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MYTY O POTRAVINACH A VYZIVE
MYTHS ON FOOD AND NUTRITION
J. Dostalova

Ustav analyzy potravin a vyzivy, Fakulta potravindiské a biochemické technologie, VSCHT,
Praha

Abstract

Nutrition is important factor influencing human health and therefore many people are
interested in nutrition and they are looking for information. However, many wrong
information and myths on food products and nutrition are presented in various information
sources, especially on internet. Some of them are mentioned and explained e. g. myths on fats,
additives and alternative types of nutrition.

Uvod

Vyziva je nejvyznamnéj$im faktorem z faktorti zevniho prostiedi, které ovliviiuji naSe zdravi
a nasledné délku Zivota. V literatufe se uvadi, ze jeji podil je pfiblizn€ 40 %, nékdy az 60 %.
V potadi rizik z potravin je nespravné slozeni stravy (riziko z nespravné vyzivy) uvadéno
ve veét§in€ piipadd na prvnim misté a dalsi rizika (riziko mikrobiologické, z ptirodnich
toxickych latek, chemickych kontaminantl a latek ptidatnych (aditivnich) oznacovanych
kédem E az na mistech dalSich. Vyziva se proto stala nejen vyznamnym védeckym oborem,
ale 1 pfedmétem zajmu mnoha subjektt, které podéavaji doporuceni jak se stravovat a jaké
potraviny si vybirat.

Vedle doporuceni, ktera vychazeji z vysledkti vyzkumu se v posledni dobé ve vsech typech
médii stale Castéji objevuji nepravdivé, klamavé a zavadéjici informace jak o vyzivé obecné,
tak o jednotlivych potravinach. Tyto klamavé informace pochazeji z riznych zdroju a $ifi je
rizné zajmové skupiny. Muze se jednat o konkuren¢ni boj riznych potravinaiskych lobby,
informace, které Siii prodejci doplnka stravy s cilem zvysit jejich prodej, ale i ctizadostivi
novinafi, ktefi chtéji presentovat senzacni zpravy. Ti vétSinou nemaji dostate¢né odborné
vzdélani ve vyZiveé, potravinaistvi nebo piibuznych oborech, a tak informaci vytrhnou
z kontextu nebo Spatné interpretuji, ptipadné pouziji informaci atraktivni, ale nepravdivou.
V soucasné dob¢ jsou vyznamnym zdrojem mytl 1 vyzivovi (nutriéni poradci), ktefi si za své
rady Casto uctuji nemalé castky. Nikdo jejich ¢innost nekontroluje a navic Zivnost nutri¢niho
poradce je Zivnost volnd, takze se jim muize stat v podstaté kdokoli, i ten ktery o vyzivé a
potravinach nevi viibec nic.

Smutnym faktem pak je, Ze tyto myty $ifi nejen malo kvalifikovani odbornici na vyZzivu, ale
mnohdy i lidé vzdélani v oblasti lékafstvi, potravinafstvi a ptibuznych oborech, jimZ toto
vzdélani dodava v ocich laické vefejnosti na divéryhodnosti. Jejich klamavé informace mayji
puvod bud’ v nedostatecnych znalostech, nebo patii k zastanciim alternativnich sméra vyzivy,
které jsou postaveny na nevédeckém zaklad€. Neékteti tyto zastdnci se daji oznacit az
za fanatiky.

Myty o potravinach a vyzivé se vyskytuji ve vSech typech medii. Jejich Sifeni velmi piispél
internet. Jedna se o Sifeni poplasnych, nebezpecnych a fetézovych zprav tzv. hoaxt, jejichz
Castou soucasti je zadost o predani zpravy dale co nejvétsimu poctu adresatl. Hoaxy je
Vv ¢estiné mozné nalézt na www.hoax.cz.
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NejrozSitenéjsi jsou tyto:

e Pangasius - je to K jidlu?*

Nebezpecny moderni jogurt

Recyklované mléko

,,E¢ka piisady do potravin“

,Margariny a zdravotni riziko (Rama s nama)“ (prvni vyskyt 12/2007)

NejbéZnéjsi mvty

Myty o tucich

Rostlinné tuky jsou zdravé, Zivocisné nezdravé

Z rostlinnych tuki nema z pohledu vyzivy vhodné slozeni tuk kokosovy, palmojadrovy a
palmovy, pfipadné tuky obsahujici vy$§i mnozstvi trans-nenasycenych mastnych kyselin.
Z zivocisnych tuki jsou pro zdravi prospésné tuky z ryb. Samoziejmé zalezi i na mnozstvi
které zkonzumujeme.

Margariny zvysuji celkovy cholesterol a LDL cholesterol a snizuji HDL cholesterol
Margariny maji, aZ na ojedin¢lé piipady, v soucasné dob¢ ptiznivé slozeni mastnych kyselin
tzn. nizky obsah nasycenych mastnych kyselin, vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin
a nékteré 1 nezanedbatelné mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin fady omega-3 a nizky
obsah trans mastnych kyselin a nemohou proto zvySovat celkovy cholesterol a LDL
cholesterol a snizovat HDL cholesterol.

Repkovy olej je vhodny jen na ,, bionaftu*

Repkovy olej je z hlediska vyzivového velmi kvalitni - mé nizky obsah nasycenych mastnych
kyselin a z bé&znych rostlinnych oleji nejvyssi obsah kyseliny linolenové, kterd patii
k nenasycenym mastnym kyselindm fady omega-3 a velmi nizky obsah kyseliny linolové
(omega-6), které piijimame nadbytek. Ma pomérné dobrou tepelnou stabilitu, a proto lze
pouzivat 1 ke smaZeni. Z olejii béZné dostupnych v nasi trzni siti je z hlediska vyzivového i
tepelné stability nejkvalitnéjsi.

Kokosovy tuk je zdravy

Ve vSech druzich medii se v posledni dobé Casto objevuji informace o pozitivnich G¢incich
kokosového tuku (oleje), nekteré dokonce tvrdi, ze je ze vSech tukli pro zdravi nejlepsi.
Ze vSech informaci je pravdivd pouze ta, Ze kokosovy tuk je tepelné stabilni. SloZeni
mastnych kyselin je z hlediska vyZzivového nevhodné, zejména z pohledu vlivu na krevni
lipidy, protoZe obsahuje pfes 90 % nasycenych mastnych kyselin a pomé&mé velké mnozstvi
kyseliny laurové, myristové a palmitové, které vyznamné zvySuji hladinu krevniho
cholesterolu.

Vsechny tuky jsou Spatné

Vliv tuki na zdravi ¢lovéka je velice riizny — od uc€inkii pozitivnich az po negativni. K tukiim
s negativnim ucinkem patii zejména tuky obsahujici trans mastné kyseliny (tuky castecné
ztuzené, které se pouzivaji do riznych potravinatskych vyrobkt; jejich pouzivani se vyrazné
sniZzuje) a tuk kokosovy, palmojadrovy a palmovy. Pozitivné neplsobi ani sddlo a maslo.
Pozitivné naopak plisobi rybi tuky (oleje) a z rostlinnych tukli — olej fepkovy a olivovy, méné
vyznamné 1 dalsi oleje.

Zdrava strava a konzumace tukii se vylucuji

Zdrava strava musi obsahovat tuky, protoze jsou nositelem v tuku rozpustnych vitamini,
rostlinnych sterolli a dalSich ochrannych latek a jsou zdrojem esencialnich (nezbytnych)
mastnych kyselin. Pfijem tukll ve stravé by nemél klesnout pod 20 % z celkového
energetického piijmu tj. pod 45 g za den.
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Kdyz chci hubnout, nesmim jist Zadny tuk

I pfi hubnuti jsou tuky dutlezité, protoze jsou nositelem v tuku rozpustnych vitamint,
rostlinnych steroll a dalSich ochrannych latek a jsou zdrojem esencialnich (nezbytnych)
mastnych kyselin. Pfijem tukti ve stravé by nemél klesnout pod 20 % =z celkového
energetického piijmu tj. cca pod 45 g za den.

Je jedno, zda jim maslo nebo rostlinny tuk, po obojim se tloustne

Tukové vyrobky dodavaji organizmu energii podle toho, kolik jich snime a kolik tuku
obsahuji. Nejvétsim zdrojem energie jsou rostlinné oleje a pokrmové tuky (napt. Ceres soft),
protoZze neobsahuji vodu, jsou to 100 % tuky. Z tuki, které si mazeme na chléb a pecivo ma
nejvyssi obsah tuku maslo — 82 % (maéslo tfictvrtecni se 60 % tuku a polovi¢ni, které ma 40 %
tuku se na nasem trhu prakticky nevyskytuji). Rostlinné roztiratelné tuky maji obsah tuku
v rozmezi 20 — 70 %), bézné jsou tuky s méné nez 50 % tuku. Pokud tedy konzumuje stejna
mnozstvi, pfijmeme mén¢ energie z roztiratelnych tukid nez z masla, béZné polovinu.

Vyroba rostlinnych tukii je prilis priumyslova

V soucasné dob¢ se prumysloveé vyrabéji témeét vSechny potraviny a mezi technologiemi neni
Z hlediska vlivu na zdravi ¢loveéka velky rozdil. Hlavni je, aby vyrobené potraviny byly
bezpecné, coz kontroluji statni kontrolni organy.

Maslo je prirodni produkt, zatimco margariny musi byt vyrabény sloZitym technologickym
procesem a nejsou prirodnim tukem

Pro vyrobu maésla i margarinii se pouzivaji pfirodni suroviny. Pro vyrobu masla smetana a
pro margariny rostlinné oleje a tuky. Zdkladem vyroby masla i margarini je mechanicky
proces, pii kterém vznika pozadovana forma vyrobku, kterd ptredstavuje roztiratelnou emulzi
vody Vv tuku.

Dnesni margariny se nelisi od margarinii, které se pouzivaly v dobé krize jako nahrazky
mdsla

DnesSni margariny maji zcela jiné sloZeni — pfiznivé sloZeni mastnych kyselin a nékteré jsou
obohacovéany o vitaminy rozpustné v tucich, pfipadné o rostlinné steroly. I jejich senzorické
vlastnosti jsou jiné — ptiznivéjsi chut’ a viing 1 roztiratelnost.

Margariny ucpavaji cévy a obsahuji velmi mnoho transfigurovanych mastnych kyselin
(nékteré pres 50 %).

Dnesni margariny naopak piisobi preventivné proti nemocem srdce a cév a vétSina z nich jiz
trans mastné kyseliny neobsahuje.

Snad nejvEtsi mytus se objevil na internetu a byl rozesilan jako spam v nékolika vinach. Je to
mytus Rama s nama, ke kterému neni tieba se vyjadiovat. Zplisob vyjadfovani mluvi jiz sdm
za sebe. Obsahuje terminy a informace jako: , Transfigurované tuky®, ,Margarinu chybi
pouze jedind molekula, aby z n&j byla 100 % uméla hmota®, ,,Pro¢ to nic Zivého nechce?*
»Protoze to je z 99,99 % plast, ktery Zivot zabiji“, ,,Co takhle rozpustit si na panvi kelimek
od jogurtu a namazat si ho na topinku, ne?, tak pro¢ jite margariny?*

Do sféry mytl patii 1 nespravné interpretace informaci, které jsou po odborné strance
v potadku. Jako ptiklad lze uvést informaci, ze tuk bio mléka obsahuje vyrazné vice (az
o desitky procent) esencialnich mastnych kyselin linolové a linolenové. Obsah téchto kyselin
v mlé¢ném tuku je bézn€ 2 — 3 % z celkovych mastnych kyselin, a tak pti obsahu cca 4 %
tuku v mléce je tedy toto zvySeni z hlediska vyzivy zcela zanedbatelné. Rovnéz tvrzeni, Ze
kiepelci vejce obsahuji méné cholesterolu nez vejce slepi¢i je zavadéjici. Obsah cholesterolu
na jednotku hmotnosti je v podstaté stejny, ale hmotnost kiepel¢ich vajec je 6x nizsi nez vajec
slepicich.
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Myty o ,,éckach*
Rada mytd se vztahuje klatkam piidatnym, b&zné nazyvanym ,écka“. Vsechny latky
pridatné, které jsou povoleny prosly slozitymi hygienicko-toxikologickymi testy a jsou
legislativou povoleny Kk pouzivani bez omezeni (s doporucenim ,tak, jak je z hlediska
technologického nezbytné nutné*), nebo jsou stanovena maximalni povolena mnozstvi, ktera
se odviji od ADI (Acceptable Daily Intake) latky a primérné spotieby pfislusné potraviny.
Latky ptidatné se pribézné toxikologicky testuji a v pfipadé zjisténi negativnich ucinki se
muze latka zakazat nebo snizit jeji maximalni povolené mnozstvi. U 6 synthetickych barviv je
nutné na obalu uvadét v ramei predbézné opatrnosti ,,mohou zplisobovat poruchy v chovani
déti. Navic fada latek oznacenych kodem E se piirozené nachazi v potravindch napf. kyselina
askorbova, kyselina citronova, lykopen, pektiny, karamel apod. a pouze kdyz se do potravin
pfidaji jsou oznacena kodem E. Piesto se mizeme setkat s tvrzenimi:

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

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

e konzumace pokrmii bez aditiv vede ke zlepSeni zdravotnich problémi fady pacientd.
U déti, které jedly stravu bez ptidatnych latek a nejznaméjsich alergenti, doSlo b&hem tii
dnti k vyléceni nebo vyraznému zlepseni piivodniho onemocnéni, ¢asto vymizely i1 dalsi
problémy déti jako je astma ¢i ekzémy.

Nékteré weby a publikace rozdéluji écka na écka neskodnd a Skodlivd, nékdy je rozdéluji

do né¢kolika skupin podle Skodlivosti, pficemz jedinou opravnénou autoritou, kterd se mize

vyjadrit ke Skodlivosti nebo bezpecnosti latek pouzivanych v potravinafstvi, je EFSA,

Evropsky tfad pro potraviny. V publikaci E¢ka v potravinach je uveden obsahly seznam é&ek

(dokonce je ptiloZzen manudl "do kapsy", aby ho mohl spotiebitel pouzit pii ndkupu), kterym

je dobré se vyhnou, kde jsou zahrnuty zcela neSkodné latky vyskytujici se v ptirodé napft.

sorbitol, xylitol, mannitol, zahus$tovadla napt. karagenan, arabska guma, guma guar, mono- a

diglyceridy mastnych kyselin, uhli¢itany, dusik apod.

Velice negativni postoj je zaujiman k ndhradnimu sladidlu aspartam, a proto EFSA jiz n¢kolik

let provétuje jeho bezpecnost, ale zatim nebyly zjiStény néjaké negativni u€inky, kvili kterym

by mélo byt zakazano, a proto rozhodnuti o jeho pouzivani neustale posunuje.

Myty o vyzivé

Z myth o vyZzivé jsou nebezpecné zvlasteé ty, které doporucuji alternativni sméry vyzivy, které
nemohou zajistit dostatek vSech makro- a mikronutrientti. Jde o veganskou stravu, posledni
stupné stravy makrobiotické, frutaridnstvi, syrovou veganskou stravu (vitarianstvi), ktera
Vv posledni dobé ziskéava stale vice pfiznivct a nektera dalsi vyzivova doporuceni. Zde bych
zminila napf. odmitdni konzumace mléka a mlécnych vyrobkil a jejich nahrazeni vyrobky
rostlinnymi, které je rizikové zejména pro déti a starSi obCany z diivodu nezajisténi predevs§im
dostate¢ného piijmu vapniku a vitaminu D. VSechny vySe uvedené zpisoby stravovani jsou
obzvlaste rizikové pro déti. Moderni jsou také rizné ocistné diety, vcetné l1écby plstem.
Uvedu ptiklad fatdlniho dopadu této 1é¢by, ktery prezentovala MUDr. Kala Grofova na XXX.
Mezinarodnim kongresu SKVIMP v roce 2014. 31 leta pacientka vazici 28 kg (BMI okolo
10) byla pfijata na interni oddéleni PKN koncem listopadu 2013, kde po nékolika dnech
ve stavu t€zké podvyzivy a dalSich diagnoz zemfiela. Pacientka drzela riizné ocistné diety a
podle internetu se 1éCila pistem, ktery dodrzovala v roce 2013. Podle ndvodu celkem 224 dni
hladovéla, coz predstavuje 67 % jejiho zivota v roce 2013.

Radu dalsich myt méiZzeme nalézt v knize L. Oliveriusové ,,Myty a povéry o vyzive®.
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Zavér

Dopad dusledného prevzeti a aplikace nékterych téchto informaci bohuzel muize vést az
k poskozeni zdravi. Pfesto témto informacim fada lidi vé&fi, Casto i lidi se vzdélanim
V patficném oboru. Alarmujici je rovnéz skutecnost, ze se s myty o vyziveé a potravinach stale
Castéji setkavame 1 u studenti a pii diskusi s nimi se ukazuje, Ze néktefi témto ,,mytim* veéri
vic, nez informacim pfedavanym ve Skole, coz velmi znesnadnuje jak ulohu ucitele, tak i
osveéty v oblasti vyzivy a potravin obecné. Boj s myty je ,,boj s vétrnymi mlyny*. Je ale nutné,
aby skute¢ni odbornici castéji vystupovali v mediich a tim alesponn trochu ,ztedili*
nepravdivé a klamavé informace. Vyznamné by pfispélo 1 pievedeni zivnosti ,nutri¢ni
poradce® ze Zivnosti volné na zZivnost vazanou. Vymytit myty se nikdy nepodafi, ale piesto by
se odbornici s piispénim statnich organti méli snazit alespon jejich vliv na obyvatelstvo snizit.

Souhrn

Vyziva je nejvyznamnégjSim faktorem z faktorti zevniho prostiedi, které ovliviiuji nase zdravi.
V literatuie se uvadi, Ze jeji podil je pfiblizné 40 %, n€kdy az 60 %. V potadi rizik z potravin
je nespravné slozeni stravy (riziko z nespravné vyzivy) uvadéno ve vétsin€ piipadl na prvnim
mist¢ a dal$i rizika (riziko mikrobiologické, z pfirodnich toxickych latek, chemickych
kontaminantd a latek pfidatnych - aditivnich oznacovanych kdédem E az na mistech dal$ich).
Vyziva se proto stala nejen vyznamnym védeckym oborem, ale i pfedmétem zajmu mnoha
subjektl, které podavaji doporuceni jak se stravovat a jaké potraviny si vybirat. Vedle
doporuceni, kterd vychazeji z vysledki vyzkumu se v posledni dobé ve vSech typech médii
stale Castéji objevuji nepravdivé, klamavé a zavadéjici informace jak o vyzivé obecné, tak
0 jednotlivych potravinach. Dopad dasledného ptevzeti a aplikace nékterych téchto informaci
bohuzel muize vést az k poskozeni zdravi. Presto t¢émto informacim tada lidi véfi, Casto 1 lidi
se vzdélanim v patfiéném oboru. Alarmujici je rovnéZz skutecnost, Ze se s myty o vyZivé
a potravinach stale Castéji setkavame i u student a pii diskusi s nimi se ukazuje, ze ncktefi
témto ,,mytdm* véii vic, neZ informacim predavanym ve Skole, coZ velmi znesnadniuje jak
ulohu ucitele, tak 1 osvéty v oblasti vyzivy a potravin obecné. Smutnym faktem pak je, ze tyto
myty $ifi nejen malo kvalifikovani odbornici na vyzivu, ale mnohdy i lidé vzdélani v oblasti
1ékatstvi, potravinafstvi a piibuznych oborech, jimz toto vzdélani doddva v ocich laické
vefejnosti na diveéryhodnosti. V piednasce byly uvedeny piiklady nékterych myta a alespon
nekteré uvedeny na pravou miru. Pozornost byla vénovana zejména mytim o tucich, latkach
ptidatnych tzv.,,é¢kach* a mytim o alternativnich zptsobech stravovani.
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ATEROGENNY INDEX PLAZMY A MASTNE KYSELINY V SKUPINE MLADYCH
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ATHEROGENIC INDEX OF PLASMA AND FATTY ACIDS IN THE GROUP OF
UNIVERSITY STUDENTS

Z. Hertelyoval, E. Tvrzicka?, B. Staiikova?, L. Vasko®

YUstav experimentdlnej mediciny, Lekdrska fakulta UPJS Kogice

2Laborator pro vyzkum aterosklerozy, IV. interni klinika, 1. Lékarska fakulta Univerzity
Karlovy Praha

3Ustav lekarskej a klinickej biochémie, Lekdrska fakulta UPJS Kosice

Slovakia is one of European countries with the highest cardiovascular mortality. One of the
major risk factors of the development of cardiovascular diseases is dyslipidaemia, either
primary or associated with hypertension, diabetes mellitus and obesity. Generally, atherogenic
index of plasma (AIP) calculated as logio (triglycerides/high density lipoproteins cholesterol)
is as a useful predictor of cardiovascular risk, particularly atherosclerosis. For the current
study, we have randomly selected 300 subjects out of university students. The average age
was 22.42 + 2.32 (all population). Correlation of AIP between sexes was very strong
(P < 0.001). Fatty acid strong correlated with oleic acid, linoleic acid, arachidonic acid,
amount of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids and trombogenic index of PUFA
(P < 0.001). Clinical studies showed that AIP is a predictor of cardiovascular risk. It is an
easily available cardiovascular risk marker and a useful measure of response to treatment.

Diagnoéze alebo progndze kardiovaskularnych ochoreni (KVO) najnovsich epidemiologickych
Stidii napomahaju algoritmy alebo indexy, ktoré davaju do stvislosti jednotlivé faktory KV
rizika ziskané prave z vysledkov vel'kych lipoproteinovych (LP) subpopulacii (Campos et al.
1992). Aterogénny index plazmy, (AIP) logaritmicky transformovany pomer molekularnych
koncentracii triacylglycerolu (TAG) a lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL): index
AlP=log1o(TAG/HDL-C)] (Coresh et al. 1993). Hodnotenie AIP, ktory je viazany na velkost
LP castic, je presnejSie ako klasické biochemické indikatory, ako celkovy cholesterol (TC),
LDL, HDL, triacylglyceroly (TAG), apoprotein B (apoB), apoprotein Al (apoAl) a takisto
index pomeru TC/HDL (DobiaSova, Frohlich 2000). Regulacia velkosti LP subpopulacii je
spojend predovSetkym s TAG, kde st poOsobenim lipoproteinovej a pecenovej lipazy
remodelované HDL. Z aterogénneho hl'adiska st dolezité najvicsie a najmensSie ¢astice HDL,
pretoze prevaha velkych Castic HDL je protektivna, kym na druhej strane malé castice
zvySuju riziko aterosklerozy. Mastné kyseliny (MK) su najddlezitejSou sucastou lipidov tela a
maji nezastupite'nt ulohu vo vyZzive. Ako stcast’ PL tvoria zakladnu Struktaru vSetkych
bunkovych membran. V TAG predstavuju vyznamny zdroj energie, ktory sa uklada do
tukového tkaniva. Takisto plnia ulohu tepelného izolatora (Tvrzickd et al. 2009). Mastné
kyseliny maja vplyv aj na obsah LP v organizme. Studie preukazali, e Eskimaci a l'udia,
ktori jedia vel'a morskych ryb maja vysoké HDL a nizku hladinu TAG. Taktiez preukazali, ze
suplementacia rybim olejom zniZzuje hladinu TAG a zlepSuje pomer HDL/LDL cholesterolu
(Mourek et al. 2007). Ciel'om nasSej Stadie bolo zistit’ korelaéné vzt'ahy medzi AIP a profilom
mastnych kyselin v sledovanej populécii.

Do stadie sa zapojilo 300 respondentov, z toho 90 muzov (30 %) s priemernym vekom
22,67 +2,552a210 zien (70 %) s priemernym vekom 21,90 = 2,43. Probandi boli mladi l'udia,
¢1 uz Studenti vysokych §kol v KoSiciach alebo pracujuci. Prevazna vicsSina Studentov boli
z LF UPJS Kogice.
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Respondetom bola odobratd vzorka krvi na analyzu TAG a HDL pre vypocet AIP a analyzu
profilu mastnych kyselin. Vybrané lipidové parametre krvi sme stanovili spektrofotometricky

enzymatickou metédou biochemickym analyzatorom COBAS MIRA (Roche, Svajéiarsko).

Pre vypocet aterogénneho indexu plazmy sme pouzili nasledovny vzorec: AIP = log10 ﬁ.

Referencné hodnoty AIP su rovnaké pre muzov a zeny: fyziologické < 0,11, zvySené riziko
AIP 0,11 - 0,21 a vysoké riziko nad 0,21.

Priprava a analyza MK z krvného séra bola realizovana na pracovisku Laboratof pro vyzkum
aterosklerozy na LF UK Praha v ramci projektu Erasmus - Studijny pobyt
a pracovna staz pod vedenim RNDr. Evy Tvrzickej v Skolskom roku 2012/2013. MK sme
identifikovali a oznacili v programe Clarity IM offline. Okrem jednotlivych MK a ich sim
sme vypocitali rozne indexy, ktoré urcuji KV riziko. V nasej praci sme sledovali 4 indexy.
Indexy -3 MK vypocitané podl'a vzorcov (Tvzicka et al. 2009):

EPA+DHA
TME
Aterogénny a trombogénny index yvpocitané podl'a vzorcov (Zak a kol., 2011):

Al = {C12:0+({4xC14:0) +C16:0]}

(o PNME+w3 PNME+MNME)
(C14:0 + C16:0 + €18:0)

EPA+DHA+DPA
TME

a) index @3 PNMK (1) = b) index «w3 PNMK (2) =

TI =

w3 PNMK
{0.5 MNMK + 0.5 w6 PNMK + (3x w3 PNMK) + —=p5rrs?

Vsetky hodnoty popisané v tabulkach a grafoch st uvedené ako priemer+Standardna
odchylka, pripadne percentudlne zastipenie pozorovanych skupin v celom subore. Vysledky
sme Statisticky spracovali v programe MS Excel 2007, SPSS verzia 19,0 a MINITAB for
Windows 11.21 pomocou jednovyberovej Anovy a Tukey testu.

Priemerna hodnota AIP v sledovanej populécii bola -0,18 + 0,24 (obr. 1). Muzi
(-0,07 £ 0,24) mali o 31,82% S$tatisticky vyznamny vy$$i pomer v porovnani so Zenami
(-0,22 + 0,22, P < 0,001). Referen¢né hodnoty AIP (do < +0,11) sme zaznamenali v 89%
pripadoch, o 11,27 % menej zien ako muzov. ZvySené riziko AIP (0,11 < x < 0,21), ako aj
vysoké riziko AIP (> 0,21) malo percentudlne viac muzov. Vo vSetkych skupinich sme
zaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely pri P < 0,05 (obr. 2).

Sledovanim hodnot AIP podla referencnych hodno6t sme zaznamenali v skupinach
s patologickymi hodnotami signifikantny narast kyseliny myristovej (P < 0,05), kyseliny
palmitovej (P < 0,01), kyseliny olejovej (P < 0,001) a pokles kyseliny stearovej, cervonovej
(DHA) pri P <0,05; pokles kyseliny linolovej a arachidénovej pri P < 0,001 (obr. 3 a 4).
Patologické hodnoty AIP boli aj pri zvySenych, aj pri vysokych hladindch AIP. Sledovanim
rozdielu medzi sumou MK a referenénymi hladinami AIP sme sledovali narast sumy NMK
pri P<0,05; takisto sumy MNMK pri P < 0,001 a pokles v sume PNMK P < 0,001 v skupine
s patologickymi hodnotami AIP (obr. 5,6). Pomer ®-6/®-3 MK bol vyssi v skupine s vysokym
rizikom AIP, avSak v skupine so zvySenou hladinou bol niz§i pomer oproti fyziologickym
hladinam AIP (obr. 5).

V indexe omega-3 (1) aj (2) sme zaznamenali pokles oproti fyziologickym hodnotam AIP;
signifikantny rozdiel bol v druhom spominanom indexe. Skupiny s patologickym pomerom
AIP mali takisto signifikantne nizSie hodnoty aterogénneho a trombogénneho indexu
pri P <0,01 (obr. 7 a 8).
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Vysokoskolski Studenti tvoria vekom a vzdelanim osobitnu skupinu populécie. Podla
zdravych, mladych, adaptabilnych a vzdelanych l'udi, predsa nie st uchraneni od mnohych
negativnych vplyvov, Casto vyplyvajucich z ich spdsobu zivota pocas 5- az 6-rocného
vysokosSkolského stadia. Jednym z najvaznejSich a najsilnejSich zasahov v ich zivote je
prechod zo stredoSkolského na vysokoskolské Stidium, u mnohych spojeny so zmenou
bydliska. Odchod z domaceho rodinného prostredia do novych podmienok a nového kolektivu
prindsa so sebou oslabenie rodinnych vézieb a liberalizaciu osobného zivota — so vSetkymi
rizikami moderného zivotného Stylu a vplyvov okolia (Jurkovi¢ova et al. 2010). Obsah MK v
krvnom sére v populacii je ovplyvneny mnozstvom faktorov, ale najvyznamnejSim
determinantom je mnoZstvo prijatych tukov v potrave v sledovanej populacii. Nedietetické
faktory, ako pohlavie, vek, fajcenie, obezita a pohybova aktivita takisto mézu do urcitej miery
ovplyvnit’ zloZzenie MK (Brandbury et al. 2011). Kyselina laurova (12:0), myristova (14:0),
palmitova (16:0) a stearova (18:0) maju vyznamny aterogénny a trombogénny potencial.
Utinok jednotlivych MK na rasticu koncentraciu LDL klesa v rade 12:0 > 14:0 > 16:0.
Utinok na pokles koncentracii cholesterolu v HDL klesa v rade 14:0 > 12:0 > 16:0. Kyselina
stearovd ma neutralny uc¢inok na koncentraciu LDL a zvySuje koncentraciu HDL, preto jeho
ucinok je povazovany za antiaterogénny. Jeho trombogénny c¢inok je naopak povazovany za
najvyssi. Kyselina olejova v diéte mé antiaterogénne i antitrombotické G€inky (zvySuje pomer
HDL/LDL, znizuje agregabilitu krvnych dosti¢iek). PUFA maji vyrazny antiaterogénny a
antitromboticky ucinok, ktory je dany ich komplexnym podsobenim a koncentraciu
lipoproteinov, fluiditu membran, funkciu membranovych enzymov a receptorov, modulaciu
produkcie eikozanoidov, regulaciu krvného tlaku a metabolizmus mineralov (Zak et al. 2011).
AIP je kalkulovand hodnota, ktoru ziskavame z klasického biochemického vySetrenia.
Hodnoty AIP rasti s narastajicim rizikom KVO. Velkost LP ¢{astic je vyznamnym
prediktorom KVO, ktorti st vysledkom uz prebiehajicich metabolickych portich najma
lipidov. Obsah mastnych kyselin v krvnom sére koreluje s hodnotou AIP.

Stiidia bola podporend projektami:
Strukturdlne fondy Eurdpskej iinie (Projekt ¢. ITMS 26220220185), VEGA 1/1236/12
a PRVOUK-P25/LF1/2
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ZDRAVOTNI UCINKY ZELENE A PRAZENE KAVY

HEALTH EFFECTS OF GREEN AND ROASTED COFFEE

M. Hiittl, O. Oliyarnyk, H. Malinska, I. Markova, L. Kazdova

Institut klinické a experimentalni mediciny - Centrum experimentalni mediciny, Praha

Kava je nejcastéji konzumovany napoj s farmakologickym ucinkem, a kofein (purinovy
alkaloid), ktery je v ni obsazeny, je nejbéznéji konzumovanou psychoaktivni substanci.
V povédomi lidi pfetrvdva mnoho ne zcela opodstatnénych obav, nebot’ konzumace kavy
byva cCasto spojovdna s nezdravym zivotnim stylem, zejména S koufenim, naduzivanim
alkoholu, neaktivnim zptsobem Zivota a stresem. Soucasné epidemiologické 1 experimentalni
studie vSak stale Castéji tyto omyly vyvraceji a naopak odkryvaji jeji pozitivni ucinky
na lidsky organismus. Rozpor v Gcincich kdvy mulze byt zpisoben z velké ¢asti tim, zda je
hodnocen vliv celého kavového ndpoje nebo pouze jeho izolované nejucinngjsi slozky
kofeinu. Ten je samostatn¢ piitomen ve vysokych davkach v energetickych napojich nebo
v 1é¢ivech, ktera vSak neobsahuji ostatni v kavé ptitomné pozitivné pisobici latky.

Mozné mechanismy tucinku kavy na lidsky organismus

Biologicky aktivni slozka kdvy kofein patfi spole¢né s theobrominem, vyskytujicim se
zejména v kakaovych bobech, theofilinem a paraxantinem, obsazenych hlavné v Caji,
do skupiny tzv. metylovanych oxopurinii (metylxantinl). Prazena kava vedle kofeinu
obsahuje vice nez 200 dalSich slozek, jejichz kvalita i mnozstvi se méni podle zptisobu
prazeni kdvovych bobl a podle zplsobu piipravy kdvy. Mezi nejvyznamnégj$i komponenty
patii fenolické latky (kyselina kdvova a chlorogenova), mineraly (hoicik, véapnik, Zelezo,
draslik), trigonelin, folaty, flavonoidy, niacin, tokoferoly, stopové prvky a mnohé dalsi latky
vykazujici vyznamnou antioxida¢ni aktivitu. Podstatny pozitivni vliv téchto latek dokazuji
cetné studie s podavanim kavy bezkofeinové. V kavé vSak byly identifikovany i latky
pusobici negativné. Jsou to zejména diterpeny kafestol a kahweol, které se z mletych
kavovych zrn vyluhuji varem. Lze je vSak snadno zachytit papirovym filtrem. Kofein se
z kofeinového néapoje vsttebava piiblizné za 10 - 20 minut po poZiti a je distribuovan do vSech
tkani. Biologicky polocas rozpadu kofeinu u zdravého jedince je 4,9 hodiny, pficemz jej
protrahuje antikoncepce, gravidita, jaterni choroby, nckterd 1éciva a delsi je 1 u novorozencil.
Zkracovat jej muze napf. koufeni. Kofein je metabolizovan v jatrech cytochromem P450
zejména izoenzymem CYP1A2 na tfi dimetylxantiny (paraxantin, theobromin, theofylin),
které jsou dale metabolizovany a vylu¢ovany moci.

