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1. Uvod

PiestoZe v poslednich desetiletich doglo v ekonomicky vyspélych zemich, véetng Ceské
republiky, k podstatnému poklesu mortality na kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO),
onemocnéni srdee a cév zlistavaji nadale nejcastéjsi pficinou smrti. Tyto pfiznivé zmény
byly asociovany s vyznamnym poklesem pramérné koncentrace cholesterolu
v lipoproteinu o nizké hustoté¢ (LDL, low density lipoprotein) i zvySenim poctu osob
dosahujicich jeho cilové hodnoty. Tento jev je disledkem zmény Zivotniho stylu
(pfevazné dietnich zvyklosti) a G¢inné statinové 1écby. Nicméné nedaii se snizovat
prevalenci kutactvi, nadvahy i obezity, metabolického syndromu (MetS) a diabetu mellitu

(DM) 2. typu.

V soucasné dobé se aterosklerdéza povazuje za lokédlni odpovéd zéanétlivého, resp.
imunitniho charakteru s rysy nadmérné proliferativni reakce intimy a medie tepen na
podnéty nejriiznéjsi etiologie, mezi nimiz klicovou roli maji oxidacné modifikované

lipoproteiny, piedev§im LDL (ox-LDL).

V Casném stadiu vyvoje aterosklerotické 1éze maji prvorady vyznam dva
patofyziologické d€je — zachyceni a prinik leukocytii do cévni stény a vstup lipoproteind,
pfedevsim LDL, do cévni stény a jejich mirna oxida¢ni modifikace, za vzniku minimalné
modifikovanych LDL (mm-LDL). Ta je signidlem pro aktivaci endotelu a expresi
a syntézu cytokinit MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) ¢i interleukinu 8 (IL-
8). Na aktivaci endotelovych bunck se podileji 1 dalsi faktory jako jsou zvysSené
koncentrace chylomiker (CM) ¢i lipoproteinu o velmi nizké hustoté (VLDL) a jejich
remnantnich ¢astic, turbulentni krevni proudéni, plisobeni reaktivnich forem kysliku
(ROS, reactive oxygen species) a hyperglykémie. Po priniku cévni sténou sekvestruji
nativni LDL 1 mm-LDL v subendotelovém prostoru a jsou dale oxida¢né modifikovany
na ox-LDL, které maji odliSné biologické vlastnosti oproti nativnim LDL. Na pfeméné
LDL a mm-LDL na ox-LDL se podileji vSechny komponenty cévni stény - endotel,

hladké svalové buiiky, monocyty a makrofagy (Zak A., 2000).

Mechanismy vedouci k rozvoji aterosklerdzy jsou ptfedev§im oxidacni stres (OS)
a chronicky zanét. Pti oxida¢nim stresu dochdzi plisobenim volnych radikalt k peroxidaci

jak lipoproteinovych ¢astic, tak 1 fosfolipidli a esterti cholesterolu v buné¢né membrang.
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Oxidované lipidy déle aktivné podporuji zanétlivou odpoveéd’ interakei s endotelovymi

a imunitnimi buiikami (makrofagy), (Stipek S. et al., 2000).

Nemoci ob&hové soustavy se v roce 2017 na celkovém poétu umrti v Ceské republice
podilely ze 40 % u muzi a 48 % u zen (UZIS, 2018). Na kardiovaskularni komplikace
tak zemfelo vice nez 49 tisic osob. Podil zemielych na nemoci obéhové soustavy setrvale
roste u obou pohlavi s vékem a od véku 55 let jiz umrti v diisledku onemocnéni obéhové
soustavy zcela prevazuji. ZvySovani poctu tmrti na KVO je celosvétove zplisobeno
rustem populace a prodlouzenou délkou zivota. Prevence a 1écba KVO je proto globalni
vyzvou v oblasti vefejného zdravi. Uspésina 1é¢ba dylipidémie statiny zménila pohled na
rizikové faktory KVO. Kromé studia kardiometabolikych onemocnéni (jako jsou choroby
srdce a cév, obezita, metabolicky syndrom a DM 2. typu) je v popiedi zajmu také studium

zhoubnych nador.

vvvvvv

civiliza¢nich nemoci (pfedevs§im srdecné-cévnich chorob a zhoubnych nadoril) je snaha
o identifikaci novych sloucCenin, které by mohly byt pouzity jako jejich klinické
biomarkery. Identifikace rizikovych profili metaboloml mé potencial zlepsit stratifikaci
rizika a v€asny zachyt KVO. Lipidomika patii k nejnovéjSim piistupim pii hledani
novych prediktivnich biomarkert jak z hlediska predikce rizika srdecné cévnich
onemocnéni, jejich diagnostiky, progndzy i monitorovani u€innosti 1€cby ¢i pro lepsi
pochopeni jejich patogeneze. Izolované hodnoceni jednotlivych biomarkert jiz
k interpretaci nebo charakterizaci komplexnich biologickych jevli nestaci. Nové
metabolomické pfistupy kladou diraz na charakterizaci vzijemnych vztahli mezi

metabolity, studuji tzv. metabolicky ,,otisk* onemocnéni a jeho preklinickych stavii.

Nové analytické metody poskytuji ¢asto fadu paralelnich dat, kterd obsahuji velka
mnozstvi informaci, které lze vytézit pouze novymi interpretacnimi piistupy.
Vicerozmérna analyza a jeji metody jsou naprosto nezbytné. Mezi metody vicerozmérné
analyzy patii faktorovad analyza, clusterovd analyza, metoda hlavnich komponent
a kanonické korelace, které umoziuji interpretovat matrice pozorovanych dat
pfijatelnymi hypotézami. Clusterova analyza vnasi strukturu do ,,chaosu® dat tim, ze
roztfidi nositele znaki do homogennich skupin. Seskupenim metabolicky podobnych

jedinct 1ze dosahnout cilené a efektivnéjsi jak dietni, tak 1 1€kové intervence u pacientii

s metabolickym onemocnénim (Riedl A. et al., 2017).
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2. Klinicky vyznamné lipoidni latky

Mezi lipoidni latky (lipidy a izoprenoidy) patii heterogenni skupina biomolekul, které
jsou odlisné strukturaln€, ale blizké svymi fyzikalnimi vlastnostmi, jako napiiklad
rozpustnosti v organickych rozpoustédlech ¢i hydrofobnim charakterem. Klinicky
vyznamnymi lipoidnimi latkami jsou mastné kyseliny (FA, fatty acids), neesterifikované
(volné) FA (NEFA, non-esterified fatty acids), triacylglyceroly (TAG) a fosfolipidy (PL,
phospholipids), z izoprenoidi pak volny cholesterol (FC, free cholesterol)
a esterifikovany cholesterol (CE, cholesterol esters). Cholesterol, spolu s lipidy a FA

v nich obsaZenych, plni fadu biologickych funkei.

2.1. Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou jednak zakladnimi strukturdlnimi jednotkami jednoduchych
i sloZzenych lipidd, jednak pohotovym a vydatnym zdrojem energie. Z chemického
hlediska to jsou monokarboxylové kyseliny s linearnim alifatickym fetézcem.
V biologickych systémech se vétSinou nachdzeji nerozvétvené FA se sudym poctem
uhlikovych atomd, ktery je dan zptisobem biosyntézy FA z dvouuhlikatych (acetylovych)
zbytkli. Pocet uhlikovych atom@ se pohybuje od 2 do 36. U zivocichli prevazuji FA
s délkou uhlikového fetézce C16-C18, kyseliny s kratSim fetézcem nezZ C14 nebo delsim

nez C22 tvofi minoritni ¢ast.

Dalsi charakteristikou FA je nasyceny nebo nenasyceny uhlikovy fetézec. Mastné
kyseliny s nenasycenym uhlikovym fetézcem se dé€li na mononenasycen¢ (MUFA,
monounsaturated fatty acids) s pfitomnosti jedné dvojné vazby a na vicenenasycené
(PUFA, polyunsaturated fatty acids) s 2-6 dvojnymi vazbami uspofadanymi v cis nebo
v trans konfiguraci. Pfirozené se vyskytujici FA maji dvojné vazby uspofaddany v cis
konfiguraci. V lidském organismu bylo identifikovano pfiblizné€ 60 riznych FA, nicméné
pouze minoritni C¢ast zastavd relevantni fyziologické funkce. SloZzeni FA je
charakteristické jak pro jednotlivé zivoc¢isné druhy, tak i pro jednotlivé tkané (Tvrzicka

E.etal., 2011).

Zakladni fyzikalné-chemickou vlastnosti FA je bod tani. Jeho hodnota stoupa
u nasycenych FA s poctem atomil uhliku alifatického rétézce. U nenasycenych FA bod
tani klesa s poc¢tem dvojnych vazeb. Tuto vlastnost vnasi FA 1 do komplexnich sloucenin,

jejichz jsou vyznamnou soucasti (jako jsou napt. PL a TAG) a vySe organizovanych
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struktur (bunééné membrany, plazmatické lipoproteiny). Dvojné vazby FA maji za
fyziologickych podminek vzdy konfuguraci cis, kterd zptisobuje ohyb o 30 stupiiti
alifatického fetézce. Brani tak ¢innému vyplnéni prostoru, snizuje van der Waalsovy
interakce a tim 1 bod tani. Stupen desaturace (pocet dvojnych vazeb v cis konfiguraci) tak
vyznamné ovliviiuje mikroviskozitu bunéénych membran, jejich tloustku a nasledné
i funkci s nimi spojenych bilkovin (enzymy, bunééné receptory, pfenaseCe a iontové

kanaly), (Zak A., 2013).

Mastné kyseliny maji v organismu celou fadu funkci (tabulka 1), kdy jejich vyznamné
biochemické pisobeni je pfedurceno jejich fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi.
V TAG tukové tkané FA slouZi jako zdroj metabolické energie, maji rovnéz mechanické
a izola¢ni vlastnosti. Mononenasycené¢ FA se ucCastni mnoha dé&i vcetné signdlni
transdukce, bunéc¢né diferenciace (Bradley R. L. et al., 2008; Yonezawa T. et al., 2008),
regulace apoptdzy a procesu mutageneze v nékterych nadorech (Hardy S. et al., 2000).
Kyselina palmitolejova produkovana tukovou tkéni hraje dilezitou roli jako lipokin

regulujici celotélovy lipidovy metabolismus (Cao H. et al., 2008).

Vicenenasycené FA odstépené z PL jsou prekurzory fyziologicky i patofyziologicky
dalezitych molekul (napt. eikosanoidil), podileji se na bunétné signalizaci, moduluji
transkripci gent a jsou dulezitymi ligandy receptord. V plazmatickych lipoproteinech se
uplatiiuje jejich atero — ¢i antiaterogenni plsobeni, v biologickych membranach jsou
diilezitym faktorem uréujicich jejich fluiditu a funkci s nimi asociovanych struktur (Zak

A.,2013).
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Tabulka 1: Funkce mastnych kyselin

energeticky zdroj LCFA, VLCFA: 9,1 kcal/g
MCFA: 7,0 kcal/g
SCFA: energeticky zdroj enterocytt a kolonocytt

strukturalni soucast tloustka a fluidita bunécnych membran — funkce

bunénych membran (pocet a/nebo aktivita) s nimi asociovanych proteint
(enzymy, iontové kandly, receptory, transportéry)

substrat pro syntézu (a) eikosanoidi (prostaglandint, leukotrient,

(a) AA, EPA, DHGLA hydroxy-FA, izoprostanoidli, anandamid)

(b) DHA (b) dokosanoidi (resolviny, protektiny, maresiny

acylace proteint a ovlivnéni | e ukotveni bilkovin acylaci na bunééné membrané a

jejich funkce zmeéna jeji aktivity

e acylace proteinu p21c-ras zvySuje aktivitu MAP
kinazy

e acylace membrany kardiomyocytt
hyperpolarizuje diastolicky potencial a tim
zvySuje elektrostabilitu a rezistenci na
arytmogenni podnéty

signalni funkce kyselina stearova stimuluje uvolfiovani inzulinu z 3-
bun¢k Langerhansovych ostruvki

livnéni funkce druhych
OVIIVRIEnI funkee Criiye diacylglycerol, inositoltrifosfat, laktosylceramid

posla

modulatory genové e regulace enzymu lipogeneze;

transkripce e bio transformace PUFA-elongace, desaturace;

1. PPAR-a, -B/5, -yl a-y2; e syntézy cholesterolu;

2. LXR-a a B; o exprese glukozovych transportéra,

3. HNF-4a; glukoneogeneze;

4. SREBP-1a-2; e produkty LA a ALA-endogenni ligandy PPAR o,
5. ChREBP/MLX (EPA, v (PGJa, LTBs, 8-S-HETE):

DHA)

e regulace zanétu;

¢ biologie adipocyti

Zkratky: LCFA - mastné kyseliny s dlouhym retézcem; VLCFA - mastné kyseliny s velmi dlouhym
retézcem; MCFA - mastné kyseliny se strednim retézcem; SCFA - mastné kyseliny s krdtkym
retezcem; AA-kyselina arachidonovda, EPA - kyselina eikosapentaenova;, DHGLA - kyselina
dihomo-y-linolenova, LA- kyselina linolovd;, ALA- kyselina o-linolenova; MAP - mitogenem
aktivované  proteinkinazy;, PPAR- receptor aktivovany peroxisomalnimi proliferatory
(peroxisomal proliferator activated receptor); PGJ: - prostaglandin J,; LTB4 -leukotrien By,
HETE- kyselina hydroxyeikosatetraenova; HNF-jaterni nuklearni faktor;, LXR -jaterni receptor
X, ChREBP/MLX - bilkovina vazajici se na sekvence regulujici glycidy/Max podobny faktor
(carbohydrate response element binding protein/Max like factor X); SREBP- bilkovina vazajict
se na sekvence regulujici steroly (sterol regulatory element binding protein),(Zak A., 2013).
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2.2. Desaturasy mastnych kyselin

Nenasycené FA vznikaji inzerci dvojnych vazeb do fetézce FA. Desaturace FA probiha
za ucasti nehemovych enzymd, tzv. desaturas. Existuji dvé evolu¢né nepiibuzné skupiny
desaturas: desaturasy vazané na buné¢né membrany a desaturasy solubilni. Vesmés jde
o metaloproteiny se dvéma atomy zeleza v aktivnim misté, coz vysvétluje velky rozsah
jejich katalytickych aktivit. Sav¢éi desaturasy jsou mikrosomalni enzymy schopné zavadet
dvojnou vazbu v polohach C4, C5, C6 a C9 a jsou oznacovany A4-, A5-, A6- a A9-
desaturasy (piipadné D4D, D5D, D6D, D9D), (Zak A. et al., 2016).

Aktivita savéich desaturas zavisi na koordinaci vlastni desaturasy, cytochromu b5
a cytochrom-b5-reduktasy+tNADPH+H". Tento systém ovSem nedokaze vytvofit FA
fady n-3 a n-6, proto jsou A5 desaturasa, resp. desaturasa mastnych kyselin 1 (FADS,
fatty acid desaturase) a A6 desaturasa, resp. FADS2 substratove specifické pro esencidlni
mastné kyseliny (EFA), kyselinu linolovou (n-6) a a-linolenovou (n-3), (Zak A. et al.,
2016).

Choroby asociované s inzulinovou rezistenci (IR) jako je nadvaha/obezita, diabetes
mellitus 2. typu, KVO a nékteré nadory jsou charakterizovany poklesem obsahu PUFA
s dlouhym fetézcem a soucasné zvysSenou akumulaci SFA i MUFA v tukové tkani
a dalSich orgéanech (jatra, myokard, kosterni svalstvo a pankreas). Ze SFA se hromadi
predevsim kyseliny s C16 ¢i C18, tzn. kyseliny palmitova (PA, 16:0) a stearova (SA,
18:0), z MUFA to jsou pak ptevazné kyseliny palmitolejova (POA, 16:1 n-7), vakcenova
(VA, 18:In-7) a olejova (OA, 18:In-9). K akumulaci uvedenych FA dochézi v disledku
vysokého piijmu tuku potravou, nebo v disledku stimulované lipogeneze de novo
syntézou z netukovych sloucenin, pfevazné sacharidi. Mezi enzymy lipogeneze de novo
patii elongasa FA, kterda katalyzuje prodlouzeni PA na SA a POA na VA, a stearoyl-CoA
desaturasa (SCD), ktera vnasi dvojnou vazbu do pozice A9 fetézce FA. Preferovanymi
substraty SCD, neboli A9 desaturasy, jsou palmitoyl- a stearoyl-CoA, jejichz pfemeénou
vznikaji POA a OA (Zak A. et al., 2016). Aktivita SCD-1 je regulovana geneticky,

hormonalné 1 nutri¢né. Dale ji ovlivituje fada faktorti zevniho prosttedi i chorobné stavy.

Experimentalni studie s geneticky modifikovanymi laboratornimi zvifaty prokazaly, Ze
ztrata aktivity SCD-1 je spojena se zlepSenim metabolického profilu, zmirnénim IR
i odolnosti vi&i rozvoji dietnd indukované obezity (Zak A. et al., 2016). Z vyse

uvedenych faktli vyplyva, ze SCD, zvlaste¢ izoforma SCD-1, mtize byt dalezitym
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terapeutickym cilem 1écby metabolickych chorob, DM, obezity ale i onkologickych

onemocnéni.

2.3. Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou estery vysSich FA s trojsytnym alkoholem — glycerolem. Podle
poctu esterifikovanych hydroxylovych skupin existuji jest€¢ mono — a diacylglyceroly.
Klinicky nejvyznamnéjsi jsou triacylglyceroly, které predstavuji nejvétsi podil lipidia
v lidské potravé. U zivoc€ichll jsou TAG nejvyznamnéjsi zasobni formou energie a jsou
u nich také nejhojnéji zastoupenou tfidou lipidii, prestoze nejsou slozkou bunéénych

membran.

2.4. Neesterifikované mastné kyseliny

Plazmatickd koncentrace NEFA je za fyziologickych podminek velmi nizk4 a jejich
sloZeni je velmi podobné profilu FA v TAG (de Almeida L. T. et al., 2002). Volné FA
jsou metabolicky velmi aktivni, mohou byt oxidovany, reesterifikovany nebo elengovany
¢i desaturovany. VétSina NEFA je reesterifikovana v jatrech na TAG a PL, zvySeny
pfivod NEFA do jater tak zvySuje hladinu substratu pro tvorbu TAG, s naslednym
zvySenim tvorby VLDL i LDL. Uvolnéni NEFA z tukové tkan¢ je ovlivnéno predevSim

aktivitou hormon-senzitivni lipasy.

Nedostatecna suprese lipolyzy spolu s IR ma za nésledek zvySenou koncentraci NEFA
a jejich tok do jater a jinych orgdni. Inzulinova rezistence dale omezuje kapacitu tukové
tkané pro ukladani TAG a proto se jiz v Casném stadiu IR (pfed manifestaci abnormalit
gluk6zové homeostdzy) rozviji aterogenni dyslipidémie a dochézi k ektopické akumulaci

lipidt s projevy lipotoxicity.

Zvysené plazmatické koncentrace NEFA v kombinaci s hyperglykémii urychluji tvorbu
reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS, reactive oxygen and nitrogen species)
1 iniciaci a rozvoj endotelidlni dysfunkce (Ghosh A. et al., 2017). Bylo prokazano, ze
zvysSené koncentrace NEFA jsou jednim z vyznamnych faktort ektopické akumulace
tukti a lipotoxicity u obezity, DM 2. typu, MetS ¢i nealkoholové steatdzy jater (Lottenberg
A. M. etal., 2012; Saponaro C. et al., 2015).

18



2.5. Fosfolipidy

Fosfolipidy, spolu se sfingomyelniny, cerebrosidy a gangliosidy, patii mezi slozené lipidy
a jsou hlavni lipidovou slozkou biomembran. Fosfolipidy jsou chemicky pestrou
skupinou biomolekul. Skladaji se ze sn-glycerol-3-fosfatu, ktery je na sn-1 a sn-2 atomu
uhliku glycerolu esterifikovan FA a na své fosforylové skupiné ma navazan vodik nebo

jinou funk¢ni skupinu.

2.6. Cholesterol

Cholesterol (cholest-5-en-3-B-ol) je derivat cyklopentanoperhydrofenantrenu. Je
vyznamnou soucdsti bunéénych membrén a v mensi mife je soucésti také biomembran
nitrobunéénych organel. Hydroxylova (OH) skupina cholesterolu (lokalizovana v f3
poloze na C3) ma slaby amfipaticky (polarni) charakter a kondenzované cykly, které
v porovnani s ostatnimi membranovymi lipidy, cholesterolu zarucuji vyssi stupen
stability. Se vzristajicim podilem cholesterolu v biomembranach se sniZuje jejich

viskozita.

Cholesterol je dale metabolickym prekurzorem steroidnich hormond a primdarnich
zlucovych kyselin (cholové a chenodesoxycholové), které vznikaji v jatrech jeho

metabolickou transformaci (Zak A., 2013).

2.7. Lipoproteiny

Lipoproteiny (LP) jsou ¢astice, jejichZ prostfednictvim jsou lipidy transportovany krvi.
Jedna se o makromolekularni komplexy sloZené podle typu Castice z vétsi ¢i mensi Casti
z PL, TAG, CE, FC a specifickych bilkovin — apoproteina (apolipoproteinti, apo). Podle
hustoty, ktera je dana vzajemnym pomérem lipidd a proteind, je délime na CM, Castice
VLDL, castice o stfedni hustoté (IDL, intermediate density lipoprotein), Castice LDL
a ¢astice o vysoké hustot¢ (HDL, high density lipoprotein). Rozdéleni jednotlivych
lipoproteinovych  tfid na zdkladé hustoty a velikosti ¢astic podava

obrazek 1.

Lipoproteiny jsou tvofeny jadrem a obalem. Spojenim apolipoproteinti se strukturalnimi
(polarnimi, amfipatickymi) lipidy, kterymi jsou PL a FC, vznika unilamelarni membrana

castice. Jadro LP se sestava z CE a TAG a v nich rozpusténého mensiho mnozstvi FC.
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Obrazek 1: Lipoproteinové tiidy

Zkratky: CE — cholesteryl estery, FC - volny cholesterol, PL - fosfolipidy, TAG - triacylglyceroly,
apoB - apoprotein B, HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté, IDL — lipoproteiny o stFedni hustote,
LDL — lipoproteiny o nizké hustote, VLDL — lipoproteiny o velmi nizke hustoté (DuSejovska M. et
al., 2018).

