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Literdarni uvod

1 LITERARNI UVOD

Prvni zminka o slou€eniné podobné cholesterolu se objevila témét pred dvéma sty
Ctyfticeti lety (Poulletier de la Salle 1769), ovSem za dne$ni nazev vdécime jinému Francouzi,
M. E. Chevreulovi (1815)'. Od té doby byly objeveny v Zivych organismech tisice steroidi,
latek se strukturou zaloZenou na steranovém tetracyklickém systému. Velka strukturni
rozmanitost steroidii se odrdzi v Sirokém rozsahu jejich G¢inkd. Mensi skupina steroidd,
steroly, je charakterisovana hydroxylovou skupinou na tfetim uhliku. Patfi mezi né¢ hlavné
cholesterol s meziprodukty jeho biosynthesy a také steroly obsazené v rostlinach (fytosteroly).
Meziprodukty biosynthesy cholesterolu a fytosteroly se nékdy v literatufe souhrnné oznacuji
jako necholesterolové steroly. Do nedavné doby se mélo za to, ze velkd skupina meziproduktii
biosynthesy cholesterolu nevykazuje zadné klinicky vyznamné vlastnosti a Ze jejich pocet je
jen dani za slozitou cilovou strukturu molekuly cholesterolu. V posledni dobé¢ se ale ukazuje,
ze 1 nékteré meziprodukty biosynthesy cholesterolu maji v organismu své funkce.

Mastné kyseliny jsou dtlezitou soucasti lipidi s neméné Sirokym rozsahem ucinku.
Uplatituji se jako strukturdlni soucdst bunécnych membran, ligandy jadernych faktort,
signalni molekuly a prekursory nckolika typti sloucenin, eikosanoidy pocinaje a riznymi
funkénimi derivaty konce. Esencialita mastnych kyselin se dvéma a vice dvojnymi vazbami
pridava jesté nutricni aspekt do bohaté mosaiky vlivii mastnych kyselin na organismus.

Strukturalni motiv sterolu a fet€zce mastné kyseliny se bezprostfedné setkdva na nékolika
urovnich metabolismu. Molekuly cholesterolu a mastnych kyselin spolu interaguji
v bunéénych membranach a jsou zodpovédné za fysikalni vlastnosti biologickych membran.
Cholesterol a mastna kyselina tvofi dohromady molekulu cholesteryl esteru, zasobni formy
cholesterolu v intracelularnim  prostoru a vnitfni  Casti  lipoproteinovych  ¢éstic
v extracelularnim prostoru (hlavné plasmé). Dale jsou sterolové struktury i struktury
mastnych kyselin vyznamnymi strukturnimi motivy ligandd uplatiiujicich se v transkripcnich
mechanismech kontrolujicich mnohé z genti, které jsou zapojeny v homeostase lipidového
metabolismu. Cilové geny jsou v nékolika pfipadech regulovany jak cholesterolem, tak
mastnymi kyselinami. Provdzanost metabolismu cholesterolu a mastnych kyselin nabizi
otazku, jak spolu souvisi metabolismus cholesterolu a mastnych kyselin u patofysiologickych
procest, u kterych je poruSen lipidovy metabolismus, zejména u homeostasy cholesterolu a

pfemény mastnych kyselin.
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1.1 MASTNE KYSELINY A JEJICH ULOHA V ZIVEM ORGANISMU

(ast textu byla publikovana online v ¢lanku E. Tvrzickd, A Zak, M. Vecka, B. Starikova:
FATTY ACIDS IN HUMAN METABOLISM. Encyclopedia of Life Support Systems(EOLSS),
UNESCO, Eolss Publishers, Oxford, UK, [http://www.eolss.net])

Neni mnoho sloucenin, které by ve svém nazvu obsahovaly tak charakteristicky
»lipidovy® pridomek, jako jsou mastné kyseliny. OvSem dlouho pouzivand definice lipida
jako sloucenin pfitomnych v biologickych matricich, které jsou obecné hydrofobniho
charakteru a v mnoha ptipadech rozpustné v organickych rozpoustédlech, nesta¢i modernimu
rozvoji védy. Noveé navrzeny klasifikacni systém lipidi definuje lipidy jako hydrofobni nebo
amfipatické (¢i amfifilni) molekuly, vzniklé bud’ karbaniontovou kondensaci thioesterti (napf.
mastné kyseliny) nebo karbokationtovou kondensaci isoprenovych jednotek (napk. steroly)™*.
Tato definice je velmi 3iroka a bude nutné ji jests upfesnit’. Pro strukturu mastné kyseliny je
typicka pfitomnost polarni ¢asti, karboxylu, a nepolarniho fetézce, kde mohou byt pfitomny
dvojné vazby.

Délka tetézce a pocet i konfigurace dvojnych vazeb jsou parametry, které vyznamné
ovlivituji fysikalné-chemické vlastnosti molekuly mastné kyseliny, a biologické vlastnosti
prislusnych lipidii a subcelularnich struktur; tato variabilita pfedurCuje mastné kyseliny
k riznorodému pouziti v metabolickych dé&jich. Mastné kyseliny tak maji nezastupitelnou
ulohu v zivo¢isném organismu. Jsou hlavni zasobni formou energie, nezbytnou strukturalni
soucasti membran a pomoci kovalentni vazby modifikuji a reguluji vlastnosti mnohych
proteini. Jako soucasti nckterych lipidovych signalnich molekul hraji dtlezitou roli
v metabolickych regulagnich kaskadach®. Pojmenovani fetézcti mastnych kyselin je pomoci
systematického ndzvoslovi zna¢n¢ nepiehledné, a tak se v literatuie Casto dava prednost

trividlnim ndzvim (Tabulka 1.1.1), které maji dlouhou historickou tradici.

1.1.1 Biosynthesa mastnych kyselin

V Zivoc¢isné 1i§i mizeme nalézt stovky riiznych molekul mastnych kyselin, nicméné
pouze asi 60 je mozné identifikovat v lidskych tkanich’; struény piehled s trividlnimi nazvy
uvadi tabulka 1.1.1. Proces de novo biosynthesy fetézce mastné kyseliny je slozity d¢j, ve
kterém hraje dulezitou roli biosynthesa struktury kyseliny palmitové (PA, 16:0). Dalsi

modifikace fetézce PA se dé&ji kombinaci elongacnich, desaturacnich a oxida¢nich

* Vzhledem k tomu, ze tento navrh klasifikacniho systému lipidii nepouziva ndzvoslovnou predponu
ikosa- pro dvacetiuhlikaty skelet, bude ddle v textu pouzivina zavedend predpona eikosa- a také
termin eikosanoidy.
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mechanismi®’, pokud mame na mysli pouze piimé a nesubstituované fetdzce mastnych

kyselin. Savci tak dovedou de novo synthetisovat mastné kyseliny s nasycenymi (SFA) a

nekterymi jedno- (MFA) i vicenenasycenymi fetézci (PUFA) (Obrazky 1.1.1 a 1.1.2).

Tab. 1.1.1 Mastné kyseliny

Oznaceni systematicky nazev podle [UPAC * trivialni ndzev zkratka °
10:0 dekanova kyselina kyselina kaprinova
12:0 dodekanovi kyselina kyselina laurova
12:1n-3 | cis-dodec-9-enova kyselina kyselina laurolejova
14:0 tetradekanova kyselina kyselina myristova MA
14:1n-9 | cis-tetradec-5-enova kyselina kyselina physeterova
14:1n-5 | cis-tetradec-9-enova kyselina kyselina myristolejova MOA
16:0 hexadekanova kyselina kyselina palmitova PA
16:1n-9 | cis-hexadec-7-enova kyselina
16:1n-7 | cis-hexadec-9-enova kyselina kyselina palmitolejova POA
16:1n-5 | cis-hexadec-11-enova kyselina kyselina palmitvakcenova (PVA)
17:0 heptadekanova kyselina kyselina margarova
18:0 oktadekanova kyselina kyselina stearova SA
18:1n-12 | cis-oktadec-6-enova kyselina kyselina petroselinova
18:1n-9 | cis-oktadec-9-enova kyselina kyselina olejova OA
18:1n-7 | cis-oktadec-11-enové kyselina kyselina vakcenova, asklepova VA
18:2n-6 | cis,cis-oktadeka-9,12-dienova kyselina kyselina linolova LA
18:3n-6 | cis,cis, cis-oktadeka-6,9,12-trienova kyselina kyselina y-linolenova GLA
18:3n-3 | cis,cis, cis-oktadeka-9,12,15-trienova kyselina kyselina o-linolenova ALA
18:4n-3 | cis,cis, cis, cis-oktadeka-6,9,12,15-tetraenova kyselina kyselina stearidonova (SEA)
20:0 ikosanova kyselina kyselina arachova (ARA)
20:1n-11 | cis-ikosa-9-enova kyselina kyselina gondolova
20:1n-9 | cis-ikosa-11-enova kyselina kyselina gondoova (GA)
20:1n-7 | cis-ikosa-13-enova kyselina kyselina paullinova
20:2n-6 | cis,cis-ikosa-11,14-dienova kyselina
20:3n-9 | cis,cis, cis-ikosa-5,8,11-trienova kyselina Meadova kyselina (MEA)
20:3n-6 | cis,cis, cis-ikosa-8,11,14-trienova kyselina kyselina dihomo-y-linolenova | DHGLA
20:4n-6 | cis,cis,cis, cis-ikosa-5,8,11,14-tetraenova kyselina kyselina arachidova AA
20:5n-3 | cis,cis, cis, cis, cis-ikosa-5,8,11,14,17-pentaenova kyselina (kyselina timnodonovai)b EPA
22:0 dokosanova kyselina kyselina behenova (BA)
22:1n-11 | cis-dokosa-11-enova kyselina kyselina cetolova
22:1n-9 | cis-dokosa-13-enova kyselina kyselina erukova (EA)
22:1n-7 | cis-dokosa-15-enova kyselina
22:4n-6 | cis,cis, cis, cis-dokosa-7,10,13,16-tetraenova kyselina kyselina adrenova (ADA)
22:5n-3 | cis,cis,cis, cis,cis-dokosa-7,10,13,16,19-pentaenova kyselina DPA-3
22:5n-6 | cis,cis,cis, cis,cis-dokosa-4,7,10,13,16-pentaenova kyselina DPA-6
29-6n-3 cis, ci;, cis,cis, cis, cis-dokosa-4,7,10,13,16,19-hexaenova kyselina Klupadonov DHA
kyselina
24:0 tetrakosanova kyselina kyselina lignocerova
. . , . kyselina nervonova,
24:1n-9 | cis-tetrakosa-15-enova kyselina selacholové (NA)

“ - pouziti E,Z notace je téz mozné,

b ’ . I3 . ry] v o v v . v ..
- termin timnodonova kyselina ndlezel puvodné slouceniné s nejistou

strukturou, © - zkratky nejsou v souhlasu s IUPAC nomenklaturou, ale v odbornych textech se casto pouzivaji.

8 v r oy , . . ,
Podle’. Oznacovani mastnveh kvselin viz poznamka ** na str. 6.
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Obrazek 1.1.1 Strukturni vzorce nékterych mastnych kyselin

2
'ooc/\/\/\/\/\/\/\/ ooc \9 A2 AlIS3 1
kyselina palmitova (16:0) kyselina a-linolenova (18:3n-3)
5 3 1

kyselina stearova (18:0) AS A8 All Alde 4 2

8 6 4 2 kyselina arachidonova (20:4n-6) 2
'OOCMM/\/\ .
‘99 7 5 3 1 elole — = = "G =
\S \8  All Al4 AIT3 1
kyselina °'eJ°Va“831”5‘9) § 3 kyselina eikosapentaenova (20:5n-3)

L]

-sse? NN N N\=V NI ooc

A9 Al2g 4 2 = = — = — =
A4 AT A0 AL3 \16 \93 1
kyselina linolova (18:2n-6)

kyselina dokosahexaenova (22:6n-3)

An — poloha dvojné vazby podle IUPAC nomenklatury (od karboxylové skupiny)
X — cislovani uhlikového retézce od methylového konce (n-x notace). Podrobnéji viz poznamka ** .

Obrazek 1.1.2 Metabolické pfemény mastnych kyselin nasycenych a nenasycenych fady n-9

16:1n-10 D6D DID 16:1n-7
16:0 >
AB A9 DESATURACE
16:1n-9
N ONGAC
) ELONGACE
_ 18:An-7 RETEZCE
18:1n-10 [-oxidace A1
AB
Y oo D6D
18:0 — 18:1n-9 ——— 18:2n-9
A9 AB,9
¥] Y l
20411 —222 5500 20:1n-9 20209 _DSD  20:3n.9
A8 Al A8, 11 A5.8,11
) \J J
e 22:0 22:1n-9
& A13
24:0 24:1n-9
A15

U cloveka (saveil) jsou exprimovany desaturasy, které pisobi jak na nasyceny fetézec (D9D*
a D6D), tak na nenasyceny fetézec (D6D a D5D, snad i D8D). Moznost vytvoieni dvojné
vazby dale od karboxylové skupiny ndm ovsem chybi, a proto v ptipad¢ kyseliny a-linolenové

(ALA, 18:3n-3)** a linolové (LA, 18:2n-6) se musime zcela spoléhat na jejich dietni piisun,

* desaturasy jsou oznaceny DnD, kde n je posice uhliku od karboxylového konce s nové vytvarenou
dvojnou vazbou

** zkrdacena notace struktury mastnych kyselin bude pouzivana ve tvaru C:Pn-x, kde C je pocet uhlikii
v Fetezci, P pocet dvojnych vazeb, x posice prvni dvojné vazby pocitino od methylového konce. Tato
notace predpoklada, Ze vsechny dvojné vazby maji konfiguraci cis (Z), jsou od sebe oddéleny
methylenovou skupinou a na retezci molekuly nejsou pritomny substituenty (viz Obrazek 1.1.1).
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tyto dvé mastné kyseliny jsou pro ¢lovéka esencidlni (EFA). Dalsi ptemény EFA jsou uz u
savcl mozné (Obrazek 1.1.3), 1 kdyz mnozstvi produktti, které jsou takto vytvoteny, pokryva
pozadavky organismu nedostatecné, a tyto produkty jsou tedy v zavislosti na jejich dietnim
piijmu esencialni, nebo podminéné esencidlni. Protoze jak EFA, tak jejich metabolity obsahuji
vice dvojnych vazeb, v dal§im textu budou souhrnné oznacovany PUFA, poptipadé PUFA n-3
nebo PUFA n-6; jediny vyznamny ¢len PUFA n-9, Meadova kyselina (20:3n-9), bude v textu

uvadén zvI1ast*.

Obrazek 1.1.3 Metabolické pfemény esencialnich mastnych kyselin

—_—
m DESATURACE
18:2n-6 Do6D 18:3n-6 18:3n-3 D6D 18:4n-3 ElR_gll‘:lEGZAC%E
A9,12 : A6,9,12 A9,12,15 A6,9,12,15
20:2n-6 20:3n-6 DsSD  20:4n-6 20:4n-3 _DSD _ 20:5n-3
A11.14 A8,11,14 A5,8,11,14 A8,11,14 17 A5,8,11,14,17
22:4n-6 22:5n-6 22:5n-3 22:6n-3
A7,10,13,16 A4,7,10,13,16 A7,10,13,16,19 A4,7,10,13,16,19
TB'OK'IGECG l T[}—oxidace
i D6D : D6D
244n6 _ -, 24:5(n-6) 24:5n-3 > 24:6n-3
A9,12,1518 A6,9,12,15,18 A9,12,15,18,21 \6,9,12,15,18,21

1.1.2 Strukturalni funkce mastnych kyselin

Triacylglyceroly (TAG) slouzi v buinice jako hlavni z4sobni forma energie, ktera
nevyzaduje pritomnost vétsiho mnozstvi vody. Kromé toho se v molekule TAG mohou vazat i
EFA (a také PUFA n-3 i n-6), a tak je ma organismus k disposici pro dalsi pfemény. Dale je
hydrofobni prostfedi TAG faze dileZité pro ptfenos i deponovani dilezitych lipofilnich
molekul (mj. vitamini A, D, E a K) a v neposledni fadé¢ maji tukové obaly v tkanovém
méfitku vyznam pro tepelnou isolaci od okoli.

Velmi dlouhé retezce mastnych kyselin se uplatituji ve strukturdch ceramida, které snizuji

permeabilitu kize pro vodu a predchazeji tak jejim ztratdm’. Retdzce mastnych kyselin

* oznacovani jednotlivych rad PUFA je podle posice prvni dvojné vazby pocitino od methylového

konce v systéemu dvojnych vazeb. PUFA n-9 jsou PUFA s prvni dvojnou vazbu na 9. uhliku pocitano
od methylového konce a tedy mohou vzniknout v savéim organismu de novo, kdezto PUFA n-3 a n-6
vznikaji z ALA, resp. z LA, tedy jsou podminené esencidlni. Presne vzato, u savci existuje moznost
biosynthesy LA a ALA z Sestndctiuhlikatych prekursorii 16:2n-6 a 16:3n-3, ktera je ale klinicky
nevyznamnd"’. Viz téz kapitola 1.5.1.1.
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ptitomné v molekulach lipidovych tfid pfitomnych ve struktufe biologickych membran
ovlivituji jejich fluiditu. Rafty, funkéni membranové domény, obsahuji ve zvySené miie
proteiny asociované se sfingolipidy a cholesterolem. V nervové tkani a retiné hraje Zivotné
dilezitou roli zvyseny obsah kyseliny dokosahexaenové (DHA, 22:6n-3). Jedinecné vlastnosti
této mastné kyseliny hraji ne zcela jasnou ulohu v mechanismu pienosu signalu, snad pfi

regulaci G-proteinové signalisace''.

1.1.3 Kovalentni interakce mastnych kyselin

Kovalentni vazba mastné kyseliny s jinymi molekulami

Acylace proteinii je dulezitym zpasobem kovalentni modifikace proteint'?, které tak
ziskavaji pfechodné nebo trvale moznost asociovat s biologickymi membrdnami; tak se
zvysuje jejich strukturdlni stabilita i Cetnost interakcei protein/protein nebo katalyticka aktivita.

Amidove derivaty mastnych kyselin (kanabinoidy) upoutaly pozornost uz v 50. letech
minulého stoleti, kdy se ukazalo, ze N-palmitoylethanolamin je protizanétlivy faktor obsazeny
vsoje i vajeéném zloutku'’. Jako amin vstupujici do reakce se uplatiuje ethanolamin,
samotny amoniak, nebo n&které bioaktivni aminy'®. Vysledné amidy interaguiji
s kanabinoidnimi receptory (CB) i vaniloidnimi receptory. Spojeni kanabinoidu s lipidovym
metabolismem ilustruje fakt, Ze napt. oleoylethanolamid stimuluje lipolysu aktivaci subtypu
jadernych transkripnich faktordi, a-typu receptori aktivovanych peroxisomalnimi
proliferatory (PPAR, peroxisome proliferator activated receptor)'’. Syntheticky blokator CB;,
rimonabant (vyvinut v roce 1994), uz byl Gspésn¢ vyzkousSen u abdomindlni obesity a u
kuraka'.

Ethylestery mastnych kyselin, produkty neoxidativniho metabolismu ethanolu, jsou
v organismu tvofeny synthasou ethylesteri mastnych kyselin, ktera je indukovéana
chronickym uZivanim ethanolu. Mohou byt snad ligandy PPAR", transkripéniho faktoru kB a
aktivatorového proteinu 1'%,

Tvorbou lipidii z mastnych kyselin vznikaji cholesteryl estery, fosfolipidy (glyko- i

sfingo-) a dalsi, jejichZ vlastnosti budou podle potieby zminény v ptislusnych kapitolach.

Enzymaticka oxidace mastnych kyselin

Tvorba eikosanoidit z kyseliny arachidonové (AA, 20:4n-6) zahrnuje velky pocet
slougenin s fadou autokrinnich i parakrinnich G&inka'®. Arachidonové kyselina je uvoliiovana
pomoci fosfolipasy A, z molekuly fosfolipidu a podstupuje enzymatickou transformaci. Jako

substratu maze byt pouzito i jinych kyselin s dvacetiuhlikatym fetézcem - kyseliny dihomo-y-
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linolenové (20:3n-6) nebo kyseliny eikosapentacnové (EPA, 20:5n-3)*". Vysledné produkty
tvofi eikosanoidy dalSich serii. U lipoxygenacnich reakci se jako substraty vyuzivaji i LA,
kyselina eikosadienova (20:2n-6) a Meadova kyselina (20:3n-9). Ze zastupcti dokosanoidi
tvofenych z DHA lze napf. uvést neuroprotektin D1, ktery chrani buiky retiny pted
oxidaénim stresem®'. Eikosanoidy vzniklé enzymatickymi pfeménami maji iroky rozsah
ucinku, z nové identifikovanych efekti ma pro nutri¢ni praxi vyznam 15-lipoxygenasovy
metabolit AA, 15S-hydroxyeikosatetraenova kyselina. Tato hydroxykyselina ovliviiuje
ubikvitinaci proteinii a naslednou degradaci v proteasomech za kachektickych stavii® a jeji

produkce je u¢inné inhibovana EPA™.

Neenzymaticka oxidace mastnych kyselin

Spontanni reakce fetézce mastné kyseliny s molekuldrnim kyslikem (reaktivnimi formami
kysliku) jsou studovany kvali moznému zapojeni vzniklych sloucenin do destruktivnich
biologickych procesti. Autooxida¢nimi procesy vznikd z molekuly mastné kyseliny mnoho
typt sloucenin, napiiklad hydroperoxidy, u kyselin s vice dvojnymi vazbami mohou vznikat i
cyklické produkty®. Tyto sloudeniny nejsou stalé a pres stadia hydroxyderivati, z nich? nékteré
jsou stanovovany jako markery oxidac¢niho stresu, tvoii stalejsi slouceniny s karbonylovou
skupinou.

Produkty neenzymatické oxidace AA (F,-isoprostany) se v posledni dobé¢ dostavaji do
popiedi zajmu jako specifické markery oxidagniho stresu®. Jiné cyklické produkty mohou byt
tvofeny z ALA, EPA (Fs-isoprostany) a DHA (tzv. F4-neuroprostany)’®. Byla téz prokazana

tvorba necyklickych struktur, nazvanych isoketaly®’.

1.1.4 Nekovalentni interakce mastnych kyselin

Mastné kyseliny jako ligandy jadernych transkripcnich faktoru
Mastné kyseliny byly v poslednich letech identifikovany jako U¢inné ligandy jadernych
receptori PPARa,PB,y”®, jaterniho receptoru X (LXR) o.p®, jaterniho jaderného faktoru
(HNF) 40, retinoidniho receptoru X (RXR) o*', farnesoidniho receptoru X (FXR)* a snad i
inhibi¢nich faktort IkB o,B>. Vétdinou jsou ligandy PUFA fady n-3 i n-6, u modulace
inhibi¢niho proteinu IkB se snad uplatnuji kratké SFA.

V hepatocytu jsou PUFA U¢innymi inhibitory glykolysy a de novo lipogenese, protoze

inhibuji expresi gend pro L-pyruvat kinasu, synthasu mastnych kyselin 1 acetyl-CoA
karboxylasu. Mastné kyseliny jsou tak smérovany prednostné do oxida&niho metabolismu® a

tim klesa i tvorba VLDL c¢éstic a hladina TAG v plasmé. Antilipogenni ucinek je mozné
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vysvétlit tim, ze PUFA a také nékteré isomery kyseliny linolové s konjugovanym systémem
dvojnych vazeb (CLA) moduluji v jaterni tkani obsah mRNA kédujici SREBP-1¢ (vazebny
protein sterolového regulacniho elementu, sterol responsive element binding protein) nebo
pfimo jeho transkripci; SREBP-Ic¢ je transkripéni protein nékolika lipogennich enzymi®.
Obdobny vliv PUFA v tukové tkani nebyl pozorovan.

Mastné kyseliny jako ligandy ostatnich receptoru

Receptor pro faktor aktivujici desticky (PAF, 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycerol-3-
fosfocholin) rozpoznava s vysokou specifitou molekulu PAF, kterd obsahuje zbytek kratké
mastné kyseliny, etherovou vazbu a fosfocholin®™.

Interakce mastnych kyselin a nukleovych kyselin

Tyto interakce jsou predmétem studii provadénych v poslednich letech, doposud jsou
prozkoumany jen malo. Kyselina linolova a nékteré dalSi mastné kyseliny inhibuji a- i -
DNA polymerasy”’. Telomerasa je inhibovana MFA, které nasedaji do kapsy v aktivnim
misté enzymu38.

Nereceptorové interakce mastnych kyselin a proteinu

Nekteré mastné kyseliny, jako olejova (OA, 18:1n-9), palmitolejova (POA, 16:1n-7) a AA
jsou uéinnymi odpiahovaci bunééné komunikace na rovni gap junctions (mezerovych spojii).
Navrzeny mechanismus ucinku spo¢iva ve zméné interakci mezi lipidy a konektivnimi
proteiny bun&k, hlavné myocyti™’.

lontové kanaly mohou byt ovlivilovany mastnymi kyselinami - kalciové kanaly myocyti
srdenich komor jsou pfimo aktivovdny nenasycenymi mastnymi kyselinami s delSim
fetézcem™, puisobeni DHA na vznik draslikového pomalého rektifika¢niho proudu (IKs) je
zpisobeno vlivem na hminK podjednotku draslikového kanalu*'. Dale sodikové kanaly
vykazuji rozdily mezi srdecnimi a svalovymi isoformami, co se tyCe typu mastné kyseliny

12

inhibujici tento kanal™. Antiarytmické u¢inky PUFA fady n-3 jsou pravdépodobné zplisobeny

pravé témito interakcemi®

1.1.5 Specifické mastné kyseliny

Trans isomery mastnych Kyselin

Trans-isomery mastnych kyselin (TFA) jsou ve stravé zastoupeny jako produkty
mikrobidlniho metabolismu (pfes potravni fetézec obsazeny v mléce a odvozenych vyrobcich,
mase bylozravcd apod.) nebo isomerisace béhem castecné hydrogenace tukd (pouzivanych
hlavné v pecivu a ,,fast food* potravinach). Mastné kyseliny s dvojnymi vazbami v orientaci

trans byly vnékolika studiich spojeny se zvySenym risikem kardiovaskularnich

10
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onemocnéni**™®, ziejm& diky zvySovani hladin LDL-C (event. poklesu HDL-C a vzestupu
Lp(a)*®. Pesné vymezeni efektu frans isomert mastnych kyselin oviem narazi na metodické
obtize, zvlast€ na oddéleni vlivu SFA, majicich podobné U€inky a piitomnych v analysovanych

matricich ve velkém nadbytku®*’.

Velmi dlouhé mononenasycené mastné kyseliny

Olej z neslechténych odrid fepky olejky obsahuje 20-60 % kyseliny erukoveé (22:1n-9).
Pfitomnost této kyseliny v experimentélnich dietdch vedla u potkant k ukladéani tukti (steatose
kardiomyocytil) v srde¢nim svalu a nakonec k lesim myokardu®™. Agkoli nic neni zndmo o
takovém ucinku erukové kyseliny na ¢lovéka, neni tato kyselina v lidské stravé povazovana
za zadouci”. Prokazatelny je negativni G&inek na pocet krevnich desti¢ek, ktery je
reversibilni®’. Krevni destiky za tdchto podminek vykazuji membranovou anisotropii a
zvyseny obsah kyseliny erukové®. U pacientd s poruchou biogenese peroxisomi (napf.
adrenoleukodystrofii), kteti maji zvySené plasmatické hladiny SFA s velmi dlouhym
fetézcem, se pouzivala smés 1,2,3-trioleoylglycerolu a 1,2,3-trierukoylglycerolu ("Lorenzo's
oil") (4:1 (v/v), kterd tyto hladiny normalisovala. Vedlej$i u¢inky zahrnovaly napf. mirné
zvyseni aktivit jaternich enzymi (55 %), trombocytopenii (55 %), gastrointestindlni potize (14

%). Casto se vyskytovalo i mirné snizeni koncentrace hemoglobinu a po&tu leukocyti™.

Konjugované mastné kyseliny

Mezi nejcastéji zastoupené kyseliny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb patii
CLA sdvojnymi vazbami nejCastéji v konfiguracich 9Z,11E (kyselina rumenova), mén¢
10E,12Z apod. Pavod je obdobny jako u trans isomerii mastnych kyselin, ale biologické
ucinky byly na rozdil od trans isomerii popisovany jako piiznivé. Diky konjugovanému
systému dvojnych vazeb tyto kyseliny nejsou substraty cyklooxygenas, ale ziejmé kompetuji
o vazbu na ob& formy enzymu a tak snizuji napf. dostupnost AA a naslednou produkci
eikosanoidi™. Vazba na PPARy byla pro CLA nebo jejich metabolity téZ prokazana™. Tyto
kyseliny vykazuji in vitro antioxida¢ni aktivitu® a antikancerogenni i¢inky®. ProtoZe nékteré

3758 a také neni zcela jasné, do jakych oblasti

studie piiznivé ucinky CLA nepotvrdily
metabolismu CLA mohou jesté zasahovat, zafazovani CLA do dietnich dopliikli zatim nema
racionalni podklad. Tim spiSe, ze u€inky jednotlivych isomerl se od sebe velmi lisi a pro
nutraceutickou praxi je velmi obtizné¢ udrzet obsah jednotlivych isomerti na pozadované
urovni. Struktury podobné CLA se u hmyzu vyuzivaji jako feromony puisobici pravdépodobné
receptorovym mechanismem™, Gvahy o analogickém mechanismu u obratlovcil se jiz

v literatufe také objevily®.

11
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1.2 NECHOLESTEROLOVE STEROLY A JEJICH VYZNAM

1.2.1 PREKURSORY CHOLESTEROLU
(Cast textu byla publikovana online v ¢lanku M. Vecka, A Zak, E. Tvrzickd: STEROLS,
ESPECIALLY CHOLESTEROL AND PHYTOSTEROLS, IN HUMAN METABOLISM.
Encyclopedia of Life Support Systems(EOLSS), UNESCO, Eolss Publishers, Oxford, UK,
[http://www.eolss.net])

Steroly patifi mezi dualezité slozky metabolickych pfemén a strukturdlnich motiva
eukaryotnich bun€k. Rostliny a obratlovci pouzivaji k synthese sterolti acetyl-CoA. Tyto
reakce vykazuji pozoruhodnou miru konservativnosti u vSech eukaryot, jednobunéénymi
kvasinkami pocinaje a obratlovci konce. Objasnéni celého sledu reakci biosynthetické drahy
cholesterolu patii mezi velké Gsp&chy moderni védy®'. Pozoruhodnou vlastnosti viech steroli
je odolnost tetracyklického systému vi¢i enzymatickym aktivitam, pfi¢emz jedinym
ptipadem, kdy dochézi k rozruseni vazeb cykld, je fotolytické St€peni kruhu B pii synthese
vitaminu Dj;. VSechny ostatni pfemény ponechdvaji zdkladni skelet ¢ty cykli nedotceny.
Vysledné slouceniny vyuzivaji organismy jako stavebni soucasti membran (cholesterol),
signalni molekuly a modulatory aktivit jinych signalnich molekul (viz déle), zlucové kyseliny
nebo hormony. Neni tedy piekvapivé, Ze obratlovci maji pro udrzeni homeostasy cholesterolu
vyvinut systém integrujici jeho synthesu, vychytavani, zp&tny trasport a vnitrobun&éné ukladani®.

1.2.1.1 Nazvoslovi a struktura steroli

Vlastni definice sterolové molekuly se opira o definici sterold jako steroidnich molekul
s hydroxylovou skupinou na posici 3 a vétSinou uhlikatého skeletu cholestanu. Steroid je
chéapan jako slouCenina se skeletem cyklopenta[a]fenanthrenu nebo odvozena od tohoto skeletu

pomoci jednoho nebo vice §t&peni cyklil, popiipadé rozvinuti nebo kontrakce téchto cykla®.

Obrazek 1.2.1.1 Cislovani skeletu sterolové molekuly

2 l
3 ; substutient c- sméruje pod rovinu cyklu
5

substituent [3- sméfuje nad rovinu cyklu

Podobné jako u mastnych kyselin se vpraxi vzilo spiSe ndzvoslovi trividlni nez
systematické, 1 IUPAC nomenklatura odvozuje ndzvoslovny skelet podle nesystematicky

tvofen¢ho zdkladu pro matetsky uhlovodik, napt. pro 27 uhlikaty uhlovodik je vyhrazen

12
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nazev cholestan. Cislovani uhlikovych atomi na skeletu mateiského uhlovodiku je ddno
zavazné a je vyznaceno na obrazku 1.2.1.1. Stejn¢ jako v piipadé mastnych kyselin je Casto

davana ptednost trividlnim nazvim pted systematickymi (Tabulka 1.2.1.1).

Tabulka 1.2.1.1 Prehled nejcastéji se vyskytujicich sterolii

Systematicky nazev podle IUPAC? Trividlni nazev obrazek
4,4,140-trimethyl-5a-cholest-8(9)-en-3p-ol 24-dihydrolanosterol 1.2.1.3
cholesta-5,7-dien-3p-ol 7-dehydrocholesterol, provitamin Ds 1.2.1.3
(24S)-24-methyl-cholesta-5,22-dien-33-ol brassikasterol 1.2.3.1
(24R)-24-methyl-cholest-5-en-3-ol crinosterol 1.2.3.1
4,4,140-trimethyl-9,19-cyklo-5a-cholest-24-en-33-ol cykloartanol, cykloartenol 1.2.3.1
cholesta-5,24-dien-3[3-ol desmosterol, 24-dehydrocholesterol 1.2.1.3
5B-cholestan-3a-ol epikoprostanol
(22E)-(245)-24-methyl-cholesta-5,7,22-trien-33-ol ergosterol, provitamin D,, mykosterol
cholest-5-en-3-ol cholesterol 1.2.1.3
(24R)-24-methyl-cholest-5-en-3f-ol kampesterol 1.2.3.1
4.4, 140-trimethyl-5a-cholesta-8,24-dien-3-ol lanosterol 1.2.1.3
5a-cholest-7-en-3f-ol lathosterol, A’-lathosterol 1.2.1.3
(24R)-24-ethyl-cholesta-5,22-dien-3-ol stigmasterol 1.2.3.1
5a-cholesta-8,24-dien-3B-ol zymosterol 1.2.1.3
Sa-cholest-8-en-3f-ol zymostenol, cholestenol, A*-lathosterol 1.2.1.3
(24R)-24-ethyl-cholest-5-en-3p-ol B-sitosterol, cinchol, nimbosterol 1.2.3.1
(24Z)-cholest-5-en-24-ethyliden-3-ol A’-avenasterol, isofukosterol 1.2.3.1

“~ pro prehlednost byl zvolen u vsech sloucenin ndzev odvozeny od cholestanu jako mateiského uhlovodiku.
Prednost byla déna nenasycenym sloucenindm. Podle™.

1.2.1.2 Biosyntheticka draha cholesterolu
Struény piehled reakci s pfisluSnymi enzymy uvadéji obrazky 1.2.1.2 a 1.2.1.3.
Cholesterol je synthetisovan z acetyl-CoA mnoha reakcemi probihajicimi v cytoplasmé,

endoplasmatickém retikulu a peroxisomech®.

1.2.1.3 Zdroje prekursoru cholesterolu

Biosynthetickd draha cholesterolu je lokalisovina mimo cytoplasmu a peroxisomy®

predev§im na cytoplasmatické stran¢ endoplasmatického retikula, odkud se mohou
intermediarni metabolity dostavat do plasmatické membrany napft. ptes kontakty téchto dvou

7. U kultur fibroblasti byla pozorovana v plasmatické membrand piitomnost

membran®
zymosterolu®, lanosterolu a 7-dehydrocholesterolu®. Vétsinou se intermediaty recykluji
zp&t”, ale v piipadé desmosterolu a lathosterolu se objevuji ve vétsich mnoZstvich
v plasmatickém poolu. Desmosterol je do akceptorovych lipoproteinovych castic
inkorporovan 2-3x lépe nez cholesterol’', prestup lathosterolu i zymosterolu do sera byl také

prokazan®’.
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Obrazek 1.2.1.2 Tvorba lanosterolu
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acetoacetyl CoA
kinasa
l HMG CoA synthasa

5 e isopentenyldifosfat
3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA Isop yidi isopentenyldifosfit

isomerasa

l HMG CoA reduktasa

mevalonat dimethylallyldifosfat

lmevm"(mdr kinasa
prenyltransferasa
(geranyldifosfidt synthasa)

5-fosfomevalonat
prenyltrasferasa

(farnesyldifosfit

geranyldifosfat
synthasa)

farnesyldifosfat

skvalen .s'ymV

lanosterol
‘\
synthasa

! o

skvalen-2,3-epoxid

skvalen
epoxidasa

skvalen
HO

lanosterol

V pripade skvalenu i skvalen-2,3-epoxidu je naznacena konformace pripominajici strukturu molekuly
lanosterolu.

Dietni pfisun: Rostliny obecné cholesterol ani jeho prekursory neobsahuji ve vétSich
mnozstvich, ale jsou druhy, u kterych je obsah lathosterolu vyssi nez 2 % vSech sterolli — Spenat
(Spinacia oleracea L.) obsahuje asi 3 %, merlik bily (Chenopodium album L.) asi 12 %'
lathosterolu. Mozné dietni zdroje prekursord cholesterolu zahrnuji samoziejmé Zzivocisné

produkty — vaji¢ka” nebo i ovei mléko”* s obsahem cca 1 mg lathosterolu/100 mg cholesterolu.

1.2.1.4 Metabolicky vyznam sloucenin cholesterolové biosynthetické drahy

Protoze nékteré prekursory cholesterolu jsou vyuzivany pro tvorbu dalSich latek
(7-dehydrocholesterol) nebo jsou zapojeny do parakrinni signalisace (meiosu aktivujici
steroly), je mozné, ze intracelularni mechanismy pro transport prekursorti cholesterolu jsou
jiné neZ pro vlastni cholesterol®’ a je také jasné, e pro biosynthesu molekuly cholesterolu

z lanosterolu nelze pouzit jediny multienzymaticky komplex.
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Obrazek 1.2.1.3 Tvorba cholesterolu z lanosterolu

4.4 14o-trimethyl-5c-cholesta-8,24-dien-3[3-ol
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. ]
HO 2-FristiyhSa- o (A"-methostenol)
cholesta-8(9),24-dien-3f-ol 4c-methyl-5a¢-cholesta-8(9)-en-3p-ol
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i 5¢-cholesta- HO St Ao dmani
R 8(9),24-dien-3p-ol N RENOmEIEB(R) o3 0
L 4
DHCR24 (Methostenol)
ho 4c-methyl-5c- - HO 4c-methyl-5c-
SI cholesta-7,24-dien-3f-ol ST cholesta-7-en-3f-ol
I l sddem
4
DHCR24
Srn-_cholesta- - (Lathosterol)
Ho 7,24-dien-3p-ol Ho 5a-cholesta-7-en-3p-ol
sD3D
sD31 l sD3D l
. DHCR24
. ZC:?::Zit-aB[i-ol > -~ (7-dehydrocholesterol)
o A cholesta-5,7-dien-33-ol
sD7R l sD7R l
DHCR24

v

(Desmosterol)
cholesta-5,24-dien-3[3-ol

HO
(Cholesterol)

cholesta-5-en-3f-ol

SI - sterol isomerasa, DHCR24 - steroidni D24 reduktasa, s4dem - steroidni 4 demethylasa (obsahuje tri
enzymatické aktivity: methyloxidacni, dehydrogenacni a ketoreduktasovou), sD5D - steroidni D5 desaturasa,
sldodem - steroidni 14a demethylasa, sDI4R - steroidni D14 reduktasa, sD7R - steroidni D7 reduktasa;
Pro zjednodusent neni naznacena prostorova konfigurace vazeb. Upraveno podle”. Desmosterolova driha
je naznacena cervené, lathosterolova draha modrou barvou.
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Cholesterol je tvoren z lanosterolu pomoci aktivit deviti riiznych enzymt, z nichz pouze
u jediného enzymu, steroidni D7 reduktasy (EC 1.3.1.21), bylo prokazano, ze obsahuje ve
svém promotoru sekvenci SRE (sekvence sterolového regulacniho elementu) a tedy tento
enzym je pod kontrolou SREBP, bun&éného sensoru hladin cholesterolu’.

Slouceniny nasledujici v biosynthetické draze lanosterolu byly dlouhou dobu pokladany
pouze za meziprodukty. V poslednich letech se ale ukazuje, Ze meziprodukty distalni Casti
biosynthetické drahy cholesterolu jsou subjekty slozité regulace na Grovni substrat-produkt 1
kompartmentové urovni a Ze tato drdha plni mnoho funkci, které mohou byt tkanové
specifické (Obrazek 1.2.1.4). Funkci signalnich molekul zde nesou meiosu aktivujici steroly
(MAS) a téz cholesterol. Ovliviiované procesy zasahuji do transkrip¢nich 1 posttranskripénich
procesti regulace uréitych gend’’, synthesy lipidd, meiosy, apoptosy, signalisace pomoci
morfogennich proteind a degradace proteind’®.

Neékteré  prekursory cholesterolu byly prokdzany v membranovych raftech,
membranovych subdoménach bohatych na cholesterol a sfingolipidy. Nové synthetisovany
lathosterol je inkorporovan do membranovych raftd rychleji nez cholesterol® a tyto
membranové domény jsou stabilngjsi viigi teplu a detergentiim nez v piipadé cholesterolu’.

Prima interakce molekuly proteinu s molekulou sterolu je mechanismem, ktery se
uplatituje u proteind s tzv. doménou citlivou na steroly (SSD, sterol sensing domain). Piesny
mechanismus této interakce dosud neni znam, ale v ptipad¢ proteint SCAP a 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA (HMG-CoA) reduktasy, jejich SSD doména interaguje pomoci proteinii
Insig a tyto dva proteiny zfejmé o vazbu na Insig kompetuji*’. Prekursor cholesterolu
desmosterol i fytosterol B-sitosterol piisobi jako kompetitivni inhibitory interakce cholesterolu
s SSD doménou aktivaéniho proteinu pro 3tdpeni SREBP (SCAP)*'. Dalsi dosud znimé
proteiny s SSD doménou jsou Niemann-Pick protein C1 (NPC-1), Niemann-Pick protein C1-
like 1 (NPCIL1), Patched receptor, protein Dispatched a steroidni D7 reduktasa (sD7R).

Viechny zmin&né proteiny jsou zapojeny do metabolismu cholesterolu na riiznych tGrovnich *.

1.2.1.5 Metabolismus vybranych prekursori cholesterolu

Koncentrace prekursort cholesterolu v plasmé do jisté miry odrazeji iroven biosynthesy
cholesterolu. Jejich stanoveni je proto rychla a elegantni alternativa jinych pftistupti.
Z vyuzivanych meziprodukti stoji za zminku stanovovéani hladin kyseliny mevalonové™,
skvalenu®, lathosterolu® a methyl sterold™ ve fysiologickych tekutinach. Stanoveni kazdého
z téchto meziproduktii ma ale jisté metodické nedostatky: mevalonat je prekursor latek, které

organismus utilisuje jinak nez pro biosynthesu cholesterolu; lathosterol v pfesném smyslu
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slova nereflektuje jen biosynthesu, protoze mize vstupovat do metabolického obratu sterolti
(lipoproteinii) pfes moznou esterifikaci pomoci LCAT,; methylsteroly a skvalen sice

nepodstupuji esterifikaci pomoci LCAT, ale jejich koncentrace v plasmé je nizka®.
Obrazek 1.2.1.4 Vyznam biosynthetické drahy cholesterolu

Acetyl CoA

Alternativni cesta
\ tvorby oxysteroli
Skvalen-2,3-epoxid

!

Lanosterol
: FF-MAS
Meiosu ~a 1
aktivujici L Oxysteroly
steroly T-MAS
l Lathosterol
l' l Tvorba
Neinbediis 7-Dehydrocholesterol previtaminu D
fluidita
Desmosterol
kovalentni modifikace
Cholesterol (hedgehog proteiny)
ligand SSD
Absorpce Membrdnové rafty
sterolt L
Primarni
Sekundarni « Iflumlal\re Homeostasa
S IUBOVE - yseliny Oxysteroly
zlucove kyseliny cholesterolu

Steroidni hormony

glukokortikoidy
mineralokortikoidy
sexudlni steroidy
neurosteroidy

SSD — doména citliva na sterol, FF-MAS — folikularni meiosu stimulujici sterol, T-MAS — testikularni
meiosu stimulujici sterol

Lathosterol

Hladiny lathosterolu

Plasmatické hladiny lathosterolu dosahuji v obdobi dospivani hodnot kolem 4 pumol/l u
chlapct 1 divek a s pfibyvajicim vékem se hodnoty zvysuji; okolo 45 let maji muzi okolo
7,5 umol/l, Zeny 6 pmol/1*’, o deset let pozd&ji jsou hodnoty u muzi stejné, u Zen se zvysi na

6,5 umol/I*® pisobenim positivni korelace synthesy cholesterolu s télesnou hmotnosti®”.
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Pomér koncentraci lathosterol/cholesterol je u ¢astic VLDL, IDL, HDL i LDL stejny,
tedy nejvice lathosterolu je neseno v &asticich LDL analogicky jako cholesterolu™. Infuse
¢astic apolipoproteinu (apo) A-I s fosfatidylcholinem (PC) zvySuje koncentraci pre-B-HDL
¢astic v krevnim obéhu, snizuje tak dostupnost neesterifikovaného cholesterolu v tkanich a
nasledné stimuluje jeho synthesu, coZ se odrazi ve zvy3ené hlading lathosterolu v krvi’'.

Pomér koncentraci prekursorii cholesterolu a cholesterolu ve zlu¢i je v souhlase se
zvySenou exkreci prekursori cholesterolu (podpora jejich eliminace z organismu) az o tad
vy$§i nez v plasmé’,

Pfi normalnim t€hotenstvi jsou zvySené hladiny cholesterolu spjaty s dvojnasobnym
zvySenim podili skvalenu, desmosterolu a lathosterolu. Béhem laktace zlstdva zvysena
hladina desmosterolu. Hladina cholestanolu je béhem téhotenstvi zvysena, laktaci se vyrovna.
Cholestaticka t€¢hotenstvi maji podobné trendy v hladinach sterolii s obecné nizsimi zvySenimi
prekursort cholesterolu®.

Vysoky denni pfijem cholesterolu (1 g/den) snizuje synthesu cholesterolu. Hladiny
lathosterolu mohou ale vzrustat, pravdépodobné diky zvySenému piijmu lathosterolu
z potravy>**. Vegetariani konsumujici mald mnozstvi cholesterolu maji zvy$enou synthesu
cholesterolu, ale také nizsi koncentrace lathosterolu’. U pacientl s reumatoidni artritidou
prevedenych na veganskou dietu (zlepSuje symptomy nemoci) se synthesa cholesterolu ani
plasmatické hladiny lathosterolu neménily®®.

