CESKA LEKARSKA SPOLECNOST J. E. PURKYNE
Spolecnost patologické a klinické fysiologie — Sekce pro atherosklerosu
Ceskd pediatrickd spolecnost — Komise pro prevenci atherosklerosy v détském a
adolescentnim véku

SLOVENSKA LEKARSKA SPOLECNOST
Spolecnost klinické biochemie — Sekce pro atherosklerosu

ve spoluprdci se SpoleCnostmi klinické biochemie, praktickych lékain pro déti a dorost, klinické
vyZivy a intensivni metabolické péce, obesitologickou a diabetologickou

4. INTERNI KLINIKA 1. LF UK

Vs vitaji na symposiu s edukacnim programem

potadaném pod zastitou dékana 1. LF UK prof. MUDr. Aleksiho Seda, DrSc.

ATHEROSKLEROSA
2019

diagnostika, 1é¢ba, prevence v détském i dospélém véku

Praha 11.-12.zari2019



Hlavni nazev: ATHEROSKLEROSA 2019
Podnazev: Diagnostika, 1é¢ba, prevence v détském i dospélém véku

Vydavatel: IV. interni klinika 1. LF UK Praha
Naklad: 100 ks

Mésic a rok vydani: zari 2019

Cena: neprodejné

ISBN 978-80-905595-6-1



CESTNE PREDSEDNICTVO

Prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc.
Dékan 1. LF UK Praha

doc. MUDr. Milan Kuchta, CSc.
Lekarska fakulta UPJS, Kosice, Slovensko

Prof. MUDr. Stanislav Stipek, DrSc.
Piedseda Oborové rady biochemie a patobiochemie 1. LF UK Praha

PROGRAMOVY VYBOR

Josef Hyanek, Marie KuneSova, Magdalena Lejskova, Jaroslav Macasek,
Petr Nachtigal, Barbora Stankova, FrantiSek Stozicky, Miroslav Zeman,
Ale§ Zak

ADRESA SYMPOSIA
Lékarsky diim
Sokolska 490/31, Praha 2



ATHEROSKLEROSA 2019 ATHEROSKLEROSA

OBSAH

Autor Str.
Dostalova 1
Hiittl 6
Hyanek 11
Chrpova 13
Lejskova 16
Macasek 22
Malinska 29
Markova 33
Metelcova 37
Panek 39
Sitko 42
Siroka 49
Smid 57
Vecka 60
Zeman 67
Zak 73

Redakce: St. Eichlerova, E. Tvrzicka
4. interni klinika 1. LF UK



ATHEROSKLEROSA 2019 ATHEROSKLEROSA

POTRAVINOVE ZDROJE RIZIKOVYCH ZIVIN - CUKRU, SODIKU,
NASYCENYCH A TRANS-NENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN

FOOD SOURCES OF RISK NUTRIENTS - SUGARS, SODIUM, SATURATED AND
TRANS-UNSATURATED FATTY ACIDS

J. Dostalova
University of Chemistry and Technology Prague, Czech Nutrition Society

Abstract

At present, high intake of salt, sugar, saturated fatty acids and trans fatty acids is considered
the greatest nutritional risk in developed countries. Salt and sugar intake is roughly twice the
recommended amount. The lecture will present the main sources of these risk nutrients. Most
of the salt is consumed from food products (75 - 80 %), the rest falls on meals. The most
important sources are bakery products, meat products and cheeses due to the high amount
consumed. Other rich sources of salt are: some fish products, ready meals, dehydrated soups,
instant noodles, sterilized vegetables, marinades and flavorings, soy (up to 18 %) and other
sauces, finished pasta sauces, potato chips, salted sticks, salted nuts etc. In addition to
commonly known sources of sugar (confectionery, pastry, processed fruit, sweetened
beverages, etc.), some types of cereal breakfasts, flavored fermented milk products, natural
fruit juices, etc. have high sugar content. The main sources of saturated fatty acids are fats
from palms and animal fats and products contained them. Trans fatty acids contain food
products only exceptionally. In many products, both salt and sugar content could be reduced
from a technological standpoint, and therefore the reformulation program is very beneficial.

Uvod
V odborné literatuie se uvadi, Ze vyziva je nejvyznamngj$im faktorem zevniho prostfedi,
ktery ovlivituje zdravi clovéka a nasledné délku jeho zivota i délku tzv. aktivniho Zivota.
Literarni idaje uvadéji rozmezi vlivu 40 - 60 %. Je to jeden z diivodli souc¢asného velkého
z4jmu o vyZivu a potraviny. Nespravna vyziva se vyznamné podili na fadé onemocnéni, které
ovlivityji aktivitu ¢loveéka a zvySuji riziko jeho pfed¢asného imrti. Jsou to predev§im:

* vysoky krevni tlak

* nemoci srdce a cév (infarkt, cévni mozkova piihoda)

* nékteré druhy nddorovych onemocnéni

» cukrovka 2. typu

* obezita

* nemoci ledvin

e Osteopordza
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) vétSina hlavnich faktori, které se neptiznive
uplatniuji na zdravi ¢lovéka, souvisi s vyzivou. V potadi zdvaznosti jsou to:

* nadbytecny piijem soli

* vysoky pfijem alkoholu

* nevhodné sloZeni tuku — vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin a trans mastnych

kyselin.

* vyssi konzumace ptidanych cukrii

* vysoky pfijem energie

* nedostateCny pfijem ovoce a zeleniny
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Ptijem soli

V CR je piijem kuchyiiské soli téméf trojnasobny neZ pifjem doporu¢ovany WHO (5 g/den)
a je jeden z nejvysSich v Evropé. Spolecnost pro vyzivu doporucuje snizeni spotieby
kuchyiiské soli (NaCl) na 5 - 6 g za den a preferenci pouzivani soli obohacené jodem.
U starsich lidi snizeni pfijmu soli pod 5 g na den. V kojeneckém véku stravu zasadné
nesolime, v pozd¢jsim détském veku uzivame sl umérné potfebam ditéte.

Nejvice soli je pfijimano z potravinaiskych vyrobki (75 - 80 %), zbytek ptipada na pokrmy.

Obsah soli ve vybranych potravinaiskych vyrobcich

* nékteré rybi vyrobky az 14 %

* bilé syry napf. syry typu balkan, jadel az 6 % (8 %)

* modré syry (plisnové) —4 -5 %

* masné vyrobky — doporuceno ptidavat do 2,5 % soli, obvykle maji do 3 %, ale i vice
napf. uzena masa cca 4 %, Salami minis Walnuss 5,8 % (détska Sunka miva méné
napf. 1,7 %)

* pekarské vyrobky, zvlasté sypané soli. Pekatské vyrobky se podileji na ptijmu soli z
20 - 30 % vzhledem k vysokému konzumovanému mnozstvi

* podébradka 1,25 g/l

Dalsi vyznamné zdroje soli

* hotové pokrmy prumyslové vyrobené

* dehydratované polévky, instantni nudle

» sterilovand zelenina

* marinady a dochucovadla (i vice nez 50 %)

* sojova (az 18 %) a dalsi omacky

* hotové omacky na téstoviny

* bramborové chipsy (az 2 %)

* slané ty¢inky (az 7 %)

* solené ofechy (az 2,5 %)

Nékteré z vyse uvedenych bohatych zdroji soli se konzumuji jako pochutiny (mezi jidly napt.
pfi televizi, posezeni s prateli apod.), takze konzument pfijimané mnozstvi vétSinou ani
nevnima.

Vysledky prazkumu KHS v Ostravé v roce 2018

Krajska hygienicka stanice v Ostravé sledovala obsah soli v pe¢ivu podavaném v mateiskych
Skolach v Moravskoslezském kraji. Doporuc¢eni WHO pro pekaiské vyrobky je 1,2 g soli/100
g. Tuto hodnotu splnila nebo jen mirn¢ piekrocila ptiblizné polovina z 20 vzorkl odebranych
v matefskych Skolach. Prispévek peciva do denniho pfivodu soli neni pii obvykle dieté
zanedbatelny.

Dale sledovala pfijem soli z ob&di v zafizenich poskytujicich stravovaci sluzby. Pracovnici
KHS odebrali 54 vzorkli obédti v 18 provozovnach zavodniho stravovani. Zjisténé hodnoty
obsahu soli se pohybovaly od 4,84 g do 14,95 g soli/obéd (pramér 7,84 g/obéd), coz znamena
vice nez 2 az 7 nasobné piekroceni doporucené davky EFSA pro obéd. Ani v jednom ptipadé
nebyla doporu¢ena davka soli 2,1 g soli/obéd dodrzena, a to jesté nebylo zohlednéno
dosolovani u stolu, nebot’ obédy byly odebrany ptimo v kuchyni.

Opatieni ke snizeni pfijmu soli v CR

* sniZzit obsah soli v potravinatskych vyrobcich (75 - 80 % piijmu soli je z potravin)

* zamc¢fit se predevSim na vyrobky s vysokou Spotiebou (pekafské a masné vyrobky,
nékteré syry)

* Omezit piijem vétSiny vysoce zpracovanych potravinaiskych vyrobkl

* Omezit soleni pokrmt, zejména ,,dosolovani pokrmt na talifi

* Osvétova Cinnost pro spotiebitele.

-2-
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Ptijem cukrii
WHO doporucuje preferovat ve stravé polysacharidy (Skroby), cukri (napf. cukr fepny a
titinovy (sacharéza), ovocny (fruktéza), hroznovy (glukdza, dextroza), mlécny (laktdza) aj.
konzumovat denné¢ maximaln¢ 90 g, ptidanych cukrii pouze 50 g (vyhledové 25 g/den).
Z hlediska vyzivového je konzumace vétsich mnozstvi cukri rizikova. Pii nedostate¢ném
vydeji energie se ukladaji ve form¢ tuku a maji dal$i nezaddouci ucinky. Nezanedbatelné
nejsou ani kariogenni uc¢inky cukr. VIdknina je naopak pro organismus prospésna a méli
bychom zvysit jeji ptijem na 30 g.
Zdroje cukrt
Cukry pouzivané ke slazeni napoji a pokrmii

» cukr Fepny (Beta vulgaris ssp. vulgaris) nebo titinovy (Sacharum officinarum) -

sacharo6za

* cukr pfirodni (hnédy) musi podle vyhlasky obsahovat nejméné 97,5 % sacharozy

* sirupy — glukozovy, glukézo-fruktozovy a fruktozo-glukdzovy sirup

* Javorovy sirup - ze §tavy javoru cukrodarného (Acer saccharum) - sacharéza

* kokosovy cukr — z kokosovniku ofechoplodého (Cocos nucifera) — z mizy sacharoza,

z kvétl 45 % fruktézy, inulin aj.

» palmovy cukr — ze $tavy palmy rodu Borassus - sacharoza

» datlovy cukr — z plodu datlovniku pravého (Phoenix dactylifera) - sacharoza

* agavovy sirup — fruktoza (cca 75 %)

* z dalSich mén¢ znamych zdroju

Nejvyznamnéjsi potravinové zdroje cukrii

* nealkoholické napoje — vétsinou 10 % i vice

* zZpracované ovoce — dZzemy, rosoly, marmelady, povidla, proslazené ovoce, susené
ovoce aj. — vysoky obsah cukri — sacharéza, fruktéza, glukéza

* cukrovinky — vétsina je sloZena téméf vyhradné z cukru, gluk6zového nebo
maltézového sirupu

* Cokolada a ¢okoladové bonbony — obsah cukru zavisi na obsahu kakaové susiny,
muze byt i vyssi nez 50 %

* vyrobky z obilovin - cerealni snidané (i ptes 30 %), cukrarské vyrobky, jemné
pecivo, n€které druhy trvanlivého peciva (ptes 30 %)

* kysané mlé¢né vyrobky — neochucené (4,6 %),

ochucené — bézné az 16 %, vyjimka az 23 %
* mrazené krémy a zmrzliny - velmi riizny obsah
*  med — témé&f 80 % cukru (fruktéza, glukéza)

Sladkéd chut’ je vétSinou lidi oblibena (jeji obliba je Cloveku vrozena). V soucasnosti vSak
pfijem cukrii pfevySuje vyrazné doporucené davky (sachardzy témét dvojnasobné), a proto
bychom méli jejich piijem omezit. Neni nutné cukry zcela vyloucit, ale konzumovat potraviny
s jejich niz§im obsahem — je nutné sledovat tabulku vyzivovych hodnot udaj: sacharidy, z
toho cukry.

Pfijem nasycenych a trans-nenasycenych mastnych kyselin

Obsah trans mastnych kyselin v potravinach jiz v soucasnosti neni problematicky. Pozornost
se nyni soustied’'uje na obsah nasycenych mastnych kyselin, jejichz vysoky pfijem podporuje
vznik zejména nemoci srdce a cév. Ve Vyzivovych doporucenich USDA (Ministerstvo
zem&délstvi USA) je na sniZeni piijmu nasycenych MK kladen obzvlastni diraz. Ke sniZeni
piijmu vyzyva i WHO, vyzivova doporudeni jednotlivych stati véetné Ceské republiky.

-3-
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Zdroje nasycenych mastnych kyselin
SloZzeni MK nejbéznéjsich tukl a olejd

Tuk nebo olej | |

Sadlo

Hovéz tuk

Olej z jater tresky

Olej ze sledé

Kokosovy tuk

Palmojadrovy tuk

Kakaove maslo

Olivovy olej 8-16
Sojovy olej 14-20
Shinecnicovy ole 9-17
Repkovi olej 5-10

Potraviny v CR s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin
* maso a masné vyrobky s vyjimkou masa dribeziho
* mléko a mlécné vyrobky, syry
* pekaiské vyroky z listového tésta a s naplnémi
» ¢okolada, cokoladové bonbony, nékteré cukrovinky
* misli ty¢inky a mrazené krémy s polevami
* mrazené krémy s rostlinnym tukem
* cukrafské vyrobky, hlavné s polevami a naplnémi
* rostlinné ndhrady smetany a Slehacky
* jisky, dehydrované polévky aj.

Z hlediska vyzivy, zejména srde¢né-cévnich onemocnéni jsou velmi rizikové trans mastné
kysseliny. Doporuceni Kk ptijmu WHO je ,,as low, as possible®, max. do 1 % z RHP tj. 2,5
g/den. V nasich potravinach se v soucasnosti vyskytuji pouze ojedinéle (vétSinou potraviny z
dovozu) — tuky caste¢né ztuzené vodikem se nahrazuji tuky ztuzenymi jinou technologii,
nejcastéji tuky zpalem. Na obalu se jejich pfitomnost nesmi znadit, signalem jejich
pritomnosti mtize byt ,,¢asteéné ztuzeny tuk* uvedeny v surovinovém slozeni

Zavér
V tadé€ vyrobkl by bylo z technologického hlediska obsah soli i cukru mozné sniZit, a proto
program reformulaci je velice prospésny. Obsah soli 1 cukru je nutné snizovat postupné, aby si

v

vvvvvv

Je tedy nutné, konzumovat vyrobkii majicich jejich vySsi obsah mensi mnozstvi.

-4-
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PRIZNIVE UCINKY TROXERUTINU NA DYSLIPIDEMIIL, OXIDACNI STRESS A
ZANET U MODELU POSTMENOPAUZALNIHO METABOLICKEHO SYNDROMU

BENEFICIAL EFFECTS OF TROXERUTINE ON DYSLIPIDAEMIA, OXIDATIVE
STRESS AND INFLAMMATION IN A POSTMENOPAUSAL METABOLIC
SYNDROME MODEL

M. Hiittl', M. Poruba?, H. Malinska!, 1. Markova!, O. Oliyarnyk!, J. Trnovska?,
L. Kazdoval, R. Vedera?®

1Centre for Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine,
Prague, Czech Republic

2Department of Pharmacology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University,
Olomouc, Czech Republic

Abstract

Metabolic syndrome (MetS) elevates cardiovascular diseases and type 2 diabetes risk. Its
incidence increases dramatically in women after the menopause. Recent evidence suggests
that troxerutin exhibits beneficial effects on diabetes-related symptoms. The possible positive
effects of troxerutin on metabolic disturbances associated with postmenopausal MetS in an
experimental model was examined. Wistar rats were ovariectomized or sham-operated at 8
weeks of age and fed a standard diet for 4 month, in order to fully develop MetS disorders
associated with the menopausal transition. Thereafter rats were fed a standard diet without or
with troxerutin supplementation at doses 150 mg/kg/day for 4 weeks. Troxerutin has not
mitigated menopause-induced visceral adiposity increase as well as an impaired insulin
sensitivity. Troxerutin favourably affected lipid metabolism and liver impairment in
postmenopausal MetS model. Oxidative stress amelioration, positive changes in CypP450
influencing endogenous substrate metabolism and anti-inflammatory effect may be involved
in the mechanism.

Uvod

Prevalence metabolického syndromu (MetS) u zZen po menopauze je 60 % Vv porovnani s 20 %
U zen v premenopauze. Pfitomnosti MetS stoupa u lidi riziko vzniku kardiovaskuldrnich
onemocnéni a diabetu 2. typu. Kardiovaskuldrni onemocnéni je ¢astéj$i u muzi nez u Zen
V premenopauzalnim obdobi, ale po menopauze incidence onemocnéni dramaticky stoupa
(Blum & Blum, 2009). Ztrata ovarialniho cyklu, ktera je doprovazena vyraznym poklesem
hladin estrogenu, vede k nartiistu t€lesné hmotnosti, viscerdlni adipozity, inzulinové rezistenci,
jaterni steatdze, porucham lipidového a gluk6zového metabolismu.

Troxerutin je semisynteticky derivat flavonoidu rutinu, jehoZ pfirodni zdroje jsou v Jerlinu
japonském (Sophora japonica), v ¢aji, kave, obilnych zrnech, ovoci a zelenin€. Troxerutin
ptizniv€ ovliviiuje viskozitu krve a agregaci trombocytl. V soucasné dobé je pouzivan k 1écbé
chronické 7Zilni insuficience a varikozity. Recentni pozorovani naznaCuji také jeho
tudiz by mohl byt vhodnym kandiditem pro 1écbu poruch spojenych s metabolickym
syndromem. Mechanismy ptiznivého plisobeni troxerutinu v této oblasti nejsou dosud piesné
objasnény.
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Cil prace

Cilem prace bylo sledovat u modelu postmenopauzalniho metabolického syndromu uc¢inky
troxerutinu na poruchy spojené s metabolickym syndromem a zhodnotit jeho potencialni
vyuziti v 1é6€bé negativnich metabolickych dusledkd menopauzy.

Metodika

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

Hladiny sledovanych latek byly stanoveny pomoci komerc¢nich/ELISA souprav: glukoza,
triglyceridy, cholesterol Erba-Lachema (CR), neesterifikované mastné kyseliny (NEMK)
Roche Diagnostic (Germany), inzulin Mercodia (Sweden), HMW adiponektin MyBiosource
Inc. (USA), interleukin-6 komeréné¢ dostupnymi kity. Genové exprese byly stanoveny
kvantitativni PCR. Ke stanoveni obsahu triacylglyceroli v jatrech, resp. svalech byla tkan
rozdrcena Vv kapalném dusiku a extrahovana ve smési chloroformu a methanolu. Po pfidani
2% KH2PO4 byla smés centrifugovana. Po odpateni byl obsah triglyceridi stanoven pomoci
analytické soupravy Erba—Lachema (CR).

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

Vysledky

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

Grafla?2

TELESNA HMOTNOST INDEX ADIPOZITY

500 1.5 :

300

200

1 S
100
0 [ E .

SHAM ovX OVX+TROX Perimetrilni tuk. tkan Perirenalni tuk. tkan

U sledovanych skupin se vyrazné neliSily hladiny gluk6zy a inzulinu samic v sytém stavu.
Naproti tomu HOMA-IR index, ktery vyjadfuje vztah mezi hladinami lacného inzulinu a
la¢né glukézy v séru a vykazuje silnou Kkorelaci s hyperinzulinemickym euglykemickym
glukézovym klempem, byl vyrazné negativné zvySen ovariektomii a poddvani troxerutinu
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c W

jeho hodnoty prikazné snizilo. Troxerutin pusobil v cirkulaci mirné protizanétlive. Podle
predpokladl byly 1é€bou bioflavonoidem troxerutinem zlepSeny parametry oxidacniho stresu
V séru — vyznamné se zvySily hladiny glutation-dependentnich enzymti a poklesly hladiny
produkti lipoperoxidace. Pozitivnim u¢inkem 1éCby postmenopauzalnich samic byl
vyznamny pokles krevnich lipidi, jejichz profil byl po ovariektomii zhorSeny (celkovy

cholesterol +52 %) v porovnani s kontrolami (viz tab. 1).

PARAMETRY V CIRKULACI

SHAM OVX pl< | OVX+TROX | p2<
glykémie syta 6,058 + 0,323 6,554+0206 | ns | 6,304+0,122 ns
mmol/I 0,120+ 0,018 0,143 +£0,017 ns 0,110+0,013 *
inzulin syty nmol/I 1,437 £ 0,108 2,308 +£ 0,356 *x 1,614 £ 0,153 kel
HOMA-IR
triglyceridy mmol/I 1,511 £0,164 1,300 £ 0,222 ns 0,759 £ 0,056 *
cholesterol mmol/I 1,814+ 0,124 2,763 + 0,085 Fxk 2,304 £ 0,066 *x
NEMK nmol/Il 0,378 £ 0,025 0,398 + 0,024 ns 0,344 + 0,036 ns
IL-6 nmol/l 40,97 + 7,52 42,1 +2,80 ns 26,98 +2,90 ekl
MCP-1 nmol/I 1510 £142 1730 + 181 * 1649 + 174 ns

Tab. 1 pl1 = vliv ovariektomie, p2 = vliv lé¢by troxerutinem, p < 0,05 =*, p < 0,01=**,
p < 0,001 =***

U samic ovariektomie zvySovala ektopickou akumulaci lipidi v jaterni tkani: obsah
triacylglyceroli byl o 57 % a obsah cholesterolu o 31 % vys§i v porovnani
S premenopauzalnimi samicemi. LéCba troxerutinem depozici lipidii ve tkanich nesnizila (viz
tab. 2).

EKTOPICKE UKLADANI LIPIDU

SHAM OVX pl< | OVX+TROX | p2<
Kosterni sval | TAG umol/g 3,30+ 0,34 6,62 + 0,77 kel 6,25+ 0,48 ns
Jatra TAG pmol/g 470+0,62 | 7,37 £0,62 kel 8,07+1,21 ns
CHOL umol/g | 7,66 £ 0,70 | 10,29 = 0,65 ool 10,84 + 0,62 ns

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

Citlivost visceralni tukové tkdn¢ a kosternich svali k G¢inku inzulinu byla vyznamné
zhorsena (p < 0,05) u modelu postmenopauzy a 4-tydenni podavani troxerutinem citlivost
tkani u postmenopauzalnich samic nezlepsilo.

K nejvyznamngj$im metabolickym zméndm po 1écbé
troxerutinem dosSlo v jaterni tkdni. Navozeni menopauzy
vedlo u samic k vyraznému zhorSeni parametri oxida¢niho
stresu v jatrech: o 19 % Kklesl obsah glutationu, snizila se
aktivita glutathion-dependentnich enzym a zvysil se
obsah  produkti lipoperoxidace. Nasledna 1écba
troxerutinem dané parametry signifikantné zlepsila (graf 3,

tab. 3). Relativni exprese nuklearniho faktoru Nrf2 — *
Vv jatrech, ktery je hlavnim regulatorem antioxidacni
odpovédi, nebyly u sledovanych skupin rozdilné. SHAM ovx

Pomér GSH/GSSG v jatrech

OVX+TROX

Graf 3
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PARAMETRY OXIDACNIHO STRESU V JATRECH

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

Tab. 3 pl = vliv ovariektomie, p2 = vliv 1é¢by troxerutinem, p < 0,5 =*, p < 0,01=**,
p <0,001=***

V jatrech postmenopauzalnich samic troxerutin zvysil expresi Abc transportéri (ATP-binding
Cassette) (p < 0,001), které jsou zodpovédné za eflux cholesterolu z jater do Zluce a jsou tudiz
dilezitou slozkou eliminace cholesterolu. Intervence troxerutinem snizovala ovariektomii
zvySenou expresi Cyp2el (p2 < 0,01). ZvySend exprese tohoto membranového proteinu
prispiva k patogenezi metabolickych onemocnéni tim, ze zvySuje produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS) v organismu (Porubsky et al., 2008). Troxerutin v naSem experimentu chranil
pted zvySenim exprese Cyp4al, Cyp4a2 a Cyp4a3, kteti hraji dulezitou roli v metabolismu
mastnych kyselin, zejména kyseliny arachidonové, a jsou uzce spojeni s inzulinovou
rezistenci. Hormondlni zmény u ovariecktomovanych samic vedly v jatrech az
k sedmindsobnému zvyseni exprese lipoproteinové lipazy (pl < 0,001), pficemz je zndmo, ze
overexprese tohoto enzymu vedou u experimentalnich modelt k inzulinové rezistenci a
obezit¢ (Delezie et al., 2012). Podavani troxerutinu exprese Lpl signifikantné snizovalo
(p1 < 0,001). Exprese Hmgcr (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase), jehoz hlavnim
ukolem je regulace rychlosti biosyntézy cholesterolu a ktery stoji na pocatku jeho endogenni
syntézy, nebyly lé¢bou ovlivnény. Ptiznivé pisobeni troxerutinu v jatrech doklada i zlepSeni
spektra mastnych kyselin ve fosfolipidech. Antiinflamaéni index (SHAM: 20,9 + 2,2 vs OV X:
15,4 £ 0,5 vs OVX + TROX: 22,4 + 1,5; pl1 < 0,01; p2 < 0,01), ktery ukazuje na protiza-
nétlivé plisobeni mastnych kyselin, byl po 4-tydenni intervenci troxerutinem v jatrech
ovariektomovanych samic signifikantné zvysen.

Diskuse

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

Vysledky experimentu s chirurgicky navozenou menopauzou u potkanii naznacluji, ze
troxerutin by mohl byt vhodnym terapeutickym doplitkem v 1é€bé zen po menopauze nejen
pro své pozitivni u¢inky na mikrovaskularni komplikace, ale i diky svému pfiznivému
pusobeni na lipidovy metabolismus a jaterni tkan. Zmirnéni oxida¢niho stresu, pozitivni
zmény v cytochromu P450, ktery ovliviluje endogenni metabolismus substrati, a
protizanétlivé ¢inky mohou byt zahrnuty v mechanismu u¢inkt troxerutinu.