Jednotlivé lipoproteiny je dale mozné délit podle velikosti a hustoty Castic na piislusné
subpopulace (subfrakce). Praktické vyuziti ma separace ¢astic LDL, kdy podle zastoupeni
jednotlivych subfrakci rozliSujeme lipoproteinovy fenotyp A, fenotyp B a smiSeny, neboli
intermediarni (I) fenotyp (obrazek 2). Gradientovou gelovou elektroforézou byl jako
hranice odlisujici malé ¢astice od vétSich stanoven pramér Castice 25,8 nm, gelovou

elektroforézou v trubickéach pak i 26,8 nm (Berneis K. K. a Krauss R. M., 2002).

Z epidemiologickych studii vyplynulo, Ze fenotyp B ptedstavuje samostatny rizikovy
faktor (RF) pro ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS). Z¢asti je nezdvisly na
plazmatickych koncentracich TAG, HDL-C a apoB, avsak vyznamné potencuje jejich
ucinky.

Malé denzni LDL (sd-LDL, subfrakce III a IV LDL) maji ve srovnani s LDL casticemi
zdravych jedinct (subfrakce I a II), odlisné fyzikaln€ chemickeé i biologické vlastnosti
(snadno podléhaji oxida¢ni modifikaci, sndze prostupuji cévni sténou, inhibici syntasy
NO a zvySenim exprese cytoadheznich molekul plisobi toxicky na endotel, v cévni sténé
ptisobi jako chemoatraktanty - atrahuji monocyty a makrofagy a udrzuji tak subklinicky
zanét). Cirkulujici ¢astice sd-LDL maji nizsi afinitu k LDL receptorim (apoB/E
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receptory) v hepatocytech, coz se projevuje jejich zpomalenym katabolismem, zejména

v postprandialnim obdobi.

Fenotyp A Fenotyp | Fenotyp B

27,5 260 258 24,2

LILILIV - oznaéeni subfrakei LDL
Cisla pod osou x jsou velikosti ¢astic v nm

Obrazek 2: Fenotypy distribuci subpopulaci ¢astic LDL

(upraveno podle Rizzo M. a Berneis K., 2006)

Fenotyp A velikosti LDL je charakterizovan pfevahou subfrakce LDL-I a LDL-II a je
typicky pro mladé premenopauzélni Zeny. Intermiediarni (I) fenotyp je charakterizovan
ptevahou subfrakce LDL-II a LDL-III a je typicky pro zdravé muZze. Fenotyp B je uréen
pfedominanci subfrakce LDL-III a LDL-IV a je typicky pro aterogenni (resp.
diabetickou) dyslipidémii u MetS (resp. DM 2. typu).

Pfevaha sd-LDL ma pifimou kauzéalni spojitost s hypertriacylglycerolémii (HTG)
a pritomnost sd-LDL je asociovadna se zvySenym rizikem KVO (Austin M. A. et al., 1988).
K hlavnim metabolickym prediktordm fenotypu B patii HTG, zvySeni aktivit jaterni
lipasy (HL) a transferového proteinu estert cholesterolu (CETP). ZvySené zastoupeni
¢astic sd-LDL je jednim z ryst aterogenni dyslipidémie vznikajici na podkladé IR.
Mechanismus vzniku sd-LDL je schematicky znazornén na obrazku 3, elektroforeticky
prikaz sd-LDL pfi analyze diskontinudlni gelovou elektroforézu (Lipoprint LDL,

Quantimetrix, USA) je uk4dzéan na obrazku 4.
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Obrazek 3: Mechanismus vzniku sd-LDL

Zkratky: CE — cholesteryl estery; CETP — cholesteryl ester transferovy protein; CM-R —
remnantni chylomikrony, FC — volny cholesterol; TG — triacylglyceroly;, HDL — lipoproteiny
o vysoke hustoté; LDL — lipoproteiny o nizké hustoté; sd-LDL — malé denzni LDL; VLDL —
lipoproteiny o velmi nizké hustoté; SR-B1 - scavengerovy receptor typu Bl; HL — jaterni lipasa
(Zak A. a Zeman M., 2010).

Nejvyznamnéj§imi  metabolickymi  prediktory  vzniku pfevahy sd-LDL je
hypertriacylglycerolémie a zvySena aktivita jaterni lipasy. Vztahy mezi koncentraci TAG
a rozvojem fenotypu B velikosti LDL je Castecné vysvétlen mechanismem vymeény
a pfenosu TAG a CE. Za nizkych plazmatickych koncentraci TAG existuje ekvimolarni
vyména CE zLDL do CM a VLDL a TAG zVLDL a CM do LDL.
U hypertriacylglycerolémie dojde k prevaze ptenosu TAG do LDL, v LDL jsou TAG

hydrolyzovany jaterni lipasou za vzniku sd-LDL.

Nejlépe prostudovanou fyziologickou funkci castic HDL je reverzni transport
cholesterolu (RCT) z membran perifernich buné€k do jater. Za fyziologickych podminek
castice HDL pﬁsobi antitrombogenné RCT z makrofégﬁ arterialni stény je prevenci
které¢ jsou zprostiedkovany enzymy lokalizovanymi na HDL casticich, predevsim

paraoxonasou 1(PON 1).
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Obrizek 4: Elektroforeticky priikaz sd-LDL

Zkratky: VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté; LDL — lipoproteiny o nizké hustoté; HDL -
lipoproteiny o vysoké hustote; Mid —stiedni.

23



3. Apoliproteiny

Mezi apolipoproteiny patii n€kolik skupin bilkovin oznacovanych velkym pismenem
a fimskou ¢islici. Pismeno (A az M) udava, jak se diive piedpokladalo, ale dnes jiz neni
obecné akceptovano, zatfazeni apolipoproteinu do apolipoproteinové rodiny. Rimska
Cislice za pismenem oznacuje pofadi, v jakém byl apolipoprotein eluovan

z chromatografické kolony (Macasek J. et al., 2011).

Apolipoproteiny zprostiedkovavaji fadu nezbytnych biochemickych krokl spojenych
s metabolismem LP. Funkce apolipoproteinti spociva v aktivaci nebo inhibici enzymu,
které hraji dtlezitou roli v pienosu lipidti mezi jednotlivymi LP, v metabolické pfeméné
LP a také v jejich vazbé na receptory enzymii bunécnych membran perifernich tkéani.
Nékteré apolipoproteiny maji také strukturalni funkei, naptiklad apolipoprotein B (apoB)
se podili na stabilizaci LDL castic, apolipoprotein A-II (apoA-II) zase Castic HDL.
Zakladni charakteristiky apolipoproteinti shrnuje tabulka 2.

3.1. Apolipoprotein B-48

Apolipoprotein B-48 (apoB-48), specificka strukturni souc¢dst CM a remnantnich CM
(CM,), je bilkovina slozena z 2152 aminokyselin (AMK), podobna N-terminalnimu konci
apoB-100, ktery obsahuje 4536 AMK. U c¢lov€ka je apoB-48 syntetizovan pouze
v enterocytech. ApoB-48 mRNA vznika post-transkripéné enzymovou deaminaci, pii niz
je cytidin v kodonu CAA (pro glutamin) zaménén za uracil (UAA) se vznikem stop
kodénu. Tento proces je popisovan jako apoB mRNA editace. Chylomikra i CMr obsahuji
vzdy jednu molekulu apoB-48 a tudiZ koncentrace apoB-48 informuje o poctu

lipoproteinovych ¢astic stfevniho ptivodu (Sakai N. et al., 2003; Nakajima K. et al., 2014).

Lipoproteiny bohaté na TAG, tj. CM (obsahujici apoB-48), VLDL (obsahujici apoB-100)
a jejich dcefiné castice (remnanty) pfedstavuji vyznamny RF aterotrombotickych
kardiovaskularnich chorob, ktery je nezavisly na koncentracich celkového cholesterolu
(TC, total cholesterol), TAG, LDL-C i HDL-C (Nakajima K. et al., 2014). Lipoproteiny
bohat¢ TAG (TRL, triglyceride rich lipoproteins) jaterniho (VLDL a IDL) a stfevniho
(CM a CM;) ptivodu kompetuji o stejny lipolyticky systém — lipoproteinovou lipasu
(LPL) kosterniho svalstva a tukové tkan¢ 1 receptory — LDL receptor (LDL-R) a CM
receptor (LRP, LDL receptor related protein) vychytavajici remnantni ¢éastice (IDL

a CMy) v jatrech.

24



Zvysené koncentrace apoB-48 jsou rizikovym faktorem aterotrombotickych
kardiovaskularnich komplikaci (pfedevsim ICHS a ne-emboliza¢nich mozkovych
cévnich ptihod) nezavislymi na koncentracich TC, LDL-C, TAG a HDL-C u diabetikti
1 non-diabetikti, u déti 1 dospélych (Alipour A. et al., 2012; Mori K. et al., 2013). Dale
byly popsany u diabetické nefropatie, kone¢ného stddia onemocnéni ledvin (Hayashi T.
et al., 2008), obezity a metabolického syndromu (Kinoshita M. et al., 2009; Masuda D. et

al., 2014).

Tabulka 2: Zakladni charakteristiky apolipoproteinii

Apo Hlavni LP Misto M: Koncentrace Funkce
p trida syntézy (kDa) (g/)
< y transportni, vazba na HDL-
A-1 HDLo3 Jatra, sttevo 28,5 0,9-1,6 receptor, aktivace LCAT
A-I1 HDL3 jatra 17,4 0,25-0,50 transportni, aktivace HL
., N RCT, aktivace LCAT, absorbce
A-IV | CM, HDL,3 | jatra, stievo 45,0 <0,05 exogennich TAG a tvorba CM
AV VLDL, CM 39,0 NA aktivace hpoly;y, vazba Lp na
plazminogen
B-100 | VLDL, LDL jatra 512,7 0,60-1,20 transportni, vazba na LDL-R
B-48 CM stievo 241 0-0,10 transportni
Jatra, aktivace LCAT, inhibice vazby
Cl (M, VLDL nadledviny 6,6 0,05-0,06 apoE na LDL-R, inhibice CETP
C-II CM, VLDL | jatra, stfevo 8,8 0,03-0,05 aktivace LPL
. . inhibice LPL, inhibice i vazby
C-Illps | CM, VLDL | jatra, stievo 8,7 0,10-0,14 apoE z TRLa LDL-R
ledviny,
pankreas,
stievo, 29,0- .
D HDL3 0,04-0,07 aktivace RCT a CETP
mozek, 33,0
varlata,
nadledviny
E CM, IDL éit;jml 34,1 0,02-0.08 | Vb3 CMnaLRP, vazba LDL
: P < : Sl a IDL na LDL-R
tkané
Apo(a) Lp(a) 250-800 0-2,0 inhibice aktivace plazminogenu
H HDL 54,0 NA aktivace LPL

Zkratky: apo — apolipoprotein; HDL — lipoprotein o vysoké hustoté; CM — chylomikrony; VLDL
— lipoprotein o velmi nizké hustotée; LDL — lipoprotein o nizké hustote; LCAT —
lecitin:cholesterolacyltransferasa;, RCT — reverzni transport cholesterolu; LRP — receptor
related protein (CM receptor); CETP — transferovy protein esterii cholesterolu; TAG —
triacyglycerol; NA — nejsou dostupna data;, TRL — lipoproteiny bohaté na TAG; HL — jaterni
lipasa; LPL - lipoproteinova lipasa; Mr —relativni molekulova hmotnost (Macasek J. et al., 2011).
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4. Metabolismus lipoproteinii

Transport lipidi v krevnim ob€hu prostfednictvim LP souvisi s jejich metabolickymi
preménami. Dopiedny transport cholesterolu Ize podle jeho zdroje rozdélit na exogenni
a endogenni metabolickou cestu. Exogenni cesta zacind inkorporaci dietnich lipidi do
noveé sestavovaného CM v enterocytu (Obrazek 5). Triacylglyceroly v CM jsou
hydrolyzovany pomoci lipoproteinové lipasy (LPL), hlavné v tukové a svalové tkani,

a remnantni ¢astice jsou vychytavany jatry.

CAE T 5, MIMOJATERNI
1 Bes™ @ -
TENKE nasl:e:nmi I

STREVO chylurmkrony;'

I
1
1

LDL rec p— rd

chylomikrony /’
-

Obrazek 5: Metabolismus chylomikront

Zkratky a vysvetlivky: FA — mastné kyseliny, FC — volny cholesterol; TAG — triacylglyceroly,
HDL — lipoproteiny o vysoke hustoté; LRP - protein pribuzny LDL-receptoru; rec — receptor;
apolipoproteiny jsou zndazornény obdélnikovymi ramecky; (upraveno podle Vecka M., 2015).

Endogenni metabolickd cesta analogicky za¢ind formovanim ¢astic VLDL
v hepatocytech a metabolizaci TAG. Vzniklé remnanty (IDL) jsou vétSinou dale
hydrolyzovany na ¢astice LDL, ketré jsou internalizovény v jaternich i mimojaternich

tkdnich pomoci LDL receptoru (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Metabolismus VLDL

Zkratky a vysveétlivky: FA — mastné kyseliny; FC — volny cholesterol; TAG — triacylglyceroly;
HDL — lipoproteiny o vysoké hustote,; IDL — lipoproteiny o stredni hustoté; LDL — lipoproteiny
o nizke hustoté; VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté, rec — receptor; apolipoproteiny jsou
zndzornény obdélnikovymi ramecky,; (upraveno podle Vecka M., 2015).

Reverzni transport cholesterolu (Obrazek 7) zac¢ina tvorbou nascentnich castic HDL
v jatrech nebo ve stfeveé. Dal§im pfisunem cholesterolu a PL z bunénych membran (napf.
pomoci ATP-dependentniho kazetového transportéru Al; ABCATL) je vytvorena Castice
HDL, ktera mize dale pomoci ABCGl1, scavengerového receptoru typu B1 (SR-B1) ¢i
pasivni difazi pfijimat cholesterol z bunék. Reverzni transport cholesterolu je pifimo
dokoncen vychytavanim castic HDL jatry nebo nepiimo piesunem cholesterolu z HDL

do VLDL, kter¢ jsou nakonec také internalizovany hepatocyty.
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Obrazek 7: Metabolismus HDL a reverzni transport cholesterolu

Zkratky a vysveétlivky: CE — cholesteryl estery;, FC — volny cholesterol; TAG — triacylglyceroly;
HDL — lipoproteiny o vysoké hustote; IDL — lipoproteiny o stredni hustote; LCAT — lecithin:
cholesterol acyltransferasa;, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté; rec — receptor; SR-BI -
scavengerovy receptor typu Bl; apolipoproteiny jsou zndzornény obdélnikovymi ramecky,
v obrazku nejsou znazornény vymény apolipoproteinii a lipidovych trid mezi HDL a VLDL (IDL,
LDL); (upraveno podle Vecka M., 2015).
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5. Vyznam lipidii v patogenezi vybranych onemocnéni

Poruchy lipidového metabolismu charakterizované kvantitativni zménou plazmatickych
lipidovych parametri (dyslipidémie, hyperlipoproteinémie) patii k nejvyznamné¢jsim RF
kardiovaskularnich komplikaci. Hyperlipoproteinémie se podili na rozvoji aterosklerozy,

MetS, DM 1.1 2. typu, onemocnéni ledvin ¢i malnutri¢nich stava.

Dietni slozeni a metabolismus FA ovliviiuji nejen IR, aterogenni dyslipidemii ¢i dalsi
slozky MetS, ale také proces karcinogeneze. Spolecnym pojitkem mezi IR, DM
a vznikem nadorovych onemocnéni mize byt zména metabolismu FA, pfedevsim syntéza

FA de novo (Vigneri P. et al., 2009).

5.1. Ateroskleroza a kardiovaskularni onemocnéni

Hlavni pfi¢inou KVO je aterosklerdza charakterizovana mistni akumulaci lipidd, dalSich
komponent krve a fibrozni tkdn€ v arterialni intim¢, provazena zménami v médii cévni
stény. Vyviji se jako chronicky zanét, ktery se projevuje nadmérnou proliferativni
odpovédi intimy a médie tepen na rizné podnéty. Progrese aterosklerdzy se podili na
vzniku organovych zmén, které nasledné zptisobuji zdvazné komplikace, jako jsou ICHS,
ischemicka choroba dolnich koncetin (ICHDK), nebo cévni mozkova piihoda (CMP).
Mezi prvni klinické projevy ischemickych onemocnéni patfi infarkt myokardu (IM).
Vznik aterosklerozy, stejné jako jeji rychlejsi progrese do dalSich oblasti, mize byt
podminén vzajemnym pusobenim celé fady rizikovych faktort. Z lipidovych parametra
se mezi rizikové faktory aterosklerodzy tadi dyslipidémie (resp. hypercholesterolémie),

zvySené koncentrace lipoproteinu (a), apoB a sniZené koncentrace apoA-1.

Mira kardiovaskularniho rizika by ovSem neméla byt posuzovéana pouze na zaklade
konvenc¢nich RF, jako jsou plazmatické koncentrace HDL-C a LDL-C. Pro lepsi predikci
RF rozvoje aterosklerézy je potieba lipoproteinové castice charakterizovat také
kvalitativng a uréit tak jejich strukturni a funkéni vlastnosti. Castice LDL i HDL
predstavuji heterogenni skupinu LP, které maji na zakladé poméru proteiny/lipidy
odliSnou hustotu a velikost. Pomoci systému Lipoprint® mizeme ¢astice LDL podle
velikosti rozdélit na sedm subpopulaci a ¢astice HDL na deset - velké (HDL1-HDL3),
sttedni (HDL4-HDL7) a malé denzni (HDL8-HDL10). Nejvétsi aterogenni potencial maji
sd-LDL (subpopulace 3-7), které velice snadno podléhaji oxidaci a tim se podileji na

rozvoji aterosklerotického poSkozeni endotelu.
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Pohled na antiaterogenni a antioxidacni plisobeni ¢astic HDL neni jednotny, nicméné
pfevazuje nazor, ze protektivné ptisobi malé denzni HDL, které¢ jsou lep$imi akceptory
cholesterolu nez velké, na cholesterol bohaté ¢astice HDL (Dusejovska M. et al., 2018;

(Movva R. et al., 2008).

5.2. Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom v sobé zahrnuje rizikové faktory uplatiiujici se v patogenzi jak
ICHS, tak i DM 2. typu. Patii mezi n¢ visceralni obezita, porusena glukdzova tolerance,
aterogenni dyslipidémie a arteridlni hypertenze. SpoleCnym jmenovatelem je inzulinova

rezistence (Alberti K. G. et al., 2006).

Nejen IR, ale také aterogenni dyslipidemii a dalsi sloZzky MetS ovliviiuje dietni sloZeni
a metabolismus FA. Jednotlivé slozky MetS jsou variabilné ovliviiovany SFA, MUFA
a PUFA fady n-3 a n-6, pravdépodobné prosttednictvim jejich G¢inkd na plazmatické
lipidy, krevni tlak, sekreci inzulinu a jeho G¢inek na cilové tkdn¢ (Norde M. M. et al. 2018;
Kralova Lesna I. Et al., 2013). Nezanedbatelny vliv na slozky MetS maji také trans
izomery FA (Lottenberg A.M. et al., 2012). Profily FA jednotlivych tfid lipidii, zejména
ty, které jsou obsazeny v CE a PL, odraZeji jednak dietni pfijem FA béhem nckolika
tydnd, tak i metabolismus FA, tj. syntézu SFA, desaturacni a elongaéni procesy ¢i

enzymatickou (B-oxidace) 1 neenzymatickou (lipoperoxidace) degradaci.

Profily FA u MetS jsou charakterizovany zvySenym obsahem SFA (zejména kyseliny
palmitové), kyselin palmitolejové, y-linolenové a dihomo-y-linolenové, doprovazené
snizenou koncentraci kyseliny linolové. Tyto zmény souvisi se zvySenou aktivitou D9D
a D6D spolu s nizsi aktivitou D5SD (Warens;jo E. et al., 2005; 74k A. et al., 2007; Paillard
F. et al., 2008; Kawashima A. et al., 2009; Mayneris-Perxachs J. et al., 2014).

5.3. Konec¢né stadium onemocnéni ledvin

Pacienti v konecném stadiu onemocnéni ledvin (ESRD, end-stage renal disease) jsou
dependentni na ndhrad¢ funkce ledvin, pfevazné hemodialyze (HD), ktera pfispiva
k rozvoji fady patofyziologickych dé&ji, které vedou ke zvySeni OS, chronické zanétlivé
odpovédi a progresi aterosklerotickych zmén. Tyto procesy vedou k rozvoji a manifestaci
kardiovaskularnich komplikaci. Pfehled konven¢nich a novych RF, které se podileji na
etiopatogenezi aterosklerotickych zmén u pacientli s chronickym onemocnénim ledvin,

podava tabulka 3.
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Tabulka 3: Konvenéni a nové rizikové faktory podilejici se na etiopatogenezi
aterosklerotickych zmén u pacientt s chronickym onemocnénim ledvin

Konven¢ni rizikové faktory Nové rizikové faktory

Arterialni hypertenze Chronicky (subklinicky) zanét

Hypercholesterolémie (elevace LDL-C) | Uremické toxiny (indoxyl-sulfat)*

ROS (malondialdehyd) a karbamylované

Diabetes mellitus proteiny (albumin, LDL a HDL)*

Koufeni Snizena syntéza NO

Obezita Hyperhomocysteinémie

VEk (zeny 55 let a vice, muzi 45 let a Sekundarni dyslipidemie podminéna
vice) CKD

Pohlavi (zeny < muzi) Porucha kalcio-fosfatového metabolismu

Pozitivni rodinnd anamnéza (vyskyt
CKD u vsech pribuznych 1. stupné —

rodice (u matky pted 65 rokem, u otce Anemie

pred 55 rokem, u sourozenct a déti

Metabolicky syndrom Hyperhydratace
Dietni navyky (1 pfijem proteint) Albuminurie

Zkratky a vysvetlivky: ROS — reaktivni formy kysliku, LDL—C — low density lipoprotein
cholesterol, HDL-high density lipoprotein, NO — oxid dusnaty;, CKD — chronické onemocneni
ledvin. *Indoxyl-sulfat je uremickym toxinem syntetizovanym ve stievé z bilkovin piisobenim
strevniho mikrobiomu, ktery je indikatorem oxidacniho stresu, soucasné je nefrotoxinem, up-
reguluje cytoadhezni molekuly a inhibuje proliferaci endotelu. Malondialdehyd je vedlejsim
produktem peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin, je vyuzZivan jako marker vyskytu
reaktivnich forem kysliku (ROS), jeho hladina byva pravidelné zvySend u pacientii s CKD. LDL
modifikovana malondialdehydem, je povazovana za indikator koncentrace oxidovaného LDL.
Karbamylované proteiny (albumin, LDL, HDL) vznikaji posttranslacni modifikaci proteinii
prostrednictvim urey. Modifikace proteinit meni jejich strukturu, fyzikalni a chemické viastnosti,
muze ovlivnit jejich funkci a pusobit jako neoantigen, tedy indukovat tvorbu protilatek
(Dusejovska M., 2017).