Metabolicka preména lathosterolu

Lathosterol je oproti cholesterolu méné esterifikovan (asi z 40 %, cholesterol
270 %7, Je mozné, Ze aktivita acyl: cholesterol acyltransferas (ACAT) je ovlivnéna
ptitomnosti nejblizsi dvojné vazby k hydroxylu. Ta je v poloze 7 u lathosterolu, na rozdil od
polohy 5, ktera je u desmosterolu i cholesterolu. Aktivita lecithin:cholesterol acyltransferasy
(LCAT) vii&i lathosterolu je 83 % aktivity viiéi cholesterolu’.

Lathosterol podléha snadno oxidaénim zménam, proto neni v oxidovanych casticich
LDL pfitomen. Transformuje se na slouceniny 7f-hydroxy-cholesterol a 7-keto-cholesterol,

dale na cholesterol-5a.,6a-epoxid, 4B-hydroxy- a 6B-hydroxy-cholesterol'®.

7-dehydrocholesterol

Hladiny 7-dehydrocholesterolu

Pro stanoveni hladin 7-dehydrocholesterolu je duilezita otdzka jeho separace od iso-7-
dehydrocholesterolu (ktery ma dvojné vazby v jiném usporadani: misto 5,7 je 6,8(9)), jez se

v nékterych studiich opomiji. Isomer je v plasmé pfitomen fadové ve stejném mnozstvi jako
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7-dehydrocholesterol'”' a vétsinou se jeho oddéleni nevénuje velka pozornost; dale v textu
bude zahrnut do 7-dehydrocholesterolu. Normalni hladiny 7-dehydrocholesterolu se u
zdravych jedincii pohybuji v rozmezi okolo 0,3 wpmol/l. Plasmatické hladiny 7-
dehydrocholesterolu byly dokonce navrzeny jako nepfimy ukazatel biosynthesy cholesterolu'*.

V pribéhu ontogenese se vyuZzivaji obé drahy biosynthesy cholesterolu: lathosterolova
(napt. Schwannovy bunky periferni nervové soustavy) i desmosterolova (oligodendrocyty
v centralni nervové soustavé a ve fetdlnim mozku). V periferni nervové tkani je mozné
pouzivat k ur&eni jejiho stupné vyvoje pomér cholesterol/7-dehydrocholesterol'*.

Metabolicka premena 7-dehydrocholesterolu

V kazi mize cytochrom P450 (CYP) isoforma 11A1 (tzv. P450scc) metabolisovat
7-dehydrocholesterol podobn& jako cholesterol, vznika 7-dehydropregnenolon'®; aktivita
enzymu vuci 7-dehydrocholesterolu byla odhadnuta na 62 % aktivity vici cholesterolu. In
vitro bylo prokdzano, Ze oba proteiny dilezité pro pfenos sterolové molekuly do
mitochondrie, protein isolovany z metastasujici lymfatické uzliny pfi rakoviné prsu
(metastatic lymph node 64 protein, MLN64) a steroidogenni akutni regulacni protein (StAR),
interaguji s 7-dehydrocholesterolem'*.

Tvorba vitaminu D3 z 7-dehydrocholesterolu

V epidermis se z 7-dehydrocholesterolu tvoti fotolytickym $t€penim vazby mezi uhliky 9 a
10 molekula previtaminu Ds. Nasleduje serie konfiguracnich zmén, které daji vznik (asi v jedné
tretin€) slouceniné vitaminu Ds. V lipidech kiize u morcete tvoii lathosterol asi 19 % z celkového
obsahu sterolii, cholesterol 80 %'®, dalsi enzymatickou pfeménou se z lathosterolu tvoii 7-

dehydrocholesterol, jehoz hladina je v epidermis také zna&n& vyssi nez v plasmg'®"'%.

Meiosu aktivujici steroly

Dva z meziproduktii biosynthesy cholesterolu, 4,4-dimethyl-5a-cholest-8,14,24-trien-
3B-ol (FF-MAS, zlanosterolu tvofen steroidni 14o demethylasou), a 4,4-dimethyl-5a-
cholest-8,24-dien-3B-ol (T-MAS, zFF-MAS tvofen steroidni D14 reduktasou), byly
identifikovany jako latky hromadici se ve v&t3im mnozstvi v gonadach'®’. Haploidni
zarodecné bunky nemaji totiz synthesu cholesterolu zcela pod kontrolou SREBP, ale enzym
lanosterol-14a-demethylasa je hlavné regulovan t moduldtorem cAMP responsivniho
elementu'®. Meiosu aktivujici steroly pravd&podobné indukuji dokon&eni meiosy oocytt (FF-
MAS, T-MAS) a spermatid (T-MAS) dosud neznamymi mechanismy, snad zahrnujicimi
109

aktivaci jaterniho receptoru X (LXRa)
(PKC) signalisaéni kaskadu ''°.

, nebo G-proteinovou, poptipad¢ protein kinasovou C
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Desmosterol
Obecné lze fici, ze koncentrace desmosterolu dosahuji v dospé€losti polovi¢nich az

88,92

ttetinovych hodnot koncentrace lathosterolu™ ", ale jednoleté déti maji hladiny desmosterolu

okolo 3,3 pmol/1'"

, coz je asi dvoutfetinovy podil. Desmosterol je oproti lathosterolu
sekretovan v fadové mensim mnozstvi zlugi®.

Desmosterol je ve vysokych koncentracich pfitomen ve spermiich, kde jeho zastoupeni
spolu s DHA je nejvyssi v bi¢iku''?. Vys§i zastoupeni molekul s vice dvojnymi vazbami, jako
desmosterol a DHA, by mohlo mit vliv na membranovou fluiditu, protoze pomér
desmosterol/cholesterol positivné koreluje s motilitou spermie'"”. Skvalen a desmosterol byly
ve zvyienych koncentracich zaznamenany i v matefském mléce'' a desmosterol ve

re er s 11
vyvijejicim se mozku >

, snad v souvislosti s vy$§imi naroky nervového systému na synthesu
cholesterolu v prenatdlnim a postnatdlnim obdobi. Ve fetdlnim mozku je hladina
desmosterolu, ktery je preferenéné uzivan pii vystavbé mozku (hlavné myelinaci) vysoka,
kdezto u dospélych zde neni detekovéan''®,

Desmosterol je esterifikovan v plasmé podobng jako cholesterol®®, aktivita LCAT viéi

desmosterolu je 46 % aktivity viiéi cholesterolu®”.

1.2.2 50-CHOLESTANOL

Tento sterol nepatii mezi prekursory cholesterolu, pochdzi z absorbovaného 5a-
cholestanolu (v malé &asti je ve viech savéich tkanich''’) anebo je synthetisovan
z endogenniho cholesterolu v jatrech. Synthesa Sa-cholestanolu z cholesterolu u savch
probihé pies 4-cholesten-3-on''® a v lidském organismu dosahuje hodnoty cca 5 mg/den'"’.

Koncentrace So-cholestanolu v seru jsou v rozmezi 10 £ 6 pmol/1'"®, jini autofi uvadgji

120 117
1 1

rozmezi 6 + 2 pmol/l'™" nebo dokonce 0,3 az 1,8 umol/l'"". Sa-cholestanol je absorbovan
s uginnosti blizkou p-sitosterolu'?', a proto zmény hladin 5a-cholestanolu v seru kopiruji
zmény hladin rostlinnych sterol a v opaéném smyslu i hladiny prekursort cholesterolu''”. U
normdlniho jedince tedy vysSi hladiny Sa-cholestanolu v seru odraZeji vysokou ucinnost
stievni absorpce sterolll a nizkou synthesu cholesterolu.

Aktivita LCAT viigi 5o-cholestanolu je 96 % aktivity viigi cholesterolu’, uéinnost
esterifikace v makrofazich dosahuje 75 % aktivity vii¢i cholesterolu'*.

Zvysené hladiny 5a-cholestanolu

Serové koncentrace Sa-cholestanolu u neléenych pacientl trpicich cerebrotendinosni
xanthomatosou dosahuji fadové vysSich hodnot (az 140 umol/l) v porovnani se zdravymi

kontrolami'"®. Zvysené hladiny nalézame také u primérni biliarni cirhosy'> a sitosterolemie'*.
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1.2.3 FYTOSTEROLY A ABSORPCE CHOLESTEROLU

(¢ast textu byla publikovana online v ¢&lanku M. Vecka, A Zaik, E. Tvrzickd: STEROLS,
ESPECIALLY CHOLESTEROL AND PHYTOSTEROLS, IN HUMAN METABOLISM.
Encyclopedia of Life Support Systems(EOLSS), UNESCO, Eolss Publishers, Oxford, UK,
[http://www.eolss.net])

V lidském seru je zastoupeno kromé cholesterolu také malé mnozstvi necholesterolovych
steroldl, pochéazejicich z rostlinnych zdrojt (tzv. fytosteroly), jako jsou hlavné kampesterol, 3-
sitosterol, stigmasterol, avenasterol a brassikasterol (Obrdzek 1.2.3.1). Rostliny synthetisuji

mnoho fytosterolfl, ale podrobnosti biosynthesy jsou dosud malo prozkoumany'%.

1.2.3.1 Uloha a biosynthesa fytosterolii v rostlinné buiice

Funkce v membrandch rostlinnych bunék

Az na vyjimky mizeme fytosteroly nalézt v membranach vSech casti bunky, pouze v
thylakoidnich membranach jsou nahrazeny karotenoidy'*’. Beta-sitosterol a kampesterol hraji
v membranéch rostlinnych bunék podobnou tlohu jako cholesterol u Zivogichi'?’, zastoupeni

14 14 M Id W . Wow* 4 r ~ r 12
cholesterolu v membranach rostlinnych bunék je vétinou nizké az zanedbatelné' .

Synthesa rostlinnych steroidii
Mezi slouceniny odvozené od fytosteroll patii skupina rostlinnych hormon, brassinolida,
které jsou nejvice zastoupeny v reprodukénich organech a podileji se na regulaci dlouzivého

o 129
rustu

. Dalsi sekunddrni metabolity sterold v rostlinach jsou saponiny, glykosylované
alkaloidy, kardenolidy a derivaty pregnanu'?’, které jsou zapojeny v procesech obrany pied
houbovymi patogeny, jako chutové detraktory atd.'*’. Stigmasterol (a mozna i cholesterol) je

vy . . Cxo . - 131
zifejmée zapojen do procesti bunééné proliferace a metabolické regulace .

Steroly spolecné rostlinam i Zivocichitm

Ve Spenatu (Spinacia oleracea L.) se vyskytuje lathosterol jako bioprekursor
fytoekdysteroidii (rostlinnych analogii ristovych hormont hmyzu), které rostliny synthetisuji
z mevalonatu™ a pouZivaji je kzabranéni ekdysis u hmyzu. Vy$§i rostliny mohou

synthetisovat cholestanol podobn& jako savci'*

. Cholesterol se v rostlinnych zdrojich
vyskytuje malo'?’, pouze zastupci Geledi lilkovitych (Solanaceae) obsahuji cholesterolu vice —
az 15-20 % z celkového obsahu sterolt'*?, hlavng v listech a stoncich. Cholesterol je v t&chto

rostlinach prekursorem synthesy riznych glykoalkaloid, napt. solanidinu.

Fytosteroly jako soucast diety
Denni ptijem fytosterolii se pohybuje okolo 200 az 500 mg v zavislosti na typu diety'*®.

Mezi nejvyznamnéjsi zdroje patii rostlinné oleje (kukufi¢ny, sojovy), jeCmen, kesu, burské
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ofisky, semena sluneénice a sezamu, celozrnna mouka'>’"**. Bylozravi mékkysi (zadénky,
Gstfice, musle, hiebenatky) i krabi mohou byt téZ zdrojem fytosterolt'*’. Vyssi rostliny
obsahuji molekuly fytosterold bud’ volné, nebo vazané jako estery, B-D-glykosidy a jejich 6-

O’ -estery. Glykosidy oby&ejng tvoii jednu desetinu z celkového obsahu fytosterolii '*.

Obrazek 1.2.3.1 Biosynthesa fytosterola
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s4dem — steroidni 4 demethylasa, SMT — steroidni methyltransferasa, sl4oadem — steroidni 14a
demethylasa, SI — sterolisomerasa, sD22R — steroidni D22 reduktasa, STE1I/DWMF7 — D7 steroidni 5-
desaturasa, DWF5DIM — A’ -steroidni-7-reduktasa, FACKEL-A%"-steroidni-14-reduktasa, DIM -A**-
steroidni reduktasa/isomerasa; upraveno podle’* .
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1.2.3.2 Absorpce sterolii

Struktura molekuly

Molekuly fytosterolti obsahuji oproti molekule cholesterolu jesté methylové (ethylové)
substituenty ve vedlejSim fetézci, které vycnivaji zpomérné plochého tetracyklického
systému a které prednostné sméiuji molekuly fytosteroli na exofacidlni stranu lipidové
dvojvrstvy. Tato modifikace struktury sterolového skeletu miize mit neblahé dasledky pro
elektrochemické vlastnosti'*' a fluiditu'* bundénych membran vyssich Zivogichd, a proto
jsou fytosteroly exkretovany enterocyty ihned zpét do stieva. ZvySeni obsahu fytosterold v
bunéénych membrandch mize interferovat s funkci dilezitych transportnich proteint
Gicastnicich se sekrece Zlude, a tak snizit sekreci s naslednou cholestasou'*. Navic fytosteroly
s dvojnou vazbou na C22 (stigmasterol, brassikasterol a ergosterol) jsou kompetitivni
inhibitory DHCR24'**. Fytosteroly se kumuluji u potkani preferenéné v nadledvinach a

ovariich, tedy tkanich s vysokou steroidogenni aktivitou'*’.

Absorpce sterolii
Vstup molekuly sterolii do enterocytu
Mechanismus absorpce steroli z potravy je v soucasné dob¢ prfedmétem intensivniho

zkoumani'*®

. Po hydrolyse steryl esterii jsou steroly solubilisovany do micel, ve kterych
fytosteroly pravd&podobné vytésiiuji cholesterol'’. Dalsi piechod molekuly cholesterolu
z micely k povrchu enterocytu zahrnuje difusni krok v prostfedi nemixované vrstvy vodné
faze a mucinosniho povrchu apikalni ¢ésti enterocytu. Absorpce cholesterolu (nikoli mastnych
kyselin) je sniZena na polovinu u mysi, kterym chybi gen MUC-1 kodujici jeden z mucinl
apikalni membrany enterocytu'*®.

Na apikélni strané jejunalnich enterocytli jsou steroly ptfesouvany do bunky pomoci
receptorového proteinu NPC1L1'* nebo scavengerového receptoru tiidy B typ 1 (SR-B1)"°.
Ptehled d&ji je naznacen na Obrazku 1.2.3.2. Molekuldrni mechanismus pfenosu sterolové
molekuly zahrnuje mimo receptorti i dalsi kofaktory, protoze pouha exprese NPC1L1 nevede
ke zvy$enému presunu steroltt do buiiky'*’. Jedna studie dokonce uvadi, 7¢ NPCIL1 neni
lokalisovan na apikalni membrané enterocytu, ale v cytosolarnim prostoru, kde se spojuje
s malou GTPasou rab5'>. Fytosteroly jsou tak absorbovany v proximalni &asti tenkého stieva

podobnym mechanismem jako cholesterol.

Zpétna exkrece z enterocytu
Na apikalni ¢asti bunééné membrany enterocytu jsou exprimovany molekuly ABC

transportéric (ABCGS5 a ABCGS fungujici jako heterodimer), které pumpuji steroly zpét
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z enterocytu do lumen stfeva>*'">’. U zdravych jedinc se absorpéni uéinnost pro fytosteroly
pohybuje okolo 3-7 %, pficemz ucinnost klesa vtad¢ kampesterol > [-sitosterol >

stigmasterol > kampestanol > sitostanol'**'>

oproti cholesterolu, kde se absorpce pohybuje
okolo 50 % i vice'®’. Vyfazeni jejunalni Gasti absorpce resekci vede k poklesu frakéni
absorpce kampesterolu na desetinu a B-sitosterolu na polovinu, piicemz pii nahrad¢ celého
tenkého stfeva autotransplantacnim Stépem jejuna se dokonce B-sitosterol 1épe absorbuje nez

kampesterol'®.

Obrazek 1.2.3.2 Absorpce sterolt v enterocytu

LUMEN ENTEROCYT LYMFA

ezetimib

NPC1L1

abetalipoproteinemie Chylomikra

implitapid

avasimib > :

sitosterolemie

ABCGS/G8 ¢

steroly

KREV
NPCIL1 — Niemann-Pick like 1 protein, SRBI — HDL receptor, ACAT — acyl -CoA cholesterol

acyltransferasa, MTTP — mikrosomalni triglyceridovy transferovy protein, Cervené jsou zndzornény
latky inhibujici funkci prislusnych proteinii, hnédé jsou vyznaceny nemoci zpusobené nedostatecnou
nebo chybéjici aktivitou téchto proteinii. Upraveno podle ™71,

Enterocyt

Cholesterol podstupuje v enterocytu reesterifikaci pomoci ACAT, aby mohl byt
inkorporovan do chylomikronovych castic. Fytosteroly jsou reesterifikovany asi 60 krat
pomaleji'®, coz hraje dileZitou roli ve vysledné absorpéni diskriminaci mezi fytosteroly a
cholesterolem. Vlastni esterifikace fytosterolii je minimalni'®, esterifikace B-sitosterolu je
mensi nez kampesterolu'®. Isoenzym ACAT-2, ktery je exprimovan preferenéné na apikalni

stran¢ enterocytu a v jatrech, hraje dilezitou roli v procesu absorpce sterold, protoze mysi

postradajici aktivitu ACAT-2 byly resistentni k hypercholesterolemii indukované dietou'®.

Celkova ucinnost absorpce cholesterolu

Z velkého mnozstvi studii vyplyva, Ze po zvySeni pfijmu cholesterolu o 100 mg/den je
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mozné ocekavat zvyseni plasmatické koncentrace cholesterolu o 0,05-0,06 mmol/l. Pokud
dojde ke zvysSeni nad toto rozmezi, je jedinec klasifikovan jako hyperresponder a pokud se
zaznamena niz8i zvySeni nez zminéné rozmezi, jako hyporesponder. Hyporespondefi maji
schopnost udrzovat homeostasu cholesterolu snizenim jeho synthesy (nebo absorpce),
popiipadé zvysenim tvorby zluce. Naproti tomu hyperrespondefi maji basalni synthesu
cholesterolu nizkou a nemaji schopnost ji ptilis ovliviiovat. To se projevi pii cholesterolové
zatezi, kdy dosahuji znatelného zvySeni plasmatické koncentrace cholesterolu oproti
hyporespondertim.

Rozdilna u¢innost absorpce cholesterolu z lumen stfeva je zplsobena napf. riznymi
mutacemi v genech pro transportni molekuly ABCG5/G8'®, NPCIL1' a snad také
fenotypem apoE - jedinci nesouci alelu €4 méli mit nejvysSi schopnost absorbovat
cholesterol'®®, ovsem dalii studie toto neprokazaly'®. Rozdilné vysledky studii mohou byt
zpisobeny rozdilnym obsahem cholesterolu v dieté¢ nebo rozdilnou hodnotou hmotnostniho
indexu BMI'®. Apoprotein E je dilezity pro vychytavani lipoproteint jatry, vazba apoE
fetézcll exprimovanych alelami €4 a €3 je uc¢innéjsi nez u €2, u jedinct nesoucich alelu €4 je

vy$§i hladina LDL a vy$si risiko atherosklerosy'”’.

Prechod do lymfatického systéemu

V souhlase s nizsi esterifikaci fytosterolli v enterocytu je B-sitosterol obsazen predevsim
na povrchu vytvofenych chylomiker a pouze mens$i ¢ast (12 %) je esterifikovana a
transportovéana jako steryl ester v jadru &astice'”". Pfechod (chole)sterolu do ob&hu, ktery neni
zavisly na apoB casticich, je mozny, protoze u pacientl s abetalipoproteinemii se G¢innost

absorpce cholesterolu pouze sniZila z 45 na 30 %'~

1.2.3.3 Metabolismus fytosterolu

Koncentrace fytosterolit v plasmé koreluje s frakcionovanym piijmem cholesterolu za
fysiologickych podminek'”*'™ i podminek, jako hypertriacylglycerolemie'”, malabsorpce
tuku pii resekei stieva'’® i celiakie'”’. Stanoveni hladin fytosterolii se proto pouziva jako
marker absorpce cholesterolu misto naro¢néjsich technik, jako méteni bilance steroli mezi
exkreci a pfijmem.

Plasmatické koncentrace jednotlivych fytosterolii dosahuji hodnot 1-40 pmol/1'™®

, tyto
hodnoty jsou u konkrétniho jedince pomérné stalé, mezi jednotlivci dosahuji za konstantniho
ptisunu fytosteroli koncentracniho rozpéti az jednoho fadu. Navic korelace plasmatickych
hladin a dietniho piisunu pro B-sitosterol je mala®’. Proménlivost hladin fytosterolti mezi

jedinci je tedy déna z vétsi asti geneticky'®, a neni tak zavisla na véku (t&lesné hmotnosti) na
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rozdil od hladin prekursori cholesterolu®’.

178 7a pomoci stejnych ABC

Po ptipadné resorpci se fytosteroly eliminuji jatry do Zluce
transportérii jako ve stievé'>’. Oviem aktivatory jaderného transkrip&niho faktoru LXR, pod
jehoz kontrolou je i exprese transportnich molekul ABCA1 a ABCG5/GS, zvysuji exkreci
fytosterolt Zlu¢i a feces mechanismem nezavislym na ABCA1'”. Exkrece steroltt do Zlude
pomoci ABCG5/GS je zavisla na expresi dalii transportni molekuly ABCB4 (MDR2)"**!®!,

Ptechod sterolit zkrevniho ob&éhu matky na kojence a hladiny cholesterolu (i
noncholesterolovych sterolll) v matetském mléce vykazuje velké mezidruhové i individudlni
rozdily'®. U &lovéka se obsah cholesterolu v mateiském mléce méni v pribéhu laktace, nebot’
reflektuje nutriéni pozadavky kojence'®*. Transportér ABCG5/G8 byl nedavno prokazan i

. , rv 7 w1 182
v bovinni mlé¢né zlaze °-.

Preména molekuly fytosterolu

Molekuly fytosterold jsou substraty podobnych reakci jako molekula cholesterolu.
Esterifikaéni reakce probihaji pomaleji (cca 60x) a principidlné mozna je i tvorba
fytosteroidnich hormoni. U obratlovcid (savcei, ¢lovék) nebyla zaznamenana zadna aktivita
konvertujici fytosteroly na C-24 Zlu¢ové kyseliny'®, protoze 7a-hydroxylace (rychlost
limitujici krok tvorby C-24 zluCovych kyselin) je na tomto skeletu nemozna. Beta-sitosterol
mize byt u potkanii metabolisovan na hydroxylované C-21 Zludové kyseliny'™ bez
ptitomnosti hydroxylu na C7.

Oxidované derivaty fytosteroll se tvoii uz v dieté, jejich prechod do lymfatického
systétmu apoE deficientni mysi zvySuje hladinu oxysteroli odvozenych od cholesterolu bez

- - 186
vlivu na rozvoj atherosklerosy

. U zdravych jedincl jsou oxidované fytosteroly pfitomny
v plasmé v nizkych koncentracich hlavné jako 5,6-epoxidy; nejvice jsou zastoupeny derivaty
B-sitosterolu (fadove desetiny pmol/l), derivaty kampesterolu maji koncentraci jesté o fad

svvrl8
ni1zs1 7.

1.2.3.4 Mechanismus tcinku fytosteroli

Snizeni plasmatické hladiny cholesterolu

Fytosteroly obecné sniZzuji hladinu celkového a LDL cholesterolu o 10-15 % v zavislosti
na velikosti pfisunu exogenniho cholesterolu. Mechanismus spocivd ziejmé ve vySe
zminéné kombinaci blokovéani enterocytdrni ACAT a nasedani na proteinové transportni
molekuly pro (chole)sterol. Hypocholesterolemické G&inky byly prokazany u lidi i zvitat'’®,
B-sitosterol byl dokonce zkouSen jako 1€k volby u déti s heterozygotni formou familiarni

hypercholesterolemie'®®. V sou¢asné dob& se fytosteroly (fytostanoly) pouzivaji také jako
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potravni doplitky'*’.

Rostlinné stanoly (analoga fytosterolti s nasycenym steranovym skeletem) mohou byt na
rozdil od krystalickych fytosteroli snadné€ji konsumovatelné. Navic jsou minimalné
absorbovany a snizuji 1 hladiny fytosterolii v plasmé. Snizuji ov§em také hladinu B-karotenu, 1
kdyz malabsorpce vitamind rozpustnych v tucich spojend s uzivanim fytostanold nebyla zatim
popsana'®’. Fytostanoly maji vétsi vliv na hladinu celkového cholesterolu a fytosteroly na
hladinu LDL-C""“'?  nov&jsi studie obéma skupinam piisuzuji podobné ucinky'”.
Fytostanoly pouze inhibuji piijem cholesterolu nasedanim na transportni molekuly enterocytu
nebo UCinnéjsi blokaci aktivity ACAT-2 enterocytu. Do krevniho ob¢hu se totiz dostanou

daleko méné nez fytosteroly. Fytosteroly se dostanou i do cirkulace a inhibuji i jaterni ACAT,

takZe ptisobi ptimo proti tvorbé LDL-C.

Ostatni priznivé ucinky fytosterolii
Pfijem fytosterolil je v negativni korelaci k risiku rakoviny prsu'®* a zaludku'®’. Na druhé
strané podavani B-sitosterolu samotného i v kombinaci s jeho glukosidem modulovalo rist

estrogen-dependentnich lidskych bundk rakoviny prsu in vitro'”°. Beta-sitosterol je slaby

agonista estrogennich receptori o a B (B >> a) '’; ve smési se svym glykosidem vykazuje

198,199

imunomodula¢ni cinky , které mohou souviset s vlivem [-sitosterolu na hladinu

200

cholesterolu a také s deficienci apoE”". N¢které studie pripisuji fytosterolim antikoagulacni

ucinky, jako redukci pocCtu krevnich desticek, snizeni hladin tkanového aktivatoru

plasminogenu nebo redukci hladin fibrinogenu v plasmg'’".

Vedlejsi ucinky fytosterolii
Dlouhodobé uzivani fytosteroli nema zadné pozorovatelné vedlejsi ucinky. U velmi
vysokych davek (~ 25 g/den) dochazi nékdy k zazivacim obtizim®®', u krys (0,5-5 mg/kg den

s.c.) doslo k potratim®** nebo poklesu koncentrace spermii*”.
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1.3 VZTAH METABOLISMU MASTNYCH KYSELIN A STEROLU

Mastné kyseliny a steroly jsou dvé strukturné zcela odlisné skupiny lipidd. Jejich
metabolismus je ale provdzan v nékolika oblastech - molekuly (chole)steryl esteri jsou
sloZeny ze sterolu esterifikovaného mastnou kyselinou a cholesterol i mastné kyseliny mohou
byt ligandy regulacnich elementd (transkripCnich faktor), na jejichz slozit€ vzajemné
provazanych vztazich a interakcich s ligandy zavisi exprese nekonstitu¢nich genti v celém
organismu. Navic biosynthesa jak mastnych kyselin, tak (chole)sterolu vyzaduje acetyl-CoA a
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH), takze obé skupiny sloucenin soutézi o
spole¢ny pool stavebnich jednotek a redukcnich ekvivalentii. Slozitost metabolickych vazeb
mezi mastnymi kyselinami a steroly nedovoluje zcela oddélit tyto funkéni aspekty, takze

nasledujici text je jen pokusem o pohled z n€kolika rovin.

Absorpcni proces v tenkém strevée

Neékteré oxidované derivaty mastnych kyselin  (13-hydroxy-oktadeka-9,11-dienova
kyselina) mohou ovliviiovat solubilisaci cholesterolu. Jejich konformace muze byt totiz
podobna strukturam litocholovych kyselin®**. Proces absorpce lipidii je ukonden zp&tnou
absorpci zluCovych kyselin v ileu. Exprese ilealniho vazebného proteinu pro zlucové kyseliny
(I-BABP) je pod kontrolou transkripcnich faktori FXR, LXR a SREBP-1c, které jsou zCasti

o, , . 205
ovliviiovany vazbou mastnych kyselin™.

Metabolismus lipoproteinii

Distribuce jednotlivych mastnych kyselin mezi lipoproteinovymi a lipidovymi tfidami
plasmy je ovlivnéna nékolika faktory, naptiklad tkanové specifickymi pozadavky na obsah
n-3 a n-6 PUFA?" a substratovou specifitou enzym lipoproteinové kaskady*"’.

Pfi stejném piijmu cholesterolu a zachovani jeho rovnovahy v jatrech u kiecka byl
pozorovan rozdil mezi inkorporaci MA a OA do CE v hepatocytu. Kyselina myristova zvysi
LDL-C, protoze koncentrace hepatocytarnich CE je sniZena, aktivita LDL receptoru sniZzena a
produkce c¢astic LDL zvySena. Kyselina olejova ma opacné ucinky - zvysi koncentraci CE
v hepatocytu a aktivitu LDL receptoru; produkce &astic LDL je snizena’. Pi zvyeném
regulaénim poolu volného cholesterolu (nizsich hladinach CE) je tak aktivita fragmentu

SREBP nizsi, a tim je niz§i tvorba LDL receptoru®”>"!

. Podobné vztahy se mohou nalézt i
pro jiné mastné kyseliny (Tabulka 1.3.1).

Pokud se obsah cholesterolu v diet¢é méni, dochazi k ovlivnéni biosynthesy mastnych
kyselin. ZvySeny obsah cholesterolu indukuje D9D (tvofici hlavné¢ OA) a je bez vlivu nebo

potladuje aktivitu D6D a D5D’. Tyto zmé&ny v biosynthetickych aktivitach jsou v souhlasu
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s konceptem funkce CE jako zasobni formy cholesterolu. V CE je nejvice zastoupenou
mastnou kyselinou LA, kterd pochazi ptimo z diety a k jeji tvorbé nejsou nutné elongacni ani
desaturacni aktivity, OA je zastoupena na druhém misté, takZe je tieba podpofit jeji tvorbu

indukci D9D, kter4 ji tvoti z kyseliny stearové (SA, 18:0).

Tabulka 1.3.1 Vliv mastnych kyselin na hladinu plasmatického cholesterolu

Typ mastné TC LDL-C HDL-C Poznamka Citace
kyseliny
SFA kratké ~, T | kratké ~, T | kratké~, T 212,213
rychléa konverse na OA,
SA (18:0) ~ slaby substrat pro 212,213,214
tvorbu TAG a CE

MFA J J ) 215

OA (18:1n-9) \’ J ) 213
PUFA n-3 \ IxT ppd T4 jaterni ACAT T 216,217
PUFA n-6 \ \ T4 jaterni ACAT T 216,217
CLA ~ ~ ~ t10c12 4 TC? 218
TFA 0 ) ~ T Lp(a) 215,217,219

Efekty mastnych kyselin jsou naznaceny za predpokladu, zZe se nahrazuje obsah nasycenych mastnych
kyselin v dieté. ACAT — acyl:cholesterol acyltransferasa, TC — celkovy cholesterol, ¥ - snizeni, T -
zvySeni, ~ - beze zmény, ppd — priumér nejcastéji se vyskytujici castice (paek particle diameter)

Pritomnost fytosterolit v olejich — identifikace vilastniho hypocholesterolemického agens

Vliv jednotlivych tfid mastnych kyselin na hladiny cholesterolu je nutné uvadét
v souvislosti s obsahem fytosterolii v pfislusnych interven¢nich dietdch, aby se dal
jednozna¢né identifikovat. Diety bohaté na PUFA obsahuji obycejné vysoké hladiny
fytosterolt (tadove g/kg), diety s vyssim obsahem MFA (napt. olivovy olej) spiSe nizsi

0

hladiny fytosterold®’, ale i tyto minoritni slozky by mohly stit za piiznivymi vlivy

sttedomoiské stravy s bohatym zastoupenim panenského olivového oleje”.

Genovd exprese

Nenasycené mastné kyseliny puasobi jako antagonisté oxysterold v piipadé¢ vazby
oxysterolu na LXRa,p (AA > LA > OA)”. Nasycené mastné kyseliny nemaji zadny efekt.
PUFA mohou také interferovat pifimo (nebo pfes kompetici PPARa s LXRa pro vazbu na
RXRa) s vazbou LXRo/RXRo heterodimeru na LXR regulaéni element’??. Vicenenasycené

223
1

mastné kyseliny 1 acetoacetat plisobi inhibi¢né na aktivitu ABCA1°, zfeym¢ v dasledku

posttranslacni inhibice vazby oxysterolli na LXRa a nésledné down-regulace transkripce
SREBP nebo podporou degradace ABCA1**. V koneéném diisledku se snizuji hladiny HDL.
Steroly jako ligandy jadernych receptort PPAR dosud nebyly prokazany, prvni prace

zabyvajici se moznosti ligace sterolu na PPARa. se objevila pomémné nedavno™*. Vzhledem
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k tomu, Ze jako ligand aktivujici PPARa byl identifikovan kampestenon (kampest-5-en-3-on
neboli (24R)-24-methyl-cholest-5-en-3-on), ktery neni normalné v plasmé pfitomen nad mezi

detekce pomoci GC-MS (1 ng/ml'’), neni klinicky vyznam tohoto faktu ziejmy.

Interakce cholesterolu a mastnych kyselin v membrandch

Interakce mezi steroly a acylovymi skupinami membranovych fosfolipidii je hlavnim
faktorem urcujicim fysikdlni vlastnosti (fluiditu, membranovy potencidl a permeabilitu)
biologickych membran, jejichz zachovani je pro bunku zivotné¢ dilezité. Na hladinu sterolt
v bunice je citlivd proteolytickd maturace jaderného transkripcniho fakturu SREBP-2. Jiny
¢len rodiny SREBP, SREBP-Ic, aktivuje transkripci gent dulezitych pro synthesu a
desaturaci mastnych kyselin, ovSem maturace je zavislad nikoli na cholesterolu, ale na
insulinu®?’. Role pro SREBP proteiny tak spo¢iva v integraci signaléi odraZejicich sloZeni
membran a biosynthesu lipidu.

Vzijemny pomér cholesterolu a mastnych kyselin ve fosfolipidovych molekulach raftu
ur¢uje do znacné miry fluiditu raftu a tim 1 jeho vlastnosti. ZvySeni obsahu cholesterolu v
membranach zvySuje silu interakci mezi fetézci mastnych kyselin a zeslabuje vazby mezi
polarnimi skupinami a obracend™®, coz miize mit vliv na aktivitu proteind podateéni faze
lipoperoxidace asociovanych s membranou’, schopnost endocytosy vesikul a jejich nasledné

. . 228
mvaginact .

Intracelularni transport lipidii

Cholesterol 1 mastné kyseliny patii mezi po€etnou skupinu ligandi SCP-2. Ackoliv byl
tento protein objeven pted vice nez 30 lety, jeho ptesné fysiologické funkce zlstavaji nejasné.
Zda se, ze cholesterol se na SCP-2 vaze jen velmi pomalu a mastné kyseliny jej z vazby velmi

7229
snadno vytésni™.

Klinicky vztah necholesterolovych sterolit a mastnych kyselin

Klinickym vyznamem vzijemnych vztahG necholesterolovych steroli a mastnych
kyselin se doposud nikdo nezabyval. V literatufe se objevuji pouze studie o vlivu mastnych
kyselin na hladinu cholesterolu, poptipad¢ kombinaci necholesterolovych sterolti a PUFA n-3

v prevenci ischemické choroby srdeéni (ICHS)'.
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1.4 MASTNE KYSELINY A NECHOLESTEROLOVE STEROLY V KLINICKE PRAXI
1.4.1 MASTNE KYSELINY A MALNUTRICNI STAVY

Klinicky vyznam mastnych kyselin je Gzce spojen se stavy, které mohou (neptiznive)
ovlivitovat metabolismus lipid, at’ uz ve smyslu deficience nebo akumulace. Stanoveni
hladin mastnych kyselin v plasmé se vyuziva hlavné pfi diagnoséch peroxisomalnich poruch,
kdy jsou ptfitomny netypické kyseliny svelmi dlouhym fetézcem (Refsumova choroba,

29 Protoze nékteré mastné kyseliny lidsky

adrenoleukodystrofie nebo poruchy p-oxidace
organismus neumi synthetisovat de novo, pti potvrzeni deficience (napf. analysou mastnych
kyselin) je indikovana jejich suplementace™'.

Nepiima propojeni metabolismu mastnych kyselin a patofysiologickych procest jsou velmi
pestra a pfesahuji ramec této kapitoly; o vztahu zastoupeni n-3 a n-6 PUFA ve fosfolipidech (PL)

plasmy u kontrol a n€kolika skupin pacientt si mtizeme ucinit pfedstavu podle obrazku 1.4.1.1.

Obrazek 1.4.1.1 Hladiny n-3 a n-6 PUFA v plasmatickych PL
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zkratky: AN — mentalni anorexie, CF — cysticka fibrosa, def. — deficience, Et — ethylickd, FA — mastné kyseliny, m.
— nemoc, ren transpl — rendlni transplantace, RevArt — revmatoidni arthritida, sy — syndrom; upraveno podle™’.

1.4.1.1 Nékteré patofysiologické stavy a mastné Kyseliny

Deficience mastnych kyselin

Od roku 1929, kdy George a Mildred Burrovi zafali experimentovat s dietami bez
obsahu tuké™?, se koncept esenciality mastnych kyselin rozsifil z deficience n-6 PUFA i na

moznost &isté deficience n-3 PUFA®'***. Otazka dostatené synthesy OA u savcil neni jeste
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dofesena, u krys je OA podminénd esencialni®* a u Glovéka je SA velmi rychle
metabolisovana na OA*',

Mentdalni anorexie

U mentalni anorexie je zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech jiné
neZ u pouhé deficience esencialnich mastnych kyselin nebo chronické malnutrice™”. Nicméng
tento profil je také zménén v dasledku karence PUFA®, jejichZ sniZeny piisun miZe byt
jednim ze spoustécich mechanismi tohoto onemocn&ni®’. Logickym disledkem je i nizsi
zastoupeni elonga¢nich i1 desaturaénich produkti PUFA, coz vede ke kompensac¢nim
mechanismiim snazicim se zachovat membranovou fluiditu napf. produkei alternativnich

fetézet®>

odvozenych od de novo synthetisovanych mastnych kyselin, nebo i zvysSenim
obsahu rozvétvenych mastnych kyselin.

Proteino-energeticka malnutrice

Deficience PUFA muizZe byt spojena také s proteino-energetickou malnutrici (PEM).
Elonga¢ni enzymatické aktivity jsou obycejné za deficience PUFA zvySeny a desaturasy
psobici na n-6 PUFA vykazuji snizenou aktivitu u podvyzivenych d&ti**®, coz se projevuje
jako ubytek zastoupeni n-6 PUFA a zvySeni zastoupeni n-9 mastnych kyselin v PL plasmy a
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erytrocytarnich membran®’. Ve vétsing studii, které rozdélily PEM na maranticky a

kwashiorkorovy typ, se projevily rozdily v zastoupeni mastnych kyselin v plasmé mezi témito
skupinami**’, jen Koletzko™"'

Meadovy kyseliny (20:3n-9) a AA se zde neukdzal jako vhodny pro indikaci PUFA

zadny rozdil nezaznamenal, navic Casto pouzivany pomeér

deficience. U kwashiorkorového typu je popisovano nizsi zastoupeni LA a metabolitii ALA,
jako napiiklad DHA***.

Proteino-energetickd malnutrice neni vzdy nutné spojena s deficienci PUFA — u
marockych podvyzivenych déti byly u vSech stupiitt PEM zjistény zvysSené hodnoty parametra
oxidacniho stresu, ale ne deficience PUFA, kterd se projevila jen u t¢zké PEM. U vSech
skupin PEM bylo zvyseno zastoupeni MFA a aktivita D9D**. Jako ¢asné markery PEM by
mohl byt pouZivan vzestup aktivity D9D a zvysena lipoperoxidace bez deficience PUFA”*.

Snizeny pifisun PUFA za podminek PEM nepfiznivé ovliviluje u déti vystavbu
strukturalnich lipidG nervové tkané. VyZziva obohacend o PUFA n-6 a n-3 (na rozdil od
suplementace jen EFA) muze byt prospésna pro dosazeni podobného profilu mastnych
kyselin v plasmé& a erythrocytech jako u d&ti kojenych matefskym mlékem?®*. U nigerijskych
novorozenci byla zaznamenéna nedostateéna pfeména LA na AA, hlavné elongace LA**.

Obesita

7

Obesni d&ti maji vyssi hladiny n-6 PUFA neZ neobesni kontroly®*’, ziejmé& z&asti diky
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zvysené aktivité D6D. Ta je stimulovana vyssi hladinou insulinu®*® b&Znou u obesnich déti.
Pro metabolicky syndrom u déti (dyslipidemie + hyperinzulinemie + hypertenze + poruSena
glukosova tolerance + androidni akumulace tuku) je typické sniZeni zastoupeni LAZ.
Procentualni zastoupeni AA v plasmatickych PL u obesnich dospélych bylo popsano jako
snizené®’, naproti tomu je popisovano jeji zvysené zastoupeni v CE®'. Zvysené zastoupeni
Meadovy kyseliny (20:3n-9) i EPA v CE svédci spiSe pro maldistribuci AA v jednotlivych
lipidovych tfidach nez pro zménénou produkci n-6 PUFA, kterd by se projevila niz§im
zastoupenim n-9 a n-3 analogi™”.

Dalsi patofysiologické stavy

Kyselina linolova je méné zastoupena v TAG i CE u starsich (> 75 let) zen, vyS$si piijem
proteinll ze svalové hmoty zvitat je pravdépodobné zodpovédny za zachovani hladin AA i1

vi1r w1253
v pokro¢ilém véku

. Zastoupeni POA je zvySeno a sniZzena je ucinnost terminalnich
enzymatickych pfemén PUFA*. Dlouhov&kost (> 90 let muzi i Zeny) je spojena s vys$im
zastoupenim DHA i 22:4n-3 (?) v LDL &asticich neZ o 10 let mladsich kontrol*>*,

Hypermetabolisujici pacienti na jednotkach intensivni péce pii dodavéani totalni
parenteralni vyzivy vykazuji rozvoj mirné deficience EFA, kterou lze jen zCasti upravit
suplementaci lipidd. Dodate¢né podavani lipidd podporuje konversi AA na kyselinu
dokosapeantenovou (22:5n-6)>>. Septikemie snizuje zastoupeni kyseliny y-linolenové (GLA,
18:3n-6), dihomo-y-linolenové (20:3n-6) a AA zn-6 fady a EPA zn-3 fady PUFA v PL
plasmy™.

Pokro¢ila stadia jaterni cirhosy a akutni hepatitidy®’ i cholestasy™® jsou spojena s
nedostatkem PUFA. Deficit PUFA u cirhosy je vysledkem deficience EFA i biosynthetickych
aktivit™’, navic je spojena s PEM, pfi¢emz stupeii malnutrice pfimo ovliviiuje miru poklesu
zastoupeni PUFA v plasmé. Pomér LA/AA je zvySen a pomér prekursort a produktti D5D se
nezménil, spiSe byla inhibovana aktivita D6D a elongasy C-18 mastnych kyselin®”.
Nealkoholicka steatohepatitis je v nékterych studiich povazovéana za vysledek aktivace
jadernych receptori PPARa; zvySeni mikrosomalni i mitochondrialni P—oxidace vede
k nadprodukci ROS z molekul mastnych kyselin. Hepatocelularni poskozeni steatosnich jater
je pravé iniciovano ROS**,
1.4.1.2 Terapie mastnymi kyselinami
Omezeni nutricni terapie

Podavani PUFA se v nutriéni praxi dlouho neprovadélo kvili obavam z mozného

zvyseni oxidagniho stresu’, protoze fetézce t&chto kyselin obsahuji n&kolik dvojnych vazeb,

33



Literdarni uvod

a tedy jsou nachylnéjsi k oxidaénim zméndm. Totalni parenterdlni vyziva bez lipida, ktera
neobsahovala EFA, dfive & pozdg&ji vedla k jejich deficienci®®' a EFA bylo nutné do vyzivy
dodavat. Pozdé&ji se ukazalo, Zze zvySeny piijjem PUFA n-3 potravou (oproti fadé¢ n-6) vede
k zvysené transkripci antioxida¢nich enzymi — a snizené transkripci enzymt podilejicich se
na produkci reaktivnich kyslikatych a dusikatych slou¢enin®®*. Bezpe&né jsou davky az 7,7 g
(EPA + DHA)/den, i kdyz se v delSim ¢asovém horisontu (180 dnti) mtze projevit pokles
antioxida¢ni kapacity u &ervenych krvinek®®’.

Dalsi efekt PUFA, ktery bylo potfeba objasnit pfed uvedenim PUFA do Sirsi klinické
praxe, byl vztah metabolismu sacharidii a polynenasycenych mastnych kyselin u pacientti
s DM, u kterych panovaly obavy ze zhorSeni glukosové homeostasy pii podavani PUFA,
zptisobené napf. vys$sim energetickym piijmem?®®*. Metaanalytické zpracovani dat z riznych

studii tyto obavy nepotvrdilo®®’.

Priznivé ucinky terapie

Navrat k pitvodnimu pomeéru n-6/n-3 PUFA

Pted vznikem a v prub¢éhu rané faze zemédélstvi byl jidelni¢ek rodu Homo velmi pestry
a pfisun esencidlnich mastnych kyselin byl charakterisovdn pomérem n-6/n-3 PUFA okolo
1:17%. Nastup zem&dé&lstvi podstatnd zredukoval nas jidelnicek, protoZe se vice spoléha na
nove vyslechténé odriidy obilovin (kukufice, pSenice a ryze), které¢ obsahuji hlavné n-6 oproti
n-3 PUFA*®’. Mechanisace a automatisace v zemédélstvi vedly k intensivn&j§imu pouzivani
krmiv obsahujicich hlavné n-6 PUFA (kukufice a pSenice) a nasledné tak k dalSimu snizovani
zastoupeni obsahu n-3 PUFA v dieté. Dalsi popud ke zvySeni piijmu n-6 PUFA nasledoval po
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zjisténi, ze n-6 PUFA snizuji efektivné hladinu cholesterolu™", a tak se dietni doporuceni

zabyvala hlavng zvy$enim zastoupeni n-6 PUFA na tkor SFA v diet&®®”. V sou¢asné dobg je
energeticky prisun n-6 PUFA snad nejvyssi v prubéhu celé fylogenese rodu Homo, dokonce je
nutné pomér n-6/n-3 PUFA upravit na pomér 5-3:1 z dneSniho poméru 16-10:1 typického pro
jidelniek euroamerického typu®. Nova dietni doporuceni jsou si uZ piiznivych uéinki n-3
PUFA védoma®”, dokonce se objevuji nové komeréné pouzitelné zdroje n-3 PUFA, at’ uz
jsou to obohacené Zivodisné produkty’”' nebo vysledky genetickych manipulaci
s rostlinami*’?. Cilem je dosghnout odpovidajiciho dietniho pi{jmu n-3 PUFA, ktery se

pohybuje v rozmezi 0,4-1,0 g/den pro dospélé a az 2,2 g/den pro kojici matky””.

