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Studium vlivu antidiabetika Empagliflozinu na urinarni
metabolom experimentalniho potkana s diabetes mellitus
2. typu

Souhrn

Diplomova prace je zamétfena na urinarni metabolom u potkant, kterym bylo podavan
antidiabetikum empagliflozin, pozornost byla také veénovana urinarnim biomarkeram
oxida¢niho stresu. Metabolom moci byl pozorovan na laboratornich neobéznich potkanech,
ktefi se rodi jiz s metabolickym syndromem. Tento druh potkant, ktery je oznacen jako HHTg
potkani, byly vyvinuti z potkanii rodu Wistar v Institutu klinické a experimentalni mediciny.
HHTg potkaniim a potkantim rodu Wistar byl podavan Empagliflozin 1,5 mésice, kdy jim byla
nasledné odebrana moc¢ v metabolickych klecich.

Praktickd ¢ast se zabyvala vyvojem analytické necilené metody pro stanoveni
urinarniho metabolomu a cilené metody pro stanoveni biomarkerti oxida¢niho stresu. Cilem
bylo posouzeni, zda ma vyznamny vliv pouzit¢ farmakoterapie na hladiny urinarnich
biomarkert, které souvisi s diabetem mellitem. Necilend analyza urindrniho metabolomu byla
stanovovana na GC/MS. Byla vyvinuta vlastni metoda na stanoveni urinarni metabolomiky u
potkand, kterym byl podavan empagliflozin. Cilend analyza urinarnich biomarkerti analyzovala
oxidac¢ni stres na UHPLC-QqQ-MS.

Bylo zjisténo, ze empagliflozin mé schopnost snizovat hladiny jednotlivych urinarnich
biomarkert vzhledem k hladindm biomarkera u potkanti, kterym nebyl poddvan empagliflozin.
Dalsi vlivy empagliflozinu byly pozorovany na snizovani hladin biomarkerti oxida¢niho stresu
u vzorkli mo¢i potkant. Tyto urindrni biomarkery oxidac¢niho stresu souvisi s renalnim a
kardiovaskularnim poSkozenim, diky empagliflozinu se toto riziko mirné€ snizuje. Bylo zjisténo,
ze empagliflozin napoméha redukovat hmotnost.

Kli¢ova slova: biomarker, diabetes mellitus 2.typu, GC/MS, metabolomika. oxidacni stres,

zangt, ceramidy, sfingolipidy



Study of the effect of the antidiabetic Empagliflozin on the
urinal metabolome of an experimental rat with type 2
diabetes mellitus

Summary

The master thesis focuses on the urinary metabolome in Empagliflozin-treated rats and also
focuses on urinary biomarkers of oxidative stress. The urinary metabolome was observed in
laboratory non-obese rats already born with metabolic syndrome. This species of rats,
designated as HHTg rats, were developed from Wistar rats at the Institute of Clinical and
Experimental Medicine. The HHTg rats and Wistar rats were administered Empagliflozin for
1.5 months, at which time their urine was subsequently collected in metabolic cages.

The practical part was concerned with the development of an analytical non-targeted
method for the determination of the urinary metabolome and a targeted method for the
determination of biomarkers of oxidative stress. The aim was to assess whether the
pharmacotherapy used has a significant effect on urinary biomarker levels associated with
diabetes mellitus. Untargeted urinary metabolome analysis was determined by GC/MS. A
proprietary method was developed to determine urinary metabolomics in Empagliflozin-treated
rats. Targeted urinary biomarker analysis oxidative stress were on UHPLC-QqQ-MS.

Empagliflozin was found to have the ability to reduce the levels of individual urinary
biomarkers relative to the levels of biomarkers in rats not treated with Empagliflozin.
Additional effects of Empagliflozin were observed on reducing the levels of oxidative stress
biomarkers in rat urine samples. These urinary biomarkers of oxidative stress are associated
with renal and cardiovascular damage, and empagliflozin slightly reduces this risk.
Empagliflozin has been found to help reduce weight.

Keywords: biomarker, type 2 diabetes mellitus, GC/MS, metabolomic, oxidative stress,

inflammation, ceramides, sfingolipids
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1 Uvod

Oxidacni stres hraje vyznamnou roli v rozvoji diabetes mellitus. Je to dané zvySenym
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS), které¢ maji schopnost poskodit expresi genu inzulinu
a jeho sekreci.

Empagliflozin je 1€k, ktery je pouzivany ke sniZeni glykémie u pacientu s diabetem
2.typu. Radime ho do tiidy modernich perordlnich antidiabetik zvanych gliflozinu neboli
SGLT2 inbhibitory. Toto antidiabetikum mé schopnost zabrafiovat zpétnému vstiebavani
glukozy prostfednictvim inhibice sodiko-glukézového transportéru SGLT2, ktera zpisobuje
terapeutickou glykosurii, pii které dochazi ke ztratam 70 g glukozy denné.

V soucasné dob¢ jsou intenzivné studovany jeho dals$i metabolické a hemodynamické
ucinky, které nemusi mit antidiabeticky efekt. V ramci zkouméani tohoto 1éku bylo laboratorné
ovéieno, ze ma priznivy vliv 1 na rozvoj rendlnich a kardiovaskularnich poskozeni, ke kterym
dochazi jesté pred nastupem diabetu.

Prace se zabyva vlivem empagliflozinu na potkanech, kteti maji metabolicky syndrom
bez toho, aby byly obézni. Byly sledovany urinarni biomarkery, které by mohly mit vliv na
diabetes mellitus. Potkani s metabolickym syndromem byly porovnavani s potkany rodu
Wistar, ktefi nevykazovali znamky metabolického syndromu, a proto slouzili jako kontrola.
Byla vyvinuta metoda na pfipravu vzorkli a jejich stanoveni, kterd nésledné slouZzi
k porovnavani jednotlivych biomarkeri mezi témito dvéma skupinami potkanti.

Vysledky z cilené mocové proteomiky a metaboliky by se mohly fadit mezi vhodné
ukazatele metabolickych zmén v ledvindch, a proto by se mohly vyuzit jako markery
pocatecnich zmén rendlnich dysfunkci ¢i jako vhodné ukazatele 1é¢by.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézy:

1. T2DM patogeneze koresponduje s koncentracnimi hladinami signélnich molekul —
biomarkert

2. Biomarkery reflektujici patogenezi metabolického syndromu a T2DM jsou obsazeny
v riznych koncentracich v fad€ riznych biomatric (tukova tkan, moc, plasma)

3. Vprib¢hu patogeneze T2DM dochazi ke zméné v koncentraci zanétlivych
biomarkeri a biomarkerd oxida¢niho stresu, které jsou indukovany stravou a
stravovacimi navyky.

4. Empagliflozin mé vliv na koncentra¢ni hladiny biomarkert v moci.

Cile prace:

Cilem této prace bude vyvinout analytickou metodu pro monitorovani urinarniho
metabolomu a vyuzit ji pro experimentélni studii na laboratornich potkanech s modelovym
metabolickym syndromem (=prediabetes), kterym bude podavan empagliflozin. Studie bude
kontrolovana placebem.

Ulohou této prace bude posoudit vliv pouzité farmakoterapie na hladiny urinrnich
biomarkert diabetes mellitus 2.typu. Pozornost bude vénovana monitorovani farmakokinetické
drahy empagliflozinu, a dale tfad¢ otazek tykajicich se negativni ulohy oxida¢niho stresu,
zanétlivych biomarkert nebo jako funkce lipidickych latek. V soucasné dobé nejsou znamy
ptic¢iny oxidac¢niho stresu pfi inzulinové rezistenci a diabetu. Déle neni zndmo ani to, zda
k oxidaénimu stresu dochazi v disledku zvySené tvorby volnych radikdld nebo z
nedostate¢ného intracelularniho antioxida¢niho potencialu, coz ma zasadni vyznam z hlediska
mozného terapeutického ovlivnéni.



3 Literarni reSerse
3.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je skupina metabolickych onemocnéni, ktera je charakterizovana
hyperglykémii v diisledku poruchy sekrece inzulinu, plsobeni inzulinu nebo oboji. Pii
chronické hyperglykémii diabetu dochazi k porucham a selhavanim riznych organti, ptedevsim
o¢i, ledvin, nervi, srdce a krevnich cév. Nékolik patogennich procesii se podili na vzniku
diabetu. Jsou to autoimunitni destrukce beta-bunck slinivky bfisni, tim dochézi k nedostatku
inzulinu za vzniku abnormalit. Nedostate¢nym plsobenim inzulinu na cilové tkan¢ je zdkladem
abnormalit v metabolismu sacharidti, tuki a bilkovin. Neodstatecny ucinek inzulinu dale
zpusobuje nedostateCnou sekreci inzulinu nebo snizené tkanové reakce na inzulin (Tiwari et al.
2013).

Pocet lidi s diabetem v poslednich letech stoupa v disledku starnuti populace, obezitou,
na kterou ma vliv sedavy zpisob zivota (Tiwari et al. 2013). V dnesni dobé€ je vice pacientl
s diabetem 2. typu nez s DM prvniho typu (Cooke & Plotnick 2008).

3.1.1 Klasifikace diabetu mellitu

V dnesni dob¢ jsou identifikovany Ctyfi typy diabetu mellitu.:
e diabetes mellitus 1. typu
e diabetes mellitus2. typu
e gestacni diabetes
e jiné specifické typy diabetu

3.1.1.1 Diabetes mellitus 1. typu

U diabetu mellitu 1. typu dochazi k poSkozeni beta-bunék Langerhansovych ostrivkl
slinivky bfisni. Nefunk¢énost beta-bun¢k je zplisobena autoimunitnim procesem, ktery vede
k absolutnimu nedostatku inzulinu. (Baynest 2015). Pfi tomto procesu dochazi k destrukci
beta- bunék slinivky bfisni, na které ptisobi T buniky imunitniho systému (Katsarou et al. 2018).
Predpoklad rozvoj diabetu 1. typu je pomoci spoustééti daného prostiedi, ktefi stimuluji
autoimunitni reakci proti beta-bunkam slinivky bfisni. V téle pacienta, ktery mé diabetes 1.typu
1ze stanovit protilatky, které zplisobuji poskozeni beta-bunék, které je mozné stanovit nékolik
let pted rozvojem diabetu. Mezi tyto latky fadime specifické proteiny podobné inzulinu,
dekarboxyldzu kyseliny glutamové a tyrosin fosfatdzu. Tyto latky nemaji pfimou schopnost
poskozemi beta-bunck pankreasu. ZvySené riziko je u osob, ktefi maji v rodinné anamnéze
ptibuzného s diabetem 1. typu (Cooke & Plotnick 2008).

Ptiznaky onemocnéni jsou zvySené mnozstvi glukozy v krvi, ¢astéj$i moceni a s tim spojeny
pocit zZizné¢ a hubnuti. Dale dochazi k metabolickému zménadm, pifedevSim ketoacidozy.
Ptiznaky ketoaciddzy jsou piedevsim nevolnosti, zvraceni a dehydratace. Dale je to zvySena
hladina glukézy v krvi po jidle, hodnota je kolem 11,1 mmol/l a nala¢no se udava hodnota
kolem 7 mmol/l. U tohoto typu diabetu je nutné celozivotné podavat davky inzulin (Katsarou
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et al. 2018). U diabetu prvniho stupn¢ je nutné monitorovani mnozstvi glukozy v krvi (Gregory
et al. 2013). VétSinou se diabetes 1. typu stanovuje pouze nalacnoa neni ho jiz potieba stanovit
po 2 hodinach po jidle (Cooke & Plotnick 2008).

