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Studium molekularnich biomarkeri v etiopatogenezi
diabetes mellitus 2. typu v biologickych matricich
metabolomickymi pristupy

Souhrn
Etiopatogenezi diabetu 2. typu lze pficist fadé¢ abnormalit vyskytujicich se u

metabolického syndromu. Metabolické abnormality jako je inzulinové rezistence, dyslipidémie
a hyperglykémie, zcela jasn€ vede k diabetu 2.typu. Skrze metabolické odchylky je metabolicky
syndrom schopen podnécovat oxidacni stres a zanétlivou reakci. Oxidacni stres byva
zjednodusené definovan jako nerovnovdha mezi produkci a eliminaci reaktivnich forem
kysliku, ale zahrnuje také inaktivaci enzymatickych drah. ROS mohou oxidovat také lipidy, za
vzniku biologicky aktivnich forem umoznujicich generovani dalSich forem ROS. V disledku
oxida¢niho stresu mtize dochazet k naruseni celistvosti bunék a tim i inzulinové signalizace.
Akumulace lipida v tkdni mtize plsobit lipotoxicitu hned nékolika zplisoby. Je prokazano, ze
specifické lipidy aktivuji drahy PKC, podileji se na vzniku diabetu 2. typu a v neposledni fadé
jsou i producenty ROS.

Za pomoci neobézniho hereditarn¢ hypertrigliceridemického kmene potkana jsme byly
schopni odlisit vliv obezity od ostatnich komponent metabolického syndromu. HHTG potkani
se vyznacovali vy$$imi hladinami ceramidd, triglyceridii, diacylglycerolti a fosfolipidi. Dané
lipidy byly jiz dfive spojeny s diabetem 2. typu a inzulinovou rezistenci. Zaroven byly
prokdzany zvySené koncentrace prozanétlivych biomarkert u neobéznich potkana

-----

snizeny. Podafilo se nam také prokazat zvySeny oxidacni stres ve svalové tkdni HHTg potkand.

Klicova slova: biomarker; diabetes mellitus 2. typu; HPLC/MS; metabolomika; oxidacni stres;

zaneét



Study of molecular biomarkers in etiopathogenesis of type
2 diabetes mellitus in biological matrices by metabolomics
approaches

Summary
The etiopathogenesis of type 2 diabetes can be attributed to a number of abnormalities

occurring in the metabolic syndrome. Metabolic abnormalities such as insulin resistance,
dyslipidemia and hyperglycemia leads to type 2 diabetes. Through metabolic abnormalities, the
metabolic syndrome is able to stimulate oxidative stress and inflammatory response. Oxidative
stress can be simply defined as an imbalance between the production and elimination of reactive
oxygen species, but it also involves the inactivation of enzymatic pathways. ROS can also
oxidize lipids, which producing biologically active forms that allow the generation of other
forms of ROS. As a result of oxidative stress, cell integrity and thus insulin signaling may be
impaired. Lipid accumulation in tissue can cause lipotoxicity in several ways. Specific lipids
have been shown to activate PKC pathways, contribute to type 2 diabetes and, last but not least,
produce ROS.

Using a non-obese hereditary hypertricridridemic strain of rat, we were able to
distinguish the influence of obesity from the other components of metabolic syndrome. HHTG
rats were characterised by higher levels of ceramides, triglycerides, diacylglycerols and
phospholipids. These lipids have been previously linked to type 2 diabetes and insulin
resistance. At the same time, increased concentrations of pro-inflammatory biomarkers were
shown in non-obese rats with metabolic syndrome, where levels of anti-inflammatory
interleukin 10 were significantly reduced. We were also able to demonstrate increased oxidative

stress in the muscle tissue of HHTg rats.

Keywords: biomarker; diabetes mellitus type 2; HPLC/MS; metabolomic; oxidative stress;

inflamation
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1 Uvod

Spole¢nymi znaky metabolického syndromu a diabetu jsou inzulinové rezistence, zmény
lipidického spektra, prozanétlivy stav a zvySena produkce reaktivnich forem kysliku. VSechny
vyjmenované znaky se svym dilem podileji na progresi metabolického syndromu na diabetes
mellitus 2. typu. Tim vSak role danych latek nekon¢i, u vzniklého onemocnéni se dale podileji
na vzniku diabetickych komplikaci (napf. diabeticka retinopatie). Vzhledem k vysoké
prevalenci metabolického syndromu, je zna¢na pozornost vénovana jeho slozkam a tim 1 snaha
o presnou specifikaci jednotlivych faktorti podilejicich se na jeho vzniku.

Vcasnou diagnostikou pomoci signalnich molekul tzv. biomarkerGi jsme schopni
predikovat nastupujici onemocnéni jesté pied jeho manifestaci, a to s dostate¢nou piesnosti i
predstihem. Pfi v€asném zachytu nastupujiciho onemocnéni je mozné nastavit vhodnou 1é¢bu
a tim nejen nemoc kompenzovat, ale ptedejit jejimu vzniku. S fadou novych poznatkl se
ukazuje jako moznost pouziti biologicky aktivnich lipidi jako citlivych a dostate¢né
specifickych biomarkerti. Jednim z takovych biomarkeri mohou byt jednotlivé skupiny
sfingolipidl a fosfolipidt. Sfingolipidy a fosfolipidy jsou ¢asto souc¢asti membranovych lipidi,
z ¢ehoz vyplyva jejich primarni zastoupeni v intracelularnim prostoru. Jejich majoritni vyskyt
v polopropustné plazmatické membrané byl pro nas signalem k optimalizaci extrakéni metody
tak, abychom docilily prasknuti bun¢k a tim i Uplnou extrakci lipidQ z nitra. Ackoliv nizké
hladiny danych lipida jsou esencidlni pro signaliza¢ni drahy, tak jejich akumulace v tkani ma
za nasledek lipotoxicky efekt.

O nic mén¢ neni dilezity ani vliv oxida¢niho stresu na vznikajici metabolicky syndrom.
Oxidacni stres se odehrava v tkédnich, kde muize poskozovat buiiky, aproto nelze
z plazmatickych hladin jasné posoudit piiCiny a disledky oxida¢niho stresu na poruchy
v jednotlivych organech. Je tedy stézejni pouzit pro analyzu oxidacniho stresu cilovou tkan jako
jsou adipocyty nebo svalova tkan. Existuje i jasna souvislost mezi obezitou, dyslipidémii a
zvysenou produkei reaktivnich forem kysliku.

Diky vyuziti unikatniho modelu neobéznich potkanti s geneticky fixovanou trigliceridémi,
jsme schopni odlisit vliv obezity od ostatnich rizikovych faktorG pro vznik metabolického
syndromu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace je prokédzat zvySené koncentrace lipoperoxidacnich produkti
pozorované pii zhorSené glukézové toleranci u geneticky modifikovanych hereditdrné
hypertriglyceridemickych potkant.

Hypotézy:

1.T2DM patogeneze koresponduje s koncentracnimi hladinami signalnich molekul-biomarkert
2. Biomarkery reflektujici patogenezi metabolického syndromu a T2DM jsou obsaZeny
v riznych koncentracich v fad¢ riiznych biomatric (tukové tkan, kosterni sval, plazma, mo¢
atd.).

3. V pribéhu patogeneze T2DM dochazi ke zméné v koncentraci zanétlivych biomarkeri
a biomarkerti oxidacniho stresu, které jsou indukovany stravou a stravovacimi navyky



3 Literarni reSerse
3.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom jinak také nazyvany jako syndrom X. Pivodné byl popsan
Reavenem v roce 1988 a tak se nékdy pojmenovava jako Raevenliv syndrom (Reaven 1988).
Metabolicky syndrom je v dneSni dobé velmi bézna metabolickd porucha, kterd je disledkem
zvySujici se prevalence obezity. Mliizeme ji definovat riiznymi zptsoby, ale zjednodusSené¢ jej
1ze chapat jako soubor metabolickych poruch, které vyrazné zvySuji riziko rozvoje diabetu 2.
typu a kardiovaskularnich onemocnéni (Eckel et al. 2005). Reaven (1988) jiz tehdy odkazoval
na bézné¢ se vyskytujici poruchy zahrnujici viscerdlni obezitu, hypertenzi, inzulinovou
rezistenci, aterogenni dyslipidémii, konkrétné hypertriglyceridémii se snizenou hladinou HDL
cholesterolu. Velkou roli v progresi metabolického syndromu hraje inzulinové rezistence,
nadmérny pfisun mastnych kyselin a zanétlivé procesy. Tento stav lze vétSinou dobie
kompenzovat za pomoci spravné upravy stravy, zvySenou pohybovou aktivitou, vhodnou
medikaci a cilenou tipravou hmotnosti (Eckel et al. 2005).

Globalni prevalence metabolického syndromu se lisi v zdvislosti na geografickych a
sociodemografickych faktorech, stejné tak i na pouzitych diagnostickych kritériich. Udaje
z nutri€niho screeningu odhaduji, Ze az 50 % populaci nad 60 let mizeme ptidélit diagndézu
metabolického syndromu, pfi¢emz procentualni vyskyt mezi Americkou populaci se zda byt o
malo vyssi u zen, nez u muzii (Aguilar et al. 2015). Podle kritérii mezinarodni diabetologické
federace se odhaduje, ze metabolicky syndrom se v Evropé¢ vyskytuje u 41 % muzi a 38 % Zen
(DECODE Study Group 2008). Mezi rizikové faktory pro vznik metabolického syndromu
muzeme zatadit napt. vyskyt v roding, koufeni, obezita, fyzickd necinnost, vyssi vék, nadmérna
konzumace slazenych a alkoholickych népojl, uzivani nékterych druhti 1éCiv a v neposledni
fad¢ také postmenopauzalni stav (McCracken et al. 2018).

3.1.1 Inzulinova rezistence

Inzulin je polypeptidicky hormon, jenz je produkovan beta buiikami Langerhansovych
ostrivkll pankreatu v reakci na zvySenou hladinu nutrient v krvi napt. glukozy. Pisobi
prostiednictvim glykoproteinovych receptorti umisténych v hlavni cilové tkéni jako jsou jatra,
kosterni sval a adipocyty. Navazanim inzulinu na receptor dojde k aktivaci signalni cesty jejiz
funkci je za prvé stimulovat transport zivin, jako je napf. glukéza, aminokyseliny a mastné
kyseliny, z krevniho fecisté do cilové tkan€ a za druhé podporovat konverzi zivin do podoby
zasobni makromolekuly, jako napf. glykogen, protein a lipidy (Lizcano & Alessi 2002). Jakmile
je inzulin vyloucen z pankreatickych B -bunck, cirkuluje v krevnim fecisti s polo¢asem rozpadu
priblizn¢ 12 minut (Sonksen 2001). Inzulin G¢inkuje spolu s dal§imi hormony, jako je glukagon
nebo somatostatin jako kontrolni systém hladiny gluk6zy v krvi. Vylu€ovani inzulinu probiha
v reakci na zvySené koncentrace glukozy napt. postprandialni, dale inhibuje jaterni produkci
glukozy, ¢imz nasledné klesne 1 hladina glukézy v krvi. Zato glukagon v reakci na inzulinem
indukovanou hypoglykémii zvySuje hladinu glukézy v plazmé tim, ze podporuje
glukoneogenezi a inhibuje proces glykolyzy, a tak hraje dilezitou roli v homeostaze glukozy.
Tretim dalezitym hormonem pankreatu pro kontrolu hladiny krevni glukézy je somatostatin,
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ktery inhibuje sekreci inzulinu, ale neovliviiuje jeho biosyntézu. Cely mechanismus nejspise
funguje skrze inhibici exocytézy inzulinu z bun€k sousedicich s D-buiitkami produkujicimi
somatostatin (Reichlin 1983).

Pro lepsi pochopeni vzniku inzulinové rezistence a diabetu mellitus si zde popiSeme
zakladni mechanismy pusobeni inzulinu. Inzulin zplsobuje naptiklad translokaci GLUT-4
(ptenase¢ glukdézy nachéazejici se prevazné v kosternim svalstvu a tukové tkani)
z intracelularniho prostoru k povrchu bunééné membrany, a tak zvySuje rychlost vstupu
glukoézy do cilové tkané (Halse et al. 2001). Glukoza je poté fosforylovana, aby se jeji prebytek
mohl skladovat ve formé glykogenu, nebo je metabolizovana na adenosintrifosfat (ATP). Ve
stavu nalacno, kdy jsou hladiny inzulinu sniZeny, je vyskyt GLUT4 na plazmatické membrang
snizen a misto toho je pfemistén do prostoru intracelularni membrany. Nadmérny vyskyt
sloucenin s aktivitou PI3-kindzy a proteinkinazy B (PKB) mize zplisobovat translokaci GLUT4
na bunécny povrch, a to 1 za nepfitomnosti inzulinu. Pfi¢emz PI3-kindza je odpovédna za
spoust’ dalSich fosforylac¢nich reakci a PKB fosforyluje a inaktivuje GSK-3, coZ umozni syntézu
glykogenu (Saltiel & Kahn 2001). Proteinkindza A (PKA) je hlavnim efektorem lipolyzy v
tukové tkani. Aktivace PKB vede k inhibici PKA, a tim 1 k potlaceni lipolyzy (Choi et al. 2010).
Metabolismus svalovych bilkovin je také vyznamné ovlivnén stimulacnimi vlastnostmi
inzulinu a diky jeho anti katabolickému uc¢inku je Stépeni bilkovin vyrazn€ omezeno, coz sp&je
k lepSimu zachovani kontraktilnich svalovych elementl. Kromé toho byly v mnoha studiich
pozorovany ucinky stimulujici syntézu, které prokazaly anabolické vlastnosti inzulinu, avSak
siln€ zavisly na dostupnosti aminokyselin v krevnim poolu (Fujita et al. 2006). Zjednodusené
muzeme tedy fici, ze inzulin inhibuje glukoneogenezi a glykogenolyzu. Naopak podporuje
ukladani glukozy, dale také stimuluje genetickou transkripci enzymu zapojenych do glykolyzy
a syntézy mastnych kyselin. Pfimo také inhibuje transkripci a aktivitu jaternich enzymu
odpovédnych za glukoneogenezi (Fujita et al. 2006; Dentin et al. 2007).