Mechanismus ucinku kofeinu je slozity déj, ktery neni dosud piesné objasnén. Zakladnim
principem je pravdépodobné schopnost kofeinu obsadit v mozku diky své chemické stavbé
adenosinovy receptor a pusobit tim na centralni nervovy systém opacné nez adenosin, ktery
uvadi organismus do klidu a spanku. Neurotransmiter adenosin dilatuje mozkové cévy a tlumi
srdecni aktivitu. Kofein naopak zpisobuje konstrikci mozkovych cév a zvySuje aktivitu
mozku, coz zplisobi produkci adrenalinu z nadledvin. ZvysSené uvoliiovani katecholaminii méa
pozitivni inotropni a chronotropni efekt, zptisobuje konstrikci cév na povrchu téla a zvysi tim
akutné krevni tlak. Nekteré studie vysvétluji vztah mezi kdvou a hubnutim jejim
povzbuzujicim ucinkem, ktery zvySuje telesnou aktivitu, energeticky metabolismus a
lipolyzu, ¢imz napomahd redukci tukové tkan€ 1 té€lesné hmotnosti. Kofein ma také
pravdépodobné stejné jako ostatni metylxantiny schopnost inhibovat fosfodiesterazu a
produkovat ve zvySené mife neurohormon dopamin, ktery navozuje piijemné pocity. Pozitivni
dieteticky vliv byva pfipisovan také obsahu solubilni vldkniny, nebot’ ten je v kaveé vyssi nez
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ve viné ¢i dzusu. Voltz et al. (2012) ukazali, Ze jak kava zelena (bohata na CGA), tak kava
prazena, zesiluji in vitro i in vivo transkripci Nrf2/ARE-dependentnich gent. Ty se ucastni
ochrany bunék a tkani tim, Ze aktivuji antioxidacni a detoxikacni enzymy faze 2.

V soucasnosti se pozornost obraci ktzv. zelené kavé, a to zejména pro jeji mozny
antiobezitologicky ucinek. Jelikoz napoj z téchto zrn neni pfili§ lahodny, pfistupuje se spise
k extrakci za Gcelem vyroby potravinovych doplikd nebo je extrakt piidavan do kavovych
smési, nejcastéji instantni kavy. Zelena kava (neboli neprazend kavova zrna) obsahuje
10 - 15 % vody, 5 - 15 % sacharidt, 10 - 15 %, 10 - 15 % bilkovin, 20 - 25 % ttislovin, 10 %
kyseliny kavové a chinové, 4 - 5 % kyseliny chlorogenové (CGA), zhruba 2,5 % kofeinu a
pfiblizné 4 % mineralnich latek. Své typické vlastnosti ziskava kdva az prazenim. Pfi tomto
procesu klesa obsah kofeinu a s nim i obsah kyselin, na které je kofein vazan. Obsah CGA
klesa o 30 - 70 %. Tato latka, nalezici do skupiny polyfenold, je jednim z nejvyznamnéjSich
antioxidantl, jimiz kava disponuje a ktera se podili na neutralizaci volnych radikali. Bylo
prokazano, ze CGA inhibuje ¢innost glukéza-6-fosfatu, ktery ma klicovou ulohu v regulaci
metabolismu glukdzy. V soucasné dobé se stava zelend kava objektem védeckého zdjmu,
nebot’ je hojné pouzivana pro vyrobu potravinovych doplnkl za ucelem redukce hmotnosti.
Zelena kava obsahuje kolem 1000 druht antioxidantt, ale praZzenim antioxida¢ni kapacita
jesteé roste. Navic bylo zjisténo, ze prazenim kava ziska antibakterialni ucinky.

Experiment provadény na mysSich (Song et al. 2014) doklada, Ze extrakt ze zelené kavy
signifikantné snizoval akumulaci visceralniho tuku a zlepSoval inzulinovou rezistenci
po podavani vysokotukové diety a to i v nizkych koncentracich. Tento efekt pficitali
downregulaci gend spojenych s adipogenezi a zanétem v bilé tukové tkani. Razné pilotni
studie naznacuji, Ze extrakt CGA ziskany z neprazené kavy by mohl sniZovat postprandialni
glykemii nebo vstifebavani glukdzy v tenkém stievé. Dale se v literatute spekuluje, ze by tento
extrakt mohl meénit hladiny adipokinii. Velkym problémem zatim je i stanoveni optimalni
davky extraktu CGA 1 jinych latek v ném obsazenych. Komplikaci mtize byt kofein, jehoz
vysoké davky mohou zpiisobovat bolesti hlavy, diurézu, zaludecni obtize, nervozitu,
nespavost, uzkost, zvonéni v uSich ¢i arytmie. Navic by mohl kofein v potravinovych
dopliicich byt kontraindikovén S jinymi, Zivotné dulezitymi, 1éCivy.

Utinky kavy

Nazory na ucinky kavy na lidsky organismus se riizni a to jak u laické, tak i odborné
vetejnosti. V nasledujici kapitole jsou shrnuty soucasné poznatky na nejcastéji sledované a
diskutované ptisobeni kavy a jejich slozek na zdravi ¢loveka.

Osteoporoza

Je metabolické onemocnéni vyznacujici se snizenou hustotou kosti, zménami v jejich
mikroskopické stavbé, a tedy zvySenim rizika zlomenin. Pfi€inou muize byt podvyziva,
nedostatek pohybu, stoupajici vék nebo hormonalni vlivy (menopauza nebo nadbytek
glukokortikoidl). Mezi rizikové faktory je fazena také nadmérna konzumace alkoholu a
koufeni. Vliv kavy, resp. kofeinu byl a je Casto diskutovan. Negativni vliv kofeinu na kosti
zdravych jedinct popiraji jak neékteré epidemiologické, tak experimentalni studie. Focking et
al. (2005) ukazali na tkanovych kulturach lidskych osteoblastl, ze kofein v osteoblastech
vyrazné zvySuje aktivitu receptoru pro glukokortikoidy, a tim az nékolikandsobné zvySuje
jeho tucinek. Koncentrace glukokortikoidii v organismu je vyrazné zvySena pii stresu,
pfi n¢kterych poruchach hypofyzy a nadledvin, ale také se glukokortikoidii vyuziva jako 1€kt
v imunologii. I kdyZ nékteré studie ukdzaly, Ze konzumace napoji obsahujicich kofein mize
byt spojena s vyznamnym zvysenim rizika osteopordzy, piesna tloha kofeinu v ubytku kostni
hmoty a zvyseného rizika fraktur je kontroverzni.
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Nekteré experimentalni prace napiiklad poukazuji na zhorSenou schopnost rekonstrukce
kostni tkané po extrakci zubu. Autofi dopliuji, ze ucinnost kofeinu na ubytek kostni tkané
muze byt dana specifickym genotypem (napf. receptor pro vitamin D), ale také koncentraci
cirkulujicich glukokortikoida.

Riziko zubniho kazu

Je znamo, ze k&dvova zrna, at’ jiz prazena nebo neprazend, obsahuji také antibakterialni slozky.
Experimentalné, v podminkach in vitro, bylo prokazano, ze kava zabranovala pfichyceni
hlavniho ptivodce zubniho kazu — bakterie Streptococcus mutans — K zubnimu povrchu a
vykazovala vyrazné antibakteridlni G¢inky. Za tyto vlastnosti nejsou odpovédné jen pfirozené
se vyskytujici slozky kavy, ale i slozky vzniklé prazenim, nebot’ vzorky zelenych kavovych
bobl byly vyrazné¢ méné aktivni nez odpovidajici vzorky kévy prazené. Instantni kéva
K zubnimu povrchu. Mezi kofeinovou a bezkofeinovou kavou naproti tomu nebyl v tomto
sméru zjistén zadny rozdil. Pfichyceni bakterii, a tim i vzniku plaku a zubniho kazu,
zabranovaly velmi G¢inné zejména trigonellin (slozka, kterd nejvice pfispiva k chuti i vini
kavy) a kyselina nikotinova (Daglia et al. 2002).

Alzheimerova a Parkinsonova choroba

Soucasné experimenty ukazuji, ze adenosinovy receptor hraje dilezitou roli také v modulaci
kognitivnich funkci. Prospektivni epidemiologické studie ukézaly korelaci mezi konzumaci
kavy a snizenim rizika Parkinsonovy choroby u muzii i Zen, av§ak pouze u téch, které nebyly
substituovany estrogenovou terapii. Kéva zlepSovala kognitivni funkce 1 u pacientl
s Alzheimerovou chorobou a u starnouci populace. Eskelinen et al. (2009) prokazali, ze lidé,
kteti ve stfednim veku pili denné 3 — 5 §alkt kavy, maji nizsi riziko demence a Alzheimerovy
choroby v pozdnim véku, v porovnani s témi, kdo nepili kavu vibec. Narist demence a
Alzheimerovy choroby ve starnouci populaci se stavd velkym problémem vetejného
zdravotnictvi a to uZ 1 proto, Ze chybi u¢innd kurativni lécba. Vzhledem k tomu, Ze kava nebo
¢aj jsou béZnou soucasti denniho rezimu vétsiny lidi, stavaji se objektem zajmu raznych studii
sledujicich potencidlni terapeuticky efekt latek vnich obsaZzenych. Dlouhodoba
epidemiologickd studie CAIDE (Cardiovascular Risk Factors, Aging and Dementia Study)
potvrdila ptfiznivy Uc¢inek kavy (3 z 5 studii) proti snizeni kognitivnich funkci, demenci a
Alzheimerové€ chorobé. Protektivni G¢inek ¢aje byl o poznani niz8i. Konzumace 3 - 5 §alkl
za den ve stfednim véku sniZovalo riziko vzniku demence a AD aZ o 65 % v pozdnim véku.
Studie na AD transgennich mysi ukdzala, Ze dlouhodobé podavani kofeinu chrani
pted kognitivnimi poruchami a redukuje mnozstvi f -amyloidu, ktery hraje v etiopatogenezi
tohoto onemocnéni vyznamnou roli, nebot’ jeho ukladani v mozkové tkédni vede k tvorbé tzv.
Alzheimerovskych plakid. V oblasti plakd dochazi k neurodegeneraci a odumiranim neurontl.
Tento efekt vykazovala pouze kava s kofeinem, nikoli bezkofeinova a také podéavani
theofilinu (z ¢aje) nebylo v terapii u¢inné (Cao et al. 2011).

Diuréza

Bylo prokazano, ze kofein ma mirny diureticky ucinek. Stookey (1999) zjistil, ze ztrata
tekutin po pfijmu 1 mg kofeinu ¢ini 1,17 ml vody. Tento fakt mlze byt rizikovy zejména
u energetickych népoji, ve kterych je kofein obsazen ve vysokych davkach a jejichz
konzumace byva castd pii sportovnich aktivitdch, pii kterych mohou zvySovat riziko
dehydratace. V moci po vysokych davkach kofeinu (nad 400 mg/den), které jsou vSak spiSe
v energetickych napojich nez v kave, stoupa koncentrace hotc¢iku, sodiku, drasliku, fosfatu,
kreatininu, chloridu a také vapniku, coz zvySuje riziko vzniku osteoporozy (Popkin et al.
2006). Bézna konzumace kavy (do 300 mg kofeinu/den) dehydrataci nezptisobuje.

-13 -



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

Ob¢éhova soustava

Castym agrumentem, pro¢ nekonzumovat kavu, je jeji mozny vliv na zvySovani krevniho
tlaku (TK) a zvySeni rizika infarktu myokardu. Z experimentalnich i klinickych studii je
prokazano, ze kofein zvysSuje koncentraci latek aktivujicich sympaticky nervovy systém
(adrenalin, noradrenalin a kortizol). Je vSak nutné rozliSovat vliv jednordzové davky kofeinu,
ktera i u normotenznich jedincii zvySuje systolicky a diastolicky TK o 3 — 14 mm Hg, a vliv
dlouhodobé konzumace, pfi niz ¢asem dochazi k jeho toleranci. Na zvySeni TK ma prukazné
vétsi vliv kofein samotny nez kava, nebot’ kofein podavany ve formé tablet zvySoval TK
Ctyfikrat vice nez piti kavy se shodnym obsahem kofeinu (Greenberg et al. 2006). Naproti
tomu kdva mize mit na regulaci krevniho tlaku vliv pozitivni, a to tfeba diky CGA, ktera je
v ni nejvice zastoupenym polyfenolem s vyraznym antioxidacnim tc¢inkem. Bylo prokazano,
ze podavani chlorogenové kyseliny pacientim s mirnou hypertenzi snizovalo jiz po 12
tydnech systolicky TK o 10 mm Hg a diastolicky TK o 7 mm Hg, snizovalo koncentraci
homocysteinu, zlepSovalo endotelialni funkce a vazodilataci. CGA zpomaluje vydej glukozy
Zjater a snizuje vstiebavani glukézy ze stfeva, zatimco podévani samotného kofeinu ma
ucinky opacné (Bonita et al. 2007). Dokonce bylo zjisténo, Ze konzumace kavy tlumila
zvySovani krevniho tlaku zptisobené konzumaci alkoholu. Epidemiologické studie ukazuji, ze
konzumace méné nez 5 $alkli za den nezvysuje riziko infarktu myokardu, avsak vyssi davky
byly se zvySenym rizikem spojené.

Vedle obehové soustavy plsobi kofein i na respirac¢ni systém. V nizkych davkach (5 mg/lkg
thm.) mirn€ zlepSoval aZz na 4 hodiny ¢innost dychacich cest u astmatikid. Lze ho tedy
povazovat za slabé bronchodilatans, stejné jako chemicky podobny theofilin.

Kancerogeneze

V literatufe byva diskutovan vliv kavy, resp. kofeinu na riziko vzniku karcinomu, ale
vysledky studii jsou zatim velmi nejednotné a nejsou objasnéné ani mechanismy ucinkd.
U lidi pijicich kdvu v porovnani s témi, co ji nepiji viibec, bylo v n€kterych studiich zjisténo
mirn¢ zvySené riziko vzniku karcinomu mocového méchyfe, v jinych je ale tato teze
vyvracena. U potkanli podavani kofeinu plsobilo preventivné u karcinomi prsnich zlaz,
avSak u lidi tyto asociace prokdzany nebyly. Autofi téchto studii nevylucuji, Ze riziko vzniku
karcinomii miize byt z velké miry ovlivnéno koufenim, stresem a hlavné genetickou zatézi.
Na konci 80. let bylo zjiSténo, Ze za pozitivni u€inky, jimiz zelend 1 praZzend kava pozitivné
pusobily, mohou diterpeny cafestol a kahweol v nich obsazené. Riziko vzniku glioml a
kolorektalniho karcinomu u lidi bylo konzumaci kdvy naopak ovlivnéno ptiznivé. Kofeinova 1
bezkofeinova kava totiZ zvySuje motilitu stfev (Michels et al. 2007).

Cholelitiaza

Metabolické studie ukézaly, ze kéava ovliviiuje hepatobiliarni procesy, které se podili
na tvorbé zZlucovych kament z cholesterolu. Piti kofeinové kavy pisobilo preventivné pied
vznikem cholelithidzy u lidi i experimentalnich modelt. Kava stimuluje kontrakce zlu¢niku,
sekreci zalude¢ni kyseliny, motilitu kolonu a zrychluje metabolismus traveni. Na druhé strané
kava zplsobuje paleni Zahy a podnécuje gastroesofagedlni reflux, ktery vSak neni asociovan
s dyspepsii.

Zrak

V soucasné dob¢ probihaji studie, ve kterych je sledovana schopnost kofeinu inhibovat formy
reaktivniho kysliku, které indukuji oxidac¢ni stres Vv ocni Cocce, a chranit tak oko
pted vytvarenim katarakty.
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Gravidita a laktace

Kofein mé schopnost prostupovat placentou do krevniho fecist¢ plodu a pozdéji prechézi i
do matetfského mléka. Existuji obavy, Ze kofein by mohl retardovat riist v obdobi tzv.
otevieného okna vyvoje plodu a indukovat spofivy fenotyp, ktery v dospélosti vyusti
v metabolické poruchy spojované s diabetem 2. typu. Retardace rustu plodu byla zjisténa
pti po konzumaci vice jak 6 $alkti kavy za den. Bylo zjisténo, Ze spontanni potraty nejsou
vazan¢ pifimo na spotfebu kavy, ale byvaji dany genetickou vybavou souvisejici
s metabolismem kofeinu (cytochrom P450 fenotyp CYP1A2). Zeny s geneticky zakodovanym
pomalym metabolismem kofeinu maji vyssi riziko spontdnnich potrati a vykazuji silngjsi
statistickou vazbu mezi spotiebou kofeinu a spontannimi potraty. Cetné studie prokazuji, ze
davka 150 mg kofeinu za den (2 — 3 Salky kavy) je bezpecna, nezplisobuje spontdnni potraty,
nebrzdi intrauterinni rist a nenarusuje vyvoj plodu (Clauson et al. 2008). Stejnd omezeni plati
I V ptipadé€ zen, které koji. Déti Zen, jez konzumovaly vétsi mnozstvi kavy, byly podrazdéné a
trpély nespavosti.

Diabetes 2. typu

Protektivni vliv kavy byl prokdzan na riziko vzniku diabetu v rozsahlych, rozli¢né
designovanych, studiich &itajicich statisice lidi. Zeny po menopauze reagovaly na kavu stejné
jako muzi. Konzumace bezkofeinové kavy byva spojovana sice s mirnéjSim sniZzenim rizika
diabetu, avsSak i z téchto vysledk lze usuzovat, ze k redukci rizika ptispivaji téz jiné latky nez
kofein samotny. Pouze v malém poctu studii nebyl sice protektivni G€inek kdvy prokazan, ale
soucasn¢ nebyl pozorovan ani jeji negativni vliv na krevni tlak nebo riziko diabetu. ZvySené
riziko zhorSené glukdzové tolerance byl zaznamenan u osob konzumujicich vice jak 5 Salki
kavy za den. Na rozdil od kavy, ktera obsahuje kromé kofeinu fadu dalSich latek, jednorazové
podani samotného kofeinu v davce odpovidajici 2 — 3 Salkim kavy zvySilo glykémii
v disledku sniZzeného vyuziti glukozy ve tkanich. Negativni Gi€inek kavy byl priikazné zjistén
pouze V piipad€, Ze byla kéva pfipravovana varem bez filtrace nebo vyluhovana po zaliti
vafici vodou. Takovy néapoj obsahuje diterpeny kafestol a kahweol, které snizuji syntézu
ZluCovych kyselin, zvySuji koncentraci LDL-cholesterolu vséru o 8 - 10 %, zvySuji
oxidabilitu lipoproteinovych LDL ¢astic, a tim i jejich aterogenitu (Bonita et al. 2007).

U pacientil s jaterni fibrozou piti dvou §alkti kavy po dobu 6 mésicii redukovalo projevy
tohoto onemocnéni. Kofein z jinych zdroji nez z kdvy tento pfiznivy Gc¢inek nevykazoval.
Pfiznivé ucinky kavy byly zjiStény u pacientd s chronickou hepatitidou C, kde kava sniZzovala
jaterni enzymy (ALT, AST), C-reaktivni protein pii zvySené konzumaci alkoholu a progresi
onemocnéni (Kawaguchi et Sata 2010).

Vlastni experiment

S ohledem na snahu detailngji prozkoumat mechanismy, kterymi by kava mohla pozitivné
plisobit na metabolismus sacharidi a lipidd, cilem na$i studie bylo sledovat ucinky
dlouhodobého podavani kavy u experimentdlntho modelu metabolického syndromu -
u hereditarné hypertriglyceridemickych potkantt (HHTg). Tento kmen potkanii vykazuje
vedle poruch lipidového metabolizmu 1 vyraznou rezistenci tkani k G¢inku inzulinu,
hyperinzulinémii a mirnou hypertenzi. Metabolické abnormality jsou potencovany dietou
s vysokym podilem sacharézy nebo fruktézy. Zvifatim byla kdva podavéana ve form¢ napoje
ptipraveného z mleté zrnkové kavy ve standardnim piekapavaci s filtrem po dobu 10 tydnu
v davce odpovidajici spotfebé kavy u lidi.

Glukézova tolerance byla sledovdana pomoci oralniho glukézového tolerancniho testu,
koncetrace triglyceridii ve svalech a jatrech byly stanoveny po extrakci z homogenatu tkani.
Syntéza glykogenu byla sledovana ve svalové tkani podle inkorporace *C-U-glukézy
do glykogenu. Senzitivita tukové tkané k ucinku inzulinu byla méfena podle inkorporace
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14C-U-glukézy do lipidd v tukové tkani inkubované bez inzulinu nebo s inzulinem
(250 pU/ml). Oxidace mastnych kyselin byla stanovena in vitro podle inkorporace
C — palmitatu do CO,. Lipolyza v tukové tkani byla sledovana podle uvolfiovani
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) in vitro pfi inkubaci tkané bez a s adrenalinem
(250pg/ml). Koncentrace triglyceridl, inzulinu, glukozy a NEMK v séru byly stanoveny
komeréné dostupnymi soupravami.

Pouzita davka kavy v nasich pokusech neovlivnila télesnou hmotnost ani hmotnost visceralni
tukové tkané a nase vysledky tak nepodpoftily jednu z hypotéz, podle niz je pfiznivy vliv kavy
disledkem poklesu télesné hmotnosti a ubytku tukové tkédné. NaSe vysledky naznacuji, Ze
pozitivni U€inky kavy mohou souviset se zmenSenou velikosti adipocytl, na kterou lze
usuzovat podle zvysené koncentrace bilkovin v tukové tkani. Mensi velikost adipocyti muize
byt disledkem ubytku triglyceridi pfi zvysSené lipolyze nebo dusledkem tvorby novych
metabolicky aktivnéjSich bunék. Svéd¢i pro to zvySend bazilni 1 inzulinem stimulovana
utilizace glukdzy v tukové tkani. Nejvyraznéjsi zmeénou v nasi studii bylo zvySené bazalni i
adrenalinem stimulované uvolilovani NEMK z tukové tkané (bazélni: 1,18 £ 0,13 umol/g vs
1,18 umol/g £+ 0,13, p < 0,001, stimulovana: 1,61 pmol/g + 0,11 vs 2,28 umol/g + 0,14,
p < 0,01). Moznym mechanizmem, kterym kofein v kévé zplsobuje zvySeni lipolyzy je
zvySena sekrece katecholaminii nebo pilsobeni na adenosinové receptory. Kofein
(1,3,7-trimethylxantin) je metabolizovan na dimethylxantiny: paraxantin, theofylin a
theobromin, jejichz podobnd struktura jakou ma adenosin jim umoziuje vézat se
na adenosinové receptory a pres cAMP zvysSovat lipolyzu. Zvysené uvolnovani NEMK
z tukové tkané nezvysilo sérové koncentrace NEMK, pravdépodobné v disledku jejich
zvySené oxidace v jatrech a ve svalové tkani. Stim muze souviset i niz$i akumulace
triglyceridii v jatrech u skupiny potkant, které byla podavana kava. V nasem experimentu
podavani kévy snizovalo utilizaci glukézy ve svalové tkani pravdépodobné v disledku
zvySené oxidace mastnych kyselin. Nicmén¢ snizend utilizace glukozy ve svalech byla ziejmé
kompenzovéna zvySenou utilizaci glukozy v tukové tkani, takze glukdzova tolerance nebyla
negativné ovlivnéna a snizené hladiny sérového inzulinu svéd¢i pro zlepSeni inzulinové
rezistence.

Soucasti poruch provazejicich metabolicky syndrom je zvySeny oxidacni stres, ktery se miize
podilet na rozvoji inzulinové rezistence a jejich kardiovaskularnich komplikaci. NaSe nalezy
pozitivniho u¢inku kdvy na aktivitu antioxidac¢nich enzymi a produkci lipoperoxida v séru a
vV myokardu naznacuji jednu z moznosti, kterd se mize uplatnit v u€incich kavy na snizeni
rizika rozvoje diabetu.

Z vysledku vyplyva, ze v mechanizmu G¢inku kavy na snizZeni rizika rozvoje diabetu se mtize
uplatnit zvySena senzitivita tukové tkané k ucinku inzulinu, sniZend akumulace triglycerida
Vv jatrech a zvySend aktivita antioxidacnich enzymu.

Shrnuti

Lze konstatovat, ze kava v davce 3 - 5 Salkd o objemu 150 ml (tj. < 300 mg kofeinu) za den,
nepiedstavuje zdravotni riziko pro zdravé jedince nebo ty, kterym neni nutné omezit tento
napoj z jinych zdvaznych diavodi (precitlivélost na kofein, kontraindikace s 1é¢ivy). Negativni
disledky mize mit konzumace kavy v dennich davkéach piesahujicich 500 mg kofeinu.
Opatrnost je na misté v piipadé energetickych ,,soft napoju konzumovanych ve velké mife.
Obsahuji jak vysoké davky samotného kofeinu, tak velké mnozstvi sachar6zy, kterd zvysuje
riziko obezity, metabolickych poruch a hypertriacylglyceridémie vedoucich k rozvoji diabetu
2. typu.

Podpoieno MZ CR RVO (, Institut klinické a experimentalni mediciny-IKEM, IC 00023001 )
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MILD HYPERHOMOCYSTEINEMIAS (>30UMOL/L) CAUSED BY FOLATE
DEFICIENCY DUE TO POLYMORPHISM OF MTHFR C677T AND A1289C IN
PATIENTS FROM METABOLIC UNIT WITH CARDIOVASCULAR RISK

J. Hyanek, V. Matoska, L. Dubska, B. Mikova, H. Pejznochova, J. Dvorakova,
L. Taborsky, V. Martinikova, J. Privarova

Dept. Clinical Biochemistry and Metabolic Unit in Hospital,, Na Homolce* Prague

Introduction

In a cohort of patients with high cardiovascular risk and hypercholesterolemia attending
within last 15 years our metabolic unit, the authors detected and metabolically distinguished
the group possessing with the mild hyperhomocysteinemia (mHHC) > 30umol/l caused by
deficiency of plasmatic folate (PF) This type of deficiency is caused by decreased enzyme
activity of methylentetrahydrofolate reductase (MTHFR) due to its polymorphism in genome
mutation - genotype C677T or A1298C. Supplementation with folic acid effectively increased
the PF and accordingly decreased the plasmatic total homocysteine (tHcy). The frequency of
MTHFR deficiency in Czech population is similar to populations Nordeuropean or
Nordamerican.

Patients and Methods

44 patients (20 - 70 yrs) were selected from 156 molecul.geneticaly confirmed patients as
homozygote or heterozygote for MTHFR polymorphism 677 C > T or 1298A > C with tHcy
> 30 umol/l and high Risk Score; out of routine biochemical and haematological analyses -
accompanied following investigations were also performed: plasmatic folate (PF), folate in
erythrocytes (EF), holotranscobalamin (HTC), methylmalonic acid (MMA), pyridoxal
phosphate, methionine (Met), cystathionine (Cystat), adenosylmethionine (adoMet),
adenosylhomocysteine (adoHcy).

Patients with increased creatinine, epileptics on barbiturates,diabetics,vegans and vegetarians
and vitamins ,,eaters” were excluded. Therapeutical supplementation with 5 - 10 mg Acidum
folicum (Léciva/Zentiva) / weekly. 30 healthy blood donors from transfusion bank were used
as healthy control.

Lipid spectrum and tHcy performed on analysers Unicel DxC800 a LX 20 Beckman Coulter.
Apo B and immunochemical estimated on analyser Immage 800 Beckman Coulter.
Haematological analyses on XE 5000 Sysmex, HTC immunoanalytical MEIA on Architect
2000 Abbot. PF a EF with CLIA method on analyser Cobas e411 Roche. Pyridoxal phosphate
on HPLC Agilent, MMA on HPLC or GC/MS analysers of Institute for Inherited Metabolic
Disorders 1st Medical Faculty, Charles University Prague. Mol. genetic analyses of MTHFR
polymorphism performed with PCR amplification and High Resolution Melting analyses.
Statistical evaluation on analyser STAPO with p > 0.001 significance (RNDr. M. Dostal,
DrSc. IEB CAV Prague).

Results

The mutation of MTHFR C677T in TT homozygotes proved as causal for mHHC in 69 % of
patients; modulatory significant in 88 % of patients. The cohort of homozygotes or
heterozygotes show significantly higher tHcy concentrations and decreased levels of PF and
EF (p > 0.001). Correlation coefficient for TT: - 0,853; for CT: - 0,653; for healthy controls:
+ 0,235. 14 % of selected patients possessed with both mutations of MTHFR polymorphism
in heterozygotic form. All patients were positively influenced by recommended doses of folic
acid but the normalization of increased plasmatic level of tHcy or of decreased PF was
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different and individual from patient to patient. The study is accompanied by patients case
history descriptions of myocardial infarctions, strokes ,spina bifida including positive
pedigrees of their families and effective therapeutic monitoring.

Discussion

In spite of the fact that Norwegian Vitamin Trial (NORVIT), Westnorwegian Vitamin Trial
(WENBIT) a Hordaland Homocysteine Studies refused without any causal or metabolic
explanation hyperhomocysteinemia treated with B-vitamins as ineffective for diminishing
factor of cardiovascular risk (1,2,3). The increased levels tHcy > 30 umol/l remains the strong
predictor of CVD risk and needs the appropriate metabolic evaluation esp. in patients
suffering from other risk factors as smoking, incipient renal disease, hypercholesterolemia,
hypertension, diabetes etc. (4,5,8). The detection of TT homozygosity of MTHFR
polymorphism in population is relatively common (10 - 15 %) and accelerates metabolic
dysbalance, because TT individuals develop elevated tHcy more easy under conditions of
impaired folate status. mHHC diagnostic significance has been proved also in recurrent early
pregnancy loss, placental abruptions, neural tube defects and preeclampsias (2,3,8). Incidence
of CVD complications is different in different ethnical groups esp.

Japanese or Turkish, where the strong association of TT genotype with CVD was repeatedly
observed (6,7). Metaanalysis of 107 MTHFR studies by Wald et al. stress the causal effect of
high tHcy on ischemic heart disease and it has not been till now explained reasonably by
publication bias - for example most of patients in the above mentioned trials took aspirin
which might negate the antiplatelet effect of lowering of tHcy concentration, living style has
not been respected etc. (5,6).

Conclusion

Hyperhomocysteinemias from the deficiency of plasmatic folate due to MTHFR TT
homozygosity is the 3rd group of hyperhomocysteinemias detected in our Slavonic population
(1st renal insuficiency, 2nd vitamin B12 deficiency). It is very easy treatable by folate
supplementation and that’s why it needs more diagnostic attention of physicians esp.
internists, cardiologist, nephrologists, paediatricians, neurologists and perinatologists ect.
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TRIACLGLYCEROLY A KARDIOVASKULARNI CHOROBY
TRIACYLGLYCEROLS AND CARDIOVASCULAR DISEASE

L. Kazdova, H. Malinska, V. gkop, J. Trnovska, I. Markova, M. Huttl

Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Abstract

The specific role of triacylglycerols (TAG) in cardiovascular diseases has long been
controversial. In recent years renewed interest has been stimulated by epidemiological
evidence showing that raised TAG or TAG-rich lipoproteins may be involved in the
pathogenesis of cardiovascular disease. It is difficult conclude, that TAG are independent risk
factor since hypertriacylglycerolemia is associated with another factors of metabolic
disorders: low level of HDL, elevated levels of small dense LDL particles, obesity or insulin
resistance. Complication factor is related to fasting versus postprandial measurements of
TAG. Recent studies suggested that nonfasting blood TAG may be a better risk marker for
cardiovascular risk. Different studies showed that chylomicron and VLDL remnant particles
are able to penetrate into arterial wall and accelerate cardiovascular disorders.

Problematice hypertriglyceridémie je v poslednich letech vénovdn zna¢nd pozornost

vzhledem K ptibyvajicim dikazim o jeji ucasti v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni

(KVO). Je zajimavé, ze jiz pted vice nez 30 lety publikoval Zilversmit (1979) hypotézu o

vlivu zvySenych postprandidlnich hladin triacylglycerolti (TAG) a remnantnich lipoproteinti

na rozvoji aterogeneze. V pozdgjsich letech byla v souvislosti s kardiovaskularnimi

chorobami pozornost vénovan pievazné LDL cholesterolu, ktery je nejvyznamné;si pfi¢inou

KVO aje i cilem pro prevenci a terapii. Pfispéla k tomu zejména:

1) identifikace mutaci LDL receptori jako ptic¢ina familialni hypercholesterolémie — coz bylo
ocenéno udélenim Nobelovy ceny v r. 1985 dr. Brownovi a Goldsteinovi

2) poznatky o tvorbé oxidativné modifikovanych LDL a jejich tcasti na tvorbé aterogennich
1ézi

3) objev statini jako ucinné terapie hypercholesterolémie a jejich negativnich dasledku

V pribéhu let se ukdzalo, ze 1 kdyz 1é¢ba statiny prispé€la k poklesu incidence KVO, stale
zustava morbidita a mortalita na kardiovaskuldrni choroby vysoka, coz svéd¢i pro ucast
dalSich rizikovych faktorti v rozvoji téchto nemoci.

Vysledky tady studii ukazaly, ze vyznamnym faktorem, ktery ptispiva ke KVO jsou zvySené
hladiny TAG (Miller et al. 2015). Otazka zda izolovana hypertriacylglycerolémie je
rizikovym faktorem KVO je po fadu let pfedmétem diskuzi, protoze je komplikovana
soucasn¢ zvysSenymi hladinami sérovych TAG, snizenymi hladinami HDL cholesterolu a
fadou dalSich metabolickych poruch vcetné obezity, inzulinové rezistence, zanétem a
ektopickym ukladanim lipidii. Nalezy z recentnich studii, které zpochybnily vyznam nizkych
hladin HDL cholesterolu jako pfi¢iny rozvoje KVO, stimulovaly zajem o tlohu TAG a jejich
degradac¢nich produkti v patogenezi kardiovaskularnich poruch.