Priznivé ucinky n-3 PUFA
Obé¢ skupiny PUFA, n-6 1 n-3, vzajemné kompetuji na urovni vlastni biosynthesy,

biosynthesy eikosanoidil i vazby na receptory pro eikosanoidy. Ptiznivé ucinky eikosanoida
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odvozenych od n-3 PUFA jsou zc&asti zplsobeny kompetiénimi mechanismy a zcasti
odlisnymi vlastnostmi eikosanoidii odvozenych od PUFA n-3*°“*™. Podavani n-3 PUFA tedy
ptiznivé ovlivni fadu procesi, které jsou pod kontrolou eikosanoidii, napt. imunitni, zanétlivé
odpovédi i reologické vlastnosti krve (agregabilita krevnich desticek atp.).

Piznivy vliv podavani PUFA n-3 na hladinu TAG v plasm&*” je zptsoben inhibici
tvorby &astic VLDL v jatrech a naslednou podporou jejich konverse na LDL &astice'®.
Podpora oxidace mastnych kyselin, inhibice uvoliiovani neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEFA) z depotniho tuku a snizeni zastoupeni malych densnich ¢asti LDL jsou dalsi pfiznivé
Géinky n-3 PUFA na lipidovy metabolismus®’®. S vyhodou lze dietni intervenci pouzit za
ruznych patofysiologickych stavli spojenych s poruchami lipidového metabolismu, jako
metabolického syndromu, t&€z8ich forem dyslipidemii a pro prevenci ICHS.

Poruchy sestavovani peroxisomu (Zellwegeriv syndrom, novorozenecka adrenoleuko-
dystrofie, infantilni forma Refsumovy choroby) maji obycejné¢ za nasledek poruchy vyvoje
centralniho nervového systému se snizenym zastoupenim n-3 PUFA v mozku. Podavani
isolovanych ethylestert DHA od détstvi vede ke klinické a laboratorni tipravé nepiiznivého
stavu nemocnych?”’. Autické déti mivaji nizsi zastoupeni DHA v plasmé ne jejich mentalng

retardovani vrstevnici’”*, a proto bylo navrzeno zvyseni prisunu PUFA v diets pro tyto dé&ti.

Komercné chranéné pouziti n-3 PUFA

U mnoha patologickych stavii je suplementace pomoci n-3 PUFA pfedmétem patentové
ochrany, napiiklad i u mentalni anorexie’””. PUFA n-3 jsou uz v nékterych statech (USA,
Rakousko) registrovany pro 1é¢bu dyslipidemie, u néas jen jako dietni dopln€k (potravina

urcena pro zvlastni vyzivu).
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1.4.2 PREKURSORY CHOLESTEROLU A JEJICH PATOFYSIOLOGICKY VYZNAM

Stanoveni koncentraci prekursorti cholesterolu v klinické praxi neni bézné provadéno.
Tato skupina steroli dosahuje o dva az tii fa4dy nizSich hodnot, nez jsou koncentrace
cholesterolu, a jejich stanoveni tak vyzaduje plynovou (kapalinovou) chromatografii (GC,
HPLC) spojenou piipadné s hmotnostni spektrometrii (MS). Zménéné hladiny prekursort
cholesterolu jsou vysledkem modulace urovné biosynthesy cholesterolu nebo pifimo jeji

inhibice, naptiklad v disledku genetickych defekti.

1.4.2.1 Inhibice biosynthesy cholesterolu

Biosyntheticka drdha obsahuje mnohé enzymy, jejichz nedostatecna nebo chybé&jici
aktivita vede kzablokovani synthesy cholesterolu a khromadéni pfislusnych
meziprodukta®™’. Aktivity jednotlivjch enzymi jsou regulovany piedev§im na urovni
zpétnovazebnych inhibic produkty, u HMG-CoA reduktasy jako rychlost limitujiciho kroku
celé drahy se uplatiiuji i jiné motivy, jako bicyklickd fosforylacni/defosforylacni kaskada,
inhibice nesteroidnim mevalonolaktonem atd.”®'. Z patobiochemického hlediska jsou vsak

zajimavé 1 inhibitory organismu nevlastni: pfirodni latky nebo synthetické slouceniny, jako

283 1284

napf. statiny®*?, n&které progestiny®*> a ketokonazo

Deédicné defekty biosynthesy cholesterolu

Dédi¢né defekty byly zatim zaznamenany u sedmi z deviti enzymtl v postskvalenové

biosynthetické draze cholesterolu®®

. Az na leh¢i ptfipady Smithova-Lemliho-Oppitzova
syndromu (SLOS) se jedna o defekty neslucitelné se zivotem, postizeni jedinci umiraji
vétSinou postnatalné nebo dokonce prenatdln€. V organismu se akumuluji substraty
defektnich enzym, popiipad¢ i meziprodukty prfedchazejici inhibovanému kroku.

latrogenni priciny

Jeden z prvnich synthetickych inhibitorii biosynthesy cholesterolu, triparanol, je inhibitor
DHCR24 a inhibuje redukci dvojné vazby v postrannim fetézci desmosterolu za vzniku
cholesterolu. Bohuzel po slibnych pocatcich musel vyrobce stdhnout tuto latku z trhu (duben

1962), protoze se objevily vazné vedlejsi tginky — oéni katarakta®*®

. Blokovéni pfemény
desmosterolu na cholesterol vedlo k hromadéni desmosterolu ve tkanich a jeho metabolisaci,
napf. i na zlu¢ové kyseliny a steroidni hormony**’.

Prirodni latky interferujici s biosynthesou cholesterolu zahrnuji Siroké spektrum slou¢enin
od kyanidd az po fytosteroly. Za zminku stoji z dietnich zdroji u¢inné latky z extrakti

cesneku a nekteré fytosteroly. Otazka hypocholesterolemického ucinku extraktii cesneku neni

dodnes dofesena; je znamo, ze ne€které slozky inhibuji steroidni 4-demethylasu (steroidni C4
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methyloxidasu), v kulturdch hepatocytii se hromadily FF-MAS a metabolit T-MAS**®, ale
nebyl pozorovan vliv na hladinu lathosterolu v seru®™. Stigmasterol, nejb&zngjsi zastupce
fytosterol s dvojnou vazbou na C22, které jsou inhibitory DHCR24, je z diety absorbovan

cca s 2 - 5% G&innosti'*®, a hladina nutna k inhibici a hladina v plasms je podobna®'®.

1.4.2.2 Zména tGrovné biosynthesy cholesterolu

Z prekursort cholesterolu se v lidské plasmé vyskytuje v nejvyssi koncentraci lathosterol,
desmosterol dosahuje nizSich hodnot a ostatni prekursory jsou pfitomny za fysiologickych
podminek ve zlomkovych koncentracich v porovnani s lathosterolem®. Pro ugely popsani
patofysiologického metabolismu prekursorti cholesterolu bude déale vénovana pozornost
lathosterolu. Obrazek 1.4.2.1 shrnuje nékteré studie®#82093:96192:290300 " ypors gdhadovaly
synthesu cholesterolu pomoci stanoveni lathosterolu a absorpci cholesterolu pomoci hladiny

kampesterolu v plasmé. Stanovované necholesterolové steroly jsou vztazeny ke koncentraci

celkového cholesterolu.

Obr. 1.4.2.1 Vztah hladin lathosterolu a kampesterolu
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choroba koncetin, FBG - glykemie nalacno, NIDDM - diabetes mellitus 2.typu; podle (citace viz text)

Nejvyssi koncentrace prekursort cholesterolu jsou obvykle v noci (0:00 - 4:00); ale
protoze u pacientl s fenotypickou abetalipoproteinemii, ktefi nejsou schopni synthetisovat
chylomikrony, byl téZ pozorovan obdobny diurndlni rytmus, nelze zvySené hladiny pfipisovat
snizenému vychytavani chylomikroni jatry™'. Na rozdil od synthesy mastnych kyselin se

neuplatiiuje u Zen faze menstruaéniho cyklu®®%.
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Mentalni anorexie

U mentalni anorexie jsou koncentrace cholesterolu lehce nebo vyrazné zvysSené, ale to
neni zptisobeno vyssi synthesou cholesterolu de novo (hladina lathosterolu je spise nizsi)*®.
Céstice LDL jsou bohat§i na cholesterol i TAG, jsou pomaleji odbouravany, coZ je ziejmé
disledkem ztraty t€lesného tuku a tedy zmén v hladindch thyroidnich hormont, nizsi synthesy
cholesterolu a zvysené lipolysy’®. Po realimentaci se zvy3i vychytavani cholesterolu - snizi hladina

apo B, zvyii hladina lathosterolu a snizi hladina cholesterolu®®.

Enterohepatalni metabolismus Zlucovych kyselin

Malabsorpce Zluovych kyselin zvySuje synthesu cholesterolu a TAG i pocet receptort
pro LDL v jatrech. U ilealni dysfunkce je pfijem ZluCovych kyselin ze stieva snizen a zvysuje
se synthesa cholesterolu. Lathosterol je za téchto podminek vhodny indikator ztrat zlucovych
kyselin do faeces’™. Zvysena synthesa ZluGovych kyselin a cholesterolu (zvysena hladina
lathosterolu) ptredchazi tvorbé zlucovych kament, ziejmé diky zvySenym ztratam zlucovych
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kyselin ve stfeve¢™'. Lathosterol je ve ZluCovych kamenech s ptevahou cholesterolu méné

zastoupen nez ve Zlu¢ovych kamenech pigmentového typu™.

Metabolismus lipoproteinii

Mezi sekrecni rychlosti VLDL, apo B a plasmatickou hladinou lathosterolu i poméru
lathosterol/cholesterol existuje positivni korelace. Toto zjiSténi podporuje piedstavu o
regulaci jaterni sekrece apo B hladinou cholesterolového substratu®”. Synthesa VLDL-1 a
VLDL-2 je ziejm¢ regulovana nezavisle, protoze pomér lathosterol/cholesterol koreluje dobie

pouze s hladinou apo B-100 &astic VLDL-2>"°.

Dietni viivy

U Japonci ve srovnani se severni Evropou je hladina lathosterolu v plasmé vyssi (tedy
vys$si je 1 biosynthesa cholesterolu pro jeho nizsi pfijem z potravy), je zde i niz$i incidence
nékterych typt rakoviny. Tento efekt se také projevuje i u vegetarianti, sttedomotské diety,

tehotenstvi a laktace®!!

. Nahrazeni PUFA za SFA v dieté pro mirn¢ hypercholesterolemické
pacienty snizuje plasmaticky lathosterol (synthesu cholesterolu). Tento pokles byl
signifikantni u muzi, ale ne u Zen. U obou pohlavi doslo k poklesu celkového cholesterolu
(TC), LDL-C i HDL-C’". Hladina lathosterolu se zvy3uje po podavani nizkotu¢né diety
obohacené o slunecnicovy nebo fepkovy olej*”®. Suplementace DHA v davce 0,7 g/den

hladinu lathosterolu neovlivnila®". Vyznamné se zvysila hladina LDL-cholesterolu, zfejmé

diky down-regulaci LDL-receptoru.
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Obesita a diabetes

U obesnich muzii je plasmaticka koncentrace lathosterolu vys$i (vyS$i synthesa
cholesterolu), vy3si je i sekrece VLDL a apo B-100’'*. Absorpce cholesterolu je u mirng
hypercholesterolemickych pacienti s NIDDM niz$i (niz§i koncentrace fytosteroll), kdezto
synthesa cholesterolu je zvySena (vy$§i pomér lathosterol/cholesterol)™”, pfi¢emz vlastni
diabetes méa vé&tsi u¢inek nez hmotnost’”. Po kontrolované dieté u obesnich muzii klesa
télesna hmotnost 1 plasmaticky lathosterol, TC, TAG 1 insulin. Jaterni sekrece VLDL apo B

poklesla ziejmé diky niz§imu portalnimu zasobeni lipidy. Efekt na LDL apo B je nejisty” .

Akutni restrikce p¥ijmu energie a fytosterolt i cholesterolu u obesnich méa podobné tginky".

U nediabetickych muza s vyssi hladinou glukosy byla pozorovana dlouhodoba zavislost
hladin glukosy s hladinami serovych prekursorti cholesterolu. Nizka intestinalni absorpce a
vysoké synthesa cholesterolu je pro tyto osoby charakteristicka®’. Pacienti, ktefi jsou nové
léCeni insulinem, po kratké dobé vykazuji stimulaci synthesy cholesterolu (vys$i pomér
lathosterol/cholesterol) a dokonce jeho nadprodukci’'®. ProtoZe zdravi normoglykemidti
jedinci maji hladinu insulinu nala¢no korelujici se synthesou cholesterolu (nezavisle na BMI
nebo insulinem stimulovanym ptijmem glukosy), je mozné, Ze regulace synthesy cholesterolu
vysokymi hladinami insulinu je pojitkem mezi insulinovou resistenci a metabolismem
cholesterolu®"’.

Pacienti s insulin dependentnim DM maji vysSi absorpci steroli a nizs$i synthesu

cholesterolu v porovnani s NIDDM>%.

Fenotyp apoE

Fenotyp apo E ovliviiuje hladinu lathosterolu u déti: je vyssi u fenotypu E3/3 nebo E3/2,
zatimco u E3/4 jsou vy$§i hladiny rostlinnych sterold®’. Vliv fenotypu apo E na Gg&inek
hypocholesterolemické diety estery B-sitostanolu je pro alelu €4 nejvétsi — koncentrace TC i
LDL-C jsou snizeny, koncentrace prekursorti cholesterolu zvysené, doslo tedy ke snizené
absorpci cholesterolu u osob, které maji diky pritomnosti €4 alely absorpci cholesterolu jiz
basaln& zvysenou’”. Nov&jsi studie tento nazor zcela nepodporuji*>!, u déti s genotypem apoE

4/4 byly nalezeny podobné hladiny prekursort cholesterolu jako u déti s genotypem 3/3.

Poruchy funkce gastrointestinalniho systému

Zménéné koncetrace necholesterolovych steroli v plasmé byly pozorovany u
idiopatickych stievnich zanétl s postizenim terminalniho ilea (pankolitida, iledlni a kolonicka
Crohnova choroba), u kterych dochazi ke zvySeni koncentrace serového cholestanolu hlavné

diky jeho zhorSené biliarni eliminaci®’’. Mirna dysfunkce termindlniho ilea vede
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k malabsorpci zluCovych kyselin a ke zvySeni biosynthesy cholesterolu. Hodnoty
plasmatického lathosterolu byly pouzity k detekci malabsorpce Zlu¢i u pacient s iledlni

. . 322
resekci stfeva (Crohnitv syndrom)™*.

Ischemicka choroba srdecni
Zvysené hladiny serového skvalenu, kampesterolu a [-sitosterolu a nizk4a hladina

29

lathosterolu byly spojeny se zvySenym risikem této choroby u Zen>”, u muZd nebyla nizka

hladina lathosterolu prokézana®>~*,

Primarni hypertriacylglycerolemie

U asi jedné tietiny nediabetickych hypertriacylglycerolemikii je zvySena hladina
lathosterolu v seru’’. To by mohlo ukazovat na zvySenou synthesu cholesterolu spolu se
zvySenou produkci VLDL ¢éstic, coz je ziejmée vysledek chronické hyperinsulinemie, ktera

aktivuje transkrip&ni faktor SREBP-1¢*.

Tkanoveé poskozeni

Pacienti s mnohocetnymi poranénimi mivaji snizenou hladinu cholesterolu zpisobenou
jeho snizenou synthesou, nebot’ maji snizenou hladinu lathosterolu™®. Zmény v plasmatickém
profilu lipidi po akutnim infarktu myokardu jsou spojeny s podstatnym zvySenim synthesy
cholesterolu. Autofi pozorovali o jednu cCtvrtinu zvySeny pomér lathosterol/cholesterol
v priubéhu prvnich dvou dnti po infarktu, po deseti dnech se tento pomér vratil na normalni
hladiny vcetné lipidového profilu. Tyto zmény ziejmé odrazeji reparacni procesy v srdecni

-~ 327
tkani po atace™".
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1.4.3 FYTOSTEROLY ZA PATOFYSIOLOGICKYCH STAVU

Sitosterolemie

Sitosterolemie (MIM 210250), vzacné autosomalné recesivné dédiéné onemocnéni, je
zpiisobena mutacemi v genech kédujicich transportni molekuly ABCG5 a ABCGS'™.
Pacienti maji zvysenou stfevni absorpci fytosterold a snizenou exkreci do zluce, coz ma za
nasledek az 50 nasobné zvySeni hladin kampesterolu a [-sitosterolu v plasmé a také ve
tkanich. Cholesterol je absorbovan rovnéz ve zvysené mire a plasmatické hladiny jsou vyssi.
Pacienti jsou uz v mladi postizeni ICHS**,

V mozkové tkani dosahoval podil fytosteroli necelého procenta pro [-sitosterol a

kampesterol**’

. Pokrocilé analytické techniky sniZzujici mez stanovitelnosti minoritnich
sterolt dovolily bliz§i zkoumani akumulace fytosterolii v nervové tkani a Jansen™ prokazal u
mysi s deficientnim ABCGS5/G8 transporterem akumulaci fytosteroli v mozku a dokonce
zvysené hladiny kampesterolu u kontrolni skupiny po zvySeném dietnim piisunu fytosterold.
Obecné pfijimand these o neprostupnosti hematoencefalické bariéry pro molekuly sterolt je
tak ohroZena.

Pokud se sitosterolemickému pacientovi transplantuji jatra, dojde k normalisaci hladin

fytosterolii, coZ znamen4, ze v metabolismu fytosterolti hraji hlavni roli jatra a nikoliv stfevo,

kde se fytosteroly vstiebavaji>'.

Hladiny fytosterolu za riiznych patofysiologickych stavii

U pacientt trpicich diabetem 2. typu (NIDDM) jsou snizené¢ hladiny fytosteroli
zpisobeny jejich redukovanym pi{jmem®’ nebo pravdépodobn&ji rychlejsi utilisaci
lipoproteinovych &astic pochazejicich z diety”. Obesni pacienti (s BMI vy$§im neZ 31) maji
snizené hladiny fytosteroli vseru i ve zluci, ziejmé diky niz$i ucinnosti absorpce
cholesterolu®. Nizka absorpce cholesterolu a tedy i fytosterolti byla v ndkterych studiich
spojena s charakteristikou metabolického syndromu (vysoké hodnoty BMI, plasmatické

glukosy, insulinu, TAG a prekursori biosynthesy cholesterolu)**

. Restrikce energie a pfijmu
fytosterolii (a cholesterolu) u obesnich pacientli (s NIDDM) vede ke zhorSenému obratu
fytosterold (hladina cholestanolu jako markeru absorpce je zvySena, ale hladiny kampesterolu
a B-sitosterolu jsou sniZeny) spojenému s mobilisaci z tukové tkan&’'’. Diabetes mellitus
prvniho typu byl spojen s opacnym efektem absorpce nez NIDDM — vysokou absorpci a nizkou
synthesou cholesterolu®’.

U celiakie je sice absorp¢ni G¢innost nizsi, ale diky zvySené sekreci zlu€ovych kyselin se
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v absolutnim méf¥itku absorpce cholesterolu zachovava na fysiologické trovni*>. Atrofie klki
proximalni ¢asti tenkého stieva za téchto stavii vede k poklesu hladin fytosterolli v plasmé,
pficemz kampesterol je ovlivnén vice, zifejmé diky vyfazeni casti stfeva, kde je nejvice
absorbovan'”’.

Vegetariani maji zvySenou clearanci fytosterolti z plasmy a zvySenou sekreci fytosteroll
do zlu¢e”. Po prevedeni pacienti s revmatoidni arthritidou na veganskou dietu doslo ke
zvyseni koncentraci B-sitosterolu a ke snizeni koncentraci kampesterolu. Rozdilny efekt diety
mozna souvisel s rozdilnym vlivem diety na relativni absorpéni u¢innost kampesterolu a [3-
sitosterolu nebo zménami v clearanci fytosterolii z plasmy®>°. Suplementace DHA v davce

0,7 g/den hladinu fytosteroli neovlivnila®"”.

Plasmatické koncentrace kampesterolu a B-sitosterolu jsou i u pacientii s ICHS, kteti
netrpi fytosterolemii, dal$im risikovym faktorem pro ICHS nezavislym na hladinach

celkového a LDL cholesterolu i lathosterolu®%’

. Hodnoty B-sitosterolu vyssi nez 5,25 umol/l
byly u muzii ve studiit PROCAM spojeny s vys$Sim risikem ICHS (pomeér risik 1,81; P < 0,05).
Protoze tato studie probéhla pfed uvedenim statini na trh, nejsou tyto vysledky ovlivnény
hypolipidemickou 1é&bou*®*. Mirna hypercholesterolemie bez zvysené synthesy cholesterolu
sveéd¢i spolu s vyssimi hodnotami fytosterolll pro zvySenou absorpci cholesterolu.

U familiarni hypercholesterolemie jsou markery absorpce a synthesy cholesterolu
v negativni korelaci’®*, coZ znamena, Ze i za zvyené koncentrace cholesterolu v plasmé je
ustanovena jeho homeostasa. Po intervenci statiny se synthesa cholesterolu snizuje a absorpce
zvySuje. ZvySeni absorpce je nejvyssi u jedinci, ktetfi maji i bez intervence nejvétsi absorpéni

335
schopnost™”.
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1.5 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE MASTNYCH KYSELIN A STEROLU

1.5.1 Analysa mastnych kyselin

Plynova chromatografie mastnych kyselin mad vice nez pil stoleti dlouhou tradici v
analyse nederivatisovanych mastnych kyselin®® a jejich methylesterii®’. Derivatisace na
methylestery zistala podnes nejvyhodnéj$i formou piipravy vzorku pro analysu pomoci
kapilarni GC. Technologicky pokrok za posledni ptilstoleti znamenal rozvoj sofistikovanych
instrumentacnich technik, které minimalisovaly ztraty vzorku béhem chromatografického
procesu a chyby vzniklé z méfeni ploch peakl. Praktické pozadavky vedly k Sirokému
rozsiteni techniky nastfiku ,hot split/splitless* a detekce plamenoionisacnim detektorem
(FID). Optimalisace pracovnich podminek FID rozsifuje oblast linearni odpovédi detektoru a

dava téz lepsi kvantitativni vysledky*®

. Teplotni programovéani zarucuje dosazeni podobnych
tvarti peakil pro vSechny stanovované komponenty, coz je problematické za isothermalnich
podminek analysy®*’. Pokud je systém spravné nastaven, miizeme se spolehnout na teoretické

4 4 ~ oz S N 41,342
odezvové faktory’*’, coz bylo prokazano i jinymi autory’*'-

, spiSe nez na korekéni
odezvové faktory™™®.

Kapilarni kolony s chemicky zakotvenou stfedné polarni stacionarni fazi jsou stale
nejpouzivanéj$i pro analysu mastnych kyselin v biologickych vzorcich (kolony o vysoké
polarité jsou vhodné pro separaci cis a trans isomerit). Potadi eluce v prvé fadé odrazi pocet
uhlikovych atoml a teprve poté miru nenasycenosti fetézce (methylestery Cx mastnych
kyselin a ¢tyfmi nebo péti dvojnymi vazbami jsou eluovany pred nasycenym esterem Cx+2
mastné kyseliny), kyselina stearidonova (18:4n-3) je eluovana pied kyselinou arachovou
(20:0), EPA (20:5n-3) pted kyselinou behenovou (22:0) a dokosapentaenova kyselina
(22:5n-3) predchazi kyseliné lignocerové (24:0). DHA (22:6n-3) je eluovana mezi
tetrakosanovou (24:0) a nervonovou (24:1n-9) kyselinou s rozliSenim na zakladni linii. Cn
vicenenasycené mastné kyseliny fady n-6 jsou eluovany pred svymi analogy zfady n-3 o
stejném poétu dvojnych vazeb’ .

Kvantitativni analysa pomoci plynové chromatografie s FID detekci je zaloZena na vztahu
mezi hmotou ,efektivnich uhlikovych atomt* (uhliky methylenovych skupin, pro
methylestery mastnych kyselin jsou to vSechny atomy uhliku vyjma uhliku karboxylu) a
odezvou detektoru. Vlastni analysa mnozstvi mastné kyseliny je tak postavena na porovnéni

plochy peaku 4, splochou peaku vhodného vnitiniho standardu 4;s (to je obycejné Cx

nasycena mastna kyselina o lichém x, jez neni pfitomna v matrici). Pro tyto ucely byly

341,342,344,345 343,346,347

pouzity kyselina margarova (17:0) , nonadekanova (19:0) , Vpripad¢

vzorkd obsahujicich vysoké zastoupeni vicenenasycenych mastnych kyselin také kyseliny
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348,349 350

dokosatrienovd (22:3n-3) , trikosanova (23:0) a nervonova (24:1n-9) Relativni

smerodatna odchylka je imérna rozdilu v poctu uhlik urCované slozky a vnitiniho standardu,
kompensace miize byt dosazeno pouzitim n&kolika vnitinich standarda****°'. Vysledky analys
mastnych kyselin jsou obycejné uvadény v molarnich procentech; ziidka se setkdme
s absolutnimi  koncentracemi  vztazenymi na objem plasmy anebo separovanych

lipoproteint®*’>*,

1.5.2 Analysa sterolu

Analysa steroli se v pfevazné mife spoléha na chromatografické techniky spojené
s dal§imi separa¢nimi metodami. Protoze na skelet sterolu se miize pfipojit fetézec mastné
kyseliny (steryl ester), sulfatu (steryl sulfat) i sacharidu (steryl glykosid), dalsi analyticky
postup je fizen pozadavkem stanoveni bud’ celé¢ molekuly, nebo pouze casti sterolové.
V klinické praxi se nejcastéji setkavame s pozadavkem stanoveni pouze neesterifikované¢ho
sterolu. Ackoliv se molekuly steroli od sebe ¢asto nelisi v molekulové hmotnosti, moznosti
umisténi dvojnych vazeb, prostorovych konfiguraci cykll a ptipojeni uhlovodikovych zbytk
poskytuji mnoho kombinaci a ¢ini analysu sterolti stejn¢, ne-li zajimavéjs$i, nez analysu
mastnych kyselin. V lidské plasmé je dominujicim sterolem cholesterol, ostatni steroly jsou
pfitomny v maximalné o dva tady nizSich koncentracich (nepocitaje v to vzacné dédicné
choroby), navic této koncentrace dosahuje jen né¢kolik sterolt.

Nejcasteji se miizeme setkat s analysou necholesterolovych sterolit pomoci GC, detekéni

mechanismy jsou zaloZeny na FID*? nebo na MS*>?

, vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie se pouziva ve spojeni s riznymi detekénimi technikami — detekce rozptylu
svétla na pevnych &asticich, MS, i UV detekce™*. Nékteré prace se opiraji o separaci a
derivatisaci sterolii ze vzorku pomoci mikroextrakce na tuhé fazi a poté nasleduje obvykla
kapilarni chromatografie®’. Bez detekce pomoci MS se musi analyticky chemik spoléhat na
hodnoty retencnich Cast (resp. relativnich retencnich ¢asti, RRT). Teoretické studie tykajici se
korelace struktury sterolu a RRT se opiraly o zavedeni tzv. steroidového c¢isla v Sedesatych

letech minulého stoleti*>®

, praktického pouziti ale nenalezly. Vhodna volba polarity
stacionarni faze a dalSich parametri analysy tak zlstdva otdzkou feSenou postupné pri
zavadéni metody, napiiklad na polarni kapilarni koloné jsou saturované 5o steroly eluovany
za 5[ analogy a pi1 vhodné délce kolony a teplotnim programu lze docilit toho, Ze nedojde k

prekryti tdchto peakt s Zadnym nenasycenym homologem o niz§i molekulové hmotnosti *’.
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CIiL DISERTACE

Cilem této disertacni prace bylo:

1. Upravit metodické postupy pro stanoveni necholesterolovych sterolti i mastnych

kyselin v lidské plasmé& pomoci plynové kapilarni chromatografie.

2. Na zdklad¢ informaci, které byly ziskany analysami necholesterolovych steroli i
mastnych kyselin spolu s dalSimi biochemickymi analysami, navrhnout u vybranych
chorobnych stavii mozné patofysiologické mechanismy souvisejici se vziajemnymi

metabolickymi vztahy cholesterolu a mastnych kyselin.
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Pouzité chemikalie

Rozpoustedla

Hexan, heptan, dichlormethan, chloroform, isooktan, acetanhydrid, methanol,
diethylether a isopropylalkohol Ccistoty p.a. byly zakoupeny u firmy Chromservis
(Chromservis, Praha, CR), podrobeny kontrole na piimési interferujici se stanovenim
methylestert mastnych kyselin a stanovenim volnych a acetylovanych derivati sterold, a
v piipad¢ potieby byly predestilovany.

Chemikalie (KOH, 1, Na, 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluen, NaCl, NaNj, N,N-
dimethylaminopyridin) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. (St.Louis, MO, U.S.A.),
CH3;COOH, Na,S04, H,SO4, NH;, HCOOH od od firmy Chromservis (Chromservis, Praha,
CR), Na;EDTA a NaBr od firmy Fluka Chemika (Buchs, Svycarsko).

N,N-dimethylaminopyridin byl rozpustén v chloroformu na koncentraci 6 mg/ml
(derivatisacni roztok pro acetylaci necholesterolovych steroll).

Roztok pro dialysu byl ptfipraven z 8,95 g NaCl, 0,05 g NaNs, 3,7 mg Na,EDTA, které
byly doplnény do 1 1 deionisovanou vodou.

Voda znatky Dobra voda (HSBW a.s., Ceské Budgjovice, CR) byla zakoupena
v komercnich fetézcich a podrobena kontrole na piimési interferujici se stanovenim
methylestertt mastnych kyselin a sterolil.

Plyny pro chromatografii H,, O/N, (20/80 v/v), Ny ¢istoty > 99,999 (0bj.%) byly
odebirany od firmy Linde Technoplyn, a.s. (Praha, CR)

2.2 Kalibra¢ni standardy

Lipidoveé tridy

Standardy fosfolipidd, cholesterolu, 1-oktadekanolu (I.S..;p) @ monohexosidu ceramidu
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. Zasobni kalibracni roztoky byly pfipraveny
rozpusténim latky ve smési chloroform:methanol (2:1 v/v) na koncentrace 4 — 40 mg/ml podle
jejich rozpustnosti ve smési, 1.S.rip byl rozpustén ve smési chloroform:methanol (2:1 v/v) na
koncentraci 2 mg/ml. Ze zasobnich roztokl bylo ptfipraveno 6 kalibracnich smési, které byly
po odpateni rozpustény v roztoku LI.S.;;p a které pokryvaly rozpéti c(i):c(L.S..ip) od 0,05 do
3,33.

Mastné kyseliny

Standardy methylesteri mastnych kyselin byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co.,
1,2-dinonadekanoyl-sn-glycero-3-fosfocholin (I.S.pr), cholesteryl nonadekanoat (I.S.cg) a
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trinonadekanoin (I.S.75og) od firmy Larodane (Malmo, Sweden). Zasobni kalibra¢ni roztoky
methylesterti nasycenych mastnych kyselin (10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0, 24:0 a
19:0 (vnitini standard) a také roztok I.S.pp byl pfipraveny o koncentraci 10 mg/ml.
Z ekvimolarni smési methylesteri a vnitfniho standardu bylo pfipraveno devét roztokl
pokryvajici pomér koncentraci c(i):c(I.S.pr) od 0,01 do 10. Vysledné roztoky byly
analysovany nefedéné (DO0), fedéné 1:10 (D1) a 1:20 (D2).

Necholesterolové steroly

Standardy volnych steroli byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. Zasobni
kalibra¢ni roztoky o koncentraci 10 mg/ml byly pfipraveny rozpusténim sterolil ve smési
heptan/chloroform (500/1 v/v). Jako wvnitini standard byl pouzit epikoprostanol (I.S.ncps).
Zasobni roztoky volnych sterolli byly nejprve smichany s I.S.xcus @ poté doplnény heptanem
na konstantni objem tak, aby kalibra¢ni kiivka méla osm bodl pokryvajicich rozpéti
c(i):c(I.S.ncus) od 0,0625 do 2,00. Kalibracni smés acetylovanych derivatl byla pfipravena
acetylaci kalibracni smési volnych sterold (kapitola 2.6.4.2).

Cholesterol

Cholesterol a Sa-cholestan (I.S.cy) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Co. Zasobni
kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny rozpusténim ve smési isooktan/chloroform (4/1 v/v) na
koncentrace 20 mg/ml. Zasobni roztok cholesterolu byl smichan s 1.S.cy, vysusen a poté
rozpustén v derivatisaCnim roztoku (viz kapitola 2.1). Poméry zasobniho roztoku a roztoku
I.S.cu byly voleny tak, aby kalibra¢ni kiivka méla 11 bodu pokryvajicich rozpéti c(i):c(I.S.cn)
od 0,10 do 3,00. Kalibra¢ni smési byly poté prevedeny na acetaty (kapitola 2.6.4.2). Produkt
byl odpaten, rozpustén v 200 pl isooktanu a nastfikovan v objemu cca 1 pl.

2.3 Pristrojové vybaveni
Pro studie byly pouzity tyto ptistroje:

analysator latroscan (latroscan TH-10 TLC/FID Analyser, Iatron Laboratories, Tokjo,
Japonsko)

analytické vahy (Sartorius, SRN)

automaticky analysator Hitachi Model 717 (Hitachi, Tokjo, Japonsko)

centrifuga MLW K 23 D VEB (Centrifugebau, Engelsdorf, GDR, r =7 cm)

homogenisator Ultra-Turax T8 (Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen, SRN)

plynové chromatografy:
Shimadzu GC-17 s automatickym injektorem AOC-20i (Shimadzu, Tékjo6, Japonsko)
Chrompack modely CP-9000,CP-9001,438A,438S (Chrompack, Middelburg, Holandsko)

predvazky Nagema (OWA Labor, SRN)

pyknometr (Simax, CR)

ultracentrifuga Beckman L8-55M, rotor 50.3 Ti (Beckman, U.S.A.)
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2.4 Experimentalni model

Pro experimentalni studii byli zvoleni samci potkanti kmene Wistar, u kterych byly pted
zahdjenim studie stanoveny hladiny celkového cholesterolu a TAG v seru, podle kterych byli
nasledn¢ rozdéleni do skupin tak, aby se tyto mezi sebou statisticky neliSily. Potkani byli
umisténi po Ctyfech ve standardisovanych klecich.

Potkaniim byl podavan po dobu 6 tydntiv davce 0,1 mg vzdy jeden z hypolipidemickych
1ékt - fenofibrat (LipanthleM 200 M, Laboratoires Fournier, Dijon, France), fluvastatin

(LescolTM, Sandoz Pharma Ltd., Basle, Switzerland), lovastatin (MevacorTM’ Merck & Co.,

Inc., Whitehouse Station, New Jersey, U.S.A.) a pravastatin (LipostatTM, Bristol-Myers
Squibb S.p.A., Anagni, Italy) v 0,5 ml PBS (w/v) jednou denn¢ gastrickou sondou. Kontrolni
skupina dostavala placebo (0,5 ml PBS). Potkani méli ad libitum ptistup k diet¢ DOS 2BSt
(Velaz, CR) a ke zdroji vody. Po dobu studie byly zachovavany standardni podminky chovu
(teplota mistnosti 22 + 1 °C, relativni vlhkost 65 + 5 %, cyklus svétla 12 h/den). Posledni den
po noénim laénéni byla zvifata anesthetisovana thiopentalem (Spofa, CR, 60 mg/kg, ip.) a
usmrcena. Venosni krev (s 1 mg/ml EDTA) byla odebrana z vena cava inferior a poté
centrifugovana pii 300 g po 10 min. Mozky byly opatrné¢ separovany, omyty ve

fysiologickém roztoku, zlyofilisovany a uskladnény do dalSich analys pti -60 °C.

2.5 Klinické soubory

Antropometrickd méfeni - télesna hmotnost, vyska, obvod pasu, bokl, obvod svalstva
paze a tloustky Ctyi koznich tas (SFT, skinfold thickness) - byla u vSech osob méfena
standardnim zpiisobem™®. Procento tlesného tuku bylo vypodteno z logaritmu soutu &tyk
koznich tas (SFT, biceps, triceps, subscapularis, suprailiaca) a pomoci predikéni rovnice
specifické pro vék. Hmotnost tuku byla vypoctena jako soucin procenta télesného tuku a t€lesné
hmotnosti*”.

Skupina s mentalni anorexii (AN) sestavala z 18 Zen a pfislusna kontrolni skupina z 25 Zen
stejného veku. Pacientky byly sledovany v ramci psychologické a nutriéni ambulance IV. interni
kliniky. Pacientky ani kontrolni osoby neuzivaly zadné Iéky, které by mohly ovlivnit
metabolismus lipoproteint (LP), ani zddné vitaminy, antioxidanty a potravni dopliky obohacené
o n-3 a n-6 PUFA. Zadna ze sledovanych Zen neuzivala hormonalni antikoncepci a jejich rodinna
anamnesa byla negativni z hlediska vyskytu ptedcasné ICHS i familiarni hyperlipoproteinemie
(HLP). Mentalni anorexie byla diagnostikovéna na zékladé obecné piijatych kriterii*®.

Skupina PEM zahrnovala 22 osob (12 muz/10 zen), ptisluSna kontrolni skupina 35

zdravych jedinct (10 muz(/25 Zzen). Diagnostika PEM byla provedena podle obecné
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prijimanych kriterii’®' 2%, Ve skuping nemocnych bylo 5 osob s akutni pankreatitidou, 8
s malabsorpénim syndromem, 7 se sepsi a 2 se syndromem systémové zanétlivé odpovédi
(SIRS). Jako vylu€ovaci kriterium byl zvolen vék nad 70 let, generalisované nadorové
onemocnéni, t€Z8i stupen jaterni a rendlni insuficience, kardidlni insuficience III a IV podle
NYHA, [lécba kortikoidy, imunosupresivy, cytostatiky, klinicky symptomatické
endokrinopatie, APACHE skore v&t$i nez devét®®.

VysSetfovany soubor obesnich pacientii byl tvofen 44 obesnimi osobami, Uc€astniky
projektu 5. rdmcového programu EU NUGENOB (Nutrient Gene Interaction on Human
Obesity 1. 2001-2004), (vek 39,2 + 4,7 let, hmotnost 104,9 + 5,1 kg, BMI 34,6 + 4,8 kg/m?),
bez dalSich metabolickych komplikaci obesity a medikace. Soubor byl randomisovan do 2
skupin: 1. skupina s dietou snizkym zastoupenim tukti (LFD), 2. skupina s vysokym
zastoupenim tukt (HFD). Obesni osoby dodrzovaly po dobu 10 tydnii nizkoenergeticky
redukéni rezim o rizném obsahu tukd bez soucasného ovlivnéni energetického vydeje
zvySenou pohybovou aktivitou. Ob¢ diety byly navrzeny tak, aby poskytovaly o 600 kcal/den
méné nez odhadovany celodenni energeticky vydej. Tento byl odhadnut dle vzorce: klidovy

energeticky vydej (hodnocen nepfimou kalorimetrii) x koef. 1,3°%

. Koeficientem 1,3 je do
celkového vydeje zahrnuta predpokladana energeticka spotieba souvisejici s denni pohybovou
aktivitou. Dieta LFD obsahovala 20-25 % energetického obsahu tuku, dieta HFD 40-45 %
energetického obsahu tukd.

Podkozni tukova tkan byla odebrana z bticha 5-10 cm vpravo od pupku jehlovou biopsii
po piedchozi anesthesii 2% roztokem mesokainu®®. Vzorky krevniho sera a tukové tkang
byly do dalsiho zpracovani skladovany pii -80 °C.

Skupina hyperlipidemickych pacientii byla rekrutovana z pacienti lipidové ambulance

IV. interni kliniky 1. LF UK a VFN v Praze. Pro zafazeni do skupiny hyperlipoproteinemie
platila kriteria uvedena v Tab. 2.1.

Tabulka 2.1 Hrani¢ni hodnoty pro normo- and hyperlipoproteinemii

TC TAG LDL-C VLDL-TAG
(mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1)
NLP NLP <52 <23 <41 <2,0
HC > 6,8 <23 >42 <2,0
HTAG HLP <6,2 >23 <41 > 2.0
MHLP > 6,8 2,3-5,0 >4,2 >2,0

HC — hypercholesterolemie, HTAG — hypertriacylglycerolemie, MHLP — smiSend
hyperlipoproteinemie, NLP — normolipidemie, HLP - hyperlipoproteinemie
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Jedinci byli do kontrolnich skupin ziskavani ze zaméstnancu IV. interni kliniky 1. LF UK
a VFN v Praze, jejich rodinnych pfislusnikti a dalSich dobrovolnika.

VSichni Gcastnici vSech studii obdrzeli pouceni o pfislusné studii a podepsali pted zahdjenim
studie informovany souhlas. VSechny studie byly schvéleny pfislusSnymi etickymi komisemi
(Etické komise 1. a 3. I¢karské fakulty University Karlovy, Etick¢é komise VFN v Praze),
popiipadé probihaly v souladu s platnymi pfedpisy pro praci se zvitaty.

2.6 Analytické metody

2.6.1 Rutinni biochemické analysy

Zilni krev byla odebirana mezi 7. a 8. hodinou ranni po piedchozim 12 hodinovém
lacnéni. Vzorky krve, obsahujici 1 mg/ml EDTA, byly ihned po odbéru ochlazeny na 4 —
6 °C, plasma separovana do 30 min za stejné teploty pii 1000 g x 10 min. Vzorky pro rutinni
biochemické a hematologické analysy byly zpracovany ihned, pro dal$i analysy byly
skladovany pii -70 °C.

Koncentrace plasmatického TC, TAG a PL byly méfeny enzymaticko-kolorimetrickou
metodou (Boehringer, Mannheim SRN), koncentrace HDL-C byla stanovena v supernatantu
po srazeni LP B s kyselinou fosfowolframovou a Mg>" s pouzitim setu stejného vyrobce.
Koncentrace LDL-C byly vypocteny pomoci -kvantifikace, podle vzorce LDL-C = TC —
TAG/2,2 — HDL-C*’. Hladiny NEFA byly stanoveny enzymaticko-kolorimetrickou metodou
(NEFA, Randox Labs, Velka Britanie). Koncentrace apo byly méteny Laurellovou raketovou
elektroforesou s pouzitim standardii a specifickych protilatek proti apo A-I, apo B (Behring
Werke AG, Marburg, SRN) a proti Lp[a] (Immuno AG, Viden, Rakousko).

Rutinni laboratorni testy (glukosa, celkova bilkovina, albumin, prealbumin, kreatinin,
urea, kyselina mocova, cholinesterasa, bilirubin, ALT, AST, GGT) byly provedeny pomoci
komerc¢nich reagencnich seti na automatickém analysatoru Hitachi Model 717 (Hitachi,

Tokjo, Japonsko).

2.6.2 Ultracentrifugacni separace lipoproteinii

Lipoproteiny LDL a VLDL byly separovany pomoci sekvencni preparativni
ultracentrifugace v isopyknickém prostiedi’®®. Pokud byl vzorek plasmy chylosni, nejprve
byla oddélena chylomikra ultracentrifugaci. Ke 4 ml plasmy bylo opatrné po sténé zkumavky
pridano 0,5 ml H,O a poté centrifugovano 30 min pii 10 °C a 20 x 10° g. Flotujici chylomikra
byla odebrana Pasteurovou pipetou. Ve zkumavce zbyly 3 ml vzorku. Separace VLDL

prob&hla po piidani 1,5 ml roztoku o d = 1,006 g/ml a ultracentrifugaci pii 114 x 10° g po 16
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hod pti 10 °C. Flotujici vrstva (1,5 ml) byla odebrana jako VLDL a pak bylo ptidano 1,5 ml
roztoku o d = 1,063 g/ml a ultracentrifugovano pii 114 x 10° g po 20 hod pii 10 °C. Flotujici
vrstva (1,5 ml) byla odebrdna jako LDL, ve zbylém objemu zlstaly HDL a VHDL ¢&astice.
Vzorky lipoproteini byly poté dialysovany po 24 hod ve tmé pti 4 °C.

2.6.3 Extrakce a analysy mozkovych lipidu

Mozkové lipidy byly extrahovany metodou podle Folche™®

. Slozeni jednotlivych
lipidovych tfid bylo analysovdno pomoci chromatografie na tenké vrstvé s plamenoionisaéni
detekei (TLC-FID), jako vnitini standard byl pouzit 1-oktadekanol’”’. Vzorek se nejprve
nanesl na specialni kifemenné tyCinky se zakotvenou silikagelovou fazi a tyto tyCinky
podstoupily vyvijeci proces v mobilnich fazich, po kterém byly jednotlivé tyCinky spaleny a
produkty analysovany v poli TLC-FID detektoru. Rozdé€leni vSech lipidovych tfid si vyzadalo
postupné vyvijeni s ¢astecnym spalenim (od posice 1,0 cm vyse) a detekci po prvnim kroku
s mobilni fazi hexan/diethylether/kyselina mravenci (45/15/0,3, v/v/v, 2 x 20 min) pro
vyvijeni neutrdlnich lipidi, po kterém nasledovalo vyvijeni pomoci dvou mobilnich fazi
chloroform/methanol/ethylacetat/voda/isopropylalkohol (20/6/12/4/17, v/v/v/iv/v, 2 x 60 min)
a chloroform/methanol/konc. amoniak (40/20/3, v/v/v, 2 x 30 min) pro naslednou separaci
fosfolipidii a monohexosidu ceramidu. Ty¢inky byly poté spaleny a detekovany po celé délce.