Jak jiz bylo uvedeno, nejrozsifengj$i hypotézou pro patofyziologii metabolického
syndromu je inzulinova rezistence, kterd je do urc¢ité miry zpisobena nadbytkem mastnych
kyselin v disledku nevhodné lipolyzy. SniZena citlivost na normalni hladiny inzulinu je
ziejmym predchidcem rozvoje diabetu 2. typu. Na zacatku tohoto procesu beta bunky vylucuji
zvySené mnozstvi inzulinu jako kompenza¢niho mechanismu k udrzeni normoglykémie.
Nakonec stejné¢ dochazi k dekompenzaci (Eckel et al. 2005; Savage et al. 2007). Tudiz
inzulinovou rezistenci mizeme definovat jako stav bunky, kdy je nutno pro normalni utilizaci
glukozy zapotiebi vétsiho mnozstvi inzulinu. Pokud vezmeme v tivahu hlavni tkdné, na které
je inzulin zacilen, tak inzulinova rezistence v kosternim svalstvu vede ke snizeni syntézy
glykogenu a transportu glukdzy, zatimco inzulinova rezistence v jatrech ziejmé vede ke snizeni
ucinnosti inzulinovych signélnich drah. Nicméné, v rozporu s timto pozorovanim je dikaz, ze
jaterni lipogeneze i piesto pokracuje. Pfesné mechanismy nebyly definitivné potvrzeny a
vyzkum v této oblasti nadale pokracuje (Savage et al. 2007). Akumulace lipidi v kosternim
svalu je spojena se snizenou fosforylaci tyrosinu, coZ inhibuje naslednou aktivaci PI3 kinazy.
Predpoklada se, ze by za tento jev mohla byt zodpovédnd fada kinaz a zanétlivych
meziproduktii. Kromé toho mohou zvysSené hladiny acyl-CoA nebo derivati acyl-CoA snizit
aktivaci PKB. Samotna akumulace lipidii mtze byt i disledkem zvySeného piijmu mastnych
kyselin do tkani, kde pfijem energie ptevysuje jejich kapacitu. V potaz musime také zahrnout
alternativni hypotézu mitochondridlni dysfunkce, konkrétn€ defekt v procesu mitochondrialni
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oxidativni fosforylace (Savage et al. 2007; Savage et al. 2007). V kosternim svalu mohou volné
mastné kyseliny inhibovat vychytavani glukoézy, které probihd za pomoci inzulinu. V jatrech
volné mastné kyseliny (FFA) zvySuji produkci glukédzy, triglyceridi a lipoproteini s velmi
nizkou hustotou (VLDL), které jsou aterogenni. Volné mastné kyseliny pochazeji hlavné ze
zasob triglyceridi v tukové tkéni, které se uvoliuji plsobenim cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) béhem lipolyzy. V obdobi hladovéni je tento proces iniciovan
katecholaminy. Postprandidlné je tento proces inhibovéan inzulinem, kdy dojde ke snizeni
aktivity cAMP. Pfi inzulinové rezistenci jsou U¢inky inzulinu snizeny, rychlost lipolyzy se
zvy$i, coz mé za nasledek zvysSenou produkci mastnych kyselin. To negativné ovlivni i cyklus
inhibice anti lipolytickych vlastnosti inzulinu, coz vede k dalsi lipolyze (Choi et al. 2010; Jensen
et al. 1989).

3.1.2 Visceralni obezita

Ackoli je obezita rizikovym faktorem inzulinové rezistence, diabetu 2. typu a
vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik KVO, ne kazdy obézni pacient je rezistentni na
inzulin nebo ma vysoké riziko diabetu a KVO (Abbasi et al. 2002). To vysvétluje, pro€ je
obezita Spatn¢ definovatelnym ovlivnitelnym rizikovym faktorem KVO ve srovnani s jinymi,
jako je hypertenze, koufeni, zvySeny LDL a snizeny HDL cholesterol. Pro jakékoli mnoZzstvi
celkového télesného tuku existuje podskupina jedinct se selektivnim nadbytkem visceralni
tukové tkané, ktera je vystavena podstatné vysSimu riziku propuknuti inzulinové rezistence a
metabolického syndromu. Ackoli je nadmérnd akumulace visceralniho tuku spojena s riznymi
aterogennimi a diabetogennimi abnormalitami, dalezitou otdzkou je, zda je visceralni tuk
kauzalnim faktorem nebo jednoduSe markerem naruSenych metabolickych drah (Després
2009).

Existuje dostatek diikazl, Ze naruSeny metabolismus neesterifikovanych mastnych
kyselin (NEFA) by mohl pfispét k inzulinové rezistenci pozorované u jedinct s visceralni
obezitou. Hypertrofované intraabdomindlni adipocyty se vyznacuji hyperlipolytickym stavem,
ktery je odolny vici antilipolytickému ucinku inzulinu (Mittelman et al. 2002). Vysledny ptisun
NEFA do jater miize narusit metabolické pochody jater, coz nésledné vede ke zvySené produkci
glukozy v jatrech. Inzulinova rezistence jater je spojena se snizenou degradaci apolipoprotein
B a zvySenou produkci lipoproteinii obsahujici triacylglyceroly. Ukazalo se, Ze strava s
vysokym obsahem tuku provedena na psim modelu s dietn¢ indukovanou visceralni obezitou
muze vyvolat jaterni inzulinovou rezistenci, zatimco citlivost perifernich tkani se zda byt méné
ovlivnéna dietn¢ indukovanou visceralni adipozitou. Zaroveit doslo k vyraznému zvyseni
NEFA v priibéhu 24hodin u visceralné obéznich pstu. Takové zvySeni NEFA by mohlo byt
stimulem pro sekreci inzulinu a mohlo by hrat dtlezitou roli v etiologii inzulinové rezistence,
zejména pokud jde o metabolismus sacharidi a lipida v jatrech. (Bergman et al. 2006). I u lidi
existuje korelace mezi akumulaci visceralniho tuku a portdlnim dodanim NEFA do jater, kdy
vetsina NEFA pochazi ze systémové cirkulace.

Tukova tkan neslouzi pouze pro uklddani a mobilizaci lipidd, ale je také pozoruhodnym
endokrinnim organem, ktery uvoliluje znaéné mnozstvi cytokind, vcetné prozanétlivych
molekul jako je interleukin (IL)-6 a tumor nekrotizujici faktor — a (TNF-a)). U obezity jsou do
tukové tkané pfitahovany makrofagy, coz pfispiva k zanétlivym procesim u pacient
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s visceralni obezitou (Weisberg et al. 2003). Plazmatické hladiny C-reaktivniho proteinu
(CRP), zénétlivého markeru, ktery predikuje riziko infarktu myokardu, jsou zvyseny u pacientli
s visceralni obezitou (Lemieux et al. 2001). Adiponektin je jednim adpipokinti vyskytujicich se
v krvi, ktery je produkovan adipocyty. Na rozdil od prozanétlivych adipokint jsou hladiny
adiponektinu u obéznich jedincii snizeny, zejména u pacienti s nadmérnou visceralni
adipozitou. V in vitro studiich bylo zjiSténo, ze adiponektin ma mnoho G¢inkt, které souvisi se
zlepSenou inzulinovou signalizaci a potencialni ochranou proti ateroskleréze. Snizené hladiny
adiponektinu miizeme pozorovat u visceralné¢ obéznich pacientli, a proto ho miizeme brat za
jeden z kli¢ovych faktorti odpovédnych za aterogenni, diabetogenni a metabolické poruchy
(Coté et al. 2005).

Na zékladé asociace mezi abdomindlni obezitou a metabolickym syndromem, bylo
navrzeno méfeni obvodu pasu jako hruby antropometricky ukazatel visceralni obezity. Obecné
se bere mezni hodnota obvodu pasu 102 cm u muzt a 88 cm u Zen. Tyto hodnoty obvodu pasu
odpovidaji pfiblizn¢ hodnot¢ BMI 30.

3.1.3 Dyslipidémie

Patogeneze metabolického syndromu je komplexni pojem, ktery pod sebe schranuje
velkou Skalu latek a lipidy jsou jednou z téch, co vedou k riziklim spojenym s timto syndromem.
Dyslipidémie je stav vedouci k vys$S§im hladindm plazmatickych triglyceridi a volnych
mastnych kyselin (FFA), je charakterizovan lipidovymi abnormalitami, které zahrnuji zmény
aterogennich i antiaterogennich lipoproteinii (Soran et al. 2016). Pfitomnost zvySenych
aterogennich lipoproteinii béhem téchto abnormalit je nékdy oznaCovano jako aterogenni
dyslipidémie. Dyslipidémie miize byt zplisobena zvySenou produkci lipoproteini s nizkou
hustotou (VLDL, LDL) a snizenou produkci HDL. Dyslipidémie muze byt také vysledkem
snizené clearance lipoproteini bohatych na triglyceridy, kterd je zplsobena relativnim
nedostatkem lipoproteinové lipazy citlivé na inzulin (Klop et al. 2013). Rozvoj
kardiovaskularnich komplikaci v disledku poruchy lipidového metabolismu casto predchazi
T2DM o nékolik let. Podobné lipidové abnormality, které pochdzeji hlavné z jaterni
nadprodukce VLDL, jsou pozorovany u pacientl s inzulinovou rezistenci a T2DM (Taskinen
2003). U nékolika metabolitii lipida bylo prokazano, ze inaktivuji inzulinovou signalni drahu a
jejich hladiny jsou zvySené u jedincii s inzulinovou rezistenci (Morino et al. 2006). ZvySena
mobilizace volnych mastnych kyselin z triglyceridi uloZzenych v tukové tkani, zpiisobena
neschopnosti inzulinu potlacit lipolyzu vede ke zvySeni toku volnych mastnych kyselin
(Bergman et al. 2007). Jatra hraji hlavni roli v metabolismu lipidi. Vychytavani mastnych
kyselin jatry neni regulovano, a proto pfiliv mastnych kyselin do jater pfimo souvisi s
koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) v plazmé. Kromé mastnych kyselin
syntetizovanych jatry jsou potencialnimi zdroji mastnych kyselin pro vznik lipidi a VLDL
triglyceridi mastné kyseliny ze stravy transportované prostfednictvim chylomikronli a
plazmatické NEFA v poolu, které pochazeji z tukové tkdn¢ (Barrows & Parks 2006). Za
normalnich fyziologickych podminek inzulin zvySuje nejen sekreci fady enzymii zapojenych
do biosyntézy triglyceridi, ale také snizuje a sekreci triglyceridi VLDL a apolipoproteinu B
(apoB) (Wang et al. 2015). Pfi inzulinové rezistenci nedokaze inzulin potlacit zvySenou
lipolyzu, a tak dochdzi k nadbyte¢nému toku NEFA do krve. V disledku toho se v jatrech
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jedinct rezistentnich na inzulin zvySuje syntéza a ukladani triglyceridii a nadbytek triglycerida
je vylucovan jako VLDL (Goldberg & Ginsberg 2006). Apolipoprotein B je kli¢ovou slozkou
metabolismu lipid, jeho vysoké plazmatické hladiny jsou rizikovym faktorem pro
aterosklerdzu, zatimco nizké hladiny mohou piisobit protektivné (Benn 2009).

3.1.4 Hyperglykémie

Hyperglykémie sama o sob¢ také zptisobuje endotelidlni dysfunkci. U diabetikl byla
prokdzdna vazodilatace zprostfedkovand oxidem dusnatym pochazejicim z endotelu.
Mechanismus této endotelidlni dysfunkce vyvolané hyperglykémii zahrnuje zvysSeny tok
polyolovou cestou, aktivaci proteinkindzy C (PKC), pokrocilou tvorbu koncovych produkta
glykosylace (AGE) a zvySeny tok do hexozaminové cesty. Kazdy z téchto mechanismi je
pri¢inou hyperglykemii zvySené produkce superoxidu (Juan F et al. 2005). Spojeni
hypeglykémie s oxidacnim stresem je 1épe popsano déle.

3.2 Biomarkery metabolického syndromu

Metabolicky syndrom je souhrn metabolickych abnormalit, které jedinci podstatné
zvySuji rizika vzniku dal§ich onemocnéni. Zatimco patogeneze metabolického syndromu a jeho
slozek neni dobfe pochopena, viscerdlni obezita a inzulinova rezistence jsou povazovany za
pri¢inu metabolického syndromu. Vétsina lidi s metabolickym syndromem trpi inzulinovou
rezistenci, coz ma za nasledek zvysené riziko diabetu 2. typu. Jakmile propukne diabetes, riziko
na vznik KVO prudce stoupd. Krom¢ KVO a diabetu 2. typu jsou jedinci s metabolickym

vV

vvvvv

Biomarkery mohou mit vice osudil v téle, takZze nemuizeme fici, ze jeden biomarker samotné je
dostate¢né citlivy a specificky pro diagnostiku metabolického syndromu.

Je znamo, Ze adipocyty produkuji bioaktivni latky, jako jsou adipocytokiny nebo
adipokiny. Akumulace adipocytli vede k nefizené produkci adipokint, coz pfispiva k rozvoji
metabolického syndromu (Ryo et al. 2004). Zda se, Ze velkou roli v dysregulaci funkce
adipocyti hraje oxidac¢ni stres zplisobeny obezitou. Jednim z mechanismt, kterym obezita
produkuje oxidacni stres, je mitochondridlni oxidace mastnych kyselin, které mohou vytvaret
reaktivni formy kysliku (ROS) v oxidacnich reakcich. Malondialdehyd (MDA) je kone¢nym
produktem peroxidace lipidi. ZvySené hladiny MDA miizeme nalézt u obéznich pacientl s
inzulinovou rezistenci. MDA je schopen zvysit produkci prozanétlivych cytokintl, coz vede k
syst¢tmovému stresu (Raghavan et al. 2012). Krom¢é¢ MDA je produktem peroxidace
polynenasycenych mastnych kyselin také F-2 isoprostan (F2-IsoPs). Studie ukézala, ze hodnota
BMI vyznamné koreluje s koncentraci F2-IsoP. DalS$im markerem oxidacniho stresu je mocovy
8-1so prostaglandin. Bylo prokazano, ze pozitivné koreluje s obezitou a inzulinovou rezistenci
(Fernandez-Sanchez et al. 2011).

3.2.1 Leptin
Leptin je adipokin, ktery za normalnich fyziologickych podminek piisobi tak, Ze snizuje

chut’ k jidlu, zvySuje energeticky vydej, zvySuje aktivitu sympatiku, usnadiuje vyuziti glukozy
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a zlepSuje citlivost tkdné na inzulin (Dong & Ren 2014). Role leptinu jako biomarkeru
metabolického syndromu byla zkoumana na riznych populacnich skupinach. Bez ohledu na
zkoumanou populaci se ukazalo, ze zvysSené hladiny leptinu jsou spojeny s metabolickym
syndromem. To neni pfekvapivé vzhledem k tomu, ze zvysené hladiny leptinu jsou spojeny s
obezitou, inzulinovou rezistenci a infarktem myokardu (Ghantous et al. 2015). Studie
provedena na nediabetickych muzich nad padesat let, zaznamenala zvysené hladiny leptinu
spojené¢ s metabolickym syndromem. Tato studie zaznamenala silnou korelaci leptinu s
velikosti pasu, ale jen slabou korelaci s lipidovym profilem. Pfi upravé BMI se hladiny leptinu
zlepsily (Gannagé-Yared et al. 2006). Ackoli v literatute existuji urcité neshody o tom, zda je
leptin spojen s metabolickym syndromem nezéavisle na BMI, vSeobecnou shodou je vsak, ze
zvysené hladiny leptinu se vyskytovali u metabolického syndromu, proto muze slouzit jako
ucinny biomarker na screeningovém panelu.

3.2.2 Adiponektin

Adiponektin je plazmaticky protein odvozeny od tukové tkané s Sirokou skalou funkci
vcetné antiaterogeni, senzibilizace inzulinové drahy, zvySeni oxidace lipidii, a vazodilataci.
Potlacuje témeét vSechny procesy podilejici se na aterosklerotické vaskularni zméné jako je
inhibice TNF-a a inhibice OxLDL (Matsuzawa et al. 2004). M4 inzulinovou senzibiliza¢ni
aktivitu, pficemz vyssi hladiny maji ochranny efekt proti diabetu 2. typu u jedinct nachylnych
k diabetu a nizké hladiny jsou rizikovym faktorem pro budouci rozvoj diabetu 2. typu. Hladiny
adiponektinu jsou nizké u pacientl s hypertenzi a u obéznich, nastésti 1ze hladiny adiponektinu
zvysit snizenim hmotnosti. Studie provedena na dospélych Japoncich ukézala, Ze hladiny
adiponektinu negativné koreluji se zvySenym obvodem pasu, visceralnim tukem, sérovymi
triglyceridy, plazmatickou glukézou, plazmatickym inzulinem, krevnim tlakem a pozitivné
koreluji se zvySenymi hladinami HDL. Zjistili také, ze muzi méli niz$i hladiny adiponektinu
nez zeny, coz muze byt jednim z diivodi, pro¢ maji Zeny nizsi riziko onemocnéni koronarnich
tepen (Ryo et al. 2004).