Studie byla podpoiena grantem GACR 17-08888-S
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SITOSTEROLEMIE ZACHYCENE V RUTINNI PRAXI METABOLICKE
AMBULANCE PRO DETI A DOROST

SITOSTEROLEMIAS DETECTED IN ROUTINE PRACTICE OF METABOLIC
SURGERY FOR CHILDREN AND ADOLESCETS

J. Hyanek, F. Pehal, V. Dubska, B. Mikova, T. Honzik, J. Brtnova, V. Martinikova,
J. Mullerova, L. Machaékova, M. Pricha

Metabolicka ambulance a Oddéleni klinické biochemie,hematologie a imunologie Nemocnice
na Homolce, Praha
Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF UK Praha

Abstract

Authors discuss the findings of hereditary and arteficial sitosteroemias in metabolic surgery
for children and adolescents among patients with positive hypercholesterolemias detected by
obligatory screening among children born in families suffering from high risk of CVD. 1
homozygote and 3 heterozygotes for hereditary form and 5 patients for arteficial form of
sitosterolemia have been observed. Clinical cases, descriptions, treatment with ezetimib and
pedigrees have been documanted in details.

Cil

Autofti popisuji detekované sitosterolemie - dédi¢na ¢i arteficielni metabolickd onemocnéni,
kterd pozorovali za uplynulych 20 let pii diferencovani dyslipidemii v rutinni metabolické
ambulanci Nemocnice na Homolce (NNH), tj. od doby co umime vySetfovat hladiny
necholesterolovych sterolll v krvi.

Uvod

Dédicna sitosterolemie je relativné vzacné onemocnéni metabolismu sterolll spojené
s omezenym odbouravanim sitosterolu v jatrech a ve stfevé pro poruSeny transportni protein
ABCG5/ABCGS. Zvysena hladina sitosterolu je pro ¢lovéka stejné aterogenni jako vysoka
hladina cholesterolu, a proto se musi vCas diagnostikovat a 1é¢it. Vyskyt v evropské populaci
1:1mil

Pacienti a metodika

Metabolickou ambulanci NNH prochazi roéné cca 1000 déti a dorostencu s rizikovych rodin
pro KVO odeslanych na zéklad¢é povinného positivniho screenigového vySetieni cholesterolu
détskymi 1ékafi, aby se provedlo diferencialné diagnostické metabolické vySetieni K upfesnéni
detekované hypercholesterolemie v 5. a 13. r. zivota. Rutinni lipidové spektrum, hemato-
logické a imunologické vySetfeni provadéno na automat. analyzatorech Beckman Coulter a
Cobas system. Molekularné genetické vySetfeni deficitu cholesterolovych receptorti a
sitosterolovych mutaci se provadi v MedPed Brno. Stanoveni zakladnich necholesterolovych
sterolti v Krvi (sitosterol, kampesterol, lathosterol a desmosterol) se provadi GC/MS metodou
na FinniganMat120b (int. standard epicoprostenal).

Vysledky

Pti diferencidlné diagnostickém vyhodnoceni vysledkl byly zachycovany a diferencovany
za uplynulych 20 let v 70 % vySetfovanych pacientd tzv. alimentarni hypercholesterolemie,
v 10 % familiarni hypercholesterolemie molekularn¢ geneticky potvrzené, nefamiliarni
hypercholestrolemie ve 20 % a pii tom byly nalezeny i 3 sitosterolemie dédi¢né molekularné
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geneticky potvrzené a 5 sitosterolemii arteficialnich (dietnich ¢i polékovych?). Podrobné jsou
uvedeny kazuistiky pacient tj. rodokmeny, klinické ptiznaky, laboratorni nalezy vcetné
necholesterolovych sterold, a vysledky dietni ¢i ezetimibové 1é¢by déti jak dédicnou tak
arteficidlni etiologii onemocnéni. Pacienti vykazovali jen mirné klinické pfiznaky a
maximalni hladina sitosterolu dosahovala u hereditarni formy 86 umol/l a u arteficielni 27
umol/l.

Zavér
V nasi slovanské populaci se vyskytuji jak dédicné tak arteficialni (alimentarni ¢i 1ékové)
sitosterolemie, kterym je tieba také vénovat diferencialné diagnostickou pozornost.

Klicova slova: sitosterolemie  dédi¢na, sitosterolemie  ziskana, fytosterolemie,
necholesterolové steroly

Key words: sitosterolemia hereditary, sitosterolemia arteficial, fytosterolemia, non
cholesterol sterols
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NAHRADNI SLADIDLA
SWEETENERS
D. Chrpova¥*, J. Panek**

* VQSVZ a SZS 5. kvétna, Praha a Ustqv analyzy potravin a vyzivy VSCHT Praha
** Ustav analyzy potravin a vyzivy VSCHT Praha

Abstract

From the nutritional point of view, substitute sweeteners can be divided into energy and non-
energy sweeteners. Energy sweeteners (various glucose and fructose syrups, glucose, fructose,
alditols - sorbitol, xylitol, erythritol etc.) have a sweetness comparable to sucrose and, with
the exception of erythritol, a comparable amount of usable energy (somewhat less energy has
polyols - about 60 %). Non-energy sweeteners (saccharin, aspartame and others) have a
significantly higher sweetness (30 - 30000 times) than sucrose. The amounts used are
therefore considerably smaller (e.g. tenths to tens of mg per cup of tea) and the amount of
theoretically received energy is insignificant. Non-energy sweeteners do not interfere with
glucose metabolism and are not cariogenic. Development in this area is very fast, in recent
years have been developed 4 new sweeteners with a very interesting technological use. While
energy sweeteners are (in most cases) legislative food, non-energy sweeteners are considered
as additives.

Souhrn

Néhradni sladidla lze z nutriéniho pohledu délit na energetickd a neenergeticka sladidla.
Energeticka sladidla (rizné glukézové a fruktézové sirupy, glukodza, fruktoza, alditoly —
sorbitol, xylitol, erythritol aj.) maji sladivost srovnatelnou se sachar6zou a, S vyjimkou
erythritolu, i srovnatelné mnozstvi vyuzitelné energie (o néco méné energie maji polyoly — asi
60 %). Neenergeticka sladidla (sacharin, aspartam a dal$i) maji vyrazn¢ vyssi sladivost (30 -
30000krat) neZ sacharosa. PouZivand mnozstvi jsou proto podstatné mensi (napf. desetiny az
desitky mg na Salek ¢aje) a mnozstvi teoreticky piijaté energie je zanedbatelné. Neenergeticka
sladidla neinterferuji s metabolismem glukézy a nejsou kariogenni. Vyvoj v této oblasti je
velmi rychly, v poslednich letech se objevila hned 4 nové sladidla s velmi zajimavym
technologickym vyuzitim. Zatimco energeticka sladidla jsou (ve vétSiné ptipadi) legislativné
potraviny, neenergeticka sladidla jsou povaZovéna za pfidatné latky.

Nahradni sladidla

Néhradni sladidla lze rozdélit podle ptivodu na a) ptfirodni; b) syntetické latky identické
s pfirodnimi nebo modifikované piirodni latky; c) syntetické. Z nutricniho hlediska pak
na energetickd a neenergetickd. K energetickym nahradnim sladidlim se fadi cukerné
alkoholy. Do této skupiny sladidel se Casto zafazuji i alternativni sladidla pouzivana misto
cukru — sachardzy. Legislativné patii k potravinam. Jsou to sirupy vyrabéné z cerealii,
z ovoce nebo z ovocnych stav. Diky riznému obsahu jednotlivych cukri muize byt jejich
pouziti vyhodné pro pacienty, ktefi musi néktery z cukrii omezovat.

Naéhradni neenergetickd sladidla smi byt pouzivana ke slazeni potravin (kromé& téch, které se
zpracovavaji pro détskou vyzivu) a k pfipravé stolnich sladidel. Tato musi byt oznafena
textem, ktery uvadi, od kterych ndhradnich sladidel jsou odvozena. Pro jednotlivéa sladidla
jsou urcena nejvyssi povolena mnoZzstvi. Stolni sladidla a potraviny obsahujici aspartam musi
mit sdéleni, Ze obsahuji zdroj fenylalaninu.
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sacharin

K nahradnim syntetickym neenergetickym sladidltim patfi napt. sacharin, syntetizovan v USA
v roce 1879 puvodné jako konzervant a antiseptikum, jako sladidlo je v USA pouzivan od
roku 1900. Je cca 400krat sladsi nez sacharoza. Vykazuje lehce kovovou a nahotklou pachut’,
proto se kombinuje napf. S aspartamem nebo jinymi neenergetickymi sladidly. Pfi tepelném
zpracovani potravin je stabilni, stejné tak pii nizkém pH. Dobie se absorbuje GITem a
prakticky beze zmény se vylucuje moci, neabsorbovany podil pak stolici. Dosud pfetrvavaji
pochybnosti 0 jeho karcinogenité (ADI 5 mg.kg™); v 70. letech 20. stol. byl na seznamu
potencialnich karcinogend v souvislosti s vys§im vyskytem karcinomu mocového méchyie
u pokusnych zvifat, toto bylo nepotvrzeno z divodu problematického designu pokusu, proto
je od roku 2000 ze seznamu odstranén. Pouziva se mnozstvi 80 mg.kg? do limonad,
nealkoholického piva a mléénych ndpojii s niz§im obsahem energie, a 1250 mgkg?
do vitaminovych ptipravki.

Aspartam byl nahodné objeven pifi vyvoji léku na zaludeéni viedy. Je pomérné dobie
senzoricky hodnocen, protoze nevykazuje vedlejsi pachuté. V prostiedi s velmi nizkou
aktivitou vody, jako napf. ve Zvykackach, instantnich napojich v prasku, instantni kavé je
velmi stabilni. V kyselych vodnych roztocich v zavislosti na pH a teploté¢ hydrolyzuje
esterova vazba, vznika piislusny dipeptid — derivat dioxopiperazinu a metanol. Dalsi
hydrolyzou dipeptidu vznikaji konecné produkty — aminokyseliny: asparagova a fenylalanin.
Tyto reakce jsou spojené s poklesem sladké chuti. Proto aspartam neni vhodny pro kyselé
potraviny a pro tepelnou upravu potravin. V nékterych potravinach miize byt az 5 %
degradovano na dioxopiperazin, o jehoz zdravotni nezdvadnosti byly jisté pochybnosti.
Nynéjsi studie ukazuji, ze normélni konzumace aspartamu s ADI 40 mg.kg™ a 7,5 mg.kg?
pro dioxopiperazin neni rizikova. Dalsi problematickou latkou vznikajici pti hydrolyze
aspartamu se zda byt metanol. Toto mnozstvi je tak malé, Ze se jeho toxicita na Cloveéka
nemuze projevit. Stejné mnozstvi metanolu vznika po konzumaci cca 200 g jablek nebo vypiti
odpovidajiciho mnozZstvi ovocného dzusu, ve kterych se metanol také vyskytuje. Metanol
vznika v organismu i vlivem stfevnich bakterii. Aspartam je povolen v mnozstvi 300 mg.kg™
pro sladkokyselé konzervované vyrobky z ovoce, zeleniny a ryb a také az v mnozstvi 5500
mg.kg? do zvykagek bez cukru.

K ,.tradicnim‘ neenergetickym sladidlim patii, vedle aspartamu a sacharinu, cyklamaty, které
jsou jeSté stale pomérné Casto pouzivany, a nektera, prakticky zapomenuta sladidla, napf.
neohesperidin dihydrochalkon nebo thaumatin.
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V poslednich letech se objevila ¢tyfi nova sladidla, ktera jsou pro konzumenty velmi zajimava
jak z hlediska senzorického, tak pro moznosti uziti. Patii sem steviolglykosidy, Sukraldza a
dva derivaty aspartamu — neotam a advantam.

W@M%W %@

advantame

aspartame
neotame

Pravé nejnovéjsi advantam je jednou z nejzajimavéjSich sloucenin. Jeho sladivost je priblizné
30 000krat vyssi nez sladivost sacharosy, takZze pro oslazeni napoje/pokrmu je potieba
mnozstvi odpovidajici desetinam mg. Pfi téchto mnoZstvich pak ztraci na vyznamu i to, Ze
toto sladidlo je zdrojem fenylalaninu.
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NOVA DOPORUCENI VE FARMAKOTERAPII DIABETU 2. TYPU (EASD 2018)

NEW RECOMMENDATIONS IN PHARMACOTHERAPY FOR TYPE 2 DIABETES
(EASD 2018)

M. Lejskova
TN Interni klinika 3. LF UK, IPVZ Praha

Na podzim r. 2018 probéhl kongres EASD (European Association for the Study of Diabetes),
V jehoz zavéru bylo vydano spolecné doporuceni EASD a ADA pro postupy v péci o pacienty
s diabetem na zakladé systematického hodnoceni literatury od r. 2014. V doporuéenych
postupech pro diabetes 2. typu (T2DM) s obezitou se kromé zdlraznéni vyznamu snahy
o zhubnuti a optimalniho Zivotniho stylu projevil i vyznamny posun v doporucenich pro vybér
antidiabetika 2. volby pii selhani monoterapie metforminem®. Na zakladé vysledkd studit,
které sledovaly vliv novych antidiabetik na kardiovaskularni endpointy (MACE, Major
Adverse Cardiovascular Events) bylo vydano doporuceni vybrat u pacienta s klinickym
kardiovaskularnim onemocnénim (tj. v sekundarni prevenci) jako 1ék 2. volby inhibitor
sodiko-gluk6zového kotransportéru2 (SGLT2), zejména empagliflozin, nebo agonistu
receptoru GLP-1 (GLP-1RA), zejména liraglutid. Vysledky dalsich kardiovaskularnich studii,
které byly publikovany v poslednim roce, potvrzuji predev§im skupinovy efekt inhibitord
SGLT2 v nefroprotektivité®® a kardioprotektivité z hlediska rizika srde¢niho selhani, ale u s.c.
aplikovanych GLP-1RA nalezla vyznamny skupinovy kardiovaskularni prospéch az recentni
metaanalyza®. Na rozdil od piedchozich nejméné dvou desitek let, kdy cilem byl vybér
antidiabetik bez rizika hypoglykemie pii tésné kompenzaci, je nyni randomizovanymi
studiemi u dvou skupin antidiabetik nalezena kardioprotektivita (obr. 1, obr. 2) a
nefroprotektivita. Proto je doporucovano individualizovat vybér 1éku podle anamnézy resp.
komorbidit.

Cilem prace je podat aktualni piehled vysledkii kardiovaskularnich randomizovanych studii
vSech tfi skupin novych antidiabetik — krom& zminénych inhibitordi SGLT2 a GLP-1RA i
vysledky inhibitor dipeptidypeptidazy4 (DPP4) a zavérem shrnout takto odivodnéna
doporuceni vybéru antidiabetika 2. volby u T2DM.

Skupina inhibitori DPP-4 s ukonéenymi kardiovaskuldrnimi studiemi (saxagliptin®,
alogliptin®, sitagliptin’ a linagliptin®) se celkové jevi jako kardiovaskuliarné neutralni.
Vyjimkou je neocekavané zvySeni srde¢niho selhdni u saxagliptinu a hraniéni vysledky
u alogliptinu®, které vedlo k varovani FDA pted srde¢nim selhanim u t&chto 1ékii u pacienti
s prokazanou KVO a/nebo chronickym onemocnénim ledvin (u alogliptinu bylo varovani
pfechodné).

Vsechny 3 inhibitory SGLT-2 srandomizovanymi KV studiemi prokazaly konzistentni
ptiznivy kardiovaskularni efekt pfedevSim ve snizeni rizika hospitalizace pro srdecni
selhani (HHF) (obr. 2). Redukce kardiovaskularniho kompozitu 3P-MACE byla dosaZena
dvéma ze tii gliflozint (empagliflozinem'® a kanagliflozinem'!) a empagliflozinem dokonce i
redukce KV i celkové mortality, kterd je mezi inhibitory SGLT-2 zatim unikatni. Studie v§ak
neni mozno plné porovnavat, protoze Se rizikovost souboru 1isi (tab. 1) - unikatni je i pIné
sekundarné preventivni kohorta ve zminéné studii s empagliflozinem. Navic ve studii
s dapagliflozinem!? na pfevazné primarné preventivni kohorté s vysokym KV rizikem byla
nalezena unikatni redukce nejen HHF ale i kompozitu (KV mortalita, HHF).

GLP-1RA postradaji podobné vyrazny skupinovy efekt jako zminéné inhibitory SGLT2,
protoze u kazdého sledovaného kardiovaskularniho parametru dosahly na vyznamnost pouze
nckteré¢ 1éky. Nicméné recentné publikovand metaanalyza v Lancetu ukazuje vyznamny
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kardiovaskuldrni i renalni p¥inos®3, ptedevsim snizeni MACE o 12 % (HR 0,88; 95 % CI
0,82 - 0,94; p < 0,0001), ve zkoumanych podskupinich nebyla statisticky vyznamna
heterogenita. Navic bylo nalezeno snizeni kardiovaskularni mortality rovnéz o 12 % (95 %
CI1 0,81 - 0,96; p = 0,003), podobné¢ i celkové mortality o 12 % (95 % CI 0,88, 0,83 - 0,95;
p =0,001). SniZeni ikt fatalnich i nefatalnich o 16 % (95 % CI 0,76 - 0,93; p < 0,0001) a 9 %
snizeni infarktd myokardu (0,84 - 1,00; p = 0,043). V této metaanalyze dosahlo vyznamnosti i
snizeni HHF 0 9 % (95 % C1 0,83 - 0,99; p = 0,028), i kdyZ v tomto sméru je prospéch z 1é¢by
inhibitory SGLT2 uréité vyraznéjsi (obr. 2). Velmi vyznamné, o 17 % (95 % CI1 0,78 - 0,89;
p < 0,0001) byl lécbou GLP-RA zlepsen — redukovan i vysledek Sirokého rendalniho
kompozitu, pfedev§im snizenim albuminurie, ale i v tomto sméru je efekt inhibitord SGLT2
jesté vyraznéjsi.

Pii interpretaci detaili vysledku kardiovaskularnich studii je nutno postupovat opatrné a
odlisit nizsi validitu sekundarnich endpointi a post-hoc analyz (EXAMINE), které nemayji,
na rozdil od primarnich endpointi, validitu pln¢ zajisténou uspotadanim studie.

Doporuceni z kongresu EASD pro volbu antidiabetika 2. volby po selhani monoterapie
metforminem jsou zminénymi vysledky studii za rok 2019 podpoiena: je-li cilem snizeni
rizika HHF, je nejvyhodnéjsi volbou inhibitor SGLT2, u néhoz je navic pfitomen i skupinovy
nefroprotektivni efekt (potvrzeny renalni studii CREDENCE s kanagliflozinem i u osob se
nejvyhodnéjsi vybrat 1ék ze skupiny GLP-1RA, popt. inhibitordi SGLT2, ktery ma tyto
vysledky kardiovaskularni studii potvrzeny (tab. 2).
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Obrazek 1 MACE

HR (95% CI), p*

Vysledky MACE (3P/4P) v KV studiich

o  SAVORTIMI 3P P e Lt 1,00(0,89-1,12), p=0,99
& EXAMINE, 3P S 0,96 (*-1,16), p=0,32
] TECOS, 4P e 0,98 (0,89-1,08), p=0,65
CARMELINA, 3P : -+ ----- - 1,02(0,89-1,17), p=0,74
N EMPAREG, 37 —-— 0,86 (0,74-0,99), p=0,04
0 CANVAS, 3P —— 0,86 (0,75-0,97), p=0,02
2 DecLarETIMI, 3P homes 0,93(0,84-1,03), p=0,17
ELIXA, 4P wmmmdemennan 102(0.89-1.17), =081
EADER,3P | — 087(0,78-097), p=001
g SUSTAING, 3P . 0,74(0,58-0,95), p=0,02
- EXSCEL, 3P Foedkennd 0,91(0,83-1,00), p=0,06
% HARMONY, 3P — 0,78 (0,68-0,30), p=0,0006
REWIND 3P —l—' 0,88 (0,79-0,99), p=0,026
0'55 1'50 *p hodnoty pro superioritu
HR (95% CI) # dolni hranice neuvedena

<«— Ucinngjsi lék  Udinnéjsi placebo —

Obrazek 2 HHF

Vysledky HHF v KV studiich HR (95% CI), p

SAVOR TIMI | —e——  127(1,07-151), p=0,007
EXAMINE - - - @ = = = 1,19(0,89-1,58), p=0,24
TECOS b - 1(0,83-1,2), p=0,98
CARMELINA - - 4 0,9 (0,74-1,08), p=0,26
EMPAREG — p——t——t | 0,65 (0,5-0,85), p=0,002
CANVAS | b——m—— 0,67 (0,52:0,87), p <0,01
DECLARETIMI |  +——l—t | 0,73(0,61-0,88), p <0,01
ELIXA b= =i = - 0,9 (0,75-1,23), p=0,75
LEADER - = 0,87 (0,73-1,05), p=0,14
SUSTAIN 6 _-—- - -+ - - = =1 1,11(0,77-1,61), p=0,57
EXSCEL PN S 0,94 (0,78-1,13), p=0,48
HARMONY P — 0,75 (0,55-1,03), p=0,075
GLP-1RA meta —t 0,91 (0,83-0,99), p=0,028
0,5 1,0
HR (95% CI)
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Tabulka 1 Usporadani kardiovaskularnich studii s antidiabetiky

VOR- - -
Parametr A EXAMINE TECOS CARMELINA EMPA CANVAS  DECLARE ELIXA LEADER® SUSTI?IN EXSCELY HARMONY!® REWIND®
TIMI REG Program - TIMI 6
n 16492 5380 14735 6979 7020 10142 17160 6068 9340 3297 14752 9463 9901
Trvani
diabetu |, 5 7,3 11,6 15 >10 13,5 11,0 9,3 12,8 13,9 12 14 ?
{pramér- (57%)
rokut)
CVD (%) 78 100 100 57 100 65,6 40,6 100 81 72,2 73,1 100 100
Srdecni
selhani 13 28 18 27 10,1 14,4 10 22,4 17,9 23,6 16,2 20 ?
(%)
eGFR <60
ml/min 16,6 29,1 9,3 62,3 25,9 20,1 7,4 23,2 21,7 24,1 18,6 23 ?
(%)
Trvani
studie 2,1 1,5 3,0 2,2 3,1 2,4 4,2 2,1 3,8 2,1 3,2 1,6 5,4
(roka)
Pocet
o 1222 621 1690 854 772 1011 1559 805 1302 254 1744 766 1257
pfihod (n})
3p-
Primarni 3p- 4P- 3P- 3P- MACE/CV 4P- 3P-
3P- E - -MACE 3P-MACE -
endpoint MACE P-MAC MACE 3P-MACE MACE MACE Death + MACE 3P ¢ ¢ MACE 3P-MACE 3P MACE
HHF

HbAlc: Glykovany hemoglobin, BMI: Body mass index, HTN: Hypertenze, CVD: Cardiovaskuldri pithoda v an., 3P-MACE: 3-slozkovy
endpoint (kompozit kardiovaskularniho Gmrti, nefatalniho IM, nefatalni CMP), 4P-MACE: 3P-MACE plus hospitalizace pro nestabilni anginu
pectoris, HHF: Hospitalizace pro srde¢ni selhani

Zpracovano podle Singh ¢ al. Indian J Endocrinol Metab. 2019; 23: 175-183. Gerstein HC e o/ Lancet. 2019; 394: 121-130.
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Tabulka 2 Vybér 1éku 2. volby u T2DM
Prevence Minimalizace Cena (napf.
St.p.manifestaci progrese Redukce .. samoplatce
Preference . v s . rizika ..
IM nebo iktu srde¢niho hmotnosti hvposlvkemii S °mezenymi
selhani ypogly prostiredky
A skupinovy
- empagliflozin
Isrgll_l:_)ll_tzor [EMPAREG- ﬁ];?:(t)_ﬁ ano ano ne
OUTCOME protekce)
liraglutid noninferiorni,
GLP-1RA /LE?ADER +-nefro- ano ano ne
protekce
Inhibitor noninferiorni
noninferiorni lina- a sita- neutralni ano zatim ne
DPP4 e
gliptin
Agonista . ,
sek.prev.iktu . ne - zatim
P.PARY /IRIS Avrizikal AAhmotnosti ano Casteéné
pioglitazon
ne (studie ne (studie ne - "
Sekretagoga nejsou) nejsou) Ahmotnosti new: ano

Zpracovano podle Davies et al. Diabetologia 2018; 61: 2461-2498.
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MASTNE KYSELINY U KARCINOMU PRSU

FATTY ACIDS IN BREAST CANCER

J. Macasek, B. Staiikova, M. Vecka, M. Zeman, E. Tvrzicka, M. Kocik, L. PetruZelka”,
M. Zimovjanoval, A. Zak

4. interni klinika; ~Onkologickd klinika 1. LF UK a VFN Praha

Abstract

Breast cancer has well documented risk factors. Obesity and changes in lipid metabolism are
important parts of them, especially in postmenopausal women. There is a change in the
metabolism of cancer cells. Higher de novo synthesis of fatty acids (FA) predominates. This
process leads to an increased amount of monounsaturated fatty acids (MUFA) in membranes
of cancer cells with other consequences like change of membrane fluidity and change of
membrane’s rafts. It influences signalling pathways resulting in protumorogenic processes.
There are also many epidemiologic studies on influence of dietary interventions using
polyunsaturated fatty acids (PUFA) n-3 and n-6 on a risk of development of breast cancer.
Polyunsaturated fatty acids n-3 modulate processes reducing breast cancer cell growth.
Polyunsaturated n-6, saturated and monounsaturated FA have rather opposite effects on
cancer growth and development. Our study on patients with breast cancer has shown typical
results in that there is an increase of saturated fatty acids and a decrease of PUFA n-3 in
patients with breast cancer. This finding support a hypothesis about the significance of an
increased dietary intake of PUFA n-3 for the prevention of breast cancer development.

