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1. PouZité zkratky

ABC
ACAT
ACC
ADP
AMPK
AP1
ATP
BMI
CAM
cAMP
CD
CDAI
CETP
CRP
CoA
DHAP
DMPP
eNOS
FPP
FXR
GIT
GPP
HDL
HDL-CH
HMG- CoA
HSL
ChREBP
IDL
IL-6
IPP
LBP
LDL

ATP-binding cassette
cholesterolacyltransferaza
acetyl-CoA-karboxylaza
adenosindifosfat

aktivovand proteinova kinaza
aktivacni protein 1
adenosintrifosfat

body mass index

kampesterol

cyklicky adenosinmonofosfat
Crohnova choroba

Crohn’s disease activity index
cholesterol ester transport protein
C reaktivni protein

koenzym A
dihydroxyacetonfosfat
diamethylalyl pyrofosfat
endotelidlni NO-syntaza
farnesyl pyrofosfat

farnesoid X receptor
gastrointestinalni trakt

geranyl pyrofosfat

lipoproteiny o vysoké hustoté
HDL-cholesterol
hydroxymethylglutaryl-koenzym A
hormon-senzitivni lipaza
carbohydrate-responsive element-binding proteinem
lipoproteiny o stfedni hustoté
interleukin 6

isopentenyl pyrofosfat
lipopolysacharid binding protein
lipoproteiny o nizké hustoté



LDL-CH
LPC
LPL
LPS
LTH
LXR
MK
NADPH
NF- kB
NPC1L1
PAF-AH
PAP1
PGC-1a
PLTP
PON1
S1P
SCAP
SIRS
SIT

SQ
SR-BI
SREBP
t-CH
TAG
TNF-a
VLDL

LDL- cholesterol

lyzofosfatidylcholin

lipoproteinova lipaza

lipopolysacharid

latosterol

liver X receptor

mastné kyseliny
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nukleérni faktor kB

Niemann-Pick C1 like 1 protein
desticky-aktivujici faktor acetyl-hydrolaza
fosfatidat fosfataza typ 1

peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator -1a
fosfolipid-transfer protein

paraoxonasa

sfingosin-1-fosfat

cleavage-activating protein

systémova zanétliva reakce

sitosterol

skvalen

scavenger receptor class B typ |

sterol regulated element binding protein
celkovy cholesterol

triacylglycerol

tumor necrosis factor alfa

lipoproteiny o velmi nizké hustoté



2. Uvod do problematiky

Tuky predstavuji zakladni metabolicky substrat lidského organismu. Jednd se o
skupinu heterogennich latek, jejichZ zé&kladni vlastnosti je nerozpustnost ve vodé. Tukova
tkan, ktera je hlavni zasobarnou lipidd, predstavuje nejvyznamnéjsi zdroj energetickych zasob
a je dilezitou strukturou tepelné, elektrické a mechanické izolace organismu. Jako tak zvanou
»Sekre¢ni funkci“ tukové tkané oznaCujeme procesy regulace a uvoliovani latek z tohoto
depa, jako jsou mastné kyseliny, cytokiny (tumor necrosis factor TNF-a, interleukinu IL-6)
nebo leptin, adipsin, rezistin, adiponektin, Ci vistatin [1,2]. Soucasné nelze opomenout také
ochranny faktor tukové tkang, kterd plsobi jako hlavni misto depozice tuku v lidském
organismu. V pFipadé, Ze by se tukové Castice ukladaly jinam, dochazelo by k zavaznym
negativnim zménam ve funkcich jednotlivych tkani a organl. Proto ma tukova tkan v lidském
téle nezastupitelnou Glohu.

Metabolismus lipidd v sobé skryva nepreberné mnozstvi biochemickych reakci a
souvisejicich patofyziologickych procestl. Védni oblast, zabyvajici se studiem biochemickych
drah lipid( v biologickych systémech, se nazyva lipidomika. Jedna se o novy obor, jehoz
nazev je odvozen od pojmu lipidom, ktery oznacuje soubor vsech lipid v burikach, tkanich ¢i
celém organismu v uréeném definovaném okamziku. Studuje strukturu a funkci latek tukové
povahy aZ na molekularni Uroven vCetné dynamiky jejich zmén. Nasledné je interpoluje do
klinické praxe. Jeji vznik je tedy logickym vyusténim vyznamného pokroku Klinického
vyzkumu v oblasti lipidového metabolismu. Soucasné je to také vysledek kontinualni snahy o
vyuziti vysledkl odbornych pozorovani k pozitivnimu ovlivnéni vzniku i pribéhu
rozmanitych onemocnéni a patologickych stavd.

Oblast aterosklerdzy, kardiovaskularnich chorob, obezity €i diabetu jsou pouze
jednémi z mala prikladd, kde snaha o maximalni optimalizaci plasmatickych koncentraci
lipidG predstavuje neoddélitelnou soucast lécby, vcetné primarni i sekundarni prevence.
Klinické studie opakované prokazaly nepfiznivy vliv hyperlipidémie na organové funkce,
které pak v mnoha pfipadech rezultuji do zavaznych aZz fatalnich komplikaci. V duchu
mediciny zaloZené na dlikazech je nasledné snizovani plasmatickych hladin lipidd nezbytnym
opatfenim s cilem snizit dalsi morbiditu i mortalitu téchto pacient(.

Hypolipidémii je z hlediska klinické praxe vénovana pozornost daleko mensi. Je
vniména nejcastéji jako typicky pfiznak poruchy syntetickych funkci jater, onemocnéni Zl1az

s vnitfni sekreci, malnutrice nebo nékterych geneticky podminénych metabolickych chorob.



PFitom sniZzené plasmatické hladiny lipid( byly v poslednich dekadach opakované popsany u
nemocnych v zavazném stavu. Tento fenomén doprovazi nejenom kritické stavy, vyzadujici
pobyt na pracovisti intenzivni péce, ale také akutni vzplanuti chronickych chorob a navic Gzce
souvisi s jejich progndzou. Zejména cholesterol predstavuje dllezity reaktant akutni faze. Ve
svétle jeho vyznamu pro (nejen) syntézu steroidnich hormond, které jsou pro preziti lidského
organismu Vv zatézové situaci zcela zasadni, je jeho role neustale studovana. Alterace jeho
metabolismu se totiz jevi jako jeden z vyznamnych faktor(, vstupujicich do patogeneze
kritickych onemocnéni a cholesterol se béhem nich stava potencialné esencialnim substratem.

K bliz§imu pochopeni téchto souvislosti je vSak nutno prozkoumat a co nejhloubégji

prostudovat cely slozity labyrint metabolickych drah lipidového metabolismu.

Jednoduché lipidy

a) tuky (estery mastnych kyselin s glycerolem)

b) vosky (estery mastnych kyselin s vy$Simi jednosytnymi alkoholy)
Slozené lipidy

a) fosfolipidy (obsahuji navic zbytek kyseliny fosforecné)

b) glykolipidy (obsahuji navic sacharidovou slozku)

c) ostatni - sulfolipidy, aminolipidy
Prekurzory a odvozené lipidy

mastné kyseliny, glycerol, steroidy, alkoholy, vitaminy, hormony

Tabulka 1. zakladni rozdéleni tukd.



2.1 Cholesterol

Cholesterol je amfipaticky lipid (molekula je Castecné hydrofilni a CéasteCné
hydrofobni), ktery ma nezastupitelné misto v z&kladni struktufe buné&nych membran a vnéjsi
vrstvé plasmatickych lipoproteinl. Soucasné je prekurzorem syntézy steroidnich hormon,
vitaminu D a Zlu€ovych kyselin.

Cholesterol se v lidském organismu nachézi ve formé volné nebo véazané jako ester.
Volny cholesterol je predevsim souCasti bunéfnych membran, estery tvofi hlavni zasoby
cholesterolu ve tkénich, tedy v intraceluldrnim prostfedi. V plasmé nachazime obé formy:
volny (asi tfetina) a vazany na mastné kyseliny. Jak jiz bylo uvedeno v Gvodu, z diivodu
nerozpustnosti lipidd ve vodném prostfedi je jejich transport, vcéetné cholesterolu
uskutefovan prostrednictvim lipoproteind. Nepolarni Gastice (triacylglyceroly a estery
cholesterolu) se vdZou na polarni (fosfolipidy a cholesterol) a proteiny za vzniku struktur
misitelnych svodou. V soucasné dobé se rozliSuje Sest hlavnich skupin lipoproteind:
chylomikrony, chylomikronové remnanty, lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL), nizké
hustoté (LDL), stfedni hustoté (IDL) a vysokeé hustoté (HDL). V kazdém lipoproteinu se
vyskytuje minimalné jeden apoprotein (protein nebo polypeptid). Ty plsobi zejména jako
kofaktory enzymd, ligandy pro interakce s lipoproteinovymi receptory a mohou fungovat
jako transportni struktury. Lipoproteiny jsou také dilezitymi transportéry jinych latek
nerozpustnych ve vodé, jako jsou nékteré vitaminy nebo IéCiva.

Cholesterol z potravy je vazan v chylomikronech, které reaguji s lipoproteinovou lipdzou
(LPL) s naslednym uvolnénim asi 90% triacylglycerolli (TAG) a apoproteinu ApoC. Reakce
probiha za pritomnosti fosfolipidl a apoproteinu C-11. Zbytkové chylomikrony jsou mensi, po
ztraté triacylglyceroll procentuelné bohat$i na cholesterol i jeho estery a jsou nakonec
zachycovany jatry prostfednictvim receptoru Apo-E. Cholesterol, ktery jatra nevyuZiji a/nebo
syntetizuji je transportovan pfevazné v LDL. Jatra také syntetizuji VLDL, které se konvertuji
plsobenim LPL na LDL lipoproteiny. LDL tak predstavuji hlavni zdroj cholesterolu pro
cilové tkané. Nékteré bunky dokazou ziskavat cholesterol také z HDL s vyuzitim specifického
receptoru: scavenger receptor class B type | (SR-BI) [3]. Transport cholesterolu
z extrahepatalnich tkani do jater se nazyvéa reverznim transportem a je pfedstavovan tvorbou
tzv. prep-HDL lipoproteind z cholesterolu, fosfolipid( a apoproteinti prostrednictvim difuze,
aktivitou receptoru SR-BI a/nebo ATP-binding cassette transportérem Al (ABC Al) [4].
Maturace prep-HDL na sféricky HDL probih& esterifikaci cholesterolu lecitin cholesterol
acyl transferazou (LCAT). Béhem transportu mize byt cholesterol pfenesen do jinych



lipoproteintl prostrednictvim cholesterol ester transport proteinu (CETP). Finalni degradace
HDL pak probiha zejména v jatrech a ledvinach.

Cholesterol ziskava lidsky organismus jednak absorpci z potravy, jednak jeho
syntézou de novo. Eliminace cholesterolu je prezentovana jeho exkreci ve formé finalnich
produktd: Zlucovych kyselin a malého mnoZzstvi neutralnich steroidd. Absorpce probiha
v tenkém stfevé a jeji efektivita zavisi predevsim na jeho obsahu v pFijimané potravé. Z ni se
cholesterol uvolfiuje ve formeé volné i vazané, ktera se ale zahy hydrolyzuje. N&sledné se misi
s ostatnimi lipidy potravy, ZluCovym cholesterolem a tim, které syntetizovalo stfevo. Proces
vstiebani konci esterifikaci a vstupem do chylomikron(. Absorpce cholesterolu je komplexni,
slozity proces, ktery probiha diky specifickym pfenasec¢lim v karta¢ovém lemu enterocytl [5]
a je z populacniho hlediska doprovazen znatnym polymorfismem [6]. Jednim z hlavnich
regulacnich element(l je Niemann-Pick C1 like 1 protein (NPC1L1) [7,8], ktery je mimo jiné
cilovou strukturou plsobeni hypolipidemika ezetimibu (inhibitor cholesterolové absorpce).
Regulace transkripce genl, které zasahuji do regulace cholesterolové homeostazy véetné
absorpce je trvale studovana a princip exprese NPC1L1 zatim neni zcela jasny. Signifikantni
snizeni exprese tohoto proteinu bylo popséno napfiklad u mysi Zivenych dietou obohacenou o
cholesterol [9]. Na mySim modelu bylo také popsano sniZzeni cholesterolové absorpce po
podani fenofibratu a to rovnéZ prostfednictvim inhibice exprese NPC1L1 [10]. Fenofibrat
plsobi jako agonista peroxisome proliferator-activated receptoru o (PPARa). Jaderné
receptory PPAR reguluji transkripci genl po aktivaci hlavnich lipofilnich ligand. PPAR«
aktivuje B-oxidaci mastnych kyselin v jatrech i svalu a zvySuje expresi apoproteinil; PPAR y
stimuluje lipogenezi, zrani adipocitl a zvysuje aktivitu lipoproteinové lipdzy (LPL) a PPARS
ziejmé reguluje ostatni PPARs [11]. S aktivitou PPARSs je spojena ¢innost dalSich prenasec,
jako napfiklad skupiny ATP-binding cassette (ABC) zejména formy G5 a G8, membranové
molekuly SR-BI , CD-36 a/nebo aminopeptidaza N [12-15]. Z vySe uvedeného tedy vyplyva,
Zze dominantni postaveni NPC1L1 je modulovdno jak samotnym cholesterolovym
metabolismem, tak regulacnimi Gc¢inky dalSich faktord [16].

Druhym zdrojem cholesterolu je syntéza de novo. Probiha prakticky ve vsech tkanich a
akcelerované ve tkénich, které nejsou fyziologicky schopny pfijimat LDL lipoproteiny.
NejvyznamngjSimi syntetizatory jsou jatra (asi 10%) a bunky stfeva (asi 15%). Biosyntéza
cholesterolu je proces velmi sloZity a energeticky naro¢ny. Probiha mimo mitochondrie, ¢imz

se odliSuje od syntézy ketolatek, ktera je v poCatecni fazi syntéze cholesterolu velmi podobna.



Cela syntéza mize byt zjednodusené rozdélena do péti krokll (obrazek 1):
1. vznik 3- hydroxy - 3 — methylglutaryl — koenzymuA (HMG-CoA)
2. konverze na mevalonét
3. konverze na izoprenové molekuly (isopentenyl pyrofosfat)
4. vznik skvalenu
5. konverze na cholesterol

Prekurzorem cholesterolové syntézy je hydroxymethylglutaryl-koenzym A (HMG-
CoA), ktery se formuje kondenzaci acetyl-CoA a acetacetyl-CoA. Reakce je katalyzovana
HMG-CoA synthasou. Nasledné plsobenim HMG-CoA reduktazy vznikd mevalonat. Jako
kofaktor v této fazi slouzi nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH). Oddéleny karboxyl
z HMG se vaze na CoA thiol a je redukovan na aldehyd a nasledné alkohol. Mevalonat je
nasledné trojstupriové fosforylovan za vzniku 5-pyrofosfomevalonatu a ten je za trvalé
pritomnosti ATP dekarboxylovan na isopentenyl pyrofosfat (IPP). Ten pfedstavuje prvni latku
ze skupiny meziproduktd, které nazyvame isopreny. IPP je v rovnovaze se svym izomerem,
diamethylalyl pyrofosfatem (DMPP). Tato pfeména je katalyzovéna IPP isomerdzou. Jedna
molekule IPP a jedna molekula DMPP pak generuji vznik geranyl pyrofosfatu (GPP). GPP
dale kondensuje s dalSi molekulou IPP na farnesyl pyrofosfat (FPP). Nakonec za pritomnosti
NADPH skvalen syntdza katalyzuje kondenzacni reakci dvou molekul FPP za vzniku
skvalenu. Skvalen podstupuje cyklizaci pres 2,3-oxidoskvalen na sterol lanosterol. Reakce
vyzaduje pritomnost enzym0 skvalin epoxidazy a skvalen oxidocyklasy, redukéniho NADPH
a oxidatniho O, — molekularniho kysliku. Konverze lanosterolu na cholesterol zahrnuje 9
reakci, katalyzovanych enzymy membrany endoplasmatického retikula. Mnohé z nich jsou
katalyzovany prostfednictvim systému cytochromu Pyso.
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(2) NADPH

acetyl-CoA
¥ —— HMG-CoA - > mevalonat
acetacetyl-CoA HMG-CoA
reduktdza (3) ATP
CO;
prenylované isopentenyl pyrofosfat
hem a proteiny
dolicholy
ubichinony

v

geranyl pyrofosfat

ZluCové kyseliny

. v
steroidy

farnesyl pyrofosfat

CHOLESTEROL «—— lanosterol skvalen

A

Obrazek 1. Syntéza cholesterolu

Primarnim zdrojem cholesterolu je acetyl- koenzym A (acetyl-CoA), ktery se transportuje
z mitochondrii do cytosolu. Molekuly acetyl-CoA se kondenzuji za vzniku hydroxy-
metylglutaryl-koenzymu A ( HMG-CoA), ktery se postupné méni na mevalonat. Mevalonat je
fosforylovan za vniku nékolika fosforylovanych meziproduktli a po dekarboxylaci vznika
aktivni jednotka isoprenu isopentenylpyrofosfat. Kondenzaci isoprend vznika postupné pres
geranyl pyrofosfat a farnesylpyrofosfat skvalen. Skvalen se méni na lanosterol, ktery je jiz
vybaven steroidnim jadrem. Nakonec se lanosterol Upravou steroidniho jadra i postranniho
fetézce méni na finalni produkt cholesterol. Obrazek rovnéz zahrnuje pfidruzené metabolické
drahy z meziproduktl syntézy cholesterolu.
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V procesu cholesterolové syntézy vznikaji dalSi produkty, tak zvané ne-steroidni isoprenoidy
(obrazek 1). Nasledujici prehled je charakterizuje a soucasné prezentuje mozna prekvapivou
propojenost metabolismu lipidd se zcela odlisSnymi metabolickymi drahami a systémy:

1. Prenylované proteiny jsou vyuZivany nékterymi signalnimi proteiny k ukotveni na
bunéCnych membrandch. Prenylace  umoZiuje napfiklad zakotveni glutamyl-
transpeptiddz do membrany osteoklastl a tim zajistuje normalni funkci téchto
kostnich bunék. Naopak nedostatek prenylovanych proteinli zplsobuje jejich
zrychlenou apopt6zu. Timto mechanismem tedy lze dosahnout sniZeni osteoresorpce
(Gcinek ek bifosfonatl) a deklaruje se tak propojeni s kostnim metabolismem.