Pro vyhodnoceni zdznaml bylo pouzito integra¢niho programu CSW v.1.7 (Data
Apex® Ltd., Praha) s nastavenymi parametry: Sitka peaku 0,01 min, prah integrace 0,1 mV,
métici rozsah 1000 mV. Protoze kalibra¢ni zdvislosti nebyly linearni a liSily se pro kazdou

ty¢inku, pro kvantitativni vyhodnoceni dat byl sestaven program v prostiedi QBasic 4.5

2.6.4 Chromatografické analysy

2.6.4.1 Analysy mastnych kyselin

Pro analysu mastnych kyselin byl nejprve extrahovan celkovy lipid*® s pouzitim
dichlormethanu misto chloroformu®”. Jednotlivé lipidové tfidy - CE, TAG a PL byly
separovany preparativni tenkovrstevnou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi heptan-
dietylether-kyselina octova (80:20:3 v/v/v). Pokud bylo nutné z PL isolovat jednotlivé tfidy,
byly z materialu vrstvy eluovany smési dichlomethan-methanol (1:1 v/v) a zahu$tény vzorek
nanesen na dal$i desku a vyvijen pomoci mobilni faze chloroform-methanol-voda (60:30:5
v/v/v). Separované CE byly transesterifikovany na methylestery mastnych kyselin (FAME,
fatty acid methylesters) za pfitomnosti materialu vrstvy pomoci 1M methanolatu sodného po
dobu 20 min pii 80 °C v dusikové atmosféfe. Stejné byly transesterifikovany 1 TAG a PL za

laboratorni teploty po dobu 60 min. Reakce byla ukoncena neutralisaci reakéni smési 0,5N
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kyselinou octovou, FAME extrahovany dvakrat hexanem a po vysusSeni skladovany v malém
objemu isooktanu pii -20 °C.

Analysy FAME z CE byly provedeny na kapilarnim plynovém chromatografu CP 9001,
vybaveném kapilarnim split/splitless injektorem a plamenoionisa¢nim detektorem. Pro
analysu byla pouzita kifemenna kapilarni kolona (25 m x 0,32 mm [.D.) s chemicky
zakotvenou fazi CP-FFAP (Chrompack). Teplota thermostatu byla programovana nasledovng:
80 °C, isothermicky 1 min, pak do 230 °C rychlosti 2 K/min, dale do 250 °C rychlosti 20
K/min, a isothermaln¢ 45 min. Teplota injektoru byla 250 °C, detektoru 270 °C. Vstupni tlak
nosného plynu (vodik) byl 80 kPa, typ nastiiku splitless po dobu 1 min.

Analysy FAME z TAG a PL byly provedeny za stejnych chromatografickych podminek
na piistroji GC-17 s kolonou o délce 25 m a vnitinim priméru 0,25 mm (I.D., internal
diameter) s chemicky zakotvenou stacionarni fazi CP-WAX 52 CB. Konec¢né isothermicka
doba byla 15 min. Pfistroj byl vybaven automatickym ddvkovacem AOC-20i (Shimadzu).

Pokud bylo nutné stanovit v profilu mastnych kyselin i ¢rans-isomery mastnych kyselin
a CLA (studie VIII, kapitola 3.3.3), do plynového chromatografu byla nainstalovana kolona
CP-Sil 88 (Chrompack) o délce 100 m a vnitfnim priméru 0,25 mm. Teplotni program
thermostatu byl z 80 °C rychlosti 2 K/min na teplotu 230 °C, pak isothermalné 45 min. Dalsi
podminky byly obdobné.

2.6.4.2 Analysy necholesterolovych steroli

Saponifikace

Pro analysu sterold byly vzorky sera (0,5 ml) obsahujici jako wvnitini standard
epikoprostanol o koncentraci 1 mg/dl zmydelnény v 5 ml 5SM KOH v methanolu po dobu 20
hod pii 40 °C v dusikové atmosféte v temnu. Po pfidani 10 ml vody byl nezmydelnitelny podil
extrahovan 2x 2,5 ml hexanu, spojené extrakty vysuseny a do dalsi analysy skladovany v malém
mnozstvi isooktanu pii -20 °C. V této formeé mohly byt vzorky analysovany jako volné steroly.

Acetylace

Vzorky byly dale derivatisovany na acetaty: extrakt byl vysuSen, bylo pfiddno 1 ml
roztoku N,N-dimethylaminopyridinu v chloroformu, 1 ml acetanhydridu a po 1 min byl
reakéni smési probublavan dusik. Vzorek byl inkubovan v temnu a pod atmosférou dusiku
24 h pfti laboratorni teploté, poté byl 2x extrahovan 5 ml dichlormethanu a spojené spodni
vrstvy presuseny pies sloupec Na;SQOs, a posléze vysuseny pod proudem dusiku pii 50 °C.
Vysledny produkt byl do dal$i analysy skladovan v malém mnoZzstvi isooktanu pii -20 °C.

Analysy sterolt byly provadény na kapilarnim plynovém chromatografu CP 9000,
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vybaveném kapilarnim split/splitless injektorem a plamenoionisaénim detektorem. Pro
analysu byla pouzita kfemennd kapilarni kolona (15 m x 0,32 mm [.D.) s chemicky
zakotvenou fazi DB-FFAP (J&W Scientific, Folsom, California, USA). Teplota termostatu
byla programovana od 140 do 240 °C rychlosti 5 K/min, pak isothermalné 30 min. Teplota
injektoru a detektoru byla 280 °C. Vstupni tlak nosného plynu (vodik) byl 80 kPa, typ

nasttiku split se splitovym pomérem 1:20.

2.6.4.3 Analysy cholesterolu

Pro analysu cholesterolu byl pouzit stejny postup zpracovani vzorkd jako pro analysu
necholesterolovych sterolll, vzorky sera (0,5 ml) obsahovaly navic jako vnitini standard Sa-
cholestan o koncentraci 200 mg/dl. Analysy byly provadény na kapilarnim plynovém
chromatografu CP 9001, vybaveném kapilarnim split/splitless injektorem a plamenoionisatnim
detektorem. Pro analysu byla pouzita kifemennd kapildrni kolona (30 m x 0,25 mm I.D.)
s chemicky kotvenou fazi CP-Sil 8 CB (Chrompack). Teplota termostatu byla programovana
isothermalné pii 300 °C po 6 min. Teplota injektoru a detektoru byla 330 °C. Vstupni tlak
nosného plynu (vodik) byl 100 kPa, typ nastiiku split se splitovym pomérem 1:20.

Vyhodnoceni chromatogramii

Pro vyhodnoceni v§ech chromatogrami bylo pouzito integra¢niho programu CSW v.1.7
(Data Apex® Ltd., Praha) nebo software Clarity for Windows® (Data Apex® Ltd., Praha), u
studie porovnavajici integrani software bylo pouzito jesté¢ programu MOSAIC® v.5.10

(Chrompack, Middelburg, Holandsko).

2.7 Statistické analysy

Pro statistické vypocty byl pouzit software STATISTICA® for Windows (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, U.S.A., 1999). U parovych analys bylo po provedeni testli na normalitu soubort
provedeno hodnoceni pomoci Studentova dvouvybérového parového t-testu, u analys s nékolika
faktory bylo pouZzito analysy rozptylu s Scheffého nebo Bonferroniho post hoc analysou podle
designu studie. Pokud soubory dat nespliovaly pozadavky na normalitu, bylo pouzito pro
neparovy design Mannova-Whitneyho U-testu a pro parovy design Wilcoxonova znaménkového
testu. Pro mnohondsobné porovnavani distribuci bylo pouzito Hottelingova t-testu. Korelacni
zavislosti byly hodnoceny pro soubory spliujici podminku normality pomoci Pearsonova
korelacniho koeficientu, u souborii s nenormalnim rozdélenim pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu. Pro porovnani hodnot regresnich primek byl sestaven program v prostiedi Microsoft

Excel® for Windows, ktery vychazel z teorie linearni regrese’”".
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Metodické studie

3.1.1 Analysy zastoupeni mastnych kyselinv lipidovych tFidach

Pro detailni zpracovani metodiky stanoveni mastnych kyselin pomoci kapilarni plynové
chromatografie bylo nutno zpracovat vliv krokti analysy na celkovy vysledek stanoveni
profilu mastnych kyselin. Ve Studii I jsme studovali vliv pouzit¢ kolony a integra¢niho
software. U nékterych studii je mozné zkoumat rozdilné analytické matrice. Ve Studii II jsme
se zaméfili na dvé analytické matrice, a to na plasmu a LDL ¢astice. Podrobnéjsi rozbor
stanoveni profilu mastnych kyselin ve fosfolipidech v porovnani s majoritni fosfolipidovou

ttidou, fosfatidylcholinem, je zpracovan ve Studii II1.

3.1.2 Analysy koncentrace necholesterolovych (minoritnich) sterolii

V této kapitole je zpracovana metodicka ¢ast analysy necholesterolovych sterolti (Studie IV).
Je zde popsan vliv typu nastiiku a nasledné derivatisace na kalibra¢ni zavislosti. Je zde také
ukazano na moznost soucasného stanoveni celkového cholesterolu vzorku spole¢né

s necholesterolovymi steroly a na vliv jednotlivych krokti analysy na chybu stanoveni.

3.2 Experimentalni studie
Experimentalni Cast disertace se zabyva vlivem hypolipidemické 1€€by na profil mastnych

kyselin v lipidovych tfiddch mozku u potkanti - Studie V.

3.3 Klinické studie

Klinicka ¢ast disertacni prace je rozdélena na dvé Casti. Prvni ¢ast se tyka mastnych kyselin a
necholesterolovych sterolt u dvou forem malnutrice, mentdlni anorexie (Studie VI) a
proteino-energetické malnutrice (Studie VII).

Druha c¢ast je zaméfena na dietni ovlivnéni energetického pfisunu u obesnich osob, a to
nizkokalorické diety u obesnich pacientl, a zmény v zastoupeni mastnych kyselin a

necholesterolové steroly — Studie VIII.
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3.1.1 Analysa mastnych kyselin
3.1.1.1 Vliv kolony a software na stanoveni mastnych kyselin — Studie I

(studie publikovana v ¢lanku Vecka M, Tvrzickd E, Stanikovd B, Zdak A: Effect of column and
software on gas chromatographic determination of fatty acids. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci. 2002; 770(1-2): 91-99.)

Cilem této studie bylo porovnat cCtyfi kapilarni kolony nainstalované v riznych
chromatografech a vysledky téchto systému integrovat dvéma riiznymi komercénimi software

na analysu mastnych kyselin v biologické matrici.

Material a metody

Pro ucely studie byly do ¢tyt plynovych chromatografii (Chrompack Model 438A, 438S,
9000 a 9001) nainstalovany tyto kapilarni kolony: (A) CP-WAX 52 CB, 25 m x 0,25 mm
I.D., (B) CP-WAX 52 CB 30 m x 0,25 mm L.D., (C) CP-WAX 58 CB 25 m x 0,32 mm L.D.,
(Chrompack), (D) Omegawax 320, 30 m x 0,32 mm L.D. (Supelco, Bellefonte, PA, U.S.A).
Jako biologicka matrice byl zvoleno 5 vzorkli plasmy o objemu 0,5 ml, ke kterym bylo ptidano

8 mL L.S.pr. Profil mastnych kyselin byl stanoven podle procedury popsané v kapitole 2.6.4.1.

Obrazek 3.1.1.1.1 Ptiklad analysy vzorku fosfolipidu plasmy
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Podminky analysy: injektor, split/splitless 250 °C, detektor: FID, 270 °C, teplotni program: 150 —
240 °C pri 2 K/min, nosny plyn: H,, tlak na vstupu: 70 kPa. Oznaceni mastnych kyselin viz Tab. 1.1.1

Vysledky a diskuse

Zastoupeni mastnych kyselin ve fosfolipidech péti riznych vzorkd je ukazéano
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v Tabulkach 3.1.1.1.1-5. a priklad chromatogramu je na Obr. 3.1.1.1.1 Kolona A byla
postupné nainstalovana do dvou pfistroji, CP 438A (A1) and CP 9000 (A2).VSechny analysy
byly hodnoceny pomoci obou integracnich systémt, MOSAIC i CSW. NejkonsistentnéjSim
vysledkem integrace byly rozdily v zastoupeni kyseliny 7-hexadecenové (16:1n-9), které se
projevily u kolon A i C, a v zastoupeni kyseliny 12-eikosadienové (20:2n-6), jez se projevily
pouze u kolony D. Tyto rozdily jsou zpusobeny nedostatecnym oddélenim piislusnych

mastnych kyselin a matrix vzorku, coz nebylo zohlednéno pii integraci pomoci software

MOSAIC (Obr. 3.1.1.1.2).

Tabulka 3.1.1.1.1 Zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech — vzorek 1

Kolona Al A2 C D
Software| CSW17 MOSAIC CSW17 MOSAIC CSW17 MOSAIC CSW17 MOSAIC
14:0 042+002 | 043+002 040+001° 041001 | 043+001° 043001 046+001 046001
16:0 2611042 | 2600+043 | 2568+030 | 2553+030 | 26524029 2634+032 2631025 | 26,16+031
16:1n-9 | 017001 | 0,17+001 0,12+001 0,18+001* |  0,11+002° 0,18£004%%¢|  0,13+002 020001k
16:1n-7 | 059+001 060002 057001 058+001 | 057+001 0,58+:001 0,59+001 0,60+001
18:0 1405015 | 1399014 | 1404+013 1398+0,16 | 14,19+006 1411+007 1380+006 1372+0,13
18:1n-9 | 11,55+007 | 1162+003 | 1148+0,12 11,83+007 | 1134+009 11,70-£007 11384010 | 11,64+006
18:1n-7 | 188+005 | 193+001 1,93+004 1954002 | 202+004° 204003 192001 194+002
18:2n-6 | 26264011 | 2627+008 | 2675+0,12 | 26714016 | 2645+0,11 2633+0,10 2633+008 | 2639+0,10
18:3n-6 | 0,10+001 0,13+000 0,11+000" 0,11+001 | 0,10+000 0,11:001 008001 0,09+001
18:3n-3 | 047+001 048001 046001 046001 | 047+001 043001 046001 046003
20:0 00700174  007+001 007000 007+000 | 0,12+001"® .|  0,10+005 009+002 0,09+000
20:1n-9 | 0,18+001 0,18+001 0,17+001 0,17+001 | 0,18+001 025+0,12 0,16+003 0,16:001
20:2n-6 | 058+002| 059+001 0356+001®° | 055+002 | 054+001 0,53+001 038+001"%,|  052+002
20:3n-6 | 241005 | 2414005 244005 224005 | 241+003 239+003 240+003 239+003
20:4n-6 | 971+017 | 967+0,16 9804020 9734019 | 951+0,11 943+0,10 9,65+009 966+0,11
20:5n-3 | 097002 | 098+002 098002 096003 | 092+002 091003 0974001 095+003
22:4n-6 | 035+001 036001 034001 034001 | 039+002 040+005 047+0,18 049004
22:5n-6 | 022+001 023+001 0224001 0214002 | 0204001 021001 023001 023+002
22:5n-3 | 1044004 104004 102002 0994003 | 095+003 095003 102002 1,02+002
22:6n-3 | 289+010 | 291+010 285+005 2824005 | 2,558+0,10 259009 2874006 2.85+006
Y SFA || 4064+034 | 4049+035 40,19+032 3999+035 | 4126+035 4098+037 40,65+028 4043+041
Y~ MFA | 1436+011 | 1450+005 | 1428+0,14 1471009 | 1422+008 14,75+0,13 14,19+009 14,54+008
z PI?_EA 39624021 | 39644017 | 40224027 | 4007029 | 3960027 3940+022 3985+025 | 3976+026
x PIIIJ_I;A 537+0,16 537+023 531009 527+0,10 492+0,13 488+0,12 531008 523+007

Profil mastnych kyselin byl zméren ctyFmi riiznymi chromatografickymi systémy (viz text) a dvéma
integracnimi programy. Kazdy vzorek byl zméren desetkrat, typicky nastFikovy objem byl 1 — 2 ul.
Podminky analysy: injektor — split/splitless 250°C, detektor — FID 270°C, teplotni program: 150 —
240 °C pri 2K/min, nosny plyn H,, vstupni tlak 70 kPa. Data (moldrni procenta) jsou ve formdtu
priumer = SD. Symboly a zkratky: X — suma, * - signifikantni rozdil (Studentuv t-test) od CSW 1.7
integrace u stejné kolony, pismena a,b,c naznacuji rozdil (obecny linearni model s post hoc analysou
dat) u dvojice kolon za pouziti CSW 1.7 software. Pocet symbolit a pismen naznacuje P:< 0.05, <
0.01, < 0.001, a < 0.0001. Oznaceni mastnych kyselin viz Tab. 1.1.1.
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Tabulka 3.1.1.1.2 Zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech — vzorek 2

Kolona Al A2 C D

Software] CSW 1.7 | MOSAIC | CSW 1.7 | MOSAIC CSW 1.7 MOSAIC CSW 1.7 MOSAIC
14:0 022+001 023+001 021001 | 022+001 023001 024000 025001 025001
16:0 2699+090 | 2666+086 | 2664+039 [2649+039 | 2801+075 27624074 2761060 2744064
16:1n-9 | 0,18+001" 0,18+000 011+002 | 0,17£001% | 012+001® | 0,18+004%* (,14+001 021-£001%#%
16:1n-7 | 061001 0,62+001 058+002 | 060+001 063006 063002 064002 065+0,02
18:0 14294040 | 1415+041 | 1392+0,13 |1386+0,11 1450043 1433+046 13,70+008 13,62+009
18:1n-9 | 9494019 | 1013014 988+018 |1027+008 9,78+021 1023+0,15 981009 10,16+0,10
18:1n-7 | 222+0,10°*l 2284003 233+002 | 232+002 242+£005%% | 244004 229+0,03 231001
18:2n-6 | 20724028 | 2063+028 | 2128+0,17 [2123+019 | 21,00+049 2083+032 2124+0,15 21,13+£0,16
18:3n-6 | 0,12+001 0,14+001 0,12+000 | 0,11+001 0,12+001 013001 010001 010001
18:3n-3 | 0294001 030001 029+000 | 029+000 030001 0284001 030001 0244001
20:0 0060007  007+001 006000 006+001 0,12+001" | 008+001%* | 008001 008001
20:1n-9 | 0,16=001 0,17+001 016001 | 0,15+001 0,16:001 0,18+002 0,15+001 0,14+000
20:2n-6 | 065+003* 069+003 | 061002 060+002 058010 | 062+001 031001, s ccee] 055003 H5
20:3n-6 | 385+0,11 383011 387+009 | 385+0,10 338+1,18 373008 3,77+007 3,75+008
20:4n-6 | 12752032 | 1259+033 | 1282+027 |12,74+026 12,19+038 1207030 1255025 1246023
20:5n-3 | 1,17+004 120003 1,18+004 | 1,17+003 1,10+005 1,11£006 1,18+003 L1004
22:4n-6 | 039+002 | 039+003 037002 | 036002 041004 040+004 036002 0344001
22:5n-6 | 031002 | 032+004 030+002 | 030+002 027001 0284001 028+001 027+002
22:5n-3 | 1,17+007 1,17+009 1,13£005 | 1,11£005 1,03+006 1,03+005 1L12+004 L1004
22:6n-3 | 433+021°% 4274023 413+020™] 4,08+020 365+023% . | 3601022 412+0,14°° 408+0,13
Y SFA [4157+127 | 4111+124 | 4084+064 |4064+063 85+1,19 26+120 4164061 4140+£067
¥ MFA [ 12674029 | 1337+0,19% | 1306+016 |1351+011 13,11+027 136640,18 13,03+0,10 1346+0,10
ZE%FA 18794072 | 38594076 | 39374041 |3009+040 | 37962100 |3806:073 | 38604044 3860045
ZI;%FA 697+032 6934034 6,72+020 | 654+0,19 608+033%, | 602+033 6.73£029° 6,65+027

vysvetlivky viz tab. 3.1.1.1.1

Rozdily mezi jednotlivymi kolonami byly nejvice zfetelné pro kolonu D, ktera se

odliSovala od ostatnich v ptipad¢ mastnych kyselin 14:0, 16:1n-9, 20:0 a 20:2n-6. Navic jsme
u této kolony pozorovali neidentifikovatelnou piimés znemoziujici integraci mastnych
kyselin 22:4n-6 a 22:5n-6. Vysledky u téchto kyselin byly ziskdny pro software CSW
meétenim vysky peaku a pro MOSAIC ruéni korekei. Pro provedeni kalibrace byla tak kolona
D nevhodna, protoze tyto kyseliny jsou zastoupeny v plasmatickych TAG a PL v malych
mnozstvich, vice citlivych k chybam integrace. Na druhé stran¢ oddéleni necistoty od
kyseliny 11,14-eikosadienové (20:2n-6) bylo mozné jen u kolony D, jak dokumentuji rozdilné
vysledky pomoci integrace programtit CSW a MOSAIC. Vysledky u kolony A i C jsou pro
tuto kyselinu nadhodnoceny a bylo nutno pouzit manualni korekce vychézejici z vysky peaku
(korekeni faktory 0.739, 0.705, 0.861, 0.705, 0.746 pro vzorky 1, 2, 3, 4, resp. 5), abychom
dostali idaje srovnatelné s kolonou D. Kolona C se liSila od kolon Al a A2 pro kyselinu 20:0
(vSechny vzorky), 16:1n-9 (vzorky 1, 2 a 3), 18:1n-7 (vzorky 1 a 2) a DHA (vzorek 2). Tato

kolona je o trochu polarnéjsi nez kolona A, potradi eluce zlstava stejné, i kdyz vysledky
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neocekavanych necistot z matrix vzorku.

Tabulka 3.1.1.1.3 Zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech — vzorek 3

mohou byt ovlivnény jinym rozliSenim blizko eluovanych slozek a také vlivem

Kolona Al A2 C D
Software] CSW 1.7 | MOSAIC | CSW 1.7 | MOSAIC CSW 1.7 MOSAIC CSW 1.7 MOSAIC
14:0 034002 034002 | 032+001% 033+001 033001 | 034+001 |038+£001" e 038001
16:0 2700+1,09 2684+1,09 | 2648+034 2641+039 2705+054 2687+0,58 27,74+021 2747+023
16:1n-9| 029+001° | 030001 | 021002 | 029+£001% 023+002°°® | 029+001%*%K| (022+002% 034001 ¥k
16:1n-7| 1,62+006 161006 | 1,64+002 1474052 1,60:004 1,62+004 1,750,002 1,73+002
18:0 14974065 1491062 | 14724007 | 14694007 | 1513+064 1505+066 | 1442+009 1435+007
18:1n-9| 16,19+050 16,19+044 | 1654008 | 1676009 | 16,15+035 1626034 | 1643+0,10 1646004
18:1n-7| 290+009 202+007 | 302+002 304002 301+0,12 301006 299002 298+001
18:2n-6| 1656+052 1669+050 | 1694+007 | 1698+011 | 1668+036 16674034 | 1687+007 1675008
18:3n-6| 021001 023002 | 021000 021000 | 020+001 021001 0,19+001 020001
18:3n-3| 032+001 033002 | 032+000 032+001 032+001 032002 031001 027+003
20:0 0070002 007+001 | 006001 006+001 | 0,12+001° .| 007001 009+000 009+001
20:1n-9| 022+001 022001 | 021001 0204001 0224001 0234001 0204001 0204001
202n-6| 184007 | 188+007 | 186+003™"| 186004 | 180004 | 180004 | 134023 ceed] 1772004585
20:3n-6| 387+014 388+013 | 396+005 395+005 389009 390008 385004 384003
20:4n-6| 838+028 834+028 | 844+0,11 842+0,11 826+0,19 828+0,18 823+006 819005
20:5n-3 | 099+004 102+004 | 097002 096004 | 095+003 096004 09609 096+002
22:4n-6| 044+002 044002 | 043+001 043001 051003 051003 038+0,11 042+000
22:5n-6| 043002 043002 | 042001 041002 040+001 040001 036003 039001
22:5n-3 | 091+004 090006 | 089002 087+0,02 085+003 086004 091+0,10 087+001
22:6n-3| 247+011 245+0,12 | 236+005 2334005 230008 236009 237003 234003
Y SFA | 237+166 016+163 | 4158+031 | 4151+043 | 2262+1,16 DRE121 | 263+025 429+0,19
¥ MFA | 2122+062 21244054 | 21624007 | 21,76+042 | 2121+038 21414044 | 21,59+0,10 2171+003
ZII’E;:A 31724094 31804092 | 2274022 | 32262025 | 317555070 | 31762066 | 31232021 3155+0.16
. I:E;A 469+0,18 470£022 | 455+015 | 445005 | 442014 450014 | 453009 448010
vysvetlivky viz tab. 3.1.1.1.1
Obrazek 3.1.1.1.2 Detail integrace vzorku
35
E 16:1n-7
G 3,0
et
QD
g 2
=
2,0
15
1,0 ‘
10,2 10,3 10,4 10,5 10,6
Cas [min.]
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Podminky integrace: CSW software — ¢arkovana cara, MOSAIC software — plna ¢ara. Na obrazku je
naznacen teoreticky oddéleny peak kyseliny 7-hexadecenové (16:1n-9) od neidentifikované primési
(NA) a kyseliny palmitolejove (16:1n-7). Podminky analysy jsou stejné jako u obr. 3.1.1.1.1
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Tabulka 3.1.1.1.4 Zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech — vzorek 4

Kolona Al A2 C D
Software| CSW17 MOSAIC CSW 17 MOSAIC CSW 17 MOSAIC CSW 17 MOSAIC
14:0 0244001 025001 | 022+001 023001 023001 024+000 0262001 026001
16:0 2919035 | 29,10+036 | 2879035 | 2871034 | 2893+0,14 2881+0,14 | 2964026 2945+031
16:1n-9 | 0,14+002 0,16+001 | 0,11+001 0,17+000%  0,11+001 0,17+£000% 0,13+002 020-£0,01 %%
16:1n-7 | 080+001 081001 | 0,79+001 080001 0,78:001 080001 082001 082001
18:0 1304+008 | 12994008 | 1311005 | 1307004 | 1321+005 13,17+005 | 12944007 12.87+005
18:1n-9 | 1009+005 | 1006+005 | 1009+004 | 1020002 | 1006007 1015007 9984006 1007003
18:1n-7 | 1,78+001 1,78+001 | 1,79+001 1,80001 1,80+002 1842001 1,77+£002 1,79+002
18:2n-6 | 1991+0,10 | 2002+0,12 | 2023004 | 2024007 | 20,10+0,13 20,12+0,12 | 2009+005 2003005
18:3n-6 | 0,13+000 0,14+001 | 0,13+000 0,12:+001 0,12+001 013000 011000 0,12+001
18:3n-3 | 021+000 021001 | 020+000 020+001 021001 020001 020001 0204001
20:0 00400072  005+000 | 004+000™" 005+000 | 009+000™®, .| 005+000%= 007+000 0074001
20:1n-9 | 0,17+000 0,18+001 | 0,17+000 0,17+000 0,18+000 0,19+000 017001 017001
20:2n-6 | 072+001%% 075£002 | 0712002™"] 071002 071£001°° | 071+£001 | 044=001"", ., ccoc] 068002 H5+
20:3n-6 398+005 398+005 404+005 403+004 404002 404007 39704 395+04
20:4n-6 | 1187012 | 1184012 | 119013 [ 11.95+0,13 11,89+004 11,80+005 | 1181+0,11 11,74+009
20:5n-3 | 1524002 1,53+002 | 151+003 1,53+002 1,500,002 149003 1,53+001 1,53+002
22:4n-6 | 036+001 036001 | 036+001 035+001 039001 039001 036009 035+000
22:5n-6 | 020+000 020001 | 020+001 0,19+001 0,19+001 0,18+001 0,16:001 0,19+000
22:5n-3 1,03+0,02 1,03+£0,02 1,02+£0,02 1,00£002 1,00£002 1,00+£002 1,02+002 1,00+£003
22:6n-3 4,59+009 455+009 449+007 446007 445+007 4424006 4,54+008 451007
Y SFA | 42514035 | 4239+036 | 4217+031 | 4206+031 | 4247+0,17 028+016 | 4291+021 066+027
T MFA | 12984008 | 129+006 | 1295+004 | 13,15+002 | 1294+0,11 13154009 | 1286007 1306005
z i%FA 3717402 | 37294023 | 3766021 | 37604021 | 37aar012 | 37462012 | 3695+0.16 3705+0.16
Y PUFA

03 735+0,13 7334013 | 728+009 7244011 716009 7.11%0,10 72240,12 7,1940,11

vysvetlivky viz tab. 3.1.1.1.1

Stanoveni kyseliny vakcenové (18:1n-7) je ovlivnéno neuplnym rozdélenim od piedchéazejici
OA, které je v plasmatickych PL 5-6 krat vice a rozdil v retencnich ¢asech je piiblizné 0,17 — 0,18
min. Podobna situace je u plasmatickych CE, vliv rozd¢leni bude jesté¢ vétSi u plasmatickych
TAG, kde je zastoupeni OA o tad vétsi nez kyseliny vakcenové (18:1n-7) a rozdil v retencnich
casech je jest¢ mensi — asi 0,12-0,13 min. Dal$im kritickym parem je POA s kyselinou 7-
hexadecenovou (16:1n-9). Ztrata separacni schopnosti u téchto kritickych part, kterou nelze zvratit
zménou podminek analysy, je neklamnou znamkou konce Zivotnosti kolony. Vysledky pro kolonu
A postupné instalovanou ve dvou pfistrojich se vyznamné nelisily, coz potvrzuje zanedbatelny
prispévek optimalné nastaveného chromatografického systému k celkové chyb¢ analysy.

Statistické zhodnoceni kalibra¢nich zavislosti pro kolony A, B a C je uvedeno v tabulce
3.1.1.1.6. Vysledky dokumentuji linearni zavislost pro celé koncentracni rozpéti (tii fady) u
vSech tii fedéni. Smérnice regresnich rovnic jsou blizké jedné a absolutni ¢leny jsou pouze
minimdlni. Korela¢ni koeficienty dale potvrzuji platnost linearniho vztahu probihajiciho

pocatkem, tedy miizeme fici, ze vSechny systémy pracovaly za optimalnich podminek.
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Tabulka 3.1.1.1.5 Zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych fosfolipidech — vzorek 5

Kolona Al A2 C D
Software| CSW17 MOSAIC CSW17 MOSAIC CSW 17 MOSAIC CSW 17 MOSAIC
14:0 024001 025+001 | 022+001 023001 | 0242001 025001 027001 027001
16:0 2789049 | 2787+047 | 2762+056 | 2755055 | 2802+032 2787+031 | 2879+022 2857027
16:1n-9 | 010002 | 0,17+001% 009+001 [016+001% 009+001 0,17+000*4  009+001 0,190,007
16:1n-7 | 089+002 | 090+003 | 089+002 | 089+002 | 089+002 090002 091001 093+001
18:0 1497+023 | 1497022 | 15042005 | 1501004 | 1515+016 1507015 | 1485+006 1474004
18:1n-9 | 1138+005 | 1137+005 | 11442005 | 11524005 | 1137+009 11474009 | 1133004 1136002
18:1n-7 | 1,74+002 1,74+£001 1,76+001 1,77001 | 1,77+002 1.80+002 1,75+001 1,75+001
18:2n-6 | 1687+008 | 1690+010 | 1717+008 | 1720+0,10 | 1705+009 1703010 | 17,13+004 1703003
18:3n-6 | 0,18+000 | 017+001 | 017+000 | 017001 | 0,15+001 017000 016001 0,16=000
18:3n-3 | 024+000 | 024+000 | 0242000 | 0244001 | 024+001 023+001 023+001 023004
20:0 005001 006001 | 005001 005+001 | 0,10£000™® | 006+£001* | 007+000 0,07+001
20:1n-9 | 0,18+001 017+001 | 0,18+001 018+001 | 018+000 0,19+002 017001 017001
20:22n-6 | 097002 096+002 | 095+002™| 093+002 | 095+£001°° | 096+001 | 043£003"™ uceed 091002
20:3n-6 | 509+008 | 509+008 | 512+011 5114011 | 509+005 508004 500005 496+005
20:4n-6 | 1198+016 | 1196017 | 1206+025 | 1202+025 | 11,83+0,11 1182+0,12 | 11,79+010 1172009
20:5n-3 | 140+002 1414002 | 137+004 139+004 | 136+003 139+004 138+003 139+003
22:4n-6 | 047+001 046+001 | 045+002 | 046+002 | 049+001 049+001 045002 044+000
22:5n-6 | 036001 037+001 | 036002 | 035£003 | 034+001 033004 040+0,12 034000
22:5n-3 | 108+003 106003 104005 103+005 | 1,02+003 104002 106002 106003
22:6n-3 | 392+013 | 389+013 | 375+019 | 373+018 | 368+0,12 367+0,13 3734006 3724007
T SFA | 4316+037 | 43,14+034 | 9295+057 | 4285+056 | 4351+034 4325+032 | 4398+0,19 3.66+025
Y MFA | 14294008 | 1435+008 | 1435+007 | 14524008 | 1429+0,11 1454013 | 1425004 1439003
*PURA 3914023 | 35912002 | 3620036 | 36242036 | 35002019 | 3ss8s021 | 35362011 35564013
z I;gFA 6642017 | 6604017 | 6402007 | 6304014 | 630+018 | 6332018 | 641+027 638027
vysvetlivky viz tab. 3.1.1.1.1
Tabulka 3.1.1.1.6 Kalibra¢ni zavislosti
Neredeéna standardni smés
Kolona A R’ Kolona B R’ Kolona C R’
10:0 | y=0,988x+0,018 | 0,9976 y =0,973x-0,038 0,9974 y = 1,003x-0,006 0,9990
12:0 y = 1,006x-0,007 0,9988 y = 0,978x-0,054 0,9973 y=1,028x-0,029 0,9990
14:0 y=1,013x-0,008 0,9988 y =0,983x-0,030 0,9975 y=1,037x-0,021 0,9989
16:0 | y=1,024x+0,012 | 0,9987 y=1,001x+0,014 0,9979 y = 1,028x-0,002 0,9992
18:0 y=1,026x-0,007 | 09984 | y=1,021x+0,001 0,9983 y = 1,034x-0,006 0,9987
20:0 y=1,035x-0,002 0,9980 y =1,044x-0,013 0,9987 y=1,026x-0,006 0,9984
22:0 y=1,033x-0,007 0,9978 y =1,052x-0,060 0,9989 y=1,013x-0,025 0,9981
24:0 y=1,036x-0,027 | 0,9977 y =1,038x-0,120 0,9984 y = 1,006x-0,061 0,9978
redéni 1:10
Kolona B R’ Kolona C R’
10:0 y=1,000x-0,075 | 0,9991 y = 0,966x-0,054 0,9970
12:0 y=1,023x-0,096 0,9989 y = 0,988x-0,080 0,9982
14:0 y=1,021x-0,081 0,9988 y =0,995x-0,076 0,9986
16:0 y=1,025x-0,032 | 0,9987 y =0,997x-0,045 0,9986
18:0 y=1,024x-0,021 | 0,9986 y =0,989x-0,051 0,9989
20:0 | y=1,030x+0,003 | 0,9985 y = 0,994x-0,039 0,9990
22:0 y=1,031x+0,004 0,9985 y=0,981x-0,037 0,9991
24:0 y=1,025x-0,016 0,9984 y=10,991x-0,073 0,9990
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Tabulka 3.1.1.1.6 Kalibracni zavislosti (pokracovani)
redeni 1:20

Kolona B R’ Kolona C R’
10:0 y=10,993x+0,028 | 0,9987 y=1,014x+0,031 0,9980
12:0 y=10,992x-0,007 | 0,9987 v =1,022x-0,039 0,9979
14:0 y=10,988x-0,010 | 0,9984 v = 1,009x-0,050 0,9984
16:0 y=0,991x+0,014 | 0,9982 vy =1,005x-0,030 0,9987
18:0 y=0,992x-0,011 0,9977 y=1,005x-0,029 0,9987
20:0 y=0,999x-0,015 | 0,9972 y=1,008x-0,005 0,9987
22:0 y=1,003x-0,037 | 0,9977 y=1,002x+0,028 0,9982
24:0 y=1,004x-0,052 | 0,9976 y=1,014x-0,021 0,9988
Pocet bodii regresni primky = ; x, pomér koncentraci c; /cis ; y, pomér ploch peakit A; /A;s ; 1.S.,
19:0. Slozeni standardni smési viz kapitola 2.2. Oznaceni mastnych kyselin viz Tab. 1.1.1

U klinickych studii porovnavajicich velkd mnoZstvi pacientll jsou rozdily v zastoupeni
minoritnich mastnych kyselin zanedbatelné¢; u malych interven¢nich studii (klampové studie
vyzadujici opakovanad méfeni) nebo experimentalni studie s pifesné definovanymi zvifecimi
soubory nebo bunénymi liniemi i tyto rozdily mohou hrat roli v statistické vyznamnosti.
Proto je 1épe pouzivat za takto nastavenych metodickych pozadavki pouze jednu kolonu
nainstalovanou v jednom chromatografickém systému. Dalsi zpfesnéni vysledkli je mozné
dosahnout duplicitnimi analysami. Pfidani jednoho vnitiniho standardu eluovaného ptiblizné
ve stiedu Casu analysy se zda dostatecné pro ty biologické vzorky, které neobsahuji pftilis
tékavé slozky. Porovnani enzymatického stanoveni jednotlivych lipidovych ti¥id s
chromatografickymi metodami zalozenymi na pouziti kyseliny heptadekanové (17:0) ukézalo
dobrou shodu®”’. Piesnost je zachovéana v §irokém rozpéti koncentraci, coz dovoluje piidani

vnitiniho standardu pii pouze ptiblizné znalosti koncentraci relevantnich lipidovych ttid.

Zavér

Oba integracni programy se ve vétSin€ vysledka neliSily; rozdily byly patrné pouze u
minoritnich slozek. Vysledky naznacuji, ze CSW software je vhodnéj$i pro integraci
komplikovanéjSich chromatogrami. Rozdily mezi kolonami byly pozorovany u minoritnich
mastnych kyselin a episodicky u kyseliny vakcenové. Linearni kalibra¢ni zavislosti namétené
pomoci smési nasycenych mastnych kyselin potvrdily teoretické vztahy, pokud jsou analysy
provadény za optimélnich podminek. Pouziti pouze jednotlivé kolony instalované v jednom

pristroji je vhodné pro malé intervencni nebo experimentalni metabolické studie.
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3.1.1.2 Vliv pouzité analytické matrice na stanoveni mastnych Kkyselin — Studie II

(Studie publikovana jako &ast &lanku Tvrzickd E, Vecka M, Staiikova B, Zdk A: Analysis of
fatty acids in plasma lipoproteins by gas chromatography-flame ionisation detection:
Quantitative aspects. Anal Chim Acta 2002; 465(1-2): 337-350.)

Rozdily v zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych lipoproteinovych tfidach jsou
popisovany u zdravych jedinct i riiznych typa hyperlipoproteinemii’’*>"’. Do pozorovanych
zmén v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin mezi lipoproteinovymi tfidami mutze
zasahovat 1 interindividudlni variabilita a celkova chyba analytické metody. Proto byl v této
studii zhodnocen pfispévek jednotlivych krokl analysy k celkové chybé stanoveni a bylo

porovnano slozeni mastnych kyselin v plasmé&, LDL a VLDL.

Material a metody

Osoby zahrnuté do studie (n = 151) byly rozdéleny na normolipoproteinemcké (NLP, n =
59) a hyperlipoproteinemick¢é (HLP, n = 92) podle kriterii v Tabulce 2.1.
Hyperlipoproteinemicka skupina sestdvala zosob s hypercholesterolemii (HC, n = 25),
hypertriacylglycerolemii (HTG, n = 30) a smiSenou hyperlipoproteinemii (MHLP, n =37).

Vzroky krve obsahujici EDTA 1 mg/ml byly ziskany po 12h la¢néni. Objem plasmy vzaty
do centrifugacniho procesu byl 3 ml; castice VLDL a LDL byly separovany sekvencni
ultracentrifugaci (kapitola 2.6.2), separované lipoproteiny byly rekonstituovany na ptivodni
objem a rozdéleny na tii alikvoty, jez podstoupily dal§i analysy zvlast. Profil mastnych

kyselin byl stanoven podle procedury popsané v kapitole 2.6.4.1.

Vysledky

Mastné kyseliny v VLDL a LDL lipoproteinech

Zastoupeni mastnych kyselin v CE, TAG a PL v celkovém objemu plasmy a separovanych
LDL pro skupiny NLP (normolipoproteinemicti jedinci) a HLP (hyperlipoproteinemie) je
uvedeno v Tab. 3.1.1.2.1. U skupiny NLP ve vSech lipidovych tfidach bylo zaznamenano
nizsi zastoupeni SFA a vyssi zastoupeni PUFA n-3 i n-6 pfi porovnani plasmy a LDL. Slozeni

374,375,377 ,
’ , rozdily

mastnych kyselin v HDL a LDL bylo n€kolikrat publikovano jako podobné
mezi zastoupenim mastnych kyselin v plasmé a LDL jdou tak na vrub ¢astic VLDL. Tyto
rozdily vykazuji zna¢nou miru individudlni variability. Vysledky této studie jsou tak v
souladu s publikovanymi zjisténimi. Nekonsistentni vysledky v rozdilech u skupiny HLP jsou
zpusobeny zménénym metabolismem lipoproteinii za této patofysiologické situace. Pouze dvé

minoritni mastné kyseliny, 20:0 a 20:2n-6, mély u vSech lipidovych tfid v LDL zvySené
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zastoupeni vuci plasmé. U obou skupin dosahovaly individuélni rozdily mezi plasmou a LDL
zapornych 1 kladnych hodnot s absolutnimi hodnotami, jez byly fadové porovnatelné se
standardnimi odchylkami stanoveni mastnych kyselin.

