Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Alterace krivek glycidovych parametru dle arovni LDL
cholesterolu u ne-diabetickych pacientu

Diplomova prace

Bc. Veronika Voltrova

Skolitel Ing. Vladimir Kron PhD.

Ceské Budgjovice, 2025



Voltrova, V., 2025: Alterace kiivek glycidovych parametrti dle arovni LDL cholesterolu u
ne-diabetickych pacient. [Alterations of curves of glycide metabolism parameters
according to levels of LDL cholesterol in non- diabetics. Mgr. Thesis, in Czech]-53 p.
Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budé&jovice, Czech Republic.

Anotace

This master thesis aims to analyze alterations of glucose-related parameters according to
different levels of LDL cholesterol in non-diabetics. All parameters are evaluated during the
oral glucose tolerance test. The individuals diagnosed with diabetes mellitus, statins
treatment or using supplements that affected the metabolism of fat or glycides were
excluded. The next goal of the thesis is to summarize the available information about the
phenomenon of lipotoxic effect and predict its development in metabolically healthy
individuals.

Prohlaseni

ProhlaSuji, Zze jsem autorem této kvalifikaéni prace a Ze jsem ji vypracovala pouze s
pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroju.

Dale prohlaSuji, Ze jsem ndstroj nebo sluzbu generativni umélé inteligence Microsoft
Designer pouzila v souladu s akademickou etikou za ucelem generovani obrazkd.

V Ceskych Budgjovicich, 16.4.2025. Veronika Voltrova



Podékovani

Dé&kuji svému Skoliteli, panu Ing. Vladimiru Kronovi PhD., za trpélivé vedeni a cenné rady
béhem psani této prace. Dale dekuji svému snoubenci Timovi Anderlemu za nehynouci
podporu nejen ve studijnich zalezitostech. Dékuji své rodin€é za maximalni podporu a
vstticnost béhem celého studia.



Opsah

ToUVO...o ettt et st et e n e snees 1
1.1 Obecné informace 0 HPOProteinech .............cooocvvvviiiiiiiiiiiiiiece e 2
1.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti lipoproteini.................ccccooceriiininiiiininnineecee, 2
LULZ DL oo e e e e a e 3
113 HDL, VLDL, IDL ..ottt sttt st s 5
1.2 LDL cholesterol jako marker zdravotniho rizika...................cccooiiiiiniiniieeeee, 6
2. Metody stanoveni lipoproteini, referencni rozmezi..................ccoccoeceverieniinicenenienienenceee, 7
2.1 Piimé metody stanoveni LDL ...........cc.coooiiiiiiiiiiiiiee et 8
2.2 Friedewaldova formule..............ccoocviiiiiiiiiiiniiiiiec ettt 9
3. LIpotoXicKy €feKE......c..ooimiiiiiii e e e e 10
3.1 Role neesterifikovanych mastnych Kyselin v lipotoxicité................ccccoovervininieninnnene. 10
3.2 Mechanismy lipotoxick€ho efeKtu .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiie e 11
3.3 LDL cholesterol ve vztahu k metabolismu glycidovych parametrii ...............c.ccoccoee.e. 15
3.3.1 LDL cholesterol ve vztahu ke gIUKOZe .............c.coocviriiriiiiiiiiniieeeeeeee e 15
3.3.2 LDL cholesterol ve vztahu K inzulinu...............ccccoceiiniiiniiiiiiiiceeceee e 16
3.3.3 LDL cholesterol ve vztahu K C-peptidu..............ccoceiiriiiiniiiiniiiniieieesiec e 19

G CHLE PIACE ...ttt st s st s r e r e s ne e e ne s 20
5. Materialy @ MeEtOY .........cccoiiiiiiiiiiiiiiieie et st 21
5.1 Vybér analyZovaného SOUDOTU.............ccccoovviiiiiiiiiiiieiccceecee e 21
5.2 Oralni glukozo-tolerancni test, inzulinosenzitivita.................cccooceevveeniiniiniiiniineeneeen, 21
5.3 Zpracovani biologického materidlu..................c.ccooiiiiiiiiiii e, 22
5.4 Rozdéleni a vybér souboru dle zadanych Kritérii................cooooeiiininiiniiieeeen, 22
5.5 Statistickd analyza dat ...............ccoooiviiiiiiii e 23
0. VYSIEAKY ..ottt ettt st sa e st e st e e s be e s bte e s abeesabaeesabe e e baeenabaeebaeenabeenas 25
6.1 Popisné statistiky analyzovanych sKupin...........ccccocceevviiiniiiiniiiinieniccec e 25
6.2. Porovnani glycidovych parametra dle rovn€ LDL ...........cccooiniiiinincninecneeeee, 28
6.2.1 Zmény koncentraci C-peptidu v zavislosti na koncentraci LDL .............cc.ccccccceninennnne 29
6.2.2 Zmény koncentrace inzulinu v zavislosti na irovni LDL............c.cccccoooniininnnne. 31
6.2.3. Zmény koncentrace glukozy dle trovné€ LDL ............cccoccvvievnienniinninniecceceneeen, 33
6.2.4 Zmény indexu HOMA IR v zavislosti na koncentraci LDL ...........c.cccocenininnne. 35

6.3 Porovnani prubéhu stifednich hodnot béhem oGTT dle skupin LDL ........................... 35



ZRratKy: ......coooviiiiiii e 42
| ) LS o 111 ) TP 44



1. Uvod

Dle predikci International Diabetes Federation vzroste pocet jedincii s diabetem do roku
2045 az o 46 %. Celkovy pocet diabetikll je pak odhadovan na 783 miliona lidi. 90 %
diabetikii tvoii osoby s diabetem mellitus 2. typu, ktery je do zna¢né miry ovlivnitelny
zivotnim stylem, nejen z hlediska preventability, ale dilezity je i vliv zivotospravy na

komplikace asociované s touto diagnézou. (International Diabetes Federation, 2025).

Tato diplomova prace se proto zabyva analyzou parametrti asociovanych s glukoézou za
fyziologickych podminek, zaroven hodnoti jejich dynamiku po glukézové zatézi. VSechny
parametry jsou hodnoceny ve vztahu k hodnotam LDL cholesterolu a jeho referenénimu
rozmezi. To umoznuje zaméfit se na vliv zejména rozdilnych hodnot LDL na metabolismus
sacharidli. Vztah mezi lipidovym a sacharidovym metabolismem je pfedmétem védeckého
badani, nicméné dosud nebyl zcela objasnén. Diky hodnoceni unikatni databaze, ktera ¢ita
data vice nez 1800 osob, muze tato diplomova prace poskytnout vhled do zmén
sacharidového metabolismu probihajicich u zdravych jedincl, v zévislosti na riznych
hodnotach LDL cholesterolu. Pozornost je také vénovana lipotoxickému efektu, ktery je
povazovan za komplexni stav zahrnujici n€kolik molekuldrnich mechanizmii, nicméné
z dlouhodobého hlediska muze lipotoxicita negativné ovliviiovat funkci beta bunck

a samotny lipidovy metabolismus.



1.1 Obecné informace o lipoproteinech

Jedna se o makromolekularni komplexy tvofené kombinaci lipidi a specifickych proteint,
které slouzi k transportu lipidi v plazmé. Lipoproteintim 1ze ptifadit charakter micel, kdy
strukturné je pak mozné rozlisit jadro a obal. V lipoproteinovém jadie se nachazi kombinace
esterti cholesterolu, triacylglycerolti a volného cholesterolu v rtizném stechiometrickém
poméru, mezi slouceninami se uplatiuji hydrofobni interakce. Lipoproteinovy obal
obsahuje specifické apolipoproteiny amfipatického charakteru. VétSina apolipoproteint ma
pravdépodobné strukturu Sroubovice, k jejiz stabilizaci dochdzi v lipidovém prostiedi.
Nepolarni ¢ast Sroubovice je orientovana smérem k jadru a uplatiuje se zde interakce
nepolarni ¢asti fetézce mastnych kyselin a aminokyselin apolipoproteini obsahujicich
aromatické jadro. Naopak polarni ¢ast zahrnujici amidy, hydroxylové nebo karboxylové
skupiny, je orientovana smérem ven, stejn¢ jako ,hlava“ lipoproteinti. Zevni Cast je dale

doplnéna volnym cholesterolem. Zjednoduseny model LDL znazornuje obrazek 1.
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Obréazek 1. Model LDL cholesterolu. (upraveno, Cell BioLabs, Inc. Dostupné online.
stazeno 21.10. 2024)

1.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti lipoproteint
K zékladnim fyzikalnim a chemickym vlastnostem lipoproteind, které umoziuji jejich

dé€leni, patii:
e denzita
e elektroforeticka pohyblivost

e chemické sloZeni

PtiCemz plati, Ze ¢im véEtsi denzita Castic, tim mensi je jejich velikost.



Dle denzity lipoproteiny Ize kategorizovat nasledovné:

High-density lipoproteins, lipoproteiny vysoké hustoty (HDL). Jejich zdroj zavisi na
konkrétni podskupin€. Primarni zdroj predstavuji jatra a stfevo, strukturdlné vznikaji

katabolismem chylomikronti a VLDL.

Intermediate-density lipoproteins, lipoproteiny stiedni hustoty (IDL). Zdrojem je
katabolismus VLDLv plazmé¢. Hlavni obsazenou tfidu ptedstavuji v téchto casticich estery

cholesterolu.
Low density lipoproteins, lipoproteiny nizké hustoty (LDL). Vznikaji katabolismem IDL.

Very low-density lipoproteins, lipoproteiny velmi nizké hustoty (VLDL). Primarné se tyto

¢astice nachazeji v jatrech. (Zima, 2013)

Specifickou kategorii jsou pak chylomikrony, ¢astice bohaté na triacylglyceroly, které se
objevuji postprandidlné. Klicovy je obsah apolipoproteinu Bss (ApoBasg). Pravé tato
komponenta umoziiuje chylomikroniim vstup do lymfatického systému, ktery se tak stava

nezbytnou soucast metabolizmu téchto ¢astic. (Masopust, 1998)

Elektroforeticka pohyblivost zavisi na velikosti a slozeni Castice, ddle také na naboji
povrchovych apolipoproteini a jeho zménéach. Anomalie v elektroforetické pohyblivosti
mohou vypovidat naptiklad o geneticky podminénych patologickych stavech (napt. nalez

B-VLDL, putujicich stejné rychle jako LDL, u familiarni hypercholesterolémie typu III).