3.1.1.2 Diabetes mellitus 2. typu

Pti diabetu mellitu 2. typu (T2DM) dochazi k inzulinové rezistenci perifernich bun¢k
a k nedostatecné sekreci postprandialné vyplaveného inzulinu. Pacienti s T2DM vétSinou maji
visceralni obezitu, ktera souvisi s inzulinovou rezistenci. Kromé inzulinové rezistence diabetici
2. typu Casto trpi hypertenzi a dyslipidémii, kterd se projevuje vysokymi hladinami triglycerida
a nizkymi hladinami HDL-cholesterolu. Nejbéznéjsi forma diabetu mellitu je DM 2. typu
(Baynest 2015).

Ptiznaky DM jsou hyperglykémie, cast¢ moceni (polyurie), nadmérni Zzizen
(polydipsie), ztrata hmotnosti. Dale muze dochazet k poruse rastu a vysSi nachylnost
k infekcim. Mezi dlouhodobé komplikace diabetu fadime retinopatii se ztrdtou vidéni,
nefropatii, kterd vede k selhavani ledvin a periferni neuropatii, kterd mize vést az k syndromu
diabetické nohy (American Diabetes Association 2014).

3.1.1.3 Getacni diabetes mellitus

Pti gesta¢nim diabetu mellitu (GDM) dochazi k porucham glukézové tolerance, které
vznikaji béhem téhotenstvi a po narozeni ditéte se hladina cukru v krvi vraci do normalu
(Baynest 2015). GDM ma podobné ptiznaky jako diabetes mellitus 2. typu, kdy dochazi
k normalni nebo zvySené sekreci inzulinu a vyznacuje se inzulinovou rezistenci (And¢l et al.
2007).

T¢hotné Zeny mezi 24. az 28. tydnem jsou vysetfovany na gestacni diabetes mellitus
pomoci ordlniho gluk6zového toleranéniho testu (oGTT), kdy pacientka musi vypit roztok,
ve kterém je rozpusténo 75 g glukdzy. U t€hotnych Zen je zméfena glykémie nalacno a nasledné
2 hodiny po zatézovém testu. Toto vySetfeni je doporu¢ovano klientkdm, u kterych se v rodiné
vyskytuje diabetes mellitus nebo mély GDM v ptedchozich t€hotenstvich. Po narozeni ditéte
by se mél tento oGTT zopakovat do 3 mésicii od porodu (Andél et al. 2007).

GDM je spojovan s porodnickymi komplikacemi, které souvisi ptfedevSim s vyssi
porodni hmotnosti novorozence. GDM je rizikovy faktor pro rozvoj diabetu mellitu nejen pro
matky, ale 1 pro jejich potomky. V sou€asné dob¢ se onemocnéni GDM vyskytuje stale ¢astéji,
je to dusledkem obezity u Zen v reprodukénim véku a rostoucim véku matek (Sweeting et al.
2022). GDM ma nepfiznivy ucinek na vyvoj plodu, protoZze mize dojit k fetalni nebo neonatalni
umrtnosti. Bylo zji§téno, ze u 10 % zZen, u kterych byl zjistén GDM, se rozvine diabetes mellitus
1 po téhotenstvi. Pokud se GDM potvrdi, je nutné dodrZzovat vhodnou dietu se sniZzenym
mnozstvim sacharidii a pokud nedojde k upraveni hladiny glukézy v krvi, je nutné nasadit
vhodna antidiabetika nebo inzulin (Buchanan & Xiang 2005).

3.1.1.4 Jiné specifické typy diabetu

Do této skupiny fadime pacienty, ktefi maji genetické poruchy beta-bunék slinivky
bfisni nebo poruchy ucinku inzulinu. Tento typ diabetu se miZe rozvinout u pacientl



s pankreatitidou, cystickou fibrézou nebo u osob, které maji poruchu slinivky bfisni
zpisobenou léky nebo chemikéliemi (Baynest 2015).

Mnoho 1€kt zplisobuje naruseni sekrece inzulinu, ale nemusi vyvolat diabetes mellitus.
Mezi chemikalie, které poSkozuji beta-bunky slinivky bfisni, jsou fazeny vacor, coz je jed na
mysi nebo pentamidin. Reakce 1€kt a chemikalii k rozvoji diabetu mellitu jsou vSak vétSinou
vzacné (American Diabetes Association 2014). Specificky typ diabetu mellitu se mize
rozvinout u pacientd, kterym jsou podavany glukokortikoidy, neuroleptika, interferony nebo jiz
zminény pentamidin (Petersmann et al. 2019)

3.1.2 Patofyziologie diabetu

Po konzumaci jidla dochézi ke zvySeni hladiny glukézy v krvi, kterda ma za nasledek
vylouc¢eni inzulinu, to vede ke zvySenému pienosu, biotransformaci a ukladani glukézy do svala
a tukovych tkédni. Inzulin ma schopnost inhibovat sekreci glukagonu a snizeni hladiny mastnych
kyselin v krevnim séru. Pfi nedostatku inzulinu nebo jeho rezistenci vede ke snizenému
vychytavani glukdzy tkéni a nasledné nastvavé intraceluldrni hypoglykémii a extracelularni
hyperglykémii. Intraceularni hypoglykémii zpiisobuje diabetickou ketoacidozu a snizuje tvorbu
bilkovin a gamaglobulini. Pii extracelularni hyperglykémii dochéazi k hyperglykemickému
komatu a osmotické diuréze (Asmat et al. 2016).

3.1.3 Prevence a lécba diabetu mellitu

U diabetu mellitu 1.typu neni mozna prevence, dulezité je udrzeni normalni hladiny
glykémie a arteridlniho tlaku. Hodnota arteridlniho tlaku by se méla pohybovat okolo 130/80.
Lécba u tohoto onemocnéni spoc¢iva v podavani inzulinu ¢i jiného antidiabetika, aby doslo
k zajisténi dostatecného denniho mnozstvi inzulinu ((Andé¢l et al. 2007).

U diabetu mellitu 1. typu se vétSinou pouzivaji rekombinované inzulinové analoga nebo
inzulinové pumpy (Cooke & Plotnick 2008).

Diabetici s 2. typem musi dodrZzovat redukéni dietu s nizSim obsahem sacharidi, pokud
dana dietoterapie nezabird zacinaji se podavat antidiabetika. Kromé diety je vhodny zatadit
pohyb, ktery zlepsuje inzulinovou citlivost. Spravna strava a pohyb zajiSt'uji prevenci proti
diabetu mellitu 2.typu. U specifickych typii diabetu je prevence a lécba stejna jako u
TDM2 (Andél et al. 2007).

3.2 Inzulin

Inzulin je peptidovy hormon, ktery je vyluCovany beta-bunkami Langerhansovych
ostruvka slinivky bfisni. Jeho funkci v téle je pfedevsim udrzovani spravné hladiny glukozy
v krvi, regulace metabolismu sacharidi, lipida a proteinti a podporuje bunécné déleni a jejich
rust (Wilcox 2005).

Inzulin ma pfiznivé u€inky inzulinu na kosterni svaly, jatra a bilé adipocity, ale v téchto
tkanich maji odliSny ucinek. V kosternim svalu mé inzulin podpiirnou funkci ve vyuziti a
transportu glukdzy a syntézu glykogenu. V jatrech dochazi pomoci inzulinu k aktivaci syntézy
glykogenu. V bilych adipocytech dochazi kinhibici lipolyzy a zvySuje pienos
glukézy (Petersen & Shulman 2018).
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Inzulin je vyuzivan pro 1é¢bu diabetu mellitu, ale neni mozné ho podéavat perodlné,
protoze inzulin je nutné aplikovat do podkozi (Liillmann et al. 2020).

3.2.1 Biosyntéza inzulinu

Syntéza inzulinu zac¢ina v beta-bunikach v Langerhansovych ostrivkl slinivky bfisni.
Na zacatku mame signalni peptid preproinzulin, ktery se sklada z 24 aminokyselin. Tento
signalni peptid se zavadi do endoplazmatického retikula, kde dochazi k odstépeni signalniho
peptidu a k tvorbé tii disulfidovych mustkl proinzulin (Koolman & Rogm 2012).

Proinzulin nésledné¢ vnikne do Golgiho aparatu, kde dochéazi k odstépeni 35
aminokyselin pomoci prohormon-konvertdzou za vzniku inzulinu a C-peptidu, ktery je slozen
z 35 aminokyselin. Proces, pii kterém vznikéd inzulin za¢ina v trans-Golgiho aparatu a dale
pokracuje v kondenzacnich vakuoldch a nasledné je skladovan v sekre¢ni vezikule. Zraly
inzulin se uklada do vezikul a odtud je podle potteby uvoliiovan do krevniho fecisté (Steiner,
2008). Inzulin se pfeménuje z proinzulinu pomoci dvou typil protedz. Jedna protedza aktivuje
endoprotedzu podobnou trypsinu, za jejiz pomoci dochazi ke Stépeni po parovani dvojsytnych
zbytkl na kazdém konci domény C. Druha protedza ma aktivovat exopeptidazy a je podobna
s karboxypeptiddzou B. Druha protedza mé odstrafiovat bazické zbytky, které zlstali po
rozdé¢leni latek podobnych trypsinu (Weiss et al. 2018).

3.3 Antidiabetika

Antidiabetika jsou léciva, kterd slouzi k udrzeni spravné hladiny glukézy v krvi.
Vétsinou se jedna o 1éCiva, kterd jsou pfijimané usty. Mezi antidiabetika fadime metformin,
antidiabetika typu sulfonylmocoviny, inkretinova mimetika, glitazony a inhibitory sodno-
glukézového kotrasportéru 2 (Liillmann et al. 2020).

3.3.1 Metformin

Metformin je fazen mezi biguanidové derivaty. Toto 1éCivo, je nej€astéji pouZivano pii
1é¢b¢ diabetu 2. typu. Metformin se muZze pouzivat samostatné¢ ¢i v kombinaci s jinymi
antidiabetiky nebo inzulinem. Uginek, pfi kterém dochézi k udrzeni normélni hladiny glukézy
v krvi, je zplsoben pfevazné inhibici uvolnovani glukézy zjater. Pii pouZivani tohoto
antidiabetika nedochazi ke zvySené sekreci inzulinu, a proto se u pacientll neprojevi
hypoglykémie. Toto 1é¢ivo je pfijimano usty. Je vhodny pfedev§im pro pacienty s diabetem
2. typu, ktefi trpi nadvahou nebo obezitou s normalni funkci ledvin (Song 2016).

Mezi nezadouci U¢inky pfi uzivani metforminu jsou nechutenstvi, nevolnosti ¢i prijem.
Toto antidiabetikum neni doporuceno lidem, ktefi maji snizenou funkci ledvin nebo



u onemocnéni, pfi kterém dochazi k hypoxii, ztohoto divodu se nedoporucuje starSim
lidem (Liillmann et al. 2020).
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Obr. ¢. 1 Strukturni vzorec metfominu (Adegbola et al. 2017)

3.3.2 Antidiabetika typu sulfonylmocoviny

Toto antidiabetikum ma za Gc¢inek uvoliiovani inzulinu z beta-bunék pankreatu, odkud
stimuluji sekreci inzulinu z beta-bunék pii aktivaci receptoru sousediciho s K" ATP kanalem
na bunééné membrang. U antidiabetika typu sulfonylmocoviny je potieba upravit pifjem
potravy. Mezi antidiabetika typu sufonylmocoviny fadime repaglidin, nateglidin, glibenklamid
a glimepirid (Liillmann H. et al. 2020).

Antidiabetika typu sulfonylmocoviny jsou vyuzivané ptredevSim pro 1écbu diabetu
2. typu. Hlavnim cilem tohoto antidiabetika je ATP-senzitivni draslikovy kanal, ktery je
dalezity v fizeni beta-bunééné membrany. Inhibici téchto kanali pomoci glukézy nebo
sulfonylmocovinami dochazi k depolarizaci membran beta-bunc¢k. Krom¢ ucinku na sekreci
inzulinu, ma vliv na kontrolu napé&ti hladkého svalstva cév a tim ovliviluje i1 krevni tlak (Proks
et al. 2002).