Uvod

Karcinom prsu (KP) patii mezi nadorova onemocnéni, u kterych byla prokdzana asociace
zvyseného rizika vzniku s obezitou a nevhodnym zivotnim stylem (vysoky kaloricky piijem,
nedostatek fyzické aktivity, strava bohatd na nasycené a trans-mononenasycené tuky a
rafinované cukry, nedostatek vldkniny). Bylo prokazano, Ze restrikce kalorického piijmu a
zvyseni fyzické aktivity, ale i bariatrické operace, které vedou ke snizeni télesné hmotnosti,
snizuji riziko vzniku nddorovych onemocnéni véetné KP (Wolin et al., 2008). Tyto poznatky
byly potvrzeny i v experimentu na zvifecich modelech (Cowen et al., 2015). V roce 1989
Kuhajda a spol. prokazali u osob s karcinomem prsu zvySenou expresi proteinu, asociované¢ho
s jeho neptiznivou progndzou, ktery nazvali ,,haptaglobin-related protein (Hpr)“ (Kuhajda et
al., 1989). Pozdé&ji bylo zjisténo, se jedna o cytosolickou syntazu mastnych kyselin (fatty acid
synthase, FASN). Karcinom prsu patii k nddoriim, jejichZ incidence stoupa V zapadnich
zemich paralelné se vzristajici epidemii obezity (Eheman et al., 2012). Obezita pfitomna
v dobé¢ stanoveni diagnozy karcinomu prsu zhorsuje i prognézu tohoto (Potani et al., 2010).
Obecné v bunkach nadorovych tkani dochdzi ke stimulaci lipogeneze, coz md vyznam pro
zajisténi vysokych metabolickych naroki, vystavbu biomembran atd. Kli¢ovou roli v téchto
pochodech hraji mastné kyseliny (fatty acids, FA), které se ucastni i bunécné signalizace a
karcinom prsu, je typickd dysregulace mastnych kyselin

Meéni se aktivita enzymi, napi. monoacylglycerol lipazy, jejiz nadmérna exprese
monoacylglycerol lipazy byla prokdzana u agresivnich forem karcinomu prsu, vajecnikl a
melanomu (Nomura et al., 2010). V biomembranach malignich bunék je snizeny obsah
exogennich MK, zatimco obsah monoenovych mastnych kyselin (MUFA), syntezovanych de
novo je zvySen. V membranach bunck karcinomu prsu byl ve srovnani s buiikami zdravé prsni
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tkan¢ prokazan vedle zvySené¢ho obsahu MUFA pokles obsahu vicenenasycenych MK
(PUFA) (Chajes et al., 1995). Tyto zmény vyznamné ovliviiuji vlastnosti Tyto zmény profilu
MK ve fosfolipidech biomembran maji vliv na jeji vlastnosti. Biomembrana obsahujici vyssi
podil MUFA a niz§i podil PUFA ma nizsi fluiditu. Zména fluidity ovliviiuje vlastnosti
membranovych rafti, které hraji dilezitou Glohu v signalnich drahach bunék.

Vedle zvySené lipogeneze de novo, provazené zvySenim obsahu nasycenych MK (SFA) i
MUFA je u nadorovych onemocnéni zménéno spektrum PUFA, Vyznamné se na téchto
zménach uplatiuje dysregulace enzymu desaturaz, které¢ zavadéji do fetézce MK dvojné
vazby a jejichz aktivita tak ovlivituje profil syntezovanych PUFA (Zik et al., 2016). Tyto
enzymy jsou oznacovany jako delta-5 (D5D, FADSL1), delta-6 (D6D, FADS2) a delta-9
desaturazy (D9D, stearoyl CoA desaturase 1, SCD-1). Delta-6 desaturaza je ve zvySené mife
exprimovana v naddorové tkani a jeji aktivita je spjata se zvySenou syntézou arachidonové
kyseliny a naslednych proinflamatorné pusobicich prostaglandinti a leukotrienti (Pender-
Cudlip et al.,, 2013). V experimentu na mySich bylo zji§t€no, Ze inhibice D6D vede
ke zmenseni velikosti tumoru v disledku inhibice zanétlivé odpovédi a angioneogeneze (He
et al., 2012), coz ukazalo na moznost uziti inhibitord D6D jako slibna 1é¢ebné modality, a ze
obecné vhodné ovlivnéni metabolickych pfemén MK mize mit vyznam v prevenci vzniku a
rustu malignich nadora.

Hilvo a spol. prokazali vys$si mnozstvi kyseliny palmitové v membranovém fosfatidylcholinu
bunck karcinomu prsu (Hilvo et al., 2012), které bylo asociovano i s krat$i dobou pteziti a
vy$si malignitou nadorti. Dal$i autofi prokazali zase zvysené mnozstvi MUFA v dalSich
fosfolipidovych tfidach a potvrdili, ze za timto efektem stoji zvySena de novo syntéza MK
(Cifcova et al., 2015). Chajes et al. v roce 1999 publikovali praci, ve které na zakladé analyzy
poméru MK 18:0/18:1 n-9 prokazali, Ze Zeny s nizs§i aktivitou stearoyl-CoA desaturazy
(méfenou jako vyse uvedeny pomér MK) maji nizsi riziko vzniku KP. Tento fakt potvrdily i
dalsi studie. U pacientek s KP byl prokazan niZ$i obsah kyseliny stearové jako disledek vyssi
aktivity SCD-1, ktera katalyzuje jeji desaturaci na kyselinu olejovou (Chajes et al., 1999).
Aktivita SCD-1 je ovlivnéna mnoha faktory, véetné plsobeni MK a inzulinu. Inzulin
stimuluje expresi SCD-1 a chronicka hyperinzulinémie muize byt rizikovym faktorem
pro rozvoj karcinomu prsu.

Problematika vztahu konzumace tuku k riziku rozvoje nddorovych onemocnéni je sloZita.
Recentni data ukazuji na zvySené riziko karcinomu prsu u evropskych Zen konzumujicich
zvySené mnozstvi tuki, a zvlasté nasycenych MK (Sieri et al., 2014). Nasycené MK maji i
negativni vliv na pfeziti pacientl s karcinomem prsu dle jedné¢ metaanalyzy (Brennan et al.,
2015). Chajes et al. neprokazali u $védskych zen asociaci PUFA n-3 a rizika vzniku
karcinomu prsu, ale nasli, ze vys§i obsah zastupce nasycenych MK kyseliny stearové
v plasmatickych fosfolipidech snizuje riziko vzniku karcinomu prsu (Chajes et al., 1999). Fay
et al. (1997) postuloval na zaklad¢ studia zvifecich modell, Ze dieta bohata na PUFA n-6
podporuje kancerogenezi a metastazovani KP, naproti tomu PUFA n-3 ptisobi na stejné
procesy inhibi¢né. Epidemiologicka data o vlivu konzumace PUFA tady n-6 a n-3 nejsou
konzistentni. MoZnym vysvétlenim je obtiZzny sbér presnych dat o sloZeni poZivanych tuki
prostiednictvim dietnich dotaznikli. Vatten a spol. prokazali negativni asociaci mezi sérovou
hladinou PUFA n-6 a relativnim rizikem vzniku karcinomu prsu u premenopauzalnimi a
perimenopauzalnimi zenami (Vatten et al., 1993). Chajes a spol. neprokazali zadny vztah
mezi hladinou PUFA n-6 ¢i PUFA n-3 a rizikem vzniku karcinomu prsu (Chajes et al., 1999).
Jini autofi prokézali vyss$i riziko vzniku KP u indickych Zen, které konzumovaly zvySené
mnozstvi sacharidi a snizené mnozstvi obou tfid PUFA (Bannikopa et al., 2017). Obecné je
znamo, ze PUFA n-3 jsou prekurzory antiinflamatorné pusobicich prostaglandind, které maji
antitumorigenni pusobeni, a PUFA n-6 jsou prekurzory proinflamatornich a protumorigennich
mediatord. Francouzskd studie ukdzala negativni korelaci mezi mnozstvim PUFA n-3
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Vv tukové tkani a rizikem vzniku KP (Maillard et al., 2002). Ve studii provedené v USA byla
prokazana pozitivni korelace mezi mnozstvim PUFA n-6 v tukové tkéni a rizikem KP (Bagga
et al., 2002). U karcinomu prsu bylo prokazano zvysené mnozstvi nasycenych MK kyseliny
palmitové a Stearové (Shannon et al., 2007), ovSem jini autofi tento nalez nepotvrdili
(Bannikopa et al., 2017). Pii porovnani vlivu dvou zastupcit PUFA n-3 EPA a DHA na
karcinom bylo zjisténo, ze DHA miize mit vétsi efekt na potlaceni metastaz u KP nez EPA
(Rahman et al., 2013). V této studii jsme zjistovali sloZzeni mastnych kyselin v esterech
cholesterolu plasmy u nemocnych s karcinomem prsu konsekutivné vySetfenych na ambulanci
Onkologické kliniky VFN Praha v obdobi 2 let.

Material a metody

Do pilotni studie jsme zatadili 173 Zen skarcinomem prsu, primérného véku 54 let a
primérnym BMI 27,7 kg/m?, které byly konsekutivné vySetfeny na Onkologické klinice 1. LF
UK a VFN. Kontrolni skupina zahrnovala 46 kontrolnich osob, Zen priimérného stari 55 let a
BMI 26,5 kg/m?, vysetienych ve stejném obdobi v lipidové ambulanci IV. interni kliniky
1. LF UK a VFN, u kterych byl vylouc¢en diabetes mellitus 2.typu a nebyl prokazan
metabolicky syndrom. Rozdily ve véku a BMI nebyly statisticky vyznamné. Odbér Zilni krve
byl provadén po celono¢nim 12 hodinovém la¢néni do dvou odbérovych zkumavek BD
Vacutainer® EDTA pro separaci plazmy. Koncentrace celkového cholesterolu, HDL-
cholesterolu, triacylglyceroli, kyseliny mocové byly stanoveny enzymaticko-
kolorimetrickymi metodami (CHOD/PAP, pfima homogenni enzymaticko kolorimetricka
reakce bez precipitace, GPO/PAP, urikdza/PAP, GOD-PAP, Lachema a.s. Brno). Analyza
mastnych kyselin byla provedena metodou plynové chromatografie (Tvrzicka et al, 2002).

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

Vysledky

Zakladni data o sledovanych skupinach jsou uvedena vtab. 1 a 2. Celkova bilkovina,
albumin, CRP, kreatinin a urea se u obou skupin statisticky vyznamné neliSily. U pacientd
s KP byla vyznamné vyssi hodnota kyseliny mocové (P < 0,01).

Lipidové parametry jsou uvedeny v tab. 3. Hladina celkového cholesterolu (P < 0,01) a LDL
cholesterolu (P < 0,001) byla signifikantn¢ vys$s§i u skupiny osob s KP. Hodnoty
triacylglycerolt ani HDL cholesterolu se mezi skupinami vyznamné nelisily.

Koncentrace jednotlivych FA ve formé esterti cholesterolu jsou uvedeny V tab. 4. Ve skupiné
zen s KP jsme pozorovali vyznamné zvySeny obsah celkovych SFA (P < 0,01) jako vysledek
zvySeného obsahu kyselin palmitové a myristové (P < 0,001). Ve skupiné KP byl zaznamenan
nesignifikantné snizeny obsah celkovych PUFA n-6. Podil kyseliny linolové byl u pacientek
s KP signifikantné snizeny (P < 0,001). Celkovy obsah PUFA n-3 (P < 0,001) i koncentrace
EPA (P < 0,01) byly signifikantné snizeny u pacientek s KP. Obsah MUFA se u obou skupin
statisticky vyznamné nelisil.

Diskuze

Hlavnim nalezem v této pilotni studii byl zvySeny obsah celkovych SFA, pfedev§im kyseliny
myristové a palmitové, a pokles obsahu celkovych PUFA n-3, zejména kyseliny a-linolenové,
dokosapentaenové a eikosapentaenové v esterech cholesterolu u pacientek s karcinomem prsu.
V nasi praci jsme prokazali zvySeni obsahu SFA 1 jednotlivych zéastupcii SFA jako jsou
kyselina myristova a palmitova. ZvySené mnozstvi SFA je obvykle spojovano se zvySenim
rizika se vznikem KP (Turner, 2011). Pozitivni asociace mezi plasmatickymi SFA a rizikem
KP byla zjisténa v praci case-control autorti Bassett et al. z r. 2016, podobné¢ jako v praci
metaanalyze provedené autory Saadatian-Elahi et al. 2004. Vztah SFA v potravé k riziku KP
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je zfejmée zavisly také na zdroji SFA (Dong et al., 2011). Koncentrace MUFA byli v nasi praci
nevyznamné vyss$i u skupiny KP. Data v dostupné literatuie se rozchéazeji. V nékterych
pracich nebyla prokazana asociace mezi ptijmem MUFA a KP (Turner, 2011). V jinych vsak
byla prokazana asociace mezi vyS$i hladinou MUFA a KP (Saadatian-Elahi et al., 2004).
Niz8i celkové hladiny PUFA n-6 jsme zjistili u pacienti s KP. Toto snizeni bylo zptisobeno
pfedev§im poklesem obsahu kyseliny linolové. Tento snizeny obsah PUFA n-6 jsme
pozorovali i u karcinomu pankreatu (Macasek et al., 2012). V celkovém obsahu PUFA n-3
jsme u pacientek zaznamenali statisticky vyznamny pokles. Byl zjistén pokles prakticky vSech
zastupci PUFA n-3 byl snizeny obsah kyseliny dokosahexaenové a eikosapentaenové
u skupiny s KP. U starSich Zen byla nalezena negativni asociace mezi piijmem PUFA n-3
Vv diet¢ a KP (Bassett et al, 2016).

Zavér

U nemocnych s KP byly prokdzany specifické zmény ve slozeni FA. NejvyraznéjSimi
zménami u pacientd s KP v plasmatickych esterech cholesterolu byly statisticky signifikantné
zvySené koncentrace celkovych SFA, na kterych se podilela pfedevSim kyseliny palmitova.
V kontrastu s nasimi pifedeslymi studiemi i nékterymi literarnimi zdroji nebyla zjisténa
signifikantni rozdil v obsahu MUFA, za které byva zodpovédna zvySena syntéza FA de novo
a vyssi aktivita A9-desaturazy kyseliny palmitové a olejové. Soucasné maji nemocni s KP
vyznamné sniZzené koncentrace celkovych PUFA n-3 i vétSiny jednotlivych ¢lenli fady n-3.
Tyto zmény mohou byt zplisobeny zvySenym oxida¢nim stresem, ktery prispiva ke snizeni
hladiny PUFA cestou zvySené peroxidace lipidd, ovSem podil vlivu sloZeni diety nemize byt
vyloucen. V kazdém ptipadé vysledky podporuji hypotézu o vyznamu piijmu PUFA n-3
pro snizeni rizika vzniku karcinomu prsu.

Tabulka 1 Zakladni klinické charakteristiky sledovanych skupin

Proménna KON KP
Vek 55,08 + 10,30 54,46 + 11,49
BMI 26,47 + 3,00 27,66+ 6,16
Vaha 72,04 + 8,23 73,28 + 16,53

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

Tabulka 2 Zakladni biochemické data

Proménna KON KP
Celkova bilkovina 72,63 £5,27 73,72 +£5,70
Albumin 45,69 + 2,33 45,02+ 2,71
CRP 3,82+ 3,58 6,00 + 14,17
Kreatinin 71,93+1291 68,77 + 13,95
Urea 522 +1,24 497 +157
Kyselina mocova 245,10 + 54,18 268,60 + 67,26**
Bilirubin 9,22+ 3,79 8,87 £5,23
Hemoglobin 136,10 = 7,75 133,69 +10,36

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD, * P < 0,05, ** P < 0,01, **P < 0,001
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Tabulka 3 Lipidové parametry
Proménna KON KP
Celkovy cholesterol 5,04+0,78 548 +1,01**
Triacylglyceroly 1,16 + 0,45 1,47 + 1,40
HDL cholesterol 1,69+0,42 1,63+0,43
LDL cholesterol 2,68 + 0,57 3,25 + 0,89***

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

Tabulka 4 Mastné kyseliny v esterech cholesterolu plazmy

Proménna KON KP
C14:0 0,51+0,13 0,93 +£ 0,09***
C14:1n5 0,05+0,01 0,053 £ 0,003
C16:0 9,39 + 3,22 13,22 + 3,63 ***
C16:1n9 0,39 +0,03 0,29 £ 0,02 ***
C16:1n7 2,52+1,17 3,20 £ 1,07***
C18:0 0,96 + 0,80 0,98+2,31
C18:1n9 19,43 + 2,77 19,07 + 2,58
C18:1n7 1,16 +£ 0,25 1,11 +0,27
C18:2n6 56,37 + 4,58 55,92 + 5,59
C18:3n6 0,88 +0,42 0,70 £+ 0,29***
C18:3n3 0,62+0,17 0,48 £ 0,13***
C20:0 0,02 +0,01 0,01+ 0,02
C20:1n9 0,03 +0,03 0,02 £ 0,03***
C20:2n6 0,11+0,11 0,05 + 0,03***
C20:3n6 0,71+0,18 0,69+0,14
C20:4n6 6,13+ 2,04 5,43+ 2,23
C20:5n3 0,39 £ 0,29 0,26 + 0,22**
C22:4n6 0,03+ 0,04 0,01 £ 0,01***
C22:5n6 0,03+ 0,03 0,02 £ 0,01***
C22:5n3 0,04 +£0,05 0,02 £ 0,02***
C22:6n3 0,21+0,17 0,17+0,12
> SFA 10,29 + 2,26 12,50 + 4,30**
> MUFA 23,56 + 3,19 23,75+ 3,35
> PUFA n-6 64,27 + 4,22 62,81+6,11
>PUFA n-3 1,26 + 0,55 0,94 + 0,39***

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

Prdce byla podporovina vyzkumnym zamérem RVO-VFN64165/2012, PROGRES Q25/1LF
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METABOLICKE UCINKY EMPAGLIFLOZINU U MODELU PREDIABETU
INDUKOVANEHO METHYLGLYOXALEM A VYSOKOSACHAROZOVOU
DIETOU

METABOLIC EFFECT OF EMPAGLIFLOZIN IN METHYLGLYOXAL- AND HIGH
SUCROSE DIET-INDUCED RAT MODEL OF PREDIABETES

H. Malinska, M. Hiittl, I. Markova, D. Miklankova, J. Trnovska, O. Oliyarnyk, L.
Kazdova, M. Haluzik

Centrum experimentdlni mediciny, Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

Abstract

The EMPA-REG OUTCOME study demonstrated cardiovascular benefits of empagliflozin
treatment in diabetics with established macrovascular complications. The antidiabetic effect
alone does not explain its positive impact on cardiovascular mortality. In our study, we
investigated metabolic effect of empagliflozin in rats with serious vascular complications
associated with metabolic syndrome and prediabetes. Empagliflozin administration decreased
body weight, plasma glucose and insulin, increased adiponectin and improved skeletal muscle
insulin sensitivity. In myocardium, empagliflozin treatment switched the substrates
utilization: empagliflozin-treated rats exhibited decreased glucose oxidation and increased
fatty acid oxidation. To favorable effect of empagliflozin can contribute decreased plasma
level of uric acid and reduced oxidative and dicarbonyl stress. Our results revealed important
systemic effect of empagliflozin on the alterations in substrates utilization, where glucose
oxidation was diverted to the preferences of fatty acid oxidation.

Uvod

Léky s antidiabetickym téinkem se mohou vyznamné liSit vV ovlivnéni vzniku a rozvoje
kardiovaskularnich komplikaci. Pifedni misto mezi antidiabetiky s pozitivnim vztahem
na kardiovaskularni bezpecnost zaujimaji glifloziny, zejména empagliflozin po zvefejnéni
vysledktu studie EMPA-REG-OUTCOME (Empagliflozin Cardiovascular Outcome Event
Trial in Type 2 Diabetes Mellitus Patients). Tato studie jako prvni demonstrovala
kardiovaskularni a rendlni benefit empagliflozinu u diabetiki s jiz pfitomnymi
makrovaskularnimi komplikacemi. Vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni (nefatalni infarkt
myokardu, nefatdlni cévni mozkové piihody) se snizil o 14 %, kardiovaskularni mortality
0 38 % a celkové mortality o 32 %. Primarn€ byla studie zaméfena na kardiovaskularni cile,
ale pozornost se v této studii vénovala i renalnim efektim, kdyz empagliflozin prokazatelné
zpomalil progresi chronického onemocnéni ledvin.

Pozitivni vliv gliflozin na kardiovaskularni komplikace byl po studii EMPA-REG-
OUTCOME potvrzen také pro canagliflozin ve studii CANVAS a ¢astecné i pro dapagliflozin
ve studii DECLARE. Metaanalyza randomizovanych studii na 34322 respondentech hodnotici
efekt gliflozinG potvrdila, ze celkové glifloziny u pacienti s aterosklerotickym postizenim
snizovaly kardiovaskularni riziko o 11 % a kardiovaskularni mortalitu o 23 %.
Kardiovaskularni benefit gliflozinti by tedy mohl byt skupinovy, i kdyz dikazy jsou silngjsi
pro empagliflozin.

Od zvetejnéni pozitivnich vysledkl studie EMPA-REG-OUTCOME se pozornost zaméfila na
objasnéni mechanizmt kardio- i renoprotektivnich ucinkli empagliflozinu. Pfesny
mechanizmus znam neni, ale samotny, ¢asto zminovany antidiabeticky efekt pozitivni vliv
na snizeni kardiovaskuldrni mortality nevysvétluje. Nejcastéjs$i vysvétleni poukazuji
na mozny hemodynamicky nebo komplexni metabolicky efekt.
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Cil

Cilem studie bylo sledovat metabolicky vliv podavani empagliflozinu u potkanti, kterym byly
indukovany zévazné vaskularni komplikace spojené S metabolickym syndromem a
inzulinovou rezistenci.

Metodika

Experimenty byly provedeny u potkani kmene Wistar, kterym byl vyvolan zavazny
dikarbonylovy stres intragastrickym podavanim methylglyoxalu v davce 0,5 mg/kg po dobu 4
mésict odpovidajici chronickym vaskularnim komplikacim (s histologicky potvrzenou
chronickou progresivni  nefropatii). Potkanim byla podavana standardni nebo
vysokosacharézova dieta (70 cal%) bez nebo s empagliflozinem (10mg/kg/den) po dobu 6
tydnti.

Vysledky

Intragastrické podani methylglyoxalu v kombinaci s vysokosacharézovou dietou vedlo
u Wistar potkanti k porucham gluk6zové tolerance (AUCo-120: 763 + 17 vs 705 + 13, p < 0,05)
a rozvoji zavazné mikroalbuminurie (102,02 + 10,20 vs 14,11 + 1,41 mg/g, p < 0,001).
Podavani empagliflozinu u experimentalnimu modelu prediabetu s chronickymi vaskularnimi
komplikacemi snizilo té€lesnou hmotnost (p < 0,05), sytou glykémii (p < 0,05) i inzulinémii
(p < 0,05) (tabulka), ale sérové koncentrace glukagonu nebyly ovlivnény. Zvysené hladiny
adiponektinu (p < 0,01) spolu se snizenymi koncentracemi triacylglyceroli ve svalu
(p < 0,05) po podani empagliflozinu byly spojeny se zlepSenou inzulinovou senzitivitou
v kosternim svalu, méfenou podle inkorporace *C-glukézy do glykogenu (glykogeneze
stimulovana inzulinem: 2550 + 427 vs 1882 + 359 nmol glukdzy/g/2 hod, p < 0,05). Hladina
krevnich lipida — triacylglycerold i NEMK (p < 0,05) byla zvysena spolu s mirnym zvySenim
lipolyzy. V myokardu podani empagliflozinu vedlo ke snizené utilizaci glukézy a naopak
ke zvysené oxidaci mastnych kyselin, méfené podle inkorporace *C-pamitatu (+25 %, p <
0,05). Snizeni plazmatickych hladin kyseliny mocové (-20 %, p < 0,05) i zvySeni koncentrace
ketolatek (B-hydroxybutyrat p < 0,05) by se mohlo uplatnit v mechanizmu ptiznivého ucinku
empagliflozinu. V kufe ledvin doslo podanim empagliflozinu k vyraznému zlepsSeni
parametril oxidacniho i dikarbonylového stresu, které bylo spojeno se zvySenim relativni
exprese transkripniho faktoru Nrf2. Ke zlepSeni mikrovaskularnich komplikaci v ledvinach
mohou pfispét snizené hladiny methylglyoxalu (-24 %, p < 0,05) i zvySeni redukovaného
glutationu (+35 %, p < 0,01). Podani empagliflozinu rovnéz vedlo ke snizeni hodnot
mikroalbuminurie (71,6 = 7,2 vs 98,1 + 9,8 mg/g, p < 0,05) i koncentrace NGAL v moci
(0,510 + 0,054 vs 0,902 + 0,111 pg/ml, p < 0,05). Histologické vySetfeni ledvin prokazalo
sniZeni zanétlivych infiltrath i zndmek fibrézy po podani empagliflozinu.
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Tabulka Metabolické parametry v séru a tkanich u kontrolni skupiny (W), u skupiny
s prediabetem a vaskularnimi komplikacemi (W+MG+VS) a po podani empagliflozinu

(W+MG+VS + empa)

W W+MG+VS W+MG+VS + empa
télesna hmotnost, g 684 + 23 710+ 26 651 + 24#
glukoza syta, mmol/I 6.4+0.3 7.0+£0.2 6.4 +0.1%
inzulin, nmol/I 0.398 + 0.084 0.586 + 0.087** 0.400 + 0.043*
TAG, mmol/l 1.93+0.34 2.60+0.29 4.20 + 0.93*
NEMK, mmol/Il 0.28 +0.03 0.36 + 0.04* 0.47 + 0.07#
HDL-C, mmol/l 1.84+0.13 1.36 £0.17* 1.33+0.16
B-hydroxybutyrat, umol/I| 0.479+0.072 0.441 +£0.071 0.734 £ 0.097%
k. mocéova, mmol/l 106.5+ 2.3 92.1+3.9 79.4+2.3%
adiponektin, ug/ml 4.06 +0.54 4.03+0.42 5.65 + 0.70%
TAG Sva|, “mo|/g 481+1.12 7.39+£0.74* 557+ 064#

Hodnoty udavaji prumér + SE, pocet zvitat ve skuping 8-10.
*p<0.05Wvs W+ MG + VS (vlivkmene)
#p<0.05W+ MG +VSvsW + MG + VS + empa (vliv 1écby empagliflozinem)

Diskuze

Kardiovaskularni riziko bylo ve studii EMPA-REG-OUTCOME snizeno bez ohledu na jeho
vliv na glykémii. Mechanizmus u¢inku empagliflozinu tedy pfimo nesouvisi se snizenim
glykémie. V nasi studii byl pouzit model prediabetu bez ptitomnosti lacné hyperglykémie,
s chronickymi vaskuldrnimi komplikacemi a poskozenim renalnich funkci.

