojné vazby v pozicich n-6 a n-3 u PUFA. Z tohoto divodi musi savci
ziskavat esencialni n-6 (linolova kyselina, LA, 18:2n-6) a n-3 (a-linolenova kyselina, ALA,
18:3n-3) PUFA z potravy. Buiky savci jsou schopné konverze PUFA v ramci kazdé fady
pomoci enzymatické elongace, desaturace a retrokonverze zajiStované prisluSnymi enzymy.
Po piijmu v potravé je LA metabolizovana sledem oxidativnich desaturaci a elongaci
na kyselinu arachidonovou (AA; 20:4n-6). Konverze ALA na EPA a dokosahexaenovou
kyselinu (DHA, 22:6n-3) je u lidi omezena. Predpoklada se, ze jen méné nez 10 % z potravy
ALA je konvertovano na EPA. Navic ma lidska tukova tkan vyznamné omezenou schopnost
skladovat n-3 PUFA s dlouhym fetézcem. Proto u clovéka je potieba prubézného a
dostate¢ného piisunu n-3 PUFA s dlouhym fetézcem v dieté. Existuje cela fada biologickych
ucinki PUFA. PUFA obou fad, které se pfednostné nachazeji v sn-2 pozici membranovych
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fosfolipidli, urCuji biofyzikalni vlastnosti membran (fluiditu, tloustku a deformovatelnost) a
ovlivituji  aktivitu transmembranovych proteini (enzymu, pfenaseCli a receptort).
Membranové fosfolipidy slouzi jako prekurzory signalnich molekul jako napf.
diacylglyceroly, kyselina fosfatidova, inositol-1,4,5-trifosfat, ceramidy a eicosanoidy.
Relativni pomér n-6 PUFA (LA, dihomo-gama-linolové kyseliny, DHGLA, 20:3n-6, AA) a
n-3 PUFA (ALA, EPA, DHA) urcuje po stépeni fosfolipdzou substratovou dostupnost pro
cyclooxygenazy (COX) a lipoxygendazy (LOX), a tim i rovnovahu mezi jednotlivymi
Koneén¢ PUFA jsou i ligandy nuklearnich receptori [peroxisomalnimi proliferatory-
aktivovany receptor (PPAR) a X receptor pro kyselinu retinovou (RXR)], které ¥idi genovou
expresi. Esencialni PUFA fady n-6 a n-3 jsou po desaturaci a elongaci na 20 uhlikové
molekuly metabolizovany za vzniku prostaglandini (PG), thromboxani (TX),
hydroxyeicosatetraenovych kyselin (HETE) and leukotrient (LT) diky enzymové aktivité
COX a LOX. Eicosanoidy moduluji rast bun¢k a jejich diferenciaci, zanétlivou aktivitu,
imunitni odpovéd, agregaci desticek a maji fadu dalSich funkci. Obecné lze fici, Ze
eicosanoidy odvozené od n-6 PUFA maji prozanétlivé u¢inky a naproti tomu ty, které vznikaji
z n-3 PUFA maji u¢inky opacné, protizdnétlivé. DHGLA je metabolizovana
na prostaglandiny série-1 (PGE;, s vyraznymi vasodilata¢nimi a antiagrega¢nimi ucinky) a
na LT série-3 (napt. 15-hydroxyeicosatrienovd kyselina, HEtrE), které inhibuji vznik
leukotrienu By. Eikosanoidy, které vznikaji z AA pasobenim COX resp. LOX, se nazyvaji PG
série-2 a LT série-4, pusobi jako mediatory zanétlivych procest (maji prozanétlivé ucinky,
napi. indukuji bolest, horec¢ku, vasodilataci apod.). EPA dava vznik PG série-3 a TX, ktere
maji antiagregacni U¢inky bez doprovodné imunosupresivni aktivity. Podobné¢ LT série-5,
zprostiedkovanych vlastnimi eikosanoidy, n-3 PUFA pusobi jesté¢ nepiimo tak, ze inhibuji
syntézu eicosanoidu z n-6 PUFA. KdyZ jsou v membranach n-6 PUFA resp. AA, nahrazeny
n-3 PUFA, dojde ke kompetici desaturdz, elongaz, COX and LOX o oba substraty. Tato
kompetice vede ke snizeni syntézy PGE,, TXA, a LTB,. Proto je substituce n-3 PUFA
doprovazena snizenim agregace desti¢ek, prodlouzenim srazlivosti krve a ovlivnénim syntézy
zanétlivych cytokini a dalSich zanétlivych a imunitnich funkci (Tvrzicka et al. 2011,
Kremmyda et al. 2011).

Slozeni FA v plasmatickem fosfatidylcholinu (PC) a esterech cholesterolu (CE) reflektuje
jak pfijem FA potravou v pfedchozich nékolika tydnech, tak endogenni metabolismus FA
(syntéza FA de novo, B-oxidaci, enzymatickou desaturaci a elongaci, enzymatickou i
neenzymatickou lipoperoxidaci). Zmény ve slozeni FA byly popsany u mnoha chorobnych
stavi, jako je sepse, popaleniny, ARDS, ischemicka choroba srde¢ni, hypertenze, depresivni
poruchy, DM, MS a dalsi.

Jak bylo uvedeno vySe, na zménach ve slozeni FA u ChP se miiZze podilem maldigesce
tuk® a esencidlnich mastnych kyselin, jejich zvySena degradace v disledku zvysSené urovné
zanétu, oxidacniho stresu a lipopeorxidace, soucasné pfitomna insulinové rezistence a DM,
piipadné dalsi faktory ovliviiujici denaturaci a elongaci FA (Tvrzicka et al. 2011, Kremmyda
etal. 2011, Zak et al. 2007, Zak et al. 2008, Kodydkova et al. 2013).

Pisemnictvi vénované slozeni FA u ChP je relativné chudé. Slozeni FA bylo analyzovéano
u mysi s experimentélni pankreatitidou (Weylandt et al. 2008). Klinické studie se zaméfily
na sledovani sloZzeni FA u etylické ChP (Marosvolgyi et al. 2010) a vliv diabetické poruchy
na sloZzeni FA u ChP (Quilliot et al. 2003).

Cilem teto pilotni studie proto bylo analyzovat slozeni FA v lipidovych tiidach plasmy
u pacientd s ChP (i), zjistit zda se u ChP vyskytuje (sub)klinicky deficit esenciélnich FA (ii),
piipadné se kterymi klinickymi a biochemickymi odchylkami jsou zmény FA u pacientd
s ChP asociovany (iii).
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Material a metody

Do prospektivni observaéni studie bylo zafazeno 97 pacienttl (25/72:Z/M) ambulantnich
a stejny podet osob (25/72:Z/M) kontrolni skupiny péarovanych podle véku a pohlavi.
Diagnéza ChP byla provedena na zéklad¢ klinického obrazu (bolesti bticha, dyspepsie,
nechutenstvi, malnutrice, steatorea) potvrzeného minimalné dvéma zobrazovacimi metodami
(USG/ kontrastni CT; ERCP/MRCP a EUS) postupem publikovanym diive (Kodydkova et al.
2013). Do studie byli zatazeni pouze pacienti s jednozna¢né potvrzenou diagnézou ChP.

Alkoholova ChP byla zjisténa u 62 pacientil, idiopaticka ChP v 30 ptipadech, obstrukénni
ChP 3, autoimun. a hereditarni po 1 pacientovi. Mezi 97 nemocnymi s ChP jsme prokazali
v 66 tézky stupen, v 14 stiedni stupeit ChP a 17 ptipadti mirny stupenn ChP. T¢zké exokrinni
dysfunkce (koncentrace fekalni elastazy < 200 ng/g) byla zjisténa u 42 pacientti. U 30 osob
s ChP byl diagnostikovan DM, 1é¢eny dietou (6) PAD (9) a insulinem (15). Komplikace ChP
(ascites, krvaceni do GIT, obstrukce/striktura ductus choledochu, pankreatické pistéle,
stendza duodena, trombdza v. portae a jejich vétvi a segmentalni portalni hypertenze) byla
prokazana u 26 pacientu s ChP.

Do kontrolni skupiny byli zatazeni zdravi dobrovolnici (napt. zdravotnicky persondl) a
pacienti s degenerativnimi chorobami (artrozy) a pacienti s funkénimi srde¢nimi a zazivacimi
chorobami. Pro obé& skupiny platila stejna vyluCovaci kritéria: lécba antioxidanty
(farmakologické davky vitaminu C a E, allopurinol, N-acetylcystein) suplementace n-3 a n-6
mastnymi Kkyselinami, zndmda nefropatie (kreatinin > 150 pmol/l), manifestni proteinurie
(>500 mg/l), hepatopatie, dekompenzovany DM, endokrinopatie, akutni pankreatitida a akutni
recidiva ChP, nestabilni angina pectoris, akutni IM, PTCA, revaskulariza¢ni operace (v dobé&
< 1 rok). Dale byli vylouc¢eni nemocni po prodélaném krvéaceni do GIT a systémovém zanéctu
(do 6 mésict). U vSech osob zatazenych do studie bylo provedeno vysetieni klinické, vCetné
antropometrického vySetieni. Krev byla odebirdna po 12-hodinovém la¢néni. Odebrané
krevni vzorky byly zpracovany do 30 min od ndbéru a plasma pro dal$i analyzy byla
uchovavana
pii -80°C.

Bézné laboratorni parametry byly vySetfeny automatickymi analyzatory, sloZzeni FA
ve PC, CE a triacylglycerolech (TAG) bylo vysetieno plynovou chromatografii (Tvrzicka et
al. 2002).

Pro statistické analyzy byl pouzit program STATISTICA® 10.0 (Stat Soft, CZ).
Za statisticky signifikantni byly povazovéany vysledky s P < 0,05.

Vysledky

Z&kladni Klinick&a a biochemicka data obou skupin jsou uvedeny v tabulce 1. Rozdily
prumérti koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK), konjugovanych dient
v LDL (CD/LDL), kyseliny mocové, bilirubinu, HDL-cholesterolu (HDL-C) nebyly
statisticky vyznamné.

Tabulka 2 uvadi koncentrace relevantnich FA ve tfidé PC ve skupiné ChP a u kontrol.
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Tabulka 1 Zakladni klinicka a biochemicka data sledovanych skupin

Chronicka pankreatitida Kontrolni soubor
Pocet osob (Z/M) 97 (25/72) 97(25/72)
Vék (roky) 56 + 11 54+ 11
Té¢lesna hmotnost (kg) 82,5+ 34,2 85,8+ 16,1
BMI (kg/m°) 247+48" 28,3+ 4,7
pomer pas/boky 1,01+0,28* 0,96+0,08
obvod pasu (cm) 91,7 + 13,0 99,0 +12,7
STK (mm Hg) 131+ 19 135+17
DTK (mm Hg) 80+ 12 84+ 9
Celkova bilkovina (g/l) 745+ 7,1 74,6+ 3,8
Albumin (g/1) 449+ 45" 46,7 + 2,7
CRP (mg/l) 33(12-7.2)" 2,8 (1,0-4,8)
TC (mmol/l) 49+1277 6,0+1.3
TG (mmol/l) 1,3(1,0-1,8) 2,0(1,3-2,7)
Apo Al (g/) 1,56 +0,43" 1,40+ 0,23
Apo B (g/l) 0,97 0,27 1,36 + 0,38
Bilirubin (umol/l) 11,3£6,9 11,2+ 4,6
tHcy (umol/l) 15,5 (12,3-19,1) 11,2 (9,0-14,6)
Glukosa (mmol/l) 6,4+ 2,6 5,4+ 1,7
Insulin (mI1U/) 6,6 (3,8-10,7) 5,0 (4,6-5,6)
HOMA-IR 1,51 (0,93-3,21) 1,97 (1,27-3,11)

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SD, resp. jako median (25. — 75. percentil, resp. IQR)
Zkratky: STK, DTK - systolicky (resp. diastolicky) TK; apo — apolipoprotein; TC — celkovy
cholesterol, TG - triglyceridy, HOMA-IR — homeostasis model assessment for insulin
resistance; CRP — C-reaktivni protein;
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Tabulka 2 Koncentrace relevantnich mastnych kyselin ve tfid¢ fosfatidylcholinu

Mastna kyselina Chronicka pankreatitida Kontrolni soubor
14:0 0,283 + 0,093 0,264 + 0,059
16:0 31,0 £ 4,4** 296+15

16:1n-9 0,119 + 0,035** 0,108 + 0,024
16:1n-7c 0,684 (0,518-1.00) **** 0,520 (0,449-0,611)
18:0 139+2,2 139+1,2
18:1n-9c 12,7 £ 3,3**** 95+15
18:1n-7c 1,85 + 0,43**** 1,50 +£ 0,26
18:2n-6cc 19,43 + 4,0%*** 23,1+31
18:3n-6alc 0,102 + 0,056** 0,086 + 0,037
18:3n-3alc 0,174 (0,128-0,228) 0,198 + 0,072
20:1n-9c 0,160 * 0,042**** 0,130 + 0,034
20:2n-6c¢c 0,376 (0,314-0,549) 0,359 (0,310-0,434)
20:3n-6alc 3,16 £ 0,94 3,13+0,59
20:4n-6alc 10,6 £3,5 11,3+2,0
20:5n-3alc 0,761 (0,578-1,027)** 1,1+0,8
22:4n-6alc 0,356 + 0,113*** 0,300 + 0,063
22:5n-6 0,255 (0,205-0,306)*** 0,192 (0,159 0,226)
22:5n-3alc 0,919 + 0,305 0,906 + 0,171
22:6n-3alc 2,68 £ 1,12%*** 3,66 + 1,04
> SFA 453+5,5 438+1,2
>~ MFA 15,7 £ 4,2%%** 118+1,2
> PUFA n-6 34,4 + 7,0%*** 38,5+25
> PUFANn-3 4,6 £ 1,7F*** 58+1,6

Hodnoty piedstavuji pramér £ SD, resp. median a IQR (v mol %). Jsou uvedeny pouze
relevantni mastné kyseliny (chybi koncentrace mastnych kyselin 12:0; 14:1n-5; 20:0).

Zkratky a vysvétlivky: SFA — nasycené mastné kyseliny, MFA — monoenové mastné kyseliny; ¥ -
suma (celkové); PUFA n-3 (resp. — n-6) — vicenenasycené mastné kyseliny fady n-3 (resp. n-6); cis —
konfigurace cis; cc — konfigurace cis cis; alc — vSechny cis; oznaceni mastné kyseliny: pocet C atomi:
pocet dvojnych vazeb, n — pocet atomi C od metylového konce kyseliny Kk prvni dvojné vazbé.
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U pacienta s ChP jsme nasli snizenou celkovou koncentraci PUFA n-3 a PUFA n-6a

zvysenou koncentraci celkovych MFA. Zvyseni koncentrace MFA bylo dasledkem elevace
palmitolejové kyseliny (POA, 16:1n-7), olejove kyseliny (OA, 18:1n-9), vakcenoveé kyseliny
(VA, 18:1n-7) a 20:1n-9. Pacienti s ChP meéli sniZzenou koncentraci kys. linolové (LA
18:2n-6), pii¢emz koncentraci jejich desaturacnich a elonga¢nich produktu se ob¢ skupiny
neliSily. Koncentraci kys. a-linolenové (ALA, 18:3n-3) se obé skupiny neliSily. Koncentrace
kys. eikosapentaenové (EPA, 20:5n-3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6n-3) byly snizeny
v souboru ChP.
Mnozstvi MFA bylo zvySené u pacientt s ChP a soucasnou exokrinni dysfunkci
ve srovnani spacienty s ChP a bez exokrinni dysfunkce. Koncentrace PUFA n-6 byly
u pacienti s ChP a exokrinni dysfunkci signifikantn€ snizené oproti pacientim bez exokrinni
dysfunkce. Koncentracemi PUFA n-3 se nemocni s ChP a soucasnou exokrinni dysfunkci
neliSili od nemocnych bez pankreatické maldigesce. Ve skupiné ChP jsme nalezli
signifikantni korelace FELA (fecal elastase) s nékterymi mastnymi kyselinami: ¥ MFA
(r =-0,387; P < 0,01), £ PUFA n-6 (r = 0,372; P < 0,01), POA (r = -0,375; P < 0,01), OA
(r =-0,333; P <0,01), VA (r = -0,333; P < 0,01), 20:2n-6 (r = 0,386; P < 0,01) a AA (r =
0,290; P< 0,01).

Vliv endokrinni dysfunkce na sloZzeni FA u pacienta s ChP jsme neprokazali. Nezjistili
jsme rozdily v koncentracich SFA, PUFA n-6, PUFA n-3 u ChP sa bez endokrinni
dysfunkce. Endokrinni dysfunkce u ChP byla spojena se zvySenou koncentraci kyselin
laurove (12:0) a myristove (14:0).

Diskuze

Zmeény v slozeni FA u ChP jsou komplexniho ptuvodu. Pravdépodobné dulezitou roli
hraje ptijem FA potravou (pokles LA, EPA, DHA) v dasledku maldigesce tukii i snizené¢ho
vstiebavani esencialnich FA. Zvysené koncentrace MFA (OA, POA, VA, claidové, 20:1n-9)
souvisi se zvySenou expresi syntézy mastnych kyselin (FAS, fatty acid synzhase), které mtze
byt zvySené exprimovana ve slinivce biisni u ChP a jsou v souladu s nalezy jinych autort
(Quilliot et al. 2003, Marosvolgyi et al. 2010). V souboru ChP by pozorované zvyseni podilu
MFA mohlo byt zptisobeno také zvySenim aktivity A9 desaturazy, které kompenzuje ztratu
membranové fluidity zptisobené snizenim obsahu PUFA n-6 v bunéénych membranach. Na
poruse elongace a desaturace LA a ALA se muze podilet deficit selenu a zinku i pfitomnost
sekundarniho DM. Deficit selenu a zinku byl prokdzan u nemocnych s etylickou ChP, u
kterych jeho koncentrace negativné koreluji s A5 desaturazou a ptitomnosti DM (Quilliot et
al. 2003).

Zavér

U nemocnych s ChP byly prokazany specifické zmény ve slozeni FA, které jsou
charakterizovany zvySenou koncentraci MFA, pfedevSim kyseliny palmitolejové, olejové a
vakcenové. Soucasné maji nemocni SChP snizené koncentrace Kkys. linolové,
eikosapentaenove a dokosahexaenove. Tyto zmény jsou pravdépodobné zpusobeny poruchou
vstiebavani tukd a nasledné snizenym piijmem esencialnich FA. Zmény ve sloZeni FA
ukazuji na zmény metabolizmu FA a zdtvodniuji nutnost adekvatni nutri¢ni podpory, véetné
piisunu esencidlnich mastnych kyselin u téchto nemocnych.

Studie byla podporovana vyzkumnymi projekty: (1) RVO-VFN 641265/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky; (2) PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity v Praze
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THE ROLE OF DICARBONYLS IN THE PATHOGENESIS OF TYPE 2. DIABETES
AND ITS COMPLICATIONS

ULOHA DIKABBONYLﬁ V PATOGENEZI DIABETU 2. TYPU A JEHO
KOMPLIKACICH

H. Malinskd, H. Kahleova, O. Oliyarnyk, J. Urbanova, L. Kazdovéa
Center for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague

Glycation, the nonenzymatic glycosylation of biomolecules, is commonly observed in
diabetes and is a common feature of diabetic complications (Brownlee 2005). Glycation
involves multiple oxidative and nonoxidative reactions, collectively termed the Maillard
reaction, eventually generating advanced glycation end products (AGEs). In clinical and
experimental models of diabetes, the levels of intra- and extracellular glycation products have
been found to increase and glycation can potentially contribute to disease progression. The
formation of glycation adducts within the cells can have severe functional consequences such
as inhibition of protein activity and promotion of DNA mutations. There are specific
mitochondrial targets of glycation, and mitochondrial dysfunction itself has been implicated
in diabetes pathology (Pun et al. 2012). However, whether there is a causal relationship
between glycation and pathology is uncertain and the mechanistic details are unclear.

Reactive dicarbonyl species (a- and p-oxoaldehydes) such as methylglyoxal (MG),
glyoxal (GL) and 3-deoxyglucosone (3-DG) are thought to be major physiological precursors
of glycation implicated as glycotoxic mediators of carbonyl stress. Dicarbonyls, in general,
are formed as glycolytic intermediates in metabolic conversion of glucose, via Maillard
reaction by degradation of glycated proteins and during lipid peroxidation process. o-
oxoaldehydes are charecterized by extremly high chemical activity, they are up to 20,000-fold
as reactive as glucose, thus being able to form AGE-structures even at very low
concentrations (Turk 2010).

It has been postulated that biogenesis of these intermediary metabolites is not exclusively
dependent on persistent hyperglycemia but may be influenced by glycemia fluctuation. Toxic
dicarbonyls accumulate even at normal glucose concentration. Dicarbonyls are also produced
in the course of lipid and amino acid metabolism. Increased level of dicarbonyls has been
connected with hypertriglyceridemia, elevated level of ketones and FFA, that are
charecterized for type 1 and 2 diabetes.

It appears that reactive dicarbonyls can discretely promote the pathology of diabetic
complications, even in the presence of good glycemia control, as indicated by HBAlc < 8 %.
According to Fleming study with diabetic patients, the 25-fold increase of MG in type 1 and
15-fold increase in type 2 diabetes under normal glucose conditions imply that normalising
glucose level cannot completely prevent late diabetic complications (Fleming et al. 2012).
Evaluation of physiologic a-oxoaldehydes has not been fully investigated. However, their
role has been postulated in the carbonyl stress reactions, which activate a series of
inflammatory responses leading to accelerated vascular damage in diabetes and end-stage
renal disease.

Reactive dicarbonyls are very reactive, but their interactions with body proteins and
nucleic acids are controlled by glyoxalase system, presenting in the cytosol. This system
consists of two enzymes, glyoxalase | and glyoxalase Il, and a catalytic amount of reduced
glutathione (GSH). So optimal activity of the glyoxalase system is dependent on adequate
level of glutathione. In diabetes, both hyperglycamia and oxidative stress are associated with
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GSH depletion and may entail impaired detoxification of MG. The sustained increase in the
MG level may also be the consequence of decreased clearance by detoxification pathways.

The effect of MG on pathology of diabetes

Methylglyoxal has a toxic effect on insulin secretion from pancreatic B-cells, and on
modifications of proteins and nucleic acids. Moreover, methylglyoxal is one of the major
precursors of AGEs.

An increase intracellular MG content leads to inhibition of insulin-induced signaling, interfere
with insulin-signaling molecules and may induce insulin-resistance state. MG induces an
inhibition of insulin-stimulated phosphorylation of protein kinase B and consequently impair
insulin-induced insulin receptor substrate-1 phophorylation (Riboulet-Chavey et al. 2006). By
such a mechanism, which is independent of the formation of intracellular ROS, MG may not
only induce the debilitating complications of diabetes but may also contribute to the
pathophysiology of diabetes in general (has been confirmed only in isolated L6 muscle cells).
In different studies, plasma MG concentration in diabetic subjects varied from 6-fold and
2-fold increased to the comparable level found in non-diabetic control subjects. The carbonyls
level in tissues (0.1-10 umol/g) are markedly higher compared to plasma level (50-200
nmol/l). A significant association of MG-adducts serum level with LDL-cholesterol was
observed but only in hypercholesterolemic diabetic subjects, not in normolipidemic. Urinary
excretion of MG-adducts tightly correlated with triglycerides level (Turk et al. 2011).
Increased level of dicarconyls in tissues impair proteins, lipids and DNA, lead to AGE
production, activate inflammatory processes and increase oxidative stress. MG was shown to
activate stress and apoptotic pathways in cell. However today is not exactly clarified the
causative role in the pathogenesis, especially in human subjects, nor the differences in each
carbonyls.

The effect of MG on vascular complications in diabetes

Dicarbonyls are strong precursors of AGE, commonly associated with vascular lesions.
Recent studies suggest that reactive dicarbonyls migth play important role in diabetic vascular
complications and could be early biomarker risk for these complications.

It is considered that monitoring of reactive dicarbonyls in diabetic patients might help to
assess the risk of progression of diabetic complications. In Fleming study hypothesises that
those diabetic patients who have an increased accumulation of methylglyoxal and
triosephosphate intermediates are those patients who are prone to the development of late
diabetic complications, despite good glycaemic control (Fleming et al. 2012).

MG is one of the causative factors in the pathogenesis of atherosclerosis and development of
macrovascular diabetic complication. MG induced endothelial dysfunction in Wistar rats and
aggravated endothelial dysfunction in Goto-Kakizaki diabetic rats. The mechanism which is
involved are increased oxidative stress, AGEs formation and a decrement in NO
bioavailability (Sena et al. 2012).

MG has been postulated also to play a role in the development of hypertension. However,
functional links between MG biogenesis and hypertension have only been documented in rat
model but not yet in humans.

Excessive production of dicarbonyls may be a link connecting an acute metabolic event with
accelerated tissue damage, a feature characteristic of long-term complications of diabetes.

The role of MG in adipose tissue dysfunction

According to recent studies dicarbonyls and glycation effect play important role in adipose
tissue dysfunction. MG causes structural and functional alterations in adipose tissue
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independently of obesity and contributes to dysfunction of adipose tissue during type 2
diabetes progression (Matafome et al. 2012).

MG-induced alterations in adipose tissue in Goto-Kakizaki rats acting simultaneously with
other player, such as hyperlipidemia, leading to adipose tissue dysfunction.

In study with Sprague-Dawly rats MG accumulation impaired insulin signaling in adipose
tissue and may contribute to adipose tissue insulin resistance (Dhar et al. 2011).

Dicarbonyls determination

Levels of reactive dicarbonyls (MG, GL and 3-DG) in plasma and tissues were determined in
our laboratory by high performance liquid chromatography. Samples were denaturated with
0.5 M acetic acid. An aliquot of this solution was derivatized in the presence of 0.1 M
potassium-phosphate buffer and derivatization agent DDB (Biphenyl Dimethyl
Dicarboxylate). Samples were injected in a C18 column (3.9 mm x 150 mm, Waters
Corporation) using two mobile phases — A: 20mM amonium formate and B: methanol 65/35,
pH = 3.8, flow 0.8 ml/min and with fluorescence detection 352/386 nm.

Conclusion

Protein glycation leading to AGE formation is enhanced in diabetes. The increased generation
of glycotoxins occurs due to both alterations in cellular metabolism and inefficiency of the
related scavenger mechanisms.

Reactive dicarbonyls seems to be a common product of both carbonyl and oxidative stress and
its biogenesis related to glycemic and lipid status in diabetic patients.

Determination of reactive dicarbonyls could be used as a clinical marker of risk for
development of diabetic complications primarily macrovascular, and for the effect in
therapeutic monitoring.

Supported by Ministry of Health, Czech Republic — conceptual development of research
organization (,,Institute for Clinical and Experimental Medicine — IKEM, IN 00023001%).
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THE ROLE OF INFLAMMATION AND OXIDATIVE STRESS IN THE
DEVELOPMENT OF CARDIOVASCULAR DISORDERS

0. Oliyarnyk®, H. Malinska', H. Seidlova’, L. Kazdova', M. Pravenec?

'Center for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague, Czech Republic
?Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, Czech Republic

Abstract

Growing evidence indicate that inflammation and oxidative stress might contribute to the
development of cardiovascular disease but the mechanism is not fully elucidated. In our
study, we investigated the effect of transgenic expression of human C-reactive protein (CRP)
on antioxidant enzymes activities and lipid peroxidation in myocardium and kidney in SHR
rats. Overexpression of CRP was associated with cardiac hypertrophy (myocardial weight:
0.420 £+ 0,014 vs 0.377 = 0.040 g /100g b.wt. p < 0.05), reduced activity of superoxide
dismutase (0.452 + 0.037 vs. 0.564 = 0.038 U/mg protein, p < 0.05), glutathione peroxidase
(360 £ 28 vs. 525 * 23 umol GSH/min/mg protein, p < 0.001) and elevated concentration of
TBARS (2.32 £ 0.15 vs. 1.76 + 0.14 nM/mg protein p < 0.05). CRP overexpression
contributed to renal dysfunction determinate as increased urinary aloumin excretion (albumin
to creatinine ratio: 131 + 18 vs. 20 = 1 mg/g, p < 0.001) and elevated oxidative stress. Taken
together, increased inflammation in transgenic SHR rats overexpressing human CRP was
associated with insulin resistance and elevated oxidative stress in myocardium and kidney.
These findings suggest that elevated CRP can directly promote cardiorenal disorders.

Introduction

Cardiovascular disease (CVD) are consider to be the most case of morbidity and mortality
in Europe and North America. Most widespread CVD are ischemic heart disease,
cerebrovascular disease, peripheral vascular disease, and cardiomyopathy progressing to the
heart failure. The most important case of the ischemic heart disease and brain stroke is
atherosclerosis of coronary and cerebral blood vessels with consecutive plague rupture and
thrombosis. Cardiomyopathy was described as reduced cardiac function (initially only
diastolic dysfunction) independent of ischemia or hypertension (Mandavia 2012).

Recent observations from clinical trials have enhanced the interest in the interaction
between heart and kidney. Renal dysfunction has been shown as an independent risk factor
for the development of CVD and is associated with worsened outcome in patients with
hypertension and post myocardial infarction. Conversely, cardiac dysfunction, leads to a
gradual decrease in renal function as reflected by an increase in creatinine level and
microalbuminurea. This interaction between heart and kidney, where disorder of either one of
them leads to dysfunction of the other, is usually referred to the cardiorenal syndrome
(Szymanski, 2012).

Cardiac dysfunctions are influenced by proinflammatory and anti-inflammatory
cytokines. The first group contain: TNFa (the role in myocytes cellular remodeling and
apoptosis), IL-1B (myocardial fibrosis), IL-6 (NF-xB activation and induction of liver CRP
synthesis), IL-18 (induces osteoponin and mediates fibrosis). To the second group belong: IL-
4 (inhibits the production of proinflammatory cytokines, but upregulates the fibrotic
response), IL-10 (inhibits the secretion of TNF-o, found to be decreased in patients with
CVD) (Flores-Arredondo 2011). Recent studies have provided some evidence that biomarker
of inflammation, C-reactive protein, is closely related to CVD and turned considerable
attention to CRP as risk factor for cardiorenal syndrome (Schwartz 2007).
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Clinical and experimental studies provided evidence, that chronic inflammation could
promote oxidative stress, which plays a causative role in pathogenesis of CVD. Oxidative
stress can be considered as imbalance in tissue production of reactive oxygen species (ROS),
often measured as concentration of lipid peroxidation products, and degradation of ROS by
antioxidant enzymes and non-enzymatic antioxidants (Rolo 2012). The most important
antioxidant enzymes are: superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px),
glutathione reductase (GR) and catalase, non-enzymatic antioxidants- reduced glutathione
(GSH), vitamins C and E.

Chronic inflammation and oxidative stress are often connected to the state of insulin
resistance, which together are consider to be major risks factors for the development of CVD,
but mechanism is not fully elucidated. Because human CRP can activate rat complement and
can be proinflammatory in rats, we investigated in present study the effect of increased
expression of human CRP on cardiac and renal function, insulin resistance and oxidative
stress in transgenic spontaneously hypertensive rats (SHR), a well established animal model
of genetic hypertension and insulin resistance.

Materials and methods

Four months old male SHR rats expressing the human CRP gene (SHR-TQg) under control
of the apolipoprotein E promoter were used. Control group comprised age-matched SHRs
with absence of the transgene. Rats were fed a high fructose diet (60% fructose) for 14 days.

Concentration of human CRP and proinflammatory cytokines was measured using
ELISA kits (CRP-Alpha Diagnostics, TX, USA; IL-6- Invitrogen, CA, USA; TNFa-
Biosource, CA, USA). Glucose and triacylglycerols concentration were measured by
enzymatic methods (kits from Erba Lachema, Czech Republic). Systolic blood pressure
(24 hour averages) measured by telemetry. Urinary albumin excretion, expressed as ratio of
albumin to creatinine was measured by HPLC with UV-detection. Antioxidant enzymes
activity, GSH, conjugated dienes, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were
detected spectrophotometrically by well-described methods (Malinska 2010).

Results

In SHR-Tg levels of human CRP approximated the endogenous levels of CRP normally
found in the rat whereas no human CRP was detected in serum of SHR negative controls (270
+ 52 vs. 7 £ 1 mg/l, p<0.001). We have shown increased serum IL-6 in SHR-Tg (36.4 £ 5.1
vs. 18.0 = 1.7 pg/ml, p < 0.01). In contrast, TNFa concentration was not different between
transgenic and control SHR rats.

Overexpression of CRP was associated with cardiac hypertrophy (myocardial weight:
0.420 £ 0.014 vs. 0.377 £ 0.040 ¢g/100g b.wt., p < 0.05). Systolic blood pressure was 10-15
mmHg greater in SHR-Tg than in SHR controls (p < 0.05). We found decreased activity of
antioxidant enzymes (SOD and GSH-Px) in myocardium (Table 2). The activity of GR tender
to increase but not significantly. The content of GSH in myocardium was significantly
diminished in SHR-Tg compared to control SHR rats. Impaired antioxidant defense
contributed to elevated lipid peroxidation, determinated as increased myocardial
concentration of TBARS in SHR-T(g rats.

In SHR rats with transgenic expression of human CRP genes we found elevated
concentration of urine albumin in comparison to control SHRs. Creatinine level was similar in
both groups, thus albumin to creatinine ratio was markedly higher in SHR-Tg (Table 1).
Cardiorenal disorders were associated with manifestation of insulin resistance in SHR-Tg
group, determined as increased both fasted (4.048 + 0.171 vs. 3.630 £ 0.09 mmol/l,
p < 0.05) and fed (7.278 + 0.121 vs. 6.760 + 0.131 mmol/l, p < 0.01) glycemia,
triacylglycerols level in serum (1.752 + 0.371 vs. 0.653 + 0.050 mmol/l, p < 0.05) and liver

-38-



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

(11.54 £ 1.98 vs. 4.65 £ 0.35 pumol/g, p < 0.01), elevated serum non-esterified fatty acids
(0.757 £ 0.069 vs. 0.329 £ 0.034 mmol/l, p < 0.001).

Transgenic rats exhibited decreased renal antioxidant enzymes activities (SOD, GSH-Px
and catalase) and GSH concentration. We found increased levels such initial lipid
peroxidation products- conjugated dienes as final products- TBARS (Table 2).

Table 1. Urea ratio of albumin and cGMP to creatinine in SHR expressing human CRP

SHR SHR-Tg
Albumin, mg/I 24+ 4 162 + 31**
Creatinine, mmol/I 10.0+1.2 9.8+15
Albumin/creatinine, mg/g 201 131 + 18***
cGMP/creatinine, nmol/mmol 0.235 £ 0.015 0.177 £0.021*

*** and** denote p < 0.001, p <0.01, p<0.05

Table 2. Oxidative stress parameters in SHR rats expressing human CRP

Tissue | SHR | SHR-Tg
Superoxide dismutase
Myocardium, U/mg protein 0.564 + 0.038 0.452 + 0.037*
Renal cortex, U/mg protein 0.386 + 0.019 0.304 + 0.022*
Glutathione peroxidase
Myocardium, pmol GSH/min/mg protein 525+ 23 360 + 28***
Renal cortex, pmol GSH min/mg protein 512 +18 292 + 19***
Glutathione reductase
Myocardium, nmol NADPH/min/mg protein 176 £ 19 193+ 19
Renal cortex, nmol NADPH/min/mg protein 236 + 23 268 + 19
Catalase
Myocardium, umol H,O,/min/ mg protein 383 + 22 413 + 20
Renal cortex, pmol H,O,/min/ mg protein 671+ 19 595 + 25*
Reduced glutathione
Myocardium, pmol/mg protein 27.4 +01.07 15.5 £ 01.5%**
Renal cortex, umol/mg protein 12.7+0.6 9.0 £ 0.8***
Conjugated dienes
Myocardium, nmol/mg protein 31.9+02.8 37.8+24
Renal cortex, nmol/mg protein 20.8+1.1 26.8 £ 1.6**
TBARS
Myocardium, nmol/mg protein 1.756 + 0.149 2.318 + 00.149*
Renal cortex, nmol/mg protein 1.111 £ 0.055 1.456 £ 0.102**

**x ** and * denote p < 0.001, p <0.01, p<0.05

Discussion

Many clinical studies have shown associations between elevated CRP level and increased
risk for cardiovascular disorders and many components of metabolic syndrome (Hafner 2006,
Cachofeiro 2008). In the present study we have found a relation between overexpression of
human CRP, increased serum IL-6 concentration, cardiac hypertrophy and increased blood
pressure, and that these changes may be mediated by oxidative damage in myocardium and
kidney.
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Increased ROS production in myocardium and renal cortex, measured as elevated
concentration of lipid peroxidation products, was associated with decreased activity of
antioxidant enzymes. SOD-activity was reduced in myocardium and renal cortex of SHR-Tg.
The inhibition of SOD can be ascribed to: 1) oxidative modification of the enzyme molecules
by ROS: breaking at position Pro62-His63 (Takata 1996) and/or SOD inactivation by
peroxinitrite radicals, which content is usually elevated in hypertension (Yamakura 1998); 2)
hyperglycemic conditions contribute to the Cu-Zn SOD glycation and so led to inactivation and
fragmentation of the enzyme. The primary glycation sites in SOD molecule are lys 211 and lys
212 in the putative heparin-binding domain at the C-terminal and contribute to
40-60 % reduction of enzyme activity (Adachi 1992).

The concentration of GSH was markedly lower in both tissues of SHR-Tg compared to
control SHR rats. Decreased GSH might be ascribed to impaired activity of the key enzyme in
GSH synthesis- liver y- glutamylcysteinligase (Zhu 2007) and/or enhanced GSH cleavage in -
glutamyl cycle due to increased y-glutamyl transferase activity in hypertension (Caliskan
2007).

Low GSH content implies diminished GSH-Px activity, which can increase the
propensity for oxidative stress. Reduced GSH-Px activity might be due to oxidative
modification of GSH-Px molecules by ROS in Se-binding domain and/or glycation of enzyme
molecules during hyperglycaemic conditions (Suravajjala 2013).

Catalase activity was shown to be decreased in renal cortex in SHR-Tg, which could be
ascribed to increasing of NO production. Nitric oxide has been shown to depress catalase
activity by binding to the ferric iron in the heme moiety of this enzyme (Jiang 2003).