Zmeény v lipidogramu pacienti s ESRD jsou charakterizované HTG a vyraznym
poklesem HDL-C. Ve VLDL je nalézana pfitomnost apoB-48, ktery se fyziologicky
vyskytuje pouze v CM. Vzestup TAG je spojen s poklesem HDL, které zaroven obsahuji
jejich vétsi podil. LDL mivaji pacienti Casto ve fyziologickém rozmezi nebo snizené
s presunem k sd-LDL. Dale byva dyslipidemiie modifikovana u pacientil s vyjadfenym
nefrotickym syndromem nebo thyreopatii jako pfidruzenymi komorbiditami (sekundarni
dyslipidemie). Koncentrace apoC-II maji klesajici trend, a naopak koncentrace apoC-III
stoupajici. U pacientii s ESRD byvaji rovnéz pozorovany zvysené plazmatické
koncentrace Lp(a), které koreluji s chronickym zanétem (Zak A. a Zeman M., 2010).

V neposledni fadé se u pacientii s ESRD uplatnuje tzv. cholesterolovy paradox. Zatim co
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u populace snormdlni funkci ledvin koreluje kardiovaskularni mortalita pozitivné

s koncentraci TC, u pacienti s ESRD je tomu naopak.

5.4. Chronicka pankreatitida a karcinom pankreatu

V patogenezi chronické pankreatitidy (ChP) i karcinomu pankreatu (KP) se uplatiiuje
také, mimo jinych faktorti, zvySeny OS a sniZeni antioxida¢ni obrany organismu.
Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou produkovany endogenné plisobenim
pankreatického renin-angiotenzinového systému nebo exogenné napi. plsobenim
xenobiotik. DalSim dilezitym faktorem pro vznik ChP je etanol, ktery je metabolizovan
oxidativni  nebo  neoxidativni  cestou. = Oxidace  etanolu  katalyzovana
alkoholdehydrogenasou vede ke vzniku acetaldehydu a kyseliny octové, piisobenim
cytochromu P4502E1 (pfi vysoké koncentraci etanolu) vznikaji ROS. Oxidacéni stres
prispiva k destabilizaci lysozomalnich membran vedouci k cytotoxicité a spusténi
autodestrukéni enzymové kaskady (Kodydkova J. et al.,, 2013). Neoxidativni drdha
metabolismu etanolu vede ke vzniku etylesterit mastnych kyselin (FAEE, fatty acid ethyl
esters). Vysoké koncentrace FAEE piisobi aktivaci trypsinogenu a né€kolika mechanismy
zvysuji intracelularni koncentraci Ca®’, navic intracelularni koncentraci Ca®" nepiimo
zvySuji FA s dlouhym fetézcem. ZvySena intracelularni koncentrace kalciovych kationtt
poskozuje bunku iniciaci a potenciaci mechanismi vedoucich k jeji nekréze. Mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem poSkozuji mitochondridlni metabolismus; disledkem
tohoto poskozeni je inhibice syntézy ATP v mitochondriich, coZ sekundarné inhibuje
¢innost energeticky narocnych kalciovych pump v plazmatické membrané (plasma
membrane calcium ATPase pump, PMCA) a v endoplasmatickém retikulu
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase pump, SERCA), které udrzuji

nizké koncentrace kalciovych kationtl intraceluldrné (Criddle D. N. et al., 2006).

Mnohé studie prokazaly, Ze ptijem tuku a SFA je asociovan s rizikem vzniku celé fady
onemocnéni, véetné onkologickych (Howe G. R. a Burch J. D., 1996; Stolzenberg-
Solomon R. Z et al., 2002; Thiébaut A. C. et al., 2009). Vysoky ptijem PUFA fady n-6,
zvlasté kyseliny linolové, zvySuje riziko vzniku nadoru traviciho traktu (kolorektalni
karcinom, KP), karcinomu prsu a prostaty, zatimco PUFA tady n-3 ptsobi proti vzniku
nadorovych onemocnéni (Berquin .M. et al., 2008). Obecné lze fici, Ze PUFA n-6
podporuji proliferaci tumoru, invazivitu, metastazovani a obecné reakci organizmu
(zanétlivou, imunitni atd.), kdezto PUFA tady n-3 ptisobi opa¢né (Wendel M. a Heller A.
R., 2009).
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6. Oxidacni stres a chronicky zanét

Oxidacni stres a chronicky zéanét hraji vyznamnou ulohu v patogenezi celé tady
onemocnéni, jako je ateroskler6za, KVO ¢i onkologicka onemocnéni. Zvyseny OS je
vysledkem nerovnovahy mezi produkci RONS a/nebo nedostate¢nou kapacitou

antioxidaéniho systému.

Chronicky zanét se vyznacuje infiltraci mononuklearnich bunék imunitniho systému
(makrofagt, lymfocytl) a destrukci tkani, ktera je pfedevSim zplisobena pretrvavajici
produkci zanétlivych bunék v disledku selhani reparace tkani, jez vedou k angiogenezi

a fibroze tkané.

Pii1 OS poskozuji ROS bunééné makromolekuly a jejich funkce, vedou k metabolickym
dysregulacim a ovliviiuji bunéénou signalizaci. VSechny tyto zmény se uplatiuji
v patogenezi chronického zanétu, véetné vaskularniho mikrozanétu. Mimo ROS jsou
bunéénymi mediatory zanétu produkty AA uvolnéné z PL bunéénych membran (PG,
lipoxiny, leukotrieny). Oxidacni stres se velmi vyznamné podili na rozvoji endotelové
dysfunkce, charakterizované zhor§enim jeho vazodilatatnich a vazokonstrikénich
schopnosti spojenych s prozanétlivou a protrombogenni aktivaci. Na akcentaci OS
a subklinického mikrozanétu se podileji také aktivované neutrofily a monocyty
produkujici RONS. Chronicky mikrozanét a OS spolu s vysokymi koncentracemi LDL
jsou hlavni pii¢inou endotelialni dysfunkce a rozvoje aterosklerotického plaku (Stipek et

al., 2000).

6.1. Oxida¢né modifikované lipidy

Z lipida jsou k oxidativnimu posSkozeni nachylné predevSim PUFA (kyseliny linolova,
linolenova ¢i arachidonova), které jsou soucasti fosfolipidii biologickych membran
a plazmatickych lipoprotein. Proces lipoperoxidace, ¢i lipooxidace, je radikalova
fetézova reakce probihajici v nékolika krocich. Proces oxidativniho poSkozeni lipida je
iniciovan odstépenim atomu vodiku z fetézce FA (napt. u¢inkem *OH) za vzniku volného
radikdlu FA, u kterého nésledné dochazi k presmyku dvojné vazby za vzniku
konjugovaného dienu. Konjugované dieny dale reaguji skyslikem za vzniku
peroxylového radikalu, ktery se vyznacuje vysokou reaktivitou a je schopen odstépit

vodikovy atom z dalsi FA a tim z ni vytvofit novy radikal.

33



Diusledkem lipoperoxidace bunénych membran muze byt zména jejich fluidity,
inaktivace membranovych receptori nebo enzymit, coz vede ke zméné fyziologickych

funkci membrany (Stipek S. et al., 2000).

Zanétlivy proces je také potencovan produkty metabolismu kyseliny arachidonové, tzv.
eikosanoidy (prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny). Uginkem aktivované
fosfolipasy se z membran PL uvolni kyselina arachidonova, ktera je dale metabolizovana
cyklooxygenasovou nebo lipooxygenasovou cestou. Cyklooxygenasova cesta vede
k tvorbé¢ prostaglandinti, tromboxan. Uginkem  lipooxygenasy neutrofilt
lipooxygenasovou cestou vznikéd napiiklad HETE, kterd je konvertovdna na spole¢nou

skupinu leukotrienti.
6.1.1. Dysfunkéni HDL

Dysfunkéni ¢astice HDL vznikaji ptisobenim oxidac¢niho stresu a/nebo subklinického
mikrozanétu. Modifikaci proteinové a lipidové slozky dochazi jak ke zméné struktury,
tak 1 funkce ¢astic, ¢imz HDL ztraceji své protetikvni Gi€inky a stavaji se prozanétlivymi.
Vlivem zanétu a OS se v HDL mohou akumulovat oxidované lipidy, coZ nasledné¢ vede
k inhibici antioxidac¢nich enzymut lokalizovanych na HDL (PON 1) a k strukturni
modifikaci apoA-I. Tim HDL ztraceji schopnost RCT pies ABCA 1 transportér a zarovein
podporuji vznik ox-LDL a vaskularniho zadnétu (Dodani S. et al., 2009). Béhem zanétu
mohou byt dale ¢astice HDL obohacovany o sérovy amyloid A (SAA), ktery indukuje

vazbu proteoglykant na arterialni sténu.

6.1.2. Oxida¢né modifikované LDL
Pisobenim reaktivnich forem kysliku na ¢astice LDL dochdzi k jejich lipoperoxidaci,
jejimz vysledkem je vznik mm-LDL a ox-LDL, které maji jednu z klicovych roli v iniciaci

aterosklerotického procesu. Vlastnosti mm-LDL a ox-LDL shrnuje tabulka 4.

Vlivem volnych kyslikovych radikdli dochazi k oxidaci zejména dvojnych vazeb
v PUFA (pfeména PUFA a pentadienového uspotadani dvojnych vazeb na konjugované
dieny) a dale cholesterolu a fosfolipidi na molekule LDL. Apoprotein B se rozpada na
nékolik mensich fragment. Oxidace LDL lipoproteinli probihd v arteridlni sténé pfi
interakci LDL s monocyty/makrofagy, endoteliemi, buiikami hladkého svalstva,
T lymfocyty a komponenty mezibunééné matrix. Oxidované LDL jsou pohlceny
makrofagy pomoci tzv. scavengerového receptoru a déle pies vlastni ox-LDL receptor.

V disledku akumulace ox-LDL je makrofag transformovan na tzv. pénovou buiku.

34



Pénové bunky migruji mezi bunky endotelu a dochazi v nich k dalsi akumulaci lipidi za
vzniku tzv. lipoidnich prouzkt. Kromé toho poskozuji oxidované LDL piimo endotelie,
v disledku ¢ehoz jsou z nich vice uvolilovany ristové faktory. Diky tomu se povrch
endotelu stava chemotaktickym. Oxidaci sndze podléhaji malé LDL s vysokou hustotou

nez vet§i LDL, které obsahuji vétsi mnozstvi antioxidanti (Hoogeveen R. C. et al., 2007).

Tabulka 4: Vlastnosti minimalné€ modifikovanych a oxida¢né modifikovanych ¢astic

LDL
Charakteristika/vlastnost mm-LDL | ox-LDL
zdroj intraceluldrni akumulace lipidt (pénové burniky) - +
katabolismus prostfednictvim SR-B1 - +
ptitomnost reaktivnich aldehydi (MDA, 4-HNE) + +
katabolismus cestou LDL-receptort + -
stimulace exprese a syntézy informacnich cytokinid + -
inhibice syntézy NOS - +
imunogenni vlastnosti - +
cytotoxicita pro endotelové bunky a hladké svalové buniky - +
chemotaxe leukocyti - +

Zkratky: mm-LDL — minimdlné modifikované lipoproteiny o nizké hustoté; ox-LDL — oxidacné
modifikované lipoproteiny o nizké hustoté; SR-BI — scavengerovy receptor typu Bl; MDA —
malondialdehyd, 4-HNE — 4 hydroxynonenal; NOS — syntasa oxidu dusnatého.

6.1.3. Konjugované dieny

Jako dieny jsou oznacovany uhlovodiky s dvéma nasobnymi vazbami v molekule. Jsou-
li obé dvojné vazby oddéleny pouze jedinou jednoduchou vazbou, dochézi k efektu
zvanému konjugace, kdy tyto 2 dvojné vazby na sebe navzajem vyznamné plisobi, z cehoz
pro konjugované dieny (KD) plynou nékteré velmi specifické vlastnosti. Vlivem
delokalizace elektroni vykazuji KD neobycejnou stabilitu. V fetézci FA je metylenova
skupina citliva k pisobeni volnych radikalti. Pisobenim radikalu se z metylenové skupiny
odtrhne atom vodiku a z FA se tak rovnéz stava radikal. V dasledku vytrzeni vodiku dojde
k preskupeni elektronil v fetézci FA tak, Ze se mezi dvéma dvojnymi vazbami vytvofi
vazba jednoducha a vznikne tak konjugovany dien. Ten snadno reaguje s kyslikem za

vzniku peroxylového radikéalu. Peroxylovy radikal je, stejné jako radikal FA, velmi
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reaktivni, a tudiz dochazi k neustalému opakovani tohoto procesu na principu fetézové

reakce (Ahotupa M. et al., 1996).

6.2. Antioxida¢ni enzymy

Udrzeni oxida¢ni rovnovahy organismi zajiStuje antioxidacni systém, tvofeny
antioxidaCnimi enzymy a neenzymovymi antioxidanty. Mezi nejvyznamngjsi
antioxidani enzymy patii paraoxonasa, superoxiddismutasa (SOD), katalasa (KAT),

vvvvvv

antioxidantem je redukovany glutation (GSH); (Racek J, a Holecek V., 1999).

Vyznamnym antioxidacnim enzymem, ktery chrani lipoproteinové castice pred
oxidacnimi zménami, a pusobi tak proti aterogenezi a napomahd udrzeni reverzniho

transportu cholesterolu je PON 1.
6.2.1. Paraoxonasal

Paraoxonasa 1 (apolipoprotein K), systematicky aryltrifosfat: dialkylfosfohydrolasa (EC
3.1.8.1) je extracelularni kalcium dependentni enzym fadici se do genetické rodiny
paraoxonas spolu s dal$imi dvéma izoenzymy, s PON2 a PON3. VSechny tfi izoformy
jsou kodovany geny lokalizovanymi na dlouhém raménku chromozomu 7 a maji velmi
podobné nukleotidové 1 aminokyselinové sloZeni, li§i se v8ak mistem, kde jsou tvofeny
akde plsobi, a téz aktivita vi¢i rliznym substratim je rozdilna. Jako prvni byla
identifikovana PON 1, ktera je nejvice studovanou a prozatim i nejvice prostudovanou

izoformou PON.

Izoforma PONI1 (sérova paraoxonasa) je syntetizovana v jatrech a dale vylucovana do
krevniho obéhu, kde se prostfednictvim apoA-I pevné vaze N-koncovym hydrofobnim
usekem na castice HDL (Deakin S.P. a James R.W., 2004). Peptid je zanofeny do
plazmatické membrany exprimujicich bun€k a je orientovany do extracelularniho
prostoru. Orientace paraoxonasy smeérem k extracelularnimu prostoru, ma vliv na
potencidlni ochranu bunék pied oxidovanymi LDL a jinymi oxidovanymi lipidy. V krvi

je lokalizovana na subfrakci HDL, kterd obsahuje apoA-I a apolJ (clusterin).
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7. Vyznam stanoveni konvenc¢nich lipidovych parametri

Zakladnimi ovlivnitelnymi RF KVO jsou koncentrace celkového a LDL cholesterolu.
Zmény koncentraci plazmatickych lipidd a LP (véetné jejich slozeni) jsou spojeny
s chorobnymi stavy, jako jsou dyslipoproteinémie, nebo s klinickymi komplikacemi

ateroskler6zy (napt. ICHS, ICHDK) ¢i DM.

Relativni riziko ICHS stoupa s koncentraci LDL-C, pfi¢emz v koncentraénim pasmu
LDL-C od 1,0 do 4,9 mmol/l se relativni riziko ICHS zvysi témét Ctyfikrat. Je zndmo, ze
pouze 25 % osob se nachazi v kategorii vysokého rizika (Greenland P. et al., 2001). Ve
skupiné pacientd stfedniho véku (<55 let bez ptedchozi anamnézy ICHS) po 1. atace
akutniho IM je 10 % charakterizovano vysokym rizikem, 20 % stfednim rizikem
a zbyvajicich 70 % spada do kategorie nizkého rizika, kdy neni potieba indikace
hypolipidemické 1écby (Akosah K.O. et al., 2003).

Vliv koncentrace HDL-C na odhad kardiovaskularniho rizika je maly, ale nezanedbatelny
na upfesnéni rizika. V poslednich letech se jako o RF ICHS hovoti také o TAG. Je znamo,
ze hypertriacylglycerolémie ovliviiuje sloZzeni a tim také strukturu a funkci LP a ma

vyznamny vztah k IR.

Pro upfesnéni diagnézy byva u piesné¢ definovanych piipadii indikovdno stanoveni
dalSich lipidovych parametrti, jako je apoB-100 (indikétor celkového poctu aterogennich
¢astic — VLDL, IDL a LDL), apoA-I (ukazatel kapacity RCT), apoA-II (pomé&r apoA-
I/apoA-II odrézi pokles kapacity RCT) ¢i Lp(a), jako samostatného RF ICHS a dalSich
komplikaci aterosklerdzy. Stanovenim koncentrace apoB-100 je mozné snizit chybu pfi

odhadu zvySeného kardiometabolického rizika.
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8. Vyznam pokrocilé lipidomiky

Lipidomika se zabyva identifikaci a kvantifikaci riznych lipidovych metaboliti, tzv.
lipidomu, v biologickém materialu. Lipidom piedstavuje veSkeré molekularni druhy
lipidii nachézejici se v butikach a tkanich organismu. Analyza lipidomu spolu s dalSimi
veédnimi disciplinami (genomika, proteomika, metabolomika) ptispiva ke studiu struktury
lipidovych metaboliti a jejich interakci s dalSimi slouceninami za fyziologickych
a patologickych stavii. Poznatky ziskané studiem lipidomu hraji dilezitou roli pfi

objasiiovani vzniku a pribéhu nemoci na molekularni trovni.

Pokroky v analytické chemii a pfistrojovém vybaveni umoznuji stanoveni velkého
mnozstvi biochemickych parametril, coz ovsem muize komplikovat interpretaci ziskanych
vysledkl v biologickém kontextu. Vzhledem k tomu, ze se pracuje s velkymi soubory
dat, je pro spravnou interpretaci lipidomické analyzy vhodné pouzit mnohorozmérnou
statistickou analyzu, kterd umoziluje najit zakonitosti vztahli mezi jednotlivymi
proménnymi. Mezi zakladni metody mnohorozmérné statistiky patii diskriminacni

a shlukova (clusterova) analyza.

8.1. Cilena analyza lipidovych parametra

Mimo jiZ zminénych konvencnich lipidovych parametrii krevni plazmy/séra, je mozné
kvalitativné 1 kvantitativné identifikovat fadu biomolekul souvisejicich s lipidovym

metabolismem v riiznych télesnych tekutinach ¢i tkanich jednotlivych organd.

Pomoci chromatografickych metod je moZzné vySetfit zastoupeni FA jednotlivych
lipidovych tfid (CE, TG, PL, resp. PC) ¢i volnych (neesterifikovanych) FA, zastoupeni
sterolil nebo zlucovych kyselin. Diskontinualni elektroforézou na polyakrylamidovém
gelu lze stanovit subpopulace ¢astic LDL 1 HDL, detailni analyzu sloZeni jednotlivych

LP je mozné provést po jejich ultracentrifugacni separaci v hustotnim gradientu.
Mezi dalsi cilené analyzy lipida patii posouzeni antioxida¢ni kapacity na zékladé métfeni

koncentraci oxida¢né modifikovanych lipidii (ox-LDL, KD) nebo aktivit antioxida¢nich

enzymt (PON).

8.2. Uplatnéni pokrocilych metod statistické analyzy

K nejvyznamnéjSim statistickym metodam patii regresni analyza, ktera umoznuje
odhadovat hodnotu zavisle proménné (ndhodné veli¢iny) na zékladé znalosti nezavisle

proménnych (regresortl). Pomoci jednoduché regresni analyzy lze najit funkéni zavislost
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nahodné veli¢iny na jednom regresoru, vicendsobna (mnohorozmeérna) regrese umoznuje
najit model funk¢ni zavislosti na nékolika regresorech. Nasledkem velkého poctu
regresor neni mnohdy mozné pro nékteré parametry zamitnout nulovou hypotézu.
Jednodussi model lze ziskat vypusténim nékterych regresori metodami postupného
vybéru. Najit pouze vyznamné regresory lze metodou vzestupného vybéru (forward
selection) - postupné piidavani regresorii, dokud je model stile jest¢ vyznamny (i);
sestupného vybéru (backward selection) — spocita se model se vSemi regresory a nasledné
se postupn¢ vyfazuje regresor, ktery nejméné piispiva k vysvétleni zavisle proménné (ii);
krokovou regresni analyzou (stepwise regression) — vzestupny vybér je v kazdém kroku

kombinovan s pokusem o zjednoduseni pomoci sestupného vybéru (iii).