3.2.3 Ghrelin

Ghrelin je neuroendokrinni hormon vylu¢ovany primarné zZaludkem, ktery stimuluje chut’
k jidlu pfimo aktivaci receptoru GHSR-la v hypotalamu a nepfimo zvySenim exprese
orexigennich peptidi, jako je neuropeptid Y (Cong et al. 2010). MizZe také chranit
kardiovaskularni systém tim, Ze antagonizuje ucinky vazokonstriktorti, jako je endotelin 1, a
podporuje ucinky vazodilatatort, jako je oxid dusnaty (Tesauro et al. 2009). Kromé toho mtize
pomoci podporovat lipolyzu prostiednictvim stimulace hypotalamické AMP — aktivované
proteinkinazy (AMPK).

Metabolicky syndrom je spojen s niz§imi hladinami ghrelinu a nizsi hladiny ghrelinu jsou
spojeny se zvySujici se zavaznosti metabolického syndromu. Tento trend je vyznamny i po
zohlednéni véku a pohlavi, 1 kdyz se ukazalo, Ze hladiny ghrelinu jsou vyss§i u Zen nez u muzt
(Pulkkinen et al. 2010). Souvislost mezi nizkym obsahem ghrelinu a metabolickym syndromem
muze byt vysvétlena vztahem k obezité€, protoze obézni pacienti s metabolickym syndromem
maji niz8i hladiny ghrelinu nez neobézni. Kromé toho mezi obéznimi pacienty jsou hladiny
ghrelinu niz8i u pacientl rezistentnich na inzulin ve srovndni s obéznimi pacienty bez
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inzulinové rezistence (McLaughlin et al. 2004). Hladiny ghrelinu v plazmé jsou snizeny u
zdravych potomkl pacientd s diabetem 2. typu, coz naznaCuje genetickou slozku regulace
ghrelinu (Pulkkinen et al. 2010).

3.2.4 Inhibitor plazminogenového aktivatoru -1 (PAI-1)

PAI-1 je hlavnim ze ¢ty inhibitorG serinovych peptidaz, které ftidi remodelaci
extracelularni hmoty a fibrinolyzu. Vaze se na tkanové plazminogeny a deaktivuje je.
Konkrétné se jedna o tkanovy aktivator plazminogenu (tPA) a aktivator plazminogenu
urokinazového typu (uPA). Primarni funkci tPA je katalyza pfemény plasminogenu na plasmin
a tim se podili na rozpousténi krevnich srazenin, pficemz jeho aktivita je regulovana fibrinem.
uPA je zapojena do remodelace tkan¢ a bunécné migrace, uPA receptory na buiitkéch reguluji
jeho aktivitu. PAI-1 tedy mize inhibovat intravaskularni fibrinolyzu a proteolyzu spojenou
s bunkami (Binder et al. 2002)

Za fyziologickych podminek je PAI-1 secernovan do krevniho ob&hu a extracelularniho
prostoru endotelidlnimi buitkami, adipocyty, bunkami hladkého svalstva cév, krevnimi
destickami a hepatocyty. Pii patologii je sekrece PAI-1 ovlivnéna mnoha prozanétlivymi a
prooxidacnimi faktory. Napiiklad pti zvySené hladiné TNF-a, rtstového faktoru (TGF-B),
angiotensinu II, glukokortikoidli a inzulinu, jsou adipocyty stimulovany ke zvySeni hladiny
PAI-1. Hypoxie a ROS také zvySuji hladiny PAI-1. ZvySené hladiny PAI-1 nasledné ovliviiuji
cévy, zanétlivou reakcei, adipozitu a inzulinovou rezistenci (Kraja et al. 2007). Vysoké hladiny
PAI-1 jsou spojeny s trombotickymi stavy jako je infarkt myokardu a hluboka Zilni trombdza.
Predpoklada se, ze to souvisi s inhibici degradace fibrinu a pifestavby cévni stény (Paganelli
1999). Hladiny PAI-1 siln¢ koreluji se slozkami metabolického syndromu, jako je BMI,
inzulinova rezistence a hladina triglyceridi. Zaroven hladiny PAI-1 stoupaji se zavaznosti
metabolického syndromu (Kraja et al. 2007). PAI-1 nejspise nesouvisi s dyslipidémii, ale spise
s distribu¢nim fenotypem adipocyty, a to hlavné s visceralni tukovou tkani a tukem v jatrech.
Také byly zaznamenany rozdily mezi pohlavimi, pficemz vztah byl siln&j$i u muzi nez u Zen
(Alessi & Juhan-Vague 2006). Hladiny PAI-1 klesaji s niz§im piijmem kalorii, ztratou
hmotnosti, snizenim télesného tuku a pfi zlepSeni inzulinové senzitivity (Binder et al. 2002).

3.2.5 Kyselina mocova

Kyselina mocCova je degrada¢ni produkt katabolismu purinii, tvofi se v jatrech a
vyluovana je primarné ledvinami a sekundarné stfrevem. Extracelularné ma kyselina mocova
antioxida¢ni vlastnosti a je odpovédna az za 2/3 celkové antioxidacni kapacity plazmy, kde
chelatuje kovy a vychytava kyslikové radikaly. AvSak intracelularné mé prozanétlivou a
prooxidaéni aktivitu. MlzZeme ji pouzit jako marker oxida¢niho poskozeni u stavi, jako je
jaterni ischémie, aterosklerdza, diabetes a chronické srde¢ni selhani (Billiet et al. 2014). Za
ischemie nebo v disledku poskozeni tkdné oxiduje lipidy, coz ma za nasledek zanét, ktery
narusuje zpétny transport cholesterolu (McGillicuddy et al. 2009). Snizuje také dostupnost
oxidu dusnatého, coz mé za nasledek mensi vazodilataci a vznik vice forem ROS. Ve spojeni s
jeji schopnosti stimulovat monocyty k produkci TNF-a tak vytvari prozanétlivy stav vyskytujici
se u metabolického syndromu, coz by mohlo vysvétlovat vznik systémového zanétu (Billiet et
al. 2014).
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Hyperurikémie je rizikovym faktorem pro aterosklerotické piihody, jako je infarkt
myokardu, mrtvice, a je spojena s dalSimi kardiovaskularnimi rizikovymi faktory, jako je
hypertenze, dyslipidémie a visceralni obezita. Zjisténa byla také pozitivni korelace mocové
kyseliny s BMI, krevnim tlakem a triglyceridy, zato negativni korelace s HDL cholesterolem
(Ishizaka et al. 2005). Mezi dietni pti¢iny hyperurikémie patii i nadmérna konzumace fruktozy
prostiednictvim sachardzy nebo kukuficného sirupu. Metabolismus frukt6zy je zprostiedkovan
enzymem zvanym fruktokinaza. Tento krok metabolismu fruktozy je zavisly na ptisunu ATP a
postrada mechanismus negativni zpétné vazby, takze v pfipadé¢ nadmérné konzumace fruktdzy
se ATP rychle vycerpa, coz vede ke katabolismu velkého mnozstvi defosforylovanych
sloucenin adenosinu. Katabolismus zna¢ného mnozstvi defosforylovanych purinit vede ke
zvySeni hladiny kyseliny mocové (Khitan & Kim 2013).

Odhaduje se, ze jedinci s vysokou kyselinou mocovou maji 1,6krat vyssi
pravdépodobnost na rozvoj metabolického syndromu (Chen et al. 2007). Vyuziti kyseliny
mocové jako biomarkeru metabolického syndromu ve slinach se zda byt stejné efektivni jako
séru. Jedna se tedy o neinvazivni a levnou metodu pro diagnostiku a monitorovani
metabolického syndromu (Soukup et al. 2012)

3.2.6 Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 je prozanétlivy cytokin, ktery hraje roli v pfirozené zanétlivé odpovéedi. Je
casto vylucovan makrofagy jako soucéast zanétlivé reakce na infekci nebo poranéni. U
metabolického syndromu je ¢asto pfitomna dysfunkce adipocytli a ta je spojena se zvySenim
populace makrofaghh v tukové tkani. To mize vést ke zvysSené¢ sekreci IL-6 a dalSich
prozanétlivych cytokini z tukové tkané. Tyto prozanétlivé cytokiny pak mohou pusobit
prostiednictvim fady bunécnych signalnich drah, véetné mTOR a PKC, coz vede k vyvolani
inzulinové rezistence. Diky svym zanétlivym vlastnostem se podili na poSkozeni endotelidlnich
bunck v cévach, coz vede k vaskuldrni dysfunkci a ateroskleréze. Kromé toho miize IL-6
zpisobit odchylku v aktivaci inzulinového receptoru, coz mé za nasledek abnormality v
signalizaci inzulinu, i¢inku inzulinu a metabolismu glukozy (Aroor et al. 2013).

Zvysené hladiny IL-6 jsou spojeny s metabolickym syndromem a zvySujici se hladiny
jsou spojeny s progresi metabolického syndromu, ktery je spjat s hypertriglyceridemii,
hypertenzi a hladinou glukézy nalacno (Weiss et al. 2013). Jako biomarker je IL-6 spojen s
kazdou ze slozek metabolického syndromu, coz naznacuje, ze se jedna o dulezity faktor
v progresi metabolického syndromu. Ve studii na postmenopauzalnich zenach byl zvyseny IL-
6 spojen s abdominalni obezitou, nizkym HDL a vysokymi hladinami triglyceridii (Chedraui et
al. 2014). In vivo studie na zvifatech prokazaly ucinek IL-6 na inzulinovou signalizaci.
Podévani IL-6 mysim vedlo ke zhorSené inzulinové signalizaci ve svalové a jaterni tkani, coz
vedlo k hyperglykémii a inzulinové rezistenci (Kim et al. 2004).

3.2.7 Interleukin-10

-----

zanétu. Je produkovan monocyty a makrofagy, jednou z jeho funkci je napomahat podpoie
normalni remodelace tkan¢ po zanétlivé reakci. Jednou z cest, jimiz IL-10 zmirnuje zédnétlivou
odpovéd’, je inhibice NADPH oxidazy a tim i1 oxida¢niho stresu, ktery vznika v disledku tohoto
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enzymu. IL-10 tak mlze obnovovat normalni inzulinovou signalizaci za pomoci inhibice
NADPH oxidazy nebo antagonickym ptsobenim proti IL-6 a TNF- a (Aroor et al. 2013)

Pritezova populacni studie provedena na starSich dospélych prokéazala, Ze nizké hladiny
IL-10 jsou spojeny s inzulinovou rezistenci a diabetem 2. typu. Studie déle zjistila, Ze hladiny
IL-10 nepfimo tmérné koreluji s hladinami celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
triglyceridy, krevni glukézou a pozitivné korelovaly s hladinami HDL cholesterolu (van Exel
et al. 2002). Ve studii na mysich s indukovanou inzulinovou rezistenci prokazalo podavani IL-
10 ochranu pted naruSenou inzulinovou signalizaci, ktera vznikla v dasledku podavani IL-6.
Tim se obnovila inzulinova senzitivita i metabolismus glukdzy v jaterni a svalové tkani (Kim
et al. 2004).

3.2.8 Oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou (OxLDL)

Oxidovany LDL je produktem oxidace lipidi a miZeme ho vyuzit jako marker
oxidac¢niho stresu. Oxidace lipida pfispiva k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS). Produkty
oxidace lipidi, ROS a OxLDL v nizkych koncentracich slouzi jako signalni slouceniny pro
drahy bunécnych antioxidantii, jako je hemoxygenaza a glutathion. Pokud je vSak antioxidacni
kapacita buiiky naruSena, jak je Casto u metabolického syndromu, pak tyto slouceniny piispivaji
k oxida¢nimu stresu, ktery nakonec vede k poskozeni buiiky a apoptdze (Landar et al. 2006).
Kromé¢ kardiovaskularnich onemocnéni jsou zvysené hladiny OxLDL u dospélych spojeny s
obezitou a inzulinovou rezistenci, coZ jsou dvé bézné slozky metabolického syndromu (Kelly
et al. 2010). Ukazalo se, Ze hladiny OXLDL jsou vyznamné zvySené u pacienti s metabolickym
syndromem a tyto zvySené hladiny jsou déle spojeny se sniZenou arteridlni elasticitou, coz je
rizikovy faktor pro rozvoj ICHS (Pohjantéhti-Maaroos et al. 2010).

3.2.9 Paraoxonaza

Paraoxonaza-1 (PON-1) je viceucelovy antitoxicky a antioxida¢ni enzym, ptedpoklada
peroxidaci lipidi, chranit LDL a tkan pted oxida¢nim stresem (Yilmaz 2010). SniZzené hladiny
PON-1 jsou spojeny s centralni obezitou a metabolickym syndromem. Kromé toho byly nizsi
hladiny PON-1 spojeny s hypertenzi, hypertriglyceridemii, inzulinovou rezistenci, poruchou
glukozové tolerance a zvySenym oxida¢nim stresem (Krzystek-Korpacka 2013).

3.3 Vliv oxidaéniho stresu na rozvoj diabetu mellitus 2. typu

Volné radikély jsou vedlejsi metabolické produkty a velmi reaktivni chemické slouceniny
obsahujici jeden nebo vice neparovych elektrontll. Existuji rizné formy volnych radikalt, jako
jsou reaktivni formy kysliku (ROS), kam patii hydroxylovy radikal (OH"), superoxid (O2),
peroxid vodiku (H20,) a kyselina chlorna (HOCI), stejné tak existuji i reaktivni dusikaté
radikaly jako je oxid dusnaty (NO), oxid dusicity (NO2) a neradikalni peroxynitrit (ONOO"), z
nichZ jsou vSechny spojeny s diabetickymi komplikacemi (Forbes et al. 2008). Nizké hladiny
volnych radikalt jsou nezbytné k regulaci mnoha bunéénych fyziologickych aktivit, zatimco
nadmérné hladiny ROS a RNS vedou k oxidativnimu stresu a poskozuji bunécné
makromolekuly (Valko et al. 2007).
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Hyperglykémie u prediabetu muize vést k oxidativnimu stresu a zvySené sekreci
prozanétlivych faktort, které v kone¢ném dusledku vedou k vaskuldrni dysfunkci. Aby se
zabranilo rozvoji komorbidit, je nezbytné urcit mechanismy, které se podileji na progresi z
prediabetu na diabetes. Oxidacni stres vede k poruSe vychytavani glukozy ve svalovych a
tukovych buiikach, ¢imz snizuje sekreci inzulinu z beta bun¢k (Rudich et al. 1998). Existuje
souvislost mezi prevalenci inzulinové rezistence a koncentraci markeru oxidativniho stresu,
mocového 8epi-prostaglandinu (Meigs et al. 2007).