Z hlediska chemického sloZeni miZe byt vétSina tfid lipoproteinti klasifikovana do riiznych
podskupin. Diky funkci cholesterol ester transfer proteinu (CETP) lze nalézt ve slozeni
mastnych kyselin v jednotlivych sloucCenindch nejvétsi podobnost mezi HDL a LDL

¢asticemi. (Zima, 2013)
NiZe jsou stru¢né predstaveny jednotlivé tfidy lipoproteini, s dirazem na LDL cholesterol.

1.1.2 LDL

Ttidu lipoproteinli o nizké hustoté 1ze rozd¢lit na zakladé hustoty a velikosti do nékolika

frakci, jejichz ptehled uvadi tabulka cislo 1.



Tabulka ¢islo 1. Prehled subfrakci LDL. (podle Zima, 2013).

Subfrakce LDL Velikost (nm) Hustota (g/ml)

| 27,5-26 1,025-1,034
II 26-25,5 1,034-1,044
11X 25,5-24,2 1,038-1,050
IV 24,2-21,8 1,048-1,065

Ttidy III a IV se souhrnné oznacuji jako small dense LDL (sd LDL). Jejich zvysenou
koncentraci Ize nalézt naptiklad u diabetické dyslipidémie, kli€¢ové je pak jejich stanoveni

u specifickych syndromit souvisejicich s poruchami metabolismu cholesterolu. (Zima,

2013).

Tvorba sd LDL vychazi ze sekrece VLDL; jatry za situace, kdy je zvySena hladina
triacylglycerolt nad 1,5 mmol/l (Griffin et al. 1994). Naopak, pfi niz§ich hladinach dochéazi
k syntéze stfedné velkych LDL c¢astic (subfrakce II), které predstavuji pravdépodobné
nejefektivnéjsi subfrakci pro vazbu na LDL receptory. (Lund-Katz et al. 1998)

Pravé receptory LDL cholesterolu pfedstavuji rozhodujici faktor pro naméfené hodnoty
LDL cholesterolu v periferni krvi. Vychytavani LDL cholesterolu svymi receptory ovliviluje
hodnoty LDL vice nez syntéza LDL ¢astic z VLDL (Brown et Goldstein 1986). Za zminku
stoji také farmakologické cileni na LDL receptory v terapii patologického lipidového
profilu. ZvysSena exprese transportéric LDL cholesterolu, konkrétné ABCA1 a ABCGI,
predstavuje mechanismus adaptace na vysoké intrabunéné koncentrace LDL cholesterolu

ve snaze zachovat bunécnou homeostazu (Guevara-Olaya et al., 2022).

Jedinym apolipoproteinem nachdzejicim se v LDL casticich je ApoB100. Jednad se
o glykoprotein s molekulovou hmotnosti pfiblizné 500 tisic daltond a obsahujicim 4536
aminokyselin, pficemZ vazebnd doména pro LDL receptor se nachdzi mezi rezidui na
pozicich 3100-3400 (Morita, 2016). Z hlediska sekundarni struktury Ize rozlisit pét domén:

Bal, B1, a2, B2, a3, pficemz domény oznacené feckym pismenem f jsou kli€ovym mistem



pro silnou airreverzibilni vazbu ApoB100 k lipidovému jadru (Blasiole et al. 2007).
Apoliprotein B méa kromé izoformy ApoB100 jesté druhou izoformu, ApoB48, ktera se
vyskytuje v chylomikronech a jejich remnantech, tzn. syntéza ApoB48 probihd v tenkém
stteve, zatimco ApoB100 je syntetizovana v jatrech. Obé tyto formy jsou nicméné kédovany

stejnym genem APOB. (Kounatidis et al. 2024)

1.1.3 HDL, VLDL, IDL

Vzhledem k endogennimu ptivodu LDL je nutno zminit i dalsi tfidy lipoproteinii. Syntéza
VLDL probiha v jatrech. Castice VLDL obsahuji zejména triacylglyceroly piijaté ve stravé.
V jejich jadre Ize nalézt estery cholesterolu, zatimco obal je tvofen volnym cholesterolem,
fosfolipidy a apolipoproteinem B-100. VLDL jsou secernovany do plazmy, kde jsou
hydrolyticky rozstépeny lipoproteinovou lipazou. Tento proces vede ke vzniku ¢astic IDL a
zaroven jsou uvolnény volné mastné kyseliny. Tyto mohou byt vyuzity ihned v zavislosti na
potiebach tkani. Castice IDL jsou &asteéné odbouravany v jatrech, kde existuji receptory
specificky vézajici pouze apolipoprotein E, na rozdil od LDL receptorii, schopnych vazat
jak apolipoprotein B, tak i apolipoprotein E. Zhruba polovina pivodniho mnozstvi IDL je

vyuzita pro syntézu LDL c¢astic.

Syntéza VLDL

Lipoproteinova lipaza

o

LDL receptor
v jatrech

St&peni MK

Obrazek 2. ZjednoduSené schéma vztahu mezi VLDL, IDL a LDL (vytvofeno s editorem
Microsoft Designer. Voltrova, stazeno 21.10.2024).

HDL castice hraji klicovou roli v procesu oznaCovaném jako reverzni transport
cholesterolu. Tento termin oznacuje posloupnost dé&ji, pocinajici uvolnénim cholesterolu
z membrany bunlky pfi jejim zaniku a nasledné vazba cholesterolu na ¢astice HDL v plazmé.
V poslednich dvou krocich je pak zajistén transport cholesterolu na HDL ¢asticich do jater

a jeho odstranéni.



Samotné HDL produkuji buniky tenkého stieva. Tyto ¢astice maji diskovity tvar a oznacuji
se jako nascentni. Zarovenn mohou vznikat pfi katabolismu chylomikronti a VLDL. Ve
slozeni dominuji z lipidového spektra volny cholesterol a fosfolipidy, z apolipoproteinti

pievazuji apolipoproteiny A (ApoA-II, ApoA-I), (Svacina, 2010).

1.2 LDL cholesterol jako marker zdravotniho rizika

Vysledky epidemiologickych i intervenc¢nich studii, Citajici statisice ucastnikli, pfinéaseji
jasné vysledky o vlivu a vyznamu stanoveni LDL cholesterolu. Kli¢ovym divodem pro
pravidelné sledovani hodnot LDL cholesterolu v ramci prevence je fakt, ze ¢im diive je
zachycen ndlez zvySenych hodnot, tim dfive lze snizit negativni vliv LDL cholesterolu na
cévni sténu. (Ceska, 2021) LDL cholesterol totiz piedstavuje kli¢ovy parametr, zahrnuty

v tabulkdch SCORE, slouzici k predikci budouciho rizika kardiovaskuldrnich piihod.

Rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni popisuje obrazek 3.

Psychosocialni
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Diabetes

Hypertenze mellitus

Abdominalni
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Zivota

Obrazek 3. Rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni (vytvofeno s editorem

Microsoft Designer. Voltrova, stazeno 21.10.2024).

Zaroven se jednd o cilovy ukazatel v managementu dyslipidémii, rozhodujici o
farmakologické 1é¢bé na bazi statinii. Dilezity je také vyznam tohoto markeru v diagnostice
familiarni hypercholesterolémie. Vzhledem k uZivani riiznych piistupt ke stanoveni LDL

cholesterolu, jak bude popsano nize, je pti dlouhodobém sledovani hodnot LDL cholesterolu



nezbytné provadét stanoveni tohoto parametru a jeho piipadnych zmén u daného pacienta

vzdy ve stejném zafizeni. (Soska, 2022)

LDL cholesterol ovlivituje komponenty zapojené do regulacniho renin-angiotenzin systému
(RAS). Nadmeérna aktivita tohoto systému vede ke zvySené expresi angiotenzin II receptoru
typu 1 (AT1R). Exprese tohoto receptoru roste zaroven se zvySujici se koncentraci LDL
cholesterolu. Tento stav miize piedstavovat pocatek kaskady vedouci v kombinaci se
zanétem k endotelidlni dysfunkci, oxidativnimu stresu a angiogenezi. Existuje vSak
kompenzacni mechanismus, zajistén karboxypeptidazou ACE2, ktera hydrolyzuje
angiotenzin II. Produkce ACE2 koresponduje s poklesem koncentrace proteinu HNF1a,
ktera je zavisla na rostouci koncentraci LDL cholesterolu. Priméarnim regulatorem ACE2 je
transmembranova serinova protedza 2, jejiz hladina zGstdvd 1 po stimulaci LDL

cholesterolem konstantni. (Guevara-Olaya et al., 2022)

2. Metody stanoveni lipoproteinii, referencni rozmezi

Metody stanoveni lipoproteini zahrnuji metody vyzkumné a referencni, jako ptiklad lze
uvést ultracentrifugaci. Ultracentrifugace pfedstavuje referenéni metodu pro izolaci
jednotlivych tfid lipoproteind, pficemz takto ziskané tiidy lze dale analyzovat a ziskat
kompletni pfehled o chemickém sloZeni jak bilkovinné, tak lipidové slozky. Metodu lze
doplnit o vySetfeni fenotypu velikosti LDL ¢astic. Ultracentrifugaci lze rozdélit na
sekvenéni v izopyknickém prostiedi, nebo jednokrokovou v hustotnim gradientu. Dalsi
metoda, spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR spektroskopie), je cennd pro

zjiSténi koncentraci subfrakei jednotlivych podtiid lipoproteini.