Dalsi metodou mnohorozmémé statistické analyzy je diskriminac¢ni analyza, ktera
popisuje zavislost mezi skupinou nezavisle proménnych (diskriminator() a jednou zavisle
promé&nnou. Smyslem diskriminac¢ni analyzy je odhalit model, ktery pomuize zatradit

jednotlivé sledované objekty do nékteré z jiz existujicich skupin.

S diskriminacni analyzou tzce souvisi analyza shlukova. Smyslem shlukové (clusterove)
analyzy je seskupit/rozdélit sledované objekty z vicerozmérného datového souboru do
homogennich skupin (shlukii, cluster). V ur¢itém clusteru se nachdzi pozorovani
(skupina objekti), ktera si jsou v ur¢itém smyslu podobna a jsou odli$nad od pozorovani
v jinych clusterech. Pomoci clusterové analyzy lze naptiklad najit shluky mezi urcitymi
sledovanymi analyty a rozliSit vzorky probandl z kontrolni skupiny a pacientl s riznymi

chorobami neboli poruchami metabolismu.
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9. Hypotézy a cile prace

Hypotéza: lipidomickd analyza muze piispet k upfesnéni diagnostiky, pochopeni

patogeneze a 1é¢by neékterych onemocnéni.

Cile prace:

1/

2/

3/

4/

5/

6/

7/

multivariacni analyzou zjistit, které FA jsou asociovany s jednotlivymi
antropometrickymi, klinickymi a laboratornimi ukazateli u nemocnych
s metabolickym syndromem;

analyzovat slozeni FA u MetS a kontrolni skupiny pomoci clusterové analyzy
a charakterizovat nemocné nezavisle na klinickych a laboratornich ukazatelich;
analyzovat u osob se zvySenym kardiometabolickym rizikem asociaci zvySenych
koncentraci apolipoproteinu B-48 (apoB-48) s laboratornimi a klinickymi
ukazateli;

s uzitim multivariani linearni diskriminac¢ni analyzy stanovit slozeni FA
plazmatického fosfatidylcholinu, které odliSuje nemocné s chronickou
pankreatitidou od zdravych kontrol;

stanovit asociaci slozeni FA hlavnich lipidovych tfid plazmy s nutri¢nim stavem,
stagingem a pfezitim u nemocnych s karcinomem pankreatu;

s uzitim multivaria¢ni linearni diskriminacni analyzy zjistit moZnosti odliSeni
nemocnych s karcinomem pankreatu od osob s chronickou pankreatitidou
stanovenim vybranych markeri lipoperoxidace a spektra antioxida¢nich enzymi;
u pacienti v kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin, kteti piezili 5 let na
hemodiafiltraci, sledovat vzajemny vztah mezi poruchami lipidového

metabolismu a zménou velikosti lipoproteinovych ¢astic LDL a HDL.
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10.Material a metody

10.1. Studované patologické stavy

Vybrané lipidové parametry byly sledovany u pacientl s riiznymi druhy onemocnéni,

vzdy v porovnani s kontrolni skupinou zdravych osob. Do studii byli zatazeni pacienti

s MetS, KP, ChP apacienti s ESRD. Piehled jednotlivych studii podava tabulka 5.

Uosob se zvySenym kardiometabolickym rizikem byly porovnany klinickeé,

antropometrické a biochemické ukazatele osob s koncentraci apoB-48 > 7,9 mg/l se

skupinou, jejiz koncentrace apoB-48 byly pod touto hranici (< 7,9 mg/l).

Tabulka 5: Piehled studovanych onemocnéni a provedenych studii

Skupina pacienti N (M/Z) Literatura
300 (152/148) %);ir}loa}lllal\;[. (Metab Syndr Relat Disord, 2017),
166 (98/68) | Zak A. (Physiol Res, 2014), Piloha 4
MetS Stankovd B. (Klin Biochem Metab, 2016),
354 (166/188) Priloha 6
40 (20/20) Vavrova L. (Obesity Facts, 2013), Priloha 2
Vavrova L. (Klin Biochem metab, 2018),
68 (36/32) Priloha 9 ( :
KP 84 (47/37) Macasek J. (Nutr Cancer. 2012), Priloha 1
50 (40/10) Kodydkova J. (Pancreas, 2013), Priloha 3
CHP -
96 (70/26) Zeman M. (Prostaglandins Leukot Essent Fatty
Acids, 2016), Priloha 5
ESRD 57 (35/22) Ilz;llizjh(;v(s?ka M. (Curr Vasc Pharmacol, 2018),
apo B-48 > 7,9 mg/1 112 (60/52)
Stanikova B. (Fol Biol, 2019), Priloha 10
apo B-48 <7,9 mg/l 108 (44/64)

Zkratky.: MetS - metabolicky syndrom; KP - karcinom pankreatu;, ChP- chronickd pankreatitida;

ESRD - konecne stadium onemocnéni ledvin.
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Vsechny studie, které byly podkladem pro tuto praci, byly schvaleny etickou komisi 1. LF
UK a VFN Praha. Vsechny osoby zatfazené do téchto studii byly informovéany o priab&hu
a cilech studie a podepsaly informovany souhlas. V§em vzorkim byly pfifazeny unikatni

anonymizacni kody, které byly dekodovany az po skonceni pokusu.
Metabolicky syndrom

Diagnostika MetS probihala na zakladé diagnostickych kriterii Mezinarodni
diabetologické federace (Alberti K.G. et al., 2005). Aby pacienti byli zafazeni do studie,
museli spliiovat kritérium abdominélni obezity (obvod pasu > 94 cm u muzt a > 80 cm

u zen) a dale alesponi dalsi dvé z nésledujicich 4 kritérii:
I) koncentrace TAG > 1,7 mmol/l, nebo 1é¢ba tohoto onemocnéni;
IT) koncentrace HDL-C <1,03 mmol/l u muzi males a <1,29 mmol/l u zen;

III) zvySeny krevni tlak (STK > 130 nebo DTK > 85 mm Hg), nebo diagnostikovana

a lécend hypertenze;
IV) zvySena glykemie nalacno (> 5.6 mmol/l) nebo diagnostikovany DM typu 2.

VyluCovacimi kritérii pro zatazeni do studie byla suplementace PUFA ¢i antioxidanty,
nadmérnd konzumace alkoholu (> 30 g/den), substitu¢ni hormondalni 1écba, nadorova
onemocnéni, ¢i chemoterapie, akutni zanétlivd onemocnéni, jaterni cirh6za, DM 1. typu,

onemocnéni jater a ledvin, mikroalbuminurie.
Karcinom pankreatu

Diagndza karcinomu pankreatu byla u vSech pacientli potvrzena bud'to histologicky
z pankreatického resekatu nebo endoskopickou aspirani cytologii. Staging byl
zhodnocen pomoci TNM systému a kritérii Union Internationale Contre le Cancer and

the American joint Committee on Cancer (UICC/AJCC 2002).

Vylucovacimi kritérii pro zatazeni do studie byla suplementace PUFA ¢i antioxidanty,
1é¢ba fibraty ¢i statiny, jind nadorova onemocnéni, jaterni cirhdza, dekompensovany DM,

endokrinni onemocnéni, nestabilni angina pectoris, klinicky manifestovana proteinurie.
Chronicka pankreatitida

Diagnostika ChP byla zaloZena na klinickych projevech (bolest bficha, nausea/zvraceni,
anorexie/malnutrice, steatorhea) a potvrzena dvéma a vice zobrazovacimi metodami —

kombinaci endoskopické ultrasonografie a bud’to ultrasonografie, kontrastniho CT,
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magnetické resonance, ¢i endoskopické retrogradni cholangiopankreatografie. Zavaznost
ChP (mirnd, stfedni, t€zk4) byla stanovena podle Mannheimskych pankreatickych

zobrazovacich kritérii.

VyluCovacimi kritérii pro zatazeni do studie byla suplementace PUFA ¢i antioxidanty,
1éCba fibraty ¢i statiny, nadorova onemocnéni, ¢i chemoterapie, jaterni cirhdza,
dekompensovany DM, endokrinni onemocnéni, nestabilni angina pectoris, klinicky
manifestovana proteinurie. Dal§imi vylu€ovacimi kritérii byla akutni pankreatitida,
endokrinni onemocnéni, akutni infarkt myokardu v poslednim roce, nestabilni angina

pectoris, operace GIT za posledni rok ¢i sepse v poslednich 6 mésicich.
Terminalni rendlni selhani

Do studie byli zafazeni pacienti v pravidelném hemodialyzaénim programu, ktefi
podstupovali pravidelné dialyzu v celkovém rozsahu 12-15 hodin tydné. Adekvétnost
dialyzy byla vyjadiena prostfednictvim parametru on-line clerence monitoring (OCM),
ktery je znam ihned po ukonceni hemodialyza¢ni procedury a mél by nabyvat hodnot >
1,4. Ve sledovaném souboru byl pruimérmy OCM parametr 1,64 + 0,33. Vylucovacimi
kritérii pro zafazeni do studie byla endokrinopatie, t¢hotenstvi a kojeni, poZivani alkoholu
a akutni zanétlivd onemocnéni. Krev byla odebirana vzdy pted dialyzou. Pacienti byli
nabirani celkem dvakrat, nejprve pii zatazeni do studie a podruhé po péti letech od
prvniho nabéru. Druhého odbéru se dozilo pouze 14 pacientti na hemodialyze, 10 pacienti

ze souboru podstoupilo transplantaci ledviny a 34 pacientd zemftelo.

10.2. Preanalyticka faze

U vsSech osob zafazenych do studii byly provadény odbéry krevnich vzorki po
celono¢nim laénéni (min. 10 hodin). Odebirdna byla venozni krev. Podle pouZité
analytické metody byly sledované parametry stanovovany v séru nebo plazmé. Krev byla
odebirana z periferni Zily do odbérovych zkumavek se separaénim gelem BD
Vacutainer® pro separaci séra (BD SST™ II Advances) a zkumavek BD Vacutainer®
EDTA pro separaci plazmy. Plazma/sérum byla od krevnich elementli oddélena

centrifugaci pti 3500 RPM a 4°C po dobu 10 minut.

10.3. Stanoveni profilu mastnych kyselin

Stanoveni profilu FA se sklada z n€kolika fazi, nejprve je extrahovan celkovy lipid ze

vzorkl séra metodou dle Folche modifikované Carlsonem (Folch J. et al., 1957; Carlson
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L.A., 1985), poté je pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie provedena separace
jednotlivych lipidovych tfid — oddéli se od sebe PL, TAG a CE, nésledn¢ je pomoci
plynové chromatografie (GC) provedena analyza profilu FA v jednotlivych lipidovych
ttidach dle metody popsané diive (Tvrzicka E. et al., 2002).

10.3.1. Extrakce celkového lipidu

K extrakci celkového lipidu je zapotiebi 1ml vzorku séra (plazmy), ke kterému je ptidano
10 ml extrakéni smési dichlormethan:methanol v objemovém poméru 2:1, nésledné je
smés 20 minut tfepana. Po 20 minutdch je smés prefiltrovana a filtr 3x promyt 2ml
extrakéni smési. Poté jsou ke smési pfidany 4 ml redestilované vody, smés ditkladné
protfepana a centrifugovana 5 minut pti 1500 rpm. Po centrifugaci je infranatant pienesen

do cisté sklenéné zkumavky a vysusen pii 40°C pod proudem dusiku.
10.3.2. Separace jednotlivych lipidovych tfid

Separace jednotlivych lipidovych tiid (PL, TAG, CE) byla provedena pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Staciondrni fazi je na sklenénych deskach nanesend vrstva silikagelu.
Jako mobilni faze slouzi smés heptan : diethylether : ledova kyselina octova v objemovém
poméru 85 : 15 : 1. V této mobilni fazi se PL nepohybuji a ziistanou v misté naneseni
vzorku, na startu. Neutrdlni lipidové tfidy se od PL oddéli a putuji s mobilni fazi.
Jednotlivé lipidové tiidy jsou po ukonceni chromatografie detekovany pod UV lampou
pii A = 366 nm. Nasledn¢ jsou kvantitativné pfevedeny do oznaCenych zkumavek pro

dalsi zpracovani.
10.3.3. Analyza profilu mastnych kyselin

Aby jakykoliv vzorek mohl byt analyzovan prosttednictvim GC, musi byt vzorek tékavy.
Proto je nutné prevést FA transmetylaci na jejich t€kavé metylestery. Pro transmetylaci
FA byl pouzit bezvody metanolat sodny. K izolovanym lipidim byl pfiddn 1 ml
metanolatu sodného. Vzorky PL a TAG byly pak ponechany po dobu 60 minut pii
laboratorni teploté v temnu, vzorky CE byly 20 minut vateny pii 80°C. Po inkubaci
(a vychladnuti u CE) byly pfidany 2 ml hexanu a 2 ml 0,5N kyseliny octové. Nasledné
byly vzorky protfepany a centrifugovany 10 minut pti 2000 rpm. Po centrifugaci byl
supernatant preveden do €isté zkumavky a pti 40°C vysusSen pod proudem dusiku. Vzorky
metylestert byly nafedény heptanem a analyzovéany kapilarni GC s plamenoioniza¢ni

detekci (GC 17A Shimadzu, Japonsko).
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Pti GC byla jako stacionarni faze pouzita kapilarni kolona s polarni zakotvenou fazi DB-
23; sila zakotvené faze 0,25um; wvnitini primér 0,25mm; délka 60m (Agilent
Technologies, USA). Nosnym plynem byl vodik, se vstupnim tlakem 53kPA. Teplota
injektoru byla 250°C a teplota detektoru 260°C pro vSechny analyzy. Pro jednotlivé

lipidové tiidy vSak byly pouzity rtizné teplotni programy pro jejich analyzu.
Teplotni program pro analyzu FA v TAG a PL byl nésledujici:

e pocatecni teplota 80°C — izotermicky 1 minutu,
e gradient 10°C/minutu do teploty 120°C,

e gradient 4°C/minutu do teploty 180°C,

e gradient 1°C/minutu do teploty 240°C,

e gradient 10°C/minutu do teploty 250°C - izotermicky 5 minut.
Teplotni program pro analyzu FA v cholesterolesterech:

e pocatecni teplota 80°C — izotermicky 1 minutu,

e gradient 10°C/minutu do teploty 120°C,

e gradient 4°C/minutu do teploty 180°C,

e gradient 1°C/minutu do teploty 240°C,

e gradient 10°C/minutu do teploty 250°C - izotermicky 20 minut.

Vyhodnoceni chromatogramii bylo provedeno s pomoci programu SW Clarity™ (Data

Apex, CR).

10.4. Stanoveni neesterifikovanych mastnych kyselin

Koncentrace NEFA byla stanovovéna fotometricky pti 546 nm podle metody Matsubara
a kol. (1983) s vyuzitim komeréné dodavaného kitu firmy Roche Diagnostics. Méteni
byla provadéna na automatickém analyzatoru Cobas Mira Plus. Mechanismus stanoveni

popisuji reakce ve schématu 1.

(1) NEFA + ATP + CoA ---acylCoAsynthetasa — acylCoA + AMP + PPi
(2) acylCoA + O3 ---acylCoAoxidasa — H202 + enoylCoA
(3) H202 + chromogen ---peroxidasa— barevny produkt (Cerveny)

Schéma 1: Mechanismus stanoveni neesterifikovanych mastnych kyselin

Zkratky: NEFA - neesterifikované mastné kyseliny; ATP — adenosintrifosfat; CoA -
koenzym A; AMP — adenosinmonofosfat.
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10.5. Stanoveni ApoB-48

Koncentrace apoB-48 byly analyzovany pomoci komeréné¢ dodédvaného ELISA setu
firmy Shibayagi Co., Ltd. Jedna se o sendvi¢ovou metodu ELISA, kterd vyuziva navazané

monoklonalni protilatky proti lidskému apoB-48 na sténach mikrotitracnich jamek.

Standardy nebo vzorky jsou inkubovany na mikrotitracni desce s navazanou (na sténach
jamek) monoklondlni protilatkou proti apoB-48. Po 1 hodin¢ inkubace a nasledném
dikladném promyti se do jamek ptida biotinem konjugovana protilatka proti apoB-48,
ktera se opé€t 1 hodinu inkubuje s imobilizovanym komplexem protilatka — apoB-48. Po
dal$im promyti se pfida streptavidin konjugovany s HRP (kienovou peroxidasou). Po 30
minutové inkubaci a dikladném promyti navdzany streptavidin konjugovany s HRP
reaguje po dobu 20 minut s chromogenem 3,3°,5,5‘-tetramethylbenzidinem (TMB).
Reakce se zastavi pfidanim zastavovaciho roztoku (0,5 M H2SOy4) a spektrofotometricky

se méii absorbance zlutého produktu pii 450 nm.

Nameétend absorbance je pfimo tmérna koncentraci apoB48. Koncentrace apoB-48
v neznamych vzorcich se stanovi pomoci standardni kfivky, ktera se ziskd vynesenim
absorbanci standardli oproti jejich znamé koncentraci. Koncentrace apoB-48 je uddvana

v mg/l. Vzorky séra musi byt pfed analyzou zifedény, pouZiva se fedéni 1 : 199.

10.6. Separace lipoproteint a analyza lipoproteinovych subfrakci

Jednotlivé lipoproteinové t¥idy byly separovéany preparativni ultracentrifugaci (Optima™

L-100XP, Beckman Coulter) za postupné se zvySujici hustoty prostiedi v pofadi VLDL,
LDL a HDL (Schumaker and Puppione, 1986).

3 ml séra byly odméteny do ultracentrifugacni kyvety a vyska hladiny byla na zkumavce
zaznacena ryskou. Poté bylo sérum pievrstveno 1,5 ml hustotniho roztoku. Hustota
roztoku byla volna podle separované frakce tak, aby dana frakce flotovala. Vhodné
hustoty pro separaci jednotlivych lipoproteinovych frakci a hustoty pouzitych hustotnich

roztokll jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Hustotni roztoky pro ultracentrifugacni separaci

Lp Pozadovana p (g/ml) Pouzity l?gl/slt::lt)ni roztok Vysledna p (g/ml)
VLDL < 1,006 1,006 1,006
LDL 1,006-1,063 1,182 1,063
HDL 1,063-1,210 1,504 1,210

Zkratky: Lp — lipoprotein, VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustote,; LDL - lipoproteiny o nizké
hustote; HDL - lipoproteiny o vysoké hustote.

Centrifuga¢ni zkumavky byly pevné uzavieny a centrifugovany ve vakuu pfi
38 0000t/min, pii teploté¢ 10°C po dobu 20 hodin. Izolovand frakce lipoproteinil byla
stazena po rysku oznacujici ptivodni objem séra do graduované zkumavky. Nésledné byly
jednotlivé odebrané frakce doplnény adekvatnim hustotnim roztokem na piivodni objem
3 ml a vzorky byly odesliny do Centralnich laboratoii Ustavu l1ékaiské biochemie

a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze ke stanoveni koncentraci TC a TAG.

Zastoupeni subfrakci LDL a HDL v séru bylo analyzovano pomoci vysokoucinné
diskontinualni gelové elektroforézy Lipoprint® LDL/HDL System (Quantimetrix, USA)
s pouzitim diagnostickych setit Lipoprint LDL/HDL Kit.

Metoda je zaloZena na principu vertikalni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu,
ktery je umistén ve sklenénych trubickach. Quantimetrix Lipoprint System je schopen
separovat LDL a HDL subfrakce a stanovit v nich obsah cholesterolu. Lipoprint LDL Kit
separuje lipoproteinové Castice, které obsahuji ApoB. Celkem je systém schopen oddélit
11 frakei obsahujicich apoB. Odd¢li nasledujici frakce: VLDL, IDL-A, IDL-B, IDL-C
a 7 subpopulaci LDL. LDL1 a LDL; reprezentuji velké ¢astice, LDL3 — LDL7 malé denzni
LDL (sd-LDL). Vyhodnoceni se provadi denzitometricky pomoci programu Lipoware
(Quantimetrix, USA).

10.7. Stanoveni lipidovych markert oxida¢niho stresu

Ve studiich, které byly podkladem pro tuto disertacni praci, byly stanovovéany jako
lipidové markery oxida¢niho stresu koncentrace konjugovanych dient1 v precipitovanych

LDL a koncentrace oxidovanych LDL ¢astic.
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10.7.1. Konjugované dieny

Koncentrace KD v precipitovanych LDL ¢ésticich byla méfena modifikovanou metodou
Wielanda a kolektivu (Wieland H. a Seidel D., 1983). Vzorky séra byly ihned po odbéru
stabilizovany ptfidavkem 25ul 10% roztoku EDTA a analyzovany nejpozdéji do 2 tydnt
od nabéru. Nejprve byla provadeéna isolace Castic LDL ze séra a to pomoci precipitacni
metody dle Ahotupy a kolektivu (Ahotupa M. et al., 1996). Ke 110 ul séra s EDTA byl
pfidan 1 ml citratového pufru o pH = 5,05 s pfidavkem heparinu (50,000 IU/1). Po
smichani byla suspenze inkubovéna po dobu 10 minut pfi pokojové teploté a nasledn¢ 10
minut centrifugovéana pii 2800 rpm. Centrifugaci byly odd¢€leny vysrdzené lipoproteiny,
supernatant byl odstranén a lipoproteiny byly znovu rozpustény ve 100 ul 9% NaCl. Aby
se zabranilo oxidaci LDL, je nutné, aby vysrazené lipoproteiny nezlstaly dlouho na

vzduchu, proto je nutno pracovat se vzorky jednotlivé a velmi rychle.

K extrakci lipoproteinti byla pouzita smés chloroform-methanol. Smés byla za
prerusovaného michani inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté. K separaci
jednotlivych fazi bylo pouzito 250 pl redestilované vody. Po 10 minutach inkubace byla
smés 5 minut centrifugovana pii 3000 rpm. Po centrifugaci bylo 800 pl infranatantu

vysuseno dusikem a nasledné znovu rozpusténo v 300 pl cyklohexanu.