3.3.1 Zdroje reaktivnich forem kysliku u prediabetu

3.3.1.1 Mitochondrialni oxidace

Mitochondrialni dychani je hlavnim bunéénym zdrojem ROS a tato produkce je
vyvazena antioxidacni kapacitou slozek jako je superoxiddismutiza, glutathionperoxidéza,
kataldza a dalSimi. V hyperglykemickych stavech se ROS mohou akumulovat a vést k
nespecifickému oxidativnimu posSkozeni DNA, proteini a dalSich molekul. Hyperglykémie
vede ke zvySené produkci ROS aktivaci drahy proteinkindzy C (PKC) prostfednictvim
diacylglycerolii (DAG), hexozaminové cesty, produkti pokrocilé glykace (AGE) a polyolové
cest¢ (Chong et al. 2017). Mitochondrialni oxidacni stres je spojen s inzulinovou rezistenci,
T2DM a jeho komplikacemi. Snizeni mitochondridlniho oxidac¢niho stresu vede ke zlepSené
gluk6zové toleranci a inzulinové rezistenci na modelu obéznich mysi (Jeong et al. 2016).

Tvorba diacylglycerolu a aktivace PKC-Proteinkindiza C je serin-threonin
proteinkindza sestavajici z 15 izoforem, které fosforyluji cilové proteiny za ucelem modulace
bunécného ristu, starnuti a apoptozy. Aktivitu PKC lze regulovat nékolika prvky, jako jsou
ionty Ca®" fosfatidylserin a zejména diacylglycerol (DAG), ktery je schopen aktivovat 9
izoforem PKC (Land & Rubin 2017). Hyperglykémie u diabetickych pacienti stimuluje de-
novo syntézu DAG z meziproduktu metabolismu glukozy, triosafosfatu. Zvysena tvorba DAG
vede k nadmérnému zesileni aktivace PKC. Vysoce aktivni PKC indukuje nadprodukci ROS
inhibici glykolytického enzymu GAPDH, coz zase zvySuje dostupnost triosafosfatu pro tvorbu
DAG (Brinkmann et al. 2011).

Hexozaminova cesta-Hexozaminova cesta se podili na metabolismu fruktozy-6-fosfatu
vzniklého v glykolyze. Hexozaminova biosynteticka signalni drdha (HBP) zhorsuje diabetické
komplikace vyvolané¢ hyperglykémii tim, Ze snizuje produkci NO a podporuje moznou
transkripci nékterych tkanovych rastovych faktorti (TGF-a a TGF B1). Zpocatku GFAT, enzym
omezujici rychlost této drahy, katalyzuje pteménu fruktdzy-6-fosfatu na glukosamin-6-fosfit.
Nasledné je glukosamin-6-fosfat metabolizovan na uridindifosfat N-acetylglukosamin, ktery je
primarnim substratem pro posttranslacni modifikace nékolika proteini. Hyperglykémie a
zvysSena oxidace volnych mastnych kyselin stimuluje HBP zvySenim produkce fruktozy-6-
fosfatu. Zvyseny HBP naruSuje endotelidlni funkci, protoze postransla¢ni zmény na serinovych
a threoninovych zbytcich omezuji fosforylaci PKB/eNOS v endotelidlnich buinikdch a taky
snizuji produkci NO (Federici et al. 2002).
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Polyolova cesta-Polyolova cesta je malym, ale dilezitym procesem v metabolismu
sacharidd, pfi kterém reduktiza aldoz redukuje gluk6zu na sorbitol pomoci NADPH. ZvySené
koncentrace intracelularni gluk6zy spotfebovavaji velké mnozstvi NADPH, ktery je nezbytnym
kofaktorem pro produkci redukovaného glutathionu (GSH). SniZzend regenerace GSH
zpusobuje oxidacni stres v disledku nadprodukce ROS, protoze GSH hraje vyznamnou roli pii
vychytavani ROS. ZvySené ROS hraji roli pii diabetickém posSkozeni koncovych organi,
zejména endotelidlni dysfunkci zprostiedkovanou oxidativnim stresem. Mnoho tkéani jako jsou
nervy, glomeruly, cévy exprimuji aldézoreduktazou, a tak mohou byt posSkozeny diabetickou
hyperglykémii (Srivastava et al. 2005). Druhym enzymem je sorbitol dehydrogenaza (SDH),
ktery katalyzuje pfeménu sorbitolu na fruktézu. Podobné jako u reduktazy aldoz aktivace
polyolové drahy v hyperglykemickém stavu zvysuje aktivitu SDH, coz vede k tvorbé velkého
mnozstvi fruktozy, kterd se snadno fosforyluje a hydrolyzuje na glyceraldehyd-3-fosfaty a
dihydroxyaceton-3-fosfat. To podpofi tvorbu AGE prekurzoru (methylglyoxalu)
prostiednictvim autooxidace a aktivaci PKC drahy prostfednictvim de novo syntézy DAG
(Figueroa-Romero et al. 2008).

3.3.1.2 NADPH oxidaza

Jak jsme si popsali jiz vySe, tak hyperglykémie zvysuje tvorbu ROS, coz vede k zanétii cévnich
stén, adhezi leukocyti, inzulinové rezistenci, glykaci proteinti, makromolekul a inhibici syntézy
NO. Produkce intraceluldrniho superoxidu je zvysena riznymi zdroji, jako je NADPH oxidaza,
xantinoxidaza, cyklooxygendza a nevazany eNOS (Jansen et al. 2013). NADPH oxidazy hraji
stézejni roli pifi tvorbé ROS. Nachazeji se témét ve vSech savCich buikach a jejich
fyziologickou ulohou je produkovat ROS pro fungovani vrozené imunity, redoxni signaliza¢ni
kaskady a pro produkci hormonti (Drummond et al. 2011). Lécba obéznich mysi inhibitorem
NADPH oxidazy, snizila peroxidaci lipida a tvorbou H20: v tukové tkani. Plazmatické hladiny
adiponektinu se zvysily, zatimco hladiny glukézy, inzulinu a triglyceridi byly vSechny
vyznamn¢ snizeny. To mizeme brat jako ditkkaz, ze oxidac¢ni stres zhorSuje sekreci inzulinu z
pankreatickych beta-bunék a vychytavani glukézy v tkdnich. Snizeni oxida¢niho stresu tedy
muze vést ke zlepSeni metabolismu glukézy (Furukawa et al. 2004).

3.3.1.3 Endotelialni syntaza oxidu dusnatého (eNOS)

eNOS je enzym s kardioprotektivnimi vlastnosti, zejména diky produkci NO v cévnim
endotelu. Ackoli je NO znamy ptedevs§im pro svou roli pii regulaci cévniho tonu, ma také
antioxidac¢ni aktivitu prostfednictvim zvysené produkce superoxiddismutazy (SOD) (Fukai et
al. 2000). Pti poruSe funkce eNOS piispiva k oxida¢nimu stresu produkci ROS mist NO. Je
také znamo, ze eNOS maji dalezité ochranné ucinky na myokard. Dysfunkce eNOS tedy
podpofi diabetickou kardiomyopatii. (Wan & Rodrigues 2016).

3.3.2 Biomarkery oxidacniho stresu u prediabetického stavu

Diive byl oxidacni stres povazovan za jednoduchou nerovnovédhu mezi syntézou a
vychytavanim ROS. Neni tomu tak Uplné, protoze soucasné chapani je takové, Ze zvySeny
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oxidacni stres zahrnuje také dysfunkci enzymt produkujicich ROS (Schramm et al. 2012).
Zvyseny oxida¢ni stres hraje roli v patogenezi mnoha onemocnéni, jako je ateroskleroza,
zanétlivé stavy, endotelidlni dysfunkce a ma se za to, ze hraje roli v progresi prediabetu k
diabetu (Konior et al. 2014). Proto je dilezité véas detekovat zmény oxidacniho stresu, aby se
zabranilo progresi onemocnéni. Vhodnym nastrojem k v€asné diagnostice se zdaji byt signalni
molekuly jako jsou antioxida¢ni systémy, produkty pokrocilé glykace, ale i n€¢kter¢ lipidy.

3.3.2.1 Glutathion

Antioxidacni markery by mohly byt uzite¢né pii screeningu prediabetu. Jednim z
takovych markert je glutathion, mize existovat ve dvou formach, redukované¢ (GSH) a
oxidované (GSSG). Redukovana forma Glutathionu je antioxidant a hlavni vychytavac volnych
radikala v ¢ervenych krvinkach, jenz pomaha predchazet poskozeni bunck neutralizaci ROS.
Pasobi tak, ze daruje redukéni ekvivalent, jako je H', jinym molekulam, jako jsou ROS. V
tomto procesu je GSH oxidovan na GSSG. Bézné pouzivanym markerem zvySeného
oxidac¢niho stresu je pomér GSH/GSSG (Owen & Butterfield 2010). Jedinci s prediabetem maji
vyznamné snizeny pomér GSH/GSSG ve srovnani s kontrolami, coz poukazuje na to, ze
naruseny redoxni stav je jiz pfitomen a detekovatelny diive, nez se objevi klinické projevy
diabetu (Maschirow et al. 2015).

3.3.2.2 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine

Ptestoze hladiny GSH v erytrocytech byly u hyperglykemickych a normoglykemickych
pacientli podobné, sérové hladiny 8-hydroxy-2'deoxyguanosinu (8-OHdG), biomarkeru pro
oxidativni poSkozeni DNA a endotelidlni dysfunkci, byly vyznamné zvyseny ve skuping s
hyperglykemii. Déle byla pozorovana vyznamna korelace mezi sérovym 8-OHdAG a
aterogennim indexem, coz ukazuje na vztah mezi aterosklerotickym rizikem a oxida¢nim
stresem. Preklinicka ateroskler6za byla spojena se zvySenym 8-OHdG u subjekti s
hyperglykémii, 1 kdyz tito jedinci méli normalni cholesterol a netrpéli vyznamnou peroxidaci
lipidti (Al-Aubaidy & Jelinek 2014).

3.3.2.3 Lectin-like oxLDL receptor (LOX-1)

LOX-1 je receptor pro oxidovany LDL, ktery se nachdzi hlavné¢ na endotelidlnich
bunkach, ale vyskytuje se také na bunkach hladkého svalstva cév a makrofazich. Normaln¢ je
LOX-1 exprimovan v nizkych hladinach u zdravych dospélych. Jeho zvysSeny vyskyt v
patogenezi aterosklerdzy i diabetu jiz byl dokumentovan (Hu et al. 2003). Stimulace signalnich
drah LOX-1 se podili na proliferaci bun¢k hladkého svalstva cév a tvorbé pénitych bun¢k, coz
jsou makrofagy v aterosklerotickych platech cév. Po navazani oxidovaného LDL na LOX-1 se
aktivuji membranové vazané NADPH oxidazy (Dunn et al. 2008).

3.3.2.4 Produkty pokrocilé glykace (AGE)

Konecné produkty pokrocilé glykace jsou proteiny nebo lipidy, které se tvofi
neenzymatickou glykaci v disledku vystaveni hyperglykemickym podminkam. Pfedpoklada

21



se, ze hraji dilezitou roli pti kardiovaskularnich komplikacich diabetu (Guzik et al. 2014). Jak
intraceluldrni, tak extracelularni proteiny jsou pfeménovany na AGE se zménénou funkci,
zpisobenou interakci aminokyseliny s redukujicim sacharidem. Jakmile vzniknou AGE, mohou
se vazat na rizné AGE receptory (napi. RAGE) nebo interagovat se slozkami extracelularni
matrice, aby podpoftily tvorbu ROS, a tak podnécovali vznik oxida¢niho stresu. Napiiklad, jak
bylo uvedeno diive, akumulace glukozy v duasledku hyperglykémie mitize vést k jeji
autooxidaci, coz ma za nasledek tvorbu glyoxalu (Thornalley 1999). Vazba AGE-receptor
usnadiiuje oxidacni stres a také stimuluje dalsi drahy prooxidacniho stresu, jako jsou drahy PKC
(Boyer et al. 2015).

3.3.3 Adipocyty jako generatory zanétu a oxida¢niho stresu

Ackoliv vyvoj metabolického syndromu neni prozatim plné objasnén, tak je zndmo, Ze se
na jeho patogenezi podili centralni obezita a inzulinova rezistence. Tento stav se vyznacuje
zvySenym rizikem diabetu 2. typu a aterosklerotickym kardiovaskularnim onemocnénim.
Metabolicky syndrom je povazovan jako prozanétlivy a protromboticky stav, pficemz diilezitou
roli v jeho patofyziologii hraje tukova tkan, nebot” je v soucasnosti povazovana za biologicky
aktivni endokrinni 1 parakrinni organ (Ryo et al. 2004).

Pii zvySeném energetickém piijmu podléhaji adipocyty hypertrofii a hyperplazii, ktera
muze vést k prerosteni buiikky do stavu, kdy buiice nebude stacit vlastni krevni zasobeni, coz
vede az k hypoxickému stavu. Hypoxie progreduje az k nekroze bunc¢k a produkci
adipocytokint, které zahrnuji prozanétlivé mediatory IL-6, TNF-a a stejné tak i protromboticky
mediator PAI-1 (Lau et al. 2005). Interleukin-6 je silny zanétlivy cytokin, ktery hraje zasadni
roli v patogenezi inzulinové rezistence a diabetu 2. typu. ZvySené hladiny IL-6 byly naméieny
v tukové tkdni u pacientl s diabetem, obezitou a zejména u pacientll s rysy metabolického
syndromu. Epidemiologické studie prokazaly zvySené koncentrace IL-6 ve spojeni s
hypertenzi, ateroskler6zou a kardiovaskularnimi ptihodami. Na my$im modelu vedla chronicka
expozice IL-6 k inzulinové rezistenci s hyperglykémii (Bao 2015). Prozanétlivy cytokin TNF-
o pojmenovany podle své protinddorové aktivity, je vyznamnym medidtorem fady
kardiovaskularnich patologii, v¢éetn¢ aterosklerdzy a srdeniho selhani (Azzawi 1999). PAI-1
je inhibitor serinovych protedz s protrombickym tuc¢inkem. Jeho koncentrace jsou vyrazné
zvyseny u obéznich subjektli s metabolickym syndromem a stejné tak i u pacientl s diabetem
2. typu, zaroven existuje pozitivni korelace mezi zavaznosti MetS a plazmatickou koncentraci
PAI-1 (Alessi & Juhan-Vague 2006).