Repaglinid a nateglidin se na rozdil od glibenklamidu a glimepiridu podava tésné pred
jidlem, protoZe ma rychlejsi uc¢inek (Liillmann et al. 2020).

Nevyhodou tohoto 1éCiva je, ze pti podavani antidiabetika mize dojit k hypoglykémii,
protoze urychluje apoptozu beta-bunck a jejich vycerpani (Del Prato & Pulizzi 2006).

3.3.3 Inkretinova mimetika

Inkretinova mimetika jsou latky s antihyperglykemickymi G¢inky, které maji podobny
ucinek jako inkretinové hormony, které pochazeji ze stfeva. Pouzivaji se predevsim pro 1écbu
diabetu mellitu 2. typu. Uginek t&chto mimetik je pfedeviim zvysena sekrece inzulinu, ktery je
zavisly na glukoze, inhibici zvySeného glukagonu, zpomaleni vyprazdnovani Zaludku a ma
schopnost snizovat chut’ k jidlu (Hinnen et al. 2006).

Inkretinova mimetika mtiZzeme rozdélit na pfim4 a nepiimé inkretinovd mimetika. Mezi
piima inkretinova mimetika mizeme zafadit exenatid, lixisenatid a liraglutid, coz jsou latky
podobné inkretinu. Sitaglipin a vildagliptin jsou nepfima inkretinova mimetika, ktery rozdéluje
peptid 1 podobny glukagonu (Liillmann et al. 2020).
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3.3.4 Glitazony

Tyto perodlni antidiabetika maji antihyperglykemicky t€inek. Jsou vyuzivany pro 1é¢bu
diabetu mellitu 2. typu. Jejich vyznam je pfedevsim v tom, ze dochazi ke zvyseni citlivosti na
inzulin v zavislosti na pfijmu glukozy. Mezi glitazony fadime pioglitazon. Glitazony jsou
inhibitory (Liillmann et al. 2020).

Pioglitazon je aktivator peroxisomového proliferatoru aktivovaného receptoru, ktery
vede k transkripci raznych proteind, ktefi reguluji metabolismus glukozy a lipida. To vede ke
zménam mnozstvi syntézy proteint. Tyto proteiny maji schopnost zesilovat post-receptoroveé
pusobeni inzulinu v jatrech a perifernich tkanich. Diky tomu dochazi ke zlepSeni glykemickeé
kontroly, pii které nedochdzi zvySeni endogenni sekrece inzulinu. Pioglitazon muze byt
pouzivan jako monoterapie ¢i v kombinaci s metforminem, sulfonylureou nebo inzulinem. Pti
monoterapii dochazelo k otokiim a k hypoglykémii. Z tohoto divodu je lepsi vyuzivat tato
antidiabetika v kombinaci se sulfonylureou nebo inzulinem, kde nedochéazelo k zadné
hepatotoxicité (Gillies & Dunn 2012). Pti 1é€bé glitazony doSlo ke zvySeni glukézovych
transportérii 1 a 4, sniZzeni volnych mastnych kyselin, ke sniZeni inzulinové rezistence a k
remodelaci tukové tkan€ (Smith 2001).

Nevyhodou 1é¢by glitazony je, ze zvySuji télesnou hmotnost u pacientl a vznika riziko
srde¢niho selhani a kostnich fraktur (Kumar & Nanjan 2010).

3.3.5 SGLT2 inhibitory

SGLT?2 inhibitory jsou glifloziny a maji schopnost inhibovat absorpci glukézy z ledvin
bez zavislosti na inzulinu. Dochazi ptfedev§im k snizeni Uc¢inosti sodno-glukézového
transportéru 2 (SGLT2). Tyto 1é¢iva jsou podévané per os tj. usty.

SGLT?2 maji schopnost reabsorbovat glukézu v ledvinach. Pomoci SGLT2 inhibitord,
dochdzi k inhibici SGLT2 a tim se snizuje rendlni reabsorpce glukdzy, néasledné vylu€ovani
gluk6zy moci a sniZzeni koncentrace glukdzy v plazmé. Inhibice SGLT2 ma za nésledek snizeni
hmotnosti zplisobenou omezenim dostupnych kalorii v disledku vylucovani glukdézy moci.
Diky tomu dochazi k ubytku visceralniho tuku (Scheen 2014).

SGLT2 je sodno-glukézovy transportér, ktery se vyskytuje pouze v ledvinové tkani.
Nachazi se v tubulu nefronu ledviny a ma schopnost reabsorbovat glukézu az z 90 % (Kalra
2014).

Mezi glifloziny fadime empagliflozin, kanagliflozin a dapagliflozin, ipragliflozin a
tofogliflozin. Dapagliflozin je vysoce G€inny inhibitor SGLT2, ktery se po podani sty rychle
vstfebava. Tyto 1é¢iva mohou byt poddvané samostané ¢i s jinymi antidiabetiky v kombinaci
s dietou a pohybovou aktivitou. Glifloziny se mohou kombinovat i s inzulinem. Jejich G¢inek
je predevsim ve sniZzeni plazmatické hladiny gluk6zy nalacno a télesné hmotnosti (Jung et al.
2014).

3.3.5.1 Empagliflozin

Toto antidiabetikum je fazeno mezi glifloziny. Jeho G¢inky jsou pfedevSim v inhibici
sodiko-gluk6zového trasportéru 2. Vyuziva se predevSim na lécbu dospélych s diabetem
2. typu. Empagliflozin neni doporuceny pro 1écbu diabetu 1. typu, protoze hrozi diabeticka



ketoacidéza a dalsi komplikace spojené s diabetem. Empagliflozin nebyl doporuceny podavat
béhem tehotenstvi a kojeni (Jardiance 2020). Empagliflozin se podéva per os jednou denné, a
proto je pii jeho podavani pouze nizké riziko hypoglykémie, a z tohoto ditvodu neni zavisly na
ucinku inzulinu. Miize se vyuzivat samostatné ¢i v kombinaci s jinymi antidiabetiky. (Frampton
2018).

Inhibice SGLT2 s empagliflozinem vede ke glukosurii, tj. vyluCovani glukézy
ledvinami a neschopnost zpétného vstiebani glukézy ledvinami. Latky, které maji schopnost
podpory glukosurie, vedou ke sniZeni hladiny glukézy v krvi a tim predchazi dlouhodobym
komplikacim, které jsou spojené s diabetem (Kalra 2014).

Empagliflozin je vyuzivan jako monoterapie u pacientii u kterych neni vhodné podavat
metformin, protoze neni mozné u nich dostate¢né sledovat glykémii z vyzivy a cviceni. Mezi
nezadouci u¢inky empagliflozinu jsou fazeny infekce mocovych cest a genitalni infekce, které
jsou prfic¢inou zvySené hladiny glukézy v moci (Scheen 2014).

Diky empagliflozinu dochazi k zamezeni opétovnému vstiebavani glukozy
v proximalnim tubulu v ledvindch. Empagliflozin nemé vliv na ostatni sodno-glukézové
transportéry, ma vyssi selektivitu k SGLT2 nez SGLT1 a to az 5000krat vyssi.

Dalsi pfinosy empagliflozinu jsou snizeni télesné hmotnosti a snizeni krevniho tlaku.
Toto antidiabetikum je vhodné vyuzit u pacientd s kardiovaskularnim rizikem, protoze ma
kardioprotektivni a renoprotektivni ucinky (Frampton 2018). Kromé téchto ucinkli ma
empagliflotin taky pozitivni vliv na snizovani markert zanétu (Trnovska et al. 2021). Mnozstvi
glukézy vylou€ené moci se pohybovalo od 46,3 do 89,8 g. Hladiny gluko6zy v krvi nalacno byly
empagliflozinem snizeny o 17,2 az 25,8 % (Heise et al. 2013).

Po podéani empagliflozinu, doslo k rychlé absorbci, pficemz maxima plazmatickych
koncentraci bylo dosazeno po hodin€ a pll od podani tohoto antidiabetika. Vysoké tkanové
koncentrace 1éCiva, které byly pozorovany hodinu a pil od podéni, byly pievazné méfeny
v travicim traktu, moci a Zlu€i. V klinickych studiich bylo zjisténo, Ze neni vyznamny rozdil
mezi zdravymi jedinci a pacienty s diabetem 2. typu. Klinickymi studiemi bylo déle zjisténo,
ze jidlo neovliviiuje absorpci empagliflozinu. Po podani 1é¢iva doslo ke zvySeni mnozstvi
glukozy v moci (Heise T et al., 2013). Pfi distribuci peroalné podaného empagliflozinu zdravym
dobrovolnikiim, mélo 1é¢ivo dvakrat vyssi afinitu k plazmatickym bilkovindm neZ k ¢ervenym
krvinkdm (Macha et al. 2014).

Preména empagliflozinu pfevazné zahrnuje glukuronidaci a v men$i mife oxidaci.
Nejvice zastoupené metabolity empagliflozinu jsou 3 glukoronidové konjugaty, kdy u lidi
dochézi ke glukoronidaci uridinu-5-difosfatu pomoci glukurinosytrasferazami. V moci bylo
mozné vyhledat pouze malé mnozstvi t€chto metaboliti (Riggs et al. 2013). Lécivo je vétSinou
vylou¢eno stolici nebo moci, v obou pfipadech doslo k vylouCeni v nezménéné podobé
matetské 1€¢ivé latky. U potkanti dochazi k vylucovani 1é¢iva pomoci zluce. Polocas eliminace
byl stanoven na 12,4 hodiny (Scheen 2014). Nebyl zjiStén Zadny vyznamny vliv na
farmakokinetiku empagliflozinu v kombinaci s metforminem (Heise et al. 2013).
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Klinickymi studiemi byly zjiStény 3 metabolitové skupiny, které jsou spojeny
s mitochondrialni funkci, byly zvySeny po 1écb¢é empagliflozinem. Prvni metabolitova skupina
trikarboxylované kyseliny (TCA), kterd méa vyznamnou roli v mitochondrialni energii. Cyklus
TCA byl zvySen jak v plazmé, tak i v moc¢i. Déle u potkant po 1é¢bé empagliflozinem dochazi
ke snizeni hladin pyruvatu, které je doprovazeno snizenym mnozstvim laktatu. Snizeni hladin
pyruvatu a laktatu zavisi na vysi mitochondridlnim vychytavani a toku pyruvatu do TCA. Dalsi
dvé metabolitové skupiny, zahrnuji metabolity alaninu, aspartatu, skupinu metaboliti
glutamétu a propanoatu. Obé tyto metabolitové skupiny mély zvySené hladiny glukézy
v plazm¢ po podani empagliflozinu. Tyto skupiny obsahovaly metabolity, které byly
produkované pomoci enzymt mitochondrii, coz vedlo ke zlepSeni mitochondridlnich funkci
s inhibici SGLT2 transportéru. Pti 1écbé empagliflozinem doslo ke snizeni potieby davky
inzulinu a to primérné o 16,4 % (Liu et al. 2021).

OH

Cl
Obr. ¢. 2 Vzorec empagliflozinu (Jigheh et al. 2019)

3.4 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom (MetS) je odborny termin pro soubor klinickych, metabolickych
a biochemickych abnormalit. Mezi rizikové faktory metabolického syndromu fadime
hypertenzi, inzulinovou rezistenci, visceralni obezitu a dyslipidémii. Tyto rizikové faktory pak
zvySuji riziko diabetes mellitus 2. typu, onemocnéni koronarnich tepen a mrtvici. V dnes$ni dobé
se metabolicky syndrom stal globalnim zdravotnim problémem. Mezi ptevladajici rizikovy
faktor metabolickému syndromu je fazena zejména abdomindlni obezita (Paley & Johnson
2018).