Analyza byla provedena spektrofotometricky piti 234 nm. Pro vypocet koncentrace KD
byl pouzit molarni extinkéni koeficient ¢ = 2,95 x 10* M! cm™ . Koncentrace byla

vyjadiena jako mmol KD na litr séra (mmol/l).
10.7.2. Oxida¢né modifikované LDL

Stanoveni hladiny ox-LDL castic v séru bylo provedeno prostiednictvim komeréné
dodavaného ELISA kitu firmy Mercodia. Jedna se o sendvicovou metodu ELISA, ktera
vyuziva mysi monoklondlni protilatky proti konforma¢nimu epitopu v oxidovaném
apoB-100, jde o vazbu malondialdehydu ¢1 9-hydroxynonenalu na epsilon aminoskupiny

apoB-100.

Ve sténach mikrotitracnich bun€k jsou navazany protilatky proti ox-LDL. Na tyto
protilatky se v prib¢hu inkubace navazi molekuly ox-LDL pfitomnych ve vzorku séra.
Po ukonceni inkubace je zbytek séra odstranéno, buiniky jsou opakované promyty a je
v nadbytku pfidan roztok s enzymem znacenou protilatkou proti ox-LDL. Po ukonceni
nasledné inkubace, je nadbytek znacené protilatky odstranén a buiiky jsou opét promyty.

V dal$im kroku je pfidan substrat TMB pro enzym (streptavidinperoxidasa), ktery slouZzi
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ke znaceni protilatky. Plsobenim streptavidinperoxidasy na TMB dojde k barevné

zmeéng. Vysledna absorbance je po ukonceni reakce odectena spektrofotometricky.

Naméfend absorbance je pfimo imérnd koncentraci ox-LDL. Koncentrace neznamych
vzorkll je vypoctena z kalibracni zéavislosti. Kalibrace je métena vzdy pro kazdou sadu
vzorkli. Hladina ox-LDL je uddvana v jednotkach U/l. Vzorky séra musi byt pied

analyzou zfedény, pouziva se fedéni 1 : 6561.

10.8. Stanoveni aktivity paraoxonasy 1

Paraoxonasa vykazuje aktivitu celkem ke tfem riiznym druhtim substratt, tedy tfi rizné
aktivity — arylesterasovou, laktonasovou a paraoxonasovou. V ramci provedenych studii
byla vzdy stanovovéana arylesterasova aktivita, v nékterych piipadech i1 laktonasova

aktivita PON 1.

10.8.1. Arylesterasova aktivita PON

Arylestarasova aktivita PON1 (PON-A) byla stanovovana dle metody Eckersona
a kolektivu (Eckerson H.W. et al., 1983), ktera vyuziva jako substrat fenylacetat. Aktivita
byla méfena spektrofotometrickou kinetickou metodou. Vzorky byly méteny v tripletu
a ke kazdé sad€ vzorkl byl méfen vlastni blank. Sérum bylo pfed stanovenim fedéno,

mira fedéni byla uzptisobena druhu onemocnéni.

V UV kyveté bylo smichano 900 pul 20mM tris-HCI pufru o pH 8 s pfidavkem 1mM
CaCl; s 50 pl zfedéného vzorku séra. Reakce byla nastartovana ptidanim 50 pul 100mM
fenylacetatu. Nartst absorbance byl sledovan spektrofotometricky pti 270 nm po dobu
2 minut. NarUst absorbance je dan vzristajici koncentraci fenolu, ktery se uvolituje béhem
rozkladu fenylacetatu. Aktivita PON-A byla pocitana za pouziti molarniho extink¢éniho

koeficientu produkovaného fenolu, € = 1310 M"! cm™ a vyjadfena jako U/ml séra.

10.8.2. Laktonasova aktivita PON

Ke stanoveni laktonasové aktivity PON1 byla pouzita modifikovand metoda dle
Draganova (Draganov D.I. et al.,, 2000). Jako substrdt pro PON-L byl zvolen
dihydrocoumarin (3,4-dihydro-1-benzopyran-2-on), ktery je prostfednictvim PON-L
pfeménén na 3-(2-hydroxy-fenyl)-propionat. ~Aktivita PON-L byla méfena
spektrofotometrickou kinetickou metodou. Vzorky byly méfeny v tripletu a ke kazdé sadé
vzorkl byl méten vlastni blank. V UV kyveté bylo k 800 pul 50 mM TRIS-HCI pufru (pH

= §, ptidavek 1 mM CaCly) ptidano 100 pl zfedéného vzorku séra. Smés byla inkubovana
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po dobu 5 minut pii 30°C. Poté byla reakce nastartovana piidanim 100 pl
dihydrocoumarinu (o konecné koncentraci 1 mM). Po dobu 2 minut byl
spektrofotometricky sledovan narast absorbance pii 270 nm. Pro vypocet aktivity PON-
L byl pouzit molarni extinkéni koeficient pro 3-(2-hydroxy-fenyl)-propionat € = 1295
dm’mollem™ (Rainwater D.L. et al., 2009). Aktivita PON-L byla vyjadfena jako U/ml

sera.

10.9. Stanoveni sérového amyloidu A

Koncentrace SAA byla stanovovana pomoci komeréné dodavaného ELISA setu firmy
Invitrogen. Jednd se o sendvicovou metodu ELISA, kterd vyuzivd monoklonalni

protilatky proti lidskému SAA.

Ve sténach mikrotitra¢nich bunék jsou navazany protilatky proti SAA. Na tyto protilatky
se v prub¢hu inkubace navazi molekuly SAA ptitomnych ve vzorku séra. Po ukonceni
inkubace je zbytek séra odstranéno, buiiky jsou opakované promyty a je v nadbytku
pfiddn roztok senzymem znacenou protiladtkou proti SAA. Po ukonceni nasledné
inkubace, je nadbytek znacené protilatky odstranén a buiiky jsou opét promyty. V dalSim
kroku je ptidan substrat TMB pro enzym (streptavidinperoxidasa), ktery slouzi ke znaceni
protilatky. Pisobenim streptavidinperoxidasy na TMB dojde k barevné zméné. Vysledna

absorbance je po ukonceni reakce odectena spektrofotometricky.

Nameétend absorbance je pfimo Umérna koncentraci SAA. Koncentrace neznamych
vzorkl je vypoctena z kalibracni zévislosti. Kalibrace je métena vzdy pro kazdou sadu
vzorkd. Koncentrace SAA je udavana v jednotkach ng/ml. Vzorky séra musi byt pred

analyzou zfedény, pouziva se fedéni 1 : 199.

10.10. Statisticka analyza

Data jsou presentovana jako primér + S.D. pro parametrické veli¢iny, a median (25-75%
percentil) pro neparamterické veli¢iny. Normalita rozloZeni dat byla testovana Shapiro-
Wilks W testem. Rozdily mezi 2 sledovanymi skupinami byly testovany
u parametrickych veli¢in t-testem a u neparametrickych veli¢in s pomoci Mann-Whitney
U testu. Rozdily mezi 3 a vice skupinami byly srovnavany jednofaktorovou ANOVou
s vyuzitim Scheffého a Newman-Keulsova post-testu u parametrickych veli¢in.
U neparametrickych veli¢in byla pouzita Kruskal-Wallisova ANOVA. Pii korela¢ni

analyze byly korelace vyjadifeny pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. VSechny
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statistické analyzy byly provedeny ve statistickém programu Statistica, verze 9.0 az 12.0.

Za statisticky signifikantni byly povazovany hodnoty p < 0,05.

Clusterova analyza byla provadéna ve dvou krocich. V prvnim kroku byl zredukovan
pocet jednotlivych (vybranych) mastnych kyselin a ve druhém kroku bylo provedeno
rozfazeni testovanych subjektii do jednotlivych clusteri. Pro redukci poctu vybranych
mastnych kyselin byla provedena krokova dopiednd linearni diskriminacni analyza
s vyuzitim Wilk’s lambda kritéria. Vybrano bylo Sest mastnych kyselin, které byly poté
pouzity pro clusterovou analyzu. Clusterova analyza byla provedena Wardovou metodou.
Statistickd analyza byla provadéna s vyuzitim R software verze 3.1.0 (The R

Development Core Team, 2014).
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11. Vysledky

11.1. Metabolicky syndrom

U pacienti s MetS byly pozorovany zvysené koncentrace TC, TAG, apoB, NEFA
a snizené koncentrace HDL-C a ApoA-I v porovnani s KON. V koncentracich LDL-C
nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi MetS a KON. Zakladni klinické
a biochemické charakteristiky souboru pacientti s MetS a KON pozorované ve studii Zak

et al. (2014), jsou ukazany v tabulce 7.

Tabulka 7: Klinick4a a laboratorni charakteristika osob s metabolickym syndromem

a kontrol
Proménna MetS KON

N (M/Z) 98/68 101/87
Vék (roky) 55,2+ 10,6 54,5+ 11,9
Viha (kg) 88,4+156 " 77,4 + 14,4
BMI (kg.m-2) 298 +4,0" 26,5+4,1
Obvod pasu (cm) 103 £10 "™ 91+ 12
STK (mm Hg) 141 +17 ™ 129+ 14
DTK (mm Hg) 88+ 10" 80+9

T (%) (D.-W.) 33,9+ 6,9 30,0+ 7,6
T (kg) 29,8 +7,6™ 23,3+7,9
Glukéza (mmol/1) 5,96+ 1,92 " 499 + 1,27
Inzulin (mU/1) 12,42 + 7,43 ™ 8,66 + 5,39
HOMA-IR 3,40+ 2,64 ™ 1,97 + 1,68
TC (mmol/l) 6,42 +1,43" 6,05 + 1,26
TAG (mmol/l) 3,69+£1,79™ 1,79 £ 2,14
HDL-C (mmol/l) 1,27 +0,35 ™ 1,53 + 0,37
NEFA (mmol/l) 0,81 0,61 0,60 + 0,37
Apo B (g/1) 1,36 0,34 ™ 1,21 40,37
KD v LDL (umol/l) 70,1 +21,5* 59,7 + 20,6

Zkratky: N — pocet; M — muzi; 7 — Zeny; STK, DTK — systolicky (resp. diastolicky) TK; BMI —
body mass index; T — telesny tuk, D.—W. — Durnin-Womersley; HOMA-IR — homeostasis model
assessment for insulin resistance; TC — celkovy cholesterol; TAG — triacylglyceroly; HDL-C —
cholesterol v lipoproteinu o vysoké hustoté; NEFA— neesterifikované mastné kyseliny, Apo —
apolipoprotein, KD- konjugované dieny; LDL — lipoprotein o nizké hustote.

Vysledky jsou vyjadieny jako priumér + SD. Studentiiv t — test: “p <0,05, ™ p <0,01, ™ p <0,001;
(Zak A. et al., 2014).
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Vyznamné zmény byly pozorovany v profilu FA, jak je ukazano v tabulce 8. Pacienti
s MetS v porovnani s KON méli signifikantné zvySené mnozstvi SFA, coz bylo déno
nartistem hladiny kyseliny stearové. Nebyl pozorovan zadny rozdil v podilu souhrnu
vsech MUFA mezi MetS a KON, 1 kdyz pacienti s MetS méli vyssi podil kyseliny
palmitolejové nez KON. Naopak hladiny PUFA n-6 byly u pacient s MetS snizené oproti
KON. Snizeni PUFA n-6 bylo zplsobeno vyraznym poklesem mnozstvi kyseliny
linolové. U hodnot PUFA n-3 nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi
pacienty a KON. Pacienti s MetS méli ve srovnani s KON zvySen¢ aktivity A9 desaturasy

kyselin palmitové a A6 desaturasy, naopak méli snizenou aktivitu A5 desaturasy.

Na zékladé slozeni FA v plazmatickych PL u jedincti s MetS a zdravych kontrol jsme
clusterovou analyzou FA rozd¢lili sledované skupiny do dvou shlukd. Probandi s MetS
v clusteru 1 se od jedincii s MetS v clusteru 2 liSili koncentracemi glukézy, NEFA,
HOMA-IR a hladin konjugovanych dienll v precipitovanych ¢asticich LDL. SloZeni FA
pacientll v clusteru 1 se od pacientd v clusteru 2 liSilo vy$§im obsahem kyselin
palmitoleové (+30%), vy-linolenové (+22%), dihomo-y-linolenové (+9%) a niz§im
obsahem kyseliny linolové (- 25%). Pfedpoklada se, Ze tyto FA vzory souviseji s progresi
a / nebo zhorSenymi biochemickymi méfitky MetS, jako je napiiklad lipolyza, oxidacni
stres, dysglykémie a inzulinova rezistence. Tabulka 9 ukazuje klinické a biochemické

charakteristiky clusterit MetS a tabulka 10 sloZeni FA v clusteru 1 a clusteru 2 MetS.

Asociaci mezi individudlnimi koncentracemi FA v plazmatickém fosfatidylcholinu
a zékladnami antropometrickymi, klinickymi a biochemickymi ukazateli jsme
analyzovali u 300 osob s metabolicky nezdravou obezitou a 70 jedinci kontrolni skupiny.
Krokovou regresni analyzou jsme prokézali, ze slozeni FA v plazmatickém PC

determinuje vyznamné parametry adipozity a distribuce tukové tkané (Tabulka 11).
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Tabulka 8: SloZeni mastnych kyselin osob s metabolickym syndromem a kontrol

Proménna MetS KON
N (M/Z) 98/68 101/87
14:0 0,28 + 0,08 0,28 + 0,09
16:0 29,68 + 1,73 29.4 + 1,60
16:1n-9 0,11 +0,03 0,11 +0,03
16:1n-7 0,63+0,24 ™ 0,57 + 0,22
18:0 14,44 +1,28 13,84 + 1,14
18:1n-9 10,06 + 1,62 10,03 + 1,73
18:1n-7 1,56 £ 0,36 1,61 +0,37
18:2n-6 21,94 +3,16 ™ 23,54 + 3,00
18:3n-6 0,09 + 0,04 0,09 + 0,04
18:3n-3 0,21 + 0,08 0,22 + 0,08
20:1n-9 0,14 + 0,04 0,14 + 0,04
20:2n-6 0,41 +0,12 0,40 + 0,11
20:3n-6 3,35+0,70 2,98 £ 0,56
20:4n-6 10,99 + 2,05 10,91 + 1,83
20:5n-3 1,12+0,72 1,05 + 0,64
22:4n-6 0,31 + 0,08 0,32 + 0,07
22:5n-6 0,20 £ 0,06 0,20 + 0,05
22:5n-3 0,90 + 0,18 0,91 +0,17
22:6n-3 3,56+ 1,11 3,36 0,95
TSFA 4447+ 1,68 43,59 + 1,43
IMUFA 12,48 + 2,04 12,45 +2.12
>PUFA n-6 37,22+320" 38,38 +2,77
YPUFA n-3 5,79 + 1,77 5,55+ 1,53
A9D (16:1n-7/16:0) 0,021 + 0,008 ™ 0,019 + 0,008
A9D (18:1n-9/18:0) 0,700 = 0,120 0,730 + 0,150

Zkratky a vysveétlivky: N — pocet; SFA — nasycené mastné kyseliny;, MUFA — mononenasycené
mastné kyseliny; 2 - suma (celkové); PUFA n-3 (resp. — n-6) — vicenenasycené mastné kyseliny
Fady n-3 (resp. n-6); oznaceni mastné kyseliny: pocet C atomii: pocet dvojnych vazeb; n — pocet
atomii C od metylového konce kyseliny k prvni dvojné vazbé; D — desaturasa.

Vysledky jsou vyjadreny jako primer = SD (v mol %). Studentiv t —test: ™ p < 0,01, ™p <0,001;
(Zak A. et al., 2014).
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Tabulka 9: Klinické a biochemické charakteristiky clusteri metabolického

syndromu

Proménna Cluster 1 Cluster 2
N (M/2) 67/42 31/26
Vék (roky) 54,6+ 11,1 56,3+9,5
Vaha (kg) 89,9 + 15,7 85,5+ 15,0
BMI (kg.m™) 30,2 + 4,1 29,1 +3,8
Obvod pasu (cm) 104+11% 101 +9
STK (mm Hg) 141+ 15 142 + 15
DTK (mm Hg) 88+ 9 89+ 10
T (%) (D.-W.) 33,3 +6,8 35,3+ 6,9
T (kg) 29,7 +7,7 299 +7.4
Fenotyp MetSgly 6(5,5)>¢" 7(12,3)
Fenotyp MetSglyiip 50 (45,9) 16 (28,1)
Fenotyp MetSp 53 (48,6) 34 (59,6)
Glukoéza (mmol/l) 6,24+222" 5,44 £ 0,96
Inzulin (mU/1) 12,88 £7,22 11,61 £7,79
HOMA-IR 3,65+2,57" 2,97 £2,74
TC (mmol/l) 6,51 +1,53 6,26 1,21
TAG (mmol/l) 3,93 +£3,11 3,22 +2,81
HDL-C (mmol/l) 1,25+ 0,34 1,30 £ 0,36
NEFA (mmol/l) 0,92 + 0,65 ™ 0,60 + 0,48
ApoB (g/1) 1,36+ 0,38 1,36 £ 0,26
KD v LDL (pumol/l) 74,6 £23,5" 63,5+ 16,3

Zkratky a vysvétlivky: N — pocet; M — muzi; Z — Zeny; STK, DTK — systolicky (resp. diastolicky)
TK; BMI — body mass index; T — télesny tuk; D.—W. — Durnin-Womersley, MetS — metabolicky
syndrom; HOMA-IR — homeostasis model assessment for insulin resistance; TC — celkovy
cholesterol; TAG — triacylglyceroly; HDL-C — cholesterol v lipoproteinu o vysoké hustoté;
NEFA— neesterifikované mastné kyseliny, Apo — apolipoprotein;, KD- konjugované dieny; LDL
— lipoprotein o nizké hustoté. Charakterizace fenotypu MetS podle pritomnych komponent:
MetSgy, — zvétseny obvod pasu, hypertenze, zvySena glykémie; MetSqyip — zvétSeny obvod pasu,
hypertenze, zvySend glykémie, zvySend koncentrace TAG a/nebo snizend koncentrace HDL-C;
MetSiip— zvétseny obvod pasu, hypertenze, zvySena koncentrace TAG a/nebo snizena koncentrace
HDL-C;

Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD. “ — Studentitv t-test; ”— pocet (%), ¢ — Fisheriiv
exaktni test. * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001. (Zak A. et al., 2014).
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Tabulka 10: SloZeni mastnych Kyselin u clusteri metabolického syndromu

Proménna Cluster 1 Cluster 2

N (M/Z) 67/42 31/26
14:0 0,28 + 0,08 0,28 + 0,08
16:0 2989+ 1,87 29,29 + 1,34
16:1n-9 0,11 +0,03 0,10 + 0,02
16:1n-7 0,69 + 0,24 ™ 0,53 +0,19
18:0 14,59+ 1,34 " 14,16 + 1,12
18:1n-9 10,50 + 1,56 9,20 + 1,38
18:1n-7 1,62 +£0,38 ™ 1,45+ 0,30
18:2n-6 20,17 £2,07 25,31+ 1,88
18:3n-6 0,10 +0,05 " 0,08 + 0,03
18:3n-3 0,21 £ 0,07 0,21 + 0,09
20:1n-9 0,14 + 0,05 0,13 + 0,03
20:2n-6 0,42 +0,13 0,40 + 0,10
20:3n-6 3,45+0,70 " 3,16 + 0,68
20:4n-6 11,34 +2,03 ™ 10,34 + 1,95
20:5n-3 1,27+0,82 " 0,84 + 0,32
22:4n-6 0,32 £ 0,08 0,29 + 0,06
22:5n-6 0,21 + 0,06 0,18 + 0,05
22:5n-3 0,94+ 0,19 ™ 0,82+ 0,13
22:6n-3 3,76 + 1,18 3,20 + 0,85
YSFA 44,85+ 1,84 ™" 43,79 + 1,04
~MUFA 13,08 + 1,96 11,40+ 1,74
YPUFA n-6 35,84 +2,79 39,70 2,28
YPUFA n-3 6,19+ 1,95 5,07 + 1,06
A9D (16:1n-7/16:0) 0,023 + 0,008 " 0,018 + 0,007
A9D (18:1n-9/18:0) 0,726 £ 0,120 ™ 0,655+0,118

Zkratky a vysveétlivky: N — pocet; SFA — nasycené mastné kyseliny;, MUFA — mononenasycené
mastné kyseliny; 2 - suma (celkove); PUFA n-3 (resp. — n-6) — vicenenasycené mastné kyseliny
Fady n-3 (resp. n-6); oznaceni mastné kyseliny: pocet C atomii: pocet dvojnych vazeb, n — pocet
atomii C od metylového konce kyseliny k prvni dvojné vazbé; D — desaturasa.