Mechanismus, kterym dochazi k naruseni regulace adipocytii nebyl prozatim jasné
objasnén, ale predpokladd se vyznamna role oxida¢niho stresu vyvolaného obezitou. Ve
studiich byla prokazdna pozitivni korelace mezi akumulaci tuku a vy$§im vyskytem ROS,
zvysenou expresi NADPH oxidazy a soucasné snizenou expresi antioxidacnich enzymti. Studie
in vitro ukazaly, ze kultivované adipocyty se zvySenymi hladinami mastnych kyselin
vykazovaly zvySeny oxidacni stres prostiednictvim drahy NADPH (Furukawa et al. 2004).
Navic obézni mysi Ié¢ené inhibitorem NADPH oxidazy vykazovaly snizenou produkci ROS se
zlepSenim fenotypu diabetu. Markery prooxidacniho stavu, které¢ zahrnovali OxLDL a kyselinu
mocovou, byly u metabolického syndrom zvysené (Srikanthan et al. 2016).
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syndromem. Adiponektin je vyluCovan adipocyty a pusobi pii senzibilizaci inzulinu,
antiaterogenezi a vazodilataci (Srikanthan et al. 2016). Hladiny adiponektinu jsou negativné
ovlivnény plazmatickou koncentraci glukézy, hladinou inzulinu nala¢no, obvodem pasu a
mnozstvim visceralniho tuku. Adiponektin inhibuje proaterogenni molekuldrni drahy, které
zahrnuji adhezi monocytii k endotelidlnim bunkdm (Matsuzawa et al. 2004). Mnoho studii
poukazuje na zvySenou produkci OxLDL u pacienti s metabolickym syndromem, inzulinovou
rezistenci a obezitou. OXLDL je jednim z produkti oxidace lipidd, pii které vznikaji také
reaktivni formy kysliku (ROS). Antioxida¢ni cytokiny, které zahrnuji adiponektin jsou u
metabolického syndromu vyrazné snizeny, coz umozituje OXxXLDL a ROS aktivovat oxida¢ni
kaskadu, kterd vede k apoptoze a poSkozeni bunék. Pti poruSeni integrity endotelialni buniky se
spusti kaskada, kterd konc¢i az aterosklerézou (Landar et al. 2006).

3.3.4 Oxidacni stres vyvolany hyperglykémii

Selhani hlavnich gluk6zovych regula¢nich mechanismii u diabetu bylo spojeno s
oxida¢nim stresem. Sekrece inzulinu probiha vyhradné beta builkami Langerhansovych
ostruvkl pankreatu a zde funguje glukokinaza jako senzor obsahu glukézy v obéhu. S rostouci
hladinou glukozy v krvi se zvySuje rychlost vychytavani glukozy beta buiikami a zapoc¢ne
sekrece inzulinu glukokinazou (Schuit et al. 2001). Jakmile je inzulin vyluc¢ovéan do portalniho
ob¢hu, je transportovan do cilovych mist, kde se vaZe na sviij receptor, aby mobilizoval glukézu
do bun¢k (Stewart et al. 2015).

Ztrata funkce beta-bunck zprostiedkovand oxidativnim stresem (zhorSena sekrecni
kapacita a zvySend inzulinova rezistence) hraje hlavni roli v patogenezi diabetu 1. 1 2. typu.
Hyperfunkce mitochondrialniho metabolismu vlivem hyperglykémie a produkce ROS v beta-
buikdch miize zplsobit zménu tvaru, objemu a funkce mitochondrii, mize tak oddélit K*
kanaly zavislé na ATP, coz vede k dalSimu naruSeni sekrece inzulinu zavislé na glukoze
(Prattichizzo et al. 2018). Oxidativni stres zhorSuje translokaci inzulinem stimulované¢ho
pfenasece glukozy (GLUT4) a aktivitu proteinkinazy B v adipocytech (Rudich et al. 1999)

3.4 Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus je skupina metabolickych onemocnéni charakterizovanych chronickou
hyperglykémii, kterd vznikla v disledku poruchy sekrece nebo funkce inzulinu, popiipadé jako
kombinace téchto dvou poruch. Metabolické zvlastnosti vyplyvaji z dilezitosti inzulinu jako
anabolického hormonu. Ackoliv diabetes mellitus vétSinou probihd jako asymptomatické
onemocnéni, tak nekontrolovany diabetes miize vést ke kdmatu a pokud neni v€as lécen, tak i
ke smrti v ketoacidéze (Kharroubi 2015). Casné diagnostika a klasifikace hraje vyznamnou roli
pro stanoveni vhodné 1éCebné strategie progredujiciho onemocnéni. Americka diabeticka
asociace rozd¢lila diabetes na DM 1. typu, DM 2. typu, ostatni typy a gestacni diabetes mellitus
(American Diabetes Association 2014).
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3.4.1 Diabetes mellitus 1. typu (T1DM)

Tento typ diabetu tvoti 5-10 % subjektl s diagnézou diabetu a je zpiisoben destrukei 3
bun¢k pankreatu. Diabetes 1. typu tvoti 80-90 % diabetu u déti a dospivajicich. Diabetes 1.
typu je zpusoben hlavné autoimunitni destrukci pankreatickych B-bunck prostiednictvim
zanétlivé reakce zprostfedkované T-bunkami a také humoralni reakci. Pfitomnost protilatek
proti buiikkdm pankreatickych ostrivki je charakteristickym znakem diabetu 1. typu, 1 kdyz role
téchto protilatek v patogenezi onemocnéni neni dosud jasna (Kharroubi 2015).

3.4.2 Diabetes mellitus 2. typu (T2DM)

Diabetes mellitus 2. typu se vyviji ve spojeni s mnoha genetickymi faktory, které vedou
ke snizené sekreci inzulinu nebo inzulinové rezistenci umocnéné zivotnimi navyky, jako je
pfejidani (zejména dieta s vysokym obsahem tuktll), nedostatek pohybu a vysledna obezita
nakonec vede k nedostatecnému ucinku inzulinu. Pfedpoklada se, ze vétSina ptipadi zahrnuje
vice genetickych faktorti, pfi¢emz nékteré z nich jsou jiz objasnény. Na vzniku diabetes mellitus
2. typu se podili jak snizena sekrece inzulinu, tak i snizena inzulinova senzitivita, ale podil
jejich postizeni se lisi podle pacienta. Diabetes mellitus nezdvisly na inzulinu je vétSinou tohoto
typu. Funkce pankreatickych B -bun¢k jsou do urcité miry zachovany a injekce inzulinu jsou k
preziti jen ziidka nutné. Komplikace, jako jsou infekce, vSak mohou docasné vést ke
ketoacidoze. Za pocatek incidence se bézné povazuje stiedni v€k nebo starsi, ale v posledni
dobé¢ se ukazalo, ze tento typ diabetu nartistd u déti a mladistvych. Povaha diabetu mellitu 2.
typu neni zjevné jednotnd, ale mize byt dale rozdélena podle pfitomnosti nebo nepiitomnosti
obezity a rozdilli v mife zapojeni snizené sekrece inzulinu nebo snizené inzulinové senzitivity
(Seino et al. 2010).

3.4.3 Gestacéni diabetes

Jedna se o poruchu metabolismu glukozy, ktera je poprvé objevena nebo se rozvine
béhem tcéhotenstvi, s vyjimkou klinicky diagnostikovaného diabetu mellitus. Etiologie je
pravdépodobné zaloZena na spole¢nych patogennich mechanismech s typem 1 a typem 2,
pficemz t¢hotenstvi spousti manifestaci poruchy metabolismu glukézy. Diskutuje se o tom, zda
by mél byt gestacni diabetes mellitus povazovan za nezavislou etiologickou klasifikaci, ale
vzhledem ke své¢ klinické dulezitosti, potfebé zvlastniho zietele a odliSnym rysiim od diabetu v
nepfitomnosti téhotenstvi je povazovan za samostatnou kategorii. Je tomu tak proto, ze
téhotenstvi samo o sob¢ zhorSuje metabolismus glukozy. Dokonce i pomérné mirné porucha
metabolismu glukézy béhem téhotenstvi mize mit vyznamny vliv na kojence a matku. Poruchy
metabolismu glukdzy v t€hotenstvi se navic ¢asto po porodu vrati k normalu, ale riziko rozvoje
diabetu v budoucnu je zvySené u Zen, které prod¢laly v t€hotenstvi cukrovku (Seino et al. 2010).

3.5 Uloha lipidii v etiopatogenezi diabetu mellitus 2. typu

ZhorSenou tkanovou homeostazu, ktera je zptisobena zménami v metabolismu lipida,
nebo zménami v intracelularni signalizaci, 1ze Siroce oznacit jako lipotoxicitu. Lipotoxicita ma
potencial snizit produkci endotelialni NO syntazy (eNOS) a potlacit jeji katalytickou aktivitu,

24



coz prostiednictvim riznych mechanismt vede az k dysfunkci endotelialnich bunék. Mezi
mechanismy puasobici endotelidlni dysfunkci mizeme zaradit inzulinovou rezistenci, zanét,
oxidacni stres nebo akumulaci lipotoxickych metaboliti, jako jsou ceramidy (Symons & Abel
2013).

3.5.1 Fosfolipidy

v

Nejhojné¢jsimi fosfolipidy u savct jsou fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin, které
jsou soucasti membranovych lipidit v bunkach. Zda se, ze udrzovani rovnovahy poméru
fosfatidylcholinu ku fosfatidylethanolaminu mé dtilezitou roli v prevenci T2DM. Obezita a s ni
souvisejici nadbytek mastnych kyselin tuto rovnovahu narusuje. Plazmatické lipidomické
studie na lidech prokazali souvislost fosfatidylethanolaminu s obezitou, prediabetem a T2DM
(Dong et al. 2007).

3.5.2 Sphingolipidy

Sfingolipidy patii do skupiny specializovanych lipidii obsahujicich ve svém skeletu
aminoalkohol, jsou pfitomny ve vSech savCich buiikach. Pivodné se ptedpokladalo, Ze plni
pouze strukturalni funkci, ale bylo zjiSténo, ze urcité typy bioaktivnich sfingolipidii se podile;ji
na bunécné signalizaci, zanétu a dalSich procesech (Bartke & Hannun 2009). Sfingolipidy lze
rozdelit podle délky fetézce, coz umoziuje existenci desitek tisic jedinecnych molekul
sfingolipidl v jednotlivych buiikéch.

3.5.2.1 Sfingosin-1-fosfat (S1P)

SIP je lysofosfolipid s rtiznymi biologickymi aktivitami. Syntéza sfingolipidu S1P
zaCina sfingomyelinem nebo glykosfingolipidy, oba jsou lokalizovany v mikroregionech
lysozoml a plazmatické membrané. Sfingomyelin a glykosfingolipid degraduji za vzniku
meziproduktu ceramidu, ceramid se poté pfeméni na sfingosin a sfingosin je nakonec
fosforylovan sfingosinkindzou za vzniku S1P. SIP je rozkladdn na hexadecenal (Hex) a
fosfoethanolamin (PE) za pomoci S1P lyazy a dalSich specifickych S1P fosfohydroldz. Hex a
PE pak vstupuji do biosyntetické drahy triglyceridi. S1P je defosforylovan a vstupuje do drahy
syntézy ceramidu. Ceramid je pfeménén pies sfingosin az na S1P, a naopak SI1P je
defosforylovan a katalyzovan ceramidsyntazou za vzniku ceramidu (He et al. 2021). S1P mtze
indukovat inzulinovou rezistenci v jatrech a svalech, ackoli S1P stimulovany adiponektinem je
spojen se zlepSenou jaterni inzulinovou senzitivitou (Yang et al. 2018).

Extracelularni SIP miZe antagonizovat zanétlivé cytokiny indukované uvolfiovanim
mitochondriadlniho cytochromu c a inhibovat aktivitu kaspdzy-3 v bunkach pankreatickych
ostrivkl, coz naznacuje, ze SIP mulze antagonizovat apoptézu B bunék zprostiedkovanou
zanétlivym faktorem (Laychock et al. 2006).

S1P zlep3uje negativni i¢inky inzulinové rezistence ve svalech. U¢inek S1P na ceramid
se odrazi ve sfingolipidovém reostatu, coz je metabolicka draha mezi ceramidem a S1P. Jak je
uvedeno v predchozich odstavcich, SIP muze byt degradovan na ceramid a ceramid muze také
vytvaret S1P. Ceramid vyvolavé inzulinovou rezistenci. Kdyz se vSak S1P zvysi, znamena to,
ze se vice ceramidu pfeméni na S1P a tim je u¢inek ceramidu na vyvolani inzulinové rezistence
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znacné oslaben. Rovnovaha mezi intracelularnim ceramidem a S1P je nezbytnd pro rozvoj
bunécné inzulinové rezistence (He et al. 2021).

3.5.2.2 Ceramidy

V centru sfingolipidového metabolismu stoji ceramid, ktery mize byt tvofen tfemi
hlavnimi pochody, t€émi jsou syntéza de novo, hydrolyza sfingomyelinu (SM) a zachranou
cestou za vyuziti komplexnich sfingolipidii. RGzné cesty syntézy ceramidi urcuji pocatecni
lokalizaci a druh vzniklého ceramidu, tim i jeho biologickou aktivitu (Chen et al. 2010).

Plazmatické analyzy obéznich jedincl ukazuji vyznamné vys$si hladiny ceramidi a

palmitatu, palmitoyl-CoA slouzi jako prekurzor ceramidu v de novo syntéze (Newgard et al.
2009). U diabetickych pacientti jsou vyssi plazmatické hodnoty ceramida spojeny s dysfunkci
visceralni tukové tkané€ a inzulinovou rezistenci, coz naznacuje, Ze plazmatické ceramidy by
mohly ptlisobit jako biomarkery nastupujiciho diabetu (Borodzicz et al. 2015). Studie na modelu
obéznich zvitat prokéazaly zvySené hladiny serin palmitoyl transferazy a dihydroceramid
desaturazy, coz poukazuje na zvysenou aktivitu de novo syntézy ceramidu (Reali et al. 2017).
Byly pozorovéany vztahy mezi zvySenymi markery poSkozeni jater, obsahem tuku a pomérem
CER (d18:1/16:0) / (d18:1/24:0 ), coz bylo jiz v minulosti spojeno s rizikem KVO (Mucinski
et al. 2020). Studie zkoumajici vyznam nasycenych mastnych kyselin v postrannim fetézci
ceramidu by mohly poskytnout obraz o vytvoreni ceramidii jako biomarkert. Ceramidy
s dlouhymi postrannimi fetézci, jako je C16:0 nebo C18:0, indukuji inzulinovou rezistenci
a/nebo jaterni steatozu, zatimco ty s velmi dlouhymi postrannimi fetézci ne (napt. C24:0 nebo
C24:1) (Mandal et al. 2021).
(obrazek 1). V prvnim mechanismu ceramid aktivuje PKC, ktery fosforyluje a inhibuje
translokaci PKB do plazmatické membrany. Inhibice translokace PKB interferuje s proteiny
glukoézového prenaseCe, ktery je zavisly na ucincich inzulinu a blokuje tak vychytavani
glukozy. Ceramidy také stimuluji aktivaci cytosolové protein fosfatidzy, ktera slouzi pro
defosforylaci PKB. ZvySend akumulace ceramidii v endoplazmatickém retikulu a/nebo
mitochondriich zhorSuje ptisobeni inzulinu a hraje svou roli v chronickém zanétu u obéznich.
Lipotoxicita a hyperglykémie zptsobuji akumulaci ceramidu v B-bunikach pankreatu, coz usti
v destrukci B-bun¢k, které Ize zabranit blokovanim produkce ceramidu napt. cykloserinem. To
se zda byt jednou z moznych prevenci rozvoje T1DM, jez je zplsoben neadekvatni sekreci
inzulinu v disledku ztraty pankreatickych B-bunék (Mandal et al. 2021).
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Obrazek 1 — Vliv ceramidu na inzulinovou rezistenci (Mandal et al. 2021).
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3.5.2.3 Sfingomyelin

Sfingolipid nejvice podobny fosfatidylcholinu, je sfingomyelin, ktery je produkovan
pienosem fosfocholinové skupiny z fosfatidylcholinu na ceramidovou kostru. Sfingomyelin je
nejhojnéjsim ze sfingolipidll a je nejrozsitenéjsi skupinou vyskytujici se v cirkulujicim LDL
(Meikle et al. 2015). Sfingomyeliny obsahujici nasycené acylové fetézce jsou spojovany s
obezitou, inzulinovou rezistenci a snizenou funkci jater u mladych obéznich dospélych

(Hanamatsu et al. 2014).