Nase vysledky odhalily vyznamné zmény v preferenci utilizace energetickych substratl, kdy
na systémové urovni doslo k odklonu od oxidace glukdzy k preferenci oxidace mastnych
kyselin. Dale zvySené hladiny NEMK dané zvySenou stimulaci lipolyzy jsou pouZzity
pro vyssi tvorbu ketolatek. Utilizace ketolatek snizuje spotiebu kysliku a snizuje hromadéni
acetylCoA v mitochondriich, proto se stavaji vyhodngjsim energetickym substratem
pro kardiomyocyty. Navic B-hydroxybutrat vykazuje antioxidaéni a antiarytmické vlastnosti,
které se rovnéz mohou uplatnit v mechanizmu kardioprotektivniho ucinku empagliflozinu.
Vyznamny pro mechanizmus empagliflozinu mize byt také pokles plazmatickych hladin
kyseliny mocové, ktery souvisi se zlepSenim endotelialnich dysfunkci. Kyselina mocova je
schopna zabranit depleci NO a tim zvysuje jeho biodostupnost.

Podle naSich vysledkii v mechanizmu protektivnich u¢inkii empagliflozinu se rovnéz miize
uplatnit zmirnéni oxida¢niho i dikarbonylového stresu, které hraji vyznamnou roli v rozvoji
vaskularnich komplikaci. V nasi studii empagliflozin vyrazné zlepSil parametry oxida¢niho
stresu a snizil koncentraci methylglyoxalu v ledvinach. Ochranny vliv empagliflozinu na
renalni funkce byl pozorovan pro markery glomerularniho (mikroalbuminurie) i tubularniho
(NGAL) poskozeni. Podle tubularni hypotézy empagliflozin ovliviiuje tlak v glomerulech a
muze snizovat hypoxii. Mechanizmus pftiznivého u¢inku empagliflozinu se tedy zda byt
multifaktoridlni a probihd na systémové, renalni 1 vaskuldrni urovni.

Zavér

Vysledky odhalily vliv podavani empagliflozinu na zménu v utilizaci substratti, kdy dochazi
k odklonéni od oxidace glukozy k preferenci oxidace mastnych kyselin v myokardu.
V mechanizmu nefro- i kardioprotektivnich u¢inki empagliflozinu se mize uplatnit snizeni
oxidac¢niho stresu a methylglyoxalu v ledvinach i sniZeni kyseliny mocové v plazmé.
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KOMBINACE ATORVASTATINU SE SILYMARINEM ZVYSUJE
HYPOLIPIDEMICKE, ANTIOXIDACNI A PROTIZANETLIVE UCINKY
UNEOBEZNIHO MODELU METABOLICKEHO SYNDROMU

THE COMBINATION OF ATORVASTATIN WITH SILYMARIN ENHANCES
HYPOLIPIDEMIC, ANTIOXIDANT AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECT IN
A NON-OBESE MODEL OF METABOLIC SYNDROME

I. Markova?, M. Hiittl', H. Malinska?, D. Miklankova', O. Oliyarnyk!, M. Poruba?,
L. Kazdoval, R. Vegera?

L Centrum experimentalni mediciny, Institut klinické a experimentdlni mediciny, Praha
2 Ustav farmakologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého, Olomouc

Abstract

Hypolipidemic and cardioprotective effects of statins can be associated with development of
myopathies and disorders of insulin secretion. Plant extract silymarin (SM) is known for its
anti-inflammatory and hepatoprotective actions. The aim of the study was to investigate
whether the combination of atorvastatin (ATV) with SM can favorably influence metabolic
disorders in the model of metabolic syndrome. Hereditary hypertriglyceridemic rats (HHTQ)
were fed a standard diet for four weeks without supplementation; supplemented with ATV
and ATV with SM (ATV+SM). ATV increased serum levels of HDL cholesterol and
decreased triacylglyceroles (TAG). In the combination ATV+SM, the hypolipidemic effect
was increased. ATV increased hepatic and skeletal muscles TAG accumulation but the
combination ATV+SM diminished this negative effect. ATV slightly increased levels of
MCP-1 and hs CRP in circulation, but its combination with SM suppressed this effect. In the
liver of HHTg rats, only the combination of ATV+SM increased the activities of the
antioxidant enzymes and reduced lipid peroxidation. The combined administration of ATV
with SM potentiated hypolipidemic effect, reduced ectopic lipid accumulation, increased
antioxidant and anti-inflammatory actions. The results suggest that SM may favorably
influence side effects of statin therapy.

Uvod

Metabolicky syndrom (MS) je souborem metabolickych poruch, které vyznamné zvySuji
riziko rozvoje diabetu 2. typu a kardiovaskularnich onemocnéni. Zavaznost MS spociva
V jeho vysoké prevalenci, ve vyspélych zemich postihuje az Ctvrtinu populace a procento
vyskytu stoupa s v€kem (1). V patogenezi MS a jeho komplikaci hraji vyznamnou ulohu
dyslipidémie, inzulinova rezistence, hypertenze, oxidacni stres i mirny chronicky zanét.
V soucasné dobé neexistuje 1¢k, ktery by pfiznivé ovlivnil vSechny poruchy asociované s MS.
Farmaceuticka terapie je zaméfena na 1écbu jednotlivych komponent MS, jako jsou
antihypertenziva, statiny a metformin.

Statiny jsou vysoce u¢inné hypolipidemické 1éky. Blokuji syntézu cholesterolu v jatrech
inhibici enzymu 3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A reduktazy, coz vede ke zvyseni LDL-
receptord v jatrech a zvySenému vychytavani LDL-cholesterolu z krve (2). Mezi nejhojnéji
uzivané statiny patii atorvastatin, ktery vyznamné snizuje kardiovaskularni riziko, nicméné
muze mit i vedlej$i nezadouci ucinky jako jsou myopatie nebo poruchy sekrece inzulinu (3).
Pozitivni pifinos pfi 1é¢bé MS mohou mit také nékteré piirodni latky — flavonoidy, rizné
polyfenolické latky a také silymarin. Pouziti silymarinu, extraktu ze semen ostropestice
marianského, ma v mediciné dlouholetou tradici, zejména v 1écb¢ jaternich onemocnéni jako
podpurna 1éba chronickych zanétlivych stavi. Silymarin obsahuje smés flavolignant a
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O vzajemném pusobeni atorvastatinu a silymarinu neexistuji dostate¢né poznatky.

Cil prace

Cilem prace bylo zjistit, zda kombinace atorvastatinu a silymarinu muze ptiznivé ovlivnit
oxidacni stres a metabolické poruchy u modelu geneticky podminéné hypertriglyceridémie
spojené s MS.

Material a metody

Pokusy jsme provadéli na pétimési¢nich samcich kmene hereditarné¢ hypertriglyceri-
demického potkana (HHTg), ktery je vyuzivan jako neobézni model MS. HHTg potkani jsou
charakterizovani inzulinovou rezistenci, dyslipidémii, zhorSenou glukézovou toleranci,
mirnou hypertenzi a jaterni steatozou. Potkani byli krmeni po dobu Ctyf tydnd standardni
dietou a) bez suplementace (K); b) suplementovanou atorvastatinem (ATV) v davce 5 mg/kg
télesné hmotnosti/den (Mylan, Generics, UK) nebo c¢) kombinaci ATV s 1% mikronizovaného
silymarinu (ATV+SM) (Favea, Koptivnice, CR). V kazdé skupiné bylo 8 zvifat.

Koncentrace triacylglycerolti (TAG) a inzulinu v séru, antioxida¢nich enzymi a obsah TAG
ve tkanich byly stanoveny komerc¢né¢ dostupnymi enzymatickymi kity. Zanétlivé
adipocytokiny byly analyzovany ELISA kity. Hladina glutathionu v jatrech byla méfena
HPLC s fluorescen¢ni detekci (Chromservis, Némecko). Rezistence svalové (branice) a
epididymalni tukové tkané k G¢inku inzulinu byla sledovana podle bazalni a inzulinem
stimulované inkorporace (250 pU/ml) *C-U-glukézy do glykogenu a lipidd ex vivo. Vysledky
byly zhodnoceny statistickym testem Two-way ANOVA (p statin — statisticka vyznamnost
mezi K a ATV, p kombinace — statisticka vyznamnost mezi ATV a ATV+SM).

Vysledky

Lécba ATV neovlivnila pfijem potravy ani télesnou hmotnost (tabulka 1). ATV zvysil HDL-
cholesterol a snizil koncentrace TAG v plasmé o 50 %, v kombinaci se SM byl
hypolipidemicky wéinek zvySen (-62 %). ATV mirné zvysil glykémii a inzulinémii, ale
kombinace ATV+SM hladinu inzulinu snizila a mirn€ zlepSila gluk6zovou toleranci métenou
oralnim glukézovym toleranénim testem. V prib&hu studie jsme nepozorovali negativni
ucinky léCby statinem na kosterni sval, aktivita kreatinkindzy se mezi skupinami nelisila.
ATV mirn¢ zvysil ektopické ukladani TAG v jatrech (+15 %) a v kosternim svalu (+49 %),
ale kombinace ATV+SM tento negativni efekt vyrazn¢ zmirnila (tabulka 2).

Zatimco samotny ATV neovlivnil bazalni ani inzulinem stimulovanou senzitivitu tukové
tkané, kombinovana intervence ATV+SM bazalni i stimulovanou lipogenezi zvysila (bazalni
lipogeneze K vs. ATV: 562 + 28 vs. 626 + 46, p statin NS; inzulinem stimulovana lipogeneze
K vs. ATV: 624 + 50 vs. 688 + 54 nmol glukozy/g/2 hod, p statin NS, bazalni lipogeneze
ATV vs. ATV+SM: 626 + 46 vs. 781 + 70, p kombinace < 0,05; inzulinem stimulovana
lipogeneze ATV vs. ATV+SM: 688 + 54 vs. 955 + 71, p kombinace < 0,05). Lécba ATV
neovlivnila bazalni inzulinovou senzitivitu svalové tkané.

Dale jsme se v nasi studii zamé&fili na u¢inek 1éCby na parametry zanétu. ATV mirné zvysil
hladinu hs CRP (+28 %) a MCP-1 v cirkulaci, ale jeho kombinace se SM negativni efekt
potlacila (tabulka 3). Také hladina prozanétlivého cytokinu IL-6 byla piiznivé ovlivnéna
kombinovanym podavanim ATV+SM.
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Tabulka 1 Hmotnost a sérové parametry U kontrolni skupiny (K), po 1é¢bé atorvastatinem
(ATV) a kombinované 1é¢b¢ atorvastatinem a silymarinem (ATV+SM)

p p
K ATV ATV+SM statin kombinace
Hmotnost (g) 409+ 7 420+ 7 416+ 8 NS NS
TAG (mmol/) 429 +0,21 2,11 +0,16 1,61+0,11 <0,0005 <0,05
Cholesterol (mmol/I) 1,77 +£0,04 1,85+ 0,02 1,85+ 0,05 NS NS
(Fr'n'?n'o-l;gho'e“em' 101+004 | 1214003 | 124+005 | <0,005 NS
Inzulin (nmol/) 0,207 + 0,031 | 0,301 +£0,076 | 0,157 + 0,013 | <0,05 <0,05
Glykémie syta (mmol/l) 8,59 +0,17 9,50 +£0,16 9,80 +£0,13 <0,01 NS
AUC0-120 min 729 + 17 733+ 10 690 + 23 NS <0,05
Kreatinkinaza (ukat/l) 3,85+0,28 3,11+0,32 | 3,48+0,25 NS NS

AUCq.120 min — plocha pod glykemickou krivkou pri oralnim glukézovém tolerancnim testu (nmol/l/120 min).
Hodnoty udavaji priumer +SE, pocet zvirat ve skupiné 8.

Tabulka 2 Ektopické ukladani triacylglycerola

(u-:-nA(\)IC/;g) K ATV ATV+SM sta?tin kombpinace
Jatra 944+0,62 | 10,89+0,76 | 7,59+0,47 NS <0,005
Sval m. gastrocnemius | 352+0,44 | 574+0,82 4,05+ 0,29 <0,05 <0,05
Ledvina 568+057 | 5,84+0,40 5,84 + 0,35 NS NS

Tabulka 3 Uginek 1é¢by na parametry zanétu

Plasma K ATV ATV+SM St;"tin koml:?inace
hs CRP (mg/ml) 0,83+0,51 | 1,07 +0,07 0,87 +0,06 | <0,05 <0,05
MCP-1 (pg/ml) 3632 +241 | 5075+ 789 4745 + 314 NS NS
IL-6 (pg/ml) 97,4+43 93,7 +£6,1 72,8 +3,9 NS <0,05

V jatrech HHTQ potkanti pouze kombinace ATV+SM zvysila aktivity antioxida¢nich enzymu
superoxiddismutdzy a katalazy. Hladina redukovaného glutathionu, vyznamného
intracelularniho antioxidantu, byla Vv jatrech u skupiny lécené kombinaci ATV+SM vyznamné
zvySend, coz sved¢i o zlepseni oxida¢niho stresu. Na zmirnéni oxidacniho stresu V jatrech
po kombinované intervenci ATV+SM ukazuje i snizené¢ mnozstvi produktd lipidové
peroxidace métenych jako TBARS (latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou, -34 9%,
p <0,01).

Diskuse

Kombinované podavani ATV+SM ptiznivé ovlivnilo metabolické poruchy doprovazejici MS.
Ptidavek SM k 1écbé ATV snizoval u fady parametrii negativni ucinky statinové terapie, nebo
se jejich kombinace ukazala jako mnohem uc¢innéj$i nez samotna lécba ATV. Kombinace
ATV+SM jesté zvysila hypolipidemické ucinky ATV, snizila TAG ve svalu i jatrech a zvysila
inzulinovou senzitivitu tukové tkané. Samotny ATV zvysil glykémii a inzulinémii, ale
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ptidavek SM k 1écbé statinem tento negativni efekt potlacil. Je znamo, ze statiny mohou
zvySovat riziko rozvoje diabetu. Metaanalyza 13 randomizovanych kontrolovanych studii
zahrnujici 19 140 osob zaznamenala o 9 % vys$i riziko rozvoje diabetu mellitu u pacientl
1éCenych statiny v porovnani s pacienty 1é¢enymi placebem ¢i standardni 1é¢bou (6).
Kombinace ATV+SM dale zlepsila oxidacni stres v jatrech a snizila koncentraci zanétlivych
markeri v plasmé. SM ma diky svému sloZeni bohatému na polyfenoly, flavonoidy a
antioxidacnich enzyma prostiednictvim nuklearniho transkripcniho faktoru Nrf2, ma
schopnost vychytavat volné radikaly a potlacuje zanét ve tkdnich inhibici signalizacni drahy
V nasi studii jsme navic pouzili mikronizovany SM, jehoz biodostupnost je zvysena o 85 %
oproti normalni form¢é SM, a tim je vyrazné zvysen jeho terapeuticky potencial.

Zavér

Kombinace atorvastatinu se silymarinem Vv porovnani se samotnym atorvastatinem
potencovala hypolipidemicky vliv, snizila ektopickou akumulaci triacylglycerold ve tkanich,
zvysila antioxidaéni a protizanétlivé t¢inky. Vysledky naznacuji, ze silymarin mize pfizniveé
ovlivnit vedlejsi u€inky statinové terapie.

Studie byla podpoiena grantem GACR 17-08888-S

Literatura

1. Rochlani Y., Pothineni NV. Kovelamudi S., et al. Metabolic syndrome:

pathophysiology, management, and modulation by natural compounds. Ther Adv

Cardiovasc Dis 2017; 11: 215-225.

Golan L. Chyby a tskali terapie statiny. Inter Med 2013; 11: 552-553.

3. Robinson JG. Statins and diabetes risk: how real is it and what are the mechanisms? Curr
Opin Lipidol 2015; 26: 228-235.

4. Frassova Z., Ruda-Kucerova J. Ostropestiec mariansky (Silybum marianum) jako
podpurny fototerapeuticky prostiedek v onkologii. Klin Onkol 2017; 30: 426-432.

5. Neha, Jaggi AS., Sinhg H. Silymarin and its role in chronic disases. Adx Exp Med Biol
2016; 929: 25-44.

6. Sattar N., Preiss D., Murray HM., et al. Statins and risk of incident diabetes: a
collaborative metaanalysis of randomized statin trials. Lancet 2010; 375: 735-742.

7. Guo Y., Wang S., Wang Y., et al. Silymarin improved diet-induced liver damage and
insulin resistance by decreasing inflammation in mice. Pharm Biol 2016; 54: 2995-3000.

no

-36 -



ATHEROSKLEROSA 2019 ATHEROSKLEROSA

SPEKTRUM MASTNYCH KYSELIN U CESKYCH ADOLESCENTU VE VZTAHU
KE GENETICKEMU POZADI

SPECTRUM OF FATTY ACIDS IN CZECH ADOLESCENTS, THEIR
RELATIONSHIP TO GENOTYPE

T. Metelcoval®, M. Vaiikoval, H. Zamrazilova!, M. Hovhannisyan?!, B. Staiikova?, E.
Tvrzicka?, M. Hill}, M. Kunesoval?
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Abstract

Polyunsaturated fatty acids (PUFA) regulate inflammatory signalling pathway in adipose
tissue. There are associations between single nucleotide polymorphism (SNP) in FADS1 and
percentage of PUFA in serum lipids (Klingel et al., 2018). Schaeffer et al. (2006) report
strong associations between variants in the human delta-5 and delta-6 desaturase
genes FADS1 FADS?2 and fatty acid composition in serum phospholipids. In our study, we
investigated the influence of SNP (rs174546) in FADS1 gene on fatty acid composition in
serum lipids in adolescents.

Uvod

S obezitou roste riziko rozvoje diabetu mellitus 2. typu, hypertenze a dyslipidémie.
Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) ovliviiuji zanétlivou signaliza¢ni kaskadu v tukové
tkani. Pfedchozi studie poukazuji na asociaci mezi polymorfismy FADS1 genu a zmé&nou
slozeni PUFA. V nasi studii se zabyvame vlivem SNP (rs174546) v genu FADS1 na slozeni
mastnych kyselin v lipidech v séru u adolescent.

Metodika

Pouzili jsme vzorky DNA z projektu Childhood Obesity Prevalence And Treatment
(COPAT). Vzorky byly odebrany od vice jak 2 000 déti ve véku 13 - 18 let (intervenéni
skupina — cca 600 subjektl, epidemiologicka skupina cca 1500 subjekt). U 754 déti (378
chlapcii a 376 divek) bylo stanoveno slozeni mastnych kyselin. Genomickd DNA byla
extrahovana z periferni krve. Pro analyzu genotypu bylo pouzito real time PCR (LC480,
Roche). Plynova chromatografie byla pouzita ke stanoveni zastoupeni mastnych kyselin
v lipidech séra (fosfolipidy, estery cholesterolu, triglyceridy). Polymorfismus byl rozdélen
na dv¢€ skupiny — rizikova alela T a ostatni (alela C, heterozygot).

Pro statistickou analyzu jsme pouzili nasledujici testy: ANOVA, vicendsobna regrese a
OPLS.

Vysledky

Vztah mezi komponentami metabolického syndromu a rizikovou alelou neni statisticky
vyznamny (tab. 1). Zjistili jsme signifikantni vztah rizikové alely a WHtR (p = 0,045).
Ve vsech lipidovych tfidach v sétu se uplatnila vyznamnd asociace se zastoupenim kyseliny
arachidonové a gama-linolenové (tab. 2)
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Tabulka 1 Vztah mezi komponentami metabolického syndromu a rizikovou alelou SNP
(rs174546) genu FADSL.

Slozky metabolického o-value
syndromu
Systolicky tlak 0,992
Diastolicky tlak 0,816
Gluko6za v krvi 0,739
Triacylglyceroly 0,939

Tabulka 2 Vztah SNP (rs174546) genu FADS1 k mastnym kyselinam (ve vseh lipidovych
ttidach). Testovano OPLS a vicendsobnou regresi.

Vztah OPLS Vicenasobna
regrese

FADS1 (rlSSl_;é(lrE;flgi))_T aCE (:0.306)* (3,605
FADSL (rs174546) T aPL

(18:3(n-6))_ (-0.338)** (-4.22)**
FADSL (rs174546) Ta TG

(18:3(n-6))_ (-0.390)** (-4.29)**
FADS1 (rzsol_Zé(lrE;flgi))_T aCE (:0.300)* 397y
FADS1 (;%}Z?r?%?)j aPL | Cosor | (1098)
FADSL (rs174546) Ta TG

(20:4(n-6))_ (-0.454)** (-3.98)**

*p < 0.05, **p < 0.01

Zavér

U vysetfovaného souboru adolescentd byl zjistén statisticky vyznamny vztah mezi
stanovenym SNP a WHtR. Signifikantni asociaci jsme nezjistili mezi slozkami metabolického
syndromu a rizikovou alelou SNP. Zastoupeni kyseliny arachidonové (20:4n-6) a kyseliny
y-linolenové (18:3n-6) vyznamné negativné asociuje s polymorfismem (rs174546) genu
FADS1 v lipidech v séru.

Podpoieno grantem: MZ CR - RVO EU 00023761, AZV MZ CR 17-31670
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SACHARIDY A JEJICH REAKTIVITA
CARBOHYDRATES AND THEIR REACTIVITY
J. Panek®, D. Chrpova**, M. Slukova***
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Abstract

Carbohydrates are a very diverse group of compounds of great physiological importance.
Their structure and binding possibilities are very variable. The structural variability is given
by the occurrence of cyclic and acyclic forms, by optical isomerism, and by the type of
monomer unit bonding of disaccharides, higher oligosaccharides and glycosides. These
factors (with the exception of optical isomerism) have a very significant effect on the
reactivity of the carbohydrate. In nature, only non-reactive, very stable carbohydrates (starch,
cellulose, trehalose, etc.) are used as storage and structural saccharides. Reactive
carbohydrates (eg glucose, fructose, lactose, etc.) are present in organisms in limited amounts.
Acyclic forms are extremely reactive and occur in very low concentrations in nature (usually
hundredths of a percent).

Souhrn

Sacharidy jsou velmi rozmanitou skupinou sloucenin s velkym fyziologickym vyznamem.
Jejich struktura a vazebné moznosti jsou velmi variabilni. Variabilita struktury je déana
vyskytem cyklickych a acyklickych forem, optickou isomerii a u disacharidi, vysSich
oligosacharidl a glykosidi typem vazby monomernich jednotek. Tyto faktory (s vyjimkou
optické isomerie) maji velmi vyrazny vliv na reaktivitu daného sacharidu. V ptirod¢ jsou jako
zasobni a strukturni sacharidy vyuzivany vyhradné nereaktivni, velmi stabilni sacharidy
(8krob, celulosa, trehalosa aj.). Reaktivni sacharidy (napt. glukosa, fruktosa, laktosa aj.) jsou
Vv organismech pfitomny v omezeném mnozstvi. Acyklické formy jsou extrémné reaktivni a
Vv ptirod¢ se vyskytuji ve velmi malych koncentracich (obvykle setiny %).

Sacharidy a jejich reaktivita

Fyzikalni, chemické a fyziologické vlastnosti sacharid zéavisi na jejich struktufe a
na velikosti molekuly. Polysacharidy (napf. Skrob, inulin, glykogen a dalsi), které obsahuji
v molekule vice nez 10 cukernych jednotek, jsou (z divodu velikosti molekuly) prakticky
nereaktivni a v rostlinné i Zivoci$né fisi slouzi z toho diivodu jako nejcastéjsi zasobni zdroj
energie.

Naproti tomu, monosacharidy (glukosa, fruktosa a dal§i) jsou vzdy reaktivni (coZ je
pro organismus velmi nevyhodné), a proto se v rostlinné i zivo€isné fisi udrzuje jejich
koncentrace pouze na hodnotach, které jsou fyziologicky nezbytné nutné (viz napf. glykémie).
Monosacharidy se realn¢ vyskytuji ve dvou formach — linearni a cyklické (cyklickych forem
byva obvykle n¢kolik).
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Rovnovédha mezi témito dvéma formami je vzdy vyrazné posunuta ve prospéch méné
reaktivni cyklické formy. Linearni forma je velmi reaktivni (vysoka reaktivita je dana
dostupnou karbonylovou skupinou na prvnim uhliku; hlavné se zapojuje do sledu Maillardovy
reakce). Rovnovaha mezi reaktivni linedrni a cyklickou formou se neustdle obnovuje, coz
muze vést ke vzniku velkého mnozZstvi reakénich produkti. V potravinach jsou tyto reakce
vétSinou chapany pozitivné — vytvaii se tim zadouci barva a aroma fady potravin — chléb a
pecivo, pecené maso, pivo a dal$i. Za zminku stoji i to, Ze nékteré Maillardovy produkty (tzv.
reduktony) vykazuji velmi vysokou antioxidacni aktivitu. V nékterych ptipadech jsou ale i
Vv potravinach tyto reakce nezadouci, napf. pii skladovani suseného mléka a dalSich produktt
obsahujicich laktosu. Ke stejnym reakcim (s mensi reak¢ni rychlosti) dochazi i v organismu,
kde se potom hovoii o tzv. glykacich (glykosylacich). Produkty glykaci jsou ze zdravotniho
hlediska hodnoceny velmi negativné — prokazatelné akceleruji pribéh atherosklerosy a hovoti
se 0 nich i v souvislosti s procesem starnuti, rozvojem nadorovych onemocnéni aj.