In the current study, transgenic expression of human CRP was also associated with
reduced urinary excretion of cGMP suggesting that increased levels of CRP may be attenuating
NO production. It has been reported that CRP might reduce the activity of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) by affecting the stability of eNOS mRNA either directly or through the
action of IL6 or TNFa. In addition, it has been shown that CRP can activate NADPH oxidase
and cause increases in reactive oxygen species that may decrease NO production by inducing
eNOS uncoupling (Hein 2009). Consistent with the current findings, Guan et al recently
reported that virus mediated expression of human CRP in the rat also induces increased in
blood pressure and decreases in urinary cGMP. Taken together, these observations support the
possibility that increases in human CRP might aggravate hypertension and features of the
metabolic syndrome in part by reducing NO bioavailability (Pravenec 2011).

There is growing evidence that chronic inflammation is related to renal impairment, and
we therefore examine the association of CRP overexpression with microalbuminurea, a marker
of early kidney injury. Our result have shown that transgenic expression of human CRP was
associated with microalbuminurea and oxidative stress in kidney. In the mechanism of
oxidative stress may play a role impaired activity of glutathione peroxidase, reduction of
glutathione levels and increased lipid peroxidation measured in renal cortex.

Conclusion

In the current study we found that transgenic expression of human CRP in SHR rats
increased inflammation and oxidative stress in myocardium and kidney. Insufficient
compensation of oxidative stress due to mostly diminished antioxidant enzymes activity and
increased lipid peroxidation is a confirmation of antioxidant defense failure in condition of
CRP overexpression. Our results suggest that increased CRP can directly increased oxidative
injury in both myocardium and kidney.

Supported by Ministry of Health, Czech Republic - conceptual development of research
organization (“Institute for Clinical and Experimental medicine- IKEM, IN 00023001”).
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EFFECT OF METFORMIN ON ENERGY METABOLISM IN THE LIVER:
APPLICATION OF 3'P-NMR SPEKTROSCOPY
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Center for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague

Abstract

Metformin is used extensively to treat type 2 diabetes due to its anti-hyperglycemic effects
but it also exhibits remarkable antioxidant activity. Recent results suggest that both these
functions are consequent to its influence on mitochondrial respiration and cell energy
metabolism. We focused on the effect of metformin on chronic (high fat diet-induced) and
acute oxidative stress evoked by short-term warm ischemia followed by reperfusion (I/R) in
the rat liver. Using direct P NMR measurements we proved that long-term metformin
administration compromises the energy state of the liver (the decreased ATP repletion after
ischemic injury) but that it also protects liver from I/R-induced oxidative stress measured as
lipoperoxidation. The protective effect of metformin against oxidative damage is associated
both with the increased activity of antioxidant systems as well as with its influence on
mitochondrial respiration. We propose that the antioxidative properties of metformin may be,
at least partly, associated with its inhibitory effect on mitochondrial respiratory chain complex
| and attenuation of electron flux through the respiratory chain.

Introduction

Metformin is an oral antihyperglycemic drug widely used in the treatment of type 2 diabetes
(Bailey 1996). Its primary effect is the suppression of hepatic glucose production and the
enhancement of peripheral glucose uptake. Nevertheless, there are evidences that besides this
well-known antihyperglycemic effect metformin also protects against oxidative stress in
different tissues but the antioxidant activity of metformin is not well understood. Somewhat
surprisingly, there is not much data regarding the effect of metformin on oxidative stress in
fatty liver in insulin resistance. In order to gain more information about the possible
therapeutic potential of metformin in this field we studied the effect of metformin on chronic
(HFD-induced) and acute oxidative stress induced by short-term warm ischemia-reperfusion.

Methods

Experimental design

Male Wistar rats (300 + 15 g) were fed either standard (SD) or high-fat (HFD) diet for 10
weeks. Part of the animals in both dietary groups received metformin (150 mg/kg). At the end
of the experiment, the animals were anesthetized and partial ischemia was induced by the
vena porta ligation for 30 min. Then the blood circulation was restored and the animals were
left to recover for 48 hrs prior decapitation.

Results

Metformin decreases mitochondrial respiration both in vitro and after administration in vivo
Some evidence indicates that metformin partially inhibits complex | of mitochondrial
respiratory chain. As such, it may diminish the electron flow through the respiratory chain
what, consequently, could manifest itself as the reduced formation of reactive oxygen species.
In order to verify this presumption we measured the direct influence of metformin on
mitochondrial respiration in vitro or after long-term administration in vivo. Fig. 1 illustrates
the dose-dependent inhibitory effect of metformin on fully (glutamate +malate, fig. 1A) or
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partially (palmitoylcarnitin, fig. 1B) NADH-dependent substrates. ECsy for both substrates
was 5mM metformin, the 80 % inhibition of respiration was reached at the 10 mM
concentration. Metformin had no effect on the respiration of FADH-, i.e. complex II-
dependent substrate (succinate, fig. 1C). The respiratory control, i.e. the ratio of oxygen
consumption in the presence and absence of ADP, was not affected by metformin what
indicates that metformin does not function as an uncoupler (not shown).

We demonstrated that metformin administered in vitro directly to the suspension of
mitochondria inhibits the respiration of NADH-dependent substrates but the effective
concentration was 100times higher than those found in serum of metformin-treated rats. In
order to check up whether metformin administered in vivo could exert the same inhibitory
properties on mitochondrial respiration we determined in vitro activity of selected
mitochondrial enzymes, the respiration of isolated mitochondria and the utilization of glucose
and palmitate in liver slices prepared from rats fed metformin for 10 weeks. The activities of
NADH : cytochrome ¢ oxidoreductase and NADH : DCPIP oxidoreductase complexes were
inhibited by both HFD and metformin, the effect of metformin being additive to the lowering
effect of HFD itself. Accordingly, in isolated mitochondria HFD administration reduced
mitochondrial respiratory capacity towards all tested substrates. In vivo metformin
administration specifically decreased the oxidation of glutamate + malate and
palmitoylcarnitine but it had not significant effect on succinate oxidation. Similar results were
obtained on liver slices from the liver of metformin-treated animals that were incubated with
radioactive fatty acid (palmitate) or glucose. HFD alone decreased the CO, production from
palmitate, but not from glucose. Metformin treatment further diminished the palmitate
oxidation and decreased the glucose oxidation. In accordance with these observations, we
found the accumulation of TCA cycle intermediates what confirms the incomplete utilization
of palmitate and increased formation of lactate, i.e. an anaerobic utilization of glucose.

Metformin slows down ATP synthesis in the liver in vitro

The evidence given in the previous paragraph strongly indicated that metformin administered
in vivo attenuates mitochondrial respiration. If so, metformin should affect also the ATP
synthesis. In order to confirm this hypothesis we measured the extent and rate of ATP
repletion during reperfusion after partial liver ischemia (fig. 2) using 'P MR spectroscopy.
The restraint of blood supply led to rapid fall of ATP levels in all three groups. In SD group,
ATP rapidly (within 15 min of reperfusion) resumed the original values. In HFD group, ATP
content didn't fully recover within examination time as it reached only approx. 80 % of pre-
ischemic values but the rate of ATP resynthesis was not significantly different from the SD
group. The SD and HFD curves were significantly different (p < 0.05) during the second hour
of the reperfusion (tso — t120). Metformin further emphasized the effect of HFD as far as the
end-point ATP concentration is concerned. It reached only 60% of initial values after 120 min
reperfusion and the ATP repletion in HFD+met group was also significantly slower than for
both other groups. The HFD+met and HFD curves were significantly different (p < 0.05)
during the first 40 min of reperfusion (tyo — ts0).

Metformin decreases oxidative stress-induced lipoperoxide formation in vivo

During reperfusion, the rapidly elevated ROS production is responsible for massive oxidation
of biomacromolecules like lipids. HFD itself increased the oxidative stress measured as
TBARS content in the liver (fig. 3). As expected, ischemia and reperfusion comparably
increased lipoperoxide formation in both groups. Importantly, in both SD and HFD group
metformin administration diminished the oxidative stress by 30 % and 25 %, resp. These
results suggest that metformin by some mechanism either prevents the oxidative stress or
intensify the antioxidative defense.
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The effect of metformin on the antioxidative mechanisms in vivo

The previous data demonstrated that metformin significantly alleviates oxidative stress
evoked by HFD itself or, more pronouncedly, in combination with ischemia/reperfusion. We
further tested whether the metformin effect is mediated by the increased activity of
antioxidative mechanisms. In our experiments, HFD administration itself attenuated the
antioxidative mechanisms in the liver — the GSH stores were diminished and the activities of
GSH-Px and Mn-SOD were decreased (table 1). Metformin treatment normalized all
parameters affected by the diet alone. In HFD group, the oxidative stress evoked by
ischemia/reperfusion resulted in further exhaustion of GSH content in liver mitochondria and
in the reduction of the antioxidant enzyme activities in average by 50% compared with the
values in non-ischemic animals. In this group, metformin treatment led to the partial
restoration of GSH content and enzyme activities. In SD group, the impact of
ischemia/reperfusion was less serious and also the effect of metformin was not significant
with the only exception Mn-SOD.

P P
SD SD+met spvsspb+met HFD HFD+met HFD vs HFD+met
GSH sham 4.9:05 6.1£0.6 ns. 37602 51402  0.0005
mM/ mg prot I-R  33:04 3.6t03 ns. 15¢0.2" 2.4%#01  0.006
GSH-Px sham 62833 660£39 n.s. 4562277 595:13  n.s
|-R 478422 479+25 ns. 258+20° 435441 0.003
T
Catalase sham 585:46 583+34 n.s. 764237 650499 0.03
SthzoZ’m'”’mg |-R 48833 485:49 ns. 324+8" 54033  0.0001
Mn-SOD sham 555& é538i ns. 118+8" 157475  0.005
nU/mg prot I-R 101+5 128+5.5 0.004 79457 130+7.9  0.002

Table 1 The effect metformin on antioxidative mechanisms in the liver of rats exposed to the
ischemia/reperfusion. GSH content was determined in the isolated mitochondrial fraction, all
other parameters were determined in the whole liver homogenate. ' p < 0.05, ' p < 0.01 HFD
vs SD

Metformin reduces oxidative stress-induced mitochondrial damage in vivo

The lower oxidative stress may result in the less severe mitochondrial damage in metformin
treated animals exposed to stress conditions compared with the untreated ones. In order to
verify this hypothesis we determined the cytochrome c release into cytosol. In the liver
exposed to ischemia/ reperfusion we found the increased cytochrome c content in the cytosol
what suggest its leak from outer mitochondrial space. This leak was not found in metformin
treated animals what indicates less mitochondrial injury.
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Discussion

Our data show that in vivo, metformin protects both steatotic and normal liver from oxidative
stress-related hepatotoxic injury caused by I/R and that this effect is, at least partly, mediated
by prevention of mitochondrial damage and subsequent apoptosis.

Beside their prominent role in cellular energy metabolism, mitochondria play central role also
in control of cellular death consisting with release of apoptotic signaling molecules (like
cytochrome c) as well as production of ROS. Our data indicate that metformin, both in vitro
and in vivo, partially inhibits mitochondrial respiration. On the other hand, attenuation of
mitochondrial respiration compromises the hepatocytes energy state. Using direct *'P-NMR
measurements in vivo we demonstrated that long-term metformin treatment decreased ATP
repletion during reperfusion both in terms of rate and absolute quantity. As we have
previously shown that metformin does not function as an uncoupler this decrease in ATP
content reflects the weaker performance of mitochondrial respiratory chain. The low ATP
availability is generally an unfavorable condition and may contribute to the high dose
metformin toxicity but we suggest in the limited extent it may be the mechanism responsible
for antioxidant metformin capacity especially against acute oxidative stress.

We suggest that in this case the attenuated electron flux through mitochondrial respiratory
chain resulted in lower ROS production and consequently contributed, together with the
increased activity of antioxidant systems, to the alleviation of the oxidative injury and
mitochondrial damage. Two production sites for ROS are recognized at the respiratory chain:
complex I and complex 111 (Kudin 2004). Nevertheless, complex | appear to be crucial for the
regulation of mitochondria-related ROS production, possibly at both forward and reverse
electron fluxes (Vinogradov 2005). It has been reported that complex | inhibition prevented
oxidative stress-related cell death (Chauvin 2001). In an elegant study, Battandier (2006)
clearly demonstrated that metformin powerfully inhibits ROS production linked to the reverse
electron flux at complex | and does not increase the forward flux-related ROS production.
They concluded that this unique property may be related to the therapeutic properties of
metformin as an antioxidant.

In conclusion, the findings of this study demonstrate that metformin protected fatty liver from
acute oxidative stress-related mitochondrial injury and apoptosis. The mechanism of
metformin antioxidant action involves the increase of antioxidant enzyme in combination
with the inhibition of ROS production due to its inhibitory effect on mitochondrial respiratory
chain complex I. The presented data support the extension of the therapeutic application of
metformin above its main application as a hypoglycemic drug.

This study was supported by the grant by grant no. P301/11/2418 from GA CR.
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Abstract

Silymarin is a standardized extract from Milk Thistle (Silypbum marianum). This extract is
used in supportive therapy of liver diseases for centuries (Rainone 2005) and showed positive
effects on lipoprotein profile (Skottova et al 2003). This work studied effect of silymarin on
rat cytochrome P450 - CYP2C6. This cytochrome P450 can also be regarded as a counterpart
of human CYP2C9 (Daniel et al 2006). Rat CYP2C6 and human CYP2C9 are known to share
some substrates (both catalyze the 4°-hydroxylation of diclofenac (Leemann et al 1993) and
7-hydroxylation of warfarin (Daniel et al 2006)). High significance of human CYP2C9 in
metabolism of many drugs (ibuprofen, diclofenac, warfarin and others) is well documented
(Mo et al 2009). This work aims to investigate effect of silymarin (1 % w/w), administered in
high cholesterol and high fat diet (HCD) for 21 days, on the expression of liver CYP2C6 in
hereditary hypertriglyceridemic (HHTQ) rats. These animals selected from Wistar rats exhibit
hypertriglyceridemia, liver steatosis, insulin resistance, and hypertension. This strain of rat
represents an accepted model of metabolic syndrome (Vréna et al 1990). Experimental high
cholesterol diet (high content of cholesterol and saturated fatty acids), is used to simulate the
unhealthy diet often seen in patients suffering from metabolic syndrome (Charlton et al 2011).
Our work show that silymarin significantly increased mRNA expression and activity of
CYP2C6 in HHTqg rats. It may be suggested that this extract has the potential to influence
levels of drugs metabolized by rat CYP2C6 (under conditions associated with metabolic
syndrome and ectopic lipid accumulation in liver). Further studies are needed to elucidate the
effects of silymarin on CYP2C9 in man and also on other pleiotropic pathways, including the
effect of pathological state and diet in humans.

Uvod

Cytochrom P450 CYP2C6 hraje velice dulezitou roli v metabolismu fady IéCiv jako je
diklofenak nebo warfarin (Leemann et al 1993, Daniel et al 2006). Mezi hlavni cile nasi studie
bylo zjistit, jak ptsobi silymarin (extrakt ze semen Ostropestice maridnského) na expresi a
aktivitu cytochromu P450 2C6 u potkana trpiciho hereditarni hypertriglyceridemii (HHTg
potkan) na definované hyperlipidemické dieté. Jako soucast této diety byl po dobu 21 dni
podavan silymarin (1 % w/w). Metodou RT-PCR byla u téchto potkani stanovena jaterni
exprese mMRNA CYP2C6. Nasledné byla stanovena i aktivita tohoto cytochromu P450.

Material a metody
ZLvirata

Samci HHTg potkanti (280 — 300 g) byli rozdéleni do 3 skupin (po 7 jedincich) a krmeni
3 tydny (ad libitum) experimentalnimi dietami. Prvni skupin¢ (kontrolni skupina) byla
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podavana standardni dieta — STD, druhé skupina byla krmena standardni dietou obohacenou
o cholesterol 1 % (w/w) (Sigma-Aldrich, Praha, CR) a 10 % (w/w) vepiového sadla (HCD
dieta). Tteti skupina byla na HCD dieté obohacené o 1 % (w/w) silymarinu. Po tomto
krmném obdobi byli potkani uvedeni do celkové anestezie (i.m. fentanyl 40 pgkg™,
dexmedetomidin 100 pug.kg?, diazepam 5 mg.kg™). Po exsanguinaci z bifurkace biisni aorty
byly odebrany vzorky jater pro izolaci mikrosomi. Krevni plasma byla separovana pii 3000
otackach/min. (v rotoru s polomérem 161 mm), 4°C, 20 minut.
Odborna etickda komise MSMT schvdlila projekt pokusii pro praci s témito zviraty.
Stanoveni exprese CYP2C6 na turovni mRNA
Asi 40 mg potkanich jater bylo stabilizovano v RNA-lateru (Quiagen, Germantown, USA)
a nasledn¢ homogenizovano (FastPrep, Qbiogene, Illkirch, Francie), RNA byla izolovana
za pouZziti RNeasy Plus Minikit (Quiagen, Germantown, USA). Déle byla provedena reverzni
transkripce 1 pg RNA pomoci Transcriptor High Fidellity cDNA Synthesis Kit (Roche Basel
Svycarsko). Vznikla cDNA byla pouZita pro RT-PCR s vyuzZitim SYBR Green Master | Mix
— Light Cycler 480 (Roche Basel Svycarsko). Po kazdém cyklu byla monitorovéana
a kvantifikovana emise fluorescence. Odpovidajici potkani primery byly navrZzeny v nasi
laboratoii a nasledn¢ syntetizovany (Invitrogen, Life Technologies, Praha). Méfeni probihalo
v tripletech. Byly pouZity nasledujici primery:

CYP2C6 Fw 5*-GCCTTGTGGAGGAACTGAGG-3*

CYP2C6 Rev 5‘-GCACAGCCCAGGATAAACGT-3*
Stanoveni aktivity CYP2C6
Ve vzorcich byl stanoven jak metabolit diklofenaku (4'-hydroxydiklofenak, formovany hlavné
enzymem CYP2C6 (Leeman et al 1993), tak i diklofenak (standardy od Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) metodou podle Crespi et al (2006). Analyzy byly provedeny
za pouziti HPLC s UV detekci pii 280 nm (Shimadzu LC-20A Prominence, Kyoto,
Japonsko). Metabolit byl separovan na koloné¢ LiChrospher 100 RP-18 (4 x 250 mm),
s velikosti ¢astic 5 um (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko) pii 50°C a pratoku 1 ml/min
mobilni faze s gradientovou eluci. Mobilni faze A se skladala z 2 mM kyseliny chloristé
ve vodé a acetonitrilu (7:3, v/v), mobilni faze B byla 100% methanol.
Statistické zpracovani

VSechna data jsou vyjadifena jako pramér + SE, n = 7. Pro statistické vyhodnoceni
uvedenych vysledk byla pouzita ANOVA (Statistica 8, Praha, CR).

Vysledky a diskuse

Silymarin v HCD dieté vyznamné zvysil (obr. 1) expresi CYP2C6 na urovni mRNA. Obr. 2
ukazuje ucinky tohoto extraktu na hydroxylac¢ni aktivitu nami sledovaného cytochromu P450.
| zde je zfeteln¢ patrné signifikantni zvySeni aktivity CYP2C6 u HHTg potkana
na vysokocholesterolové dieté. NaSe vysledky ukazuji, Ze podavani silymarinu muze
pozitivné ovliviiovat tento cytochrom P450. Vzhledem ktomu, Ze je potkani CYP2C6
V literatufe povazovan za protéjSek lidského CYP2C9 (Daniel et al 2006) mohou byt nase
zjisténi pomérné cenna. Recentni literatura uvadi, Ze silymarin ma spiSe inhibi¢ni pusobeni
na cytochromy P450 (Doehmer et al 2011). Literarni zdroje poukazuji na mozne lékové
interakce se silybinem, coZ je hlavni komponenta extraktu silymarinu. Tento flavonolignan
vyrazn¢ ovliviiuje U¢inek loratadinu pusobenim na CYP3A4, coZ ukazuje, ze soucasné
uzivani silybinu a loratadinu je tieba peclivé sledovat pro moznost vzniku lékovych interakci
(Li et al 2010). NaSe vysledky o pisobeni silymarinu byly ziskany na zvifecim modelu
metabolického syndromu (HHTg potkan) poprvé. V literatufe jsou studie provadény bud’to
na bunécné trovni (lidské hepatocyty a podobné) nebo u zdravych experimentalnich zvirat a
nikoliv u jedinct s patologickym stavem organismu.
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Obr. 1. Efekt standardni laboratorni diety (STD), vysokocholesterolové diety (HCD) a HCD
se silymarinem (HCD + 1%SM) na expresi mMRNA CYP2C6. Data jsou vyjadiena jako
pramér + SE, n=7, *P < 0,05 vs HCD.
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Obr. 2. Efekt standardni laboratorni diety (STD), vysokocholesterolové diety (HCD) a HCD
se silymarinem (HCD + 1%SM) na aktivitu CYP2C6. Data jsou vyjadiena jako pramér + SE,
n=7, ***P < 0,01 vs HCD.
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Zavér

Nase vysledky ukazuji, Ze silymarin vyznamnég zvysil aktivitu a také expresi mRNA CYP2C6
v HHTg potkani na vysokocholesterolové dieté. Tyto vysledky mohou naznaovat, Ze
silymarin mtze mit potencial ovlivnit hladiny soucasn¢ uzivanych 1ékl. Interpretace nami
ziskanych vysledk z hlediska jejich mozného vyuziti u ¢lovéka neni jednoducha. Bude tfeba
dalSich studii pro objasnéni pisobeni silymarinu na cytochromy P450 u jedince
s patologickym stavem organismu. Az teprve na zakladé téchto vysledkii budeme moci
vyhodnotit moznosti pouziti ziskanych informaci i u ¢lovéka - pacienta.
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MOZNOSTI ZNIZENIA ROZSAHU OXIDACIE TUKOV A OLEJOV POUZITIM
PRIRODNYCH ANTIOXIDANTOV

POSSIBILIETIES TO REDUCE THE EXTENT OF OXIDATION REACTIONS OF
FATS AND OILS BY USING NATURAL ANTIOXIDANTS

M. Sabolova’, D. Chrpova®?, 1. Roubi¢kova®, J. Panek

'Department of Food Analysis and Nutrition, Institute of Chemical Technology, Prague
Nursing College and Secondary Nursing School of 5th May, Prague

Abstrakt

Oxidacia je jednou z najbeznejSich reakcii, ku ktorym dochadza v tukoch a olejoch. Tato
reakcia moze viest k vzniku niektorych latok s neZiaducim zdravotnym efektom (hlavne
aldehydov, ale aj cyklickych mastnych kyselin ai.). Boli sledované moznosti sniZzenia rozsahu
oxidacie s pouzitim prirodnych antioxidantov, ktoré su verejnostou lepsie akceptované nez
syntetické antioxidanty.

Na rozsah oxidacie ma vplyv mnozstvo faktorov. Nejvyznamnéjsie st stupeii nenasytenosti
tuku, teplota a pristup kyslika. Tieto faktory ovplyviiuji aj u¢innost’ antioxidantov. Obvykle
plati, ze podmienky urychl'ujuce oxidaciu, sucasne znizuju ich ucinnost. Vo vSetkych
pripadoch boli vybrané prirodné antioxidanty (rozmaryn, Salvia, tymian a medovka a ich
extrakty) schopné ucinne inhibovat’ oxida¢né reakcie prebiehajice v tukoch a olejoch.

Abstract

Oxidation is one of the most common reactions in fats and oils. This reaction can lead to the
formation of some compounds with harmful health effect (mainly aldehydes, but also cyclic
fatty acids etc.). Natural antioxidants are more acceptable to the public than synthetic
antioxidants. The possibilities reducing the extent of oxidation using natural antioxidants were
observed.

The extent of oxidation affects many factors. The most important are the degree of
unsaturation of fat, temperature and oxygen access. These factors also affect the effectiveness
of antioxidants. Generally, the accelerative oxidizing conditions, at the same time reduce their
effectiveness. In all cases the selected natural antioxidants (rosemary, sage, thyme and lemon
balm and their extracts) able to effectively inhibit oxidation reactions ongoing in fats and oils.

Introduction

Jedlé tuky a oleje hraju vyznamn Glohu v T'udskej vyzive a maji nezanedbatelny vplyv na
zdravie Cloveka. V priebehu technologického spracovania a skladovania podliehaju tuky a
oleje, rovnako ako potraviny obsahujuce tuk, roznym chemickym zmendm. Jedna sa hlavne
0 oxidaciu lipidov, ktora vedie k vzniku oxidaénich produktov, z ktorych mnohé su toxicke a
k zmenam senzorickych a nutri¢nich vlastnosti tukov (Langseth 1995, Reische et al. 1998,
Gordon 2001). K oxidacii dochadza u¢inkom kyslika, svetla, tepla, enzymov a d’alSich
chemickych a fyzikalnych faktorov. Aktivacna energia oxidacie vyrazne klesd s poCtom
dvojitych vazieb v molekule triacylglycerolu, preto napr. oleje s vy3Sim obsahom linolenovej
kyseliny oxiduju obvykle extrémne rychlo. Dal§imi vyznamnymi faktormi urychlujtcimi
oxidaéné procesy s mimo iné stupajuca teplota a pristup kyslika. Jednou z moznosti ako
oddialit’ zaciatok oxidacie alebo spomalit’ jej priebeh je pouzitie antioxidantov. Aj napriek
tomu, Ze sU syntetické antioxidanty v porovnani s prirodzenymi uéinnejSie, lacnejSie a
stabilnejSie, v sucasnej dobe suU viac pouzivané prirodné antioxidanty z dévodu jedno-
znaénych preferenci konzumenov (Pokorny 2007). Niektoré prirodzené latky s antioxi-

-51-



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

da¢nym uc¢inkom moéZu pbsobit Skodlivo. Bezpe¢nost mnohych tychto latok nebola potvrdena.
Prirodné antioxidanty ziskané z rastlin maji obmedzené pouzitie, pretoze mozu vykazovat
vonu po pouzitej rastline a menit’ senzorické vlastnosti potraviny. (Frankel 1996, Frankel
2007, Reische et al. 1998).

Prirodné antioxidanty su velka a nestiroda skupina hydrofilnych a lipofilnych zlucenin, ktoré
mozeme najst’ takmer vo vsetkych rastlinach, mikroorganizmoch, hubach a v zivocisnych
tkanivach. Latky s antioxida¢nimi vlastnostami sa nachadzaji vo vSetkych Castiach vysSich
rastlin — drevo, kora, stonky, listy, plody, korene, kvety, pel’, atd. Vysoka antioxida¢nu
aktivitu vykazuju extrakty bylin (rozmaryn, Salvia, tymian), korenia (oregano, kurkuma),
olejnatych semien (sezam, repka, lan, sdja, podzemnica) a Cajov. VetSina prirodnych
antioxidantov su fenolové zluceniny a najdélezZitejSiu skupinu tvoria tokoferoly, flavonoidy,
fenolové kyseliny, fenolové terpeny, d’alej karotenoidy, askorbova kyselina atd. (Cuppet
1996, Frankel 1996, Frankel 2007).

K oxidacii nedochadza len v potravinach, ale aj vIudskom organizme. Oxidacia je
pre organizmus nevyhnutna k ziskaniu energie pre Zivotné potreby. Ak je vSak oxidacia prilis
rychla alebo prebieha vo velkom meritku (hovorime o oxida¢nom strese), volné radikaly
vznikajuce Vtele ako prirodzené produkty oxidac¢nich reakcii moézu spdsobit’ oxidaciu
bunkovych lipidov, ¢o je hlavny krok k rozvoji atherosklerézy a poSkodeniu DNA.
Biochemické Studie ukazuji, ze oxidaéné poskodenie tkaniv (vyvolané dlhodobym
oxida¢nym stresom) vedie k rozvoji niektorych ochoreni (kardiovaskularne choroby, rozvoj
rakoviny, vznik a komplikécie diabetu, Parkinsonova choroba, apod.) a uplatiiuje sa v procese
stdrnutia organizmu. Podobné zluceniny vznikaji i v potravindch a po resorpcii mézu
negativne pdsobit’ v organisme, Vv pripade neresorbovatel'nych zltéenin v ¢reve (Block 1994,
Langseth 1995, Rock 1996, Pokorny 1999). Prirodné antioxidanty maju dolezité funkcie
v rastlinach aj v 'udskom organizme (Grassmann 2005). Antioxida¢né zlozky rastlin mozu
hrat’ ur¢ita ulohu v udrZiavani zdravia a prevencii pred kardiovaskularnymi a nadorovymi
chorobami. Maju schopnost’ chranit’ telo pred vol'nymi radikalmi vznikajucimi pri oxidacnom
strese (Khalil 2007).

Materials and Methods

Chemikalie a rozpustadla pozadovanej Cistoty.

a — tokoferol (Sigma — Aldrich, St. Louis, USA), propylgallat (Sigma — Aldrich, St. Louis,
USA).

Bylinny material. Medovka lekarska (Melissa officinalis L.), Salvia lekarska (Salvia
officinalis L.) a tymian obycajny (Thymus vulgaris L.) boli vypestované v lokalite Kolinsko
(50;2°0.168"°N, 15°21°39.921"'E, 282 m.n.m) v hlinitopiesCitej mierne priepustnej pode,
bez prihnojovania. Listy medovky boli zbierané na prelome juna a jula 2011, vek rastliny 12
rokov. Zber listov Salvie a tymianu sa uskuto¢nil koncom septembra 2012, vek rastlin 13
rokov. Listy boli suSené vol'ne v tieni, vo vetranej miestnosti, pri teplote okolia.

Zemiaky konzumné neskoré $alatové (odroda Princess), Krajina povodu: CR.

Sadlo. Vyrobca: Masokombinat Plzen, Ceskéa republika. U pouZitého sadla bolo stanovené
peroxidové Cislo, kterého hodnota bola 0,56 miliekvivalentu aktivneho kyslika/1 kg.

Repkovy olej LUKANA (jednodruhovy, nizkoerukovy), Usti oils, s.r.0., CR; Repkovy
olej,high oleic,vyrobca Cargill, UK; Palmojadrovy tuk, vyrobca Karlsham, Svédsko.

Vodny extrakt medovky Cerstvé a susené listy medovky boli extrahované dvakrat 50 ml
vriacej vody (10 minut vo vodnom kupeli 70 °C) na 2 g byliny. Potom bol extrakt sfiltrovany
a odpareny na rota¢nej vakuovej odparke pri teplote 50 °C a potom rozpusteny v diethyletheru
a doplneny na objem 25 ml.
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Diethyletherovy extrakt medovky, Salvie a rozmarynu. Byliny sa extrahovali pomocou 3x100
ml diethyletheru v ultrazvukovom kupeli po dobu 3x20 minut. Extrakt sa sfiltroval a odparil
na rotacnej vakuovej odparke pii teplote 30°C.

Komerény extrakt rozmarynu Naturox 100 tekuty, vyrobca TRUMF International s.r.o., CR.
Schaalov test. Metoda je zaloZena na sledovanie prirastku hmotnosti tuku, ku ktorému
dochadza pti oxidacii v désledku hromadenia hydroperoxidov. Tuk je oxidovany za mierne
zvysenej teploty (60°C), vol'ného pristupu kyslika a bez pristupu svetla (Joyner a kol 1983,
Rossell 1994). Oxidécia bola sledovana sadle resp. oleji bez/s pridanim antioxidantov
(medovka, Salvia). Pre porovnanie boli pripravené vzorky s a—tokoferolom a propylgallatom —
pozitivne $tandardy. Z nameranych hodnot bola metodou linearnej regresie stanovena dizka
induk¢nej periody (IP), ktora nam udava stabilitu tuku pri skladovani. Nasledne bol z IP
vypocitany protekény faktor (PF), podla vzorca PF = (IP wk + antioxidant)/ (IP wk), Ktory urCuje
aktivitu antioxidantu.

Stanovenie obsahu tokoferolov. Obsah tokoferlov bol stanoveny metodou vysokouéinnej
kvapalinovej chromatografie v reverznej faze samperometrickou detekciou, detekény
potencial

+ 1,05 V (Trojakova 2001).

Stanovenie obsahu polymernich triacylglycerolov (TAG). Polymerné TAG sa stanovily
metodou gelovej permeacnej chromatografie (HPSEC) s refraktometrickou detekciou
(Réblova 1998).

Skladovanie tepelne namahaného oleja. Na repkovom oleji bez pridavku antioxidantov a
s pridavkom vybranych antioxidantov sa usmazila jedna porcia hranoliek (100 g; dopredu
umytych a osuSenych) pii teplote 180°C. Nasledne sa olej nechal vychladnut' a v pripade
pouZitia bylin sa sfiltroval. Pre Schaalov test bolo navaZzenych 25 g oleja do 100 ml kadi¢iek
(20 mm vrstva oleja). Opakované smazZenie. Smazenie hranoliek prebiehalo po dobu 15 dni
(za rovnakych podmienok ako u predchadzajuceho experimentu). V jednodiiovych
intervaloch (vZdy pred nasledujiacim smazenim) sa odoberal vzorok oleja, v ktorom sa
nasledne stanovil obsah tokoferolov a obsah polymernich TAG.

Results

Vplyv nasytenosti tuku / oleja na jeho oxidacnu stabilitu a u¢innost’ antioxidantov.

Jednotlive tuky a jedlé oleje maju rézne zloZenie mastnych kyselin (viz tab.1 a tab.2) a to
ovplyviiuje ich stabilitu pri technologickom spracovani a skladovani a ucinnost
antioxidantov. Vplyv stupfia nenasytenosti tuku (oleja) na jeho stabilitu (dizku IP)
pri skladovani za podmienok Schaalovho testu (60°C, volny pristup kyslika, tma) je
znazorneny v tab.3. Komerény extrakt rozmarynu je schopny zabranit oxidacii a predizit
indukéntl periodu sadla a repkového oleja. Ak ma bylina rovnakt alebo vysSiu schopnost’
stabilizovat’ tuk ako a-tokoferol (pouZivany ako pozitivna kontrola), méZzeme ju povazovat
za ucinny antioxidant.
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Tabulka 1. Obsah nasytenych, monoénovych a polyénovych mastnych kyselin v sadle a vybranych
olejoch (% v3etkych mastnych kyselin) (Velisek a HajSlova 2009)

Table 1. Content of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in lard and selected
oils (% all fatty acids) (VeliSek and HajSlova 2009)

Druh tuku Kyseliny
nasytené Mmonoenové polyénové

Sadlo 25-70 37 - 68 4-18

Repkovy olej 5-10 52-76 40 - 62
Slneénicovy olej 9-17 13-41 42 - 74
Olivovy olej 8-26 54 - 87 4-22

Lanovy olej 10-12 18 - 22 66 - 72
Sezamovy olej 13-18 36 - 44 42 - 88
Sojovy olej 14 - 20 18 - 26 55 - 68
RyZovy olej 19-35 42 - 50 16 - 37

Tabulka 2. ZloZenie hlavnych mastnych kyselin sadla a vybranych olejov (% vSetkych mastnych
kyselin) (Velisek a Hajslova 2009)
Table 2. The fatty acid composition of lard and selected oils (VeliSek and HajSlova 2009)

Mastna kyselina | Sadlo Olivovy olej Slnneénicovy olej | Repkovy olej (kanola
- bezerukovy)

Myristova 05-25 0,0-01 0,0-0,2 0,0-0,2
Palmitova 20-32 7,5-20 50-8,0 3,3-6
Stearova 5-24 05-5 25-7,0 11-25
Palmitoolejova 1,7-5 0,3-35 <0,5 0,1-0,6
Olejova 35-62 55-83 13-40 52 — 67
Linolova 3-16 35-21 40-70 16 — 25
Linolénovéa <15 00-15 <0,3 6,4-141
Arachova <1,0 0,0-0,8 <05 0,2-0,8

Tabul’ka 3. Stabilita vybranych tukov a olejov bez/s pridanim antioxidantu za podmienok Schallovho
testu

Table 3. Stability of selected fats and oils without/with addition of antioxidant under the Schaal test
condition

Druh tuku (+ antioxidant) IP PF
Repkovy olej 9,2 X
Repkovy olej (HO) 26,8 1
Repkovy olej (HO) + KER 41,7 1,6
Palmojadrovy tuk 54,4 X
Sadlo 11,8 1

Sadlo + tokoferol (1g/kg) 28,0 2,4
Sadlo + KER (1 g /kg) 56,1 4,8
Sadlo + DER (6,25 g/kg) 112,6 9,5

Sadlo + DER (12,5 g/kg) 153,6 13,0

HO high oleic, KER komercny extrakt rozmarynu, DER diethyletherovy extrakt rozmarynu
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Vplyv pristupu kyslika do tuku / oleja na uc€innost’ antioxidantov.

Listy medovky lekarskej priamo pouZité v sadle vyznamne inhibujd jeho oxidaciu (obr. 1).
Pristup kysliku ovplyvnil stabilitu sadla s pridanim medovky. V pripade tenkej vrstvy (2 mm)
je protekény faktor viac ako o 1 mensi nez v pripade 20 mm vrstvy sadla. Rozdiel méze byt
dany lepSim pristupom kyslika do oleja a odliSnou aplikaciou antioxidantu (vodny a
diethyletherovy extrakt)

Obrazok 1. Antioxida¢na schopnost medovky lekarskej v sadle (vrstva 2 a 20 mm)
Figure 1. Antioxidant capacity of lemonbalm in lard (layer of lard 2 or 20 mm)

Eerstvé x suiend vodny extrakt x diethyletherovy

AOX...antioxidant

Uginnost’ antioxidantov pri smazeni - skladovanie smaziaceho oleja.

Tento typ pokusu imituje smaZenie v domécnostiach. Pri teplotach pod 100 °C funguje
normalne vacSina antioxidantov, ich funkcia je vSak obmedzena pri teplotich smaZenia
(160°C — 180°C). Napriek nizSej Géinnosti ma susena Salvia v mnozstve 10 g/kg pozitivny
vplyv na stabilitu tepelne namahané¢ho oleja porovnatena s propylgallatom (synteticky
antioxidant). Suseny tymian je neti¢inny viz obr. 2.
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Obrazok 2. Oxida¢na stabilita repkového oleja po jednom smazeni
Figure 2. Oxidative stability of rapeseed oil after single frying
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AOX...antioxidant, PG...propylgallat, tok...a-tokoferol

Utinnost’ antioxidantov pri smaZeni - opakované smazenie.

Tento typ pokusu imituje smazenie vo velkom meritku napr. v podnikoch rychleho
obcerstvenia. Diethyletherovy extrakt suSenej Salvie vyznamne inhiboval straty tokoferolov
repkového oleja a tvorbu polymernych TAG v priebehu opakovaného smazenia viz obr. 3 a
obr. 4. Aj za idedlnych experimentalnych podmienok je ubytok tokoferolov velmi rychly,
kedze ich radikdly mastnych kyselin vznikajice pii smazeni degraduji viz obr. 4.
Za normalnych okolnosti méze byt’ uz po tretom smazeni obsah tokoferolov nulovy.