Prispévek jednotlivych krokii k celkové chybé analysy

Stanoveni profilu mastnych kyselin v plasmé i jednotlivych lipidovych tfidach
separovanych lipoproteini zahrnuje nékolik kroku, které mohou ovlivnit kone¢ny vysledek.
Ptispévek jednotlivych kroki k celkové chybé metody byl urcen podle schematu:
1. ultracentrifugace
2. extrakce celkového lipidu
3. TLC separace lipidovych tfid
4. methylace

5. GC stanoveni

Kazdy vzorek byl centrifugovéan ve dvou zkumavkach, poskytuje tak 6 alikvotii. Sekvence
krokti 2-4 poskytla 6 vzorkli methylestert mastnych kyselin pro kazdou tfidu CE, TAG a PL.
Kazdy vzorek methylesteri byl analysovan v GC systému tiikrat, t.j. celkem 18
chromatogramu ve faktoridlovém designu. Krok 4, methylace, byl hodnocen zvlast’ za pouziti
6 alikvoti PL a TAG, které byly methylovany a poté tfikrat analysovany pomoci GC.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.1.1.2.2. Plynova chromatografie ptispéla jen minimalné k
celkové chybé, hodnoty RSD byly pod 1 % pro vétsinu slozek, jen pro minoritni slozky byly
pozorovany vyssi hodnoty — u kyseliny laurové (12:0) 3,3 and 5,1 %. Zastoupeni kyseliny
vakcenové (18:1n-7) v PL a TAG je podobné, rozdil v RSD je ziejmé zplisoben OA, jez je
eluovéna pfiblizn€ 0,2 min pfed kyselinou vakcenovou (18:1n-7) a jeji zastoupeni je v PL jen

péetinasobné, kdezto v TAG je ve vice nez desetinasobném nadbytku.
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Tabulka 3.1.1.2.1 Rozdily ve sloZzeni mastnych kyselin v CE, TAG a PL mezi plasmou a LDL

Mastna Skupina CE TAG PL
kyselina Plasma LDL P* Plasma LDL P Plasma LDL P
14:0 NLP® | 0,81+031| 14+1,0 [Idd| 1,6+£0,83| 24+20 | I | 027+0,10 | 0,54+033 |l
' HLP® | 0,90+025| 12+063[d4d| 2,0+0,93| 1,8+0,83 [TT1] 0,31£0,12 | 0,45+0,20 [
160 |NLP 11£1,1 13£24 || 23+£39 | 25+41 | | 27420 28+27 | |
‘ HLP 12+1,1 13+£25 | 1 26+34 | 25+33 | 7 29+32 28423 | 1
16:1n7 | NEP_ | 23£066] 2.4+0.52 3211 | 274066 |TT1] 0,60£0,16 | 067022 |
' HLP | 39+18 | 3616 | T | 41+14 | 37+12 |™7T]0,79+032 | 0,84+0,32
NLP | 14+034] 22+12 [Jdd]| 4513 | 58+20 [LId| 15+14 15+ 1,1
18:0
HLP | 13+032| 24+1,5 [ddd] 4313 | 4711 L] 15+1,8 15+1,5 | 1
1819 | NEP 20£2,6 20+2,0 2+46 | 40+46 | 1 11+12 12+1,5 | 4
' HLP 22438 21+29 | 1 41£35 2+32 (W] 12+1,8 12£2,0
181 NP | 1.6%019] 17028 | | 34+059| 34+0062 234036 | 25+037 |l
' HLP | 1,6+022| 1,6+0,25 34+044| 3,1+040 |[™1T] 22+038 | 23+036
18l NEP | 5440 | 52+48 | T | 18+48 | 15+£49 |TMT] 25+33 25+2,7
' HLP 49+£53 48 £ 6,4 1542 14+41 | 71 25+4.4 2+33 [l
18306 L NEP_| 0.67:+£0.24 | 0,60 0,20 T 1027+0,13| 029+0,12 0,07+0,04 | 0,09+0,05 | {
HLP | 091+0,34| 0,82+0,30| ™71 0,30+0,14| 0,33+0,16 | | | 0,08+£0,04 | 0,13+£0,08 |{IJ
183031 NEP_| 0.65:+0,16 | 0,62+0,17 12£0,53| 1,0+041 | T 1026012 | 035+0,16 |
‘ HLP | 0,63+0,14 | 0,60+0,16 1,0+ 0,40 | 0,95+0,40 023+0,00 | 036+0,25 |4
200 |LNEP | 0.05+0,02] 0.120,08 W] 0,12+£0,07] 0,17+0,06 || 0,10£0,02 | 0,17+£0,06 [Idd
‘ HLP | 0,04+0,02 | 0,13+0,11| 444 | 0,10+0,05{ 0,12+0,04 |Idd| 0,09£0,03 | 0,15+£0,06 |[Idd
20: 1.0l NLP_| 0.05+0,05 | 0.08+£0.05| ¢ | 044021 039013 0.20+0,05 | 0,18+0,06 |1y
' HLP | 0,06+0,03| 0,11+0,16| { | 044+0,24| 0,40+0,17 | T | 0,20£0,07 | 0,19+0,06
NLP | 0,14+0,13| 021+0,19| { | 0,28+0,09| 044+0,20 |{{l| 045+0,07 | 0,52+0,18 | {
20:2n-6
HLP | 0,11+£0,05| 0,27+0,20{ 444 | 0,22+0,08| 029+0,15 |Ldd| 043+£0,11 | 0,53+£0,16 |4
20:3n.6 1 NLP_| 0.65+0.25 | 0.76 +0.36 1 1030+0,11| 036+0,38 29+058 | 29+0,55
HLP | 0,69+0,20 | 0,72+ 0,23 0,26+0,09| 031020 | | | 32+0,77 | 3,2+0,65
20angl NP | 554099 | 49+1.1 |TT] 1.04£026] 13+085| | | 98+17 | 83«16 |17
' HLP | 59+12 | 56+1,7 | T |097+0,32| 13+0,60 [{ld{| 10+3,8 9.4+22 )
20:5n.31 NLP_| 0.51+0.23 | 0.37:+0.20| T1T] 0,18+ 0,08| 0,17+0,12 0.83+032 | 0,68+0.26 |17
' HLP | 0,68+033| 0,49+0,30{ T11| 0,19+0,15| 0,22+0,15 0,96+0,48 | 0,93+0,48
-6l NP 0.02:+0.01 | 0,04+0.06 4 10,13+0,05| 0,14+ 0,05 035+0,08 | 029+0,07 | T
' HLP | 0,02+0,01| 0,05+0,08/ 444 | 0,11£0,04| 0,14+0,06 |{d]| 0,34£0,09 | 0,34+0,11
5503 | NLP_| 0.06£0,02| 007+0.04]  |031+0,11]027+0,13 | T ] 10£025 | 085+022 | 111
' HLP | 0,06+0,03| 0,11+0,08| {4 | 0,23+0,09| 0,26 +0,12 0,94+032 | 0,96+0,31
26n3 | NLP_| 03440,11 | 0,30+0.,20 0,36+0,14| 0,32+0,21 32+0,79 | 28+064 |17
HLP | 0,35+0,13| 0,31+0,15 0,34+0,31| 0,36+0,23 30£12 30£1,0
s Spa | NLP 14+ 1,6 1644 (| 29+42 3468 || 42+25 43+25 | 1
HLP 14£1,5 17+45 [ | 33+45 32+43 45+4,0 44+£24 | 1
s MEA NP 24+£29 24+23 49+49 47+51 |1 14+15 15+1,7 | 4
HLP 28449 27+4,1 | 1 49+34 50+3,3 15+2,1 16+£23
Yn-6 | NLP 61+3,7 590+50 | T 20+4,9 18+53 | 1 38+26 37+26 |
PUFA | HLP 56+5,4 55+7,0 17+43 17+44 35+49 35+3,5
n3 | NLP | 1,6+038| 14+039 ™M 20+061| 18+062| T | 53+1.2 4,7 +0,93
PUFA | HLP | 1,7+046| 15+048 T 1,8+0,72| 1,8+0,62 51+1,7 53+1,6 [T

TSP <005 J4-P <001, - P < 0,001 Studentiiv t-test, smér Sipky uddva charakter zmény
® _n = 59 pro vsechny lipidové tiidy, © — n = 92 pro vSechny lipidové tiidy, Oznaceni mastnych kyselin viz Tab. 1.1.1.
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Tabulka 3.1.1.2.2 Piispévek methyla¢niho kroku k celkové chybé metody

mastné Fosfolipidy Triacylglyceroly
kyselina Mol%" ME® GC* Mol%’ ME® GC.
12:0 0,01 + 0,00 2,7 3,34 0,01 £0,00 12 5,1
14:0 0,23 +£ 0,02 10 0,58 1,7+0,04 2,7 0,31
16:0 28 £0,33 1,2 0,17 25+0,10 0,41 0,15
16:1n-9 0,16+ 0,01 7,7 1,13 0,80+ 0,01 1,2 0,50
16:1n-7 0,57+ 0,01 2,0 0,49 3,9+£0,02 0,51 0,35
18:0 14 £ 0,08 0,60 0,14 3,6 0,06 1,7 0,16
18:1n-9 10 £ 0,05 0,48 0,12 40+0,15 0,31 0,22
18:1n-7 2,0 £0,02 0,79 0,61 3,0£0,11 2,4 2,3
18:2n-6 23 +£0,07 0,34 0,06 17 £0,09 0,59 0,08
18:3n-6 0,08 +0,01 10 2,56 0,34 + 0,00 1,0 0,53
18:3n-3 0,25+ 0,02 7,5 1,24 1,1 £0,01 1,0 0,16
20:0 0,09 + 0,00 2,6 2,99 0,06 + 0,00 3,0 2,1
20:1n-9 0,19 +0,01 1,7 2,29 0,39 +0,01 1,78 0,92
20:2n-6 0,42 +0,01 3,0 0,99 0,23+ 0,01 4,1 1,6
20:3n-6 3,2+0,03 0,90 0,21 0,28 £0,01 3,0 0,81
20:4n-6 12 £0,10 0,90 0,15 1,3+ 0,03 2,3 0,27
20:5n-3 0,93 +0,01 0,90 0,37 0,27 + 0,00 1,5 0,82
22:4n-6 0,35+ 0,00 1,4 0,45 0,16 = 0,00 0,96 0,96
22:5n-6 0,23 £ 0,00 1,3 0,57 0,09 + 0,00 2,6 0,92
22:5n-3 0,92+ 0,01 1,4 0,34 0,35+0,01 1,8 1,1
22:6n-3 3,6 +£0,05 1,4 0,41 0,59 £ 0,02 2,7 0,76
> SFA 42 £0,29 0,71 0,10 31+£0,14 0,45 0,14
¥ MFA 13 £0,05 0,43 0,10 48 +£0,09 0,20 0,05
> PUFA n-6 39+£0,20 0,55 0,07 19+0,13 0,73 0,11
> PUFA n-3 5,8+ 0,08 1,4 0,35 2,34+ 0,03 1,4 0,35

“ _ aritmeticky priimér + SD, ” — RSD methylacniho kroku,  — RSD plynové chromatografie

Ptispévky jednotlivych krokli k celkové chybé metody, které byly naméfeny na Sesti
vzorcich plasmy, jsou ukdzdny v tabulkdch 3.1.1.2.3 a 3.1.1.2.4. Vysledky vyjadfené¢ v
molarnich procentech jsou pro porovnani profili mastnych kyselin u stejného jedince ve
VLDL a LDL pohodIngjsi. Jak 1ze predpokladat, ptispévek GC k celkové chybé je nejmensi.
Tyto vysledky jsou ve shods s nalezy Edera a spolupracovnikii’*?, ktefi se zaméfili na analysu
standardni smési za podminek splitless injekce. Piispévek extrakce, tenkovrstvé
chromatografie a methylacniho kroku byl podobny. Obecné RSD jakékoli procedury je
nepiimo zavislé na zastoupeni mastné kyseliny (Obr. 3.1.1.2.1), minoritni mastné kyseliny
jsou n€kdy eluovany blizko necistot pochédzejicich ze vzorku, pfipadné z materidlu tenké

vrstvy’™® a vysledné obtize pii integraci se v hodnotd RSD odrazi.
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Tabulka 3.1.1.2.3 Pispévek jednotlivych krokt k celkové chybé metody — fosfolipidy

VLDL LDL
mastna Krok Krok Krok Krok Krok Krok
kyselina | Mol%® | V |-V | 1-vP | Mol%® | Vv | 1m-v |1V
12:0 0,07 34 17 16 0,03 5,0 13 22
14:0 0,28 2,04 10 11 0,29 1,5 8,1 12
16:0 27 0,54 1,6 2,2 29 0,39 1,1 1,4
16:1n-9 0,19 5,6 11 8,4 0,16 3,5 11 9,6
16:1n-7 0,56 2,2 5.5 5,8 0,54 1,8 3,2 4,2
18:0 15 0,34 1,1 2,1 14 0,32 0,76 2,0
18:1n-9 11 0,55 3,0 2,5 11 0,26 0,73 1,0
18:1n-7 2,0 0,85 1,8 2,5 2,1 0,93 1,2 1,6
18:2n-6 22 0,21 0,84 1,3 22 0,24 0,72 0,67
18:3n-6 0,13 5,6 8,5 9.8 0,09 43 8,7 8,6
18:3n-3 0,62 2,8 5,2 6,4 0,32 3,1 3,8 8,3
20:0 0,11 7,8 8,7 6,9 0,09 5.5 4,2 7.2
20:1n-9 0,20 4,9 4,0 3,7 0,18 3,7 33 3,7
20:2n-6 0,79 3,2 7,1 14 0,62 2,8 6,3 13
20:3n-6 3,5 1,7 1,9 2.4 33 0,5 1,2 1,5
20:4n-6 11 0,68 2,1 42 10 0,38 1,5 2,1
20:5n-3 0,82 1,1 2,0 33 0,85 0,66 2,0 1,8
22:4n-6 0,38 1,5 5,0 2,1 0,34 1,5 1,5 3,1
22:5n-6 0,23 2,2 2,3 4.4 0,21 1,7 2.4 3,6
22:5n-3 0,9 1,5 1,9 3,7 0,90 1,2 1,9 2,6
22:6n-3 3,1 1,3 2,3 4,8 2,9 0,9 2,4 2,9
> SFA 43 0,39 1,0 1,5 44 0,2 0,7 0,7
> MFA 14 0,56 2,8 2,1 14 0,3 0,7 0,8
> PUFA n-6 38 0,36 0,8 1,6 38 0,2 0,7 0,8
> PUFA n-3 5,4 1,1 2,9 3,6 5,0 0,8 1,9 2,7

“_ aritmeticky priimér hodnot po viech krocich ° — viz text

Obsah Sesti vybranych mastnych kyselin, PA, SA, OA, LA, AA a DHA, vyjadienych jako
poméry molarnich procent ve LDL/VLDL, je ukazan v Tab. 3.1.1.2.5. Vysledky potvrzuji
vysokou miru variability mezi jedinci a mezi lipoproteiny. Tyto rozdily se zvySuji s délkou
fetézce mastné kyseliny, stupném nenasycenosti a u HLP vzorki jsou jesté vice prohloubeny.
Vyrazné zvyseny obsah AA a DHA u nékterych jedincii byl popsan Gottem a Pownallem®”” a

Jensenem®”. Podobné rozdily pozorovali Devitt and Headon v subfrakcich HDL, a HDL3376.
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Tabulka 3.1.1.2.4 Pispévek jednotlivych kroki k celkové chybé metody - triacylglyceroly

VLDL LDL

mastna Krok Krok Krok Krok Krok Krok

kyselina | Mol%® | vV |-V [ 1-V® | Mo%* | v |-V | 1-V°
12:0 0,02 5,8 13 18 0,05 2,8 10 10
14:0 1,7 0,55 10 6.8 1,3 0,44 9.4 5,7
16:0 26 0,21 0,85 1,4 25 0,17 1,4 2,3
16:1n-9 0,77 0,63 2,8 1,2 0,90 0,84 5,0 5,4
16:1n-7 3,8 0,35 2,1 1,6 3,2 0,35 3,9 4.0
18:0 3,2 0,42 1,9 2,1 3,8 0,39 5,1 4.2
18:1n-9 41 0,13 1,2 0,49 42 0,12 1,6 0,9
18:1n-7 3,2 0,73 1,8 1,1 2,8 0,64 1,6 2,6
18:2n-6 15 0,12 1,2 1,4 15 0,12 1,7 1,8
18:3n-6 0,30 0,89 5,5 3,7 0,39 0,86 5,9 6,2
18:3n-3 1,1 0,39 5.9 4,0 1,0 0,83 5,6 6,2
20:0 0,07 4,5 9.4 10 0,10 5,0 7,8 12
20:1n-9 0,34 3,5 4,2 0,80 0,38 1,9 2,7 3,1
20:2n-6 0,35 2,1 9,1 13 0,49 3,6 8,7 19
20:3n-6 0,30 1,6 4.1 49 0,43 1,9 5,8 7,4
20:4n-6 1,2 0,46 8,5 5.2 2,3 0,63 4,0 9,3
20:5n-3 0,16 1,5 4,6 7,0 0,27 1,9 7,5 9,2
22:4n-6 0,15 2,0 2,0 3,0 0,21 2,5 3,9 4,2
22:5n-6 0,09 2,7 2.9 43 0,12 2.3 3,5 4.7
22:5n-3 0,34 1,2 2.9 43 0,39 1,5 4,0 5,8
22:6n-3 0,44 1,1 39 5.4 0,49 1,5 7,8 7.4
> SFA 31 0,19 1,1 1,5 30 0,16 1,9 2,5
> MFA 49 0,08 0,87 0,44 49 0,10 1,3 0,95
Y PUFA n-6 18 0,15 1,4 1,9 19 0,18 1,9 3,1
Y PUFA n-3 2,0 0,51 4.5 4.6 2,2 0,68 4.5 6,0

“ _ aritmeticky priimér hodnot po viech krocich © — viz text

Obrazek 3.1.1.2.1 Zavislost RSD na molérnim obsahu analysované mastné kyseliny
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Vysledky v tabulce 3.1.1.2.1 naznacuji, Ze soucasné analysy profilu mastnych kyselin

vplasmé¢ a LDL nejsou nutné, protoze rozdily v zastoupeni mastnych kyselin jsou
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porovnatelné se standardnimi odchylkami. Pro metabolické studie je vhodnéj$i zkoumat

zastoupeni mastnych kyselin v separovanych lipoproteinovych tfidach. Z analytického

hlediska duplikované analysy Ize jen doporucit.

Tabulka 3.1.1.2.5 Zastoupeni vybranych mastnych kyselin ve vzorcich LDL vztaZzeno na hodnoty ve VLDL

Lipidova

Vzorek tHida 16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 20:4n-6 22:6n-3
NLP 1 TAG 98 +14 120 £ 4,7%%**% | 104 £ 0,50*** | 91 £0,76****| 152 £ 25%*** | Q547 (***
PL 111 +£0,91%***%] 96+ 1 8*¥*** | 98+2 1 104 £ 0,20%*%*| Q] £ 3 4%***| 8 + 3 GF***
NLP 2 TAG 96 £ 3, 1**** | 124 &+ 1,5%%**%| 103 £ 0,13****| 093 £4 [**** | 192 £ 11**** | 108 £ 16**
PL 107 £ 0,28* 95 +0,04****| 98 + 1 4* 105+ 0,36****| 95+ 1,1 97 £0,30
NLP 3 TAG 94 £ 4 9%*** | 113 £ 7 9%%%*| 106 £ 1,4%*** | 06+ 3 4**** | 160 £20%*** | 97411
PL 102 £2,1%%* 98 +4,9** 100+ 1,6 104 £ 0,89****| 100 £ 0,47** | 93 £ 1,5%***
HLP 1 TAG 98 +14 107 £2,0%%*% | 106 £ 0,63****| 00 + (0, 43%***| [48 £ 14%*** | 8547 ****
PL 111 +£0,0%%** | 97+17 94 +(.22* 105+ 1,0%%** | 9240, 17** | 89+ 1 1***
HLP 2 TAG 88 £ 1,0%*** | 121 £ 12%*** | 100+ 1,6 104 £ 1,1%%%% | 221 + [9**** | ]58 £ 8, 6****
PL 96 + 3,8%* 103 £ 2 4%** 98 £ 0,40 100+ 1,1 106 + 5,3* 110 + 8.4**
HLP 3 TAG 90 £ 1,1*¥%* | 140 & 1,0%*** | 96 & 12%*** | 112+ (,81%*%**| 321 £ 7 6****| 165 &+ 3 8****
PL 112 £ 1,4%%**% | 86+ 0,68**** 095+ 0,30%** | 109 £ 0,64****| 00+ 2 0****| 8] £2 0****

Hodnoty (n = 18) jsou ve formé priumér +SD, VLDL = 100%. * - P < 0,05, **- P < 0,01, ***- P < 0,001,
EEE_ P < 0,0001, t-test na zaklade molarnich procent. HLP — hyperlipidemie, NLP- normolipidemie
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3.1.1.3 Porovnani zastoupeni mastnych kyselin ve fosfolipidech a fosfatidylcholinu sera —
Studie I11
(vysledky studie nebyly dosud publikovany)

Jednou z nejc€astéjSich aplikaci analysy mastnych kyselin je stanoveni jejich zastoupeni
v jednotlivych lipidovych tfidach (CE, TAG, a PC) krevniho sera, popiipadé krevni plasmy.
Plasma i1 serum maji velmi podobné zastoupeni mastnych kyselin ve vSech lipidovych
t¥idach®™, takze jsou pro potieby analysy zastoupeni mastnych kyselin zaménitelné.

Jednotlivé lipidové tiidy je tfeba nejdiive separovat pomoci TLC, pfi¢emz nepolarni CE a
TAG jsou separovany za pouziti prakticky nepolarni mobilni faze. Polarni lipidy, jejichz
majoritnim piredstavitelem v krevnim seru je PC, zlstavaji v nepolarnim systému na startu a
separuji se za pouziti polarni mobilni faze. Toto je bézny postup pfi analyse mastnych kyselin
v lipidech tkani, kde jsou vedle PC pfitomny i dal$i PL ve srovnatelném zastoupeni. Krevni
serum obsahuje vedle PC pouze mald mnozstvi sfingomyelinu (SM) a lysofosfatidylcholinu
(LPC). Z téchto dvou lipidovych tfid je SM znacné resistentni vii¢i chemickym reakcim a
nepodléhd transmethylaci za stejnych reakénich podminek jako PC. Koncentrace LPC
predstavuje piiblizn€ 1-7 % koncentrace PC, a proto by pii vynechani druhé TLC mély byt
zjistény velmi podobné vysledky sloZeni mastnych kyselin jako pro separovany PC.

Cilem studie bylo porovnat sloZzeni mastnych kyselinv PC a PL ve stejnych vzorcich.
Pokud by tento rozdil byl zanedbatelny ve srovnani s rozptylem biologického souboru, bylo
by stanoveni mastnych kyselin v PL krevniho sera podstatné vyhodnéj$i z Casového 1

ekonomického hlediska a z hlediska pracnosti metody.

Material a metody

Vychozim materidlem byly extrakty 3 smésnych ser (kazdy z 8 ml sera). Analysa
zatoupeni mastnych kyselin byla provedena standardnim zptisobem (kapitola 2.6.4.1) s tim, Ze
jako PL byl pouzit start po vyvijeni vzorku pro neutralni lipidy, PC byly isolovany pomoci
dalsi TLC.

Vysledky
V tabulce 3.1.1.3.1 je porovnano zastoupeni mastnych kyselin v PL a PC u vSech tii vzorki.

Dale je v této tabulce uvedeno pro porovnani rozpéti hodnot v biologickém souboru®®!.
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Tabulka 3.1.1.3.1 Porovnani zastoupeni mastnych kyselin v PL a PC rGznych vzorkl

) vzorek A vzorek B vzorek C klin. soubor *
Kyselina
PC PL p PC PL p PC PL p min max
12:0 0,01 £0,00 0,01 £0,00 [ 0,0000 0,01 £ 0,00 0,01 £0,00 10,0023 | 0,01 +0,00 0,01 £0,00 | 0,1285 ND ND
14:0 0,36 £0,01 0,41 £0,02 0,0000 0,31 £0,01 0,36 0,04 10,0000 0,27+0,02 0,26 +£0,01 | 0,0009 0,00 0,56
14:1n-5 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 1,0000 0,01 £0,00 0,01 £0,00 10,0006 | 0,01+0,00 0,01 £0,00 | 0,0000 ND ND
16:0 30,72 +£ 0,50 32,14 +0,36 0,0000 | 31,78 +0,45 31,44+ 0,35 | 0,0077 | 33,14+0,55 | 30,93 +0,46 | 0,0000 | 21,01 33,10
16:1n-9 0,16 £ 0,01 0,18 +0,01 0,0000 0,18 0,01 0,19+0,02 10,0043 | 0,21 £0,02 0,19+ 0,01 | 0,0000 ND ND
16:1n-7 0,72 £ 0,02 0,79 £ 0,02 0,0000 0,74 £ 0,03 0,80 +0,02 10,0000 | 0,93+0,02 0,96 + 0,03 | 0,0000 0,13 1,07
18:0 13,04+0,09 |13,41+0,10 ] 0,0000 | 11,86=+0,21 11,90+ 0,12 ] 0,7142 | 11,07 +0,18 11,62+0,14 | 0,0000 | 10,35 19,02
18:1n-9 | 11,18 0,14 11,29 +0,08 0,0001 10,71 £ 0,14 10,80+ 0,08 ] 0,0030 | 12,85+0,16 12,94+ 0,20 | 0,0136 7,63 15,06
18:1n-7 1,91 +0,04 1,97 £0,02 0,0000 1,94 + 0,03 1,96 £ 0,01 10,0442 | 2,38+0,03 2,39+0,02 | 0,3329 1,26 3,39
18:2n-6 | 24,52 +0,24 |23,03+0,13 0,0000 | 22,11 £0,31 21,32+ 0,13 ] 0,0000 | 19,90 + 0,30 19,14+ 0,11 | 0,0000 | 14,59 34,43
18:3n-6 0,09 + 0,00 0,08 +£0,00 ] 0,8611 0,08 + 0,00 0,08+0,00 10,4030| 0,09+0,01 0,10+ 0,00 | 0,0001 0,00 0,20
18:3n-3 0,25+ 0,01 0,22 +0,01 0,0000 0,23 £ 0,01 0,23+0,01 109777 | 0,23+0,01 0,23 +0,01 | 0,2413 0,00 0,61
20:0 0,04 £ 0,00 0,06 + 0,01 0,0000 0,04 = 0,00 0,04 +0,00 ]0,1314| 0,04 +0,00 0,03 +£0,00 | 0,0000 0,03 0,18
20:1n-9 0,14 £0,01 0,17 £0,01 0,0000 0,14 £ 0,00 0,15+0,00 10,0000 0,16 +0,01 0,18 £0,00 | 0,0000 0,05 0,34
20:2n-6 0,34 + 0,05 0,34 £ 0,01 0,9875 0,33 + 0,03 0,32+0,01 109856| 0,34+0,01 0,36 £0,01 | 0,3517 0,23 0,66
20:3n-6 3,33 +£ 0,06 291+0,04 ] 0,0000 3,40 £ 0,08 3,19+0,04 ]0,0000| 3,46+0,05 3,46+ 0,02 | 0,8343 1,16 4,63
20:4n-6 8,68 £0,27 8,49+0,11 0,0026 | 10,62 +0,36 10,96 + 0,12 | 0,0000 | 9,25+ 0,36 10,23 +£0,11 | 0,0000 4,67 14,96
20:5n-3 0,76 £ 0,04 0,76 £ 0,02 1,0000 0,79 £ 0,03 0,84 +0,01 ]0,0000| 0,89 +0,03 1,00 + 0,02 | 0,0000 0,00 1,78
22:4n-6 0,28 £ 0,02 0,27 £ 0,01 0,1976 0,32 +£0,01 0,36 +0,01 ]0,0000| 0,34+0,03 0,42 +0,01 | 0,0000 ND ND
22:5n-6 0,17+ 0,01 0,17 +£0,01 1,0000 0,24 + 0,01 0,27+0,01 ]0,0000| 0,23 +0,02 0,29+ 0,01 ] 0,0000 0,12 0,58
22:5n-3 0,77 £ 0,04 0,73 +£0,02 0,0000 0,81 £0,03 0,89 +0,02 10,0000 | 0,92+0,05 1,10+ 0,02 | 0,0000 0,25 1,75
22:6n-3 2,48 +0,14 2,50+ 0,07 0,9954 3,28£0,16 3,84 +0,08 10,0000 | 3,21+0,23 4,13 +£0,07 | 0,0000 0,88 5,60
Ysatur | 44,18 £0,42 146,08 +0,32 0,0000 | 44,00 +0,31 43,80 +0,28 ]0,1593 | 44,54 +0,41 | 42,89 +0,57 | 0,0000 | 34,63 49,61
Ymono | 14,12+0,16 ]14,41 +0,09 0,0000 | 13,72+0,17 13,91+ 0,10 ] 0,0000 | 16,54 +0,19 16,67 0,25 | 0,0003 | 10,04 18,89
>n-3 4,26 +£0,20 421+0,10 | 0,9220 5,13+ 0,20 5,79 +0,10 ] 0,0000 | 5,25+0,31 6,46+ 0,11 | 0,0000 1,86 8,81
Yn-6 37,40+ 0,23 135,30+0,19 0,0000 | 37,10+£0,23 36,50+ 0,21 | 0,0000 | 33,60+ 0,26 | 33,98 +0,24 | 0,0000 | 30,20 45,97

p - ANOVA post hoc analysa - Scheffého test, ND — nestanoveno,; * - Hodnoty min(max) predstavuji prumér zmenseny (zvétSeny) o trojndasobek SD, soubor
normolipidemickych osob, n = 59, hodnoty predstavuji mol% + SD
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Diskuse

Fosfolipidy krevniho sera obsahuji vedle majoritniho PC (60 - 80 mol % ze souctu PL)
jesté¢ LPC (2 — 15 mol % ze souctu PL) a SM (15 - 25 mol % ze souctu PL)**?, toto se neméni
i v pokro¢ilém véku™. Vzhledem k tomu, Ze PC obsahuje dva fetézce odvozené od mastné
kyseliny, zatimco LPC a SM pouze jeden, je ptispévek mastnych kyselin z PC 75 — 90 mol %.

Lysofosfatidylcholin podléhd transmethylacni reakci pomoci methanolatu sodného
podobné jako PC, SM je naopak viiéi této reakci resistentni’**. Lysofosfatidylcholin vznika
predevsim pusobenim lecitin:cholesterol acyltransferasy, kdy acyl mastné kyseliny z posice
sn-2 PC reaguje s cholesterolem za vzniku CE a LPC. Posice sn-2 PC je obsazena prevazné
PUFA, proto LPC obsahuje méné¢ PUFA a vice SFA a MFA nez PC. Pro SM je
charakteristické majoritni zastoupeni SFA. Z tabulky 3.1.1.3.1 je patrné, Ze pro oba typy
analys bylo dosazeno vyznamné rozdilnych hodnot pro vétSinu mastnych kyselin v PC a PL.
Pokud by se uplatiioval vliv LPC a SM, obsahovaly by vSechny vzorky PL vice SFA a mén¢
PUFA. U vzorku A, kde se liSilo zastoupeni mastnych kyselin mezi PC a PL plasmy u LA a
SA, se tak ve vysledku snizilo zastoupeni sumy n-6 PUFA a zvysilo zastoupeni SFA ve
vzorku PL oproti PC. Obdobnou relaci pozoroval Conquer u plasmy®® pro saturované
kyseliny, kdy pro PL bylo zastoupeni vyssi (44 mol%) vs. PC (42 mol%), a n-6 PUFA, kde
byl pozorovan opaény trend. U ser B a C se ale tyto rozdily nepotvrdily, v kazdém ze tii ser
jde tedy o odlisné mastné kyseliny a nejedna se tak o systematicky rozdil. Pozorované vysoké
signifikance rozdili mezi PC a PL jsou tedy disledkem opakovanych analys s malym
rozptylem.

Srovnanim s rozpétim hodnot v biologickém souboru jsou rozdily v zastoupeni mastnych

kyselin mezi PC a PL zanedbatelné, jak je opét patrné z tabulky 3.1.1.3.1.

Zavér

Z uvedenych vysledkt je patrné, ze pii vySetfeni profilu mastnych kyselin v PC krevniho
sera je mozno nahradit PC celkovym PL. Tato ndhrada znamen4 zna¢nou ¢asovou i materialni
usporu, zvlasté pii srovnavani velkych klinickych souborGi a rutinnim vySetfovani pro

diagnostické ucely.
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3.1.2 Analysa sterolii — studie IV
(vysledky této kapitoly nebyly dosud publikovainy)

3.1.2.1 Vliv nastfiku a nasledné derivatisace

V klinické praxi se GC analysa sumy volnych a esterifikovanych sterolovych molekul
nejcastéji provadi z nezmydelnitelného podilu plasmy anebo sera. Zmydelnénim (alkalickou
hydrolysou) se totiz dosahne $tépeni acylesterové vazby v molekule steryl esteru, pfi¢emz
vazand molekula sterolu je pfevedena na volny sterol a tedy neodliSitelna od pivodné
ptitomnych molekul neesterifikovanych steroli. Pokud mé analysa rozliSit mezi volnou a
esterifikovanou formou sterolu, musi se do analytického procesu viadit vhodny separacni
krok, napiiklad TLC nebo HPLC.

Volné steroly (spolu sjinymi lipidovymi tfidami, které nepodléhaji hydrolyse za
alkalickych podminek, protoze neobsahuji O-acyl vazbu, jako naptiklad sfingolipidy) se tak
daji extrahovat nepolarnim rozpouitédlem z nezmydelnitelného podilu a stanovit piimo’®
nebo po nasledné derivatisaci na acetylované®®®, benzoylované®’ nebo trimethylsilylované®®®
sloudeniny. Zanedbatelné mnozstvi piitomnych steryl glykosidi (jednotky ng/1)*® i
cholesteryl sulfat (1-2 mg/1)**° preferuje pii extrakei polarni fazi, navic molekuly sfingolipida

ptitomné v nepolarni fazi neinterferuji se stanovenim steroli.

Material a metody

V ramci optimalisace analytického procesu byl postupné prozkoumany néckteré kroky
analysy necholesterolovych sterolt:

1. Moznost analysy vzorku jako volnych sterolti nebo jejich acetylovanych derivata

2. Typ nasttiku vzorku do kolony technikou split nebo splitless

V pokusech byly analysovéany kalibra¢ni smési jak pro necholesterolové steroly, tak pro
cholesterol (postup viz kapitoly 2.2, 2.6.4.3.2, 2.6.4.3). Ptiklad analysy ekvivdhové smési
dostupnych standardi je na obrazku 3.1.2.1.

Jako modelovy vzorek pro zkoumani podminek acetylace byla zvolena smés cholesterolu
a uhlovodiku S5a-cholestanu (I.S.cy). Sa-cholestan za podminek acetylace pirechazi
kvantitativné do nepolarni faze, takze v idedlnim ptipadé bude pomér cholesterolu a I.S.cy
nejvyssi. Ze zéasobnich roztokid cholesterolu a I.S.cy byl vytvofen smésny roztok a podroben

acetylaci (kapitola 2.6.4.2).

Vysledky
Acetylace

Vliv teploty a Casu acetylace na smés cholesterolu a vnitfniho standardu uddva tabulka
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3.1.2.1. Jako nejvyhodnéjsi postup se ukazalo ponechani acetylacni smési pii laboratorni
teploté po dlouhou dobu (24 h). Vytézek pro cholesteryl acetat sice neni nejvyssi, ale takto
nastavené parametry vykazuji nejvyssi miru reprodukovatelnosti (RSD 2 %) pii vysokém

vytézku. Zahrati acetylované smési je na tkor reprodukovatelnosti i vytézku metody.

Obr. 3.1.2.1 Analysa ekvivahové smési standardt
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Nastrik 2 ul, podminky analysy viz kapitola 2.6.4.2
Tabulka 3.1.2.1 Acetylace smési cholesterol a I.S.cy
teplota ¢as Pomér CH/L.S.cu teplota| cas Pomér CH/L.S.cu
[°C] [min] | primér | SD RSD | [°C] | [min] | pramér SD RSD
25 1440 | 2,29 0,04 1,95 60 30 1,93 0,07 3,88
25 60 2,66 0,61 | 23,00 60 60 2,26 0,17 7,48
25 120 2,35 0,11 4,53 80 10 1,87 0,52 27,63
25 180 1,75 0,04 | 2,54 80 30 1,69 0,62 36,37
60 10 1,08 045 [ 41,67 80 60 1,63 0,50 30,34

Vzorky byly naredeny na 30 ul acetonem, nastrikovy objem byl 2 pl. Data jsou vzdy z trojic
opakovanych mereni. Podminky analysy viz kapitola 2.6.4.2.

Split a splitless nastiik

Porovnani kalibracnich zévislosti je piehledné znazornéno v tabulkach 3.1.2.2 a,b,c.
V tabulkach je porovnan vliv typu ndstfiku, derivatisace a u nastfikové techniky splitless 1
délka nastiikové jehly. Nastiikové objemy byly zvoleny tak, aby do analytického systému
prechazelo priblizné stejné mnozstvi vzorku (podobné plochy peakti pro I.S.xcus)).

Z tabulek je patrné, ze acetylované derivaty sterold maji vysSi hodnotu smérnic pro
linearni kalibraéni kiivky a tedy jsou vhodnéj$i pro kvantitativni analysu, porovnani
regresnich piimek s pfimkou pro acetylovany derivat injikovany technikou split je v tabulkéch

znazornéno. Az na jedinou vyjimku (volny B-sitosterol injikovany technikou split) ma tato
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zavislost statisticky vyrazn€ vyssi smérnici nez jind analytickd uspotfadani. Porovnani

techniky split a splitless stejnym kriteriem vychdzi ptiznivéji pro techniku split (data

neuvedena).

Tabulka 3.1.2.2a Sa-cholestanol: kalibra¢ni zavislosti pro rizné techniky nasttiku a zpracovani vzorku

Regresni rovnice | R typ nastfiku P1 P2
acetylované 1,0179x + 0,0084 | 0,9998 split
derivaty 0,9502x +0,0347 | 0,9985 splitless 5 cm <0,01 <0,01
sterold 0,9765x + 0,0077 | 0,9998 | splitless 7 cm < 0,001 <0,0001
0,9862x + 0,0044 | 0,9999 | split < 0,001 < 0,001
volné steroly | 0,9502x +0,0347 | 0,9985 | splitless 5 cm < 0,001 < 0,001
0,8959x + 0,0100 | 0,9996 | splitless 7 cm <0,0001 <0,0001

Podminky nastriku — split 2,0 wd; splitless 0,2 ul po dobu 1,0 min, dalsi podminky viz kapitola 2.6.4.2; R —
Pearsonitv koeficient korelace, n = 8; 5 cm, 7 cm — délka jehly pri splitless nastriku, P1 — rovnobéznost

primky, P2 — totoznost primky vs. regresni primka pro acetylovany derivat s nastrikem split

Tabulka 3.1.2.2b Lathosterol: kalibra¢ni zavislosti pro rizné techniky nasttiku a zpracovani vzorku

Regresni rovnice | R typ néstiiku P1 P2
acetylované 0,9329x + 0,0097 | 0,9998 split
derivaty 0,8768x + 0,0010 | 0,9998 | splitless 5 cm <0,0001 <0,0001
steroll 0,8956x + 0,0031 | 0,9996 | splitless 7 cm <0,01 <0,0001
0,9111x +0,0023 | 0,9999 | split < 0,01 <0,0001
volné¢ steroly | 0,8387x +0,0327 | 0,9985 | splitless 5 cm <0,0001 <0,0001
0,8298x + 0,0045 | 0,9999 | splitless 7 cm <0,0001 <0,0001

Zkratky a vysveétleni symbolii viz tabulka 3.1.2.2a
Tabulka 3.1.2.2¢ B-sitosterol: kalibra¢ni zavislosti pro rizné techniky nasttiku a zpracovani vzorku

Regresni rovnice | R typ néstiiku P1 P2
acetylované 0,6340x +0,0301 | 0,9987 split
derivaty 0,5752x +0,0076 | 0,9985 | splitless 5 cm <0,001 <0,0001
sterold 0,5851x +0,0016 | 0,9995 | splitless 7 cm < 0,001 <0,0001
0,6349x + 0,0045 | 0,9995 | split NS <0,05
volné steroly | 0,5258x + 0,0107 | 0,9985 | splitless 5 cm <0,0001 < 10,0001
0,5392x + 0,0555 | 0,9960 | splitless 7 cm < 0,001 <0,0001

Zkratky a vysvétleni symbolit viz tabulka 3.1.2.2a

Po provedeni optimalisace metody podle parametrli zjisténych vySe se analyticky systém
nakalibruje i na dal$i necholesterolové steroly (desmosterol, lanosterol). Vysledek analysy

klinického vzorku za takto nastavenych podminek je zndzornén na obrazku 3.1.2.2 na str. 75.

Diskuse

Acetylace

Derivatisace sterolové molekuly vede ke snizeni polarity a tedy za podminek GC i ke
zkraceni eluénich asti a zlepSeni tvaru peaku®'. Jistou dani za zlep$eni podminek GC
analysy je zvySeni pravdépodobnosti koeluce kritickych peakti, napiiklad Sa-cholestanolu a

386

cholesterolu™”. Acetylované derivaty steroli maji vyssi odezvu nez volné steroly, protoze

maji vysSi pocet aktivnich uhliki v molekule a diky nizS$i polarit¢ mensi ztraty
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chromatografickym procesem. Volné steroly mohou mit také nizsi odezvu diky dehydratacnim a

adsorp&nim jeviim v systému’™.

Obr. 3.1.2.2 Priklad analysy klinického vzorku
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Nastrik 2 ul, podminky analysy viz kapitola 2.6.4.2

Technika nastiiku split a splitless

Steroly 1 jejich derivaty maji vysoké body rozkladu (steroly se rozkladaji pii teplotach
okolo 350 °C, jejich derivaty pii nizSich teplotich) a nemohou tedy ptejit do kolony
v plynném stavu, ale zfejm¢ ve form¢ aerosolu. Za stejnych podminek split 1 splitless néstiiku
tedy nedojde k diskriminaci vySevroucich slozek vzorku sterolti. Pfi prichodu molekuly
sterolu analytickym systémem muze dojit k pfesmykiim dvojnych vazeb, nebo dokonce
k jejich vytvareni, napt. Sa-cholesta-5,8-dien-3B-ol vytvaii dalsi dvojnou vazbu a je tak pfi
nastiicich do horkého injektoru termolabilni a tedy nekvantifikovatelny’”> nebo dojde
k dekomposi¢nim nebo isomerisaénim modifikacim molekuly pii prichodu kolonou, takze
peaky nerespektuji gaussovskou distribuci®”.

Jako typ nastiiku byl pro dalsi analysy zvolen split, protoze vykazoval obecné vyssi
hodnoty smérnic nez splitless (tabulky 3.1.2.2 a,b,c), navic u klinickych vzorkd byla
v nékterych splitless analysdch pozorovana tvorba ,ghost” peakl interferujicich se
stanovenim [-sitosterolu. Tyto peaky se objevuji po nastfiku pfi dlouhodobém priichodu

nosného plynu injektorem a tedy existuje vys$i moznost desorpce latek z injektoru nebo

394

kolony z ptedchozich analys™". Pro danou konfiguraci injektoru za splitless podminek jsme

neprokazali rozdilné chovani nastfikovaného vzorku pfi nasttiku 7 cm a 5 cm jehlou.

Zavér

Pro analysy sterolli byla ddna pfednost acetylaci pro vyhodné&jsi analytické podminky.
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Jako nejvyhodnéjsi postup acetylace se ukazalo ponechani acetylaéni smési pii laboratorni
teploté po dlouhou dobu (24 h). Zahtati smési je na ukor reprodukovatelnosti i vytézku
metody. Jako typ nastfiku byl zvolen split, protoZe vykazoval obecné vyssi hodnoty smérnic
kalibra¢nich zavislosti nez néastiik splitless, navic u klinickych vzorkii byla v nékterych
splitless analysadch pozorovéna tvorba ,,ghost” peakd. Vzorek pro analysy steroli se choval

stejné pti nastiiku 7 cm a 5 cm jehlou a dané konfiguraci injektoru za splitless podminek.

3.1.2.2 Soucasné stanoveni celkového cholesterolu a necholesterolovych steroli

Moznost stanoveni cholesterolu pomoci plynové chromatografie je zndma uz od pocatku
60.let minulého stoleti, stanoveni necholesterolovych steroli pomoci plynové chromatografie ma
o n&kolik let krat3i tradici®*>=*°. Podminky pro sou¢asné stanoveni viech sterolit musi respektovat
vlastnosti analytické matrice, v ptipad€ klinickych vzorkl obsah sterolt v lidské plasmé (seru).

Material a metody

Kalibrace chromatografického systému byly provedena zvlast pro stanoveni cholesterolu
a necholesterolovych sterola (kapitola 2.2), vzorky plasmy byly ziskany ze studii pro nutri¢ni
poruchy (kapitola 2.5). Analysy pomoci plynové chromatografie byly porovnany s klasickou
enzymaticko-kolorimetrickou metodou stanoveni celkového cholesterolu (kapitola 2.6.1).
Protoze dal$i upravy metodickych postupti vyzadovaly automatické zmény méficich
parametri plynového chromatografu, byl v této studii pouzivan také plynovy chromatograf
Shimadzu GC-17 s automatickym injektorem AOC-20i a automatickym fizenim citlivosti
detektoru.

Vysledky

Analyticky systém byl nejdiive nakalibrovan zvlast pro cholesterol a pro necholesterolové
steroly. Graf 3.1.2.3 znéazorfiuje korelaci stanoveni cholesterolu pomoci GC s enzymatickou
metodou.

Pro kalibraci systému na soucasné stanoveni cholesterolu a necholesterolovych sterolt
byla pouzita stejnd konfigurace metody jako pro analysu necholesterolovych sterolti (kapitola
2.6.4.2) s tim, Ze analysy probihaly na plynovém chromatografu Shimadzu.

Pro potiebu dalSiho textu nyni zavedeme pojem n % overload kolony danou latkou jako
takovou analysu, pfi které na chromatografickém zaznamu pii nejvyssi citlivosti detektoru
dosahuje vyska peaku dané latky n % meéteného rozsahu (tj. pfi vysce peaku 1250 mV a
rozsahu 1250 mV je 100% overload), dana latka je separovdna aZ na zdkladni linii zdznamu a
uz pii této citlivosti peaky vykazuji vysokou asymetrii (,,fronting*). Pfi nizSich hodnotach

overloadu (cca 20 %) je zavislost odezvy detektoru linearni a reprodukovatelna®’. Pro
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potfeby nasich analys ale potfebujeme dosahnout linearni a reprodukovatelné zavislosti i pro
vys$si hodnoty overloadu (az 100 %), abychom mohli kvantifikovat minoritni steroly. Nutnou
podminkou pro linearitu (pfipadné i jinou zavislost) kalibra¢nich vztahi je reprodukovatelnost
jednotlivych bodu kalibrace, kterou 1ze snadno zjistit opakovanymi nastfiky zvolenych boda
kalibrace. Pokud toto neplati, nema vyznam dale pokracovat v analysach kalibracnich
zavislosti, nebot’ nemame zarucen spolehlivy kalibra¢ni vztah. Zavislost reprodukovatelnosti
nastifiku na hodnoté % overloadu je znazornéna v Grafu 3.1.2.4.

Graf 3.1.2.3 Korelace stanoveni celkového cholesterolu pomoci GC a enzymatickou metodou
12,0
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8,0

_ y = 0,9496x + 0,271
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T
e
o
0,0 T T T T T T
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¢(CH) - GC

n =48, Pearsonitv koeficient korelace R, CL - enzymatické stanoveni, GC — stanoveni pomoct
plynové chromatografie (podminky viz kapitola 2.6.4.3)

U hodnot velmi malych je RSD vysoké diky Sumu detektoru, ktery do hodnot ploch peaka
pfispivd nezanedbatelnou mérou. Vrozsahu 0,2 — 70% overloadu je RSD pod
akceptovatelnou hodnotou 2 %, ale pro vyssi hodnoty overloadu se dramaticky zvysSuje (pro
100% overload je hodnota RSD v fadu desitek procent). V pasmu od 70 % overloadu vyse pii
maximalni citlivosti detektoru se tedy nelze spoléhat na reprodukovatelnost jednotlivych
analys a tim méné€ 1 na kalibra¢ni zavislosti.

Diskuse

Stanoveni celkového cholesterolu pomoci GC a pomoci klasickych enzymaticko-

kolorimetrickych metod obecn& vykazuje vysokou miru korelace, Kuksis®’

nalezl pro
koncentraéni rozpéti 2,5-13 mmol/l hodnotu R? = 0,9677 (pro n = 197), v této studii byl

nalezen korela¢ni koeficient sice nizsi (R2 =0,9051; n = 48), nicmén¢ ob¢ korelacni zavislosti
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jsou vysoce vyznamné (P < 0,0001). Enzymatické stanoveni zaloZzené na oxidaci cholesterolu
cholesterol oxidasou ovSem nerozliSuje mezi cholesterolem a jinymi necholesterolovymi
steroly, coz muze vést k chybné diagnose u sitosterolemie (zvysené koncentrace f-sitosterolu
i kampesterolu) nebo cerebrotendinosni xanthomatosy (zvySend koncentrace Sa-
cholestanolu)*®.

Graf 3.1.2.4 Reprodukovatelnost nésttiku a overload kolony
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12 | L 4
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RSD

0,1 1 10 100
overload (%)

n = 5 pro kazdy bod, podminky analysy viz kapitola 2.6.4.3, nastiikovy objem byl vidy 1 pl, RSD je
stanoveno z poméru plochy peakii cholesterolu a 1.S.cy. Plocha peaku 1.S.cy se pohybovala pro kazdou
analysu okolo 200 mV.s.

Pro stanoveni cholesterolu i necholesterolovych steroltt pomoci plynové chromatografie
jsou teoreticky tyto moznosti:

1. Stanoveni pomoci jednoho vnitiniho standardu v rdmci jediné analysy

la. Vyuziti celého rozsahu detektoru pii jedné citlivosti

Pokud bychom chtéli provést integraci jak cholesterolu, tak i necholesterolovych sterolti
z jednoho zdznamu, musime tak ucinit ze zdznamu analysy necholesterolovych sterold,
protoze absolutni hodnoty ploch pro tyto steroly musi byt vét§i neZ mez stanovitelnosti
(odpovidajici plose cca 15 mV.s). Vysky peakl cholesterolu jsou v téchto analysach velmi
blizko hrani¢ni hodnoté€ pro sbér dat (1000-1250 mV), n€kdy jej dokonce piekro¢i. Porovnani
téchto hodnot s hodnotami ziskanymi z enzymatického stanoveni cholesterolu nedava dobré
vysledky (data neuvedena). Duvod je ziejmé nereprodukovatelnost analys v oblastech
blizkych 100 % overloadu (viz Graf 3.1.2.4).

1b. Snizeni citlivosti detektoru u ¢asového okna pro cholesterol

Casové omezené snizeni citlivosti detektori se musi vyrovnat s bezpodminecnym
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splnénim dvou podminek. Prvni je pfesna reprodukovatelnost retencnich Casi méfenych
slozek. Druhd podminka je pfesné definovani pomérti kroki omezeni citlivosti detektoru.
Snizeni citlivosti ovSem nefeSi vlastni mnozstvi vzorku vstupujici do kolony, tzn. zahlceni
kolony a z toho vyplyvajici negaussovsky peak a také moznou nelinearitu odpovéedi detektoru.

2. Stanoveni pomoci dvou vnitfnich standardt v ramci jediné analysy

Metoda dvou vnitinich standarda pfi jediné chromatografické analyse narazi na obdobné
problémy jako kvantifikace pomoci jediného vnitiniho standardu. Robustnost metody bude
sice vys$i, pokud pro stanoveni cholesterolu zvolime koncentraci pfislusSného vnitiniho
standardu v pasmu 10 — 50% overloadu kolony, ale stejné narazime na nereprodukovatelnost
ploch peakti cholesterolu. Nepomiize (viz bod 1b) ani snizeni citlivosti detektoru.