Velmi zajimavou skupinou jsou disacharidy (a piipadné i vyssi oligosacharidy), u kterych
struktura a reaktivita spolu velmi tzce souviseji. U tzv. redukujicich sacharidi (laktosa,
maltosa, isomaltosa aj.) dochéazi ke vzniku glykosidické vazby mezi uhlikem €. 1 jednoho
monosacharidu a obvykle uhlikem ¢. 4 (méné ¢asto uhlikem ¢. 6, 3 nebo 2). Tyto sacharidy
maji tedy na uhliku ¢. 1 druhého monosacharidu dostupnou hydroxylovou skupinu, ktera je
velmi reaktivni. Reaktivita redukujicich sacharidi je srovnatelnd s reaktivitou monosacharidi.
V piirodé se volné redukujici oligosacharidy vyskytuji pomérné malo, vyjimkou je laktosa.
Naproti tomu, tzv. neredukujici disacharidy vytvateji glykosidickou vazbu mezi uhliky €. 1
obou monosacharidii (n€kdy se vazba oznacuje jako ,,face to face*). Tyto sacharidy maji
potom volné hydroxylové skupiny na uhlicich 2 aZ 6, tyto skupiny jsou prakticky nereaktivni.
Proto se tyto nereaktivni sacharidy vyuzivaji také jako zasobni zdroj energie (typicky
sacharosa) nebo jako stabilni ochranné filmy rGznych tkdni, mikroorganismii a nizSich
zivocichi (typicky trehalosa).
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OH

CH,OH CH,OH
CH,OH O\I
r / CH,OH

maltosa
trehalosa

Travitelné (digestibilni) oligo- a polysacharidy (hlavné $krob a maltodextriny, sacharosa,
laktosa, maltosa, isomaltosa, trehalosa) se v organismu travi ptisobenim amylas a isoamylas,
produkovanych vngjsi sekreci pankreatu a slinnymi zlazami a disacharidas (laktasa, maltasa,
isomaltasa, sacharasa a trehalasa), produkovanych karta¢ovym lemem sliznice tenkého stieva.
Deficity disacharidas (vrozené nebo ziskané¢) mohou byt potom pricinou problémui
gastrointestinalniho traktu.

Netravitelné (indigestibilni) polysacharidy (hlavné celulosa, arabinoxylany a dalsi
hemicelulosy, pektiny, glukany aj.) a oligosacharidy (napi. laktulosa, fruktooligosacharidy
aj.) se (z mensi ¢i vEtsi Casti) travi az mikrobiotou tlustého stieva. Vedle své funkce potravni
vlakniny vykazuji n€které z nich i prebioticky efekt.
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PREVALENCIA DYSLIPIDEMIE U PACIENTOV SO SYSTEMOVYM LUPUS
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'Faculty of Health Care and Social Work, University of Trnava, Trnava, Slovakia
2Laboratéria Piestany s.r.o., Slovakia
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Abstract

Cardiovascular disease (CD) is a major cause of morbidity and mortality in systemic lupus
erythematosus (SLE) patients. Risk factor for CVD in SLE include markers of inflammation
(raised levels of acute phase reactants and TNF-a), dyslipidaemia (raised of triglyceride and
low high-density lipoprotein) anti-phospholipid antibodies; lupus anticoagulants, antibodies to
oxidized low-density lipoprotein and high levels of homocysteine. Several cohort studies have
mainly suggested that accelerated atherosclerosis is associated with traditional risk factors
such as hypertension and hyperlipidemia. In adults with SLE, dyslipoproteinemia occurs in
the range of 30 - 73 %. In our study were 196 patients (24 males, 172 females) with SLE with
an average age of 46 years and were measured average level of Total cholesterol was 5.23
mmol/L, HDL 1.55 mmol/L, LDL 3.28 mmol/L and Triglyceride 1.47 mmol/L. Based on
criteria for dyslipidemia, in our study dyslipidemia was reported up to 58.16 % of patients (18
men, 96 women). Triglyceride values were elevated in 79 females (28 %) and 8 males (33 %).
From the observed levels of LDL, ApoA, ApoB and Lp(a), we observed a significant increase
in ApoB with a prevalence of 21 % in female sex and 33 % in male and LpA in 19 % of SLE
patients. Control of levels parameters of lipid metabolism and acute phase reactant may be
useful in treatment strategies and may favorably affect patient survival.

Introduction

Systemic lupus erythematosus is a multisystem autoimmune disease that mainly affects pre-
menopausal women with a maximum onset age of 20 - 30 (1). SLE is a serious disease,
patient survival 10 years after disease diagnosis is at 80 - 90 % (2), which is significantly
more than 50 % survival for patients 2 years after diagnosis 40 years ago (3). In fact, the
diversity of presentation, the accumulation of manifestations over time, and the changing
course of the disease sometimes cause delay in diagnosis of SLE in patients (4). In SLE
patients, bimodal mortality prevails (5, 6). Patients who have died within 5 years of diagnosis
of the disease usually have an active form of the disease requiring high doses of
corticosteroids, intense immunosuppression and frequent occurrence of concurrent infections.
On the other hand, early deaths are due to cardiovascular disease. Cardiovascular disease
(CD) is a major cause of morbidity and mortality in systemic lupus erythematosus (SLE)
patients. Overall, the excess risk for CD has been reported to be 2 - 10 fold enhanced
compared to the general population (7). Accelerated atherosclerosis is often considered a
general feature of SLE and is, in similarity to the general population, assumed to be the main
cause of premature CVD. Risk factor for CVD in SLE include markers of inflammation
(raised levels of acute phase reactants and TNF-a), dyslipidemia (raised of triglyceride and
low high-density lipoprotein) anti-phospholipid antibodies; lupus anticoagulants, antibodies to
oxidized low-density lipoprotein and high levels of homocysteine. Several cohort studies have
mainly suggested that accelerated atherosclerosis is associated with traditional risk factors
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such as hypertension and hyperlipidemia. Although SLE is considered an incurable disease,
patients experience remission of the disease with virtually no clinical activity (4). It is
assumed that accelerated atherosclerosis in SLE patients includes Virchow's lipid theory and
Ross's endothelial injury hypothesis. Because hyperlipoproteinaemia is one of the influential
risk factors,the aim of our study was determined prevalence of dyslipidemie for Slovak SLE
patients as major risk factor of CD depending on inflammatory parameters (TNF, IL-18, IL-6,
IL-8) and CRP.

Material and Methods

The patient group consisted of 196 patients (24 men and 172 women) with SLE diagnosed by
ACR SLE Criterion (8) in National Institute of Rheumatic Diseases in Piestany, Slovakia
with averege age 46 years.

In patient samples we measured total cholesterol (TC), high-density lipoprotein HDL, low-
density lipoprotein (LDL), very low density lipoproteins (VLDL), Triglyceride (TG),
Apolipoprotein A (ApoA), Apolipoprotein B (ApoB) and Lipoprotein A (Lpa) levels. The
determined parameters were analyzed for Cobas Integra and as was used reagents from Roche
Diagnostics (Germany).

From given values we calculated non-HDL and atherogenic index (1A).

Formulas used:

non-HDL = total cholesterol - HDL

Atherogenic index (1A) = (total cholesterol-HDL) / HDL

To determine multiple cytokines in a single sample was used Cytokines array by Randox
Laboratories. We used the correlation analysis method to determine the statistical dependence
between the measured parameters.

Results
Dyslipidemias were traditionally classified by patterns of elevation in lipids and lipoproteins
(Fredrickson phenotypes). A more practical system categorizes dyslipidemias as primary or
secondary and characterizes them by

e Increases in cholesterol only (pure or isolated hypercholesterolemia)

e Increases in TGs only (pure or isolated hypertriglyceridemia)

e Increases in both cholesterol and TGs (mixed or combined hyperlipidemias)
This system does not take into account specific lipoprotein abnormalities (eg, low HDL or
high LDL) that may contribute to disease despite normal cholesterol and TG levels (9).
In our study measured average level of TC was 5.23 mmol/L, HDL 1.55 mmol/L, LDL 3.28
mmol/L and TG 1.47 mmol/L (Table 1).
Based on the above criteria (1 increased TC, 2 increased LDL, 3 increased TG, 4 decreased
HDL), we evaluated patients.
Four of the four criteria for dyslipidemia were matched by 6 patients (3.06 %) (1 man, 5
women), at least three criteria we analyzed in 38 patients (19.39 %) (6 men, 32 women), at
least two criteria we matched by 114 patients (58.16 %) (18 men, 96 women).
Lipid metabolism disorder as recommended by the European Atherosclerosis Society (EAS)
Is characterized as:

e TC greater than 5.22 mmol/L and HDL less than 0.9 mmol/L or

e TC greater than 7.77 mmol/L and TG greater than 2.26 (10)
Based on criteria EAS were matched only by 2 men and 3 women.
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Table 1. Average measured values of parameters and percentage of patients with elevated
values for parameters

Parameter Total Women Men Reference values
Age (year) 46 47 44 -
N 196 172 24 -
TC (mmol/L) | 5,23 | 96/196 (48,97%) 1 | 519 | 81/172(47,09%) 1 | 548 | 15/24 (62,5%)1 <52
HDL 84/196 (42,86%) 1 ‘ 76/172 (44,19%) 1t 8/24 (33,3%) 1 M 0.9-1.6
1,55 1,58 1,35 ~
(mmol/L) 29/196 (14,80%) | | 28/172(16,27%) | 3124 (12,5%) | W115-1,6
Non-HDL 3,68 | 87/196 (44,39%) 1 | 3,61 | 69/172(40,12%) 1 | 4,07 | 18/24(75%) 1 1,5-3,8
DL 328 | 126/196 (64,29%) 1 | 3,22 | 105/172 (61,05%) 1 | 3,66 | 21/24 (87,5%) 1 <334
(mmol/L)
TG (mmol/L) | 1,47 | 57/196 (29,08%) 1+ | 1,46 ‘ 49/172 (28,49%) 1 | 1,53 | 8/24(33,3%) 1 <23
48,9 M 1,04-2,02
ApoA(g/L) | 1,66 | 6/155(3,87%)1 | 1,68 | 6/131 (4,58%) 1 E 0/24 (0%) 1 W 108225
ApoB (g/L) | 1,09 | 52/155(3355%) 1 | 1,06 | 47/131 (38.88%) 1 | °% | 524 (208%)1 | M 066-133
2 W 0,6-1,17
LpA (nmol/L) | 48,93 | 32/191 (16,75%) 1 | 51,72 | 32/167 (19,16%) 1 22'9 0/24 (0%) 1 <75

*p < 0,05 statistical significance, negative correlation between IL-10 and TG

Discussion
The most studied autoimmune diseases related to atherotrombosis are those with a higher
incidence, such as systemic lupus erythematosus and primary antiphospholipidsyndrome
(APS). The development of cardiovascular disease in these disorders involves genetic factors
as well as other acquired risk factors (e.g. hypercholesterolemia, diabetes mellitus and
hypertension) (11). In prospective population-based study named Nurses' Health Study (n =
119332), was found a statistically significant > 2-fold increased risk of cardiovascular disease

among participants with SLE (10).

Table 2. Mean values of measured cytokine levels in SLE patients

Parameter Average values
IL-18 (pg/ml) 1,59
IL-6 (pg/ml) 2,81
IL-10 (pg/ml) 1,75%
TNF (pg/ml) 2,50
CRP (ng/ml) 33,68

IL-10 and LDL

The basic definition of dyslipidemia is a disorder of lipoprotein metabolism, including
lipoprotein overproduction or deficiency. Dyslipidemias may be manifested by elevation of
and the triglyceride

the total

cholesterol,

the

low-density

lipoprotein cholesterol

concentrations, and a decrease in HDL concentration in the blood.
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In most studies in SLE patients dyslipidemia refers to elevated TC, TG, and LDL and
decreased HDL. By this definition, the prevalence of dyslipidemia in SLE ranges from
36.3 %, at the time of diagnosis, to 60 % or even higher after 3 years of follow up in the
SLICC cohort of 918 patients (12). Based on these criteria, dyslipidemia was reported in our
study in up to 58.16 % of patients, which is comparable to 60 % dyslipidemia Szabo et al.,
2017, Hungary (n = 918) (13), 57.40 % dyslipidemia, Dakua et al., 2017, India (n = 101) (14)
and 63.33 % dyslipidemia Kakati et al., 2003 (n = 30) (15). The results of dyslipidemia in our
study are comparatively lower than 73.4 % dyslipidemia Atta et al., 2018, Brazil (n = 94)
(16).

The other most common abnormality is the decreased HDL (17). Similar to the study Cardoso
et al. (18) which howed that among 185 Brazilian SLE patients, approximately 48 % suffered
from hypercholesterolemia, 30 % hypertriglyceridemia and 60 % both. In Slovak patients
with SLE there were 4898 % with hypercholesterolemia and 29.08 % with
hypertriglyceridemia.

The average results of ApoA level (1.66 g/L) and ApoB level (1.09 g/L) in our study are
comparatively higher than ApoA (1.45 g/L) and ApoB (0.94 g/L) Kwankaew et al., 2014
(n =87) (19). The average results of Lpa levels (48.93 nmol/L) are comparatively higher than
(44.40 nmol/L) Sari et al., 2002 (n = 24) (20).

Moreover, the prevalence of the metabolic syndrome is estimated at almost one-third (32.1 %)
of SLE patients, whereas low HDL levels were reported in 61.1 % and high TG levels in 29 %
of those patients (21).

Of note, dyslipidemia (increased TC, TG, and LDL or decreased HDL) was also more
prevalent in patients with discoid lupus (compared to healthy individuals) (22). Besides the
basic lipid profile, other lipid biomarkers with, yet, unspecified significance have also been
studied. Apolipoprotein E (ApoE) has been found elevated in lupus patients (as compared to
normal controls) and was correlated to disease activity (23). On the contrary, serum apoAl
(a cholesterol transport protein with anti- atherogenic properties) was significantly decreased,
probably due to the presence of specific anti-apoAlantibodies (24). In our group of SLE
patients, we also recorded reduced values in only 2.60 %.

Nevertheless, no atherogenic (including lipoprotein B, apoC, apoD, apoE, etc.) or
atheroprotective lipoprotein (including apo-Al and LpA-1) was associated with subclinical
atherosclerosis in SLE (25).

SLE patients with a high risk profile have 28-fold increased chances of plaque and increased
progression of intima media thickness. The association between SLE activity and
atherosclerosis is not fully understood. Accelerated atherosclerosis has devoted considerable
attention and puts the high importance because it is an important cause of morbidity and
mortality in patients with SLE. It was found out, that myocardial infarction mortality is
approximately 10-fold higher in patients with SLE than in the healthy population
corresponding to age and gender (5, 6, 26). Studies are supported by clinical data such as,
coronary artery atherosclerosis is present in up to 40 % of SLE patients with only 2 % of the
same age control group at the time of death (27). Studies have identified hypercholesteremia,
hypertension, and lupus itself as a risk factor (28). In our study hypercholesterolemia occurred
in 38 % of women versus 36 % in the control group, but in the male population of SLE
patients it occurred 1.5-fold as the control group (83 % vs 58 % in healthy subjects).
Inflammatory mediators like ESR and CRP are proved to suppress HDL and increase TG
levels. There were no elevated CRP values in our SLE group. LDL activity is reduced, which
may be governed by TNF-a and IL-6 and antibodies against LDL. Lower LDL activity results
in the accumulation of TG-rich particles. The inflammatory mechanisms in SLE result in an
intensified oxidative stress which can trigger a broad range of pro-atherogenic lipid changes
including conversion of anti-inflammatory HDL to pro-inflammatory one and the production
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of oxidized LDL. TNF is a critical mediator of inflammation with an important role in the
development of atherosclerosis. Most experimental data are derived from genetic models
showing that disrupted TNF a signaling is associated with reduced atherosclerosis
development without affecting plasma lipid levels (29). In some studies elevated circulating
TNF levels are strongly associated with high TG and low HDL in SLE patients (30). There
was no statistically significant correlation between cholesterol, HDL, TG and IL-6 and TNF
in our group.

Interleukin 10 (IL-10) is a cytokine with inhibitory effect on proinflammatory T helper 1 cell,
endothelial cells, monocytes/macrophages and also can be immune stimulatory, by promoting
antibody production and B-cell activation. It was demonstrated a positively associated with
CVD in SLE (31). We observed a correlation between IL-10 and TG and LDL. IL-10 levels
were elevated in patients with lower TG levels. It follows that,that IL-10 is an antiatherogenic
cytokine (32).

Conclusions

Inflammatory mediators like ESR and CRP are proved to suppress HDL and increase TG
levels. LDL activity is reduced, which may be governed by TNF-o and IL-6 and antibodies
against LDL. Lower LDL activity results in the accumulation of TG-rich particles. The
inflammatory mechanisms in SLE result in an intensified oxidative stress which can trigger a
broad range of pro-atherogenic lipid changes including conversion of anti-inflammatory HDL
to pro-inflammatory one and the production of oxidized LDL.

The aforementioned data clearly indicate that dyslipidemia strongly correlates with SLE-
related accelerated atherosclerosis Due to the variety and severity of comorbidities in SLE,
traditional CV risk factors, such as dyslipidemia, may often be overlooked. Dyslipidemia
represents a modifiable risk factor; prompt and adequate tetreatment can minimize
unnecessary burden in lupus patients, thus reducing hospitalizations and their over all
morbidity and mortality.

This study was supported by VEGA 1/0244/17
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University in Kosice
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Abstract

This study deals with omega-3 (®-3) polyunsaturated fatty acids and inflammation markers in
atherosclerosis with hard and soft atherosclerotic plaques in patients with stenosis of arteria
carotis interna. The aim of study was to evaluate the m-6:0-3 polyunsaturated fatty acids ratio
and concentrations of inflammation markers in blood plasma of probands and evaluate
cardiovascular risk based on this markers. Results showed that C-reactive protein (CRP),
fibrinogen, interleukin-4 (IL-4), leptin and especially phospholipase A2 associated with
lipoproteins (Lp-PLA2) are reliable predictors of stroke risk. Moreover, Lp-PLA2
concentrations are strongly correlating with ®-6:®-3 ratio and stage of atherosclerosis. This
indicate protective role of m-3 polyunsaturated fatty acids in atherosclerotic process.

Ateroskleroza velkych extra a intrakranidlnych ciev patri medzi najcastejSie stavy
podmieniujuce vznik ischemickej cievnej mozgovej prihody (Vestenicka, 2002). Priblizne
40 % ischemickych prihod ma priamy suvis s vyskytom zavaznej aterosklerotickej stendzy
arteria carotis interna (Kurocka et al., 2016). Epidemiologické stadie naznacuji, ze ®-3
polynenasytené mastné kyseliny ziskané z ryb a rybieho oleja znizuju riziko koronarnych
ochoreni srdca, hypertenzie, cievnej mozgovej prihody a ich komplikacii (Simopoulos, 2002).
Dostupné poznatky zdoraziiuji vyznam zapalového procesu vo vyvoji, progresii a
destabilizacii aterosklerotickych platov (Chen et al., 2018). Ciel'om tejto prace bolo zhodnotit’
profil mastnych kyselin so zameranim na ®-3 a ®-6 polynenasytené mastné Kkyseliny
u pacientov s ateroskler6zou s makkym alebo tvrdym aterosklerotickym platom a kontrolnou
skupinou. Sledovat’ zmeny koncentracie fosfolipazy A2 asociovanej s lipoproteinmi
vo vybranom subore pacientov s aterosklerozou. Popisat’ zapalové markery v sledovanych
skupinach pacientov a na zaklade ziskanych vysledkov vyhodnotit’ kardiovaskularne riziko
u pacientov s roznymi aterosklerotickymi platmi.

Ucastnici experimentu nemali po¢as experimentu aktitne infekéné alebo zapalové ochorenia a
boli rozdeleni do troch vyskumnych skupin. Skupina 1 pozostavala z 15 pacientov (11 muzov,
4 zZeny, priem. vek 70 rokov) so stendézou arteria carotis interna, u ktorych bol
ultrasonografickym vysetrenim krénych tepien (USG pristroj Philips HD 11 XE) potvrdeny
makky ateroskleroticky plat. Do skupiny 2 bolo zaradenych 15 pacientov (10 muZov, 5 Zien,
priem. vek 70 rokov) so stenozou arteria carotis interna, u ktorych ultrasonografické
vySetrenie krénych tepien potvrdilo pritomnost’ tvrdého aterosklerotického platu. Skupina 3
bola kontrolna skupina 15 zdravych dobrovol'nikov (6 muzov, 9 zien, priem. vek 37 rokov)
bez akttnych a chronickych ochoreni. Vendzna krv bola ucastnikom odoberana rano po 12
hodinovom hladovani do vakuovych heparinovych skimaviek (BD Vacurainer, LH 170 1.U.
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Plymount, United Kingdom), centrifugovana pri 2500 rpm pocas 10 minut a nasledne ziskana
krvna plazma bola uskladnend v mikroskiimavkach pri -80°C aZz do vykonania urenych
biochemickych analyz. Zastupenie jednotlivych mastnych kyselin v lipidoch krvnej plazmy
ucastnikov experimentu bolo analyzované pomocou plynového chromatografu s plameiovo-
ionizatnym detektorom (GC-FID). Vzorky pre meranie na GC-FID boli pripravené
Folschovou metdédou s naslednou transesterifikaciou metanolatom sodnym a extrakciou
do heptanu (Tvrzickd a kol., 2002). Analyzou ziskanych chromatogramov mastnych kyselin
z jednotlivych vzoriek krvnej plazmy v programe Clarity IM offline a pomocou vypoctov
v programe Microsoft Excel 2007 boli ziskané udaje o hmotnostnych zlomkoch mastnych
kyselin vyjadrené v molarnych percentach. Pomery mastnych kyselin boli vypocitané ako
pomery suctu danych skupin mastnych kyselin. Koncentracie CRP a fibrinogénu v krvnej
plazme boli stanovené biochemickym analyzatorom Daytona RX 3901 (Randox, Slovensko,
Bratislava). Pomocou ELISA metéd boli stanovené koncentracie nasledujucich troch
markerov: Lp-PLA2 (Human lipoprotein associated phospolipase A2, Cussabio, USA), IL-4
(Human IL-4 platinum ELISA, eBioscience, San Diego, USA), leptin (Human Leptin ELISA
Kit, BioVendor, Czech Republic). Na vyhodnotenie koncentracii markerov bol pouzity
spektrofotometricky analyzator Synergy H4 multiplate reader (BioTek Vermont, USA) pri
odporacanej vinovej dizke pre kazdy ELISA kit. Vysledky merani boli vyhodnotené
metédami deskriptivnej Statistiky (pocetnost’, aritmetické priemery + Standardnd odchylka
priemeru (SEM), percentualne zastipenie). Vzt'ahy medzi experimentalnymi skupinami boli
hodnotené Tukey testom (MINITAB Inc. verzia 11.24, Coventry, United Kingdom), kde
odli$né pismena (a,b,c) znamenaju Statisticky vyznamné vzt'ahy pri p < 0,05. Korelacie medzi
mastnymi kyselinami a Lp-PLA2 boli popisané pomocou Pearsonovho korelaéného
koeficientu.

Vysledky ukazali, ze pomer ®-6:m-3 mastnym kyselinam bol najvy$si v krvnej plazme
pacientov s mikkym aterosklerotickym platom (obr. 1). Dosahoval priemerni hodnotu az
16,75 £ 1,12, ¢o bola hodnota signifikante vysSia oproti d’alsim dvom skupinam. Pacienti s
tvrdym aterosklerotickym platom mali priemerny pomer m-6:®-3 mastnym kyselinam 12,45 +
0,24 a zdravi jedinci 10,54 + 0,14. V skupine pacientov s mikkym aterosklerotickym platom
(skupina 1) bola najdena koncentracia CRP v krvnej plazme 11,43 + 3,58 mg/l. Tato hodnota
bola signifikantne vySSia oproti pacientom s tvrdym aterosklerotickym platom (skupina 2,
3,62 + 0,96 mg/l) aj oproti kontrolnej skupine (skupina 3, 0,97 + 0,28 mg/l). Medzi skupinou
2 a 3 bol rozdiel len maly a nesignifikantny (obr. 2). V skupine 1 bola namerané koncentracia
fibrinogénu v krvej plazme pacientov 4,53 + 0,28 g/l, skupine 2 to bola koncentricia
3,92 £ 0,25 g/l a v skupine 3 bola stanovena koncetracia 2,79 = 0,17 g/1. Pacienti s makkym aj
pacienti s tvrdym aterosklerotickym platom (skupiny 1 a 2) mali signifikatne zvySent
koncentraciu fibrinogénu v krvej plazme oproti zdravym jedincom (obr. 3). U hodnét
koncentracii IL-4 bol pozorovany rovnaky trend ako u koncentracii CRP (obr. 4).
Signifikantne vyssia koncentracia 72,07 + 3,39 ng/l bola namerana v skupine 1 u pacientov s
makkym aterosklerotickym platom. V skupine 2 u pacientov s tvrdym aterosklerotickym
platom bola namerana niz$ia koncentracia 35,63 + 1,16 ng/l a v kontrolnej skupine 3 to bola
krvnej plazme mali pacienti s tvrdym aterosklerotickym platom (7,52 + 0,87 ng/l), ktora bola
signifikante vysSia ako v kontrolnej skupine 3 (4,13 + 0,23 ng/l), ale nie v porovnani s
experimentalnou skupinou 1 (6,29 + 0,68 pg/l). Ani rozdiel medzi skupinou 1 a skupinou 3
nebol Statisticky vyznamny. Koncentracia biochemického markera Lp-PLA2 (obr. 6)
vykazovala Statisticky vyznamné rozdiely medzi vSetkymi troma skupinami. NajvysSia
priemerna hodnota 291,72 + 1,84 ug/l bola najdena u pacientov skupiny 1, nizsia 258,3 + 1,31

evwe

Koncentracia Lp-PLAZ2 silne pozitivne korelovala s pomerom ®-6:®-3 polynenasytenym
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mastnym kyselindm ¢o vyjadruje Pearsonov korela¢ny koeficient, ktorého ziskand hodnota
bola 0,705 (obr. 7).