Obrazok 3. Nérast obsahu polymmernych TAG

v priebehu opakovaného smazenia repkového oleja
Figure 3. Increase the content of polymeric TAG
during repeated frying of rapeseed oil

Obréazok 4. Ubytok obsahu tokoferolov v priebehu
opakovaného smazenia repkového oleja

Figure 4. Losses of tocopherols during repeated
frying rapeseed oil
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Discussion

Na stabilitu tukov a olejov pouzivanych na smazenie ma vplyv mnoho faktorov. Medzi jedny
z najvyznamnejSich patria: nenasytenost mastnych kyselin, teplota a pristup kyslika.
So zvysujucim sa stupfiom nenasytenosti tuku sa straca ucinnost antioxidantov, tzn. prirodné
antioxidanty su ucinej$ie v sadle neZz v oleji. Extrakt Salvie, ktory patri medzi najstarSie a
najucinngjsie antioxidanty pouzivané ku stabilizacii tukov je vel'mi aktivny v sadle a tukoch
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zivoc¢iSného povodu, ale menej aktivny v jedlych rastlinnych olejoch, ktoré tazko stabilizuje,
pretoze vysokd iniciacnd rychlost’ autooxidacie zavisi na vysokom obsahu nestabilnych
polynenasytenych mastnych kyselin (Pokorny 1999, Frankel 2007). U dalSich antioxidantov
(prirodzenych i syntetickych) je tato zavislost' eSte markatnejSia. U jednotlivych jedlych
olejov je dblezity nielen pomer nasytenych, mononenasytenych a polynenasytenych mastnych
kyselin, ale aj pritomnost a obsah vysoko nenasytenych mastnych kyselin, u ktorych je
aktivaéna energia radikédlovej reakcie velmi nizka. Repkovy olej obsahuje okolo 30 %
linolovej a 10 % linolenovej kyseliny, na druhej strane slune¢nicovy olej ma az 70 %
linolovej kyseliny a len stopové mnozstvo linolenovej kyseliny. Aj napriek tomu, Ze repkovy
olej obsahuje menej polynenasytenych mastnych kyselin nez slune¢nicovy olej, ich stabilita je
porovnatelna, a to vd’aka pritomnosti linolenovej kyseliny v repkovom oleji. U klasického
Schallovho testu je slne¢nicovy olej menej stabilny, ale pri smazeni je stabilita slnecnicového
a repkového oleja porovnatelna.

Schopnost” antioxidantov inhibovat oxidaciu tuku klesa nielen s jeho stupniom nenasytenosti,
ale aj so zhorsujucimi sa podmienkami jeho pouZitia. Jedna sa hlavne o teplotu, ktorej je tuk
vystaveny a pristup kysliku.

Miera oxidacie tukov a olejov je ovplyvnend parcidlnym tlakom kyslika, stupfiom nena-
sytenosti mastnych kyselin, pritomnostou svetla, teplom, antioxidantami a prooxidantami
(Cu, Fe, pigmenty). Rozpustnost’ kysliku je v oleji 3 — 5 krat vySSia nez vo vode (Gunstone
and Przybylski 2011). Rychlost’ absorbcie kyslika je vacsia pii zvacSeni stycnej plochy oleja
so vzduchom, napriklad pri peneni oleja. Pri peneni oleja dochaza k rychlejSej oxidacii oleja a
stcasne ku zvyseniu rozsahu jeho hydrolyzy. Hydrolyzou vznikajuce vol'né mastné kyseliny
st viac nachylné k oxidacii nez mastné kyseliny viazané v TAG. V rychlosti oxidacie volnych
a viazanych mastnych kyselin méze byt’ aj radovy rozdiel.

Smazenie je kulinarna Gprava v hordcom oleji (160 — 180°C aj viac) za stcasného prenosu
tepla a hmoty. Ako sa prenasa teplo z oleja do potravin, tak sa voda odparuje z potraviny a
olej je potravinou absorbovany. Smazene potraviny obsahuju v niektorych pripadoch az 35 %
tuku. Podl'a Marmesata (2010) je ochranny t¢inok prirodzenych antioxidantov pri smazeni
vel'mi variabilny. Zavisi na jejich zloZeni a koncentrécii a na podmienkach smazenia (napr.
teplote), stupni nenasytenosti oleja a na obsahu a chemickej Struktdre minoritnich zlozZiek
oleja (tokoferolov, fosfolipidov, karotenoidov, mineralnych latok ai.). V priebehu smazenia sa
oleje oxiduju za vzniku prchavych a neprchavych monomernych a polymernych zlucenin
(Akoh and Min 2002). Oxida¢né produkty linolovej a linolenovej kyseliny st hlavnymi
faktromi vzniku ,,smazenej“ chuti (Gunstone and Przybylski 2011). Potraviny smazené
pri optimélnej teplote a ¢ase maja zlatavo hnedu farvu, st chrumkavé a olej absorbuju
optimalne. Potraviny smazené pri niZSej teplote alebo kratSiu dobu maju bielu alebo mierne
hnedu farvu na okraji a v strede je Ciasto¢ne vareny Skrob. Tieto potraviny nemajd dobri
farbu, chrumkavu texturu a Ziadlcu smazenua chut. Presmazené potraviny pri vySSej teplote a
dih3ej dobe smaZenia nez je optimalne maju tmavo hnedu az ¢iernu farbu. SU tuhé a mastné
v dosledku nadmernej absorpcie oleja. (Akoh and Min 2002, Choe and Min 2007). Pri vysSich
teplotach sa naviac extrémne zvySuje rozsah tvorby karcinogenného akrylamidu. Pridavok
antioxidantov a odpenovacich emulzii mo6ze pomdct’ udrzat kvalitu oleja, ale ucinnost
antioxidantu vzdy klesa s vysokou teplotou fritovania (Choe and Min 2007, Kmiecik et al.
2009).

Tokoferoly su prirodzene sa vyskytujace antioxidanty rastlinnych olejov, ktoré maju
pozitivny vplyv na oxida¢nu stabilitu olejov (Rossi et al. 2007) a su doleZité v organizme jako
vitamin E. Dizka smaZenia ovplyviiuje oxidaciu a straty tokoferolov. Dolezitym faktorom je
hlavne teplota smazenia, ktora by mala byt maximalne 170 — 180°C, pretoZe pri teplotach
nad 200°C sa tokoferoly degradujd takmer okamzZite. Salvia pridana do repkového oleja ma
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schopnost’ inhibovat’ straty tokoferolov a vznik polymernych triacylglycerolov, ¢o je v sulade
s literdrnymi Gdajmi (Takacsova et al. 1995, Réblova and Okrouhla 2010).

Za beZne pouzivanych podmienok smazenia su straty tokoferolov velké a rychle. Podobne je
to aj s obsahom polymernych TAG, ktoré rychlo dosiahnu hodnoty 12 % obsahu, ktora je
povazovana za limitna a pri jej presiahnuti je potrebné olej vymenit. Obsah polymernych
TAG je priamo umerny teplote a ¢asu smazenia a menej zavisly na zloZeni mastnych kyselin
(Akoh and Min 2002, Dana and Sagui 2001).

Conclusions

Prirodné antioxidanty maji schopnost snizit’ rozsah oxidacie tukov a olejov, a tim zamedzit’
vzniku zdraviu Skodlivych latok. Rychlost’ oxidacie je ovplyvnena mnohymi faktormi a
prirodné antioxidanty sU schopné efektivne inhibovat oxidaciu aj naprick pdsobeniu
vsetkych tychto faktorov, ¢i uz sa jedna o stupen nenasytenosti tuku a oleja, teplotu alebo
pristup kyslika.
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Abstract

Epicardial adipose tissue (EAT) is the visceral fat deposit around the heart and is commonly
increased in obese subjects. EAT is related to cardiometabolic risk factors and non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) in adults, but this relationship is not well known in children.

In 25 (mean age 13.0 _ 2.3) overweight and obese subjects and 24 lean controls, blood
pressure (BP), WC, fasting plasma glucose and insulin, lipids, uric acid and hepatic enzymes
were estalished and EAT thickness measured by transthoracic echocardiography. In
overweight and obese subjects, EAT was significantly higher compared to normal weight
children. Overweight and obese children had significantly higher body mass index (BMI),
WC, BP, triglycerides (TAG), low-density lipoprotein and total cholesterol, hepatic enzymes
alanine aminotransferase (ALT) and g-glutamyl transferase, and lower high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C). EAT correlated significantly with BP, TAG, uric acid,
HDL-C, apoprotein B and ALT. Correlation coefficients were similar or better than for WC,
but similar or lower than for BMI. Conclusion: EAT thickness in children is associated with
an unfavorable cardiometabolic risk profile including biochemical signs of NAFLD and
hyperuricaemia, but is not a stronger indicator than BMI.

Introduction

The thickness of epicardial adipose tissue (EAT) as measured by echocardiography represents
an independent predictor of visceral adiposity. A very good positive correlation was found
between echocardiographic measurements of EAT and magnetic resonance imaging (MRI)
measurements, which represent the gold standard for assessing visceral fat mass (1,2).
Echocardiographically determined EAT as an expression of the visceral adipose tissue
quantity and its correlation with traditional cardiometabolic risk factors, has been studied in
several adult populations (3,4); however, only a few studies have been conducted in paediatric
populations (5,6). In adult subjects, a close correlation was found between visceral fat,
including EAT, metabolic syndrome (MS), insulin resistance (IR) and NAFLD markers
(1,4,7). This has not yet been examined in children, despite the evidence that NAFLD and MS
also occur in children (8,9). There are several studies in adults demonstrating the correlation
between visceral fat and uric acid levels (10,11), but none in children.

Study groups and methods

25 overweight and obese subjects (13.0 +/- 2.3 years) with BMI = 85th percentile for age and
gender were included in the study and were compared with 24 lean healthy subjects (12.9 +/-
3.4). Waist circumference (WC) were measured according to WHO (12) and blood pressure
(BP) according to the ESH recommendations (13). Plasma glucose, serum triglycerides
(TAG), total cholesterol and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, lowdensity
lipoprotein (LDL) cholesterol, fasting serum insulin, aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), g-glutamyl transferase (gGT), alkaline phosphatas (ALP),
uric acid and total proteins, apoprotein Al (ApoAl), and apoprotein B (ApoB) and
homocystein were measured in laboratory analysis. The homeostasis model assessment of
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insulin resistance (HOMA index) was calculated according to the standard formula (23). For
the diagnosis of | IR, 3.16 was used as the cut-off value. Presence of MS was determined
according to IDF 2007 criteria (14). The EAT was identified according to lacobellis et al. (1).
In statistics data were processed using methods of descriptive and inductive statistics and the
significance level was set to the traditional P < 0.05. The one-dimensional analysis — the
tabulation of all monitored variables using frequency tables and than was used a two-
dimensional analysis — the assessment of pairs of monitored variables, analysis of variance
was used to determine the statistical significance of differences, if the distribution of variables
was normal, multidimensional analysis — a multiple linear regression analysis, where the
relationship between several numerical variables was examined simultaneously.

Results

The anthropometric and clinical and biochemical parameters of the study and control groups
and the statistically significance differences are reported in Table 1 The average thickness of
EAT at the end of systole (SEAT), diastole (dEAT) and mean EAT (average value of systole
and diastole) on the wall of the right ventricle were significantly higher in overweight and
obese children (SEAT-0.65 mm; dEAT-0.36 mm; mean EAT -0.50 mm) compared to EAT
thickness in normal weight children (SEAT-0.51 mm; dEAT 0.16 mm; mean EAT-0.23 mm)
(p < 0.001). Simple linear regression analysis of mean EAT with reported significant positive
correlations with anthropometric clinical and biochemical parameters showed Table 2. The
same pattern was noted for EAT in parasternal long and short axis in systole, EAT in
parasternal long and short axis in diastole and mean EAT, and only correlations for mean
EAT are presented in Table 2. Multiple regression analysis showed that after adjusting for
BW, BMI, BMI percentile, WC and systolic and diastolic BP, TAG was the only metabolic
marker correlating with EAT (Table 3). As shown in Table 4, EAT was a better metabolic
predictor than WC, but BMI showed a similar predictive value as EAT. The plasma insulin
and HOMA index values were significantly higher in the overweight and obese subjects,
whereas fasting serum glucose did not significantly differ between these two groups (Table
1). There was no significant correlation between the HOMA index and EAT (Table 2). No
significant differences for mean EAT were found between obese subjects with (n = 9) and
without MS (n = 13): 0.54 _0.18 vs. 0.48 _ 0.13 cm, respectively (P = 0.39); or with (n = 8)
and without (n = 9) insulin resistance: 0.49 _ 0.11 vs. 0.46 _ 0.12 cm, respectively (P = 0.27).
To compare with other studies in children, diastolic EAT in children with and without MS
also did not differ: 0.39 _ 0.10 vs. 0.34 _ 0.09 cm (P = 0.34).

Discussion

The echocardiographic determination of EAT was first introduced by lacobellis et al. (1). The
echocardiographic measurement of EAT provides excellent reliability comparable to MRI
measured epicardial and visceral fat (2,15) and as an expression of the quantity of visceral
adipose tissue has been studied in adult populations (2,3), but only a limited number of
studies have been published in children (5,6,16). In our group of subjects, age and gender did
not correlate with EAT, similar to the study by Mazur et al. (5), whereas Abaci et al. (6)
reported a correlation between EAT and age, possibly reflecting the larger age range in that
study. Consistent with previous pediatric studies (5,6,26), a significantly higher thickness of
echocardiographic EAT was found in overweight and obese children and there is a strong
correlation of EAT with both BMI and WC. In contrast, in adults epicardial fat is increased
with increased WC but not with BMI (4). WC is still the most practical and widely used
marker of visceral fat and cardiometabolic risk predictor, but compared to the measurement of
EAT this method has poor sensitivity and specificity (16). Recent studies showed that WC is
not more strongly associated with cardiovascular risk factors than BMI and both have the
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same power to predict MS in children (17,18). However, for development of MS in early
adulthood, childhood WC was the strongest predictor in the study by Schmidt et al. (19). In
the present study, we compared three different indicators of the severity of obesity. EAT
seems to be a better metabolic predictor than WC but surprisingly BMI showed a similarly
predictive value as EAT. Even the correlations between EAT and metabolic variables were
possibly mediated by BMI. In obese adults, increased body fat plays a primary role in
increased BW. In childhood obesity, body growth and development are important additional
factors to consider. Our study suggests that BMI is a reliable method to assess the metabolic
impact of obesity in the growing organism and that measurement of epicardial fat may not
offer an advantage compared to BMI for the assessment of metabolic impairment. lacobellis
and Leonetti (3) first reported that in adults, the thickness of echocardiographic EAT
significantly correlates with insulin resistance. In children, however, the association between
insulin resistance and EAT is still controversial. In our study, similar to other paediatric
studies (5,6), we did not confirm this relationship, whereas a study by Ozdemir et al. (16) did
show a relationship. Gender, obesity and pubertal status are factors affecting IR, and the IDF
definition of MS fails to identify individuals with IR (20). In spite of the uncertainty about the
association of EAT and IR and MS in children, Abaci et al. (6) proposed that the value of 4.1
mm may represent an EAT limit that can be used to predict insulin resistance. In the study of
Mazur et al. (5), this value was close to the 95th percentile for EAT which was 3.9 mm. In our
study, the value of 3.9 mm was the average value for EAT in children with MS. NAFLD is
caused by the excessive accumulation of fat in the liver. Obesity, IR and MS are closely
associated with NAFLD (21). lacobellis et al. (1) were the first to emphasize the relationship
between echocardiographically measured EAT and visceral adiposity with AST and ALT
values as markers of hepatic steatosis and increased ALT can be considered a NAFLD
marker. Our study shows a positive correlation between EAT and ALT in obese children
whose ALT was significantly elevated although not to pathological values. This implies that
already in childhood, overweight and obesity are associated not only with an increase of
visceral fat, but also with laboratory signs of liver damage, and the severity of these changes
seems to be associated with the amount of visceral fat. Uric acid can negatively affect the
development and progression of CVD by stimulating inflammatory responses (22).
Hyperuricemia is closely correlated with obesity and body fat accumulation. There are several
studies demonstrating a correlation between visceral fat and uric acid levels in adults (10,11).
In the present study, a correlation between uric acid and EAT in children is reported for the
first time. The uric acid values were higher in overweight and obese children, but this increase
was not significant. So in conclusion EAT thickness in children is associated with an
unfavorable cardiometabolic risk profile including biochemical signs of NAFLD and
hyperuricaemia, but is not a stronger indicator than BMI.
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Table 1. Anthropometric, clinical and biochemical characteristics of study and control group

Overweight and obese Normal body weight
Variables (BMI = 85 percentile) (BM1I < 85 percentile) p-value
(n=25) (n=24)

Age (years) 13.0+23 129+34 0.36
Body weight (kg) 72.3+19.6 50.5+14.3 p<0.01
Height (cm) 164.0 £ 16.4 161.3+13.2 0.56
BMI (kg/m?) 27.4+35 18.8 +3.1 p<0.01
BMI percentile 94.3+35 36.2 + 2.83 p<0.01
BMI Z-score -0.38 £1.014 2.09 £0.51 p<0.01
Systolic BP (mmHg) 133.4+16.4 120.3+17.4 p <0.05
Systolic BP (mmHg) 80.3+11.5 69.7+ 7.4 p<0.01
Waist circumference (cm) 95.5+12.6 73.1+8.8 p<0.01
Fasting glucose (mg/dL) 89.45+ 9.1 88.67 +£8.2 0.42
Fasting insulin _(1Ul/I 1535+ 7.2 8.01+4.2 p <0.05
Total cholesterol (mmol/l) 5212 4.2+0. p <0.05
Triglyceride (mmol/l) 19+11 0.7+0.3 p<0.01
HDL cholesterol (mmol/l) 1.2+£0.2 15+£0.2 p <0.05
LDL cholesterol (mmol/l) 31+12 24+0.7 p <0.05
Uric acid (umol/l) 321.4 £67.5 281.9+69.3 0.16
Serum Creatinine (umol/l) 67.7+8.9 72472 0.057
Urea (mmol/l) 3.9+ 0.66 45+1.3 0.2
Total Proteins (g/l) 75.9+45 72.8+3.6 p <0.05
Total Bilirubine (umol/l) 85+54 10.9+6.3 0.50
AST (U/l) 30+12 246 0.06
ALT (U/l) 42 £30 18+6 p<0.01
yGT (U 30+ 18 18+6 p <0.05
ALP (U/l) 210 £120 150 + 102 0.15
ApoAl (g/l) 1.6+0.2 1.6+04 0.10
ApoB (g/l) 09+0.3 0.6+0.2 p<0.01
Hcy (umol/l) 7.8+138 75+0.6 0.08
HOMA index 3.47 £1.97 1.9+ 168 P<0.01

Data are shown as the mean + SD

AST - aspartate aminotransferase; ALT — alanine aminotransferase; yGT - y-glutamyl
transferase; ALP — alkaline phosphatase; ApoAl — apoprotein Al; ApoB — apoprotein B;
Lp(a) - lipoprotein lipase; Hcy — homocysteine; HDL cholesterol - high-density lipoprotein
cholesterol; LDL - low density cholesterol; Hcy - Homocysteine
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Table 2. Correlation of EAT and anthropometric, clinical and biochemical parameters

Variable Mean EAT

r p-value
Body weight (kg) 0.63 p<0.0001
Height (cm) 0.12 0.40
BMI — (kg/m°) 0.80 p<0.0001
BMI percentile 0.72 p<0.0001
Waist circumference (cm) 0.68 p<0.0001
Systolic BP (mmHg) 0.40 p<0.05
Diastolic BP (mmHg) 0.43 p<0.01
Total cholesterol [mmol/I] 0.30 0.22
Triglyceride [mmol/l] 0.68 p<0.0001
HDL cholesterol (mmol/l) -0.50 p<0.001
LDL cholesterol (mmol/l) 0.20 0.20
Fasting glucose (mg/dL) 0.26 0.10
Urea (mmol/l) -0.29 0.08
Serum creatinine (umol/1) -0.27 0.09
Uric acid (umol/1) 0.34 p<0.05
Total proteins (g/l) 0.37 p<0.05
Total bilirubine (umol/l) -0.07 0.65
AST (U/l) 0.29 0.15
ALT (U/) 0.37 p<0.05
yGT (U/) 0.31 0.06
ALP (U/l) 0.23 0.17
ApoAl (g/l) -0.29 0.07
ApoB (g/l) 0.37 p <0.05
Hcy (umol/l) -0.16 0.49
HOMA index 0.44 0.16
Fasting insulin (1U/ml) 0.27 0.31

BP — blood pressure; BMI — body mass index; Mean EAT - epicardial adipose tissue in parasternal short and
long axis in systole and diastole; r — correlation coefficient; AST — aspartate aminotransferase; ALT — alanine
aminotransferase; yGT — y-glutamyl transferase; ALP — alkaline phosphatase; ApoAl — apoprotein Al; ApoB —
apoprotein B; Hcy — homocysteine

Table 3. Multiple regression analysis of some metabolic variables

. Mean EAT (cm
Variables r tc B coet(‘ﬁci)ent p
Triglyceride [mmol/l] 2.49 0.50 p <0.05
HDL cholesterol [mmol/l] -1.04 -0.16 0.30
Urea acid [pmol/l] 0.732 0.79 0.11 0.43
Total proteins [g/l] ' 1,26 0.17 0.21
ALT [U/1] 0.44 0.06 0.66
ApoB [g/l] -0.38 -0.06 0.70

Mean EAT - epicardial adipose tissue in parasternal short and long axis in systole and diastole; r -
correlation coefficient; ALT - alanine aminotransferase; ApoB - apoliporpotein B
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Table 4. Correlation of EAT, waist circumference and BMI with clinical and biochemical

parameters
Variable BMI2 Mean EAT wWC
(kg/m) (cm) (cm)
r p-value r p-value r p-value
Systolic BP [mmHg] 0.58 | p<0.001 0.40 p< 0.05 0.43 p <0.05
Diastolic BP [mmHg] 0.63 | p<0.001 0.43 p<0.01 0.65 p <0.001
Triglyceride [mmol/l] 0.63 | p<0.001 0.68 p <0.001 0.51 p<0.01
HDL cholesterol mmol/l] -049 | p<0.01 -0.50 p <0.001 -0.18 0.36
Uric acid [pmol/l] 0.41 p <0.05 0.34 p <0.05 0.37 0.06
Total proteins [g/1] 0.36 p <0.05 0.37 p <0.05 0.36 0.07
ALT [U/1] 0.51 p<0.01 0.37 p <0.05 0.38 0.06
yGT [U/l] 0.52 p <0.001 0.31 0.08 0.34 0.10
ApoB [g/l] 0.33 p < 0.05 0.37 p <0.05 0.14 0.49

BP — blood pressure; BMI — body mass index; Mean EAT - epicardial adipose tissue in parasternal

short and long axis in systole and diastole; r — correlation

aminotransferase; GT — y-glutamyl transferase; ApoB — apoprotein B
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INKORPORACE EPA A DHA DO PLASMATICKYCH LIPIDU
B. Stankova, M. Vanta, E. Tvrzicka
4. interni klinika 1. LF UK Praha

V soucasné dob¢ se stale vétsi mnozstvi experimentalnich praci zabyva moznosti ptiznivého
ovlivnéni kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou jednou z nejcastéjSich pficin imrtnosti.
Jednim z rizikovych faktor téchto onemocnéni jsou dyslipidemie. K jejich prevenci i 1é¢bé
patii predev§im Uprava Zivotniho stylu. Jeji nedilnou soucésti je zména dietnich navykt, kde
jsou casto vyuzivany 1 tzv. funkéni potraviny. Mezi né patii 1 koncentraty esencialnich
mastnych kyselin. Cilem ptedkladané prace bylo prostudovat vliv dietni suplementace
vicenenasycenymi mastnymi kyselinami fady n-3 (PUFA n-3) na profil mastnych kyselin
v triacylglycerolech, fosfolipidech a esterech cholesterolu lipoproteinti krevni plazmy. Studie
probéhla u skupiny Sesti osob (3 muzi a 3 Zeny), které byl podédvan preparat MaxiCor®
v davce 1,5 g/den po dobu 35 dnd. Po extrakci lipidi z krevni plazmy byly jednotlive lipidoveé
tiidy separovany preparativni tenkovrstevnou chromatografii a profil mastnych kyselin byl
stanoven kapilarni plynovou chromatografii. Podavani preparatu vedlo ke zvySeni obsahu
kyselin eikosapentaenové a dokosahexaenové ve vsech lipidovych tfidach jiz béhem prvniho
dne. Toto zvy3eni bylo kompenzovano poklesem obsahu nasycenych mastnych kyselin. SniZzil
se i aterogenni a trombogenni index. Po vysazeni preparatu se hladiny jednotlivych mastnych
kyselin vrétily k pivodnim hodnotam pfiblizné po dvou tydnech. Charakter zmén byl u vSech
osob obdobny, kvantitativné se zmény liSily v zavislosti na pohlavi a bazalnich koncentracich
PUFA n-3. Tento nalez ziejmé souvisi s ostatnimi biochemickymi i genetickymi faktory, ale i
dietnimi navyky.

Studie byla podporovana vyzkumnymi projekty: PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity
v Praze.

-67 -



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

VLIV FYZICKE AKTIVITY NA UKLADANI LIPIDU VE TKANICH: MOZNOSTI
VYUZITI 1H MR SPEKTROSKOPIE PRI STANOVENI OBSAHU
INTRAMYOCELULARNICH LIPIDU

EFFECT OF PHYSICAL ACTIVITY ON LIPID DEPOSITION IN TISSUES: THE
POSSIBILITIES OF USING OF 'H MR SPECTROSCOPY IN THE DETECTION OF
INTRAMYOCELLULAR LIPIDS

V. Skop, H. Malinské, J. Trnovska, M. Burian, M. Hittl, L. Kazdova
Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Abstract

Lipid deposition in extraadipose tissue is one of the most serious factors associated with
obesity, insulin resistance and metabolic syndrome. The positive effect of physical activity on
obesity and related disorders is well documented, but the mechanism of its role in ectopic
lipid deposition is unclear. In this study we analyzed the effect of spontaneous physical
activity and high sucrose diet on ectopic lipid deposition and quantity of intramyocellular
(IMCL) and extramyocellular (EMCL) lipids in hereditary hypertriglyceridemic (HHTQ) rats.
Half of the adult males in the two dietary groups had the possibility of spontaneous running in
rat wheel for 4 weeks, while control animals had no possibility of extra physical activity.

In both dietary groups, physical activity decreased serum concentration of nonesterified fatty
acids, triglycerides and insulin, and lipid accumulation in the liver, aorta, kidney and muscle.
Linear negative correlation between content of triglycerides and intensity of physical activity
was found in the liver and m. gastrocnemius. IMCL and EMCL quantity, measured by NMR
spectroscopy, decreased after physical activity. Percentage of IMCL decreased after physical
activity in group fed with control diet. Our results show importance of physical activity and
possibility of application of NMR spectroscopy in the quantification of IMCL and EMCL.

Uvod

Ukladani lipidi mimo tukovou tkan, zejména v jatrech a svalech (ektopické), je
zavaznym problémem asociovanym s metabolickym syndromem a vyrazné pfispiva k rozvoji
inzulinové rezistence téchto tkani. Mastné kyseliny produkované zejména z tukové tkan¢ jsou
transportovany do jater a svald, kde dochazi k jejich oxidaci za zisku energie nebo k ulozZeni
ve formé triacylglyceroli (TAG). Klinické studie prokazaly, Ze zvySené mnozstvi
intracelularnich svalovych (intramyocelularnich) lipidd (IMCL), pfevazné TAG, je
asociovano s inzulinovou rezistenci a Ze jejich zvySend akumulace pfispiva k rozvoji
metabolickych poruch pii diabetu 2. typu, obezité nebo metabolickém syndromu (Pan et al.
1995, Jacob et al. 1999). UloZené TAG neslouZzi pouze jako energeticka zasoba, ale také jako
prekurzory lipidovych signadlnich molekul ceramidt, diacylglyceroli (DAG) a dlouho-
fetézcovych acyl-CoA. Ceramidy patii mezi sfingolipidy a K inzulinové rezistenci pfispivaji
piedev§im inhibici proteinkindzy B (Akt), kterd je dulezitou soucasti inzulinové signalni
kaskady (Chavez et al. 2003). Dale inhibuji mitochondrialni elektrontransportni systém, ¢imz
piispivaji k produkci reaktivnich forem kysliku a nasledné k oxida¢nimu stresu (Novgorodov
et al. 2011, Yu et al. 2007). DAG jsou bunééné signalni molekuly, ale také meziprodukty
v syntéze a odbourdvani TAG. Zvysené mnozstvi DAG je asociovano se zvysenou aktivitou
nékterych izoforem proteinkinazy C, které inhibuji inzulinovou signalni drahu (Timmers et al.
2008).

rrrrrr

mezi zvySenym mnoZstvim svalovych IMCL a inzulinovou rezistenci neni zcela univerzalni.
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U sportovcu byl nalezen zvysSeny obsah IMCL, pfestoze jejich svalova tkan je senzitivni
k ptisobeni inzulinu (Coen and Goodpaster 2012).

Neinvazivni metodou vyuzitelnou ke stanoveni mnozstvi lipidi ve svalech je H
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR). Tato metoda vyuZivd magnetickych
vlastnosti jader n&kterych atoméi — napiiklad *H,**C, 3'P, kterd maji nenulovy magneticky
moment. Takova jadra jsou pak “NMR aktivni”, tj. Ize u nich pozorovat jev magneticke
rezonance.

Je-li naptiklad 'H jadro vloZeno do vngjiho magnetického pole, zorientuje se magneticky
moment jadra do jednoho ze dvou moznych zplsobtli - souhlasné ¢i nesouhlasné s vnéjSim
magnetickym polem. Pfi ozéfeni takového jddra monochromatickym elektromagnetickym
zaifenim o vhodné frekvenci (rezonan¢ni frekvence) dojde k absorpci tohoto zafeni a ke zmeéné
orientace magnetického momentu z paralelni na antiparalelni. Nukledrni magnetické
momenty interaguji s lokalnim magnetickym polem, které se 1isi od vnéj§iho magnetického
pole v dusledku stiniciho efektu elektronoveho obalu. V zévislosti na okolnich strukturach tak
dochazi ke zméné rezonan¢ni frekvence. Zmeéna rezonan¢ni frekvence dané¢ho jadra
ve srovnani svhodné zvolenym standardem je oznaCovana jako chemicky posun a je
charakteristickd pro skupiny chemicky ekvivalentnich jader. MnozZstvi absorbovaneho
elektromagnetického zafeni (intenzita signdlu NMR) je pak tmérné mnozstvi sledovanych
jader (Volka 1995).

Na zaklad¢ analyzy signalu naméteného z vybraného objemu (volume of interest, VOI)
ve tkani lze ur€it koncentrace riznych metabolitt, které se v dané tkani vyskytuji. Tato
vlastnost ¢ini ze spektroskopie NMR unikatni néstroj vhodny jak pro 1ékaisky vyzkum, tak i
pro klinickou praxi.

Vlivem rozdilného uspofadéani je touto metodou mozné ve svalové tkani sledovat dvé
rozdilne lipidové struktury - extramyocelularni (EMCL) lipidy, které se nachazi v tenkych
vrstvach podél svalovych vldken, a IMCL, tvofici drobné intracelularni sférické lipidové
kapénky (Skoch et al. 2006, Machann et al. 2008).

Cilem této studie bylo sledovat vliv spontanni fyzické aktivity a vysokosachardzové diety
lipidu ve svalech analyzovat pomoci NMR spektroskopie a porovnat vysledky s enzymovym
stanovenim. Dale pomoci NMR sledovat vliv fyzicke aktivity a vysokosachardzové diety na
pomér mnozstvi IMCL a EMCL.

Metody

Pokusy byly provedeny u neobéznich hereditarné hypertriacylglycerolemickych (HHTg)
potkant, vyselektovanych zkmene Wistar jako model lidské hypertriacylglycerolemie.
U tohoto kmene potkant se vyskytuji i dal$i abnormality, zejména, inzulinova rezistence,
poruchy gluk6zoveho metabolizmu a hypertenze (Zicha 2006). V pokusech byli pouZiti
potkani samci ve véku 3 mésict. Kontrolni skupina byla chovana ve standardnich klecich
(HHTg). Pokusna zvifata byla umisténa po jednom do kleci s moznosti pruichodu do kolového
pohyboveého trenazéru s obvodem 106 cm. Trenazéry byly pfipojeny k pfistroji a pocitaci, kde
byl zaznamenavan pocet otacek (Rat Activity Wheel and Cage, fa Panlab, Harvard Aparaturs,
USA). Takto byla zvifata chovana po dobu 4 tydnt s moznosti libovolné intenzivni spontanni
fyzické aktivity (HHTg+SFA). VsSechna zvifata byla krmena ad libitum standardni
peletovanou dietou. Poloviné zvifat v kazdé skupiné byl k piti misto vody podavan 20%
roztok sachardzy (vysokosachardzova dieta, VSD). Celkovy pocet zvifat byl 8 v kontrolnich
skupinach obou diet, 20 ve skupiné krmené kontrolni dietou a s moznosti fyzické aktivity a 24
ve skupiné krmené vysokosachardzovou dietou a s moznosti fyzické aktivity. Pro statistické
porovnani kvalitativnich a kvantitativnich rozdili mezi skupinami bylo ze skupin s moznosti
fyzické aktivity vybrano 7 zvifat s podobnou intenzitou béhani (5 - 8 km/den)
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Mnozstvi triacylglyceroli (TAG) v séru a po extrakci z tkani podle metody popsané
v publikaci (Qi and Kazdova 2002) bylo stanoveno analytickou soupravou TG L 250 S (Erba-
Lachema, CR). Koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) byla méfena
komerénim kitem free fatty acids, half micro test (Roche Diagnostic, Némecko). Koncentrace
sérového inzulinu byla méfena komer¢nim imunochemickym kitem Rat Insulin ELISA kit
(Mercodia, Svédsko).

Vysetfeni svalovych lipidi magnetickou rezonanci bylo provedeno pomoci sekvenci
PREESS s parametry méfeni: repeticni ¢as TR = 2500 ms a echo ¢asy TE = 20 a 135 ms.
Béhem méfeni byla =zvifata v celkové anestezii isofluranem. Stanoveni probihalo
na experimentalnim tomografu Bruker Biospec 47/20 (Bruker, DE), s magnetickou indukci
4,7 T. VOI o rozmérech 5 x 2 x 13 mm byl nastaven do svalu m. gastrocnemius tak, aby
neobsahoval mezisvalova septa. Naméfend spektra byla dale zpracovana programem LC
Model. Vysledky nalezeného mnozstvi IMCL CH, a EMCL CH; skupin byly vztazeny
na mnoZstvi kreatinu (Cr).

Vysledky a diskuze

Z potkanti s moznosti spontanni fyzické aktivity byly vybrany skupiny s podobnou
intenzitou béhani (5 — 8 km/den). U téchto zvifat byly v séru stanoveny zdkladni metabolické
ukazatele a byly porovnany s kontrolnimi skupinami (bez moznosti nadstandardni fyzické
aktivity) (tab. 1). ZvySena utilizace lipidii ve svalové tkani pii fyzické aktivité neovlivnila
glykémii, ale vedla kpoklesu sérovych koncentraci NEMK a TAG vlaéném i
postprandialnim stavu. Zmény v metabolizmu lipida se dale projevily ve snizeném mnozstvi
ektopicky uloZzenych TAG v jatrech, kosternim svalu (m. gastrocnemius), branici, aorté
a ledvinach (tab. 2). ZvySenou citlivost téchto tkani (zejména jaterni a svalové) k Gcinkiim
inzulinu vlivem nizSiho mnoZstvi intracelularnich lipidd naznaCuje nalez vyrazné nizsi
koncentrace sérového inzulinu u fyzicky aktivnich zvitat (tab. 1).

Casti potkani byla podavana vysokosacharézova dieta, kterda zvySuje syntézu lipidi
v jatrech a potencuje metabolické abnormality HHTg potkant. Tato zvifata vykazovala
v porovnani s potkany, kterym byla podavana standardni dieta, vyrazné zvySené sérové
koncentrace TAG na lacno i postprandidlné a mirné zvySené mnozstvi NEMK a inzulinu
(tab. 1). Déle bylo zvyseno mnozstvi TAG ektopicky uloZzenych ve tkanich. Fyzicka aktivita
v rozsahu 5 — 8 km/den vyrazné zmirnila negativni ucinky vysokosachardézové diety (tab. 1,
2). Vsechny sledované parametry, kromé obsahu TAG v srdci a glykemie, byly vlivem
fyzické aktivity pozitivné ovlivnény. Nekteré hodnoty se blizily k hodnotam skupiny
s pohybovou aktivitou na standardni dieté, coz podporuje diive publikovanou hypotézu, zZe
pohybova aktivita miize mit pii terapii metabolického syndromu a souvisejicich poruch vétsi
efekt neZ pouhd kaloricka restrikce (Trachta 2012).
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Tabulka 1. Vliv spontanni fyzické aktivity a vysokosachar6zové diety na sérové parametry
u HHTg potkani.

HHTG + VSD
HHTg  HHTg+SFA P | HHTG+vsD "HIGT P
glykémie na la¢no 533+041 | 485+049 | NS | 492+053 | 528+033 | NS
(mmol/l)
glykémie
postprandialni 855+0,39 | 868+0,32 | NS| 8,605 8,04+£0,43 | NS
(mmol/l)
TAG na latno 554+045 | 218+0,36 |0,05| 857+054 | 441+046 |0,05
(mmol/l)
(TmArSO?/‘I’)Stpra”d'a'”' 8+043 | 404+026 |0,05|1433+096| 102+044 [0,05
NEMK (mmol/l) 14+016 | 0,86+006 |005| 1,75+025| 1,01+008 |0.05
Inzulin (nmol/l) 04+0,044 0,26+0,018 0,05 053+0,06| 034+0032 0,05

Hodnoty udavaji pramér + SE; P: statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinami.