Jaké jsou dikazy pro ulohu TAG v rozvoji KVO?
Epidemiologické nalezy

Prvni meta-analyza uvetejnéna v r. 1996 ukazala, ze zvySené koncentrace TAG v la¢ném
nebo postprandidlnim stavu byly asociovany se zvySenym rizikem CHD a to i po Gpravé na
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HDL cholesterol (Hokanson and Austin 1996). I pozdéji publikované meta-analyzy a dalsi
klinické studie studie (Women's Health Sudy, Copenhagen City Heart Study, Emerging Risk
Fctors Collaboration -3320430 induviduals) potvrdily zvySené riziko ischemické choroby
srdecni pii zvySené lacné a postprandialni hypertriglyceridémii. Tyto a dalsi studie ukazaly,
ze zvysené hladiny laénych TAG vyssi nez 2,2 mml/l zvySuji riziko KVO.

Méreni TAG Vv la¢ném nebo v postprandialnim stavu?
Tradi¢né jsou sérové lipidy méfeny u pacienti po nocnim lac¢néni. V nékterych zemich,
k nimZ patii napfiklad Dansko, kde jsou od roku 2009 méfeny hldiny plazmatickych TAG
Vv postprandialnim stavu a ptresahuje-li zjisténa koncentrace hodnotu 4 mmol/l, jsou u téchto
jedinct navic méfeny TAG i v laéném stavu. Piednosti toho zptisobu zjistovani hladin TAG
jsou:

a) Vétsi moznosti stanoveni TAG napiiklad pfi béZné navstéve u Iékaie

b) postprandialni lipidy 1épe jsou lepsimi prediktory rizika KVO

c) jsou lepsim indikatorem pramérné koncentrace TAG, vzhledem k tomu, ze lidé jsou,

krom¢ kratké doby rano, vétsinu dne v postprandialnim stavu

Ptijem potravy ve form¢ bézné snidané ovliviiuje hladiny TG v rozmezi 0,2 — 0,4 mmol/l, coz
neni zadvazné z klinického hlediska (Langsted et al. 2008).

Stanoveni krevnich koncentraci TAG Vv lacném stavu ma také opodstatnéni:

a) koncentrace TAG jsou stabilngjsi

b) kalkulace LDL cholesterolu podle Friedewaldovy rovnice byla vytvofena
pro stanoveni laénych hodnot. Tento argument neni aktudlni pti pouziti modifikované
verze nebo pii piimém stanoveni LDL cholesterolu (Martin et al. 2013)

c) dalsi metabolické parametry (napt. glukdza) jsouy rovnéz méfeny v laéném stavu.
Nicméné, v souCasné dobé je pro hodnoceni davana prednost glykovanému
hemoglobinu (HbA1c), ktery neni nutné stanovit v laéném stavu

d) méfeni krevnich koncentraci TAG po oralni tukové zatézi (75 g tuku, 25g sacharidu,
lg bilkovin) je ukazatelem spiSe postprandidlnich hladin, nikoliv primérné
koncentrace TAG (koncentrace TAG < 2,5 mmol/l je povazovana za normalni
hodnotu).

Populacni distribuce hypertriglyceridémie
Normalni hodnoty: < 1,7 mml/I

Hrani¢ni 1,7 - 2,3 mmol/l
Vysoké 2,3 -11 mmol/l
Velmi vysoké 11 - 22 mmpl/I
Velice zavazné > 22 mmol/l

Podle epidemiologické Kodaiiské studie ,,Copenhagen General Population Study* je
v Dansku u 27 % obyvatel hladina TAG 2 - 10 mmol/l, 0,1 % obyvatel ma zavaznou
hypertriacylglycerolémii > 10 mmol/l. (Langstet et Nordestgaard 2011).
V USA 31 % populace ma TAG > 1,7 mmol/l,

16 % populace ma TAG > 2,3 mmol/l

1,1 % populace ma TAG > 5,5 mmol/Il
V USA byla hypertriacylglycerolémie zjisténa u 16 % mladistvych ve véku 18 - 19 let.
Mirmné zvySené hladiny TAG > 1,7 — 55 mmol/l jsou spojeny svys§im rizikem
kardiovaskularnich poruch. Naproti tomu koncentrace TAG > 11 mmol/l nejsou spojeny
s KVO, ale zvysuji riziko pankreatitidy.
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Priciny hypertriacylglycerolémie

Na mirné zvy$ené koncentraci krevnich TAG se podili vlivy genetické a Zivotniho styfu.
Mirné zvysené koncentrace TAG (2,2 — 5,5 mmol/l) jsou vétSinou multigenni, kdy dochézi
K interakci faktorti zivotniho stylu s vice jak 30 geny. K tomu dochazi pfi obezité, snizené
fyzické aktivité, nadmérné konzumaci alkoholu, nadmérném energetickém piijmu a diabetu 2
typu nebo pfi lipoystrofii. (Hegele et al. 2013).

Vzacngjsi jsou autozomalni monogenni poruchy, pii kterych hladiny TAG jsou zvySena
na > 11 mmol/l a které souvisi se Sesti rozdilnymi geny — LPL, APOC2. APOAS, LMF1,
GPIHBP1 and GPD1.

Pri¢inami velmi vysokych koncentraci krevnich TAG (> 11 mmol/l), které mohou byt
asociovany s pankreatitidou mohou byt faktory:

- genetické (deficience LPL, apoCll, apoAV, familialni hypertriacylglycerolémie)

- metabolické poruchy (hypothyreodismus, nedostate¢né kompenzovany insulin

- dependentni diabetes

- farmakologické (steroidy, alfa-interferon, inhibitory proteaz a fada dalsich farmak)

Patofyziologie hypertriacylglycerolémie

Hypertriacylglycerolémie muize byt dusledkem:

- abnormalni produkce VLDL v jatrech a syntézy chylomikronil ve stfevé

- zvySené de novo syntézy TAG V jatrech pfi zvySeném piijmu sacharozy/fruktozy
- dysfunkce lipolyzy mediované lipoproteinovou lipazou

- zhorSeného odstrafiovani remnantnich lipoproteinti

Metabolické dusledky hypertriacylglycerolémie

Zvysené hladiny cirkulujicich TAG v dusledku jejich zvySené produkce nebo snizené¢ho
katabolismu pfimo ovliviuji sloZzeni a metabolismus nizkodenzitnich lipoproteint (LDL) a
HDL. Piikladem mohou byt zvysené hladiny TAG pfi inzulinové rezistenci. V disledku
akcentované lipolyzy z adipocytli dochazi ke zvySenému transportu mastnych kyselin do jater
a ke zvySené sekreci VLDL. Soucasné dochazi k aktivaci cholesterolester transfer proteinu
(CEPT), ktery zvySuje obsah TAG v LDL. TAG v téchto ¢asticich jsou hydrolyzovany jaterni
triglyceridovou lipazou (HTGL) za vzniku malych LDL a modifikovanych dysfunkénich
HDL castic. Mal¢ LDL c¢astice jsou proaterogenni — m.j. snadnéji podléhaji oxidativni
modifikaci, Tyto zmény jsou soucasti mechanizmu, kterym se hypertriacylglycerolémie podili
na rozvoji kardiovaskularnich poruch (Boullartet al. 2012).

Aterogenicita lipoproteini bohatych na triacylglyceroly (TRL)

I kdyz TAG nejsou klasickym rysem aterogeneze, vzhledem k tomu, Ze jejich hlavnim
pusobenim je tvorba energetickych zasob nebo jejich vyuziti v myocytech a dalSich butikach
jako zdroj energie, mohou jejich lipolytické degrada¢ni produkty — remnantni lipoproteinové
castice (RLP) pronikat do arteridlni stény a tvofit pénové buiikky podobné jako aterogenni
LDL castice. Aterogenicita TRL byla prokdzana v fadé klinickych observacnich studii.
Remnantni lipoproteinové Céstice jsou obsazeny zejména v postprandildni plazmé osob se
zvySenymi hladinami TAG. Studie na experimentalnich modelech - makrofazich a
endotelidlnich buiikkdch - ukédzaly, Ze RLP podporuji zénét, tim, Ze zvySuji expresi
prozanétlivych gent (IL-6, adheznich a chemotaktickych molekul), expresi koagulacnich
faktorli, snizuji ateroprotektivni a protizadnétlivé ucinky HDL. Jinym ptikladem mechanismu
zapojeni TRL V procesu aterogeneze je piitomnost apoClIIl, ktery podporuje proaterogenni
mechanizmy v makrofazich a endotelialnich buiikach (Proctor et al. 2004).
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V posledni dob¢é se ukazalo, Ze v procesu aterogeneze muze hrat vyznamnou roli
lipoproteinova lipaza (LPL) v makrofazich. Makrofagy v cévni stén¢ jsou jejim bohatym
zdrojem a exprese LPL muze akcelerovat aterogenezi pii interakci cirkulujicimi TRL.

Zavér

Hypertriacylglycerolémie je vyznamny rizikovy faktor KVO i kdyZ chybi pro jeji uznani jako
nezavislého rizikového faktoru tak presvédCivé dilkkazy jako je tomu v piipadé vysokych
hladin cholesterolu. Zavaznost hypertriacylglycerolémie je dana tim, Ze je spojena s dalSimi
faktory, které mohou zvySovat proaterogenni G¢inky, ke kterym patii obezita, metabolicky
syndrom, a zejména inzulinova rezistence, ktera podle nékterych studii mize postihovat az 90
% pacientll s hypertriacylglycerolémii. Rada otizek ziistiva nevyfesena a patii k nim i tak
jednoduché otazky jako je sledovani krevnich TAG Vv lacném nebo postprandidlnim stavu.
Recentni studie ukdzaly, Ze postprandidlni TAG mohou byt lepSim ukazatelem
kardiovaskularniho rizika. Na rozvoji kardiovaskuldrnich poruch se mohou podilet
chylomikrony a remnantni VLDL c¢astice nebo jejich lipolytické produkty, které mohou
penetrovat do cévni stény a indukovat zanét a dalsi proaterogenni procesy.

Studie byla podporena grantem MZ CR — RVO (“Institut klinické a experimentdlni mediciny
—IKEM, IC 0002300”)
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MASTNE KYSELINY U CHRONICKE PANKREATITIDY
FATTY ACIDS IN CHRONIC PANCREATITIS

J. Macasek, B. Staiikovd, E. Tvrzickd, M. Vecka, M. Zeman, A. Zak
1V. interni klinika 1. LF UK a VFN Praha

Abstract

Chronic pancreatitis (ChP) is a progressive inflammatory disorder characterized by the
destruction of parenchyma that is replaced by fibrous tissue. There is evidence that
deregulation of fatty acid (FA) metabolism is connected with a number of diseases. We
decided to analyze profile of FA in plasma lipid classes in patients with ChP, with 2 type
diabetes mellitus (DM) and healthy people. Pattern of FA is affected by many factors
including starvation, dietary intake and various pathological states. The aim of the study was
to analyze FA pattern in all lipid classes in all groups of patients, to elicit eventual deficiency
of essential FA and to detect relationship between clinical or biochemical disturbances and
FA profile.

Patients with ChP (n = 21), patients with ChP + DM type 3c (h = 45), and 90 healthy persons
were included in the study. Anthropometric and biochemical parameters were examined by
conventional methods. Profile of FA in plasma lipids was determined by capillary gas
chromatography.

Increased proportion of total monounsaturated FA (MUFA) in all patient groups as well as in
all plasma lipid classes was observed. We proved elevations of pamitoleic, oleic and vaccenic
acids. These changes were connected with increased A9-desaturase of palmitic and oleic
acids. We found decreased sum of n-6 polyunsaturated FA (PUFA), especially linoleic acid,
in ChP group.

Plasma lipid FA pattern in ChP patients was changed. Changes in FA profile implicated
decreased fat intake, increased lipoperoxidation and some pathophysiological mechanisms
responsible for disturbed FA metabolism in diseases and importance of appropriate nutritional
support.

Uvod

Chronicka pankreatitida (ChP) je vleklé zanétlivé onemocnéni, které vede k destrukci
parenchymu slinivky bfiSni a jeji ndhradé vazivovou tkdni. Onemocnéni je doprovazeno
zménou slozeni mastnych kyselin (fatty acids, FA). Slozeni FA v lipidech je ovliviiovano
mnoha faktory vcetné nutricniho stavu, slozeni pfijimané potravy a ptisobenim chorobnych
stavii (zanétliva a nadorova onemocnéni). Pfedmétem studia byla analyza slozeni FA
v lipidovych tfidach plasmy u pacientd s ChP, ChP s diabetes mellitus (DM) typu 3c s cilem
zjistit, se kterymi klinickymi a biochemickymi odchylkami jsou zmény FA u pacienti
asociovany.

Diabetes mellitus je obecné definovan jako stav metabolické dysfunkce s chronickou
hyperglykémii (Ewald a Bretzel 2013). Jedna se o onemocnéni s heterogenni etiologii a
v soucasné dob¢ je diabetes délen do nekolika typt (Expert Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes mellitus, 2003). V recentni literatufe je sekundarni diabetes
mellitus pii chorobach pankreatu definovan jako diabetes mellitus 3c (Ewald a Bretzel 2013).
Tato klasifikace je uzivana téZ Americkou diabetologickou asociaci (American Diabetes
Association, ADA) a Svétovou zdravotnickou organizaci (World Health Organization,
WHO). Diabetes mellitus typu 3c byl oznaCovan také jako pankreatoprivni ¢i pankreatogenni.
V soucasné dobé¢ jsou v ramci pficin tohoto typu zahrnovana onemocnéni exokrinni slozky
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pankreatu jako akutni pankreatitida, ChP, stav po pankreatektomii, hemochromatéza, cysticka
fibréza, karcinom pankreatu a dalsi (American Diabetes Association 2011). Ewald a Bretzel
(2013) uvadgji, ze v 78,5 % je pficinou chronicka pankreatitida a druhou nej€astéjsi pricinou
karcinom pankreatu. Mnoho pacient s DM typu 3c je mylné diagnostikovano jako DM 2.
typu. Byla navrzena hlavni a vedlejsi diagnosticka kritéria (Ewald a Bretzel 2013). Hlavni
kritéria, kterd musi byt vSechna splnéna, jsou:

1) piitomnost exokrinni pankreatické insuficience

2) nalez na zobrazovacich metodach odpovidajici ptislusné pankreatopatii

3) neptitomnost autoimunitnich markera pii diabetes mellitus 1. typu
Vedlejsi kritéria zahrnuji:

1) porusenou funkci B-bunék pankreatu

2) nepritomnost vyssi inzulinové resistence

3) porusenou sekreci inkretind

4) nizkou sérovou koncentraci liposolubilnich vitamint
V literatutfe dosud neexistuje konzistentni prace podrobné se zabyvajici sloZzenim FA u tohoto
typu DM.

Material a metody

Do observacni studie bylo zafazeno 156 pacientii, z toho bylo 21 pacientd s ChP + DM,
45 pacientil s ChP bez DM a 90 kontrolnich osob. Diagnéza ChP byla provedena na zakladé
klinického obrazu (bolesti bficha, dyspepsie, nechutenstvi, malnutrice, steatorea) potvrzené¢ho
minimalné¢ dvéma zobrazovacimi metodami (USG/ kontrastni CT; ERCP/MRCP a EUS)
postupem publikovanym diive (Kodydkova et al. 2013). Do studie byli zafazeni pouze
pacienti s jednoznac¢né potvrzenou diagnézou ChP. M¢éfeni fekalni elastazy (FELA) bylo
vyuzito jako nepiimy marker exokrinni dysfunkce (koncentrace fekalni elastazy < 200 ng/g)
(Ewald et al. 2009). Do kontrolni skupiny byli zafazeni zdravi dobrovolnici a pacienti
s funkénimi zazivacimi chorobami. Pro ob¢ skupiny platila stejna vylu€ovaci kritéria: 1écba
antioxidanty (farmakologické davky vitaminu C a E, allopurinol, N-acetylcystein),
suplementace PUFA n-3 a n-6, znama 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,
revaskularizani operace (v dobé < 1 rok). Déle byli vylou¢eni nemocni po prodélaném
krvaceni do GIT a systémovém zanétu (do 6 mésict). Studie byla schvalena etickou komisi
VFN al. LF UK.

Bé&Zné laboratorni parametry byly vySetieny rutinnimi metodami v Centralnich laboratotich
Ustavu lékafské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN v Praze. Slozeni FA
ve fosfolipidech plasmy bylo vysetfeno kapilarni plynovou chromatografii pojejich piedchozi
separaci preparativni tenkovrstevnou chromatografii (Tvrzicka et al. 2002). Jako parametr
oxida¢niho stresu byla méfena koncentrace konjugovanych dienti v precipitovanych LDL
(KD/LDL) spektrofotometrickou metodou (Ahotupa et al. 1996).

Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD pro parametrické veli¢iny a jako median (0,25 -
0,75 percentil) pro neparametrické veliCiny. Normalita byla testovana prostfednictvim
Shapiro-Wilkova W testu. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami a kontrolnimi soubory byly
zkoumany pomoci jedno-faktorové ANOVY s Neuman-Keulsovym post-testem.
Pro neparametrickou analyzu byla pouzita Kruskal-Wallisova ANOVA. Pro vSechny
statistické analyzy byl pouzivan program STATISTICA 10.0 (Stat Soft, CZ). Za statisticky
signifikantni byly povaZovany vysledky s p < 0,05.
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Vysledky

Antropometricka a zakladni biochemicka data sledovanych skupin jsou uvedena v tabukach
1 a 2. U pacientd s ChP + DM bylo zjisténo vyznamné zvyseni télesné hmotnosti a hodnoty
BMI. U obou skupin ChP se zvétsil obvod pasu i pomér pas/boky, obvod bokt byl snizen
u pacientu s ChP. Pfitomnost chronického zanétu pankreatu i DM muze mit vliv na distribuci
télesného tuku, kazdy z faktort vSak ptisobi odliSnym zpiisobem.

Celkova bilkovina byla vyznamné zvySena jen u skupiny ChP + DM, koncentrace albuminu
byla u obou skupin nezménéna. U pacientd s ChP jsme zaznamenali signifikantné nizsi
hodnotu kreatininémie, u skupiny ChP + DM byla tato hodnota vyznamné zvysena, stejné
jako hodnota urikémie. Z dalSich biochemickych parametrii byly u skupiny ChP zvysené
hodnoty GGT, ALP a Hcy, zvySeni onkomarkeru CA 19-9 nedosahlo statistické vyznamnosti.
U skupiny ChP + DM doslo k vyznamnému zvyseni hodnot ALT, GGT, ALP a onkomarkeru
CA 19-9.

Lipidové parametry a parametry glukdzové homeostazy jsou uvedeny v tabulce 3. Hladiny
TAG byly vyssi u obou skupin pacientii; u skupiny ChP jsme nalezli vyssi koncentrace apoAl
a snizené koncentrace Lp-a; u skupiny ChP + DM byly signifikantné zvySené hodnoty
neesterifikovanych FA. Hodnoty glykémie byly vyznamné zvySené u obou skupin, u pacientli
s ChP + DM byly zvysené i hodnoty inzulinémie, koncentrace C-peptidu a hodnota indexu
HOMA-IR.

Koncentrace jednotlivych FA a jejich skupin jsou uvedeny v tabulce 4. U obou skupin jsme
pozorovali vyznamné zvySeny obsah celkovych MUFA jako vysledek zvySeného obsahu
kyselin palmitolejové, olejové a vakcenové, a dale snizeny obsah PUFA n-6, dany ptredevsim
snizenim obsahu kyseliny linolové. Celkovy obsah PUFA n-3 byl rovnéz snizen u obou
skupin, u skupiny CHP - N jako disledek poklesu DHA, u skupiny CHP - DM diky poklesu
EPA. ZvySeni obsahu SFA bylo statisticky vyznamné pouze u skupiny CHP - N,
zményv koncentracich jednotlivych SFA statistické vyznamnosti nedoséhly.

Diskuze

MUFA a sniZeni obsahu PUFA n-6 u obou skupin pacientt.

Zmény ve slozeni FA u ChP jsou komplexniho pivodu. Pravdépodobné zde hraje roli
zménény piijem EFA v dusledku maldigesce tukt ¢i snizeného vstiebavani EFA. Deficience
EFA v pifipadé malabsorbéniho syndromu miZe mit vliv na metabolismus FA (Siguel a
Lerman 1996, Clandinin et al. 1995). Dale se na zménach ve slozeni FA uplatituji zvySena
lipoperoxidace (Zhang et al. 2008) a zvySena syntéza eikosanoidii (Schlosser et al. 2002).
Zvysené koncentrace MUFA (kyselin olejové, palmitolejové, vakcenové) zaznamenané v nasi
praci souvisi se zvySenou expresi syntazy FA, ktera mulze byt zvySené exprimovana
ve tkanich slinivky btisni u ChP. Toto zjisténi je v souladu s nalezy jinych autorti (Quilliot et
al. 2003, Marosvolgyi et al. 2010). Walter et al. (2009) nalezli zvySené sérové hladiny syntazy
FA u chronické pankreatitidy i u karcinomu pankreatu. V nasi studii o karcinomu pankreatu
jsme rovnéz nalezli obdobné zmény jako u ChP (Macasek et al. 2012). Ve vSech lipidovych
ttidach doslo ke zvySeni obsahu MUFA, kyseliny olejové.

V dalsi studii, analyzujici slozeni FA u pacienti s ChP, Quilliot et al. (2003) zahrnuli i
pacienty s DM 1. typu a sledovali rozdily ve slozeni FA mezi pacienty s DM 1. typu, pacienty
s ChP bez DM, pacienty s ChP + DM a kontrolami. Zjistili signifikantné niz§i hodnoty
kyseliny dokosahexaenové u pacientii s ChP+DM, coz pfisoudili vlivu DM a deficitu selenu
(Quilliot et al. 2003), Dale zjistili vy$si hodnoty MUFA, coZ popisuje i nase prace.

V nasi praci jsme zjistili nizsi hodnoty celkovych MUFA ve fosfolipidech u ChP i ChP s DM.
Dale jsme zjistili zvySeny obsah kyseliny cis-7-hexadecenové u ChP. Tato kyselina vznika
B-oxidaci kyseliny olejové a lze se domnivat, Ze u pacientil s pankreatitidou dochazi k jejimu
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zvyseni. V literatufe jsme nenasli prace, které by zahrnovaly i stanoveni obsahu kyseliny
cis-7-hexadecenové, existuji vSak studie humanni i experimentalni, které davaji do souvislosti
B-oxidaci se zanétem i pfitomnosti nadoru (Liu 2006, Russell a Tisdale 2002, Hyltander et al.
1991). ZvysSenou koncentraci kyseliny palmitolejové jsme zaznamenali u u ChP+DM.
Kyselina olejova méla zvySeny obsah u obou skupin. Kyselina vakcenova byla v nasi studii
zvySend u obou skupin. Marosvolgyi et al., 2010 u alkoholické ChP zaznamenali zvyseni
v PL a TAG, dalsi autofi obsah kyseliny vakcenové nesledovali.

Nizs$i celkové hladiny PUFA n-6 jsme zjistili u obou skupin. Marosvolgyi et al. (2010) zjistili
u alkoholické ChP snizeni PUFA n-6 jen ve tiidé CE. Quilliot et al. (2003) v celkovém lipidu
LDL zmény obsahu PUFA n-6 nezaznamenali. Toto snizeni bylo zplsobeno ptedevsim
poklesem obsahu kyseliny linolové. U alkoholické ChP byl tento jev pozorovan jen v CE
(Marosvolgyi et al. 2010), v celkovém lipidu LDL bylo toto snizeni pozorovano u skupin
s ChP, statistické vyznamnosti v§ak dosahlo jen u ChP s DM viici DM 1. typu (Quilliot et al.
2003).

V celkovém obsahu PUFA n-3 jsme nezaznamenali Zadné zmény. Z jednotlivych PUFA n-3
byl snizeny obsah kyseliny dokosahexaenové u skupiny s ChP. Obdobny nalez byl zjistén i
Vv celkovém lipidu LDL u skupiny ChP s DM (Quilliot et al. 2003). U alkoholické ChP zmény
zjistény nebyly (Marosvolgyi et al. 2010. V literatufe je diskutovana otazka suplementace
PUFA n-3 u pacientd s akutni pankreatitidou (Wang et al. 2008), kdy byla jedna skupina
pacienti 5 dni suplementovana sojovym olejem obsahujicim PUFA n-6 a druha skupina
rybim olejem obsahujicim PUFA n-3 0,15 - 0,2 g/kg/den. Na konci studie byla zjisténa
signifikantné niz$i hodnota CRP a vyssi oxygenacni index u pacientl piijimajicich PUFA n-3
(Wang et al. 2008). U pacientti s ChP studie o efektu suplementace PUFA n-3 chybéji.

Zavér

U nemocnych s ChP byly prokazany specifické zmény ve slozeni FA. NejvyraznéjSimi
zménami u pacienttt S ChP ve vSech lipidovych tiidach byly statisticky signifikantné zvySené
koncentrace celkovych MUFA, na kterych se podilely pfedev§im kyseliny palmitolejova,
olejova a vakcenova. Zvyseni koncentraci je pravdépodobné zplisobeno zvysSenim syntézy FA
de novo a vyssi aktivitou A9-desaturazy kyseliny palmitové a olejové. Podobné zmény profilu
FA jsou zjistovany i u mnoha jinych patologickych stavii a svéd¢i o aktivaci uniformnich
patofyziologickych mechanism.

Soucasné maji nemocni s ChP snizené koncentrace celkovych PUFA n-6, na ¢emZ se podili
pfedev§im niz§i koncentrace kyseliny linolové. VSechny tyto zmény jsou pravdépodobné
zptisobeny poruchou vstiebavani tukti a nasledné snizenym ptijmem EFA, vlivem koufeni a
zvySené konzumace alkoholu. Chronickd pankreatitida je charakterizovana oxidacnim
stresem, ktery rovnéz pfispiva ke sniZzeni hladin PUFA cestou zvySené peroxidace lipidi.

V nasich studiich byly prok4dzany vyznamné zmény v profilu mastnych kyselin u chronickych
pankreatopatii. Tyto vysledky ukazuji vhodnost adekvatni suplementace téchto nemocnych
EFA a selénem.

Prdce byla podporena PRVOUK-P25/LF1/2
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Tab. 1 Zakladni antropometrické parametry

Proménna KON ChP-N ChP-DM

Vek 57,51 +11,67 54,35 +£ 10,38 61,12 £ 9,67

BMI 23,59 + 2,82 23,82 + 4,66 26,26 + 5,39

Vaha 69,02 +12,10 69,59 + 14,68 79,62 +17,95
Boky 95,84 + 6,52 90,13 + 14,28 * 95,71 +11,38

Pas 83,31 + 8,89 88,96 £ 12,41 *** 97,86 + 16,07 ***
Pomeér pas/boky 0,90+0,08 1,03 + 0,40 *** 1,02 + 0,06 ***
Systolicky krevni tlak 122,10+£12,18 124,98 £ 13,60 139,76 + 26,34 **
Diastolicky krevni tlak 77,40 £ 7,46 76,71 £ 8,43 84,67 + 16,37

Vysledky jsou vyjadieny jako pramér £ SD, * P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0,001
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Tab. 2 Zakladni biochemicka data

Proménna KON ChP-N ChP-DM
Celkova bilkovina 74,19 £ 4,22 73,12 +7,15 77,52 + 7,44 **
Albumin 46,05 + 2,78 44,95 + 4,65 46,59 + 2,89

CRP 4,73 +5,41 7,02 £10,47 10,42 + 13,44 **
Kreatinin 79,54 + 14,35 72,46 £ 14,89 * 101,52 +72,48 *
Urea 530+1,43 4,89 +1,47 5,62 +£1,95
Kyselina mocova 282,88 £ 70,59 286,89 £ 92,72 326,9+82,86 *
Bilirubin 12,27 £ 6,44 10,39 £ 6,63 12,53 £ 8,17
AST 0,44 +0,11 0,53+0,33 0,54 £ 0,50

ALT 0,42 +0,16 0,53+0,41 0,70£0,95 *
GGT 0,44 +£0,31 3,71 +11,02 * 1,94 + 3,51 **
ALP 1,06 £ 0,24 2,02+2,91* 2,14+ 3,16 *
CA 19 9 9,44 +5,32 17,44 + 28,34 19,5 + 13,76 **
Homocystein 15,03 £ 5,06 17,98 + 8,70 * 15,93 £ 6,76

Vysledky jsou vyjadieny jako pramér £ SD, * P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0,001

Tab. 3 Lipidové parametry

Proménna KON ChP-N ChP-DM
Celkovy cholesterol 5,23+ 0,88 506+1,22 4,93+1,02
Triacylglyceroly 1,03+0,36 1,43 +1,08 * 1,65+ 0,73 ***
HDL cholesterol 1,57 +0,37 1,53+0,63 1,41+0,34
LDL cholesterol 3,08 + 0,64 2,96 £ 0,87 2,78 £0,70
Apo Al 1,43+0,24 1,58 +0,49 * 1,53+0,31
Apo B 0,96 + 0,23 1,01 +0,23 1,01+0,26
Lipoprotein a 0,31+0,41 0,15+0,22 ** 0,21+0,24
Neesterifikované MK 0,52+0,28 0,59 +0,30 0,72+0,50 *
glukosa 4,85+0,42 5,17 + 0,77 ** 7,86 + 2,85 ***
insulin 6,21 + 3,08 7,23+6,51 11,66 £ 10,79 *
C peptid 0,59+0,14 0,66 0,38 0,89+0,53 *
HOMA-IR 1,34 + 0,65 1,78 + 2,07 3,93+445*

Vysledky jsou vyjadieny jako primér £ SD, * P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0,001
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Tab. 4 Mastné kyseliny ve tiid¢ fosfatidylcholinu

Proménna KON ChP-N ChP-DM
P12:0 0,01+0,01 0,01 £ 0,01 *** 0,01+0,01
P14:0 0,28+ 0,09 0,26 £ 0,08 0,26 £ 0,11
P14:1n5 0,005 + 0,010 0,001 + 0,001 *** 0,001 + 0,001 ***
P16:0 29,36 £1,32 30,47 £ 3,98 31,06 + 4,75
P16:1n9 0,11+0,02 0,13+ 0,04 ** 0,11 +0,03
P16:1n7 0,47 £0,15 0,81+0,39 *** 0,74 +0,49 *
P18:0 13,45+ 0,93 13,85 + 2,07 14,33 £ 2,35
P18:1n9 9,97+ 1,60 12,43 + 2,84 *** 11,86 + 2,71 **
P18:1n7 1,56 + 0,32 1,82 £ 0,41 *** 1,75+0,35 *
P18:2n6 24,57 £ 2,24 19,92 + 3,39 *** 19,33 £ 4,39 ***
P18:3n6 0,08 £ 0,03 0,11 £ 0,07 ** 0,09 +£ 0,04
P18:3n3 0,22 £ 0,09 0,22 +£0,13 0,15 + 0,05 ***
P20:0 0,06 £ 0,03 0,06 £ 0,02 0,05+ 0,02
P20:1n9 0,14 + 0,04 0,16 £ 0,05 ** 0,15 + 0,04
P20:2n6 0,36 £ 0,09 0,54 £ 0,27 *** 0,34 +0,10
P20:3n6 2,86+0,52 3,23 +£0,81 ** 3,23+0,99
P20:4n6 10,84 +1,84 10,78 + 3,21 11,44 + 3,29
P20:5n3 0,90+ 0,53 0,91+0,49 0,70+0,26 *
P22:4n6 0,31+ 0,06 0,37 £0,11 *** 0,35+0,11
P22:5n6 0,20+ 0,05 0,27 £ 0,11 *** 0,26 + 0,09 *
P22:5n3 0,90+0,15 0,96 £ 0,29 0,89 +£0,25
P22:6n3 3,37 +0,85 2,68 +£1,06 *** 2,89+1,15

> SFA 43,17 +1,12 44,65 +4,71 * 45,72 + 6,21

> MUFA 12,24 +1,82 15,35 + 3,38 *** 14,62 + 3,41 **
> PUFA n-6 39,21 +1,98 35,22 + 5,48 *** 35,03+7,80 *
2PUFA n-3 5,38+ 1,28 4,78+ 1,62 * 463+1,51*

Vysledky jsou vyjadieny jako pramér £ SD, * P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0,001
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VLIV OVARIEKTOMIE NA ROZVOJ JATERNI STEATOZY A AKTIVITU HNEDE
TUKOVE TKANE

THE EFFECT OF OVARIECTOMY ON THE DEVELOPMENT OF HEPATIC
STEATOSIS AND BROWN ADIPOSE TISSUE ACTIVITY

H. Malinskal, J. Trnovskal, V. Skop?, L. Kazdova!, M. Poruba?, R. Veéeia?

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

Introduction

Diabetes 2 Type (T2D) and cardiovascular disease are among the leading causes of death in
postmenopausal women, and their prevalence after menopause suggests that disruption of
ovarian function may contribute to the incidence of these conditions. Postmenopause period is
associated with increased body weight, visceral adiposity, insulin resistance, fatty liver and
other disorders of lipid and glucose metabolism. However, the underlying mechanism of these
disorders remains unclear.

Estrogens play key protective roles against the development of obesity and are important
regulators of several metabolic processes, including glucose and lipid metabolism, body
weight, adipose tissue distribution, caloric intake, and energy expenditure (6). Although
estradiol deficiency slightly increases food intake, hyperphagia does not seem to be the
primary cause of obesity in ovariectomized animals (OVX). The mechanism underlying the
changes in energy expenditure are not well understood and could be an early event linked to
the increased weight gain that occurs after ovariectomy (3).