Restriction fragment length polymorfism (RFLP) a isoelektricka fokusace (IEF), metody
pro typizaci variant ApoE se fadi ke specidlnim laboratornim metodam, jejichz t¢elem je
identifikace jedinct se specifickym genotypem pro ApoE. Zaroveil se pomoci téchto metod
provadi diagnostika hyperlipoproteinémie typu III. dle Fredricksona (dale jen HLP III).
Kapilarni plynova chromatografie (CGLC) piedstavuje dalsi metodu dostupnou pro zjisténi
koncentrace mastnych kyselin v lipidovych tfidach. Déale je mozZzné posoudit zastoupeni
sterolll, uplatiiyjici se v diagnostice vzacnych patologii. Molekularné-genetické metody se
uplatnuji ve vyhledavani mutaci v genu pro LDL receptor, kterych je znamo vice nez 900.

(Zima, 2013)

Tabulka c¢islo II. uvadi biologickou variabilitu (intra a interindividudlni) u vybranych

lipoproteind.



Tabulka II. Biologicka variabilita vybranych parametrti. (Westgard database, 2024).

Parametr CVi CVg
(vyS. material)

Cholesterol 5,95 15,3
(sérum)

LDL cholesterol 7,8 20,4
(sérum)

LDL cholesterol, small dense 9.1 20,0
(sérum)

CVi=intraindividualni biologicka variabilita, CVg=interindividudlni biologicka variabilita.

2.1 Pfimé metody stanoveni LDL
Jednd se o postupy, jejichz vysledkem je vznik barevného produktu, ktery je

spektrofotometricky zméfen. Principem téchto metod je zménit relativni reaktivitu
cholesterolu v lipoproteinovych ttidach (Zima, 2013). Coz je zajiSténo pouzitim detergentd,

jak je popséno nize.

Existuje n€kolik analytickych metod stanoveni LDL cholesterolu. Imunoseparacni metody
vyuzivaji latexové kulicky s protilatkami proti apolipoproteinim Al a E. Tim je zajiSténa
izolace LDL od chylomikronti, VLDL a HDL. Homogenni analytické metody zahrnuji
nékolik postupt. Prvni postup pouziva polymerni detergent uvoliujici cholesterol ze vSech
jinych castic nez LDL. Nasleduje reakce s cholesterolesterazou, cholesteroloxidazou,
peroxidazou a 4 aminoantipyrinem. Vznika bezbarvy produkt. Dal$im krokem je uvolnéni
cholesterolu z LDL za pomoci detergentu. Barevného produktu je dosaZeno reakci LDL

cholesterolu s prvnim ¢inidlem a dvojsodnou soli N,N-bis(4-sulfobutyl)-m-toluidinu.

Druhy postup je zaloZen na zablokovani LDL cholesterolu emulgatorem tak, ze nereaguji
s dalSimi ¢inidly. Dalsi lipoproteiny reaguji s cholesterolesterazou, cholesteroloxidazou,
kataldzou a N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxyanilinem. Produkty téchto reakci
jsou bezbarvé. Dalsi ¢inidlo uvolnuje cholesterol z LDL, obsazeny azid sodny inhibuje
katalazu. LDL cholesterol ndsledné¢ reaguje s prvnim Ccinidlem, peroxiddazou a 4-
aminoantipyrinem jiZ obsazenym ve druhém ¢inidle. Vznika barevny produkt. Tteti postup
zacina stabilizaci VLDL a chylomikronii. Stabilizace je zajisténa cyklodextrin sulfatem,
dextran sulfatem a komplexy obsahujicimi hofecnaté ionty. Dale je pfitomna peroxiddza a
sodna stl N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxyanilinu. Nasledné jsou vytvoteny
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micely HDL, chylomikrony a VLDL, ¢imz dochézi k inhibici jejich reakei. LDL cholesterol
reaguje sprvnim Cinidlem  a cholesterolesterazou, cholesteroloxidazou a 4-
aminoantipyrinem za vzniku barevného produktu. Ctvrty postup vyuZivd enzymového
komplexu stabilizujiciho LDL cholesterol. Nejprve reaguje cholesterol ostatnich
lipoproteint za vzniku bezbarvych produkti. Nasledn€ je detergentem uvolnén cholesterol
z LDL, obsazeny azid sodny inhibuje kataldzu. Barevny produkt vznika jakozto vysledek
reakci LDL s cholesterolesterazou, cholesteroloxidazou, katalazou a N-(2-hydroxy-3-

sulfopropyl)-3,5-dimethoxyanilinem, peroxidazou a 4-aminoantipyrinem.

Heterogenni metody zahrnuji nékolik pfistupi. Problém predstavuje oddéleni castic
obsahujicich ApoB. Ten je obsazen jak v LDL, tak VLDL casticich. Heterogenni metody
Casto nevykazuji dostatecné specifické oddéleni téchto castic. Déle dochazi k precipitaci
LDL a stanoveni VLDL a HDL, ke stanoveni LDL dochazi nepfimo. Nezanedbatelnym
problémem je také reakce Cinidel, ktera nebyva rovnhomérna a vede k zahrnuti nezadoucich

ttid lipoproteinti do vysledku. (FONS, stazeno 25.10.2024)

Tabulka III. Shrnuti variaénich koeficientt, celkové chyby a vychyleni jednotlivych metod.

(FONS, 2024)

Metoda Reprodukovatelnost =~ Reprodukovatelnost = VytéZnost
v sérii CV mezi sériemi CV
Imunoseparaéni  12-3 8 % 2,0-5,1 % 96.,4-
97,8 %
Homogenni Reprodukovatelnost Celkové CV Celkova Vychyleni
analyticka v sérii CV chyba
1. postup 0,6-1,5 % 0,8-1,7 % 3.8%  -2,6a20%
2. postup 0,5-1,1 % 1,0-1,4 % 5,9 % -5,0az-2,1 %
3. postup 0,5-1,5 % 1,3-1,9 % 5,8 % -3.4az+8,9%
4. postup 0,6-0,9 % 0,6-1,0 % 15,5% +9,6az+18,0 %

CV=varia¢ni koeficient

2.2 Friedewaldova formule
Jedna se o stanoveni LDL cholesterolu nepfimo, pomoci rovnice ve tvaru:

LDL=TC—%-HDL

kde LDL=low density lipoproteins, TC=total cholesterol, TG=triacylglycerols,
HDL=high density lipoproteins).



Ackoli se jednd o konvencné uzivany, zavedeny zpusob stanoveni LDL-C, jehoz
neoddiskutovatelnou vyhodou je nizkd cena, nelze nezminit situace, které se stavaji

pomérné béznymi, ale znemoziuji pouziti této metody:

e Hodnota triacylglyceroll je vys$si nez 4,5 mmol/l.

e Hodnoty LDL cholesterolu jsou velmi nizké, po piepoctu na mmol/l pod

1,14 mmol/l.

Ve snaze definovat vice odpovidajici a presnéjsi vztah, vznikly v poslednich letech dvé nové
rovnice pro vypocet hodnot LDL: Martin-Hopkinsova a Sampsonova rovnice. Ackoli se
Friedewaldova rovnice jevi jako nejméné adekvatni u osob s velmi nizkymi hodnotami
LDL, ani zbyvajici dvé vySe jmenované rovnice nepiinasi zcela presvédcivé vysledky pro

pouziti v klinické praxi (Benido et al. 2023)

3. Lipotoxicky efekt

Obecné Ize lipotoxicitu definovat jako poSkozeni bunéénych funkci, naptiklad translace
proteinii nebo c¢innost mitochondrii s naslednou bunéfnou smrti v dasledku zvyseni
koncentrace volnych mastnych kyselin (FFA). Kromé né€kolika mechanismi popsanych nize
ptispiva k lipotoxickému efektu také nepomér mezi pfijmem a vyuzitim FFA (Romer et al.,
2021). I ptes studium molekularnich mechanismil lipotoxického efektu se zda, ze jde

o komplexni problém, zahrnujici mnoho biochemickych procesii a metaboliti.

3.1 Role neesterifikovanych mastnych kyselin v lipotoxicité
Neesterifikované mastné kyseliny (NEFA), oznaCované také jako volné mastné kyseliny

(FFA) jsou definovany jako karboxylové kyseliny, pfi¢emz riiznd délka fetézce a pocet

nenasycenych vazeb ovliviiyje toxicky potencial (Lv et al., 2014).

Volné mastné kyseliny predstavuji elementarni komponent pro vznik lipotoxického efektu.
Nize jsou predstaveny zasadni vlastnosti umoznujici hlubsi porozuméni nize popsanym

mechanismim lipotoxicity.

Obecné toxicky potencial mastnych kyselin roste s délkou uhlikového fetézce a klesa
s pfitomnosti dvojnych vazeb (Plotz et al., 2019). Nasycené NEFA, naptiklad palmitat,
slouzi jako prekurzor pro syntézu ceramidii. Palmitoyl-CoA potom slouZi jako aktivovana
forma aktivujici sfingosin kinazu 2, enzym zdsadni pro syntézu ceramidii. Vyzkumy
ukazuji, Ze mononenasycené mastné kyseliny, napfiklad kyselina olejova, neni vyuZzitelna

coby substrat pro syntézu ceramidil a cytotoxicky efekt na buniky je nizsi (Eitel et al., 2002;
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Maedler et al., 2001). Pfijem FFA, které mohou narusit funkci mitochondrii, je zajiStén
nasledovné: FFA jsou aktivovany acyl-CoA, ktery je do mitochondrie transportovan pomoci
enzymu karnitin acyltransferaza I, ktery je klicovy pro lipidovy metabolismus a zajist'ujici
prostup vn¢js$i mitochondridlni membranou. Vstup ptes vnitini membranu je zprostiedkovan
carnitin-acylcarnitin translokazou, nasledn¢ dochazi ke Stépeni na carnitin a acyl-CoA
v mitochondridlni matrix. Acyl-coA je v procesu -oxidace degradovan a vznikaji molekuly
acetyl-CoA a redukcnich ekvivalenti NADH a FADH2 (Talley and Mohiuddin, 2020).
Acetyl-CoA je nasledné¢ vyuzit v cyklu trikarboxylovych kyselin k ziskani dalSich
redukénich ekvivalent. Praveé poruchy v tomto cyklu, zejména pak defekty jednotlivych
enzymd, jsou jednim z dasledki lipotoxického efektu. Nefunguje-li TCA cyklus spravné,

muze dochazet k oslabeni sekrece inzulinu po stimulaci gluk6zou (Romer et al., 2021).