Tabulka 2. Vliv spontanni fyzické aktivity a vysokosachar6zoveé diety na ektopicke ukladani
TAG u HHTg potkani.

obsah TAG (pmol/g) P obsah TAG (pmol/g) P
thean HHTg HHTg + SFA HHTG+VSD HHI%; X SD
jatra 146+1,4 98+1,1 (0,05 19,3+1,7 13,05+1,1 |0,05
m. gastrocnemius 47+058 | 2,44 +0,26 0,05 5,76+0,67 | 3,01+0,29 (0,05
srdce 2,1+0,25 1,95 +0,23 | NS 2,75+0,3 2,36 £ 0,26 | NS
branice 351+27 243+0,5 (0,05 39,4+572 279+28 | NS
aorta 58,547 355%+8,1 |0,05 89,775 33446 (0,05
ledvina 6,17x054 | 4,14+0,43 0,05 754+x11 3,66 0,51 |0,05

Hodnoty udavaji prumeér + SE; P: statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinami.

Sledovani korelace mezi mnoZstvim TAG uloZenych v jatrech a svalech a intenzitou
pohybové aktivity ukazalo linearné€ klesajici zavislost mezi koncentraci TAG ve sledovanych
tkanich a primérnou vzdalenosti, kterou zvifata za den ub¢hla (obr. 1). Tato korelace byla
nalezena u obou typt diet.
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Zavislost mnoistvi svalovych TAG na Zavislost mnoZstvi jaternich TAG na
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Obrazek 1. Korelace mezi mnozstvim svalovych a jaternich lipida a pramérnou intenzitou fyzické
aktivity u HHTg potkant.

Mnozstvi IMCL a EMCL bylo mé&feno pomoci NMR spektroskopie. Potkani s moznosti
spontanni fyzicke aktivity byli vybrani tak, aby jejich intenzita béhani byla 5 - 8 km/den.
Na obr. 2A jsou ukdzky charakteristickych spekter ziskanych analyzou svalu m.
gastrocnemius potkana ze skupiny krmené kontrolni nebo vysokosachardzovou dietou. Je zde
patrné vyrazné zvySeni celkového obsahu EMCL-CH; i IMCL-CH, skupiny ve srovnani
s kreatinem vlivem vysokosachar6zové diety. Pii tomto stanoveni hraje vyznamnou roli
umisténi oblasti VOI tak, aby nedochazelo ke zkresleni vysledkii vlivem pfitomnosti
mezisvalovych sept, umisténi VOI do vice nez jednoho svalu (rizné orientovana svalova
vlakna zkresluji vysledky u EMCL), nebo dokonce umisténi ¢asti VOI do oblasti podkozniho
tuku piipadné jiného tukového loziska (Skoch et al. 2006, Machann et al. 2008). Z tohoto
diivodu, a vzhledem k velikosti potkanich svali, je stanoveni lipidli ve svalech pomoci NMR
na obr. 2B. Po naméfeni NMR spektra bylo v danych svalech stanoveno celkové mnoZzstvi
TAG enzymov¢é pomoci analytické soupravy. Porovnani vysledkii zjisténych pomoci obou
metod (obr. 3C) ukazuje dobrou korelaci, ale velkou chybu méteni, ktera nékdy dosahuje az
60 %. Tato chyba je pravdépodobné zpusobena EMCL, jejichz chyba méfeni se podle
literatury uvadi aZ 50 %, zatimco chyba u IMCL je obvykle mensi nez 10 % (Skoch et al.
2006, Machann et al. 2008). Dalsim vysvétlenim rozdilt pfi riznych metodach stanoveni jsou
sledované latky. Zatimco enzymové je stanoven pouze obsah TAG, pomoci NMR je
stanovena CH, skupina, ktera mize pochazet i z jinych lipidovych tiid, ptestoze TAG jsou
nejvice zastoupenou lipidovou tfidou. V nékterych piipadech mize zalezet také na délce a
nasycenosti mastnych kyselin, ktera je fyzickou aktivitou a vysokosachar6zovou dietou
u HHTg potkanti vyrazné ovlivnéna (Skop et al. 2012). Proto se pro NMR stanoveni jako
lepSi parametr nez CH, skupina vV literatufe udava skupina CHj, kterou ma kazdad mastna
kyselina jen jednou (Skoch et al. 2006).

-72-



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

g

A standardni dieta B
| podélny fez priény fez

| ||I
1 Wlﬂ'ﬁ’l |'.'lijll|| iﬁ}'ﬁ'ﬁ!‘f‘.ﬁhﬂu‘ﬁi’?&k’?ﬁwﬁf W#WW ’fjﬂL'&_’[«'llf”I‘f.*‘i%*'«”"ﬁﬂ“”ﬁth"n“\yb‘?ﬂ

E

3

Cc

" chemicky posun (ppm)
Vysokosacharézové dieta Porovnani obsahu svalovych lipidd namé&fenych
pomoci NMR s enzymovym stanovenim mnoZstvi

b ] Ao
- ind '.[;‘.’.’J kf'Pﬁyrlﬁ‘ﬁlwﬂﬂ‘r\*“ﬁk\h\'w‘f}""&\-\'»%;fﬂ‘}‘iﬂl“ﬁﬁ'ﬁhﬁ,'xw‘lﬁ‘ ’}“‘.‘pﬁ,‘{&,\q}.ﬂ“"l‘d‘ TAG

716D

=)

e

RZ = 0,6522

o

-

NMR stanoveni (EMCL/Cr+IMCL/Cr)

@

=)

1 2 3 4 5 6

chemicky posun (ppm) TAG enzymové pmol/g

Obrazek 2 Stanoveni svalovych lipidd pomoci NMR. A: Typicka spektra ziskana pii stanoveni
intramyocelularnich lipid u kontrolnich potkant a u potkanti krmenych vysokosachar6zovou dietou.
1. EMCL-CHy; 2: IMCL-CHy,; 3: kreatin B: Umisténi oblasti VOI v lytkové ¢asti nohy pii NMR
stanoveni. C: Korelace mezi vysledky obsahu svalovych lipida ziskanymi pomoci NMR a obsahem
TAG ve stejnych svalech stanovenych enzymovou analytickou soupravou.

Stanoveni EMCL a IMCL pomoci NMR je uvedeno v tab. 3. U potkani krmenych
kontrolni dietou spontanni fyzickd aktivita snizila mnozstvi IMCL a vedla niz8§imu
procentualnimu zastoupeni IMCL. Naproti tomu u potkanti, kterym byla podavana dieta
s vysokym podilem sacharozy, fyzicka aktivita vedla k vyraznéjSimu poklesu mnozstvi
EMCL, ke stejnému snizeni IMCL, ale procentualni zastoupeni IMCL nebylo ovlivnéno.

Klesajici zavislost mezi mnozstvim svalovych TAG spolu se sniZujicim se zastoupenim
IMCL je vSak v mirném rozporu s vysledky nalezenymi u atletti, u kterych dochazi vlivem
fyzické aktivity ke zvySeni mnozstvi IMCL jako zdroje svalové energie (Goodpaster et al.
2001). Nejpravdépodobné&jsim vysvétlenim je stale nedostateéna intenzita fyzické aktivity.
Pokud u HHTg potkanti existuje hranice, kdy mnozstvi svalovych lipidl za¢ne vlivem fyzické
aktivity stoupat, je intenzita této fyzické aktivity vétsi nez 11 km/den. Pokud se pokusime
tento vysledek aproximovat na lidské parametry, znamena to, Ze jen u vrcholovych sportovct
bude dochazet ke zvySeni IMCL vlivem fyzické aktivity. Béznad fyzicka aktivita vétSiny
populace bude mnozstvi IMCL snizovat a pro tuto ¢ast populace tak bude stanoveni IMCL

-73-



ATHEROSKLEROSA

2013

ATHEROSKLEROSA

vhodnym klinicky vyuzitelnym ukazatelem inzulinové rezistence svalové tkan¢ a dalSich

parametri metabolického syndromu.

Tabulka 3. Vliv spontanni fyzické aktivity a vysokosacharézove diety na obsah IMCL a

EMCL ve svalu m. gastrocnemius stanoveny pomoci NMR spektroskpie.

Parametr HHTg | HHTg+ SFA V"‘(’WE)FA HHTG+VSD HHZGS; X Sb V"‘(’(VE)FA
EMCL-CH,/Cr | 2,8+ 0,4 | 2,06+ 0,12 27 | 588+22 | 298+1,3 .50
IMCL-CH,/Cr |2,11+0,5 09605 55 | 552+1,6 234+0,94 58
% IMCL 43+ 2 28+ 11 .37 48+9 48+ 14 0

Hodnoty udavaji primér + SE; EMCL-CH,/Cr Plocha piku CH, skupiny pochazejici
Z extramyocelularnich lipidt vztazena na plochu piku kreatinu; IMCL-CH,/Cr : Plocha piku CH,
skupiny pochazejici z intramyocelularnich lipidd vztazena na plochu piku kreatinu; % IMCL
procentudlni zastoupeni IMCL v celkovém mnozstvi llipidu.

Zavér

Spontanni fyzicka aktivita ma i v nepfitomnosti obezity pozitivni u¢inky na organizmus,
zejména ve vztahu Kk lipidovému metabolismu a ektopickému ukladani triacylglycerold.
Vyrazné¢ zmiriiuje negativni uinky konzumace sacharézy a vede v tad¢ ptfipadi téméft
K normalizaci metabolickych abnormalit. Stanoveni intramyocelularnich lipida s vyuzitim
spektroskopie NMR je neinvazivni metoda vhodna pro klinické vyuziti pii studiu inzulinové
rezistence svalové tkané a asociovanych poruch.

Studie byla podporena grantem GACR P301/11/2418
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Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha
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Abstract

Cd36 fatty acid translocase (FAT/Cd36) is a multifunctional membrane glycoprotein that
facilitates the cellular uptake of long-chain fatty acids and uptake of oxidized lipoproteins. In
this study we analyzed in SHR rats that harbour deletion mutation of Cd36 gene and in
transgenic SHR expressing functional form wild type Cd36. Results indicate that rescue of
defective Cd36 under the control of a universal promoter decreased serum levels of
triacylglycerols (TAG) and non-esterified fatty acids, improved glucose tolerance and insulin
sensitivity to insulin action a positively influenced fatty acid spectrum in membrane
phospholipids. FAT/Cd36 transgenic expression exclusively in muscle tissue was associated
with increased palmitate oxidation in skeletal muscles, decreased intramuscular TAG levels,
and with increased TAG clearance at the expense of a decrease in both basal and insulin-
stimulated glycogenesis in skeletal muscles, increased serum glucose and insulin levels and
impaired glucose tolerance when compared to SHR nontransgenic controls. Results indicate
that a functional FAT/Cd36 must be expressed universally for amelioration of disorders in
lipid and sacharide metabolism associated with a deletion mutation in the FAT/Cd36.

Uvod

Transport a utilizace mastnych kyselin ve tkanich je pfedmétem intenzivniho vyzkumu
pro dulezitou ulohu vrozvoji inzulinové rezistence, obezity, diabetu 2. typu
a kardiovaskularnich poruch. Transport mastnych kyselin do tkani zajiStuje nejen dostatek
energetického substratu, ale mize mit i negativni dasledky projevujici se lipotoxickymi
ucinky: akumulaci triacylglycerolii (TAG) a jejich cytotoxickych derivath (diacylglycerot,
ceramidll), sniZzenou utilizaci gluk6zy, mitochodrialni dysfunkci a apoptézou (Carley and
Severson 2005). V klinickych studiich byly zvySené koncentrace TAG zjistény nejen
U pacientl s diabetem 2. typu, obezitou, metabolickym syndromem ale i se srdecni dysfunkci
(Szczepaniak et al. 2003) a u 30 % pacienti se srdeénim selhanim (Sharma et al. 2004).
Transport mastnych kyselin do bunék se déje dvéma mechanizmy — v malé mifte difuzi z 80 %
transportnimi proteiny a zavisi tak nejen na koncentraci extraceluldrnich mastnych kyselin,
ale 1 na aktivit¢ membranovych a intracelularnich prenasecu.

Klic¢ovou Ulohu v metabolizmu mastnych kyselin ma transmembranovy pfenos mastnych
kyselin ptes sarkolemu, ktery je zprostiedkovan translokdzou mastnych kyselin, kddovanou
genem Cd36 (FAT/Cd36). Pfenos mastnych kyselin mezi intracelularnimi kompartmenty
zajistuji  cytoplazmatické vazebné proteiny (FABP) lokalizované v plazmatickych
membrandch a mikrozomech (Chabowski et al. 2004). FAT/Cd36 je membrénovy
multiligandovy receptor svysokou afinitou pro mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a
oxidované lipoproteiny. Nejvice exprimovamy je ve tkanich s aktivnim metabolizmem
mastnych kyselin — v myokardu, svalech a v tukové tkani. FAT/Cd36 mRNA v téchto tkanich
je ovlivnéna podilem tuku v dieté, diabetem, inzulinem, télesnou aktivitou a agonisty PPAR.

-76 -



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

U pacientl byla vysoka exprese Cd36 pozorovana v makrofazich a pénovych burikach
v aterosklerotickych 1ézich v aorté a koronarnich tepnach (Nakagawa-Toyama et al. 2001).

V roce 1999 Aitman a spol. identifikovali u spontdnné hypertenznich potkani (SHR)
deleci v genu Cd36, ktery kdduje translok&dzu mastnych kyselin na chromozomu 4 (Aitman et
al. 1999). Obnoveni funk¢niho genu pro Cd36 pienosem ¢asti chromozomu 4 od BN potkant
vedlo u kongenni linie k expresi Cd36 ve tk&nich a normalizovalo hladiny sérovych lipid.
Snizilo obsah TAG v myokardu a zvysilo senzitivitu tukove a svalové tkané k uc¢inku inzulinu
(Pravenec et al. 2001).

V klinickych studiich byla deficience Cd36 zjiSténa u 3-10 % Japonci, Thajch a Afri€ant
(Yanai et al. 2000). V populaci Americ¢anti evropského ptivodu tvoii tito lidé méné nez 0,3 %
(Curtis et al. 1999). Osoby s deficitem Cd36 maji snizené vychytavani mastnych kyselin
v srdci, ktera byla zjisténa u 40 % japonskych pacienti s dédi¢nou hypertrofickou
kardiomyopatii (Tanaka et al. 1997). Ze sedmi pacientt, u kterych byl prokazan deficit Cd36,
byl u tfech diagnostikovan diabetes 2. typu spojeny u jednoho pacienta s inzulinovou
rezistenci a u jednoho s hypertriglyceridémii. Zbyvajici pacienti méli hypertenzi (Hwang et al.
1998). Podle Yuasa-Kawase et al. (2012) jsou pacienti s deficienci Cd36 tiikrat Castéji
postiZeni koronarni arterialni chorobou nez lidé v bézné populaci.

Vsechny tyto poznatky naznacuji, ze nedostatek Cd36, jak u lidi tak potkand, miize mit
dilezitou ulohu v patogenezi dyslipidémie, inzulinové rezistence, hypertenze a kardio-
vaskularnich chorob.

Cilem studie bylo zjistit, zda spontanni delece translokazy mastnych kyselin a obnova
funkéniho genu pro FAT/Cd36 tkanich u SHR potkanti ovlivni zastoupeni mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech a zda obnova funkéniho genu pro FAT/Cd36 specificky
ve svalové tkani ovlivni dyslipidémii a inzulinovou rezistenci u SHR potkani.

Pokusy jsme provadéli u dospélych samcii spontanné hypertenznich potkanti (SHR), kteti
maji pfirozenou deleci genu kodujiciho transportér mastnych kyselin FAT/Cd36. Dale byli
V pokusech pouziti transgenni potkani exprimujici funkéni formu Cd36. Obnoveni funkéniho
genu pro Cd36 ve tkanich bylo provedeno injikovanim progenitorovych SHR zygot s cDNA
konstruktem obsahujicim funkéni Cd36 pod kontrolou univerzalniho promotoru EF- 1a, ktera
vede k univerzialni expresi Cd36 ve tkanich. Déale byli v pokusech pouZiti transgenni potkani
exprimujici funkéni formu Cd36 specificky ve svalové tkani, ktefi byli ziskani
mikroinjikovanim zygot s cDNA konstruktem obsahujicim funkéni Cd36 a gen mysi kreatin
kinazy (SHR-MCKCd36). Transgenni potkani byli geneticky identi¢ti s potkany SHR
s vyjimkou exprese FAT/Cd36 ve tkanich. V pokusech byla zvitatim 2 tydny pted ukon¢enim
pokusu podavana dieta obsahujici 60 % fruktdzy. Spektrum mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech bylo sledovano plynovou chromatografii po separaci
lipidovych tfid tenkovrstevnou chromatografii a po ptrevedeni mastnych kyselin do formy
metylesterd, které byly eluovany hexanem a analyzovany na plynovém chromatografu.
Rezistence tkani k inzulinu byla monitorovéna in vitro v braniénim svalu pfi inkubaci tkané
bez inzulinu a s inzulinem (250 pU/mI) podle inkorporace **C-U-glukézy do glykogenu.

Oralni gluk6zovy toleran¢ni test byl proveden po intragastrickém podani glukozy
(3g/100g t. hm.) po no¢nim la¢néni. Lipidovy toleran¢ni test byl proveden metodou dle
Colomba (Colombo et al. 2003). Koncentrace triglyceridi, NEMK, glukozy v séru a obsah
triglyceridii ve svalu byly stanoveny pomoci komercéné dostupnych enzymatickych testt.

Vysledky

U transgennich potkant byla exprese Cd36 pod kontrolou univerzalniho promotoru EF-
lo spojena s niz§imi hladinami sérovych triglyceridt, neesterifikovanych mastnych kyselin a
inzulinu. Rovnéz glukézova tolerance hodnocend jako plocha pod glykemickou kiivkou
pii OGGT byla u transgennich zvifat zlepSena (tabulka 1).
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Tabulka 1. Vliv transgenni exprese Cd36 na sérové koncentrace lipida, parametry glukdzoveé
tolerance a obsah TAG v myokardu

SHR SHR-Cd36 P<
S - TAG, mmol/l 1,22 + 0,09 0,81 +0,07 0,05
S - NEMK, mmol/Il 0,462 + 0,023 0,374 £ 0,027 0,05
S - gluk6za, mmol/I 4,14 +£0,10 4,22 £0,11 N.S.
S - insulin, nmol/l 1,27 +0,11 0,91+ 0,08 0,05
AUC.120min.pfi OGTT, mmol/I 816 + 12 787 +13 0,05
TAG v myokardu, pmol/g 2,85+ 0,25 1,92 +0,23 0,05

Hodnoty udavaji primér += SEM, pocet zvifat ve skupiné 7-8.

Analyza zastoupeni mastnych kyselin ve fosfolipidech v séru a v kosternim svalu je uvedena
v tabulce 2. Transgenni exprese Cd36 zvysila zastoupeni mononenasycené mastné kyseliny
olejové (C18:1n9) a polynenasycenych kyselin fady n-6 a fady n-3. Ve fosfolipidech
kosterniho svalu byla spojena s podobnymi, i kdyz méné vyraznymi zménami v zastoupeni
mastnych kyselin a sniZila podil kyseliny dihomo-gama linolenové (C20:3n6) jak v sérovych
tak 1 tkanovych fosfolipidech.

Vysledky uvedené v Tab. 3 ukazuji, Ze specificky cilend exprese FAT/Cd36 pouze
ve svalové tkani snizila sérové koncentrace NEMK, zatimco hladiny sérovych triglycerida
byly u transgennich potkani zvySeny. SHR potkani s transgenni expresi FAT/Cd36 méli
zvysené hladiny la¢né i pozatézové glykémie pii OGGT.

V kosternim svalu (m. soleus) transgenni exprese sniZzila koncentraci triglyceridd,
pravdépodobné v diisledku zvySené oxidace mastnych kyselin a nikoliv jejich reesterifikace.
Pro tento predpoklad sv&d&i zvy$ena inkorporace “C - palmitatu do CO, pii inkubaci
visceralni tukové tkané in vitro.
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Tabulka 2. Profil mastnych kyselin ve fosfolipidech séra a kosterniho svalu

Mastné SHR SHR-Cd36 p SHR SHR-Cd36 p
kyseliny sérum m. soleus

14:0 0,01+0,02 | 0,01+0,03 | N.S. | 0,06+0,02 | 0,04 +0,02 | N.S.
16:0 1797 +0,97 16,68+ 1,04| N.S. |10,64+1,71|11,72+1,11| N.S.
18:0 17,76 £ 0,33|16,78 £ 0,91 | N.S. |21,79+0,39|20,93+0,37| N.S.
20:0 8,90+0,99 [10,29+1,64| N.S. | 246+0,32 | 0,95+0,39 |<0,05
>~ SFA 44,73 +0,7843,86 £+1,94| N.S. | 34,95+1,35|33,64+1,12| N.S.
16:1n7 0,18+0,02 | 0,26 £0,05 | N.S. | 0,29+0,05 | 0,29+0,04 | N.S.
18:1n9 3,48+0,12 | 435+0,36 |<0,05| 4,30+0,14 | 445+0,13 | N.S.
18:1n7 2,29+0,07 | 209+0,13 | N.S. [3,88+0,009| 3,69+0,12 | N.S.
20:1n9 0,75+0,11 | 0,75+£1,02 | N.S. | 0,52+0,10 | 0,78+0,19 | N.S.
>~ MUFA 6,69+0,10 | 745+0,51 | N.S. | 8,89+0,24 | 9,22+0,27 | N.S.
18:2n6 14,96 + 0,41 15,22+ 0,59| N.S. |18,46+0,72|20,49+0,64| N.S.
18:3n6 0,08+0,01 | 0,09+£0,01 | N.S. | 0,15+0,02 | 0,10+0,01 |<0,05
20:2n6 0,19+0,04 | 0,44+0,06 |<0,05| 0,40+0,06 | 1,16 £0,09 |<0,05
20:3n6 0,30+0,01 | 0,24 +£0,02 |<0,05| 0,25+0,02 | 0,17 £0,02 |<0,05
20:4n6 25,38 £0,56(22,71+2,21| N.S. [27,60+1,74|25,08 +0,84| N.S.
22:4n6 0,58+0,04 | 1,49+0,19 |<0,05| 2,04+0,11 | 2,68 £0,10 |< 0,05
¥n-6 PUFA [41,51+0,94/40,19+2,14| N.S. [4891+1,51|49,69+1,00| N.S.
18:3n3 479+057 | 555+1,02 | N.S. | 0,60+0,15 | 0,62+0,14 | N.S.
20:5n3 0,36 +0,04 | 0,55+0,07 |{<0,05| 0,59+0,13 | 0,57+0,13 | N.S.
22:5n3 0,68+0,12 | 1,01+0,15 |<0,05| 1,08+0,19 | 1,05+0,24 | N.S.
22:6n3 1,23+0,07 | 1,40+ 0,13 | N.S. | 497+£0,57 | 522+0,31 | N.S.
>n-3PUFA | 7,07+0,72 | 850+1,22 | N.S. | 7,24+0,85 | 7,46 £ 0,60 | N.S.
>SFA/X UFA| 0,81+0,03 | 0,80+0,71 | N.S. | 0,54+0,03 | 0,51+0,02 | N.S.

Hodnoty udavaji primér mol% mastnych kyselin = SEM, pocet zvitat ve skupiné 9-10.
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Tabulka 3. Vliv transgenni exprese Cd36 ve svalové tkani na sérové a tkanové koncentrace
lipidl a parametry gluk6zové tolerance

SHR SHR-MCK Cd36 P<
S - triglyceridy, mmol/Il 1,52 +0.12 2,25+0,12 0,05
S - NEMK, mmol/I 0,574 + 0,027 0,464 + 0,033 0,05
S - gluk6za, mmol/I 4,22 £0,11 514 +£0,10 0,001
S - insulin, nmol/l 0,91+0,08 1,27 £ 0,11 0,05
AUC 0-120min. pii OGTT, mmol/l 757 £ 15 816 + 12 0,01
TAG v m.soleus, pmol/g 4,81 £0,32 3,80 +£0,17 0,05
Oxidace palmitatu, nmol/l/2hod. 385+ 34 660 + 92 0,05

Hodnoty udavaji primér += SEM, pocet zvifat ve skupiné 7-8.

Diskuze

U transgennich potkanti byla exprese Cd36 pod univerzdlnim promotorem spojena
S niz§imi hladinami sérovych triglyceridii, neesterifikovanych mastnych kyselin a inzulinu.
Rovnéz glukézova tolerance hodnocend jako plocha pod glykemickou kiivkou pti OGGT
byla u transgennich zvifat zlepSena. Uvedené vysledky ukazuji, Ze translokdza mastnych
kyselin FAT/Cd36 miize ovliviiovat slozeni membranovych fosfolipidii, které jsou vedle
proteini a cholesterolu hlavni strukturdlni slozkou membran. Vy38i zastoupeni poly-
nenasycenych mastnych kyselin spojené se zvySenou aktivitou A5 desaturazy (153 £ 18 vs
110 + 14; p < 0,05) zjisténé u zvitat s funkéni FAT/Cd36 miize byt jednim z mechanizmi,
ktery se podili na zlepSeni poruch asociovanych s inzulinovou rezistenci. Bylo prokazéano, Ze
aktivita tohoto enzymu ma vztah k inzulinové senzitivité. Niz$i aktivita A5 desaturazy byla
zjisténa v sérovych fosfolipidech u diabetickych a obéznich pacientd s inzulinovou rezistenci
(Vesby 2002).

Transgenni exprese Cd36 pouze ve svalové tkani zvysila kapacitu svalu pro vychytavani
a oxidaci mastnych kyselin. S tim souladu jsou i sniZzené koncentrace sérovych NEMK a TAG
V kosternim svalu transgennich potkani a niz§i koncentrace cirkulujicich triglycerida
pii lipidovém tolerancnim testu. Prekvapivym nalezem jsou zvySené koncentrace sérovych
triglyceridi u transgennich potkant, které pravdépodobné souvisi se zvySenou syntézou
triglyceridii v jatrech pti vysokém podilu fruktozy v dieté.

U transgennich zvifat s expresi Cd36 ve svalech byla zvySena glykémie,
hyperinzulinémie, zhorSena glukdzova tolerance a snizena syntéza glykogenu ve svalu jak
v bazalnim stavu, tak i po stimulaci inzulinem. Tyto nalezy jsou v souladu s hypotézou podle
které ve svalové tkani oxidace mastnych kyselin kompetuje s vyuzitim glukézy pro oxidaci
(Randle 1998). Rovnéz podporuji hypotézu o tom, ze zvySeny transport mastnych kyselin
do svalu inhibuje inzulinem stimulované neoxidativni vyuziti glukozy pro syntézu glykogenu.
Porovnani téchto ucinkl ukazuje, Ze svalovée specifickd exprese Cd36 nepostacuje ke zlepSeni
metabolickych poruch spojenych s deleci FAT/Cd36 u SHR potkanti. Pro ptiznivé ovlivnéni
lipidového metabolizmu, inzulinové rezistence a gluk6zové tolerance musi byt funkéni
FAT/Cd36 i v dalSich tkanich, v nichzZ jsou mastné kyseliny a glukoza utilizovany.

Studie byla podporena grantem GAVICV’R P301/11/2418 a MZ CR — RVO (,,Institut klinické a
experimentalni mediciny — IKEM IC 00023001 ).
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ALELY APOE A JEJICH KLINICKY VYZNAM
APOE ALLELES AND THEIR CLINICAL IMPORTANCE

Z. VI&kova, M. Bittéova, M. Koudova, R. Alanova, V. Indrakova, M. Hrabikova,
E. Lavickd, M. Hlavacova, K. Perglerova, M. Rimska, 1. Slepi¢kova, V. Nedvédova,
L. Pavlickova

GHC Genetics s.r.0. — NZZ, Praha

Abstract

APOE gene is polymorphic and has three alleles - APOE-E2, APOE-E3 and APOE-E4,
encoding apolipoprotein E (ApoE) - the main lipoprotein chylomicrons and VLDLs. E4 allele
is associated with higher development of atherosclerosis, Alzheimer's disease and impaired
cognitive function, allele E2 to lower cholesterol levels, reduced risk of atherosclerosis and a
reduced risk of developing Alzheimer's disease, E3 is normal functional allele. The study
examined 800 female 800 male Czech population (18 - 69 years). DNA was isolated from
buccal swabs kit Flocked Swabs or venous blood using a kit QIAmp DNA Minikit and
apparatus for semi-automatic DNA isolation QuickGene 810. Mutations in the gene APOE
were tested using the HRM unit LightScanner a DNA microarray method for device
BeadStation 500G. After statistical evaluation and correlation with historical data was found
approximately the same incidence of mutant alleles in women and men. E4 allele correlated
with increased levels of blood fats and cholesterol in both men and women, especially during
the current impact of external risk factors. The study enabled the acquisition of a controlling
group of the population for further genetic studies of APOE and confirmed the need for
lifestyle modification to prevent the development of CAD, especially in predisposed persons.

Uvod. Gen APOE je polymorfni a ma ti hlavni alely — APOE-E2, APOE-E3 a APOE-E4,
kodujici apolipoprotein E (ApoE) - hlavni lipoprotein chylomikroni a VLDLs (very low
density lipoproteins). Alela E4 je asociovana s vy3Sim rozvojem aterosklerdzy, Alzheimerovy
choroby a sezhorSenymi kognitivnimi funkcemi, alela E2 naopak sniZSi hladinou
cholesterolu, s niz8§im rizikem rozvoje ateroskler6zy a s niz8im rizikem vzniku Alzheimerovy
choroby, E3 je normdlni funkcni alelou. Udrzeni fysiologické hladiny cholesterolu je
nezbytné pro prevenci ateroskler6zy KVVCH, a proto varianty ApoE ovliviiuji ptipadny rozvoj
téchto chorob a jejich naslednych komplikaci.

Metodika. V ramci studie bylo vySetfeno 800 Zen a 800 muzu Ceské populace (18-69 let).
DNA byla izolovana z bukalniho stéru soupravou Flocked Swabs nebo z Zilni krve pomoci
kitu QIAmp DNA Minikit a pfistroje pro semiautomatickou izolaci DNA QuickGene 810.
Mutace genu APOE byly testovany metodou HRM analysis na pfistroji LightScanner a
metodou DNA Microarray (GoldenGate Genotyping Assay) na piistroji BeadStation 500G.

Vysledky. Po statistickéem vyhodnoceni a korelaci sanamnestickymi udaji byl zjistén
piiblizné stejny vyskyt mutovanych alel u Zen i u muzi. Alela E4 korelovala se zvySenou
hladinou krevnich tuk® a cholesterolu u muzt i Zen (nad 35 let), zejména pii souCasném
pusobeni dalSich rizikovych faktort (hypertenze, koufeni, nadvaha/obezita a nedostatecna
pohybova aktivita).

Zavér. Studie umoznila ziskani kontrolni skupiny populace pro dalsi genetické studie APOE

a potvrdila nezbytnost Upravy Zivotniho stylu jako prevence rozvoje ateroskler6zy a KVCH,
zejména u predisponovanych osob.
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FRUKTOSA A METABOLICKY SYNDROM - NOVE POZNATKY A OTAZKY

L. Kazdova, H. Malinska, M. Cahova, J. Trnovskéa, H. Seidlova, V. Skop

Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Uvod

Pfiblizné do poloviny Sedesatych let minulého stoleti byly jednoduché cukry (glukoza,
fruktoza) pfijimané v potravé nebo vznikajici intestinalni digesci sacharidi v potravé
povazovany za rovnocenné a tedy i1 zameénitelné zdroje energie. VzrUstajici spotieba
sachar0zy (obsahuje glukézu a fruktézu v poméru 50:50) a pouzivani vysokofruktdézového
kukufi¢ného/pseni¢ného sirupu v potravinaiském pramyslu od r. 1970 vedlo v poslednich
letech ke zvySenému zajmu o metabolické disledky jejich zvySené konzumace (Tappy and Lé
2010).

» Evropa: spotieba sachar0zy
rok 1800 — 8,1 kg / osobu / rok
rok 1970 — 35,4 kg / osobu / rok
rok 2002 — 45,3 kg / osobu / rok
» Spotieba fruktozy

rok 1970 - 0,2 kg / osobu / rok
rok 1997 — 28 kg / osobu / rok

Klinické i1 experimentalni studie ukazaly, Ze vysoka konzumace téchto sacharidi muize
mit fadu negativnich disledkl, které se mohou podilet na vysoké prevalenci obezity,
metabolického syndromu, diabetu a kardiovaskuldrnich nemoci. Déle bylo jednoznacné
prokazano, ze komponentou zodpovédnou za negativni G¢inky sachardzy je fruktoza.

Zdroje fruktozy v potravé

Fruktdéza je monosacharid, ktery se vyskytuje zejména v ovoci, medu a je soucasti
molekuly sacharozy (50%glukozy : 50% fruktdzy). | kdyz se zda, Ze obsah fruktozy v bézné
potravé je nizky a nemulze mit zfetelné negativni dusledky je tfeba pfipomenout, ze obsah
fruktdzy v jedné Cokoladové tyCince je priiblizné 25 g a v jednom litru Coca Coly 50 g.
K vysokému nartistu konzumace frukt6zy doslo v 70. letech minulého stoleti, kdy bylo v USA
do potravinarského primyslu zavedeno nové sladidlo zvané vysokofruktdézovy kukuficny
sirup (oznadovany HFCS — High-Fructose Corn Syrup). V Ceské republice je tento vyrobek
oznacovan jako glukézovy sirup. Vyrabi se enzymatickou izomerizaci z kukuficného nebo
/pSenicného skrobu. Nizkd vyrobni cena, vyssi sladivost (174 %) pfi porovnani se sachardzou
(100 %) a vhodné vlastnosti pro technologické zpracovani pii vyrob€ potravin (zabraiuje
vysychani peciva) vedly k jeho pouzivani pti vyrobé ,,soft” napoji, dzemd, jogurtl, peiva a
fady dalSich vyrobktl, vcetné slanych suSenek. V jable¢né staveé, ktera je pouzivana
pro vyrobu ovocnych népojii, ptes 60 % kalorii tvofi fruktéza. Bylo zjisténo, ze zvySena
spotfeba sachardzy a kukuti¢ného sirupu tzce koresponduje se vzristajici prevalenci obezity
a to u dospélé i détské populace (Bray 2008, International Sugar Organization 2008).

Vliv fruktézy na pfijem potravy

Pokusy na dobrovolnicich ukazaly, Ze podani potravy svysokym podilem fruktdzy
zvySuje nasledujici den pocit hladu a vede ke zvySenému piijmu potravy v porovnani
s podanim potravy obsahujici izokalorické mnozstvi glukézy. Ovlivnéni pfijmu potravy je
disledkem rozdilného vlivu fruktéozy a glukdézy na regulacéni systém pocitu nasyceni.
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Glukédza stimuluje sekreci inzulinu z pankreatu a leptinu z tukové tkané a inhibuje sekreci
ghrelinu z gastrointestinalniho traktu. Tim jsou v centrdlnim nervovém systému stimulovana
centra sytosti a energetické homeostazy. Naproti tomu fruktéza neovlivituje sekreci inzulinu,
vzhledem ktomu, Ze beta-buniky pankreatu nemaji fruktoézovy transportér GLUT 5, ani
receptor leptinu a ghrelinu a pocit nasyceni neni fruktdozou ovlivnén.

Rozdily v metabolizmu glukozy a fruktozy

Fruktéza je ze stfeva transportovana glukézovymi transportéry GLUT 5 a difunduje
do portalni Zily trasportéry GLUT 2. Na rozdil od glukézy absorbce fruktdzy z lumen stfeva
nevyZzaduje hydrolyzu ATP, coz usnadiiuje jeji akumulaci Vv jatrech. VétSina glukozy
resorbované ze stfeva je transportovana do cévniho ob¢hu, kde zvysuje glykémii a je vyuzita
v perifernich tkanich jako energeticky substrat nebo pro tvorbu glykogenovych a lipidovych
rezerv. Naproti tomu fruktéza po absorpci ze stieva nezvySuje krevni koncentrace fruktdzy
ani glukdzy, je pfivadénd portalnim obchem do jater kde probihd jeji metabolicka preména
vzhledem ktomu, Ze ostatni buiiky neexprimuji fruktokinazu (Mayes 1993). Fruktoza
V jatrech je vyuzita pro syntézu pyruvatu, laktatu , de novo syntézu triacylglycerolii a ¢astecné
je i oxidovana na CO,. Pti¢inou rozdilu v kvantitativni utilizaci fruktdzy a glukdzy v jatrech
je: 1) vyrazné vyssi aktivita fruktokinazy fosforylujici fruktozu nez fosfotransferdz
(glukokinaza a hexokinaza) fosforylujicich glukozu, 2) fruktézo-1-P je piimo $té€pen na triosy,
tzn. ,,obchéazi* fosfofruktokindzovou reakci, kterd je rychlost limitujicim krokem jaterniho
metabolismu glukdzy. Fruktoza v jatrech inhibuje oxidaci lipidd ve prospéch reesterifikace
mastnych kyselin a syntézy VLDL. Naproti tomu glukoéza je v jatrech utilizovana pievazné
pro tvorbu glykogenu.

Vysoka kapacita jater syntetizovat prekurzory triglyceridd - mastné kyseliny,
glycerofosfat a triacylglyceroly a vydavat je ve form¢ VLDL triglyceridi do cirkulace je
hlavni pficinou hypertriglyceridemického efektu vyvolaného zvySenym piivodem fruktozy.
Na rozdil od glukdzy neni vysoka utilizace fruktozy v jatrech, ovlivnéna inzulinem a je
zachovana 1 za stavl, kdy utilizace glukézy ve tkanich je vyrazné snizena, napiiklad
pii diabetu a hladovéni (Rizkalla 2010).

Vliv fruktdzy na dyslipidémii a ektopickou akumulaci lipida

ZvySena tvorba triacylglyceroli v jatrech pii konzumaci fruktozy zvySuje vydej
triacylglycerold ve VLDL =z jater do cirkulace a jejich transport do perifernich tkani.
Dusledkem je jejich zvySena intracelularni akumulace ve svalech, myokardu, a v pankreatu.
V téchto tkanich dochazi ktvorbé toxickych lipidovych metabolit, kterymi jsou
diacylglyceroly, ceramidy a acylove derivaty mastnych kyselin. Jejich ptisobenim dochazi
K porucham pfenosu inzulinového signalu, ke snizené utilizaci glukézy a k inzulinové
rezistenci (Shulman 200).