3. Stanoveni pomoci dvou vnitinich standardii ve dvou analysach

Kombinace dvou vnitinich standardii a dvou analys pii rizném fedéni vylucuje problémy
s overloadem kolony. Jako vnitini standard pro porovnavani s peakem cholesterolu byl zvolen
uhlovodik 5Sa-cholestan (I.S.cy), ktery je eluovan v dostatecném predstihu pied
cholesterolem, takze neinterferuje ani s peakem cholesterolu, ani s peakem vnitfniho

standardu pro stanoveni necholesterolovych sterolt (I.S.xcns, epikoprostanol).

Zavér

Pro soucasné stanoveni cholesterolu a minoritnich steroll, zejména lathosterolu,
kampesterolu a B-sitosterolu béhem jediné analysy pomoci plynové chromatografie je nutné
splnit nékolik podminek. Ty vychazeji jednak z konfigurace analytického systému a jednak
z pozadavkil matrice. Analytickd metoda, kterd by vSechny tyto podminek spliiovala, postrada
dostatenou robustnost a proto byl zvolen pfistup dvou standardd kombinovany

s dvojim fedénim, tedy dvé chromatografické analysy.

3.1.2.3 Vliv jednotlivych kroki analysy na chybu stanoveni

Analysa necholesterolovych steroli pomoci plynové chromatografie je casové a
materialové méné narocna nez analysa mastnych kyselin, nicméné metodicky postup vyzaduje
provedeni nékolika krokd, jez mohou riznym dilem prispivat k celkové chybé metody.
Materidlem pro analysu byva plasma nebo serum, v nichz je pfitomen cholesterol v fadove
tisicinasobném nadbytku oproti ostatnim sterolim, které jsou piedmétem zkoumani.
Pritomnost jedné slozky ve vysoké koncentraci mize mit negativni vliv na analytické
zpracovani i vlastni chromatografickou analysu, a proto byl v této kapitole zkouméano,

v kterém kroku je analysa zatizena nejvétsi chybou.
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Material a metody
Jako analyticky materidl jsme pouzili smésné serum ziskané od pacientt lipidové ambulance
IV. interni kliniky 1. LF UK. Vzorky byly analysovany podle postupu pro stanoveni
necholesterolovych sterolt jako acetatti uvedeného v kapitole 2.6.4.2. Vzorek byl zmydelnén
ve Ctyfech zkumavkach, poskytuje tak 4 alikvoty. Kazdy alikvot byl dale rozdélen na
¢tvrtinové podily, ve kterém byla provedena acetylace. Vysledny produkt byl analysovan v
GC systému ctyfikrat, tedy bylo vyhodnoceno celkem 64 chromatogrami ve 4 x 4 x 4
faktoridlovém designu. Rozptyl stanoveni necholesterolovych sterolit u klinickych vzorka

jsme ziskali z dat kontrolni skupiny (kapitola 2.5).

Vysledky

Stanoveni koncentrace necholesterolovych sterolti v plasmé/seru zahrnuje nékolik krokd,
které mohou ovlivnit koneény vysledek. Prispévek jednotlivych krok k celkové chybé
metody byl uréen podle schematu:
1. saponifikace, 2. acetylace, 3. GC stanoveni

Prispévky jednotlivych krokd analysy jsou shrnuty v tabulce 3.1.2.3. V porovnani
s piispévkem kroku plynové chromatografie k celkové chybé analysy mastnych kyselin
(kapitola 3.1.1.2) u analysy necholesterolovych steroli je pfispévek chromatografie
nezanedbatelny a dosahuje vice nez 5 %. Nejvyssi celkova chyba metody dosahla 26,1 % pro
lanosterol, u které¢ho je tak kvantitativni hodnoceni vylouc¢eno. Saponifikacni a acetylacni

krok analysy vétSinou nezatizily vysledek analysy takovou chybou jako plynova

chromatografie.
Tabulka 3.1.2.3 Prispévek jednotlivych kroki k celkové chybé metody
Celkova
Sterol ¢ (umol.I'")? Saponifikace® | Acetylace® GC d chyba
analysa
metody
5a-cholestanol | 4,56 + 0,87 4,4 15,7 12,4 19,1
lathosterol 6,65+0,42 1,9 2,7 5,8 6,3
kampesterol 8,59+ 0,48 2,3 2,4 5,1 5,6
desmosterol 2,55+0,25 4,5 6.2 6.8 9.8
lanosterol 2,99 +£0,78 20,0 20,5 9,8 26,1
[-sitosterol 6,66 + 0,45 2.4 3,7 5.7 6,7

“_ aritmeticky primér + SD (n = 64), " — RSD kroku zmydelnéni, “~ RSD acetylacniho kroku, © —
RSD plynové chromatografie

Diskuse
Ptispévek saponifikacniho a acetylacniho kroku analysy se u vétSiny sterolti pohyboval
pod hodnotou 6 %, vyjimkou bylo stanoveni lanosterolu, kde oba kroky dosahovaly vysokych

chyb. Lanosterol obsahuje v t€sné blizkosti hydroxylové skupiny jesté¢ dvé methylové skupiny
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a je mozny jejich stericky efekt pfi acetylaci. Acetylacni krok jinak dosahoval nizkého
prispévku k chybé metody, nizsiho, nez krok analysy pomoci GC.

Vysoky ptispévek plynové chromatografie k celkové chybé metody lze vysvétlit tim, Ze
pfi prichodu vzorku analytickym systémem ziejm¢é dochazi k d&jim, které snizuji
reprodukovatelnost zaznamu™", napf. k isomerisa¢nim d&jim b&hem dlouhé doby analysy,
navic v ptfipadé Sa-cholestanolu je pfesnad integrace nemoznd, protoze u klinického vzorku
interferuje se stanovenim Sa-cholestanolu velky peak cholesterolu, které¢ho je tadove
tisicindsobek ve srovnani s ostatnimi stanovovanymi slozkami (viz obrazek 3.1.2.2).
V souhlase s hor$im délenim kritického paru pti nadbytku jedné slozky jsou Sa-cholestanol a
cholesterol nedokonale rozdé€leny, takze peak Sa-cholestanolu je deformovéan a neni vhodny
pro integraci. U kolony CP Wax 52 CB, jez je o malo mén¢ polarni nez DB-FFAP, je elucni
poiadi stejné a peak Sa-cholestanolu je zde téz deformovan®”. Nepolarni kolona (napt. OV-1)
vibec tento kriticky par nerozdéli, peak Sa-cholestanolu je zjevny pouze pii vysoké
koncentraci, naptiklad u pacienti s cerebrotendinosni xanthomatosou®””.

Pro minoritni slozku (lanosterol) byly pozorovany v souhlase s literaturou®* vysoké
hodnoty celkové chyby stanoveni. Hodnoty celkové chyby metody se pro lathosterol,
kampesterol a B-sitosterol v literatute pohybuji okolo 2-3 % (RSD)****4% a7 8 2,°>2 podle
typu pouzitého vzorku, pti¢emz smési standardli mivaji tuto chybu samoziejmé nizsi.

Pokud porovname celkovou chybu stanoveni s daty klinického souboru o stejné
velikosti (tabulka 3.1.2.4), zjistime, Ze pfi porovnavani skupin by se celkova chyba metody
projevila pifi porovnavani soubort s rozdilem daleko vétSim, nez je rozmezi dat klinického
souboru. Pro parovad porovnavani je ovSem nutné vychéazet z opakovanych méfeni, protoze

klinicky vyznamné zmény mohou dosahovat i nizSich hodnot, nez je rozptyl dat klinického

souboru.

Tabulka 3.1.2.4 Porovnani chyby metody a rozptylu dat v klinickém souboru

celkova data data .
Sterol | ¢ (umolI'Y'| chyba | Klinického | Klinického RI;S)D (klin)/
b c (metoda)
metody souboru souboru

Sa-cholestanol | 4,56 £ 0,87 19,1 N.D. N.D. N.D.
lathosterol 6,65 +0,42 6,3 2,45 12,03 8,11
kampesterol 8,59+ 0,48 5,6 7,63 20,21 6,18
desmosterol 2,55+£0,25 9.8 1,29 4,57 4,13
lanosterol 2,99 +£0,78 26,1 0,88 4,56 1,81
[3-sitosterol 6,66 + 0,45 6,7 5,00 13,92 4,71

“_ priimér + SD (n = 64) , " — 5. percentil, © — 95. percentil, n = 64, N.D. - nestanoveno

Distribuce hodnot necholesterolovych steroli v nasem klinickém souboru (n = 64) je
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podobna distribuci pro vétsi vzorek populace (n = 160)*’, coZ znamena, Ze hodnoty
necholesterolovych sterol u evropské populace maji pro ndhodné vybéry analogické
rozd¢leni a analogické SD (RSD).

Obecné se do celkové chyby stanoveni promita zastoupeni sterolu, minoritni steroly jsou
né¢kdy eluovany blizko necistot pochazejicich ze vzorku, piipadné z pouzitych cinidel a

vysledné obtize pfi integraci se v hodnoté chyby odrazi.

Zavér

Byly stanoveny pfispévky jednotlivych krokli analysy pro nckteré necholesterolové
steroly vyskytujici se v lidské plasmé. Kvantitativni hodnoceni lanosterolu a Sa-cholestanolu

je zatizeno chybou vylucujici pouziti této analytické metody pro hodnoceni klinickych

vzorkd.

82



Vysledky a diskuse

3.2 EXPERIMENTALNI STUDIE

3.2.1 Vliv hypolipidemickych lékii na sloZeni lipidi v mozkové tkani potkana — Studie V

(Studie byla publikovana v ¢lanku Vecka M, Tvrzicka S, Stankova B, Novaik F, Novdkova O,
Zak A: Hypolipidemic drugs can change the composition of rat brain lipids. Tohoku J Exp
Med 2004, 204(4): 299-308.)

Skodlivé uginky statinli (reversibilnich kompetitivnich inhibitori HMG-CoA reduktasy)

403,404

jsou popisovany jako poruchy spanku*”’, bolesti hlavy**?, myopatie a zvysSené hladiny

405,406 407

kreatinkinasy. Fibraty (endogenni ligandy PPAR«a ) mohou zplsobit kozni reakce™ ',

renalni dysfunkci*® a v n&kterych ptipadech i poruchy nervovych funkei*®”. Vedlejsi uginky
fibrath a statinli na centralni nervovou soustavu jsou velmi diilezité, protoze tyto latky snizuji
hladinu lipidd v seru a mohou mit vliv i na sloZeni lipidovych membran v mozku. Proto jsme
se vtéto studii zaméfili na ucinek tii Siroce pouzivanych statinii - pravastatinu (PRA),
lovastatinu (LOV) a fluvastatinu (FLU), a jednoho fibratu, fenofibratu (FEN), na slozeni

lipidi v mozkové tkani potkand.

Material a metody

Pro ucely této studie jsme pouzili samcti potkanti kmene Wistar, kterym byly podavany
zkoumané 1€ky. Kontrolni skupina dostavala misto 1éku fysiologicky roztok (detaily viz
kapitola 2.4). Ze vzorkl mozkové tkdné byly isolovany jednotlivé lipidové tiidy (kapitola
2.6.3) a v nich stanoven profil mastnych kyselin (kapitola 2.6.4.1).

Vysledky

V pribéhu studie byla zaznamendvana télesnd hmotnost potkanti. Konecny hmotnostni
ptiristek (40 + 12 % ptvodni vahy) se mezi skupinami neli§il. Zadné zmény jsme také
nezaznamenali pro mozkovou tkan (0,40 = 0,05 % télesné hmotnosti).

Tabulka 3.2.1.1 podava ptehled o nékterych biochemickych parametrech vzorkl plasmy.
U skupiny FEN jsme pozorovali zvySenou hladinu plasmatické glukosy, celkové bilkoviny,
kreatininu a fruktosylaminu. Plasmaticky kreatinin byl téZ zvySen u vSech skupin, kterym
byly podavany statiny. U skupiny FLU se prokdzalo zvySeni hladiny fruktosylaminu a
celkové bilkoviny. Podavani pravastatinu mélo za nasledek zvyseni koncentrace mocoviny.
Dalsi biochemické parametry, jako koncentrace bilirubinu, aktivity aspartdt a alanin
aminotransferas, koncentrace celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu, triacylglycerolll a
fosfolipidii se od kontrolni skupiny neliSily (data neuvedena).

Slozeni lipidd mozkové tkané bylo podavanim hypolipidemickych 1€kt ovlivnéno.

&3



Vysledky a diskuse

Zastoupeni cholesterolu bylo snizeno u skupin LOV [16,8 + 1,4 vs. 18,6 £ 1,3 mg/g w.w. (wet
weight, hmotnost vlhké tkané], P < 0,05) a PRA (16,2 + 14 vs. 18,6 £ 1,3 mg/g w.w.,
P <0,05), zastoupeni difosfatidylglycerolti (DPG) ve skupinach LOV (1,3 £ 0,5 vs. 2,5+ 0,5
mg/g w.w., P <0,01)a FLU (1,8 £ 0,4 vs. 2,5 £ 0,5 mg/g w.w., P <0,05) bylo také sniZeno.
Zvysené zastoupeni jsme pozorovali pro ceramid monohexosidy (CMH) u skupin LOV (23,2
+ 24 vs. 11,7 £ 1,9 mg/g w.w., P <0,001) a PRA (17,7 £ 3,1 vs. 11,7 £ 1,9 mg/g w.w.,
P <0,01), SM u skupin LOV (4,6 £ 0,7 vs. 3,9 £ 0,4 mg/g w.w., P <0,01) a FLU (5,2 £ 0,9
vs. 3,9 £ 0,4 mg/g w.w., P < 0,001). U skupiny, které byl podavan fenofibrat, jsme Zadné

zmeény v zastoupeni lipidovych tfid nepozorovali.

Tabulka 3.2.1.1 U¢inek hypolipidemickych 1ékii na nékteré slozky plasmy

Skupina
Parametr Kontrola Fenofibrat Fluvastatin Lovastatin Pravastatin

(n=298) (n=298) (n=738) (n=28) (n=278)
Glukosa (mmol.1™) 9,1+£1,0 | 11,8+22%* 92+1,1 103+19 8,8+1,0
CB (g.l'l) 572+3,0 | 63,6 £20%**| 63,1 +34** 59,7+4,5 58,9+3.,6
mo&ovina (mmol.1™") 6,4+0,3 6,7+ 0,6 6,8+0,4 6,7+1,2 7,5+ 0,7**
kreatinin (umol.I"") 353+43 | 43,1 £8,7* 45,1 £42%%*% | 449+ 4 6*** | 47 ] + 8 2**
FRU (umol.I"") 129 +7 139 + 8* 143 + 13* 136 +7 134 +7

Data jsou ve formatu prumér + SD. Symboly pro statistickou signifikanci: * - p < 0,05, **-p < 0,01, ***-p
< 0,001 (ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem). Zkratky: FRU - fruktosylamin, CB — celkova bilkovina

Profil mastnych kyselin v CMH, fosfatidylethanolaminech (PE), a PC je ukazan
Zastoupeni SFA — SA a behenové (22:0) bylo snizeno, naproti tomu zastoupeni PUFA — AA,
dokosatetraenové (22:4n-6), EPA, a dokosapentaenové (22:5n-3, DPA-3) bylo zvySeno. Pouze
minoritni zmény byly zaznamendny u skupiny LOV — zvySeny obsah EPA a DPA-3. Fenofibrat
snizil zastoupeni dvou minoritnich MFA — 7-hexadecenové (16:1n-9) a erukové (22:1n-9). Ve
skupiné PRA jsme nepozorovali zadné podstatné zmény v zastoupeni mastnych kyselin.

Profil mastnych kyselin v PE byl nejvice zménén ve skupiné FEN. Snizené zastoupeni
SA pfispél najvice ke snizeni obsahu SFA, coZ bylo kompensovano zvySenym zastoupenim
DHA. Jedina signifikantni zména ve skupiné¢ FLU byl mirny pokles zastoupeni eikosatrienové
kyseliny (20:3n-6). Dalsi hypolipidemické Iéky (LOV a PRA) nemély na profil mastnych
kyselin v PE zadny vliv. S vyjimkou malého snizeni obsahu POA u skupiny LOV nebyly

zaznamenany zadné zmeény v profilu mastnych kyselin v mozkovych PC.

Diskuse

Zvysend hladiny glukosy u skupiny FEN spolu se zvySenou koncentraci fruktosylaminu
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naznacuji jeden z moznych vlivi fenofibratu na metabolismus sacharidt. Fibraty podporuji

410

expresi fosfoenolpyruvat karboxykinasy, jez je soucasti glukoneogenese™ ~. ZvySena produkce

hexosafostatii touto cestou by mohla nasledné vést k podpote glukoneogenese.

Tabulka 3.2.1.2 Profil mastnych kyselin v ceramid monohexosidech

, Skupina
Mastna - - - :
kyselina Kontrola Fenofibrat Fluvastatin Lovastatin Pravastatin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

16:0 10,18 + 4,69 9,61 £5,55| 7,60+1,93 8,60 £ 3,26 8,76 £ 1,86
16:1n-9 0,42 +£0,28 0,19 +£0,09*| 0,31+0,17 0,34+ 0,31 0,41 +£0,28
18:0 18,94 +221 | 1786+ 1,87 | 16,16 +1,73* 16,81 +1,88 | 17,89+ 2,88
18:1n-9 22,12 +£4,05 | 20,53+2,67 | 18,81 £4,48 |20,13+4,00 | 21,36 +2,88
18:1n-7 4,42 +0,75 423+0,62 | 3,96+0,76 4,18 £0,83 4,02 £0,70
18:2n-6 1,21 £ 0,38 1,05+0,27 | 1,13+0,42 1,02 +£0,31 1,57 £0,69
20:1n-9 3,86 £ 1,04 427+091 | 4,06+0,51 4,18 £0,79 4,08 £0,50
20:1n-7 1,62 +£0,51 1,69 +0,50 | 1,54 +0,40 1,64 £ 0,58 2,07 +£1,00
20:4n-6 10,71 +2,61 | 11,84+1,75 [13,89 +1,72* (12,73 +1,73 | 12,14+ 1,37
20:5n-3 0,02 £0,01 0,06 £0,05 | 0,06=+0,03**| 0,04 +0,02%| 0,09+ 0,09
22:0 0,82 £0,29 0,53+0,21 | 0,44+021* | 0,57+0,24 0,51+0,41
22:1n-9 0,73 £0,15 0,47 +£0,18*| 0,51+0,13* | 0,59 £0,18 0,51 +0,22
22:4n-6 494+ 143 595+1,39 | 6,79+1,53* | 6,13+£1,22 5,62+ 1,16
22:5n-3 0,99 £0,31 1,00+0,17 | 1,44+0,34* | 1,41+0,31* 1,01 £0,25
22:6n-3 15,11 +£6,83 | 17,25+3,84 119,32 +4,75 17,80 £5,26 | 15,38 £4,58
2~ SFA 31,02+ 5,27 | 28,88 +5,69 [25,17+3,32*% |27,07+3,73 | 28,22+ 3,08
~ MFA 34,18+ 6,17 | 32,12+3,19 {30,09 £5,55 |31,92+5,14 | 33,41 +£4,72
2 PUFA n-6 18,58 +£3,25 | 20,48 £3,71 | 23,78 +£3,65* |21,66+2.85 | 21,79+ 2,65
2~ PUFA n-3 16,22 7,13 | 18,52+4,04 (20,97 £5,10 19,35+ 5,53 | 16,58 £4,71

Symboly a zkratky: ¥ - sum. Data jsou uvedena v moldrnich procentech (primér+ SD) . Symboly pro
statistickou signifikanci: * - p < 0,05; ** - p < 0,01(ANOVA s Scheffého post hoc analysou)

U vsech skupin, kterym jsme podavali hypolipidemické 1éky, jsme pozorovali zvySenou
koncentraci plasmatického kreatininu, coz by mohlo ukazovat na poskozeni svalové tkang.
Neékolik ptipadii myopatie bylo popsano u pacientil uZivajicich fibraty a statiny*”, kombinace

V nasi studii jsme nepozorovali u zadného ze sledovanych 1éki zmény v koncentracich
plasmatickych lipidt. Fujioka*? také nepopsal zmény u normolipidemickych potkant po
podavani statind, které by se tykaly hladin celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu. Na
druhé strang byl popsan hypocholesterolemicky*"® a hypotriacylglycerolemicky*'* w&inek
fibratt u potkani. Vysvétleni této diskrepance ziejmé tkvi v rozdilném davkovani fibratt (10-
500 mg/kg), které bylo pouzivano v jinych studiich*'**'®, na rozdil od nasi studie, ve které
bylo podavano mnozstvi fibratu odpovidajici denni davce pro ¢loveka (0,3 mg/kg).

Skupina FEN vykazovala tendenci k zisku télesné hmotnosti a byla u ni zjisténa
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hepatomegalie (data neuvedena). Tyto G¢inky fenofibratu byly uz dfive popsany jako vedlejsi
efekt fibrati - agonistt PPARa, které indukuji u hlodavct proliferaci peroxisomi vedouci

.. , / VSN 7 41
k hepatomegalii a naslednému zvy3eni télesné hmotnosti*'®.

Tabulka 3.2.1.3 Profil mastnych kyselin ve fosfatidylethanolaminech

, Skupina

Mastna - - - :

kyselina Kontrola Fenofibrat Fluvastatin Lovastatin Pravastatin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=238) (n=8)

16:0 6,06 1,11 5,77 £ 0,47 6,34+ 0,92 6,68 + 0,96 6,85+ 1,29
18:0 20,04 £1,63 | 18,39 £0,87*| 20,56 +3,12 | 2042+284 | 22,26 £5,41
18:1n-9 20,00+1,40 | 19,49+1,07 | 20,43 +234 | 21,10+238 | 22,10+4,13
18:1n-7 3,70+ 0,31 3,51 +0,25 3,87+ 0,56 3,84+ 0,46 4,15+ 091
20:1n-9 5,09 £ 0,56 5,10 £ 0,64 5,26 £ 0,60 5,39 £0,70 5,64 £1,21
20:1n-7 1,34 +0,16 1,34 +0,16 1,44 + 0,20 1,43 £0,18 1,48 £0,33
20:3n-6 0,61 + 0,05 0,62 + 0,05 0,56 +£0,04*| 0,58 +0,05 0,56 + 0,08
20:4n-6 13,58 £1,21 | 14,11+ 0,49 13,29 +1,91 | 13,08+1,40 | 12,11 £3,65
22:4n-6 6,86 + 0,51 7,26 + 0,35 6,79 £ 0,91 6,56 £ 0,94 6,07 £1,72
22:5n-3 1,29 £ 0,28 1,23 £0,20 1,31+ 0,27 1,40 + 0,33 0,99+ 0,41
22:6n-3 19,04 £2,40 | 21,06 £2,08*%| 17,93+4,47 | 17,29 +4,61 | 15,45+3,70
> SFA 26,75+2,00 | 24,74 £0,89*% | 27,52+399 | 27,74+3,72 | 29,74+ 6,84
> MFA 31,04 £2,40 | 30,29 +2,05 | 31,93+3,74 | 32,66 +3,69 | 34,31 £6,58
> PUFA n-6 21,78 £1,56 | 22,60+0,70 | 21,22 +2,87 | 20,83+2,39 | 19,41 +£1,81
> PUFA n-3 20,43 +£2,52 | 22,37+222 | 19,33+£4,70 | 18,76 +4,86 | 16,54 + 3,82

Vysveétlivky a zkratky viz Tabulka 3.2.1.2

V této studii jsme prokazali, Ze podavani statinli ovliviiuje slozZeni lipidovych tfid v mozkové

tkani. Lovastatin se zd4 z pouzitych statini jako nejucinnéjsi co se tyce snizeni koncentrace
cholesterolu. Pokles v koncentraci cholesterolu byl doprovazen zvySenym zastoupenim SM. Obé
dv¢ lipidové tridy jsou dilezitymi reguladtory membranové fluidity, ktera je tizce spjata s optimalni
funkci membréany, coz vede k Givaze, Ze nizkd koncentrace cholesterolu je vyvazena zvySenou

koncentraci SM. Lovastatin navic zvysil zastoupeni CMH. Ceramidy funguji jako druzi poslové

7 d,418

v pienosu signalu®'’ a jejich homology jsou daleZité molekuly pro stresovou odpové

Zmeéneény obsah cerebrosidii po podavéani statini by tak mohl zplsobit zmény v bunécnych
odpovédich na vnéjsi signaly.

Podavani lovastatinu zpusobilo snizeni koncentrace DPG v mozkové tkani.

Difosfatidylglycerol je obsazen vyluéné v membranach, ve kterych je lokalisovana oxidativni

fosforylace (tj. vnitfni mitochondridlni membrana), a kde DPG funguje jako proton-

419

vychytavajici molekula™ . Zastoupeni DPG v téchto membranach piimo ovliviiuje aktivitu

420

enzyml elektronového transportniho systému. Satoh a Ichihara™” popsali poSkozeni

mitochondrialni respirace v myokardu v pribéhu ischemie u potkanti, kterym byly podavany
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statiny. Bargossi a kol.**! pozorovali sniZeni hladiny ubichinonu, dalsi &4sti mitochondrialniho
respiraniho fetézce, v krvi G€inkem simvastatinu. Difosfatidylglycerol je také kofaktorem
translokace cholesterolu z vnéj$i do vnitini mitochondridlni membrany a tak podporuje reakci

oot Cr e 422
Stépici bocni fetézec cholesterolu™.

Nizka koncentrace DPG mulze tak pfrispivat
k pozorované depleci cholesterolu.

Pravastatin a FLU jsou hydrofilni statiny®. Jejich podavani neovlivnilo zastoupeni
lipidovych tfid v mozkové tkani takovou mérou jako podavani lipofilniho LOV. Skupina PRA
méla snizené zastoupeni cholesterolu kompensované zvySenou koncentraci CMH, kdezto
podavani FLU vedlo ke snizené koncentraci DPG a zvysSené koncentraci SM. Ackoli

hydrofilni statiny maji zanedbatelnou permeabilitu do mozkové tkang**

, pacienti uZzivajici
PRA maji niz§i prevalenci Alzheimerovy choroby®. Prvni price o vlivu statinii na
metabolismus cholesterolu v mozkové tkani byla publikovdna v roce 2002, a v této praci
Locatelli a kol.*® dokazali, 7e u pacienti s hypercholesterolemii vede podavani simvastatinu
ke snizeni plasmatické hladiny 24(S)-hydroxycholesterolu, coz je latka produkovéana hlavné
v mozku. Zajimavé je, Ze pro hydrofilni PRA bylo téZ popsano snizeni plasmatickych hladin
24(S)-hydroxycholesterolu u pacienti s Alzheimerovou chorobou®’. Ng&které studie
dokazovaly niz§i prevalenci diagnostikované Alzheimerovy choroby a vaskuldrni demence u
hypercholesterolemickych pacienti na statinové 16¢b&*>**. Fakt, Ze pouze statiny mezi
vSemi hypolipidemickymi léky maji tento preventivni uc¢inek, naznacuje néjakou specifickou
farmakologickou vlastnost statinl.

Utinky statinii na centralni nervovou soustavu mohou byt odstartovany na trovni cévni
stény hematoencefalické bariéry (blood brain barrier, BBB) upregulaci endothelialni produkce
oxidu dusnatého (NO)*’. Produkce NO je spojena s metabolismem apoE™", ktery ma zfejmé

431

mnoho funkei v centralni nervové soustavé™ . Efekt hydrofilniho pravastatinu na mozkovou

tkan mize byt vysvétlen na zdkladé vySe zminéného mechanismu, ktery ma pocatek mimo
BBB*’. V mozku dosp&lého potkana je specifickd aktivita HMG-CoA reduktasy, kli¢ového
enzymu biosynthetické drahy cholesterolu, regulovana nezavisle na hladin€é cholesterolu

432

v plasm¢™* a uvnitt bunék, homeostasa cholesterolu je spiSe fizena pomoci proteinll vazajicich se

na sterolové regulatni elementy, detaily ale stale chybi*. Biosynthesa cholesterolu odpovida
predevsim na fysiologické pozadavky mozkové tkang, které jsou v dospélosti o fad nizsi nez po
narozeni*~, proto miiZe byt cholesterol pfenasen do neuront z astrocytii™”.

Profil mastnych kyselin byl stanoven v hlavnich lipidovych tfidach: CMH, PE a PC.
Nejvice byl profil mastnych kyselin zménén v CMH, ve kterych podavani FLU zptsobilo

snizeni zastoupeni SA (hlavni SFA), a zvySené zastoupeni AA a kyseliny 22:4n-6, které jsou
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majoritnimi n-6 PUFA v CMH potkaniho mozku. Jiné hypolipidemické 1éky zastoupeni
mastnych kyselin v CMH podstatné neovlivnily. Mechanismy, které byly navrzeny, aby
objasnily zmény v zastoupeni jednotlivych lipidovych tfid, se mohou dale odrazit v profilu
mastnych kyselin v téchto tfidich. V CMH skute¢né doslo k nejvétsim zménam, co se tyka
zmén v koncentraci lipidové tfidy a profilu mastnych kyselin. Rozdilné ucinky jednotlivych
statinti by mohly byt zpasobeny odlisnostmi v chemické struktute. Cast molekuly statindl je

zalozena na skeletu hexahydronaftalenu u PRA a LOV, zatimco struktura FLU je zaloZena na

. . . g
indolu substituovaném fluorofenylovou skupinou™".

Tabulka 3.2.1.4 Profil mastnych kyselin ve fosfatidylcholinech

2

. Skupina

Mastna

kyselina Kontrola Fenofibrat Fluvastatin Lovastatin Pravastatin
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28) (n=28)

16:0 33,72+2,97 | 33,08+2,68 | 34,82+2,41 | 32,79+3,08 | 33,92 +2,18
16:1n-7 0,47+ 0,07 0,40+ 0,03 0,43 + 0,03 0,39+ 0,04*| 0,43 +0,03
18:0 17,38+ 1,58 | 1842+1,62 | 16,71 +1,40 | 18,00+ 1,50 | 16,90 £ 1,87
18:1n-9 22,62 +135 | 2294+1,22 | 22,92+0,64 |22,74+0,77 | 22,80 £ 0,99
18:1n-7 6,10+ 0,35 6,06 £0,38 6,33+ 0,15 5,93 +0,21 5,94 +0,32
20:1n-9 1,78 £ 0,17 1,82+ 0,15 1,89 + 0,38 1,85+ 0,19 1,72+ 0,18
20:4n-6 6,56 + 1,35 6,33 £ 0,85 6,17 +0,78 6,54 £ 0,88 6,94 £ 0,83
22:4n-6 1,11 £0,13 1,12 £0,22 1,11 +0,11 1,16 £ 0,19 1,13 +£0,18
22:6n-3 6,08 £ 0,60 6,15+ 1,63 5,81+ 0,83 6,70 £ 1,24 6,45+ 1,12
>~ SFA 52,05+1,50 | 52,46 +1,25 | 52,44+1,55 | 51,74+1,66 | 51,72 +0,73
> MFA 32,40+ 1,68 | 32,59+1,68 | 33,02+1,08 | 32,26 +0,98 | 32,27 +1,24
> PUFA n-6 8,96 +2,14 8,36 £ 0,96 8,21 10,87 8,00+ 1,03 9,10 £0,86
> PUFA n-3 6,59 +£0,73 6,60 £ 1,75 6,33 +£0,86 | 7,30+1,33 691 £1,18

Vysvetlivky a zkratky viz Tabulka 3.2.1.2

Mastné kyseliny ve fosfatidylethanolaminech byly nejvice ovlivnény podédvanim FEN.
V tomto fosfolipidu bylo snizeno zastoupeni SA a zvySeny obsah DHA. Piisun DHA do
mozku je zajidtén mechanismy prednostné zasobujicimi tkaft DHA a AA™. Ziejmé je to
zpisobeno dilezitosti AA pro tvorbu eikosanoidi a DHA pro pienos signalu®*.

Zavér

Rozdilnost zmén po podavani statind a fenofibratu v této studii nedovoluje €init obecné
zaveéry o priznivych nebo Skodlivych ucincich téchto 1ékti. Co se tyc¢e zmén v koncentraci
cholesterolu, membréanova fluidita mize byt vyvazovana zménami v zastoupeni cholesterolu a
CMH nebo SM. Cholesterol a sfingolipidy maji dulezité funkce v metabolismu mozkové
tkané; zmény v jejich koncentracich zplsobené podavanim statini by mohly hrat roli
v patogenesi neurologickych a mentalnich symptomd. Uginky statind a fibratd na lipidovy

metabolismus mozkové tkan¢ by mély byt predmétem dalsiho vyzkumu.
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3.3 KLINICKE STUDIE

3.3.1 Mastné kyseliny a necholesterolové steroly u mentalni anorexie — Studie VI

(Studie byla publikovana v &lanku Zdk A, Vecka M, Tvrzickd E, Hruby M, Novik F,
Papezova H, Lubanda H, Vesela L, Stankova B: Composition of plasma fatty acids and non-
cholesterol sterols in anorexia nervosa. Physiol Res 2005; 54(4): 443-451.)

Mentalni anorexie je definovana jako psychiatrické onemocnéni nejasné etiologie
charakterisované sniZenym pifijmem potravy, patologickou honbou za Stihlosti, a vyraznou
ztratou télesné hmotnosti. Tato porucha predstavuje soucasné patofysiologicky model
jednoduchého hladovéni, ktery je doprovazen mnohymi endokrinnimi a metabolickymi
odchylkami. Vice nez polovina pacientil s AN je hypercholesterolemicka, pti¢emz nékdy je
tato hyperlipoproteinemie popisovana jako typ Ila®’"**"*% Patofysiologické mechanismy,
které zpuisobuji hypercholesterolemii u AN, nejsou jeité zcela prozkoumany™’. Cilem této
studie bylo sledovat zastoupeni mastnych kyselin v plasmatickych esterech cholesterolu, PL a
TAG u Zen s AN, vztah mastnych kyselin k plasmatickym lipidim, apoproteinim a

necholesterolovym steroltim.

Material a metody

Studovana skupina sestavala z 16 Zen s AN a 25 kontrol, které mély stejné pohlavi a vek.
Protokol studie je podrobn¢ popsan v kapitole 2.5. Jedenact Zen mélo restriktivni formu AN,
Ctyfi kombinovanou a jedna méla purgativni typ AN. Biochemické analysy byly provedeny
podle postupu uvedeného v kapitolach 2.6.1 a 2.6.2, analysy mastnych kyselin podle kapitoly
2.6.4.1 a necholesterolovych sterolt podle kapitoly 2.6.4.2.

Vysledky

Data naméfend u zen s AN vykazuji typické znamky podvyzivy — signifikantné nizsi
télesnd hmotnost, BMI, procento télesného tuku, hmotnost télesné¢ho tuku a obvod paze (vSe P
< 0,001; Tabulka 3.3.1.1). Nezaznamenali jsme rozdil mezi kontrolni skupinou a AN, co se
tyka koncentraci celkové bilkoviny, prealbuminu a albuminu. Pouze aktivita cholinesterasy ve
skupiné¢ AN byla vyznamné nizsi, ale ztstala ve fysiologickém rozmezi. Mentélni anorekticky
mély lehce zvySené parametry jaternich testi (ALT, AST, GMT) (Tabulka 3.3.1.2).

Ve skupiné¢ AN byly zvySené hladiny plasmatického TC, TAG, PL a HDL-C. Koncentrace
LDL-C, apo B, apo A-I a Lp[a] se vyznamné neliSily od kontrolni skupiny.

Déle jsme pozorovali u AN zvySené koncentrace NEFA, kampesterolu a B-sitosterolu.

Koncentrace lathosterolu a poméru lathosterol/TC se u obou skupin vyznamné neliSily, stejné
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jako poméry kampesterol/TC a B-sitosterol/TC (Tabulka 3.3.1.3). Vyznamna korelace mezi

lathosterolem a TC byla nalezena pouze u kontrolni skupiny (r = 0,537; P < 0,01, Spearmantiv

korela¢ni koeficient potadi), u skupiny AN nebyla tato korelace vyznamna (r = 0,300; NS).

Tabulka 3.3.1.1 Demograficka data skupiny mentalni anorexie a kontrolni skupiny

Parametr Kontrolni skupina Mentalni anorexie
(n=25) (n=16)
vek (roky) 22,5+0,6° 224+1,1
trvani mentalni anorexie (roky) NA 3,1£0,6
t€lesna hmotnost (kg) 58,0+ 1,7 42,7 £2,7 *** €
idealni télesna hmotnost (procenta) 96,5+2,0 68,8 +2,9 **
bytek t&lesné hmotnosti (kg) NA 23-17,0°
zména v télesné hmotnosti (procenta) NA 55+06°
body mass index (kg/m’) 209+04 15,4 £0,7 ***
procento tuku (antropometricky) 252 +1,0 15,1 £ 1,5 ***
hmotnost tuku (kg) 14,8 £ 0,9 5,34+ 1,0 ***
tukuprostd hmota (kg) 43,1+1,2 37,4+ 1,9 **
soucet Ctyt koznich tas b (mm) 48,3 +2.8 16,2 £ 2,3 ***
obvod pasu (cm) 69,4+ 1,1 57,7+ 1,4 **
pomér obvodil pasu a boki (1) 0,77 £ 0,02 0,73 +£0,01 *
obvod paze (cm) 20,21 +0,3 17,5 +£0,6 ***

“ priomér +SEM; " biceps, triceps, subscapularis, suprailiaca © Manniiv-Whitneyho U-test: * P <
0,05, ** P <0,01; *** P <0,001, Y yvozmezi, ¢ za posledni t7Fi mésice, NA — nestanoveno

Tabulka 3.3.1.2 Biochemické parametry zkoumanych skupin

Parametr Kontrolni skupina Mentalni anorexie
(n=25) (n=16)

glukosa (mmol/l) 4,67+0,06° 4,60 + 0,14
bilirubin (umol/l) 11,4+0,8 10,2+ 1,0
ALT (pkat/l) 0,34 + 0,03 0,76 + 0,29 *°
AST (ukat/1) 0,45 + 0,06 0,71 £ 0,20 **
GMT (ukat/l) 0,23 £ 0,01 0,37 £ 0,07 **
ALP (ukat/l) 1,124+ 0,03 1,24 +0,15
celkova bilkovina (g/1) 79,3 10,7 77,4 +2.,6
albumin (g/1) 46,2 £ 0,4 452 +1,3
prealbumin (g/1) 0,28 £ 0,01 0,22 +£ 0,09
cholinesterasa (ukat/1) 157,3 +£3,8 140,3 £ 8,9 *
mocovina (mmol/I) 4,1+0,2 44+04
kreatinin (umol/l) 83,4+1,6 82,4+28
kyselina moc¢ova (umol/l) 251,9+8,1 235,8 £22,1

“ pramér +SEM, ” Manniiv-Whitneyho U-test: * P < 0,05; ¥* P <0,01; *¥* P < 0,001

Zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych tfidach plasmy je uvedeno v Tabulce 3.3.1.4.

Mezi kontrolni skupinou a AN jsme pozorovali rozdil v celkovém profilu mastnych kyselin
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pro CE a PC (obé P < 0,05; Hottellingliv t-test), u TAG rozdily v distribuci mastnych kyselin
nedosahly vyznamnych zmén. Nejvice konsistentni zménou u skupiny AN, testovanou
jednorozmérnou neparametrickou analysou (Mannidv-Whitneyho U-test), bylo snizené
zastoupeni LA a zvySené zastoupeni POA ve vSech lipidovych tifidach. V CE jsme navic
pozorovali zvySené zastoupeni OA, kyseliny vakcenové (18:1n-7) a sniZzeny obsah DHA.

Tabulka 3.3.1.3 Koncentrace plasmatickych lipidli, necholesterolovych steroll, lipoproteint a
apolipoproteini

Parametr Kontrolni skupina Mentalni anorexie
(n=25) (n=16)
celkovy cholesterol (mmol/1) 4,51+0,11° 5,52 40,41 **°
triacylglyceroly (mmol/I) 0,85 £ 0,09 1,21 £0,08 ***
fosfolipidy (mmol/I) 2,65+ 0,07 3,15+0,15 **
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,22 £ 0,05 1,58 £0,05 ***
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,91 +0,11 3,49 + 0,50
non-HDL-cholesterol (mmol/I) 3,30+ 0,11 4,04 + 0,49
apolipoprotein B (g/1) 0,69 + 0,04 0,76 + 0,05
apolipoprotein A-I (g/1) 1,58 £ 0,04 1,78 £ 0,05
lipoprotein (a) (g/1) 0,16 £ 0,05 0,22 +£ 0,08
neesterifikované mastné kyseliny (mmol/l) 0,44 £ 0,05 0,78 £ 0,09 ***
lathosterol (umol/l) 4,84 £0,53 3,70 £ 0,69
kampesterol (umol/l) 14,50 + 0,89 17,77 £2,69 *
B-sitosterol (umol/l) 11,28 +0,46 17,46 £ 2,66 **
lathosterol/celkovy cholesterol (umol/mmol) 1,05 £ 0,09 0,81 £0,16
kampesterol/ celkovy cholesterol (umol/mmol) 3,20+ 0,21 4,35+ 0,59
B-sitosterol/ celkovy cholesterol (umol/mmol) 2,51 £0,14 3,14 +£0,41

Y primér +SEM, ” Manniv-Whitneyho U-test: * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001

Zvyseny obsah PA a snizeny obsah kyseliny 7-hexadecenové (16:1n-9) byl stanoven u TAG a
PC. Snizené zastoupeni SA byl pozorovano pouze u plasmatickych PC. V tabulce 3.3.1.5 jsou
uvedeny odvozené parametry metabolismu mastnych kyselin — sumy obsaht SFA, MFA a
PUFA a také n€které poméry mastnych kyselin jako produktii/substrati aktivit D9D, D6D,
D5D, stejné jako aktivity elongasy. Skupina AN méla zvySené zastoupeni SFA v TAG a PC,
zvyseny obsah MFA v CE a PC a snizené zastoupeni n-6 PUFA ve vSech lipidovych tfidach.
U tfidy n-3 PUFA nebyly zaznamenany zadné¢ zmény. Vzestup aktivity D9D byl pozorovan
v CE a PC. SniZen4 aktivita D5SD byla zachycena v CE u skupiny AN.

Diskuse

Mentalni anorexie je porucha pifijmu potravy s nejasnou etiologii, kterou mizeme

vvvvvv

440
h

endokrinnich a metabolickych poruch™ . Endokrinni komplikace asociované s AN zahrnuji
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hypothalamicky  hypogonadismus, hyperkortisolemii (i  pfes normalni hladiny

adrenokortikotropniho hormonu) a abnormality thyroidnich funkci, které zahrnuji snizené
hladiny trijodthyroninu i thyroxinu a zvy$ené koncentrace reversniho trijodthyroninu*'. Je
vSeobecné znamo, Ze kazdd zuvedenych endokrinnich poruch muize byt spojena se

sekundéarni hyper- nebo dyslipoproteinemii®’**.

Tabulka 3.3.1.4 Zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych tfidach plasmy

Mastna Cholesteryl estery Triacylglyceroly Fosfatidylcholiny
kyselina 4|  kontrolni mentalni kontrolni mentalni kontrolni mentalni
skupina anorexie * ° skupina anorexie skupina anorexie * °
14:0 1,03+0,07*| 0,87+0,10 1,62 +£0,16 2,00 £0,20 0,27 £0,02 0,29 £0,03
16:0 10,71 £0,26 | 11,65+ 0,42 21,73 £0,67 | 24,75+ 0,66%=° | 25,90 £ 0,34 | 28,11 + 0,52+
16:1n-9 0,79 0,03 0,68 + 0,05 0,98 0,03 0,81 £ 0,04 0,20+ 0,01 0,17 +£0,01
16:1n-7 2,37+0,15 3,37 £ 0,34 3,53£0,20 | 4,62 +0,41%x 0,62+0,03 | 0,84+0,07**
18:0 2,39+0,08 | 2,53+0,19 3,29+0,16 | 3,31+0,14 13,67+ 0,27 | 12,59 +0,37
18:1n-9 | 16,93 +0,39 | 20,76 +£0,98+* | 39,47 +0,55 | 39,96+ 1,11 10,72 £0,27 | 12,48 £0,48x
18:1n-7 1,40 = 0,04 1,57 £0,06% 3,19+0,13 3,35+0,19 2,18+£0,05 | 2,18+0,07
18:2n-6 | 53,59 +0,82 | 47,96 + 1,35%**| 20,03 +£0,96 | 15,16 +0,90%* | 25,61 £0,56 | 23,16 + 0,86%*
18:3n-6 0,76 £ 0,04 | 0,95+0,16 0,44 +0,03 0,39 +0,06 0,05+0,01 0,10+ 0,02
18:3n-3 0,76 = 0,03 0,78 + 0,04 1,69 + 0,09 1,45+0,18 0,34+0,02 | 0,35+0,02
20:1n-9 0,06 0,01 0,06 0,01 0,33+0,01 0,37+0,03 0,18 £0,01 0,18+0,01
20:2n-6 0,15+0,01 0,13+0,01 0,36 +0,02 | 0,35+0,02 0,43 +0,01 0,48 0,03
20:3n-6 0,61 +0,20 | 0,67+ 0,04 0,31+0,02 | 0,33+0,02 2,86 +0,10 | 3,15+0,23
20:4n-6 6,93+£0,27 | 6,09+0,31 1,46 £0,08 1,33+0,15 10,82 +0,30 | 10,16 0,55
20:5n-3 0,68 +0,05 0,64 +0,01 0,23+£0,02 | 0,22+0,05 0,77+0,06 | 0,77 +0,03
22:4n-6 0,01 £0,01 0,02 +0,01 0,18 +0,01 0,17 £0,02 0,39 +0,01 0,40 £ 0,02
22:5n-6 0,06 +0,01 0,03 +0,01 0,12+0,04 | 0,13+0,02 0,26 +0,01 0,34 +0,03
22:5n-3 0,15+0,02 | 0,13+0,02 0,41+0,02 | 0,37+0,04 1,06 = 0,05 1,06 £ 0,08
22:6n-3 0,66 0,30 | 0,52 +0,05% 0,56+0,05 | 0,43+0,05 3,58+0,19 | 3,12+0,23

“/prﬁmér +SEM, ¥ Manniv-Whitneyho U-test: * P < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001 o Hottelingiiv
mnohondsobny t-test: * P < 0,05

Zmény v hladinach a zastoupeni plasmatickych lipidi a LP implikuji nckteré
patofysiologické mechanismy dyslipidemie u mentalni anorexie. Zvysena koncentrace TC u
AN je pravdépodobné zptisobena (mimo zvySeni HDL-C) zvySenymi koncentracemi LP
bohatych na TAG (VLDL a IDL). Rozdily mezi vypocitanymi koncentracemi LDL-C se od
kontrol signifikantné neliSily. Pro lipidovy a LP metabolismus u AN byly v literatufe

24374
autori 37,438

publikovany nejednoznacné vysledky. Nekteii uvadéji, ze sekundarni
hypercholesterolemie je zpiisobena zvySenymi koncentracemi LDL-C u pfiblizné poloviny
7en s AN. Jini, napf. Crisp a kol.*”, nalezli téméf normalni hodnoty plasmatického TC,
pfi¢emz pouze dv& z dvanacti osob mély hypercholesterolemii. Dalii autofi**® popsali pouze

zvySeni HDL-C u AN. Mentalni anorexie mize byt rozdélena na nékolik typi nejen podle
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mechanismi ztraty t&lesné hmotnosti**, ale také podle metabolismu LP a zastoupeni
lipidovych trid***.