2. Dolichol ( dolichol pyrofosfat) m& vyznamnou roli v syntéze oligosacharidovych
fetézcl glykoproteind. V soucasné dobé je také intenzivné studovan jeho vliv na
problematiku starnuti a involu¢nich zmén v oblasti nervoveho systému [17].

3. Ubichinon (koenzym Q10) obsahuje isoprenoidni postranni Fetézec. Je soucasti
mitochondrialnich lipidd a ma nezastupitelné misto v respira¢nim fetézci. Diky své
schopnosti prenaset elektrony plisobi jako antioxidant.

4. Soucasti respiracniho Fetézce je rovnéZz Hem a, ktery obsahuje farnesylovy postranni

fetézec.

Normalni zdravy jedinec syntetizuje primérné 1g cholesterolu denné. Relativné
stabilni plasmaticka koncentrace cholesterolu v lidském téle (cca 3 — 5mmol/l) je udrzovana
nékolika regulacnimi mechanismy. Asi nejzndméjsim je rychla regulace aktivity HMG-CoA
reduktézy procesem fosforylace (inhibice) a defosforylace (aktivace) prostfednictvim enzymu
AMP-aktivované proteinové kindzy (AMPK). Aktivita kindzy je ovliviiovana signalnim
systémem cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP). ZvySena koncentrace CAMP v buikach
vede k aktivaci inhibi¢niho procesu (cCAMP-dependentni proteinova kinaza, fosfoprotein
fosfatdaza inhibitor 1, HMG-CoA reduktdza fosfatdza) s vyslednym sniZzenim aktivni
defosforylované formy HMG-CoA reduktazy. Pokles cCAMP ma Gcinky opacné. Vzhledem
k tomu, Ze aktivita CAMP je hormonalné ovlivnitelna, do regulace cholesterolové syntézy
vstupuji zprostfedkované také hormony, zejména inzulin (aktivace syntézy), glukagon a
adrenalin (inhibice). Druhym regulacnim procesem je proteolyticka regulace HMG-CoA
reduktazy, zprostfedkovana nitrobunénou doménou v endoplasmatickém retikulu sterol-
sensing domain. V pripadé intracelularniho narGstu koncentrace sterolll dochazi paralelné

k vétsi degradaci HMG-CoA reduktazy a naopak.
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Intracelularni obsah sterold je zakladem také t¥eti, tak zvané transkripcni regulace. Zasadni
postaveni vtomto procesu ma sterol regulated element binding protein (SREBP),
lokalizovany v endoplasmatickém retikulu [18]. Jsou znamy dva geny pro SREBP : SREBP-1
a SREBP-2. Prvni jmenovany pfitom kdduje dva proteiny: SREBP-1a a SREBP-1c/ADD1
(adipocyte differentiation-1). SREBP-1a reguluje vSechny geny zavislé na SREBP. SREBP-
1c/ADD-1 reguluje expresi gend, zapojenych do biosyntézy mastnych kyselin. SREBP-2
reguluje expresi genu LDL receptoru a kontroluje exprese genl cholesterolového
metabolismu, v&etné participujicich enzym0. Odhaduje se, Ze metabolismus steroll ovliviiuje
vice jak 30 gen(. PFi nedostatku sterolll migruje SREBP navazany na SREBP cleavage-
activating protein (SCAP) pres C-terminalni doménu do Golgiho aparatu. Tam se SREBP
postupné Stépi s uvolnénim N-terminalni domény a naslednou indukci cholesterolové syntézy
[19]. Kromé vySe uvedeného je rovnovaha cholesterolu na urovni tkani ovliviiovana dalSimi
faktory, které zvySuji a/nebo sniZuji jeho koncentraci. Ke zvySeni dochdzi pfFisunem
lipoproteind obsahujicich cholesterol cestou LDL receptorll (receptory ApoB-100,E) nebo
reverzni drahou, kterd receptory neni zprostfedkovana. Dale pfijmem cholesterolu
z lipoprotein(i do bunééné membrany, samotnou jeho syntézou a hydrolyzou cholesterolovych
esterll plsobenim hydrolazy esterl cholesterolu. Ke sniZzeni dochazi vydejem cholesterolu
z bunéénych membran do lipoproteind, esterifikaci cholesterolu plsobenim acyl-CoA
cholesterolacyltransferazy (ACAT) a vyuzitim cholesterolu k syntéze dalSich steroid.

HO 6

Obrézek 2. molekula cholesterolu
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Za den je ztéla odstranén asi 1g cholesterolu. Kromé neutralnich steroidl jsou

nejvyznamnéjSim finalnim produktem Zlu€ové kyseliny, které jsou syntetizovany v jatrech a
vylu€ovany ve stolici. Primarni Zlu€ove kyseliny cholova a chenodeoxycholova se ve stfevé
vlivem bakterii méni na sekundarni: litocholovou a deoxycholovou. VSechny ZluCové
kyseliny se vterminalnim ileu vstfebavaji, vraceji do jater a ukonCuji timto tzv.
enterohepatalni obéh. V jatrech jsou konjugovany s glycinem nebo taurinem a opét
secernovany do Zluce.
Zlutové kyseliny maji nezastupitelné misto v procesu traveni diky své schopnosti
emulzifikovat tuk ve stfevé a usnadnit jeho vstfebavani vcetné latek v nich rozpustné. Obsah
ZluCovych kyselin a fosfolipid( ve Zluci zabranuje precipitaci cholesterolu a tvorbgé litiasy.
Z hlediska regulace dokazi zpétnovazebné regulovat expresi genl, které zasahuji do jejich
metabolismu. Vyznamnou roli v této regulaci hraji zejména farnesoid X receptory (FXR) ze
skupiny nuklearnich receptorli [20]. FXR maji bezprostiedni vztah k expresi genu pro
cholesterol-7-hydroxylasu, kterd hraje z&sadni roli v syntéze ZluCovych kyselin. Jako
alternativni pak nazyvame syntézu, ktera je modifikovana enzymem cholesterol-27-
hydroxylaza. Regula¢nich vlivl je vSak daleko vice [21], nicméné tato problematika neni
hlavni naplni tohoto sdéleni.

Oba procesy ziskavani cholesterolu se daji blize kvantifikovat nasledné uvedenymi
laboratornimi metodami
1) vypocet rozdilu mezi pFijatym a vylou¢enym cholesterolem [22]

MéFeni rychlosti syntézy cholesterolu vyjadfenim rozdilu mezi pFijmem cholesterolu a
exkreci steroll ve stolici. Nevyhodou je potfeba dlouhodobé vyrovnaného metabolického
stavu, zejména v zasobach a velkd Casova naro€nost. Metoda neni vhodna u nestabilnich,
kriticky nemocnych pacient.

2) inkorporace znacenych latek do sterolu

Jednou z mozZnosti je stanoveni ex vivo aktivity B-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA reduktazy
po inkorporaci **C nebo *C znageného acetatu do sterolli nebo jejich lipofilnich prekurzord.
Jinou metodou je aplikace *C nebo *C znateného cholesterolu a sledovéani jeho pohybu
v lipoproteinech a tkéanich. Zisk&vaji se tak detailni informace o velikosti zasob distribuci i
rychlosti syntézy cholesterolu. Mezi moderni metody zaloZené na inkorporaci znacenych latek
do sledovaného substratu jsou MIDA (mass isotopomer distribution analysis) a techniky
vyuZivajici inkorporaci deuteria [23]. Prvni technika je zaloZena na zaneseni *3C znateného
acetdtu do nové vznikajiciho cholesterolu, druhd sleduje aktivitu cholesterolové syntézy
prostfednictvim rychlosti inkorporace deuteria do volného cholesterolu erytrocytarnich
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membran. Nevyhodou obou metod je potieba homogenniho stabilniho zdroje prekurzor(i v
pokud mozno konstantnim systému syntézy a vysoka cena pFi vysoké spotfebé znackovaci
latky.

3) stanoveni hladiny prekurzor( cholesterolové syntézy

a) stanoveni kyseliny mevalonové v séru a ve 24-hodinovém shéru moci [24]

b) stanoveni isoprenu ve vydechovaném vzduchu [25]

¢) stanoveni koncentraci prekurzor(i syntézy cholesterolu v krevnim séru [26]

Plasmatické koncentrace prekurzorll cholesterolové syntézy pomérné presné odpovidaji
relativni rychlosti syntézy cholesterolu, a to i béhem kratkych ¢asovych obdobi [27]. BohuZel
nékteré z vysetfovanych substratll vykazuji cirkadialni kolisani, coz se stava pfi hodnoceni
vysledkd nevyhodnym [28].

Ke stanoveni cholesterolové absorpce Ize v sou¢asné dobé pouzit dvé metody. Prvni
metodou je financné naroc¢né pouZziti znaCkovaci latky, ktera navdzanim na konkrétni
metabolit umozni sledovani absorpci latky v lidském téle [29,30]. Druhym zplisobem je
stanoveni plasmatickych hladin fytosterold (rostlinné steroly), jejichZz koncentrace v plasmé
odrézZeji stupen absorpce z potravy [26,31].
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2.2 Triacylglyceroly a mastné kyseliny

Triacylglyceroly (TAG) patfi do skupiny acylglyceroll a predstavuji hlavni lipidy
potravy a tukovych zasob. Jsou to estery alkoholu glycerolu a mastnych kyselin (MK).

Tuky prijaté v potravé jsou ve stievé emulzifikovany ZluCovymi kyselinami, Stépeny
pankreatickou lipazou a fosfolipdzou A2 na smés volnych MK a mono- a di-acylglycerold. Po
vstfebani do enterocytll dochazi zpét k re-esterifikaci na TAG, které jsou transportovany do
chylomikrond. Triacylglyceroly, které jsou syntetizované v jatrech, se dostavaji do obéhu ve
VLDL. Z lipoproteinl se TAG uvoliuji prostfednictvim plsobeni lipoproteinové lipazy
(LPL). Volné mastné kyseliny jsou absorbovany do tkani a glycerol se vraci do jater a ledvin
k finaIni pfeméné na dihydroxyaceton fosfat (DHAP).

Mastné kyseliny ziskava lidsky organismus z potravy a dale syntézou. Syntéza probiha
v mnoha tkéanich vcetné jater, stfeva, ledvin, mozku nebo plic. Je lokalizovana do cytosolu a
viechny potfebné uhliky pochéazeji z acetyl-CoA. Soucasné je nutnd dostatecna koncentrace
redukovaného NADPH, ktery je generovan do cytosolu z pentosafosfatové metabolické drahy
a z premény malatu na pyruvat. Zdrojem acetyl-CoA je predevsim glykolyzou vznikajici
pyruvat, ktery je karboxylovan na oxalacetat a nasledné konvertovan na citrat. ATP-citrat
lyasa pak v cytosolu pfeménuje citrat na acetyl-CoA. Druhym zdrojem acetyl-CoA mlize byt
oxidace mastnych kyselin, ktera generuje tento metabolit v mitochodriich. Ten se pak méni v
cytosolu pres citrat opét na acetyl-CoA.

Proces syntézy MK zaCind karboxylaci acetyl-CoA na malonyl-CoA za (casti
adenosintrifosfatu (ATP) a acetyl-CoA-karboxyladzy (ACC), kterd vyZaduje vitamin biotin.
ACC predstavuje klicové misto regulace syntézy MK. Ma charakter vlaknitého polymeru.
Kazdy jeho protomer obsahuje protein prendSejici karboxybiotin (biotin carboxyl carrier
protein), karboxyldzu, transkarboxylacni doménu a alosterické regulacni misto. Z&kladem
regulace je rovnovaha mezi monomerickou inaktivni formou ACC a polymerickou aktivni
formou. PFitomnost finalniho produktu syntézy: palmitoyl-CoA vychyluje rovnovéahu
k inaktivni formé. Citrat, prekurzor acetyl-CoA smérem opacnym. Syntéza MK z acetyl-CoA
a malonyl-CoA se uskute€fuje prostfednictvim synthazy mastnych kyselin (fatty acid
synthase — FAS). Je to multienzymovy komplex skl&dajici se ze dvou polypeptidovych
fetézcd/podjednotek o a B. Tyto podjednotky obsahuji domény pro jednotlivé enzymy, které
se procesu UCastni (syntdzy, reduktdzy hydrogenazy a transferazy). Reakce vyzaduji
pfitomnost NADPH. Primarnim produktem FAS je palmitat, ktery je z enzymu uvolnén a

podstupuje nasledné elongacni a/nebo desaturacni reakce.
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Biodegradace mastnych kyselin se uskute€iuje predevsim (nikoliv pouze) procesem
tzv. B-oxidace v mitochondriich. MK jsou nejdfive aktivovany acyl-CoA ligazou (téZz zvana
syntetdza nebo thiokindza). Transport do mitochondrii je uskuteChovan pomoci vazby na
karnitin, a to enzymem Kkarnitin palmitoyltransferdza 1. Uvolnéni se pak déje uvnitf
mitochondrie karnitin palmitoyltransferazou Il. Nazev [-oxidace je odvozen od naslednych
reakci, pFi kterych je odstépen z MK dvouuhlikaty zbytek, tedy na B pozici. Tyto jednotky
vytvéreji molekuly acetyl-CoA, které mohou vstupovat do citratoveho cyklu za vzniku ATP.
Ziskani energie z MK je hlavnim cilem celého procesu.

Mastné kyseliny jsou ukladany do zasob jako triacylglyceroly ve vSech burikach,
primarné ale v tukové tkani. Hlavnim zdrojem syntézy TAG je glycerol. V tukové tkani je ale
nedostatek potfebného enzymu glycerol Kkindzy, proto je hlavnim prekurzorem
dihydroxyaceton fosfat (DHAP), uvoliovany z glykolyzy. Biosyntéza TAG zaCind aktivaci
glycerolu prostfednictvim glycerol kinazy a ATP na glycerol-3-fosfat. Na ten se vdZou dvé
molekuly acyl-CoA a vznika fosfatidat. Ten je plsobenim fosfatidatfosfatazy preménén na
1,2-diacylglycerol. Posledni acyl-CoA je esterifikovan diacylglycerolem na zavér a vznika
triacylglycerol. Je-li z&kladnim prekurzorem syntézy DHAP, pak je nutnd jeho preména
glycerol-3-fosfat dehydrogendzou za pritomnosti NADH na glycerol-3-fosfat.

Kli¢ové postaveni v regulaci syntézy MK mé enzym acetyl-CoA-karboxylaza (ACC),
ktery se nachazi ve dvou isoformach: ACC1 a ACC2 [32]. Obé formy jsou alostericky
aktivovany citratem a inhibovany palmitoyl-CoA, jak bylo uvedeno dfive.

Dalsi moznosti regulace je fosforylace (inhibice) a defosforylace (aktivace) ACC
prostfednictvim aktivity enzymU proteinové kindzy A (PKA), AMK aktivované proteinové
kinazy (AMPK) a proteinové fosfatdzy. Role jednotlivych enzymi{ je nadale intenzivné
sledovana a zatim neni stale jednoznacné postulovana [33,34].

Transkripcni regulace je zprostfedkovavana carbohydrate-responsive element-binding
proteinem (ChREBP), ktery synergicky se SREBP (viz regulace metabolismu cholesterolu)
ovliviiuje syntézu mastnych kyselin prostrednictvim indukce transkripce genl pro lipogenezi
[35,36]. Podléhaji regulacnimu plsobeni liver X receptoru (LXR), ktery patfi do skupiny
nuklearnich receptord [37].