Negativni vliv fruktozy na nealkoholickou jaterni steatozu

V posledni dobé je vénovana znaéna pozornost zvySené akumulaci triglyceridd v jatrech,
které je definovana jako zvySeni obsahu triglyceridii na 5 — 10 % hmotnosti jater. Na zakladé
vysoké prevalence inzulinové rezistence u pacientd s jaterni steatézou a v fadé studii zjisténa
akumulace lipidua v jatrech u osob s metabolickym syndromem, je dnes jaterni steat0za
povazovana za soucast poruch provazejici metabolicky syndrom. U zdravych dobrovolniki
dieta s obsahem 25 % celkové energie ve formé& sachardzy, zvysila hladiny jaternich enzymi
AST a ALT jiZ po 18 dnech podavani. Vysledky této studie jsou alarmujici, vzhledem k tomu,
ze souCasny prumérny piijem fruktézy v USA ¢ini 12 % celkového energetického pfijmu a
mize dosahovat u nékterych osob az 15 %. V epidemiologické studii se ukazalo, Ze osoby
s jaterni steatézou v porovnani s kontrolni skupinou nebo béznou populaci konzumovaly
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dvojnasobné mnozstvi sladkych nédpoji. V mechanizmu negativnich ucinkt fruktdzy
na jaterni steatozu a jeji dalSi komplikace mize hrat dblezitou tlohu vycerpani ATP
(adenosintrifosfatu) pii fosforylaci fruktézy na fruktozo-1-fosfat enzymem fruktokinazou,
které je davano do souvislosti s rozvojem zanétu a progresi steatozy do steatohepatitidy
(Bruynseels 1999).

Negativni vliv fruktézy na kardiovaskularni onemocnéni

Fruktéza muze zvySovat riziko kardiovaskuldrnich poruch nejen mirnym zvySenim
krevniho tlaku, zvySenou tvorbou malych aterogennich lipoproteinovych castic (LDL), ale i
negativnim vlivem na funkci endotelu v disledku vystupfiovaného oxida¢niho stresu a
snizené¢ dostupnosti oxidu dusnatého. Podle soucasnych poznatkii je vzestup hladin
triglyceridt, zejména v postprandialni fazi z hlediska rizika kardiovaskularnich onemocnéni
srovnatelny s hypercholesterolemii (Fung 2009). Recentni studie navrhuji hypotézu, podle
které spojnici mezi negativnim U€inkem fruktdézy a zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich
chorob, miize byt zvySena hladina kyseliny mo¢ové v organismu (Nakagawa 2006). Sveédéi
pro to zjisténd korelace mezi konzumaci fruktézy a hladinami kyseliny moc¢ové u populace
v USA. Zavaznost tohoto nalezu souvisi stim, ze kyselina mocova snizuje endotelialni
hladiny oxidu dusnatého, ktery udrZuje cévy v permanentnim stavu vasodilatace.

Faktory ovliviiujici hypertriglyceridemicky u¢inek sachardzy nebo fruktozy

Hypertriglyceridemicky efekt indukovany sacharosou nebo fruktozou mulze byt

modifikovan fadou jinych nutri¢nich. Konzumace lipida s vysokym podilem saturovanych
mastnych kyselin potencovala hypertriglyceridemicky efekt sachardzy nebo fruktdzy (Perin et
al. 1997). Naproti tomu zvySeny piivod polynenasycenych mastnych kyselin obsazenych
v olejich z motskych ryb zabranil sachar6zou indukované hypergtriglyceridemii.
Rovnéz vék mize modifikovat triglyceridemickou odpovéd’ na vysoky podil sachar6zy nebo
fruktozy v dieté. U mladych potkani krmenych fruktozovou dietou jsme pozorovali nizsi
vzestup sérovych koncentraci triglyceridii v porovnani s dosp€lymi zvifaty, coz miiZze souviset
s vysokou kapacitou tkani mladych potkant utilizovat triglyceridy pro oxidaci nebo ukladani
do télesnych rezerv. Naproti tomu hypertriglyceridemicky efekt vysokosacharozové diety byl
vyrazné&jsi u velmi starych potkana (DiviSova et al. 2000). V Klinickych studiich bylo zjisténo,
ze dalSimi faktory, které zvySuji negativni disledky sacharidy indukované
hypertriglyceridemie je zvySeny BMI a dale pfitomnost hypertriglyceridemie a
hyperinzulinemie pfed podavanim diety s vysokym podilem sacharidi.

Hypertriglyceridemicky efekt sachardzy nebo fruktozy zavisi i na genetickém vybaveni
organizmu. Dokladem toho jsou vysledky studii provedenych na naSem pracovisti.
V devadesatych letech doc. MVDr. Vrana, DrSc. vyselektoval z konven¢niho kmene
laboratornich potkant Wistar kmen potkant s geneticky fixovanou hypertriglyceridemii.

Tento kmen na zvySeny piijem sacharooy v dieté citlivé reaguje zvySenim triglyceridemie
0 80 %, zatimco u kontrolnich potkant stejna dieta zvySuje triglyceridemii pouze o 30 %.
Jinym dokladem genetického ovlivnéni citlivosti k vysokosachar6zové dieté je kmen potkand
Brown Norway, ktery byl vyslechtén z divoce Zijicich potkanti. U tohoto kmene ani vysoky
podil sachardzy v dieté¢ (70 cal %) koncentraci sérovych triglyceridi neovlivnil. Podobna
situace se pravdépodobné vyskytuje i u populace — u zdravych dobrovolniki 10 %
nereagovalo zménou triglyceridemie na piivod diety s vysokym podilem sacharézy.

Udaje o genetické nachylnosti k nutri¢né indukované hypertriglyceridemii u populace
zatim chybi. V recentni studii analyzoval Erkkila a spol. u pacienti s prokdzanym
kardiovaskularnim onemocnénim vliv polymorfizmu apoliproteinu E na sachar6zou
indukované zvySeni triglyceridemie. Autofi zjistili, Ze hypertriglyceridemicky efekt byl
asociovan s alelou g, (Erkkila et al. 2007).
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MozZnosti ovlivnéni negativnich ucinki vysokého podilu sacharézy nebo fruktozy v dieté
Zajimavym zji$ténim je, Ze negativni dusledky diety s vysokym podilem fruktozy nebo
sachar6zy mohou byt eliminovany kromé zvySeného piivodu polynenasycenych mastnych
kyselin, které snizuji produkei triglyceridu v jatrech a stimuluji jejich utilizaci v perifernich
tkédnich, téz souasnym snizenim télesné hmotnosti nebo zvysenim télesné aktivity. Pro tyto
zaveéry svédéi vysledky studii, v nichz zaména tuku v diet¢ byla nahrazena nizS§im nez
izokalorickym mnoZstvim sacharidi a studii, vnichz pacienti soucasn¢ s piivodem
vysokosacharézové diety zvysili télesny pohyb napt. jednohodinovou rychlou chizi.

Zavér

Vzristajici konzumace fruktozy ve formé sachardzy (fepného nebo titinového cukru),
nebo vysokofruktézového kukufi€ného sirupu, pouzivaného v potravindiském pramyslu,
zvySuji rizika negativnich ucinka fruktdzy, ke kterym patii vzestup hladin triacylglycerold,
spolu s ektopickym ukladanim lipidG ve tkanich a dal$imi negativnimi disledky jako je
inzulinova rezistence svalové a tukové tkané, zhorSeni glukézové tolerance, dysfunkce
endotelu a fada dalSich poruch. Studie z poslednich let pfinesly fadu zdvaznych poznatka
o metabolickych efektech vysokého piivodu sachardzy nebo fruktozy.
Jaké hlavni poznatky tykajici se doporuceni bezpe¢ného mnozstvi fruktézy v potravé z nich
vyplyvaji?

e Obsah mono- a disacharida v dieté by nemél presahnout 30kal %.

e Pomér Skrobu k mono- a disacharidiim by mél byt vyssi nez 50 : 50.

e Nahrada tuku v dieté sacharidy by méla byt spojena se snizenim kalorického piijmu.

e Negativni disledky vyssiho podilu sachar6zy lze omezit zvySenim télesné aktivity.
Pro doporuceni bezpecnych davek chybi klinické, dobfe kontrolované dlouhodobé studie,
které by analyzovaly u¢inky fruktozy ve vztahu ke genetické nachylnosti, oxida¢nimu stresu,
chronickému zanétu a piispély k nalezeni bezpe¢ného mnozstvi v potraveé. Vzhledem k tomu,
ze fruktoza je soucasti fady pramyslové vyrabénych potravin, neexistuji data o skutecne
konzumaci fruktozy.

Studie byla podporena MZ CR — RVO (,,Institut klinické a experimentalni mediciny — IKEM,
IC 00023001 “) a grantem GACR P301/11/2418.
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KATALASA A JEJi CHOVANI ZA RUZNYCH PATOFYZIOLOGICKYCH STAVU
J. Kodydkova, L. Vavrova, M. Kocik, A. Zak
IV. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Katalasa (KAT, H,0, : H,O, — oxidoreduktasa, EC: 1.11.1.6) patii mezi nejdulezitéjsi
antioxida¢ni enzymy a byla jednim z prvnich zkoumanych enzymu vibec. Své jméno ziskala
roku 1900 podle svého katalytického pasobeni na peroxid vodiku (Loew 1900). Primarné je
KAT intracelularni enzym, kde u savci je v nejvySSich koncentracich obsazena
Vv erytrocytech, jatrech a piilezitostné v ledvinach (Deisseroth & Dounce 1970). V tkanich je
KAT hlavné v peroxisomech (Quan et al. 1986).

Lidsky gen pro KAT izoloval a charakterizoval v roce 1986 Quan se svym kolektivem.
Gen KAT je situovan na 11. chromosomu (od 34460471 do 34493606 paru bazi) skupina p13
a je rozdélen na 13 exonti a 12 intrond (Quan et al. 1986).

Struktura

Lidskd KAT (obrazek 1a) je tetramérni protein o celkové hmotnosti 244 kDa sloZeny ze 4
identickych podjednotek, kazdd o 69,7 kDa. KaZzdd podjednotka KAT obsahuje 527
aminokyselinovych zbytkii, jednu hemovou skupinu s zelezitym iontem a pevné vazanou
molekulu NADPH (Kirkman & Gaetani 1984, Ko et al. 2000, Safo et al. 2001). Teoreticky je
mozno kazdou podjednotku rozdé¢lit do 4 domén: N-termindlni rameno (zbytky 5-70),
wrapping loop, B-soudek a doména 8 a-helixti (zbytky 155-207 a 440-501). Struktura KAT je
silné hydratovana, hydrofobnimi ¢astmi struktury jsou oblast B-soudku a aktivni centrum
molekuly (Putnam et al. 2000).

Aktivni centrum enzymu je lokalizovano uvnitf molekuly a je tvofeno hemovou
prostetickou skupinou (obrazek 1c) — v tomto piipadé protoporfirinem IX s Fe** (Kirkman
& Gaetani 2006). Na reaktivité aktivniho centra se podili Tyr358 (donor elektront), Arg72,
Argl12 a Arg365. Dalsi 4 aminokyselinové zbytky His218, Asp348, Arg354 a Tyr358 se
podileji na pfenosu naboje v aktivnim centru (Putnam et al. 2000).

Piedpoklada se, ze ptistup k aktivnimu centru molekuly je umoznén 3 kanaly: hlavni
kanal (vertikalni; obrdzek 1d), maly kanal a kanal vedouci od hemu K centralni dutiné
tetrameru. VSechny 3 kandly jsou docela tésné a tedy pfistupné jen pro relativné malé
molekuly (Switala & Loewen 2002).

Molekuly NADPH jsou vazany na povrchu molekuly CAT v dutin¢ vytvofené mezi o6 a
o7 helixy a p-soudkem. Predpoklada se, ze NADPH (obrazek 1le, 1f) se vaze
k aminokyselinovym zbytkim His194, Arg203, Val302, Trp303 a His305 (Putnam et al.
2000, Chelikani et al. 2004). Nejvétsi afinitu k povrchu KAT mé redukovana forma NADP —
tedy NADPH. Afinita molekul klesd v pofadi NADPH >NADH >>NADP" > NAD"
(Kirkman & Gaetani 1984).

Zdravy erytrocyt obsahuje 1,31-2,71 ug CAT/mg hemoglobinu, coZz by odpovidalo
koncentraci 6,6-13,7 uM na KAT véazaného NADPH (Kirkman & Gaetani 1984).
Koncentrace volného NADPH v erytrocytech se pohybuje kolem 2uM (Kirkman et al. 1987).
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Obrazek 1.

A: struktura lidské katalasy; B: podjednotka lidské katalasy, helixy — modfte, 3-soudek -zluté;
C: Aktivni centrum molekuly; D: hlavni kanal; E, F: NADPH-vazajici misto, NADPH -
bronzov¢; heme — Cerveng; (podle Putnam et al. 2000).

Funkce

Hlavni funkci KAT je katalyza odbouravani molekul peroxidu vodiku na vodu a kyslik.
2H,0, — 2H,0 + O,

Vseobecné je akceptovana teorie, ze tato reakce probiha ve dvou krocich (obrazek 2).

V prvnim féazi probihd reakce jedné molekuly peroxidu vodiku s Zelezitym kationem
protoporfirinové skupiny katalasy (ferricatalase). Pti této reakci vznikd molekula vody a tzv.
slou¢enina-l (compound-I), coz je forma katalasy obsahujici =n-kation radikal oxo-
protoporfirinu s Zelezem v oxidaénim stavu 4+. V druhém kroku reaguje sloucenina-I
sdruhou molekulou peroxidu vodiku a vznika tak kyslik, molekula vody a dochazi
k regeneraci protoporfirinového jadra katalasy (Kirkman et al. 1987, Almarsson et al. 1993,
Kirkman Gaetani 2006).

Reakci slouéeniny-1 s jednim elektronem dochazi k deaktivaci KAT a vzniku tzv.
slou¢eniny-Il (compound-II). Sloucenina-II se mizZe vyskytovat ve dvou forméch (obrazek 3)
a to bud’to ve formé hydroxy- nebo oxo-protoporfirinu 1X s Zelezem v oxida¢nim stavu 4+
(Kirkman & Gaetani 2006, Rovira 2005).
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Obrazek 2. Katalyzovana dekompozice peroxidu vodiku prostiednictvim katalasy
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Obrézek 3. Sloucenina-Il — inaktivni forma katalasy

Je-li KAT dlouhodobé vystavena puisobeni peroxidu vodiku, dochazi k oxidaci na KAT
vazaneho NADPH a poklesu aktivity KAT aZz na 1/3 puvodni hodnoty (Kirkman & Gaetani
1987). NADPH tedy slouZi jako ochrana KAT proti oxidativnimu pisobeni peroxidu vodiku.
Mechanismus, jakym NADPH pusobi, byl pfedmétem mnoha odbornych ¢lankt. Predpoklada
se, ze NADPH jednak zabrafiuje vytvafeni slouceniny-Il a dale i pomaha pii odstranovani jiz
vytvofené slouceniny-1l (Kirkman & Gaetani 1987, Hillar & Nichols 1992, Almarsson et al.
1993, Olson & Bruice 1995, Kirkman et al. 1999, Rovira 2005, Kirkman & Gaetani 2006).

Pii koncentracich peroxidu vodiku do 200mM je rychlost katalasou katalyzovaného
rozkladu H,0, ptimo imeérna jeho koncentraci (Ky = 80 mMM; Vinax = 587 umolH,0,/s * umol
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hemoglobinu). Kataldza je jeden z nejac¢innéjSich znamych enzymu (Switala & Loewen 2002,
Kirkman & Gaetani 2006).

Katalasa muze téz katalyzovat peroxidaci alifatickych alkoholti s kratkym fetézcem.
Pfi koncentracich peroxidu vodiku pod 10™M pievlada peroxidace, pii vyssich koncentracich
pak naopak dominuje dismutace peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Maté et al. 1999). In vivo
mize byt peroxid vodiku odstranovan prostfednictvim 3 skupin enzymu, kromé katalasy jsou
to jesté glutathionperoxidasy a peroxiredoxiny. Predpoklada se, Ze pii nizkych koncentracich
peroxidu vodiku hraji hlavni udlohu vjeho dekompozici peroxiredoxiny, dopliiované
glutathionperoxidasou. Pfi vysokych koncentracich peroxidu vodiku ma dominantni postaveni
naopak KAT (Halliwell & Gutteridge 2007).

V roce 2003 Heck et al. ve své studii ukazali, Ze v keratinocytech je KAT schopna
generovat reaktivni formy kysliku jako odpovéd’ na UV zéfeni, pfi¢emz mira této schopnosti
je dana davkou UV a koncentraci KAT (Heck et al. 2003).

Aktivita za riznych patofyziologickych stavi

Aktivita KAT byla v ramci mnohych studii sledovana za rtiznych patofyziologickych
stavii. Na IV. interni klinice 1. LF UK a VNF v Praze byly uskutecnény studie zabyvajici se
antioxidac¢ni kapacitou u pacientli s onemocnénimi pankreatu [akutni (AP) a chronickd
pankreatitida (ChP), karcinom pankreatu (KP)], s metabolickym syndromem (MetS), depresi
(DP), sepsi (SP) a karcinomem prsu.
U pacientli s KP v porovnani se zdravymi kontrolami (KON) byly pozorovany signifikantné
sniZzené hodnoty aktivit KAT (Kodydkova et al. 2013). Na rozdil od této studie, Fukui et al.
(2004) ve své studii nepozoroval rozdilné hodnoty KAT mezi KP a KON. Ani vysledky studii
na aktivitu KAT u pacientd s ChP nejsou konzistentni. Né&ktefi autofi popisuji snizené
hodnoty (Quillot et al. 2005), jini zase zvySené hodnoty KAT (Szuster-Ciesielska et al. 2001a,
Szuster-Ciesielska et al. 2001b) u pancienti s ChP v porovnani s KON. V nékterych studiich
pak nebyly pozorovany Zadné rozdily v aktivitich KAT u ChP a KON (Fukui et al. 2004,
Kodydkova et al. 2013).
U pacientt s akutni panreatitidou nebyly pozorovany rozdilné hodnoty erythrocytarni KAT
od zdravych kontrol (Chmiel et al. 2002, Vavrova et al. 2012). Aktivity KAT v séru byly
pozorovany signifikantné vyssi u pacienti s AP neZ u KON (Goth 1989, Go6th 1982, Szuster-
Czielska et al. 2001a, Fukui et al. 2004).
Vysledky studii zabyvajicich se aktivitou KAT u pacienti s MetS nejsou konsistentni,
publikovany byly studie, kde aktivita KAT u pacientd s MetS byla snizend ve srovnani
s kontrolni skupinou (Kozirdg et al. 2010, Vavrova et al. 2013), ale téZ studie, kde nebyl
pozorovan rozdil mezi aktivitou KAT mezi pacienty s MetS a KON (Broncel et al. 2010,
Pizent et al. 2010), ¢i kde aktivita KAT byla zvySena (Cardona et al. 2008a, 2008Db).
U pacientii pouze s jednou komponentou MetS — s obezitou (Viroonudomphol et al. 2000),
hypertenci (Rodrigo et al. 2007) nebo insulinovou resistenci (Shin & Park 2006) byla téz
pozorovana shiZzena aktivita KAT.
Vysledky aktivit KAT u pacientd s depresivni poruchou také nejsou jednotné. V nékterych
studiich byly zjistény zvySené hodnoty KAT u pacientt s depresi (Szuster-Ciesielska et al.
2008, Galecki et al. 2009), jini autofi nepozorovali rozdily v aktivitich KAT u DP a KON
(Bilici et al. 2001, Kodydkova et al. 2009). Z dalSich neurodegenerativnich poruch byla
aktivita KAT sledovana u pacientt se schisofrenii, kde sniZzeni aktivity KAT publikovali Goth
& Vitai (1996), naopak jeji zvyseni presentovali Herken et al. (2001). U autistickych osob
byla téZ pozorovana snizena aktivita KAT (Zoroglu et al. 2004).
Vzniklo téz n€kolik studii zabyvajicich se aktivitou KAT u pacientu v sepsi, septickém Soku
¢i trpicich syndromem akutniho respira¢niho selhani (ARDS). ZvySené hodnoty aktvit
u pacienti v sepsi pozorovali ve svych studiich Warner et al. (1995), Leff et al. (1992 and
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1993) a Kapoor et al. (2006), naopak ve studii Novak et al. (2010) byly nalezeny snizené
hodnoty aktivity KAT u pacientt v sepsi. Bylo zji$téno, ze pacienti v sepsi s ARDS maji vyssi
aktivity KAT neZ ti bez ARDS (Leff et al. 1993). | kdyZ na druhou stranu nebyly pozorovany
rozdily v aktivitich KAT mezi pacienty s ARDS a zdravymi (Metnitz et al. 1999).

Zavér

Katalasa se fadi mezi jeden z nejdilezitéjSich antioxidac¢nich enzymu a jejim hlavnim
ukolem je odbouravani peroxidu vodiku pii jeho vysokych koncentracich. Za riznych pato-
fyziologickych stavii vétSinou dochazi ke zménam v aktivité katalsy.

Podékovani
Studie byla podporovana vyzkumnymi projekty: (1) RVO-VFN 641265/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky; (2) PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity v Praze.
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Abstract

Endoglin (CD105, TGF-p type III receptor) seems to be potent modulator and/or marker
of atherosclerosis. Tissue endoglin is expressed in endothelial cells, macrophages and smooth
muscle cells in atherosclerotic plaques. Soluble endoglin can be measured in blood it was
associated with hypercholesterolemia, endothelial dysfunction, hypertension and type Il
diabetes. Endoglin expression is related to expression and activity of eNOS, which is possible
way how to affect endothelial dysfunction and atherogenesis. Endoglin expression is affected
by inflammation and statin treatment both in vivo and in vitro. However, definitive role of
endoglin in the process of atherosclerosis remains to be elucidated.

Introduction

Researchers discovered a new cytokine with the capability to transform fibroblasts in
1983 while studying epidermal and platelet derived growth factors in rat fibroblasts.
Originally called sarcoma growth factor, TGFp was first isolated from neoplastic mouse
tissue by Moloney sarcoma virus (Assoian et al. 1983). There are three TGF-B isoforms
currently described in humans including TGF-B1, TGF-B2, and TGF-B3. There are a number
of studies, showing that TGF-B1 cytokine is the most important in atherosclerosis. TGF-B1 is
produced by both inflammatory and vascular cells and is expressed in human and mouse
atherosclerotic plaques (Mallat et al. 2001).

TGF-B1 is secreted in a latent form, where it is associated in a complex with latency-
associated protein (LAP) and latent TGF-B1 binding protein-1 (LTBP). Latent TGF-B1 can be
activated by a number of physical processes including heat, acid, reactive oxygen species, and
biological processes such as proteolysis or integrin mediated activation. A number of
proteases including plasmin, thrombin, elastase, MMP-2 and MMP-9 have been shown to be
capable of directly activating latent TGF-B1 in vitro (Jenkins 2008). TGF-f1 can bind a
heteromeric complex of type | and type Il transmembrane serine/threonine kinase receptors.
This complex is usually formed by ligand, one TGF-B type II receptor (TBR-11) and two TGF-
B type I receptors called activin receptor-like kinase (ALK) (ten Dijke and Hill 2004). This
process can be affected by type Il receptor known as endoglin (CD105) (Grainger 2007),
which has been widely associated with many pathological situations.

It has been demonstrated that endoglin plays a role in many pathological processes,
including Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT) (Llorca et al. 2007) and cancer
angiogenesis (Perez-Gomez et al. 2010). More recently endoglin has been shown to have a
role in metabolic and cardiovascular diseases, including preeclampsia (De Vivo et al. 2008),
hypertension and diabetes mellitus (Blazquez-Medela et al. 2010, Lopez-Novoa and Bernabeu
2010).

Several papers was also focused on endoglin (both tissue and soluble) role in
atherosclerosis, inflammation and relation to endothelial NO — synthase.

The expression of tissue endoglin in blood vessels

Endoglin is expressed by endothelial cells, smooth muscle cells and macrophages, in
atherosclerosis related blood vessels. The expression of endoglin was very weak in normal
non-atherosclerotic aortas. The only positivity was restricted to endothelial cells lining
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adventitial microvessels. On the other hand, smooth muscle cells showed strong endoglin
expression in advanced atherosclerotic plaques, where its expression appeared to be
independent of SMC morphology and degree of leukocyte infiltration (Conley et al. 2000).
Piao et al. demonstrated weak endoglin expression in normal arteries and its co-expression
with TGF-B1 and TGF-BRII in atherosclerotic lesions of the human aorta. They also showed
higher expression of endoglin by macrophages, smooth muscle cells and endothelial cells in
early lesions when compared with advanced lesions (Piao and Tokunaga 2006). Li et al.
studied the expression of endoglin, CD31 (PECAM-1) and TGF-B1 in human atherosclerotic
plaques, focusing on the expression in neovessels in the atherosclerotic plaque (Li et al.
2006). They also showed weak or no expression in normal arteries but strong expression in
atherosclerotic arteries, predominantly in microvessels of the lipid core with weak expression
in macrophages and smooth muscle cells.

In contrast to humans and pigs, endoglin expression in mice is almost exclusively located
in luminal endothelial cells in both non-diseased and atherosclerotic vessels, but not in
smooth muscle cells and/or macrophages (Nachtigal et al. 2007, Nachtigal et al. 2009a,
Rathouska et al. 2011).

Soluble endoglin

A soluble form of endoglin (s-endoglin) is generated by the cleavage of the extracellular
domain from the intact membrane by MT1-MMP (membrane-type metalloprotease-1) and
plays a central role in preeclampsia, a disease characterized by hypertension, endothelial
dysfunction and severe alterations in placental circulation (Venkatesha et al., 2006). Increased
levels of s-endoglin were also correlated with hyperglycemia, increased systolic blood
pressure, pulse pressure, pressure wave velocity and electrocardiographically assessed left
ventricular hypertrophy in patients with hypertension and diabetes mellitus with higher
cardiovascular risk. These authors suggested that s-endoglin is an indicator of hypertension
and diabetes-associated vascular pathologies as endothelial dysfunction and cardiovascular
damage (Blazquez-Medela et al. 2010). In addition, levels of s-endoglin were associated with
acute heart failure manifestation in patients (Kapur et al. 2010, Yanavitski and Givertz 2011).
Blaha et al., they searched for a marker that would allow determination of the necessary
intensity of therapy and frequency of future therapeutic interventions in patients with familial
hypercholesterolemia (FH). They showed that s-endoglin levels are increased in patients with
familial hypercholesterolemia when compared with the control group. In addition, s-endoglin
levels were significantly lower after a series of extracorporeal eliminations, more after
rheophereses when compared to LDL-aphereses (Blaha et al. 2008). Surprisingly, reduced
levels of s-endoglin did not correlate with cholesterol levels. Since s-endoglin levels were
reduced together with CRP levels and sCD40 levels, they suggested that reduced s-endoglin
levels might be related to improvement of endothelial dysfunction and decreased activity of
the immune system after removal of atherogenic substances during these extracorporeal
eliminations (Blaha et al. 2008).

Endoglin and eNOS

Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is a key enzyme responsible for the production
of NO by endothelium. Its expression and activity is very important with respect to
endothelial protection, and its decreased expression is related to the development of
endothelial dysfunction, the key step in atherogenesis. There are several papers showing
relation between endoglin and eNOS both in vitro and in vivo.

Jerkic et al. nicely demonstrated that endoglin expression is strongly related to eNOS
expression in mice. They showed decreased levels of eNOS in endoglin haploinsufficient
mice (Eng™"), which resulted in impaired endothelium-dependent vasodilation in these mice
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(Jerkic et al. 2004). Moreover, eNOS derived NO seems to play a major role in endoglin-
dependent angiogenesis (Jerkic et al. 2006). In addition, Toporsian et al. found that endoglin
is an essential component of eNOS activation complex, stabilizes eNOS protein, and
facilitates the association of eNOS with Hsp90, which indicates the crucial role of endoglin in
endothelial cell function, and regulation of local vascular tone (Jerkic et al. 2006). Another in
vitro study, published by Santibanez et al., clearly showed the potential mechanism how
endoglin upregulates eNOS expression and function. They showed that endoglin increases
Smad2 levels, Smad2 phosphorylation and Smad2 stability, which results in increased eNOS
expression both in the absence and/or in the presence of exogenous TGF-B1 in endothelial
cells (Santibanez et al. 2007).

Despite the fact that the above-mentioned ideas were studied in relation to Hereditary
hemorrhagic telangiectasia, it is of course of interest to evaluate the same relationship
between endoglin, eNOS, endothelial function and/or dysfunction in atherogenesis.

Endoglin and eNOS in mouse atherosclerosis

Our previous papers in mouse models of atherosclerosis showed that endoglin and eNOS
are affected in very similar way and simultaneously with reduced aortic atherosclerotic
plaques after statin treatment. Moreover, these proteins are strongly colocalized in aortic
endothelium (Nachtigal et al. 2009b). In general, atorvastatin was able to decrease cholesterol
levels, plaque size and soluble endoglin levels and simultaneously increase expression of
endoglin and eNOS in aorta (Nachtigal et al. 2009a, Rathouska et al. 2011). Moreover,
atorvastatin decreased plaque size and increased endoglin and eNOS beyond its lipid lowering
effects (Vecerova et al. 2012).

We concluded from those results that increased eNOS and endoglin expression could be
important for statins effects and their benefit in atherosclerosis.

Endoglin and the role in inflammation

Despite several studies showing positive relation between endoglin with atheroprotective
eNOS, more recently it has been demonstrated that endoglin could promote inflammation and
transmigration of leukocytes during inflammation (Rossi et al. 2013). Rossi et al
demonstrated, that endoglin is highly expressed in endothelium of venules and facilitate
transmigration of leukocytes from circulation into the inflammatory sites in cooperation with
aSB1 integrin, and after stimulation with chemokines like CXCL12. Moreover, they showed
that inflammation results in migration of endoglin from the surface of the cells into the
intercellular spaces where it participates on leukocyte transmigration (Rossi et al. 2013).

However, it must be point out that situation in venules is far from situation in
atherosclerosis prone vessels, like in arteries. Moreover, they did not evaluate possible role
endoglin and eNOS in this process because eNOS is known to be able to inhibit leukocyte
transmigration during atherogenesis. Therefore, the possible role of endoglin supporting
inflammation in atherosclerosis remains to be elucidated.

Endoglin, inflammation, statins and HUVECs

Despite of the fact we demonstrated that statins increase endoglin and eNOS and reduce
atherosclerosis, direct link between these effects has not been provided yet. Our latest results
(unpublished results) showed that TNFa treatment (simulation of inflammation in vitro)
reduce both endoglin and eNOS expression in HUVEC cells. In addition, statin treatment
reversed this reduction and both endoglin and eNOS were upregulated, which is in line with
our in vivo mice studies.
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These unfinished results at least indicate that endoglin and eNOS are strongly related
with respect to statin treatment suggesting that statin might increase atheroprotective eNOS
via endoglin or its endoglin related signaling.

Conclusion

The expression of tissue and soluble endoglin in atherogenesis was confirmed in both
human and animal atherosclerosis. Endoglin seems to be affected during the atherogenic
process by various stimuli including cholesterol, lesion progression and statin treatment.
Anyway, definitive role of endoglin on the process of atherosclerosis remains to be
elucidated.
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Praze

Souhrn

Limitované moznosti predikce ICHS vedou Vv soucasné dobé Kk definici novych
rizikovych faktort, které zahrnuji molekularné-genetické ukazatele i nové analyty detekované
modernimi analytickymi metodami. Je znamo, ze b&éhem 1éCby statiny pretrvava u Casti
1éCenych zavazné rezidudlni riziko ICHS. Za cast rezidualniho rizika odpovidaji vyssi
koncentrace TAG a HDL-cholesterolu. Vysoka hladina bazalni syntézy cholesterolu (vysoké
koncentrace prekurzorti cholesterolu) a nizkd absorpce cholesterolu (nizké koncentrace
fytosterolil) jsou spojeny s vétSim profitem ze statinové 1écby, kdezto obracené nastavené
parametry homeostazy cholesterolu jsou ptizna¢né pro jedince s KVO. Vztah mezi Urovni
absorpce fytosterolll a diabetes mellitus byl jiz také prokazan.

Absorpce fytosteroli je zprostiedkovana aktivitou sterolového kotransportéru
ABCG5/G8, lokalizovaného v kartaGovém lemu enterocytd a zluGovém polu hepatocyti.
U osob, které maji zvySeny pool cholesterolu a fytosteroli (jejich oxida¢nich produkti)
v disledku snizené aktivity ABCG5/G8, je metabolismus necholesterolovych sterolti odlisny,
a to jak v dusledku zvySeného piijmu exogenniho cholesterolu a/nebo piimého toxického
pusobeni fytosterolt (resp. oxidac¢nich produktt, které mohou mit cytotoxické u¢inky).

Experimentalni modely naznacuji souvislost mezi endotelialni dysfunkci, zvySenym
krevnim tlakem a hladinami fytosterolll. Retrospektivni studie sice prokazaly Gi€innost statint
pro zastaveni progrese degenerativni stendzy aorty, nicméné prospektivni studie poskytuji
kontroverzni vysledky. Studie SEAS neprokazala vyznamny vliv statin na progresi stendzy
aorty a dalsi studie ASTRONOMER tato data potvrdila.

Zavérem lze fici, ze sledovani koncentrace necholesterolovych steroli (prekurzori
cholesterolu, fytosterolu, resp. jejich oxida¢ni produkty) se uplatiiuji v etiologii a patogeneze
lidské ateroskler6zy, minimalné u osob se snizenou aktivitou ABCGS5/GS8. Terapeutické
implikace by mohly zahrnovat na strané jedné vybér jedinct, u kterych podavani fytosterolt
mize zhorSovat Groven kardiovaskularniho rizika, ptipadné eliminovat prospéch z kontroly
konvenénich kardiovaskularnich rizikovych faktord, a na stran¢ druhé pacienty, ktefi z 1écby
statiny vyrazn¢ profituji.

Klicova slova: prekurzory cholesterolu, fytosteroly, riziko ICHS, 1é¢ba hypercholesterolémie

Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni ptispivaji zhruba z 50 % k morbidit¢ a mortalit¢ bézné
populace a témét z 80 % k mortalité a morbidité diabetiki. Koncentrace celkového (TC) a
LDL cholesterolu (LDL-C) jsou zakladnimi ovlivnitelnymi rizikovymi faktory (RF)
ischemické choroby srde¢ni (ICHS), resp. jejich ekvivalenta. Primarnim cilem
hypolipidemické 1é¢by je snizeni koncentrace LDL-C. Relativni riziko (RR) ICHS stoupa
s koncentraci LDL-C, pifi¢emz v koncentra¢nim pasmu LDL-C od 1,0 do 4,9 mmol/l se RR
ICHS zvysi témét 4-krat. Je znamo, Ze pouze 25 % osob se nachazi v kategorii vysokého
rizika (Greenland 2001). Ve skupiné pacienti stfedniho véku (< 55 let bez piredchozi
anamnézy ICHS) po 1. atace akutniho infarktu myokardu je 10 % charakterizovano vysokym
rizikem, 20 % stfednim rizikem a zbyvajicich 70 % spada do kategorie nizkého rizika, ktefti
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nejsou indikovani Kk hypolipidemické 1éébé (Akosh 2003). Z vySe uvedeného vyplyvaji
limitované moznosti predikce ICHS (Welsh 2008) i snaha definovat nové RF, jako napf.
subfrakce lipoproteinovych (LP) tfid (Carmena 2004), nové slouceniny (Hu 2009) a
polymorfismy genli pro apolipoproteiny nebo specifické transportéry lipidovych molekul
(Mangravite 2007, Chasman 2004).

Z publikovanych metaanalyz statinovych studii vyplynulo, Ze zavislost mezi relativnim
poklesem rizika kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) a vychozimi koncentracemi TC a
LDL, a¢ statisticky signifikantni, neni silnd. Je znamo, ze i pfes l1éCbu statiny pietrvava
zavazné rezidualni riziko ICHS. Cast rezidualniho rizika jsou disledkem zvysenych
koncentraci triacylglyceroli (TAG) a poklesu koncentrace HDL-cholesterolu (HDL-C).
Nicméné neni piesné znamo, jakou miru rezidualniho rizika ICHS lze eliminovat Upravou
patologickych koncentraci TAG a HDL-C.

Dalsi ¢ast rezidualniho rizika pii 1é¢b¢ statiny souvisi s dysregulaci vztahi mezi absorpci
cholesterolu, jeho syntézou a exkreci, které jsou za fyziologického stavu velmi tésné
regulovany. Bylo zjisténo, Ze kratkodoba 1é¢ba statiny je spojena s poklesem koncentrace
cholesterolu a necholesterolovych sterolit (NCS). Stfednédoba 1écba statiny ukazuje,
pies trvajici snizeni celkového (TC) a LDL-cholesterolu (LDL-C) vzestup koncentrace NCS
(Law 2000, Miettinen 2003). Pfedpoklada se, ze pokles syntézy cholesterolu v dusledku 1écby
statiny je spojen s poklesem exkrece cholesterolu a zpétné-vazebnym zvySenim absorpce
cholesterolu a fytosterold. Tyto zmény mohou mit klinicky vyznam. Vzestup absorpce
cholesterolu je sledovan vzestupem koncentrace fytosteroli a jejich zvySenou koncentraci
v aterosklerotickych platech prokazovanych pi#i endarterektomii. DalSi vyznam souvisi
s rozdilnou odpovidavosti na 1écbu statiny. Pacienti se snizenymi parametry absorpce
cholesterolu a vice versa se zvySenou syntézou cholesterolu maji vySii miru sniZeni
koncentrace TC a LDL-C spolu s markery syntézy cholesterolu. Naopak pacienti se sniZzenou
odpovidavosti na 1écbu statiny maji zvySené koncentrace TC a LDL-C v diisledku zvysené
absorpce cholesterolu. Vysledky studie 4S ukazuji, ze simvastatin efektivnéji syntézu
cholesterolu u osob svyssi basalni syntézou a snizuje koncentrace TC a LDL-C méné
vyrazné&ji nez syntézu (Mietinen a Gylling 2002).

V posledni dobé se pozornost obraci také na jednotlivé komponenty homeostazy
cholesterolu ve vztahu k upravé vysokych koncentraci LDL-C a ovlivnéni rizika ICHS. Je
napiiklad znamo, Ze vétsi profit ze statinové 1éCby maji pacienti s vysokou bazélni syntézou
cholesterolu spiSe neZ jedinci s jeho zvySenou absorpci (Miettinen et al. 2000). BIiZSi pohled
na metabolismus cholesterolu je ovSem spojen snutnosti analyzovat i latky podobné
cholesterolu, tzv. necholesterolové steroly, mezi které fadime biosyntetické prekurzory
cholesterolu a rostlinné steroly (fytosteroly). Analyza fytosterolti usnadiiuje pochopeni stavu
homeostazy cholesterolu, zptestiuje vybér pacientii profitujicich z hypocholesterolemické
1écby a pomaha poznat patogenetické plusobeni fytosterol i jejich oxidovanych produkti
na urovni cévni stény. Tyto latky vstupuji i do dalSich metabolickych drah, jez mohou mit
vliv na patogenetické mechanismy spojené s rozvojem KVO.