Tabulka 3.3.1.5 Odvozené parametry metabolismu mastnych kyselin

Cholesteryl estery Triacylglyceroly Fosfatidylcholiny

Parametr kontrolni mentalni kontrolni mentalni kontrolni mentalni

skupina anorexie * ° skupina anorexie skupina anorexie * ©

2 SFA 14,23 £0,34*| 15,14+ 0,55 26,71 + 0,84 | 30,12 + 0,70+ | 39,90 + 0,23 | 41,05 + 0,32%x

~ MFA 21,44+ 0,51 | 26,45 +1,19**x*| 47,50+ 0,74 | 49,11 + 1,19 13,90+ 0,31 | 15,86 + 0,52

2 PUFA n-6 62,09 £0,79 | 55,85 £ 1,44***| 2290+ 1,00 | 18,29 + 1,03 40,46 £ 0,43 | 37,79 £ 0,58
2 PUFA n-3 2,24 £ 0,08 2,07+£0,13 2,89 £0,14 2,47 £0,23 5,74 £ 0,23 5,30 £0,25
16:1n-7/16:0° 0,21 £0,01 0,29 + 0,03 0,16 £ 0,01 0,19+ 0,02 0,02 +0,01 0,03 £0,0*

18:1n-9/18:0° 7,23 +£0,27 8,74 £ 0,65% 12,76 £0,72 | 12,31 £0,49 0,79+ 0,03 | 1,01 + 0,05%x*x

18:3n-6/18:2n-6°| 0,01 £ 0,01 0,02 £0,01 0,02 £0,01 0,02 £0,01 2E-3+4E-4| 4E-3+8E-4
20:3n-6/18:2n-6'| 0,01+ 0,01 0,01 £0,01 0,02 £0,01 0,02 £0,01 0,11 £0,01 0,14 £0,01
20:4n-6/20:3n-6% | 11,61 = 0,53 9,54 £ 0,77 495+0,26 | 4,41+0,53 3,92+0,19 | 3,63+0,43
20:3n-6/18:3n-6"| 0,84 + 0,04 0,92 +0,12 0,77+ 0,07 1,18 £0,14* | 37,90+2,16 | 37,97 £4,56
20:4n-6/18:2n-6' | 0,13 + 0,01 0,13 +£0,01 0,08 = 0,01 0,09 + 0,01 0,43 +£0,02 0,46 £ 0,05

“ pramér +SEM, ” Manniiv-Whitneyho U-test: * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 “ Hottelingiiv
mnohonasobny t-test: * P < 0,05 (vypocitan pouze pro sumy SFA, MFA, PUFA) Y D9 desaturasa
(D9D), ¥ D6D,” D6D + elongasa (E), ¥ D5D," E, " D6D + D5D + E

Ve studii jsme nenasli zadné rozdily mezi hladinami lathosterolu a jeho poméru vici TC u
AN vs. kontrolni skupiny. Protoze tyto parametry odrazeji uroven synthesy cholesterolu de

309,400
novo

, pfedpokladame, Ze zvySend hladina TC je zptsobena snizenym katabolismem TC,
ziejmé diky snizenému katabolismu VLDL via jejich konversi na IDL a LDL. Nase vysledky
jsou ve shodé s nalezy Nestela**, ktery popsal snizenou sekreci ZluGovych kyselin u AN, a
také s praci Feilleta®®, jenZ popsal zvysené koncentrace plasmatického TC spojené s normalni
urovni synthesy cholesterolu u AN.

Zvysené koncentrace rostlinnych sterolt (kampesterolu a [-sitosterolu) u AN, jeZ jsou
ukazateli absorpce cholesterolu v diets™, naznacuji, ze dyslipidemie u nasi skupiny AN muze
byt caste¢né zplsobena zvysSenou absorpci exogenniho cholesterolu. Tento ptedpoklad je
podpofen tim, Ze jsme nenasli zddné vyznamné zmény pro hodnoty apo B, které odrazeji
pocet castic VLDL, IDL a LDL.

ZvySené hladiny plasmatickych TAG, které jsme pozorovali u AN, jsou tak
pravdépodobné zplsobeny snizenym katabolismem VLDL a IDL. Tyto vysledky jsou

305,447

konsistentni s n¢kolika dal§imi studiemi . Pfedpokladana snizena aktivita apo B/E

receptort, diky sniZenym hladindm estrogent u AN**, se také mize podilet na zvysenych
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koncentracich TAG a VLDL i IDL. Arden a kol.**® popsali dyslipidemii u AN s normalnimi
hladinami TC, zvySenymi hladinami TAG a nizkym HDL-C.

Nejvice konsistentnim nalezem v této studii je pokles zastoupeni LA a zvySeni zastoupeni
POA ve vsech lipidovych ttidach plasmy. ZvySeny ukazatel aktivity D9D (odhadnuta jako
pomér produkt/substrat) byl naméfen pro plasmatické CE a PC. Kyselina linolova je nejvice
zastoupenou PUFA plasmatickych lipida*’; POA je popisovéana jako marker lipogenese*".
Aktivity D9D a synthasy mastnych kyselin uzce a vyznamné koreluji se stejnymi
metabolickymi a hormonalnimi stimuly™’. S p¥ihlédnutim k témto faktiim lze ¥ici, ze zvy3ené
hladiny TAG jsou zptisobeny nejen snizenym katabolismem ¢astic LP bohatych na TAG, ale
také zvysSenou lipogenesi.

Typicka dieta pacientli s AN je nizkokalorickd, obzvlasté s ohledem na obsah tuku, coz ma
za nasledek sniZeny piisun jak n-3, tak n-6 PUFA™>*%*! Snizené koncentrace piirodnich
antioxidantii a zvy$end lipoperoxidace u riiznych typi PEM byly uz opakované popsany* ',
Nase pacientky s AN mély pouze snizené zastoupeni LA beze zmén v ALA a jinych PUFA.
Navic jsme nepozorovali zadné zasadni zmény u elongacnich a desaturacnich aktivit pro
PUFA. Je znamo, ze LA vporovnani s ALA a jinymi n-3 PUFA je vice nachylna
k lipoperoxida¢nim zm&nam™*. SniZeni zastoupeni LA je tak zpiisobeno pfedevsim zvysenou
oxida¢ni degradaci. Redukovana antioxidaéni kapacita a snizené hladiny estrogeni mohou
také prispivat k tomuto fenomenu u AN*”.

Nase vysledky jsou principialné ve shodé s vysledky Holmana a kol.>*> pro hodnoty SFA,
MFA a PUFA v jednotlivych lipidovych tfidach a produkti D9D v CE a PC, pficemz se
odlisujeme pouze v hodnotdch vyznamnosti. Zmény charakteristické pro jednotlivé mastné
kyseliny jsou také podobné, ovSem odlisné zmény jsme pozorovali u LA, GLA a 20:2n-6.
Obe¢ studie se lisily poctem, klinickymi charakteristikami nemocnych [n = 8 vs. 16, procento
idealni télesné hmotnosti (rozpéti) 68-97 vs. 54 - 89, lipidy plasmy nebyly u studie Holmana a
kol. stanoveny] a také statistickym hodnocenim vysledkii (Studentiv t-test vs. Mannlv-
Whitneyho U-test). V jiné studii**® bylo studovano 15 pacientii s AN; jejich idealni t&lesna
hmotnost byla mezi 62 a 98 kg. Autofi studie publikovali snizené zastoupeni LA a DHA v PL.
Pacienti s méné nez 75 procenty idealni hmotnosti méli, mimo snizeného zastoupeni LA, také
zvysené zastoupeni OA a nezménény obsah AA. ZvySeny pomér AA/LA tak odrazi spise
snizené zastoupeni LA nez zvySenou hodnotu elongace a desaturace. Nase studie a zminéné

s 235236
dvé prace™™

nalezly pouze malé rozdily mezi zastoupenimi jednotlivych mastnych kyselin.
Tyto rozdily mohou pochdzet z riiznych pocti a klinickych charakteristik pacientt, a také od

rozdilné metodologie a statistického zpracovani. VSechny tfi studie se zabyvaji relativnim
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zastoupenim mastnych kyselin; elongacni a desaturacni aktivity jsou odvozenymi parametry,

které nemohou odrazet realné koncentrace a aktivity enzymti.

Zavér

Zmény v plasmatickych lipidech a LP u AN jsou pravdépodobné spojeny se zvySenou
lipogenesi a absorpci exogenniho cholesterolu, snizenym katabolismem LP bohatych na TAG
a normdlni urovni biosynthesy cholesterolu. Zmény v profilu mastnych kyselin jsou
vysledkem sloZitych mechanisml zahrnujicich nizky dietni ptijem PUFA, zfejmé& zvySenou
lipoperoxidaci a D9 desaturaci v disledku nutricnich a hormonalnich zmén. Pro pochopeni
problematiky metabolismu lipidd a mastnych kyselin u AN bude nutné uskutecnit detailngjsi
stanoveni aktivit desaturas a elongas, pfimou analysu markerG lipoperoxidace a také

polymorfismy gentt LP metabolismu.
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3.3.2 Mastné kyseliny a necholesterolové steroly u proteino-energetické malnutrice —
Studie VII

(Studie byla publikovana v ¢lanku A. Zak, F. Novdk jr., E. Tvrzicka, E. Meisnerovd, B.
Stankovad, M. Vecka: Slozeni plasmatickych lipoproteinit u proteino-energetické malnutrice.

Sbornik Symposia Atherosklerosa — diagnostika, lécba, prevence v detskem i dospélem veku.
Praha 15.9.-17.9.2004 ISBN 80-239-3523-2, 168-174)

Proteino-energetickd malnutrice ptfedstavuje kontinuum mezi prostym hladovénim
(marasmus) a proteinovou malnutrici (kwashiorkor, stresové hladoveéni). Jedna se o
onemocnéni, které maji relativné vysokou prevalenci a vyznamné zvySuji mortalitu a
morbiditu komplikujicich chorob™®*’. A&koliv odchylky lipidového a LP metabolismu jsou

458,459

u osob s PEM relativné Casté a dilezité , parametry lipidové a LP nepatii do palety

standardng vySetfovanych analytdi téchto onemocnéni*®®**!. Cilem nasi studie bylo tedy

sledovat vliv PEM na parametry lipidového metabolismu.

Material a metody

Skupina PEM zahrnovala 22 osob (12 M/10 F); kontrolni skupina (KON) 35 zdravych
jedinciit (10 M/25 F). V ptipadé PEM se jednalo se o pacienty IV. interni kliniky, ktefi byli
konsekutivné vySetieni a hospitalisovani na klinice. Protokol studie 1ze nalézt v kapitole 2.5.

Nemocni byli vy3etfeni do 3 dnii po pfijeti na kliniku, po adekvatni rehydrataci*® a pied
zapocetim systematické nutricni podpory. VSichni nemocni byli podrobné klinicky a

antropometricky vySetfeni.

Vysledky
Demograficka data obou sledovanych skupin jsou uvedena v tabulce 3.3.2.1. Pacienti
s PEM byli v priméru o 27 let star$i (P <0,001), m¢li vyznamné niz$i télesnou hmotnost,

absolutni i relativni mnozstvi tuku a tukuprostou hmotnost (P < 0,05 az P <0,001).

Tabulka 3.3.2.1 Demograficka data soubort

Parametr Kontrolni skupina PEM

(n =35) (n=22)
vék (roky) 2494082 52,6 +2,8 ***b
télesna hmotnost (kg) 62,2+2,0 55,9+£3,5
BMI (kg/m?) 21,6 +0,4 19,1 40,9 **
hmotnost tuku (kg) 14,9+ 0,9 10,1 £ 1,6 **
procento tuku (antropometricky) 239+ 1,1 16,1 £ 1,6 ***
tukuprosta hmotnost (kg) 47,3+ 1,6 47,734
obvod pasu (cm) 73,32 £ 1,61 78,45+ 2,59 *
pomér obvodu pasu a bokti (1) 0,80 + 0,02 0,89 £0,02 **
obvod paze (cm) 25,6 £0.,5 23,19+1,1

a/ nrimer +SEM: b/ Manniiv-Whitnevho U-test: * P <0.05. ** P <0.01. *** P <(0.00].
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Biochemické parametry jsou uvedeny v tabulce 3.3.2.2. Skupina PEM méla statisticky
vyznamn¢ zvysené jaterni enzymy (ALT, GMT, ALP), ureu, a reaktanty akutni faze. Obraz
doplnoval zvyseny katabolicky index a PINI (Prognostic Inflammatory and Nutritional Index).

Vyznamné snizené byly hodnoty celkové bilkoviny, albuminu, prealbuminu a cholinesterasy.

Tabulka 3.3.2.2 Biochemické parametry

Parametr Kontrolni skupina PEM

(n = 35) (n=22)
bilirubin (pmol/1) 11,31 £ 0,69 9,45+ 1,58
ALT (ukat/1) 0,38 +£0,03 0,62+0,12 *
AST (pkat/1) 0,45 £ 0,04 0,77 £ 0,28
GMT (ukat/1) 0,26 + 0,02 1,19 +£0,27 ***
ALP (pkat/1) 1,08 £ 0,06 1,85+ 0,25 **
celkova bilkovina (g/1) 79,1+£0,7 64,5 £ 5,0 ***
albumin (g/1) 46,0+ 0,4 29,4 + 1,5 ***
prealbumin (g/1) 0,89 £ 0,01 0,14 £ 0,02 ***
cholinesterasa (pkat/I) 159,8 + 3,5 96,4 £ 11,5 ***
mocovina (mmol/1) 4,31 +0,20 6,72 £ 0,93 **
kreatinin (umol/l) 85,6 +1,5 82,2+11,9
CRP (mg/1) 29+04 81,4 + 25 5%*%*
fibrinogen (g/1) 3,19+0,17 4,86+ 0,21 ***
katabolicky index (1) @ 0,050 = 0,002 0,080 + 0,010 ***
PINI (1) b 0,183 £ 0,032 50,7 £26,5 **

primer £ SEM; Mannuv-Whitneyho U-test: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001;. a- Syrea/Skreatinin »b-PINI
(Prognostic inflammatory and nutritional index) = (CRP x orosomukoid) x (albumin x prealbumin)™
Koncentrace LP, lipidovych parametri a sterolti jsou shrnuty v tabulce 3.3.2.3. U pacientti
s PEM byly vyznamné snizené koncentrace TC, LDL-C, HDL-C, non-HDL-C a apo A-L
Koncentrace lathosterolu se vyrazné¢ nezmeénily, ale pomér lathosterol/TC se zvysil, poméry
kampesterol/TC a (-sitosterol/TC byly sniZeny (druhy nedosahl statistické vyznamnosti).

Slozeni mastnych kyselin v hlavnich lipidovych tfidach je uvedeno v tabulce 3.3.2.4. Pfi
vyhodnoceni profilu mastnych kyselin jednorozmérnou statistickou analysou bylo nejvice
konsistentnim nalezem snizeni obsahu MA, LA a ALA, a zvySeni obsahu OA ve vsech
lipidovych tidach. Dale byl ve vSech lipidovych tfidach zvysen obsah mononenasycenych
MFA a sniZen obsah PUFA fady n-6 1 n-3.

Ve tiid¢ CE byl navic zjistén zvySeny obsah POA a kyseliny vakcenové (18:1n-7), a snizeny
obsah kyselin cis-7-hexadecenové (16:1n-9), DPA-3 a DHA. V TAG byl déle zvySeny obsah PA
a snizeny obsah kyselin 16:1n-9, 20:0, 20:1n-9, 20:2n-6, dihomo-y-linolenové (20:3n-6), EPA,
DPA-3 a DHA. Ve tfidé PC byl navic zvySeny obsah PA.
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Tabulka 3.3.2.3 Plasmatickeé lipidy, lipoproteiny, apolipoproteiny a steroly

Parametr Kontrolni skupina PEM
(n=35) (n=22)
celkovy cholesterol (mmol/1) 470 +£0,12 3,45 £0,27 ***
triacylglyceroly (mmol/l) 1,05+0,11 1,24 +£ 0,09
HDL-cholesterol (mmol/1) 1,20 £ 0,04 1,02 £ 0,09 *
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,02 40,10 1,87 £ 0,23 ***
non-HDL-cholesterol (mmol/1) 3,49 +£0,12 2,43 £(,25 ***
apolipoprotein B (g/1) 0,73 £0,02 0,75 £ 0,06
apolipoprotein A-I (g/1) 1,57 £ 0,03 0,93 £ 0,08 ***
Lipoprotein [a] (g/1) 0,15+ 0,04 0,24 + 0,06
NEFA (mmol/l) 0,47 £0,05 0,59 + 0,06
lathosterol/cholesterol (umol/mmol) 1,06 + 0,05 1,76 £+ 0,31*
kampesterol/cholesterol (umol/mmol) 3,59+0,21 2,48 £0,29 **
B-sitosterol/cholesterol (Lmol/mmol) 3,00 £ 0,25 2,65 £041

prumer +SEM; Manniiv-Whitneyho U-test: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Tabulka 3.3.2.4 Zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych tfidach plasmy

Mastné Cholesteryl estery Triacylglyceroly Fosfolipidy
kyselina kontrglni PEM - ° kontrglni PEM kontrglm’ PEM +
skupina skupina skupina
14:0 0,97 +0,06 | 0,56+0,08***"| 153+0,14| 1,09+0,11* 0,27+0,02| 0,20 +0,02*
16:0 10,51+0,30 | 11,29 +0,41 21,78 £ 0,56 | 23,78 £ 0,53* 26,24 £ 0,34 | 31,11 £ 1,33%**
16:1n-9 0,76 £0,05 | 0,60 £0,04* 0,94+0,03 | 0,78 +£0,05** 0,19+£0,01| 0,17+0,01
16:1n-7 2,30+0,12 | 3,44 +0,37** 3,45£0,18 | 3,67+0,34 0,62+0,03| 0,72+0,10
18:0 2,27+0,11 1,02 +0,16%** | 333+0,14| 3,19+£0,21 13,79 £ 0,22 | 14,38 £0,77
18:1n-9 16,98 £ 0,34 | 21,38 £0,54*** | 3968 £0,59 | 42,81 £0,82** | 10,60 £ 0,23 | 12,38 + 0,65**
18:1n-7 1,37 £ 0,03 1,72 £0,08*%** | 3,14+0,11 | 2,95+0,21 2,11£0,06| 2,07+0,13
18:2n-6 | 53,47 +0,73 | 48,68 £ 1,27*** | 19,97 +0,85 | 16,83 £1,12* 25,28 £0,55] 19,94 £ 0,83%**
18:3n-6 0,84£0,04 | 095£0,12 0,45+0,03| 046+0,11 0,09+0,01| 0,12+0,02
18:3n-3 0,78+0,03 | 0,53 £0,04*** 1,74+£0,10 | 0,90+£0,11***| 0,33+0,01| 0,21 £0,02%**
20:3n-6 0,67£0,04 | 0,71 £0,04 0,31+£0,01 | 0,27 +0,02* 2,90+0,09| 2,83+0,20
20:4n-6 7,19£0,25 | 7,65%0,35 1,44+0,07 | 1,54£0,14 10,82 £ 0,30 | 10,34 £ 0,56
20:5n-3 0,75£0,04 | 0,62 £0,05 0,23+0,02| 0,17 +0,03* 0,81 £0,05| 0,67+0,07
22:5n-3 0,14 £0,01 0,08 £0,01*** | 041+0,02| 0,28 £0,02***) 1,06=%0,04| 0,83 +0,05
22:6n-3 0,65£0,03 | 0,47 £0,04** 0,54+£0,04 | 042+0,04* 349+£0,16| 3,04%0,15
> SFA 13,84 £ 0,42 | 12,92 £ 0,55 26,70 £ 0,70 | 28,15 £ 0,56 40,36 £ 0,31 | 45,74 £ 1,98**
YMFA | 21,47+0,44 | 27,16 £ 0,88%** | 47,53 + 0,75 | 50,47 £ 1,05* 13,70 £ 0,28 | 15,52 £ 0,84*
> PUFAn-6| 62,37+0,74 | 58,23 + 1,27** | 22,84+0,90 | 19,60 = 1,10* 40,16 £ 0,41 | 34,23 + 1,34%**
> PUFAn-3| 2,32+0,07 1,69 £0,09%** | 292+0,14| 1,77 +0,11***| 578+0,19| 4,61 £0,25%**

primér +SEM (mol %), “’ Manniv-Whitneyho U-test: * P <0,05; #* P <0,01; ##*P <0,001,” -
Hottelingiiv mnohonasobny t-test: * P <0,05

Diskuse

Koncentrace TC je az z 90 % sumou cholesterolu obsazeného ptevazné v LP tfidach LDL

(v€etn¢ IDL) a HDL. Distribuce cholesterolu v LP tfidach je vysledkem faktori genetickych,
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nutricnich a metabolickych. Je fizena rychlosti synthesy prekursorovych LP, aktivitami
enzymu - lipoproteinové lipasy, jaterni lipasy, LCAT, CETP, pienaSeCového proteinu pro
fosfolipidy, aktivitami a poctem receptorti pro LP (LDL-receptor, SR-B1), rychlosti konverse
cholesterolu na Zlu¢ové kyseliny a jeho eliminace do Zluge*®. Protoze pomér lathosterol/TC
je jednim z ukazatel synthesy cholesterolu de novo, 1ze ptedpokladat, ze zvyseny pokles TC
(resp. LDL-C a non-HDL-C) pii zvySené biosynthese cholesterolu u PEM je zptsoben jeho
zvySenou potiebou v reparujicich se perifernich tkanich.

Klinické stavy, které se zahrnuji do skupiny PEM, jsou kombinaci prostého
(marantického) hladovéni a stresového hladovéni (resp. cytokiny zprostfedkované
malnutrice), mohou byt charakterisovany také jako soucast SIRS. Metabolismus lipidi a LP je
u téchto stavi (napf. trauma, infarkt myokardu, sepse, zanét ¢i velkd operace) alterovan
z hlediska kvalitativniho 1 kvantitativniho. Zmény lipidd a LP jsou ve vétSiné piipada
zprostiedkovany hormonalnimi zménami a pusobenim cytokini®**+* " Prozanétlivé
cytokiny soucasné aktivuji nékteré enzymy lipogenese a inhibuji aktivity LPL kosterniho svalstva
a tukoveé tkané. Tyto zmény byly popsany u pacientd po traumatech i1 akutnim infarktu
myokardu*®4%7,

Vzestup koncentrace VLDL vcirkulaci je pravdépodobné také protektivnim
mechanismem, ktery neutralisuje bakterialni lipopolysacharidy. Aplikace bakterialniho
lipopolysacharidu zvySuje obsah SM v LDL a pravdépodobné prostiednictvim TNF-a a IL-1
zvysuje expresi jaterni glukosylceramid synthasy, kterd produkuje glukosylceramid a vede ke
zvySeni aterogenniho potencidlu LDL. Akutni stavy jsou provazeny zvySenym oxidacnim

468 o
. Za normalniho

stresem, ktery rovnéz je vyznamnym faktorem oxidativni modifikace LDL
stavu hraji HDL rozhodujici roli v reversnim transportu cholesterolu a dale plni funkci
ochrany LDL a VLDL pted oxidativnim poskozenim. Béhem SIRS klesaji koncentrace HDL,
vyznamn¢ se sniZzuje koncentrace apo A-I a antioxidacni kapacita HDL. Ta je dasledkem
poklesu aktivit paraoxonasy k témét nulovym hodnotdm. Pokles apo A-I je dusledkem
zvySenych koncentraci serového amyloidu A (SAA), ktery béhem zanétu vstupuje do HDL.
Zde vytésiuje apo A-I a tim sniZuje schopnost HDL transportovat cholesterol*®. Predpoklada
se, ze zména sloZzeni HDL urychluje jejich katabolismus, ochromuje reversni transport
cholesterolu a pfesmérovava transport cholesterolu a fosfolipidi nesenych v HDL smérem do
tkani, ve kterych probiha obnova bungk*®®.

Zmény v plasmatickém profilu lipidii po akutnim infarktu myokardu byly spojeny se
zvySenim synthesy cholesterolu (poméru lathosterolu/TC). Autofi vysvétluji tyto zmény

327

zvySenou potiebou cholesterolu pro reparaci tkani po ischemickém inzultu™’. Koncentrace
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Lp[a] jsou determinovany pievazné geneticky, ale u PEM se mohou vyrazné¢ ménit, coz je

v souladu s jeho vlastnostmi jako reaktantem akutni faze*”.

Zavér

Sekundarni dyslipidemie u PEM je charakterisovdna rizné vyjadfenou elevaci TAG. Ta
koreluje se stupném insulinové resistence, koncentracemi NEFA a urovni katabolismu
v zavislosti na pusobeni cytokini. DalSim charakteristickym rysem je pokles koncentrace
HDL-C a LDL-C pfi zvySeném pomeéru lathosterol/TC a tudiZ 1 zvySené Urovni synthesy
cholesterolu. Pokles LDL-C a HDL-C je pravdépodobné dusledkem zvySené potieby
cholesterolu pro obnovu bunéénych membran perifernich tkani. Konsistentni jsou zmény
dvou entit: vzestup OA a pokles LA, které jsme zjistili ve vSech lipidovych tfidach. Pokles
LA by mohl byt disledkem zvySené lipoperoxidace (i) a/nebo zvySené potieby CE
v perifernich tkanich (ii). Druhy mechanismus je pravdépodobnéjsi vzhledem k poklesu HDL-
C a LDL-C, protoze CE jsou transportni formou cholesterolu v LDL a HDL. Vzestup OA by
mohl byt reflektovat zvySenou lipogenesi. Koncentrace OA jsou ovlivnény predevSim
aktivitou D9D a ty uzce koreluji s aktivitou synthasy mastnych kyselin®’. Snizené
koncentrace ALA jsou pravdépodobné duasledkem snizeného pfisunu této mastné

kyseliny u PEM a karence PUFA tady n-3*"°.
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3.3.3 Obsah tuku u nizkoenergetickych diet a zastoupeni mastnych Kkyselin a
necholesterolovych steroli v plasmé — Studie VIII

(Cast studie byla publikovéana v &lanku Vecka M, Richterovd B, Zik A, Tvrzickd E, Sramkova
P, Stankova B, Klimcdkova E, Stich V: Zmény sloZeni mastnych kyselin v séru a tukové tkani v
zavislosti na obsahu tukii v nizkoenergeticke dieté. Cas Lék Ces 2006, 145(6): 464-469.)

V posledni dob¢ je opét vénovana zvySend pozornost moznému piiznivému vlivu diet
s vysokym podilem tuku na redukci vdhy a metabolicky profil jedince. Diety s vysokym
podilem tukii plsobi, ve srovnani s dietou snizkym podilem tukli, zvySeny ubytek

472 O distribuci cholesterolu mezi

hmotnosti'’' a snizeni hladiny TAG*"", nékdy i cholesterolu
jednotlivymi lipoproteinovymi tiidami za podminek redukcni diety neni mnoho informaci a
jen velmi malo je zndmo o homeostase cholesterolu za t&chto podminek*”, popt.
dlouhodobych ugincich takovych diet na hladiny lipida*’*. SloZeni redukénich diet je navic
velmi variabilni z hlediska obsahu cholesterolu, mastnych kyselin a fytosteroli; vSechny tyto
slozky maji vliv na homeostasu cholesterolu. Cilem této studie bylo sledovat, zdali se odliSny

obsah tuk v diet¢ odrazi v rozdilnych zménach ve sloZeni mastnych kyselin v lipidech sera (CE,

TAG a PL) a v TAG tukové tkan¢ u obesnich osob a také v rozdilném metabolismu cholesterolu.

Metodika

VysetFovany soubor

VysSetfovany soubor byl tvofen 44 obesnimi osobami bez dal§ich metabolickych
komplikaci obesity a medikace. Soubor byl randomisovan do 2 skupin: 1. skupina s dietou
s nizkym zastoupenim tuki (LFD), 2. skupina s vysokym zastoupenim tukti (HFD). Protokol
studie lze nalézt v kapitole 2.5. Zastoupeni hlavnich tfid mastnych kyselin a cholesterolu
v piijimané dieté bylo provedeno hodnocenim jidelnicku ti¢astnikli pied zahajenim intervence
av5.,7.,al0tydnu dietni intervence pomoci programu NutriDan (Miillerova, Plzen, CR).

Analytické metody

Pro stanoveni biochemickych parametrii byl pouzito postupii uvedenych v kapitole
2.6.1. Zastoupeni mastnych kyselin a necholesterolovych steroli bylo stanoveno podle
protokoli uvedenych v kapitolach 2.6.4.1 a 2.6.4.2. Stanoveni zastoupeni mastnych kyselin v
NEFA bylo provedeno po extrakci lipidi metodou piimé derivatisace pomoci
monochlorformiatu za katalysy dimethylaminopyridinem v prostfedi acetonitrilu a smési

methanolu s dichlormethanem®”.

Vysledky
Hodnoceni zastoupeni mastnych kyselin a cholesterolu v dieté

Hodnocenim jidelnicku bylo zjisténo, Ze pred zahdjenim diety nebyly mezi obéma
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skupinami rozdily v obsahu tukli a zastoupenim hlavnich tfid mastnych kyselin ve strave.
Béhem dietni intervence byl u skupiny HFD zjistén vyssi obsah celkového tuku (36,2 + 5,99
en% vs. 41,7 = 6,31 en%, p < 0,005), u skupiny LFD doslo ke snizeni (39,1 + 9,64 en% vs.
24,8 £ 5,97 en%, p < 0,001). Béhem dietni intervence bylo u skupiny HFD zjisténo vyssi
zastoupeni MFA (HFD: 36,2 + 6,22 en% tuku, LFD: 31,4 + 7,1 en% tuku, p < 0,05). Mezi
obéma skupinami nebyly rozdily v procentudlnim zastoupeni ostatnich tiid mastnych kyselin
v piijimané dieté. Dietni pfijem cholesterolu byl stanoven u obou skupin na hodnoty kolem

300 mg/den bez rozdili zptisobenych typem diety a fazi méteni (Tabulka 3.3.3.1).

Vliv diet na antropometrické a metabolické charakteristiky

Vliv obou typii nizkoenergetickych diet na hmotnostni parametry, hladiny krevnich
lipidt a lipoproteinti ukazuje Tabulka 3.3.3.1. Mezi obéma skupinami nebyly rozdily v abytku
celkové té€lesné hmotnosti a mnozstvi tukové tkdné. Nebyly rozdily v poklesu hladiny
celkového cholesterolu: u skupiny HFD byl zptsoben sniZzenim hladiny VLDL-C, zatimco u

skupiny LFD pfedevsim snizenim obsahu cholesterolu v ¢asticich LDL.

Tabulka 3.3.3.1 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na antropometrické a vybrané
biochemické ukazatele

(nH:F;)S) Wilcoxon (nL:FII)g) Wilcoxon
pred po p pred po p

energie (kcal/den) | 1793 +75 1779 + 64

prijem cholesterolu | - g . 70 320+£200 | 0,5079 350 + 170 292+130 | 0,5652
(mg/den)

vaha (kg) 104,8 + 3.7 97,6 +3,5 0,0000 1052+4,1 97,7+4,2 0,0001
pas (cm) 1052 +2,7 100,9 2,7 0,0020 106,5+2,6 100,0£2,7 0,0001
WHR 0,868 + 0,019 | 0,866 + 0,018 | 0,8373 0,874 +£0,029 | 0,859+0,021 | 0,0552
FFM (kg) 62,8 +2.4 62,0+24 0,0030 62,3+2,7 60,1 £2,6 0,0004
FM (kg) 42,0+22 36,9 +2,6 0,0005 43,0+£2,8 37,6 £2,7 0,0001
FM (% vahy) 39,9+1,3 37,6 £1,3 0,0002 40,6 £1,7 38,2+1,6 0,0015
TC (mmol/l) 5,31 £0,25 5,00+ 0,23 0,0128 5,17+0,18 4,71 £0,16 0,0112
HDL-C (mmol/l) 1,19 £0,08 1,17 +£0,07 0,7570 1,16 £ 0,06 1,08 £ 0,06 0,1031
VLDL-C (mmol/l) | 0,47 +0,07 0,35+ 0,03 0,0017 0,35+ 0,03 0,33 £0,03 0,5732
LDL-C (mmol/l) 3,40 £ 0,20 3,31+0,18 0,1985 3,49+0,17 3,08+0,13 0,0055
TAG (mmol/l) 1,61 0,23 1,28+0,14 0,0087 1,27 +0,13 1,32+ 0,09 0,4939
glukosa (mmol/l) 5,56+ 0,15 5,50+ 0,11 0,7103 5,34 £0,14 5,48 £0,11 0,1262
insulin (mU/1) 12,9 +2,1 11,3+14 0,7164 10,1+ 1,1 12,4+22 0,3144
HOMA index 3,389+0,618 | 2,862 +0,440 | 0,6377 2,462 +0,298 | 3,112+0,621 | 0,2560
QUICKI index 0,336 +£0,007 | 0,337+ 0,005 | 0,7570 0,345+0,009 | 0,335+0,007 | 0,3144

priumer = SEM. Zkratky - WHR (waist:hip ratio) pomér pas/boky, FFM (fat free mass) — tukuprostda hmotnost,
FM (fat mass) — hmotnost tuku. HOMA index = insulin(mU/l)*glukosa(mmol/l)/22,5; QUICKI index =
1/[log(insulinimU/l)) + log(glukosa(mmol/l)*18)]

Zmeny ve sloZeni mastnych kyselin v TAG tukové tkané

Mastné kyseliny TAG tukové tkan€ jsou uvedeny v Tabulce 3.3.3.2. U obou typi diet se
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projevilo obdobné snizeni zastoupeni n-3 PUFA, zplsobené snizenim zastoupeni ALA.
Zmény v zastoupeni MFA byly representovany zvySenim kyseliny 7-hexadecenové (16:1n-9)
a OA, kompensované snizenim zastoupeni POA: celkové se tyto zmény odrazily v hrani¢nim
zvyseni zastoupeni MFA u skupiny s LFD a nevyznamné u skupiny s HFD. Zadna z diet
nevedla ke zménam v zastoupeni nasycenych mastnych kyselin a minoritnich n-6 PUFA.

Tabulka 3.3.3.2 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na slozeni mastnych kyselin
triacylglycerolt tukové tkané

Mastna HFD (n=25) Wilcoxon LFD (n=19) Wilcoxon
kyselina pred po p pred po p

12:0 0,27 +0,02 0,25+ 0,02 0,0264 0,33 +0,03 0,32 +0,03 0,1262
14:0 2,02 + 0,08 1,96 + 0,08 0,0049 2,17 +0,08 2,11+0,09 0,0062
16:0 22,00+ 0,35 | 21,85+0,38 0,0653 22,28+0,36 | 22,05+0,40 0,0158
16:1n-9 0,57+0,01 0,59 +0,01 0,0173 0,54 +0,01 0,56 +0,01 0,0011
16:1n-7 4,47 +0,24 4,30+ 0,27 0,0303 4,03 +0,21 3,83+0,21 0,0001
18:0 2,78 +£0,14 2,82+0,15 0,6766 3,08+0,13 3,15+0,15 0,1262
18:1n-9 49,13+ 0,34 | 49,47 £0,39 0,0054 49,09+ 0,39 | 49,57+0,47 0,0015
18:2n-6 13,16+ 0,34 | 13,09+0,33 0,2642 12,82+ 0,34 | 12,73+£0,37 0,7172
18:3n-3 0,89 +£0,04 0,84 +£0,03 0,0003 0,92 +£0,04 0,87 £0,04 0,0008
20:1n-9 0,62 + 0,02 0,65 + 0,02 0,0074 0,66 + 0,02 0,69 + 0,02 0,0011
20:4n-6 0,33 +0,02 0,36 + 0,02 0,0032 0,32 +0,02 0,34 +0,02 0,0401
20:5n-3 0,05 + 0,00 0,05 + 0,00 0,5629 0,05 + 0,00 0,05+0,01 0,4688
22:6n-3 0,09 £ 0,00 0,10+0,01 0,0119 0,11+0,01 0,12+0,01 0,0990
X SFA 27,17+0,50 | 26,97 £ 0,54 0,0926 27,97+0,49 | 27,73+0,58 0,1262
~ MFA 57,56 +0,53 | 57,78 £ 0,59 0,1155 57,09+0,51 | 57,41+ 0,60 0,0642
> PUFAn-6 | 14,09+0,34 | 14,10+ 0,33 0,7570 13,71 + 0,33 13,66 + 0,36 0,5732
2~ PUFA n-3 1,18 +0,04 1,15+0,03 0,0347 1,24 +0,04 1,20 +0,05 0,0112

Data jsou ve formatu primeér £ SEM. Jsou uvedeny pouze hlavni tfidy mastnych kyselin a z
Jednotlivych mastnych kyselin pouze hlavni a ty, u nichz byla pozorovana zména.

Zmeény v zastoupeni mastnych kyselin v krvi

Zmény v zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych lipidovych tfidach krevniho sera

ukazuji Tabulky 3.3.3.3 az 3.3.3.5.

K nejvétsim zméndm po dietnich rezimech doslo ve frakei PL. V obou skupinach diet

jsme zaznamenali signifikantni sniZzeni obsahu nasycené mastné kyseliny SA, zvySeni obsahu
kyseliny vakcenové (18:1n-7), AA a DHA. V celkovych sumach jednotlivych tfid mastnych
kyselin nedoslo po dieté u zadné skupiny k vyznamnym zménam. Zmény ve slozeni NEFA,
kde jako majoritni kyseliny vystupuji PA (21 -24 mol%), SA (11- 14 mol%), OA (35 — 39
mol%) a LA (12 — 14 mol%), byly pouze nevyznamného charakteru. Jedinym zaznamenanym
trendem byl u skupin HFD a LFD pokles ALA (z 1,27 £ 0,06 na 1,17 £ 0,07 mol%, resp.
z 1,35+ 0,07 na 1,18 = 0,10 mol%; p < 0,05).

Ve frakci CE doslo u skupiny HFD v SFA k signifikantnimu sniZeni pouze v zastoupeni

MA. Z mononenasycenych mastnych kyselin doslo pak k poklesu zastoupeni POA i kyseliny
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7-hexadecenové, které bylo kompensovano vzestupem obsahu kyseliny vakcenové (18:1n-7):

v celkové sumé jsme tak zddnou zménu nepozorovali. U stejné skupiny doslo ve tfidé n-6

PUFA ke vzestupu zastoupeni AA, jez bylo opét vyrovndno zménou v opacném smyslu pro

GLA a kyselinu dihomo-y-linolenovou (20:3n-6). Pro posledni tfidu PUFA, n-3, byl u

skupiny HFD charakteristicky pokles u prvniho substratu metabolické drahy, ALA, a vzestup

findlniho produktu, DHA, bez efektu na zménu celkového zastoupeni n-3 PUFA. Skupina

LFD vykézala ve stejném smyslu zmény pouze u AA (vzestup), ALA (pokles) a DHA

(vzestup), také beze zmény celkového zastoupeni n-3 PUFA.

Tabulka 3.3.3.3 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na sloZeni mastnych kyselin
cholesteryl esterti plasmy

Mastna HFD (n = 25) Wilcoxon LFD (n=19) Wilcoxon
kyselina pred po p pred po p

14:0 0,76 + 0,06 0,61 +£0,05 0,0005 0,80 + 0,07 0,76 + 0,09 0,3259
16:0 10,94 = 0,37 10,79 £0,38 0,6476 | 11,60 +0,46 11,83 £0,42 0,5014
16:1n-9 0,45+ 0,02 0,43 +0,03 0,0223 0,50 + 0,05 0,54 +0,07 0,5695
16:1n-7 2,81 +£0,20 2,38+0,17 0,0017 2,52 +£0,24 2,67 £0,23 0,6791
18:0 1,07 £0,05 1,01 £0,06 0,3313 1,30 £ 0,16 1,30 £ 0,18 0,7174
18:1n-9 17,85+ 0,37 18,09 £ 0,44 0,4929 | 17,90 +0,56 18,04 £ 0,25 1,0000
18:1n-7 0,93 £ 0,03 1,01 +£0,03 0,0072 1,03 £0,04 1,11 +£0,04 0,1477
18:2n-6 56,07 £0,78 | 55,85+0,80 0,4405 | 56,01 +0,98 54,14 + 0,89 0,1208
18:3n-6 0,67 £0,04 0,58 £ 0,04 0,0397 0,53 £ 0,06 0,53 £ 0,05 0,5349
18:3n-3 0,58 £ 0,03 0,52 +£0,02 0,0140 0,48 £ 0,02 0,46 = 0,03 0,0557
20:3n-6 0,87 + 0,04 0,80 + 0,03 0,0010 0,74 £ 0,04 0,76 + 0,04 0,8361
20:4n-6 4,76 0,22 5,85+0,34 0,0022 4,55+0,48 5,65+ 0,50 0,0557
20:5n-3 0,28 +0,03 0,31 +0,04 0,6272 0,23 +0,04 0,32 + 0,06 0,3011
22:6n-3 0,15+0,02 0,19+ 0,02 0,0345 0,14 + 0,03 0,21 +0,03 0,0627
> SFA 13,22 +0,42 12,82 +0,42 0,2531 14,18 £ 0,53 14,38 + 0,57 0,5695
> MFA 22,15+0,50 | 22,00 +0,51 0,6892 | 22,04 +0,75 22,46 £ 0,47 0,7564
> PUFAn-6 | 62,43+0,73 | 63,14+£0,72 0,3914 | 61,87+ 1,08 61,14 + 0,88 0,7564
> PUFA n-3 1,15+0,06 1,15+£0,07 0,7971 0,97 +£0,08 1,11+0,10 0,4380
Y trans 0,77 £ 0,09 0,63 + 0,04 0,3758 0,64 + 0,06 0,62 + 0,06 0,8361
¥ n-9 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,1374 0,08 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,7564
>18:2conj 0,18+0,01 0,17+0,01 0,2904 0,20+ 0,01 0,18+0,01 0,3520

Data jsou ve formdtu primeér = SEM. Jsou uvedeny pouze hlavni tridy mastnych kyselin a z jednotlivych
mastnych kyselin pouze hlavni a ty, u nichz byla pozorovana zména. Xtrans = suma trans isomeri mastnych
kyselin, n-9 - PUFA rady n-9 (20:3n-9). 18:2conj - suma konjugovanych isomerti kyseliny linolové
(9clit9tl1c,10t12¢,10c12¢,9t11t atd..)

U TAG doslo u obou skupin ke snizenému zastoupeni nasycenych mastnych kyselin

v disledku snizeni zastoupeni PA a SA. U skupiny HFD bylo zvySeno zastoupeni

mononenasycenych mastnych kyselin v disledku zvySeni podilu OA. U PUFA se zmény

v zastoupeni jednotlivych slozek vzdjemné kompensovaly. Za zminku stoji také snizeni

zastoupeni trans-isomerti mastnych kyselin, ke kterému doslo u skupiny LFD.
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Tabulka 3.3.3.4 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na slozeni mastnych kyselin
fosfolipidii plasmy

Mastna HFD (n = 25) Wilcoxon LFD (n=19) Wilcoxon
kyselina pred po p pred po p

16:0 30,61 +£0,27 31,74+£0,30 | 0,0090 32,21 +0,86 32,14 +0,54 0,2787
18:0 13,77 £ 0,25 12,88+0,24 [ 0,0008 13,80 + 0,68 12,61 + 0,42 0,0030
18:1n-9 9,59 + 0,24 9,55+0,22 | 0,8076 9,31 +0,46 9,29+0,18 0,8068
18:1n-7 1,31 £0,05 1,46 £ 0,04 | 0,0024 1,39 +£ 0,04 1,57 £ 0,06 0,0231
18:2n-6 2420+ 048 | 23,19+0,47 | 0,1886 22,78 +£0,73 22,33 +0,48 0,6002
18:3n-3 0,24 £0,01 0,20 £ 0,01 0,0074 0,20 + 0,02 0,17 +£0,01 0,1520
20:3n-6 3,55+0,16 3,05+ 0,14 | 0,0004 3,16 0,25 3,01 £0,17 0,4216
20:4n-6 9,07 £0,30 10,28 £ 0,38 | 0,0002 9,35£0,76 10,66 + 0,39 0,0107
20:5n-3 0,76 £ 0,06 0,69 +£0,05 | 0,2627 0,70 + 0,08 0,74+0,11 0,3454
22:6n-3 2,25+0,13 2,57+0,12 | 0,0284 2,36 £0,24 2,93+0,15 0,0037
¥ SFA 45,41 +0,24 | 45,60+0,24 | 0,8838 47,17+ 1,18 45,78 +0,33 0,6002
> MFA 11,99 + 0,26 12,06 0,24 | 0,8583 11,84 +£0,53 11,94 + 0,24 0,7532
> PUFAn-6 | 37,67+0,34 | 37,29+0,31 0,6849 36,03 +1,32 36,78 £ 0,36 0,9721
Y PUFAn-3| 3,92+0,17 4,09+0,14 | 0,3221 3,82+£0,36 4,46 £ 0,26 0,1159
Y trans 0,71 £0,05 0,69+ 0,05 | 0,1154 0,86 +0,07 0,76 £ 0,07 0,1730
> n-9 0,12+0,01 0,10+0,01 0,0015 0,11+0,01 0,10+0,01 0,1159
X18:2conj 0,14 +0,01 0,14 +0,01 0,1485 0,13 +£0,01 0,14 +0,01 0,2787

Vysveétlivky viz tabulka 3.3.3.3

Tabulka 3.3.3.5 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na slozeni mastnych kyselin
triacylglycerolll plasmy

Mastna HFD (n = 25) Wilcoxon LFD (n=19) Wilcoxon
kyselina pred po p pred po p

14:0 1,89 £0,11 1,40 £ 0,06 0,0004 1,79 £ 0,10 1,45+0,07 0,0096
16:0 28,40+ 0,62 | 26,81 £0,43 0,0035 | 28,36 +0,91 25,89 + 0,44 0,0096
16:1n-7 3,63+0,16 3,31+0,16 0,0138 3,19+0,18 3,41+0,18 0,0854
18:0 3,21£0,14 3,01 £0,13 0,0780 3,41+0,21 2,64 +0,14 0,0005
18:1n-9 38,51 £0,55 | 40,59+0,55 0,0004 | 39,11+0,89 40,52 + 0,50 0,1221
18:2n-6 15,19£0,61 | 15,81 £0,50 0,0653 14,66 + 1,12 16,56 + 0,48 0,0854
20:2n-6 0,16 +0,01 0,15+0,01 0,0128 0,15+0,01 0,15+0,01 0,9133
20:3n-6 0,25+0,01 0,21 £0,01 0,0049 0,21 £0,02 0,20 + 0,01 0,7113
> SFA 34,19+£0,71 | 31,84+0,52 0,0019 | 34,29+1,13 30,63 +£ 0,50 0,0018
¥ MFA 45,78+ 0,53 | 47,59+0,51 0,0011 46,00 + 0,93 47,73 + 0,62 0,0936
Y PUFAn-6| 16,76+0,64 | 17,38+0,51 0,1578 16,19 + 1,24 18,16 £ 0,49 0,1701
¥ PUFA n-3 1,55 +£0,08 1,51 +£0,09 0,4758 1,45+0,17 1,69 +£0,12 0,2668
¥ trans 1,34 £ 0,08 1,32 +0,08 0,7775 1,70 £ 0,13 1,40 £ 0,11 0,0386
> n-9 0,10 £0,01 0,10 £0,01 0,3002 0,10+0,01 0,11+0,01 0,5277
>18:2conj 0,27 +0,01 0,25+0,01 0,6766 0,24 +0,02 0,28 +0,02 0,0222

Vysvétlivky viz tabulka 3.3.3.3

Zmeny v necholesterolovych sterolech plasmy

Po dietni intervenci poklesly u obou skupin koncentrace fytosterolti (Tabulka 3.3.3.6).