Also alterations in glucose and lipid homeostasis could precede increased body weight gain
after menopause. Postmenopausal women display increased incidence of hepatic steatosis and
disrupted glucose homeostasis. Estradiol signaling in the liver is important in the prevention
of diabetes and development of hepatic steatosis, because this steroid hormone suppresses the
expression of enzymes involved in lipogenesis and activates fatty acid oxidation enzymes in
the liver. Further evidence indicates that E2 estradiol (the major biologically active form of
estrogen) down-regulates hepatic glucose production, but it is not known whether increased
gluconeogenesis is secondary to lipid accumulation in the liver and whether it precedes
insulin resistance. E2 also contributes to the maintenance of insulin sensitivity in white
adipose tissue (WAT) possibly via preventing low-grade inflammation of WAT (5)
independently of energy status.

Increasing evidence indicates that brown adipose tissue (BAT) has a critical role in the control
of energy metabolism and its activity could be regulated by sexual hormones. The
thermogenic ability of BAT increased the interest in the contribution of BAT to body weight
regulation in humans. In this regards, one therapeutic strategy involves augmenting the
oxidative metabolism of BAT (1).

Postmenopausal women as well as rodents after ovariectomy are higher susceptibility to onset
the metabolic syndrome and type 2 diabetes. The independent factor for developing these
disorders is nonalcoholic hepatic steatosis. According to recent studies the mechanisms,
which are involved in the pathogenesis of hepatic steatosis, are hepatic insulin resistance,
proinflamatory pathway, oxidative and newly carbonyl stress (increased production of
dicarbonyls) in the liver. It also suggests that increased accumulation of dicarbonyls (mainly
methylglyoxal) in the liver may increase oxidative stress, activate the inflammatory pathway
and can play a key role in the development of other metabolic disorders associated with
postmenopausal metabolic syndrome (7).
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In our study, we examined the effect of ovariectomy on the utilization of energetic substrate
in interscapular brown adipose tissue, liver carbonyl and oxidative stress and other parameters
of glucose and lipid metabolism.

Materials and Methods

Ovariectomized rats were used as a model for postmenopausal syndrome. Female Wistar rats
were ovariectomized (OVX) or sham-operated (controls) at 8 weeks of age and fed a standard
diet for 4 month, in order to fully develop disorders associated with ovariectomy. BAT
activity was determined ex vivo according to the utilization of **C-U-palmitic acid and *C-U-
glucose for oxidation (incorporation into COg) and incorporation of 4C-U-palmitic acid and
14C-U-glucose into BAT lipids. Lipolysis in BAT was measured by the release of free fatty
acids. The concentrations of methylglyoxal and glutathione in the liver were determined using
the HPLC-method with fluorescence detection.

Results

Compared with sham-operated control rats, OVX rats exhibited markedly increased body
weight (+10 %, p < 0.05) and visceral adipose tissue weight (+10 %, p < 0.05) (Table 1).
Insulin sensitivity of white visceral adipose and muscle tissue, measured according to *4C-U-
glucose incorporation into lipids and glycogen, were significantly decreased (p < 0.01) in
OVX rats compared to controls. However, plasma glucose, insulin and triglycerides were not
different between OVX and control rats (Table 1). Severe hepatic triglycerides accumulation
(12.76 £ 1.10 vs 5.44 £ 0.85 umol/g, p < 0.001) in OVX rats associated with significantly
elevated level of methylglyoxal (12.78 + 2.7 vs 5.49 = 0.41 nmol/mg, p < 0.01) may have
contributed to the development of liver steatosis and oxidative stress in postmenopausal
metabolic syndrome. Concentrations of other dicarbonyls glyoxal and 3-deoxyglucosone were
also significantly increased in the liver. Higher levels of methylglyoxal were not due to lower
levels of degradation because.hepatic glyoxalase activity was no changed between OVX and
control rats. Ovariectomy led to impaired balance in the reduced and oxidised forms of
glutathione in the liver (GSH/GSSG: 15.4 + 1.3 vs 28.4 + 1.4, p < 0.01), which may increase
oxidative as well as carbonyl stress. BAT of OVX rats exhibited a reduced fatty acid
oxidation (-72 %, p < 0.05), lipogenesis (-26 %, p < 0.05) and decreased lipolysis (-25 %, p <
0.05), despite the fact that interscapular BAT weight was significantly increased (p < 0.05) in
OVX rats compared to controls. Ovariectomy increased ectopic lipid accumulation in aorta
and kidney that may contribute to postmenopausal complications.

Discussion

We speculate that impaired insulin sensitivity that occurs in OV X rats is a consequence rather
the cause of obesity. Insulin resistance in OVX rats is probably a consequence of increased
body weight and ectopic lipid deposition. The results of Nigro study (3) with OV X mice show
that increased glucagon receptor expression in the liver increased glucagon signaling that may
partially account for the changes in the gluconeogenic enzymes. Decreased in the expression
of energy expenditure-related genes in adipose tissue and skeletal muscle (PPARy, SREBP1 —
transcription factors important for lipogenesis, acetyl CoA carboxylase, fatty acid synthase —
enzymes for fatty acid synthesis, diacylglycerol acyl transferase — enzymes for triglycerides
synthesis) could be also responsible for obesity after ovariectomy. Also fatty acid oxidation is
decreased in the liver of ovariectomized rats, which is likely to contribute to hepatic steatosis.

Exacerbation of insulin resistance together with hepatic lipid accumulation and lower
adiponectin concentration may underlie the predisposition for cardiovascular disease in
women after menopause.
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Dicarbonyl stress in the liver after ovariectomy may participate to the development of hepatic
steatosis by several mechanisms: MG decreases GSH and induces lipoperoxidation, may
impair insulin signaling by inhibiting IRS1 and activates RAGE receptors and increases AGE
production. MG may also aggravate white adipose tissue function that reduces adiponectin
production and elevates proinflammatory adipokines secretion (2).

Our data with ovariectomized rats also indicate that sex hormones display profound effects on
BAT activity and support the possibility that BAT may contribute to the effect of several sex
hormones on whole-body energy balance. BAT mediates the ability of these hormones to
modulate energy balance. The modified interaction between BAT and sex hormones after
menopause may contribute to the progression obesity and other metabolic disorders
associated with postmenopausal metabolic syndrome (4).

Table 1 — Metabolic parameters in serum and tissues in ovariectomized (OVX) rats compared
to control (shame operated) rats

Control shame OVX P<
Body weight (g) 268 +£22 331+ 14 0.05
Visceral adipose tissue weight (g/100g) 1.45+0.19 1.62+0.20 0.05
Brown adipose tissue weight (g/1009) 0.075 £ 0.006 0.101 = 0.009 0.05
Triglycerides in the liver (umol/g) 5.44+0.85 12.76 £ 1.10 0.001
Cholesterol in the liver (umol/g) 9.26 £ 0.41 7.11+0.80 n.s.
Triglycerides in myocardium (umol/g) 3.51+£0.39 2.84£0.57 n.s.
Triglycerides in aorta (umol/g) 3.05+0.67 5.61+0.83 0.05
Triglycerides in kidney (umol/g) 3.84:+0.61 642+ 1.12 0.05
Glucose (mmol/l) 55+0.2 59+0.2 n.s.
Insulin (umol/l) 0.190 + 0.034 0.224 +£0.027 n.s.
AUC 708 £ 14 755+ 24 n.s.
Serum triglycerides (mmol/l) 2.01+£036 1.80+0.31 n.s.
NEFA (mmol/l) 0.583 £0.079 0.425 £0.051 n.s.
CRP (ug/ml) 523+ 59 410+ 41 n.s.

Data are mean + SEM, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

Conclusion

Our results indicate that reduced fatty acid and glucose utilization, together with lower
lipolysis in brown adipose tissue in response to ovariectomy, may contribute to the
development of obesity in the postmenopausal period. Severe liver steatosis induced by
ovariectomy was associated with excessive formation of methylglyoxal and the reduced ratio
of GSH/GSSG, which could participate in oxidative stress. Both low metabolic activity in
BAT and liver dicarbonyls formation may be involved in early events in the development of
postmenopausal metabolic syndrome and could be appropriate therapeutic goal.

Study was supported by grant GACR P303/13-10813S a MHCZ —DRO (IKEM, IN 00023001)
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VLIV TRANSKRIPCNIHO FAKTORU NRF2 NA METABOLISMUS LIPIDU
PRI METABOLICKEM SYNDROMU

INFLUENCE OF TRANSCRIPTION FACTOR NRF2 ON LIPID METABOLISM IN
METABOLIC SYNDROME

I. Markova!, H. Malinska!, O. Oliyarnyk!, L. Kazdova!, M. Pravenec?

L Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentdlni mediciny, Praha
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Abstract

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a key transcription factor which plays a
central role in cellular defence against oxidative stress, participates in metabolic homeostasis
and in lipid metabolism. To test the role of Nrf2 in lipid metabolism disturbances in the
pathogenesis of metabolic syndrome, we derived a transgenic line of the spontaneously
hypertensive rat (SHR) with ubiquitous expression of the mouse Nrf2 gene. Nrf2
overexpression was associated with reduced saturated fatty acids (p < 0.001) and increased
n-3 polyunsaturated fatty acids (p < 0.001) in adipocyte membrane phospholipids in visceral
adipose tissue. Transgenic expression was associated with increased activities of antioxidant
enzymes and reduced levels of lipid peroxidation compared to SHR nontransgenic controls.
Reduced oxidative stress in Nrf2 rats was associated with increased insulin sensitivity of
adipose and muscle tissue. Nrf2 transgenic rats exhibited increased adrenalin stimulated
lipolysis (p < 0.05), which suggests higher metabolic activity of adipose tissue. These results
suggest that overexpression of Nrf2 ameliorates oxidative stress and several disturbances of
metabolic syndrome. Changes in membrane phospholipids of adipocytes in transgenic rats
could be one of the mechanism, which is involved in these effects.

Uvod

Metabolicky syndrom (MS) je souborem metabolickych poruch, které vyznamné zvysSuji
riziko rozvoje diabetu 2. typu a kardiovaskularnich pifithod. Kromé poruch glukézové
homeostazy, hyperinzulinémie, dyslipidémie, hypertenze, viscerdlni obesity a dalSich
symptom1 je doprovazen zvySenym oxidacnim stresem, jemuz je v posledni dobé vénovana
velkd pozornost (Zhai et al. 2011, Houstis et al. 2006, Maddux et al. 2001). Transkrip¢ni
nuklearni faktor Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) ma stéZejni roli v udrzovani
oxida¢né-redukéni a metabolické homeostazy a hraje klicovou ulohu v obrané proti
oxidacnimu stresu. Nrf2 reguluje expresi mnoha cytoprotektivnich proteind zahrnujici
antioxidacni a detoxifikani enzymy a proteiny, enzymy inhibujici zanét, proteiny tcastnici
se oprav a odstranovani poskozenych proteini, enzymy podilejici se na syntéze a regeneraci
glutathionu a proteiny regulujici expresi dalSich transkripénich a rastovych faktorti (Baird et
al. 2011).

Nrf2 ma také dulezitou roli v regulaci glukézového a lipidového metabolismu, reguluje
expresi genu Ucastnicich se metabolismu lipida a glukézy (Tanaka et al. 2008, Hayes et al.
2014). U mysi se Nrf2 podili na ochrané proti jaterni steatdoze vyvolané dietou s vysokym
obsahem tuku tim, Ze podporuje oxidaci mastnych kyselin (MK) a inhibuje lipogenezi (Okada
et al. 2013), zabraniuje akumulaci lipidl prostfednictvim regulace genti metabolismu lipida a
cholesterolu a snizuje oxida¢ni stres (Tanaka et al. 2008). Castym modelem pro studium
ulohy Nrf2 jsou Nrf2-knockout mysi (Nrf2-KO). Nrf2-KO vykazuji zvySeny oxidacni stres,
zvySenou citlivost k chemicky indukované kancerogenezi a neurodegenerativnim
onemocnénim (Chartoumpekis et al. 2013, Chartoumpekis et al. 2011, Lee et al. 2005) a jsou
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nachylné k rozvoji NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) po diet¢ s deficienci
methioninu a cholinu. Nedostate¢néd exprese a aktivita Nrf2 hraje dualezitou roli v patogenezi
chorob souvisejicich s oxidacnim stresem vcetné diabetu (Aleksunes et al. 2010).

Aktivita Nrf2 a signaliza¢ni drahy, jichz se Nrf2 ucastni mohou byt aktivovany fadou podnéta
jako je napf. oxida¢ni stres, ale i endogennich (oxid dusnaty) a exogenni latek, cCasto
ptirodniho ptivodu jako je napt. sulforafan z brokolice, skoficovy olej nebo kurkumin, jez je
soucasti koteni kari. V tad¢ studii byl prokazan ptiznivy vliv téchto aktivatora Nrf2 na
parametry zanétu, obezity a zlepSeni inzulinové rezistence (Aggarwal 2010). V posledni dobé
se proto uvazuje o Nrf2 jako o mozném cili prevence a 1écby obezity, MS, diabetu a s nimi
spojenymi komplikacemi.

Vliv transkripéniho faktoru Nrf2 na metabolismus lipidl pii inzulinové rezistenci neni zcela
objasnén. V nasi praci jsme sledovali ucinky Nrf2 na parametry lipidového metabolismu a
sloZzeni mastnych kyselin ve fosfolipidech tukové tkén¢, zabyvali jsme se i1 inzulinovou
senzitivitou jednotlivych tkani a parametry oxidacniho stresu.

Material a metody

Pokusy byly provedeny u tfimési¢nich samcti kmene spontanné hypertenzniho potkana (SHR)
s transgenni expresi Nrf2. Transgenni linie SHR-Nrf2 potkanti byla ziskdna mikroinjekci
zygot konstruktem obsahujicim mySi Nrf2 ¢cDNA pod kontrolou univerzalniho promotoru
CAGGS. Kontrolni skupinu tvofili stejn¢ stafi SHR potkani bez transgenu. Ob¢ skupiny byly
krmeny ad libitum standardni dietou.

Koncentrace triacyglyceroli (TAG) vplasmé a ve tkdnich byly stanoveny komeréné
dostupnymi enzymatickymi kity. Aktivity antioxida¢nich enzym byly méfeny pomoci kitil
(Cayman Chemicals, USA). Rezistence perifernich tkani (branice a epididymalni tukova tkan)
k u¢inku inzulinu byla sledovana podle bazalni a inzulinem stimulované (250 pU/ml)
inkorporace *C-U-glukézy do glykogenu a lipidii ex vivo. Zastoupeni jednotlivych MK
ve fosfolipidech tukové tkané bylo stanoveno plynovou chromatografii s plameno-ioniza¢nim
detektorem po piedchozi extrakci lipidi smési dichlormetan/metanol a rozdelenim
jednotlivych lipidovych tfid tenkovrstevnou chromatografii.

Vysledky a diskuse

U SHR-Nrf2 potkand jsme naméfili snizenou hladinu TAG v plasmé a v myokardu,
koncentrace TAG a cholesterolu v jatrech se mezi experimentalnimi skupinami nelisila
(tabulka 1). Nrf2 potkani vykazovali zvySenou adrenalinem stimulovanou lipolyzu (5,256 +
0,997 vs 3,174 + 0,331 umol NEMK/g, p < 0,05), z ¢ehoz lze usuzovat na zvySenou
metabolickou aktivitu tukové tkang.

Transgenni exprese Nrf2 byla doprovazena zvySenymi aktivitami a hladinami antioxida¢nich
enzymu a neenzymovych antioxidantl. Z tabulky 2 je patrné, Ze zvySena exprese Nrf2 zvysila
v plasmé a ve tkanich hladiny enzymu zapojenych do antioxida¢niho systému a snizila
koncentrace produktt lipidové peroxidace méfenych jako TBARS (latky reagujici s kyselinou
thiobarbiturovou) v plasmé¢, jatrech a kiife ledvin. Aktivace antioxida¢niho enzymového
systému nadmeérnou expresi Nrf2 vedla ke zlepSeni lipidové peroxidace.

Tabulka 1 Vliv transgenni exprese Nrf2 na lipidovy metabolismus

SHR SHR-Nrf2 p
TAG v plasmé (mmol/l) 0,488 + 0,035 0,388 + 0,028 <0,05
TAG v jatrech (umol/g) 8,097 + 0,423 8,591 £ 0,451 NS
TAG v myokardu (umol/g) 2,101 £ 0,147 1,411 +£ 0,052 <0,01
cholesterol v jatrech (umol/g) 9,838 0,492 9,911 + 0,496 NS

Data jsou uvedena jako primér + SEM, pocet zvitat ve skupin¢ 8.

-37-



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

Snizeny oxida¢ni stres u Nrf2 potkanti byl doprovazen zvySenou citlivosti epididymalni
tukové tkané k bazalni (839 + 65 vs 480 + 31 nmol/g/2 hod, p < 0,005) a inzulinem
stimulované inkorporaci **C-U-glukézy do lipida (1809 + 355 vs 1057 £ 157 vs nmol/g/2
hod, p < 0,05). Také inzulinova senzitivita branice byla u SHR transgennich potkani za
bazalniho a inzulinem stimulovaného stavu vyznamn¢ vyssi oproti SHR kontrolam (p < 0,05).
Celkové mnozstvi saturovanych mastnych kyselin ve fosfolipidech epididymalni tukové tkané
bylo u SHR-Nrf2 potkanti niz§i oproti kontroldm, na tomto poklesu ma vyznamny podil
snizeni hladin kyseliny palmitové a stearové (tabulka 3). Transgenni exprese Nrf2 byla
doprovdzena vyraznym zvySenim celkové hladiny n-3 PUFA (polynenasycené mastné
kyseliny) v tukové tkani. ZvySené zastoupeni n-3 PUFA u SHR-Nrf2 potkani by mohlo
pfiznivé ovliviiovat membranovou fluiditu bunék tukové tkan¢ a mohlo by byt jednim z
mechanismu, ktery se podili na zlepSeni inzulinové senzitivity u SHR-Nrf2 transgennich
potkant.

Zavér

Transgenni exprese transkripcniho faktoru Nrf2 ovlivnila parametry antioxida¢niho systému
V plasmé a ve tkdnich a zvysSila inzulinovou senzitivitu svali u SHR potkant. Vyrazné byla
zlepsena i senzitivita tukové tkdn¢ k ucinku inzulinu a k lipolytickému efektu adrenalinu.
Pozitivni zmény ve sloZeni mastnych kyselin — nizsi podil saturovanych mastnych kyselin a
zvyseny podil polynenasycenych mastnych kyselin fady n-3 ve fosfolipidech tukové tkané,
mohou byt jednim z mechanismt, ktery se podili na téchto pfiznivych efektech. NaSe
vysledky potvrzuji, ze Nrf2 ma dulezitou roli v obrané proti oxida¢nimu stresu a ukazuji na
mozné zapojeni Nrf2 do metabolismu tukové tkéné. Ovlivnéni antioxidac¢ni ochrany a
lipidového metabolismu prostiednictvim aktivace Nrf2 by se mohlo uplatnit v prevenci a
terapii komplikaci spojenych s metabolickym syndromem.

Tabulka 2 Shrnuti u¢inki transgenni exprese Nrf2 na parametry oxida¢niho stresu

plasma jatra myokard ledviny

katalaza T MMt 0 ™
glutathionperoxidaza ™ 0 M _
glutathiontransferaza T 0 0 1
glutathionreduktaza - 0 — _
glutathion ™ — _ _

a- a y- tokoferol ™

TBARS W W - \

| sniZeni, 1 zvySeni, — beze zmén; T p < 0,05, 11 p < 0,005, 111 p < 0,001
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Tabulka 3 Efekt transgenni exprese Nrf2 na slozeni mastnych kyselin ve fosfolipidech

epididymalni tukové tkané

Mastné kyseliny (% SHR SHR-Nrf2 p
mol)
14:00 0,135+0,056 0,134 £0,036 NS
16:00 14,526 + 0,786 11,265 +1,169 <0,05
18:00 16,844 + 1,847 9,504 + 0,705 <0,001
YSFA 31,505 + 1,454 20,902 +£1,300 | <0,001
16:1n7 1,196 £ 0,167 0,925 +£ 0,188 NS
18:1n9 19,475 £1,043 19,995 + 1,881 NS
18:1n7 4,086 +£0,128 4,134 + 0,305 NS
YXMUFA 24,757 £ 1,189 25,053 +£2,236 NS
18:2n6 26,271 £1,319 24,568 + 1,168 NS
18:3n6 0,744 £ 0,102 0,749 + 0,094 NS
20:2n6 0,879 £0,074 2,413 £ 0,358 <0,002
20:3n6 0,352 £ 0,028 0,279 + 0,045 NS
20:4n6 7,601 + 0,805 7,543 £ 0,904 NS
22:4n6 0,118 £0,021 0,441 £ 0,105 <0,01
Yn-6 PUFA 35965+ 0,812 | 35992+ 0,547 NS
18:3n3 0,999 + 0,077 2,370 + 0,340 <0,002
18:4n3 0,816 +£0,081 1,670 + 0,389 <0,05
20:4n3 0,200 + 0,034 0,597 £ 0,101 <0,003
20:5n3 1,191 £0,111 2,870+ 0,320 <0,001
22:5n3 2,297+0,110 5,765 £ 0,799 <0,001
22:6n3 2,273 £0,156 4,616 £ 0,567 <0,002
Xn-3 PUFA 7,776 + 0,332 17,888 + 2,310 <0,001

Data jsou uvedena jako primér £ SEM, pocet zvitat ve skupin¢ 8. ZSFA suma

saturovanych MK, EMUFA suma mononenasycenych MK, Xn-6 PUFA suma polynenasycenych MK

fady n-6, £n-3 PUFA suma polynenasycenych MK tady n-3

Podporeno MZ CR — RVO (.Institut klinické a experimentdlni mediciny — IKEM, IC

00023001°)
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R. Vecera?

ICenter for Experimental Medicine, IKEM, Prague,
?Institute of Pharmacology, Palacky University, Olomouc

Abstract

Curative effect of the major component of silymarin - silybin is well established, but its low
absorption from the gastrointestinal tract and rapid excretion limit its bioavailability. Using
micronized extracts (ME) and phytosomes (PhE) formulation might be beneficial for increase
of its metabolic activity. We investigated the effects of these compounds and simple extract of
silybin (SE) on the inflammation and oxidative stress, disorders associated with metabolic
syndrome, in hereditary hypertriglyceridemic rats (HHTg). PhE treatment decreased plasma
C-reactive protein concentration: 314 + 24 vs. 373 £ 11 pg/ml, p < 0.05. All forms of silybin
extracts inhibited lipid peroxidation in liver (SE - 27 %, ME - 44 %, PhE - 39 %) and kidney
(SE - 19 %, ME - 31 %, PhE - 26 %), in myocardium- only PhE - 28 %. Silybin improved
glutathione balance in liver (GSH/GSSG ratio: SE + 54 %, ME + 54 %, PhE + 50 %),
elevated GSH concentration in kidney (SE + 30 %, ME + 25 %, PhE + 62 %) and
myocardium (ME + 44 %, PhE + 37 %). All forms of silybin activated antioxidant enzymes in
liver, myocardium and kidney, but using ME and PhE was more effective. Results indicate,
that silybin extract might be an appropriate supplement in treatment of metabolic syndrome
related disorders.

Introduction

Sylimarin is a standardized extract from the fruit and seeds of the variegated milk thistle of
Silybum marianum used in therapy of toxic liver damage including chronic inflammatory liver
diseases, acute and chronic viral hepatitis, liver cirrhosis and Amanita phalloides poisoning.
Its curative effect attributed to its membrane-stabilizing effect in hepatocytes and to the
inhibition of pro-inflammatory and pro-fibrotic factors [1]. Lately was found that silymarin
has additional biological effects including cardioprotective, antioxidant, anti-inflammatory,
anticancer, and hypolipidemic activity [2]. These knowledge suggest that silymarin
supplementation might be useful for treatment of disorders associated with metabolic
syndrome.

Silymarin is a complex of flavonolignans: silybin, isosilybin, silydianin, silychristin,
flavonoids (taxifolin, quercetin) and other minority compounds. The relative abundance of
each compound might be very depending on the source of botanical material, supplier, and
extraction process. The most effective component of silymarin is silybin, which represents
about 50% to 70% of the silymarin extract. Silybin can be resolved into two 1:1
diasteroisomers, silybin A and silybin B [3].

Unfortunately, silybin has low absorption from the gastrointestinal tract after oral
supplementation due to two factors: 1) the molecules are too large to be absorbed by simple
diffusion, 2) the molecules typically have poor aqueous solubility (430 mg/l) and miscibility
with other lipids, severely limiting their ability to pass across the lipid-rich outer membranes
of the enterocytes in the small intestine [4]. Only 20 - 50 percent of oral silybin is absorbed
from the gastrointestinal tract where it undergoes extensive enterohepatic circulation. Silybin
undergoes phase | and phase Il biotransformation in the liver. During phase I it is metabolized
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by CYP450-2C8 into o-demethylated silybin (major) and mono- and dihydroxy- silybin
(minor) metabolites. During phase 1l multiple conjugation reactions have been observed that
include the formation of silybin derivates: monoglucuronide, diglucuronide, monosulfate, and
diglucuronide sulfate [5]. Finally, oral bioavailability of silybin in rat plasma reported to be
0.73 - percent [6]. Silybin in humans and rats demonstrates rapid elimination with short half-
lives (1 - 3 and 3 - 8 hours for free and conjugated forms, respectively), the major route is
biliary excretion as glucuronide and sulfate conjugates [5].

Using micronized extracts and phytosomes containing silybin might be beneficial for increase
of its metabolic activity. Micronization is the process of reducing the particle size of a solid to
2 - 5 pum, which could increase silybin absorption. The effect of microsomal silybin on
metabolic syndrome related disorders extract remains to be elucidated. Silybin can be
combined on a molecular level with phosphatidylcholine called phytosome (initially named
IdB 1016 from Indena; Italy), is patented as Siliphos®. Major advantages include increased
absorption, lower therapeutic dose, and better stability profile. Barzaghi et al. have shown that
Siliphos® bioavailability in humans was greater than that of non-complexed silybin, probably
because complexation with phosphatidylcholine facilitating its transport across the
gastrointestinal mucosa and lipid-rich biomembranes. Phosphatidylcholine is not only a
“carrier” for the bioactive flavonoids of the phytosomes, but is itself a bioactive nutrient with
documented clinical efficacy for liver diseases [7]. Skottova et al. administered radio-labeled
silybin and their complexes 1:1 with phosphatidylcholine concurrently with unlabeled silybin
in the rat. Superior bioavailability of radio-labeled silybin was observed as increased
radioactivity in liver, kidney, spleen, and heart [8]. Silybin in complex with phytosomes had
more hepatoprotecitive effect than silymarin in human studies made on patients suffering
from type 2 diabetes, non-alcoholic fatty liver disease, chronic alcoholic and viral hepatitis
[for review see 3] and in animal studies to protect against experimental liver damage induced
by carbon tetrachloride, acetaminophen, and ethanol [4].

Current study aimed to compare the effects of SE, ME and PhE treatment on plasma content
of C-reactive protein (CRP), oxidative stress parameters: thiobarbituric acid reactive
substances - TBARS), glutathione balance (concentration of reduced - GSH and oxidized-
GSSG forms), the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD, glutathione
peroxidase - GSH-Px, glutathione reductase - GR, glutathione transferase - GST, catalase) in
liver, myocardium and kidney in HHTq rats.

Materials and Methods

The experiments were carried on male 4 months old HHTqg rats fed a standard laboratory diet
without supplementation (control group) or supplemented with non-complexed silybin extract
(1 %); with microsomes (1 %) or phytosomes (1.5 %, Siliphos®, Indena, Italy) containing
silybin extract. CRP level was measured using ELISA kit from ThermoFisher Scientific (MA,
USA). The concentration of TBARS was determined spectrophotometrically by the reaction
with thiobarbituric acid. Concentrations of GSH and GSSG were determined using HPLC kit
with fluorescence detection (ChromSystems, Germany). The activity of SOD, GSH-Px, GR
and GST were analyzed using Cayman Chemicals assay kits (MI, USA). Catalase activity
measurement is based on the ability of H20> to produce with ammonium molybdate the color
complex detected spectrophotometrically.

Results

Treatment with phytosomes containing silybin decreased plasma CRP concentration, after
microsomes this difference was non-significant (Table 1). All forms of silybin decreased lipid
peroxidation measured as TBARS in liver and kidney, in myocardium - only after
phytosomes. GSH concentration in liver was unaffected, but GSSG level decreased. As a
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consequence the ratio GSH/GSSG was markedly increased. In kidney concentration of GSH
elevated after treatment with all forms of silybin, in myocardium- only after microsomes and
phytosomes, which contributed to tissue-specific activation of GSH-dependent enzymes.
GSH-Px activity elevated significantly in liver after supplementation with phytosomes, in
myocardium and kidney - after microsomes. GST was activated after treatment with
microsomes and phytosomes in liver and kidney, GR-only after microsomes. In myocardium
GST and GR activities did not change. Other antioxidant enzymes were activated by silybin
too: liver SOD - after treatment with all silybin forms, in myocardium - only after
phytosomes, in kidney - after microsomes and phytosomes. Catalase activity elevated in liver
after supplementation with microsomes and phytosomes, in kidney - after all forms of silybin
extract.

Table 1 Parameters of oxidative stress in HHTg rats after silybin treatment

Tissue |  Control | Simpleextract | Microsomes | Phytosomes
C-reactive protein, pg/ml
Plasma | 373:11 | 398+14 \ 335+24 | 314+24*
TBARS, nmol/mg protein

Liver 2.28+0.22 1.64+0.15%* 1.27+0.05%* 1.38+0.09**

Myocardium 0.636+0.047 0.654+0.040 0.680+0.040 0.457+0.027**

Kidney 0.613+0.037 0.495+0.034** 0.423+0.044** | 0.452+0.033**

Glutathione, pumol/mg protein

Liver GSH 73+3 64+5 14+7 63+7

Liver GSSG 3.12+0.04 1.76+0.16%** 2.09+0.32%** 1.82+0.2%**

Liver GSH/GSSG 24+1 37 H** 374 %% 36+ ***

Myocardium GSH 18.1+1.6 18.3£1.3 26.1+0.7** 23.3£1.2%*

Kidney GSH 16.5+1.5 21.4+0.8* 20.6+1.0* 26.7+£0.8%**
Glutathione peroxidase, umol NADPH/min/mg protein

Liver 210+19 223+25 181+19 300+26*

Myocardium 136+11 128+10 172+12% 156+15

Kidney 145+8 149+11 175+5* 133+£10
Glutathione reductase, nmol NADPH/min/mg protein

Liver 9245 90+6 144£8%** 8945

Myocardium 563 52+3 4744 46+7

Kidney 40+4 4244 52+3* 46+4
Glutathione transferase, nmol CDNB/min/mg protein

Liver 128+6 141+12 172+8%* 156+£10%*

Myocardium 51+3 42+7 4447 52+7

Kidney 48+3 46+3 60+3%* 63+3*

Superoxide dismutase, U/mg protein

Liver 0.143+0.006 0.191+0.011** | 0.204+0.010*** | 0.185+0.013*

Myocardium 0.075+0.007 0.081+0.006 0.064+0.004 0.097+0.005*

Kidney 0.062+0.010 0.073+0.005 0.119+0.100** | 0.101+0.004**

Catalase, pmol H20O2/min/mg protein

Liver 1461+117 1394467 1793+77* 1838+100*

Myocardium 556+44 657+41 580+33 529+49

Kidney 574423 726+29** 855+43** 728+54*

** and * denote p < 0.001 and p < 0.05 in comparison to control, respectively. Abbreviations:
CDNB, 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
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Discussion

Growing evidence indicate that inflammation and oxidative stress are implicated in the
pathogenesis of metabolic syndrome. Treatment with nutrition supplements with antioxidant
properties could be effective to inhibit free radical processes including lipoperoxidation. We
have shown reduced TBARS concentration in liver, myocardium and kidney after silybin
treatment. These changes at first could be attributed to a direct silybin free radical
scavengering mainly due to: a) orientation of one methoxy group responsible for enhanced
electron donating ability and b) three hydroxyl groups at 3rd, 5th and 7th positions enhances
the antioxidant efficacy of silybin molecule as metal chelators [9]. Current result is in
accordance with our previous observation made using extracts of total silymarin in HHTg rats
[11] and the study of Grattagliano et al. conducted in rats with fatty liver induced by cholin
deficient and high fat diet [8]. We did not found any changes in oxidative stress parameters in
plasma may be due to silybin poor water solubility and so much higher concentration of
silybin in tissues in comparison to systemic circulation [9].

Antioxidant effect of silybin in tissues could be attributed to the aggravation of enzymatic and
non-enzymatic antioxidant defense. All forms of silybin improved oxido-reductive balance of
important intracellular antioxidant-glutathione. Only in liver we have not shown any increase
in GSH concentration, which might be attributed to the intensive using of GSH during
detoxification process in the liver parenchymal cells [4]. Silybin is reported to enhance the
activity of y-glutamylcysteine synthetase and demonstrated simultaneous escalation in the
intracellular glutathione level. Moreover, silybin is able to protect the SH groups from the
oxidative damage through the inhibition of peroxidation of membrane lipids and stabilization
of the cell membrane [11]. Restoration of GSH level was already observed in NASH in
patients [3] and fatty liver rats [8] treated with silybin.

We have found anti-inflammatory effect and activation of antioxidant enzymes after silybin
treatment which was more effective after supplementation with microsomes and phytosomes,
that could be due to increased bioavailability of silybin. Kidd et all have shown that silybin
absorption from phytosomes was 6.0 times better in rats and 4.6 times in humans in
comparison to simple extract [4]. General mechanism of the activation of antioxidant
enzymes could be attributed to positive effect of silybin supplementation on their
transcription. Treatment with silybin of rats after arsenic induced cytotoxity led to
stabilization of the transcription factor nuclear factor (erythroid-derived 2) - related factor 2
(Nrf2). Nrf2 is a key transcription factor responsible for constitutive and inducible expression
of antioxidant response elements - regulated genes of antioxidant enzymes including SOD,
GSH-Px, GST, GR, catalase, and the key enzyme of glutathione synthesis -
y-glutamylcysteine synthetase [11].