Vyvazeny pomer o-6:0-3 polynenasytenym mastnym Kkyselinam prispieva K prevencii
mnohych zapalovych ochoreni ako je ateroskleréza (Hansson, 2005). U pacientov s makkym
aterosklerotickym platom bol ndjdeny najvyssi pomer ®-6:0-3 mastnym kyselindm (16,7:1),
ktory bol signifikante vys$$i aj v porovnani s pacientmi s tvrdym aterosklerotickym platom
(12,5:1), aj oproti kontrolnej skupine (10,5:1). HorSie Stadium rozvoja aterosklerozy teda
koreluje so zvySenym pomerom w-6:m-3 mastnym kyselinam. Vysledky Studii (Chen et al.,
2018; van Dijk et al., 2019; Puz et al., 2013) ukazuju, ze existuje vztah medzi aktivitou
vybranych zapalovych markerov v krvnom sére a nestabilitou aterosklerotickych platov. Nasa
studia priniesla podobné vysledky, kde koncentracia CRP v krvnej plazme bola signifikatne
vysSia u pacientov s makkym platom (11,43 mg/l) v porovnani s pacientmi s tvrdym platom
(3,62 mg/l) a zdravymi jedincami (0,97 mg/l). Koncentracie fibrinogénu boli signifikantne
zvysené u pacientov s makkym (4,53 g/I) aj tvrdym platom (3,92 g/l) oproti zdravym
jedincom z kontrolnej skupiny (2,79 g/1). Hoci interleukin 4 (IL-4) bol tradi¢ne povazovany
za protizapalovy cytokin, nedavne in vitro a in vivo $tadie poskytli dokazy o tom, ze IL-4
vykazuje prozapalové uc¢inky na cievny endotel a mdze hrat kl'aCovi ulohu pri rozvoji
ateroskler6zy (Lee et al., 2010). Koncentracie IL-4, ktoré sme stanovili, preukazali
signifikante zvyseny IL-4 v krvnej plazme pacientov s mékkym aterosklerotickym platom (72
ng/l) v porovnani s pacientami s tvrdym aterosklerotickym platom (35,6 ng/l) aj zdravymi
jedincami (31 ng/l). Tento trend bol rovnaky ako u koncentracii CRP, ¢o opdt potvrdzuje
spojenie markeru IL-4 so zapalom. U leptinu, ako u jediného z nami sledovanych parametrov
zavaznosti aterosklérozy, sme pozorovali horsi vysledok u pacientov s tvrdym
aterosklerotickym platom (7,5ug/1), teda s mensim zdravotnym ohrozenim ako u pacientov
s makkym aterosklerotickym platom (6,3ug/1), ale tento rozdiel nebol Statisticky vyznamny.
Medzi proaterogénne ucinky leptinu patri indukcia endotelovej dysfunkcie, spustenie
zapalovej reakcie, oxidaény stres, zvysSenie agregacie krvnych dostiiek, hypertrofia a
proliferacia buniek hladkého svalstva ciev, ¢o z neho robi pleiotropni molekulu (Gairolla et
al., 2017). Na zaklade stcasnych dokazov hlavné vedecké spolo¢nosti zahrnuli meranie
aktivity Lp-PLA2 do svojich usmerneni medzi biomarkery, ktoré st uzitoéné v stratifikacii
rizika u dospelych asymptomatickych pacientov so strednym a vysokym srdcovocievnym
rizikom. (Maiolino et al., 2017). NajvysSiu koncenraciu Lp-PLA v krvnej plazme sme
pozorovali u pacientov s miakkym aterosklerotickym platom (292 pg/l). Aj pacienti s tvrdym
aterosklerotickym platom mali Statisticky vyznamne zvySent koncentraciu Lp-PLA2
(252 pg/l) oproti kontrolnej skupine (220 pg/l). Zaroven rozdiely medzi skupinami 1 a 2 boli
signifikantné. Pomocou urcenia Pearsonovho korelacného koeficientu bola pozorovana silna
pozitivna koncentracii Lp-PLA2 s pomerom ®-6:0-3 polynenasytenym mastnym kyselinam.
Nase vysledky sthlasia so zisteniami skorSich §tadii, ked’ bol preukazany inverzny vztah
medzi ®-3 polynenasytenymi mastnymi kyselinami a zapalovymi markermi a pozitivny vztah
medzi pomerom ®-6:m-3 polynenasytenym mastnym kyselinAm a zapalovymi markermi
(Kalogeropoulos et al., 2010).

Sledovanie profilu mastnych kyselin a zapalovych markerov u pacientov so sten6zou arteria
carotis interna viedlo k poznatku, ze tieto parametre si hodnovernymi ukazovatel'mi vyssieho
zdravotného rizika u pacientov s miakkym aterosklerotickym platom v porovnani s pacientmi
s tvrdym aterosklerotickym platom. Jediny zo sledovanych markerov, ktory nezodpovedal
tomuto trendu, bol leptin. SkorSie Stadie ukézali, Ze zvySeny prijem -3 polynenasytenych
mastnych kyselin vo forme rybieho oleja rychlo vedie k ich zvySenému zabudovaniu
do aterosklerotickych platov a k zvySeniu stability tychto platov, ¢im sa zmieriiuje zdravotné
riziko pacientov a predlzuje ich zivot (Thies et al., 2003). Vzhl'adom na tieto vysledky je
zvysena konzumacia -3 polynenasytenych mastnych kyselin vo forme vyzivovych doplnkov
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alebo priamo v strave vhodnou metddou na zniZenie rizika vzniku cievnej mozgovej prihody
alebo d’al$ich srdcovocievnych ochoreni u pacientov s réznymi $tadiami aterosklerozy a tiez
vhodnou prevenciou pred vznikom ateroskler6zy u zdravej populacie.

pomer w-6:w-3 PNMK

skupina 1 skupina 2 skupina 3

Fig. 1 0-6:®-3 PUFASs ratio
Hodnoty reprezentujt aritmeticky priemer + SEM
a, b, ¢ reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 2 CRP concentrations in blood plasma
Hodnoty reprezentujt aritmeticky priemer + SEM
a, b, ¢ reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 3 Fibrinogen concentrations in blood plasma
Hodnoty reprezentujt aritmeticky priemer + SEM
a, b, ¢ reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 4 IL-4 concentrations in blood plasma
Hodnoty reprezentuju aritmeticky priemer = SEM
a, b, ¢ reprezentujt Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 5 Leptin concentrations in blood plasma
Hodnoty reprezentujt aritmeticky priemer + SEM
a, b, ¢ reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 6 Concentrations of Lp-PLAZ2 in blood plasma
Hodnoty reprezentujt aritmeticky priemer + SEM
a, b, ¢ reprezentuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami; za $tatisticky vyznamné
boli povazované hodnoty P < 0,05 (Tukey test)
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Fig. 7 Correlation of Lp-PLA2 concentration with ®-3 polyuns

Prdca bola podporend grantom Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky: VEGA1/0584/16
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NAFLD JAKO MANIFESTACE METABOLICKEHO SYNDROMU —
SONOGRAFICKA DIAGNOSTIKA

NAFLD AS A MANIFESTATION OF METABOLIC SYNDROME - SONOGRAPHIC
DIAGNOSTICS

V. Smid

IV. interni klinika - klinika gastroenterologie a hepatologie
Vseobecna fakultni nemocnice a 1. lékarska fakulta, Univerzita Karlova Praha

Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a spectrum of potentially progressive liver
disease that comprises of simple steatosis, non-alcoholic steatohepatitis, variable degree of
fibrosis, and cirrhosis. NAFLD is closely associated with type 2 diabetes and abdominal
obesity and is recognized as the hepatic manifestation of the metabolic syndrome. NAFLD
has emerged a leading cause of chronic liver diseases worldwide, as its incidence in adult
population (~ 30 %) parallels the epidemics of type 2 diabetes, obesity and is becoming one of
the most frequent causes of cirrhosis and liver transplantation worldwide. Moreover, its
prevalence is rising due to unhealthy dietary habits and sedentary lifestyle and NAFLD is
associated with increased cardiovascular and cancer risk. The methods with good diagnostic
accuracy for non-alcoholic fatty liver are a cornerstone in proper management of patients with
NAFLD.

Abstrakt

Nealkoholové postizeni jater pii steatoze (NAFLD) je spektrum potencialné progresivnich
onemocnéni, které zahrnuje prostou steatézu, nealkoholovou steatohepatitidu (tzv. NASH),
razny stupen fibrozy a cirhozu. NAFLD piedstavuje nejéastéjsi chronické onemocnéni jater
soucasnosti S prevalenci v dosp€lé populaci kolem 30 %. Je povazovano za jaterni manifestaci
metabolického syndromu a nepochybné souvisi s epidemiemi diabetu mellitu 2. typu a
obezity. Celosvétoveé se NAFLD stava jednou z nejcastéjsich pii¢in jaterni cirhozy a téz stale
Castjsi indikaci k jaterni transplantaci. Jeho incidence navic roste v disledku nezdravych
stravovacich navykd a sedavého zivotniho stylu. NAFLD je také spojeno se zvySenym
rizikem kardiovaskularnich a onkologickych onemocnéni. Zakladnim pfedpokladem spravné
péce o pacienty S NAFLD jsou kvalitni diagnostické nastroje, mezi které nezpochybnitelné
patii také sonografie.

Se vzrlstajici incidenci obezity a metabolického syndromu stoupa také incidence
nealkoholového jaterniho postizeni pii steatoze (non-alcoholic fatty liver disease — NAFLD),
které predstavuje jaterni manifestaci metabolického syndromu (Marchesini et al., 2003).
Jedna se o vibec nejcastéjsi chronické jaterni onemocnéni soucasnosti postihujici minimalné
25 % dospélé populace vyspélych zemi (Vernon et al., 2011). Vétsina pacientii ma prostou
steatozu. U nemalé casti pacienti vSak nemoc progreduje rozvojem nealkoholové
steatohepatitidy (non-alcoholic steatohepatitis — NASH), pticemz hrozi dalsi progrese
charakterizovana vznikem jaterni fibrozy az do stadia jaterni cirhdzy s jejimi zavaznymi
komplikacemi (portalni hypertenze, hepatocelularni karcinom). V soucasné dobé neexistuje
kauzalni terapie tohoto onemocnéni, coz ruku v ruce s nizkou mirou informovanosti laické i
odborné vetejnosti a nedostatecnym screeningem rizikovych skupin predstavuje vyznamny
zdravotné-ekonomicky problém. Vyjma predchazeni rizikovym faktorim vzniku
metabolického syndromu tak adekvatni screening a stratifikace pacientti predstavuji hlavni
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vyzvy v boji se vzristajici incidenci tohoto onemocnéni véetné jeho pokrocilych stadii
(Anstee et al., 2013).

Diagnostika prosté jaterni steatdzy se opira o ultrazvukové vysetieni, které je nejdostupnéj$im
nastrojem a nezatézuje pacienta radiaci. Typickymi nalezy jsou: zvySena echogenita
(,,zesvétleni®) jaterniho parenchymu ve srovnani s kurou pfilehlé pravé ledviny, dorzalni
oslabeni akustického signalu a také rozmazani okrajii vétSich cév (tzv. ,,vessel blurring®).
Ackoli je histologicka definice jaterni steatozy spojena S vice nez 5% postizenim hepatocytu,
senzitivita a specificita ultrazvuku se pohybuje pies 90 % az pii postizeni vice nez 30 %
hepatocyti steatézou (Hernaez et al., 2011). Proto byly vyvinuty dalsi diagnostické nastroje
k jeji detekci. Jedna se piedevsim o tzv. CAP (Controlled Attenuation Parameter)
implementovany do pfistroje FibroScan®, kterym lze steatézu nejen diagnostikovat, ale také
kvantifikovat (Myers et al., 2012). K diagnostice prosté steatozy by nemélo byt vyuzivano CT
mj. vzhledem k neadekvatni radia¢ni zatézi. Magneticka rezonan¢ni spektroskopie je v nasich
podminkach prakticky nedostupna ackoli predstavuje velmi piesny, ne-li nejpiesnéjsi
diagnosticky nastroj.

Prosté ultrazvukové vysetfeni jater neni schopno odhalit pokrocilé stddium onemocnéni
(NASH), a proto se jeho diagnostika nadale opira o jaterni biopsii, ktera ptredstavuje zlaty
standart (Bravo et al., 2001). Jeji roli v8ak ¢aste¢né piebiraji nékteré sérové /neinvazivni/
diagnostické nastroje, které jsou v posledni dob¢ v $ir$i mife implementovany do bézné praxe
(Dvorak et al., 2014).

Ptitomnost, a predev§im pokrocilost jaterni fibroézy ptredstavuje kli¢ovy prognosticky faktor a
jeji tize koreluje srizikem vzniku jaterni cirhdzy a naslednych komplikaci. V¢asna
diagnostika a kvantifikace jaterni fibrozy ma zasadni vyznam pro stratifikaci rizik, zvoleni
spravného postupu lécby a je nejpodstatnéjsSi informaci tykajici se progndézy konkrétniho
pacienta s pokrocilou formou NAFLD. Navic rozpoznani jaterni Cirhdzy umoziuje zafadit
pacienta do ultrazvukového screeningu hepatocelularniho karcinomu a screeningu jicnovych
varixt. V soucasné dob¢ se v diagnostice a kvantifikaci jaterni fibrozy stale Castéji uplatiiuji
ultrazvukové metody méfeni tuhosti jaterni tkang, tzv. elastografie. Nejlépe validovanou
metodou je transientni elastografie (FibroScan®), dale se v klinické praxi pouzivaji metody
zalozené na ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) — point shear-wave elastografie
(pPSWE) a 2D-SWE. Dle soucasné dostupnych dat jsou tyto metody srovnatelné a vyznam
pro praxi umocnuje kromé neinvazivity také jejich jednoduchost a reproducibilita.
Magneticka rezonanéni elastografie (MRE) poskytuje pravdépodobné nejdetailnéjsi obraz,
avsak pro svoji cenu je v Klinické praxi téméf nedostupna. Bézné zobrazovaci metody jako
ultrazvuk, CT a MR dokazi rozpoznat pokrocilou jaterni fibrozu a cirhdzu Casto az tehdy,
pokud maji jatra nerovny povrch nebo jsou jiz pritomny znamky portalni hypertenze (ascites,
splenomegalie, portosystémoveé kolateraly, dilatace portalni zily ad.).

Pro spravné Kklinické vyuziti elastografie je vSak zapotiebi splnit 2 zakladni ptedpoklady:
bezchybné provedeni samotného méfeni a spravnou interpretaci ziskaného vysledku
Vv klinickém kontextu. Pro tyto Gcely byly vytvofeny doporucené postupy pro klinické vyuziti
dostatecna erudice vysetfujiciho (teoreticka i prakticka), ackoli k jejimu ziskani byva
povazovano za dostate¢né provedeni jiz cca 100 — 200 metfeni pod obornym dohledem. Déle
je kladen diraz na adekvatni pfipravu pacienta (min. 2hodinové la¢néni a 10minutovy fyzicky
klid pted vysetfenim, poloha pacienta) (Berzigotti et al., 2013). Prubéh samotného méieni
vyzaduje spolupraci pacienta (zadrzeni dechu), neméné dulezitym faktorem je také volba
vySetiované oblasti jater (vzdalenost od okraje jater) a pocet jednotlivych méfeni (minimalné
10). Interpretace vysledkii mize byt navic ovlivnéna celou fadou faktord. Predné se jednotlivé
metody lis§i at jiz pouzivanymi jednotkami, tak referen¢nim rozmezim tize fibrozy
pro jednotlivé etiologie jaterniho onemocnéni. Stejné tak je kladen diraz na mozné falesné
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pozitivni vysledky v disledku nejriiznéjsich predevsim akutnich stavi jaterniho parenchymu
(cholestaza, kongesce, akutni zanét, v piipadé¢ TE ascites, u MRE muzZe byt limitaci
akumulace Zeleza v jatrech apod.).

Znalost vyznamu a respektovani vSech pravidel spravné klinické praxe provadeni
ultrazvukového (a také elastografického) vysetieni jater je nezbytnym piedpokladem
umoziujicim poskytovani maximalné kvalitni péCe pacientim s chronickym jaternim
onemocnénim. Detailné seznameni by s témito zasadami meli byt vSichni 1€kati starajici se
0 pacienty s jaternimi chorobami stejné jako vsichni 1ékafi pecujici o pacienty s nékterou
z komponent metabolického syndromu.
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STEROLY A MASTNE KYSELINY VE VZORCICH OLEJNATYCH SEMEN
ORECHU

STEROLS AND FATTY ACID IN NUTS, SEEDS AND KERNEL
M. Vecka?, B. Staiikova?, S. Kutova?, P. Tomasova®P?, E. Tvrzicka?, A. Zak?
21V, interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze, "MBU AV CR Praha

Abstract

Oils present in nuts and seeds are important nutritional constituents with beneficial health
claims. These oils contain mainly fatty acyls in lipid classes and phytosterols, therefore we
analyzed profiles of these lipid classes in several nuts, seeds and kernel commonly available
in the Czech Republic. Nuts and seeds contained predominantly oleic (18:1n-9) and linoleic
(18:2n-6) acids, rich sources of a-linoleic acid (18:3n-3) were linseed, chestnut, walnuts and
hempseed, the last being the best source of stearidonic acid (18:4n-3). The phytosterol
analyses revealed majority of B-sitosterol and campesterol except for pumpkin and melon
seeds, rich in A7 sterols. In summary, our study revealed the wide profile of fatty acids and
phytosterols between different nuts and seeds. Further studies are needed to confirm the
positive effect of each nut and seeds for health.

Uvod

Ofechy a olejnata semena patii mezi nejvyznamnéjsi zdroje nenasycenych mastnych kyselin
(FA), jejichz zvyseny dietni pfijem je v soucCasné dob¢ spojovan s pfiznivymi ucinky
na hladinu cholesterolu, stav kardiovaskuldrniho systému, incidenci rakoviny, inzulinovou
rezistenci, projevy metabolického syndromu nebo stav imunitniho systému (Wang, 2018;
Stuchlik, 2002; Chen, 2008; Kornsteiner-Krenn, 2013).

Obycejné je v semenech a ofesich pfitomno malé zastoupeni saturovanych FA (4 - 16 %
tukil), asi polovina obsahu tukt pfipada na nenasycené FA (Ros, 2015) vazanych obyéejné
v molekulach triacylglycerolt, duleZitych energetickych substratti a zdroja uhliku (Millar,
2000). Nenasycené FA maji jak pro-, tak i protizanétlivé u¢inky, hraji roli v regulaci genové
exprese, enzymatickych aktivit a glukoneogeneze.

Steroly jsou dlleZitou soucasti ZivociSnych 1 rostlinnych membran, v rostlinach jsou
zastoupeny hlavné fytosteroly, které se od cholesterolu lisi hlavné strukturou postranniho
fetézce (Moreau, 2002). Mezi hlavni fytosteroly patii [-sitosterol, kampesterol, a
stigmasterol, jez tvoii az 98 % molekul fytosteroli (Moreau, 2018). Minoritni fytosteroly
zahrnuji razné C30 steroly-lanosterol, amyrin, lupeol, C29 steroly fukosteroly, avenasteroly,
sitostanol, C28 steroly jako brassikasterol, crinosterol, a také C27 steroly-cholesterol,
lathosterol a desmosterol (Bolling, 2011; Moreau, 2002; Stuchlik, 2002). Zastoupeni
fytosteroli je tkanové specifické (Moreau, 2018), pficemz mohou byt soucasti esterd, volnych
alkoholl nebo glykosidi (Moreau, 2018). Fytosteroly v rostlinach plni funkce podobné jako
cholesterol v Zivocisnych membranach (Hartmann, 1998) - ovliviiuji membranovou fluiditu,
jsou prekurzory steroidnich hormont (Moreau, 2018), brassinolidi, které chrani rostliny pied
patogeny 1 oxida¢nim stresem (Zullo, 2002). Fytostanoly jsou nasycena analoga fytosterolt,
obycejné pritomna ve vétsich mnozstvich v obilovinach (Gylling, 2015).

Na druhou stranu jsou hladiny nékterych sterolt (obzvlasté cholesterolu) u ¢loveka nékdy
spojovany s nekterymi typy rakoviny (Raicht, 1980), ischemickou chorobou srdecni,
metabolickym syndromem, stavem imunitniho systému (Harper, 2005; Moreau, 2002).
Fytosteroly v dieté¢ pfizniv€é ovliviiuji stfevni absorpci cholesterolu (Fumeron, 2017) a
plazmatické hladiny fytosteroli (kampesterol a [-sitosterol) jsou navic povazovany
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za neptimé markery absorpce cholesterolu. Jako indikatory endogenni biosyntézy cholesterolu
1ze vyuzit stanoveni nékterych jeho prekurzort, napt. lathosterolu. Zajimavé je, ze lathosterol
je také pritomen v mensich mnozstvich u nékterych rostlin (Benetti, 2013).

Steroly jsou analyzovany pomoci kapalinové chromatografie spojené s riznymi typy detekce,
jako hmotnostni spektrometrie nebo UV/VIS (Kornsteiner-Krenn, 2013). Hmotnostni detekce
izobarickych molekul se nékdy spoléha na pomoc chromatografické separace pred vstupem
do detektoru, méné¢ casto na specifickou fragmentaci ptuvodni molekuly. Obsah FA
v nutri¢nich dopliicich je standardné analyzovan pomoci plynové chromatografie spojené
s plamenoionizaénim detektorem (Mo, 2013; Lagarda, 2007; Stankova, 2013). Mastné
kyseliny soucasné se steroly v nutri¢nich dopliicich zkoumalo jen malo autorti (Esche, 2013),
proto jsme se rozhodli tyto lipidové tiidy stanovit ve vzorcich vybranych olejnatych semen a
ofechtt dostupnych v Ceské republice.

Metody a piiprava vzorku

Standardy sterolti v¢etné vnitiniho standardu epikoprostanolu (IS) byly zakoupeny od firmy
SigmaAldrich (USA) a smés methyl esteri FA (FAME) (GLC-566) dodala firma Nu-Chek
(Elysian, U.S.A.). Méfili jsme celkem 11 druhti ofechi (bursky ofisek, kesu, vlassky ofech,
kokosovy ofech, liskovy ofech, makadamovy ofech, pekanovy ofech, piniovad seminka,
pistacie, jedly kastan a para ofech), 7 druhlt semen (mandlové, konopné, Inéné,
dynové/tykvové, sezamové, slune¢nicové a merunkové jadro). Vzorky byly extrahovany
v tripletech metodou dle Folche (Folch, 1956): zvaZzeny a homogenizovany ve smé&si
dichlormethan/methanol (2/1 v/v), suspense zfiltrovana a po pfidani vody byla spodni faze
alikvotovana, odpatena a uchovavana pro dalsi analyzy pii -20 °C.

Analyzy sterolii a mastnych kyselin

V ramci prace byla validovana metoda pro stanoveni sterolti pomoci LC-MSMS. VVzorky byly
nejprve saponifikovany modifikovanou metodou podle Jonkera (Jonker, 1985) a ziskané
steroly derivatizovany na karbamaty (Ayciriex et al., 2012). Mastné kyseliny ve vzorcich byly
piimo ptevedeny na FAME (Tvrzicka et al, 2002) a stanoveny pomoci plynové
chromatografie. Data jsou uvadéna jako primér + smérodatnd odchylka (SD). Analyzy byly
provedeny v prostiedi MetaboAnalyst 4.0.

Vysledky a diskuze
V méfenych vzorcich jsme piimo stanovili 14 riznych sterolovych lipida (cholesterol,
lathosterol, kampesterol, B-sitosterol, stigmasterol, lupeol, a-amyrin, erythrodiol, ursolova
kyselina, desmosterol, brasikasterol, lanosterol, fukosterol, a cholestanol). Koncentrace
lupeolu, erythrodiolu a kyseliny ursolové byly pod mezi stanoveni; na druhou stranu byly
v nékterych vzorcich detekovany neobvyklé steroly jako A7-stigmasterol, A7,25-
stigmastadienol, A7-stigmastenol, nebo A7-kampesterol. Ziskana data byla pro vétsi
prehlednost sloucena do skupin, protoze zpusob Upravy neovlivnil mnoZstvi steroll ani
zastoupeni FA (tabulky 1 a 2).
Vétsina studii uvadi pii analyzach steroll pouze obsah [-sitosterolu, kampesterolu a
stigmasterolu (Bolling, 2011). Obsah sterolti se pohyboval od 6590 pg/g oleje v sezamovych
seminkach nebo 5850 pg/g oleje (pistacie) do 1570 pg/g oleje v dyni/tykvi (350 pg/g oleje
pro kokos). Vysoky obsah sterolti byl potvrzen i jinymi autory (Kornsteiner-Krenn, 2013),
pro kokos byla publikovana data o obsahu sterolt v rozmezi 300-333 pg/g oleje (Appaiah,
2014).
Obsah majoritni slozky sterolti, B-sitosterolu (Amaral, 2003; Savage, 1997; Kajiser, 2000;
Rico, 2016; Kornsteiner-Krenn, 2013), se pohyboval mezi 55 mol% (len) a 86 mol%
(pistacie) (tabulka 1). Zvlastnim pifipadem byly vzorky tykve, melouni nebo dyné,
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u kterych je PB-sitosterol pouze minoritni slozkou (pfiblizné 9 mol%). Vysoky obsah
[-sitosterolu v prevazné vétsin¢ vzorkt odrazi jeho duleZitou roli pro membranovou fluiditu,
Vv pfipadé semen a ofechl jest¢ jako dualezité soucdsti bunécné diferenciace a proliferace
(Piironen, 2000). Dalsi dulezité steroly, stigmasterol a kampesterol, byly nejvySe zastoupeny
hlavné v sezamovych seminkach. a Inénych seminkach. Nizky obsah kampesterolu byl
zaznamenan v dynovych seminkach a para ofeSich (Phillips, 2005).

Zvlastni skupinou sterolti jsou A7 steroly (s dvojnou vazbou na C7 misto C5, jako
AT7-stigmastenol,  A7-avenasterol, spinasterol, A7,22-stigmastadienol, a A7,22,25-
stigmastatrienol. Sterolové A5/A7 izomery reprezentuji napf. dvojice kampesterol/A7-
kampesterol, p-sitosterol/A7-stigmastenol a avenasterol/fukosterol, které jsou piitomny
Vv rostlinnych matricich v riznych pomérech. Typickymi zdroji A7 sterolti jsou dyn¢, melouny
a tykve, u kterych jsou tyto steroly zastoupeny ve zna¢ném nadbytku (5 az 10 vice nez
u ostatnich testovanych matric). Ve vzorcich burskych ofechl a slunecnicovych semen jsme
nalezli pomérné vysoké zastoupeni avenasterolil a fukosteroli (6 - 9 mol% steroll).

V olejnatych semenech je vice nez 95% obsahu oleje zastoupeno neutralnimi lipidy, obzv1asté
triacylglyceroly (TAG). Jako nejbohatsi zdroj saturovanych FA se ukézal kokosovy olej
(93 mol%), ostatni vzorky obsahovaly hlavné mononenasycené FA a vicenenasycené FA
(PUFA). Vyznamnym zdrojem PUFA n-3 je Inéné (51 mol%) nebo konopné (17 mol%)
semeno, piipadné vlassky ofech (13 mol%) ¢i jedly kastan (10 mol%). Vice nez 40 mol%
jako PUFA n-6 obsahovaly oleje ze semen dyné/tykve, jedly kastan, konopna, slune¢nicova
semena, vlassky ofech i piniova seminka. Olej z makadamového ofechu obsahuje vysoky
podil mononenasycenych FA (Kajiser, 2000), obzvlasté kyseliny palmitoolejové (16:1n-7)
Zvysené zastoupeni PUFAn-3, hlavné kyseliny a-linolenové (ALA, 18:3n-3) a stearidonové
(SDA, 18:4n-3) bylo pozorovano u Inénych seminek (cca 50 mol% jako ALA) a dale jedlého
kastanu, vlasského ofechu a konopnych seminek; dostupnost (a oblibenost) vlasského ofechu
ve stiedni Evropé jej ¢ini dilezitym zdrojem PUFAN-3 (Burdge, 2005). Jedinym vyznamnym
zdrojem SDA v analyzovanych matricich bylo konopné semeno (0.1 - 1.0 mol%).