Z dalSich regulacnich mechanismd je moZno uvést vliv hormon-senzitivni lipazy (HSL), ktera
fidi uvolfiovani MK z tukové tkané do krevniho obéhu [38], nutri¢ni stav a hormonalni vlivy
zejména inzulinu a glukagonu. Pro syntézu TAG se podle nejnovéjsich poznatkd jevi jako
velmi vyznamny také enzym PAP1 (fosfatidat fosfatdza 1), respektive jeho kédovaci protein
Lipin-1 [39]. Tento protein m& nejen vyznam pro regulaci syntézy, ale také pro zréni
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adipocytd, koordinaci ukladani a utilizace MK i gluk6zy v perifernich tkanich a slouzi jako
transkripéni koaktivator [40]. Zda se, Ze Lipin-1 je schopen ovliviiovat aktivitu PPAR
receptorli o, y ataké koaktivatoru druhého ze jmenovanych (PGC-1a) [41].

Mastné kyseliny jsou z biomedicinského hlediska prfedevSim vyznamnym
energetickym substratem. Sledovani zmén v kompozici MK vSak poméaha pochopit a
pozitivné ovlivnit priibéh rozmanitych onemocnéni [42,43]. Studium metabolismu MK se tak
soustfedi dokonce na ranné perinatalni obdobi [44] a potenciondlni vlivy MK na genovou
expresi [45,46]. Problematika mastnych kyselin vSak neni Ustfedni ndpini této préce.

Z pohledu stresového metabolismu je také vyznamna tvorba ketolatek (acetacetat,
B-hydroxybutyrat, aceton) z mastnych kyselin v jatrech. Probihd v mitochondriich a na
zaCatku se podobd syntéze cholesterolu. HMG-CoA je ale konvertovan na acetacetat
plsobenim HMG-CoA lyazy s naslednou spontanni dekarboxylaci na aceton, nebo pfeménou
B-hydroxybutyrdt dehydrogendzou na [-hydroxybutyrat. Z biomedicinského pohledu
ketolatky predstavuji vyznamny, alternativni, ve vodé& rozpustny zdroj energie pro
extrahepatalni tkané.
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2.3 Necholesterolové steroly

Historie cholesterolu sah& do roku 1760, kdy ho Francois Poulletier de la Salle objevil
ve ZluCovych kamenech. Od té doby byly izolovany stovky dalSich steroidnich latek véetné
sterolll, které jsou biochemicky charakterizované pritomnosti hydroxylové skupiny na 3.
uhliku steroidniho jadra. Do této skupiny tedy patfi prekurzory cholestrerolové syntézy a
rostlinné steroly (tzv. fytosteroly). SpoleCné je nazyvame necholesterolovymi steroly [47,48].

Prekurzory cholesterolu lze vyuZit k blizsi charakteristice cholesterolove syntézy,
napfiklad stanovenim hladin mevalonatu, metyl-sterolli, skvalenu ¢i latosterolu, jak bylo
uvedeno v kapitole cholesterol. Jejich regulace je zfejmé multifaktorialni a podléha vlastnim,
tkanové specifickym regulaénim mechanismdm. Tento predpoklad je zaloZzen na zjisténi, ze
nejvyznamngjsi transkripéni regulator SREBP je schopen ovliviiovat jen jeden z deviti stupnid
premény lanosterolu na cholesterol [49,50].

Asi nejzndméjSim prekurzorem cholesterolové syntézy je skvalen, ktery byl objeven jako
hlavni slozka jaterniho tuku pacifickych Zralok(. Tento metabolit nema steroidni jadro, a
proto jeho zafazeni do uvedené skupiny miZe byt pravem zpochybnéno. Nicméné jeho
uvedeni je zdlvodnéno faktem, Ze stanovovani plasmatickych koncentraci skvalenu bylo
soucCasti naSeho vyzkumu. Skvalen je polynenasyceny 30-ti uhlikaty uhlovodik, ktery je
v lidském organismu vyznamnou sloZzkou kozniho a udniho mazu, kde ma mé vyznamnou
antioxidacni ulohu. Déle se vyskytuje v lipoproteinech krevni plazmy: asi polovina ve VLDL,
25% v LDL a 25% v HDL [51,52]. Koncentrace skvalenu v plazmé vykazuje cirkadialni
kolisani s maximalni koncentraci kolem tfeti hodiny ranni a drobnym polednim pikem [28].
Skvalen je obsazen v produktech rostlinného plvodu a jeho vyskyt v olivovém oleji se dava

do pozitivni souvislosti s niz§im vyskytem nadorovych a kardiovaskularnich chorob [53,55].

Obrézek 3. Molekula skvalenu
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Latosterol (5a-3B-cholest-7-en-3-0l) je v soucasné dobé nejCastéji uzivanym markerem
cholesterolové syntézy, stejné jako pomér latosterol/cholesterol. Ma relativné vysokou
koncentraci v plazmé a nejvyznamnéji koreluje s aktivitou kli¢oveho regulacniho enzymu:
HMG-CoA reduktazy [56].

Obrézek 4. Molekula latosterolu

Z dalSich vyznamnych sterolll je mozno zminit napfiklad sterol 7-dehydrocholesterol, ktery
Ize rovnéZ pouzit jako ukazatel cholesterolové syntézy [57]. V plazmé se vSak objevuje
v submikromolarnich koncentracich. V gonadach se koncentruji steroly 4,4-dimetyl-50-
cholest-8,14,24-triena-3p-ol a 4,4-dimetyl-50-cholest-8,24-diena-3p-ol, které ovliviiuji zrani
oocytd a spermii [58]. Ve spermiich, matefském mléku a mozkové tkani byl detekovan ve
vyssich hladinach sterol desmosterol [59]. U sterolu 5a-cholestanolu se zdUrazriuje jeho Gzka
souvislost s absorpci fytosterolli [60]. Jejich zvySena hladina v bunéénych membranach
(cerebrotendinnitis xantomatosa, sitosterolemie) vede totiz k poruse membrandzni fluidity
s negativnim dopadem na iontové kanaly [61].

Fytosteroly predstavuji skupinu vice jak 250 steroidnich alkoholl, pochazejicich
zejména z rostlinnych tkani [62]. Jsou totiz z&kladnimi stavebnimi jednotkami rostlinnych
bunéCnych membrén [63]. Pankreatické enzymy nejsou schopny in vitro tyto latky Stépit, a
proto je jejich bioaktivita a vyznam pro klinické vyuZiti trvale zkouméana [64]. Déli se na dvé
zakladni skupiny: A°-steroly a 5-a-redukované stanoly. Jejich chemicka struktura je podobné

cholesterolu, ale maji odliSnou strukturu postranniho Fetézce. NapFiklad p-sitosterol a
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stigmasterol se lii etylovou skupinou na uhliku 24, kampesterol metylovou skupinou na
stejném misté nebo Zitné a pSenicné fytosteroly sitostanol a kampestanol jsou saturované v 5.

pozici.

Obrézek 5. Molekula B-sitosterolu

Obrazek 6. Molekula kampesterolu

Obvykly lidsky denni pfisun fytosterolu se pohybuje v rozsahu 200-300mg denngé. Jejich
absorpce ve stfevé je pritom nizka, okolo 0,1 - 5% [65]. Nehydrolyzované estery fytosterold
jsou hydrofobni a vytvofi-li se v jadru micely vazba s cholesterolem, jsou pak Spatné
vstiebatelné. Navic hydrolyzované formy vytésiuji z obvyklé vazby cholesterol a
absorbovatelné micely jsou tak o cholesterol chudSi [66]. Proto biomedicinsky vyznam
fytosteroll spociva zejména v jejich schopnosti snizovat absorpci cholesterolu z potravy a

snizovat reabsorbci ZluCového cholesterolu prostfednictvim kompetice s cholesterolem o
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vazbu v micelach [67], SniZzovani sérové hladiny cholesterolu je soucasné uskute¢novano
prostfednictvim zvysené exprese LDL receptorli ve tkanich, které je ddsledkem pravé
zmirfiované snizengé stfevni cholesterolové absorpce [68]. Tento mechanizmus se od poloviny
minulého stoleti vyuZiva k pfiznivému ovlivnéni hypercholesterolemie [69-71], ale s nutnosti
sledovat metabolismus v tucich rozpustnych vitamin( [72]. Pfisun fytosterold v davce 2-
3g/den je schopen snizit hladinu LDL-cholesterolu o 7-10% a v kombinaci s dalSimi dietnimi
opatfenimi az o 20% [73]. Jejich pozitivni vliv na snizeni LDL cholesterolu pfi srovnani s
prostou Upravou diety [74] je navic umocnén schopnosti potencovat Gcinky statin( [75].
PFiznivy vliv kombinace statin(, fytosteroll a diety s nizkym obsahem tuk( byl dokonce
popsan u pacientd s familiérni hypercholesterolemii [76]. Nicméné vyznam fytosterolll je
studovan v daleko SirSich souvislostech a samoziejmé zejména u onemocnéni spjatych
s lipidovym metabolismem [77,78], vCetné detekce efektu jejich 1éCby [79]. Nicméné tato
problematika se prestava jevit jako dominantni jen pro stavy spojené s hypercholesrolemii, ale
vhodnou také pro obecnou detekci zmén v cholestrolovém metabolismu. Stanoveni
koncentraci fotosterol(v plasmé totiz umoziuje jednoduse charakterizovat intenzitu absorpce
cholesterolu v organismu [31].

V zavéru kapitoly je nutno zminit také nezadouci Ucinky fytosterol(, které vznikaji pfi jejich
zvyseném prisunu. Ten vznika zejména pFi zvySené Ci opakované aplikaci pripravkli umélé
vyZivy, postavené na pritomnosti tukovych emulzi. Tato pfipravky jsou totiz vyrabény
standardné z rostlinnych oleji. Vyss$i koncentrace fytosteroll v plasmé zvysuji fragilitu
membran ¢ervenych krvinek, plsobi nepfiznivé na jaterni buriky s indukci syntézy atypickych
ZluCovych kyselin, €imz se zvySuje riziko cholelithiasy [80-82]. Fytosteroly jsou totiZ
nasledné vylucovany z lidského organismu Zluci. Tento transport je uskute¢iovan procesem
LXR regulované aktivity membran6znich ABC transportéril typu Al, G5/G8 a B4 [83].
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2.4 Lipidy a jejich metabolismus u kriticky nemocného

Akutni onemocnéni je ¢asto spojeno s mnohocetnym orgdnovym poskozenim a tudiz
s privodnimi metabolickymi dysbalancemi. Mezi né patfi také zmény v lipidovém
metabolismu, opakované popsané v poslednich dekadach [84-93]. V pfipadé cholesterolového
metabolismu je typickym nélezem hypocholesterolemie, jejiz z&vaznost pfimo koreluje
s progndzou pacientl [94-100], stejné jako dynamika Upravy této metabolické odchylky po
odeznéni vyvolavajiciho inzultu [84,101].
Triacylglyceroly (TAG) se na rozdil od cholesterolu v prdbéhu kritického stavu chovaji
nestandardné. Béhem stresového hladovéni dochazi vlivem aktivace neurohumoralni osy a
cytokinové boure k neschopnosti vyuzit MK a ketolatky k pokryti energetickych potFeb.
Hlavnim substratem se stava gluk6za a dominuje glukoneogeneza, zejména z
glukoplastickych aminokyselin. Oxidace MK je ztohoto pohledu procesem méné
vyznamnym. Navic nezanedbatelnd ¢ast MK je zpétné re-esterifikovana na TAG a ty se
vlivem zvysené hladiny inzulinu ukladaji ve tkanich, jako jsou jatra a/nebo svaly. Tkanova
hypoxie, zanétlivé cytokiny a endotoxin pfitom suprimuji aktivitu LPL [102], kterd je
nezbytna pro normalni metabolismus lipidl v lipoproteinech. U pacientl v intenzivni péci je
nutno také pocitat s moznym vlivem parenterélni nutri¢ni podpory, respektive tukovych
emulzi a jejich rozdilnou metabolickou toleranci [103-105]. VySe uvedené faktory tedy
zplisobuji, Ze plasmatické koncentrace TAG mohou byt velmi variabilni a neni pfekvapenim,
Ze byly detekovany koncentrace jak zvySené [106,107], tak i snizené [91,108]. Nicméné je
pravdou, Ze plasmatické hladiny TAG obvykle kopiruji zmény v koncentracich cholesterolu.
Na druhé strané rozvijejici se hypertriglyceridémie pfi perzistujici hypocholesterolemii
predstavuje znepokojujici ukazatel prohlubujici se metabolické deteriorace, néstupu pre-
terminalniho stadia onemocnéni a tudiz Spatné progndzy a zvySené mortality [86,109-111].

Hypocholesterolemie je povazovéana za typicky nélez u kritickych stavll a cholesterol
se za téchto podminek stava potencionalné esencialni substanci [112]. Cholesterol je navic
nezbytny pro syntézu steroidnich hormond, jejichz vyznam pro preziti v kritickém stavu je
zcela zasadni. Porucha syntézy byla pfitom popsana opakovang, vCetné snizené
nadledvinkové odpovédi na synaktenovy test v pfiinné souvislosti s nizkymi hladinami
HDL-cholesterolu [113,114].
[115] a postupné byla hypocholesterolemie postulovana jako stav, kdy sérovd koncentrace
klesa pod 3,5 mmol/l (135mg/dl). Neméné dilezZité je rovnéz sledovani dynamiky zmén. Jak
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bylo uvedeno v Uvodu kapitoly, pokles cholesterolu a prFetrvavajici nizk& hladina koreluje
s progndzou téchto pacientd [94-100]. Soucasné je ale nutno pocitat také se situaci, kdy jsou
syntetické procesy v organismu primarné alterované, napfiklad u pacientd s jaternim
onemocnénim. Presto a soucasné pravé proto je dilezité sledovat vyvoj plasmatickych
koncentraci cholesterolu v Case. Po odeznéni priméarniho inzultu a stabilizaci klinického stavu
totiz dochazi opét k jeho vzestupu, i kdyZ nedosahuje hodnot, které jsou obvyklé v primérné
apriori zdravé populaci [84,86].

PriCina hypocholesterolemie by se mohla obecné formulovat jako nerovnovdha mezi
nabidkou a poptdvkou po tomto metabolitu, respektive neschopnost zvysit syntézu
cholesterolu v souladu s potfebami akutniho stavu. Ve svétle soucasnych znalosti se jedna o
slozity, multifaktorialni proces. Cholesterol je potfebny ke stavbé a nasledné také reparaci a
obnové poskozenych tkani. Jeho syntéza je energeticky velmi naro€na, a tudiz v zatézoveé
situaci klesa [116]. Pficinou hypocholesterolemie mize byt hemodiluce, zejména kdyz je
krevni ztrdta spojena s objemovou resuscitaci velkou naloZi tekutin [84,85]. V této situaci je
vSak nutné zohledfiovat moZnost vymeény cholesterolu mezi plasmou a membrénou ¢ervenych
krvinek a/nebo mezi extra- a intra-vaskularnim prostfedim [117]. DalSimi faktory jsou
malnutrice [118] a porucha funkce jater [84,93,119], které prostfednictvim metabolickych
zmeén a Casto vycerpanych energetickych z&sob predisponuji k existenci hypocholesterolemie
i prispivaji k jejimu rychlejSimu rozvoji. V pFipadé popalenych pacientl se uplatiiuje
kombinace hemodiluce, cytokinové boufe, poruchy syntetickych funkci jater a ztraty
apoproteinu rannymi plochami [120]. Ackoliv se to mliZe na prvni pohled zdat u latky tukové
povahy nepravdépodobné, cholesterol je také Uzce spjat s metabolismem aminokyselin a
proteinil [93,121-123]. Byl popsan pfiznivy vliv na plasmatické hladiny cholesterolu
prostiednictvim parenteralni dodavky roztok(i aminokyselin, zejména vétvenych [124,125]. U
kriticky nemocnych, zavislych na prisunu artificialni nutricni podpory milze byt
hypocholesterolemie zplsobena rovnéz nepfFitomnosti cholesterolu v téchto pFipravcich.
Existuji ale prace, které dokumentuji zvySeni hladin cholesterolu po jejich podani. Jako
vysvétleni nabizeji teorii vymény cholesterolu z membran Cervenych krvinek a soucasné
indukce syntézy adekvatnim prisunem energetického substratu [126,127]. Experimentélni
pouZiti lipidové emulse obohacené o cholesterol [128] sice zlepSilo clearence triglyceridd,
akcelerovalo utilizaci tukovych partikuli z plasmy a zvySilo tvorbu ketolatek, ale hladina
cholesterolu se bohuzel nezménila. Céstice artificialniho tuku v podavané emulsi se v3ak vice

priblizily nativnim chylomikronlim. Enteralni nutri¢ni podpora mize ziejmé také priznivé
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ovlivnit cholesterolovy metabolismus. Po jejim podani byl popsan pozitivni efekt, ktery se
projevil zvySenim hladiny HDL-cholesterolu a apoproteinu A-1[129].