Conclusion

Treatment with silybin decreased lipid peroxidation in liver, myocardium and kidney in
HHTg rats. Silybin increased GSH/GSSG ratio in all investigated tissues and activated
antioxidant enzymes. Supplementation with phytosomes and especially microsomes were
more effective for the aggravation of antioxidant defense and had an anti-inflammatory effect.
Results indicate that silybin in micronized form or conjugated with phytosomes might be
more effective for treatment of complications associated with metabolic syndrome in
comparison with simple extract.

Supported by grant: GACR P303/13-10813S
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NETRADICNI TUKY A OLEJE JAKO ZDROJE VYZNAMNYCH LIPOFILNICH
LATEK: GAMA-LINOLENOVA KYSELINA

UNCONVENTIONAL FATS AND OILS AS A MAJOR SOURCE OF LIPOPHILIC
COMPOUNDS: GAMMA-LINOLENIC ACID

J. Panek, D. Chrpova*, M. Sabolova, B. Pohorela, M. Dolezal

Ustav analyzy potravin a vyzivy, VSCHT Praha; * VOSZ a SZS 5.kvétna, Praha 4 & UAPV
VSCHT Praha

Uvod

Vyzivova doporudeni vétsiny vyspélych zemi (Spole¢nost pro vyzivu CR, Deutsche
Gessellschaft fir Erndhrung, Amer. Heart Association ....) fikaji, Ze pfijem tuki by nemél
vyznamnéji prevySovat 30 % energetického piijmu a Ze z celkového pifijmu tuk by mélo byt
nejvyse 33 % nasycenych mastnych kyselin (SFA) a pomér n-6 ku n-3 polyenovych kyselin
(PUFA) by nemél ptesahnout 5 : 1.

V zapadni dieté, véetné CR, se v soudasné dobé odhaduje, Ze tuky tvoii 40 % energetického
ptijmu, SFA asi 50 % pfijimanych tukid a pomér n-6 : n-3 PUFA je asi 15 : 1 (moZna i vyssi).
U n-3 PUFA se k nizkému piijmu ptidava jesté obtizna tvorba esencialnich kyselin (EPA,
DHA) zlinolenové kyseliny. Dostatecny (nékteti autofi dokonce uvadéji i vyraz
»hadbyteCny*) pfijem n-6 kyselin (dany hlavné pifijmem linolové kyseliny) mutze byt
v nékterych ptipadech pouze zdanlivy, protoze syntéza vlastnich aktivnich kyselin (dihomo-y-
linolenové a arachidonové) je komplikovana a ptisobi zde fada inhibi¢nich faktora.

Polyenové mastné kyseliny Fady n-6

Zékladnim ¢lenem ftady je linolova [(9Z,12Z)-oktadeka-9,12-dienova] kyselina, ktera se
ptirozené vyskytuje téméf ve vSech rostlinnych olejich (v fadé z nich v desitkach %).
Zivocidné tuky ji obsahuji pomérné malo.

V organismu vznika z linolové kyseliny ptisobenim A-6 desaturasy y-linolenova (6Z,9Z,12Z7-
oktadeka-6,9,12-trienova) kyselina (GLA). Tato reakce je ale zatizena fadou inhibi¢nich
faktordi, mezi které patii veék, kardiovaskularni nemoci, diabetes, ale i stres, koufeni nebo
alkohol. Zatim nejsou publikovany relevantni studie o aktudlnim obsahu této kyseliny
v organismu a zdravotnich souvislostech. Nicméné¢, asi lze predikovat, ze pokud se tyto
inhibiéni faktory budou kumulovat, mize byt tvorba tohoto dilezitého intermediatu vyrazné
sniZena a rozsah néslednych reakci mize byt omezen aZ k nulovym hodnotam.

Zatimco ¢loveék dokaze za normalnich okolnosti syntetizovat y-linolenovou kyselinu a rozsah
s dostate¢nou aktivitou disponuje je n¢kolik malo ¢eledi. Proto se u vétSiny oleja y-linolenova
kyselina vyskytuje pouze ve velmi nizkych aZ stopovych koncentracich. O vyznamnych
zdrojich bude pojednano dale.

Z vy-linolenové kyseliny a acetylkoenzymu A vznikd pisobenim elongasy dihomo-y-linole-
nova [(8Z,11Z,147)-eikosa-8,11,14-trienova] kyselina (DGLA). Tuto kyselinu jiz rostliny
konvencné prakticky vibec nesyntetizuji. U cCloveéka je tato syntéza dosti neefektivni a
pro tvorbu dostatecného mnozstvi DGLA je nutnd dostatecna koncentrace substratu GLA.
Z této kyseliny jiz v organismu vznikaji aktivni eikosanoidy, znichZ nejvyznamnéjsi je
leukotrien 15-hydroxy-eikosa-8,11,14-trienova kyselina (15-HETYE), vznikajici pisobenim
15-lipoxygenasy. Na rozdil od leukotrienti vznikajicich z arachidonové kyseliny vykazuje

v

tento leukotrien protizanétlivy efekt.
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Poslednim ¢lenem kaskady je arachidonova ((5Z,8Z,11Z,147)-eikosa-5,8,11,14-tetracnova)
kyselina, kterd vznikd z DGLA plsobenim A-5 desaturasy. Konvenéni rostlinné lipidy ji
obsahuji opét jen stopy. Vyznamnym nutricnim zdrojem je maso, kde je arachidonova
kyselina soucasti svalovych lipidi (zejména fosfolipidl). Ostatni zivociSné potraviny ji
obsahuji vyznamné méné, obsah v rezervnich tucich je spiSe stopovy. Z tohoto diivodu neni
u dospélé populace s konvenéni vyzivou problém s pfijmem arachidonové kyseliny, miize to
byt ale jeden z problémt veganské vyzivy. Ptipravky pro nahradni kojeneckou vyzivu bézné
obsahuji  arachidonovou kyselinou. Dietarni arachidonova kyselina se uklada
do plasmatickych a svalovych fosfolipidi, ze kterych muze byt potfebna koncentrace
uvolnéna. Problém je, Ze Clovék neni schopen zpétné syntetizovat DGLA z arachidonové
kyseliny.

Eikosanoidy (leukotrieny, prostaglandiny, thromboxany) odvozené od arachidonové kyseliny
se vyznacuji prozanétlivym a prokoagulacnim efektem, coz spolu s opaénym plisobenim n-3
kyselin a DGLA vytvati rovnovahu téchto efektt v organismu.

Konvenc¢ni dietarni zdroje gama-linolenové kyseliny

Jak jiz bylo zminéno vyse, jen velmi omezeny pocet rostlinnych ¢eledi disponuje enzymovou
aktivitou potfebnou k vyznamngj$i tvorbé y-linolenové kyseliny. Jako nejvyznamngjsi se
ukazuje ¢eled’ Boraginaceae (brutnakovité).

Z Celedi Boraginaceae maji jako zdroj y-linolenové kyseliny redlny vyznam dv¢ rostliny:
Brutnak Iékaisky (Borago officinalis) — olej ze semen této rostliny obsahuje az 24 %
v-linolenové kyseliny. P&stuje se v oblastech mirného pasma, nejvétsimi produkénimi zemémi
jsou Velka Britanie, Novy Zéland, Polsko, Nizozemsko a Kanada.

Hadinec obecny (Echium vulgare) - olej ze semen této rostliny ma zcela unikatni sloZeni,
obsahuje az 12 - 24 % y-linolenové kyseliny a vedle toho vysoké mnoZstvi linoleové kyseliny
(20 - 35 %) a vyznamné mnozstvi (5 - 13 %) stearidonové (n-3) kyseliny. Jde o teplomilnou
rostlinu, hlavnimi produkénimi oblastmi jsou Turecko, Kanarské ostrovy, Madeira a Azory.
U nas se vyskytuje jako plevelnd rostlina (zacina se objevovat i jako okrasna rostlina), vynosy
semen a obsah tuku v nich jsou ale velmi slabé. Oleje hadince a brutnaku obsahuji i vysoké
koncentrace tokoferold — az 800 mg / kg.

Rostliny celedi Boraginaceae ale pfedstavuji vyznamny problém pro ekosystém. Typicka je
pro n¢ syntéza tzv.pyrrolizidinovych alkaloidi (echimidin, thesinin aj.), které se vyznacuji
velmi vysokou toxicitou. Do oleje tyto latky neptechazeji, ale jsou popsany otravy pasouciho
se dobytka plevelnym hadincem a kontaminace medu medonosnych rostlin pylem brutnédku.
Dalsi rostlinné celedi jiz tak vyznamna mnozstvi y-linolenové kyseliny nesyntetizuji.
Za zminku stoji pupalka dvouleta (Oenothera biennis) — olej obsahuje do 10 % GLA, konopi
seté (Cannabis sativa) — okolo 3 % GLA (ale az k 20 % linoleové kyseliny) a semena ¢erného
rybizu (Ribes nigrum) — olej ma podobn¢ unikatni slozeni jako olej hadince — do 13 % GLA,
do 17 % linolenové kyseliny a asi 3 % stearidonové kyseliny.

Nekonven¢ni dietarni zdroje n-6 kyselin

K biosyntéze arachidonové kyseliny se vyuzivaji hlavné kmeny plidni plisné rodu
Mortierella. Proces biosyntézy a vyuziti arachidonové kyseliny v pfipravcich néhradni
kojenecké vyzivy jsou v EU patentovany firmou Martek.

Dal§i moznosti je vyuZiti transgennich rostlin. Obvyklymi akceptory genové manipulace
(dobfe toleruji cizi gen) mohou byt napt. tabak virginsky (Nicotiana tabacum), len sety
(Linum usitatissimum), brukev sitinovita (Brassica juncea; hoicice indicka) aj. Donory gent
pro obvyklé i neobvyklé desaturasy a elongasy (napf. A-15 desaturasa (0-3 desaturasa),
A-8 desaturasa, A-12 desaturasa ...... ) mohou byt napf. znamy mésicek 1ékaisky (Calendula
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officinalis), tropicky rostlinny pathogen Pythium irregulare, jiz zminénd puadni plisen
Mortierella spp., fasa Thraustochytrium spp. aj.

Zavér

Syntéza y-linolenové kyseliny se ukazuje jako kriticky bod kaskddy n-6 polyenovych
mastnych kyselin v organismu. Vhodnym feSenim miize byt (alesponi obCasnd) suplementace
pomoci oleje s vysokym obsahem y-linolenové kyseliny. K zatim zndmym zdrojim
(brutndkovy a pupalkovy olej) lze pritadit olej ze semen hadince obecného a cerného rybizu.
Velky potencial poskytuji v této oblasti i transgenni rostliny.
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SILYBIN AMELIORATES DYSLIPIDEMIA AND HYPERGLYCEMIA IN A RAT
MODEL OF METABOLIC SYNDROME

M. Porubal, Z. Matuskova?, L. Kazdova?, O. Oliyarnik?, H. Malinsk4?, R.Vedera’

'Department of Pharmacology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University
Olomouc, Czech Republic

2Center of Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague,
Czech Republic

Abstract

To compare the effectiveness of different drug formulations of silybin in the treatment of
hypertriglyceridemia, hyperlipidemia and hyperglycemia. As a model a hereditary
hypertriglyceridemic (HHTg) rats were chosen. A total of 28 rats were divided into four
groups according to diet and fed for four weeks. The diets were follows: standard laboratory
diet (STD) for control group, STD with addition of standardized silybin (SSB), STD with
addition of micronized silybin (MSB) and STD with addition of silybin in form of
phytoosomes (PSB).

Silybin treatment significantly decrease the serum triglycerides content (SSB: p < 0.001; PSB:
p < 0.01), significantly increase the level of protective HDL-cholesterol content (SSB: p <
0.001; MSB: p < 0.01; PSB: p < 0.0001). Despite our expectation, silybin treatment did not
changed the total cholesterol content in serum, but silybin significantly decrease the levels of
glucose (SSB: p <0.001; MSB: p <0.0001) and insulin (SSB: p < 0.01; MSB: p <0.01).

Our results suggest that administration of silybin may improve the states associated with the
metabolic syndrome. The main states ameliorates by silybin are hypertriglyceridemia, low
level of protective HDL-cholesterol and hyperglycemia with hyperinsulinemia.
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VLIV FENOFIBRATU A JEHO KOMBINACE S ROSUVASTATINEM
NA PARAMETRY METABOLICKEHO SYNDROMU A OXIDACNI STRES
PRI CHRONICKEM ZANETU

EFFECT OF FENOFIBRATE ALONE OR IN COMBINATION WITH
ROSUVASTATIN ON METABOLIC SYNDROME PARAMETERS AND
OXIDATIVE STRESS IN MODEL OF CHRONIC INFLAMMATION

V. Skop!, J. Trnovska!, O. Oliyarnyk?, I. Markova!, H. Malinska!, M. Kidela3, L.
Kazdoval, M. Pravenec?

Center for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague
2Institute of Physiology, Czech Academy of Sciences, Prague
3Department of forensic medicine, Masaryk Hospital in Ust nad Labem

Abstract

Dyslipidemia and inflammation play important roles in the pathogenesis of cardiovascular
complications. Fenofibrate is one of the most commonly prescribed hypolipidemic drugs, but
instead of its effect on lipid metabolism, it affects inflammation. However effect of
fenofibrate on metabolic parameters in chronic inflammation has not been described. In the
current study, we tested anti-inflammatory and metabolic effects of fenofibrate alone or in
combination with rosuvastatin in a model of inflammation and metabolic syndrome,
spontaneously hypertensive rats expressing human CRP transgene in the liver (SHR-CRP).
SHR-CRP rats treated with fenofibrate alone (100 mg/kg body weight) or in combination with
rosuvastatin (20 mg/kg body weight) compared to SHR-CRP untreated controls showed
improved several parameters associated with metabolic syndrome. But activity of brown
adipose tissue, parameters of inflammation, concentrations of ALT, AST and ALP,
parameters of oxidative stress in the liver and morphology of liver tissue were substantially
impaired in rats treated with fenofibrate alone or in combination with rosuvastatin.

These findings strongly suggest that in the presence of high levels of human CRP, fenofibrate
can induce liver damage even in combination with rosuvastatin.

Uvod

Lipidovy profil pacientli s diabetem II. typu a metabolickym syndromem je charakteristicky
snizenou hladinou HDL cholesterolu, zvySenym mnoZstvim triacylglyceroli (TAG) a
pfitomnosti malych densnich LDL ¢astic. Tyto zmény v lipidovém profilu byly souhrnné
oznaceny jako atherogenni dyslipidemie a jsou povazovany za vyznamny rizikovy faktor
kardiovaskularnich onemocnéni. V soucasné dobé se jako vhodny zpisob 1é¢by atherogenni
dyslipidemie ukazuje vyuziti kombinace hypolipidemik s rozdilnym cilovym tuc¢inkem,
zejména kombinace statind s fibraty. Statiny jako inhibitory hydroxymethylglutaryl-
CoAreduktasy zejména snizuji hladiny LDL cholesterolu, ptfi pouze malém vlivu na HDL
cholesterol. Fibraty pak snizuji hladiny TAG a mirn€ zvysuji HDL cholesterol [1].

Fenofibrat nalezi do skupiny latek oznacovanych jako proliferatory peroxisomu. Tyto
strukturné rozdilné latky jsou schopny sniZit mnoZzstvi sérovych lipidi, a v buitkdch maji za
nasledek masivni zvySeni mnozstvi peroxisomll. Mechanismus jejich ucinku je
zprostiedkovan vazbou na transkripcni faktory PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor), které tak aktivuji. Vysoké hladiny PPARa, ktery je receptorem fenofibratu, se
nachdzi zejména ve tkdnich s aktivnim lipidovym metabolismem, jako jsou jatra, svaly nebo
hnéda tukova tkan. PPARa v neaktivnim stavu tvofi heterodimer s dal$im transkripnim
faktorem RXR (retinoid X receptor), na ktery je navazany korepresor, ¢imZ je inhibovana
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transkripce gend. Po vazb¢ fenofibratu je korepresor nahrazen za koaktivator a je iniciovana
transkripce. Timto mechanismem fenofibrat ovliviiuje expresi genti pro B- a ®-oxidaci
mastnych kyselin v peroxisomech, mitochondriich a endoplasmatickém retikulu,
lipoproteinovou lipasu, apolipoproteiny asociované s HDL a transkripéni faktory regulujici
lipogenesi. Kromé¢ ulohy v metabolismu lipidi bylo také ukéazano, Ze fenofibrat pozitivné
ovliviiuje zanétlivé parametry, k ¢emuz dochazi pravdépodobné zvySenym odbourdvanim
prozanétlivych leukotrienti procesem w- a B-oxidace a inhibici transkripéniho faktoru NF-kB
[2]. Vliv fenofibritu na zanét vSak dosud nebyl jednoznacné prokazan, v nekterych
experimentalnich a klinickych studiich nebyl nalezen zadny vliv fenofibratu na hladiny
zanétlivych faktorti [3,4]. Zarovenl zUstava otdzkou, jak zvysSeny zanétlivy stav ovlivni ucinek
fenofibratu na metabolismu lipida.

Abychom studovali vliv fenofibratu na zanétlivy proces a zaroven jeho vliv na metabolické
parametry pii chronickém zanétu, vyuzili jsme jako modelovy organismus kmen spontanné
hypertensniho potkana exprimujiciho gen pro lidsky C-reaktivni protein (CRP).

Material a metody

Pokusy byly provedeny u spontanné hypertensniho kmene potkanti, kterym byl vnesen gen
pro tvorbu lidského C-reaktivniho proteinu pod kontrolou Apo-E promotoru (SHR-CRP).
Vlivem zvySené exprese lidského CRP ma tento kmen stimulovany zanétlivy stav, ktery je
doprovazen oxida¢nim poskozenim tkani, zvySenou mikroalbuminurii, zvySenim krevniho
tlaku a insulinovou resistenci [5]. Potkani samci ve v€ku 6 mé&sicii byli rozdéleni do 3 skupin
— prvni skupiné bylo podavéano placebo, druhé fenofibrat (100 mg/kg/den) a treti stejna davka
fenofibratu v kombinaci s rosuvastatinem (20 mg/kg/den). Ve vSech skupinach bylo 7
potkant a délka pokusu byla 4 tydny. VSechna zvitata méla neustaly piistup ke stravé a vodé
a byla chovéna v kontrolovanych podminkéch.

Mnozstvi triacylglyceroli (TAG) vséru a po extrakci ztkdni pomoci smési methanol-
chloroform (1:2), bylo stanoveno analytickou soupravou TG L 250 S (Erba-Lachema, CR).
Koncentrace glukosy byla méfena analytickym kitem GLU 500 (Erba-Lachema, CR)
Koncentrace sérového insulinu byla stanovena imunochemickym kitem Rat Insulin ELISA kit
(Mercodia, Svédsko). Sérové koncentrace potkaniho a lidského CRP, IL-6 a MCP-1 byly
stanoveny pomoci komer¢nich ELISA kit (Rat C-Reactive Protein (CRP) ELISA Kit, Alpha
Diagnostics, USA; Human C-Reactive Protein (CRP) ELISA Kit, Alpha Diagnostics, USA;
Rat interleukin 6 ELISA Kit, BioSource, USA; Rat MCP-1 Instant ELISA, eBioscience,
Rakousko).

Koncentrace produktt lipoperoxidace (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances) byla
stanovena spektrofotometricky pomoci reakce s kyselinou thiobarbiturovou. Obsah
oxidovaného (GSSG) a redukovaného (GSH) glutathionu byl stanoven pomoci HPLC kitu
S fluorescencni detekci (ChromSystems, Némecko). Katalytické aktivity antioxidacnich
enzymu superoxiddismutasy (SOD), glutathion-S-transferasy (GST) a glutathionreduktasy
(GR) byly méfeny komerénimi kity (Cayman Chemicals assay kits, USA). Katalyticka
aktivita katalasy (CAT) byla stanovena na zakladé schopnosti H20> tvofit s molybdenanem
amonnym barevny komplex a katalyticka aktivity paraoxonasy (PON) byla urena podle
rychlosti rozkladu paraoxonu na barevny p-nitrofenol.

Pro histologické vySetfeni byla jaterni tkan fixovdna 4% roztokem formaldehydu a
zpracovana standardnim postupem do parafinovych blockl. Z blocka byly nafezany 3 pum
silné preparaty a barveny hematoxylinem a eosinem.

Metabolické parametry branice, bilé a hnédé tukové tkané byly stanoveny ex vivo. Oxidace
(inkorporace do CO2) glukosy a kyseliny palmitové a inkorporace téchto latek do
intracelularnich lipid byly stanoveny inkubaci tkané v s radioaktivné znagenou (**C) glukosu
nebo kyselinou palmitovou, v bazalnim stavu nebo v pfitomnosti inusulinu (250 pU/ml).
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Vysledky a diskuze

SHR-CRP potkani, kterym byl podavan fenofibrat, vykazovali v porovnani s kontrolnimi
potkany zlepSené¢ nékteré parametry asociované s metabolickym syndromem (tab. 1).
Zejména byla snizena postprandidlni koncentrace glukosy, sérova koncentrace insulinu,
mikroalbuminurie a obsah TAG vV srdci. Zmény v metabolismu po podavani fenofibratu se
dale projevily ve zvySené bazalni a insulinem stimulované lipogenesi v epididymalni tukové
tkdni a ve zvysené oxidaci glukosy v branici. Zaroven vsak piekvapivé doslo ke zhorSeni
nékterych parametrti lipidového metabolizmu, byl zvySen obsah TAG v séru a sniZeno
mnozstvi HDL-cholesterolu. Kombinace fenofibratu s rosuvastatinem vedla ke sniZeni
hladiny celkového cholesterolu, k dalSimu sniZzeni mikroalbuminurie a ke zvySeni lipogenese
v epididymalni tukové tkani.

Tabulka 1 Vliv fenofibratu a jeho kombinace s rosuvastatinem na biochemické a metabolické

parametry SHR-CRP potkanti

parametr placebo fenofibrat N rf(e)rsllj)\f/i;;iittin

télesna hmotnost (g) 336+6 349+8 324+11
?#Jrﬁ%slj‘l)po“pmndlélni 7,640,1 7,040,2 a 73402
TAG postprandialni (mmol/l) 0,58+0,06 0,84+0,08 a 0,94+0,08 ¢
insulin (nmol/l) 0,450+0,038 0,337+0,052 0,387+0,041
celkovy cholesterol (mmol/l) 1,31+0,06 1,26+0,11 1,05+0,04 ¢
HDL cholesterol (mmol/l) 1,00+0,04 0,70+0,09 a 0,72+0,03 ¢
mikroalbuminurie (Mg/gkrea) 144+18 86 +10 a 49 +4 bc
TAG v srdci (umol/g) 1,45+0,18 0,75+0,11 a 0,96+0,18
TAG vm. gastrocnemius 2.78+0.53 1,86:0,3 3,00+0,44 b
(nmol/g)
TAG v aorté (umol/g) 17,1+£3,5 18,6+3,6 18,8+2.2
IL-6 (pg/ml) 6,5+1,2 50,3+10,4 a 36,449,7 C
MCP1(ng/ml) 12,2+0,7 17,742,6 12,6+1,6
potkani CRP (ug/ml) 97+9 114+4 121+10
lidsky CRP (ug/ml) 872+81 456+30 a 495+53 ¢
ETT - lipogenese bazalni 440+60 1095+112 a 1676183 bc
(nmol/g/2h) insulin 1037+78 2023£189 a 2621+184 be
Branice - bazalni 782458 655490 677+65
glykogenese +
(nmol/g/2h) insulin 1326495 12354118 1084+151

, . . bazalni 160+12 206+t14 a 240+16 C
Branice - oxidace
glukosy (nmol/g/2h) ;’nsu“n 190412 254423 a 317425 ¢

Hodnoty udavaji praimér + SE; abc: statistickd vyznamnost rozdilu mezi skupinami - a: P<0,05
fenofibrat vs. placebo, b: P < 0,05 fenofibrat + rosuvastatin vs. fenofibrat ¢: P < 0,05 fenofibrat +

rosuvastatin vs. placebo
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V hnédé tukové tkani byla v pfedchozich studiich nalezena exprese genu pro transkripcni
faktor PPARa, zaroven je tato tkan vyznamnym mistem odbouravani lipida [6]. Z tohoto
divodu by mohla byt dilezitym cilem pro ucinek fenofibratu. Pfimy vliv fenofibratu
na hnédou tukovou tkan vsSak prozatim nikdo nestudoval. Nase vysledky ukazaly, ze
fenofibrat samotny i v kombinaci s rosuvastatinem snizil oxidaci glukosy a jeji inkorporaci
do lipidl, zérovenl snizil obsah bilkovin a zvysil celkové mnozstvi interskapularni hnédé
tukové tkané (tab. 2). Tyto zmény ukazuji na ptritomnost vétSich buné€k, které jsou vsak méné
metabolicky aktivni.

Tabulka 2 Vliv fenofibratu a jeho kombinace s rosuvastatinem na parametry hnédé tukové
tkdn¢ u SHR-CRP potkant

parametr placebo fenofibrat N rfgrslﬁ\?;;iztﬁn
hmotnost (g/1009 1. hm) 0,049+0,002 0,073+0,006 a 0,082+0,006 ¢
obsah bilkovin (%) 5,722+0,26 0,438+0,27 a 3,764+0,19 ¢
oxidace glukosy (nmol/g/2h) 414+44 266+24 a 292431 ¢
lipogenese  glukosy 693100 344462 a 6454120

(nmol/g/2h)

Hodnoty udévaji primér + SE; abc: statisticka vyznamnost rozdilu mezi skupinami - a: P < 0,05
fenofibrat vs. placebo, b: P < 0,05 fenofibrat + rosuvastatin vs. fenofibrat c: P < 0,05 fenofibrat +
rosuvastatin vs. placebo

Dale jsme sledovali vliv fenofibratu a jeho kombinace s rosuvastatinem na zanétlivé
parametry u SHR-CRP potkant (tab. 1). Sérova koncentrace lidského CRP byla po podavani
fenofibratu nebo jeho kombinace s rosuvastatinem sniZzena. Endogenni tvorba potkaniho CRP
vSak ovlivnéna nebyla. Aby se rekombinantné vneseny lidsky CRP exprimoval specificky
V jatrech, ktera jsou hlavnim zdrojem pfirozené produkovaného CRP, byl tento gen vnesen
pod kontrolou Apo-E promotoru. Protoze bylo ukazano, ze fenofibrat ovlivituje expresi genu
pro Apo-E [11], je pravdépodobné, Ze fenofibrat snizil mnozstvi lidského CRP praveé
prostiednictvim interakce s Apo-E promotorem. Dal$i stanovované zanétlivé parametry —
sérova koncentrace IL-6 a MCP-1 byly vlivem fenofibratu zvysené. K jejich mirnému snizeni
pak doslo u¢inkem rosuvastatinu. Dlivod, pro¢ snizené¢ mnoZstvi CRP neovlivnilo pozitivné
zanétlivé parametry, mize byt vysvétlen tim, Zze toto sniZzeni nebylo dostate¢né k redukci
negativniho vlivu lidského CRP. Caste¢né zlepseni negativniho vlivu fenofibratu t¢inkem
rosuvastatinu je v souladu s pfedchozimi vysledky, ve kterych byl pozorovan pozitivni vliv
rosuvastatinu na zanétlivé parametry u SHR-CRP potkanti [9].

Vzhledem Kk tomu, ze transgenni lidsky CRP je u tohoto kmene tvofen v jatrech, a protoze
jsou jatra také hlavnim mistem pisobeni fenofibratu, zabyvali jsme se dale timto orgdnem.
U experimentalni skupiny s fenofibratem 1 u skupiny skombinaci fenofibratu
s rosuvastatinem se vyskytovala hepatomegalie, dale byl v jatrech vyrazn€ sniZen obsah
glykogenu, cholesterolu a TAG (tab. 3). Tyto zmény byly provazeny vyraznymi rozdily
ve struktufe jaterni tkané (obr. 1). U skupin s fenofibratem samotnym a s fenofibratem
v kombinaci s rosuvastatinem byly pozorovany abnormality v piiblizné stejném rozsahu.
U téchto skupin doslo k vyrazné dystrofii, ktera v nékterych mistech piechazela v nekrosu
spojenou s infiltraci leukocytd. U kontrolni skupiny byly pozorovany pouze malé dystrofické
zmény s centrilobuldrni reparaci. Jaterni poskozeni se déle projevilo ve zvySené katalytické
aktivité alaninamintransferasy (ALT), aspartataminotransferasy (AST) a alkalické fosfatasy
(ALP) v séru. Katalytické aktivity ALT, AST a ALP vsak byly mirné snizeny podavanim
rosuvastatinu (tab. 3).
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i i;“, / 3 AN 3 LA
Obr. 1. Histologické vySetieni jaterni tkan¢ u SHR-CRP potkani, kterym bylo podavano
placebo (A), fenofibrat samotny a v kombinaci s rosuvastatinem (B,C)

tenké Sipky: zdravy hepatocyt; tlusté Sipky: dystroficky hepatocyt; ¢arkované Sipky: misto reparace;
prazdné Sipky: nekroticky hepatocyt s infiltraci leukocyta.

Tabulka 3 Vliv fenofibratu a jeho kombinace s rosuvastatinem na parametry jaterniho
metabolismu, poskozeni a oxida¢niho stresu

fenofibrat

parametr placebo fenofibrat + rosuvastatin

biochemické parametry

hmotnost (9/100g:s1. hm.) 3,56+0,07 5,93+0,08 a 6,17+0,29 ¢
ALT v séru (pkat/l) 2,8+0,2 15,8€1,4 a 9,6+1,7 bc
AST v séru (ukat/l) 6,0+0,3 18,9+2,2 a 11,5+1,4 bc
ALP v séru (ukat/l) 3,2+0,1 11,3+0,5 a 9,7+0,3 bc
obsah TAG (umol/g) 6,3+0,3 3,6+0,2 a 3,9+0,3 c
obsah glykogenu (mmol/g) 2,47+0,12 0,47+0,05 a 0,47+0,04 c
obsah cholesterolu (umol/g) 8,6+0,3 6,71+£0,32 a 6,22+0,37 C
parametry oxida¢niho stresu
konjugované dieny (nmol/mg) 31,3%1,8 453+4.1a 479422 ¢C
TBARS (nmol/mg) 1,332+0,070 2,018+0,132 a 1,911+0,147 ¢
GSH (umol/mgprot) 74,94+4,7 59,4+4.6 a 59,3+2.6 C
GSSG (pmol/mgpror) 3,19+0,4 4,23+0,51 4,05+0,54
GSH/GSSG 25,16+£2,8 15,33+2,41 a 16,15+2,07 ¢
SOD (U/mg) 0,136+0,011 0,103+0,004 a 0,104+0,003 ¢
N /(r;‘mfr:]gpm) 301232 263+22 269+12
GR (umol NADPH/min/mgprot) 123+£9 13248 168+8 bc
GST (nmol CDNB/min/mgprot) 130+6 15749 a 174+8 ¢
CAT (mmol H202/min/mgprot) 1283+56 1666+124 a 1839+136 C
PON (umol PNP/min/mgprot) 5,16+0,37 3,71+0,33 a 4,23+0,25¢c

Hodnoty udavaji prumér = SE; abc: statistickd vyznamnost rozdilu mezi skupinami - a: P < 0,05
fenofibrat vs. placebo, b: P < 0,05 fenofibrat + rosuvastatin vs. fenofibrat c: P < 0,05 fenofibrat +
rosuvastatin vs. placebo

Mirné zvySeni katalytické aktivity aminotransferas bylo pozorovano i u pfiblizné¢ 20 %
pacientli 1éCenych fenofibratem. Tento efekt vSak byva asymptomaticky a pouze transientni,
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v nékterych ptipadech vsak bylo nutné 1éCbu pierusit. Divodem, pro¢ ma fenofibrat tento
negativni vliv na jaterni tkan, je nejspiSe vyrazné zvySeni oxidacniho stresu a nasledné
oxidacni poskozeni, které je zptisobeno zvysenou tvorbou H202. Fenofibrat prostiednictvim
aktivace PPARa zvySi mnozstvi peroxisoml a peroxisomalnich enzymi vcetné acyl-
CoAoxidasy, ktera produkuje H202 [7]. Abychom tento ptedpoklad ovéfili, studovali jsme
Vjatrech i parametry oxida¢niho stresu (tab. 3). Fenofibrat samotny i v kombinaci
s rosuvastatinem zvysil mnozstvi konjugovanych dienti, produktt lipoperoxidace (TBARS) a
snizil pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu. Zaroven byla ovlivnéna aktivita
peroxisomalni katalasa, jejiz tvorba je fenofibratem také stimulovand [8]. Navyseni jeji
katalytické aktivity (tab. 3) vSak nebylo dostatecné ke kompenzaci vyrazné zvySené produkce
H20.. Oxidac¢ni stres v jatrech zpisobeny fenofibratem jiz nebyl vyznamné ovlivnén
podavanim rosuvastatinu, pfestoze jsme v predchozi studii ukazali, Ze rosuvastatin samotny
pozitivn¢ ovliviiuje parametry oxida¢niho stresu u SHR-CRP potkanti [9]. Protoze podobny
negativni efekt na jaterni tkdn a oxidacni stres u stejné davky fenofibratu nebyl nalezen
u jiného potkaniho kmene [10], pfedpokladame, Ze zde dochazi ke vzajemné potenciaci
negativnich vlivli zplsobenych nadexpresi genu pro lidsky CRP a fenofibratem. Dale
predpokladame, Ze negativni ovlivnéni dalSich parametrti, jako bylo zvySeni sérovych TAG a
snizeni HDL-cholesterolu, byl sekundarni efekt destrukce jaterni tkané, kdy jatra jiz nebyla
schopna plnohodnotné zastavat svoji tlohu v metabolismu.