3.5.2.4 Dihydroceramidy (dhCer)

Epidemiologické studie zamétené na souvislosti mezi sfingolipidy a markery diabetu
ukazuji, ze zvyseni dhCer pfedchazi zvyseni Cer. Se sou¢asnym snizenim, které 1ze pozorovat
pii dieté, cviceni a zavedeni farmakologické 1é€by T2DM. Pii srovnani se $tihlymi nediabetiky
jsou hladiny dhCer zvySeny u obéznich tak i neobéznich diabetikl. Jako jeden z nejlepSich
prediktort diabetu se zda byt dhCer C18:0, pfi€emz ti, kteti do 10 let progredovali z nediabetika
na diabetika, méli na zac¢atku vys$si dhCer C18:0. Zahrnuti dhCer C18:0 do skore lipidomického
rizika predikovalo budouci diabetes 2. typu nezdvisle na prediabetech s pfesnosti 76 %. Proto
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prediabetu a diabetu v populaci (Magaye et al. 2019).
3.5.3 Diacylglyceroly (DAG)

DAG muze byt produktem hydrolyzy triacylglycerolu, hydrolyzy fosfolipidi nebo de
novo syntetizovan z monoacylglycerolu. Struktura a lokalizace zavisi na jejich piivodu. 1,3-
DAG a 2,3-DAG pochézeji z lipolyzy TAG a vyskytuji se vétSinou ve formé lipidovych
kapicek, zatimco 1,2-DAG vznikaji esterifikaci a hromadi se vétSinou v membranach. DAG
syntetizovany de novo hydrolyzou kyseliny fosfatidové jsou piitomny v endoplazmatickém
retikulu (Prentki & Madiraju 2008).
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Studie poukazuji na potencidlni mechanismy podilejici se na inzulinové rezistenci
vyvolané DAG. DAG aktivuji isoformy PKC, které snizuji fosforylaci tyrosinu, jejimz
disledkem je snizeni aktivace PI3-kinazy. Ze studii na zvifecich modelech vyplyva, Ze obsah
DAG ve svalu vysvétluje inzulinovou rezistenci u obezity a T2DM (Erion & Shulman 2010).
Jednotlivé skupiny DAG ve svalu vykazuji rozdilné u¢inky vzhledem k délkach fetézcti FA a
poctu dvojnych vazeb. Nékteré skupiny DAG jsou hojné zastoupeny v lidském kosternim svalu
(C16:0/C18:0, C16:0/C18:1 a C18:0/C18:0) Dohromady tyto tfi druhy DAG piedstavovaly
ptiblizné 80 % z celkového poctu DAG (Amati et al. 2011). Ackoliv se data o ucincich
jednotlivych DAG ve studiich 1isi, je zfejmé, ze celkovy obsah DAG ma vzhledem
k lipotoxicité nizsi vypovidajici hodnotu, nez jednotlivé isomery a zastoupeni mastnych
kyselin, byt jsou zastoupeny v mensi mifte.

3.5.4 Triacylglyceroly (TAG)

Triglyceridy spolu s mastnymi kyselinami cirkuluji v krvi a poskytuji zdroj energie pro
srdce, kosterni svaly i1 dalsi tkdn€. V téle je vétSina hmoty tukové tkané tvorena triglyceridy.
Hypertriglyceridemické stavy mohou vznikat pii nadmérné produkci VLDL a/nebo netuc¢inné
lipolyze. V obou piipadech se TAG ucastni vymény neutralnich lipida (triglyceridi a
cholesterylesterit) s LDL a HDL, coz vede k obohacovani LDL a HDL triglyceridy. Naslednym
pusobenim jaterni lipazy se ¢astice LDL stavaji malymi, hustymi a aterogennimi. Pfi podobné
lipolyze ztraceji ¢astice HDL c¢ast svych apolipoproteint a podléhaji katabolismu v ledvinach.
Celkové to vede ke zvySeni hladin triglyceridd, LDL a nizkym hladindm HDL, které jsou
soucasti dyslipidémie spojené s diabetem a inzulinovou rezistenci (Alexopoulos et al. 2019).

28



4 Metodika
4.1 Zkoumany vzorek

Pro analyzu lipidického spektra a oxida¢niho stresu ve svalové tkéni byl pouzit kosterni
sval musculus gastrognemius odebrany od potkanich samcti. Celkem bylo analyzovano 28
vzorkl kosterniho svalu, z ¢ehoz 14 kontrolnich vzorki bylo od potkant kmene Wistar a 14
vzorkll pochazelo z potkanti kmene HHTg. Polovina z kazdé skupiny méla stafi 3 mésice a
druha polovina 12 mésict.

Chov byl drzen na pracovisti Centra experimentalni mediciny IKEM Praha. Zvitata byla
krmena ad libitum standardni laboratorni dietou (maintenance diet for rats and mice; Altromin,
Lage, Germany). Studie probihala v souladu se zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
(311/1997 Sb.) a byla schvalena etickou komisi Institutu klinické a experimentalni mediciny.

4.1.1 Kmen hereditarné hypertriglyceridemickych potkanu

Jednd se o unikdtni neobézni kmen Hereditarné Hypertriglyceridemickych potkant
(HHTg), byl pouzit jako experimentalni model prediabetu a metabolického syndromu. Kmen
HHTg potkanli byl zacatkem 90. let vySlechtén z potkani kmene Wistar na metabolickém
pracovisti IKEM a vykazuje prakticky vSechny symptomy metabolického syndromu —
geneticky determinovanou hypertriglyceridémii, inzulinovou rezistenci perifernich tkani,
hyperinzulinémii, zhorSenou glukozou toleranci a mirnou hypertenzi (Zicha et al 2006). Vedle
vyrazné¢ho zvySeni hladin sérovych triglyceridi jsou zvySené hladiny NEFA a dochazi k
ektopické akumulaci lipidl zejména v jatrech, kterd pfedstavuje 10% hmotnosti jater a vede k
rozvoji nealkoholové jaterni steatozy. Ektopickd akumulace lipida a lipotoxickych intermediati
— diacylglycerolti a ceramidil v kosternich svalech poskozuje inzulinovou signalizaci, zhorsuje
ucinek inzulinu a pfispiva k rozvoji inzulinové rezistence svalové tkané u tohoto kmene
potkanti. Na druhou stranu zvifata nevykazuji zvySené hladiny cholesterolu. HHTg kmen
neobsahuje znaky obezity ani hyperglykémii, jedna se pouze o zhorSenou glukézovou toleranci.
Z téchto davodi pfedstavuje jedinecny experimentdlni model vhodny pro studium
prediabetickych komplikaci (Hiittl et al. 2021)

4.1.2 Kontrolni skupina

Jako kontrolni skupina byl pouzit kmen potkanti Wistar (W). Potkani Wistar zahrnuji
fadu malych podkment, které byly odvozeny ze spolecné linie za poslednich 50 let. Outbredni
kmeny Wistar jsou v Evropé Siroce pouzivany pro preklinické hodnoceni bezpec€nosti, jako jsou
napf. testy karcinogenity (McCormick 2017).
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4.2 Ptiprava vzorku

4.2.1 Materialni vybaveni

4.2.1.1 Piistrojové vybaveni

e Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA) s hmotnostnim detektore o vysokém rozliSeni TripleTOF 5600 (AB Sciex,
Ontario, Canada).

e Analyticka vaha (Kern ABT 220-5DNM o rozliSeni 0.00001 g)

e (Centrifuga

e Hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem TSQ Vantage (Thermo Scientific,
USA) spojeny s kvarterni pumpou Accela 600 (Thermo Scientific, USA) a
autosamplerem Accela Open AS (Thermo Scientific, USA).

4.2.1.2 Chemikalie

e BHT

e Metanol

e Chloroform

e Demi voda

e Octan amonny
e Acetonitril

e Isopropanol

4.2.2 Homogenizace tkané

Po vytazeni z mrazaku byly tkdné naporcovany (ptiloha 1), zvazeny a vlozeny do
tekutého dusiku ve zkumavkach Eppendorf s vytvofenym otvorem uprostied vicka. Jednotlivé
hluboce zmrazené vzorky byly rozdrceny pomoci keramického tloucku na prasek v tfeci misce
chlazené nalitym tekutym dusikem (pfiloha 2). Jemny prasek byl z tfeci misky kvantitativné
premistén do polypropylenové centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15ml (ptiloha 3).

4.2.3 Extrakce lipidi

Ihned po homogenizaci byl ptidan vychlazeny methanol s ImM BHT a chloroformem
(v poméru 1 MeOH: 2 CH3CL) ptimo ke vzorku. Celkovy objem (ul) pfidaného rozpoustédla
odpovidal 20ndsobku hmotnosti navazky (mg). Vzorky byly inkubovany po dobu 30minut na
led¢ za obc¢asného vortexovani. Poté byla ptidana ledové studend voda k docileni kone¢ného
poméru chloroform/methanol/voda (8:4:3) a opét byla ponechana inkubovat na ledu dalSich 10
minut. Centrifugacni zkumavka byla centrifugovana 5 minut pti 8000 ota¢kach za minutu a
4°C. Centrifugaci byla oddélena organicka vrstva od vodné (ptiloha 4). Automatickou pipetou
byla poté pienesena organickd vrstva (spodni) do samostatné zkumavky Eppendorf, aniz by
doslo ke kontaminaci organické faze vrstvou proteinli. Pro zvySeni pfesnosti byla provedena
rextrakce zbylé vodné vrstvy extrakénimi roztoky a byly zopakovany veskeré kroky. Organicka
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faze byla vysusena pod dusikem pfi pokojové teploté. VysuSeny lipidovy extrakt byl uskladnén
pii -80 °C az do dne analyzy.

V den analyzy byly vzorky rekonstituovany v ACN/IPA/H20 (65:30:5) obsahujicim 5
mM octanu amonného a 5 ul bylo injikovdno do systému LC-MS.

4.2.4 Necilena lipidomicka analyza

Byla pouzita modifikace metody pro necilenou analyzu lipida, podle diive publikované
prace. Pro chromatografickou separaci lipida byla pouzita kolona Kinetex 2,6um C18 100 A
Column - 150 x 3 mm (Phenomenex, USA). Mobilni faze A byla ACN/H»0 (60:40) a moblini
faze B IPA/ACN (90:10), obé obsahovaly 10 mM octanu amonného (Xuan et al. 2018).

Rychlost prutoku byla 0,26 ml/min. Teplota kolony byla nastavena na 55 °C. Elu¢ni
gradient zacal s 32 % B a byl udrZzovan po dobu 1,5 minuty, pak se linearn¢ zvysil na 85 % B
v 15,5 minuté a poté na 97 % B v 15,6 minuté a byl tak udrzovan po dobu 2,4 min. Gradient
byl vracen zpétna 32 % B v 18,1 min a udrzovéan po dobu 1,9 min, aby se ekvilibrilovala kolona.
Teplota autosampleru byla nastavena na 10 °C (Xuan et al. 2018).

HPLC-MS/MS analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Ultimate 3000
(Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) s vyuzitim hmotnostniho detektoru
s vysokym rozliSenim TripleTOF 5600 (AB Sciex, Ontario, Canada). Hmotnostni spektrometr
pracoval s kapilarnim napétim 3,5 kV v kladném moédu a 3,0 kV v zaporném moéddu. Teplota
kapilary byla nastavena na 300 °C. Normalizovana srazkova energie byla nastavena na 25, 35,
45 eV, v tomto poradi. Rozsah skenovani byl nastaven na 133,4-1000 m/z (Xuan et al. 2018).

4.2.5 Analyza biomarkeru prozanétlivého stavu a oxidacniho stresu

Pro analyzu oxida¢nich biomarker byl vyuzit hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupolem TSQ Vantage (Thermo Scientific, USA) spojeny s kvarterni pumpou Accela 600
(Thermo Scientific, USA) a autosamplerem Accela Open AS (Thermo Scientific, USA).

Pro méfeni derivatizovanych prostanoidi byla pouzita HPLC kolona Gemini C18-NX,
150 x 2,0 mm, 5 um (Phenomenex, USA).

4.3 Zpracovani vysledki a statistickd analyza

4.3.1 SCIEX OS

Pro pseudo cilenou byla vyuZzita data znecilené analyzy. Na zaklad¢ diive
publikovanych praci byly vybrany matecné (Q1l) a dcefiné ionty (Q3) lipidickych latek
signifikantnich u pacientii s diabetem a zadany do softwaru SCIEX OS. Ten na zakladé hmot
Q1 a Q3 vybral data pozadovanych latek z necilené analyzy.

SCIEX OS je software pro hmotnostni spektrometr. Slouzi ke kvantifikaci a
zefektivituje pracovni postupy v LC-MS/MS analyze. Automatiza¢ni nastroje zjednodusuji
manipulaci a snizuji potize s manualni interakci a optimalizaci. Nové proprietarni algoritmy
uSetii znacné mnozstvi Casu pii kontrole dat a zvysi presnost ziskanych vysledkt.
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4.3.2 MarkerView

Lipidy jsou efektivné identifikovany a kvantifikovany v softwaru LipidView. Poté Ize
trendy exprese lipida vizualizovat napfi¢ vSemi biologickymi vzorky pomoci analyzy hlavnich
komponent (PCA) v softwaru MarkerView. Hlavni komponentni variabilni seskupeni sdruzuje
lipidy podle svych podobnych kvantitativnich profili.

Obecny screening vyuzivajici necileny piistup zavisly na datech umoznuje
vyzkumniktim profilovat velké mnozstvi komponent napii¢ vzorky, aby bylo mozné
charakterizovat rozdily. Pomoci vyhleddvani v knihovné nejprve rychle identifikuje metabolity
a poté provede analyzu hlavnich slozek ve vzorcich. Snadno se dé také vyuzit analyza pomoci
t-testu a umoznuje sefadit vyznamné rozdilné metabolity podle hodnoty p.

4.3.3 MetaboAnalyst

MetaboAnalyst je komplexni platforma urcend pro analyzu metabolomickych dat
prostiednictvim wuzivatelsky ptivétivého webového rozhrani. MetaboAnalyst umoziuje
zpracovani nevyhodnocenych MS spekter, komplexni normalizaci dat, statistickou analyzu,
funk¢ni analyzu, metaanalyzu a také integrativni analyzu s dal§imi omickymi daty. Cilem je
umoznit vysoce vykonnou analyzu pro cilenou i necilenou metabolomiku.

MetaboAnalyst v soucasné dobé podporuje analyzu metabolickych drah a vizualizaci
pro 26 modelovych organismil, véetné ¢lovéka, mysi, krysy, kravy, kufete, kvasinek, E. coli.
atd. s vice nez 1600 metabolickymi cestami. Soucasné je schopen analyzovat geny a metabolity,
které jsou predmétem zajmu, v kontextu metabolickych drah.