Pokles vztazeny na hodnoty cholesterolu dosdhl vyznamnosti u skupiny HFD pouze pro

B-sitosterol, u skupiny LFD byla vyznamnost zachovana jak pro kampesterol, tak i pro -

sitosterol. Koncentrace lathosterolu nebyly zménény.

105




Vysledky a diskuse

Tabulka 3.3.3.6 Vliv diety s vysokym a nizkym podilem tuku na koncentrace necholesterolovych

sterold plasmy

P HFD (n = 25) Wilcoxon LFD (n=19) Wilcoxon
arametr - .
pred po p pred po p

lathosterol (umol/l) 7,74+3,08 | 7,32+3,01| 0,7380 7,76 £2,57 | 7,98+3,19 | 0,7764
kampesterol (umol/l) 9,01 £3,86 | 7,50+3,22( 0,0308 8,51+290 | 6,62+3,54 | 0,0076
[B-sitosterol (umol/1) 596261 | 484+1,90| 0,0089 547+1,85 | 453+1,94| 0,0125
Lathosterol/TC (umol/mmol) 1,48+ 0,51 | 1,50+£0,68| 0,6051 1,54+049 | 1,73+0,88 | 0,0884
kampesterol/TC (umol/mmol) 1,68 +£0,62 | 1,47+0,48| 0,1711 1,68+0,52 | 1,39+0,66 | 0,0106
B-sitosterol/TC (umol/mmol) 1,12+043 | 0,96+0,29| 0,0447 1,09+0,34 | 0,96+0,37 [ 0,0146

Data jsou ve formatu primer = SEM.

Pro vypocet korelacnich koeficient byly zvoleny koncentrace necholesterolovych
sterold (lathosterolu, kampesterolu a B-sitosterolu) vztazené na ptislusné hodnoty koncentraci
cholesterolu (Tabulky 3.3.3.7a a 3.3.3.7b). V obou skupinach jak pted intervenci, tak i po
dieté, jsme nalezli vyznamné korelace mezi obéma markery absorpce cholesterolu
(kampesterolem [-sitosterolem), lathosterol s témito dvéma steroly nekoreloval. Vyznamna
byla také korelace koncentraci vSech tfi necholesterolovych steroli namétenych pied a po

dietni intervenci.

Tabulka 3.3.3.7a Korelace necholesterolovych sterolii plasmy vztazenych na cholesterol, skupina HFD

LatA/ Kamp A/ Sit A/ LatB/ Kamp B/ Sit B/
Parametr TCA TCA TCA TCB TCB TCB
LatA/TCA 0,0951 -0,0186 0,6579 ** | 0,0211 -0,0113
Kamp A/TC A 0,0951 0,8518 ***x* 0,0391 0,5547 * 0,5978 *
SitA/TCA -0,0186 0,8518 **#x* -0,1227 0,4807 0,6297 **
LatB/TCB 0,6579 ** | 0,0391 -0,1227 -0,1964 -0,1872
Kamp B/ TCB 0,0211 0,5547 * 0,4807 -0,1964 0,9064 ****
SitB/TCB -0,0113 0,5978 * 0,6297 ** -0,1872 0,9064 ****

Vstupni data jsou v jednotkach pmol/mmol, zkratky — A — pred dietou, B — po dieté; Lat — lathosterol,
Kamp — kampesterol, Sit — [-sitosterol, TC — cholesterol; * - p < 0,05; **-p < 0,01; ***-p < 0,001,
kXX _p < 0,0001; poradovy Spearmaniiv koeficient korelace (n = 25)

Diskuse

Oba typy diet vedly ke srovnatelnému sniZeni celkové hmotnosti, ubytku tukové hmoty
a ke sniZeni koncentrace celkového cholesterolu: zatimco u skupiny LFD bylo zptsobeno
snizenim LDL-cholesterolu, u skupiny HFD bylo snizeno zastoupeni cholesterolu v ¢asticich
VLDL. Na pokles LDL-cholesterolu ma vliv sniZovani t&lesné hmotnosti*’®. SniZeni hladin
cholesterolu u skupiny HFD v ¢asticich VLDL muze souviset s poklesem TAG pozorovanym
pouze u skupiny HFD. Pokles TAG u diet s vysokym podilem tukt byl téZ popsan v fad¢
dalgich studii’**"".

SloZeni mastnych kyselin tukové tkané odrazi profil mastnych kyselin pfijimanych v

potravé v deldim Gasovém obdobi, i kdyZ v praci Summerse’’’ byl zjistén rychly presun
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mastnych kyselin z potravy do TAG tukové tkané. Ob¢ diety v této studii vedly k velké rade¢
zmén v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, které se ale neprojevily v celkovych
sumach hlavnich tfid mastnych kyselin. To svéd¢i spiSe pro zmény v aktivitdch elongaénich a

desaturac¢nich enzymii spojenych se zménami zastoupeni mastnych kyselin v dieté.

Tabulka 3.3.3.7b Korelace necholesterolovych sterolti plasmy vztazenych na cholesterol, skupina LFD

Lat A/ Kamp A/ Sit A/ Lat B/ Kamp B/ Sit B/
Parametr TC A TC A TC A TCB TCB TCB
Lat A/TC A 0,3676 0,2794 0,7286 ** 0,1857 0,2393
Kamp A/TCA | 0,3676 0,8118 ****1 0,1393 0,8464 **** | (,7929 ***
Sit A/TCA 0,2794 0,8118 **4* 0,0429 0,6321 * 0,6321 *
LatB/TCB 0,7286 ** 0,1393 0,0429 0,0235 0,0735
Kamp B/TCB 0,1857 0,8464 ****| 0,6321 * 0,0235 0,9647 sk
SitB/TCB 0,2393 0,5978 * 0,6321 * 0,0735 0,9647 ***x*

Vysvetlivky viz Tabulka 3.3.3.7a, n = 19.

SniZeni zastoupeni mastnych kyselin fady n-3 v TAG tukové tkdn¢ po nizkoenergetické
diet¢ mize byt zplsobeno nizkym obsahem esencidlnich mastnych kyselin v dieté. Tento

efekt byl pozorovan i po velmi piisné nizkoenergetické diets® 4”47

. Dal$im vysvétlenim by
mohla byt zvySena mobilisace PUFA ztukové tkan€, pro coz svéd¢i vyrazné vyssi utilisace
pocatecnich (esencialnich) ¢leni metabolickych drah n-3 i n-6 PUFA pro tvorbu naslednych
meziproduktii. Mastné kyseliny fady n-3 se navic (ve srovnani s ostatnimi tfidami mastnych
kyselin) ukladaji do tukové tkan& nejméng*”’.

Absolutni energeticky piijem ve formé tukil byl u obou skupin odhadnut v jiné praci*®.
Skupina HFD snizila po vstupu do studie piijem energie ve formé tukti z 787 na 648 kcal/den,
a LFD na 390 kcal/den. U obou skupin tedy doslo ke sniZeni pfijmu energie ve formé tukd.
Blizsi pohled na expresi gent v tukové tkani u nckterych tcastnikii studie ukazal, Ze neni
rozdilu mezi ob&ma typy diet, co se tyte zmén v expresich gent lipidového metabolismu*®’.
Tato prace ukézala, Ze exprese genti zapojenych do synthesy PUFA (D5D a D6D) je
potlacena u obou typt diet. Pfi niz§im piijmu EFA dochazi v tukové tkani nejdiive k depleci
mastnych kyselin na pocatku metabolické drahy (ALA, popf. AA) a mastnych kyselin
vyuzivanych pro tvorbu eikosanoidi (AA a EPA). Po upraveni dietniho rezimu se muze
zménit pomér n-6/n-3 PUFA ve stravé, na coz by upozoriiovalo zvyseni obsahu AA pfii
soucasném snizeni obsahu EPA v TAG tukové tkané u obou skupin.

Koncentrace lathosterolu se po diet¢ nezménily. Byla tedy zachovana biosynthesa
cholesterolu, zfejmé diky kombinaci efektli snizeni vahy (snizeni hmotnosti biosynthetické

tkan¢ a tedy snizeni hladiny lathosterolu™') a odpovédi na snizeni absorpce (kterou je

obycejn¢ zvyseni biosynthesy a tim zvySeni hladin lathosterolu).
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Snizeni hladin obou fytosterold jsme pozorovali u obou skupin HFD i LFD. Je mozné,
ze pii malém snizeni télesné hmotnosti se nejdiive méni absorpéni mechanismy nebo
mobilisace fytosteroll ztukové tkané, coz se odrazi v poklesu hodnot obou fytosterolt
(kampesterolu 1 B-sitosterolu). Pro snizenou mobilisaci sterold z tukové tkdné u redukéni diety
040 £ 10 %) u HTG obesnich muzii neméla vliv na absorpci cholesterolu, ale snizila produkci
zlu¢ovych kyselin. Velmi hluboka korelace byla patrna v nasi studii pro oba fytosteroly mezi
sebou, a tento fakt ukazuje na zachovani absorp¢ni ucinnosti pro kampesterol i -sitosterol
z lumen stfeva v prubéhu diety.

Negativni korelace lathosterolu a obou fytosterolii nedosahla statistické vyznamnosti.
Bud’ nebyla u zkoumanych osob ustanovena homeostasa cholesterolu, nebot’ i 3 mésice
trvajici redukéni rezim nenavodi metabolicky stav s ustanovenou homeostasou

317

cholesterolu” ', napf. nestabilnimi vahovymi zménami, nebo se do vztahu absorpce —

biosynthesa cholesterolu promita jeSt€¢ dalSi efekt, naptiklad akumulace sterol ve

b4 b4 r : 483
zmenSujicim se adipocytu™ .

Zavér

Desetitydenni nizkoenergeticka reduk¢ni dieta vyvolavd zmény ve sloZzeni mastnych
kyselin v tukové tkdni a plasmé. VéEtSina téchto zmén neni zévisla na podilu tukil v pfijimané
dieté, i kdyz na zéklad¢ této studie lze hovotit pouze o podilu tukli v rozmezi 20 % a 45 %
energetické hodnoty pfijmu. Za vyznamnou zménu je tfeba pokladat pokles obsahu PUFA
v tukové tkani pii obou typech sledovanych diet. Vysledky studie nasvédcuji tomu, ze
hlavnim regulacnim faktorem zmén slozeni mastnych kyselin je energeticky deficit vyvolany
dietou a vlastni zastoupeni tukli vredukéni diet€¢ hraje mensi roli. Desetitydenni
nizkoenergetickd reduk¢ni dieta vyvolava zmény v metabolismu cholesterolu i fytosteroli, které
jsou zpuisobeny bud’ snizenou absorpci a/nebo zhorSenym obratem fytosteroli z tukové tkang.
Redukeni dieta nastavend na podil tukid v rozmezi 20 % a 45 % energetické hodnoty piijmu, ktera

vyvold sniZeni télesné hmotnosti v fadu procent, nema vliv na celkovou biosynthesu cholesterolu.
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4 OBECNA DISKUSE

4.1 Metodické aspekty disertace

Stanoveni profilu mastnych kyselin v plasmé je neoddélitelnou souéasti dietnich studii*™*.
Rostouci zdjem o nékteré skupiny mastnych kyselin klade vyssi naroky na jejich stanoveni,
které se pro absolutni data musi opirat o validované postupy™®. Napiiklad PUFA n-3 jsou
dietnim doplitkem s prokdzanym hypocholesterolemickym uc¢inkem. Metodika stanoveni
mastnych kyselin pomoci GC je za dlouhou dobu své existence™ pomérné podrobng
zpracovana. Nejoblibenéjsi je pouziti split/splitless nastiiku isolované smési FAME do
kapilarnich kolon, které se v soucasné dobé vyrabéji v Sirokém rozmezi polarity stacionarni
faze a délkach dosahujicich az 100 m, takze analysu lze dobfe nastavit podle pozadavkd na
stanovovany profil mastnych kyselin. Pti néstfiku split lze vliv parametri nastfiku, jako
pratok spliterem, teploty jehly, konfigurace splitové komirky na chybu stanoveni FAME

pomoci GC zanedbat™™

. Nase studie se tedy zaméfily na zpracovani vlivil jinych krokt
analysy na celkovy vysledek stanoveni profilu mastnych kyselin v lipidovych tfidach lidské
plasmy.

Ve studii I (kapitola 3.1.1.1) jsme studovali vliv pouzité kolony a integra¢niho software.
Zjistovani pritomnosti minoritnich slozek ve slozitém chromatografickém zaznamu vyzaduje
spolehlivou konfiguraci metody 1 dobfe vybaveny vyhodnocovaci software. Rozdil
v zastoupeni majoritnich mastnych kyselin a slozek na samé mezi stanoveni je pfiblizné tfi
rady (studie I, kapitola 3.1.1.1), pfi¢emz i mezi minoritnimi slozkami profilu mastnych
kyselin v lidské plasmé jsou kyseliny s nepopiratelnym klinickym vyznamem, jako napf.
CLA, trans-isomery mastnych kyselin, POA i Meadova kyselina (20:3n-9)>"**. Pi
vyhodnocovani minoritnich peakli je nutna manualni korekce, pfi¢emz novéjsi software
s uzivatelsky pfijemnym prostfedim umoziuji snadné provadeéni téchto korekei. To je dilezité
pro oddé€leni peakt, u kterych nelze sestavit jednoduchy rozhodovaci proces pro automatické
zpracovavani (napf. pfimés mezi peaky 16:1n-9 a 16:1n-7). V tomto piipadé¢ by chyba
vyrazn¢ ovlivnila stanoveni téchto dvou kyselin, navic POA se v nékterych studiich pouziva
jako marker lipogenese*®.

U nékterych studii je mozné rozhodovat se mezi analytickou matrici. Ve studii II (kapitola
3.1.1.2) jsme se zam¢fili na dvé analytické matrice, a to plasma a LP ¢astice. Metabolismus
mastnych kyselin v plasmatickém kompartmentu je slozity a v t€¢sném vztahu k metabolismu
207

LP castic™ . Dale se zde uplatnuje uvoliiovani mastnych kyselin z tukové tkan¢ a jejich vazba

na albumin. Rozdily v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin lipidovych tfid mezi

109



Obecna diskuse

jednotlivymi LP tfidami jsou malé™’. Malé rozdily jsou ziejmé zptisobeny rozsahlymi

vyménnymi procesy, které¢ zahrnuji lipidové tfidy TAG a CE (pfendSeny CETP) i PL
(pfenédseny specifickym proteinem) a které zasahuji vSechny LP tfidy. Pozorované rozdily
mezi zastoupenim mastnych kyselin v LDL a celé plasmé (studie II, kapitola 3.1.1.2)
nedosahovaly hodnot rozptyla dat v klinickém souboru. Castice LDL totiz pienaseji nejvice
plasmatickych CE i PL*®. Triacylglyceroly jsou pfenaseny nejvice v &asticich VLDL a LDL,
pfi¢emZ porovnani zastoupeni VLDL a LDL pro TAG (studie II, kapitola 3.1.1.2) odhalilo
vyrazné€jsi rozdily, které pro vicenenasycené mastné kyseliny piesdhly dokonce celkovou
chybu metody.

Klinické studie nc¢kdy nerozliSuji pii uvadéni zastoupeni mastnych kyselin pojmy
fosfolipid a fosfatidylcholin. Je znamo, Ze PC tvoii vétSinu PL lidské plasmy a tento fakt se
nijak dale nekomentuje, pouze se piedpokladd, ze zastoupeni mastnych kyselin nebude
odlisné. Podrobné&jsi rozbor stanoveni profilu mastnych kyselin ve PL v porovnani s majoritni
fosfolipidovou tfidou, PC, je zpracovan ve studii III (kapitola 3.1.1.3). Ptredpoklad o
nahrazeni profilu mastnych kyselin ve PC jejich zastoupenim v (celkovém) fosfolipidu se
ukézal jako opravnény, ale pro nckteré studie je tfeba opatrnosti — napt. pokud bychom
podrobnéji sledovali osud jednotlivych mastnych kyselin v lipidovych tfidach plasmy nebo
otazku polohovych isomert lipidovych trid.

Analysa minoritnich sterolti v plasmé je v soucasné dobé na pokraji klinick¢ho zajmu.
Analysa prekursorti cholesterolu se uplatiiuje predevSim pii stanoveni diagnosy vrozenych
poruch biosynthesy cholesterolu i cerebrotendinosni xanthomatosy (vedle stanoveni So-
cholestanolu) a analysa fytosterolli pro podezieni na sitosterolemii (kapitola 1.4.2, kapitola
1.2.2 a ref.*®). Nedavno se také objevily pokusy o hodnoceni funkce jater na zakladg analysy
necholesterolovych sterolél pro stanoveni klinického stavu po transplantaci jater™ a pomér
Sa-cholestanol/cholesterol, popt. fytosteroly/cholesterol se d4 pouzit jako prediktor ucinku
hypolipidemické 1é¢by u hypercholesterolemi*”. Fytosteroly a jejich nasycend analoga,
fytostanoly, jsou vhodnymi dietnimi dopliiky pro snizovani cholesterolu, ale protoze soucasné
snizuji absorpci lipofilnich vitamini a maximalnich ucinkd se dosahuje jiz pii dévce
fytosterolti a fytostanol okolo 2 g/den, neni vhodny jejich vyssi piijem*'. Z klinického
hlediska by tedy bylo vhodné monitorovat hladinu fytosteroli v plasm¢.

Metodickou ¢asti analysy necholesterolovych sterolli jsme se zabyvali ve studii IV
(kapitola 3.1.2). Je zde popsan vliv typu nastfiku a nasledné derivatisace na kalibracni
zavislosti. Je zde také ukdzano na moznost soucasného stanoveni celkového cholesterolu

vzorku spolecné s necholesterolovymi steroly a na vliv jednotlivych kroka analysy na chybu
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stanoveni. Splitovy zplsob ndstfiku pfinasi sice jisté nevyhody, ale ty se acetylaci steroltl
podaftilo ¢astecné odstranit. Oproti stanoveni mastnych kyselin chromatograficky krok zatizi
vyznamnou mérou celkovou chybu analysy (kapitola 3.1.2.3). Uvazime-li vSak, ze tato chyba
je stale v porovnani s rozptylem klinickych dat mald, 1ze konfiguraci metody pro stanoveni

koncentrace necholesterolovych sterold v plasmé pouzit.

4.2 Experimentalni studie

Nékteré studie spojuji metabolismus cholesterolu a funkce nervové soustavy®” a dokonce
nizké hladina cholesterolu byla spojena se zmé&nami psychiky lidského jedince*”. I kdyZ jsou
nezadouci vedlej§i uéinky hypolipidemickych 1éki s roénim obratem cca 20 miliard dolara**
(data pro rok 2004), peclivé sledovany, mohly by takové Iéky, které snizuji hladinu
cholesterolu, mit nezanedbatelny UCinek 1 na centrdlni nervovou soustavu. Vliv
hypolipidemickych ptipravki na hladinu mozkovych lipidi miize vést pies ovlivnéni
metabolismu cholesterolu mimo nervovou tkan (studie V, kapitola 3.2). Fenofibrat, ktery
primarné metabolismus cholesterolu neovlivituje, nemél v této studii na zastoupeni lipidovych
ttid vliv. Molekula cholesterolu (fytosterolu) ziejmé néjakym zpiisobem prestupuje
hematoencefalickou bariéru, protoze pii fytosterolemii byla prokazédna akumulace fytosterolti
v mozku my3$i*° i ¢lovéka®. Zmény v zastoupeni cholesterolu v membranach bungk nervové
tkané byly ve studii V (kapitola 3.2) spojeny s opa¢nymi zménami v zastoupeni sfingolipidd, coz
muize odrazet snahu bunék zachovat membranovou fluiditu, vyznamny faktor sprdvné funkce
biologické membrany.

Prestup nékterych mastnych kyselin (DHA a AA) ptfes hematoencefalickou bariéru je
zfejmy, protoZe tyto mastné kyseliny jsou nezbytn& nutné pro spravnou funkci mozku®” a
sav¢i organismus neni schopen synthesy téchto mastnych kyselin v pozadovaném mnoZzstvi.
Jak zkoumané statiny, tak i fenofibrat (ktery ovliviiuje metabolismus triacylglycerolil a tedy 1
mastnych kyselin) ve studii V (kapitola 3.2) mély vliv na zastoupeni mastnych jednotlivych
mastnych kyselin v lipidovych tfidach mozku. Naptiklad v PE bylo snizeno zastoupeni SA a
zastoupeni DHA bylo po podavani fenofibratu zvySeno. Vztah metabolismu mastnych kyselin
v plasmatickém kompartmentu a membranich mozku bude mit oproti metabolismu

cholesterolu slozité¢jsi podobu, protoze jak fibrat, tak statiny ovlivnily do malé miry

zastoupeni n¢kolika mastnych kyselin v lipidovych tfidich mozkové tkané.

4.3 Klinické studie
Do homeostasy cholesterolu se promita n¢kolik dil¢ich dé&ji, predevSim absorpce

cholesterolu ve stieve, biosynthesa v jatrech (tukové tkani) a pfeména cholesterolu na zlucové
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kyseliny, ktera je hlavni cestou odbouravani cholesterolu z organismu. Nastaveni regulac¢nich
pochodii a jejich citlivost je také disledkem obsahu cholesterolu v jatrech®. V nasich
studiich jsme se zaméfili na kvantitativni hodnoceni absorp¢niho a biosynthetického procesu,
kterého lze dosahnout pomoci stanoveni necholesterolovych sterolii v seru. Obycejné plati
negativni korelace mezi markery biosynthesy (lathosterol, desmosterol) a markery absorpce (-
sitosterol a kampesterol)®’. Pokud tato korelace neplati, do vztahti vstupuje dalii faktor, naptiklad
uvoliiovani [-sitosterolu a kampesterolu ztukové tkané pii kratkodobé dietni intervenci a
homeostasa cholesterolu neni ustanovena (Studie VIII, kapitola 3.3.3). Vliv n¢kterych faktorti na
homeostasu cholesterolu popsanou pomoci vztahu absorpce — biosynthesa je naznacen na

Obrazku 4.1.

Obrazek 4.1 Vliv nékterych faktori na homeostasu cholesterolu
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Zmény metabolismu mastnych kyselin a cholesterolu za stavii mentalni anorexie
v n&kterych ptipadech vedou k hypercholesterolemii’’’” spojené s deficienci PUFA n-6>. I
kdyz mtze byt za téchto stavii ustavena rovnovaha mezi absorpci a biosynthesou cholesterolu,
vyssi hladiny cholesterolu jsou pravdépodobné zplisobeny nastavenim resorpce exogenniho
cholesterolu na zvysenou uroven (Studie VI, kapitola 3.3.1).

Pacientky mély nezménénou hodnotu markerii biosynthesy cholesterolu pii zvySené
resorpci exogenniho cholesterolu. Anorektické stavy shmotnosti hluboko pod ideélni

hodnotou budou spiSe energii vyuZivat k absorpci neZz biosynthese cholesterolu, kterd je

NS4
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naznacuje, ze u téchto pacientii dochdzi ke snizenému katabolismu LP (Studie VI, kapitola
3.3.1).

U skupiny s proteino-energetickou malnutrici jsme zaznamenali niz§i BMI (Studie VII,
kapitola 3.3.2), coz bylo doprovdzeno zvySenou urovni biosynthesy cholesterolu a ziejmé
snizenou resorpci exogenniho cholesterolu. V plasmé byla koncentrace celkového
cholesterolu snizena diky snizeni hladin LDL a HDL cholesterolu. Ten je zvySen¢ utilisovan
pro obnovu bunéénych struktur, dochdzi k omezenireversniho transportu cholesterolu
remodelaci ¢astic HDL. Pozorovany snizeny pomér apo A-I/HDL-C (0,92 + 0,31 vs. 1,34 +
0,28 u kontrolni skupiny; P < 0,0001 Manntv-Whitneyho test) naznacuje vytésnéni apo A-I
proteinem SAA za podminek zan&tlivé odpovadi*®.

Opacny pol nutrinich stavii, obesni jedinci (Studie VIII, kapitola 3.3.3), méli v porovnani
s kontrolnimi skupinami vy$s$i hodnotu poméru lathosterol/celkovy cholesterol (1,50 + 0,40
vs. 1,06 = 0,05 u kontrolni skupiny; P < 0,01; Manniiv-Whitneyho test) a niz§i hodnotu
poméru kampesterol/celkovy cholesterol (1,68 + 0,62 vs. 3,38 &+ 0,31 u kontrolni skupiny; P <
0,001; odréazi absorpci exogenniho cholesterolu). Obecné je vysSi hmotnost spojena s vyssi

7 tak diabetickych pacientli s DM 2. typu>>’.

biosynthesou cholesterolu jak u nediabetikil
Insulin dependentni diabetes mellitus je spojen spiSe se zvySenou absorpci a nizsi
biosynthesou cholesterolu®®, do vztahu absorpce - biosynthesa je tedy zfejm& zapojen
anabolicky vliv insulinu a jeho mozny vliv na expresi absorpénich mechanismi (NPCIL1).
Faktory ovlivilujici nastaveni homeostasy cholesterolu maji také genetické pozadi, protoze
mira absorpce cholesterolu vykazuje znagnou miru dédivosti®® na rozdil od biosynthesy®’.
Dietni piijem cholesterolu a piijem nasycenych mastnych kyselin ovliviiuje (v zavislosti na
nastaveném podilu absorpce) homeostasu cholesterolu®. V piipadé mirného sniZeni t&lesné
hmotnosti beze zmény koncentrace insulinu u obesnich jedinci ke zméné biosynthesy
cholesterolu nedojde, ale zméni se metabolismus fytosterold, bud’ v disledku snizeni absorpce
a/nebo zhorsené mobilisace z tukové tkané (Studie VIII, kapitola 3.3.3). Vzhledem k tomu, ze
obesni patfi spiSe mezi hypoabsorbery cholesterolu a dietami nebyl zménén piijem
cholesterolu ani nasycenych mastnych kyselin, Ize snizené hladiny fytosteroll pfipisovat spise
déjim v tukové tkani (akumulaci fytosterolt v adipocytech, nebo jejich zhorSené mobilisaci).

Za malnutri¢nich stavil i obesity dochazi ke komplexnim zménam v zastoupeni mastnych
kyselin vSech lipidovych tfid. Zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych lipidovych tfidach
plasmy je vysledkem plisobeni mnoha faktort:

1. LCAT, ktera hydrolysuje acyly PUFA z sn-2 posice PL (PC) a uklada je do CE, jez jsou

hlavni transportni formou cholesterolu u LDL a HDL a obsahuji hlavné LA.
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2. Vyménné procesy mezi lipoproteiny pomoci transferového proteinu pro PL, CETP,

inhibi¢niho proteinu pro transport lipida.

3. Specifické pozadavky nékterych tkani (napf. centralni nervova soustava preferuje DHA

a EPA) spojené s metabolickymi pfeménami pomoci desaturace, elongace 1 B-oxidace.

4. Hydrolysa TAG pomoci lipoproteinové a jaterni lipasy, které preferuji spiSe SFA a MFA.

5. Peroxidacni procesy, kterych se ti€astni predevsim PUFA (LA >> ostatni PUFA).

6. Vlastni dietni pfisun molekul mastnych kyselin, hlavné EFA a podminéné esencialnich.

7. Uvolnovani mastnych kyselin z tukové tkané.

Z vyctu je patrné, ze kvantitativni analysa vSech uvedenych metabolickych drah by
nardzela na metodickou slozitost spojenou s nejistym vysledkem. V klinické studii je mozné
nékteré faktory scitat nebo nepiimo odhadovat (napt. vliv celé lipoproteinové kaskady): z
vysledki uvedenych ve Studii I, kapitola 3.1.1.2, Ize usoudit, Ze zastoupeni mastnych kyselin
v celém plasmatickém kompartmentu a ¢asticich LDL je zhruba stejné, vezmeme-li v ivahu
rozptyl dat v klinickych souborech. Desaturacni, elongacni a -oxidacni procesy se mohou
odhadnout z pomért produkt/substrat ptislusnych metabolickych drah (Obr. 1.1.2 a 1.1.2;
studie VI, Tabulka 3.3.1.5) a sum tfid mastnych kyselin, uroven peroxidace mastnych kyselin
napf. stanovenim kinetiky konjugovanych dient v ¢asticich LDL, celkové antioxidacni
kapacity, popf. stanovenim lipidovych peroxidi. Proces uvolnovani neesterifikovanych
mastnych kyselin lze vprvnim pfiblizeni kvantifikovat stanovenim koncentrace
neesterifikovanych mastnych kyselin v plasmé a dietni pfisun hodnotit pomoci dietnich
dotaznikd s vazbou na kvalitni databasi.

Vzijemny vztah mastnych kyselin a cholesterolu v plasmé se promita do nékolika rovin.
Ptimo pfti tvorbé esterti cholesterolu, protoZze vétSina cholesterolu v plasmé je ve formé steryl
esterti, ve kterych LA tvofi vice nez polovinu fetézci mastnych kyselin. Nepiimy vztah je
napt. tvorba a remodelace LP castic a vysledky ovliviiovani genové exprese i interakce
v bunécnych membranach (kapitola 1.3).

Jak PEM, tak AN jsou nutri¢ni a metabolické poruchy spojené s deficienci EFA™. U
obou skupin jsme skuteéné pozorovali nizsi zastoupeni n-6 PUFA diky nizkému obsahu
esencialni mastné kyseliny LA (Studie VI, kapitola 3.3.1 a Studie VII, kapitola 3.3.2). Za
stavu proteino-energetické malnutrice byly pozorovany snizené hladiny LA, které¢ jsou hlavni
slozkou CE. Pokles zastoupeni LA ve vSech lipidovych tfidach by mohl byt zplisoben vedle
zvysené peroxidace fetézce této mastné kyseliny i zvySenou utilisaci cholesterolu z LP ¢astic
v perifernich tkanich. Skupina PEM m¢la téZ nizsi obsah n-3 PUFA (ALA i DHA). Protoze u

skupiny AN nedoslo ke zvySenému katabolismu lipoproteinovych castic, ale spiSe ke
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zpomaleni katabolickych drah, snizené¢ zastoupeni LA je zptsobeno vedle zvysSeného
oxidac¢niho stresu spiSe karenci EFA.

Obesni skupina méla téz sniZzené zastoupeni n-6 PUFA (LA), ale protoZe koncentrace
TAG a TC (tedy i CE) jsou u obesnich jedinct vyssi nez u kontrol, koncentrace n-6 mastnych
kyselin bude u obesnich vyssi nez u AN a PEM a snizené zastoupeni n-6 PUFA bude tedy mit
1jiny vyznam. Za insulinové resistence, jez ¢asto doprovazi obesitu, je aktivita lipoproteinové
lipasy v tukové tkani (obzvlasté viscerdlni, ktera je odvozena z hnédé tukové tkané€) nizsi.
Nasledné stoupd sekrece VLDL-TAG, ¢astice HDL 1 LDL jsou bohatsi na TAG a tedy lepsi
substraty pro jaterni lipasu. Ta vytvoii z LDL malé densni &stice a snizi poet HDL &astic®”.
Jaterni lipasa u PL hydrolysuje vazbu mastné kyseliny na posici sn-1 (kde jsou spiSe MFA a
SFA) a tvofi se LPC s mastnou kyselinou na posici sn-2 (vice PUFA). Béhem mirné dietni
restrikce je LA B-oxidovana podobné jako ostatni PUFA*® a nedojde k poklesu relativniho
zastoupeni LA v zadné lipidové tiid€, coz by odpovidalo vysledku Studie VIII, kapitola 3.3.3.
V této studii jsme téZ nezaznamenali zménu v zastoupeni LA v NEFA (data neuvedena).

Zvysené zastoupeni POA v lipidovych tfidach odrazi vyssi uroven lipogenese, kdezto
zvySené hladiny NEFA jsou znamkou zvySené¢ho uvoliiovani mastnych kyselin z tukové
tkan¢. U AN (Studie VI, kapitola 3.3.1) byly oba tyto parametry zvySeny, kdezto u PEM
(Studie VII, kapitola 3.3.2) nebylo zvySené ani zastoupeni POA, ani koncentrace NEFA.
Zkoumany soubor s AN vykazoval znamky zpomaleného katabolismu LP bohatych na TAG
a z literatury je znamo, ze pacienti s AN maji odliSnou distribuci tukové tkané od zdravych
jedinct. Oproti nim ma skupina AN relativné vy$si zastoupeni visceralni tukové tkané a
realimentaci dojde k relativné vétSimu ptirastku v porovnani se subkutanni tukovou tkéni,
takze visceralni tukova tkan u AN poté vazi vice nez u kontrol (1,04 = 0,50 vs. 0,59 =+
0,23 kg; P < 0,01; t-test)*”.

Koncentrace NEFA jsou u obesnich jedincti zvySené a nizkoenergetickymi dietami
poklesnou smérem k hodnotam kontrol (Studie VIII, kapitola 3.3.3). Zastoupeni POA
v lipidovych tiidach plasmy a TAG tukové tkdn€ po dietach pokleslo, coz by ukazovalo na
snizenou lipogenesi. V TAG tukové tkan¢ soucCasné stoupalo zastoupeni OA, kterd je
synthetisovana z SA pomoci D9D indukované vy$§imi hladinami cholesterolu. Pfi diet¢ mize
dojit k akumulaci sterolti (i cholesterolu) v adipocytu (Studie VIII, kapitola 3.3.3) a tim
k indukci D9D. Porovnani profilii NEFA pied a po dietach sice neodhalilo vys$si zastoupeni
OA, ale to miize byt vysledkem vyssiho zastoupeni OA v TAG adipocytu, které je vyvazeno

spie niZ§i relativni mobilisaci OA vi&i jinym mastnym kyselinam z TAG™®.
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5 ZAVER

V metodické casti disertace byly prozkoumany nékteré aspekty analysy mastnych kyselin
a steroli pomoci kapildrni plynové chromatografie. U analys mastnych kyselin jsme se
zam¢tili na typ analysované matrice (lipoproteiny plasmy, fosfatidylcholiny i celkové
fosfolipidy plasmy) a stanovili jsme omezeni metody pii stanoveni nékterych mastnych
kyselin a necholesterolovych sterol. Na zdkladé ziskanych poznatkl byl upraven analyticky

proces s diirazem na pouziti téchto analys pro klinické studie.

Patofysiologické mechanismy zodpovédné za zménéné hladiny cholesterolu a mastnych
kyselin u malnutri¢nich stavii a obesity jsou riizné. U mentalni anorexie se zfejmé uplatiiuje
zvySena resorpce cholesterolu spojena se zpomalenym katabolismem lipoproteinti bohatych
na triacylglyceroly, kdeZzto u proteino-energetické malnutrice je za niz§i zastoupeni
cholesterolu a esencidlnich mastnych kyselin v plasmé zodpovédna jejich zvysend utilisace
perifernimi tkdnémi. Dalsi faktor vstupujici do homeostasy cholesterolu a mastnych kyselin je
tukova tkéan, kterd se vyznamné uplatiiuje za podminek nizkoenergetické diety. Na
experimentalnim modelu jsme navic ukazali, ze zmény koncentrace cholesterolu v plasmé

mohou nepiimo zasahovat i do metabolismu cholesterolu a mastnych kyselin v nervové tkani.
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6 SOUHRN

Disertacni prace se zabyvala vyznamem stanoveni necholesterolovych sterolli a mastnych
kyselin za riznych patofysiologickych stavii. Metodickd cast disertacni prace se zabyvala
nékterymi aspekty analysy mastnych kyselin a necholesterolovych sterolti pomoci plynové
chromatografie. Pro analysu minoritnich mastnych kyselin je dulezity jak druh pouzité
kapilarni kolony, tak i moznosti integratniho software. Plynova chromatografie ptispiva k
celkové chybé analysy mastnych kyselin nejmensi mérou. Vliv extrakce, tenkovrstevné
chromatografie a methyla¢niho procesu je podobny. Porovnani zastoupeni mastnych kyselin v
lipidovych tfidach lipoproteinti s velmi nizkou a nizkou hustotou odhalilo rozdily, které ale
byly vysoce individudlni. VySetteni profilu mastnych kyselin ve fosfatidylcholinech krevniho
sera ukazalo, Ze je mozno nahradit fosfatidylcholiny sumou vSech fosfolipidi.

U analys sterolii byla dana pfednost acetylaci pro lepsi analytické podminky za podminek
nastfiku typu split. Soucasné stanoveni necholesterolovych sterolii vedle cholesterolu v jediné
chromatografické analyse nebylo mozné, pro kvantitativni stanoveni bylo nutné pouzit
metodu dvou vnitinich standardi a rizného fedéni vzorku, tj. dvou analys. Porovnanim
piispévkll jednotlivych krokti analysy necholesterolovych steroll jsme ukdazali, ze
kvantitativni hodnoceni lanosterolu a Sa-cholestanolu je zatizeno chybou vylucujici pouziti
této konfigurace analytické metody pro hodnoceni klinickych vzorkd.

Nastaveni analytickych metod bylo vyuzito v experimentalni a klinické casti disertace.
Experimentalni ¢ast disertace zkoumala podavani statinli a fibratu na sloZeni membranovych
lipiddh v mozkové tkani potkana. Podavani statinli zptsobilo sniZzené zastoupeni cholesterolu a
difosfatidylglycerolu, které bylo doproviazeno zvySenym zastoupenim sfingolipida.
V zastoupeni mastnych kyselin nebyly pozorovany vyzna¢né zmény.

V klinické ¢asti disertace byl prozkouman metabolismus mastnych kyselin a cholesterolu
za podminek mentalni anorexie, proteino-energetické malnutrice a redukéni diety u obesnich
jedincti. Pacientky s mentalni anorexii mély zvySené koncentrace celkového cholesterolu,
triacylglyceroli, HDL-cholesterolu, kampesterolu a -sitosterolu. Dale jsme pozorovali
snizené zastoupeni n-6 polynenasycenych mastnych kyselin ve vSech lipidovych tfidach. Tyto
zmény jsou vysledkem komplexnich mechanism zahrnujicich sniZzeny katabolismus
lipoproteini bohatych na triacylglyceroly, nezménénou hladinu biosynthesy cholesterolu a
zvySenou resorpci exogenniho cholesterolu

Pacienti s proteino-energetickou malnutrici méli nizsi koncentrace celkového cholesterolu

1 cholesterolu v jednotlivych lipoproteinovych tiidach a téz apo A-I s porovnani s kontrolami.

117



Souhrn

Biosynthesa cholestesterolu byla zvySena a absorpce exogenniho cholesterolu snizena.
Analysa profilu mastnych kyselin prokdzala zvySené zastoupeni celkovych
mononenasycenych mastnych kyselin a snizené zastoupeni n-3 i n-6 polynenasycenych
mastnych kyselin. Metabolické zmény jsou za tohoto stavu spojeny spiSe se zvySenou utilisaci
cholesterolu z lipoproteinovych ¢astic v perifernich tkanich.

Redukéni dieta nastavena na podil tukd v rozmezi 20 % a 45 % energetické hodnoty
ptijmu, ktera vyvola snizeni t€lesné hmotnosti u obesnich jedincti v fadu procent, nemé vliv
na celkovou biosynthesu cholesterolu. Desetitydenni nizkoenergetickd redukéni dieta
vyvolava zmény v metabolismu cholesterolu i fytosterolt, které jsou zpisobeny bud’ sniZzenou

absorpci nebo zhorS§enym obratem fytosterolll z tukové tkané.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AA kyselina arachidonové, 20:4n-6

ABC transportni protein vazajici ATP (ATP binding cassette transporter protein)

ACAT acyl:cholesterol-O-acyltransferasa

ALA kyselina a-linolenova, 18:3n-3

AN mentélni anorexie (anorexia nervosa)

Apo apolipoprotein

BBB hematoencefalicka bariéra (blood brain barrier)

BMI hmotnostni index (body mass index)

CB kanabinoidni receptor

CE cholesteryl ester

CETP cholesteryl ester transportni protein (cholesteryl transfer protein)

CLA konjugované isomery kyseliny linolové (conjugated linoleic acids)

CMH ceramid monohexosid

Cn uhlik na posici n

CRP C-reaktivni protein

CYP cytochrom P450

C-m sloucenina obsahujici v molekule m atomi uhliku

DAG diacylglycerol

DHA kyselina dokosahexaenova, 22:6n-3

DHCR24 steroidni D24 reduktasa

DM diabetes mellitus

DPA-3 kyselina dokosapentaenova, 22:5n-3

DPG difosfatidylglycerol

D5D, D6D, D9D delta 5 (6,9) desaturasa mastnych kyselin

E.C. oznacuje pouziti klasifikacniho systému pro enzymy (Viz napf.
databaze BRENDA http.//www.brenda.uni-koeln.de)

EFA esencialni mastné kyseliny (essential fatty acids — ALA a LA)

EPA kyselina eikosapentaenova, 20:5n-3

FAME methylestery mastnych kyselin (fatty acid methylesters)

FEN fenofibrat

FF-MAS folikularni meiosu aktivujici sterol

FLU fluvastatin

FXR farnesoidni X receptor

GC plynova chromatografie (gas chromatography)

GLA kyselina y-linolenova, 18:3n-6

HDL lipoproteinové ¢astice o vysoké hustoté (high density lipoprotein)

HDL-C cholesterol obsazeny v ¢asticich HDL

HFD skupina s dietou obsahujici zvySeny podil tuki (high fat diet)

HMG 3-hydroxy-3-methylglutarova kyselina

HLP hyperlipoproteinemie

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (high-pressure liquid chromatography)

HTG hypertriacylglycerolemie

ChREBP protein vazajici se na responsivni element pro sacharid
(carbohydrate-responsive element binding protein)

I-BABP iledlni vazebny protein pro zlu¢ové kyseliny (ileal bile acid binding protein)

IDL lipoproteinové Castice s intermediarni hustotou
(intermediate density lipoprotein)

ICHS ischemicka choroba srde¢ni
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Seznam zkratek

LA
LCAT
LDL
LDL-C
LFD
LOV
LP
LPC
LXR
MAS
MLN64

MS
MFA
NADPH
NEFA
NF«xB
NIDDM
NLP
NPC-1
NPCILI
OA

PA

PAF
PBS

PC

PE

PEM
PKC

PL

POA
PPAR

PRA
PUFA
ROS
RRT
RSD
RXR
SA
SAA
SCAP
SCP-2
sD7R
SFA
SFT
Shh
SIRS

SLOS

kyselina linolova, 18:2n-6

lecithin:cholesterol acyltransferasa

lipoproteinové ¢astice s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
cholesterol obsazeny v ¢asticich LDL

skupina s dietou obsahujici snizeny podil tuki (low fat diet)
lovastatin

lipoprotein

lysofosfatidylcholin

jaterni X receptor (liver X receptor)

meiosu aktivujici steroly

protein isolovany z metastasujici lymfatické uzliny pii rakoving prsu
(metastatic lymph node 64 protein)

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monounsaturated fatty acids)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukovana forma)
neesterifikované mastné kyseliny (nonesterified fatty acids)
jaderny faktor kB

diabetes 2. typu, insulin non-dependentni diabetes mellitus
normolipidemie

Niemannuv-Picktv protein C1

protein podobny Niemannovu-Pickovu proteinu C1

kyselina olejova, 18:1n-9

kyselina palmitova, 16:0

faktor aktivujici desticky (platelet activating factor)
fysiologicky roztok s fosfatovym pufrem (phosphate buffered saline)
fosfatidylcholin

fosfatidylethanolamin

proteino-energeticka malnutrice

protein kinasa C

fosfolipidy

kyselina palmitolejova, 16:1n-7

receptor aktivovany peroxisomalnim proliferatorem
(peroxisome proliferator activated receptor)

pravastatin

vicenenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
reaktivni slou¢eniny kysliku (reactive oxygen species)
relativni reten¢ni Cas (relative retention time)

relativni standardni odchylka (relative standard deviation)
retinoidni X receptor

kyselina stearova, 18:0

serovy amyloid A

aktivacni protein pro St€peni SREBP

protein transportujici steroly 2 (sterol carrier protein-2)
steroidni D7 reduktasa

nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids)

tloustka koznich tas (skinfold thickness)

morfogenni protein Sonic (Sonic hedgehog protein)

syndrom systémové zanétlivé odpovédi organismu

(systemic inflammatory response syndrome)
Smithav-Lemliho-Oppitziv syndrom
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SM
SR-B1
SRE
SREBP

SSD
StAR
TAG

TC

TFA
TLC
TLC-FID
T-MAS
VHDL

VLDL

VLDL-C

sfingomyelin

scavengerovy receptor tiidy B typ 1 (scavenger receptor class B type 1)
sterolovy regulacni element (sterol responsive element)
rodina vazebnych proteint sterolového regulacniho elementu
(SRE binding proteins)

doména citliva na steroly (sterol sensing domain)
steroidogenni akutni regulacni protein

triacylglyceroly

celkovy cholesterol (total cholesterol)

trans-isomery mastnych kyselin (¢frans-isomers of fatty acids)
chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
chromatografie na tenké vrstvé s plamenoionisacni detekci
testikularni meiosu aktivujici sterol

lipoproteinové ¢astice s velmi vysokou hustotou

(very high density lipoproteins)

lipoproteinové ¢astice s velmi nizkou hustotou

(very low density lipoprotein)

cholesterol obsazeny v ¢asticich VLDL
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