Vliv NEFA na apoptdézu je ovlivnénim dvou proteinti piimo figurujicich v procesu
apoptdzy: prvnim z nich je exprese kaspaz (proapoptotickych protedz), druhym pak redukce

exprese proteinu Bcl2, ktery plisobi naopak ve prospéch preziti buiiky (Lupi et al., 2002).

Uloha NEFA a lipotoxicky efekt se staly piedmétem zajmu jak in vitro, tak in vivo studii.
In vitro studie prezentuji konzistentni vysledky. ZvysSend koncentrace NEFA ma jasné
negativni dopad na beta buiiky pankreatu a vede k jejich apoptoze, a to bez ohledu na
pfitomnost hyperglykémie (u které je predpoklad glukotoxického efektu). In vivo studie tak
jasné zaveéry nepiinaseji. Kratkodobé zvyseni NEFA v plasmé zvysilo nebo nemélo efekt na
sekreci inzulinu. Infuze NEFA trvajici 48-72 hodin zpisobila jak zlepSeni, tak zhorSeni
funkce beta bunék, ptipadné nebyl pozorovan Zzadny efekt. Klicovy je fakt, ze toto plati u
zdravych dobrovolnikl (van Raalte et al., 2010). U obéznich jedincti, pacientii s diagndzou
diabetes mellitus typu 2 a vyskytem diabetes mellitus typu 2 v roding se situace diametralné
li8i. Prolongovana infuze NEFA narusila gluk6zou stimulovanou sekreci inzulinu (Boden et
al., 1999; Kashyap et al.,2003). Vysvétleni spociva pravdépodobné v procesu lipoadaptace,
kdy sekrece inzulinu nereaguje na piitomnost glukozy (Poitout et al.,2008). Tyto procesy se
podili na vzniku dysfunkce beta bun¢k pankreatu a néasledné inzulinové rezistence, ktera

ptredstavuje rizikovy faktor vzniku diabetu mellitus 2. typu. (Romer et al., 2021).

3.2 Mechanismy lipotoxického efektu

K blize studovanym mechanismim lipotoxického efektu patii:

Stres endoplazmatického retikula: oznacuje stav, kdy dochazi k nepoméru mezi syntézou

novych proteint a pozadavkim buriky na jejich vznik. V endoplazmatickém retikulu se tak
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nachazi pfemira Spatné sbalenych proteind. Nachazi-li se v endoplazmatickém retikulu

pfili§ defektnich proteint, je aktivovdna bunécna odpovéd’ na nesbalené nebo Spatné

sbalené proteiny (unfolded protein response, dale UPR). In vitro experimenty vyuzivajici
bunécné linie B-bunék pankreatu poukdzaly na aktivaci signalnich kaskad IRE-1, PERK
a transkripéniho faktoru (ATF6). Cilem je sniZzeni syntézy novych proteinii a degradace

proteinti Spatn¢ sbalenych. Pokud tento krok neni dostacujici, UPR aktivuje drahy vedouci

k apoptoze bunky. Klicové molekuly pro zahéjeni apoptdzy predstavuji protein CHOP
a JNK kinaza. (vanRaalte, 2010)
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Obrézek 4. Mechanismy UPR. (upraveno podle Li et al., 2011, stazeno 30.10.2024)

Vliv LDL cholesterolu na aktivaci UPR byl popsan v roce 2022. V beta buiikéch pankreatu
byla vlivem LDL cholesterolu detekovana translokace transkripénich faktor XBP1
a CHOP, néasledkem cehoz je aktivovana kaskdda IRE-1 a PERK. Diale byla LDL
cholesterolem indukovana exprese cyklooxygenazy 2 (COX-2) a prozanétlivé 11-6 a NF-kB.

Pritomnost zanétlivé odpovédi vSak nesnizila Zivotaschopnost bunék. Dlouhotrvajici,

wrwe

zdravotnich komplikaci (Guevara-Olaya et al., 2022).
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Detailni mechanismus, jakym chronické zvySeni neesterifikovanych mastnych kyselin
aktivuje stres endoplazmatického retikula, neni zndm. Byla vyslovena teorie, ze zvySeni
NEFA snizuje zasoby vapenatych iontii, ¢imz dochazi ke snizeni kapacity ER pro spravné

sbaleni proteinti (Cunha et al., 2008).

Do jaké miry se stres endoplazmatického retikula, jakozto néasledek samotného zvyseni
NEFA uplatiiuje u lidi, neni jasné. Elektronova mikroskopie ukazala u beta bun¢k pankreatu
pacientli s diabetem mellitus typu 2 jak zvySeni ukazatelll stresu endoplazmatického
retikula, tak zapojeni apoptotickych drah, na rozdil od nediabetickych kontrol. Problém pro
interpretaci predstavuje vyskyt hyperglykemickych stavii u diabetikli. Samotna

hyperglykémie mize vést ke stresu endoplazmatického retikula (Bachar et al., 2009).

Oxidacni stres a mitochondriilni dysfunkce: oxidacni stres vznikd pfi dlouhodobé
nerovnovaze mezi produkci reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) a antioxidanty.
Mitochondrie jsou nejen zdrojem ROS, ale také piedstavuji hlavni cil téchto molekul. Mtize
dochazet k poskozeni mitochondridlni DNA a defektim membranovych proteini
nezbytnych ke spravnému fungovani mitochondrie. Dysfunkéni mitochondrie nejsou

schopny vytvéaret dostate¢né mnozstvi ATP. (vanRaalte, 2010)

Role oxidaéniho stresu a mitochondrialni dysfunkce pfti uplatnéni lipotoxického efektu je
patrna zejména u beta bun¢k pankreatu. Tyto buiiky disponuji pouze omezenym mnoZstvim
antioxidaénich enzymt, proto je role oxida¢niho stresu a mitochondrialni dysfunkce

kli¢ovym aspektem zasahujicim do regulace procesu glukozy stimulované sekrece inzulinu.

Syntéza ceramidii. Ceramidy zasahuji do mnoha fazi bunééného cyklu, od proliferace pies
rust bunky az po apoptozu (Maedler et al., 2001). Mohou narusit jak inzulinovou senzitivitu,
fosforylaci inzulin receptor substratu (dale jen IRS-1), tak samotnou expresi inzulinu
(Romer et al.,, 2021). Dulsledkem je imitochondridlni dysfunkce: naruseni acetylace
proteind kli¢ovych pro metabolismus mitochondrie. Mize dojit k inhibici komplexu III
elektron-transportniho fetézce a sniZeni potencidlu na mitochondridlni membrané
(Wehinger et al., 2015). Zarovent mohou ceramidy zvySovat oxida¢ni stres bunky, a to pres
ovlivnéni inducibilni syntdzy oxidu dusnatého (Lee et al., 2013) a NADPH oxidazy 2
produkujici superoxid (Li et al., 2017).

Ovlivnéni FeS Klastru. FeS klastry vznikaji drahou oznacovanou jako iron-sulfur cluster
assembly machinery (ISC), (Stehling et al., 2014). Tato drdha obsahuje vice nez 18 proteind,

zodpovédnych za tvorbu, ptenos a inkorporaci FeS klastr do apolipoproteint (Braymer and
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Lill, 2017). FeS klastry se uplatiiuji v mnoha procesech: klicovy je jejich obsah
v komplexech I, II a III dychaciho fetézce, dale existuji enzymy obsahujici FeS klastry,
slouzici jako senzory molekul kysliku. FeS klastry se také uplatiiuji pfi genové expresi
a v metabolismu lipidi (Romer et al., 2021). Vzhledem k vyznamu mitochondridlni
dysfunkce jakozto jednoho z mechanismu lipotoxického efektu je na misté zminit vyznam
enzymu akonitdza. Tento enzym ma riznou funkci v zavislosti na umisténi: mitochondrialni
akonitaza je soucasti TCA cyklu, zatimco cytosolicka akonitaza se podili na homeostaze
zeleza. Z anglického oznaceni iron regulatory protein 1 pochdzi jeji zkratka IRP1 (Rouault,
20006). V ptipad¢ deficitu zeleza, IRP1 vaze IRE (iron regulatory element) a tim umoznuje
mitochondrii zvySeny piijem Fe. Tento mechanismus je evolucné konzervovan a lze jej
situaci, a to nadbytecnému piijmu Fe, dochazi v kombinaci kyslikovymi radikaly ke
spusténi neapoptotickych drah vedoucich ke smrti buiiky a znamych jako feroptdza (Dixon
et al., 2012). Tomuto stavu mulze zabraiovat enzym glutathion peroxidaza 4 (GPx 4),
pusobici v glutathion-dependentnich reakcich. Problémem je vycerpani glutathionu
mastnymi kyselinami, které pfispivaji k pfeméné glutathionu na glutathion disulfid, ¢imz
dochazi ke ztrate protektivnich vlastnosti glutathionu (Xu et al., 2017). Obrazek nize shrnuje

dréhy souvisejici s obsahem Zeleza v bufice a volnymi mastnymi kyselinami.

I& Fe u Fe
IRP1+IRE  m—
Feroptoza _ GPx4
pfijem Fe
_) mitochondrii
ROS
FFA

Obrazek 5. Zjednodusené schéma drah souvisejicich s metabolismem Fe a mastnymi

kyselinami. (Voltrova, 2024).

Ve vztahu k apolipoproteintim je kli€ova pfitomnost proteinu glutaredoxin 5, ktery je
soucasti ISC drahy a zajiStuje transport a inkorporaci FeS klastrii do apolipoproteintl.