4.3.4 Statistica

Statistica je analyticky software obsahujici prosttedky pro spravu dat, jejich analyzu,
vizualizaci a vyvoj uzivatelskych aplikaci. Software zahrnuje fadu postupii pro analyzu dat,
spravu dat, vizualizaci dat a dolovani dat; stejné jako rtizné prediktivni modelovani, shlukovani,
klasifikace a prizkumné techniky.

Pro vzajemné srovnavani naméefenych hodnot a hledani statisticky vyznamného rozdilu
mezi potkany kmene Wistar a HHTG byly provedeny testy statistické vyznamnosti. K tomu
vyuzitym statistickym néstrojem byl t-test. Ten lze spolehlivé pouzit, pokud mame dostatecny
pocet vzorkli a ve vysledcich se nevyskytuje pfiliS§ mnoho odlehlych hodnot. Za hranici
statistické vyznamnosti jsme si stanovili p <0,05.
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5 Vysledky

5.1 Lipidomicka analyza

Pti necilené analyze bylo nalezeno znacné mnozstvi features (m/z / RT), pficemz 10 %
znich se vyskytovalo nad hladinou vyznamnosti (p <0,05). Ze souhrnu potencionalné
rozdilnych latek naméfenych pfi necilené analyze byla provedena analyza hlavnich komponent,
ktera prokazala jasnou segregaci danych skupin k sobé. Na obrazku 2 je vidét porovnani
mladych a starych HHTg potkanti (skupina 3+4), oproti kontrolnim mladym a starym potkantim
kmene Wistar (skupina 1+2). Z grafického nazornéni vyplyva, Ze jednotlivei v dané skuping si
jsou podobni a zaroven jsou znatelné rozdily mezi skupinou HHTg a Wistar.
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Obrazek 2: grafické znazornéni segregace kmene HHTg potkant oproti kmeni Wistar

Pti analyze rozlozeni latek ve skupiné (latky jsou vyjadieny v hodnotach m/z) se ukazala
vétsi konzistentnost v zastoupeni jednotlivych latek u kontrolni skipiny (modrd). Zato u skupiny

HHTg (zelend) nebylo slozeni latek tak konzstentni
odchylené hodnoty (Obrazek 3).
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Z potencionalné¢ rozdilovych latek (p<0,05) byla pomoci softwaru MetaboAnalyst
vygenerovana necilend metabolomickd analyza, kterd na zakladé porovnani dat s databazi
vyhodnotila jednotlivé narusené¢ metabolické pochody. Celkové bylo nalezeno 7 vyznamné
narusenych metabolickych cest (obrazek 4). Vzhledem k etiopatogenezi T2DM vyhodnotil
MetaboAnalyst jako narusené metabolické drahy syntézy sfingolipidi, CoA a metabolismus
tyrosinu. Dale vyhodnotil jako vyznamné naruSeny metabolismus xenobiotik, syntézu
ubichinont a glykosaminoglykanu.

Pathway Name Total ¢ Hits (all) ¢ Hits (sig.) ¢ Expected ¢ P-value ¢ GammaP ¢

Pantothenate and CoA biosynthesis 17 0.71551 0.0010393

Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate / dermatan sulfate 8 0.33671

0.0017344

Sphingolipid metabolism 9 0.3788 0.0017344

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis 9 0.3788 0.063978

2w NN o

Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series ral 0.88387

Drug metabolism - other enzymes 27 5 1.1364

| e oo e e

Tyrosine metabolism 42

Obrazek 4: NaruSené metabolické drahy

1.7677

Z dat na$i necilené analyzy jsme vybrali 51 potenciondlné nejsignifikantnéjSich lipida
vzhledem k etiopatogenezi T2DM, piicemz u skupiny HHTg byly signifikantné¢ vyssi hladiny
sfinganinu (graf 7), fosfatidylethanolaminu (graf 6), triacylglycerold (grafy 3, 4, 95),
diacylglycerolu (graf 2) a ceramidu (graf 1) oproti kontrolni skupiné. Skupina HHTg a kontrol
se signifikantné (p <0,05) lisila v hodnotéach 7 lipidii (tabulka 1) z 51 celkové pozorovanych,
coz odpovida 13,7 %. Signifikantni lipidy byly v priméru 1,66krat zvySeny u skupiny HHTg,
coz poukazuje na dyslipidémii u metabolického syndromu.

Primér Primér Poc.plat Poc¢.plat.

Proménna (W) (HHTg) t p (W) (HHTg)
CER38-1 121,20 219,42 | -2,33494 | 0,027538 14 14
DAG40-5 1722,96 3525,57 | -2,17384 | 0,039009 14 14
TG53:1 665,10 1067,51 | -3,59466 | 0,001333 14 14
TG55:2 436,82 726,29 | -2,58903 | 0,015557 14 14
TG56:2 304,98 476,33 | -2,60514 | 0,014991 14 14
PE-O 36:6 58110,36 86564,68 | -2,15742 | 0,040393 14 14
Sphinganine

( d18:09) 13,78 20,09 | -2,17303 | 0,039077 14 14

Tabulka 1: Rozdilov¢ lipidy mezi skupinou HHTg a kontrol

5.1.1 Grafické znazornéni vysledkii méreni

V nasledujicich 7 grafech jsou zndzornény hodnoty vSech lipidd, jejichZ rozdil mezi obéma

skupinami byl statisticky vyznamny (p <0,05). Kazdy graf je nahote opatfen zkratkou pro dany
lipid. Cislo 1 pod grafem znaéi kontrolni skupinu a &islo 2 potkany kmene HHTg. Na svislé ose
jsou uvedeny rozptyly ploch pikti. U vSech grafii je viditelny rozptyl, primér a smérodatna
chyba.
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Graf 1: Krabicovy graf Cer 38:1 (p=0,0275)
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Graf 5: Krabicovy graf TG 56:2 (p=0,0149)
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Graf 4: Krabicovy graf TG 55:2 (p=0,0155)
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Sphinganine (d18:0)
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Graf 8: PC analyza z tabulky 1

5.1.2 Zavér lipidomické analyzy

o Active

Ze ziskanych dat lze vyvodit, ze existuji statisticky vyznamné rozdily v lipidickém
spektru mezi kmenem hereditarné hypertriglyceridemickych potkanti a kmenem potkant
Wistar. V necilené metabolomické analyze byla nalezeny narusené metabolické drahy
smétujici k diabetu. VSechny namétené lipidy, které dosahly hladiny statistické vyznamnosti
(Tabulka 1), byly zvySené ve skupiné s metabolickym syndromem, coz odpovida informacim
z literatury o hyperlipidémii jako rizikovém faktoru inzulinové rezistence. Dané lipidy byly
konzistentné vice zastoupeny u skupiny HHTg (graf 9).
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Graf 9: Segregace jednotlivych komponent z tabulky 1

5.2 Analyza biomarker( oxida¢niho stresu a zanétu

Analyza nasledujicich hodnot (tabulka 2) poukazuje na zvySené hladiny biomarkert
oxida¢niho stresu a prozanétlivého stavu u skupiny s metabolickym syndromem oproti
kontrolni. Signifikantné rozdilné koncentrace biomarkerti oxida¢niho stresu byly nalezeny u
malondialdehydu (graf 10), kde nartst u skupin HHTg primérné ¢inil 123 %, koncentrace 8-
isoprostanu (graf 11) se zvedly o 133 % a u 4-hydroxynonenalu (graf 12) vzrostly koncentrace
u skupiny HHTg 0 159 %. Interleukin 10 (graf 13) byl v stanoven jako vyznamny proti zanétlivy
faktor, vykazoval negativni korelaci se systémovym zanétem a jeho pokles u skupiny HHTg
¢inil 30 %. Jako markery probihajiciho zanétu byly vybrany leukotrien B4 (graf 14) a
interleukin 6, ktery vykazoval signifikantni nartist koncentrace (o 150 %) u HHTg potkant.

Proménna Primér W |Prdmér HHTg |t p Poc.plat W |Po€.plat. HHTg
MDA/ng/g 25,44286 31,27857| -5,6052|0,000007 14 14
8-isoprostane pg/g 26,25000 34,90000| -8,6468|0,000000 14 14
4-hydroxynonenal ng/g | 18,43571 29,33571| -9,3177|0,000000 14 14
IL-6 pg/g 39,61429 58,22857]-10,4306|0,000000 14 14
IL-10 pg/g 58,85714 41,61429| 10,2048(0,000000 14 14
LTB4 pg/g 37,38571 58,42143] -9,8527|0,000000 14 14

Tabulka 2: Rozdily v koncentracich biomarkert zanétti mezi skupinami HHTg a Wistar.

Cilem nésledujicich hodnoceni (tabulka 3, tabulka 4) je prokazat zavislost zmény
koncentrace biomarkert na stafi potkanti. Data vzdy pochazi od stejného kmene potkand. Jednu
skupinu tvofi potkani o stafi 3 mésice a druhou potkani staii 12 mésict. Cilem bude tedy
prokazat, zda majoritni roli v oxidaénim stresu a systémovém zanétu hraje progradujici
metabolicky syndrom nebo stoupajici vék potkana.

V tabulce 3 jsou porovnani mladi potkani kmene Wistar (WY) oproti starym potkantim
kmene Wistar (WO). Hladiny vSech biomarkert oxidac¢niho stresu byly zvySeny vzdy u starsi
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populace potkani z kontrolni skupiny. Koncentrace markerti oxidacniho stresu (grafy 15,
16,17) se u starsi skupiny zvysily o 120 % a reflektovali tak pfirozeny pokles antioxidacni
kapacity organismu. I pfesto, Ze se hladiny zvysily, tak metabolicky syndrom prokazoval vétsi
podil na oxida¢nim poskozeni. Zanétlivy faktor IL-6 (graf 25) se zvysil u starsi skupiny 0 127 %
a vSak hladiny LTB4 nevykazovali vyznamné rozdily mezi mladou a starou populaci. U

c r_w

Koncentrace protizanétlivého IL-10 (graf 18) stouply o 7 % u starsi skupiny.

Proménna Primér WY |Primér WO |t p Poc.plat WY |Po¢€.plat. WO
MDA/ng/g 23,47143| 27,41429|-6,75654|0,000020 7 7
8-isoprostane pg/g 24,28571| 28,21429|-4,73131|0,000487 7 7
4-hydroxynonenal ng/g| 16,00000{ 20,87143|-4,36988(0,000912 7 7
IL-6 pg/g 34,82857| 44,40000]-5,82667|0,000081 7 7
IL-10 pg/g 60,87143| 56,84286| 4,52355|0,000697 7 7
LTB4 pg/g 36,01429| 38,75714|-1,45049|0,172555 7 7

Tabulka 3: Porovnani vlivu v€ku na zménu koncentrace biomarkert u kontrolni skupiny.

Z nasledujicich statistik (Tabulka 4) 1ze vydedukovat, Ze jiz pti vzniklém metabolickém
syndromu hraje vék minimalni roli ve zvyseni hladin biomarkerii. U markerti oxida¢niho stresu
(grafy 19, 20) vysly pouze 2 latky jako statisticky vyznamné a primérny nardst u starsi skupiny

IL-10 (graf 22) poklesl u starsi populace o 21 %.

Proménna Primér HHTgY |Primér HHTgO |t p Po¢.plat HHTgY |Po¢€.plat. HHTgO
MDA/ng/g 28,52857 34,02857|-7,48314|0,000007 7 7
8-isoprostane pg/g 33,70000 36,10000(-1,74994|0,105631 7 7
4-hydroxynonenal ng/g 26,81429 31,85714|-6,56184(0,000027 7 7
IL-6 pg/g 55,65714 60,80000]-4,57483|0,000638 7 7
IL-10 pg/g 46,50000 36,72857| 6,48640(0,000030 7 7
LTB4 pg/g 52,57143 64,27143|-5,74844|0,000092 7 7

Tabulka 4: Porovnani vlivu véku na zménu koncentrace biomarkertt u HHTG potkant
5.2.1 Grafické znazornéni vysledkii méreni biomarkeri

V nasledujicich 14 grafech jsou znazornény hodnoty vSech biomarkert, jejichz rozdil
koncentraci mezi obéma skupinami byl statisticky vyznamny (p <0,05).
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Krabicovy graf : 4-hydroxynonenal ng/g
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Graf 12: Krabicovy graf 4-HNE (HHTg/W)
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Graf 14: Krabicovy graf LTB4 (HHTg/W)
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Graf 13: Krabicovy graf IL-10 (HHTg/W)
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Graf 15: Krabicovy graf MDA (WY/WO)
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Graf 17: Krabicovy graf 4-HNE (WY/WO)
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5.2.2 Vyhodnoceni analyzy biomarkeru

Ze ziskanych dat mizeme prokazat vys$Si prooxidacni i zanétlivy stav u potkanil

s metabolickym syndromem, pficemz vliv metabolického syndromu se zdé byt sté¢zejnim. Vliv

véku je slabsi a méné citlivy vzhledem k oxida¢nimu stresu.
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6 Diskuse
6.1 Lipidomicka analyza

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla zaméfena na sledovani zmén lipidického
spektra mezi skupinou potkanti s metabolickym syndromem a kontrolni zdravou skupinou
potkanti. Ze ziskanych dat lze vyvodit jasnou korelaci mezi progresi metabolického syndromu
smérem k diabetu a zastoupenim specifickych lipidli ve svalové tkani. Dané lipidy se primérné
vyskytovali v 1,66krat vyssich hladinach u skupin HHTg oproti kontrolnim. Jelikoz vysledky
mezi vzorky byly konzistentni, dalo by se uvazovat o zatfazeni danych lipidi mezi biomarkery
nastupujiciho T2DM. Experiment byl proveden na kmeni potkanti s geneticky fixovanou
hypertriglyceridémii. Jelikoz se jedna o neobézni kmen potkanti s inzulinovou rezistenci jsme
schopni odlisit jednotlivé faktory podilejici se na progresi metabolického syndromu od vlivu
obezity. Jak jiz bylo popsano v teoretické ¢asti, ne vzdy je vyskyt metabolického syndromu
spojen s obezitou.

Z pocatku byl experiment zacilen na optimalizaci homogenizace a extrakce, kde jsme
narazili hned na nékolik problémi s pfipravou vzorku, které naruSovaly pfesnost a spravnost
vysledkt. Prvni, na co jsme narazili byl problém se zpracovanim matrice, kdy se vazivova tkan
svalu nechtéla pln€ rozmélnit a kusy svaloviny zistdvaly mezi nozi homogenizéru. Problém
s homogenizaci vzorku jsme vyieSili hlubokym zmrazenim svalové tkané v tekutém dusiku a
naslednym rozdrcenim svalu v tieci misce pomoci keramického tlouc¢ku. Pii homogenizaci bylo
nutné dbat na minimalizaci ztrat vylitnutim vzorku z tfeci misky vlivem zvysSeného tlaku par
nad vrouci kapalinou a pfitlaku tloucku, coz vyvolalo otazku, zda je lepsi brat v zietel pavodni
navazku, nebo vazit vzorek az po homogenizaci v tekutém dusiku. Pfi pfipravé dochézelo
k nerovnomérné kondenzaci vody ze vzduchu i pies perfektné vysusené treci misky, coz
nepiedvidateln¢ zvySovalo navazku vzorku. Ze vzorku jsme tedy vysusSily vodu lyofilizaci a
vztahly pomér hmotnosti k plivodni navazce. Dospéli jsme k zadvéru, ze mensi chyby je
dosazeno pii vyuziti pivodni navazky, ale pouze za predpokladu eliminace ztrat v pribéhu
drceni a prevadéni prasku do zkumavky s metanolem (pfidavek BHT do metanolu zabraiiuje
peroxidaci lipidu).