Zavér

V této studii bylo analyzovan obsah mastnych kyselin a steroli v celkem 19 typech olejnatych
semen a ofechll s odliSnym a n€kdy i1 jedine¢nym zastoupenim téchto lipidovych tiid. Vysoky
obsah PUFAN-3 jsme nalezli ve vzorcich Inénych a konopnych semen, vlasského ofechu a
jedlého kastanu. Dyné a tykve se od ostatnich vzorki 1iSily vysokym obsahem neobvyklych
A7 fytosterold, které bylo nutné oddélit od A5 izobarickych sloucenin. Vysoky obsah
mononenasycenych mastnych kyselin, fytosterolii a PUFA n-3 mize mit pozitivni vliv
na hladiny cholesterolu a také muze ptispivat k udrzovani ptiznivého poméru PUFA n-3/n-6
v dieté. Pfi vysokém piijmu téchto doplnkti by méla byt respektovana dietni doporuceni
pro snizovani hladin cholesterolu.
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Tabulka 1 Obsah sterola ve vzorcich
vzorek  [sitostanoly| B-sitosterol [stigmasterol| fukosteroly* |avenasteroly*| kampesterol |jiné steroly O(lr):;l}lgs;f;})g
b;resckg 27408 | 70335 | 54+08 1.4+1.1 8.1+1.6 7.6+2.0 2.25+0.58
dyné/ 16.1+18.61,
tykev/ 3.0+1.9 8.9+£2.5 5.6£2.5 | 11.1+12.9 9.2+10.3 0.9+0.5 |28.6+3.74 | 1.57+0.07
meloun 5.8+8.3%
kesu 3.1+£0.7 83.7+2.9 3.7+0.9 0.3+0.6 <0.2 3.0£1.3 2.344+0.38
kokos 62.9+0.8 11.6+0.9 <0.2 5.1+1.7 0.31+0.07
lj(efuy 69.4+0.1 | 16.0£0.0 0.5+0.7 5.9+0.3 4.54+0.86
astan
konopi 3.4+0.7 79.4+0.1 3.4+0.9 0.3+0.4 2.0+£0.3 7.4+0.6 2.82+0.26
len 2.3+0.9 55.0+8.1 6.8+1.5 1.0+1.8 4.5+2.2 11.2+34 3.59+0.61
liska 4.8+1.2 85.0+0.7 1.80.4 <0.2 0.6+0.1 2.5+04 2.30+0.49
makadam 2.5+0.7 82.245.1 5.4+2 9 1.2+1.1 <0.2 2.6+0.8 2.46+0.38
mandle 3.9+04 82.8+£2.0 5.8+£1.0 2.5+0.6 0.6+£0.8 1.5+0.4 3.77+0.52
meruika 91.5+0.2 0.2+0.1 <0.2 2.7£0.0 4.62+0.35
para amyriny
ofech 6.3+0.3 77.943.1 1.4+0.3 3.94+0.1 0.8+£0.2 49437 1.80+0.61
pekan 2.9+0.5 80.3£1.8 7.2+0.8 1.0+1.7 0.9+0.3 2.1+0.4 1.944+0.21
pinie 3.1+1.5 74.1+6.7 7.5+£2.0 1.54£2.6 0.7£0.2 5.1£2.3 4.38+1.04
pistacie 3.44+0.4 85.8+4.6 4.0+1.1 0.7£1.3 0.5+£0.8 1.840.5 5.86+2.22
sezam 2.440.1 72.8+2.4 8.0+1.6 0.9+1.5 4.3+0.7 8.3+0.8 6.59+1.83
slunecnice || 2.6+0.3 72.5£6.9 3.1£1.0 <0.2 6.2+1.1 4.2+1.0 3.3+4.62 3.70+0.89
Vé?:ilﬁy 31413 | 81.0+17 | 44+16 0.9+0.9 <0.2 2.140.9 2.02+0.17

Data jsou ve formdtu priimér mol% + SD. Jsou uvedeny pouze relevantni steroly. * - tyto steroly
obsahuji A5, AT a A8 izomery vzniklé kyselou hydrolyzou; 1 - spinasterol (A7-stigmasterol); 2 -
A7,25-stigmastadienol; 3 - A7-stigmastenol <0.2 — zanedbatelny obsah (primérné 0.05-0.20

mol%)
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Tabulka 2 Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorCich
bursky dyne/ kaStan para - s . vlassky
. meloun kesu kokos S konopi len liska | makadam | mandle |merurika . pekan pinie pistacie sezam | slunecnice y
ofech tykev jedly ofech ofech
8:0 8.3+0.1
10:0 6.1+0.2
12:0 42.5+1.4 <0.2
14:0 <0.2 14.0+£0.6 | 1.440.1 <0.2 0.7£0.3 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
16:0 11.4+3.8 [13.2+1.7 | 10.6+2.5 [16.0+0.4 | 15.7+0.3 6.1+0.5| 6.1+1.6 | 64404 | 9.0+0.9 | 7.240.3 | 4.1+0.1 | 16.1£2.1 | 7.3£1.0 6.8+1.0 | 11.242.4 | 10.1+1.6 | 6.6+1.6 8.2+1.4
16:1n-7 <0.2 <0.2 0.4+0.1 | 2.940.1 | 0.4+0.0 <0.2 <0.2 0.4+0.5 | 17.244.9 | 0.540.0 | 0.6+0.1 | 0.440.2 <0.2 <0.2 1.540.7 <0.2 <0.2 <0.2
18:0 3.941.2 | 7.1414 8.6£1.6 | 2.3+0.1 22+0.0 | 3.840.4 | 42+09 | 2.6+0.8 | 3.4+09 | 1.9+0.5 | 0.840.1 | 9.7+1.3 | 3.0+0.2 3.3+0.7 13402 | 6.3+0.5 | 4.0£0.7 2.6+0.5
18:1trans | 0.7£0.3 | 0.5+0.1 0.7£0.2 | 04+0.2 | 0.4+0.1 <0.2 0.44+0.1 | 0.840.3 | 0.6+0.1 | 0.8+0.3 | <0.2 0.5+£0.1 | 0.740.2 0.6+0.1 0.7£0.3 | 0.6+0.1 | 0.4+0.3 0.3£0.1
18:1n-9 |58.7+12.8|35.3+8.9 | 61.7+6.6 | 3.1+0.3 | 17.540.0 | 16.0+6.2 | 19.8+5.2 | 77.148.1 | 57.745.6 | 73.0+2.6 |67.0+0.2| 38.4+7.5 | 60.5£7.3 | 32.845.5 | 55.0£5.7 | 43.7+4.6 | 29.2+17.7 | 17.843.2
18:1n-7 | 0.6+0.0 | 0.8+0.1 0.4+0.1 | <0.2 1.740.1 | 0.840.1 | 0.8+0.2 | 1.240.2 | 3.5+#1.3 | 1.4+0.2 1.1+0.3 | 1.240.1 0.7+0.1 2.3+0.0 | 1.1£0.1 | 0.7+0.1 1.0+0.3
18:2n-6 [18.0+8.6 [41.949.3 | 16.244.2 | 0.3£0.1 | 49.0+0.2 | 54.5+4.1 | 16.6=1.2 | 10.7+8.6 | 2.5+1.5 [ 14.7+2.4 |26.8+0.1| 32.443.9 | 25.7+7.8 | 45.242.2 | 26.548.3 | 36.6+6.0 | 57.1+£17.4 | 56.8+1.7
18:3n-6 <0.2 <0.2 4.948.5
20:0 1.5£0.4 | 0.5£0.1 0.6+0.1 <0.2 0.3+0.0 0.8+0.1 <0.2 <0.2 2.3+0.8 <0.2 0.3+0.1 <0.2 0.4+0.1 <0.2 0.6+0.1 0.3+0.1 <0.2
18:3n-3 <0.2 <0.2 <0.2 9.740.1 16.3+4.0| 51.2+7.4 <0.2 <0.2 <0.2 0.7+0.5 | 0.940.3 2.942.9 0.3£0.1 | 0.4+0.2 04+£0.6 | 12.842.8
18:4n-3 0.5+0.5
20:1n-9 | 1.0£04 <0.2 <0.2 0.7+0.0 0.4+0.1 <0.2 <0.2 1.8+0.4 <0.2 <0.2 <0.2 0.3+0.1 1.240.3 0.5£0.1 <0.2 <0.2 <0.2
20:2n-6 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 0.7+0.1 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
22:0 2.540.6 <0.2 <0.2 0.6+0.1 0.3+0.1 <0.2 0.6+0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 0.7+0.1 <0.2
24:0 1.3+0.3 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
>SFA [ 20.6+5.7 [21.1+2.6 | 20.1+3.5 [93.1+0.4 | 20.3+0.1 | 11.1+0.7| 10.8+2.4 | 9.2+1.2 | 16.2+1.8 | 9.4+0.5 | 5.24+0.1 | 26.3+3.3 | 10.6+1.2 | 10.8+1.8 | 12.9+2.6 | 17.3+£2.0 | 11.8+2.5 11.0+1.1
YMUFA [60.6+13.2|36.3+8.8 | 62.7+6.6 | 6.6+0.3 | 20.5+0.1 | 17.3+6.2| 20.945.4 | 79.0+7.7 | 80.40.7 | 75.0+2.5 | 67.940.1| 40.1+7.0 | 62.1£7.4 | 34.945.5 | 59.4+6.2 | 45.1+4.8 | 30.2+17.7 | 19.2+3.4
PUFAN-6| 18.0+8.6 [42.049.3 | 16.3+4.2 | 0.3+0.1 | 49.1+0.3 | 54.6+4.2| 16.8+1.1 | 10.8+8.7 | 2.7+1.8 | 14.8+2.4 |26.8+0.1| 32.4+3.9 | 25.8+7.8 | 50.8+10.0 | 26.6+8.4 | 36.7+6.1 | 57.2+17.3 | 56.9+1.7
PUFAN-3] <0.2 <0.2 <0.2 9.7+0.1 16.7+4.4| 51.2+7.3 <0.2 <0.2 <0.2 0.7+£0.5 | 0.9£0.3 | 2.9+2.9 0.3+0.1 | 0.4+0.2 | 0.4+0.6 | 12.8+2.8
TFA 0.7+£0.3 | 0.5+0.1 0.740.2 |0.4+0.2 | 0.4+0.1 <0.2 0.4+0.1 0.8+0.3 | 0.6x0.1 | 0.8+0.3 <0.2 0.5+0.1 | 0.7£0.2 | 0.6+0.1 0.7+£0.3 | 0.6+0.1 | 0.4+0.3 0.3+0.1

Data jsou ve formatu primer mol% + SD. Zkrdcend notace pro mastné kyseliny pocet atomii uhliku: pocet dvojnych vazeb, n — pozice uhlikového atomu
nesouctho prvni dvojnou vazbu od methylového konce; Y. — suma, SFA — saturované mastné kyseliny, MUFA — mononenasycené mastné kyseliny, PUFA n-6 —
polynenasycené mastné kyseliny tridy n-6, PUFA n-3 polynenasycené mastné kyseliny tiidy, TFA — trans izomery nenasycenych mastnych kyselin. <0.2 — —
zanedbatelny obsah (primeérné 0.05-0.20 mol%)

-64 -




ATHEROSKLEROSA 2019 ATHEROSKLEROSA

Tato prdce byla podpoiena projekty RVO-VFN64165, PROGRES-Q25/LF1/2, SVV 260370-
2019 a Ndrodnim Programem UdrZitelnosti (NPU | Lo1509)
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ELONGAZY A DESATURAZY MASTNYCH KYSELIN U PREDIABETU
ELONGASES AND DESATURASES OF FATTY ACIDS IN PREDIABETES
M. Zeman, J. Macasek, M. Vecka, B. Staiikova, E. Tvrzicka, A. Zak

V. interni klinika, 1. LF UK a VFN, Praha

Abstract

The prevalence of the prediabetes is increasing worldwide and it is expected that > 470
million people will suffer from prediabetes in 2030. In Czech republic it is estimated that
about 5 % of the population has prediabetes. The prediabetic state is known to be associated
with an increased risk of both cardiovascular diseases and some cancers. In all these
conditions the dysregulation of fatty acids has been recognized. In this study we investigated
fatty acid (FA) composition in plasma phosphatidylcholine in a group of 38 (20M/18F)
persons (mean age 62 yrs, BMI 31 kg/m?) with prediabetes and in a control group (30M/39F)
of healthy probands of the same age and BMI. The prediabetes group was characterized by a
significantly higher comcentrations of stearic (P < 0.001), palmitoleic (P < 0.05),
gammalinolenic, eicosadienic (both P < 0.01) and total saturated FA (P < 0.001, as well. On
the contrary, significantly lower concentrations (P < 0.001) of cis-vaccenic, linoleic
(P < 0.001), adrenic (P < 0.05), docosapentaenic (P < 0.05), docosahexaenoic (P < 0.01)
acids, and total PUFA n-6 (P < 0.001) were found in prediabetes group. Moreover, the
estimated activities of delta-9-desaturase (D9D16) (P < 0.05), D6D (P < 0.001), and elongase
6 (ELOVL6) (P < 0.001) were significantly higher in prediabetes group, while estimated
activities of ELOVL2/5 significantly lower (P < 0.001). These changes could be associated
with a risk of glucose homeostasis disturbance.

Uvod

Jako prediabetes je oznaCovan stav, ktery predchazi manifestaci diabetes mellitus. Patii sem
hrani¢ni lacna glykémie (IFG), (nalez glykémie v zilni plasmé v rozmezi 5,6 - 6,9 mmol/l) a
porusena tolerance glukozy (IGT), ktera je definovana glykémii ve 120. minuté glukézového
toleran¢niho testu v rozmezi 7,8 - 11,0 mmol/l. Prevalence prediabetu celosvétoveé stoupa a
ocekava se, ze vr 2030 bude na svété 470 miliond lidi s prediabetem (Tabék et al., 2012).
V Ceské republice se odhaduje, Ze asi 5 % osob trpi prediabetem (Musil, 2014). Udava se, Ze
u 3 —10 % osob s prediabetem se kazdym rokem vyvine diabetes mellitus typu 2 (Twigg et al,
2007). Pritomnost prediabetu je spojena také se zvySenym rizikem kardiovaskularnich a
nékterych nadorovych onemocnéni (Huang et al.,, 2014a, Huang et al., 2014b).
Kardiovaskularni i nadorova onemocnéni jsou provazena dysregulaci mastnych kyselin
(Warensjo et al., 2008; Macasek et al., 2012) podobné jako metabolicky syndrom (Zak et al.,
2007) a diabetes melitus typu 2 (Kroger a Schulze, 2012). U téchto stavi je prokazovana
pfitomnost inzulinové rezistence, spojené se zvySenou lipogenezou de novo a odchylnym
profilem vicenenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Spektrum mastnych kyselin (MK)
v riznych télesnych oddilech (plasma, jatra, tukova tkan a dalsi) je déno pfijmem ve strave,
endogenni syntézou a naslednymi metabolickymi pochody (beta-oxidace, desaturace a
elongace). Postupné vznikaji MK s del§im fetézcem a vice dvojnymi vazbami (LC-PUFA
s vice nez 18 uhliky a VLC-PUFA s vice nez 22 uhliky. Desaturaci MK katalyzuji enzymy
desaturazy. Klicovym regulatorem oxidace lipidi a lipogeneze de novo je stearoyl-CoA
desaturaza (delta-9-desaturaza, D9D), ktera katalyzuje tvorbu mononenasycenych MK,
specificky kyseliny olejové a palmitolejové ze stearoyl-CoA a palmitoyl-CoA (Sampath a
Ntambi, 2006). Dale ptisobi delta-5 desaturaza (D5D) a D6D, které katalyzuji postupnou
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preménu MK na vicenenasycené (PUFA). Tyto desaturazy zavadeji dvojnou vazbu mezi jiz
existujici dvojnou vazbu a karboxylovy konec PUFA (Meesapyodsuk a Qiu, 2012).
Prodluzovani fetézce mastnych kyselin s vice nez dvanacti uhliky je realizovano postupnou
adici dvouuhlikatych jednotek pasobenim enzymi elongaz, kodovanych skupinou gent
na chromozomu 6 (Guillou et al., 2010). Je znamo sedm elongaz (ELOVL), které s riznou
substratovou specificitou prodluzuji fetézec MK ELOVL1, ELOVLS3, ELOVL6 a ELOVLY
preferuji nasycené a monoenové MK jako substraty, zatimco ELOVL2 a ELOVL5 jsou
specifické pro PUFA (Guillou et al., 2010). Cilem této prace bylo zjistit profil MK
Vv plasmatickém fosfatidylcholinu a odhadované aktivity desaturaz a elongaz MK u osob
S hrani¢ni glykémii nalacno.

Material a metody

Vysettili jsme 38 0sob (20 muzt/ 18 Zen) s prediabetem (glykémie nala¢no 5,6 - 6,9 mmol/l),
kteti méli navic pfitomnu maximalné jednu komponentu metabolického syndromu,
pramémého véku 61,9 + 4,6 let a BMI 30,9 + 4,6 kg/m?. Kontrolni skupina zahrnovala 69
0sob (30 muzt/39 zen) stejného véku. Zakladni klinické a antropometrické tdaje jsou
uvedeny vtabulce 1. Rutinni biochemické parametry byly analyzovany konvenénimi
metodami na automatickém analyzatoru. Koncentrace celkového plasmatického cholesterolu a
triglyceridi v plasm¢ byly stanoveny enzymaticko-kolorimetrickymi metodami (Boehringer,
Mannheim, Germany). HDL-C byl stanoven v supernatantu po precipitaci lipoproteini B
s pouzitim kitd stejného vyrobce. Koncentrace apolipoproteinu B byly vySetfeny
imunoturbidimetricky, inzulin uzitim RIA (Insulin IRMA, Imunotech Prague, Czech
Republic), glykovany hemoglobin (HbA1c¢) metodou HLPC. Koncentrace neesterifikovanych
mastnych kyselin byly stanoveny enzymaticko-kolorimetrickou metodou (NEFA, Randox
Laboratories, UK). Slozeni mastnych kyselin v plasmatickém fosfatidylcholinu bylo
vysetfeno plynovou chromatografii (Tvrzicka et al., 2002). Odhadované aktivity desaturaz a
elongaz mastnych kyselin byly vypocteny jako pomér produkt / substrat (Warensjo et al.,
2009). Hodnoty indexu inzulinové rezistence (HOMA-IR) byly vypoéteny (Matthews et al.,
1985).

Statistika. Kontinualni proménné byly vyjadieny jako pramér + SD nebo median
(interkvartilové rozpéti) podle rozlozeni proménné. Kategorické proménné byly vyjadieny
jako pocet pripadi. Normalni rozlozeni kontinualnich proménnych bylo ovéfovano Shapiro-
Wilk testem. Srovnani kategorickych proménnych bylo provedeno Pearsonovym x? testem.
Rozdily kontinualnich proménnych mezi skupinami byly hodnoceny Studentovym t-testem,
v ptipadé nenormalniho rozdéleni Wilcoxonovym testem. Za statisticky vyznamné byly
povazovany hodnoty P < 0,05. Zjisténé hodnoty P byly adjustovany za pouziti Benjamini—
Hochbergovy korekce pro viceCetné srovnavani. Statistické hodnoceni dat bylo provedeno
za uziti R softwaru, verze 3.2.1.

Vysledky

Studované skupiny se vyznamné neliSily primérnym vékem ani pomérem muzi/zeny. Osoby
s prediabetem mély vyznamné vyss$i BMI, obvod pasu, systolicky a diastolicky krevni tlak i
procento tuku (P vzdy < 0,001) — viz tabulka 1. V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni
metabolické parametry vySetienych soubort. Osoby s prediabetem mély statisticky vyznamné
vyssi koncentrace plasmatickych triglyceridt, lacné glukosy a inzulinu, kyseliny mocové
(P vzdy < 0,001) a neesterifikovanych mastnych kyselin (P < 0,05). Mély téZ vyznamné vyssi
hodnoty indexu HOMA-IR (P < 0,001) a nizsi koncentrace HDL-C (P < 0,01). Skupiny se
vyznamng neliSily v koncentracich celkového a LDL-cholesterolu plasmy.

V tabulce 3 je uvedeno zastoupeni mastnych kyselin (x + SD, mol%) v plasma-
tickém fosfatidylcholinu (PC) u vysetfenych skupin. Skupina o0sob s prediabetem m¢éla
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v plasmatickém PC vyznamné vyssi zastoupeni kyseliny stearové (14,67 + 1,6 vs.
13,36 + 1,02; P < 0,001), palmitolejové (0,60 + 0,24 vs. 0,50 + 0,15; P < 0,05),
gammalinolenové (0,10 £ 0,05 vs. 0,08 = 0,03; P < 0,01), eikosadienové (0,44 £+ 0,16 vs.
0,36 = 0,10; P < 0,01), a celkovych nasycenych mastnych kyselin (45,57 £ 3,32 vs.
43,45 + 1,98; P < 0,001). Osoby s prediabetem mély naopak v PC vyznamn¢ niz$i zastoupeni
kyseliny cis-vakcénové (1,44 + 0,22 vs. 1,55 £ 0,22; P < 0,001), linolové (21,72 + 2,73 vs.
24,28 +2,22; P <0,001), adrenové (0,22 = 0,10 vs. 0,31 £ 0,08; P < 0,05), dokosapentaenové,
22:5 n-6 (0,15 + 0,07 vs. 0,20 £ 0,06; P < 0,05), dokosahexaenové (2,64 + 1,40 vs.
3,31+ 1,16; P <0,01) a celkovych n-6 PUFA (37,95 + 3,07 vs. 38,79 +2,52; P < 0,001).
Hodnoty odhadovanych aktivit desaturaz a elongaz mastnych kyselin jsou uvedeny v tabulce
4. Skupina osob s prediabetem méla vyznamné vyssi hodnotu D9D16 (o 11 %; P < 0,05),
vys$$i hodnotu D6D (0 66 %; P < 0,001), hodnotu kombinovaného ukazatele aktivity D6D +
ELOVLS5 (0 17 %; P < 0,01). Dale byly osoby s prediabetem charakterizovany statisticky
vyznamné nizs$i hodnotou indexu ELOVL2/5, vyjadienou pomérem 22:5n-3/20:5n-3 (0 39 %j;
P <0,001), pomérem 22:4n-6/20:4 n-6 (0 28 %; P < 0,001). Vyznamné niz$i byla i hodnota
indexu 22:6 n-3/20:5 n-3 (0 36 %; P < 0,001). Statisticky vyznamné nizsi byl ve skupiné
s prediabetem také index ELOVLS, vyjadieny pomérem 18:1 n-7/16:1 n-7 (0 29 %;
P <0,001) a ELOVL3 (20:0/18:0) (0 25 %; P < 0,001). Osoby s prediabetem m¢ly statisticky
vyznamné vyssi index aktivity ELOVLG6, vyjadieny pomérem 18:0/16:0 (o 8 %; P <0,001).

Zavéry

V této praci byly u osob s prediabetem prokazany vyznamné zmény v profilu MK
plasmatického fosfatidylcholinu ve srovnani se skupinou zdravych kontrolnich osob. Skupina
osob s prediabetem méla v plasmatickém PC vyznamné vys§i zastoupeni celkovych
nasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny stearové, dale vys$si podil kyseliny
palmitolejové, gammalinolenové a eikosadienové. Naopak vyznamné nizsi podil kyseliny cis-
vakcénové, linolové, adrenové, dokosapentaenové, dokosahexaenové a celkovych n-6 PUFA.
Na téchto zménach se muze podilet zvySena lipogeneze de novo a soucasna dysregulace
desaturaz a elongaz mastnych kyselin. U osob s prediabetem jsme nasli vyznamné vyssi
odhadovanou aktivitu delta-6-desaturazy, elongazy ELOVL6 a niz§i aktivitu elongaz
ELOVL2/5. Je mozné, Ze tyto zmény mohou souviset s rizikem rozvoje poruchy glukdézové
homeostazy, a ze indexy ELOVL6 a ELOVL2/5 by mohly slouzit jako biomarkery tohoto
rizika.