Zavér

PtrestoZe je fenofibrat velice ¢asto poddvanym Iékem na dyslipidemii, jeho G¢inky nemusi byt
vzdy pozitivni. V této studii jsme na potkanim modelu ukézali, Ze v pfitomnosti zanétlivého
stavu, zpusobeného zvySenou expresi genu pro lidsky CRP, ma podavani fenofibratu
za nasledek vyrazné poSkozeni jaterni tkané. Toto poSkozeni se nasledn¢ negativné projevi
zménou dalSich metabolickych a zanétlivych parametrti. Pfi poddvani fenofibratu pacientim
se zénétem a zvySenou hladinou CRP, by z tohoto divodu m¢l byt bran zfetel na jeho
potencialni hepatotoxické plisobeni.

Studie byla podporena grantem IGA MZ CR NT/14325-3
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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
probably represent the most common chronic liver diseases in western countries with a
substantial risk of liver cirrhosis and high cardiovascular morbidity and mortality (1,2).

The pathogenic mechanism involved in the development of fatty liver remains unclear. It is
known that severity of steatosis is well correlated with progression to NASH in humans, and
several recent reports gave suggested that accumulation of lipids in the liver, and especially
disturbances in the composition of hepatic fatty acids (FA), might play a causal role in the
development of NASH (3,4,5). Intricacies of the molecular and cellular mechanisms
responsible for progression from simple steatosis to NASH have not been fully elucidated.
Excessive accumulation of lipid substrates in the liver has serious adverse effects on cell
functions (6) and especially saturated free fatty acids are directly hepatotoxic, perhaps by
mediating an endoplasmic reticulum stress response and inducing hepatocyte apoptosis
referred to as lipoapoptosis or lipotoxicity (7). Recent studies suggest that excess fat
accumulation in the liver associated with depletion of n-3 polyunsaturated fatty acids and
disturbances in the ratio of saturated/unsaturated fatty acids may play a causal role in the
pathophysiology of NASH (8).

There is also no established pharmacological treatment of NAFLD and weight reduction and
lifestyle modification with increased physical activity stay the only effective therapeutic
measures °. So there is an imperative need for development of new effective treatment
strategies

The aim of the study was to determine the effects of administration of n-3 polyunsaturated
fatty acids (PUFA) in the high fat methionine-choline deficient (MCD) dietary model of
NASH and to assess the role of n-3 PUFA in development and pathogenesis of NASH.

Male C57BL/6 mice were fed for 6 weeks either with MCD or with chow. There were 4
groups of animals. Two groups fed with MCD and two control groups, both either with or
without n-3 PUFA supplementation. Detailed liver histology and serum biochemistry were
determined. Lipidomic analysis was performed by using ultra high performance liquid
chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (UHPLC-HRMS). Large
chromatographic and spectral data sets generated by metabolic fingerprinting were used to
assess the differences between groups. In all the cases, Principal Component Analysis (PCA)
was initially used. BeadChip analysis was used to profile and identify the differences in liver
MRNA transcriptomes.
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Feeding with MCD (group M) resulted in histopathological changes of NASH and these
changes were ameliorated after PUFA administration (group MP). PUFA decreased
cholesterol levels (P < 0.001), ALT (P < 0.01) and AST levels (P < 0.01). MP developed less
pro-inflammatory cytokine profile (P < 0.01) than controls. Administration of PUFA led to
lower serum concentrations of saturated and monounsaturated free FA and to higher serum
concentrations of polyunsaturated FA in MP. Total serum lipid content and intensities of TAG
was significantly lower in MP compared to M (P < 0.001).

In the liver, MCD (M) significantly increased amount of TAG compared to C
(P < 0.001). PUFA significantly decreased the content of TAG in MP compared to M
(P < 0.001). In M group the most frequent fractions of TAG were C50, C52, C54 and C56.
PUFA (MP) decreased concetrations of fractions C50, C52 and C54. Contrary to it, PUFA
(MP) singnificantly increased fractions C58 and C60. Only after PUFA administration (MP)
C62 fraction appeared, which was not detected in M. PUFA administration influenced also
the number of double bonds in acyl chains of TAG. After PUFA administration TAG with
more double bonds were found in MP compared to M. In the liver, groups without PUFA
(control and M) had the highest intensity of arachidonic acid, diets with PUFA (CP, MP)
contained higher amount of docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid.

Detailed BeadChip analysis revealed differences in liver mRNA transcriptomes after MCD as
well as PUFA administration. 4707 gene transcripts were significantly changed
(P < 0.05) between MP and M liver specimens and 5021 between M and C groups. PUFA
administration influenced e.g. expression of mMRNA of enzymes of cholesterol and fatty acid
biosynthesis pathways and led to significant decrease in mRNA expression of
pro-inflammatory cytokines (IL-2 (P < 0.05); IL-6 (P < 0.01); TNF-alpha (P < 0.05; MP vs.
M).

We conclude that n-3 PUFA may play an important role in the pathophysiology of NASH. In
summary, n-3 PUFA have favorable effects on histopathological changes, serum markers of
liver damage, FA and TAG compound. n-3 PUFA change the metabolomic profile of liver
tissue. We expect that n-3 PUFA may represent a promising way in prevention and treatment
of NASH, which should be further studied in clinical trials.

Supported by PRVOUK-P25/LF1/2; SVV 260032-2014
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SUVISLOST MEDZI OBEZITOU A RASTOVYM HORMONOM U DETI A
ADOLESCENTOV

RELATIONSHIP BETWEEN OBESITY AND GROWTH HORMONE IN CHILDREN
AND ADOLESCENT

A. Tohatyoval?, E. Joppoval?, D. Stromploval?, N. Fatuloval?, M. Kuchta'?,
I. Schusterova®?3

'Faculty of Medicine, Pavol Jozef Safarik University in Kosice, Slovakia
2 Childrens Faculty Hospital, Kosice, Slovakia
3 East Slovakian Cardiovascular Institute, Kosice, Slovakia

Introduction

Obesity is associated with a relative low growth hormone (GH) values, which is predictive of
greater visceral adiposity. Our study investigates the relationship between GH and childhood
obesity.

Material and Methods

In 53 (median age 18) overweight and obese subjects and 171 (median age 18) lean controls
anthropometric parameters, fasting plasma glucose and insulin, uric acid (UA), GH were
measured.

Results

In patients with obesity and overweight were significantly lower GH values, higher UA,
HOMA-IR, insulin. GH negatively correlated with body weight (BW), BMI, UA and HOMA-
IR.

Discussion

Obesity is characterized by diminished GH secretion in adults (1,2) and adolescents (3). We
confirmed the negative association between basal GH levels and anthropometric parameters
(BW, BMI) and some of metabolic markers of obesity including hyperuricemia. Pathological
GH deficiency (GHD) is characterized by increased cardiovascular risk factors and premature
atherosclerosis (4,5), which is attenuated by GH replacement (6).

Conclusions

Obesity seems to be associated with decreased GH. GH could have some protective role
against metabolic abnormalities, but further studies are required to elucidate this biological
mechanism of such complex relationship.

References

1. Scacchi M, Pincelli Al, Cavagnini F. Growth hormone in obesity. Int J Obes Relat Metab
Disord 1999; 23: 260-271.

2. Franco C, Brandberg J, Lonn L, et al. Growth hormone treatment reduces abdominal
visceral fat in postmenopausal women with abdominal obesity: a 12-month placebo-
controlled trial. J Clin Endocrinol Metab 2005; 90: 1466-1474.

3. Misra M, Bredella MA, Tsai P, et al. Lower growth hormone and higher cortisol are
associated with greater visceral adiposity, intramyocellular lipids, and insulin resistance in
overweight girls. Am J Physiol Endocrinol Metab 2008; 295: E385-E392.

-60 -



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

4. Maison P, Griffin S, Nicoue-Beglah M, et al. Metaanalysis of Blinded RP-CT. Impact of
growth hormone (GH) treatment on cardiovascular risk factors in GH-deficient adults: a
metaanalysis of blinded, randomized, placebo-controlled trials. J Clin Endocrinol
Metab 2004; 89: 2192-2199.

5. Sacca L, Atteolini A, Fazio S. Growth hormone and the heart. Endocr Rev 1994; 15: 555-
573.

6. Roemmich JN, Huerta MG, Sundaresan SM, Rogol AD. Alterations in body
composition and fat distribution in growth hormone-deficient prepubertal children during
growth hormone therapy. Metabolism 2001; 50: 537-547.

-61 -



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

POZITIVNI VLIV METFORMINU NA INZULINOVOU REZISTENCI JE SPOJEN
SE ZVYSENOU UTILIZACI LIPIDU V HNEDE TUKOVE TKANI

THE POSITIVE EFFECT OF METFORMIN ON INSULIN RESISTANCE IS
ASSOCIATED WITH INCREASED LIPIDS UTILIZATION IN BROWN ADIPOSE
TISSUE

J. Trnovska, V. Skop, I. Markova, H. Malinska, J. Urbanova, L. Kazdova
Institute for Clinical and Experimental Medicine Prague, Czech Republic

Abstract

Metformin is the first-line drug for the treatment of type 2 diabetes and its antihyperglycemic
properties are well-characterized. Metformin increase energy expenditure but the mechanism
is still unclear. Brown adipose tissue is known for its high fuel utilization during
thermogenesis. The aim of this study was investigate if metformin increase fuel utilization by
BAT and ameliorate related parameters of metabolic syndrome (MS).

Treatment of Wistar rats (n=6, age: 8 months) with metformin (dose: 300 mg/kg/day) for 4
weeks significantly decreased body weight (-25 %, P < 0,001), adiposity (-61 %, P < 0,002),
serum triglycerides (TAG) (-48 %, P < 0,03) and ectopic accumulation of TAG in liver
(-72 %, P < 0,02), heart (-66 %, P < 0,03) and diaphragm (-80 %, P < 0,01). BAT activity was
measured by lipolysis and palmitic acid (PA) or glucose oxidation and incorporation into
interscapular BAT ex vivo. Metformin increased lipolysis (+47 %, P < 0,01) PA oxidation
(+45 %, P < 0,03) and PA incorporation into BAT (+26 %, P < 0,01). There were not
significant differences in glucose oxidation between groups but incorporation of glucose into
BAT was higher after metformin treatment (basal +61 %, P < 0,004; insulin stimulated
+60 %, P < 0,01). Results indicate that metformin-induced increase of lipid and glucose
utilization in BAT may participate in the improvement of MS disorders.

Uvod

Metformin, se k 1é¢bé diabetu 2. typu pouziva od konce 20. stoleti, a V soucasnosti je
nejcasteji pouzivanym lékem pii terapii tohoto onemocnéni. Mezi jeho nejdulezitéjsi ucinky
patii snizovani glukoneogeneze a produkce glukozy v jatrech, zaroven také zvySuje citlivost
tkani k ucinku inzulinu a tim sniZuje jeho plazmatické koncentrace.

U pacientli s onemocnénim diabetu 2. typu lécba metforminem vedla k poklesu télesné
hmotnosti a ke zlepSeni poruch lipidového metabolizmu (1). Z dosavadnich nalezii vyplyva,
ze metformin pasobi pozitivné nejen na metabolizmus sacharidd, ale 1 na lipidovy
metabolizmus, ov§em mechanizmy téchto u€ink zlistdvaji stale ne zcela objasnény.

Pokud dochdzi po metforminové terapii ke snizovani triacylglycerold, mastnych kyselin 1
VLDL cholesterolu v krvi, je jednou z moznosti jejich snizena produkce jatry. Dal§i moznosti
je, ze se v téle nachazi tkan, kterd spotfebovava znaéné mnozstvi téchto substratli. Za takovou
tkan miizeme povazovat hnédou tukovou tkan (HTT). V dnesni dobé jiz vime, Ze hnéda
tukova tkan se nachazi 1 u dospélych jedincl. Toto bylo zjisténo s vyvojem modernich
zobrazovacich metod, jako jsou PET/CT. Tyto metody se vyuZzivaji hlavné ke zjiStovani
nadori, ovSem pii téchto méfenich byla stale ve stejnych oblastech (interskapuléarni,
podklickova, kolem velkych cév) méfena vysoce aktivni tkan, kterd byla nasledn¢ odhalena
jako hnéda tukova tkan (2-4). Nalezy z posledni doby ukazaly, Ze aktivita HTT negativné
koreluje s vékem a také se stupném obezity (2). Naopak jeji aktivita vzrasta pti chladové
expozici, protoze HTT slouzi jako hlavni organ pro tvorbu tepla béhem netfesové
termogeneze. V HTT se energetické substraty z vétsi ¢asti nespotifebovavaji na tvorbu ATP,
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ale naopak pro tvorbu tepla a to diky tzv. Uncoupling proteinu (UCP1). Tento protein je
markerem adipocytd hnédé tukové tkan¢ a umoziuje tvorbu tepla po nervové stimulaci.
Nachézi se na vnitini membrané mitochondrii, kde UCPI1 ,,odprahuje oxidacni pochody
mitochondrialniho dychaciho fetézce od syntézy ATP (5,6). Pro tvorbu tepla a termogenezi se
jako zdroj v hnédé tukové tkani nejprve vyuzivaji uskladnéné lipidy, ovSem velmi brzo dojde
K jejich vycCerpani, vzhledem k velikosti hnédé tukové tkané. Nasledné dochazi k vyuziti jak
triacylglycerola (TAG), tak glukozy z cirkulace (7).

Cilem této studie bylo zjistit, zda metformin aktivuje hnédou tukovou tkan a v souvislosti
S tim zlepSuje parametry spojené s metabolickym syndromem.

Metodika

Do pokusu byli zafazeni samci potkanti kmene Wistar ve véku 8 meésicii a v poctu 6 zvirat
ve skupiné. Kontrolni skupina dostdvala standartni dietu a pokusnd skupina (Metformin)
dostavala standartni dietu s pfidavkem metforminu v davce 300 mg/kg télesné hmotnosti/ den
po dobu 4 tydnti.

Mnozstvi triacylglycerolii v plazmé a po extrakci z tkani, popsané v publikaci (8), bylo
stanoveno analytickou soupravou TG L 250 S (Erba-Lachema, CR). Neesterifikované mastné
kyseliny (NEMK) byly méfeny komer¢nim kitem free fatty acids, half micro test (Roche
Diagnostic, Némecko), koncentrace glycerolu kitem GLY (Randox, UK). Koncentrace
sérového inzulinu komerénim imunochemickym kitem RAT Insulin ELISA kit (Mercodia,
Svédsko), CRP (AlphaDiagnostic, USA), HMW Adiponectin (MyBiosource, USA).
Metabolické parametry hnédé a bilé tukové tkané byly stanoveny ex vivo a to podle oxidace
(inkorporace do CO;) glukézy a kyseliny palmitové a zaroven jejich inkorporace
do intracelularnich lipidii po inkubaci tkani v pfitomnosti radioaktivné znacené glukdzy
a kyseliny palmitové. Lipolyza byla sledovana podle uvoliiovani NEMK a glycerolu
do média.

Vysledky a diskuze

U potkant, kterym byl podavan metformin, doSlo ke sniZeni télesné hmotnosti o 18 %.
Vzhledem k tomu, Ze metformin byl podavan nediabetickym zvifatim, nedoslo u nich
K vyznamnym zménam v koncentracich plazmatické glukézy, ale vyznamné se snizilo
mnozstvi inzulinu a zvysila se hladina vysokomolekuldrniho adiponektinu. Snizené mnozstvi
inzulinu souvisi s plisobenim metforminu, ktery zvySuje citlivost tkani k jeho ucinku.
Ke zlepSeni doslo u parametrt lipidového metabolizmu, mnoZstvi triacylglycerolt v plazmé
bylo vyznamné sniZeno, u mnoZstvi cholesterolu miiZzeme pozorovat naznak jeho sniZeni a to
pfi zachovani koncentraci HDL cholesterolu. Koncentrace neesterifikovanych mastnych
kyselin byly v plazm¢ mirné zvySené (tab. 1), coz mize souviset s jejich zvySenym
uvoliovanim z bilé tukové tkané pfti lipolyze (tab. 3).

Vyraznym uc¢inkem metforminu bylo snizené ektopické ukladani TAG ve tkanich. Z tabulky
2 je patrné, ze v jatrech, srdci, ve svalu v aorté a v mensi mife i v kosternim svalu byly
koncentrace TAG snizeny o 50 — 70 %. Snizeni mnozstvi TG ve tkanich mtze byt disledkem
sniZzenych plasmatickych koncentraci TAG nebo jejich zvySenou oxidaci ve tkanich.

Pro vliv metforminu na zvysenou oxidaci lipida svédéi vysledky uvedené v tabulce 3, které
ukazuji, ze v hnédé tukové tkani metformin zvysil utilizaci palmitatu jak pro oxidaci, tak
pro inkorporaci do lipidd. Naproti tomu metformin neovlivnil bazalni ani inzulinem
stimulovanou oxidaci glukézy, zatimco vyrazné zvysil vyuziti glukézy pro de novo
lipogenezi. Jak uvadi ve studii Yoo et al. (9) v hnédé tukové tkani dochazi pfi jeji aktivaci
ke zvySenému vyuziti glukozy pro tvorbu lipida a glycerolu, na ktery se vazi jednotlivé MK.
Zajimavé vysledky v této souvislosti publikovala vr. 2014 Geerling et al. (10), ktera
prokazala, ze metformin snizil mnozstvi TAG v cirkulaci v dusledku jejich zvySeného vyuziti
V hnéd¢é tukové tkani pro oxidaci v mitochondriich.
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Tabulka 1 Vliv metforminu na vybrané ukazatele v plazmé

Standartni dieta Metformin p<
Glukéza (mmol/l) 5,79+0,02 5,31+0,04 N.S.
TAG (mmol/l) 1,36+0,18 0,56:0,06 0,01
NEMK (mmol/l) 0,192+0,034 0,276+0,090 N.S.
Cholesterol (mmol/l) 1,724+0,10 1,53£0,11 N.S.
HDL (mmol/l) 1,24+0,03 1,20+0,15 N.S.
Inzulin (nmol/1) 0,469+0,030 0,182+0,008 0,001
CRP (pg/ml) 502+69 238+33 0,015
HMW Adiponektin (pg/ml) 0,952+0,127 1,365+0,105 0,05
Tabulka 2 Vliv metforminu na ektopickou akumulaci TAG ve tkanich

Standartni dieta Metformin p<
Jatra (umol/g) 9,594+1,564 2,718+0,201 0,02
Srdce (umol/g) 2,880+0,533 0,989+0,276 0,03
Branice (umol/g) 17,360+2,769 3,551+1,100 0,01
Aorta (umol/g) 8,659+0,434 4,482+0,866 0,01
M. gastrocnemius (pmol/g) 3,197+0,793 1,088+0,161 0,07

Tabulka 3 Vliv metforminu na metabolické parametry v hnédé tukové tkani

3:;:; dartni Metformin | p<
Kyselina palmitovs Oxidace 58+10 106+15 0,03
(nmol palm./g/2hod) L”p‘;g;porace do 1797+111 | 2443129 | 0,01
bazalni 430460 452482 N.S.
Glukéra Oxidace lsrt‘ﬁﬁﬁ)evrgna 820+108 881+125 | N.S.
(nmol gl. /g/2hod) Inkorporace do pazélrni 447+61 1141+117 | 0,001
lipidi mzulinem | o400 500 | 48754345 | 0,01
stimulovana
Tabulka 4 VIiv metforminu na lipolytickou aktivitu v bilé a hnédé tukové tkani
Standartni dieta Metformin p<
o | NEMK (pmol/g) 1,971:£0,245 3,740+0,449 | 0,01
:—ll(ggda tukova Glycerol (umol/g) 4,7+0,6 6,2+1,1 N.S.
Reesterifikace 0,43 0,66 N.S.
N | NEMK (umol/g) 1,3110,237 2,633+0,573 | N.S.
g:iliz:vltukova Glycerol (umol/g) 0,76+0,11 1,09+0,05 0,05
Reesterifikace 1,73 1,99 N.S.
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Déle jsme sledovali zda metformin ovlivni lipolyzu v bilé¢ a hnédé tukové tkani. Z vysledkt
uvedenych v tabulce 4 je patrné, ze metformin zvysil uvoliovani glycerolu a NEMK jak
v bilé (+66 %) tak 1 hnédé tukové tkani (+89 %). Z poméru uvolnénych NEMK a glycerolu je
mozné zjistit reesterifikaci, kterd se pocitd jako podil uvolnénych NEMK a glycerolu.
V piipadé, ze veskeré NEMK 1 glycerol, vzniklé hydrolyzou triacylglycerolt, jsou uvolnéné
z bunék, je esterifikace rovna &islu 3. Cim vice je viak mastnych kyselin v buikach
reesterifikovano nebo oxidovano, tim nizs$i hodnotu bude ¢islo udavajici reesterifikaci mit.
Cislo vypo¢itané reesterifikace v hnédé tukové tkani je vyznamné nizsi (0,43) oproti bilé
tukové tkani (1,73) (tab. 4). Tento vysledek je v souladu s rozdilnou funkci téchto tkani,
zatimco v hnédé tukové tkani je vétSina mastnych kyselin po hydrolyze intracelularnich TAG
vyuzita zejména pro oxidaci, z bilé tukové tkdn¢ je vétSina mastnych kyselin uvolnéna
do cirkulace, aby slouzily jako energeticky substrat v dalSich organech. Podani metforminu
zvysilo v bilé tukové tkani uvoliiovani NEMK a glycerolu pfiblizné ve stejném poméru a
vypocitanad reesterifikace tak nebyla vyznamné ovlivnéna. Z tohoto vysledku je mozné
usuzovat, ze po podani metforminu je zrychlena hydrolyza zasobnich TAG, nedochézi v§ak
ke zméné¢ poméru mezi secernovanymi a znovu vyuzitymi mastnymi kyselinami. ZvySené
rychlosti hydrolyzy zasobnich lipidii odpovida také sniZené mnozstvi viscerdlni tukové tkané
(epididymalni: 0,422 + 0,025 vs. 1,087 + 0,078 g/100g télesné hmotnosti a perirenalni tukova
tkan: 0,073 £ 0,009 vs. 0,616 + 0,092 g/100g télesné hmotnosti) a zvySend koncentrace
bilkovin v tukové tkani (1,103 £+ 0,191 vs. 0,722 + 0,074 %; N.S.), ktera svédc¢i pro vyskyt
menSich adipocytli. Rozdily v metabolizmu mezi bilou a hnédou tukovou tkani ukazuje jejich
rozdilna reakce na metformin, ktery zvysil hmotnost HTT (0,055 + 0,004 vs. 0,037 + 0,002
g/100g télesné hmotnosti; P < 0,01), a zarovenn mirn¢ zvysil 1 koncentraci bilkovin (5,508 +
0,507 vs. 4,045 + 0,458 %, P < 0,07). Tento efekt je mozné alespon ¢asteéné vysvétlit vyrazné
zvySenou lipogenezi v HTT (tab. 3), kterd mize byt doprovazena zvysenim poctu adipocytil.

Zavér

Metformin je vysoce ucinné peroralni antidiabetikum. V poslednich letech ptibyvaji nalezy
0 jeho komplexnim plisobeni na fadu poruch provazejici rozvoj diabetickych komplikaci.
Mechanismus ptisobeni metforminu neni zcela objasnén. Z uvedenych vysledki vyplyva, ze
jeho pozitivni G€inky: zlepSeni lipidového profilu, sniZzeni ektopické akumulace lipidd ve
tkdnich a zlepSeni dalSich parametrti metabolického syndromu, mohou byt alespont z&asti
zprostfedkovany zvySenou utilizaci energetickych substratl v HTT.

Podporeno grantem GACR P305/13-04420S.

Literatura

1. Salpeter SR, Buckley NS, Kahn JA, Salpeter EE. Meta-analysis: metformin treatment
in persons at risk for diabetes mellitus. Am J Med 2008; 121(2):149-157.

2. Cypess AM, Lehman S, Williams G, et al. Identification and importance of brown
adipose tissue in adult humans. New Engl J Med 2009; 360(15):1509-1517.

3. Virtanen KA, Lidell ME, Orava J, et al. 2009. Functional brown adipose tissue in
healthy adults. New Engl J Med 2009; 360(15):1518-1525.

4. Lichtenbelt WDV, Vanhommerig JW, Smulders NM, et al. Cold-activated brown
adipose tissue in healthy men. New Engl J Med 2009; 360(15):1500-1508.

5. Sell H, Deshaies Y, Richard D. The brown adipocyte: update on its metabolic role. Int J
Biochem Cell B 2004; 36(11): 2098-2104.

6. Bartelt A, Bruns OT, Reimer R, et al. Brown adipose tissue activity controls
triglyceride clearance. Nat Med 2011; 17(2): 200-205.

- 65 -



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

7.

8.

10.

Nedergaard J, Bengtsson T, Cannon B. New powers of brown fat: fighting the
metabolic syndrome. Cell metabolism 2011; 13(3): 238-240.

Qi NN, Kazdova L, Zidek V, et al. Pharmacogenetic evidence that cd36 is a key
determinant of the metabolic effects of pioglitazone. J Biol Chem 2002; 277(50): 48501-
48507.

Yoo H, Stephanopoulos G, Kelleher JK. Quantifying carbon sources for de novo
lipogenesis in wild-type and IRS-1 knockout brown adipocytes. J Lipid Res 2004; 45(7):
1324-1332.

Geerling JJ, Boon MR, van der Zon GC, et al. Metformin lowers plasma triglycerides
by promoting VLDL-triglyceride clearance by brown adipose tissue in mice. Diabetes
2014; 63(3): 880-891.

-66 -



ATHEROSKLEROSA 2015 ATHEROSKLEROSA

LIPIDY U NEUROPSYCHIATRICKYCH ONEMOCNENI
LIPIDS IN NEUROPSYCHIATRIC DISORDERS
M. Zemant, R. Jirak?, M. Veckal, T. Vafekal, J. Macasek!, A. Zak!
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Uvod

Lipidy hraji vyznamnou roli ve fyziologii organismu jako soucast energetickych zasob, jsou
prekursory hormonti, soucdsti bunéénych membran, jejich derivaty se uCastni signalni
transdukce. Lipidovy metabolismus i jeho poruchy maji vztah ktadé vyznamnych
onemocnéni (ateroskleréza a jeji komplikace, diabetes mellitus 2. typu, chronicka
onemocnéni ledvin 1 jater), ale vyznamnou roli hraji také u onemocnéni neuropsychiatrickych,
jako je schizofrenie, afektivni poruchy, demence a dal$i. Poruchy lipidového metabolismu,
pfitomné u neuropsychiatrickych onemocnéni se také podileji na patogenezi komorbidit, které
jsou u nemocnych s témito onemocnénimi spojeny, se zvysenou celkovou mortalitou a se
zkradcenim doby pieziti. Léky uzivané v 1é¢be poruch lipidového metabolismu mohou riiznym
zpusobem zasahovat do patogeneze neuropsychiatrickych onemocnéni. Tento ¢lanek je

24

jsou schizofrenie, deprese a Alzheimerova demence

Schizofrenie

Schizofrenie je onemocnéni, postihujici celosvétove asi 1% populace. U tohoto onemocnéni
dochazi k poruse mysleni, vnimani, a emotivity, kterd je oplostéld a neodpovida situaci.
Védomi je pfitom jasné a intelektualni kapacita zlstavd dlouho zachovana. Ptiznaky
schizofrenie jsou zhruba déleny na ,,pozitivni* (halucinace, bludy, porucha feci, katatonni
ptiznaky) a “negativni“ (oplosténi emotivity, apatie, abulie). Patofyziologie schizofrenie je
ziejm¢& multifaktorialni, byla zatim pfedstavena fada hypotéz. Jednou z nejvice popularnich je
hypotéza dopaminova, kterd pfedpoklada zvySenou dysregulaci dopaminové transmise se
zvySenou presynaptickou striatdlni dopaminergni aktivitou jako konecnou spole¢nou drahu
K psychoze (Howes a Kapur 2009). Jiné hypotézy se zabyvaji abnormalitami glutamatergni
nebo GABA-ergni neurotransmise. Podle fosfolipidové hypotézy Horrobina (Horrobin 1998)
je schizofrenie spojena se zménami slozeni fosfolipidi bunéénych membran v dusledku se
zvySenym St€penim membranovych fosfolipidi ¢i snizenym pfisunem fosfolipida
do membran. Byla pfedpoklddana zvySena aktivity cytosolové fosfolipazy A2 (cPLA2).
Nov¢jsi hypotéza vychazi ztoho, ze schizofrenie je spojena s chronickym stresem,
provazenym desinhibici aktivity jadra dorsalis raphe nucleus (DRN), ktera vede k nadmérné
serotonergni aktivit¢ v mozkové kufe. Vysledkem je zvySend aktivita cPLA2 a nasledné
centralni 1 periferni deficit kyseliny eikosapentaenové (EPA) a arachidonové (AA). Protoze
EPA je pfitomna v men$im mnozZstvi nez AA, dochézi k poruse rovnovahy mezi kaskadami
druhotnych posli tvofenych z EPA a AA. Podle této teorie jsou dvé hlavni pfi¢iny neuronalni
dysfunkce u schizofrenie: desinhibice DRN a deficit EPA (Eggers 2012). Experimentalni
studie na zvifecich modelech prokéazaly, Ze chronicky deficit vicenenasycenych mastnych
kyselin fady n-3 (PUFA n-3) ovlivituje dopaminergni funkce ve frontalni kufe a ventralnim
striatu (Condray a Yao 2008); dopaminové D2 receptory mohou se tcastnit aktivace cPLA2 a
s uvolnénim AA z fosfolipidii bunéénych membran (Bhattacharjee et al. 2005). Abnormalitam
fosfolipida a deficitu PUFA n-3 je v patogeneze schizofrenie ptikladan velky vyznam.
U nemocnych se schizofrenii jsou zjiStovany abnormality v metabolismu fosfolipidi zejména
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pokles koncentrace fosfatidylserinu (PS), fosfatidylcholinu (PC), fosfatidyletanolaminu (PE)
V bunéénych membrandch v disledku deficitu PUFA (i deficit PUFAn-3 a PUFA n-6,
zejména AA, DHA a EPA) v membranach erytrocytu a post mortem v mozcich schizofrenik.
V membranach erytrocytli i v mozcich nemocnych schizofrenii byl popsan zejména pokles
AA a DHA (Horrobin et al. 1991) naSli post mortem u schizofrennich pacientt
Vv orbitofrontalnim kortexu snizeny obsah DHA a zvySené poméry AA:DHA u muzi, zatimco
ne u zen. Nékteii autofi zjistili za pomoci magnetické rezonan¢ni spektroskopie (MRS) pfti
pouziti znaceného P31 snizenou hladinu fosfomonoesterti a zvySenou hladinu fosfodiesterti
VvV temporalnich a frontalnich lalocich schizofrenikii (Fukuzaka et al. 1999, Keshavan et al.
2000). V krvi a mozcich schizofrenikli byly také zjistény zvySené hladiny fosfolipazy A2
(PLA2), ktery se Gcastni §t€peni mastnych kyselin ze sn2 pozice fosfolipida (Ross et al. 1999,
Takeuchi et al. 2002). V etiopatogenezi schizofrenie se mohou uplatiovat i dalsi
mechanizmy, jichz se UCastni omega-3 a omega-6 PUFA (pfedev§im snizenim n-3 nebo
zvySenim poméru n-6:n-3),Spatné stravovaci navyky schizofrennich nemocnych, které¢ mohou
aspon Castecné vést kdeficitu polynenasycenych mastnych kyselin. Obsah PUFA
vV membranach erytrocyti koreloval se sémantickou paméti schizofreniki (Condray et al.
2008). Bylo provedeno vice placebem kontrolovanych studii s poddvanim PUFA n-3
schizofrennim pacientim. Vysledky jsou zna¢n¢ inkonzistentni, Casto srovnatelné s placebem
(Ross et al. 2007). V RCT, trvajici 12 tydnt, u 76 jedinct se subtreshold psychosis 13 - 25 let
starych, snizilo podavani PUFA n-3 vdenni davce 1,2 g kumulativni riziko progrese
do manifestni psychozy o 22,6 % (p = 0.007) (Amminger et al. 2010).

Abnormality lipidli u schizofrenie souviseji zejména s velmi Casto pfitomnym metabolickym
syndromem (MetS). Ocekavana doba Zivota schizofrenika je o 20 % kratS§i nez u bézné
populace. Mortalita u nemocnych se schizofrenii dosahuje téméf dvojnasobku ve srovnani
sudaji u bézné populace (Enger et al. 2004). Neni to zpisobeno jen zvySenou incidenci
sebevrazd a urazi,, ale zejména vyS$im vyskytem diabetes mellitus typu 2 (DM2) a
kardiovaskularnich onemocnéni (KVO). U schizofrenikli byl prokdzan cast&jsi vyskyt
inzulinové rezistence (IR) a poruSené glukézové tolerance (Ryan a Thakore 2002). V jedné
americké studii mé&li nemocni se schizofrenii tfikrat vétsi riziko rozvoje MetS nez osoby
bézné populace, piicemz hispansti pacienti méli toto riziko vyznamné zvySeno oproti ne-
hispanskym (Kato et al. 2004). V nedavno publikované studii bylo zjistovano, jaké jsou
rozdily mezi osobami s MetS a schizofrenii na jedné stran€ a osobami s MetS bez duSevniho
onemocnéni a bylo zjisténo, Ze pfitomnost schizofrenie je spojena s niz§im vékem nastupu
MetS, vyssi abdomindlni obesitou a niz§im HDL-C, a podle autorti v pozadi tohoto jevu muize
byt inzulinova rezistence (Margari et al. 2013). Mezi pacienty se chronickou schizofrenii a
schizoafektivni poruchou v jiznim Taiwanu byla prokazana vyssi prevalence MetS a také
vyssi 10-leté riziko ICHS podle Framinghamského systému nez u osob bézné populace
(Tseng et al. 2014). Vyskyt MetS mezi pacienty se schizofrenii byl zkouman
v Chorvatsku,kde 56,5 % pacienttli se schizofrenii mélo MetS (podle NCEP ATP III) (Lasic et
al. 2014). Vjiné studii byly zkoumany lipidomické profily asociované se schizofrenii
u dvojcecich pari diskordantnich pro schizofrenii a také u nepostizenych dvojCecich part;
ve srovnani se zdravymi protéjsky méli pacienti se schizofrenii zvySené hladiny triglyceridi
(TG), nizsi hladinu lysofosfatidylcholinu (ktery je preferovanym nosicem PUFA pfes
hematoencefalickou bariéru) a byli vice inzulinorezistentni (Oresi¢ et al. 2012). Navic, zdrava
dvojcata z diskordantnich pardt méla vyssi HOMA-IR. Je jisté, ze poruchy homeostazy
glukozy, dyslipidémie a inzulinova rezistence u schizofrenikii mohou byt podporovany lécbou
klasickymi nebo atypickymi antipsychotiky, kdy dochéazi k vzestupu hmotnosti, a k dalSim
vedlejSim metabolickym ucinkim, zejména ke sniZeni citlivosti na inzulin se zvySenym
rizikem vzniku MetS a DM2. Na druhou stranu zvySena hladina TG byla u schizofrenikt
popisovana i po korekci na antipsychotickou 1é¢bu a na ptitomnost metabolickych komorbidit
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(Oresic et al. 2012). Ryan et al. (2003) nasli u dosud nelécenych schizofrenikii ve srovnani se
stejné starou skupinou kontrolnich osob vyznamné vyssi podil osob s porusenou glukézovou
toleranci, vyssi hladiny glukozy, inzulinu a kortisolu na la¢no a nizsi inzulinovou senzitivitu,
meétfenou pomoci HOMA (homeostasis model assessment). Ve finské studii byla prevalence
MetS mezi osobami se schizofrenii 36,2 %, u jinych neafektivnich psychéz 41,4 % a
u afektivnich psychoz 25 %. Nemocni se schizofrenii méli navic vyznamné niz§i HDL-C,
vyssi TG, glykémie a obvod pasu, ale souc¢asné¢ nizsi systolicky TK ve srovnani s béznou
populaci. Podle autorti této studie jsou neafektivni psychdzy spojeny s rysy MetS nezavisle na
1écbe antipsychotiky, ovSem podavani klasickych antipsychotik tento stav jesté¢ akcentuje
(Suvisaari et al. 2007). Dalsi studie prokazaly hyperinzulinémii u nové zjisténych pacientti
dosud nelécenych antipsychotiky (Guest et al. 2010).