Experimentalné bylo zjiSténo, Ze volné mastné kyseliny vyvolavaji deficit tohoto proteinu
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(Petry et al., 2018). Nasledkem tohoto stavu dochazi k poruchdm metabolismu mitochondrii
ato v disledku naruseni funkce TCA cyklu a komplext I az Il dychaciho fetézce. Feroptdza
muze piedstavovat pocatecni stimul pro zhorSeni funkce beta bun¢k pankreatu projevujicim
se snizenou sekreci inzulinu. Jsou dokumentovany ptipady mutace glutaredoxinu 5, které
se projevily rozvojem onemocnéni diabetes mellitus, feroptdézou a Spatnou funkci enzymi

(Camaschella et al., 2007).

3.3 LDL cholesterol ve vztahu k metabolismu glycidovych parametri
Cilem jednotlivych podkapitol je pfiblizit parametry glycidového metabolismu: glukézu,

inzulin a C-peptid. Jejich hodnoty byly méfeny v prubéhu ordlniho gluk6zo-tolerancniho
testu (oGTT). Nasledujici podkapitola uvadi studie vyuzivajici podobnou metodiku, jako
tato diplomova prace. Cilem je poskytnout vhled do praktické ¢asti diplomové prace, ktera

se vénuje analyze vySe uvedenych parametrii ve vztahu k hodnotam LDL cholesterolu.

Déale je na zadatek vhodné uvést, Ze slinivka bfiSni komunikuje s riznymi tkdnémi
prostiednictvim extracelularnich vezikult. Extracelularni vezikuly pfedstavuji heterogenni
skupinu, do které lze zafadit exozomy nebo mikrovezikuly. Spole¢nou charakteristikou
vezikult je lipidova dvouvrstva na povrchu. Dojde-li ke zméné tkanového mikroprostiedi,
je stimulovéna sekrece a zarovenl se méni obsah téchto vezikuld, které mohou byt
produkovany raznymi bunkami. Disledkem muaze dochazet ke zvysSeni krevniho tlaku,
inzulinové rezistenci a manifestaci metabolického syndromu. Je zndmy vliv
extracelularnich vezikuldi produkovanych hepatocyty na beta buniky pankreatu: ovliviiuji
jejich proliferaci, ddle komunikace mezi pankreatem a hepatocyty predstavuje vyznamny

krok v regulaci systémového metabolismu (Guevara-Olaya et al., 2022).

3.3.1 LDL cholesterol ve vztahu ke glukoze

Z hlediska syntézy LDL cholesterolu dochéazi k propojeni s gluk6zovym metabolismem
pres acetyl koenzym A (acetyl-CoA), pficemz tato latka predstavuje substrat pro endogenni
syntézu cholesterolu (Xiao et al., 2022). Enzym $tépici citrat na acetyl-CoA a oxaloacetat,
ATP-citrat-(pro-S)-lyaza (ACL), byl identifikovéan jakoZto novy terapeuticky cil pro sniZeni
hladin cholesterolu (Pinkosky et al., 2016). Latka schopna inhibice exprese ACL je kyselina
bempedova, zajist'ujici signifikantni pokles hladin LDL cholesterolu (Laufs et al., 2019).

Dal8i mechanismus, jak Ize snizit hladiny LDL cholesterolu, souvisejici s koncentraci
glukozy v krvi, pfedstavuje zvySeni aktivity enzymu proteinové kinazy aktivované AMP

(AMPK) pomoci metforminu. Metformin snizuje hladinu glukézy v krvi, ¢imz zamezuje
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inhibici exprese AMPK, zplisobenou pravé stavy zvysené glykémie. (Xu et al., 2015)
Hyperglykémie snizuje pomér mezi AMP/ATP a ADP/ATP a nasledné pokles aktivity
AMPK (Salt et al., 1998).

Na zdravych dobrovolnicich, konkrétné studentech do véku 30 let, byly zjistovany zmény
hodnot glykémie a inzulinu béhem oGTT testu a déle jejich lipidovy profil. Pro ucely této
studie byly vyfazeny viechny osoby s poruchou glukézové tolerance. Ugastnici s normalni
glukozovou toleranci byly rozdéleni do Ctyt skupin podle ¢asu testu, ve kterém se glykémie
vratila do hodnot naméfenych na zacatku testu. Bylo zjisténo, Ze u jedinct ve skupiné IV
byli signifikantné¢ vys$i naméfené koncentrace glukdézy a inzulinu v porovnéni se
zbyvajicimi skupinami. Taktéz byly v této skupiné vyznamné vysS§i hodnoty LDL
cholesterolu. Hodnoty parametru AUC se zvySovaly od druhé do ctvrté skupiny a byly tak
parametrem s nejveétsimi pozorovatelnymi zménami, coZ je ale pouze disledek rozde€leni

jedincu, které bylo uvedeno vyse. (Ishigaki et al., 2019)

3.3.2 LDL cholesterol ve vztahu k inzulinu
Sekrece inzulinu, jakoZzto reakce na zvySeni koncentrace glukozy v plazmé, predstavuje

klicovy mechanismus pro udrzeni homeostdzy glycidového metabolismu (Dannecker et al.,
2021). Pokud dojde k vazbé& inzulinu na receptor, je fosforylovan IRS-1. Nasledn& dochazi
k fosforylaci Akt kindzy, ktera je sou€asti phosphatidyl inositol 3 kinazy (PI3K). Vysledkem
je translokace transportéru GLUT 4 na membranu buiiky, ¢imZ je umoZnén prostup glukozy

do vnitiniho prostfedi. (Brault et al., 2014).

Elementarnim krokem v sekreci inzulinu je zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych
iontd. Priichod Ca®" iontti membranou je kontrolovan otevienim napé&tim-izenymi kanaly.
Souvislost mezi volnymi mastnymi kyselinami a Ca?* kanaly je nasledujici: volné mastné
kyseliny jsou do bunky ptfenaSeny pomoci transportéru CD 36 (Clarke et al., 2004), ktery je
hojné€ exprimovan praveé beta buiitkami pankreatu (Ly et al., 2017). Diivodem exprese tohoto
transportéru je pravdépodobné zajisténi potfebné davky energie nezbytné pro metabolismus
buniky. CD 36 preferen¢né vaze mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (Pepino et al., 2014).
Navazanim mastné kyseliny je aktivovana zanétliva odpovéd’, ¢imz dochazi ke zvySeni
oxida¢niho stresu bunky, ktera je tak vnimavéjsi k poskozeni radikdly (Okamura, et al.,
2009). Dal§im moZnym zpisobem, jak prochdzeji mastné kyseliny membranou, je vazba na
receptor sprazeny s G-proteinem 40 (GPR40) (Kristinsson et al., 2017). Tento receptor
aktivuje fosfolipazu C, ta degraduje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat na inositol trifosfat

a diacylglycerol, coz vede k uvolnéni vapenatych iontii (Chen et al., 2020). Doplnéni zasob
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vapenatych iontll je zprostfedkovano aktivaci ER Ca?" ATP4azy (SERCA). Aktivita této
ATPazy mtze byt narusena zvySenou koncentraci FFA, v disledku nedoplnéni vapenatych
iontl je pak znemoznéna stimulovana sekrece inzulinu. Dale dochazi k dysregulaci TCA
cyklu (nasledkem ovlivnéni enzymi vyzadujicich Ca®"), transportu NADH a elektron-

transportniho fetézce (Ly et al., 2020).

i D00 ... Insulin

Obrazek 6. Sekrece inzulinu po vstupu volnych mastnych kyselin do buiiky. (Mancini and

Poitout, 2013)

Piimy vliv LDL cholesterolu na zasoby Ca2” objasnila detailni studie zroku 2022,
dokladajici zavislost exocytézy inzulinu na koncentraci LDL cholesterolu, pficemz
koncentrace vapenatych ionti zlistala zachovana za zvySeni exprese plasma membrane Ca**
ATPase (PMCA1/4) a SERCA 2, dale také NCX-1, exchangeru podilejiciho se na vyméné
Ca’" a Na' iontl. Jednd se o adaptivni mechanismus, zajistujici udrZeni inzulinové
homeostazy (Guevara-Olaya et al., 2022). Nicméné& v rozporu uvadéji autofi studii, ve které
doSlo plsobenim kyseliny palmitové a lipopolysacharidii k proteolytické degradaci

PMCAL1/4 a tim k ovlivnéni Zivotaschopnosti B-bun¢k pankreatu (Acosta-Montaiio et al.,
2019)

Neni znamo, zda existuje pfimy vztah mezi snizenou syntézou cholesterolu a porusenou
funkci vapnikovych kanalt. Byla vyslovena teorie, ze dochéazi ke Spatnému usporadani
lipidovych rafti na membrané bunky nebo zménam konformace nékterych podjednotek
kanal, coz ovliviiuje jejich funkci (Xia et al., 2008). Experimentalné bylo zjiSténo, Ze
endocytdza LDL cholesterolu B-butikami zvySuje mRNA inzulinu a jeho sekreci. Konkrétné
doslo ke zvySeni exprese transkripéniho faktoru PDX-1, coz v kombinaci s lipotoxicitou

muze vést ke stavu zndmému jako hyperinzulinismus (Guevara-Olaya et al., 2022). Tato
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patologie muze byt pti¢inou nealkoholického ztuénéni jater, které u obéznich pacienti vede

k manifestaci klinickych ptiznaka (Kouvari et al., 2022).

Koncentrace inzulinu v plazmé, jak na lacno, tak po stimulaci sekrece, vykazuje Sirokou
inter-individudlni variabilitu. Tu nelze zcela vysvétlit inzulinovou senzitivitou, koncentraci
glukoézy v plazmé nebo stupném obezity (Wagenknecht et al., 2003; Ferrannini et al., 2007).
Zavery studii zkoumajicich vliv lipoproteinii na inzulinovou sekreci jsou znacné
nekonzistentni. Mezi mozna vysvétleni lze zatfadit nejasné rozliSeni mezi NEFA
a lipoproteiny, interference s farmakologickou Ié¢bou, dale také chybéjici méfeni
euglykemicky clamp (Natali et al., 2017). I proto se vySe citovana studie zaméfila na
hodnoceni parametri v ramci oGTT a spojenim s jednotlivymi tfidami lipoproteinti
u zdravych jedinct. U 980 ucastnikii studie bylo méteni uréitych parametri zopakovano po
3,5 letech. Studie vSak nenasla zadny vztah mezi fyziologickymi hodnotami LDL
cholesterolu a inzulinovou sekreci. Pouze vyrazné patologické hodnoty LDL cholesterolu

ovliviiyjici inzulinovou sekreci.