Ve Spojenych statech se MetS vyskytuje u 33 az 39 % lidské populace, v Evropé je
prevalence u 18 az 30 %, vyssi podil je u Zen. Pocet jedinct trpici metabolickym syndromem
se 1i8i v rlznych oblastech svéta, a je zavisly na rozdilném genotypu, etnickém puvodu,
zivotnim stylu, stravé a fyzické aktivité, pohlavi a véku. Klinickymi studiemi bylo naptiklad
zjiSténo Ze muzi do 50 let maji vyssi riziko metabolického syndromu nez Zeny, ale po 50. roce
je to naopak. Metabolicky syndrom se Casteji vyskytuje u star§i vékové populace (Zafar et. al.,
2018). V poslednich dvou desetiletich doslo k celosvétovému nartistu diky celosvétové
epidemie cukrovky a obezity (Eckel et al., 2005). Diivodem vyssiho vyskytu metabolického
syndromu je pfedev§im nadmérny piijem zivin se sedavym zptsobem Zivota (Grundy 2016).



Zmirnéni metabolického syndromu je schopnost redukovat hmotnost a zvysit fyzickou
aktivitu. Pokud nedojde ke snizeni hmotnosti je vhodné zaradit medikament6zni 1écbu, aby
doslo ke snizeni rizika diabetu a kardiovaskularnich onemocnéni (Eckel et al. 2005).

3.4.1 Hypertenze

Pti hypertenzi dochazi ke zvySeni krevniho tlaku. Pficiny zvySeni krevniho tlaku jsou
zvyseni rendlni reabsorpce sodiku, aktivace renin-angiotenzin-aldosteron a sympatického
nervového systému je pii¢inou zvySenim krevniho tlaku. Zvyseny krevni tlak mtze byt pouze
systolicky, diastolicky nebo oba. Udava se, ze zvysSeny systolicky tlak je pii hodnotach 130
mmHg nebo vyssich a zvySeny diastolicky je 85 mmHg nebo vyssich (Grundy 2016).

Dyslipidémie, obezita ¢i inzulinova rezistence se ¢asto vyskytuji s hypertenzi (Kaur J.,
2014). Hypertenze je Castou pfic¢inou v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni a imrti na né.
Pfi¢iny hypertenze jsou piedevSim zvySeny piijem sodiku, nizky piijem drasliku, obezita,
nadmérna konzumace alkoholu, sedavy zplsob Zivota a nezdrava strava (Mills et al. 2020).

S oxida¢nim stresem se zvySuje vyskyt hypertenze. Oxidacni stres znamend, Ze se
zvySuje mnozstvi reaktivnich volnych radikalli a snizuje se mnozstvi antioxidand, jako je
napiiklad vitamin C nebo superoxiddismutaza (Hirata & Satonaka 2001).

Pro snizeni krevniho tlaku se vyuzivaji blokatory renin-angiotensinového systému, beta-
blokatory, blokatory kalciovych kanalt ¢i diuretik (Sallah et al. 2021).

3.4.2 Inzulinova rezistence

Pfi inzulinové rezistenci dochazi ke snizenému ucinku inzulinu, kterd je zplsobena
nedostateCnym mnoZstvim receptorti v cilovych buitkdch (Wilcox 2005). Tato sniZend
vnimavost inzulinu je pfi¢inou nadmérné vyzivy, pii které dochazi ke zvySenému stiadani
traicylglycerolt. Dal§imi pfi¢inami inzulinové rezistence jsou sedavy zplisob Zivota bez
jakékoliv pohybové aktivity, nadvaha nebo obezita (Liillmann et al. 2020).

Inzulinova rezistence je prvnim znakem k rozvoji vzniku diabetu. U osob s inzulinovou
rezistenci dochazi k poruseni metabolismu glukozy, pfi kterém dochazi ke zvySeni hladiny
gluko6zy nala¢no nebo snizeny ucinek inzulinu po jeho podani (Cornier et al. 2008).

Inzulinova rezistence je jeden zhlavnich faktorG pfi rozvoji kardiovaskularnich
onemocnéni (Stiihlinger et al. 2002).

3.4.3 Visceralni obezita

Visceralni obezita neboli abdomindlni obezita tUzce souvisi s metabolickym
onemocnénim. Obezita se vyskytuje u lidi s vy$§imi hodnotami body mass index, ktery je vyssi
nez 30 kg/m?. Tato obezita je nejrozsifen&j$im projevem metabolického syndromu.
Adominalni obezita se zjist'uje zmefenim obvodu pasu v poméru obvodu k bokiim (Heianza &
Q12019). Osoby s abdomilnalnim tukem maji vétsi obvod pasu nez normalni populace, za vétsi
obvod pasu se u muzl je obvod pasu vétsi nez 102 cm a u Zen vétsi nez 88 cm (Grundy 2016).

Viscerdlni obezita souvisi s inzulinovou rezistenci, protoze dochazi ke snizenému
vychytavani glukézy. V tukové tkéni dochdzi k aktivaci reninangiotensiového systému, ktery
vede k hypertenzi a insulinové rezistenci (Huang 2009). Konzumace kaloricky bohatych

18



potravin, které jsou vétSinou levné, zpiisobuje epidemii obezity. Tukova tkan je sloZena
z adipocytl, stromalnich preadipocytii, imunitnich buné¢k a endotelu. Tukova tkan ma
schopnost rychle a dynamicky reagovat na zmény nadbytku Zivin prostfednictvim zvétSeni a
zmnozeni adipocyti (Kaur 2014). Obezita je rizikovy faktor pro fadu onemocnéni, kam fadime
jak diabetes 2. typu, tak i kardiovaskuldrni onemocnéni, hypertenzi, onemocnéni zlu¢ovych
kamenii a n¢které druhy rakoviny (Eckel et al. 2005). Piebyte¢ny tuk se hromadi do riznych
organl nebo tkéni, svali Ci jater. Tuk, ktery se vyskytuje v tkanich se nazyva jako ektopicky
tuk. Tento ektopicky tuk, ktery se vyskytuje v jatrech, souvisi s inzulinovou rezistenci.
V jatrech se piebytecny tuk ¢asteéné preménuje na ketolatky a zbyvajici mastné kyseliny jsou
rozlozeny na triglyceridy, které jsou zarazeny mezi lipoproteiny s velmi nizkou hustotou a jsou
vylucovany do ob&éhu (Grundy 2016).

Pti visceralni obezit¢ dochdzi k nadmérné akumulaci intraabdomindlni tukové tkang.
Ukladani abdominalni tukové tkan€ je ovlivnéno vékem, pohlavim, genetikou a etnickym
pivodem. U obéznich lidi je nutné snizit jejich kaloricky denni ptijem (Tchernof & Després
2013).

3.4.4 Dyslipidémie

Dyslipidémii mizeme charakterizovat jako kvalitativnich lipidové abnormality, které
vedou k poruchdm ve strukturdich metabolismu lipoproteinti a biologickych aktivitach
lipoproteinu s nizkou a vysokou denzitou (Kaur 2014). Dyslipidémie se projevuje zvySenym
mnozstvim triglyceridi s nizkymi hladinami lipoproteinu s vysokou denzitou (HDL) a malymi,
hustymi ¢asticemi lipoproteinu s nizkou denzitou (LDL). ZvySené mnozstvi LDL cholesterolu
je hlavnim faktorem pro kardiovaskularni onemocnéni. Bylo zjiSténo, ze pokud je zvolena
lécba, pii kterém dojde ke sniZzeni koncentrace LDL, dojde ke sniZzeni rizika vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni a nasledné smrti (Cornier et al. 2008).

Lipoproteiny s niz$i hustotou maji ucinek na zvyseni lokalniho a systémového zanétu,
proliferace bunék svalsta, které ma za nésledek vzniku aterosklerotick€ého platu. Zatimco
lipoproteiny s vyssi hustotou se snazi zmirfiovat nebo zabranit aterosklerdze (Helkin et al.
2016).

3.4.5 Hyperglykémie

P11 hyperglykémii dochdzi ke zvySené hladin€ glukozy v krvi, se zhorSenou gluk6zovou
toleranci. Udéava se, Ze ma vice nez 125 mg/dl nebo 7 mmol/l nala¢no a vyssi nez 180 mg/dl /
nebo 11,1 mmol/l za 2 hodiny po jidle. SniZzené vylu¢ovani inzulinu, zhorSené vyuziti glukozy
¢i zvySena produkce glukozy vede k hyperglykémii. K regulaci hladiny glukézy v krvi hraje
hlavni roli inzulin (Mouri & Badireddy 2021).

Pokud neni hyperglykémie léCena, hrozi rlzné vazné komplikace. Mezi vazné
komplikace fadime poskozeni oka, ledvin, nervi, srdce a periferniho cévniho systému. Mezi
sekundarni pfi¢iny hypergykémie mohou byt poSkozeni slinivky biiSni pii chronické
pankreatitidé ¢i rakovina slinivky bfi$ni, endokrinni poruchy, které zplsobuji inzulinovou
rezistenci. Ke snizené citlivosti na inzulin dochazi také pti uzivani 1€k jako jsou estrogeny
nebo glukokortikoidy a také pii gestacnim diabetu (McCowen et al. 2001).



Postprandialni hyperglykémie se urcuje pomoci faktorti, mezi které fadime mnozstvi a
sloZenti jidla, obsah cukrt v jidle, uvolnéni inzulinu a zabranéni sekrece glukagonu (Giugliano
et al. 2008).

3.5 Oxidaéni stres

Oxidac¢ni stres je nerovnovaha mezi oxidanty a antioxida¢ni obranou. Biomarkery
oxidace se vyskytovaly v t€lesnych tekutinach a tkanich. Vyznamnym biomarkerem oxida¢niho
stresu je 8-isoprostan, ktery vznika neenzymatickou oxidaci kyseliny arachidonové. Klinickymi
studiemi bylo zjisténo, ze kromé toho, ze 8-isoprostan plisobi prostfednictvim tromboxanovych
receptort. Isoprostanovy receptor 8-isoprostan mé za nasledek vazokonstrikei krevnich cév a
pradusek, snizuje pratok krve ledvinami a ma podil na patologii nékolika onemocnéni. Zvysené
mnozstvi 8-isoprostanu v moci bylo zjiSténo u pacientil s diabetem druhého typu, s cystickou
fibrozou, astmatem a hypertenzi (Syslova et al. 2014).

Volné radikaly jsou latky, které se pfirozené vyskytuji v lidském téle. Na lidsky
organismus mohou mit jak pozitivni, tak i negativni t¢inky (Finaud et al. 2006).

Antioxidaéni systém je slozen z antioxida¢nich enzymi a neenzymatickych enzymd.
Mezi antioxidacni systémy jsou fazeny kataldza, glutathionperoxidaza a superperoxidaza a
mezi neenzymatické antioxidanty jsou napiiklad vitamin E, vitamin A, vitamin C, glutathion a
kyselina mocova. Antioxidacni systém zabranuje Skodlivym u¢inkiim (Finaud et al. 2006).

Vznikem reaktivnich forem kysliku, dochédzi ke zdolani antioxida¢ni obrany a tim
vznikd oxidacni stres. Rektivni formy kysliku jsou vyznamni poslové v intracelulirnich
signaliza¢nich kaskadach, které jsou zamétené na udrzeni buniky v homeostaze a jejich okolim.
Pfi vyss$i Grovni mize dochdzet k poSkozeni biologickych molekul, které vedou ke ztratam
funkce bunky nebo jeji smrti (Burton & Jauniaux 2011).