Jednou z nejvyznamnéjSich pricin hypocholesterolemie je vliv systémové zanétlivé reakce
(SIRS) a prlivodni cytokinova boure [97,109,130-137]. Po podani jednorazové davky
endotoxinu u zdravych dobrovolnikl byl dokumentovan rychly rozvoj SIRS a vyznamné
zmeény Vv lipoproteinovém spektru [91]. Bezprostredni a rychly vzestup VLDL byl nasledovan
depresi lipidového metabolismu s poklesem VLDL, LDL, HDL i celkového cholesterolu.
Lipoproteiny jsou pritom dilezitym transportnim médiem pro pfenos a neutralizaci
endotoxinu a bakterialnich lipopolysacharidl [138,139]. Komplex lipopolysacharid (LPS) -
lipopolysacharid binding protein (LBP) se totiz vaze na CD14 receptor povrchu bunék
monocyto-makrofagového systému a spousti produkci a uvolfiovani zanétlivych mediétord
[140,141]. Naopak vazba na HDL redukuje intenzitu uvolfiovanych mediatord [142,143].
Lipoproteiny tak maji vyznamny imunomodulani a ochranny vliv na lipopolysacharidem
indukovanou aktivaci monocytl, respektive zanétlivé reakce. Naopak sérum zbavené
lipoproteind neni schopno uvoliiovani cytokinl efektivné suprimovat [144]. HDL lipoproteiny
jsou pritom schopny odstranit vice jak 70% LPS z povrchu monocytarnich bunék [145].
Navic maji antioxidacni a endotel protektivni G€inky [143]. Kriticky stav doprovéazeny SIRS
tedy indukuje pokles sérovych hladin lipoproteini a tim stoupd vnimavost na
lipopolysacharidovy antigen. | kdyZ podobné ucinky jako HDL maji také jiné lipoproteiny
[146], vySe uvedené skuteCnosti se stavaji rizikovym faktorem z hlediska obrannych
imunitnich funkci. To potvrzuje zjisténi zvySeného vyskytu nasokomialnich infekci u
nemocnych s hypocholesterolemii [147].

Na druhou stranu je nutno zminit, Ze odstranéni 99% LBP z plasmy imunoabsorpci vede jen k
50%-nimu sniZzeni transportu LPS do HDL [151]. Vazba LPS na lipoprotein je totiZ
ovliviiovana i dalsimi plsobky, jako jsou LPS-binding protein (LBP), cholesteryl-ester-
transfer protein nebo fosfolipid-transfer protein (PLTP) [146].

Pozitivni vliv HDL byl popsan také v priibéhu hemoragického $oku, ischemické kolitidy nebo
poSkozeni ledvin v rdmci ischemické/reperfuzni reakce. Proto jsou HDL v problematice SIRS
povazovany nejen za ,,prosté vychytavace* LPS, ale jsou zjevné schopny také tlumit aktivaci
a translokaci nuklearniho faktoru kB (NF- kB), aktivacniho proteinu 1 (AP1) vCetné ovlivnéni
exprese endotelialnich adhesivnich molekul a endotelialni NO-syntazy (eNOS)

[149-151]. Stejné tak dalsi plisobky spojené s aktivitou HDL: paraoxonasa (PON1), desticky-
aktivujici faktor acetyl-hydrolaza (PAF-AH), sfingosin-1-fosfat (S1P), lyzofosfatidylcholin
(LPC) nebo fosfolipidy obsazené v HDL maiji pozitivni vliv na priibéh SIRS [152-155].
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Z hlediska pFiznivého vlivu latek lipidové povahy na priibéh onemocnéni je vhodné
zminit také roli vitaminu D. Ten lidsky organismus ziskava jednak z potravy (vitamin D2-
ergokalciferol) a/nebo syntézou z cholesterolu pres 7-dehydrocholesterol v kizi vlivem
ultrafialového zareni (vitamin D3- cholekalciferol). Aby oba vitaminy byly biologicky
aktivni, musi se hydroxylovat na 1,25-dihydroxyvitamin D v jatrech a ledvinach. Kromé jeho
nezastupitelné role pfi zajisténi normalni density kostni tkéané je v posledni dobé intenzivné
diskutovan také jeho pfiznivy a/nebo preventivni vliv na priibéh rozmanitych onemocnéni
vcetné onkologickych. V roce 2011 vSak byly tyto Uvahy zadnim zplsobem zpochybnény
[156]. Problematika vitaminu D neni naplni této prace, nicméné rdd bych zminil, Ze
hypovitamindza tohoto mikronutrientu byla popsana u mnoha patologickych stavi, vcetné
onemocnéni akutnich [157]. Z dostupnych literarnich zdrojd se mi vak eventuelni souvislost
se samotnou hypocholesterolemii doloZit nepodafilo.
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3. Cile disertacni prace

Cilem této prace byly nésledujici aspekty:

1. zjistit zmény v metabolismu lipid( u pacientl sakutnim onemocnénim v oblasti
vnitfniho lékarstvi

Poruchy metabolismu lipidd u nemocnych v kritickém stavu byly opakované popsany
predevsim u pacientl vtézké sepsi, po operacich nebo traumatickém ¢i popéleninovém
poskozenim. Zajimalo nas proto, zda bude mozno najit stejny fenomén také u pacientd
s akutnim onemocnénim interniho typu.

Navic, zatimco hypocholesterolemie je v téchto pfipadech povazovana za typicky nélez, u
triglycerid( je obtizné pfedpovidat, k jakym zménam v akutnim stadiu nemoci dojde.

2. zhodnotit metabolismus lipid( u izolované skupiny nemocnych s akutnim internim
onemocnénim

Pacienti standardné hospitalizovani na JIP interniho typu predstavuji velmi nehomogenni
skupinu nemocnych od typickych internich diagnéz az po stavy po operacich nebo intoxikace.
Povazovali jsme tedy za nutné vytvofit reprezentativni vzorek. Ztohoto ddvodu byl
metabolismus lipidd studovan ve dvou samostatnych projektech u pacientll: a) s akutni
exacerbaci Crohnovy choroby a b) s akutnim krvacenim do horniho zazivaciho traktu.

3. posoudit zmény v procesu ziskavani cholesterolu

Cholesterol je ziskavan v lidském organismu absorpci a syntézou. Informaci o rozvoji
hypocholesterolemie v akutnim stadiu onemocnéni bylo v poslednich dekadach publikovano
mnoho. Studie, které by se soustfedily na paralelni zmény v priibéhu jeho ziskavani, se vSak
objevuji spise sporadicky. Proto jsme jako nedilnou soucast vyzkumnych projektt hodnotili

také zmény v obou zmiriovanych procesech.

Cilem na$eho vyzkumu bylo tedy zhodnotit zmény v metabolismu lipid{ u pacientd s akutnim
internim onemocnénim. V pfipadé cholesterolu jsme chtéli popsat zmény v procesu jeho
ziskavani: absorpci a syntéze. Ucelem bylo vytvofit uceleny obraz o jeho zéakladnim
metabolismu. Cholesterol je totiz v kritickém stavu povaZzovan za potencionalné esencialni

substrat a soucasné reaktant akutni faze.
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4. Soubor nemocnych, statistick4 analyza

4.1 charakteristika vyzkumného projektu

Vyzkumny projekt €. 1. : Zmény metabolismu lipidQ v interni intenzivni péci

Do studie bylo zafazeno celkem 60 dospélych pacientli sakutnim internim
onemocnénim, hospitalizovanych na metabolické JIP Interni Kliniky Fakultni nemocnice
Ostrava (FNO). Pokud byli pfi védomi, dali pisemny souhlas se zafazenim do studie.
Tabulka ¢islo 2 shrnuje zékladni prijimaci diagnézy. Muz{ bylo 28 a Zen 32. Prlimérny vék

sledovaného souboru byl 45 let.

diagnéza pocet diagnéza pocet
Ak.pankreatitida 11  [Septicky stav 4
Aktivni ulcerosni kolitida 5  |Akutni kardiorespiracni selhani 6
Aktivni Crohnova choroba 24 |Akutni selhani ledvin 5
Akutni infarkt myokardu 2 |Akutni jaterni selhani 1
Akutni embolie do plic

Tabulka 2. Zastoupeni diagndz ve vySetfovaném souboru (pfijimaci diagndzy)

Zarfazeni byli pacienti sakutnim onemocnénim, které primarné spadalo do oboru
vnitfniho lékafstvi a bylo mozno predpokladat hospitalizaci delSi nez jeden tyden s plnou
zavislosti na umélé vyzivé. Nemocni s jinou nez interni diagndzou a tam, kde bylo zvysené
riziko akutni chirurgické intervence, zafazeni nebyli. VSichni byli Ziveni enterdlné (Nutrison
nebo Peptisorb, Nutricia). V pfipadé potfeby parenteralni nutriéni podpory byly podavany
pfipravky bez tuku (Aminomix 1 1500ml, Fresenius) nebo s tukovou emulzi ( OliClinomel,
Baxter). Osm pacientl bylo béhem sledovani napojeno na umélou plicni ventilaci, jedenact
dostavalo vazopresorickou farmakologickou podporu a deset podstoupilo akutni dialyzacni
IéCbu. Zemrelo celkem 7 nemocnych, ale aZz po ukonceni tydenniho sledovani. Celkem 44
pacientd bylo polymorbidnich a méli tfi a vice onemocnéni, ktera nesouvisela se zakladni
chorobou. U deseti pacientl byl diagnostikovan diabetes melitus, u devatenacti ateroskleréza
(koronarni ¢i cerebralni). Dvacet dva pacientll mélo hypertenzi a v sedmi pfipadech byla
zjisténa pokrocila chronicka renélni insuficience (tfetiho a vyssiho stupné, klasifikovana dle
klasifikace K/DOQI). Dal$ich dvacet jedna pacientd mélo jesté jiné (napriklad hematologické,

revmatologické, onkologické, gastroenterologické) onemocnéni.
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Hladiny celkového cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu a triacylglycerolli byly
stanovovany pfi pfijeti, tfeti a sedmy den enzymaticky automatickym analyzatorem (Olympus
AU 2700, Japonsko). Soucasné byly odebrany 3. a 7. den 2ml krve
s ethylendiamintetracetdtem (EDTA) ke stanoveni hladin skvalenu, latosterolu, sitosterolu a
kampesterolu. Po centrifugaci byly vzorky EDTA plasmy zmrazeny na -80°C, uskladnény a
po kompletaci transportovany do laboratofi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové k finalni
analyze. Necholesterolové steroly byly extrahovidny Abell-Kendalovou procedurou,
derivatizaci trimethylsilyletherem a analyzovany metodou plynové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (Turbo mass, Perkin-Elmer, Wellesley, USA).

Vyzkumny projekt ¢. 2: Zmény metabolismd lipidd u pacientl s Crohnovou chorobou

Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice v Ostravé a vSichni Gcastnici
dali pred zafazenim svlij pisemny souhlas s (Casti. Bylo zafazeno celkem 24 dospélych
pacient(l s akutnimi projevy Crohnovy choroby. U jedenacti z nich se jednalo o recentni
zachyt. VSichni méli hodnotu CDAI (Crohn’s disease activity index) vice nez 150 a 19
pacientl nad 250. Muz( bylo 12 a Zen také 12. Prdimérny vék sledovaného souboru byl 28 let.
Zéakladni metabolické parametry souboru shrnuje tabulka 3.

pacienti s aktivni CD (n=24)
CDAI 282.5 (222-316)
CRP (mg/l) 48.5 (34-95)
vahovy Ubytek* (kg) 5.5 (5-8.5)
albumin (g/l) 30 (28.2-36.2)
prealbumin (g/l) 0.15 (0.113-0.19)

Tabulka 3. Zakladni charakteristika souboru pacientd s aktivni Crohnovou chrobou (CD)
pfi pfijeti. CDAI: Crohn’s disease activity index, CRP: C-reaktivni protein,
* vahovy Ubytek za 3 mésice. Prezentovano jako median (25-75%)

Nemocni byli 1éCeni podle stejného protokolu: dostavali perordlné mesalazin v davce
4g/den a intravenosné kortikoidy. Uvodni vysoka davka intravenosniho methylprednisolonu
2mg/kg/den byla nasledovdna davkou 1mg/kg/den a po sedmi dnech konvertovana do
peroralni formy 32mg methylprednisolonu denné. Dale byl podavan vitamin E, antibiotika a
dalSi symptomaticka terapie. NutriCni pfijem byl zajisStovan aplikaci definované enteralni
vyzivy (Peptisorb, Nutricia). U 15 pacientl byl kaloricky pfijem doplnén o parenteralni
nutricni podporu bez pritomnosti tuku (Aminomix 1 1500ml, Fresenius). Nutri¢ni podpora
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byla pribézné modifikovana v zavislosti na klinické a laboratorni odezvé. Pacienti
nekonzumovali Zadnou kuchyriskou stravu od chvile pfijeti po dobu 14 dni.

PFi prijeti byly provedeny standardni odbéry vcetné lipidového spektra. Dalsi vzorky
se odebiraly 3. 14. a 28. den od prijeti. Jednalo se o stanoveni sérovych hladin celkového
cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu a triacylglyceroll. Ve vyse uvedenych terminech byl
dale odebran vzorek krve s EDTA, ktery byl centrifugovan a ziskand EDTA plasma byla
nasledné zmraZzena a uskladnéna pfi teploté -80°C. V pfipadé, Ze pacient nebyl ze studie
vyfazen, byly zmraZzené vzorky transportovany do laboratofi Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové, kde byly stanovovany hladiny skvalenu, latosterolu, sitosterolu a kampesterolu
plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (Turbo mass, Perkin-Elmer, Wellesley,
USA). Hladiny celkového cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu a triacylglycerol( byly
stanovovany enzymaticky (Olympus AU 2700, Japonsko).

Vyzkumny projekt ¢. 3: Zmény metabolismu lipid{ u pacientd s akutnim krvacenim do
GITu

Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice v Ostravé a vSichni Gcastnici
dali pred zafazenim svlij pisemny souhlas s (Casti. Bylo zafazeno celkem 24 dospélych
pacientd s melénou ¢i hematemesou. Akutni krvaceni do GITu bylo objektivizovano
endoskopickym vysetfenim/oSetfenim, provedenym do 24 hodin od pfijeti. Muzd bylo 13 a
zen 11. Prlimérny vék sledovaného souboru byl 62 let. Zakladni charakteristiku souboru
shrnuje tabulka 4.

Do studie nebyli zafazeni pacienti s jaterni cirh6zou v anamnéze. Pokud byla
diagnostikovana az po zarazeni, pouze nemocni klasifikovani jako Child Pough A pokracovali
ve sledovani. Pacienti s nevarikdznim krvacenim byli léceni kontinuélni aplikaci blokator(
protonov pumpy (PPI) v davce 8mg omeprazolu za hodinu, pacienti s varikdznim krvacenim
dostavali naviclmg terlipresinu co 4 hodiny a 1g cefotaximu co 8 hodin. Dale byly podavéany
krystaloidy (balancované roztoky) a symptomaticka terapie. Perordlni nutri¢ni pfijem byl
zastaven po dobu prvnich tfi dnil, kdy pacienti dostavali pouze roztoky aminokyselin a

glukdzy.
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krvaceni do GITu necirhotici cirhotici
(n=24) (n=18) (n=6)
APACHE skére 17 (12,5-18,5) 13 (11-18) 16,5 (13-17)
hemoglobin (g/l) 80,5 (69,5-88,5) 80 (75-88) 68,5 (61-74)

hematokrit

EBR (ml)

BMI (kg/m?)
albumin (g/1)
prealbumin (g/1)

cholesterol (mmol/l)

0,247 (0,21-0,286)
595 (514-1095)
26,8 (22,8-31,2)
30,95 (27-36,35)

0,155 (0,12-0,225)
2,79 (2,315-3,94)

0,258 (0,213-0,306)
579 (300-643)
25,72 (24,05-30)
32,15 (27,2-37,2)
0,205 (0,2-0,27)
3,355 (2,77-4,45)

0,21 (0,198-0,215)
1100,5 (600-1350)
21,9 (19-23,1)
28,05 (25,2-34,2)
0,09 (0,06-0,13)
2,5 (1,97-3,18)

Tabulka 4. Zakladni metabolické parametry pacientl s krvacenim do GITu (n=24) a srovnani
podskupiny cirhotik( (n=6) a necirhotikl (n=18) na zacatku studie (vstupni hodnoty).

EBR: spotfeba erytrocytarnich mas (transfuse) béhem prvnich 48 hodin, BMI: body mass
index. Vysledky jsou prezentovany jako median (25-75%).