Zda se, ze urcita koncentrace LDL cholesterolu je potiebna k zachovani fyziologickych
funkci inzulinu a jeho signalizace. To naznacuji studie, ve kterych doslo nasledkem sniZeni
hodnot LDL cholesterolu k poruse v regulaci glukézového metabolismu (Chrysant, 2017,
Waters et al., 2014). DalSim mechanismem, ktery pfimo souvisi s hladinou LDL
cholesterolu, je inhibi¢ni efekt na enzym 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-
CoA), zasadni element v syntéze LDL cholesterolu. Je diilezité zminit, Ze efekty statinti se
ve vztahu k inzulinu velmi li$i, zaroven existuji rizikové faktory zvySujici pravdépodobnost

rozvoje diabetu pti 1€cbé statiny. (Chrysant, 2017)

Za zminku stoji studie provedend na nediabetické populaci v Japonsku, zabyvajici se
souvislosti mezi hodnotami inzulinu, inzulinorezistenci a parametry ovliviiujicimi rychlost
pritoku krve. Bylo zjisténo, Ze hodnoty inzulinu na lacno pozitivné koreluji s hodnotami
fibrinogenu, hematokritu a hemoglobinu (Yoshida et al., 2016). Vyznam sniZeni rychlosti
toku krve ve vztahu k inzulinu spo¢ivd v mozném rozvoji inzulinorezistence v disledku
snizeni davky gluk6zy dodané do kosternich svald (Barazzoni et al., 2014). Dojde-li ke
sniZzeni priatoku krve v disledku vazokonstrikce cév vedoucich k beta buiikdm pankreatu,
muZe to zpisobit jejich dysfunkci. To ukazala studie vyuZzivajici RIP-FRK transgenni mysi.

Samotna FRK tyrosin kindza slouzi k transdukci cytotoxického signalu beta bun¢k v reakci
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na cytokiny, nebo streptozocin. Disledkem je zvySena proliferace beta bunék a nabyti jejich
hmoty. U samct transgennich mysi se v€ku Ctyf mésicl rozvinula mirna glukézova
intolerance. Zaroven byla snizena sekrece inzulinu in vivo po stimulaci glukézou. Po
extrakci samotnych ostravka pankreatu se sekrece inzulinu neliSila od zdravych kontrol,
nicméné u transgennich mysi byl pritok krve pfepocten na objem ostrivki nizsi. Zaroven
kapilary transgennich mysi vykazovaly nizsi prisvit, zatimco vaha pankreatu ani télesna
hmotnost nedosahovaly signifikantnich rozdili. Zavérem studie tedy je, Zze dlouhodoba
exprese FRK kinazy mutze vést k abnormalitdm v anatomii cév a snizit pratok krve

slinivkou, coz vede k porucham v sekreci inzulinu. (Annerén et al., 2007)

3.3.3 LDL cholesterol ve vztahu k C-peptidu

Vyznam C-peptidu, coby diagnostického parametru, spo¢iva v rozdilné eliminacni kinetice
ve srovnani s inzulinem. C-peptid neni vychytavan jatry, nybrz je odbouravan v ledvinach.
Ve své studii poukézali na pozitivni souvislost mezi indexy vyuZzivajicimi C-peptid jakoZto
marker pro sekreci a clearance inzulinu a LDL cholesterolem. Naopak, indexy vyuZivajici
métené hodnoty inzulinu vykazovaly zavislost negativni (Dannecker et al., 2021). Prioritné
vznikly studie vyuzivajici hodnoceni C-peptidu jakozto markeru u diabetickych pacientt.
Publikaci zabyvajicich se hodnocenim C-peptidu a dalSich parametrii pro nediabetickou
populaci lze nalézt vyznamné méné. Nicméné byl prokdzan vztah mezi rostoucimi
koncentracemi LDL cholesterolu a C-peptidu (Kron et al., 2021). Studie publikovéna v roce
2016, hodnotici vyznamné mensi mnozstvi dat, zabyvajici se vztahem C-peptidu
k lipidovému profilu zdravych jedinct, dosla k zavéru, Ze existuje korelace mezi C-
peptidem, vékem a LDL cholesterolem, ovS§em pouze u muzi. U Zen tato korelace

pozorovana nebyla (Kulkarni et Patil, 2016).
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4. Cile prace
Diplomova prace si klade tyto cile:
1. Sumarizovat informace na téma vlivu lipoproteinti, zejména LDL, na glycidové
parametry a lipotoxicky efekt.
2. Pomoci vhodné zvolenych statistickych metod a postupi vyhodnotit dynamiku
glycidovych parametrii po glukézové zatézi-oGTT dle trovné LDL cholesterolu.
3. Popsat a vyhodnotit zmény glycidovych parametri v zavislosti na hodnotach LDL

cholesterolu dle referen¢niho rozmezi.
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5. Materialy a metody

5.1 Vybér analyzovaného souboru
Diplomova préace hodnoti klinicka data pacientt, kteti byli klienty ambulance prof. MUDr.

Karla Martinika DrSc. (Institut zdravi profesora MUDr. Karla Martinika, DrSc., Bratfi
Stefanti 410/4, 500 03 Hradec Kralové 3) v letech 2009-2022. Nedoslo k preferenci zadné
socio-ekonomické skupiny. Pracovi§té pfijimalo pacienty zcelé Ceské republiky.
Nezbytnou podminkou pro zatazeni jedince do hodnoceného souboru byl vék v rozmezi 16-

75 let. Ucastnici zahrnuti do vyhodnoceni podepsali pisemny informovany souhlas.

5.2 Oralni glukézo-tolerancni test, inzulinosenzitivita
Prvni vzorek ven6zni krve byl odebran po minimalné 8-hodinovém la¢néni, jakozto soucast

oralniho glukézo-tolera¢niho testu (0GTT). Ten byl proveden dle platné metodiky.

Schéma oGTT
Vypiti roztoku
glukozy Sumarizace naméfenych hodnot-Area glukozy,
?", j'l\ C-peptidu a inzulinu \
;, |
| | I
| | I
0 min 60 min 120 min
1. odbér venodzni 2. Odbér venozni krve. 3.0dbér vendzni
krve na la¢no pro Stanoveni glykémie, krve. Stanoveni
stanoveni glukdzy, C-peptidu a inzulinu glykémie, C-peptidu
C-peptidu a a inzulinu
inzulinu, vypocet
HOMA IR

Obrazek 7. Schéma pribc¢hu oGTT se zaméfenim na analyzované parametry (Voltrova,

2025).

Tabulka ¢islo IV. uvadi rozmezi pro vylouceni/potvrzeni diagnozy diabetu mellitus (DM)

na zékladé€ hodnot glukézy (Glu) namétenych ve 120. minutach testu.
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Tabulka &islo IV. Interpretace oGTT testu (UKBD FN HK, 2024).

Interpretace Vylouéen  PorusSena glukézova Diagnéza
diabetes tolerance diabetu mellitus
mellitus

Hodnota Glukoéza Glukéza >7,8 mmol/l Glukéza >11,1
<7,8 az <11,1 mmol/l mmol/l
mmol/l

Hodnoty glykémie a inzulinu ziskané prvnim odbérem krve byly pouzity k vyhodnoceni
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA IR). Tento index slouzi

k vyhodnoceni inzulinorezistence a rizika vzniku diabetu. Je vypocitan na zéklad€ rovnice:

glukéza x inzulin
22,5

HOMA IR=

kde glukoza je dosazena v jednotkach mmol/l, inzulin v mIU/l. Vyhodnoceni indexu HOMA
IR je vzdy véazano na cut-off hodnotu pro hodnocenou populaci. Ta byla pro Ceskou

republiku stanovena na 3,63 (Horakova et al., 2019).

5.3 Zpracovani biologického materialu
Vzorky krve byly zpracovany pracoviitém Ustavu klinické biochemie a diagnostiky

Fakultni nemocnice Hradec Kralové (www.fnhk.cz/ukbd), pticemz gluk6za byla hodnocena
enzymatickou metodou, C-peptid a inzulin byly méteny ze vzorku krevni plazmy, pro
stanoveni HDL a LDL cholesterolu byly pouZity homogenni metody na automatickych
analyzatorech spolecnosti Roche Diagnostics a Abbott laboratories. Parametr Area pro C-
peptid, inzulin a gluk6zu byl ziskdn souc¢tem namétenych hodnot glycidovych parametrii za
cely oGTT test. Parametr je vyznamny zejména pro inzulin, ktery je také oznacovan jako
total sum of insulin (TSI), spo¢iva ve schopnosti 1épe predikovat riziko prediabetu
v porovnani s indexem HOMA IR. Cut-off hodnota TSI byla stanovena na 535 mikroU/ml.
Tato studie vSak zahrnovala dospivajici jedince s nadvahou, obezitou a morbidni obezitou

(La Valle et al., 2023)

5.4 Rozdéleni a vybér souboru dle zadanych kritérii
Na zékladé referen¢niho rozmezi pro LDL doslo k rozdé€leni analyzovaného souboru do tfi

skupin: skupina s nizkymi hodnotami LDL (LDL <I,2 mmol/l), skupina spadajici do
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referen¢niho rozmezi pro LDL (1,2-3,0 mmol/l) a posledni skupinu tvofi jedinci s LDL>3,0

mmol/l.