Mezi reaktivni formy kysliku fadime hydroxylovy radikal, superoxidovy aniontovy
radikal, peroxid vodiku a singletovy kyslik (ROS), které maji souvislost s riznymi lidskymi
onemocnénimi, které souvisi se zanétem. Oxidaci proteind, lipidi a nukleovych kyselin pomoci
ROS, vede ke strukturadlnim a funkénim bunéénym zménam. Vlivem nezdravého chovani, které
souvisi s zivotnim stylem a z expozic z pracovniho a ze Zivotniho prostiedi, dochazi ke zvySeni
hladin biomarkerti oxidativniho stresu (Graille et al. 2020). ROS mohou vznikat endogenné,
nebo exogennimi faktory, mezi které fadime tabakovy kout a zateni. Pfikladem endogennich
faktori jsou oxidacni vzplanuti béhem aktivace fagocytl ¢i z mitochondrii (Czerska et al.
2016). Oxidacni stres je akceptovany jako vyznamny znak pro akutni a chronické onemocnéni,
mezi které fadime rGzné typy rakovin, kardiovaskuldrni onemocnéni, neurodegenerativni
onemocnéni, onemocnéni plic €1 normalni proces starnuti (Montuschi et al. 2004).

Isoprostany oproti jinym markertim oxidac¢niho stresu jsou chemicky stabilni, specifické
produkty peroxidace. Nachazi se v detekovanych mnozstvim ve tkanich a biologickych
tekutinach a nema na né vliv obsah lipidii ze stravy (Czerska et al. 2016). ZvySené mnoZstvi
isoprostant v plazmé a moci, se vyskytovaly u nékolika syndromi, které maji spojitost
s tvorbou volnych radikalt. Radime mezi né otravu paracetamolem, koufeni cigaret,
onemocnéni jater, které je vyvolané pitim alkoholu. U asymptomatickych pacienti
s hypercholesteromii, = dochdzi ke  zvySenému  mnozstvi  isoprostani v moci
a v aterosklerotickém platu (Rokach et al. 1997).
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3.5.1 Mechanismus vzniku isoprostanu

Peroxylovy radikal vznika po odejmuti basallylového atomu vodiku a ptidani molekuly
kysliku na kyselinu arachidonovou. Nasledné peroxylovy radikal podstoupi 5-exocyklizaci a
k hlavnimu fetézci slouceniny se piipoji druha molekula kysliku a tim vznika prostaglandin G2.
Poté dochazi k redukci nestabilnich bicykloendoperoxidovych meziproduktti na F2-isoprostany
(Musiek et al. 2005).

Timto mechanismem vznikaji Ctyii isoprostan F2 regioizomery. Podle toho na ktery
atom uhliku je pfipojen postranni fetézec hydroxylu, je oznaCujeme jako 5, 12, 8 nebo 15-
fadové isoprostany (Milne et al. 2008).

Isoprostany maji prostanovy kruh typu F a jsou izomerni k prostaglandinu F2a.
F2- isoprostany maji vysokou stabilitu, aproto se u nich d& nejpfesnéji méfit oxidacni
stres (Musiek et al. 2005).
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Obr. ¢€.3 Strukturni vzorek 8-isoprostanu (Mizuno & Kataoka 2015)

3.5.2 Malondialdehyd

Malondialdehyd je produktem peroxidace lipidi a biosyntézy prostaglanding.
Malondialdehyd mé& mutagenni a karcinogenni UC€inky, protoze reaguji s DNA za vzniku
deoxyguanosinu a deoxyadenosinu (Del Rio et al. 2005).

Peroxidace lipidii produkuje komplexni fadu produktl a fada z nich jsou reaktivni
elektrofily. Polynenasycené mastné kyseliny maji jednu nebo vice methylenovanych skupin,
které se nachazi mezi cis dvojnymi vazbami. Tyto skupiny jsou velice reaktivni k oxidacnim
¢inidlim. Na zacatku vznikaji peroxylové radikaly, které vznikaji z reakce polynenasycenych
mastnych kyselin. Osud peroxylovych radikalt zavisi na misté vzniku, pokud se nachéazi na
jednom ze dvou koncl, dochazi kjeho redukci na hydroperoxid. Ve fosfolipidovych
membrandch se peroxylové radikaly redukuji na hydroperoxidy pomoci jin¢ molekuly mastné
kyseliny nebo vitaminem E. Vitamin E m4 za nasledek redukce peroxylovych radikalt a diky
tomu zpomaluji rychlost peroxidace lipidli (Draper et al. 1986).

Pokud se peroxylovy radikdl nachazi ve vnitini poloze v fetézci mastné kyseliny,
dochdzi bud’ ke vzniku peroxylového radikalu nebo radikél se podruhé cyklizuje za vzniku
bicyklického peroxidu, ktery po pfijmuti kysliku a redukci vznikne molekula, ktera je strukturné
podobna endoperoxidu prostaglandinu. Tato molekula je meziproduktem pro produkci
isoprostanu a malondialdehydu (MDA), kdy dochazi k chemické konverzi bicyklické
peroxidové skupiny (Marnett. 1999).

Metabolity MDA vylu¢ované moci, jsou vyznamné pii mechanismu bunécného
poskozeni ve tkdnich. MDA se vyskytuje v moci hladovéjicich zvifat nebo jsou krmeni dietou



bez MDA, to ukazuje, ze se MDA muze tvofit in vivo. In vivo vznika jako produkt
neenzymatické peroxidace lipidi, tak enzymaticky pii peroxidaci lipidi (Draper et al. 1986).
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Obr. €. 4 Strukturni vzorec malondialdehydu (DiMarco 2014).

3.5.3 Leukotrieny

Leukotrieny jako isoprostany jsou biomarkery oxida¢niho stresu. Leukotrieny jsou
lipidové mediatory, které jsou dovozeny od kyseliny arachidonové ptes 5-lipoxygenazovou
dréhu a leuktorien A4 hydroxylazu (Balanza et al. 2010). Leukotrieny maji schopnost zesilit a
prodlouzit zanéty v tkani (Crooks & Stockley 1998).

3.5.4 Antioxida¢ni ochranny systém

Antioxida¢ni ochranny systém, zahrnuje jednotlivé antioxidanty, které spolu navzajem
spolupracuji. Pfi poruseni jejich rovnovahy nebo jejich nedostatku dochdzi ke vzniku
oxidac¢niho stresu. Slozky jsou endogenniho a exogenniho ptivodu, které se navzajem ovliviiuji.
Klinickymi studiemi bylo zjiSténo, ze vzajemné piisobeni glutathionu a vitaminu C zmiriiuji
ruzné oxidacni stresy. Beta-karoten a tokoferol spolu synergicky piisobi proti peroxidaci lipidu.
Do antioxidacniho ochranného systému fadime vitamin C, gama-tokoferol ¢i glutathion.
Vitamin E sam reaguje s volnymi radikaly za vzniku tokoferylového radikalu, ktery musi byt
regenerovan pomoci vitaminu C nebo glutathionu (Jacob 1995).

3.5.5 Oxidaéni stres a diabetes mellitus

Oxidac¢ni stres hraje vyznamnou roli v rozvoji diabetes mellitus. Pfi tvorbé ROS
v nadbytku a €asu dochazi k chronickému oxida¢nimu stresu, pfi kterém dochazi k poskozeni
expresi genu inzulinu a sekreci inzulinu (Yang H et al. 2011). Mezi biomarkery oxida¢niho
stresu u diabetu mellitu fadime lipidy, proteiny, poSkozeni DNA, glutathion a
superoxiddismutdzu. Zdrojem oxida¢niho stresu u diabetu jsou mitochondrie, pii které se
béhem svého oxida¢niho metabolismu se kyslik pfeménuje na volny radikal. ROS negativné
pusobi na inzulinovou signalizace, ktera nasledné vede k inzulinové rezistenci (Asmat U et al.
2016).
Mezi komplikace DM, které vznikaji plisobenim volnych radikéld a oxida¢nim stresem, fadime
onemocnéni korondrnich tepen, poskozeni nervového systému, poskozeni ledvin, poskozeni
sitnice a mrtvici (Asmat et al. 2016).

Vitaminy A, C a E jsou vyznamné antioxidanty, u diabetu dochdzi k zvySeni nebo
sniZeni hladin vitaminu E (Asmat et al. 2016).
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4 Metodika
4.1 Analyzované vzorky

Pokus byl proveden na dvou skupinach potkant. Prvni skupina potkani kmenu Wistar
(W) slouzila jako kontrolni skupina, druhé skupina byli HHTg potkani, ktefi maji metabolicky
syndrom a prediabetes. Potkanim v obou skupinach byl od 2.9. - 18.10. 2019 podavan
empagliflozin. Rozd¢leni do jednotlivych skupin je zobrazeno v tab. €. 1.

Rozdé¢leni vzorkt moci potkanti

¢islo vzorku |kmen potkanti | Datum

1.-6. w 27.8. |Kontrola
9.-14. W 27.8. |pted EMPA
65.-70. W 17.10. | Kontrola
73.-78. W 17.10. |po EMPA
17.-22. HHTg 28.8. | Kontrola
25.-30. HHTg 28.8. |pred EMPA
81.-86. HHTg 18.10. |Kontrola
89.-94. HHTg 18.10. |po EMPA

Tab. ¢. 1 Rozdéleni vzorki moci potkant
4.1.1 HHTg potkani

HHTg potkani jsou to unikatni neobézni kmen Hereditarné¢ Hypertriglyceridemicky
potkani, ktefi byli pouzivani jako experimentalni model prediabetu a metabolického syndromu.
Tento kmen byl vyselektovan z potkani kmene Wistar na metabolickém pracovisti Institutu
klinické a experimentalni mediciny (IKEM).

HHTg potkani prakticky maji vS§echny symptomy metabolického syndromu, pfedev§im
dyslipidémii, inzulinovou rezistenci, hyperinsulinémii, zhorSenou gluk6ézovou toleranci a mirné
zvySenou hypertenzi. Tento kmen potkant nevykazuje znaky obezity ani hyperglykémie (Vrana
& Kazdova, 1990). Tento kmen potkantl je je vyznamny experimentalni model, ktery je vhodny
pro studium prediabetickych komplikaci (Hiittl et al. 2021).

HHTg potkani jsou chovani na pracovisti Centra experimentalni mediciny IKEM Praha.
Skupina HHtg potkanti byla v ramci vyzkumu krmena podle libosti (ad libitné, tj. bez omezeni)
standartni laboratorni dietou. Byla vyuZzivana ,,Maintenance diet for rats and mice*, Altromin,
Lage z Némecka. Vyzkum na HHTg potkanech probihal v souladu se zdkonem ¢. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozd¢jSich predpist, a v souladu s Vyhlaskou
¢.311/1997 Sb. o chovu a vyuziti zvifat, ve znéni pozdéjsSich pfedpish a byla schvalen etickou
komisi IKEMu.

4.1.2 Wistar potkani

Wistar potkani byli vyslechténi Helen Dean Kingovou, které byli spojeny s metodami
fizeni a chovu Miltona Greenmana a Louisi Duhringové Kmen potkunt Wistar ma nizky vyskyt



hydronefr6zy. Potkani kmene Wistar jsou pouzivani pro vyzkum infekénich nemoci, pro
testovani bezpec€nosti a efektivity nebo starnuti (Clause, 1993). V naSem vyzkumu byli potkani
Wistar vyuziti jako kontrolni skupina ke skupiné HHTg potkant. Kontrolni potkani kmenu
Wistar byli z chovu firmy VELAZ, Praha.