Vysledky jsou vyjadreny jako primeér £ SD (v mol %). Studentiiv t — test: * P < 0,05, ™ P < 0,01,
“*P <0,001; (Zak A. et al., 2014).
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Tabulka 11: Vicerozmérny linearni regresni model pacienti s vysokym
kardiometabolickym rizikem
Regresni Prispévek
F koeficient p | S t (%) P
Zavisla proménna: Pas; F=17.094: Adj. R*=0.27

Intercept +109,807 12,037 9,122 0,000000
Pohlavi/muzi 37,91 +7,158 1,293 5,536 10,99 0,000000
20:3n-6 17,94 +2,899 0,900 3,221 4,66 0,001422
22:5n-3 0,23 -12,211 2,610 | -4,679 2,47 0,000004
18:2n-6 19,65 -0,949 0,267 | -3,551 3,41 0,000448
18:1n-9 4,42 -2,236 0,477 | -4,684 3,16 0,000004
18:0 12,79 +1,618 0,474 3,412 1,52 0,000736
16:1n-7 1,24 +9,467 3,953 2,395 1,17 0,017270

Zavisla proménna: WHR; F=43,26784: Adj. R>=0,41
Intercept +0,424 0,075 5,669 0,000000
Pohlavi/muzi 158,38 +0,099 0,008 | 13,040 34,48 0,000000
18:0 9,99 +0,013 0,003 4,678 1,73 0,000004
16:0 2,29 +0,006 0,001 4,605 2,64 0,000006
Vek 1,99 +0,001 0,000 3,059 1,54 0,002423
20:3n-6 2,80 +0,012 0,005 2,477 1,02 0,013809

Zavisla proménna: T (%); F=50,24893: Adj. R?=0,62
Intercept +5,641 8,258 0,683 0,495127
Pohlavi/muzi 243,90 -10,103 0,668 | -15,119 44,82 0,000000
22:5n-3 65,21 -8,697 1,581 -5,499 10,30 0,000000
Vek 38,14 +0,172 0,036 4,789 2,13 0,000003
20:3n-6 0,13 +2,104 0,447 4,703 1,67 0.000004
20:1n-9 9,63 -16,525 7,752 | -2,132 0,73 0.03387
20:5n-3 14,20 +1,404 0,620 2,265 0,60 0.024261
18:0 0,30 +0,755 0,248 3,044 0,28 0.002551
16:0 11,30 +0,505 0,145 3,475 0,71 0.000590
16:1n-7 1,94 -3,677 1,471 -2,499 0,36 0.012994
18:3n-3 4,85 +8,792 3,646 2,412 0,63 0.016499

Zavisla proménna: T (kg); F=16,27317: Adj. R?=0,29
Intercept -8,459 11,812 | -0,716 0,474463
22:5n-3 49,22 -12,771 | 2,414 | -5,291 13,89 | 0,000000
20:3n-6 3,49 +3,771 0,698 5,402 5,96 | 0,000000
Pohlavi/muzi 20,29 -5,016 1,005 | -4,992 3,57 |0,000001
20:5n-3 3,51 +2,323 0,981 2,369 1,38 | 0,018502
18:0 3,57 +1,373 3,412 3,412 1,70 | 0,000736
16:0 11,89 +0,742 | 0,202 3,679 0,79 | 0,000279
18:1n-9 1,71 -0,913 0,309 | -2,950 1,12 | 0,003439
18:3n-3 1,51 +11,424 | 6,152 1,857 0,60 | 0,064333

Zkratky a vysvetlivky: T — télesny tuk; WHR — pomér pas/boky (waist/hip ratio). Oznaceni mastné
kyseliny: pocet C atomii: pocet dvojnych vazeb, n — pocet atomii C od metylového konce kyseliny

k prvni dvojné vazbé. R — pomér rozptylu (adjustovany na pocet proménnych); (Zeman M. et al,

2017).
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Pacienti s MetS m¢li signifikantné zvySené koncentrace KD a snizenou arylesterasovou
aktivitu PONI1 oproti KON. Pokud byla arylesterasova aktivita PON1 sledovana
v zé&vislosti na poctu komponent metabolického syndromu (0-5 komponent) bylo zjisténo,
Ze u osob, které splnovaly vSech 5 faktorti pro diagnostiku MetS byla aktivita PON1
signifikantn€ nizsi nez u osob s 0-3 faktory MetS. Bylo-li stejné srovnani provedeno pro
hodnoty KD v precipitovanych LDL ¢ésticich bylo zjiSténo vyrazné navySeni hladin

KD/LDL jak u osob se 4 tak s 5 faktory MetS oproti osobam s 0 az 3 faktory MetS.

Dale bylo sledovano, jak se u pacientii s MetS meéni aktivita PON1-A v zavislosti na
hodnotach apoA-I a HDL-C. Vysledky ukazuji, ze nejnizsi aktivita PON1-A byla
u pacientd se snizenymi koncentracemi jak apoA-I, tak HDL-C, ale i pacienti se
snizenymi koncentracemi bud’to jen HDL-C nebo jen apoA-I méli aktivitu PON1-A nizsi

nez pacienti s hodnotami apoA1l a HDL-C v referencnim rozpéti.

Ziskané¢ vysledky ukazuji, ze pouze obezita nebo pouze hypertenze nezpisobuje rozdily

v hodnotach KD/LDL ani PON1-A.

11.2. Karcinom pankreatu

U pacientii s KP byl studovan jednak profil FA v zakladnich lipidovych tfidach — ve
fosfolipidech, v cholesterolesterech i v triacylglycerolech (Macasek J. et al., 2012), dale
byla sledovana urovenn oxida¢niho stresu a aktivita antioxida¢niho enzymu PONI

(Kodydkova J. et al., 2013).

Pacienti s KP méli signifikantné snizené koncentrace TC (Kodydkova J. et al., 2013),
HDL-C, apoA-I a LDL-C (Kodydkova J. et al., 2013), naopak koncentrace TAG a NEFA
byly u KP zvySené oproti KON.

V profilu FA byly nejvétsi rozdily mezi KP a KON pozorovany ve tfidé PL a nejmensi
ve tfidé TAG. Zamé&fime-li se na profil FA ve PL, nalezneme zvySeni podilu SFA u KP
oproti KON dané narastem hladiny kyseliny palmitové, naopak hladina kyseliny stearové
poklesla. Déle bylo pozorovano zvyseni podilu MUFA u KP oproti KON, na kterém se
podilely kyseliny palmitoolejova, olejova a elaidové. Nartst SFA a MUFA u KP probéhl
na tkor PUFA, pacienti s KP méli nizsi podil jak PUFA n-3 tak n-6 nez KON. Z n-6
PUFA byla snizena hlavné hladina kyseliny linolové, dale byly niZsi 1 hladiny kyselin y-
linolenové a dihomo-y-linolenové; z n-3 PUFA byly sniZeny hladiny kyselin a-linolenové
a EPA. Ve slozeni FA v plazmatickych PL byl pozorovan negativni trend mezi stadiem

KP a koncentracemi ALA, DHGLA, EPA a celkovym zastoupenim PUFA n-3.
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Na rozdil od profilu FA ve fosfolipidech, v profilu FA v CE a TAG nebyl pozorovan
nartst podilu sumy SFA ani jednotlivych SFA. V cholesterolesterech byl zjistén zvySeny
podil MUFA u KP oproti KON, na kterém se podilely kyseliny palmitoolejova, olejova
a elaidové stejné jako ve fosfolipidech, v TAG byl narst MUFA podminén pouze
zvysenim podilu kyseliny olejové. V VE byl zjistén snizeny podil PUFA n-6, ale hladiny
PUFA n-3 nebyly rozdilné mezi KP a KON. V TAG naopak nebyl rozdil mezi KP a KON
v hladinach PUFA n-6 a snizené byly pouze hladiny PUFA n-3. V CE byly snizeny podily
kyselin linolové, arachidonové, a- linolenové a DHA. V TAG byly snizeny hladiny

kyselin y-linolenové, a-linolenové a EPA.

U pacientl s KP byly zvysSené aktivity obou A9 desaturas (kyseliny pamitové i stearové)

jak v PL, tak v CE a A5 desaturasy ve vsech tfidach FA.

Pacienti s KP méli zvySené hladiny jak KD v precipitovanych LDL ¢&ésticich, tak ox-LDL
a SAA. U pacientii s KP byla pozorovéana zavislost koncentrace KD na stddiu onemocnéni
— s pokrocilosti nemoci se zvySovala koncentrace KD. Dale byla pozorovana snizena

aktivita PONI1 a to jak arylesterasova, tak laktonasova aktivita PONI.

Mezi KP pacienty s a bez DM nebyl pozorovan rozdil v aktivitich PON1. Na rozdil od
DM, malnutrice u KP pacientii méla vliv na hodnoty PON1 1 KD/LDL, ox-LDL a SAA.
Pacienti s malnutrici méli signifikantné vyssi hladiny ox-LDL a SAA a niZsi aktivity
PON1-A a PONI-L nez KP pacienti bez malnutrice, obé skupiny KP pacienti méli
hodnoty ox-LDL a SAA vyssi a aktivity PON1-A a PONI-L niz$i nezZ zdravé KON.
Hladiny KD v precipitovanych LDL ¢asticich byly zvysené oproti KON jen ve skupiné

s malnutrici, kterd méla vyssi hladiny KD/LDL nez KP pacienti bez malnutrice.

11.3. Chronicka pankreatitida

Pacientiim s ChP byly vénovany dvé¢ studie, prvni byla zamétena na profil FA v sérovych
fosfolipidech (Zeman M. et al., 2016) a druh4d na antioxidacni systém organismu
a markery oxidacniho stresu (Kodydkova J. et al., 2013). V obou studiich byly sledovany
1 zakladni lipidové parametry. U pacienti s ChP byly zjiStény snizené koncentrace TC
(Zeman M. et al., 2016), HDL-C (Zeman M. et al., 2016) a LDL-C (Zeman M. et al.,
2016; Kodydkova J. et al., 2013) a zvySené koncentrace TAG (Zeman M. et al., 2016;
Kodydkova J. et al., 2013) a NEFA (Kodydkova J. et al., 2013) oproti KON.
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Rozdily v profilu FA pfi srovnani pacientli s ChP a KON byly velmi vyrazné. VSechny
sledované MUFA byly zvysené u pacientii s ChP oproti KON a tedy i suma v§ech MUFA
byla u ChP vyssi nez u KON. Naopak sumy PUFA n-6 a n-3 byly u pacientii s ChP
snizeny oproti KON. Snizeni sumy PUFA n-6 bylo podminéno snizenim hladin kyseliny
linolové, coz bylo doplnéno naopak zvySenim téméf vSech ostatnich sledovanych PUFA
n-6 s vyjimkou kyseliny arachidonové, jejiz hladiny byly u ChP i KON srovnatelné.
Snizené hladiny sumy PUFA n-3 byly dany sniZzenim kyseliny DHA. V hladinach
jednotlivych SFA 1 v sumé SFA nebyl pozorovan zadny rozdil mezi ChP a KON. Pacienti
s ChP m¢li zvySenou aktivitu obou A9 desaturas (jak desaturasa kyseliny palmitové tak
stearové), a i AS a A6 desaturasy v porovnani s KON. Nebyl zjistén rozdil v profilu FA

mezi ChP pacienty s DM a bez DM, v malnutrici a bez malnutrice ¢i mezi muzi a Zenami.

U pacientli s ChP byla provedena diskriminacni analyza, jejimz cilem bylo najit FA, které
jednoznacné odliSuji pacienty s ChP od KON. Tabulka 12 ukazuje diskrimina¢ni model

pro odliseni ChP a zdravych kontrol na zakladé slozeni FA.

Tabulka 12: Diskrimina¢ni model chronické pankreatitidy a zdravych kontrol

F-statistika (d.f.) | Koeficient | Vysledna spravna klasifikace (%)
18:2n-6 105,42 (1,193) 1,045 Chronické pankreatitida: 89,3
20:3n-6 72,16 (2,192) -0,563 Kontroly: 91,2
22:6n-3 66,63 (3,191) 0,831 Celkem: 90,3
20:1n-9 57,92 (4,190) -0,350
16:0 49,08 (5,189) 0,326
18:1n-7 42,15 (6,188) -0,311
16:1n-9 37,06 (7,187) 0,200
22:5n-3 32,83 (8,186) -0,189

Vysvetlivky: d.f. - stupen volnosti; F statistika (tzv. aproximovand F statistika) - transformace
Wilksova y. Oznaceni mastné kyseliny: pocet C atomii: pocet dvojnych vazeb, n — pocet atomit C
od metylového konce kyseliny k prvni dvojné vazbé; (Zeman M. et al., 2016).

U pacientli s ChP byly prokézany signifikantn€ zvySené hladiny KD v precipitovanych
LDL a ox-LDL ¢astic nezu KON. Aktivity PONT1 jak arylesterasova tak laktonasova byly
u ChP snizené oproti KON. Nardst koncentrace SAA u ChP nedosahl signifikantniho
vyznamu, lze hovofit pouze o trendu zvySenych koncentraci SAA u ChP v porovnéani

s KON.
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Ve studii Kodydkova et al. (2013) byla provedena diskriminacni analyza, jejimz cilem
bylo nalézt parametry oxidacni rovnovahy, které by dokazaly spolehlivé odlisit pacienty
s KP a ChP. Celkem byly vypracovany 3 diskriinaéni modely k odliSeni chronické

pankreatitidy a karcinomu pankreatu, které jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Diskrimina¢ni modely chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu

Model A F-statistika (d.f.) | Vysledna spravna klasifikace (%)
ox-LDL 13,80 (1,98) ChP 74,0
ox-LDL+KD/LDL 11,32 (2,97) KP 72,0
Celkem 73,0
Model B F-statistika (d.f.) | Vysledna spravna klasifikace (%)
PONI1-L 31,77 (1,98) ChP 68,0
PON1-L+SOD1 19,33 (2,97) KP 74,0
PONI1-L+SODI1+KAT 14,83 (3,96) Celkem 71,0
Model C F - statistika (d.f.) | Vysledna spravna klasifikace (%)
PONI-L 31,77 (1,98) ChP 80,0
PONI1-L+ox-LDL 27,72 (2,97) KP 86,0
PONI1-L+ox-LDL + KAT 21,32 (3,96) Celkem 83,0

Zkratky a vysvetlivky: d.f. - stupen volnosti; F statistika (tzv. aproximovana F statistika) -
transformace Wilksova y; KD/LDL - konjugované dieny v precipitovanych LDL; ox- LDL -
oxidované LDL; SAA - serovy amyloid A; PONI-A - paraoxonasa 1- arylesterasova aktivita,
PONI-L - paraoxonasa-lactonasova aktivita;, GPX1 - glutathionperoxidasa 1; GR -
glutathionreduktasa;, SODI- superoxiddismutasa 1; KAT - katalasa; ChP - chronicka
pankreatitida, KP - karcinom pankreatu.

Model A - do analyzy zahrnuty pouze markery oxidacniho stresu (KD/LDL, ox-LDL/LDL, SAA).
Model B - do analyzy zahrnuty pouze aktivity antioxidacnich enzymii (SOD1, CAT, GPXI, GR,
PONI-A, PONI-L). Model C - kombinace modelit A a B, (Kodydkova J. et al., 2013).

11.4. Koneéné stadium onemocnéni ledvin

Ve studii byl sledovan profil lipoproteinovych subfrakci u pacienti v posledni fazi
rendlniho selhdni ve srovnani se zdravymi kontrolami. Dale byly sledovany rozdily
v profilu lipoproteinovych subfrakei, ke kterym u pacientli s ESRD doslo za pét let na
dialyze. Vzhledem k tomu, Ze pétileté obdobi na dialyze piezilo pouze 14 pacientd, byly

srovnavany téz pocate¢ni hodnoty prezivsich a neptezivsich pacientli s ESRD.
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U pacientii s ESRD byly pozorovany snizené koncentrace TC, HDL-C, LDL-C a zvySené

koncentrace TAG v porovnani s KON.

Zatimco zdravé osoby mély rovnomérné zastoupeni cholesterolu ve VLDL, IDL
a velkych LDL casticich a jen maly podil cholesterolu byl situovan do malych LDL ¢astic,
pacienti s ESRD m¢li nejvétsi podil cholesterolu ve VLDL ¢asticich, kde ho méli
signifikantné vice nez KON. Ddle pacienti s ESRD méli velky podil cholesterolu
situovany do IDL ¢astic, i zde méli vetsi zastoupeni cholesterolu nez KON. Naopak
mnohem mensi podil cholesterolu byl u pacientd s ESRD ve velkych LDL casticich.

Mnozstvi cholesterolu v malych LDL bylo u obou skupin srovnatelné.

Distribuce cholesterolu v ramci subfrakci HDL ¢astic byla téZ rozdilnd u pacientti s ESRD
a KON. Zdravé kontroly mély nejvétsi podil cholesterolu ve stiedné velkych HDL
anejmensi podil cholesterolu pak ve velkych HDL &asticich. Pacienti s ESRD méli
nejvetsi zastoupeni cholesterolu ve velkych HDL a nejmensi v malych HDL. Zastoupeni

cholesterolu se tak mezi ESRD a KON signifikantn¢ liSilo ve v§ech subfrakcich HDL.

V zakladnich lipidovych parametrech nebyl pozorovan rozdil mezi pfeziv§imi
a neptezivs§imi pacienty s ESRD, jedinou vyjimkou byly koncentrace HDL-C, které byly
u nepiezivSich niz§i nez u piezivSich. Rozdily mezi pfeziv§imi a nepieZiv§imi nebyl
zjiStén ani v zastoupeni cholesterolu v jednotlivych LDL ¢i HDL subfrakcich.

Pti porovnani dat z pocatku studie a po péti letech (tabulka 14) byl v zakladnich
lipidovych parametrech pozorovan pouze signifikantni pokles v koncentracich LDL-C
v odbéru po péti letech. Na druhou stranu v profilech lipidovych subfrakci doSlo
k vyraznym zménam. Po péti letech doslo ke snizeni podilu cholesterolu ve VLDL
a naopak k nartistu zastoupeni cholesterolu v IDL, velkych a malych LDL. I v distribuci
cholesterolu v ramci HDL subfrakei doSlo k znaénym zmé&nam. Po péti letech dialyzy byl
zaznamenan pokles podilu cholesterolu ve velkych HDL a nartst podilu cholesterolu ve

sttedné velkych a malych HDL ¢asticich.
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Tabulka 14: Zakladni charakteristiky prezivSich na za¢atku a po 5 letech

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

BMI (kg.m?) 28,1+7,1 27,6 +83
systolicky krevni tlak (mmHg) 143,8 + 19,6 136,2 + 22,1
diastolicky krevni tlak (mmHg) 74,0 £ 9.6 65,6 £ 164
celkové Ca (mmol/l) 2,41 +0,29 2,22 +0,24
P anorganicky (mmol/l) 1,98 +£0,46 1,56 £ 0,55*
Mg (mmol/l) 1,08 £0,21 0,86 + 0,24***
mocovina (mmol/l) 16,8 +4,1 16,6 £4,7
kreatinin (umol/I) 749 £ 146 822 + 181
kyselina mocova (pmol/l) 309 £ 50 260 + 107
celkovy protein (g/1) 67,2 +6,1 62,2 +4,8*
albumin (g/1) 38,2+2,9 38,0+4.2
CRP (mg/l) 3,3 (1,7-4,0) 9,1 (6,0-13,9)*
TC (mmol/l) 4,82 +0,98 4,24 + 0,74
TAG (mmol/l) 2,24 + 1,49 1,92 £ 1,07
HDL-C (mmol/l) 1,32 +£0,45 1,32 £ 0,44
LDL-C (mmol/l) 2,54 + 0,65 2,06 £ 0,67*
glukdéza (mmol/l) 5,0 (4,6-6,2) 5,4 (4,7-6,1)
AIP (pomér) 0,18 £0,35 0,13 +£0,35
eGFR (ml/s) 0,11+0,02 0,09 + 0,03
doba dialyzy (hod/tyden) 14,37 £ 1,00 13,74 £0,73
OCM (pomér) 1,62 +0,31 1,83 £0,31%*
B2-mikroglobulin (mg/1) 16,4 +24 21,2 £2,5%%*
VLDL (% cholesterolu) 339+6,5° 18.4 + 7.2%*
celkem LDL (% cholesterolu) 428+ 7,1 61.7+ 10.7**
- IDL (IDLA-c) ¢ (% cholesterolu) 32,7+6,8 37.3+11.5
- velké LDL (LDL1-2) (% cholesterolu) 6,9+3,9 16.2 + 7.3%*
- malé LDL (LDL3.7) (% cholesterolu) 0,0 (0,0 —2,7) 4,1 (0,0-17)*
frakce HDL celkem (% cholesterolu) 24,1 +£5,.2 20,7 + 5,8*
- velké HDL (HDL1.3) (% HDL-C) 46,5 + 8,8 29,7 + 8,6%**
- sttedni HDL (HDL4.7) (% HDL-C) 36,4+ 6,5 44,9 + 4, 5%*
- male HDL (HDLs.10) (% HDL-C) 17,2 +4,0 254+ 11,2%

Zkratky: AIP - aterogenni index plazmy (= log(TAG(mmol/l)/HDL-C(mmol/l)); eGFR —
odhadovana rychlost glomerularni filtrace (ml/s); HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace;
OCM - on-line mereni clearence; TAG — triacylglyceroly; TC — celkovy cholesterol; CRP — C-
reaktivni protein; VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustote,; IDL —lipoproteiny o stiedni hustoté;
LDL - lipoproteiny o nizké hustoté; HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté; HDL-C — cholesterol
v HDL.

Vysledky jsou vyjadreny jako priumér £ SD pro parametrické veliciny a jako median (0,25 -0,75
percentil) pro neparametrické veliciny. Studentitv t —test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001,
(Dusejovska M. et al., 2018).
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11.5. Pacienti s rozdilnymi hladinami ApoB-48

Sledované osoby byly rozdéleny do dvou skupin na zakladé¢ hodnot koncentrace
apoB- 48, prvni skupina byla tvofena osobami s koncentraci apoB-48 pod 7,9 mg/l, druha
osobami s koncentraci apoB-48 nad 7,9 mg/l. Jejich zédkladni charakteristiky jsou
prezentovany v tabulce 15. Mezi skupinami nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil
v BMI, mnozstvi tuku, koncentraci NEFA ¢i pocétu pacientli s nadvahou/obezitou.
Pacienti s koncentraci apoB-48 nad 7,9 mg/l méli signifikantné zvysené koncentrace TC,
TAG, apoB, apoB-100 a sd-LDL cholesterolu a naopak snizené¢ koncentrace HDL-C
a apoA-I nez osoby s koncentraci apoB-48 pod 7,9 mg/I1.

Nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi obéma skupinami v celkové hladin¢ SFA,
MUFA, n-6 ani n-3 PUFA. Skupina osob s koncentraci apoB48 nad 7,9 mg/l m¢la vyssi
zastoupeni kyseliny stearové, dihomo-y-linolenové a dokosapentenové a nizsi zastoupeni
kyseliny palmitové ve srovnani se skupinou s nizkou koncentraci apoB-48. Pii srovnéni
obou skupin, pacienti s koncentraci apoB-48 nad 7,9 mg/l m¢li zvySené aktivity
A9 desaturas jak pro kyselinu palmitovou, tak stearovou a také A6 desaturasy, naopak
aktivita AS desaturasy byla u téchto pacienti snizena. Tabulka 16 uvadi slozeni FA

u jednotlivych skupin.