Vyznam necholesterolovych steroli jako novych rizikovych faktori ICHS
Biosyntéza a absorpce cholesterolu

V klinické praxi se pro hodnoceni urovné biosyntézy a absorpce vedle pfimych ukazateli
pouzivaji metodicky snadnéjsi piistupy hodnotici nepfimé markery. Plazmatické koncentrace
prekurzori cholesterolu (squalen, latosterol, desmosterol, A8-cholestenol) jsou nepifimym
markerem syntézy cholesterolu de novo a stanoveni plazmatickych koncentraci fytosterolt
(pfedevsim kampesterolu, [-sitosterolu a brassicasterolu) se pouziva jako nepiimy ukazatel
absorpce cholesterolu. N¢ktefi autofi preferuji stanoveni cholestanolu (Silbernagel 2013b),

S18



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

protoZze vztah kampesterolu a B-sitosterolu k absorpci cholesterolu je nékdy zpochybnovan
(Jakulj 2013).

Populace se zvySenym dietnim piisunem fytosterold maji nizsi riziko vzniku ICHS, napf.
vegetariani (Craig 2009), ovSem nékteré epidemiologické studie spojily zvySené plazmatické
hladiny fytosterold se zvySenym rizikem ICHS (Sudhop 2002, Assmann 2006). Odpovéd’
organismu na pfisun fytosterol nebo podavani ezetimibu, latek pouzivanych k potlaceni
resorpce exogenniho cholesterolu, je zavisla na pomeéru lathosterol/kampesterol (Thuluva
2006), parametra odrazejiciho uroven biosyntézy cholesterolu i absorpce sterold. Absorpce
sterolll v enterocytu je mimo jiné fizena aktivitami transportnich proteini (ATP vézajicich
transportnich proteind, ATP-binding cassette transportes) ABCG5/G8 a (protein 1 podobny
Niemanovu-Pickovu proteinu C1, Niemann-Pick C1 like 1 protein) NPC1L1.
Hypercholesterolemiéti pacienti s D19H i T400K polymorfismy ABCG5/G8 maji vyssi riziko
rozvoje ICHS (Koeijvoets 2009), T400K polymorfismus méa vztah i k odpovédi jedince
na intervenci fytostanoly (Plat 2005). Teupser a spol. prokazali spojitost mezi geneticky
podminénou absorpci fytosterolt a rizikem ICHS (Teupser 2010), podobné nalezy jsou znamy
i pro diabetiky (Weingartner 2011b). Polymorfismus ABCG8 (D19H) ma vztah k riziku
cholesterolove cholelitidzy i ke koncentraci TC a LDL-C (Stender 2011, Lammert 2008).

Nekteré klinické studie (Framingham Offspring Study) prokazaly, Ze pacienti s KVO
maji vySSi markery resorpce cholesterolu a niZsi ukazatele jeho syntézy ve srovnani se
zdravymi osobami (Nathan 2009, Weingartner 2011a). Pokus o metaanalyzu takovych studii
ovsem ukazal, Ze neexistuje asociace mezi zvySenymi koncentracemi fytosterolti (jako
ukazateld absorpce exogenniho cholesterolu) a zvySenym KV rizikem pro obecnou populaci.
Sledované studie byly ovSem zna¢né nehomogenni, co se tyce adjustaci na rzné proménné
(Genser 2012).

Je zajimavé, Ze polymorfismus rs657152 vintronu | ABO lokusu také ovliviioval
koncentrace fytosteroli u pacienti ve studii KORA (Teupser 2010). Asociace tohoto
polymorfismu s kardiovaskularnim rizikem byla potvrzena v nékolika studiich (Silbernagel
2013a, 2013b). Ptimy vztah krevnich skupin k hypercholesterolémii nebyl v recentnich
studiich ¢asto zkouman, zndmé jsou pouze vysledky nékterych asocia¢nich studii (Teslovich
2010, Chasman 2009).

Toxicita fytosterolit a jejich oxidovanych analog

U podskupiny osob, ktera ma geneticky podminény zvySeny pool cholesterolu a
fytosterolt (resp. jejich oxidacnich produktit) v dasledku snizené aktivity sterolového
kotransportéru ABCG5/G8, lokalizovaného v kartatovém lemu enterocytt a zlu¢ovém polu
hepatocytdi, je metabolismus necholesterolovych sterolti odlisSny, a to jak v dasledku
zvyseného piijmu exogenniho cholesterolu, tak 1 v dasledku mozného ptimého toxického
pusobeni fytosterold (jak nativnich molekul, tak jejich oxidativné modifikovanych analog)
(Hidaka 1990).

Mala mnozstvi oxidovanych fytosterolli (oxyfytosterolli) jsou obsaZzena jiZ V potravé
(Grandgirard 2004a). ZvySené koncentrace oxyfytosterolu byly zjistény v séru, jatrech i
aortach u apoE(-/-) mysi (Tomoyori 2004). U zdravych lidi se v plazmé vyskytuji
v métitelnych koncentracich (Grandgirard 2004b). In vitro studie naznacuji cytotoxické
ucinky oxyfytosteroli podobné jako u oxysterolii (Adcox 2001). Na vztah oxyfytosterold
k rozvoji aterosklerézy neni jednotny nazor; existuje pouze nékolik studii na zvifecich
modelech sriznymi vysledky. U apoE(-/-) mysi nebyly prokdzany genotoxické ucinky
oxyfytosterolit (Lea 2004) ani jejich vliv na progresi ateroskler6zy u potkant (Tomoyori
2004). Na druh¢é stran¢ dieta se zvySenym obsahem oxyfytosterol zvySovala zastoupeni
téz8ich atherosklerotickych 1ézi u LXR(+/-) mysi. Oxyfytosteroly navic stimulovaly produkci
MCP1 (marker endotelialni dysfunkce) lidskych endotelidlnich bun€k korondrnich arterii
(Theuwissen 2008). U linii jaternich bun€k byla toxicita oxidovanych derivati fytosterold
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prokazana pro stigmasterol (O’Callaghan 2010), kampesterol, dihydrobrassikasterol,
(O’Callaghan 2013) i pro B-sitosterol (Ryan 2005).
Fytosteroly jako dietni dopliiky

Dietni piisun fytosteroli je fadové srovnatelny s piijmem cholesterolu. Fytosteroly
jsou ovSem absorbovany s daleko mensi u¢innosti nez cholesterol (az o dva fady), takze i
zvySeny piijem v rozmezi 1-3 g/den nezvysi podstatné jejich plazmatické koncentrace. Denni
ptijem fytosterolti v tomto rozmezi snizi hladinu LDL-C o cca 15 %, pfi¢emz dalsi zvySovani
piijmu nevede k dalSimu poklesu LDL-C (Vecka 2007).

Indikace fytosteroll jako dietnich doplikti ke snizeni koncentraci TC a LDL-C je velmi
popularni, ackoli po suplementaci fytosteroly nebylo prokdzdno snizeni poctu
kardiovaskularnich ptithod (Weingértner 2009). Dlouhodobd suplementace fytostanoli
u pacientd s mirnou hypercholesterolémii sice neprokazala vliv polymorfismii proteina
ABCG5/G8 na sniZzovani hladin cholesterolu, ale byl popsan vztah téchto polymorfisma
kK IMT (Gylling 2009).

Vliv fytosterolit na kardiovaskuldrni systém

Fytosteroly per se zpusobuji u experimentalnich zvifat endotelialni dysfunkci
(Weingértner 2008), pficemz uloha oxidovanych metaboliti jak cholesterolu, tak fytosterold
v téchto procesech neni zcela jasnd. Vaskularni depozita NCS, ve srovnani s cholesterolem,
zpusobuji zvySenou oxidaci a uvoliiovani kyslikovych radikala (Plat 2001). Fytosteroly se
akumuluji v aortalnich chlopnich i1 u jedincii, ktefi maji normalni koncentrace fytosteroll
v plazmé (Helske 2008). Dosavadni znalosti ukazuji, Ze degenerativni stenéza aorty a
aterosklerotické procesy maji (alespon v po¢ate¢nim stadiu) podobné etiologické faktory i
patogenezi. Retrospektivni studie sice prokédzaly uc¢innost statinii pro zastaveni progrese
degenerujici stendzy aorty, nicméné prospektivni studie poskytuji spiSe kontroverzni
vysledky. Velka randomizovana studie SEAS neprokéazala vyznamny vliv statinli na progresi
stenozy aorty a dalsi, nov¢jsi, studie ASTRONOMER jeji vysledky potvrdila (Novo 2011).

Na vztah fytosterolt a krevniho tlaku (TK) neni jednotny néazor; klinické studie, na rozdil
od experimentalnich, neprokazaly zvySeni TK po podavani fytosterola (Jenkins 2008, Vissers
2008, Naito 2000).

Zavér

Hledani novych rizikovych faktora ICHS by mohlo pomoci k dalSimu poznéani
patofyziologie ICHS i k upfesnéni hypolipidemické 1é¢by rizikovych osob. Nékteré nélezy
naznacuji roli fytosteroli (a jejich oxidaénich produktt) v etiologii a patogenezi lidské
aterosklerdzy, minimalné¢ u rizikovych jedinct (se sniZzenou aktivitou Kkotransportéru
ABCG5/G8) (obr. 1). Zkoumani metabolismu fytosterolt mize také pomoci pii posuzovani
problému, zda dietni opatfeni (zvySeny pfijem fytosterol) u jedinci s hypercholesterolémii,
nezvySuji paradoxné riziko ICHS. Dalsi sledovani by mélo byt zaméfeno na otazku, zda
rizikovym faktorem ICHS je zvy3ena absorpce exogenniho cholesterolu per se, nebo
vlastnimi rizikovymi faktory jsou fytosteroly, resp. jejich oxida¢né modifikovane molekuly.

Studie byla podporovana vyzkumnymi projekty: (1) RVO-VFN 641265/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky; (2) PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity v Praze.
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Obr.1. Vztah fytosterolu a kardiovaskularnich chorob
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Nastaveni homeostazy cholesterolu, dulezitého patognomického faktoru kardiovaskuldrnich
chorob, je zavislé na hodnotach absorpce, biosyntézy a plazmatického poolu cholesterolu.
Tyto parametry mohou byt ovliviiovany fytosteroly jak na tGrovni absorpce, tak i vlastniho
metabolismu cholesterolu v téle. Zatimco vztah fytosteroll a absorpce cholesterolu je
pfedmétem podrobného vyzkumu, dal§i metabolismus a ucinky fytosterold v lidském
organismu nejsou znamy (Genser 2012, Vecka 2008).
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DIABETES MELLITUS 2. TYPU A JATERNI ONEMOCNENI - KLINICKE
VZTAHY

M. Zeman, A. Zak, M. Vecka, T. Vafeka, J. Macasek
IV. interni klinika 1. LF UK a VFN Praha

Uvod

V soudasné dobé je na celém svété i v Ceské republice zaznamenavana stale vzristajici
prevalence obesity a diabetes mellitus typu 2 (DM2), které jsou rizikovymi faktory vzniku
nejen kardiovaskularnich onemocnéni, ale také nékterych nadorovych i neurodegenerativnich
onemocnéni. V poslednich desetiletich paralelné s vyskytem obezity a DM2 narista i vyskyt
nealkoholické jaterni steatozy (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) (Collantes et al.
2004), ktera se stava nejcastéjSim jaternim onemocnénim v rozvinutych zemich svéta a dnes
se pfedpokada, ze NAFLD stoji v pozadi fady ptipadu tzv. kryptogenni cirhozy.

Obezita a DM2 jsou rizikovymi faktory NAFLD. Nalez NAFLD je na druhé strané
spojen se zvySenym rizikem DM2 a vzhledem k tomu, ze NAFLD je vedle obezity vyznamné
asociovana s inzulinovou rezistenci, hyperinzulinémii a aterogenni dyslipidémii, je dnes
NAFLD fazena ke komponentam metabolického syndromu (Kotronen a Yki-Jarvinen 2008).

Je zajimavé, Ze se zvySenym rizikem DM2 je spojena nejen NAFLD, ale i jina jaterni
onemocnéni, jako chronicka virova hepatitis, hemochromat6za a jaterni cirh6za (Kawaguchi
et al. 2011). Proto je v soucasné dobé vzajemny vztah mezi DM2 a jaternimi onemocnénimi,
zejména NAFLD pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Metabolismus glukozy v jatrech a diabetes mellitus

Jatra predstavuji velky reservoar glukdzy v téle a pomahaji udrzovat stabilni hladinu
glykémie. Jatra podle potfeby organismu mohou glukézu utilizovat ¢i uskladnovat nebo
naopak produkovat. ZvySeny tok glukozy do jater vede ke zvySené glykolyze a utilizaci
glukozy v citratovém cyklu po pfeméné na pyruvat nebo ke zvysené syntéze glykogenu.
V téchto d&jich hraje roli pomér mezi inzulinem a glukagonem urcujici rovnovahu mezi
aktivaci nebo inhibici kliCovych enzymi. Zvysena hladina inzulinu a suprimovana hladina
glukagonu v prandidlni fazi podporuji utilizaci glukézy glykolyzou a syntézu glykogenu.
Béhem la¢néni, kdy je hladina inzulinu nizka, se zvySuje hladina glukagonu; glukoza je
odstépovana z glykogenu Vv procesu glykogenolyzy a také tvofena ,,de novo“
glukoneogenezou. Metabolismus glukdzy v jatrech tzce souvisi i s pfeménou tukd, coz se
muZze projevit 1 za patologickych stavii. ZvySend koncentrace mastnych kyselin je spojena
s inzulinovou rezistenci, napf. vede k inhibici glukokindzy s poklesem vychytavani glukozy
do hepatocytu a tim snizeni syntézy glykogenu a naslednym zvySenim postprandialni
glykémie. Nadbytek uhlovodani ve stravé zase vede v hepatocytu k aktivaci lipogeneze
»,de novo“, se zvySenim syntézy nasycenych mastnych kyselin, ke zvy3ené syntéze a
hromadéni triacylglyceroli (TAG) i diacylglycerolu (DAG) a vzniku steatozy jater. Jaterni
inzulinova rezistence pak piispiva ke kompenzatorni hyperinzulinémii, kterd je casto
nasledovana dysfunkci pankreatickych beta-bunék a rozvojem DM2.

Nealkoholickd jaterni steatoza, nealkoholickd steatohepatitis

Nealkoholicka steatoza jater (NAFLD je onemocnéni, charakterizované infiltraci jater
tukem, hlavné¢ ve formé TAG, kdy podil tuku pfesahuje 5 % vahy jater, pficemZ neni
piitomna vyznamna konzumace etylalkoholu (u muzi do 30 g a u Zen do 20 g denng). Mén¢
pouzivany Cesky nazev této jednotky je nealkoholické ztukovaténi jater. Prevalence NAFLD
Vv poslednich létech prudce stoupa, podobné jako prevalence obesity a diabetes mellitus
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typu 2. Kolisa vbézné populaci mezi 20 — 30 % a patii k nejrozSifenéjsim jaternim
onemocnénim na celém svété. Pacienti s NAFLD jsou Casto symptomati¢ti a onemocnéni je
diagnostikovano nahodné. Podle Americké asociace pro studium jaternich nemoci AASLD
(American Association for the Study of Liver Diseases) definice NAFLD vyzaduje a) prukaz
jaterni steatozy bud’ zobrazovaci metodou nebo histologicky a b) vylouceni sekundarni
pti¢iny akumulace tuku v jatrech, jako napft. vysoky ptisun alkoholu, hladovéni, parenteralni
vyziva, steatogenni léky (napf. kortikosteroidy, tamoxifen, amiodaron) ¢i hereditarni pfic¢iny
(Wilsonova choroba, abetalipoproteinémie) (Chalasani et al. 2012).

NAFLD podle histologického nalezu je mozno délit na NAFL (non-alcoholic fatty liver),
kdy je pfitomna jen steatoza jater bez prikazu hepatocelularni 1éze ve form¢ ,,balénovani*
hepatocyti a NASH (non-alcoholic steatohepatitis), ktera je definovana pfitomnosti steatozy
a zanétu, s poSkozenim hepatocytt (,,balonovani*) s nalezem i bez nalezu fibrozy (Chalasani
et al. 2012). NAFLD asi ve 20 % ptipadi progreduje do NASH a ta zase asi ve 20 %
do cirhozy. Je zajimavé, ze u pacientu s NASH je riziko vzniku hepatocelularniho karcinomu
(HCC) i bez pritomnosti cirh6zy (Rahman a Ibdah 2012). Pti histologickém vySetfeni se
u NAFLD nachazi akumulace TAG v hepatocytech. Triacylglyceroly jsou tvofeny esterifikaci
FFA a glycerolu v hepatocytu. Volné mastné kyseliny pochazeji ze tii zdroju: lipolyzy
v tukové tkani , z potravy a ze syntézy de novo v hepatocytu (lipogeneza de novo).

Obezita a inzulinova rezistence vede ke zvySenému toku FFA ztukové tkané
do hepatocytll, zvysuje se syntéza TAG a sekrece lipoproteint o velmi nizké hustoté (VLDL).
Vysledkem je hypertriacylglycerolémie (HTAG), zvySena koncentrace apolipoproteinu B,
pokles HDL-cholesterolu (HDL-C) a pfitomnost malych, denznich LDL. Soucasny vyskyt
sniZzené koncentrace HDL-C, HTAG a malych denznich LDL se ozna¢uje pojmem aterogenni
lipoproteinovy fenotyp (ALP). Typické je dale zvySena postprandidlni lipémie. Tyto nalezy
jsou bézné u metabolického syndromu i u DM2. Pokud je odsun FFA cestou sekrece VLDL
nedostacujici, zvySuje se koncentrace FFA v hepatocytech, dochazi k jejich zvySené oxidaci a
tvorbé ROS (reactive oxygen species) Snaslednym poskozenim hepatocyti. Byla
formulovana hypotéza ,,dvou zasahi“ (,,two-hit hypothesis®) pii vzniku NASH. ,,Prvnim
zasahem* je vznik prostého ztukovaténi jater (NAFLD) napiiklad v disledku ptejidani a
obezity, pfi¢emz na rozvoji NASH se podileji dalsi faktory (,,second hit*), kterymi mize byt
oxidaCni stres, zanéctliva aktivace hvézdicovych bunék, zanétliva reakce pii syndromu
bakteridlniho pfertstani a dal$i stavy (Dowman et al. 2010, Briha et al. 2012). Hromadéni
tukovych kapének v hepatocytech je dusledkem excesivniho ptisunu FFA, oznacovany jako
ektopické ukladani (“ectopic fatty acid storage”). Nadbytek FFA nebo jejich snizena
oxidativni pfeména v buiikdch mimo tukovou tkan, jako jsou hepatocyty, ale také napfi. beta-
bunky pankreasu ¢i kardiomyocyty, vede k jejich chronické 1¢ézi a vzniku patologickych stavil,
jako je inzulinova rezistence, dysfunkce pankreatickych beta-bunék, kardiomyopatie ¢i
steatohepatitis (Weinberg 2006). ZvySeny obsah TAG vV hepatocytu muze piedstavovat
mechanismus chrénici hepatocyty pied patogennim ptsobenim FFA. FFA pusobi
V hepatocytu oxidacni stres, spojeny s aktivaci zanctu a s apoptozou. Toxické piisobeni FFA
se projevuje na n¢kolika urovnich. Kyselina palmitové a stearova aktivuji transkripéni faktor
FoxO3a (Forkhead box 03), s naslednou indukci proapoptotického faktoru Bim. Tyto mastné
kyseliny aktivuji také c-jun N-terminalni kinazu (JNK), coz vede k mitochondrialni lézi
indukované faktorem Bax, ktery navic pusobi lysosomalni 1ézi s proapoptotickym puisobenim.
Zvysena oxidace mastnych kyselin vede ktvorbé ROS, k oxida¢nimu stresu a depleci
antioxidantt. Palmitova a olejova kyselina aktivuji toll-like receptor 4 a indukuji tak expresi
prozanétlivych genti (Malhi a Gores 2008). Na lipotoxicité se vyznamnym zpisobem podileji
také ceramidy, cozZ jsou komplexni lipidy sloZzené ze sfingosinu a mastné kyseliny, obvykle
palmitoyl CoA. Ke zvysené tvorbé ceramidli v hepatocytu vede zvySeny pfisun nasycenych
mastnych kyselin, oxidacni stres s depleci antioxidantii a také zanét. Ceramidy aktivuji
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transkripéni jaderny faktor NF-xB, coz pozitivni zpétnou vazbou amplifikuje zanétlivy
proces. V hepatocytech ceramidy otupuji inzulinem zprostiedkovanou aktivaci Akt
(serin/treoninova kinéza, ktera je soucasti signalni drahy inzulinu), ktera aktivuje anabolické
procesy (napt. syntézu glykogenu, bilkovin) a ovliviiuje pfiznivé bunéény rast a stabilitu
V inzulinovou rezistenci je zfejm¢ hlavnim Ccinitelem patologickych dé&jt, které spojuji
NAFLD, DM2 i zvySené riziko manifestace K\VVO.

Nealkoholické steatoza jater, diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularni onemocnéni

Pacienti sNAFLD maji vyrazné vyssi riziko rozvoje DM2 ve srovnéni s osobami
bez NAFLD, nezavisle na véku, pohlavi ¢i BMI (Kotronen a Yki-Jarvinen 2008). ZvySena
hladina jaternich enzymii (GMT a ALT) piedpovidd manifestaci DM2 nezavisle na BMI,
spotiebé alkoholu ¢i fyzické aktivité (Fraser et al. 2009). U Indidnt kmene Pima zvySena
hladina ALT byla spojena s 2,3 nasobnym rizikem vzniku DM2 u osob s pavodné normalni
glukozovou toleranci (Vozarova et al. 2002). Akumulace TAG a dalSich lipidovych molekul
V jatrech piisobi inzulinovou rezistenci, kterd se projevuje snizenou schopnosti inzulinu
omezovat vydej glukdzy z jater, coZ vede ke zvySeni glykémie, stimulaci inzulinové sekrece a
hyperinzulinémii. Byla prokazana tésna korelace mezi obsahem tuku v jatrech a hladinou
inzulinu, nezavisle na obezit¢ (Kotronen et al. 2007). Hlavnim zdrojem akumulace TAG
v jatrech je zvy3ena lipolyza v tukové tkéni, s néslednym zvySenym tokem FFA do jater.
U osob s NAFLD ma také vyznam lipogeneza v jatrech de novo, ktera pfispiva u zdravych
osob jen asi 5 %, zatimco u pacienti s NAFLD aZz 30% (Yki-Jarvinen 2010). Nemocni
s NAFLD vétSinou spliiuji kritéria metabolického syndromu (visceralni obesita, aterogenni
dyslipidémie, hypertenze, atd.), coZz jsou vSechno rizikové faktory KVO (Kotronen a Yki-
Jarvinen 2008, Marchesini et al. 2003).

Nemocni s NAFLD maji vyssi incidenci KVO neZ osoby bez steatozy jater (Targher et al.
2007). V rozsahlé studii sledujici nemocné s DM2 byla u osob s NAFLD vyznamné vyssi
prevalence ICHS, cévniho onemocnéni mozku a ischemické choroby dolnich koncetin,
nezavisle na tradi¢nich rizikovych faktorech, trvani diabetu, kompenzace diabetu, ¢i uzivani
hypolipidemik, antihypertenziv a antidiabetik (Targher a Arcaro 2007). V kohortové studii
u 2088 muzt byla ultrasonograficky diagnostikovana NAFLD spojena se zvySenou prevalenci
ICHS (Lin et al. 2005). Ve skupiné pacientii u kterych provadéna konsekutivné elektivni
koronarografie, byla NAFLD korelovala s tizi nalezu nezavisle na klasickych rizikovych
faktorech (Mirbagheri et al. 2007). Ve studii u diabetiki byla NAFLD stanovovana
magnetickou resonanéni spektroskopii, asociovana s redukovanou myokardialni perfuzi,
nezavisle na tradi¢nich rizikovych faktorech, objemem viscerdlniho tuku a inzulinové
citlivosti (Lautamaki et al. 2006).

U pacientii s NAFLD pokrocilost histologického nélezu a intenzita zanétu vyznamné
koreluji se zadvaZznosti aterogenni dyslipidémie a se zvySenym kardiovaskularnim rizikem
(Alkhouri et al. 2009). V prospektivni studii bylo sledovano 420 pacientii po dobu pramérné
7,6 let a byla zjisténa vys$si celkova mortalita u probandi s NASH nebo cirh6zou (Adams et
al. 2005), pficemz nejcastéjsi pii¢inou smrti byla KVO nebo nadory. V jiné prospektivni, 28
let trvajici studii, byla u nemocnych s NASH ve srovnani s béznou populaci zjisténa vyssi
mortalita na KVO a jaterni onemocnéni i vysSi celkova mortalita (S6derberg et al. 2010).

Moznosti lécebného ovlivnéni nealkoholické steatozy

Z&kladem ptiznivého ovlivnéni NAFLD je zména zivotniho stylu, zaméfena zejména na
redukci nadmérné hmotnosti. Udava se, Zze pokles hmotnosti o 3 — 5 % upravuje steatozu, ale
k Gpravé zanétu je tieba pokles az o 10 % hmotnosti (Chalasani et al. 2012). Vzhledem
ke klicové roli inzulinové rezistence v patogeneze NAFLD/NASH je dalSi moZnosti uZiti
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farmak zvySujicich inzulinovou senzitivitu. Nékteré uspéchy byly dosazeny podavanim
thiazolidinediont. Hodnoti se zejména Ustup nalezu ,balénovani jaternich bungk,
lobularniho zanétu a omezeni stupné fibrozy. Podavani pioglitazonu (45 mg/den)
v randomizované kontrolované studii (RCT) u pacenti s NASH, ktefi méli porusenou
glukozovou toleranci nebo DM2 vyznamné snizilo hladiny transaminaz, ,,balooning®
hepatocytl a zanét; steat6za byla upravena u 73 % pacienti 1é¢enych pioglitazonem vs. 24 %
u placeba (Belfort et al. 2006). V multicentrické RCT studii PIVENS (Pioglitazone versus
Vitamin E versus Placebo for the Treatment of Nondiabetic Patients with Nonalcoholic
Steatohepatitis) u 247 ne-diabetiki byl podavan pioglitazon 30 mg; vitamin E 800 IU/den
nebo placebo. Primarnim cilem byla Uprava NAS (NAFLD Activity Score) o > 2 body,
sekundarnim cilem Uprava histologického nalezu NASH. U nemocnych uZivajicich
pioglitazono dosazeno Ustupu NASH v 47 % vs. s 21 % u placeba (p = 0,001) (Sanyal et al.
2010). Podle soucasného doporuceni AASLD muze vyt pioglitazon podavan u pacientd
s biopticky potvrzenou NASH, s védomim, Ze vétsina studii byla provadéna u nediabetikd, a
ze dlouhodoba tuc¢innost a bezpecnost pioglitazonu nebyla jest¢ u nemocnych s NASH
definitivné potvrzena (Chalasani et al. 2012). Dal$im potencialné prospésnym lékem by mohl
byt metformin, u né¢hoz vsak vysledky metaanalyz studii zatim nepotvrdily vyznamny efekt
na hladiny transaminaz ¢i na histologicky nalez ve srovnani s Upravou Zivotniho stylu, a proto
podavani metforminu neni v doporucenich pro 1é¢bu NASH zahrnuto (Chalasani et al. 2012).

V experimentu i v klinickych studiich byla zkouSena také nova antidiabetika: agonisté
GLP-1 (glucagon-like peptide-1) a inhibitory dipeptidyl peptidazy 4 (DPP-4), gliptiny.
Sestimésiéni podavani exenatidu nemocnym s dobie kontrolovanym diabetem vedlo k asi 20
% redukci jaterni steatozy, kvantifikované magnetickou resonan¢ni spektroskopii (Orsi et al.
2009). Ustup NASH vsak prokazan nebyl (Kenny et al. 2010). Iwasaki et al. (2011) zkouseli
u 30 nemocnych s DM2 a NAFLD sitagliptin a zaznamenali vyznamné poklesy jaternich
enzymli ALT, AST, GMT (sitagliptin je ovSem kontraindikovan u tézké jaterni insuficience).
V soucasné dobé vSak zatim ani agonisté GLP-1 ani gliptiny nejsou v 1é¢bé NAFLD/NASH
doporuceny. Vzhledem k vyznamu abnormalit lipidového metabolismu v patogeneze NASH,
jsou zkouSena 1 hypolipidemika, ktera jsou obvyklou soucasti prostiedkii uzivanych
k intervenci komponent metabolického syndromu. Hraje zde roli také to, Ze nejastéjSi
pii¢inou smrti nemocnych s NAFLD/NASH jsou kardiovaskularni nemocnéni (Misra et al.
2010). Statiny jsou bézné uzivany v 1é€bé dyslipidémie, kterd NAFLD vétSinou provazi.
V tad¢ studii bylo zjiSténo, Ze statiny jsou u nemocnych s jaternim onemocnénim bezpecné a
nebylo prokazéano, ze nemocni s NAFLD/NASH maji pii 1é¢bé statiny vétsi riziko jaterniho
poskozeni neZ osoby bez jaterniho onemocnéni (Chalasani et al. 2012). Post hoc analyza
studie GREACE ukazala, Ze lécba statinem vyznamné zlepSovala biochemické nélezy a
snizovala vyskyt kardiovaskularnich ptihod u nemocnych se zvySenymi hodnotami jaternich
testti v dusledku NAFLD (Athyros et al. 2010).

Zajimavou moznosti pro 1éCebné ovlivnéni NAFLD/NASH je pouzZiti n-3 vice-
nenasycenych mastnych kyselin (PUFA n-3) vzhledem k Sirokému spektru ptiznivych ucinkd,
mimo jiné ovlivnéni inzulinové rezistence, snizovani hladiny triacylglyceroli, ucinku
protizanétlivého a dalsich (Zak et al. 2005). V soudasné dobé& probiha velka multicentricka
studie v USA, analyzujici moznost 1é¢by NASH podavanim PUFA n-3. V doporucenich
AASLD je zatim uvedeno, Zze PUFA n-3 mohou byt zvaZzovana jako lék prvni volby v 1é¢bé
hypertriacylglycerolémie u nemocnych s NAFLD (Chalasani et al. 2012).

Pokrocilé onemocnéni jater a diabetes mellitus

Asociace pokrocilého chronického jaterniho onemocnéni s poruchou metabolismu
glukozy je znama jiZz dlouhou dobu. U osob s jaterni cirhdzou je az ve 30 % prokazovan DM,
pficemz poruchy glukézové tolerance byly popsany témeétr u 96 % téchto nemocnych
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(Hickman a Macdonald 2007). U kompenzované jaterni cirh0zy muze byt diabetes
subklinicky, lacna glykémie v mezich fyziologickych, zvysSena je jen glykémie pozatézova a
porucha glukézové homeostazy je v téchto ptipadech detekovana pii pouziti o-GTT (Nishida
et al. 2006). Pritomna je periferni inzulinova rezistence, ale byva i dysfunkce beta-buiky
Langerhansovych ostruvka (Picardi et al. 2006). Pfi¢iny inzulinové rezistence u chronického
jaterniho onemocnéni, resp. cirhdzy jater jsou komplexni, Gcastni se zde chronické puisobeni
zanétlivych cytokind, jako je TNFalfa, interleukin 1 (II-1) a IL-6, nebo alterace hormonalni
osy GH-IGF-1 (Picardi et al. 2006). Vysledky tady studii ukazaly, ze inzulinova rezistence
ma u jaterni cirhOzy puvod casteéné v adaptivnich zménach splanchnické cirkulace, které
vedou k periferni hyperinzulinémii pii snizené clearanci inzulinu (Petrides a DeFronzo 1989).
Vydej glukagonu je zvySen. Hyperinzulinémie ale muize byt piisobena i1 jinymi zpiisoby.
U nemocnych s jaterni cirhdzou Child B by hyperinzulinémie mohla byt spiSe disledkem
zvysené citlivosti pankreatickych beta-bun¢k na glukézu nez poruchou jaterni clearance
inzulinu (Greco et al. 2002).

Piipady diabetes mellitus, vnikajici u nemocnych s chronickym jaternim onemocnénim,
se oznacuji jako hepatogenni diabetes (HD). Prib&éh onemocnéni HD se 1isi od DM2 tim, Ze
HD mé mensi riziko mikrovaskularnich i makrovaskularnich komplikaci, coz muze byt
v souvislosti s krat§im trvanim diabetu, nizs$i hladinou cholesterolu, po¢tu krevnich desticek
aj. Naopak nemocni s HD c¢astéji umiraji na jaterni selhani (Moscatiello et al. 2007).
V prospektivni studii Nishidy et al. (2006) byl na za¢atku sledovani u nemocnych s jaterni
cirhdzou proveden o-GTT a bylo zjisténo, 38 % pacienti me¢lo DM, 23 % poruSenou
glukézovou toleranci (PGT) a 39 % mélo glukézovou toleranci normalni. Po pétiletém
sledovani méli nemocni s DM, resp. PGT vyznamné vys$si mortalitu (5 %, resp. 44 %, 32 %).
Nezavislymi prediktivnimi faktory délky pteziti byly pouze hladina sérového albuminu a DM
(Nishida et al. 2006). Hepatogenni diabetes je charakterizovan niZzsi prevalenci DM2
v rodinné anamnéze, Casto je provazen epizodami hypoglykémie, a proto v souvislosti
srelativné nizkym vyskytem mikro- i makrovaskularnich komplikaci se 1isi i 1é¢ebna
doporuceni. Vychazi se ztoho, Ze asi polovina nemocnych s HD trpi malnutrici, v dobé
diagnOzy jsou casto jiz v terminalni fazi jaterniho onemocnéni, vétSina antidiabetik je
metabolizovana v jatrech a nemocni s HD casto trpi hypoglykémiemi (Tolman et al. 2007).
Proto neni u cirhdzy jater doporucovana agresivni antidiabeticka 1é¢ba.

Chronicka virova hepatitida C a diabetes mellitus

Infekce virem hepatitidy C je spojena se zvySenym rizikem DM2. V epidemiologickych
studiich bylo zjisténo, Ze u nemocnych s chronickou infekci virem hepatitidy C (HCV) je
prevalence DM mezi 21 — 50 %, tedy vyznamné vys$$i (2 — 10 X) nez u osob b&zné populace,
nebo u pacientu s jinymi formami jaterniho onemocnéni (Negro a Alaei 2009). V jedné studii
v USA u HCV-positivnich nemocnych bylo zjisténo trojnasobné riziko DM2 (Mehta et al.
2000). Mezi nemocnymi s DM2 byla prevalence protilatek anti-HCV 4 — 28 % (Harrison
2006). Na druhé strané je u diabetiki 3 — 10 x vyssi riziko infekce HCV ve srovnani
s ruznymi kontrolnimi skupinami a 1,8 x vyssi riziko DM2 je u HCV pozitivnich osob
ve srovnani s osobami infikovanymi virem hepatitidy B. Infekce HCV je také spojena se
zvySenym rizikem DM2 u pacientd po transplantaci jater nebo ledvin (Lonardo et al. 2009).
U nemocnych s HCV je zjistovana vyrazna inzulinova rezistence (IR). Mechanismus, jakym
zde IR vznika, neni jasny. Dosud provedené studie ukazuji, Ze exprese jadrového proteinu
HCV inzulinovou signalizaci v hepatocytu (Everhart 2001, Miyamoto et al. 2007).
Pozatézova IR je spojena s tézkou jaterni fibrozou jak u nemocnych s chronickou virovou
hepatitis C, tak s NAFLD a pole nékterych autori by jeji vySetieni mohlo identifikovat osoby
s rizikem progrese onemocnéni (Svegliati-Baroni et al. 2007). Steatéza mize byt pojitkem
mezi HCV, DM a zavaznosti onemocnéni. Steatdza byla pfitomna u 73 % pacientl
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infikovanych virem hepatitidy C genotypu 3 a u 50 % infikovanych virem jiného genotypu
(Asselah et al. 2006). Je zajimavé, Ze v nedavno provedené studii byla pozitivita HCV
vyznamné asociovana s DM2 jen u osob bez hyperlipidémie (Liu et al. 2012). Zajimave je, Ze
infekce virem hepatitidy C mé vztah Kk lipoproteinim. Navazani HCV na povrch hepatocytu
vyzaduje vazbu na lipoprotein LDL, zprostiedkovanou apolipoproteinem B nebo E.
Lipoprotein HDL se zase ucastni piti vazbé HCV na scavengerové receptory SR-B1
na povrchu hepatocytu (Negro 2010). Klinicky vyznamné je, Ze IR je spojena se Spatnou
odpovedi na antivirovou 1é¢bu (Romero-Gomez et al. 2005). V soucasné dobé probihaji studie
s cilem zjistit, zda podavani metforminu, ktery IR snizuje, nezlepsi u€innost antivirové 1écby
uHCV.

Diabetes mellitus a hepatocelularni karcinom

Diabetes mellitus typu 2 je spojen s vyznamné vyssim rizikem vzniku hepatocelularniho
karcinomu (HCC) (Giovannucci et al. 2010). V rozséhlé prospektivni kohortové studii byla
piitomnost DM2 na zacatku desetiletého sledovani spojena s vyrazné vyssi incidenci
chronického onemocnéni jater i HCC ve srovnani sosobami bez DM2, nezavisle
na alkoholickém postizeni jater ¢i virové hepatitidé (El-Serag a Everhart 2002). Pficiny
asociace DM2 a HCC nejsou objasnény, predpoklada se, Ze roli zde hraji zvySené hladiny
inzulinu a ristového faktoru IGF (insulin-like growth factor) a inzulinova rezistence podobné
jako u nékterych jinych nadort (Hung et al. 2010, Giovannucci et al. 2010). Pfitomnost virové
hepatitidy C, jaterni fibrozy a pozivani alkoholu riziko dale zvySuje. Podavani metforminu
nemocnym s DM2 vyznamné snizuje riziko vzniku HCC. V rozsahlé metaanalyze nékolika
studii byla 1éEba metforminem spojena asi s 62 % poklesem rizika HCC u nemocnych s DM 2
(Zhang et al. 2012).