4.2 Odbér vzorku

Vzorky moci byly odebirany béhem 12 hodin no¢niho sbéru v metabolickych klecich.
Metabolické klece jsou pouzivany za i¢elem 24-hodinového sbéru moci a vykali. Tato metoda
je velmi vyuzivana, protoze dochéazi k oddéleni moci a vykalti a nedochazi tak k jejich vzajemné
kontaminaci. Metabolickéd klec je vyrobena z prihledného materidlu, ktera je odolna proti
kousani, vétSinou se jedna o polykarbonat. Klec obsahuje odnimatelné vétraci kryty. Klec ma
odd€leny systém na podavani krmeni, ktery je umistén mimo klec, z divodu zamezeni
kontaminace krmiva vykaly. V kleci jsou lahve s vodou a sbérace rozlité¢ vody, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorkli moci. Vzorky stolice a moc¢i jsou odebirdny pomoci trubek, které jsou
vyrobené z polymethylpentenu. Tyto klece odpovidaji souc¢asnym piedpisim pro ochranu
zvitat. VSechny soucasti, které se nachdzi pod podlahou jsou odnimatelné, tak aby nedoslo
k ruSeni testovaciho zvitfete a k jeho zménam v chovani. Velikost klece pro krysy do 300 g jsou
navrzené s povrchem 320 cm? a vyskou 14 c¢m, pro krysy s vahou nad 300 g je povrch klece

450 cm? a 18 cm (Kurien et al., 2004).
e
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Obr. ¢. 5 Metabolicka klec (Trigonplus)

4.3 Pouzité chemikalie, pristroje a vybaveni
4.3.1 PouZzité chemikalie

e Methanol (p.a.)

e demineralizovana voda, vlastni vyroba Simplicity UV (MerckMillipore, KGaA,
Darmstadt, Némecko

e acetonitril



4.3.2 Pristroje a vybaveni

e pipety Socorex Acura (Svycarsko)
e Lyofilizator Lyovac GT 2

e Varian 240-MS with the 450-GC
e UHPLC-QqQ-MS

e sklenéné vialky

4.3.3 Lyofilizator Lyovac GT 2

Lyofilizator je pfistroj, ktery slouzi k odstraiiovani kapalné faze. Metoda lyofilizace ma
3 faze. V prvni fazi dochazi k zmrazovani zékladni smési, aby doslo ke ztuhnuti. Ve druhé fazi
dojde k snizeni tlaku na uroven, kdy voda zacina sublimovat. Ve tieti fazi dochazi k desorpci
vazané vody ve vysuSeném materidlu. Pfi vyzkumu je nutné udrzet vzorky pfi nizkych
teplotach, aby byly stabilngjsi. Lyofylizator je sloZen ze vzduchem chlazeného kompresoru,
nerezového kondenzatoru a mikroprocesorového systémového ovladace (Barley J, 2009).

4.3.4 Priprava vzorki pro stanoveni urinarnich biomarkeri

Po odbéru byly vzorky moce potkant pipetovany do 2 ml vialek a ndsledné byly
zamrazeny. Pred lyofilizaci byla sunddna vicka a vialky byly pfelepeny parafilmem. Do
parafilmu byly udé€lany dirky injek¢ni stfikackou, aby mohl pii lyofilizaci odchazet plyn.
Lyofilizator byl nastaven na -20°C. Po nachlazeni lyofilizatoru byly do n¢ho vlozeny vzorky
moce potkani, které byly nasledné lyofilizovany po dobu 12 hodin. Po vysuseni vzorkd moce
potkani bylo ke vzorkiim ptidano 500 pL demineralizované vody a 500 pL methanolu.
Nasledné byly vzorky moce potkant analyzovany na pfistoji Varian GC/MS.

4.4 Stanoveni biomarkeri v mo¢i pomoci analytické metody na GC/MS

e kolona Supelcowax-10 (30 m x 0.25 mm x 0,25 um)

e Pratok kolony: 1 ml/min pfi téploté 60 °C az 230 °C doba analyzy 30 minut
e Stacionarni faze: polyethyleneglykol

e Mobilni faze: Helium

e Hmotnostni rozsah: 30 — 500 m/z

e lonizace: od 4 aZ 30 minuty

4.5 Stanoveni biomarkerua oxida¢niho stresu

Mocové biomarkery oxidacniho stresu byly analyzovany pomoci UHPLC-QqQ-MS.

e Pritok 200 pL/ min
e Mobilni faze A- roztok hydroxidu amonného
e Mobilni faze B- roztok metanolu/ acetonitrilem v poméru (60:40)



4.6 Statistické zhodnoceni namérenych dat

Data z GC/MS byly identifikovany pomoci programu MS Worstation. Naméfena data
byla zpracovana pomoci programti Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA. V programu
Statistika (ver.12, StarSoft, Inc, Tulsa, OK, USA) bylo provedeno statistické zhodnoceni
metodou t-testu nezavislych, dle skupin, na hladin¢ vyznamnosti a=0,05.
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5 Vysledky

Pro analyzu byli vybrani dvé skupiny potkanti - potkani HHTg (dale oznacované i jen
»HHTg®) a jako kontrolni skupina potkani kmene Wistar (dale oznacované ,,W*). Potkantim
v obou skupinach bylo podavano antidiabetikum Empagliflozin. V mo¢i potkanii z obou skupin
byly pfi analyzach sledovany urinarni biomarkery a déale byly. byly sledovany biomarkery
oxida¢niho stresu. Urinarni biomarkery byly v rdmci praktické casti analyzovany pomoci
analytické metody GC/MS, pii které se k oddéleni slozek smési vyuziva plynovy chromatograf
a k jejich nasledné analyze hmotnostni spektrometrie. Biomarkery oxidac¢niho stresu byly
analyzovany metodou (UHPLC-QqQ-MS), kterd vyuziva ultra vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii

5.1 Stanoveni urinarnich biomarkeri u W a HHTg potkant

Na necilené analyze bylo vybrano 5 latek, které se vyskytovaly témét ve vSech vzorcich.
Byly vybrany p-hydroxyfenyl kyseliny fosforité, para-Cresol, Indol, Benzylalkohol a Toluene.
Jednotlivé latky byly porovnany mezi kmeny Wistar a HHTg potkany, kterym byl podavan
empagliflozin, Wistar a HHTg bez empagliflozinu a nasledn¢ doslo k porovnani mezi potkany
Wistar s empagliflozinem a kontrolami. To stejné bylo provedeno i u HHTg potkanti.

t-testy; grupovano: potkani (statistika potkani Wx hHTG)

N Primér | Pramér Poc.plat | Po€.plat. .
Proménna (Ws | (HHTgs | Sv P (Ws |(HHTg's (;fzopr&‘f;) (Roz?)tyly)
EMPA) | EMPA) EM) EM)
Phosphonic
acid, (p- 582803 |235858,6| 12 |0,000802 6 8 3,6147 | 0,123788
hydroxyphenyl)-

p-Cresol 1458445 | 578295,5| 12 |0,002749
Indole 499761 |246686,0| 12 |0,007020

4,2889 | 0,083530
4,9637 | 0,096548

93,8267 | 0,000006
197,2630 | 0,000000

o (OO|®

Benzyl alcohol | 2785500 | 264244,9| 12 |0,000000

| 0 |0o|0

Toluene 923044 |272239,3| 12 |0,002538 6
Tab. ¢.2 t-test porovnani W a HHTg s empagliflozinem

vvvvvv

ze vyS$i hladiny p- Cresolu, Indolu, benzylalkoholu, toluenu a p-hydroxyfenyl kyseliny
fosforecné byly u potkanti Wistar, kterym byl podavan empagliflozin. Sattistické Setfeni bylo
zjiStovana na hladiné vyznamnosti 0,05.



t-testy; grupovano: potkani (statistika potkani Wx hHTG)
Proménna Pramér Tm_'rq_zr Sy p Pog.plat P(?_lcl'_ﬂl_zt' F-pomér p
(W Kon) kon) (W Kon) kon) (Rozptyly) | (Rozptyly)
Phosphonic
acid, (p- 501816 |216864,7| 9 |0,004743 4 7 4,20306 | 0,127579
hydroxyphenyl)-
p-Cresol 1116864 | 908639,7| 9 |0,453745 4 7 1,17099 | 0,791808
Indole 552297 |227722,1| 9 |0,005031 4 7 4,24484 | 0,125171
Benzyl alcohol | 1758023 |324771,6| 9 |0,005633 4 7 2423079 | 0,001883
toluene 665091 (3081316 9 |0,009104 4 7 4,97120 | 0,091468

Tab. ¢.3 t-test porovnani W a HHTg kontroly

Z necilené analyzy v tab. ¢. 3 miZeme vidét vyssi hladiny skoro vSech metaboliti u
potkani kmene Wistar pfi hladin€ vyznamnosti 0,05. Kromé Benzylalkoholu, ktery je zvysen

u HHTg potkantl.
t-testy; grupovano: potkani (statistika potkani Wx hHTG)
Proménna Pramér Pramér Pod.plat Poc.plat. F-pomér p
(Ws Sv P (Ws
(W Kon) EMPA) (W Kon) EM) (Rozptyly) | (Rozptyly)
Phosphonic
acid, (p- 501816 | 582803 8 1]0,515195 4 6 1,193316 | 0,943238
hydroxyphenyl)-
p-Cresol 1116864 | 1458445 | 8 |0,352887 4 6 1,709570 | 0,699042
Indole 552297 | 499761 8 (0,571495 4 6 6,394164 | 0,073095
Benzyl alcohol | 1758023 | 2785500 | 8 |0,093296 4 6 2,459014 | 0,355833
Toluene 665091 | 923044 8 ]0,365716 4 6 3,784536 | 0,302473

Tab. ¢.4 t-test porovnani W kontroly a W s empagliflozinem

V necilené analyze na urinarni metabolomiku (Tab.¢. 4), byly u potkan kmene Wistar s

empagliflozinem vy$§i hladiny u p-hydroxyfenyl kyseliny fosfore¢né, p-Cresolu,
benzylalkoholu a toluenu. Niz$i koncentrace byla u Indolu (p<0,05).
t-testy; grupovano: potkani (statistika potkani Wx hHTG)
x Pramér | Primér Poé.plat | Pog.plat. Y
Proménna | \iHTgs | (HHTg | Sv P [(HHTgs| (HHTg (;fon?r) (Rozp 1)
EMPA) | kon) EM) kon) Pyl Pyl
Phosphonic
acid, (p- 235858,6 | 216864,7| 13 |0,700565 8 7 1,38753 | 0,705747
hydroxyphenyl)-
p-Cresol 578295,5|908639,7| 13 |0,089978 8 7 2,14244 | 0,341764
Indole 246686,0 | 227722,1| 13 |0,805259 8 7 3,29518 | 0,167499
Benzyl alcohol |264244,9|324771,6| 13 |0,461336 8 7 9,52182 | 0,008909
toluene 272239,3|308131,6| 13 |0,406662 8 7 10,48507 | 0,006687

Tab. ¢&.5 t-test HHTg kontroly a HHTg s empagliflozinem
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V tabulce ¢.5 mizeme vidét porovnani HHTg potkant s EMPA a bez ng;.
Signifikantn€ vys$si hladiny p-hydroxyfenyl kyseliny fosforecné, indolu a benzylalkoholu byly
u HHTg potkanti s EMPA. Nizsi hladiny byly u toluenu a p-Cresolu (p<0,05) u stejné skupiny
potkant.