Prvni vzorek projektu se odebiral pfi pFijeti, véetné rutinnich laboratornich test(, které
byly opakovéany dle potfeby. Dal$imi terminy odbérli byl den 3. a 6. Byly stanovovany
plasmatické koncentrace celkového cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu a triacylglycerol(.
Soucasné byly odebrany 2ml krve s ethylendiamintetracetatem (EDTA) ke stanoveni hladin
skvalenu, latosterolu, sitosterolu a kampesterolu. Po centrifugaci byly vzorky EDTA plasmy
zmrazeny na -80°C, uskladnény a po kompletaci transportovany do laboratofi Fakultni
nemocnice v Hradci Kréloveé k finalni analyze. Hladiny celkového cholesterolu, LDL a HDL
cholesterolu a triacylglyceroli byly stanovovany enzymaticky automatickym analyzatorem
(Olympus AU 2700, Japonsko). Necholesterolové steroly byly extrahovany Abell-
Kendalovou procedurou, derivatizaci trimethylsilyl etherem a analyzovany metodou plynove
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (Turbo mass, Perkin-Elmer, Wellesley, USA).
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4.2 analyticka Cast

V ramci jednotlivych projektd byly hladiny celkového cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu
a triacylglycerolll stanovovany enzymaticky. Hladiny skvalenu, lathosterolu, sitosterolu a
campesterolu byly stanovovany metodou plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

a) Kvantitativni stanoveni celkového cholesterolu

Metoda je zaloZzend na enzymatickém stanoveni s fotometrickym méfFenim barevného
reakéniho produktu. Pouzivala se firemni souprava Cholesterol OSR 6216 Olympus
Diagnostica, ktera je urCend pro rutinni stanoveni cholesterolu v séru (plazmé) pro
biochemicky fotometricky analyzator Olympus AU 640 a AU 2700.

Po hydrolyze esteril cholesterolu je cholesterol oxidovan a nasledné reaguje uvolnény peroxid
vodiku s fenolem a 4-aminoantipyrinem. Vznika tak Cervené zabarveny chinonimin, jehoz
Princip:

ProtoZe v séru je asi 70 % cholesterolu esterifikovdno, musi byt pfi stanoveni celkového
cholesterolu nejprve estery cholesterolu hydrolyzovany pomoci enzymu cholesterolesterazy.
Enzymatické stanoveni probiha ve tfech fazich:

cholesterolesterdza
Estery cholesterolu + H,O » cholesterol + mastné kyseliny

V dalsi fazi je cholesterol oxidovan za katalytického plsobeni enzymu cholesteroloxidazy:

cholesteroloxidaza
Cholesterol + O, > 4-cholesten-3-on + H,0O,

V treti indikacni fazi reaguje peroxid vodiku vznikly v predchozi reakci na principu oxidativni
kopulace s fenolem a 4-aminoantipyrinem za katalytického plsobeni enzymu peroxidazy.

YN e

peroxidaza
2 H,0, + fenol + 4-aminoantipyrin » chinonimin + 4 H,0
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b) Kvantitativni stanoveni LDL cholesterolu

Metoda je postavena na principu enzymatického stanoveni s fotometrickym méfenim
barevneho reakéniho produktu na analyzatoru Olympus AU 2700. PouZivala se firemni
souprava LDL-Cholesterol OSR 6283 Olympus Diagnostica, ktera je urCena pro rutinni
stanoveni LDL-cholesterolu v plazmé pro uvedeny typ biochemického fotometrického
analyzatoru firmy Olympus.

Princip:

Tak zvané ochranné Cinidlo (Protecting Agent) obsaZené v reagencii R1 chrani LDL
cholesterol pred enzymatickymi reakcemi s cholesterolesterazou (CHE) a cholesteroloxidazou
(CHO). Tyto reakce probéhnou pouze s cholesterolem obsazenym v chylomikronech, HDL a
VLDL lipoproteinech. Vznikajici peroxid vodiku je odbouravan kataldzou obsazenou

v reagencii R1:

katalaza
2HO0 — 5 2H,0 + O

Po pridani reagencie R2 je ochranné Cinidlo uvolnéno z LDL ¢éstic a katalaza je deaktivovana
azidem sodnym. Enzymy CHE a CHO potom katalyzuji klasické enzymatické reakce jen
s LDL cholesterolem za tvorby peroxidu vodiku. Peroxid vodiku reaguje s N-(2-hydroxy-3-
sulfopropyl)-3,5-dimethoxyanilinem (HDAOS) a 4-aminoantipyrinem (4-AA) v pfitomnosti

peroxidazy za tvorby modre zbarveného komplexu:

CHE a CHO
LDL cholesterol + H,O + O, » Cholest-4-en-3-on + Mastna kyselina + H,0,

peroxidaza
H,O, + 4-AA + HDAOS » Modry komplex + 3H,0
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c) Kvantitativni stanoveni koncentrace HDL cholesterolu

Metoda se provadi enzymatickou spektrofotometrickou metodou za pomoci firemni soupravy
HDL-Cholesterol OSR 6287 Olympus Diagnostica na analyzatorech Olympus AU 640 a AU
2700.

Princip:

Protilatka proti humannim R-lipoproteinim (LDL, VLDL a chylomikrony) obsazena v
reagencii R1 vytvari komplexy antigen-protilatka se vSemi vySe uvedenymi lipoproteiny
kromé¢ HDL. Vzniklé imunokomplexy zabranuji pribéhu enzymatickych reakci u téchto
lipoproteind. Volny HDL cholesterol se pFidavkem c¢inidla R2 enzymaticky stanovi za
katalyzy cholesterolesterazy (CHE) a cholesteroloxidazy (CHO). Konecny peroxid vodiku
vznikajici enzymatickou reakci s HDL cholesterolem je substratem pro enzym peroxidasu
katalyzujici oxidacni kopulaci F-DAQOS, coz je sodnd stl N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-
sulfopropyl)-3,5-dimethoxy-4-fluoroanilinu a 4-AA, coZ je 4-aminoantipyrin. Produktem této
reakce je modré barvivo (substituovany chinondiimin), jehoZ absorbanci lze méfit pfi

optimalni vinové délce 600 nm.

protilatka proti humannim /lipoproteiniim

LDL, VLDL, chylomikra »  komplex antigen-protilatka
CHE a CHO
HDL cholesterol + H;0 + O, » cholest-4-en-3-on + mastné kyseliny + H,0,
peroxidaza

H,O, + F-DAOS + 4-AA — » modré barvivo + 2H,0
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d) Kvantitativni stanoveni triacylglycerolli

Metoda zaloZend na enzymatickém testu pomoci firemni soupravy Triglyceride OSR 6133
Olympus Diagnostica na analyzatorech Olympus AU 640 a AU 2700.

Princip:

Koncentrace triacylglycerolli v séru (plazmé) se stanovuje enzymatickou metodou v nékolika
fazich s konecnou indikacni Trinderovou reakci. V prvni fazi se triacylglyceroly hydrolyzuji
za katalytického plsobeni lipoproteinové lipazy (LPL):

LPL
Triglyceridy » glycerol + 3 mastné kyseliny

Uvolnény glycerol se plsobenim glycerolkinazy (GK) za p¥itomnosti Mg?* iontdl pfeméfiuje

na glycerol-3-fosfat:

glycerolkindza (Mg2+)
Glycerol + ATP » glycerol-3-fosfat + ADP

Glycerol-3-fosfat se katalyticky oxiduje enzymem glycerolfosfatoxidazou (GPO) na
dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku:

glycerolfosfatoxidaza
Glycerol-3-fosfat + O, »dihydroxyacetonfosfat + H,0,

Vznikly peroxid vodiku reaguje oxidacni kopulaci (za katalyzy peroxidazou) s
4-aminofenazonem a 4-chlorfenolem za vzniku barevného produktu, jehoZ absorbance se
mEFi.

peroxidaza

2 H,O, + 4-aminoantipyrin + 4-chlorfenol ——— 3 4-(p-benzochinon - monoimino)
- fenazon + 4 H,O + HCI
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e) Kvantitativni stanoveni necholesterolovych sterold

Metoda je zaloZena na extrakci Abell-Kendallovou metodou saponifikaci séra roztokem
hydroxidu draselného v ethanolu. V pribéhu saponifikace dochazi k hydrolyze
triacylgycerolll a fosfolipid(i na polarni latky a esterifikované steroly se uvoliuji z vazby na
mastné kyseliny. Naslednym krokem je extrakce do nepolarniho rozpoustédla n-hexanu.
Vzhledem k polarnimu charakteru hydroxylové skupiny na nepolarnim skeletu a vysokému
bodu varu je nésledné provedena derivatizace trimethylsilyletherem s pouZitim
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA), (fa. Sulpeco Inc., Bellefonte). Na zavér
byla provedena separace plynovou chromatografii na nepolarni kapilarni koloné. Finalni
detekce probéhla metodou hmotnostni spektrometrie.

Princip:

Do rozmrazenych a promichanych vzork( se pfidava nejdfive denaturaéni Cinidlo ve formé
etanolu a roztok hydroxidu draselného. Po hodinové temperaci v termostatu pfi teploté 45 °C,
béhem které dochazi k hydrolyze triacylglycerolli a fosfolipiddl, se vzorky prudce ochlazuiji.
Nésledné je pfiddvdn n-Hexan, do kterého se na horizontalni tfepacce po dobu 10 min
extrahuji lipidové latky. Nasleduje separace hexanové vrstvy centrifugaci a jeji odpafovani
v koncentratoru ve specialnich zkumavkach (Wassermannovy) do kterych se vrstva prenasi.
Ve findle probihd derivatizace trimethylsilyletherem s pouzitim N,O-bis (trimethylsilyl)
trifluoroacetamidu (BSTFA) pfi teploté 75 °C po dobu 45 min vtermobloku. Finalni
produkty, tzv. trimethylsilyl derivaty sterold se nasledné chromatograficky separuji (obrazek
7 a 8). Kvantifikace se provadi metodou tak zvaného vnitfniho standardu, kdy se koncentrace

jednotlivych analyt( odecitaji z kalibracnich pFimek.
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Obrézek 7. Priklad chromatografického zaznamu.
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4.3 statistické zpracovani dat

Data byla ve vSech souborech zpracovana pomoci statistického softwaru Sigma-Stat
3,1 a vysledky jsou prezentovany jako median [25-75%]. Pro hodnoceni sledovanych
parametr( byly pouzity: t-test, ANOVA a neparametrické testy.

V pfipadé, Ze nebyla k dispozici hodnota kontrolniho souboru pro sledovanou veliCinu, byly
hodnoceny zmény v €ase srovnanim mezi sebou v ramci sledovaného parametru.
Rozdil byl povaZovan za signifikantni pfi hodnoté p < 0,05.

Namérené hodnoty prezentovanych projektli byly porovnany s kontrolni skupinou 100
dobrovolnych darcli krve. P¥i determinaci kontrolniho souboru jsme vychazeli z pozadavku,
aby se jednalo o zdravé jedince, jejichZ laboratorni vysledky budou odrazet polymorfismus
celé populace v tom nejSirSim méfitku. Byl proto zvolen vySe uvedeny soubor zdravych osob,
u kterych bylo mozno z pravidelnych odbérd na krevnim centru extrahovat také laboratorni
poloZzky pro nami sledované parametry.

Pro priméarni porovnéni sledované veliciny s adekvatni hodnotou kontrolni skupiny byl
pouZit dvouvybérovy t-test. Ten se pouziva pro porovnani stfednich hodnot dvou populaci
s normalnim rozdélenim. Mirné poruseni predpokladu normality zpravidla nema na vysledky
testu podstatny vliv. Nicméné v pfipadé vyraznéjSich odchylek od normality, které lze
mimochodem vysledovat v grafické prezentaci naSich vysledkd, bylo nutno pouZzit testy
neparametrické (v naSem pfipadé Mannlv-Whitney(v test). Tyto neparametrické testy
nekladou Zadné poZadavky na urCeni vychoziho rozdéleni a jejich vyuZiti je proto Sirsi. Na
druhou stranu slabsi predpoklady musi vést logicky k zavéru, Ze nejsou statisticky tak silné,
jako jejich parametrické protéjsky.

Pro porovnani zmeén sledované veliCiny v ¢asovém sledu (porovnani stfedni hodnoty
vice nez dvou populaci) byla pouzita analyza rozptylu, respektive ANOVA (z anglického

ANalysis Of VAriance). To se tykalo zejména situace, kdy jsme pro sledovany parametr
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neméli kontrolni skupinu. Tato metoda patfi mezi parametrické testy. Pfedpoklada nezavislost
vybérli, normalitu rozdéleni a homoskedasticitu, tedy identicky rozptyl u vSech populaci.
Pokud ale dochézelo k poruSeni homoskedasticity a/nebo pfi vyraznych odchylkach od
normality byl v naSem pFipadé provadén test Kruskaliv-Wallisv.

Spearmanlv korela¢ni koeficient byl pouzit pro hodnoceni vzajemného vztahu mezi
sledovanymi parametry lipidového metabolismu a hodnotami dalSich specifickych vybranych
ukazateld.

Miru zavislosti mezi dvéma sledovanymi znaky lze vtéto situaci statisticky hodnotit
prostfednictvim tzv. korelaénich koeficientll. V pfipadé, Ze zpracovavany vybér pochazi
z dvourozmérného normélniho rozdéleni, je pouzivan vybérovy korelacni koeficient. Tento
predpoklad byl vSak v nasem souboru poruSen. Proto jsme pouzili zminény Spearman(iv
korela¢ni koeficient. Jeho hodnota se pohybuje v rozmezi od -1 do 1, pfiCemZ hodnoty blizkeé
témto Cislim znamenaji, Ze mezi veli¢inami existuje silna zavislost a naopak hodnoty blizké

nule signalizuji, Ze zavislost mezi sledovanymi veli¢inami neexistuje nebo je velice slaba.
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5. Vlastni vysledky

V nésledujici kapitole jsou prezentovany vysledky jednotlivych projektl. Jednalo se o
vstupni, pilotni studii, kterd hodnotila metabolismus lipid{ u pacientd s akutnim internim
onemocnénim. Nasleduji dvé dal3i studie, které hodnoti stejné parametry na homogennich

souborech nemocnych s konkreétni interni diagnézou.

Vyzkumny projekt €. 1. : Zmény metabolismu lipidQ v interni intenzivni péci

Ve sledovanéom souboru (n=60) byly pFi srovnani skontrolni skupinou detekovany
signifikantni zmény v plasmatickych koncentracich jak zakladnich ukazatell lipidového
metabolismu, tak necholesterolovych sterolli (tabulka 5, graf 1 a 2).

pacienti s akutnim internim onemocnénim (n=60)

kontrola
den 0 den 3 den 7
t-CH (mmol/l) 4,832 (4,21-5,52) | 3,195 (2,4 - 4,2)** | 2,7 (2,3 - 3,607)** 3,8 (2,997 - 4,563)**
LDL-CH (mmol/l) 1,53(1,1-24) 1,22 (0,905 -2,02) 1,86 (1,313-2,735)

HDL-CH (mmol/l)

0,98 (0,73-1,23)

0,86 (0,725 - 1,13)

0,98 (0,765 - 1,165)

TAG (mmol/l) 1,075(0,67-1,53) | 1,265(0,89-1,625) | 1,67 (1,222-2,215)
SQ (umol/l) 0,89 (0,535-1,52) 1,515 (0,785 - 2,715)* | 1,47 (0,873 - 3,208)*
LTH (umolfl) 6,35 (4,85-8,705) 2,735 (1,29 - 4,905)** | 3,36 ( 1,18 - 5,353)**
SIT (umol/l) 4,99 (3,31-6,16) 4,9(233-9,892) | 4,47(3,055-9,14)
CAM (umol/l)  |9,76 (7,46-12,51) 3,22 (1,94 -4,99)** | 328 (1,95 - 5,985)**

Tabulka 5. plasmatické koncentrace lipidQ a sterolli u pacient(l s akutnim internim
onemocnénim (n=60).

t-CH: celkovy cholesterol, LDL-CH: LDL cholesterol, HDL-CH: HDL cholesterol, TAG:
triacylglyceroly, SQ: skvalen, LTH: latosterol, SIT: sitosterol CAM: kampesterol,

*: statistickd vyznamnost p<0,05 (srovnani s kontrolni skupinou)

**: statistick& vyznamnost p<0,001 (srovnani s kontrolni skupinou)

v v

Pro LDL a HDL cholesterol jsme neméli kontrolni ukazatele, presto byly hodnoty snizené
s nejniz$i hodnotou tfeti den. PFi porovnani vysledkd uvnitf skupiny mezi sebou byl
detekovan rozdil (p<0.05) mezi koncentracemi LDL cholesterolu 3. a 7. den. U HDL

v v s

cholesterolu rozdily nebyly zaznamenany. Nejnizsi hodnota triacylglycerold byla naméfena
pfi pFijeti. Opét bez moZnosti vyuZit kontrolni skupinu byl detekovan signifikantni rozdil

(p<0.05) pfi srovnani hodnoty pfi pfijeti s hodnotou 3. i 7. den.
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Zmény plasmatickych koncentraci sterolll byly vyznamné u latosterolu a kampesterolu

(p<0.001). Koncentrace sitosterolu se pohybovaly na Grovni kontrolni skupiny a koncentrace

skvalenu byly zvysené.
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Graf €. 1. Box Plots : plasmatickeé koncentrace celkového, LDL a HDL cholesterolu a
triacylglyceroll béhem sledovani u pacientl s akutnim internim onemocnénim (n=60).
tCH: celkovy cholesterol, LDL: LDL cholesterol, HDL: HDL cholesterol, TGC:
triacylglyceroly; pismeno C za zkratkou: kontrolni skupina; Cislo 0,3,7 za zkratkou: den od
prijeti.