Transplantace jater a diabetes mellitus

Asi u 16 % pacientl, podstupujicich transplantaci jater, je pfitomen diabetes mellitus
(Yoo a Thuluvath 2002). Preexistujici DM ovliviiuje prognézu transplantace, takze pétileté
pieziti pacienta i §t€pu je vyznamné kratsi u diabetiki ve srovnani s nediabetiky a u diabetikt
1. typu krat$i nez u diabetikd 2. typu (John a Thuluvath 2001). Diabetes mellitus se mtze také
manifestovat jako dusledek transplantace a také v téchto pfipadech negativné ovliviiuje
morbiditu i mortalitu téchto nemocnych. Rizikové faktory vzniku posttransplanta¢niho
diabetu jsou infekce cytomegalickym virem (ktera muze poskodit sekreci inzulinu), HCV
infekce (ktera ptisobi inzulinovou rezistenci a muze také poSkozovat beta buniky pankreasu).
Lécba interferonem v pretransplantacni fazi snizovala riziko posttransplantaéniho DM
u nemocnych sHCV (Phuong et al. 2007). Kdalsim rizikovym faktorim vzniku
posttransplanta¢niho diabetu patii 1é¢ba kortikosteroidy a inhibitory calcineurinu (cyklosporin
a zejmeéna tacrolimus) (Gomes a Cobas 2009). Po transplantaci ma 15 — 40 % piijemct
zvysenou hladinu plasmatického cholesterolu a asi 40 % ma hypertriacylglycerolémii.
V terapii je proto dulezita vhodna tprava diety, cvi¢eni a podavani statind.

V nedavno publikované velké retrospektivni kohortové studii v USA bylo zjisténo, Ze
diabetes je vyznamnym rizikovym faktorem nejen pro rozvoj KVO, ale také postupujici
renalni insuficienci a infekci. Diabetes byl v jedné studii také spojen s rekurentni hepatitis C
po transplantaci a s akcelerovanou fibrozou a cirh6zou (Parekh et al. 2012). V této studii
kazdy rok trvani diabetu vyznamné zvysoval celkovou mortalitu, i mortalitu na KVVO, infekci
¢1 selhani Stépu, pficemz nebyly zjistény tyto vztahy pro trvani hypertenze ¢i hyperlipidémie.
Ukazuje to na vyznam peclivého sledovani a 1é¢by diabetu. V malé studii transplantace jater
vedla k Ustupu hepatogenniho diabetu u 2/3 pacientd s cirhdzou jater (Perseghin et al. 2000).
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Zavéry

Zavérem je mozno konstatovat, ze je nepochybné prokazana vyznamnd a nepfizniva
asociace mezi diabetes mellitus 2. typu a jaternimi onemocnénimi, zejména NAFLD.
Prevalence NAFLD v soucasné dobé stale stoupa, stejné jako prevalence diabetes mellitus
typu 2. a obesity. Vztah mezi diabetes mellitus typu 2 a NAFLD je zfejmé obousmérny.

NAFLD je rizikovym faktorem KVO, nezavisle na pfitomnosti DM2, pficemz progrese
prosté steatozy do NASH toto riziko zvySuje. Dosud neni spolehlivé vyfeseno, jaké faktory
mezi nemocnymi s NAFLD vedou k rozvoji KVO u vétSiny pacientd a co vede u ¢asti
nemocnych k vyvoji cirhdzy. Objasnéni téchto otazek by mohlo zlepSit mozZnosti 1é¢ebnych
strategii i objasnit prediktivni vyznam riznych klinickych, biochemickych a dal$ich markert.
Jednozna¢éné doporuceni pro 1é¢ebné ovlivnéni NAFLD neni zatim, bohuZel, k dispozici.

Prace byla podporena vyzkumnymi projekty: (1) RVO-VFN 641265/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky; (2) PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity v Praze
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XANTOMY - KLINICKE A PATOFYZIOLOGICKE VZTAHY
A. Z&k, M. Zeman, A. Slaby, M. Vecka
IV. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Souhrn

Xantomy jsou shluky pénovych bunék lokalizované v pojivove tkan. Vznikaji
transformaci makrofag v disledku vychytavani oxidativné modifikovanych LDL (ox-LDL)
prostiednictvim specifickych receptori nebo fagocytozou (agregaty LDL, komplexy LDL
s protilatkami). Eruptivni xantomy jsou kozni manifestaci tézké hypertriglyceridémic a
signalizuji riziko akutni pankreatitidy a manifestace diabetes mellitus. Xanthoma striatum
palmare je patognomickym projevem primarni dys-p-lipoproteinémie.

Vznik xantomt je podobny vyvoji Casného stadia aterosklerotické 1éze. V obou ptipadech
ma rozhodujici vyznam nékolik patofyziologickych déju: (i) zachyceni a prinik monocytl
do cévni stény; (ii) prestup LDL do extravaskularniho prostoru a jeho oxidativni modifikace
(ox-LDL); (iii) akumulace ox-LDL makrofagy a jejich transformace na pénové bunky; (iv)
odsun nadbytecného cholesterolu z makrofagli/pénové builkky pomoci reverzniho transportu
cholesterolu (RCT); (v) dalSi faktory [piedevS§im zvySena permeabilita, intenzita zanétu
na stimulaci (ox-LDL)].

Slachové a tuberézni xantomy jsou specifické familiarni autozomalné dominantni
hypercholesterolémie [familiarni hypercholesterolémii (FH), na podkladé mutaci LDLR,
familiarni defekt apolipoproteinu B 100 (FDB) v dtsledku mutace APOB a non-FH/non-FDB
hypercholesterolémii (FH3) s mutacemi v genu PCSK9]. Slachové a tuberdzni xantomy jsou
specifické pro vzacné jednotky jako je cerebrotendindzni xantomatéza (CTX) na podkladé
mutace CYP27A a familiarni B-sitosteroléeme s mutacemi ABCG5/G8. ZvySené koncentrace
LDL-cholesterolu, resp. fytosteroli (u sitosterolémie) a cholestanolu (u CTX) a jejich
ukladanim v tkanich je spojeno s rozvojem xantomdu, ateromatéznich plati a piedcasnou
ateroskler6zou. Xanthelasma palpebrarum (XP) donedavna povaZované za benigni projev
kosmetického charakteru, zkracuje pramérnou délku Zivota 0 15 let a zvySuje riziko KVO
o vice nez 40 % po adjustaci na klinicky vyznamné kovariaty. U pacientli s FH v disledku
mutaci genu LDLR nemocni s Slachovymi xantomy (TX, tendon xanthoma) méli 2 - 4 kréat
vysSi riziko KVO ve srovnéni s jedinci s FH bez TX .Difuzni plo$né xantomy jsou casto
asociovany s paraproteinémii a nadorovymi lymfoproliferativnimi onemocnénimi.

Kli¢ova slova: xantomy, dyslipidémie, oxidativni modifikace LDL, pénové builky, zanét,
kardiovaskularni riziko

Uvod

Definice. Xantomy jsou shluky pénovych bun¢k lokalizované v pojivové tkani kuze,
Slach, fascii a periostu. Pénové bunky vznikaji v disledku postupné akumulace lipida
v makrofazich mechanismem vychytavani lipoproteini prostfednictvim specifickych
receptortl nebo fagocytdézou (Toth 2007, Brewer 2009, Koumar 2010). Klinicky se xantomy
manifestuji jako mekké az polotuhé makuly (€1 plochy), papuly a uzly, nazloutlé barvy (Fecky
xanthos Zzluty, oma tumor, elasma desticka), ktera je podminéna pfitomnosti karotenu
Vv lipidech pénovych bunék (T6rok 1998).

Klinicky vyznam. Xantomy zahrnuji Sirokou $kalu koznich utvart, od plochych xantomt,
ptes Slachové xantomy az po nejvice prevalentni xanthelasma palpebrarum. Xantomy mohou
byt na strané¢ jedné pouze benignim kosmetickym projevem, na strané¢ druhé mohou
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signalizovat zdvazné metabolické (dyslipidémie, diabetes mellitus) nebo nddorové (nejcastéji
lymfoproliferativni) zdravi i Zivot ohroZujici onemocnéni.

Eruptivni xantomy jsou kozni manifestaci tézké hypertriglyceridémie (HTG) a signalizuji
riziko akutni pankreatitidy a diabetes mellitus (DM) (Richter 1992, Renner et al. 2008).
Xantomy v palmarnich ryhach (xanthoma striatum palmare) jsou patognomickym koznim
projevem primarni dys-B-lipoproteinémie (synonymum hyperlipoproteinémie Ill. typu, broad
beta disease) (Durington a Sniderman 2000, Spanou a Borradori 2010). Slachové a tuberdzni
xantomy jsou specifické pro familiarni hypercholesterolemii (FH), pusobenou mutacemi
v genu LDL-receptoru (LDLR), familiarni defekt apolipoproteinu B 100 (FDB) podminény
mutaci APOB a non-FH/non-FDB hypercholesterolémii (FH3) s mutacemi v genu PCSKO.
Slachové a tuberézni xantomy jsou specifické také pro vzacné jednotky jako je
cerebrotendindzni xantomatéza (CTX) vznikajici na podkladé defektu genu 27-steroloveé
hydroxyldzy (CYP27A) a familiarni B-sitosterolémie (synonymum fytosterolémie) s mutacemi
genu kodujici specifické transportéry ABCG5 a ABCGS8, které jsou odpovédné za sekreci
sterolti [cholesterolu i fytosterolt (B-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, brasikasterol)]
z enterocytu do stfevniho lumina a z hepatocytu do zIuci. (Alam 2000, Singh a Simalti 2009,
Clayton 2011, Kalidaz a Behrouz 2008, Cheby et al. 2003). Uvedené poruchy lipidového
metabolismu jsou charakterizovany zvySenymi koncentracemi LDL-cholesterolu, pfipadné
fytosterold (u sitosterolémie) a cholestanolu (u CTX) a spojeny s jejich zvySenym ukladanim
v tkanich, coz se projevuje zejména rozvojem xantomu, ateromatoznich plati v cévach a s tim
souvisejici pfedCasnou klinickou manifestaci aterosklerézy.

Slachové xantomy mohou byt negativné vnimany z estetického hlediska, dale mohou zvl.
Slachy (Tsouli et al. 2005).

Xantelasma vicek (XP, xanthelasma palpebrarum) je nejcastéjsi nejvice prevalentni
formou xantomil. Az donedavna bylo XP povazovéno za benigni projev kosmetického
charakteru (Christoffersen et al. 2011). Italska prospektivni studie prokazala, ze pfitomnost
XP vyrazné ovlivituje délku zivota u muzi sttedniho veéku. Jejich nélez, podobné jako dalSich
faktorti, vesmes definovanych jako kardiovaskuldrni rizikové faktory, zkracoval primérnou
délku Zivota v 0 15 let (Menotti et al. 2013). Piedpoklada se, Ze nositelé XP maji zhruba v 50
(v rozsahu 20 - 70) % DLP (Bergman 1998, Crook 2008). Danska prospektivni studie
(The Copenhagen City Heart Study) u témét 13 tisic sledovanych osob po dobu delsi 20 let
prokazala, Ze pfitomnost XP zvySuje u nositeld riziko infarktu myokardu (IM) o 48 %, ICHS
0 38 % a ischemické choroby dolnich koncetin (ICHDK) o 70 %. Tyto zmény byly pritkkazné i
po adjustaci na vék, pohlavi, BMI, DM, kouieni, hypolipidemickou lIé¢bu 1 postmenopauzalni
status (Christoffersen et al. 2011). Jind studie dolozila u osob s XP vy3si prevalenci
nealkoholické steatozy jater (NAFLD) a vysSi hodnoty tloustky komplexu intima-media
spole¢né karotidy (CIMT) (Sandhi 2012).

Slachové xantomy a aterosklerotické platy maji podobné slozeni (akumulace
transformovanych monocyti/makrofagti a jejich pfeména na pénové bunky se zanétlivou
reakci v okoli) a také pravdépodobné stejné mechanismy akumulace lipoproteint (Tsouli et
al. 2009). Ve skupiné pacient s geneticky prokazanou FH v dusledku mutaci genu LDLR
nemocni s pfitomnymi $lachovymi xantomy (TX, tendon xanthoma) méli 3,3-krat vyssi riziko
kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) ve srovnani s jedinci bez TX (Oosterveer et al. 2009).
Podobné, nezavisle na mutaci LDLR, bylo zjisténo zvySené riziko ICHS (2,3-krat) jak
u muzi, tak i u Zen (4,5-krét) s geneticky prokazanou FH u jedinct klinicky manifestnimi TX
(Civeira et al. 2005).

Nekteré formy diftznich ploSnych xantom jsou asociovany s paraproteinémii
[mnohoc¢etny myelom (MM), monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)] a
nadorovymi lymfoproliferativnimi onemocnénimi [koZni lymfomy, chronicka lymfaticka
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leukémie CLL), chronickd myeloidni leukémie (CML)] (Spanou a Borradori 2010, Szalat et
al. 2011).

Klasifikace a rozdéleni

Xantomy je mozné klasifikovat z n¢kolika hledisek. Existuje klasifikace patologicko-
anatomicka, klasifikace z pohledu vnitiniho 1ékaistvi (resp. lipidologie, ¢i hematologic)
klasifikace morfologicka i rozd¢leni z pohledu kozniho Iékatstvi.

Naptiklad Szalat a spol. (2011) rozdéluje xantomy na normolipidemicke (NX),
hyperlipidemické (HX) a nekrobioticky xantogranulom (NXG) (Jeziorska et al. 2003, Szalat
et al. 2011). Z klinicko-patologického hlediska vytvareji NX plocha a difusni loziska, naproti
tomu HX jsou polymorfni; ¢astéji se manifestuji jako xantomy tuberdzni, Slachové, palmarni
a eruptivni. Nekrobioticky xantogranulom vytvaii mnohocetna nazloutla (nékdy modrofialova
az hnédocervend) papulo-nodularni depozita (¢i plocha loziska) lokalizovana piedevsim
periorbitalné, se sklonem k ulceracim. Histologickym substratem NX a HX jsou pénové
buiky lokalizované v kuizi (resp. podkozi) a tkani Slach a periostu. Naproti tomu NXG je
asociovan s nekrobidzou, jeho podkladem jsou vedle pénovych bunék také gigantické
mnohojaderné Toutonovy buiky a kolagenni nekrdza (Torok 1998, Szalat et al. 2011).
Normolipidemické xantomy a NXG jsou casto spojeny s monoklonalni gamapatii a
lymfoproliferativnimi nadorovymi chorobami (MM, MGUS, MDS, NHL, Waldenstrémova
choroba) (Szalat et al. 2011).

Z klinického hlediska rozdélujeme xantomy na (i) papulo-nodularni a (ii) plosné
xantomy. Do prvni skupiné se fadi xanthoma eruptivum, xanthoma tuberosum, xanthoma
tendineum et articulare. Do druhé skupiny patii xanthoma diffusum planum, xanthoma
intertriginosum, xanthoma striatum palmare (resp. xantochromia striatum palmaris),
xanthelasma palpebrarum a vzacné xanthoma disseminatum (Stork 2008).

Etiologie a patogeneze

Histologickym podkladem xantomi jsou pénové bunky, které vznikaji transformaci
Z monocytil a makrofagl; charakteru pénovych bunck nabyvaji zvySenym obsahem lipida,
které se akumuluji intracelularné vychytavanim LP z extracelularniho prostoru pomoci
specifickych receptori nebo fagocytézou agregati, které vytvareji LP spolu s gama-globuliny
nebo specifickymi protilatkami.

Z chemického hlediska obsahuji predevdim cholesterol. Slachové xantomy sestavaji
pfevazné zlipidd (33 %) a zkolagenu (24 %), pficemz prevazujici frakei lipidd je
neesterifikovany cholesterol (55 %), estery cholesterolu (28 %) a fosfolipidy (13 %) (Tsouli et
al. 2005).

Z formalné-patologického hlediska se pfedpokladd zvySena extravasace LP cévni sténou
do tkani, kde jsou vychytavany monocyty a makrofagy, které se méni v pénové bunky.
V celém procesu se uplatiiuje (i) zvySena koncentrace lipidi, resp. LP; (ii) pfitomnost
kvalitativné odliSnych LP pifi normdalnich koncentracich lipid®; (iii) porucha reverzniho
transportu cholesterolu (RCT); (iv) lokélni poruchy vedouci ke zvy3eni extravasace LP (jako
je zvySena permeabilita, zvySeni mistni cirkulace, ¢i zanét); (v) genetické faktory fidici
intenzitu zanétu na podnét; (vi) syntéza lipidt in situ s jejich ukladanim do histiocytt; (vii)
kombinace faktort (Zeman et al. 1981, Stork 2008).

Vznik a vyvoj xantomu je podobny vyvoji ¢asného stadia aterosklerotické 1éze. V obou
piipadech maji rozhodujici vyznam tii patofyziologické d&je: (i) zachyceni a prinik monocytu
do cévni stény; (ii) vstup LP, zejména lipoproteinu o nizké hustot¢ (LDL, low density
lipoprotein) a jeho oxidativni modifikace; (iii) odsun nadbyte¢ného cholesterolu z makrofagu,
resp. pénové bunky.
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Bylo prokazano, Ze nativni, chemicky nemodifikované LDL nejsou schopny indukovat
vznik pénové buiky, protoze katabolismus LDL cestou specifickych LDL-R (apoB/E
receptor) probiha pomalu a vstup LDL do bunky a intracelularni homeostaza cholesterolu je
tesneé a efektivné regulovana. Vstup nativni (chemicky nemodifikované) c¢astice LDL
do buriky je nasledovan rozstépeni esterti cholesterolu na volny (neesterifikovany) cholesterol
a mastnou kyselinu. Volny cholesterol inhibuje syntézu cholesterolu de novo, inhibuje
syntézu LDL-R a aktivuje esterifikaci volného cholesterolu na jeho estery.

Chemicka modifikace [acetylaci, oxidativni pasobenim malondialdehydu (MDA) ¢i
9-hydroxynonenalu (9-HNE)] méni lipidovou i proteinovou slozku LDL; zména struktury
LDL vede ke ztraté¢ afinity ke LDL-R a zvySuje afinitu ¢astice k ,,zametacim* (scavenger)
receptorim (SR, scavenger receptor). Katabolismus oxidativn¢ modifikovanych LDL
(ox-LDL) zametacimi receptory je rychly. Cholesterol vychytany pies zametaci receptory
[SR, (scavenger receptor) SR-A, SR-B1, CD36 a dalsi jako je lektin-like OXLDL receptorl
(LOX-1)] neaktivuje zpétnovazebnou regulaci intracelularni syntézy cholesterolu a rychle se
proto zvysuje jeho obsah v bunce. Buiika je schopna udrzet homeostazu cholesterolu pouze
jeho vyloucenim s pomoci zpétného (reverzniho) transportu cholesterolu (RCT, reverse
cholesterol transport), ktery prostiednictvim HDL zajist'uje ptesun cholesterolu z perifernich
tkani do jater (Miller a Tsimikas 2009).

Na oxidativni modifikaci LDL se podileji neenzymatické systémy (ionty Cu®**, Fe*,
zhemu a protoporfyrinu IX) i enzymatické systémy (myeloperoxiddza, lipoxygenazy,
NADPH oxidazy) obsaZzené v buiikkach endotelu, monocytech a makrofazich, fibroblastech
(Miller a Tsimikas 2009). Zachyceni monocytti ovliviiuji cytokiny jako je MCP-1 (monocyte
chemotacting protein-1) interleukiny (IL)-1, IL-8 a TNF-o.. Pisobenim oxida¢ni modifikace
vznikaji nejprve minimalné modifikované LDL (mm-LDL), u kterych je oxidativné zménéna
pouze jejich lipidové slozka (vznik konjugovanych dientl, aldehydl) a nasledné oxidativné
modifikované LDL (ox-LDL), které obsahuji oxida¢né modifikované lipidy i apolipoproteiny
(apo). Pusobenim mm-LDL je indukovana syntéza faktoru stimulujici kolonie monocyta
(M-CSF), ktery podporuje proliferaci monocytu a jejich diferenciaci v makrofagy. Po priniku
LDL a jejich transformaci na mm-LDL sekvestruji LDL po vazbé na glykosaminoglykany a
jsou dale oxidovany na ox-LDL. Makrofagy vychytavaji agregované LDL (i s gamaglo-
buliny) pfes Fc-receptor ¢i komplexy protilatek s ox-LDL. S postupujicim vychytavanim
oX-LDL se makrofagy preménuji na pé€nové bunky, které jiz nejsou schopny vycestovat
Z mista aterosklerotické 1éze ¢i tumor6zni masy xantomu.

Reverzni transport cholesterolu je slozity a dynamicky proces, kterym je pienaSen
cholesterol z perifernich tkani zpét do jater. Cely proces zahrnuje sled nékolika kroka (i)
pienos cholesterolu z intracelularniho prostoru k bunééné membrané, (ii) externalizaci
(efflux) cholesterolu fadou mechanismt [prosta diftize, pienos pomoci specifickych
transportnich proteini (ABCAL1, ABCG1, ABCG4), transport pomoci SR B-1] (iii),
esterifikace cholesterolu pasobenim enzymu lecithin:cholesterol acyltransferasy (LCAT)
na estery cholesterolu (CE), ktery je spojen se vznikem sférickych HDL; (iv) pfenos CE
zHDL na LP c¢astice snizSi hustotou, nesouci apoB (VLDL, IDL a LDL) pisobenim
transferoveho proteinu pro CE (cholesteryl ester transfer protein, CETP); (v) poslednim
krokem je vychytadvani vSech LP castic nesoucich CE specifickymi receptory v jatrech
(SR B1- pro HDL, LRP pro IDL, B-VLDL a velké HDL, LDL-receptor pro IDL a LDL).

Limitujicim krokem celého procesu je ptenos cholesterolu z bunééné membrany pomoci
specifickych transportéri.  (ABCA1, ABCG1l, ABCG4) na HDL. Mutace v genu
pro transportér ABCA1 je vzacna a ucinnost (resp. rychlost) RCT je limitovana u osob
s nizkou koncentraci HDL, tudiZ nizkou dostupnosti akceptoru pro nadbyteény cholesterol.
Je znamé, ze akceptorem cholesterolu ptrenasenych pomoci ABCA1 je subfrakce HDL,
ozna¢ovana jako pre-B-HDL1, kterd je obsahuje pouze apoA-I a fosfolipidy (PL) (LpA-I),

S35



ATHEROSKLEROSA 2013 ATHEROSKLEROSA

zatimco ¢astice HDL3 se uplatiiuji jako akceptory pfi transportu cholesterolu pasivni difusi a
pomoci transportéri ABCG1 a ABCG4. Alternativni je také RCT mezi tkanémi vybavenymi
SR B-1 (jatra, makrofagy/pénové buriky) prostfednictvim HDL,, ktera spociva v selektivnim
predavani cholesterolu (pfedevsim jeho esterl) mezi perifernimi tkdnémi [makrofagy/pénové
bunky (ateroklerotickych 1ézi, xantomu)], jatry (jako centralnim organem eliminace
cholesterolu) a specifickymi tkanémi steroidniho metabolismu s vysokymi naroky na potiebu
cholesterolu (nadledviny, jatra, testes, ovaria) (Brewer 2009, Toth 2007).

Hypotézu o vztahu mezi oxidativni modifikaci lipoproteinti, reverznim transportem
cholesterolu a rozvojem xantomatdznich 1ézi podporuji vysledky fady klinickych studii.
U nemocnych s FH korelovala velikost xantoma Achillovy Slachy pozitivné s titrem protilatek
proti ox-LDL a primérnou ro¢ni koncentraci cholesterolu. Velikost $lachovych xantomi
negativné korelovala s koncentraci subfrakce HDL3 (Tsouli et al. 2005). U osob s FH byl
vyskyt Slachovych xantomii vyznamné asociovan s v€kem, pohlavim, koncentraci LDL-
cholesterolu a hypertenzi (Civeira et al. 2005). Pacienti s XP m¢éli vyssi koncentrace
celkového cholesterolu (TC, total cholesterol), LDL-C, apoB a TG a nizs8i koncentrace
HDL-C a apoA-I (Christoffersen et al. 2011). U normolipidemickych pacientd s nalezem
xantomu Achillovy §lachy byla popsana porucha reverzniho transportu cholesterolu spojena
s poklesem subfrakce HDL3; (Matsuura et al. 2005). Inkubace ¢astic LDL s tkani z xantomu
zvysuje obsah MDA v LDL az 15-kréat, na rozdil od inkubace LDL s kontrolni tkani, pii niz
doslo ke vzestupu MDA pouze 2-krat. Soucasné se zvysila elektroforetickd pohyblivost modi-
fikovanych LDL (Hirata et al. 2002). Bylo prokédzano, Ze k oxidativni modifikaci nativnich
LDL dosSlo také po fagocytoze agregovanych LDL v lysosomech makrofagi. Oxidaéni
modifikaci urychlovala pfitomnost ferritinu a zpomalovalo zvySeni lysosomalniho pH a
nékteré v tucich rozpustné antioxidanty (probucol, butylovany hydroxytoluen) (Wen a Leake
2007). Inhibitory protonové pumpy inhibici lysosomalni H/K dependentni ATPasy a zménou
pH by tak mohly zpomalit tvorbu xantomu a snad i ateroklerotickych lézi (Namazi a Sharifian
2008).

Nositelé Slachovych xantomi ve skupiné osob s molekularné-geneticky diagnosti-
kovanou FH na podkladé¢ mutaci LDLR mé¢li ve srovnani s pacientt s FH, ale bez Slachovych
xantomu vys§i plasmatické koncentrace TNF-a, IL-6, IL-8 i aktivity plazmatické tryptazy.
Inkubace makrofagti osob s FH a TX vyvolala vyssi zanétlivou reakci ve srovnani s inkubaci
makrofagt osob s FH bez TX na stimulaci ox-LDL. Ptedpoklada se, Ze na vzniku $lachovych
xantomut se podili vyssi stupent zanétu (geneticky podminény). Uvolnénd tryptaza pochazi
z zirnych bunék (vykazuje 44 % homologii se serinovou protedzou) a je schopna degradovat
HDLg, které se podileji na reverznim transportu cholesterolu (Artieda et al. 2005).

Vyskyt

Ptesné epidemiologické udaje o vyskytu rozliénych typi xantomu chybéji a nezminuji je
ani Kklasické lipidologické monografie (Sobra 1980, Thompson 1990, Durington a Sniderman
2000).

Ze vSech xantomatoznich infiltraci naprostou vétSinu (> 95 %) tvofi xantelasma
palpebrarum (XP) (Bergman 1998). Starsi prace uvadéji prevalenci XP mezi 0,3 — 1,1 %;
pricemz zeny mély témét dvojndsobnou frekvenci nalezu XP oproti muzim. Pfevazovalo
postiZzeni osob starSich 50 let (Ghosh et al. 2009, Kim et al. 2012). Nov¢;jsi prace udavaji
prevalenci XP v bézné populaci 4,4 % s rovnomérnym postizenim muzt i Zzen (Christoffersen
et al. 2011). Podobna data byla ziskana i pii analyze pacientd lipidové poradny (Zeman et al.
1981). U nemocnych s hyperlipoproteinémie 1V. typu (izolovand hypertriglyceridémie)
popsal vyskyt XP v 10 % (Sobra 1980). Udava se, e prechodné se mohou vyskytnout XP v 1.
trimestru gravidity a po porodu u ¢asti zen vymizi (Durington a Sniderman 2000).
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Slachové xantomy (TX) se zjistuji u pacientd s FH, diagnostikovanou na podkladé
mutaci v LDLR v priméru u 30 % postizenych jedinct, piiemz jejich prevalence se zvySuje
ze 7 % (ve 3. dekad¢) do 40 % (v 6. dekade) (Civeira et al. 2005). Podobné tdaje (20 - 50 %)
udavaji 1 dals$i autofi pifi klinickém vySetfeni pacientli s FH, pfi¢emz abnormalni texturu
Achillovy Slachy a jeji zesileni (i bez klinicky zjevného klinického prikazu xantomu
Achillovy Slachy) prokazali az u 68 % osob s FH (Junyent et al.2005).

Eruptivni xantomy (XE) jsou patognomonickym koZznim projevem tézké HTG. Tézka
HTG (koncentrace TG > 11,2 mmol/l) ma odhadovanou prevalenci 18 ptipadi/ 100 tis.
obyvatel (Leaf 2008). U pacienti s tézkou HTG byla retrospektivné zjisténa prevalence
eruptivnich xantomtt 10 % (Sandhu et al. 2011). Podle starSich monografii se eruptivni
xantomy prokazuji az u 60 % pacientti s familiarni chylomikronémii (Sobra 1980), avsak
prevalence tohoto onemocnéni se udava v poctu 1 piipad na 106/por0d1°1.

Xanthoma striatum palmare byla popséna u 3 % nemocnych s t¢Zkou HTG (Sandhu et al.
2011). Data tykajici se prevalence tuberéznich xantomu i dalSich forem xantomu v odborné
literatute chybéji.

Klinicky obraz
Nasledovné bude popsan klinicky obraz nejcastéjSich a klinicky nejvyznamnéjSich a

wev

rozdéleni xantomul se ptidrzujeme rozdéleni podle referencni monografie kozniho 1ékatstvi
(Stork 2008).

Xanthoma eruptivum. Eruptivni xantomy jsou charakterizovany rychlym vysevem
[zpravidla do 3 tydni od rozvoje t¢zké HTG (TG > 11,2 mmol/l)] Zlutavych makulo-
papuldznich eflorescenci o priméru 1 - 4 mm, které mohou mit erytematozni lem (,,hallo®).
Predilek¢ni oblasti eruptivnich xantomi jsou hyzd¢, zada (bederni Kkrajina) a oblasti
nad extenzory dolnich koncetin. Eruptivni xantomy spolu stéZkou HTG jsou soucasti
chylomikronemického syndromu. Nélez EP signalizuje pfitomnost tézké HTG, dale moznost
nov¢ zjisténé¢ho nebo dekompenzovaného diabetes mellitus i riziko akutni pankreatitidy.

Chylomikronemicky syndrom je definovan jako tézk&d HTG (,,hypertriglyceridemicka
krize*) a pritomnost alespon jednoho z dalsich nalezt [eruptivni xantomy, lipemia retinalis,
bolesti (nebo dyskomfort) biicha, akutni pankreatitida, hepato-splenomegalie] (Richter 1992,
Leaf 2008, Sandhu et al. 2011).

Xanthoma tuberosum. Tuberézni xantomy jsou Zlutavé papulo-nodularni Gtvary
(ulozené v koriu a podkozi) velikosti od 3 mm do nékolika cm. Byvaji lokalizovany pfevazné
na hyzdich a extenzorovych plochidch koncetin (lokte, kolena, ru¢ni a nozni klouby).
Tuberézni xantomy jsou patognomonickym piiznakem ,autozomdlné dominantni
hypercholesterolémie®, pojem jenZz zahrnuje klasickou familiarni hypercholesterolémii (FH)
s mutacemi v genu LDL-receptoru (LDLR), dale familiarni defekt apolipoproteinu (apo)
B-100 (FDB) na podkladé mutace apoB a non-FH/non-FDB hypercholesterolémie (FH3).
Tuberdzni xantomy se vyskytuji dale u familiarni dys-B-lipoproteinémie, (j3-)sitosterolémie
(s mutacemi v ABCG5/ABCGS8) a cerebrotendindzni xantomatozy (CTX) na podkladé mutace
sterolové 27-hydroxylazy (CYP27). Vzacné byvaji piitomny u sekundarnich DLP (nefroticky
syndrom, hypotyredzu) (Singh a Simalti 2009, Moroney a Besse 2012, Kalidaz a Behrouz
2008, Clayton 2011).

Xanthoma tendineum. Slachové xantomy (XT) diféizng infiltruji $lachy, ligamenta
(Upony S$lachové) a fascie. Jsou uloZeny subkutanné a jsou kryty normalni kuzi. Predilekéni
lokalizaci piedstavuje Achillova $lacha a §lachy extentorti prstii rukou, kolen a lokti. Casto
jsou uloZeny subperiostaln¢ v oblasti tuberositas tibiae (Upon patelarni Slachy). Tvar
Slachovych xantomi je nodularni ¢i fusiformni; nad klouby mohou byt tuhé konzistence.
Pokud se diagnostikuji v oblasti Achillovy Slachy pied rozvojem hrbolu, 1ze zjistit Slachové
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ztlusténi, které je mozné kvantifikovat zobrazovacimi metodami (USG, CT, NMR, viz niZe).
Nalez XT je pfiznacny pro dyslipidémie uvedené u tuberéznich xantomu s vyjimkou
familiarni dys-B-lipoproteinémie (hyperlipoproteinemie Il1. typu).

Xanthoma diffusum planum. Ploché difuzni xantomy Zluto-oranZzové barvy jsou
vzacnym tvarem xantomud. Byvaji lokalizovany v axilach, na krku, ramenou a hyzdich.
Zpravidla nebyvaji spojeny s dyslipidémii. Jejich nalez nuti pomyslet na pfitomnost
monoklondlni gamapatie (mnohocetny myelom, MGUS) ¢i na pfitomnost nadorového
lymfoproliferativniho onemocnéni (NHL, CLL, CML) (Spanou a Borradori 2010).

Xanthoma intertriginosum. Jedna se Zlutava loZiska infiltrujici intertrigindzni prostory
(axilly, meziprsti, ohyby lokta a kolen). Byly popsany u FH na podklad¢ mutace LDLR.

Xanthoma striatum palmare. Jedna se o ploché ZlutooranZzové xantomy ve flek¢énich
liniich ruky (xanthoma striatum palmare) pfipadné pouze o zlutavé zbarveni flekénich ryh
(xantochromia striatum palmaris). Nalez téchto xantomu je patognomonickym pro primarni
dys-B-lipoproteinémii  (synonymum broad-p-disease, ¢i hyperlipoproteinémie III. typu).
Nékdy se vyskytuji u nové diagnostikovaného DM, hypotyredzy, ¢i primarni biliarni cirhdzy
(resp. u chronického cholestatického syndromu) (Nagarajan et al. 2003). U chronické
cholestazy je patrné xanthoma striatum palmare, xantomy na krku a mnohocetna
xantelasmata. Tyto eflorescence mizi po obnoveni prichodnosti zlu¢ovych cest ¢i s rozvojem
jaterni nedostate¢nosti (Zak a Zeman 2009).

Xanthelasma palpebrarum. Jedna se ploché bélavé az nazloutlé xantomy lokalizované
na hornim (v 70 %) i dolnim vicku, vzacné pak tvofici cirkularni formace. U déti a
adolescentll xantelasmata mohou byt spolu s arcus lipoides cornae, tuberéznimi a Slachovymi
xantomy projevem autozomalné¢ dominantni hypercholesterolémie. Ve vétSin¢ piipadi se
zjist'uji u jedincu starSich 50 let a z nich zhruba u poloviny je diagnostikovana dyslipidémie.
Rozhodné by ndlez xanthelasma palpebrarum (XP) nemél byt bagatelizovan (viz vyse).
Nositelé XP maji, na rozdil od arcus lipoides cornae, zvysené riziko ICHS, IM i ICHDK a
podle nékterych studii také krat$i délku zivota (Menotti et al. 2013, Christoffersen et al.
2011).

Xanthoma disseminatum. Jedna se o benigni, vzacnou histiocytézu. Postihuje pirevazné
muze a manifestuje se u adolescentti. V obliceji (periorbitalng, peroralné) a v intertrigindznich
prostorach se objevuji oranZzovo-Zluto-hnédé papulo-nodularni eflorescence. Nékdy postihuji
vnitini organy (dychaci cesty, ustni dutina, hypofyzu a CNS) (T6rok 1998).

Xanthogranuloma necrobioticum. Nekrobioticky xantogranulom (NXG) vytvari
mnohocetné oranzovo-zluté, hnédo-Cervené ¢i modro-fialové papulo-nodularni utvary
s predilekéni lokalizaci periorbitalné, ale i jinde, symetricky na hlavé, krku a trupu. Byva
spojen s normolipidémii i sekundarni hyperlipidémii provazejici monoklonalni gamapatii
(Torok 1998, Jeziorska et al. 2003).

Diagndza a diferencialni diagn6za
Diagndza xantomil je vétSinou snadnd a o opira se morfologicky obraz a v nejasnych
piipadech o histologické vysetieni. Pfitomnost xantomt asociovanych s DLP (xantelasma,
Slachové a tuberdzni xantomy) a pfedcasnou aterosklerézou vyzaduje peclivou anamnézu i
vysetieni. Osobni i1 rodinnd anamnéza zjiStuje piitomnost a v€k manifestace klinickych
projevi  kardiovaskularnich (ICHS, COM, ICHDK) a hromadnych metabolickych
onemocnéni (DM, DLP) u probanda i jeho rodinnych pfislusnikt 1. stupné. Pfitomnost XP by
méla byt indikaci k neinvazivnimu vySetfeni cév (USG magistralnich tepen hlavy a krku, IMT
karotid, tibio-brachialni index) i USG vysetieni jater (k potvrzeni/vylou¢eni NAFLD).
Raritni sitosterolémie se manifestuje v détstvi. Klinicky obraz zahrnuje $lachové a
tuberdzni xantomy, piedcasnou ICHS a jiné projevy aterosklerdzy, ataky hemolyzy, atralgie a
artritidu (Cheng et al. 2003). Cerebrotendin6zni xantogranulomatéza (CTX) je velmi vzacna
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autozomaln¢ recesivné prenaSené onemocnéni. Jeho frekvence ¢ini 1 pfipad na 5.104/por0d1°1.
Je podminéna defektem sterolové 27-sterolové hydroxylazy. V kojeneckém véku a raném
détském véku se projevuje cholestazou, kataraktou a prujmy. U dospélych se piidavaji
paraparézy, ataxie, dysartrie a pokles kognitivnich funkci a demence. Laboratorni diagnostika
se opird o zhruba 6-krat vyssi koncentrace plasmatickeho cholestanolu a zvySeny odpad
zlu¢ovych alkoholli do moci. VySetfeni mize byt doplnéna genetickym vysetfenim CYP27
(Kalidaz a Behrouz 2008, Clayton 2011).

Nalez plochého difuzniho xantomu ¢i nekrobiotického xantogranulomu vyzaduje doplnit
klinicka, laboratorni 1 zobrazovaci vySetfeni laboratornim vySetfenim zaméfenym
na pritomnost monoklonalni gamapatie (mnohocetny myelom, MGUS) nebo nadorového
lymfoproliferativniho onemocnéni (FACS, histologické vySetfeni lymfatickych uzlin,
PET/CT).