Zaroven doslo k vyfazeni probandu s diagnézou diabetu mellitus. Kritériem pro vytazeni
jedince z hodnoceného souboru byla hodnota glykémie na lacno >7,1 mmol/l a hodnota
glykémie vyssi nez 11,1 mmol/l ve 120. minutach. Tabulka ¢islo V. uvadi pocet vytazenych
jedinct v jednotlivych skupinach na zakladé prekrocené hodnoty glukozy ve 120 minutach

testu.

Tabulka ¢islo V. Pocet vytazenych jedincti na zdklad¢ hodnot glukoézy ve 120 minutach

testu.
Celkem 1804 Pocet jedincu | Pocet jedinci
Skupina s Glu>11,1 mmol/l | bez diabetu
ve 120 min (n=1771)
LDL<1,2 mmol/l 19 0 19
LDL 1,2-3,0 mmol/l | 883 9 874
LDL>3,0 mmol/l 902 24 878

Dale byly vyfazeny osoby s indikovanou lécbou hypercholesterolémie, ptipadné osoby

uZzivajici aditiva ovliviiyjici metabolismus lipoproteinti a sacharidi.

5.5 Statisticka analyza dat
Pro prvotni Gpravu databaze bylo vyuzito programu MS Excel. Doslo k vytazeni ptipada

s chybéjicimi ¢i Spatné zapsanymi udaji. Dale probéhla selekce souboru pro analyzu na
zakladé hodnot glukozy dle metodiky popsané vySe. Byly vytvofeny popisné statistiky
zahrnujici minimalni a maximalni hodnotu pro kazdy parametr, dale byly vypocteny
prumérné hodnoty a smeérodatna odchylka. Vysledné hodnoty jsou prezentovany se
zaokrouhlenim na jedno desetinné misto. Doslo k porovnani ziskanych hodnot
s referen¢nim rozmezim pro kazdy parametr. Pfehled referen¢nich rozmezi je zpracovan

v tabulce ¢&islo VI.

Tabulka ¢. VI. Referen¢ni rozmezi pro analyzované parametry. (Metoda Glukoza, Inzulin,

C-peptid. UKBD FN HK)

Parametr Dolni mez referenéniho Horni mez referenéniho
(jednotka) rozmezi rozmezi
Glukéza (mmol/l) 3,9 5,6
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Inzulin (mU/1) 2,5 24,0

C-peptid (pmol/l) 260,0 1730,0
LDL cholesterol 1,2 3,0
(mmol/l)

Vlastni statistické vyhodnoceni dat pak probéhlo za pomoci softwaru STATISTICA 12
firmy Statsoft. Prvnim krokem analyzy bylo ovéfeni normalniho rozdéleni dat. Pro test
distribuce dat byl zvolen Kolmogorov-Smirnov test. Tento test vyvratil norméalni rozd€leni,
proto byl pro zjisténi statisticky vyznamych rozdilli zvolen neparametricky Kruskal-
Wallistiv test. Ten byl proveden pro C-peptid, inzulin a glukéozu métené v 0, 60 a 120
minutach, parametry Area (C-peptid, inzulin, glukéza). Ddle byl analyzovan index HOMA
IR, také pomoci Kruskal-Wallisova testu.
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6. Vysledky

6.1 Popisné statistiky analyzovanych skupin

Tabulka ¢. VII. Popisné statistiky pro LDL<1,2 mmol/l

LDL<1,2 mmol/l

C-peptid (pmol/l)

0 min 60 min 120 min
n 19,0 19,0 19,0
Min 250,0 810,0 1390,0
PrimértSD 652+319,0 2341,5+991,9 3064,9+1099,1
Median 550,0 2290,0 3230,0
Max 1290,0 4170,0 5910,0
Inzulin (mU/l)
0 min 60 min 120 min
Min 2,0 11,2 20,0
PriimérzSD 6,0+4,1 32,7+25,0 62,5+44,6
Median 5,1 20,0 47,6
Max 17,7 95,6 220,9
Glukéza (mmol/l)
0 min 60 min 120 min
Min 4,4 5,9 4,0
PriimérzSD 5,3+0,4 7,9+1,6 5,9+1,1
Median 53 7,6 5,8
Max 5,9 13,3 7,5
AREA
C-peptid Inzulin Glukadza
Min 2720,0 33,2 14,9
PrimérxSD 6058,4+2224,9 101,2+63,7 19,0+2,2
Median 6200,0 67,7 19,3
Max 11100,0 285,5 23,1
Ostatni parametry
vék (roky) LDL (mmol/l) HOMAIR
Min 19,0 0,5 0,5
PrimérSD 34,3+11,5 1,0+0,2 1,4+1,0
Median 35,0 1,1 1,2
Max 54,0 1,2 4,2
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Tabulka ¢. VIII. Popisné statistiky pro LDL 1,2-3,0 mmol/l.

LDL 1,2-3,0 mmol/l

C-peptid (pmol/l)

0 min 60 min 120 min
n 874,0 874,0 874,0
Min 100,0 280,0 176,0
PrimérsSD 713,7£359,9 2315,0+1043,5 2951,6+1127,4
Median 650,0 2200,0 2865,0
Max 2470,0 5810,0 6540,0
Inzulin (mU/1)
0 min 60 min 120 min
Min 1,0 2,0 3,8
PrimérxSD 8,1+6,6 39,3+33,2 64,0+45,7
Median 6,2 30,5 52,0
Max 64,3 224.8 302,8
Glukdza (mmol/l)
0 min 60 min 120 min
Min 3,5 3,1 2,9
PriimérzSD 5,3+0,6 8,1+1,8 6,2t1,4
Median 5,3 8,2 6,0
Max 7,0 16,6 11,0
AREA
C-peptid Inzulin Glukoéza
Min 1280,0 8,0 10,9
Priimér£SD 5980,2+2286,1 111,3+76,4 19,6+3,2
Median 5817,5 89,2 19,5
Max 14350,0 484,6 32,5
Ostatni parametry
vék (roky) LDL (mmol/l) HOMAIR
Min 16,0 1,2 0,2
PrimérzSD  37,8+10,8 2,4+0,4 2,0+1,7
Median 37,0 2,5 1,5
Max 73,0 3,0 16,3
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Tabulka €. IX. Popisné statistiky pro LDL >3,0 mmol/I.

LDL>3,0 mmol/l

C-peptid (pmol/l)

0 min 60 min 120 min
n 878 878 878
Min 100,0 270,0 490,0
Primér£SD 809,1+405,6 2677,1+1160,9 3231,1+1163,6
Median 740,0 2620,0 3161,0
Max 3930,0 8954,0 6460,0
Inzulin (mU/1)
0 min 60 min 120 min
Min 0,9 1,0 2,5
PrimérzSD 9,0+7,1 50,6%47,9 73,9+53,2
Median 7,1 38,0 59,4
Max 88,3 509,3 308,4
Glukdza (mmol/l)
0 min 60 min 120 min
Min 3,6 3,3 3,2
Primér=SD 5,4+0,6 8,5+1,7 6,5+1,5
Median 5,4 8,5 6,4
Max 7,0 15,4 11,0
AREA
C-peptid Inzulin Glukdza
Min 1240,0 5,4 12,2
Priimér£SD 6717,3+2455,1 133,6+95,8 20,5%3,2
Median 6540,0 107,0 20,2
Max 14854,0 644,8 32,1

Ostatni parametry
vék (roky) LDL(mmol/l) HOMAIR

Min 16,0 3,0 0,2
PrimértSD 43,6 +11,1 3,7+0,6 2,2+1,9
Median 43,0 3,6 1,7

Max 75,0 7,2 27,1
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6.2. Porovnani glycidovych parametri dle arovné LDL

Tabulka ¢&.X. Prehled statisticky vyznamnych rozdild zjisténych Kruskal-
Wallisovymi testy pro vybrané parametry.

Zjisténé statistické rozdily testovanych parametra (Kruskal-Wallistv test)

Parametr Skupina LDL (mmol/l)
<1,2 1,2-3,0
C-peptid 0 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,23 <0,001 ***
C-peptid 60 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,70 <0,001***
C-peptid 120 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 1,00 <0,001***
Area C-peptid 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,80 <0,001***
Inzulin 0 min 1,2-3,0 0,32 —
>3,0 0,045* <0,001***
Inzulin 60 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,22 <0,001***
Inzulin 120 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 1,00 <0,001***
Area inzulin 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,35 <0,001***
Glukodza 0 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,77 <0,01**
Glukoéza 60 min 1,2-3,0 0,72 —
>3,0 0,06 <0,001***
Gluké6za 120 min 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,25 <0,001***
Area glukéza 1,2-3,0 1,00 —
>3,0 0,16 <0,001***
HOMA IR 1,2-3,0 0,27 —
>3,0 0,03* <0,001***

*p<0,05; **p<0,01;**p<0,001
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6.2.1 Zmény koncentraci C-peptidu v zavislosti na koncentraci LDL
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Kruskal-vvalis test. Porovnani hodnot C-peptidu v0 min.p<0,05.

Obrazek ¢. 8. Zmény koncentraci C-peptidu v 0 minutach dle trovné¢ LDL
(Kruskall-Wallistav test). Statisticky vyznamny rozdil prokdzan mezi skupinami
LDL 1,2-3,0 mmol/l a LDL>3,0 mmol/l (p<0,001).
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Kruskall-\Wallis test. Porovnani hednot C-peptidu v 80 min.p<0,05.

Obréazek €. 9. Zmény koncentraci C-peptidu v 60 minutach dle irovné LDL
(Kruskal-Wallistiv test). Statisticky vyznamny rozdil je mezi medidny skupin
LDL 1,2-3,0 mmol/l a LDL >3,0 mmol/l (p<0,001).
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Obrazek ¢. 10. Zmény koncentraci C-peptidu ve 120 minutach dle urovné
LDL (Kruskal-Wallistiv test). Statisticky vyznamny rozdil prokazan mezi
LDL 1,2-3,0 mmol/l a LDL>3,0 mmol/l (p<0,001).
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KruskallWallis test. Porovnani hodnot Area C-peptid. p<0,05.