5.2 Chromatografické znazornéni urinarni metabolomiky

Urindrni metabolomika byla vyhodnocena pomoci chromatogramu z analyzy, ktera byla
stanovovana na GC/MS na nepolarni siloxanové kolon€. Jednotlivé piky byly vyhodnocovany
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Obr. €.6 Chromatogram urinarni metabolomiky u Wistar potkana bez empagliflozinu

podle metabolické knihovny NIST. Do hodnoceni nebyly zatazeny siloxany, které byly jako
vedlejsi latky z nepolarni kolony. Byla vyvinuta metoda na vyhodnoceni jednotlivych latek na
chromatografu na GC/MS. MiiZzeme zde vidét celou fadu latek, které souvisi s fyziologickym
metabolomem a dalsi latky, které maji néjakou souvislost s 1é¢ivem.
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5.3 Stanoveni

Stanoveni biomarkerii oxida¢niho stresu bylo statisticky hodnoceno pomoci t-testu
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V piiloze €. 2 jsou uvedeny hodnoty biomarkert oxida¢niho stresu v moc¢i u potkant
kmene Wistar a HHTg potkant, kterym nebyl podavan empagliflozin. Zjisténé hodnoty
biomarkerti oxida¢niho stresu mezi potkany kmene Wistar a HHTg potkany, kterym nebyl
podéavan empagliflozin, vykazuji u vétSiny biomarkeru statisticky vyznamny rozdil ve prospéch
hodnot zjisténych ze vzork moci u skupiny HHTg potkanti. Pouze u proménnych oznacenych
jako hexanalu, oktanalu, nonanalu, dekanalu, dodekanalu, 8- hydroxy-2-deoxyguanosinu,
leukotrienu E4 a epidermalniho rtistového faktoru nebyl ve vzorcich moc¢i potkant obou skupin
prokdzan statisticky vyznamny rozdil.

5.4 Zavér statistického Setreni

Z necilené analyzy lze vyvodit, Ze vyssich hodnot u potkantt Wistar nezu HHTg
potkanti, kromé nékterych piipadii, kdy vyssi hodnoty byly u HHTg potkant. U cilené
analyzy, kde byly zkoumany biomarkery oxidac¢niho stresu, l1ze vyvodit, ze HHTg potkani
maji vyS$si koncentraci jednotlivych markert oxida¢niho stresu. Zvysené hladiny jsou
zpisobeng, protoze HHTg potkani se rodi jiz s MetS. Po podani 1é¢iva doslo ke snizeni
koncentraci biomarkeri oxidacniho stresu.



6 Diskuze

Pii necilené analyze byla pozornost vénovana uremické metabolomice, ktera byla
zaméfena na rozdilné hodnoty u jednotlivych metabolith v zavislosti na podavani léCiva
empagliflozinu. V této experimentalni studii bylo pouzivano placebo, abychom mohli Iépe
zhodnotit jednotlivé rozdily na danych potkanech a tyto poznatky se nasledné daly pouzit pro
klinickou studii na lidské populaci.

Problematikou pii1 vyhodnoceni vzorkli dochazelo ke zvyseni baseliny kvtli kyselinam a
vode, ktera byla v nasich vzorcich 50:50 s methanolem. Toto fedéni bylo nutné pouzit, protoze
veskeré latky, které jsme analyzovaly, nebyly schopné se vazat na methanol.

Vzorky byly analyzovany na polarni a nepolarni koloné. Problematika na nepolarni
kolon¢ nastala pti vyhodnocovani jednotlivych latek. Vznikl atypicky difuzni pik, na kterém
neni mozn¢ jednotlivé latky rozseparovat. Diivodem je, Ze vétSina latek je polarni a nepolarni
kolona je neumi rozd¢lit na jednotlivé piky. Na nepolarni kolon€ je vhodné méftit latky, které
maji nepoldrni charakter. Metabolity z nepolarni kolony nebylo mozné interpretovat, protoze
vétSina metabolitil byly siloxany, které mély vyssi hodnoty nez urinarni metabolity. Pro danou
necilenou analyzu byla zvolena polarni kolona Supelcovax-10, kde se siloxany vyskytovaly
v mensi mife nez na nepolarni koloné. Na nepolarni kolon¢ byly zjistény imidazoly, které se na
chromatogramu vyskytovaly ve velké mite.

Chromatogramy, které byly vytvotfené z necilené analyzy urindrni metabolomiky na
siloxanové nepolarni kolon€. Nebylo mozné rozlisit presné latky na dané koloné, protoze piky
nebyly rozseparované a jednotlivé latky se do chromatogramu vkladaly ruéné. Nebyl zde ani
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi latkami u potkant, kterym byl podavan empagliflozin a
bez néj. Vyznamné latky, které zde byly zjist€né byly predevSim imidazoly a jeho derivaty,
ktefi maji urcitou souvislost s danym antidiabetikem. Pravdépodobné se jednd o reziduum
1é¢iva z EMPA. Krom¢ imidazoll byl zde i p-Cresol, ktery byl objeven i na polarni koloné.
Z chromatografii nelze uplné vyvodit zavér, protoze hodnoty mohou byt zkreslené siloxany,
které zde lezly v mnohem vysSich koncentracich, nejspise se jedna o siloxany z kolony.

Bylo zjisténo, ze u necilené metabolomické analyzy doslo ke zvySené sekreci indolu
a p-Cresolu v moci, coZ souvisi se zlepSenim metabolismu aromatickych aminokyselinu HHTg
potkantl, kterym byl poddvan empagliflozin ve srovnani s neléCenymi potkany. P-Cresol
muzeme zafardit mezi uremické toxiny, ktery ma za nasledek rendlni dysfunkci a nasledného
poskozeni ledvin (Syslova et al. 2014). Koncentrace toluenu, bezylalkoholu a p-hydroxyfenyl
kyseliny fosfore¢né byly vyssi u potkanti kmene Wistar, hodnoty byly statistiky hodnoceny na
hladin€ vyznamnosti 0,05. V organismu kyselina fosfore¢na pravdépodobné vznikala z namahy
ve svalech, kdy uz dany sval neni schopen zpracovat piijaté vysoké mnozstvi glukozy svalem.
Nebo mohlo dojit k rozlozeni p-hydroxyfenylhydrogenfosfat, kde dosSlo k rozdéleni na
benzenové jadro a p-hydroxyfenyl fosforecné kyseliny. Pfirozené se v moci organismu
fosfore¢na kyselina nevyskytuje.

V cilené analyze pozornost byla vénovana biomarkerim oxida¢niho stresu, které¢ byly
analyzovany na vzorcich moc¢i od HHTg potkanii a potkani kmene Wistar, kterym bylo
podavano 1é¢ivo empagliflozin. HHTg potkani se jiz rodi s metabolickym sydromem, takze
jejich hodnoty pfi tomto zkoumani byly relativné u vSech urinarnich biomarker vyssi nez u
Wistar potkanti. Metabolity oxida¢niho stresu ptili$ neosciluji a jsou si velmi podobné. VéEtSina
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téchto latek jsou soucasti metabolismu. Pti podavéani empagliflozinu v daném obdobi ve stejné
koncentraci, dochazi k ustidlenému stavu, kdy latky dané¢ho léCiva mély jiz stdle stejnou
koncentraci. Nékteré latky sméiuji k 1é¢ivu a dalsi jsou zmetabolizované latky nebo markery,
které smétuji k ledvinovému poskozeni.

Mezi skupinou potkanti leCenych empagliflozinem a bez néj se hladiny malondialdehydu,
8-isoprostanu, interleukinu 6 a leukotrient nelisili vice, nez o 1 %. Z toho mizeme vyvodit
zasadni roli metabolického syndromu na vzniku oxida¢niho stresu, zatim co minimalni az zadny
vliv na redukci oxida¢niho stresu miizeme pficist lecivé latce empagliflozinu.

Zatimco u jinych studii byl prokdzan pozitivni vliv poddvani Empagliflozinu na hladinu
malondialdehydu v mo¢i (Jighen et al. 2019). Vyznamny vyssi rozdil byl u HHTg potkanti v
koncentraci 8-isoprostanu, malondialdehydu a interleukinu 6 oproti kontrolnimu kmeni
potkantt Wistar. Jelikoz malondialdehyd vznika peroxidaci lipidii, miZeme tento prooxidacni
stav pricist geneticky fixovanému metabolickému syndromu u potkani kmene HHTg. Jak jiz
bylo uvedeno v teoretické ¢asti zvySeny oxidacni stres je indukovan jednotlivymi komponenty
metabolického syndromu. ZvySené mnozstvi interleukinu vede k zanétlivym reakcim
v organismu.

8- isoprostan je produktem neenzymatické reakce arachidonové kyseliny s ROS. Zvysené
hladiny 8-isoprostanu mohou poukazovat na oxidacni stres a nasledné starnuti organismu.

Zvysena sekrece Interleukinu-6 v moci poukazuje na jiz probihajici zanét ledvin, ale
zmeény v sekreci IL-6 mohou také souviset se zménami genové exprese v ledvinach (Syslova et
al. 2014). Zanét a nasledné poskozeni je nejspiSe zplsobeno lécivem empagliflozinem, u
dlouhodobého podavani pacienti mohou skoncit na dialyze az umélé ledviné. Toto tvrzeni je
zkouméno pomoci cilené analyzy na urindrni metabolomice na biomarkery oxida¢niho stresu.
Neékteré latky vykazuji kromé oxidacniho stresu i1 zanétlivé poSkozeni ledvin, naptiklad
Interleukin 6 ¢i monocytarni chemoprotektivni protein 1 (MCP-1).

Hladina MCP-1, epidermalniho proteinu (EGF) nebyla zjiSténa vyznamna rozdilnost
mezi jednotlivymi skupinami. Rozdil se pohyboval kolem 1 %. V klinické studii byla zjiSténa
zvysena sekrece monocytarniho chemoatraktantového proteinu- 1 a Interleukinu 6, které bylo
doprovazeno se sniZzenou sekreci EGF. EGF je fazen jako potencionalni marker ¢asné renalni
dysfunkce. MCP-1 je latka, ktera je vyznamnym biomarkerem glomeruldrniho i tubularniho
poskozeni ledvin. Tento biomarker miiZze v€asné varovat pfed renalnim poskozenim (Syslova
et al. 2014).

U HHTg potkanii s empagliflozinem doslo k vyznamnému snizeni proteomickych latek
v moci. Doslo ke sniZzeni u MCP-1, IL-6, IL-8, leukotrienil tfidy C4, D4 a E4 spolu sniZzenym
profibrotického markeru-epidermalniho rtstu (p <0,05) U lécenych HHTg potkand doslo ke
snizeni relativni exprese mRNA 1 hladiny MCP-1. Renoprotektivni mechanismus
empagliflozinu miize ptispivat k vyraznému zlepSeni oxidacnich parametri kiife ledvin. Tento
mechanismus se mize podilet na zmirnéni oxidacniho stresu a zanétu.

Vyznamné zvysené hladiny endostatinu byly u HHTg potkanii neZ u kontrolnich potkanii
kmene Wistar. Endostatin je vyznamny metabolit oxidacniho sresu, ktery se ucastni
prozanétlivych reakci a napoméha zlepSovat diabetickou retinopatii (Behl & Kotwani 2015).

U HHTg potkani bylo zvySené hladiny EGF neZ u Wistar potkani. EGF a ma
prozanétlivy ucinek, coz mize vést k sniZzeni zanétlivych reakci v téle.



Tato cilend analyza ma velky pfinos do oblasti zdravotnictvi, protoze dochéazi k v€asné
predikci urinarniho selhdni. Nékteré biomarkery oxida¢niho stresu jsou jejich hladiny pomoci
empagliflozinu sniZzeny, mezi tyto latky fadime MCP-1, IL-6, IL-8 a leuktrieny C4, D4 a E4.
Rada z téchto latek ma prozanétlivé u¢inky a tim zlep3uji zdravotni stav 1é&enych potkand.
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Z.aveér

Cilem této prace bylo vyvinout analytickou metodu na GC/MS ke stanoveni urindrniho
metabolomu, kterou jsme vyuzili pro experimentalni studii na laboratornich potkanech
s modelovym metabolickym syndromem, kterym byl poddvan empagliflozin. V této
studii byla skupina HHTg potkani kontrolovana placebem. K analyze byla pouzita
mo¢ potkant, které nadm byly poskytnuty z IKEMu. Nasledné byla vyvinuta cilend
metoda na biomarkery oxida¢niho stresu, které¢ byly méfeny pomoci UHPLC-QqQ-
MS.