Tabulka 1 Klinicka charakteristika vySetfenych osob

Kontrolni skupina Prediabetes
(n=69) (n=38)
Pohlavi (M/F) 30/39 20/18°
Vek (roky) 60,9 + 8,22 61,9+4,6
BMI (kg.m?2) 243+31 30,9+55™
Obvod pasu (cm) 83+ 10 103 +12™
Systol TK (mm Hg) 122+ 8 136 + 4™
Diastol TK (mm Hg) 78+5 86+7"
Procento tuku® 26,9+ 6,8 40,3+8,17

aPriumér +SD (mol%); b)(ztest: 0,820, P = 0,364; vyznamnosti rozdilii:

Durnin a Womersley 1974
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Tabulka 2 Metabolické ukazatele vysettenych osob

Kontrolni skupina

Prediabetes

(n=69) (n=38)
Celkovy cholesterol (mmol/I) 546+1,002 5,56 +1,19
Triglyceridy (mmol/l) 0,96 + 0,33 2,37£256 "
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,71+0,35 1,33+0,30™
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,27 £ 0,86 3,29 + 0,87
f-Glykémie (mmol/l 4,86 + 0,43 6,05+ 0,37
f-Inzulin (mU/I) 6,46 + 3,06 14,03 +7,88™"
HOMA-IR (index) 1,385 + 0,676 3,770 +1,173™
Apolipoprotein B (g/l) 0,99 + 0,24 1,18 £0,32""
NEFA (mmol/l) 0,53+ 0,26 0,64 +0,23"
Kyselina mo¢ova (umol/l 282,3+ 78,6 3435+ 76,17

8Prumér + SD; vyznamnosti rozdilii: *p < 0,05; **p<0,01;

p < 0,001; HOMA-IR -

Homeostasis model assessment for insulin resistance; NEFA — neesterifikované mastné

kyseliny

Tabulka 3 Mastné kyseliny plasmatického fosfatidylcholinu u vySetfenych osob

Kontrolni skupina Prediabetes
(n=69) (n=38)

16:0 297+1,88% 30,6 + 3,67
16:1n-7 0,50 +0,15° 0,60 + 0,24"
18:0 13,36 £1,02 14,67 + 1,60™
18:1n-9 10,08 + 1,46 10,56 + 1.57
18:1n-7 1,55+ 0,22 1,44 £ 0,22
18:2n-6 2428 +2722 21,72 +2,73"
18:3n-6 0,08 + 0,03 0,10 +0,05™
18:3n-3 0,20 + 0,03 0,21 + 0,05
20:2n-6 0,36+ 0,10 0,44 + 0,16%*
20:3n-6 2,85+ 0,52 3,00 + 0,68
20:4n-6 10,71 + 2,02 11,31 £ 1,91
20:5n-3 1,02 + 0,88 1,10 + 0,55
22:4n-6 0,31 +£0,08 0,22 +0,10%*
22:5n-3 1,02 £ 0,21 1,10 + 0,32
22:5n-6 0,20 + 0,06 0,15 +0,07*
22:6n-3 3,31+ 1,16 2,64 + 1,40%*
YSFA 43,45+ 1,98 45,57 + 3,32%%*
TMFA 12,38 + 1,67 12,84 1,79
YPUFA n-6 38,79 £ 2,52 37,95 + 3,07%%*
YPUFA n-3 542+ 2,01 4,64 + 2,09

3Priimer £ SD (Mmol%); Puvedeny pouze relevantni mastné kyseliny; " p < 0,05; ““p < 0,01;

* * %

p < 0,001; korekce podle Benjamini-Hochberg
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Tabulka 4 Indexy desaturaz a elongaz mastnych kyselin u vysetfenych 0sob

Kontrolni skupina Prediabetes
(n = 69) (n=38)

D9D16  (16:1n-7/16:0) 0,017 +0,005% 0,019 + 0,006*"
D9D18  (18:1n-9/18:0) 0,762 + 0,151 0,724 + 0,108
D6Dn6  (18:3n-6/ 18:2n-6) 0,003 £ 0,002 0,005 + 0,003***
D6DEN6 (20:3n-6/18:2n-6) 0,119 + 0,026 0,140 + 0,037 **
D5DENn3  (20:5n-3/18:3n-3) 5,889 + 6,146 5,971 + 4,185
ELOVL2/5 (22:5n-3/20:5n-3) 1,076 £ 0,452 0,656 + 0,286***
ELOVL2 (22:6n-3/20:5n-3) 3,903 + 1,600 2,482 +1,111***
ELOVL2/5 (22:4n-6/20:4n-6) 0,028 + 0,006 0,020 + 0,008***
ELOVL3 (20:0/18:0) 0,004 + 0,001 0,003 + 0,001***
ELOVL5 (20:5n-3/18:3n-3) 5,889 + 5,611 5971 + 4,397
ELOVLS5 (18:1n-7/16:1n-7) 3,330+ 1,030 2,739 + 0,977***
ELOVL6 (18:0/16:0) 0,451+ 0,047 0,489 + 0,102*
ELOVL6 (SA+OA/PA) 0,791 + 0,095 0,840 + 0,125

* Kk ok

aPriamer +SD; korekce podle Benjamini-Hochberg; “p < 0,05; ““p < 0,01; " “p < 0,001;
SA — kyselina stearova, 18:0; PA — kyselina palmitova, 16:0; OA — kyselina olejovd, 18:1 n-9

Prdce byla podporoviana vyzkumnym zamérem RVO-VFN64165/2012, PROGRES Q25/1LF
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LIPIDOVE PRORESOLUCNI MEDIATORY: TERAPEUTICKY POTENCIAL
U ATEROSKLEROZY

LIPID PRERESOLUTION MEDIATORS: THEIR THERAPEUTIC POTENTIAL
IN ATHEROSCLEROSIS

A. Zék, A. Slaby, E. Tvrzicka, M. Vecka, M. Zeman

1V. interni klinika 1. lékarské fakulty UniverZity Karlovy a Vseobecné fakultni nemocnice
v Praze

Abstract

The resolution of acute inflammation is an active process necessary to tissue repair,
regeneration and maintenance of homeostasis. Biologically active derivatives of
polyunsaturated fatty acids, referred to as lipid or specialized pro-resolving mediators (SPM),
play an important role in the resolution of acute inflammation. Based on stereospecific
analysis, four groups of these compounds are identified, namely lipoxins, resolvins,
protectins, and maresins. Pro-resolving mediators are characterized by a broad spectrum of
effects: they inhibit the production of pro-inflammatory cytokines, inhibit recruitment of
PMN to injured tissues, and stimulate macrophages to epherocytosis (i.e. the clearance of
apoptotic PMN). These steps are followed by repair and regeneration of inflamed tissue. From
the pharmacobiologic point of view is important that the anti-inflammatory and pro-resolution
effects of SPM are not associated with immunosuppression. The absolute or relative
deficiency of the pro-resolving mediators may cause the unresolved inflammation and the
transition of acute inflammation to chronic form. Low-grade, unresolved inflammation
underlies numerous chronic diseases and conditions such as atherosclerosis, obesity, diabetes
mellitus type 2 and their clinical complications. It is currently under investigation to what
extent atherosclerosis can be favorably influenced by lipid pro-resolving mediators. Results of
experimental studies in animal models revealed that SPM attenuated the progression of
vascular lesions and stabilize vulnerable atherosclerotic plaques. In patients with advanced
atherosclerosis, low to immeasurable plasma concentrations of some lipid pro-resolving
mediators, mainly resolvins of the D series, have been reported. The local formation of these
mediators and their blood concentrations increase significantly during the dietary
supplementation of polyunsaturated fatty acids of the n-3 series.

Souhrn

Resoluce akutniho zanétu je aktivni proces nezbytny k obnové tkanové homeostazy.
Vyznamnou uUlohu v ném maji biologicky aktivni derivaty vicenenasycenych mastnych
kyselin oznacované jako lipidové nebo specializované proresolu¢ni mediatory. Na zakladé
stereospecifické analyzy se rozeznavaji cCtyfi skupiny téchto sloucenin, a to lipoxiny,
resolviny, protektiny a maresiny. Proresolu¢ni mediatory se vyznacuji Sirokym spektrem
ucinkt: inhibuji tvorbu prozanétlivych cytokint, ukoncuji ptivod neutrofilnich granulocytii do
tkani a stimuluji makrofagy, které odklizeji apoptotické a nekrotické bunky. Na tyto kroky
navazuje reparace zanétem poskozenych tkani. Z hlediska farmakobiologie je dilezita
s imunosupresi. Absolutni nebo relativni deficit proresolu¢nich mediatord mize byt pti¢inou
selhani resolu¢niho procesu a ptrechodu akutniho zénétu do chronické formy. Mezi zdvazna
onemocnéni, v jejichz patogenezi zaujima chronicky, subklinicky (low-grade) zanét centralni
postaveni, patii aterosklerdza a jeji klinické komplikace. V soucasné dobé je predmétem
vyzkumu, do jaké miry mohou aterosklerézu ptiznivé ovlivnit lipidové proresolucni
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mediatory. Vysledky experimentalnich studii na zvifecich modelech se shoduji v tom, ze
proresoluéni mediatory zpomaluji progresi cévnich 1ézi a stabilizuji vulnerabilni
aterosklerotické platy. U pacientll s pokrocilou aterosklerozou byly zjistény nizké az
neprikazné plasmatické koncentrace nékterych lipidovych proresolué¢nich mediatort, zv1asté
resolvini fady D. Lokalni tvorba téchto mediatorti i jejich koncentrace v Krvi se vyrazné
zvySuje béhem suplementace vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3 ve stravé.

Uvod

Béhem poslednich dvaceti let pfinesl biomedicinsky vyzkum zénétu nové poznatky, které
podstatné¢ zménily diiveéjsi predstavy a naznacily smér budouciho vyvoje farmakologické
1é¢by. Zatimco ukonceni zanétové reakce bylo dlouho povazovano za pasivni, automaticky
probihajici proces, v souCasné dobé se zietelné ukazuje aktivni charakter slozitych
mechanismi vedoucich k resoluci zanétu a K obnové pivodniho stavu tkani — restituci ad
integrum (Zak et al., 2014). Selhani resoluénich mechanismi ma za nasledek piechod
akutniho zanétu do chronické formy. Chronicky zanét spolu s akumulaci modifikovanych
lipidi pfedstavuje hlavni patofyziologicky faktor pii vzniku a rozvoji aterosklerozy.
K charakteristickym rysiim zanétu cévni stény patii exprese adheznich molekul, infiltrace
subendotelialniho prostoru monocyty a diferenciace makrofagi v zavislosti na mikroprostiedi
(fenotypy M1, M2, Mox, Mhem, M4). Makrofagy fagocytujici lipidy se méni v pénové
buiiky. Na vzniku a udrZzovani zanétu se vyznamné podileji prozanétové cytokiny. Progrese
zanétu ma za ndasledek vznik vulnerabilniho sklerotického platu, ktery se vyznacuje
objemnym nekrotickym jadrem a zten¢enym fibromuskularnim krytem; eroze nebo ruptura
vulnerabilniho platu s naslednou trombdézou mize mit za nasledek Zzivot ohrozujici
kardiovaskularni piihodu (Fredman et al., 2017; Fredman a Spite, 2017; Fredman a Tabas,
2017). K prevenci a 1é¢bé aterosklerézy se doporucuji rezimova opatieni a farmakologické
metody, jejichZ primarnim cilem je piiznivé ovlivnéni modifikovatelnych rizikovych faktoru.
Vyznam chronického zanétu v rozvoji aterosklerozy potvrdila studie CANTOS. Biologicka
lé¢ba monoklonalni protilatkou proti interleukinu IL-1B (canakinumab) prokazala pokles
rekurentnich kardiovaskularnich pfihod nezavisle na hladindch lipidi. Nicméné tato 1éCby
byla spojena s rizikem neutropenie (Ridker et al., 2017). Pacienti s revmatoidni artritidou
(RA) maji zvySené riziko aterosklerotického kardiovaskularniho onemocnéni, které je
nezavislé na tradi¢nich rizikovych faktorech. Lééba RA methotrexatem je asociovana S mensi
tloustkou intima-medie a vyskytu aterosklerotickych plata arteria carotis communis (Pinto et
zpomaluji resoluci zanétu. Proto se farmakologicky vyzkum v soucasné dob&é zaméfuje na
terapeuticky potencial lipidovych proresolu¢nich mediatort.

Proresolu¢ni mediatory

Na resoluci zénétu se podileji signalni molekuly rizné chemické povahy; velkd pozornost se
pravem vénuje sloueninam odvozenym od polynenasycenych mastnych kyselin,
oznacovanym jako lipidové nebo specializované proresolu¢ni mediatory (SPM). Diky
modernim analytickym metodam, zvlasté vysokoucinné kapalinové chromatografii a hmotové
spektrometrii, je dnes znamo vice nez Ctyficet prirozené se vyskytujicich SPM (Maskrey et
al., 2013). Podle stereospecifické chemické struktury se rozlisuji ¢tyfi zakladni skupiny, a to
lipoxiny (LX), resolviny (Rv), protektiny (P) a maresiny (MaR) (Serhan et al., 2014; Zak et
al.,, 2014). Lipoxiny vznikaji metabolickou pieménou kyseliny arachidonové, kdezto
resolviny, protektiny a maresiny jsou derivaty vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3, a
to kyseliny eikosapentaenové (EPA), dokosapentaenové (n-3 DPA) a dokosahexaenové
(DHA). Biosyntéza SPM probiha ptedevsim v krevnich bunkach bilé fady (neutrofilnich i
eosinofilnich granulocytech, monocytech) a v tkanovych bunikach imunitniho systému
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(makrofagy, dendritické a zirné bunky, mikroglie). V posledni dob¢ se uskutecnily kompletni
laboratorni syntézy nékterych SPM a rovnéz jejich analog s prodlouzenym ucinkem.
Pritomnost jednotlivych SPM a jejich specifickych skupin Ize u lidi prokazat v krvi (plazmé
nebo séru) i v jinych télesnych tekutinach, napf. v matetském mléce nebo slzach. Koncentraci
SPM v krvi vyznamné zvySuje suplementace vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3 ve
stravé (Doyle et al., 2018; Norris et al., 2018). Zjednoduseny pichled lipidovych mediatora
zanétu a jejich prekurzoru ukazuje tabulka.

Proresoluc¢ni mediatory ucinkuji prostfednictvim receptort sprazenych s G-proteiny, které
jsou exprimovany na povrchu cilovych bun¢k a po navazani ligandu aktivuji nitrobunééné
signalni kaskady. Tyto receptory nejsou specifické pro SPM; napi. na receptor ALX/FPR2 se
mohou vazat nejen lipoxiny (LXA4 a ATL) a resolviny (RvD1 a RvD3), ale téZ annexin Al a
jeho derivaty. Rovnéz receptory DRV1, DRV2 a ERV1 mohou byt stimulovany riznymi
mediatory. Homodimerizace receptori indukuje tvorbu dalSich SPM ve smyslu dopiedné
vazby (Pirault a Bick, 2018).

U¢inky proresolu¢nich mediatori

Jednotlivé mediatory maji specifické spektrum Uc¢inki a vysledné plsobeni zavisi na slozeni
komplexu (metabolomu) v daném mikroprostiedi. Protizanétlivé ucinky, k nimz patii inhibice
prozanétlivych cytokint (napi. TNFa, IL-6, IL-18) a chemokint (skupiny CC a CXC), nejsou
spojeny se snizenim imunitni odpovédi organismu vici mikroorganismim a nadorovym
Levy, 2018). SPM piiznivé ovliviiuji Vrozeny i adaptivni imunitni systém. Receptory pro
SPM jsou exprimovany na vSech imunokompetentnich buitkdch. SPM kontroluji diferenciaci
T-lymfocytli a stimuluji tvorbu regulacnich T-lymfocytl, zvySuji produkeci imunoglobulini
IgG a IgM v B-lymfocytech, kdezto IgE inhibuji; v lymfatickych uzlinach a sleziné zvysuji
zvlasté resolvini a neuroprotektinii secernovanych v centrdlnim i perifernim nervovém
systtmu. V tukové tkani se vlivem SPM zvySuje tvorba adiponektinu a jinych
protizanétlivych adipokinti. Navic, dochazi k ptiznivé zméné fenotypu makrofagi (z M1 na
M2) infiltrujicich tukovou tkan (Doyle et al., 2018).

Proces kompletni resoluce zanétu zahrnuje ukonceni ptivodu neutrofilnich granulocyti do
zanicené tkan¢ a odstranéni apoptotickych bunék véetné bunécného detritu, tzv. eferocytdzu.
SPM zvySuji schopnost neutrofilnich granulocyti fagocytovat a likvidovat patogenni
mikroorganismy a stimuluji apoptozu téchto bunek ve fazi jejich nadmérného nahromadéni.
K posouzeni u¢innosti SPM v tomto sméru se sleduje doba, za kterou se maximalni infiltrace
tkan€ neutrofilnimi granulocyty snizi na polovinu (tzv. resolu¢ni interval). Eferocytoza je
dilezitou funkci makrofagt, jejichz specidlni receptory (napi. MerTK, CD222) rozpoznavaji
apoptotické bunky; signalizace téchto receptord téz zvySuje biosyntézu SPM. Vlivem
intenzivniho zanétu a oxidaéniho stresu dochazi k rozstépeni receptord MerTK, za vzniku
netcinné solubilni frakce (Cai et al., 2017; Cap¢ et al., 2018). Poskozené makrofagy nejsou
schopny eferocytdozy a vznika postapoptoticka nekroza tkané (Tabas, 2010). Popsany sled
udalosti je typicky pro vyvoj aterosklerotickych cévnich platt, v nichz se postupné zvétsuje
nekrotické jadro na tkor fibromuskularniho krytu (Virmani et al., 2000). Protektivni vliv
SPM se uplatiiuje ve vSech fazich vyvoje aterosklerozy (Fredman a Spite, 2017; Serhan et al.,
2015). Pfimym ucinkem na dysfunkéni endotelové builkky SPM stimuluji syntézu oxidu
dusného, syntézu a uvolnovani prostacyklinu, indukuji syntézu hem-oxygenazy (HO-1) i
syntézu adiponektinu. Tlumi tvorbu adheznich molekul a reaktivnich kyslikatych latek,
potlacuji interakce endotelu s leukocyty. Neékteré SPM brani agregaci desticek, snizuji
aktivaci hladkych svalovych bunék destickovym rastovym faktorem, snizuji aktivitu
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myeloperoxidazy a inhibuji signaliza¢ni kaskadu nuklearniho faktor kapa B (NFkB) (Serhan
et al., 2015; Serhan et al., 2018). V aterosklerotickych platech dochazi vlivem SPM ke snizeni
oxidaéniho stresu, upravé eferocytozy (tj. vychytavani bunéénych produktd apoptdzy,
predevsim neutrofilnich  granulocyti), zmenSeni nekrotického jadra a zpevnéni
fibromuskularniho krytu stimulaci tvorby kolagenu. Naproti tomu v medii tepen a
v myokardu maji SPM antifibrotické ucinky (Jadapalli a Halade, 2018).

Experimentalni studie

Prvni studie, ktera prokazala terapeuticky potencial proresolucnich mediatori, byla provedena
na hypercholesterolemickych kralicich, jimz byla indukovana periodontitida (Hasturk et al.,
2015). Podavani resolvinu RVEL (per os a lokaln¢) mélo ptiznivy vliv na rozvoj cévnich zmén
1 na zanét dasni. Lécena zvifata vykazovala ve srovnani s kontrolni skupinou vyznamné nizsi
pocet aterosklerotickych platd v aorté, mensi mnozstvi lipidd a pénovych bunék v platech,
men$i tlouStku intimy-medie a niz8§i stupen fibrézy v medii. Hodnoty plazmatické
koncentrace C-reaktivniho proteinu se béhem podavani resolvinu normalizovaly. Protektivni
ucinky resolvinu RvEl potvrdila studie experimentdlni aterosklerozy u geneticky
modifikovanych mysi (apoe”) krmenych dietou s vysokym obsahem cholesterolu (Salic et al.,
2016). V aortach zvitat, jimz byl podavan resolvin, vzniklo vyznamné méné plath
s pokrocilou nekrézou v poméru k ¢asnym fibréznim lézim. Autofi téz prokazali, Ze resolvin
ma podstatné vyssi uéinek, je-li podavan spolu s atorvastatinem. Vysvétleni tohoto nalezu
spociva v tom, ze nékteré statiny (atorvastatin a pravastatin, ne vSak simvastatin) indukuji
endogenni tvorbu proresoluénich mediatoru, a to 15-epimeru lipoxinu LXA4 (Birnbaum et al.,
2006) a resolvint série 13 (Dalli et al., 2015; Walker et al., 2017). Diky zdokonalenym
analytickym metodam bylo mozZzno prokézat, ze pokrocilé aterosklerotické platy v aortach
geneticky modifikovanych mysi (IdIr ) obsahuji vyznamné mensi mnozstvi RvD1 neZ asné
platy malého rozsahu a vyznacuji se snizenym pomérem RvDI1 k prozanétlivému mediatoru
LTB4. Podavani resolvinu RvD1 mélo za nésledek zmenSeni nekrotického jadra a zesileni
fibromuskularniho krytu, pomér RvD1:LTB4 se zvysil (Fredman et al., 2016). Paralelni studie
ucinkl proresolucnich mediatori provedend na transgennich mySich prokazala, ze také
resolvin RvD2 a maresin MaR1 zpomaluji progresi aterosklerotickych plati v aorté a
piispivaji ke stabilizaci plata (Viola et al., 2016). Vulnerabilita plati vyjadifena souhrnnym
indexem zohlediujicim nékolik ukazatelti (velikost nekrotického jadra, pocet makrofagi,
nepfitomnost bun€k hladkého svalu) korelovala negativné s koncentraci resolvinu v plazmé,
pozitivné s LTB4. Dalsi studie (Petri et al., 2017) hodnotila proresolu¢ni u¢inky aspirinem
indukovaného 15-epimeru LXA4 (ATL); také tento mediator u transgennich mys$i u¢inné
blokoval progresi aterosklerotickych platd, snizoval infiltraci plati makrofagy a podporoval
apoptozu granulocytll. Pfiznivé U€inky ATL zcela chybély u zvifat, jimz byly vyfazeny
prislusné receptory. VSechny uvedené studie se shoduji v tom, ze progrese aterosklerotickych
cévnich 1ézi souvisi s deficitem proresolu¢nich mediatori a podani SPM tento proces
zpomaluje. V experimentu na ob/ob mysich bylo prokazano, ze funkéni poruchu makrofagi
pfitomnych v aterosklerotickém platu lze wupravit dietou s vysokym obsahem
vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3 (Li et al., 2009).

Jiné experimentalni studie prokazaly ptiznivy uc¢inek SPM na ischemicko-reperfuzni
poskozeni myokardu. Ve studii provedené na potkanech bylo pozorovano zmenseni infarktu
vlivem resolvinu RVE1 podaného nitroziln¢ pied reperfuzi, a to v zavislosti na davce (Keyes
et al., 2010). U¢inek SPM na vyvoj srdeéniho selhani po infarktu myokardu byl sledovan
V experimentu na mysich; zvifata, jimz byl po ligaci koronarni tepny opakované aplikovan
resolvin RvDI, méla ve srovnani s kontrolami lepsi kontraktilitu myokardu. V myokardu a téz
ve slezing se zvysila exprese receptordt ALX/FPR2 (Kain et al., 2015). U zvitat s neurogenni
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hypertenzi se predpoklada inhibi¢ni vliv SPM na aktivaci neuroglie v paraventrikularnim
jadru hypotalamu (Mowry a Biancardi, 2019).

Velky pocet studii byl vénovan ucinkiim SPM u riznych typt experimentalnich cévnich 1ézi
(Wu et al.,, 2017). Systémové podani resolvinu RvD1 nebo RvD2 vyznamné zpomalilo
progresi aneurysmatu bfi$ni aorty u mysi a po operaci vyduté urychlilo pribéh hojeni. Endotel
poskozeny pfti angioplastice karotické tepny u potkant se rychleji obnovil, jestlize byl lokalné
aplikovan resolvin RvD1 pomoci biodegradabilniho filmu, a podstatné se zmensSila nasledna
neointimalni hyperplazie. Rovnéz zanétové zmény probihajici v zilnim Stépu byly ptiznivé
ovlivnény lokalni aplikaci resolvinu RvD1.

Nalezy u lidi

Vysetfenim tkanovych vzorka ziskanych pii karotické endarterektomii byla prokazana
v oblastech s pokro¢ilymi sklerotickymi platy velmi nizka koncentrace SPM, zvlasté
resolvinu série D (RvD), ve srovnani s oblastmi méné postizenymi. RovnéZz byl zjistén
vyrazny nepomér mezi SPM a prozanétlivym leukotrienem B4 (LTB4) (Fredman et al., 2016;
Fredman a Tabas, 2017). Néktefi autofi se domnivaji, ze stanoveni RvD2 a LTB4 ve slinach
by mohlo slouzit k nepfimému posouzeni zavaznosti aterosklerotického postizeni cév u
asymptomatickych jedinci. V ramci preventivni kardiologické studie byl pomér RvD2 k
LTB4 ve slinach vysetien u velkého souboru respondentii a potvrdila se predpokladana
korelace s tloustkou intimy a medie v karotickych tepnach (Thul et al., 2017). Po intenzivnim
vytrvalostnim cviceni se v krvi zvySuje koncentrace proresolu¢nich mediatorti, podani
ibuprofenu tuto odpovéd’ snizuje a zpomaluje (Markworth et al., 2013). Prukaz solubilni
frakce receptorit MerTK v plazmé pacientd po akutni koronarni pfihodé svédéi o poruse
makrofagt (Virmani et al., 2000). U pacientd se stabilni ischemickou chorobou srde¢ni bylo
zjisténo, ze maji ve srovnani se zdravymi jedinci nizké az nepruikazné plazmatické
koncentrace nékterych SPM (zvlasté resolvini série D). Dlouhodobé podavani mastnych
kyselin EPA a DHA (jeden rok v denni davce 3,6 g) mélo za nasledek vyznamné zvySeni
deficitnich SMP. Navic autofi prokézali, Ze pravé tyto deficitni SPM zvySuji schopnost
lidskych makrofagh fagocytovat tlomky trombu (Elajami et al., 2016).

Zavér

Terapeuticky potencial proresolu¢nich mediatort je v soufasné dobé¢ intenzivné studovan
nejen ve vztahu Kk ateroskleroze, ale téz se zietelem na mozné vyuziti u jinych onemocnéni,
zvlasté v revmatologii, imunologii a onkologii. Mezi dlleZité ukoly pro dal§i vyzkum patii
syntéza analogickych sloucenin rezistentnich vii¢i metabolické inaktivaci a hledani novych
zpusobu, jak dopravit 1€k k cilové tkani pomoci humanizovanych nanocastic (Norling et al.,
2011). U jednotlivych preparati je nutno ovéfit bezpecnost, snasenlivost a piipadné 1ékové
interakce. Dosud nelze piedvidat, zda a do jaké miry se proresolu¢ni mediatory stanou
soucasti terapie zanétlivych onemocnéni v lékafské praxi. V kazdém piipadé¢ dosavadni
vyzkum podstatné obohatil biomedicinské poznatky o pribéhu resolu¢ni taze zanétu.
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Tabulka Zjednoduseny piehled lipidovych zanétovych mediatora

n-6 PUFA n-3 PUFA
AA DHA EPA
Prostaglandiny Protektiny Resolviny (fady E)
Tromboxany Maresiny
Leukotrieny Resolviny (fady D)
Lipoxiny

Legenda a zkratky: Kurzivou — prozanétové mediatory; tuéné — protizanétové a prorezolucni
mediatory; PUFA — vicenenasycené mastné kyseliny, AA — kyselina arachidonova, DHA —
kyselina dokosahexaenova, EPA — kyselina eikosapentaenova.

Prdce byla podpoiena vyzkumnymi projekty RVO VFN64165/2012 (MZ CR) a PROGRES
025 (1. lékarska fakulta Karlovy Univerzity)
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