Pti podezieni na FH by klinicka a laboratorni vySetfeni méla byt doplnéna zobrazovacimi
metodami cilenymi na Achillovu Slachu (USG, CT nebo NMR). Suverénni metodou je USG
vysetieni, které se provadi 2 cm nad inzerci Achillovy Slachy k patni kosti. VySetiuje se
pticny i sagitalni rozmér Achillovy $lachy i jeji textura. Pro FH je charakteristicke zesileni
tloustky Achillovy Slachy (jsou tabelovany prahové hodnoty pro v€ék a pohlavi), ztrata
pravidelné fibrilarni textury a pfitomnost jednoduchych ¢i mnohocetnych echolucentnich
okrskli. Zesileni a zména textury Achillovy Slachy je vyluénym nalezem
U autozomalné¢ dominantni hypercholesterolémie a miize byt diferencialné diagnostickou
metodou k odliSeni FH od jinych primarnich dyslipidémii (polygenni hypercholesterolémie,
familiarni kombinovana dyslipidémie) (Junyent et al. 2005, Tsouli et al. 2009).

VZdy by mé&lo byt provedeno interni a lipidologické vySetfeni. V indikovanych ptipadech
je nutné doplnit dalsi specializovana vySetieni, kardiologické, angiologické, neurologické,
o¢ni, imunologické a revmatologicke.

Z laboratornich testu je vzdy indikovan lipidogram [celkovy cholesterol (TC), HDL-
cholesterol (HDL-C), triglyceridy (TG), LDL-cholesterol (LDL-C), apolipoprotein B (apoB),
apoA-I], koagula¢ni parametry (fibrinogen, D-Dimery, APTT, INR), krevni obraz, glykémie,
glykovany hemoglobin, mikroalbuminurie, reaktanty akutni faze zanétu (hs-CRP), funk¢ni
jaterni testy (bilirubin, ALT, AST, GMP, ALF), urea, kreatinin, kyselina mo¢ova. Podezieni
na FH a FDP a priméarni dys-B-lipoproteinémii optimalné dopliiuje molekularné genetické
vysetfeni mutaci LDLR, apoB i vysetfeni isoforem apoE. Pfi podezieni na sitosterolémii je
indikovana kvantitativni vySetieni fytosterolii plynovou chromatografii (CG) a molekulérné
genetické vySetieni ABCG5/ABCGS transportéri (Alam et al. 2000, Cheng et al. 2003).
Analyza pomoci plynové chromatografie, piipadné¢ plynovou chromatografii s hmotovou
spektroskopii prokazuje az 10 aZz 60-krat vysSi koncentrace B-sitosterolu, az 3 az 6-krat vyssi
koncentrace kampesterolu a stigmasterolu (Cheng et al. 2003).

V diferencialni diagnéze je nutné postupovat v podle typu xantomu. U papildznich
eflorescenci se zvazuji syringomy, milia, histiocytézu a dnavé tofy. U Slachovych xantomu
degenerativni tendopatie, nadory a revmatoidni uzle. Déale je nutné odliSit Sirokou Skalu
pseudoxantomi (papildznich dermadromii charakteru zlutavych papulek a splyvajicich
Vv plocha infiltrovana loziska). Do skupiny pseudoxantomu se fadi pseudoxanthoma elasticum,
amyloidni elast6za, naevus sebaceus, tumor sebaceus, juvenilni xantogranulom; néktefi autofi
do této skupiny zaclenuji xanthogranuloma necrobioticum. Popis téchto eflorescenci
pfesahuje zamétfeni kapitoly a pro podrobnéjsi informaci odkazujeme na monografie
dermatologie (T6rok 1998, Stork 2008).
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Prevence a lécba

Lécba se tidi obecnymi zasadami 1écby zékladniho onemocnéni a jeji popis piesahuje
ramec kapitoly. V piipadé zjisténé DLP je indikovana hypolipidemicka 1écba, ktera v fadé
ptipadii vede nejen k dosazeni cilovych koncentraci aterogennich lipida a lipoproteint (TC,
LDL-C, TG, apoB, HDL-C), ale i kregresi xantomi. Byla popsana regrese eruptivnich,
palmarnich a tuber6znich xantomti. Rovnéz u Slachovych xantomt, pokud je pfitomno pouze
zesileni tloustky Achillovy $lachy dochazi k zhruba po 12 mésicich 1é¢by k vyrazné regresi
xantomu (TOrok 1998, Park et al. 2005, Renner et al. 2008, Tsouli et al. 2009). Lécba CTX se
opira o podavani kyseliny chenodesoxycholové a statinii (Kalidaz a Behrouz 2008). Lécba
sitosterolémie vychazi z omezeni fytosterolii v potravé, podavani sekvestranti Zlucovych
kyselin (colestid, cholestyramin) pfipadné inhibitort absorpce cholesterolu (ezetimib).

Lécba XP, pokud je spojeno s dyslipidémii, se fidi vySe uvedenymi zdsadami. Jinak se
pouziva chirurgickd excise, laserova ablace ¢i chemicka kauterizace pomoci kyseliny
trichloroctové (Cannon et al. 2010).

Zavérem nutné zddraznit, Ze piitomnost xantomid nema pouze kosmeticky vyznam, ale je
ptiznakem, Kktery je asociovan spramérnou délkou Zzivota, v nékterych piipadech mize
signalizovat zavaznou metabolickou poruchu a ohrozeni zdravi i Zivota. Pfitomnost XP
v bé&zné populaci a Slachovych xantomd u FH na podkladé mutace LDLR pak nositeli
vyznamné zvysSuje riziko KVO. Normolipidemické plosné xantomy pak upozoriuji
na moznost asociace xantomatodznich infiltraci s MG ¢i nadorovym lymfoproliferativnim
onemocnénim.

Podékovani
Studie byla podporovana vyzkumnymi projekty: (1) RVO-VFN 641265/2012 Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky; (2) PRVOUK-P25/LF1/2 Karlovy Univerzity v Praze.
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ZKratky
ABCBG5/G8 - geny kddujici ATP dependentni kazetové transportéry ABG5/G8
apo - apolipoprotein

ABCA1l - ATP dependentni cholesterolovy transportér typ Al
ABCG1 - ATP dependentni cholesterolovy transportér typ G1
ABCG4 - ATP dependentni cholesterolovy transportér typ G4
APOB - gen apolipoproteinu B

CETP - transferovy protein pro estery cholesterolu

CLL - chronicka lymfaticka leukémie

CML - chronicka myeloidni leukémie

COM - cévni onemocnéni mozku

CTX - cerebrotendindzni xantomat6za

CYP27A - gen sterolové 27 hydroxylazy

DM - diabetes mellitus

DLP - dyslipidémie

FDB - familiarni defekt apo B

FH - familiarni hypercholesterolémie

HDL - lipoprotein o vysoké hustoté

HTG - hypertriglyceridemie

HX - hyperlipidemicky xantom
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IDL - lipoprotein o intermediarni hustote

ICHDK - ischemické (uzéveérova) choroba dolnich koncetin
ICHS - ischemické choroba srde¢ni

IL - interleukin

IM - infarkt myokardu

KVO - kardiovaskularni onemocnéni

LCAT - lecitin: cholesterol acyltransferaza

LDL - lipoprotein o nizké hustoté

LDL-C - cholesterol transportovany v LDL

LDL-R - LDL-receptor (apo B/E receptor)

LDLR - gen apolipoproteinu LDL-receptoru

LP - lipoprotein

LRP - low density lipoprotein related receptor (VLDL-receptor)
MCP-1 - monocyte chemotacting protein-1

M-CSF - kolonie monocytt stimulujici faktor

MDA - malondialdehyd

MDS - myelodysplaticky syndrom

MG - monoklonalni gamapatie

MGUS - monoklonalni gamapatie nejasného urceni

MM - mnohocetny myelom

mm-LDL - minimaln¢ modifikované LDL

NAFLD - nealkoholické steat6za jaterni

NHL - non-hodgkinsky lymfom

TNF-a - tumor nekrotizujici faktor-o.

NX - normolipidemické xantom

NXG - nekrobioticky xantogranulom

ox-LDL - oxidativné modifikované LDL

PCSK9 - gen pro proprotein convertase subtilisin/kexin 9 kédujici neuralni

apoptdzou regulovanou konvertdzu 2 (NARC-1), které zvySuje degradaci
LDL-receptort.

RCT - reverzni transport cholesterolu
SR - scavenger (,,zametaci*) receptor
SR B-1 - SR typ B1

VLDL - lipoprotein o velmi nizké hustoté
XE - xanthoma eruptivum

XP - xanthelasma palpebrarum

XSP - xanthoma striatum palmare

XT - xanthoma tendineum

Tabulka 1. Vyskyt xantomt u riznych typa dyslipidémii
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Nosologicka jednotka | Molekularni Dédi¢nost Prevalence Typ xantomu
defekt
FH LDLR AD 1:500 (ht); 1:10° (hm) xanthoma tendineum,
FDB APOB AD 1:800 (ht);1:4 x10° xanthoma tuberosum
(hm) xanthelasma/ arcus lipoides cornae’
FH3 PCSK9’ AD 1:25x10° (ht)
p-sitosterolémie ABCG5/ABCG8 | AR 1:5x10° xanthoma tendineum
CTX CYP27A AR 1: 5x10* xanthoma tuberosum
HLP 11I. typu® E2/E2 AR 1: 5x10° xanthoma striatum palmare
eruptivni (tuberoeruptivni) xantomy?
Familiarni LPL AR 1: 10° xanthoma eruptivum
hyperchylomikronémie | APOC-II AR
Familiarni HTG ? AD vzacna xanthelasma palpebrarum
Tézka HTG" ? AD 18: 10° xanthoma eruptivum
PHC® ? Polygenni 1:100 - 150 xanthelasma palpebrarum
FKH® ? AD, polygenni | 1: 100 arcus lipoides cornae

Zkratky: FH — familiarni hypercholesterolémie; FDB — familiarni defekt apolipoproteinu B-100; FH3 — non-FH/non-FDB hypercholesterolémie;
HLP II. typu — hyperlipoproteinémie Il1.typu (primarni, neboli familiarni dys-p-lipoproteinémie); CTX — cerebrotendinézni xantomatdza;
tézka HTG — t&zka hypertriglyceridémie; PHC — polygenni hypercholesterolémie; LDLR — gen LDL-receptoru; APOB — gen apolipoproteinu B-100; PCSK9 — gen pro

proprotein convertase subtilisin/kexin 9; LPL — gen pro lipoproteinovou lipasu; APOC-11 — gen pro apolipoprotein C-II;

AD — autozomalné€ dominantni; AR autozomalné

recesivni; hm — homozygot (-ni); ht — heterozygot (-ni); DLP — dyslipoproteinémie; FKH — familiarni kombinovana hyperlipidémie.

Vysvétlivky a poznamky:

Y pritomnost xanthelasma palpebrarum a arcus lipoides cornae je vyznamna pro diagnostiku familiarni autozomalng dominantnich hypercholesterolémii (FH, FDP, FH3)

pouze u jedincti mladsich 20 let;

%/ pii relapsu choroby a zhor$eni dyslipidémie;

% HLP I1l.typu — vyZaduje kombinaci homozygotie apoE2/E2 (s autozomalng recesivni dédicnosti) a dalsiho piidatného hyperlipidemizujiciho faktoru (familiarni DLP) &i

pritomnost sekundarni DLP (dekompenzovany DM, hypotyredza, obezita, pfisun alkoholu, farmakologické davky estrogent).

 vznik t&7ké HTG (HLP V. typu podminéna vzestupem VLDL a pfitomnosti chylomikronit)

¥PHC vznika kombinaci vlivii zevniho prostiedi a genetickych faktord (mutaci a polymorfisma apoE4, CETP, jaterni lipaza, LPL, PCSKO9,
ABCGb5/G8, LCAT, CYP7AL);

% FKH predpoklada se spolutidast polymorfismi apoB-100, LPL, apoE, clusteru apoC-111/apoA-1/apoA-1V, dale defekt nebo polymorfismy
apoC-Il a receptoru pro acylaci stimulujici protein v tukové tkani (acylation stimulating protein, ASP).

""FH3 —u &asti nemocnych se prokazuji mutace v genu pro PCSK9, ktery kéduje neuralni apoptézou regulovanou konvertazu 2 (NARC-1)
zvysujici degradaci LDL-receptorti. Mutace spojené se zvySenou expresi PCSK9 (gain of function) jsou spojeny s hypercholesterolémii.
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Tabulka 2. Asociace xantomi a chorobnych jednotek, resp. syndromut

Typ xantomu

Chorobné jednotka/syndrom

Xanthoma tendineum

Autozomalné dominantni hypercholesterolémie (FH, FDB,
nonFH/nonFDB hypercholesterolémie)

[-sitosterolémie

Cerebrotendin6zni xantomat6za

Xanthoma tuberosum

Autozomalné dominantni hypercholesterolémie
[-sitosterolémie

Cerebrotendindzni xantomatoza

Primarni dys-B-lipoproteinémie

Xanthoma eruptivum

Tézka hypertriglyceridémie (chylomikronemicky syndrom)

Xanthoma striatum
palmare

Primarni dys-p-lipoproteinémie;
Sekundarni dyslipidémie u cholestatického syndromu

Xanthelasma palpebrarum

Autozomalné dominantni hypercholesterolémie
(patognomonickym nalez pouze u jedincu < 20 let)
Dyslipidémie rtizné etiologie (polygenni hypercholesterolémie,
familiarni HTG, familiarni kombinovana hyperlipidémie)

Xanthoma diffusum
planum

vyskytuje se u monoklonalni gamapatie (MM, MGUS), NHL,
CLL, CML, MDS

Zkratky: HTG — hypertriglyceridémie; MM — mnoho¢etny myelom; MGUS — monoklonalni
gamapatie nejasného urceni; NHL — non-hodgkinsky lymfom; CLL — chronicka lymfaticka leukémie;
CML - chronick& myeloidni leukémie; MDS — myelodysplaticky syndrom; FH — familiarni
hypercholesterolémie na podkladé mutace LDLR; FDB — familiarni defekt apolipoproteinu B na

podklad¢é mutace APOB;

nonFH/nonFDB hypercholesterolémie na podkladé mutaci PCSK9
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Obrazek 1. Schéma reverzniho transportu cholesterolu

diffusion

oxidized CH

Y

a-HDL

prep-HDL lipid free
ApoA-1

cholesterol efflux

Komentai: ZvySeni koncentrace cholesterolu (CH) v makrofagu (Ma) vede k jeho preméné
na pénovou bunku. Homeostdza a vyrovnand bilance CH v Ma je zajisténa fadou
mechanism, které usnadnuji externalizaci (efflux) CH z bunky na skupinu akceptorti: (i) CH
muze byt externalizovan pasivni difusi, kterou urcuje koncentra¢ni gradient, na sférické
Castice HDLg; (ii); pomoci ABCA1 je CH aktivné transportovan spolu s fosfolipidy (PL)
na komplexy PL a apoAl za vzniku diskoidnich HDL (dHDL); (iii) CH je aktivné
transportovan pomoci transportéri ABCG1 a ABCG4 vazbou na HDLj3 za vzniku HDL,;
receptory SR B1 umoziuji transfer cholesterolu (pomoci koncentra¢niho gradientu) na povrch
sférickych castic HDL, a HDLs. Volny (neesterifikovany) cholesterol je esterifikovan
za katalyzy LCAT. Castice HDL, se zbavuji selektivné esterti cholesterolu po vazb& na SR Bl
v jatrech. Exprese transportéri ABCA1l, ABCGI, ABCG4 je regulovana koncentraci
oxysterolll v buiice. Ty po vazbé na jaterni X receptory (LXR) a heterodimerizaci s receptory
kyseliny retinové (RXR) se vazou na specifické vazebné sekvence promotoru genu fidicich
expresi transportéru.
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Obrazek 2. Arcus lipoides cornae a xanthelasma palpebrarum u nemocného s heterozygotni
formou familiarni hypercholesterolémii na podkladé mutace LDLR

Obrazek 3. Xantom Achillovy Slachy u nemocného s heterozygotni formou familiarni
hypercholesterolémie na podkladé¢ mutace LDLR
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International Atherosclerosis Society Position Paper
VSeobecna doporudeni pro 1é¢bu dyslipidémii

SOUHRN

Uvod

International Atherosclerosis Society (IAS) aktualizuje sva doporuceni pro 1é¢bu vysokych
hladin krevniho cholesterolu a dyslipidémie s cilem snizeni rizika aterosklerotickych
kardiovaskularnich chorob (ASCVD). Tento tivodni souhrn zdaraziuje hlavni zavéry celé
zpravy. Vlastni zprava s podrobnym rozborem pokynid nasleduje. Pokyny obsahuji piehled
stavajicich doporuceni zalozenych na dikazech (evidence-based) a spojuji je do uceleného
souboru doporuceni. Tato doporuCeni jsou urcena k doplnéni a uceleni informaci
pro klinickou vefejnost a nemaji nahradit klinicky usudek. Zprava je rozdélena na primarni a
sekundarni prevenci. V sekundarni prevenci je pii velkém rozsahu dat kladen duraz
na randomizované kontrolované klinické studie (RCTs, Randomized Controlled Clinical
Trials). V oblasti primarni prevence jsou doporuéeni zaloZena na mnohaletém vyzkumu
epidemiologickém, genetickém, zakladnim a klinickych studiich. Dikazy v primarni prevenci
jsou omezené, a to nejen z celosvétovych RCTs, ale i vpoctu randomizovanych a
nerandomizovanych studii obecné; ostatni dikazy ke vztahu cholesterolu k ASCVD jsou
silné.

Mezi hlavni novinky v téchto doporuéenich patfi nasledujici:

e Mezinarodni konsensus vychazi z velkého poétu dukaz.
e Identifikace non-HDL-cholesterolu (non-HDL-C) jako hlavniho nositele aterogenniho
cholesterolu.
e Definice aterogenniho cholesterolu jako LDL-cholesterolu (LDL-C) nebo non-HDL-C.
e Definice optimalnich hladin aterogenniho cholesterolu (pro LDL-C i non-HDL-C)
pro primarni a sekundarni prevenci.
e Pfifazeni v&tsi priority kategoriim dlouhodobého rizika nez rizika kratkodobého.
e Nastaveni odhadu rizika podle vychoziho rizika riiznych narodi ¢i regiont.
e Primarni diraz je kladen na intervence v Zivotnim stylu; az sekundarni diraz
na farmakoterapii.

IAS konstatuje, ze mnohé zemé nebo regiony vyvinuly své vlastni pokyny pro 1écbu
dyslipidémie. Pro ty zemé a regiony, které maji své vlastni pokyny, je tento dokument IAS
k dispozici, aby se mohly rozhodnout, zda své vlastni pokyny modifikovat. Pro ty zemé¢ a
regiony, které v soucasnosti nemaji své vlastni pokyny, je tento dokument IAS k dispozici
jako pomucka pro jejich rozvoj (s pomoci IAS v piipadé potieby). Aktudlni dokument se
v mnoha ohledech podoba jinym pokynim. Jednim z cilti snahy IAS je vyladit harmonizovat
stvajici pokyny tak, aby byly pouzitelné na svétové urovni. Jsou uvedena hlediska, kterd
v nékterych pokynech nemusi byt zafazena. Vzhledem k pokroku ve farmakoterapii
dyslipidémie, je vitadé pokynt piili§ zdaraznéna farmakoterapie na ukor intervenci
v zZivotnim stylu. Z hlediska IAS je aterosklerotické onemocnéni do zna¢né miry chorobou
z nezdravych zivotnich navykll - vyjma genetickych dyslipidémii. Dulezitym cilem
doporu¢eni IAS je snaha o dosazeni rovnovdhy mezi intervencemi v Zivotnim stylu a
farmakoterapii.
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Primarni prevence

LDL cholesterol a non-HDL cholesterol jako cile 1é¢by

Rada diikaznich linii poukazuje na lipoprotein o nizké hustoté (LDL) jako na hlavni p¥i¢inu
ASCVD. Klinicky je jako LDL oznacovan LDL cholesterol (LDL-C). V pribéhu uplynulych
dvou desetileti RCT ukazaly, ze 1éCba snizujici LDL snizuje riziko ASCVD. Suma
nahromadénych dikazt ruznych typt podporuje tvrzeni, ze zvySené hladiny LDL-C jsou
hlavnim cilem hypolipidemické 1é€by. Ale nartistd pocet dikazii, Ze lipoproteiny o velmi
nizké hustoté (VLDL) jsou také proaterogenni. Proto je VLDL cholesterol (VLDL-C) dalSim
potencidlnim cilem v 1é¢bé na snizeni hladiny cholesterolu. VLDL-C je zvlasté zvySen u osob
s hypertriglyceridemii. Soucet LDL-C a VLDL-C zahrnuje veSkery cholesterol ve vSech
aterogennich lipoproteinech a je nazyvan non-high density lipoprotein cholesterol (non-HDL-
C). Z tohoto divodu non-HDL-C muzZe byt povazovan v cilech 1é¢by za alternativu k LDL-C.
Non-HDL-C pftinasi lepsi odhad atherogenicity u osob se zvySenou hladinou triglyceridu.
Mize byt piesnéji méfen ve vzorcich neodebiranych nala¢no, zatimco u LDL-C to neni
mozné. IAS podporuje pfijeti non-HDL-C jako hlavni cile hypolipidemické 1écby. Avsak pro
ty, ktefi upfednostiiuji pouziti LDL-C, mize byt tento zaménovan s non-HDL-C.
V nasledujicim textu mtize byt pod terminem aterogenni cholesterol minén bud’ LDL-C, nebo
non-HDL-C, v zavislosti na klinické preferenci. Je tieba poznamenat, ze termin celkovy
cholesterol (TC) se ¢asto pouziva v algoritmech rizika. TC je mén¢ spolehlivy jako cil 1éCby,
ale muze byt pouzit, pokud hodnoty lipoproteinii nejsou k dispozici.

Optimalni hladiny LDL-C a non-HDL-C pro primarni prevenci

Pokyn IAS definuje optimalni hladiny aterogenniho cholesterolu v primarni prevenci
na zaklad¢ tfi linii dikaz: randomizované klinické studie (RCT), populacni epidemiologie a
geneticka epidemiologie. Jako optimalni byla pro LDL-C identifikovana hladina < 2,6 mmol/I
(100 mg/dL). V souladu s tim je odpovidajici optimalni hladina pro non-HDL-C v primarni

vvvvvv

wewr

IAS vidi podstatny rozdil mezi optimélnimi hladinami aterogennich lipoproteint a cili
terapie. IAS neptedepisuje specifické ,,lécebné cile” pro aterogenni lipoproteiny za riznych
okolnosti. Misto toho identifikuje optimalni hladiny aterogenniho cholesterolu a sestavuje
obecna doporuceni, podle nichz by intenzita hypolipidemické 1éCby snizujici hladinu
aterogenniho cholesterolu méla byt adjustovana s pfihlédnutim k dlouhodobému riziku. Mira
této 1écby snizujici aterogenni cholesterol k optimalnim hladindam musi byt zalozena
na posouzeni klinického stavu.

Identifikace osob, které jsou z dlouhodobeho hlediska ohroZzeny ASCVD

Ackoli jsou aterogenni lipoproteiny primarné odpovédné za rozvoj aterosklerdzy, jiné
rizikové faktory urychluji aterogenezi tam, kde lipoproteiny jsou dostatecné vysoké, aby
iniciovaly a podporovaly ateroskler6zu. Mezi tyto dalSi rizikové faktory patii: koufeni
cigaret, hypertenze, diabetes, nizké hladiny HDL a pozitivni rodinna anamnéza pro ASCVD.
Jako celkové riziko ozna¢ujeme soucet téchto rizikovych faktord adjustovany k véku. Siroce
piijimané terapeutické strategie vychazeji z predpokladu, Ze intenzita 1écby osob, které jsou
ohrozeny ASCVD, by m¢la byt stanovena podle absolutniho celkového rizika. Toto pravidlo
se vztahuje na lécbu aterogennich lipoproteint, tj. ¢im vyssi je riziko, tim intenzivnéjsi by
méla byt terapie snizujici cholesterol. Vétsina predchozich pokynt vychazela z algoritmt
pro odhad desetiletého rizika pii definovani absolutniho rizika. Pokyny zahrnujici novéjsi
rizikové faktory aterosklerdzy a metody zobrazovaci jsou slibné, ale dosud nebyly Siteji
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akceptovany. V poslednich letech se duraz pfesouva na celoZivotni nebo na dlouhodobé
riziko. To je vhodné proto, ze kontrola rizika je nutnd celozivotné. K dispozici jsou dva
nastroje pro hodnoceni rizik pro odhad celoZivotniho (dlouhodobého) rizika kardiovaskularni
morbidity: framinghamské a QRISK. Framinghamské skoére je zaloZzeno na Ctyfech
rizikovych faktorech: hypercholesterolémie, hypertenze, kouteni a diabetes (viz Full Report
s detaily). QRISK je on-line kalkulator, ktery zahrnuje standardni rizikové faktory, rodinnou
anamnézu ASCVD a index télesné hmotnosti (BMI). QRISK ma tu vyhodu, ze umoznuje
odhady pro rizné etnické skupiny, a to pfinejmenSim ve Velké Britdnii a pravdépodobné
ve vetsiné zemi zapadni Evropy. Jeho vyuzitelnost pro dal$i narody je nejista. Hlavni
vyhodou Framinghamskych dat je, Ze jejich odhady byly porovnavény s rizikem v mnoha
riznych zemich a regionech, a tak je mozné Framinghamské skore ptekalibrovat. Proto IAS
doporucuje pouzivat v riznych zemich Framinghamské skore jako zdkladni odhad, ktery je
pro jednotlivé zemé& nasledovan re-kalibraci (viz Uplna zprava o rekalibraci koeficientii -
Full Report for recalibration coefficients).

IAS rozliSuje Ctyii urovné rizika pro celkovou pravdépodobnost manifestace ASCVD az
do véku 80 let: riziko vysoké (> 45 %), stiedné vysoké (30-44 %), stiedni (15-29 %) a
nizke (< 15%).

Mnoho pokynl povazuje familidrni hypercholesterolemii, diabetes + jiné rizikové faktory a
chronické onemocnéni ledvin za ekvivalent vysokého rizika. V zéavislosti na poctu obyvatel a
pohlavi, jde bud’ o osoby s vysokym rizikem nebo stfedné vysokym rizikem. Podle toho
kazda osoba ze zminénych vyzaduje aktivni intervenci, ¢asto se zafazenim 1€kl na sniZzeni
cholesterolu.

Nastaveni intenzity hypolipidemické terapie podle dlouhodobého rizika

Vzhledem k velkému mnozstvi okolnosti ovliviiujicich zatazeni hypolipidemické terapie,
ponechavaji tyto pokyny volnost klinickému tsudku a nadrodnim doporucenim tykajicim se
intenzity 1ééby (nebo konkrétnich cilti 1é¢by). Pfi rozhodovani o tom, jak nizko nastavit
cilovou hladinu aterogennich lipoproteint je nutno mit na paméti nékolik faktort. Terapie
upravou zivotniho stylu je 1écbou prvni volby, ale v zavislosti na mife rizika mize byt
farmakoterapie nezbytna. Tabulka 1 poskytuje obecna doporuéeni pro nastaveni intenzity
terapie vzhledem dlouhodobému riziku.

Mnohé osoby s vysokym rizikem potitebuji kromé uprav Zivotniho stylu i cholesterol -
snizujici 1€ky (napf. statiny). VétSina vysoce rizikovych osob by meéla mit cilovou hladinu
LDL cholesterolu na urovni < 2,6 mmol/L (<100 mg/dL), (nebo non-HDL-C < 3,4 mmol/L;
[130 mg/dL]). V mnoha zemich, ale ne ve vSech, patii ke kandidatim na farmakoterapii i
osoby se stfedn¢ vysokym rizikem. Podle fady narodnich doporuceni je 1 v této kategorii
Zadouci dosahnout hladiny LDL-C < 2,6 mmol/L (<100 mg/dL). Z indikace k podani 1éki
snizujicich hladinu cholesterolu by nemély byt vylouCeny ani Zeny ani starSi osoby, které
spadaji do vysokého nebo stfedné vysokého rizika. Ma-li mladsi osoba vyssi dlouhodobé
riziko zplisobené nelipidovymi rizikovymi faktory (napt. koufeni a hypertenze), nemusi to
nutné znamenat, ze primarni prevence vyzaduje farmakoterapeutické snizovani hladin LDL.
U téchto osob by méla byt vétsi pozornost vénovana rizikovym faktorim nez odhadu rizika -
u osob se stiednim rizikem by zmény Zivotniho stylu samotné mohly stacit k dosazeni
piijatelného snizeni rizika. AvSak vysoké hladiny LDL a zejména velmi vysoké hladiny
LDL, si i na této drovni rizika zaslouzi zvéazeni indikace farmakoterapie sniZujici hladinu
cholesterolu.
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Tabulka 1.
Doporuceni IAS pro 1é¢bu snizujici hladinu cholesterolu v riznych kategoriich rizika
Uroveii rizika A Stfedni (15-  Stfedné vysokd , .
doveku80let |\ ZKa(<15%) 24%) (25-40%)  VYsoka (>40%)
Intenzita l1écby - Stredni Stfedné vysoka Vysoka
Specifické Narodni MLZ’+CSLS  MLZ’+CSL®  MLZ"+CSL®

doporuceni pro

nevyloucena®  podle zvaZeni® indikovéna'
obyvatelstvo

1é¢ba

# Lidé s nizkym rizikem ASCVD by méli byt [é&eni podle narodnich doporuceni pro obyvatelstvo.
Tato doporuc¢eni by méla byt v souladu s doporuc¢enimi IAS 1é¢bu zménou Zivotniho stylu.

® MLZ = Maximalizace Lé¢by Zivotnim stylem

¢ CSL = Cholesterol SniZujici Léky, obvykle statiny

9 Cholesterol snizujici farmakoterapie je obvykle vyhrazena pro pacienty s vysokou hladinou
aterogenniho cholesterolu

¢ Lécba statiny je v této kategorii rizika Siroce doporu¢ovana, piestoze neni piijata v fadé zemich
z ekonomickych dtivodi. Je-li farmakoterapie podavana, méla byt davka dostatecna, aby bylo
dosaZeno optiméalnich hladin aterogenniho cholesterolu.

"V této kategorii je farmakoterapie zpravidla indikovana. Davka by méla byt dostateéna pro dosaZeni
optimalnich hladin aterogenniho cholesterolu.

Lécba zménou Zivotniho stylu

Hlavnim cilem intervence v Zivotnim stylu je sniZzeni LDL-C a non-HDL-C. Sekundarnim
cilem je omezeni dalSich rizikovych faktorii. Zdravy zivotni styl v¢éetné doporuceného stylu
stravovani je zakladnim kamenem pro prevenci a 1é€bu ASCVD. Celkov¢ Ize konstatovat, ze
zdravé zpusoby stravovani jsou zpravidla kardioprotektivni; pfispivaji k dosaZeni nizké
hladiny LDL-C a ke zlep$eni dalsi klasickych i novéjsich rizikovych faktori.

Panel IAS sestavil nasledujici doporuceni pro Zivotni styl v primarni prevenci
aterosklerotickych kardiovaskularnich chorob

LDL-zvySujici lipidy. Omezit ptijem nasycenych mastnych kyselin na < 7 % celkovych
kalorii, (ale alespont na < 10 %). Snizit pfijem trans-mastnych kyselin na < 1 % celkovych
kalorii a snizit pfijem dietniho cholesterolu na < 200 mg/den.

Ostatni dietetické faktory: Zajistit relativné vysoky piijem ovoce, zeleniny a vlakniny.
Nahradit nadbyteéné nasycené mastné kyseliny bud’ polysacharidy bohatymi na vlakninu
(s dirazem na celozrnné produkty), nebo mono/polynenasycenymi mastnymi kyselinami.
Konzumace dostatku ryb bohatych na n-3 mastné kyseliny. Dalsi kardioprotektivni potraviny
zahrnuji ofechy, semena a rostlinné oleje. Vhodné jsou potraviny s nizkym obsahem sodiku a
vysokym obsahem drasliku. Obsah sodiku v dieté¢ by m¢l byt obecné mensi nez 2 g denné a
< 1500 mg pro osoby se zvySenym rizikem. Osobam, které konzumuji alkohol, je
doporucovano nepickracovat 2 drinky denné pro muze a 1 drink denné pro zeny. Pro dalSi
snizeni hladiny LDL je nutno zvazit podani potravnich dopliikii s rostlinnymi steroly/stanoly
(2 g/den) a rozpustné/viskozni vlakniny (10 az 25 g/den).

Celkovy obsah tuku. IAS doporucuje flexibilitu v pfijmu celkového mnozstvi tuku
v zavislosti na kulturnich preferencich, alternativami je niz$i piijem tuku odpovidajici
20-25 % celkovych kalorii, nebo dokonce jesté nizs$i (coz je typické v Tichomofti zemi
lemujicich), nebo naopak vyssi ptijem tuku 30 az 35 % celkovych kalorii, nebo dokonce i
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jeste vyssi (jak je typické ve stiedomotskych zemich). Jakékoli celkové zvySeni piijmu tukti
nez je doporuceno by mélo byt ve formé nenasycenych mastnych kyselin a limity
pro nasycené a trans-mastné kyseliny by mély byt dodrzeny. Kromé toho, bez ohledu
na celkovy obsah tuku ve straveé, musi byt splnény nutricni potieby a energeticky pfijem by
mél byt ptiméfeny pro udrzeni zdravé télesné hmotnosti.

Celkovy prijem kalorii. Body mass index (BMI), by mél byt méfen u vSech pacientd. M¢l by
byt kontrolovan celkovy piijem kalorii, aby byla dosazena a udrzena zadouci hmotnost. Je-li
zaddouci hmotnost definovana pomoci BMI, mély by byt vypracovany narodni standardy
BMI.

Fyzick& aktivita. Je doporuceno provozovat fyzickou aktivitu stfedni intenzity piiblizné¢ 30
minut denn¢. Tato aktivita by méla byt aerobni, na urovni 40-75 % aerobni kapacity,
provozovana 5-7 dni v tydnu, po dobu 30-60 minut denné. Osobam, které se snazi zhubnout,

vewr

nebo > 2000 kcal tydné pohybové aktivity).

Metabolicky syndrom. Metabolicky syndrom je komplexnim rizikovym faktorem
pro ASCVD. Obezita a fyzicka inaktivita vyznamné pfispivaji k rozvoji metabolického
syndromu. U pacientli s timto syndromem mize byt snizeni metabolickych rizikovych
faktorti dosazeno redukci hmotnosti a zvySenim fyzické aktivity. Metabolicky syndrom je
definovan charakteristikami/faktory uvedenymi v tabulce 2.

Farmakoterapie

Statiny jsou lékem prvni volby pro dosaZzeni optimalnich hladin aterogenniho cholesterolu
u osob svysokym rizikem. U téch, ktefi statiny netoleruji, jsou k dispozici alternativni
postupy: zména druhu statinu, snizeni davky statinu, davkovani statinu obden, nebo vybér
alternativnich 1€kt (ezetimib, pryskyrice - sekvestranty Zlucovych kyselin, niacin - kyselina
nikotinova) — v monoterapii nebo v kombinaci, a sou¢asn¢ maximalizace zmén Zivotniho
stylu. Pro dosazeni optimélnich hladin aterogenniho cholesterolu u vysoce rizikovych
pacientii muze byt uzite¢né ptidani ezetimibu nebo pryskyfic k 1é¢bé statiny. U pacientl
s téZzkou hypertriglyceridémii mohou byt uzity k prevenci akutni pankreatitidy fibraty nebo
niacin.
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Tabulka 2.
Kritéria pro klinickou diagn6zu metabolického syndromu

Kritérium Hraniéni meze

definice jsou populacné a
Rozsifeny obvod pasu* geograficky specifické — detaily
jsou v Podrobné zprave

Zvysena hladina triglycerida

(ekvivalentem je farmakoterapie hypertriglyceridemie) 2 1,7 mmol/L (150 mg/dL)

Snizena hladina HDL-C < 1,0 mmol/L (40 mg/dL) u muzt
(ekvivalentem je farmakoterapie nizkého HDL-Ct) < 1,3 mmol/L (50 mg/dL) u Zzen
Zvyseny krevni tlak systolicky > 130 mm Hg
(ekvivalentem je farmakoterapie 1éky snizujicimi a/nebo

krevni tlak u osoby s anamnézou arterialni hypertenze) diastolicky > 85 mm Hg

Zvysend lacna glykemiet

(ekvivalentem je farmakoterapie zvysené glykemie) 25,5 mmol/L (100 mg/dL)

HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol

*Je doporucéeno, aby meze navrzeni IDF byly pouZivany pro osoby mimo-evropského pivodu. Pro
Evropany pak bud’ IDF nebo AHA/NHLBI meze, dokud nebude k dispozici vice udaju.

TNejcastéji pouzivané léky pii zvysenych hladinach triglycerida a snizeném HDL-C jsou fibraty a
kyselina nikotinova.

1Vétsina pacientt s diabetem 2.typu bude mit podle uvedenych kritérii metabolicky syndrom.

Sekundarni prevence

U pacientt s prokazanou ASCVD jsou optimalni hladiny LDL-C < 1,8 mmol/L (70 mg/dL),
(nebo non-HDL-C < 2,6 mmol/L [100 mg/dL]). Vétsina pacienti s ASCVD poticbuje
maximalni davku statint, je-li tolerovana. Pro dosazeni LDL-C < 1,8 mmol/L (70 mg/dL)
bude u nékterych pacienti nezbytné doplnit statiny dalsim lékem (tj. ezetimibem a/nebo
pryskyfici). U pacientl, ktefi nesnédseji vysoké davky statinii, je alternativou kombinace
stiedni davky statini bud’ s ezetimibem nebo s pryskyfici. Pro pacienty s vysokou hladinou
triglyceridll jsou vyhodnou alternativou 1éku druhé volby fibraty nebo kyselina nikotinova.
AvSak snizeni rizika pfi kombinované farmakoterapii, které by bylo srovnatelné s vysokymi
davkami statind zatim nebylo prokdzano v randomizovanych klinickych studiich (RCTs).
Analyza podskupin RCT a zobrazovaci metody pro aterosklerézu poskytuji uréité dukazy
ve prospéch kombinované farmakoterapie. U pacientli, ktefi jsou lé¢eni maximalnimi
davkami farmak snizujicich cholesterol, by méla 1é¢ba Zivotnim stylem pokraCovat a byt
zdlraziiovana. Zmény zivotniho stylu mohou vést k dalSimu sniZeni rizika. Zavérem je nutno
piipomenout, ze i1 vSechny ostatni rizikové faktory ASCVD musi byt vhodné léceny.
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