Pacienti s vys8i koncentraci apoB-48 méli signifikantn€ zvySené hodnoty lipidovych

markeru oxida¢niho stresu — ox-LDL i KD.
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Tabulka 15: Klinicka a laboratorni charakteristika osob s riznymi koncentracemi

apoB-48

Parametr ApoB-48 <7,9 (mg/l) | ApoB-48 > 7,9 (mg/l)
Pocet 108 112
Muzi pocet (%) 44 (40,7) 60 (53,6)
Vék (roky) 49,9 + 14,7 52,9 + 14,1
Probandi s MSC >3 pocet (%) 35(32,4) 67 (59,8)""
Fenotyp B velikosti LDL po&et (%) 22(20,4) 52 (46,4)™
BMI (kg/m?) 28,6+5,7 29.4+5,8
Obvod pasu (cm) 94,6 £15,2 98,9 + 14,8"
STK (mm Hg) 131+ 15 135+ 18"
DTK (mm Hg) 87 + 10 86+ 11
Hmotnost tuku (kg) 32,5+10,9 33,2+10,8
TC (mmol/1) 5,08 £ 1,04 5,78 £ 1,35
TAG (mmol/l) 0,99 (0,74 — 1,33) 1,95 (1,40 —2,70)"™"
HDL-C (mmol/l) 1,59 + 0,47 1,36+ 0,36™"
LDL-C (mmol/l) 2,98 0,88 3,43 £ 1,08
non-HDL-C (mmol/l) 3,49 £ 0,96 442 + 122"
ApoAl (g/1) 1,52+0,33 1,40 + 0,28"
ApoB-100 (g/1) 1,06 £ 0,31 1,28 +£0,34™
ApoB-48 (mg/1) 4.4(2,9-6,1) 18,3 (10,6 —29,2)"™"
NEFA (mmol/l) 0,54(0,35—0,71) 0,53 (0,39 —0,71)
sd-LDL-C (mg/dl) 2,0 (0,0 —5,0) 5,0(2,0-17,0)""
Glukéza (mmol/1) 5,08 +£ 0,64 5,20 £ 0,66
HOMA-IR (index) 1,654 (1,249 —2,824) | 2,554 (1,692 —3,830)™"
Inzulin (WU/ml) 7,48 (6,05 — 12,55) 10,55 (7,29 — 15,64)"™
KD (umol/1) 60,724 + 15,437 67, 878 + 16,849

ox-LDL (U/l)

39,3 (18,7 — 58,6)

54,4 (29,2 - 71,3)"

hs-CRP (mg/l)

2,17 (1,03 — 4,20)

2,32 (1,13 -4,10)

Kyselina mocova (umol/l)

297 + 83

335+ 917

Zkratky: N — pocet; M — muzi; 7 — Zeny; STK, DTK — systolicky (resp. diastolicky) TK; BMI —
body mass index; T — telesny tuk, D.—W. — Durnin-Womersley; HOMA-IR — homeostasis model
assessment for insulin resistance; TC — celkovy cholesterol; TAG — triacylglyceroly;, HDL-C —

cholesterol v lipoproteinu o vysoké hustoté;, NEFA— neesterifikované mastné kyseliny, Apo —

apolipoprotein; KD- konjugované dieny; LDL — lipoprotein o nizké hustoté.

Vysledky jsou vyjadreny jako priumér £ SD pro parametricke veliciny a jako median (0,25 -0,75

percentil) pro neparametrické veliciny. Studentitv t — test: *P < 0,05, ™ P <0,01, ™ P <0,001;

(Staiikova B. et al., 2019).
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Tabulka 16: SloZeni FA v PC u osob s riiznymi koncentracemi apoB-48

Proménna ApoB-48 < 7,9 (mg/l) ApoB-48 > 7,9 (mg/l)
14:0 0,192+ 0,107 0,226 + 0,098
14:1n-5 0,0089 (0,0055 — 0,0162) 0,0083 (0,0058 — 0,0172)
16:0 31,91 + 4,73 30,72 + 3,514
16:1n-9 0,121 + 0,033 0,122 + 0,032
16:1n-7 0,569 + 0,195 0,610 + 0,202
18:0 14,13 £ 1,659 14,89 + 1,453
18:1n-9 10,99 + 1,431 10,65 + 1,998
18:1n-7 1,529 + 0,195 1,510+ 0,212
18:2n-6 23,60 + 3,033 23,23 + 3,560
18:3n-6 0,099 + 0,033 0,111 + 0,042
18:3n-3 0,242 + 0,094 0,227 + 0,100
20:0 0,043 £ 0,019 0,043 + 0,016
20:1n-9 0,123 + 0,041 0,119 + 0,035
20:2n-6 0,405 + 0,128 0,434 + 0,180
20:3n-6 2,755 + 0,794 3,059 + 0,752
20:4n-6 9,583 + 2,409 9,638 + 2,340
20:5n-3 0,939 + 0,576 0,840 + 0,369
22:4n-6 0,200 + 0,097 0,240 = 0,111
22:5n-6 0,137 = 0,069 0,157 + 0,079
22:5n-3 0,495 (0,276 — 0,726) 0,668 (0,398 — 0,874)"
22:6n-3 1,708 (1,010 —2,847) 2,147 (1,279 — 3,282)
S SFA 46,29 + 3,805 45,92 + 3,477
YMUFA 13,35 + 1,548 13,00 + 2,187
S PUFAn-6 36,65 + 3,431 37,06 + 3,561
S PUFAn-3 3,708 = 1,790 4,025 + 1,687
A9D (16:1n-7/16:0) 0,018 + 0,005 0,020 + 0,006
A9D (18:1n-9/18:0) 0,787 + 0,128 0,720 + 0,143

Zkratky a vysveétlivky: N — pocet; SFA — nasycené mastné kyseliny;, MUFA — mononenasycené
mastné kyseliny, X - suma (celkové); PUFA n-3 (resp. — n-6) — vicenenasycené mastné kyseliny
Fady n-3 (resp. n-6); oznaceni mastné kyseliny: pocet C atomii: pocet dvojnych vazeb, n — pocet
atomii C od metylového konce kyseliny k prvni dvojné vazbé; D — desaturasa.

Vysledky jsou vyjadreny jako priumér £ SD pro parametricke veliciny a jako median (0,25 -0,75
percentil) pro neparametrické veliciny. Studentitv t — test: * P < 0,05, ™ P < 0,01, ™ P <0,001;
(Stankova B. et al., 2019).
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12.Diskuse

Predkladana disertacni prace se vénuje problematice lipidového metabolismu u pacienti
s riznymi druhy onemocnéni, vzdy ve srovnani se zdravou kontrolni skupinou, a u osob
se zvySenym kardiometabolickym rizikem. Do provadénych studii byli zafazeni pacienti
s metabolickym  syndromem, s karcinomem pankreatu, pacienti s chronickou
pankreatitidou a pacienti v kone¢ném stddiu onemocnéni ledvin. Sledovany byly
rozmanité parametry lipidového metabolismu — kromé zakladnich lipidovych markera
jako jsou TC, TAG, HDL-C, LDL-C, ApoA-I, ¢i ApoB byla dale analyzovana
koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin, profil mastnych kyselin
v plazmatickych fosfolipidech (v né¢kterych studiich 1 v TAG aCE), profil
lipoproteinovych (LDL a HDL) subfrakei, koncentrace apoB-48, hladiny lipidovych
markerti oxida¢niho stresu — konkrétné konjugovanych dient v precipitovanych LDL
a oxidacné modifikovanych LDL a slipidy asociovaného antioxida¢niho enzymu

paraoxonasa 1.
12.1. Mastné kyseliny

12.1.1. Metabolicky syndrom
U pacientt s MetS byly pozorovany zvysené koncentrace NEFA v porovnani s KON. Jak
ukazuji vysledky klinickych studii NEFA hraji podstatnou roli v patogenezi insulinové
rezistence a v nasledném rozvoji metabolického syndromu (Suiter C. et al., 2018). Podle
jedné finské studie zvySené hladiny NEFA jsou indikatorem/prediktorem rozvoje
hyperglykémie a DM 2. typu (Mahendran Y. et al., 2013). Navic zvySena koncentrace

NEFA mtZe pfispét k subklinickému systémovému zanétu.

Pacienti s MetS v porovnani s KON méli signifikantné€ zvySené mnoZstvi SFA podminéné
nariistem podilu kyseliny stearové a sniZzeny podil n-6 PUFA. Snizeni PUFA n-6 bylo
zpusobeno vyraznym poklesem mnozstvi kyseliny linolové. Pozorované vysledky jsou
v souladu s diive publikovanymi vysledky (Warens;jo E. et al., 2005; Zak A. et al., 2007).
V podilu souhrnu MUFA a PUFA n-3 nebyly pozorovany Zadné signifikantni rozdily
mezi pacienty a KON. Podle mnohych autort maji byt snizené hladiny PUFA n-3 spojeny
s rozvojem/progresi MetS (Lee E. et al., 2008; Mahendran Y. et al., 2013; Warensjo E. et
al., 2006).
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Stejné jako v diive publikovanych studiich, byla u pacientli s MetS ve srovnani s KON
pozorovana zvysena aktivita A9 desaturasy kyseliny palmitové a A6 desaturasy, naopak

vvvvvv

FA koreluji jak se zvySenym kardiovaskularnim rizikem, tak s vyssim rizikem rozvoje

DM 2. typu (Kroger J. et al., 2011; Warensjo E. et al., 2008).

V ramci jedné nasi studie u pacientii s MetS byla provedena clusterova analyza profilu
mastnych kyselin v plazmatickych fosfolipidech. Clusterova analyza méa zkoumané
subjekty rozdé€lit do skupin — clusterti na zaklad¢ vzajemné podobnosti. Vysledky nasi
studie u pacientd s MetS ukazuji, Ze na zdklad¢ zastoupeni Sesti FA — dihomo-y-
linolenové, stearové, myristové, dokosahexenové, dokosapentenové a linolové je mozné
pacienty rozde¢lit do dvou clusterti. Prvni cluster obsahoval pacienty s rizikovéjsim
profilem — s vys§imi hodnotami NEFA, KD/LDL, glukézy, HOMA-IR a zaroven
s negativné zménénym profilem FA. Ve studii Zak et al. (2007) bylo prokéazano, Ze
hladiny kyselin palmitové, palmitolejové, stearové, dihomo-y-linolenové a linolové stejné

jako aktivity A9 a A6 desaturas koreluji s poctem komponent MetS.

12.1.2. Pacienti se zvySenou hladinou apoB-48

Pii hodnoceni spektra mastnych kyselin plazmatického fosfatidylcholinu byla ve skupiné
s koncentraci apoB-48 > 7,9 mg/l prokézéana vyssi aktivita delta-9 desaturazy pro kyselinu
palmitovou (A9D16), vyssi aktivitu A6D a niz§i aktivitu ASD. Aktivita A9D pro kyselinu
stearovou (A9D18) byla ve skupiné s vyssi koncentraci apoB-48 nizs§i. Pomér 16:1n-
7/16:0 (A9D16) je surogatnim markerem aktivity SCD-1, pomér 20:4n-6/20:3n-6 (D5D)
je markerem aktivity FADS1 a pomér 18:3n-6/18:2n-6 (A6D) markerem aktivity FADS2.

Zvyseni aktivit A9D, A6D a opacné zmény aktivity ASD jsou popisovany jako dusledek
charakteristické alterace pfemény mastnych kyselin u MetS (Zak A. et al., 2007; Zak A.
et al., 2014; Tosi F. et al., 2014). Aktivita SCD-1 (resp. A9D) je ovlivnéna genetickymi
faktory, ciniteli zevniho prostfedi i chorobnymi stavy (Merino D.M. et al., 2011;
Mauvoisin D. a Mounier C., 2011). ZvySené aktivity A9D jsou spojeny s dyslipidémii,
ischemickou chorobou srde¢ni, jsou prediktorem hyperglykémie a manifestace DM 2.
typu (Warensjo E. et al., 2008; Mahendran Y. et al., 2014) a byly nalezeny u osob
s depresi, které vykazuji nékteré rysy insulinové rezistence (Vareka T. et al., 2012),
karcinomu jicnu (Zemanova M. et al., 2016) a chronické pankreatitidy (Zeman M. et al.,

2016). Zvyseni aktivity A9D zvysuje riziko nékterych nadorii (Byberg L. et al., 2014),
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obezity, distribuce tukové tkané, insulinové rezistence (Warensjo E. et al., 2007)
i prevalence MetS (Gong J. et al., 2011). ZvySené aktivity D6D jsou asociovany s hyper-
insulinémii a vy$§im BMI, naopak nizké aktivity D5SD, specifické pro MetS, nejsou
zavislé na BMI a fyzické aktivit¢ (Warensjo E. et al., 2006), a predikuji rozvoj
abdominalni obezity (Kawashima A. et al., 2009).

Vysoké aktivity A6D a nizké AS5SD jsou charakteristické pro stavy asociované
s insulinovou rezistenci (Krdger J. a Schulze M.B., 2012), predikuji vznik DM a MetS
(Saito E. et al., 2013). Piekvapujicim nalezem bylo zjiSténi vyssi aktivity A9D18 ve
skupin¢ s niz8i koncentraci apoB-48. Kyselina olejovd je na rozdil od kyseliny
palmitolejové hojné¢ zastoupena ve stravé a tak jeji koncentrace neodpovidaji aktivité

SCD-1, ale reflektuji také pfijem OA potravou.
12.1.3. Karcinom pankreatu

Karcinom pankreatu se fadi mezi nadorova onemocnéni s nejvyssi mortalitou. V CR se
jeho incidence vroce 2016 pohybovala kolem 22,5 osob na 100 000 obyvatel
(Zdravotnicka statistika, 2016). Jeho pathogeneze je multifaktoridlni. Ptedpoklada se, ze
se na rozvoji KP podili genetické faktory, vek, stavajici onemocnéni (chronické
pankreatititda, DM, obesita, insulinova rezistence), OS, Zivotni styl a prostfedi. Riziko
rozvoje KP nejvice zvysuji kouteni (0 25-30 %), stravovaci navyky (cca o 20 %), diabetes
mellitus (0 9 %) a nadmérnd konzumace alkoholu (o 3 %); (Harris D. M. et al., 2006;
Hassan M. M., 2007). Neustale nartsta pocet studii, které ukazuji, Ze poruseni lipidového
metabolismu je spojeno nejen s metaboickymi poruchami a kardiovaskularnimi
onemocnénimi, ale 1 s mnohymi karcinomy. Nadorové bunky maji totiz mnohem vétsi
potiebu piisunu lipidit (FA, cholesterol, TAG) neZ zdravé buiiky, coZ je dano jejich

rychlou proliferaci (Nishi K. et al., 2016).

Nase studie s pacienty s KP byla zaméfena na profil FA ve vSech lipidovych tiidach (PL,
CE, TAG) a koncentraci NEFA. Profil FA ve fosfolipidech a cholesterolesterech odrazi
jak jejich pfijem potravou za poslednich 6 tydnil resp. 3 mésice, tak jejich metabolismus
(syntézu de novo, beta-oxidaci, desaturaci, elongaci), (Riccardi G. et al., 2004). V profilu

FA byly nejvétsi rozdily mezi KP a KON pozorovany ve ttidé fosfolipida.

V mnohych studiich bylo prokazano, ze zvySena konzumace SFA vede ke zvySeni rizika
rozvoje KP (Howe G.R. a Burch J.D., 1996; Stolzenberg-Solomon R.Z. et al., 2002;
Thiebaut A.C. et al., 2009). V nasi studii mé¢li pacienti s KP zvySeny podil jak SFA, tak
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MUFA oproti KON. Nartst SFA a MUFA byl podminén narastem hladin kyselin

palmitové, palmitoolejové, olejové a elaidové.

Zvyseny podil MUFA je povazovan za prukaz lipogeneze de novo, kdy u malignich
tumortt byva biosntéza FA de novo indukovana prostfednictvim aktivace exprese
synthasy FA a A9-desaturasy kyseliny stearové (Lupu R. a Menendez J.A., 2008; Flowers
M.T. a Ntambi J.M., 2008). V nasi studii jsme prokazali zvySené aktivity obou A9
desaturas (kyseliny pamitové i stearové) jak v PL, tak v CE u pacientd s KP oproti KON.
Studie s inhibitory synthasy FA ukazala, ze inhibice syntézy FA, zvySuje apoptozu
nadorovych bunék pankreatu (Nishi K. et al., 2016).

U pacientii s KP byl pozorovan pokles podilu jak n-6 tak n-3 PUFA oproti KON. Z n-6
y- linolenové a dihomo-y-linolenové; zn-3 PUFA byly sniZeny hladiny kyselin
a- linolenové a EPA. Snizené hladiny PUFA by mohly byt podminény zvySenym
oxida¢nim stresem a lipoperoxidaci, snizenym piijmem PUFA potravou, ¢i jejich
snizenou malabsorpci. [ kdyz Pratt ve své studii ukazal, Ze snizeny podil kyseliny linolové
¢i a-linolenové u pacientll v pokro€ilém stadiu rakoviny neni dan vlivem diety (Pratt V.C.

et al., 2002).

Lidské nadorové bunky pankreatu jsou schopné v sobé velmi dobie akumulovat mastné
kyseliny EPA a DHA. Bylo zjisténo, Ze tyto dvé FA vyvolavaji akumulaci ROS, coZz
nasledné vede ke kaspasou-8 indukované buné¢né smrti nddorovych bunék (Fukui M. et

al., 2013).

Pacienti s KP méli signifikantné zvySené koncentrace NEFA oproti KON. Na zaklad¢ dat
ziskanych z PatiZské prospektivni studie, bylo zjisténo, Ze zvySena hladina NEFA siln¢
koreluje s mortalitou pacientli s rakovinou a koncentrace NEFA by se tak mohla stat

prediktorem preziti u pacientii s nddorem (Charles M.A. et al., 2001).
12.1.4. Chronicka pankreatitida

Chronickd pankreatitida je onemocnéni charakterizované velmi rychle postupujicim
a nevratnym poSkozenim jak endokrinni tak exokrinni ¢asti pankreatu. Hlavni pfic¢inou
rozvoje ChP je zanétem podminéna fibrosa pankreatu. Fibroticka piestavba pankreatu
zpusobuje nevrtné poskozeni a vede k funkénimu omezeni pankreatu, coz mize mit za

nasledek malnutrici ¢i diabetes. Chronické pankreatitida je onemocnéni s multifaktirualni
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etiologii, nejCastési pricinou je nadmernd konzumace alkoholu, dale hraji roli genetické

faktory, pankreaticka obstrukce, ¢i akutni pankreatitida (Mumiraj T. et al., 2014).

Existuje stdle vice studii, které ukazuji, Zze mnoho jak chronickych, tak akutnich
onemocnéni je spojeno s dysregulaci lipidového metabolismu — konkrétné s dysregulaci

metabolismu FA. V nasi studii jsme se zamé&fili na zmény v profilu FA u pacientii s ChP.

Mezi pacienty s ChP a KON nebyl pozorovan rozdil v hladinach jednotlivych SFA ¢i
vsum¢ SFA. Dfive publikované vysledky u pacienti s ChP jsou vtomto ohledu
nejednotné, n€které studie ve shod€ s nasi studii nenasly rozdil v podilu jednotlivych SFA
1 sumy SFA (Nakamura, 1995), v dalsi studii byly nalezeny zvySené podily kyselin
palmitové a stearové i sumy SFA (Marosvolgyi T. et al., 2010) a existuje i studie, ktera
popisuje pokles podilu stearové kyseliny a SFA s velmi dlouhym fetézcem u pacientl

s ChP (Quilliot P. et al., 2003).

Pacienti s ChP méli signifikantné zvySeny podil sumy MUFA i zastoupeni vSech
jednotlivych MUFA. Toto zvyseni podilu jednotlivych MUFA i sumy MUFA u pacient
s ChP bylo pozorovano i v dalSich studiich, které se zabyvaly FA u pacientd s ChP
(Quilliot P. et al., 2003; Marosvolgyi T. et al., 2010). ZvySeny podil MUFA je povazovan

za prikaz lipogeneze de novo.

Naproti tomu bylo pozorovano snizené zastoupeni jak n-6 tak n-3 PUFA; z PUFA n-6
bylo vyrazné sniZeno zastoupeni kyseliny linolové, z PUFA n-3 potom byl snizen podil
kyseliny DHA. SniZeny podil kyseliny linolové u ChP pacientli ve srovnani s KON byl
pozorovan ve vSech dalSich studiich (Nakamura T. et al., 1995; Quilliot P. et al., 2003;
Marosvolgyi T. et al., 2010), 1 kdyZ ne vZzdy doséahlo signifikance sniZené zastoupeni
vSech PUFA n-6 u ChP oproti KON (Quilliot P. et al., 2003). Na rozdil od jinych studii
(Nakamura T. et al., 1995; Marosvolgyi T. et al., 2010) jsme nenalezli rozdily v hladinach
kyseliny arachidonové mezi ChP a KON.

Némi sledovany pokles n-3 PUFA neni v souladu s dfive publikovanymi vysledky, dvé
predchazejici studie s ChP pacienty nepozorovaly rozdily v podilu n-3 PUFA mezi ChP
a KON (Quilliot P. et al., 2003; Marosvolgyi T. et al., 2010), v dalsi studii dokonce nalezli
zvySené zastoupeni nekterych n-3 PUFA u pacientli s ChP, coz autofi vysvétlovali
zvySenou konzumaci rybiho oleje ve spojeni snizkym piijmem tukd z potravy

(Nakamura T. et al., 1995).
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Pacienti s ChP m¢li zvySenou aktivitu obou A9 desaturas (jak desaturasu kyseliny
palmitové tak stearové), ai A5 a A6 desaturasy v porovnani s KON. Aktivita A9 desaturas
je ovliviiovana mnoho faktory, zvysuje ji dieta bohata na sacharidy — glukosa, fruktosa,
dale pak cholesterol, insulin ¢i nekteré 1éky, naopak snizeni zptisobuji n-6 a n-3 PUFA
a n¢které prozanétlivé cytokiny (Miyazaki M. a Ntambi J.M., 2003). Opacné piisobi n-3
PUFA na D6D, kdy snizeni podilu PUFA n-3 mé za nasledek snizeni exprese D6D a jeji
aktivity (Hofacer R. et al., 2011).