41




12

10 —

30

o

25 —

]

[e]e]

o
umol/l
-
&
|
———+ooooo

: o :
= [e]
4 o
[e] | [e]
10 g ]
8 o
2| % T
. T s
o ® t ¥ o T =
o
T T T
sQc sQ3 sQ7 ! ! !
LTHe LTH 3 LTH 7
skvalen
latosterol
35 70
o
30 - 60 — o
25 - _
[e) 50 o o
(o)
[e]
o 8
20 o 40 -
o
3 : 8 3 ° 0
2 15| g 30+
=1 =] [e]
o
[e]
10 - 20 -
8
5 10 - %
’ | + | + T = &
0 0 -
T T T T T T
CAMc CAM 3 CAM 7 SITc SIT3 SIT7
kampesterol sitosterol

Graf ¢. 2. Box Plots : plasmatické koncentrace sterolll a jejich zmény béhem sledovani u
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SQ: skvalen, LTH-latosterol, CAM: kampesterol, SIT: sitosterol;

pismeno C za zkratkou: kontrolni skupina; Cislo 3,7 za zkratkou: den od prijeti
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Vyzkumny projekt €. 2: Zmény metabolismd lipidd u pacientl s Crohnovou chorobou

Ve sledovaném souboru (n= 24) byly pfi srovnani s kontrolni skupinou detekovany
signifikantni zmény v plasmatickych koncentracich jak zakladnich ukazatell lipidového
metabolismu, tak necholesterolovych sterolli (tabulka 6, grafy 3 a 4).

pacienti s Crohnovou chorobou (n=24

kontrola

den 0

den 3

den 14

den28

t-CH (mmol/l)
LDL-CH (mmol/l)
HDL-CH (mmol/l)
TAG (mmol/l)

SQ (umol/l)
LTH (umol/l)
SIT (umol/l)
CAM (umol/l)

4,83(4,21-5,52)

0,89(0,54-1,52)
6,35(4,85-8,70)
4,99(3,31-6,16)
9,76(7,46-12,51)

3,32(2,3-3,86)**
1,70 (0,78-2,37)
0,94 (0,76-1,33)
0,95 (0,59-1,55)

2,73(2,22-3,42)**
1,26 (0,76-1,71)
0,87 (0,74-1,24)
1,41 (0,85-1,77)

1,09 (0,81-2,317)
1,87 (1,11-3,80)*
4,91 (2,13-8,71)

3,49(1,56-7,103)*

4,10 (3,50-5,34)
2,28 (1,45-2,83)
1,06 (0,94-1,3)
1,75 (1,15-2,22)

1,05 (0,54-2,11)
2,74(0,99-5,42)*
4,32 (2,69-8,66)
3,38(1,99-5,62)*

4,86 (4,32-6,5)
3,05 (1,46-2,81)
1,62 (1,27-2,005)
1,38 (0,960-2,13)

0,98(0,43-1,86)
2,44(1,12-4,52)*
6,28 (3,98-9,81)
3,62(2,37-9,69)*

Tabulka 6. plasmatické koncentrace lipid( a sterolli u pacient(i s Crohnovou chorobou (n=24)
t-CH: celkovy cholesterol, LDL-CH: LDL cholesterol, HDL-CH: HDL cholesterol, TAG:
triacylglyceroly, SQ: skvalen, LTH: latosterol, SIT: sitosterol CAM: kampesterol,

*: statistickd vyznamnost p<0,05 (srovnani s kontrolni skupinou)

**: statistick& vyznamnost p<0,001(srovnéni s kontrolni skupinou)

v v

vykazoval signifikantni pokles (p<0,001). PF¥i porovnani naméfenych koncentraci LDL a

HDL cholesterolu uvnitf skupiny mezi sebou byly zaznamenany vyznamné rozdily (p<0,05)

v v s

pfi srovnani nejnizsich hodnot obou parametr(l 3. den s hodnotami 14 a 28. den. Hladiny
zaznamenali pfi srovnani hodnot pfi pfijeti a 14. den.

PFi hodnoceni hladin sterolli jsme zaznamenali statisticky vyznamny pokles hladin (p<0,05)
se pohybovaly na drovnich kontrolni skupiny a byly statisticky nevyznamné.

Korelace mezi ukazateli lipidového metabolismu a nutricnimi markery (albumin, prealbumin)

Ci ukazateli z&nétu (CDAI, C-reaktivni protein) neprokézaly statisticky vyznamné souvislosti.
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Graf €. 3. Box Plots : plasmatické koncentrace celkového, LDL a HDL cholesterolu a
triacylglyceroll béhem sledovani u pacient( s akutni Crohnovou chorobou (n=24).
tCH: celkovy cholesterol, LDL: LDL cholesterol, HDL: HDL cholesterol, TG:
triacylglyceroly;

pismeno C za zkratkou: kontrolni skupina; Cislo 0,3,14,28 za zkratkou: den od pfrijeti.
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Vyzkumny projekt ¢. 3: Zmény metabolismu lipid{ u pacientd s akutnim krvacenim do
GITu

Ve sledovaném souboru ( n= 24) byly pfi srovnani s kontrolni skupinou detekovany
signifikantni zmény v plasmatickych koncentracich jak zakladnich ukazatell lipidového
metabolismu, tak necholesterolovych sterolli (tabulka 7, grafy 5 a 6).

kontrola

pacienti s krvacenim do GITu (n=24)

den 0

den 3

den 6

t-CH (mmol/l)
LDL-CH (mmol/l)
HDL-CH (mmol/l)
TAG (mmol/l)

SQ (umolfl)

LTH (umol/l)
SIT (umol/l)
CAM (umol/l)

4,832 (4,21-5,52)

0,89 (0,535-1,52)
6,35 (4,85-8,705)
4,995 (3,31-6,165)
9,76 (7,46-12,51)

2,79 (2,315-3,94)**
1,395 (0,865-2,015)
0,67 (0,56-0,915)
1,41 (1,195-2,11)

0,805 (0,425-1,15)
2,733 (1,93-5,41)**
3,489 (2,46-4,306)*
5,94 (5,222-8,65)**

3,12 (2,395-3,89)**
1,68 (1,235-2,155)
0,805 (0,58-0,89)
1,375 (0,85-1,785)

0,597 (0,288-1,02)*
2,939 (1,646-6,21)**
3,055 (2,422-3,96)**
4,740 (3,555-8,27)**

3,52 (2,98 - 4,215)**
2,14 (1,65-2,715)
0,87 (0,66-1,075)
1,405 (0,82-1,70)

0,599 (0,483-0,985)
3,876 (1,69-7,047)**
3,265 (2,495-4,869)*
6,398 (4,951-8,29)**

Tabulka 7. plasmatické koncentrace lipid( a sterold u pacientl s krvacenim do GITu (n=24)
t-CH: celkovy cholesterol, LDL-CH: LDL cholesterol, HDL-CH: HDL cholesterol, TAG:
triacylglyceroly, SQ: skvalen, LTH: latosterol, SIT: sitosterol CAM: kampesterol,

*: statistickd vyznamnost p<0,05 (srovnani s kontrolni skupinou)

**: statistick& vyznamnost p<0,001(srovnani s kontrolni skupinou)

Hladiny celkového cholesterolu byly pfi srovnani s kontrolni skupinou signifikantné nizsi
mezi sebou objektivizovalo signifikantni rozdil (p<0,05) pouze u LDL cholesterolu, pokud
byly srovnany hodnoty pri pfijeti se dnem tfetim. Plasmatické koncentrace triacylglycerold
nevykazovaly statisticky vyznamné zmény a béhem sledovani byly ve fyziologickém rozmezi.
Plasmatické koncentrace latosterolu (p<0,001), kampesterolu (p<0,001) a sitosterolu (p<0,05)
byly porovnanim s kontrolni skupinou statisticky signifikantné snizené. Pokles skvalenu byl
vyznamny pouze 3. den (p<0,05).

Spearmanliv korelacni koeficient neprokazal statisticky vyznamné korelace mezi ukazateli
lipidového metabolismu a nutricnimi markery (BMI, albumin, prealbumin) stejné jako
spotfebou transfusnich pripravkd, hodnotami hemoglobinu ¢i hematokritu.
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Graf €. 5. Box Plots : plasmatické koncentrace celkového, LDL a HDL cholesterolu a

triacylglyceroll béhem sledovani u pacientl s akutnim krvacenim do horniho GITu (n=24).

tCH: celkovy cholesterol, LDL: LDL cholesterol, HDL: HDL cholesterol, TAG:

triacylglyceroly;

pismeno C za zkratkou: kontrolni skupina; €islo 0,3,6 za zkratkou: den od pfijeti.
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6. Diskuze

Prvni zminky o metabolickych zménach u akutné nemocnych pacientd sahaji az do
prvni poloviny 20. stoleti [158]. Béhem néasledujicich desetileti byla objevena celd fada
novych souvislosti a zasadnich poznatk, které ovlivnily pfistup k tomuto typu nemoci, jejich
projeviim a staly se v duchu ,.evidence based medicine* zékladem tak zvanych doporucenych
postupll. Metabolismus lipid(l z tohoto pohledu neni vyjimkou a zejména fenomén
hypocholesterolemie, vCetné jeho vyznamu v predikci zavaznosti onemocnéni, je trvale a
opakované diskutovan [84-102,106-110,113,114,121,137,159].

Cilem nasi prace bylo popsat eventuelni odchylky v lipidovém spektru u pacientd,
ktefi jsou pfijimani na jednotku intenzivni peCe interniho typu. Skladba nemocnych je zde
velmi nehomogenni a Casto vyZaduje mezioborovy pristup. Soucasné je nutno pfiznat, Ze
tento typ intenzivni péce mnohdy nedosahuje takovych rozmérd jako na jednotkach ARO, kde
jsou hospitalizovani pacienti s kritickymi nasledky traumat, sepse ¢i popalenin.

Prvni projekt naSeho vyzkumu, ktery ve svétle nasledné diskutovanych souvislosti
oznacujeme za projekt pilotni, byl proveden na souboru Sedesati dospélych pacient( s akutnim
internim onemocnénim. Hodnotili jsme zde jednotlivé parametry lipidového metabolismu,
vCetné ukazateld cholesterolové syntézy a absorpce. Jak se pozdgéji ukazalo, v konkrétnich
podminkach naSeho pracovisté (metabolickd JIP interni Kliniky) se jednalo o velmi
nesourodou skupinu akutnich diagn6z z oblasti kardiologie, gastroenterologie, hepatologie,
nefrologie nebo také tfeba toxikologie (tabulka €. 2). Hlavni limitaci projektu se tak stala jeho
nehomogenita. Ta nasledné z pohledu metody zpracovani dat zplsobila jeho hrani¢ni
hodnotitelnost a v koneéném dlsledku i publikovatelnost. Bylo obtizné najit spolecny
jmenovatel pro interpretaci tak variabilni skupiny subjektt. Byli sledovani napriklad mladi,
jinak zdravi pacienti s akutnimi projevy nespecifickych stfevnich zanét(, stejné jako pacienti
polymorbidni, vys§iho véku, u kterych se aktualné vyvinulo jiné nové akutni onemocnéni.
Polymorbidita byla tedy dalSim faktorem podporujicim tvrzeni o nehomogenité
vySetfovanych subjektl. VZdyt' u 44 pacientll (73%) byla detekovana soucasna prFitomnost
vice jak tfi onemocnéni, nepoCitaje zakladni diagndzu. Podrobnéjsi rozbor by ukazal, Ze u 10
pacientll (16%) byl diagnostikovan diabetes melitus, u 19 pacientli (32%) néktera z forem
aterosklerézy, u 22 pacientd (36%) hypertenze, u 7 pacientd (11%) chronickad renalni
insuficience a celkem u 21 pacientl (35%) dalsi, jiné pridruzené onemocnéni (viz téz

charakteristika souboru, strana 28).
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DalSim vyznamnym aspektem byla odliSnd rychlost nastupu onemocnéni. V nékterych
pripadech byla anamnéza Gvodnich symptom( nékolik tydnl (napfiklad nespecifické stfevni
zanéty). Jindy nékolik hodin nebo dokonce pfiSel pacient pfimo “z ulice™ (napfiklad akutni
kardio-pulmonalni pfihody). V téchto souvislostech bylo i pouZziti univerzalnich skdrovacich
systéml dubiézni. Navic vétSina internich chorob ma svij vlastni zplsob hodnoceni
zavaznosti.
V neposledni fadé byl nasim pacientlim poskytovan odlisny koncept umélé vyzivy. V souladu
s doporu€enim pro intenzivni péci [160] jsme sice nemocné Zivili predevsim a hlavné
enterélni cestou, ale v nékterych pripadech byla nutnd vyZiva parenteralni. V souladu s
energetickou/metabolickou potfebou nemocnych bylo navic v nékterych indikacich nutno
sdhnout k podani tukovych emulzi.
Z vyse uvedenych dlvodl jsme nakonec dosli k ndzoru, Ze vSechny tyto nevyhody musime
konvertovat do jediné vyhody, totiz jednoduchosti. Stanovili jsme si jako zafazovaci kritérium
jen holy fakt, Ze se jedna o pacienta s Cisté interni diagnézou a Ze bude Ziven pouze umélou
vyZzivou. Vyloucili jsme pak vSechny nemocné, ktefi tato dvé kritéria nespliovali. Soucasné
nebyli zarfazovani ti pacienti, u kterych byla velkd pravdépodobnost, Ze podstoupi
v nejblizsich dnech chirurgicky vykon, ktery by zésadné ovlivnil pfirozeny pribéh interniho
onemocnéni. Jednalo se napfiklad o pacienty s ileosnimi stavy nebo peritonealnimi pfiznaky.
Navzdory viem vySe uvedenym omezenim lze konstatovat, Ze v uvedeném souboru
nemocnych byl detekovan statisticky vyznamny pokles celkového, HDL i LDL cholesterolu a
rozvinula se tudiz hypocholesterolemie. Nejniz8i hodnoty béhem tydenniho sledovani byly
detekovany tfeti den. Z hlediska hledani pficiny snizenych plasmatickych hladin cholesterolu
Ize uvaZzovat o mnoha faktorech. Hypocholesterolémie je v obecné roviné charakterizovana
jako vysledek nerovnovahy mezi nabidkou a poptavkou po cholesterolu stim, Ze lidsky
organismus neni schopen v kritické situaci pokryt jeho potfebu [86]. Syntéza cholesterolu je
energeticky velmi narocnd a béhem kritického stavu logicky klesa [116]. Soucasné je
pfitomna jeho zvySena spotieba z dlivodu intenzivnich narokd na syntézu steroidnich
hormont a dale pro obnovu poskozenych tkani a organtl. Hemodiluce [84,85], porucha funkce
jater [84,93,119], malnutrice [118] a tésny vztah mezi poskozenim metabolismu proteind a
lipid( [93,121-123] jsou dalsi faktory, akceptované v rozvoji hypocholesterolémie. To vse je
umocriovano stresovym metabolismem s cytokinovou boufi v ramci systémové zanétlivé
reakce (SIRS) [91,97,106-111,130-137]. Vliv SIRS na lipidovy metabolismus je pfitom
dobfe znamy, protoZe byl prehledné popsan prostfednictvim demonstrace U¢inku endotoxinu
na zdravé dobrovolniky [91]. Navic je nutno pfipomenout, Ze latky lipidové povahy nejen
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reaguji na SIRS, ale hraji také vyznamnou roli v ochrané pfed jeho negativnimi dopady
[138,139,142,143]. V souhrnu lze tedy Fict, Ze kriticky stav se SIRS vede k poklesu
dilezitého protizanétlivého a imunomodulaéniho materialu a soucasné se vytraci schopnost
tlumit spoustéce této reakce [149-155].

Predpokladame, Ze v etiologii hypocholesterolemii u naSeho souboru nemocnych se ve
vétsi ¢i menSi mife uplatnily vSechny z vySe uvedenych prfiCin. Byla pfitomna malnutrice,
kterou charakterizovaly primérné hodnoty albuminu 28,79/l (rozptyl min-max: 16,5-49,1g/l),
prealbuminu 0,13g/l (0,03-0,26g/l) i absolutniho poctu lymfocytl 1,09 (0,2-2,6). Zvysena
zénétliva aktivita byla prezentovana prdmérnou plasmatickou koncentraci CRP 103mg/l, s

v v

rozptylem od normalnich/negativnich hodnot <10mg/l az po nejvyssi 317mg/l. Primérna
hodnota hematokritu byla 0,32 (0,17-0,46), coz mize svédcCit pro mozny vliv anémie. Na
druhou stranu zkuSeny klinik pozna, Ze vySe prezentované rozptyly hodnot jsou extrémni.
Neni tedy prekvapivé, Ze z diivod( prezentovanych pochybnosti o homogenité souboru a vyse
uvedenych skute¢nosti byl vySetfovany soubor hrani¢né Unosny také pro publikovatelnost
vysledkd. To oteviené pfiznavame pfi védomi hlavniho cile postgradualniho studia.