Extrakei lipidii z bunénych membran Ize umocnit rychlou zménou teploty, tim Ze na chvili
pfemistime vzorek z kapalného dusiku do vodni 14zné€ o teploté 40°C. Pokud se tenhle proces
nékolikrat zopakuje, dojde k popraskani bunéénych membran a tim vyliti jinak chranénych
lipidl pred extrakei z nitra builky do extrakéniho rozpoustédla. K ziskani co nejptfesnéjsSich
lipidomickych vysledkli je nutné dodrzet spravny materidl pouzitého nadobi, ¢imz je
silanizované sklo (nejlepsi varianta) a polypropylen. Jiné druhy plasti mohou na sebe sorbovat
lipidy a také kontaminovat nas vzorek necistotami. Jelikoz metanol a chloroform jsou navzajem
misitelna rozpoustédla je nutny dostatecny piidavek vody. Metanol ma vyssi potencial piejit do
vodné faze a tak se ndm po centrifugaci vytvoii tii vrstvy. Vrchni vrstvu tvoii metanol a voda,
sttedni vrstva je tvofena proteiny svalové tkané, které mohou gelifikovat a spodni
odbéru spodni vrstvy pipetou nechame maly zbytek chloroformu a provedeme reextraci znovu
metanolem a chloroformem. Reextrakce ndm zaruci mensi ztraty pti odbéru vzorku, kdy nesmi
dojit k nabrani proteinové vrstvy. Tak to odseparovana vrstva je vysusena pod dusikem (vytlaci
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vzduch a tim potlaci oxidacni procesy) a rozpusténa v rozpoustédle na analyzu s piidavkem
octanu amonného. Octan amonny ndm umozni tvorbu NH4" adduktd, coZ je nezbytné pro
pseudocilenou analyzu DAG a TAG. Diacylglyceroly i triacylglyceroly tvoii vyhradné NH4"
addukty pii LC-MS analyze.

Z vysledkti necilené metabolomické analyzy jsou patrné naruSené metabolické drahy,
poukazujici na vyvoj metabolického syndromu u HHTg potkanti smérem k diabetu. Vysledky
nam poukézali, na co dalSiho bychom se mohli vramci naseho experimentu zaméfit.
K potencionalné naruSenym metabolickym drahdm software vytipoval rozdilové latky, na které
bude navazovat cilend analyza na LC-QQQ-MS. Zaroven bude provedena cilend analyza na
vytipované latky znecilené¢ analyzy, coz povede k vyvraceni, ¢i potvrzeni ptedchozich
vysledkl. To vSe bude probihat jiz nad rdmec diplomové prace.

V ramci diplomové prace pouze nastinime roli jednotlivych potenciondlné naruSenych
metabolickych drah. Luo et al. (2020) ve své studii zjistili, Ze nizké plazmatické hodnoty
tyrosinu zvysuji riziko diabetické retinopatie u T2DM a zaroven kontrola metabolismu tyrosinu
u takto postizenych pacienti mize vyznamné snizit riziko diabetické retinopatie. U syntézy
sfingolipidi software vyhodnotil jako problematicky komponent sfinganin, ktery se nam
zaroven podafilo statisticky vyhodnotit jako vyznamny. Podle poslednich poznatkl se zda, Ze
sfinganin hraje dtlezitou roli v ochrané bun¢k pied U€inky ceramidii a zadnétlivych citokind.
Narusena draha biosyntézy CoA miuize potlatovat stimulaci PKB a Palmitoyl-CoA, ktery je
prekuzorem pro tvorbu ceramidi. A¢koliv se to na prvni pohled nemusi zdat, chondroitin sulfat
muze hrat dalezitou roli v diabetickém stavu. Chondroitin sulfat patii do skupiny sulfatovanych
polymerti, které hraji zasadni roli v riznych biologickych procesech. V ledvinach jsou ptitomny
v malych, ale vyznamnych mnozZstvich. Obsah chondroitin sulfatu vyznamné poklesl (14 %) u
diabetickych potkanli. Zmény v chondroitin sulfatu mély za nasledek zménu vazebné vlastnosti
ligandu k hlavnim slozkdm extracelularni matrice, jako je kolagen typu IV, laminin a
fibronektin. Tyto zmény by mohly zhorSit stavy, jako je diabetickd nefropatie (Joladarashi et
al. 2011).

Ze statistického vyhodnoceni 51 latek vybranych zpseudocilené analyzy vyslo 7
rozdilovych latek mezi skupinami W a HHTg, coz odpovidalo 13,7 %. Hladiny vSech
rozdilovych lipidt byly vyssi u skupiny HHTg, coz odpovida jak nasim tezim, tak i literatute.

Hladiny ceramidu 38-1 byly u skupin HHTg 1,8krat vyssi oproti kontrolni skupiné.
Nejspise se jedna o ceramid (C18:1, C20:0). Ceramidy s postrannim fetézcem C18:1 byly jiz
diive spojeny s inzulinovou rezistenci a zarovei hraji roli v aktivaci PKC.

Diacylglycerol 40:5 byl u skupiny HHTg zastoupen v 2,1krat vyssi mife. Diacylglyceroly
aktivuji drahu PKC a zda se, Ze hraji svou roli i v inzulinové rezistenci.

Triacylgyceroly (TG53:1, TG55:2, TG56:2) byly u skupin HHTg zvyseny pramérné
1,6krat. Triacylglyceroly jsou spojeny s aterogenimi faktory a podili se na dyslipidémii, ktera
je stézejni pro rozvoj metabolického syndromu.

Velkd skala jednotlivych izomerG a konformaci mastnych kyselin znemoznila
automatickou intergraci piki u nékterych latek. Latky byli identifikovany podle hmotnosti
matecného iontu, jednotlivé izomery vytvofili fadu pikd s téméf identickym fragmentovym
otiskem, ale rozdilnym reten¢nim ¢asem. Reten¢ni Casy liSily na zéklad¢ vazebného mista na
molekule glycerolu a konfiguraci dvojnych vazeb na mastné kyseling, pfi¢emz vyssi retencni
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cas jsme predpokladali u konfigurace cis. Z danych diivodi bylo nutné provést integraci
nékterych pikli manudlné na zékladé¢ retenéniho Casu.

6.2 Vliv metabolického syndromu na hladiny biomarkert

Pfi hodnoceni vlivu metabolického syndromu na zvySeni oxida¢niho stresu a zanétlivé
odpovédi jsme dospéli k zavéru, ze metabolicky syndrom je zodpovédny za kaskadu
zangtlivych reakci a také se podili na zvySené produkci reaktivnich forem kysliku. Veskeré
stanovené biomarkery ve svalové tkdni dokonale reflektovali prooxidacni a prozanétlivy stav
zpisobeny metabolickym syndromem.

Jako biomarker oxida¢niho stresu byl vybran malondialdehyd, 8-isoprostan a 4 -
hydroxynonenal. VSechny tyto latky poukazuji na zvySenou peroxidaci tukii. Malondialdehyd
je asi nejvice studovanym produktem peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin. Tento
aldehyd je vysoce toxickd molekula a mizeme ho povazovat za vice nez jen marker peroxidace
lipidt. Jeho interakce s DNA a proteiny je Casto oznaCovana jako potencidlné mutagenni a
aterogenni. Isoprostany reflektuji peroxidaci mastnych kyselin, pfedevS§im kyseliny
arachidonové. 4-Hydroxynonenal se vyskytuje v disledku peroxidace lipidi indukované
oxida¢nim stres.

Vyuzitymi biomarkery zanétlivé reakce byly interleukiny 6, 10 a leukotrieny B4. Vztah
interleukinu jako biomarkeru byl popsan jiz v teoretické casti. Nase vysledky se shodovaly
s dohledanymi studiemi, kdy prozanétlivy IL-6 byl zvySen u metabolického syndromu a hladiny
zanétlivé mediatory a je schopen také indukovat oxidac¢ni stres.

Vyznamné korelace patogennich markerti byly nalezeny ve spojeni s metabolickym
syndromem. I pfesto, ze vysly vyznamné rozdily mezi mladou a starou populaci potkani, tak
koncentraéni rozdily byly malé a poukazovali na s vékem klesajici antioxida¢ni kapacitu. Proto
1ze vyvodit metabolicky syndrom jako hlavni pfi¢inu oxida¢niho stresu a systémového zanétu.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo prokazat zvySené koncentrace lipoperoxidacnich produkti
pozorovanych pii zhorSené glukozové toleranci u geneticky modifikovanych hereditdrné
hypertriglyceridemickych potkanii. V teoretické Casti byly popsany faktory a mechanismy
vedouci ke vzniku Diabetu mellitus 2. typu. Dale byla popséna tloha jednotlivych lipida

v etiopatogenezi T2DM a s ni 1 vhodny panel biomarkert, jako moznost predikce nastupujiciho
onemocnénti.

e Vexperimentu byly prokdzény zvySené koncentrace lipidi podilejicich se na
lipoperoxidaci a zaroven potkani se zhorSenou glukozovou toleranci byly vystaveny
vétSimu mnozstvi oxidacniho stresu.

e Jako produkt zvySené lipoperoxidace byl naméfen malondialdehyd, 8-isoprostan a 4-
hydroxynonenal. VSechny jmenované latky byly signifikantné zvySeny u potkana
s metabolickym syndromem.

1. T2DM patogeneze koresponduje s koncentra¢nimi hladinami signalnich molekul-
biomarkeri.

e ZvysSend hladina ceramidu u HHTg potkanii zhorSuje inzulinovou aktivitu a aktivuje
drahu PKC. Ceramidy hraji taky dulezitou roli v dysfunkci pankreatickych bunék.

e Zvysené hladiny diacylglyceroli hraji dilezitou roli v inzulinové rezistenci, tim ze
aktivuji drdhu proteinkinazy C. ZvySené hladiny diacylglycerolli se podileji na
zvysenych hladinach reaktiktivnich forem kysliku.

e Biomarkery oxida¢niho stresu a zanétu reflektovali rozvoj metabolického syndromu
smérem k prediabetu.

e Také data z necilené metabolické analyzy poukazovali na naruSené metabolické drahy
vedouci k T2DM

2. Biomarkery reflektujici patogenezi metabolického syndromu a T2DM jsou
obsaZeny v riznych koncentracich v fadé riznych biomatric (tukova tkam,
kosterni sval, plazma, mo¢ atd.).

e Nami namétené signifikantni lipidy byly jiz diive spojeny s inzulinouvou rezistenci,
dyslipidémii a rizikem pro vznik kardiovaskularnich onemocnéni. Triacylglyceroly se
podileji na aterogenezi a dyslipidémii.

e Biomarkery oxidacniho stresu a zanétu reflektovali patogenezi metabolického
syndromu a zarovenn prooxidacni i prozanétlivé markery byly obsaZeny ve vysSich
koncentracich u potkant s indukovanym metabolickym syndromem.
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3. V pribéhu patogeneze T2DM dochazi ke zméné v koncentraci zanétlivych
biomarkeri a biomarkeri oxida¢niho stresu, které jsou indukovany stravou
a stravovacimi navyky.

e Koncentrace biomarkeri oxida¢niho stresu jako je malondialdehyd, 8-isoprostan
a 4-hydroxynonenal piimo reflektovaly prooxidaéni stres indukovany
jednotlivymi komponenty metabolického syndromu. Oxidaéni stres u potkant
se jevil vice indukovany metabolickym syndromem nez staiim hlodavce.

¢ Hladiny biomarkert reflektujicich prozanétlivy stav se vyskytovali ve vétsi mite
u HHTg potkantl, pficemz do prozanétlivych faktord jsme zatadili leukotrien B4
a interleukin 6. Zaroven hladiny protizanétlivého interleukinu 10 byly vyssi u
kontrolni skupiny a mladych potkani.

e V nasem experimentu jsme nezahrnuli dietni vliv na vznik oxida¢niho stresu, ale
z literarni reSerSe vyplyva piima korelace se vys$§im pfijmem mastnych kyselin
a Fruktozy majoritné v podobé.

e Veskera ziskand data pfi méfeni oxidacniho stresu a zanétlivych biomarkera
potvrdily nejnovéjsi poznatky ziskané z literatury i1 naSi hypotézu. Potkani
inklinujici k T2DM trpély oxidacnim stresem a zanéty vice nez zdrava kontrolni
skupina.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu
8-OHdG - 8-hydroxy-2'deoxyguanosin

AGE - produkty pokrocilé glykosylace

AMP — adenosinmonofosfat

AMPK — aktivovana proteinkinaza

apoB — apolipoprotein B

ATP — adenositrifosfat

BHT- butylhydroxytoluen

BMI — body mass index

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CER- ceramid

CRP -C - reaktivni protein

DAG- diacylglycerol

dhCer- dihydroceramidy

DM- diabetes mellitus

eNOs — endoteliarni syntaza oxidu dusnatého
F2-IsoPs — F-2 isoprostan

FA— mastné kyseliny

FFA — volné mastné kyseliny

GADPH- glykolyticky enzym

GFAT- glutamin-fruktosova-6- fosfatova transaminace
GHSR-1a - receptor sekretagogu rlistového hormonu
GSH - redukovany glutathion

GSSH - oxidovany glutathion

H>O> — peroxid vodiku

HBP — hexozaminova biosynteticka draha

HDL - lipoprotein s vysokou hustotou
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Hex— hexadecenal

HHTg- hereditarné hyperglyceridemicky potkan
HOCI - kyselina chlorna

ICHS — ischemicka choroba srdecni

IL — 6 — Interleukin 6

IL-10 — Interleukin- 10

IPA- Isopropylakohol

KVO - kardiovaskularni onemocnéni

LDL — lipoprotein s nizkou hustotou

LOX-1- Lectin-like oxLDL receptor

MDA — malondialdehyd

MetS— metabolicky syndrom

mTOR — mammalian target of rapamycin
NADPH — nikotinamid adenindinukleotid fosfat
NEFA — neesterifikované mastné kyseliny

NO - oxid dusny

NO2 - oxid dusicity

OH" - hydroxylovy radikal

ONOOneradikalni peroxynitrit

OxLDL - oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou
PAI-1 — inhibitor plazminogenového aktivatoru- 1
PCA- analyza hlavnich komponent

PE- fosfoethanolamin

PKA — Proteinkinaza A

PKB — proteinkinaza B

PKC - proteinkinaza C

PON-1 — Paraoxonaza- 1
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RAGE - receptor AGE

RNS - reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

RT- retencni cas

S1P- sfingosin-1-fosfat

SDH- sorbitol dehydrogenaza

SM- sfingomyelin

SOD - superoxiddismutaza

T1DM- diabetes mellitus 1.typu

T2DM - diabetes mellitus 2. typu

TAG- triacylglycerol

TGF-B - rlGstovy faktor angiotensinu |

TNF — o — tumor nektotizujici faktor — o
tPA- tkanovy aktivator plazminogenu

uPA — aktivator plazminogenu urokinazonazového typu
VLDL - lipoprotein s velmi nizkou hustotou

W - potkan kmene Wistar
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1: Navazka svalu

Piiloha 2: Homogenizace svalu za pomoci tloucku



Ptiloha 4: Separace vrstev po centrifugaci
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