Deprese

Deprese je komplexni heterogenni onemocnéni s dosud neobjasnénou patofyziologii.
V rozvoji deprese se uplatiiuje fada faktorl, jako deplece serotoninu, ale 1 jinych monoaminil
ve specifickych oblastech mozku, chronicky stres, provazeny aktivaci osy hypothalamus-
hypofyza-nadledvina s naslednou zvySenou tvorbou kortikotrofniho hormonu, poruchy
plasticity neuronti, oxidac¢ni stres a dalsi (Belmaker a Agam 2008)

Afektivni poruchy jsou v Ceské republice jsou po kardiovaskularnich onemocnénich &tvrtou
nejcastejsi pricinou plné invalidity. Navic deprese Ze je spojena se zvySenym rizikem diabetes
mellitus 2. typu (Mezuk et al. 2008), se zvySenou mortalitou na kardiovaskularni onemocnéni
i se zvySenou celkovou mortalitou (Wulsin et al. 1999). Proto jsou vztahy deprese
k metabolismu lipidt a glycidi pfedmétem zajmu.

Dosud zcela nebyla vyfesena otazka vztahu cholesterolu k depresivni poruse. Cholesterol je
soucasti biologickych membran, kde spolu s fosfolipidy je vyznamnou determinantou jejich
fluidity, ktera ovliviiuje aktivitu enzymi, iontovych kanali a dalSi charakteristiky.
V centralnim nervovém systému se cholesterol podili na spravné funkci neurotransmise
(Ghaemi et al. 2000).

V tfadé ,,case-control a priifezovych studii byly zaznamenany vztahy mezi nizkou hladinou
celkového cholesterolu a depresi, (Jow et al. 2006, Olusi a Fido 1996). N¢které studie zjistily
vztahy mezi nizkou hladinou cholesterolu a sebevrazednymi pokusy (Fiedorowicz a Coryell
2007) i dokonanymi sebevrazdami (Ellison a Morrison 2001). Na druhé stran¢ v nékterych
studiich byla zvySena hladina cholesterolu spojena s mensi odpovédi na 1é€bu antidepresivy a
s vétsi tendenci k relapsim onemocnéni (Papakostas et al. 2003, Papakostas et al. 2004).
V mozcich nemocnych s depresi byl snizeny obsah cholesterolu spolu s poklesem synapsi
(Beasley 2005). V jedné prospektivni studii koncentrace celkového cholesterolu
nepfedpovidala depresivni faze u nemocnych s unipolarni depresi, naopak nizky sérovy
cholesterol u nemocnych s bipolarni poruchou piedpovidal manické faze (Fiedorowicz et al.
2010). Mechanismy spojeni cholesterolu s afektivnimi poruchami a sebevrazednym jednanim
nejsou jasné. Nektefi autofi predpokladaji, ze nizka hladina cholesterolu je spojena
s poklesem serotonergni funkce (Papakostas et al. 2004). Pfedpoklada se také, Ze nizky sérovy
cholesterol méni metabolismus serotoninu, coZ vede k depresi, nedostatecné kontrole
agresivnich impulst aZz zvySenému riziku sebevrazdy. Byla zjisténa poztivni korelace mezi
sérovym cholesterolem a hladinou 5-hydroxyindoloctové kyseliny v mozkomiSnim moku.
Podle Engelberga et al. (1992) je sniZeni hladiny cholesterolu spojeno se zménou viskosity a
funkei serotoninovych receptorti. Vztah mezi cholesterolem, depresi a sebevazednosti vSak
stale neni jasny. Ve velké finské prospektivni studii byla naopak vyssi hladina cholesterolu
pozitivné asociovana s nasilnymi sebevrazdami (Tanskanen et al. 2000). V jiné velké studii
byla u depresivnich nemocnych zjisténa pozitivni asociace mezi cholesterolem, triglyceridy a
hmotnostnim indexem (BMI) se suicidalnimi pokusy (Brunner et al. 2006). V dalsi studii
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nebyl zjistén vyznam hladiny cholesterolu pro suicidalni jednani u nemocnych se schizofrenii,
depresi i1 bipolarni poruchou (Park et al. 2013). U nemocnych s depresi jsou také nalézany
snizené hladiny HDL-cholesterolu a vysoky pomér celkového i LDL-cholesterolu k HDL-
cholesterolu (Borgherini et al. 2002). U prvostupiiovych piibuznych depresivnich pacientti byl
nalezen vyznamné niz$i HDL-cholesterol ve srovnani s kontrolnimi osobami (Sobczak et al.
2004). Maes et al. (1997) zjistili, ze nizky HDL-cholesterol je markerem pro depresi a
suicidalni chovani u depresivnich muzii, nizkd hladina HDL-C je pravdépodobné disledkem
pusobeni zanétlivého stavu u deprese, a ze u depresivnich jedinct dochazi k poruse
reverzniho transportu cholesterolu.

Vzhledem K popsanym vztahim nizké hladiny cholesterolu k depresi a k suicidalnimu
chovani, jsou zkouméany mozné vedlejsi psychiatrické ucinky hypolipidemické 1écby,
zejména 1écby statiny a jednoznacné zéavéry také nebyly ucinény. V jedné studii bylo
upozornéno na mozny zvySeny vyskyt psychiatrickych onemocnéni (naptf. deprese) a
sebevrazd v primarné preventivnich studiich se statiny (Boston et al. 1996), na druhé strané
v jinych studiich tyto vztahy nebyly potvrzeny (Davidson et al. 2000), naopak bylo zjisténo,
ze dlouhodobé uzivani statini u nemocnych s ICHS snizovalo riziko deprese, uzkosti a
hostility (Young-Xu et al. 2003), nezavisle na hypolipidemickém pusobeni. V novéjsich
studiich rovnéz nebyly zjistény zcela konzistentni vysledky.V jedné studii provedené skupiné
0sob s afektivnimi poruchami, mezi kterymi ptevladali nemocni s bipolarni poruchou, byl
zjistén vyssi vyskyt suicidalni ideace u téch,ktefi byli 1é¢eni statiny (Davison a Kaplan 2014).
Na druh¢ stran¢ v rozsahlé retrospektivni studii provedené v Taiwanu bylo nalezeno, Ze
hyperlipidémie zvySuje riziko deprese a uzivani statint je spojeno s poklesem rizika deprese
u nemocnych s hyperlipidémii (Chuang et al. 2014). V prospektivni kohortové studii
u nemocnych s ischemickou chorobou srde¢ni 1écba statiny byla spojena se snizenym rizikem
vzniku deprese (Otte et al. 2012).

Zajimavé jsou vztahy deprese k hladiné triglyceridi, resp k metabolickému syndromu.
V rozsahlé prospektivni studii u 5232 osob stfedniho vé&ku, byl zjistovan vztah komponent
metabolického syndromu (MetS) k rozvoji depresivni symptomatologie. Pfitomnost MetS
byla spojena s vyznamné vys§im rizikem manifestace deprese v budoucnosti, pfi¢emz z péti
komponent piredpovidala depresi pouze visceralni obezita, hypertriglyceridémie a nizky
HDL-C (Akbaraly et al. 2009). V prospektivni finské studii byl zkouman vztah trajektorii
hladin TG, vySetfovanych ve skupiné¢ 824 mladych jedinci opakované v prubéhu 20 let,
k hodnotam Beckovy stupnice miry deprese, které byly téz prospektivné sledovany. Bylo
zjisténo, ze typ strm¢ stoupajici trajektoric TG béhem détstvi je spojen s rizikem deprese
v dospélosti (Elovainio et al. 2010). V jiné studii deprese nebyla asociovana se zvySenim
podilu malych denznich ¢astic LDL, které jsou vysoce aterogenni a koreluji pozitivné
s hladinou TG (Lehto et al. 2010). Ve studii u Latinoameri¢ani byla v regresni analyze
zjiSténa vyznamnd asociace zavaznosti symptoml deprese s BMI, pfitomnosti diabetu,
zvysenou hladinou sérového cholesterolu a TG (Glassy et al. 2010).

Alzheimerova demence

Lipidy hraji vyznamnou roli také v patofyziologii Alzheimerovy demence. Alzheimerova
choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, charakterizované progredujici atrofii
neuroni zejména v oblasti mozkové kiry a hippocampu, ubytkem synapsi a sniZenim
neuronalni plasticity, ndlezem extracelularnich depozit amyloidu B (AP) v senilnich placich a
pfitomnosti intracelularnich neurofibrilarnich klubek (neurofibrillar tangles, NFT). RozliSuji
se dv¢ zakladni formy AD: (1) familiarni forma, manifestujici se mezi 40. az 60. rokem véku,
u které je vétsina pfipadl spojena se vzacnymi, vysoce penetrantnimi mutacemi tii genid: gen
pro amyloidovy prekurzorovy protein, APP, gen pro presenilin 1, PSENT a gen pro presenilin
2, PSEN2 a(2) pozdni (,late-onset AD, LOAD%), zvana téz sporadickd forma. LOAD
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pfedstavuje nyni nejméné¢ 90 % vSech ptipadi AD a jeji vyskyt stale vzristd, ziejmé
V souvislosti se stoupajicim vyznamem nepiiznivych faktorti zevniho prostiedi. Patogeneze
LOAD dosud neni objasnéna, uplatiiuje se zde oxidacni stres, zanét a fada metabolickych
faktorti, znichz jsou v popiedi odchylky v metabolismu lipidovych latek, coz vzhledem
k zastoupeni lipida v centralnim nervovém systému (CNS) neni pickvapujici. Patii sem
zejména poruchy premény sterold, glycerofosfolipidii (Kosicek a Hecimovic 2013) a
sfingolipidii (Haughey et al. 2010). U LOAD se uplatnuje slozita interakce genetickych a
environmentalnich faktorG (Traynor a Singleton 2010). NejvyznamnéjSim genetickym
rizikovym faktorem spojenym s vyskytem LOAD je gen APOE, resp. piitomnost alely €4.
Vyznamnymi rizikovymi faktory jsou také zejména vk, dale obezita, vysoky piijem kalorii
anasycenych tukii ve stravé, koufeni cigaret, diabetes mellitus typu 2 (DM?2),
hyperhomocysteinémie nebo deprese (Reitz a Mayeux 2014, Wuwongse et al. 2010).

Lidsky mozek obsahuje asi 25 % celkového cholesterolového poolu v téle, 1 kdyZ tvoii jen asi
2 % telesné hmotnosti (Bjorkhem 2006, Dietschy a Turley 2004). VétSina cholesterolu je
uloZzena v myelinovych pochvach a plasmatickych membrandch astrocyti a neurond.
Asi 70 — 80 % cholesterolu v mozku je v myelinu, tvofeného v oligodendrocytech. Po
dokonceni myelinogeneze je syntéza cholesterolu v CNS nizkd a probihd v astrocytech
(Nieweg et al. 2009). V neuronech nedochazi k vyznamné syntéze cholesterolu, a proto jsou
neurony zavislé na jeho externim piisunu. Neurony piijimaji cholesterol z lipoproteini po
jejich vazbé na receptory LDL receptorové rodiny. Ligandem pro tyto receptory je
apolipoprotein E (Herz 2009). Stala syntéza a obrat cholesterolu v neuronech jsou mimo jiné
nezbytné pro mechanismy uceni a paméti funkce neurond, jako je long term potentiation
(LTP) (Kotti et al. 2006). Katabolismus cholesterolu v mozku je zajistovan pouze jednim
enzymem, cholesterol 24-hydroxylazou (CYP46A1), ktery pteménuje cholesterol na 24(S)-
hydroxycholesterol (Bjorkhem a Meaney 2004). 24(S)-hydroxycholesterol snadno prochazi
bunénou membranou a jakmile je syntezovan, prestupuje hematoencefalickou bariérou do
periferniho obéhu a do jater, kde je vyloucen do zluc¢i. Enzym je témét vylucné lokalizovan
Vv neuronech mozku a sitnice. 24(S)-hydroxycholesterol ma antiamyloidni charakter, zvySuje
aktivitu a-sekretdzy i pomér aktivit a/p-sekretaza. U pacientli s AD jsou plasmatické hladiny
24(S)-hydroxycholesterolu snizeny, zatimco koncentrace v mozkomi$nim moku (CSF)
zvySeny. Charakteristickym rysem riznych stadii AD, vcetné mirné kognitivni poruchy, je
nalez zvysené hladiny celkového 1 fosforylovaného tau proteinu v CSF, zatimco hladiny Ap42
a poméru AP42:AB40 jsou zde sniZzeny. Hladiny jiného metabolitu cholesterolu,
27-hydroxycholesterolu jsou u AD zvySeny, pfi¢emz V experimentu bylo zji§téno, ZzZe
27-hydroxycholesterol mtize ovlivnénim funkce NMDA receptoru interferovat s pamét'ovou
funkci (Mateos et al. 2009). Cholesterol ma velky vyznam pro organizaci a funkci
dvojvrstevnych bunéénych membran, zejména pro strukturu lipidovych mikrodomén,
nazyvanych , lipid rafts®, vyskytujicich se v bunéénych membranach, v membranach Golgiho
systému a endosomalnich membranach. ,,Lipid rafts“obsahuji vyznamny podil cholesterolu,
sfingomyelinu, glykosfingolipidi. V téchto mikrodoménach jsou lokalizovany nékteré
membranové proteiny. Vyznamna je zde kolokalizace APP s amyloidogennimi sekretdzami
B-sekretazou a y-sekretazou ; a-sekretazy se nachazeji mimo tyto mikrodomény (Kojro et al.
2001). Bylo zjisténo, Ze cholesterol piimo stimuluje aktivitu - a y-sekretdz a naopak deplece
cholesterolu napft. pusobena statiny vede k poklesu jejich aktivity a zvySuje se podil §tépeni
a-sekretazou (Grimm et al. 2013). Vztahy mezi hladinami plasmatického cholesterolu a
rizikem vyvoje AD jsou presto dosud jesté predmétem diskuze. Zvysené hladiny cholesterolu
ve stfednim véku byly vjedné studii spojeny s2 — 3 nasobnym rizikem rozvoje AD
v pozdéjsim veéku (Kivipelto et al. 2001). V jiné studii byly nizké hladiny HDL-C asociovany
S vys$im rizikem demence, zatimco vysoky HDL-C byl spojen s vétsim objemem
hippokampu a niz§im rizikem AD (Wolff et al. 2001). Naproti tomu nékteré epidemiologické
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studie ukazaly negativni s asociace mezi celkovym cholesterolem a AD. Napi. Miclke et al.
(2005) zaznamenali, ze vysoky celkovy cholesterol mezi 70 a79 léty véku snizoval riziko
demence mezi 79 az 88 rokem. Panza et al. (2006) vyslovili hypotézu, ze nékolik let
pfed nastupem demence celkovy cholesterol klesa, ziejmé& v souvislosti s progredujici
patologii AD. Na rozdil od plasmy jsou lipoproteiny v CNS zastoupeny jen ¢asticemi
podobnymi HDL (Hayashi 2011). Tyto ¢astice jsou sekretovany z glidlnich bun¢k, zejména
astrocyti a mikroglii, za urcitych podminek, napf. v souvislosti s excitotoxickym poskozenim,
mohou byt sekretovany i neurony (Hayashi et al. 2011).

Vyznamna role v patogencze AD piipada fosfolipidim. Membrany neuroni jsou sloZeny
z glycerofosfolipidit (GP), sfingolipidii (SL), cholesterolu a proteinti, pfi¢emz distribuce
lipidii v membranové dvojvrstvé neni symetricka. Neuronalni aktivita je modulovana souhrou
mezi membranovymi receptory na bunééném povrchu a intracelularnimi signalnimi proteiny.
V mozkovych buiikach jsou homeostatické pochody zajisStovany komplexni siti lipidovych
mediatord odvozenych z GP, SL a cholesterolu. Lipidové mediatory jsou uvolfiovany po
aktivaci fosfolipaz A2 (PLA>), sfingomyelinaz a cytochrom P450 dependentnich oxygenaz.
Jejich Siroké spektrum zajistuje celé spektrum ucinkti na homeostazu neuront, regulaci
imunitni odpovédi, oxidaéniho stresu a zanétu (Frisardi et al. 2011). Stépeni GP wginkem
PLA> vede ke vzniku ftady biologicky aktivnich molekul, jako jsou eikosanoidy,
lysofosfolipidy, desti¢ky aktivujici faktor - PAF, endokanabinoidy, dokosanoidy, isoprostany,
neuroprostany a fada dalSich (Frisardi et al. 2011). Fosfolipidy jsou dulezitou soucasti
membran neurontl i glidlnich bunék. V membranach jsou glycerofosfolipidy, sfingolipidy a
proteiny asymetricky uspofddané mezi dvéma vrstvami membran. Fosfolipidy hraji
vV membranach roli v udrZovani strukturalni integrity, ale také jsou spolu s cholesterolem
soucasti sit¢, kterd zabezpecuje signalni transdukci, prevadéjici extracelularni signaly
Z bunééného povrchu do bunééného jadra, kde dochézi k biologické odpovédi, zajistované
druhotnymi posly (second messengers), kterymi jsou bioaktivni lipidové mediatory (Farooqui
2010).

Glycerofosfolipidy jsou amfipatické molekuly, nutné k optimalni funkci integralnich
membranovych proteinli, receptord, transportérii, iontovych kanald, ale slouzi také jako
zasobni depot lipidovych mediatord (Farooqui et al. 2010). V autoptickém materidlu,
ziskaném z mozki osob zemielych na AD byly nalezeny nizsi koncentrace glycerofosfolipidi
(GP) ve srovnani se stejné starymi kontrolami (Kosicek a Hecimovic 2013). Pokles hladiny
fosfolipidd neni stejny u vsech tfidy. Deficit pPE (fosfatidyletanolamin plasmalogen) v bilé
hmoté¢ ¢inil asi 40 % jiz u ¢asného stadia AD a byl konstantni béhem progrese onemocnéni,
zatimco v $edé hmoté béhem progrese postupné stoupal z 10 % na 30% (Han et al., 2001). Je
zajimavé, Ze v ¢asném stadiu AD hladiny jinych fosfolipidovych tfid hmoté (fosfatidylcholin,
fosfatidylinositol, fosfatidyletanolamin) v mozku nebyly zménény v bilé ani Sedé (Han et al.
2002). Je mozZné, ze pokles hladiny GP v mozku nemocnych s AD souvisi se zvySenou
aktivitou PLA>, ktera je u AD popisovana (Frisardi et al. 2011). Pticiny vyssi aktivity nejsou
jasné, muze ji zvySovat A}, cytokiny, jez jsou u nemocnych s AD uvolnovany z aktivovanych
mikroglii nebo hromadici se metabolity sfingolipidii, zejména ceramid nebo ceramid -1 fosfat
(Frisardi et al. 2011). Molekula GP obsahuje na druhém uhliku esterifikovanou kyselinu
arachidonovou (AA) nebo dokosahexaenovou (DHA), které jsou ptisobenim PLA> uvolnény
za vzniku lysofosfolipidi. DalSi metabolismus AA a DHA vede ke vzniku fady derivatd,
Vv piipadé¢ AA jsou to eikosanoidy (prostaglandiny, leukotrieny, lipoxiny, tromboxany, nebo
kyseliny hydroxyeicosatetraenové, HETE), v pfipadé DHA dokosanoidy (resolviny,
neuroprotektiny, maresiny) (Marcheselli et al. 2003, Yang et al. 2011, Serhan et al. 2011).
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Sphingolipidy jsou heterogenni tfida lipidu, jejichz zdkladem je molekula 18 ti uhlikatého
alkoholu sfingosinu, ktery je syntezovan z palmitoyl-CoA a serinu enzymem serin palmitoyl-
CoA transferaza (SPT). Acylaci sfingosinu vznika ceramid, Cer (N-acyl-sphingosin).
Mastnou kyselinou je vétSinou nasycend nebo monoenovd mastnd kyselina. Enzym
sphingomyelin syntdza (SM-syntaza) preménuje ceramid na sfingomyelin tak, ze
fosfatidylcholin reaguje s ceramidem a vedle sfingomyelinu vnika diacylglycerol. Jiny enzym,
neutrani sfingomyelinaza (nSMase) katalyzuje preménu SM na Cer. V autoptickych vzorcich
nemocnych s AD jsou nachdzeny zvySené hladiny Cer v Sedé¢ i bilé hmoté€, dokonce jiz u
Casnych stadii AD. Soucasné byly prokazany i abnormality exprese enzymdu, ovladajicich
metabolismus sfingolipidi a hromadéni Cer, jako napf. serin palmitoyltransferdza, neutralni
sphingomyelinaza a kysela sphingomyelinaza (Grimm et al. 2013). Nedavno byla
publikovana studie, ve které bylo zjisténo, ze zvySené hladiny Cer v séru jsou spojeny
s n€kolikanasobnym zvysenim rizika rozvoje AD béhem devitiletého sledovani (Mielke et al.
2012). Ceramidy indukuji apoptézu a maji ptimy neurotoxicky Gc¢inek (Dawson et al. 1998).
Cer zvySuje produkci AP a soucasné AP zvySuje syntézu Cer zvySenim aktivity neutralni
SMazy, coz vede ke vzniku bludného kruhu (Lee et al. 2004, Grimm et al. 2013).

V mozkomis$ni tekutiné nemocnych s prodromélnim stadiem AD byly nalezeny zvySené
hladiny SM, zatimco u jedincti s mirnou az stfedni formou AD byly koncentrace SM
nevyznamné nizsi (Kosicek a Hecimovic 2013). V mozcich nemocnych s AD byla prokazana
vy$$i aktivita neutralni SMazy, vedouci ke zvySenému Stépeni SM (Grimm et al. 2013). Vyssi
sérova hladina SM nemocnych s AD pfitom korelovala s pomalej$im rozvojem kognitivniho
deficitu (Mielke et al. 2011). Dalsi lipidovou tfidou s pfedpokladanou ulohou v patogeneze
AD jsou sulfatidy. Sulfatidy vznikaji tak, ze nejprve je k Cer za ucasti enzymu ceramid
galaktosyltransferazy (CGT) pfipojena galaktoza a pak na galaktoyl pfipojena sulfatova
skupina reakci, katalyzovanou cerebrosid sulfotransferdzou (CST). Sulfatidy jsou zastoupeny
hlavné v myelinovych pochvéch, kde tvofi asi 5 % myelinového lipidu. Jsou tvofeny pievazné
v oligodendrocytech a Schwannovych buinikach. V mozcich osob s AD byl prokazan
vyznamny deficit sulfatidi soucasné se zvySenym obsahem Cer (Han et al. 2002). Zajimavé
je, ze deficit sulfatidi byl v jedné studii zjistén v bilé hmoté frontalniho laloku pouze u
nemocnych se sporadickou formou AD, na rozdil jak od kontrol, tak 0sob s ¢asnou formou
AD (Gottfries et al. 1998). Nizka hladina sulfatidd byla zjisténa v mozkomi$nim moku a
mohla by byt prediktorem progrese postizeni bilé hmoty (Jonsson et al. 2012).

Pii studiu patogeneze AD je vedle fosfolipidi vénovana velkd pozornost mastnym
kyselinam. Asi 50 — 60 % suSiny mozku dospé€lého ¢loveéka tvori lipidy. Z toho asi 35 % tvofi
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (LCPUFA) mezi kterymi prevazuji kyselina
arachidonova (AA, 20:4 n-6) a dokosahexaenova (DHA, 22:6 n-3). V tuku frontalniho
kortexu lidi, zemielych ve véku 25 — 45 let naSli NcNamara a Carlson 36 % nasycenych
mastnych kyselin, kde byly zastoupeny témét vylucné kyselina stearova (18:0) a palmitova
(16:0). Podil celkovych omega-6 MK ¢inil 17 % (pievazovala AA) a podil celkovych omega-
3 MK byl cca 14 % (prakticky pouze DHA, ostatni, tj. EPA, ALA a DPA ptedstavovaly méné
nez 1 %). Omega-9 mastné kyseliny byly zastoupeny 20 % (prakticky pouze kyselina olejova,
18:1 n-9 a omega-7 MK ¢inily 8 % (McNamara a Carlson 2006). Kyselina arachidonova je
obsaZzena ve vSech tkdnich, zatimco DHA pievazuje v Sedé hmoté¢ mozku, v sitnici a testes.
Obsah AA a DHA v mozku piibyva zejména v obdobi nejvétsiho rustu mozku, cca 3 mésice
pted porodem a kratce v postnatilnim obdobi (Wainwright 2000). Fosfolipidy bunéénych
membran jsou potenciondlnimi zdroji signalnich molekul, pisobicich uvnitf buniky i mezi
buiikami. Fosfolipazy A2 uvoliuji z fosfolipidd AA, DHA ¢i EPA. Ty jsou pak plsobenim
cyklooxygendz, lipoxygenaz nebo monooxygendz cytochromu P450 preménovany na
eikosanoidy (AA a EPA) ¢i dokosanoidy (DHA). Eikosanoidy a dokosanoidy snadno
prochazeji membranami neuronii a plsobi jako autokrinni i parakrinni signalni molekuly.
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Intracelularné mohou PUFA ptisobit samy jako second messenger nebo jejich zastoupeni v
signdlnich strukturdch ovliviiuje funkci transkripénich faktori a genovou expresi
chrani neurony pfed oxidacnim stresem (Bazan 2009). Mize byt také opét reacylovana do
membran ucinkem acyltransferdz (McNamara a Carlson 2006). V experimentech na krysach
bylo zjisténo, ze PUFA n-3 ovliviiuji expresi fady genli v mozku. Tyto geny kontroluji
synaptickou plasticitu, signadlni transdukci, interakci cytoskeletu s bunéénou membranou,
tvorbu iontovych kandll, regulacni proteiny a dalsi faktory (napf. expresi synukleinu a i vy,
kalmodulinti, aktuinu, ras onkogenu a dalSich (Kitajka et al. 2002). Arachidonova kyselina
(AA) v mozku pochazi bud’ z dietnich zdrojii nebo je dodavana z jater, kde je vytvaiena
z kyseliny linolové (LA). Asi 17.8 mg AA za den je dodavano do lidského mozku (Farooqui
et al. 2007). Po vstupu do mozku je po aktivaci enzymem LC-fatty acyl CoA syntetazou (LC-
FACS) esterifikovana do sn-2 pozice fosfolipidi. Uvolnéni z membrany zprostfedkuje
fosfolipaza Az, v ptipad¢ AA jde o cPLA2, kterd je lokalizovana v postsynaptickych
zakoncenich (Strokin et al. 2003). Volna AA je transportovana do endoplasmatického retikula
a pak bud zpétné esterifikovana do fosfolipidu , dalsi (mensi )¢ast je metabolizovéana beta-
oxidaci v mitochondriich nebo pfeménovana na eikosanoidy. AA reguluje aktivitu fady
enzymiu jako protein kinaza C, NADPH oxidaza nebo cholin acetyltransferaza (Farooqui et al.
2007), moduluje funkci iontovych kandld, uvolilovani neurotransmitterti, i genovou expresi
(Farooqui et al. 2012). Do patofyziologickych procest Alzheimerovy nemoci zasahuje AA a
jeji derivaty fadou mechanismi. AA uvoliovana fosfolipazou Az z fosfolipidi ovliviiuje
synaptickou transmisi zprostfedkovanou glutamatem. AA amplifikuje vzestup kalciovych
iontl v neuronech po stimulaci NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptorti (Goracci et al. 2010).
Je zndmo, ze NMDA receptory hraji vyznamnou roli v mechanismech dlouhodobé potenciace
(long-term potentiation), ktera ovlivnénim synaptické ucinnosti ve specifickych oblastech
mozku, zejména v hippokampu ovlivituje procesy paméti a uceni (Bliss a Collingridge 1993)
a na druhé stran¢ nadmérna stimulace NMDA receptori napt. nadbytkem glutamatu vede k
poskozeni neuronti (glutamatova excitotoxicita) (Zhou a Sheng 2013). Derivaty AA, jako jsou
prostaglandiny (PG), leukotrieny (LT), a tromboxany (TX) po vazbé na odpovidajici
receptory ovliviiuji fadu biologickych funkci, napt. cévni tonus, imunitni a zanétlivé pochody.
Modulace jejich pusobeni by mohla mit potencialné terapeutické ucinky. Inhibice COX-2
interferuje s glutamatovou neurotoxicitou zprosttedkovanou NMDA receptorem (Pepicelli et
al., 2005) a antagonista receptoru prostaglandinového receptoru EP1 v experimentu snizoval
neuronalni excitotoxicitu zprostiedkovanou NMDA receptory (Kawano et al. 2006). PGE>
zvySuje expresi genu pro amyloidovy prekursorovy protein (APP) in vitro, coZ je spojeno
s aktivaci receptoru EP2 v mikrogliich (Pooler et al. 2004). Piedpoklada se, ze zanétliva
aktivita v mozku je vyznamnym cinitelem patofyziologie AD (Halliday et al. 2000).
V mozkové kilife a hippokampech nemocnych s AD byla zjisténa ve srovnani se stejné starymi
kontrolami zvySena exprese COX-1 a COX-2. V experimentu PGE2-zvsoval aktivitu -
sekretazy (Qin et al. 2003). Je zajimavé, Ze n€kolik epidemiologickych studii zjistilo, zZe
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interferovat s kaskddou p-amyloidu (AP). Na druhé strané dlouhodobé, placebem
kontrolované klimické studie s neselektivnimi 1 COX-2 selektivnimi inhibitory u nemocnych
S mirnou az stfedni formou AD nepfinesly pozitivni vysledky. Podavani NSAIDs by proto
mohlo byt prospésné jen u velmi Casnych stadii AD v koincidenci s inicidlni depozici AP,
aktivaci mikroglii, a naslednym uvolnénim zanétlivych mediator (Imbimbo et al., 2010).
Nyni se pozornost obraci k moznosti ptiznivého ovlivnéni AD plisobenim na receptory PGE2
(Frisardi et al. 2011).
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Naproti tomu kyselina dokosahexaenova (DHA) a jeji derivaty plisobi na patogenetické
pochody u AD ptiznivé. Epidemiologické udaje ukazaly, ze dostateény dietni pfisun PUFA
n-3 (DHA) je spojen s poklesem rizika vzniku demence (Johnson a Schaefer 2006).
V prospektivni studii bylo nalezeno, Ze jedinci, ktefi maji koncentrace DHA v plasmatickém
fosfatidylcholinu v hornim kvartilu, maji ve srovnani s jedinci s DHA v dolnim kvartilu
vyznamné niz§i riziko vyvoje AD béhem devitiletého sledovani (Schaefer et al. 20006).
Nemocni se sporadickou formou AD maji niz8i expresi proteinu SorLA (LR11) i jeho mRNA.
Tento protein snizuje Stépeni APP o- a B-sekretdzami, coz snizuje tvorbu, B-amyloidu.
Podévani DHA transgennim mysim zvySovalo expresi LR11 v neuronech snizovalo tvorbu [3-
amyloidu (Ma et al. 2007). DHA je podobn¢ jako AA pieménovana oxidaci. Za ucasti 12- a
15-lipoxygenaz na derivaty, (resolviny, Rvs, neuroprotektiny, NP a maresiny, Mar) které maji
vyznamné biologické uc¢inky (Serhan 2011). Resolviny (resolution-phase interaction
products) a dokosatrieny antagonizuji U¢inky derivati AA (prostaglandinii, leukotrienti a
Resolviny blokuji tvorbu IL-1 v mikrogliich a snizuji infiltraci mozku polymorfonukleéry .
Neuroprotektin D1 rovnéz snizuje ptiliv leukocytl, snizuje expresi zanétlivych cytokinl a
NFkB a indukuje expresi antiapoprotickych proteini BCL-2, snizuje expresi
proapoptotickych proteinh BAX a BAD (Bazan 2005) a neuroprotektivnich gend, které
omezuji neurotoxicitu pisobenou amyloidem beta (Lukiw et al. 2005, Bazan 2009). Tvorba
NPD1 z DHA je regulovana redox stavem neuront, takze zvySeny oxidacni stres, plisobeny
AP ¢i hypoxii zvySuje tvorbu NPD1 z DHA (Jicha a Markesbery 2010). NPD1 déle zvySuje
antioxida¢ni ochranu neuron indukci tvorby antioxida¢nich enzymi (Hashimoto et al. 2002) a
inhibuje aktivaci kaspazy 3, indukovanou oxida¢nim stresem a expresi COX-2 stimulovanou
interleukinem 1 (Bazan 2005). Enzym 14-lipoxygenaza v makrofazich pfeménuje DHA
na maresin 1 (7,14-dihydroxy DHA), ktery omezuje piisun leukocyti a stimuluje
odstranovani apoptotického materialu (Serhan et al. 2009), jeho vyznam u AD jesté neni
prostudovan. Neuroprotektivni u¢inek DHA u AD je ziejmé podminén i jejimi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. DHA pomaha udrZovat flexibilitu neuronalnich membran, coZ hraje
roli pfi signalni transdukci, neurotransmisi, a tvorbé “lipid rafts”(Innis 2007, Cunnane et al.
2009). V autoptickém materialu frontalnich kortexii osob s AD byl prokdzan vyznamné
sniZzeny obsah DHA a také monoenovych mastnych kyselin (zejména olejové) v , lipid rafts*
(Martin et al. 2010). DHA moduluje expresi fady gend interakci s transkripcnimi faktory.
Vyznam zde mé hlavné interakce s PPARYy, jelikoz uvoliovani AP je na PPARy dependentni
(Cunnane et al. 2009). Dalsimi transkripénimi faktory, na které se DHA vaze, jsou liver
retinoid X (LRX) receptor, hepatic nuclear factor-(HNF)4o a sterol regulatory element-
binding protein (SREBP) (Frisardi et al. 2011).