Aby bylo hodnoceni potencionalnich pficin hypocholesterolémie komplexni, je nutno
také zdlraznit roli naruseného pfijmu potravy. VSichni nasi nemocni byli zavisli na pfisunu
umélé vyzivy, protoZe peroralni prijem kuchynské stravy nebyl mozny. JiZz vroce 2002
popsal Zadak et al. u takové skupiny pacientli vyznamné zmény v metabolismu cholesterolu,
véetné poruchy procesu jeho syntézy [161]. Poukazal pfitom na fakt, Ze uméla vyZiva, ktera je
nemocnym podavana, standardné cholesterol neobsahuje. TakzZe, at' uz naSi pacienti byli
Ziveni enterdIné nebo v indikovanych pripadech parenteralné, ve chvili zastaveni klasického
peroralniho pfijmu se soucasné zastavil pFijem cholesterolu. Lze tedy usuzovat, Ze v souladu
s vySe uvedenym se arteficialni vyZziva podilela na rozvoji hypocholesterolémie také v naSem
projektu. Rozsah tohoto vlivu je téZké hodnotit. Aktualné si nejsem védom, Ze by existovala
validni data, ktera by tento vzajemny vliv presnéji kvantifikovala. Z literarnich pramenl je
totiz znamo, Ze podani parenteralni nutricni podpory mize zvySeni hladin cholesterolu
indukovat [124-127]. Autofi tento fakt vysvétluji pravdépodobnym uvolnénim cholesterolu
z membrén Cervenych krvinek a soucasné indukci syntézy cholesterolu adekvatnim pokrytim
nutri¢nich potfeb v kritickém stavu. Ve vysledném hodnoceni tedy proti sobé stoji fakta, ze
parenteralni uméla vyZziva je priinou hypocholesterolemie a soucasné vytvari prFiznivé
podminky pro jeji zvladnuti. Obdobné dilema vyvolava hodnoceni Ugink(l vyZzivy enteralni.

Ta rovnéZz cholesterol standardné neobsahuje, ale po jejim podani byl rovnéZz zaznamenan
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pfiznivy vliv na hypocholesterolémii. Je totiz schopna navodit zvy3eni hladin HDL-
cholesterolu a apoproteinu A-1 [129].

V kazdém pfipadé je ale zfejmé, Ze odnéti kuchynské stravy znamena zéstavu prisunu
cholesterolu. Otéazka, jakym zplsobem zajistit pfisun cholesterolu nemocnym, ktefi nejsou
schopni prijimat klasickou kuchyfiskou stravu, z(stava stale oteviena. Prvni podani lipidové
emulse s cholesterolem bylo pFitom popsano jiz v roce 2003 [128]. Po jeji aplikaci doslo sice
ke zlepseni utilizace tuk(l z podavané infuse, ale k ovlivnéni hladin cholesterolu v plasmé
nedoSlo. Tato problematika by byla jisté hodna dalSiho hlubSiho studia.

Plasmatické hladiny triglyceridd béhem naSeho sledovani pokles cholesterolu
prakticky kopirovaly. Tento prdbéh je ostatné popisovan i literarné [93]. Pokles
plasmatickych koncentraci byl ale u naSeho souboru detekovan hned od prvniho dne
sledovani, zatimco nejnizsi hladiny cholesterolu byly aZ tfeti den. Nicméné je znamo, Ze TAG
se v pribéhu kritického stavu mohou chovat velmi rozmanité. Déje se tak prostfednictvim
mnoha vlivl. Hlavnim je privodni stresovy metabolismus, kdy se hlavnim metabolickym
substratem stava glukbéza a dominuje glukoneogeneza. Oxidace mastnych kyselin je
neurohumonalné suprimovana a cast jejiho poolu je zpétné re-esterifikovana na TAG. Navic
je nutno pocitat svlivem hypoxie a cytokinové boufe, které tlumi aktivitu lipoproteinové
lipazy[102], kterd je esencialni pro normalni metabolismus lipoproteind. Dal$im vyznamnym
faktorem je také vliv zejména parenteralni nutricni podpory se zastoupenim tukovych emulzi
[103-105]. Cést nasich pacientl pfitom tento druh vyZivy dostavala. Na jedné strané je tedy
pravdou, Ze plasmatické hladiny TAG zmény v koncentracich cholesterolu obvykle kopiruiji.
Na stranu druhou je ale nutno uvést, Ze byly za riznych kritickych situaci detekovany jejich
koncentrace jak zvy3ené [106,107], tak i snizené [91,108]. Z klinického pohledu pak nelze
opomijet nélez perzistujici hypocholesterolémie s hypertriglyceridémii, ktery casto
pfedstavuje alarmujici ukazatele prohlubujici se metabolické dysbalance a rizika zvySené
mortality [86,106,107,109-111]. Tento fenomen v praci ale pozorovan nebyl.

Lidsky organismus ziskava cholesterol dvéma zplisoby: syntézou a absorpci z potravy.
Jednou z moznosti jak tyto dva procesy kvantifikovat, je stanoveni hladin latosterolu a
skvalenu (ukazatelé syntézy) a/nebo fytosterold: sitosterolu a kampesterolu (ukazatele
absorpce) [26]. Odbornych praci, které studuji podrobné zmény na Urovni procesl ziskavani
cholesterolu v lidském organismu je relativné malo. Velka pozornost je samoziejmé vénovana
zejména fytosteroldim, které maji prokazany pozitivni vliv na hypercholesterolemii [69-79] a
pfedstavuji neoddélitelnou soucast jeji 1éCby. Pokud se ale budeme pohybovat v oblasti akutni

mediciny, pak jsou spiSe sporadické, véetné pokusl o posouzeni vlivu stupné zavaznosti
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onemocnéni na cholesterolovou syntézu [137]. Navic jsou tato sdéleni v drtivé vétsiné pripadd
prace proto chtéla obohatit stivajici informace ztakové oblasti akutni mediciny, ktera
nedosahuje tak vyznamného stupné zavaznosti. Na jednotce intenzivni péCe interniho typu.

Na zékladé ziskanych vysledk( Ize, prostfednictvim signifikantniho poklesu hladiny
latosterolu, ktery predstavuje nejvyznamnéjsi marker syntézy [56] tvrdit, Ze béhem akutniho
stavu byla cholesterolovd syntéza v naSi praci suprimovana. Plasmatické koncentrace
latosterolu byly rovnéz jako u celkového, LDL a HDL cholesterolu nejnizsi tfeti den a
dynamika zmén byla tudiZz identickd. Hladiny skvalenu byly naopak béhem sledovani
zvySené. Skvalen je druhym ukazatelem, opakované zmiriovanym také v Ceské odborné
literatufe. V praci Bakalare et al. se uvadi, Ze pacienti po zavazném traumatu maji hladiny
skvalenu sniZzené [116]. Autor to davd do souvislosti s alteraci cholesterolové syntézy.
Nicméné pokles koncentraci nebyl v jeho préci statisticky vyznamny. Autofi soucasné
rozvijeji teorii, Ze mistem, kde dochazi k blokadé syntézy cholesterolu, je pravdépodobné
skvalensyntetaza. My jsme béhem sledovani detekovali naopak hladiny zvysené. Vysvétleni
nalézame ve skute€nosti, Ze skvalen se v organismu nachazi ve vice poolech. To umoZzniuje
jeho uvolfovani béhem stresové reakce zejména z tukovych zésob [51,52]. Tim se stava
ukazatelem s nizkou mirou spolehlivosti. Navic Ize spekulovat také o zavislosti jeho hladin na
rychlosti ndstupu akutniho stavu. Proto se od jeho pouZivani pfi hodnoceni syntézy v posledni
dobé ustupuje.

Zmény v cholesterolové absorpci byly u naseho souboru pacientdl charakterizovany
poklesem plasmatickych hladin obou sledovanych fytosterold, tedy zndmkami naru$eni tohoto
procesu. Zejména u kampesterolu byl pokles signifikantné vyznamny, protoZe s absorpci Iépe
koreluje a neni v takové mite ovlivnén dodavkou fytosteroll v umélé vyzive. Pripravky umélé
vyZivy, které jsou pacientlim standardné podavany, totiz fytosteroly bézné obsahuji, protoze k
jejich vyrobé jsou pouzivany rostlinné oleje [162]. Jejich pFisun do organismu tak ve finale
mZe byt znacné vysoky. Tyka se to pfitom jak pfipravk( enteralni vyzivy, tak parenteralnich
tukovych emulzi s tim, Ze nejCastéji zastoupenym fytosterolem byva sitosterol. Jeho hladiny,
nameérené v nasi studii, tak mohly byt ovlivnény/navyseny pravé jeho prisunem v arteficidlni
vyzivé. Timto zplsobem lze vysvétlit méné vyrazny pokles u této druhé sledované veliciny,
ktery nedosdhnul signifikantni Grovné. Uméla vyZiva ma tedy z pohledu naSi préce dva
vyznamné negativni atributy. Zaprvé neni schopna dodat organismu cholesterol, protoZe ho
neobsahuje. Zadruhé je pfi¢inou zvysené dodavky fytosterold do lidského organismu se viemi
negativnimi vlivy na jeho metabolismus, jak je zmifiovano v Uvodni kapitole [80-82]. Na
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druhou stranu v Zadném pFipadé nechceme vytvaret pochyby o zcela z&sadnim, esencidlnim
vyznamu arteficialni vyZivy v pé€i o kriticky nemocné. SpiSe se nabizi Uvaha, zda znovu
neoZivit ponékud zapomenuté experimentéalni prace svyZivou, ktera byla o cholesterol
obohacena [128].

Ve druhé fazi naSeho projektu (podporovan grantem IGA MZ NR/7854-3.) jsme se
vénovali studiu zmén lipidového metabolismu na souboru 24 pacientli s aktivni Crohnovou
chorobou (CD). Jednéa se o chronické zanétlivé onemocnéni zazivaciho traktu nejasné priciny,
a tudiz bez moznosti kauzalni terapie [163]. Mezi hlavni klinické projevy onemocnéni patfi
rozmanité typy dyspepsie, bolesti bficha, zanétlivymi mediatory indukovand anorexie,
hubnuti a rozvoj metabolickych abnormalit [164-167]. Prdmérny vahovy Ubytek dosahoval v
naSem souboru hodnoty 6,7kg (nejvétsSi 12kg/3mésice). Kromé anorexie jsou pfFicinou
$patného nutriéniho stavu také snizena absorpce metabolitll v zanétem poSkozeném stieveé,
zvySené stfevni ztrdty a vysoka energeticka naroCnost zéanétlivého onemocnéni. VyZivé a
obecné stravovacim navykim je proto vénovana velkd pozornost. Prvni oblasti zajmu je
prizkum sloZeni pfijimané potravy a jejiho potencionalniho vlivu na vznik a pridbéh
onemocnéni, v€etné vlivu tukovych komponent [168]. B&hem procesu traveni totiz dochazi k
vyznamné interakci mezi lipoproteiny a lymfocyty v prostfedi stfevniho lymfatického
systému (GALT) stfevni mukdzy [169]. Predpoklada se, Ze tato reakce mize byt za urcitych
podminek negativné ovlivnéna a to zejména latkami lipidové povahy. Dokazuje to skutecnost,
Ze vysoky pfisun mastnych kyselin s dlouhym fetézcem v enterdlni vyZzivé zhorSuje jeji
priznivy efekt na prlibéh CD [170]. Na druhou stranu byl popsan pozitivni G¢inek ®-3
polynesaturovanych mastnych kyselin (a tim i rybiho oleje), ktery je zprostfedkovén
protizanétlivym plisobenim prostaglandinu PGE; a leukotrienu LTBs [171,172].

Druhou oblasti studia je detekce vlivu vyZivy na priibéh akutniho, aktivniho stadia
choroby. Dfive publikované prace prokazaly jednoznacné pfiznivy vliv enterdIni vyZivy nejen
na malnutrici, ale také na indukci a udrZeni nasledné remise onemocnéni [173]. Naopak
totalni parenteralni vyZiva s tak zvanym stfevnim klidem u nemocnych s nespecifickymi
stfevnimi zanéty nemé prokazatelné vyhody v dosazZeni remise i ovlivnéni nutnosti
chirurgické intervence. Vyrazeni gastrointestinalniho traktu z pasaze neni proto ve vztahu
k docileni remise u Crohnovy choroby nezbytné [174]. V souladu s témito poznatky patfi
aplikace umeélé vyzivy k zakladnim opatfenim v rdmci primarni terapie CD. Nahrazenim
kuchynske stravy umélou se totiz snizuje antigenni zatéz lymfatického systému streva [175] a

spole¢né s podavanim jiz zmifiovanych w-3 polynesaturovanych mastnych kyselin se tak
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nasi pacienti proto nedostavali kuchyriskou stravu a byli Ziveni pfipravky umélé definované
enteralni vyzivy ve snaze zlepsit nutri¢ni stav nemocnych, upravit eventuelné poruseny proces
stfevni digesce [177] a pFiznivé ovlivnit priibéh nemoci [168,178-180]. Vyznam enteralni
vyZivy je ostatné diskutovan na poli celé oblasti intenzivni mediciny. Je totiz znamo, Ze
udrzeni normalni funkce stfeva €asnou enteralni vyZivou sniZuje septické i neseptické
komplikace, zkracuje délku hospitalizace, zlepSuje dusikovou bilanci, hojeni ran, posiluje
stfevni slizni¢ni bariéru a imunitni funkce [181] VSechny tyto aspekty pfitom hraji

v patogenezi Crohnovy choroby velmi podstatnou dlohu.

U pacientl s CD byly jiz v minulosti popsany zmény v metabolismu lipidl [182,183],
mastnych kyselin [184-187] i v antioxidacni ochrané [188], ktera je s lipidy Uzce spjata.
Geerling et al. jako jeden z prvnich v roce 1999 popsal na dospélych pacientech s CD alteraci
profilu mastnych kyselin [184]. Vzhledem k tomu, Ze tyto zmény byly vyvinuty zejména u
nemocnych s dlouhodobou anamnézou onemocnéni, rozviji teorii o vyznamu délky trvani
choroby s vyznamnym podilem malnutrice a kortikoterapie. Zmény v profilu mastnych
kyselin dava do souvislosti se zménami aktivity desaturacnich a elongacnich enzym, které
miZe potencovat nedostatek zinku. V dalsi své préci prezentuje nalezy, svédéici pro soucasné
snizeni antioxidacni ochrany v akutnim stadiu CD[188]. Oxidativni stres totiz mlze negativné
ovliviiovat profil mastnych kyselin, zejména svou interakci s polynesaturovanymi mastnymi
kyselinami. Sva tvrzeni pak podpofil vroce 2000, kdyZ objektivizoval, Ze suplementace
antioxidantd a w-3 mastnych kyselin zlepsuje profil MK u pacientl s CD v remisi [185].
RovnéZz prace u pediatrickych pacientli popisuji spojitost CD se zménami sérovych hladin
lipidd, lipoproteind a deficitem ve spektru zejména polynesaturovanych w-3 a w-6 mastnych
kyselin [183]. SouCasné je poukazovano na souvislost mezi nizkou hodnotou body-mass
indexu (BMI), vysokou aktivitou onemocnéni a zménou profilu esencialnich mastnych
kyselin a jejich derivat(i [186]. Deplece poly-nesaturovanych mastnych kyselin je davana do
souvislosti s jejich snizenym pfijmem a zvySenou spotfebou pro reparaci poskozenych tkani
véetné jejich konverze na eikosanoidy. Tyto zavéry byly do jisté miry potvrzeny pozdéji a
souCasné bylo objektivizovadno, Ze snaha o ovlivnéni poméru mezi w-3 a w-6 PUFA
podavanim rybiho oleje mlze vést k supresi hladiny arachidonové kyseliny [185]. Zmény ve
spektru MK u détskych pacientll jsou navic spojeny s riziky retardace rdstu [189].

V souboru nasich pacient( byly zachyceny nizké hladiny celkového cholesterolu, LDL

i HDL cholesterolu, pfiemzZ poklesy byly statisticky vyznamné. Tyto hodnoty byly nejnizsi

~ v

na zacatku sledovani s postupnou tendenci k normalizaci. PFiCin tohoto stavu je mnoho a byly
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jiz nastinény v dfivéjSich odstavcich. Malnutrice, porucha digesce i absorpce, vysoka
energetickd narocnost cholesterolové syntézy a/nebo nedostatecny prisun cholesterolu
v prijimané umélé vyzivé mohly hrat svoji roli. Nelze samoziejmé opomijet ani vliv
systémové zanétlivé reakce béhem aktivni faze CD. Pozitivni korelace mezi zménami
lipidového spektra a zanétlivou aktivitou je pfitom u pacientli s CD znama [190]. Stejné jako
vzajemny reverzni vztah zvySenych hladin cytokini na hladinu cholesterolu [86,97,137].
Nicméné my jsme jednoznacny, signifikantni vztah mezi ukazateli zavaznosti a z&nétu,
hodnocenych prostfednictvim hodnot CDAI (Crohn disease activity index) a CRP (C-
reaktivni protein) a zménami v cholesterolovém metabolismu, neprokazali. Obdobné vysledky
byly pfi porovnani nutriénich markerl (albumin a prealbumin). Vysvétlenim by mohl byt
maly vySetfovany soubor nemocnych.