Patogeneze T2DM koresponduje s koncentracnimi hladinami signalnich molekul. U
vzorkli mo¢i HHTg potkanti, ktefi nebyli 1éceni empagliflozinem, byly vyssi hladiny
nez u potkanti kmene Wistar.

Biomarkery reflektujici patogenezi MetS a T2DM v mo¢i byly u HHTg potkanti vyssi
nez u Wistar, které slouzili jako kontroly. Z vysledki bylo mozné zkonstatovat, ze u
potkant, které méli MetS, byly vyssi hladiny biomarkerii oxida¢niho stresu nez u jejich
kontrol. ZvySené¢ hadiny byly u 8-isoprostanu, vSech leukotrienti, veskerych
interleukin a dalSich biomarker oxida¢niho stresu.

Hypotézu o tom, ze v pribéhu patogeneze T2DM byly rozdilné koncentrace
zanétlivych biomarkeri a biomarkerti oxidacniho stresu, které jsou indukovény
stravou a stravovacimi navyky, mizeme potvrdit. VysS§i hodnoty zanétlivych
biomarkert a latek oxida¢niho stresu, byly vyssi u HHTg potkani, které se jiz rodili
s MetS neZ u jejich kontrol ¢i u potkant, kterym bylo podavan empagliflozin.

Podle namétenych hodnot miizeme potvrdit hypotézu, ze ma empagliflozin vliv na
koncentra¢ni hladiny biomarkeri v moci. Bylo zjisténo, Ze dochéazi v nékterych
markrech k jejich snizeni. Doslo k snizeni hladin u Indolu, p-hydroxyfenyl kyseliny
fosforecné u potkand, kterym byl podavan empagliflozin u necilené analyzy. Tato
hypotéza byla potvrzena 1 u cilené metody pro stanoveni urindrnich biomarkert, kdy
doslo ke snizeni veskerych interleukint, leukini a dal$ich. Jedinou potencionalni
nevyhodou tohoto antidiabetika, je mozné riziko rendlni dysfunkce a ndasledné
poskozeni ledvin. Diky cilené analyze, ktera sledovala biomarkery oxidac¢niho stresu,
je mozné v¢asné zjisténi ledvinového poskozeni, kam lze zafadit urinarni biomarkery
I1-6 a MCP-1. Lze vyvodit, Ze empagliflozin je vhodnym lé¢ivem pro 1é€bu T2DM.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

DM- diabetes mellitus

EGF- epidermalni ristovy faktor
EMPA- Empagliflozin

GDM- gestacni diabetes mellitus
HDL- lipoprotein o vysoké hustot¢
IL-6- Interleukin 6

IL-8- Interleukin 8

MCP-1- monocytarni chemoatraktantovy protein- 1
MDA - malondialdehyd

MetS- metabolicky syndrom

LDL- lipoprotein o vysoké hustoté
oGTT- oralni glukézovy toleran¢ni test
ROS- reaktivni foma kysliku

SGLT2- sodno-glukézovy transportér
TCA- trikarboxylovana kyselina
T2DM- diabetes mellitus 2. typu

W- potkani rodu Wistar






10 Samostatné prilohy

Piiloha &. 1 t-test nezévislych skupin (W a HHTg s EMPA)

Proménna

t-testy; grupovano: potkani (EMPA_study Final X)

Primér Primér v Poc.plat Poé.plat. F-pomér P
(EW/EMPA) | (HHTg/EMPA) P EMPA/W | HHTg/EMPA | Rozptyly | Rozptyly
Malondialdehyd 25,250 30,7056 | 220,007793 12 12 4 0,027870
(ng/ml)
4-hydroxyhexenal 24,417 29,7083 22 | 0,034690 12 12 4 0,043905
(ng/ml)
4-hydroxynonenal
28,842 34,0083 |22 0,009062 12 12 4 0,044864
(ng/ml)
Hexanal (ng/ml) 18,892 233500  |2210,021270 12 12 3 0,125161
Heptanal (ng/ml) 28,658 30,2683 | 220,474072 12 12 8 0,001782
Oktanal (ng/ml) 13,583 12,2333 |22 0,104048 12 12 21 0,000015
Nonanal (ng/ml) 20,592 15,6833 |2210,000390 12 12 33 0,000002
Dekanal (ng/ml) 17,383 11,7000 |22 |0,000003 12 12 19 0,000028
Undodekanal (ng/ml) 13,533 7,0225 22 | 0,000000 12 12 13 0,000175
Dodekanal (ng/ml) 9,408 7,9750 22 | 0,000040 12 12 12 0,000315
3" Even carbonyles 59,267 552583 |22]0,097109 12 12 1 0,907205
3 0dd carbonyles 62,783 52,9742 | 220,002496 12 12 8 0,001935
Y Carbonyles 122,050 108,2325 |22 0,000476 12 12 3 0,134471
3-nitrotyrosin (pg/ml) | 56,500 76,6667 |22 ]0,000026 12 12 4 0,027459




Proménnd Primér Primér v P Poc.plat Poé.plat. F-pomér P
ome (EW/EMPA) | (HHTg/EMPA) EMPA/W | HHTg/EMPA | Rozptyly | Rozptyly
8-hydroxy-2’-
deoxyguanosin 188,917 2169167 |2210,000195 12 12 4 0,026276
(pg/ml)
8-hydroxyguanosin 173,250 237,5000 |22 {0,000000 12 12 2 0,408732
(pg/ml)
>-hydroxymethyluracil | o 5 116,0000 |22]0,002159 | 12 12 3 0,110357
(pg/ml)
o-tyrosin (pg/ml) 57,667 89,3333 |220,000000| 12 12 2 0,344480
3-Chlortyrosin (pg/ml) | 28,250 39,3667  |22]0,000094 | 12 12 1 0,830457
Leukotrien B4 (pg/ml) | 47,917 659167 |22]0,017456| 12 12 4 0,021779
8-isoprostan (pg/ml) 23,750 469167  |22]0,000000| 12 12 3 0,107012
Leukotrien E4 (pg/ml) | 116,167 1212500 |22 |0,324055 12 12 1 0,882606
Leukotrien D4 (pg/ml) | 60,667 68,7625  |220,028892 12 12 5 0,012561
Leukotrien C4 (pg/ml) | 64.917 81,4476 | 220,000361 12 12 2 0,160354
cysteinyl leukotrienes | 241,750 2714601 |22 ]0,003041 12 12 3 0,055224
Interleukin 6 (pg/ml) 40,167 80,7500 |22 |0,000000 12 12 12 0,000277
Interleukin 8 (pg/ml) 18,833 53,6667 |22 0,000000 12 12 5 0,012305
MPC! (ng/ml) 1,533 4,1658 22 | 0,000000 12 12 25 0,000006
EGF (ng/ml) 4,75000 5,7000 22| 0,035546 12 12 9 0,000710

II




Primér Primér Poc.plat Poé.plat. F-pomér P

Proménnd (EW/EMPA) | (HHTg/EMPA) | *V | P | EMPA/W | HHTg/EMPA | Rozptyly | Rozptyly

o 1-Antitrypsin (AAT)

11,158 11,7750 |22]0447814| 12 12 1 0,605365
(ng/ml)

Heparan sulfate 0,073 0,1775 22 | 0,000000 12 12 9 0,000858
(mg/ml)

Tumstatin (pg/ml) 53,000 82,9167  |220,000000 12 12 4 0,043093

Endostatin (pg/ml) 68,750 1154167 |22 0,000000 12 12 2 0,409497

Piiloha €. 2 t-test nezavislych vzorkt (W a HHTg bez EMPA)

t-testy; grupovano: potkani (EMPA_study Final X)
Proménna Primér | Primér v Poc¢.plat | Poc.plat. | F-pomér P
W) (HHTg/C) p (W) | (hHTG/C) | (Rozptyly) | (Rozptyly)
Malondialdehyd | 5 15 | 31 1470 [220.000099| 12 12 1 0,593334
(ng/ml)
4-hydroxyhexenal | -\ 15 | 55 1505 [22]0.000002] 12 12 2 0,187775
(ng/ml)
4-hydroxynonenal
26,483 | 33,3867 |22]0,000044| 12 12 7 0,002435
(ng/ml)
Hexanal (ng/ml) | 19,900 | 20,5250 [22]0,673996| 12 12 6 0,005333
Heptanal (ng/ml) | 25,517 | 29,0342 |22]0,013633| 12 12 3 0,101654
Oktanal (ng/ml) 12,683 | 11,8667 |22]0,392030| 12 12 38 0,000001
Nonanal (ng/ml) | 15,583 | 15,0692 |220,628578| 12 12 14 0,000109
Dekanal (ng/ml) | 12,300 | 11,4000 [22]0,378328| 12 12 16 0,000063
Undodekanal 8.817 | 6,7308 [22]0,026543| 12 12 58 0,000000
(ng/ml)
Dodekanal (ng/ml) | 8,567 | 7,6417 [22]0,160262| 12 12 15 0,000085
S Even carbonyles | 53,450 | 51,4333 [22]0,568989| 12 12 19 0,000028
Y Odd carbonyles | 49,917 | 50,8342 |22]0,754952| 12 12 8 0,001867
3" Carbonyles 103,367 | 102,2675 |220,858094 | 12 12 15 0,000091

III



Proménna Primér | Pramér v P Poc.plat | PocC.plat. | F-pomér p
(W) | (HHTg/C) (W) | (hHTG/C) | (Rozptyly) | (Rozptyly)
3-nitrotyrosin 52,417 | 71,4475 [22]0,000000| 12 12 3 0,073587
(pg/ml)
8-hydroxy-2’-
deoxyguanosin | 196,167 | 209,5833 |220,053094 | 12 12 7 0,002938
(pg/ml)
8-hydroxyguanosin | 3 ¢33 | 535 5461 |22[0.004214| 12 12 2 0,458557
(pg/ml)
5-
hydroxymethyluracil | 95,000 | 1154583 |22]0,001096| 12 12 5 0,011977
(pg/ml)
o-tyrosin (pg/ml) | 59,500 | 80,4628 [22[0,000000| 12 12 3 0,051707
3-Chlortyrosin 23,667 | 37,8167 |22(0,000004| 12 12 1 0,581103
(pg/ml)
Leukotrien B4 49917 | 73,1667 |22]0,009147| 12 12 3 0,051394
(pg/ml)
8-isoprostan (pg/ml) | 23,250 | 41,9333 |22]0,000000| 12 12 | 0,999753
Leukotrien E4 |13 250 | 1257912 |22 [0.583470| 12 12 1 0,539783
(pg/ml)
Leukotrien D4 55583 | 68,4167 [22]0,000706| 12 12 3 0,143708
(pg/ml)
Leukotrien C4 69,083 | 90,7500 |221]0,000002| 12 12 2 0,495425
(pg/ml)
cysteinyl 248,417 | 284,9578 |2210,000049| 12 12 2 0,195224
leukotrienes
Interleukin 6 (pg/ml) | 49,250 | 97,5000 |22 [0,000000| 12 12 5 0,010408
Interleukin 8 (pg/ml) | 23,167 | 56,9167 |22]0,000000| 12 12 3 0,131996
MPC! (ng/ml) 1,630 | 40667 [22]0,000000| 12 12 9 0,000876
EGF (ng/ml) 49833 | 6.4833 |22]0,000010| 12 12 120891 | 0,758596
o 1-Antitrypsin
(AAT) (np/enl) 14,467 | 113833 [22]0,048560| 12 12 2 0313227
Heparan sulfate 0,085 | 0,1700 |22]0,000007| 12 12 7 0,003267
(mg/ml)
Tumstatin (pg/ml) | 54,417 | 74,8333 [22]0,000005| 12 12 10 0,000580
Endostatin (pg/ml) | 56,083 | 96,5000 |22]0,000000| 12 12 1 0,524425
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