Jinymi metabolity AA, které maji v patofyziologii neuropsychiatrickych onemocnéni, jsou
kanabinoidy. Mezi nejvyznamnéjsi kanabinoidy, které vznikaji pii metabolismu GP, patii
anandamid (arachidonyl-ethanolamid, AEA) a 2-arachidonoylglycerol (2-AG). Tato latky
pusobi na kanabinoidni receptory které byly v CNS identifikovany. V neuronech jsou
exprimovany zejména CB1 ,kde se ucastni regulace uvoliiovani neurotransmitterti a intensity
synapse, zatimco CB2 receptory byly nalezeny zejména gliich a mikrogliich. Kanabinoidy
maji v CNS fadu funkeci, Gi€astni se na proliferaci neurond, jejich diferenciaci, morfogenezi a
synaptogenezi (Harkany et al. 2008). V n¢kolika studiich bylo zjisténo, Ze kanabinoidy
pfispivaji k neuroprotekci proti pisobeni AP (Aso a Ferrer 2014). Bylo popsano odstraiiovani
amyloidu po aktivaci CB> receptorii v makrofazich ¢i jeho usnadnény transport pies plexus
choroideus. V jiné experimentalni studii bylo zjisténo, ze A 9-THC (tetrahydrocannabinol)
zvysuje expresi neprilysinu, coz je endopeptidaza degradujici AP (Chen et al. 2013). Podavani
smési kanabinoidi vedlo v experimentu u mySiho modelu rovnéz k vyrazné redukci
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neurofibrilarnich klubek (Casarejos et al. 2013). Kannabinoidy ziejmé také vyznamné
interaguji s neurotrofickymi faktory a pfiznivé ovliviuji dalsi faktory rozvoje AD, jako je
zanét ¢i oxidac¢ni stres v CNS (Aso a Ferrer 2014).

Prace byla podporena PRVOUK-P25/LF1/2
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DI*;SATURAZY MASTNYCH KYSELIN: PATOFYZIOLOGIE A KLINICKY
VYZNAM

DESATURASES OF FATTY ACIDS (FADS) AND THEIR PHYSIOLOGICAL AND
CLINICAL IMPLICATION

A. 74Kk, A. Slaby, E. Tvrzicka, " M. Jachymova, J. Macasek, M. Vecka, M. Zeman,
B. Stankova

IV. interni klinika, ~ Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v
Praze

Souhrn

Zvyseny vyskyt stavll asociovanych s insulinovou rezistenci jako je nadvéha/obezita, diabetes
mellitus 2.typu (DM2), srdecné-cévni onemocnéni (KVO), nékteré nadory a neurologicko-
psychiatrické choroby, je charakterizovan poklesem obsahu vicenenasycenych mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem (LC-PUFA). Mnozstvi LC-PUFA zavisi jednak na exogennim
pfijmu jejich prekurzori — kys. linolové a a-linolenové — a dale na rychlosti jejich
metabolické pfemény, na které se podili fada enzymu — delta-6 desaturaza (D6D, FADS2),
D5D (FADSI1) a elongazy (Elovl2,-5,6). Zmény aktivit D5D/D6D byly popsény u fady
chorob, mezi néz patii neurologicko-psychiatrickd onemocnéni (depresivni poruchy, bipolarni
afektivni poruchy, demence), metabolickd onemocnéni (obezita, metabolicky syndrom,
DM2), KVO (hypertenze, ischemicka choroba srde¢ni), chronické zanéty a alergie (Crohnova
nemoc, atopicky ekzém) a nckteré naddory. Analogické vysledky byly prokazany asocia¢nimi
studiemi mezi genotypy/haplotypy FADS1/FADS2 a vySe uvedenymi skupinami onemocnéni,
pfipadné interakce mezi pfijmem LA a ALA vyskytem minoritnich alel polymorfisma
FADS1/FADS2, které maji vesmeés niz$i enzymatické aktivity. Pokles aktivit DD, resp. FADS
se projevi snizenou koncentraci produkti spojenou se zvySenou koncentraci substratu. Byly
popsany asociace nékterych SNP FADS s ischemickou chorobou srdecni, koncentracemi
lipidQ, oxida¢nim stresem, glukdzovou homeostazu i zanétlivou reakci. Experimentalni studie
na zvifecich modelech a vyskyt vzacnych onemocnéni spojenych s chybénim, resp. vyraznym
poklesem aktivit D5SD/D6D vyzdvihly vyznam desaturdz pro zdravy vyvoj organismu i
pro patogenezi nékterych chorob.

Uvod

Trvajici vysoka mortalita a morbidita na kardiovaskularni onemocnéni (KVO) ekonomicky
vyspélych zemi souvisi s vVysokou prevalenci stavli s inzulinovou rezistenci (IR). IR je
charakteristicka pro nadvahu (resp. obezitu), metabolicky syndrom (MS), diabetes mellitus
2 typu (DM2), kardiovaskularni choroby, neurologicko-psychiatrickd onemocnéni (deprese,
bipolarni afektivni poruchy, schizofrenie, demence) a nékteré nadory (Jump 2011, UZIS
2009, Euroaspire 111 2007).

Pokles obsahu vicenenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (LC-PUFA) v krvi a
tkdnich je jednou z charakteristickych zndmek stavii s IR a byl popsan u vySe uvedenych
chorobnych stavli. Z nutri¢nich rizikovych faktorii k rozvoji IR pfispiva pozitivni energeticka
bilance, zvySeny piijem nasycenych mastnych kyselin (SFA, saturated fatty acids),
trans-mastnych kyselin (TFA) a rafinovanych cukri (pfedevSim fruktéozy a sachardzy) a
nedostateény piijem PUFA tady n-3 a n-6 (Lann a LeRoith 2007, Erkilla 2008, Jump 2011).
Mnozstvi LC-PUFA zavisi na pfijmu kys.linolové (LA, 18:3n-6) a kys.a-linolenové (ALA,
18:3n-3) potravou i aktivit¢ enzymu (desaturazy, elongazy) fidicich jejich syntézu.
V soucasné primérné stravé prumyslové vyspélych zemi (MWD, modern western diet) LA
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ptispiva z 85 — 89 % celkovému piijmu PUFA a ALA se podili zhruba 9 — 11 % a celkovém
ptijmu PUFA potravou. LA metabolizovana sérii desaturaci a elongaci na kys. arachidonovou
(AA, 20:4n-6). Limitujicim krokem pfemény LA na AA je delta-6 desaturace (D6D, FADS2),
ktera konvertuje LA na kys. y-linolenovou (GLA, 18:3n-6). GLA je nasledné elongovana
na kys. di-homo-y-linolenovou (DGLA, 20:3n-6) a poté desaturovana za katalyzy D6D
(FADSL1) na AA.

ALA je desaturovana plsobenim D6D na kys. stearidonovou (SDA, 18:4n-3), ktera
elongovana na kys. eicosatetraenovou (ETA, 20:4n-3) a nakonec ptasobenim D5D vznika kys.
eikosapentaenova (EPA, 20:5n-3). Nasleduje dalsi elongace (ELOVL2) a desaturace (D6D)
s preménou EPA na DHA. Konverze ALA na EPA je u lidi velmi nizka, celkem se pfeméni
pouze 6 — 10 % ALA na EPA. Pfeména ALA na kys. eikosapentacnovou (EPA, 20:5n-3)
zahrnuje stejny sled enzymatickych krokiti (Murff a Edwards 2014). Stejnym zpisobem je
metabolizovana kys. olejova (OA, 18:1n-9) ptisobenim D5D a D6D a ELOVI. Vsechny 3 fady
mastnych kyselin kompetuji o stejné enzymatické systémy, pficemz afinita k D5D a D6D je
Vv nasledujicim poradi: n-3 PUFA > n-6 PUFA > n-9 MFA (Glaser et al. 2010, Lattka et al.
2010, Merino et al. 2010).

Substratem pro D6D je celkem 5 mastnych kyselin (FA, fatty acid): 18:2n-6, 18:3 n-3,
24:6n-6, 24:5n-3 a 16:0. Delta-6 desaturaza vykazuje D8D aktivitu vici 20:2n-6 a 20.3n-3.
Delta-5 desaturaza ma vysokou substratovou specificitu a jsou znamé pouze dvé FA, které
slouzi jako substrat pro DSD — 20:3n-6 20:4N-3.

Desaturdzovou aktivitu ovliviluji faktory genetické 1 vlivy negenetické jako je lacnéni,
realimentace, karence bilkovin, plisobeni hormont (insulin, kortikoidy, katecholaminy),
slozeni diety (SFA,TFA, Zn, Mg, pyridoxin, alkohol a dalsi) (Martinelli et al. 2009,
Arbo et al. 2011).

Analyzy srovnavajici 18 SNP FADS1/FADS?2 a slozeni FA ve fosfolipidech plasmy, resp.
erytrocytarnich membran prokazaly, Ze genetické vlivy vysvétli az 29 % rozptylu koncentraci
AA, a rekonstruované haplotypy FADS1/FADS2 10 — 12 % rozptylu koncentraci prekurzord
AA (EDA, eikosadienova kyselina; DGLA) (Schaeffer et al. 2009). Studie na italské populaci
prokazala silnou asociaci mezi 13 SNP clusteru FADS/FADS2/FADS3 a koncentracemi PUFA
plasmatickych fosfolipidi a membran erytrocyti. Z nich nejvyznamnéjsi asociace byla
prokdzana pro AA. Homozygoti a heterozygoti minoritni alely méli vyssi koncentrace LA,
ALA a eicosadienové kyseliny (20:2n-6) (Malerba et al. 2008). Podobné asociace byly
prokazany i v dal$ich studiich u potomku evropand, africand a asiatli (Zietemann et al. 2010,
Merino et al. 2011, Kwak et al. 2011, Mathias et al. 2010; 2011, Sergeant et al. 2011).
Adekvatni ptijem PUFA a rovnovaha mezi fadou n-6 a n-3 je vyznamnym faktorem, ktery
zajistuje optimalni vyvoj plodu i zdravotni stav organismu. U¢inky PUFA se vysvétluji
ovlivnénim bunéénych funkei, inkorporaci do membranovych fosfolipidii, modulaci enzymt a
signalnich molekul i pfimym ovlivnénim genové exprese (Jump 2008, Jump 2011).
Dostupnost volnych LC-PUFA a moZnost regulace genové transkripce zavisi nejen na piijmu
ALA a LA dietou, ale i1 aktivit¢ desaturaz a elongas, kontrolovanych pfisluSnymi geny
(FADS1, FADS1, SCD-1, Elovi2-6). Nékteré polymorfismy FADS nesouci minoritni alely
jsou vesmeés spojeny s jejich nizsi enzymatickou aktivitou. Pokles aktivit FADS se projevi
snizenou koncentraci produktu a zvySenou koncentraci substratu. Pfeména LA a ALA
na LC-PUFA je ukézana na obrazku 1.
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Obrazek 1
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B-oxidation

Dostupnost LA, ALA a LC-PUFA (zvlast¢ AA a DHA) je nezbytna pro zdravy vyvoj a
fyziologické funkce organismu. Tyto LC-PUFA ovliviiuji kardiovaskularni systém a imunitu,
jsou nezbytné v téhotenstvi pro spravny rist a vyvoj plodu. Nékteré studie neznacily, Ze
polymorfismy FADS a dietni pfijem PUFA ovliviiyje status LC-PUFA a DHA v téhotenstvi.
Koncentrace LC-PUFA a zvl. DHA v matefském mléce mohou kojenim modulovat riziko

vzniku alergickych onemocnéni, ekzému a rozvoj kognitivnich funkci béhem dospivani
(Tosi et al. 2014).

Desaturazy mastnych kyselin

Geny pro delta desaturazy mastnych kyselin jsou lokalizovany na chromosomu 11 a geny
pro elongazu-5 (elongation of very long-chain fatty acid, ELOVL5) na chromozomu 6
(Jakobsson et al. 2006). Genovy cluster pro D5D a D6D je kodovan na 11. chromosomu
(11g12-13.1) a obsahuje geny FADS1, FADS2 a FADS3; DS5D je koédovana desaturazou
mastnych kyselin-1 (FADS1), D6D pak FADS2. Gen pro FADS3 ma 52 — 62% sekven¢ni
identitu s FADS1, resp. FADS2, a koduje zatim strukturné a funkcéné neidentifikované
proteiny (Nakanuta et al. 2004, Blanchard et al. 2011).

Desaturazy jsou enzymy odpovédné za inzerci dvojnych vazeb do fetézce FA. Desaturazy
mastnych kyselin se vyskytuji u vétSiny zivoCichii a rostlin, téZ u nckterych bakterii
(Hashimoto et al. 2006). Existuji dvé evolu¢né nepiibuzné skupiny, a to desaturazy vazané
na bunécné membrany a desaturdzy solubilni. Vesmés jde o metaloproteiny se dvéma atomy
zeleza v aktivnim misté, coz vysvétluje velky rozsah katalytickych aktivit. Delta desaturazy
vyskytujici se u savcll jsou mikrosomalni enzymy, jejich desaturdzova aktivita zavisi
na koordinaci 3 enzyma — vlastni desaturazy, cytochromu b5 a NADPH-cytochrom b5
reduktazy. U ¢loveka jsou FADS1/FAD2/FADS3 exprimovany predevs§im v jatrech, kosternim
svalstvu, myokardu, plicich, nervovém syst¢tmu a tukové tkani. FADS genovy cluster
u Cloveéka sestava z useku velikosti 91,9 kb na 11. chromosomu. VSechny 3 geny maji
podobnou strukturu (12 exond, 11 intront). Orientace FADS1 a FADS2 je ,hlava-hlava® a
FADS2 a FADS3 ,,ocas k ocasu®“. FADS1 zaujima 17,2 kb, FADS2 39,1 kb a FADS3 oblast
18 kb. Celkem bylo popsano Vv oblasti genového FADS clusteru vice nez 500 polymorfismti.
Z nich u 23 polymorfisml byly popsany vyznamné asociace s koncentracemi FA, hladinami
lipidi a komplexnimi fenotypy. Schematicka struktura genového clusteru FADS je ukazana
na obrazku 2.
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Obrazek 2
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Aktivity D5D/D6D za riznych patologickych stava

Aktivity D5D a D6D lze analyzovat piimo in vitro nebo u experimentalnich zvifat pomoci
rychlosti konverze radioaktivné znacenych FA na jejich produkty. Exprese geni FADS je
mefitelnd u lidi ve vzorcich jaternich biopsii. Pfimé urceni aktivity tak neni proveditelné
na rozsdhlych souborech klinickych a epidemiologickych studiich z divodii etickych 1
praktickych. V klinické praxi se jako surogatniho markeru vyuzivd poméru produkt/substrat
fady PUFA n-6. Koncentrace EPA, resp. DHA se neuZziva, protoZe tyto PUFA jsou vyrazngji
ovlivnény jejich dietnim pfijmem. V pisemnictvi se pouzivd n¢kolika markeri — globalni
(agregovana nebo celkovd) desaturdzova aktivita jako pomér AA/LA, déale D5D (jako pomér
AA/DHGLA) nebo D6D aktivita (jako pomér GLA/LA) (Tosi et al. 2014).

V tabulce 1 jsou schématicky uvedeny zmény globalni desaturazova aktivity (vyjadiena jako
agregovany desaturacni index, ADI), dale pak aktivity DSD a D6D.

Onemocnéni ADI D6D D5D Reference
DM2/IR + + - Kroger 2012
MS/obezita + +/NC -/INC Vessby 2003
Waresj6 2006
Hypertenze + NA NA Russo 1997
TG, HDL-C, LDL-L, non-HDL-C | + + -/NC Jacobs 2014
NAFLD/NASH NA + - Armutcu 2013
Nadory NA + NA Hansen 2002
Schizofrenie NA + NA Liu 2009
Deprese, bipolarni afektivni NA + NC Vareka 2013
poruchy Liu 2011
Demence NA +/NC -/NC Calon 2004
Chronicky zanét NA + NC Martinelli 2009
Sergeant 2012
Tepova frekvence NA NC Ebbesson 2012

Zkratky: NA — chybéni dat (not available); NC — beze zmény (not changed); + — vzestup, - —
pokles; ADI — agregovany desaturaéni index; D6D, D5D — delta-5 (-6) desaturaza

Zvyseni celkové desaturazové aktivity bylo prokazano u osob s arteridlni hypertenzi,
insulinovou rezistenci, obesitou a metabolickym syndromem (Russo et al. 1997, Vesshy et al.
2003, Waresjo et al. 2006). Pacienti s DM2T maji zvySenou celkovou desaturazovou aktivitu,
vysSi D6D a nizsi D5D. Vysoké aktivity D6D a nizké D5SD jsou charakteristické pro stavy
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asociované s IR (Kroger et al. 2011, Kroger a Schultze 2012), predikuji vznik DM a
metabolického syndromu (MS) (Saito et al. 2013). Podobné nélezy byly zjiStény u osob
s nealkoholovou steatdzou jater (Armutcu et al. 2013). U obou pohlavi koreluji koncentrace
LDL-C a TG negativn¢ s D5D, a koncentrace LDL-C, TG, LDL-C a non-HDL-C koreluji
pozitivné s aktivitou D6D (Jacobs et al. 2014).

Varianty FADFS1/FADS?2 a chorobné stavy

V soucasné dobé¢ jsou piedmétem rozsahlého experimentalniho i klinického vyzkumu funkéni
polymorfismy geni FADS1/FADS2/FADS3. Nékolik studii prokazalo vyznamné asociace
mezi nékterymi polymorfismy FADS a zastoupenim FA ve fosfolipidech séra a
erytrocytarnich membran. Vysetfenim velkého popula¢niho vzorku muzl a zen bylo zjisténo,
ze nositelé minoritnich alel jedenacti jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) a ptislusnych
haplotypli maji niz$i aktivitu D6D a D5D, coz se projevuje zvySenou koncentraci substratl -
kyseliny linolové, a-linolenové, dihomo-y-linolenové (DHGLA, 20:3n-6), a snizenou
koncentraci produktt desaturace — Kys. y-linolenové, arachidonové a EPA v sérovych
fosfolipidech. Nejvyznamnéjsi asociace s polymorfismy a nejvétsi podil geneticky
vysvétlitelné variability vykazovala kyselina arachidonova. Minoritni alely byly spojeny
s niz8im vyskytem alergické rinitidy a atopického ekzému, nemély vSak vliv na celkové ani
specifické koncentrace imunoglobulinu IgE v plazmé (Schaeffer et al. 2006).

Vliv stejnych polymorfismi D6D a D5D na zastoupeni FA v sérovych fosfolipidech byl
potvrzen obdobné koncipovanou studii u souboru muzi sledovanych v ramci jiného
vyzkumného projektu. Minoritni alely vykazovaly vyznamné asociace s niz$imi
koncentracemi kyseliny arachidonové a vy$sim zastoupenim kyseliny linolové, a-linolenové a
eikosadienové (Malerba et al. 2008).

Vyzkum FADS1/FADS2 probihal také v ramci evropské kolaborativni studie u pocetného
souboru mladistvych, chlapcti a dévéat ve veéku 12,5 az 17,5 let, s vyrazné odlisnymi
stravovacimi zvyklostmi ve srovnani s dospélou populaci. Aktivita D5D byla hodnocena
pomérem Kyseliny arachidonové (20:4n-6) ke kyselin¢ dihomo-y-linolenové (20:3n-6),
aktivita D6D pomérem kyseliny dihomo-y-linolenové ke kyseling linolové (18:2n-6).
Minoritni alely vétSiny sledovanych polymorfismid byly vyznamné€ asociovany s nizsi
aktivitou D5D, jeden polymorfismus s vyrazné vyssi aktivitou D6D. Autofi této studie
predpokladaji, Ze u mladistvych je fenotyp ovlivnén genetickymi faktory relativné vice
nez faktory zevnimi (Bokor et al. 2010).

Polymorfismy genl kodujicich D5SD a D6D ovliviiyji syntézu PUFA a jejich koncentraci
ve vétsing tkani (Lattka et al. 2010). Vzhledem k transgenera¢nimu vlivu genetické variability
DD na riziko KVO a dalSich zdvaznych chorob jsou cenné vyzkumné projekty, které se
zaméfuji na konkrétni populacni skupiny. V nedavno publikované studii byly porovnany
funkéni polymorfismy FADS1/FADS2 u mladych dospélych osob bélosského a asijského
puvodu. Oba soubory se vyznacovaly obdobnou genetickou variabilitou desaturdz, ale byly
zjiStény nékteré zajimavé rozdily. Alela C jednoho reprezentativniho polymorfismu spojena
sniz§i aktivitou desaturdz (nizSim pomérem AA/LA) byla u muzi asijského piivodu
minoritni, kdeZto u bélosské skupiny majoritni. Asijskd skupina byla tedy znevyhodnéna
vzhledem ke kardiovaskularnimu riziku spojenému s geneticky podminénou variabilitou
desaturazové aktivity (Merino et al. 2011). Autofi ze Spojenych statl americkych se zaméfili
na geograficky izolovanou populaci evropského plvodu sneménnymi stravovacimi
zvyklostmi a potvrdili, Ze variabilita DSD také u ni ovliviiuje intenzitu konverze vychozich
FA na potencialn¢ prozanétlivé PUFA tady n-6 (Mathias et al. 2010).

Vliv pfijmu n-3 PUFA na rozdily v plazmatické koncentraci LDL-C, HDL-C a triglyceridd,
které¢ souviseji sruznou expresi D5SD, byl ziejmy pii srovnéni japonské a mongolské
populace; oba soubory byly geneticky pifibuzné, ale podstatn¢ se liSily konzumaci ryb
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(Nakayama et al. 2010). Vysledky celogenomového sekvenovani naznacuji, ze homozygotni
zastoupeni urcitych alel ptispiva k celkovému kardiovaskularnimu riziku (Tanaka et al. 2009).
Podle nazoru nékterych autort by vySetieni polymorfismi FADS1/FADS2 mélo byt soucasti
experimentalnich a interven¢nich studii zaméfenych na biologické t¢inky vicenenasycenych
mastnych kyselin (Glaser et al. 2010).

Vztahy variant FADS k diabetes mellitus

Celogenomové asociaéni studie prokazaly asociaci SNP FADS1 rs174550 s la¢nou glykémii
a rizikem DM2. V ,,EPIC-Potsdam Study* byla prokazana asociace FADS1 rs174546, ktera je
ve vazebné nerovnovaze s rs174550 a aktivitami D5D a D6D. Vzhledem k opa¢nému vlivu
D5D a D6D na vznik DM2, je mozné, ze oba vliv obou polymorfismi na riziko DM2 se
vzajemné rusi. Navic, byla prokazana asociace mezi rs174550 genotypem (FADS1) a ¢asnou
sekreci insulinu (Kroger a Mathias 2012). V rozsdhlé finské studii provedené na 6580 ne-
diabetickych muzi byla prokazana vyznamna asociace alely rs174550 FADS1 s koncentrace
glukdzy a dyslipidémii (Stancakova et al. 2011).

Vztahy variant FADS k dyslipidémii

Statisticky vyznamné asociace nékterych polymorfismu s lipidovym spektrem byly zjistény
Vv celogenomovych studiich provedenych u velkého poctu sledovanych osob. Geonomové
vySetfeni 40 000 Evropanti prokazalo vyznamnou asociaci mezi alelou C polymorfismu
rs174547 FADS1 s poklesem HDL-C a vzestupem TG (Kathiresan et al. 2009).

V jiz zminéné finské studii byla prokazana asociace alely rs174550 FADS1 se zvySenou
koncentraci velkych HDL a sniZenou koncentraci vSech subfrakci VLDL (Stancakova et al.
2011). V celogenomové asocia¢ni studii InCHIANTI byla prokazana asociace varianty
introni  FADS1 rs174537 skoncentraci celkového- a LDL-C (Tanaka et al. 2009).
U adolescentii indoevropského ptivodu byla prokdzana asociace minoritni alely varianty
FADS2 rs174570 TG, D5D se vzestupem LA a poklesem AA (Bokor et al. 2009).
V navaznosti na uvedené vysledky byl v souboru mladistvych dotaznikovou metodou
vySetfen piijem LA a ALA ve stravé a sledovan jeho vliv na aktivitu D5D. Ukézalo se, ze
minoritni alela polymorfismu FADS1 (rs174546) byla asociovana s niz$i koncentraci EPA
Vv sérovych fosfolipidech, ale pouze v podskupiné s vysokym dietnim piijmem kyseliny ALA.
V téze podskupin€ byla zjiSténa vyznamnd asociace této minoritni alely s niZSimi
koncentracemi celkového cholesterolu a non-HDL cholesterolu v séru. Vztahy mezi
genetickymi a nutricnimi vlivy jsou ziejmé sloZitéjsi, nez se dosud podatilo objasnit. LA a
ALA pravdépodobné kompetuji o D5D (Dumont et al. 2011). V korejské populaci byla
prokdzana asociace minoritni (T) alely varianty FADS1 rs174537 s niz§i koncentraci
celkoveého- a LDL-C a vétsi primérnou velikosti ¢astic LDL 1 rizikem ischemické choroby
srdecni (Kwak et al. 2011). VySetteni 137 japonskych muzi stiedniho veéku prokazalo
asociaci mezi homozygotnim genotypem variant clusteru FADS (rs174553, rs174546,
rs99780 a nizkymi koncentracemi LDL-C a pomérem LDL-C/celkovy cholesterol
(Sone et al. 2013).

Vztahy variant FADS k oxida¢nimu stresu

Ve zminéné korejské studii byla prokazéna asociace minoritni (T) alely varianty FADS1
rs174537 snizsi 1Grovni oxidaéniho stresu vyjadieného poklesem koncentraci
malondialdehydu (MDA), oxidativn¢ modifikovanych LDL (ox-LDL) a nizs§i koncentraci
8-epi-PGF2o v moci (Kwak et al. 2011). VySetteni peroxidase lipidd v izolovanych LDL a
HDL pomoci sledovani kinetiky konjugovanych dieni (KD) u homozygoti s deleci
v promotoru genu (-/-) FADS2 (rs3834458) ve srovnani s nositeli T alely (TT, T-) prokazalo
niz§i produkci KD a maximalni koncentraci KD (Solakivi et al. 2013).
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Vztahy variant FADS a metabolicky syndrom

Zvysena koncentrace ALA tukové tkané je spojena s nizkou prevalenci metabolického
syndromu (MS). Byla prokazana vyznamna interakce mezi polymorfismem varianty FADS2
(rs3834458) v promotoru (T/-) genu pro D6D, koncentraci ALA tukové tkan¢ a rizikem MS.
casteCné, konverzi ALA na EPA (Truong et al. 2009). Je znamo, ze existuji rozdily
ve fenotypu MS Americanu afrického a evropského pivodu. Afroamericané s MS maji mensi
prevalenci dyslipidémie (vzestup TG a pokles HDL-C) a vyssi poruch gluk6zové homeostazy.
Pti vySetieni polymorfismu FADSI rs174537 byla zjisténa vyznamné vyssi frekvence
genotypu GG u Afroameric¢ani (0,81) ve srovnani s Ameri¢any evropského ptvodu (0,41).
GG genotyp zminéného polymorfismu méa vysoké koncentrace AA a prozanétlivého stavu
(Sergeant et al. 2012).

Vztahy variant FADS a ischemicka choroby srdecni

Vyznam genotypt D5SD a D6D pro predikci kardiovaskularniho rizika se pokusila prokazat
klinickd studie, do niz byli zafazeni pacienti vySetfeni koronarni angiografii. Ve skupiné
se zavaznou stendzou jedné nebo nékolika tepen (> 50% zlzeni) byla zjiSténa vySsi aktivita
celkova desaturdzovéa aktivita stanovena jako pomér AA/LA v membranich erytrocyti.
Mnohotnd regresni analyza potvrdila, ze vys$$i hodnoty tohoto pomeéru (horni tercil)
pfedstavuji nezavisly rizikovy faktor pro ischemickou chorobu srde¢ni. Aktivita desaturdz
byla asociovana s polymorfismy gentt FADS1/FADS2 (rizikovymi alelami a haplotypy), které
podminovaly prozanétlivé spektrum PUFA. Se zvySenou aktivitou desaturdz pozitivné
korelovaly hodnoty hs-CRP (Martinelli et al. 2008). V jiz citované korejské studii byly
vySetfeny polymorfismy gend pro D5D a D6D u pacientd s ischemickou chorobou srdec¢ni a
u zdravych kontrolnich osob v Jizni Koreji. U zvoleného polymorfismu (rs174537) se
minoritni alela spojena s niZsi desaturdazovou aktivitou vyskytovala vyznamné méné Casto ve
skupin€¢ pacienti nez u zdravych osob. Nositelé této alely méli niz§i zastoupeni AA
v sérovych fosfolipidech a vétsi ¢astice LDL (Kwak et al. 2011). Srovnavaci studie Ciiant
(440 pacientd s ICHS a 839 kontrolnich osob) prokazala interakci mezi polymorfismem
rs17547 FADS1 a rizikem ICHS. Nositelé minoritni T alely zminéného polymorfismu
s nizkym ptijmem EPA/DHA je rizikovym faktorem ICHS (Liu et a. 2015).

Interakce variant FADS a p¥ijmu PUFA

Pro prevenci a lécbu dyslipidémii a MS je dualezité osvétlit interakce mezi genetickou
variabilitou desaturdz a piijmem PUFA ve stravé, poptipad€ jejich zvySenym piijmem
Vramci terapie. Prifezové Setfeni v ,,Doetinchem Cohort Study*“ prokéazalo signifikantni
asociaci mezi genotypy FADS1 (rs174546) a celkovym — a non-HDL-cholesterolem
ve skupiné s vysokym dietnim piijmem n-3 PUFA (> 0,51 En %), interakce mezi genotypy
rs174546 a celkovym - a non-HDL-C chybi ve skupiné s nizkym piijmem n-3 PUFA (< 0,51
En %). Interakce s ostatnimi vySetfovanymi genotypy FADS (rs174570, rs482548) prokazany
nebyly (Lu et al. 2010). Obdobny cil m¢la studie provedena na souboru respondentii ze
Svédské populace. Minoritni alela polymorfismu FADS1 (rs174547) byla spojena s niz§imi
koncentracemi LDL-C pouze u jedinct s nizkym piijmem n-3 PUFA; vyznamné interakce
byly prokazédny mezi pomérem ALA/LA ve stravé a plazmatickou koncentraci HDL-C a
zminénym polymorfismem. Vysoky piijem n-3 PUFA (vyjadieny vys$i pomérem ALA/LA)
zvySoval koncentrace HDL-C u genotypu CC a TC polymorfismu rs174547 (Hellstrand et al.
2012). Polymorfismy clusteru FADSI/FADS2 také vysvétluji hypotriglyceridemickou
odpovéd’ a deteriorace homeostazy glukdzy a ptisobeni insulinu po podavani n-3 PUFA. Byla
prokazana statisticky vyznamna asociace mezi FADS1 variantou rs174546 a koncentracemi
pied a po podavani n-3 PUFA (Cormier et al. 2012) Nositel¢ minoritni alely polymorfismu
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FADS2 rs482548 méli vyznamné zvysSené koncentrace glukosy po suplementace n-3 PUFA.
Interakce mezi n-3 PUFA a insulinémii nala¢no byly prokazany pro polymorfismus FADS1
rs174546 (Cormier et al. 2013).

Zavér

V budoucnu by aktivita desaturaz FA mohla byt voditkem pfi individualnim davkovani n-3
PUFA vramci prevence a lécby MS a jeho jednotlivych komponent (nadvaha/obezita,
dyslipidémie, poruchy gluk6zové homeostazy, subklinickd zangt).

Studium genetické variability desaturaz mastnych kyselin odhaluje diilezit¢ interakce
s nutri¢nimi faktory. Ob¢ tyto dil¢i oblasti vyzkumu bude tfeba uvést do vztahu k jiz zndmym
patogennim faktorim zanétu. Ukazuje se, Ze intenzita systémového subklinického zanétu a
chronického zanétu tukové tkdné spolurozhoduje nejen o stupni kardiovaskulérniho rizika
spojeného s obezitou, ale je 1 spojovacim clankem mezi obezitou a metabolickymi
odchylkami jako je inzulinova rezistence, poruchy sekrece inzulinu a dyslipidémie.

Prace byla podporena grantem 1IGA MZ CR NT/13199
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