Sérové koncentrace triglyceriddi mély podobnou dynamiku, coZ koresponduje s jiz
proklamovanym tvrzenim, Ze TAG obvykle kopiruji zmény v metabolismu cholesterolu [93].
Negativni vliv parenterdIni nutricni podpory byl ve studii eliminovan izolovanou aplikaci
enteréIni vyZivy. V pfipadé potfeby vyZivy parenteralni, tato neobsahovala Zadné tukové
emulze. Vysledky a jejich dynamika tedy ukazuji, Ze v akutnim stadiu CD je metabolismus
lipidd vyznamné alterovan a zmeény sledovanych parametr(i odraZeji postupny proces
stabilizace nemocnych s paralelni restituci poskozenych tkani a organli v navaznosti na
poskytovanou komplexni intenzivni terapii.

Cilem tohoto naSeho projektu byla nejenom prosta snaha determinovat fenomén
hypocholesterolémie u pacientl v aktivni fazi Crohnovy choroby, ale blize charakterizovat
eventuelni zmény na arovni jeho intermediarniho metabolismu. Pfesnéji feceno, zhodnotit
zmény v syntéze a absorpci cholesterolu, které predstavuji zakladni dva mechanismy jeho
ziskavani v lidském organismu [26]. | kdyz praci, které hodnoti metabolismus lipidi u
rozmanitych onemocnéni je mnoho, zménam v procesu cholesterolové absorpce/syntézy se
vénuji jen sporadicky. V problematice Crohnovy choroby je pak podle dostupnych informaci
tato prace prvni svého druhu.

Plasmaticke koncentrace latosterolu byly v na$i studii statisticky vyznamné snizené ve
srovnani s kontrolni skupinou. Pfitom kopirovaly dynamiku zmén cholesterolu. Lze tedy
odvozovat, 7Ze u pacientll s aktivni CD dochazi k vyznamné alteraci procesu syntézy, nebot’
tento prekurzor tvorby cholesterolu je jejim zasadnim markerem [56]. Sérové hladiny dalSiho
prekurzoru cholesterolové syntézy skvalenu byly u nami sledovanych subjektll naopak
zvysené. Komentar k tomuto nalezu byl jiz u€inén dfive, véetné zddraznéni jeho diurnalniho

kolisani a uvolfiovani z tukovych zasob [51,52]. V navaznosti na naSe vysledky a dfive
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publikovana data, ktera detekovala hladiny skvalenu u pacientl s polytraumaty snizené [88],
se domnivame, Ze vyznamnou roli v této variabilité hraje rychlost nastupu onemocnéni. Cim
je pomalejSi, pozvolngjSi nastup nemoci, tim vice se zvySuje pravdépodobnost zachytu
zvysenych hladin skvalenu z diivodu jeho uvolnéni z tukového depa.

Plasmatické koncentrace fytosterold, marker(i cholesterolové absorpce z potravy, byly
v nasi studii rovnéz snizené. Markantni je to zejména u hladin kampesterolu, kde byla
detekovéna statisticky vyznamna odchylka oproti kontrolni skupiné. Béhem prvnich 14 dnd
sledovani byli vSichni pacienti Ziveni pouze definovanym pfipravkem enteralni vyzivy. Ten
neobsahoval Zadny cholesterol a ve 100g bylo obsaZeno 0,89 Zivocidnych a 1,7g rostlinnych
tuk(l. Pokud byla nezbytna parenteralni nutricni podpora z diivodu snizené tolerance vyZivy
enteralni, pak nebyly podavany zZadné tukové emulze. Vzestup hladiny fytosteroli na konci
sledovani bylo logickym vyusténim obnoveni peroralniho prijmu ve formé kuchyriské stravy.
V souladu s jiz drive uvedenym plati, Ze koncentrace fytosteroldl v séru jsou zavislé na jejich
vstiebavani ve stfevé a/nebo arteficialnim zejména parenterdlnim prisunem [81]. Poté, co
jsme v uvodni fazi projektu eliminovali druhy jmenovany faktor na minimum, lze tedy
odvodit, Ze u naSich pacientll s aktivni formou CD doslo k alteraci jak procesu syntézy, tak

absorpce a Ze se na rozvoji hypocholesterolemie podilely oba zmifiované mechanizmy.

Ve treti fazi vyzkumu jsme se snaZili béhem tydenniho sledovani determinovat zmény
v metabolismu lipidd u dvaceti ¢tyf dospélych pacientld s akutnim krvacenim do horniho
zazivaciho traktu (GITu), které predstavuje zavazny stav spojeny s vysokou morbiditou i
mortalitou [191]. Incidence se pohybuje kolem 100 pfipad( na 100000 obyvatel a mortalita je
udavana kolem 6-10%. Tato variabilita je dana vyskytem pfidruzenych negativnich faktord,
jako jsou vék, komorbidita, chronickda medikace nebo wvelikost samotné krevni ztraty
[192,193]. Zejména varikozni krvaceni, které se vyskytlo v naSem souboru u péti subjekt(
s jaterni cirhosou, je obvykle spojeno s velkymi krevnimi ztratami a pochopitelné i vyssi
mortalitou [194]. Paralelné je pribéh u téchto pacientli komplikovan ¢asto zhorsenym stavem
nutrice, poruchami koagulace €i encefalopatii. To ostatné dokazovaly i naSe vysledky, kdyz
VetSi potieba transfusi a soucasné horsi nutriéni markery byly detekovany u pacient(
s jaternim postizenim. Pfi védomi toho, Ze chronické onemocnéni jater mlzZe vyznamné
ovlivnit jejich syntetické funkce, jsme se snazili, aby byl tento vliv pokud moZno co nejvice
minimalizovan. Nebyli zafazeni pacienti se znamou cirhézou, a pokud bylo jaterni

onemocnéni diagnostikovano az po zafazeni, pokracovali jen nemocni Klasifikovani jako
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Child-Pough A. Navic, statistické porovnani skupiny s cirh6zou (n=6) a bez ni (n=18) bylo
nevyznamné (Tabulka 4).

Z naSich vysledkd, tykajicich se lipidového profilu vyplyva, Ze zatimco hladiny
triglyceridl byly vice méné konstantni, koncentrace celkového, LDL i HDL cholesterolu byly
v pribéhu Sestidenniho sledovani snizené. V pripadé celkového cholesterolu signifikantng.
Jako prvni vysvétleni pFiCiny tohoto stavu se nabizi efekt hemodiluce [84,85]. Bakalar et al.
jako prvni upozornil na zajimavé souvislosti mezi zménami v krevnim obraze a
cholesterolovym metabolismem u pacientdl po polytraumatu [195]. Pozdéji potvrdil na
stejném typu nemocnych svou teorii, Ze z dlivod zmén v cholesterolové syntéze nelze pokles
koncentraci cholesterolu vysvétlit pouze prostou hemodiluci [88]. Priimérna hodnota
hematokritu u naSeho souboru nemocnych byla 0,25 a hemoglobinu 81,4g/l, tedy hluboko
subnormalni. Hemodiluce tedy urCité hraje svoji roli. Na druhou stranu korelace mezi
zménami v metabolismu lipid(i a hladinami hemoglobinu, hematokritu i spotfebé transfusnich
pripravkd neprinesly signifikantni vysledky. Dlvodem v$ak mohl byt maly vySetfovany
soubor a také neznalost standardnich hodnot krevniho obrazu pfed pfijetim, coZ by umoznilo
presnéjsi urceni krevni ztraty. Navic je nutno pfiznat, Ze nékteré vstupni hodnoty hematokritu
byly snizeny jen méné vyrazné. Teprve aZ naslednd objemova infuzni resuscitace
objektivizovala/zpUsobila skuteény pokles tohoto parametru. Indikace ke krevnimu prevodu
pak logicky vznikla az na zékladé kontrolniho krevniho odbéru.

Abychom dale podpofili predchozi tvrzeni, Ze hemodiluce neni jedinou pfiCinou
hypocholesterolémie, sledovali jsme cholesterolovy metabolismus podrobné v procesech jeho
ziskavani. Statisticky vyznamny pokles hladin latosterolu a skvalenu u nasich pacientl svédci
pro alteraci cholesterolové syntézy a potvrzuje se tim jeji podil na vysledné
hypocholesterolemii. Komentaf k vyznamu latosterolu a skvalenu jiZz neni nutno opakovat,
véetné faktorl, které ovliviiuji komplikovanou interpretaci druhého ze jmenovanych. Co je
vSak z pohledu této prace u skvalenu opét hodno povSimnuti je skute€nost, Ze srovnani
vysledkd nemocnych s CD (zvy$ené hladiny) a s krvacenim (snizené hladiny) posiluje nase
pfedchozi tvrzeni, Ze koncentrace skvalenu jsou vyznamné ovliviiovany rychlosti néastupu
onemocnéni.

Plasmatické koncentrace fytosterold byly vtéto studii rovnéz snizené. To jisté neni
pfekvapivé, protoZze nemocni meéli tfi dny zastaveny perordlni pfijem a Ziveni byli jen
parenteralné roztoky aminokyselin a glukdzy. Na druhou stranu neofekavanym zjisténim byl
pfetrvavajici pokles i po obnoveni peroralniho pfijmu kuchynské stravy (9500kJ, 80g
proteinl, 40g tuku, 380g sacharid( na den). Zda se, Ze pFijem stravy po stabilizaci by mohl
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byt néjakym zplisobem omezen, napfiklad v ddsledku bfisniho dyskomfortu ¢i anorexie, ktera
limituje kvantitu i kvalitu pfijaté stravy. Nicméné k bliZzSimu objasnéni i potvrzeni této
hypotézy bude nutno provést dalsi studie na vétSim poctu respondentdi.
Jak jiZz bylo naznaCeno, vyznamnou limitaci tohoto vyzkumného projektu byl fakt, Ze se ho
Ucastnili pacienti s jaterni cirh6zou. O naSich snahdch minimalizovat tento vliv jsme se jiZ
zminovali. Soucasné je nutno podotknout, Ze cile studie byly mimo jiné zaméfeny na
posouzeni dynamiky zmén. Je to v souladu s ndzory, Ze na pokles plasmatickych koncentraci
cholesterolu se nelze divat stacionarné. Také u pacientll s jaternimi chorobami totiz dochazi
k prohloubeni hypocholesterolémie a v navaznosti na stabilizaci stavu se hladiny vraceji
k plvodnim hodnotdm [84,86]. Proto se tato studie, sledujici zmény lipidd u pacientl
s akutnim krvacenim do GITu dale rozSifuje a probiha sbér dalSich dat. Cilem je jesté vice
zkvalitnit finalni vysledek a podrobnéji ozfejmit nové se objevujici fakta, vCetné
podrobnéjsiho porovnani dynamiky zmén u pacientl s cirhosou a bez ni.

V souhrnu vyse uvedenych skutecnosti Ize tedy diskuzi uzavfit tvrzenim, Ze u pacient(
s akutnim internim onemocnénim byla prokdzana porucha metabolismu lipidd a Ze tato
problematika v sobé skryva spoustu dalSich otevienych problémd. V tomto duchu vSak bude

potfeba provést dalsi podrobnéjsi studie.
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7. Zaveér

Cilem této prace bylo ozfejmit, zda jsou zmény v metabolismd lipid( pritomny také u
akutnich onemocnéni interni povahy. Hlavnim ddvodem nasi snahy blize pochopit a popsat
kritickych stavli. Naopak v oblasti vnitfniho Iékafstvi jim neni vénovana takova pozornost,
jakou by si zaslouZily. Vysledky i metodologické aspekty vyzkumu ukazaly zajimavé
souvislosti, které jsou prezentovany v kratkém prehledu.

1. U nemocnych sakutnim internim onemocnénim byla detekovana vyznamna

hypocholesterolémie a hladiny triglyceridl kopirovaly dynamiku cholesterolu.

2. Pokles plasmatickych hladin cholesterolu béhem akutniho stavu je sloZity multifaktorialni
déj a v soucasné dobé nelze jednoznacné urcit jeho jedinou €i hlavni pFicinu.
V téchto etiologickych souvislostech bylo v nasi préaci objektivizovano nésledujici:

a) byla pfitomna alterace cholesterolové syntézy

b) byla pfitomna alterace cholesterolové absorpce

c) nebyla prokazana korelace téchto zmén s ukazateli zanétu, malnutrice a krevnich

ztrét, které jsou uznavanymi faktory v rozvoji hypocholesterolémie.

3. U pacientll vakutnim stadiu Crohnovy choroby je metabolismus lipid( vyznamné
alterovan. Zmeény lipidového metabolismu u pacient( s aktivni Crohnovou chorobou zahrnuji
statisticky vyznamné nizké hladiny celkového cholesterolu, LDL i HDL cholesterolu,
s postupnou tendenci k normalizaci. Sledované parametry odrazZeji postupny proces
stabilizace nemocnych s paralelni restituci poskozenych tkani a organli v navaznosti na

poskytovanou komplexni intenzivni terapii.

4. Prioritou v problematice metabolismu cholesterolu u akutni Crohnovy choroby je naSe
zjisténi, Ze dochazi k vyznamné alteraci procesu syntézy cholesterolu. PfiCiny tohoto stavu
jsou komplexni: malnutrice, porucha digesce i absorpce, vysoka energetickd naro€nost
cholesterolové syntézy a/nebo nedostatecny prisun cholesterolu v pfijimané umélé vyzivé a

vliv systémové zanétlivé reakce.
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5. Kromg alterace procesu syntézy cholesterolu dochazi u pacientli s aktivni Crohnovou
chorobou také ke sniZeni absorpce cholesterolu. Proto Ize konstatovat, Ze se na rozvoji
hypocholesterolémie podileji u této skupiny pacientli oba zmifiované mechanizmy.

6. U pacient(l s akutnim krvacenim do horniho zaZivaciho traktu jsou hladiny triglycerid( vice
méné konstantni, zatimco koncentrace celkového, LDL i HDL cholesterolu jsou snizeng.
Pokles koncentraci cholesterolu nelze vysvétlit pouze prostou hemodiluci. Vyznamny pokles
hladin latosterolu a skvalenu svédcCi pro alteraci cholesterolové syntézy a potvrzuje se tim jeji
podil na vysledné hypocholesterolemii.

7. Rozdilné koncentrace latosterolu a skvalenu u nemocnych s Crohnovou chorobou (zvysené
hladiny) a s krvacenim do GIT (sniZzené hladiny) posiluje naSe tvrzeni, Ze tyto metabolity jsou
vyznamné ovliviiovany rychlosti nastupu onemocnéni. Cim je pomalejsi, pozvoIn&j$i nastup
nemoci, tim vice se zvySuje pravdépodobnost zachytu zvySenych hladin skvalenu z diivodu
jeho vyplaveni z tukového depa.

8. Skvalen neni presnym markérem cholesterolové syntézy z dlivodu (mimo jiné) kolisani
hladin v zavislosti na ¢asovém odstupu od vyvolavajiciho inzultu. Skvalen se totiz b&éhem
akutni stresové reakce uvolfiuje z tukovych zasob, ¢imz se stava ukazatelem s nizkou mirou
spolehlivosti a navic zavislym na rychlosti ndstupu akutniho stavu. Proto se od jeho pouZivani
pfi hodnoceni syntézy v posledni dobé ustupuije.

9. Dostupneé pripravky umélé vyzivy — jak enteréalni vyZiva, tak parenteralni tukové emulze -
které jsou pacientim standardné podavany, neobsahuji jednak Zadny cholesterol, naopak
béZné obsahuji fytosteroly. Pacienti, ktefi nemaji jiny zdroj pfijmu Zivin, jsou proto na jedné
strané v riziku prohloubeni hypocholesterolémie, na druhé strané je zatéZuje dodavka

fytosterold, které maji pfi dlouhodobém podavani nezadouci Gcinky.

10. Prace obohatila informace o metabolickych zménach u pacientll s akutnim internim
onemocnénim. Cholesterol ve vnitfnim lékafstvi nelze vnimat pouze jako rizikovy faktor
aterosklerosy, ale také jako ukazatel zdvaznosti onemocnéni se schopnosti determinovat
progndzu. NaSe publikacni aktivita byla timto smérem cilena.
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11. V Sirokém kontextu zmén metabolismu lipid(l v akutni fazi onemocnéni se nabizi Gvaha,
zda by problematice obohacovani umélé vyzivy o cholesterol neméla byt vénovana vétsi
pozornost pfi vyvoji budoucich formuli parenterdlni a enterdIni vyZivy. Zda lze povazovat
cholesterol za podminéné esencialni nutrient zdstava nadale otevienym problémem. Zavéry
naSi prace a literarni Gdaje podporuji fakt, Ze suplementace cholesterolem pfi zavazném
akutnim onemocnéni mlzZe byt prospésna, zejména u rizikovych, polymorbidnich nebo

malnutri¢nich pacientd.
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