12.2. Profil lipoproteinovych ¢astic
12.2.1. Koneéné stadium onemocnéni ledvin

Studie zabyvajici se profilem lipoproteinovych ¢astic (LDL a HDL) u pacienti
v kone¢ném stadiu onemocnéni ledvin ukéazala nékteré pro tyto pacienty specifické
zmény v zdkladnich lipidovych biochemickych parametrech, jako jsou snizené
koncentrace celkového cholesterolu, podminéné jak sniZzenou hladinou HDL tak LDL

cholesterolu a zvySené koncentrace TAG.

Déle byly zjistény nékteré signifikantni rozdily v profilu lipoproteinovych ¢astic, kdy
pacienti s ESRD ve srovnani se zdravymi kontrolami méli signifikantné zvySeny obsah
cholesterolu ve VLDL a IDL ¢ésticich a to na tkor nizs§iho zastoupeni cholesterolu ve
velkych LDL ¢asticich. Rozdily byly pozorovany i v profilu HDL &astic, kdy pacienti
s ESRD méli zménény profil HDL ve prospéch velkych HDL ¢astic. Nami ziskané
vysledky jsou srovnatelné s diive publikovanymi studiemi (Rysz-Gérzynska M. et al.,
2017; Gluba-Brzozka A. et al., 2017). Se zvySenym obsahem cholesterolu ve VLDL
a IDL ¢asticich je u hemodialyzovanych pacientl spojovano zvysené riziko KVO (Shoji
T. et al., 1998). Pricinou zvySené¢ho zastoupeni IDL a VLDL frakce mlze byt jejich
nedostate¢né odbouravani zplisobené nizkou aktivitou lipoproteinlipasy a/nebo sniZzené
vychytavani remnant prostfednictvim jaternich LDL receptorti (Saland J.M. a Parekh

R.S., 2010).

Velké HDL ¢astice by podle mnohych autorti mély mit ateroprotektivni charakter (Martin
S.S. et al., 2014). Je ovSem prokazano, Ze velké HDL castice maji podstatné nizsi
schopnost vychytavat cholesterol neZ malé HDL (Movva R. a Rader D.J., 2008). Pfesto
se malé HDL c¢astice ukdzaly byt u hemodialzovanych paientl nezavislym prediktorem

umrti na KVO (Vekic J. et al., 2011).
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12.2.2. Pacienti se zvySenou hladinou apoB-48

Osoby s vyssi koncentraci apoB-48 vykazovaly vyssi koncentrace sd-LDL a vyssi podil
fenotypu B velikosti LDL. Fenotyp B velikosti LDL (pfevaha sd-LDL) je dyslipidemickou
komponentou MetS. Metabolickym prediktorem sd-LDL jsou koncentrace TAG
a aktivita jaterni lipasy (Ng D.S., 2013; Diffenderfer M.R. a Schaefer E.J., 2014).
Vzhledem k tomu TRL jaterniho pivodu (VLDL, IDL) a sttevniho piivodu (CM a CMr)
kompetuji o stejny lipolyticky systém (lipoproteinovou a jaterni lipasu) a receptory
vychytavajici IDL a CMr, tak vzestup TAG je spojen s prodlouzenim reziden¢niho ¢asu
TRL. Timto mechanismem lze vysvétlit vyznamné nami zjisténé pozitivni korelace mezi
hladinami apoB-48 na stran¢ jedné, a koncentracemi TAG a sd-LDL na strané druhé,
a negativni korelace apoB-48 s HDL-C, které byly popsany i jinymi autory (Sato I. et al.,
2009).

12.3. Lipidové parametry oxidacni rovnovahy

Udrzeni oxida¢ni rovnovahy organismu je zajistovano antioxidacnim systémem, ktery je
tvofeny antioxidacnimi enzymy — SOD, KAT, GPX, GR a PON — a neenzymovymi
antioxidanty, kde nejdilezitéjSim je GSH (Racek J. a Holecek V., 1999). Antioxidantem
vyrazné spojenym s lipidy je antioxida¢ni enzym paraoxonasa 1, kterd je v krevni plazmé
transportovana vazana v HDL ¢astici a to prostfednictvim apoA-I. PON1 hraje dtlezitou
roli v ochrang ¢astic LDL pted ptisobenim volnych radikala.

PoruSeni oxida¢ni rovnovahy ma za nasledek rozvoj OS. K poruSeni oxidaéni rovnovahy
vede nedostate¢na funkce antioxida¢niho systému a/nebo nadmérna produkce RONS.
Reaktivni formy kysliku a dusiku se pak uplatiiuji v patogenezi mnoha onemocnéni, neb
jejich pisobenim dochézi k poruse bunécné homeostazy, k posSkozeni DNA a k peroxidaci
membranovych lipidd s naslednym zvy3enim permeability a k bunééné smrti (Spicak J.,
2000). Za lipidové markery oxida¢niho stresu je mozné povazovat hladiny KD
v precipitovanych LDL ¢asticich a hladiny ox-LDL c¢astic. Koncentrace KD/LDL odrazi
hladiny minimaln¢ modifikovanych LDL castic, kde je modifikovdna pouze jejich
lipidova slozka (Esterbauer H. et al., 1992, Ahotupa M. et al., 1996). Hladiny ox-
LDL/LDL piedstavuji ¢astice LDL, ve kterych je zoxidovana jak lipidova, tak proteinova
slozka castice (Liao F. et al., 1994).
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12.3.1. Metabolicky syndrom

U pacientli s MetS byla zjisténa zvySena koncentrace KD/LDL oproti KON, kdy hladiny
jednotlivych komponent MetS signifikantné korelovaly s hladinou KD/LDL. Dale bylo
zjisténo, ze hladina KD/LDL se zvySovala s poctem ptitomnych komponent MetS. Tyto
vysledky jsou ve shod¢ s diive publikovanymi studiemi, které se zabyvaly zavaznosti

MetS ve vztahu k oxida¢nimu stresu (Zék A. etal., 2007; Zeman M. et al., 2002).

Hladina KD/LDL je povazovana za jeden z nejcitlivéjSich indikatort lipidové peroxidace
a muze byt povazovana za marker systémového oxida¢niho stresu (Giizel S. et al., 2000).
Oxidaéni stres je spojen s nadprodukci RONS a/nebo s nedostate¢nou kapacitou
antioxidac¢niho systému organismu. Za fyziologickych podminek produkuje organismus
jen malé mnozstvi RONS. Nadprodukce superoxidového anion radikalu muize byt
podminéna hyperglykemii a s ni spojenym nedostatkem elektroni v mitochondriich
(Yamagishi S.I. et al., 2001), zvySenou aktivitou NAD(P)H oxidasy (Paravicini T.M.
aTouyz R.M., 2008), xanthioxidasy, lipoxygenasy ¢i cyklooxygenasy nebo

nerovnovahou thioredoxinového systému (Nordberg J. a Amér E.S., 2001).

Tukova tkan je dileZitym generatorem oxidacniho stresu a zanétu, pfispiva k produkci
prozanétlivych cytokint (TNF, IL-1, 11-6). Velké mnoZstvi superoxidu a dalSich RONS
vznikd v akumulované tukové vrstvé, pfevazné z divodu zvySené aktivity NADPH
oxidasy a sniZené exprese antioxidacnich enzymii (Furukawa S. et al., 2004). Pfedpoklada
se, ze OS zhorSuje zanét u pacientl s MetS prostfednictvim aktivace redox-senzitivnich

transkrip¢nich faktorti — obzvlast€ NFkB.

U pacienti s MetS oproti KON byla krom zvySenych hladin KD/LDL dale pozorovana
snizena arylesterasova aktivita s lipidy asociovaného antioxida¢niho enzymu PONI.
Snizena aktivita PON1 u pacientii s MetS byla nalezena i v dalSich studiich (Garin M.C.
et al., 2005; Rizos E. et al., 2005; Hashemi M. et al., 2011; Kappelle P.J. et al., 2011;
Martinelli N. et al., 2012). AvSak vysledky jinych studii nejsou konzistentni, v nékterych
studiich nebyly pozorovany rozdily v arylesterasové aktivité PON1 mezi pacienty s MetS
aKON (Lagos K. G. etal., 2009; Tabur S. etal., 2010; Yilmaz H. et al., 2010; Ciumarnean
L. et al., 2015) a v dalSich studiich zase byla nalezena zvySena arylesterasova aktivita

PON1 u MetS (Eren E. et al., 2014).

Ptredpoklada se, ze existuje nekolik riznych mechanismii, které mohou vést k poklesu

aktivity PON 1. Jednou z moznéch pfi¢in je zaména PON1 za SAA ve vazbé na apo-Al
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v HDL c¢asticich (James R. W. a Deakin S. P., 2004). Dalsi moznosti, kdy dochazi
k deaktivaci PONI, je zvySeny oxidacni stres spojeny se zvySenymi hladinami ox-
LDL/LDL. Oxidované LDL nejspiSe interaguji s volnymi thiolovymi skupinami PONI,
¢imz enzym deaktivuji (Aviram M. et al., 1996). PONI1 je deaktivovana téz glykaci, ktera
probiha u pacienti s hyperglykémii a diabetem mellitu (Hedrick et al., 2000).
K deaktivaci PON1 muze dale vést akutni zanétliva odpoveéd’ organismu, kdy je utlumena

jaterni syntéza enzymu (Deakin SP. a James RW., 2004).

U pacientii s MetS byla dale zjisStovana zavislost aktivity PON1 na poc¢tu komponent
MetS a bylo zji§téno, Ze u osob, které spliiovaly vSech 5 komponent MetS byla aktivita
PONI1 signifikantné nizsi nez u osob pouze se 3 komponentami MetS. Coz spolu se
zvySovanim hladin KD/LDL s rostoucim pocétem piitomnych komponent MetS

nasvédcuje prohlubujicimu se oxida¢nimu stresu se stoupajici zavaznosti onemocnéni.
12.3.2. Pacienti se zvySenou hladinou apoB-48

Koncentrace KD/LDL a ox-LDL reflektuji systémovy oxidacni stress. Zatimco KD/LDL
jsou ukazatelem mm-LDL, jejichz ¢astice maji modifikovanou pouze lipidovou slozku,
tak ox-LDL piedstavuji ¢astice, ve kterych je oxidacné modifikovana jak lipidova, tak
bilkovinna slozka (Ahotupa M. et al., 1996; Esterbauer H. et al., 1992). Nase vysledky
implikuji, Ze oxidacni stres je vice vyjadfen u zen nez u muzi ve skupinach s vyssi
koncentraci apoB-48. Je zndmo, Ze sniZena UCinnost antioxidacniho systému je
komplexnim déjem, ktery je zavisly na genetickych faktorech, stavu vyzivy, intenzité
metabolismu a koncentraci pohlavnich hormonii. Estrogeny zvySuji expresi
antioxida¢nich enzymu a per se maji antioxida¢ni vlastnosti (Kodydkova J. et al., 2014;
Giergiel M. et al., 2012). Muzi s vyssi koncentraci apoB-48, mé&li na rozdil od Zen, vyssi
insulinémii a index HOMA-IR. Zmény insulinové rezistence souvisi s pohlavné-
specifickymi rozdily v mnoZzstvi i distribuci tukové tkan¢ v jednotlivych oddilech tukové
tkdn€, s bazalni a stimulovanou lipolyzou, vychytavanim NEFA, skladovanim TAG
1 insulinovou rezistenci. Muzi, na rozdil od Zen, maji vyssi stupeil inzulinové rezistence,
a oxiduji vice mastnych kyselin (Varlamov O. et al., 2015). Nicméné&, nenalezli jsme
signifikantni rozdily v koncentraci NEFA ani v celé skupiné, ani pii hodnoceni zvlast

muzil a zen s rozdilnou koncentraci apoB-48.
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12.3.3. Karcinom pankreatu

U pacientii s KP byly pozorovany zvysené¢ hladiny obou sledovanych markert oxida¢niho
stresu, tedy jak KD/LDL tak ox-LDL/LDL. Hladina KD/LDL byla zavisld na stadiu
onemocnéni — ¢im pokrocilejsi stadium nadorového onemocnéni, tim byla vyssi hladina
KD/LDL. K dnesnimu dni nebyly publikovany zadné vysledky dalSich studii, které by se
zabyvaly hladinami KD/LDL a ox-LDL/LDL u pacienti s KP. ZvySend lipidova
peroxidace u KP pacientl vSak byla v mnoha studiich prokazéna prostiednictvim jinych
markerti lipidové peroxidace, jako jsou napf. malondialdehyd, 4-hydroxynonenal,
lipidové hydroperoxidy ¢i reaktivni substance na bazi tiobarbiturati (Leung P.S. a Chan

X.C., 2009; Czeczot H. et al., 2010).

U pacientii s KP byla pozorovana snizena jak arylesterasova, tak laktonasova aktivita
PONI, cozZ je ve shod¢ s diive publikovanou studii (Ak¢cay M.N. et al., 2003). Jednou
z moznych pfic¢in sniZeni aktivity PONI je jeji vyvazani z vazby na apoA-I v HDL
casticich, kdy je PONI1 nahrazena SAA. V nasi studii byly pozorovany zvySené
koncentrace SAA u pacientll s KP a byla pozorovana negativni korelace mezi aktivitou
PONT1 a koncentraci SAA. Stejné tak byly pozorovany zvysené koncentrace SAA u KP
pacientl v dalSich studiich (Yokoi K. et al., 2005; Firpo M.A. et al., 2009).

Bylo prokazano, ze SAA je zapojen v karcinogenezi, je spojen s rustem nadoru a s jeho
dalSi progresi (tvorba metastaz), nebot’ stimuluje migraci nddorovych bunék. SAA
stimuluje jednak svou vlastni transkripci, jednak transkripci prozanétlivych proteini jako

jsou S100A8 a S100A9 (Malle E. et al., 2009; Hansen M.T. et al., 2015).
12.3.4. Chronicka pankreatitida

Pacienti s ChP m¢éli signifikantné zvySené hladiny KD/LDL a ox-LDL oproti KON. Tyto
vysledky jsou ve shodé se studii Schoenberga a kol. (Schoenberg M.H. et al., 1995),
zatimco Santini a kol. nenasli Zadné signifikantni rozdily mezi ChP a KON v sérovych
koncentracich KD/LDL. Santini a kol dale analyzovali mnozZstvi KD/LDL v pankreatické
Staveé a pacienti s ChP méli vyssi hladiny KD/LDL v pankreatické §tavé nez KON
(Santini S.A. et al., 2003).

Aktivity PONI jak arylesterasova tak laktonasova byly u ChP sniZzené oproti KON.
Aktivitou PON1 u ChP pacientl se zabyvala pouze studie Zhanga a Lina (Zhang L. a Lin

B., 2013), kteti métili paraoxonasovou aktivitu PON1 a ve shod¢ s nasi studii nalezli

snizené aktivity PON1 u pacientil s ChP ve srovnani s KON. Narist koncentrace SAA
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u ChP nedosahl signifikantniho vyznamu, lze hovofit pouze o trendu zvySenych

koncentraci SAA u ChP v porovnani s KON.
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13. Zavér

Vysledky nasi prace ukazuji, Zze uziti pokrocilé lipidomiky, kterd spojuje vyspélé
analytické biochemické metody s rtiznymi metodami multivariani analyzy, vede
k ziskani dat, kterda maji potencidl detekovat biomarkery, charakterizujici klicové
pochody v patogenezi zavaznych onemocnéni, jakymi jsou napi. metabolicky syndrom

nebo karcinom pankreatu.
Ziskali jsme nasledujici udaje:

U osob s pfitomnymi rysy MetS bylo slozeni FA v plazmatickych PL asociovano
s ukazateli adipozity (index pas/boky, procento tuku, tukova hmota). Ukazatele adipozity
byly pozitivné asociovdny s hladinami kyseliny palmitové, stearové, dihomo-y-
linolenové, a-linolenové a eikosapentaenové, zatimco negativni asociace byly nalezeny

v ptipadé kyseliny olejové, linolové a dokosapentaenové.

S pouzitim clusterové analyzy bylo mozno osoby s metabolickym syndromem rozdélit do
dvou skupin, z nichz skupina spojena s vy$$im kardiometabolickym rizikem byla
charakterizovana vy$§im obsahem kyseliny palmitolejové, y-linolenové a dihomo-y-

linolenové a niz§im obsahem kyseliny linolové.

Pfi studiu vyznamu zvySenych koncentraci apoB-48 pro kardiometabolické riziko jsme
u osob se zvySenou koncentraci apoB-48 nasli asociaci apoB48 s vysS§im systolickym
krevnim tlakem, odliSnym lipidovym profilem, insulinovou rezistenci i oxidacnim

stresem.

Pfi pouziti multivariacni linedrni diskriminac¢ni analyzy jsme u pacientt s ChP nasli
pokles vicenenasycenych (PUFA) n-6 mastnych kyselin a soucasné zvysSeny podil
monoenovych mastnych kyselin, coz korespondovalo se zvySenou hodnotou indexu
palmitolejové/linolovd mastnd kyselina, ktery je uzivan jako marker deficience
esencidlnich mastnych kyselin. Soucasné byl pozorovan vzestup indexu aktivity A9 a A6
desaturasy (D6D) se sou¢asnym poklesem D5D. Zmény jsou pravdépodobné dusledkem

snizeného piijmu PUFA v potravé v kombinaci s alteraci systému desaturas.

U nemocnych s KP jsme nasli zvySenou aktivitu enzymu D9D (SCD-1) a D5D a zvyseny
podil MUFA ve vSech lipidovych tfidach plazmy. Pieziti nemocnych korelovalo s niz§im
indexem SCD-1 a se zvySenym podilem EPA a DHA. Navic celkové n-3 PUFA, kyselina

a-linolenové a EPA vykazovaly negativni trend se stagingem nadoru.
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Vysledky multivariac¢ni linedrni diskriminaéni analyzy ukazaly, ze kombinace hodnot
laktonasové aktivity PONI, aktivity KAT a hladiny ox-LDL/LDL umoziuje odliseni

pacientli s KP od pacient s ChP s uspésnosti 83%.

U vsech sledovanych onemocnéni byla pozorovana zvysSena hladina KD/LDL u KP a ChP
pak navic i hladina indexu ox-LDL/LDL. Naproti tomu aktivita PON1 byla u vSech
sledovanych onemocnéni nalezena snizena, coz ukazuje na spojeni sledovanych

onemocnéni s oxida¢nim stresem.
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14. Souhrn

Poruchy metabolismu lipidl jsou rizikovymi faktory kardiovaskularnich, metabolickych
a nefrologickych onemocnéni 1 nékterych nadorti. Pro snizeni kardiovaskularni mortality
a zlepSeni progndzy téchto pacientl se v soucasnosti vénuje znac¢né Usili studiu novych
rizikovych faktord a surogatnich markerii patogeneze téchto chorob. Cilem diserta¢ni
prace bylo podat uceleny ptehled o lipidové problematice, o vlastnostech, funkci
a metabolismu lipidi za fyziologickych a rtznych patologickych stavii a o mozZnosti
vyuziti vybranych lipidovych parametri v diagnostice téchto patologickych stavii.
Vybrané lipidové parametry byly sledovany v n¢kolika riznych studiich zaméfenych na
konkrétni patologickou jednotku. Kromé& konvencénich lipidovych parametri bylo
sledovano zastoupeni mastnych kyselin, a to u zdravych kontrol a dale u pacientl
s metabolickym syndromem, chronickou pankreatitidou a karcinomem pankreatu.
Markery oxida¢éniho stresu (oxidacné modifikované LDL a konjugované dieny
v precipitovanych LDL) a aktivita paraoxonasy 1 byly opét méteny u zdravych kontrol,
u osob s metabolickym syndromem, u probandi s riznou koncentraci apoB-48
a u pacientll s chronickou pankreatitidou a karcinomem pankreatu. Stanoveni subfrakci
¢astic LDL bylo provedeno u zdravych kontrol, pacienti s kone¢nym stadiem
onemocnéni ledvin a u pacientli s riiznou koncentraci apolipoproteinu B-48. V ramci
pokrocilé lipidomiky byla ziskand data vyhodnocena mnohorozmérnou statistickou
analyzou, kterd zahrnovala clusterovou analyzu, diskriminacni analyzu ¢&i
multifaktorovou regresni analyzu. Vysledky praci, obsaZzenych v této disertaci, ukazuji,
ze uziti pokrocilé lipidomiky, kterd spojuje vyspé€lé analytické biochemické metody
s riznymi metodami mnohorozmé&rné statistiky miZze poskytnout fadu dat, mezi kterymi
je mozno nalézt biomarkery klicovych pochodii v patogenezi vySe uvedenych

onemocnéni.
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15. Summary

Abnormalities of lipid metabolism are considered risk factors for cardiovascular,
metabolic, nephrologic diseases amd some malignancies, as well. Nowadays, a lot of
effort is devoted to study new risk factors and surrogate markers of conditions mentioned
above to improve their prognosis and decrease mortality. The aim of this thesis was to
provide a comprehensive survey of lipid metabolism, characteristics of different lipid
compounds in health and diseases and of possibilities of utilization of selected lipid
parameters in the diagnostics of pathological conditions listed above. Selected lioid
parameters were observed in several studies, focused on specific pathological conditions.
Besides conventional lipid analytes, the composition of fatty acids in plasma lipid pools
was studied in healthy controls, and in the patients suffering from metabolic syndrome,
chronic pancreatitis, and pancreatic cancer, as well. Markers of an oxidative stress
(oxidatively modified LDL particles and conjugated dienes in precipitated LDL) were
assessed in healthy controls, patients with metabolic syndrome, chronic pancreatitis,
pancreatic cancer, and in the patients with different concentrations of plasma apoB-48,
too. LDL particles subfraction were investigated in healthy controls, in the patients with
different concentrations of plasma apoB-48 a and in the persons suffering from end-stage
renal disease. The obtained data were evaluated using multivariate statistical analytic
techniques (linear diskriminant analysis, factor analysis, cluster analysis). The results of
works, that were included in this thesis have shown that application of advanced
lipidomics, using both sophisticated analytical biochemical methods and different
multivariate statistical analyses, can provide plenty of data, enabling us to find biomarkers

of key steps in pathogenesis of abovementioned pathological conditions.
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