Obrazek €. 11. Zmény parametru Area pro C-peptid (Kruskal-Wallistiv test).
Statisticky vyznamny rozdil prokazan mezi skupinami LDL 1,2-3,0 mmol/l
a>3,0 mmol/l (p<0,001).

U skupiny s LDL >3,0 mmol/l byly zjistény signifikantni rozdily medianovych hodnot ve
srovnani se skupinou LDL 1,2-3,0 mmol/l ve vS§ech métenych Casech i pro parametr Area
C-peptidu. Zajimavé je zjisténi velmi podobnych hodnot medidnu C-peptidu ve

120 minutéach testu u skupin s nizkym a naopak vysokym LDL.
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6.2.2 Zmény koncentrace inzulinu v zavislosti na trovni LDL
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Kruskal-wallis test. Porownani hodnot inzulinu v 0 min. p=0,05.

Obrazek ¢. 12. Zmény koncentraci inzulinu v 0 minutach dle urovné LDL
(Kruskal-Wallistv  test). Signifikantni rozdil (p<0,05) prokdzdn mezi
koncentracemi LDL<1,2 mmol/ a LDL>3,0 mmol/l. Ziroven zjistén
signifikantni rozdil mezi skupinami LDL 1,2-3,0 mmol/l a LDL>3,0 mmol/l
(p<0,001).
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Obrazek ¢. 13. Zmény koncentraci inzulinu v 60 minutach dle arovné LDL
(Kruskal-Wallistiv test). Signifikantni rozdil zde prokdzan pouze mezi
skupinami LDL 1,2-3,0 mmol/l a >3,0 mmol/l (p<0,001).
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Obrazek ¢. 14. Zmény koncentraci inzulinu ve 120 minutidch dle trovné LDL
(Kruskal-Wallisiiv test). Signifikantni rozdil medidnt skupin LDL 1,2-3,0 mmol/l
a LDL> 3,0 mmol/l (p<0,001).
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Obrazek ¢. 15. Zmény parametru Area pro inzulin dle Grovné LDL (Kruskal-
Wallistv test). Statisticky vyznamny rozdil prokdzan opét mezi skupinami LDL
1,2-3,0 mmol/l a >3,0 mmol/I (p<0,001).
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U inzulinu jsou signifikantni rozdily zjiStény na zacatku testu jak ve srovnéani se skupinou
s velmi nizkym LDL, tak se skupinou referen¢niho rozmezi pro LDL. V dal§im prib¢hu
testu byly taktéz zjistény velmi signifikantni rozdily pro median inzulinu mezi stfednimi
a vysokymi hodnotami LDL. Skupina s LDL >3,0 mmol/l vykazuje nejvétsi rozptyl
pozorovanych hodnot, zaroven jsou zde pozorovany nejvyssi naméfené maximalni hodnoty

ve vSech ¢asovych bodech zatézového testu.

6.2.3. Zmény koncentrace glukozy dle urovné LDL
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KruskalH/vallis test Porownani hodnot glukézyv0 min. p=0,05.

Obrazek €. 16. Zmény koncentraci glukozy v ¢ase 0 min v zavislosti na Grovni
LDL (Kruskal-Wallistiv test). Signifikantni rozdil prokdzan mezi skupinami
LDL 1,2-3,0 mmol/l a >3,0 mmol/l.
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Obrazek ¢. 17. Zmény koncentraci glukozy v ¢ase 60 min dle hladiny LDL
(Kruskall-Wallistv test). Signifikantni rozdil prokazan mezi skupinami LDL 1,2-3,0
mmol/l a >3,0 mmol/l.
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Obrazek €. 18. Zmény koncentraci glukézy v ¢ase 120 min dle hladiny LDL
(Kruskal-Wallistiv test). Signifikantni rozdil zjistén mezi skupinami LDL 1,2-
3,0 mmol/l a LDL >3,0 mmol/l (p<0,001).
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Obrazek ¢. 19. Zmény parametru Area pro glukézu dle hladiny LDL (Kruskal-
Wallistv test). Signifikantni rozdil prokdzan mezi skupinami LDL 1,2-3,0 mmol/l
a>3,0 mmol/l.

Kruskal-Wallisovy testy pro glukézu prokdzaly statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami LDL 1,2-3,0 mmol/l a >3,0 mmol/l vcelém pribéhu oGTT, viz vySe

tabulka ¢islo X. V 60 minutach byly pozorovany nejvyssi hodnoty glukézy u skupiny 1,2-

3,0 mmol/l, na rozdil od inzulinu v ¢ase 60 min, kde jsou nejvy$$i maximalni hodnoty

pozorované u hodnot LDL >3,0 mmol/I.

34



6.2.4 Zmény indexu HOMA IR v zavislosti na koncentraci LDL

HOMA IR

0 [ 25%-75%
LDL=1,2 mmol] LDL 1,2-3,0 mmal LDL>3,0 mmal'l I Mlin- Mz

Kruskal-Wiallis test. Porownani hodnet HOMA IR, p=0,05.

Obrazek €. 20. Zmény indexu HOMA IR v zavislosti na hladiné¢ LDL (Kruskal-
Wallistiv test). Signifikantni rozdil prokazan mezi skupinami LDL<1,2 mmol/l a
>3,0 mmol/l (p<0,05) a LDL 1,2-3,0 mmol/l a >3,0 mmol/l (p<0,001).

Signifikantni rozdily Ize nalézt také u parametru inzulinorezistence (parametr HOMA IR).

Parametr HOMA IR dosahuje nejvySSich maximalnich hodnot u skupiny s LDL >3,0

mmol/l, zaroven je zde patrno nejvétsi rozpéti maximalnich hodnot. Byl pozorovan narust

medidnovych hodnot véku s rostouci koncentraci LDL (viz Tabulky €. VII az IX).

6.3 Porovnani prubéhu strednich hodnot béhem oGTT dle skupin LDL

Grafy vytvorené v MS Excel znazornuji rozdily mezi kiivkami jednotlivych parametri

asociovanych s glukézou dle hodnot LDL.

Priibéh medianovych hodnot C-peptidu se zvyrazné

nim signifikantnich r

C-peptid 60 min

ozdilit *p<0,05

P EEE
.
LDL <1,2 mmol/l
----- LDL 1,2-3,0 mmol
«+ @+« LDL>3,0 mmol
C-peptid 120 min
h<0,01:***p<0,001

Obrazek €. 22: Graf pribéhu stfednich hodnot (mediani) C-peptidu béhem
oGTT dle hodnot LDL.
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Obrazek ¢. 23: Graf pribehu stfednich (medidnovych) hodnot inzulinu béhem
oGTT dle hodnot LDL.
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Obrazek ¢. 24: Graf prubéhu primérnych hodnot glukézy béhem oGTT dle
hodnot LDL.

Ve skupiné s LDL <1,2 mmol/l je patrny rGst medianovych hodnot C-peptidu béhem celého
oGTT. Do 60. minuty je ktivka velmi podobna s pribéhem kiivky pro skupinu pattici do
referenéniho rozmezi pro LDL. V prvni hodiné testu vSak dochazi ke zlomu, pfevyseni
hodnoty medianu v porovnani se skupinou LDL 1,2-3,0 mmol/l a ve 120. minuté lze vidét
hodnoty medianu blizké skupiné s vysokym LDL. U kiivky inzulinu je na zacatku testu
prukazny signifikantni rozdil mezi mediany skupin s LDL <1,2 mmol/l a LDL>3,0 mmol/I.
Dale vSak dochézi k oddéleni kiivek pro kazdou skupinu, pfi¢emz pro LDL <1,2 mmol/l je
pozorovatelny nejpomalejsi nartist hodnot inzulinu do prvni hodiny testu, zde je opé€t patrny
zlom a do druhé hodiny testu je nariist hodnot rychlejsi, nez v prvni poloving testu. Stejné
jako v pfipad€ inzulinu, i u glukézové kiivky dochdzi k jejimu oddéleni od kiivek
zbyvajicich skupin do 60. minuty testu. V tomto ¢ase dochazi k dosazeni maximalnich

hodnot glukézy a poklesu na hodnoty blizké glykémii na la¢no. Kfivky inzulinu a glukézy

cvwr
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Ve skupiné s LDL 1,2-3,0 mmol/l 1ze pozorovat nejnizs$i medidn C-peptidu v 60 minutach,
od této chvile ma kiivka zcela samostatny prubéh v porovnani s ostatnimi skupinami
pozorovan linearni, zcela samostatny prub¢h. Glukézova kiivka dosahuje maxima v 60
minutach a poté dochazi k poklesu, stejné jako v ptipadé skupiny s nizkym LDL. Oproti
této skupiné je vSak kiivka glukoézy pro LDL 1,2-3,0 mmol/l strmé&;jsi.

U skupiny s LDL > 3,0 mmol/l pribéh glukézové kiivky opét dosahuje maxima
v 60 minutach a klesa do konce testu, opét jsou pozorovany nejvyssi medidnové hodnoty,
lisici se signifikantn€ od skupiny referencniho rozmezi pro LDL v celém prabéhu testu. Pro
glukézu 1 inzulin je signifikantné rozdilny také parametr Area v porovndni s LDL 1,2-

3,0 mmol/I.

7. Diskuze

Nizké hladiny LDL u zdravych dospélych mohou byt spojeny nejcastéji s mutaci genu
APOB, neni vSak jasné, zda a jaké zdravotni komplikace tento stav ptinasi (Jakubowski
et al. 2021). Zminéna studie zkoumala pouze 9 jedinct, takzZe Ize fici, ze nizké koncentrace
LDL se v populaci vyskytuji vzacné. Tomu odpovidaji i vysledky diplomové prace, kdy do
skupiny s nizkym LDL patiilo pouze 19 osob, jejichz hodnoty glycidovych parametrt
nevykazovaly signifikantni statistické rozdily od skupiny s LDL 1,2-3,0 mmol/l. I vzhledem
k limitovanym moznostem vyzkumu nepatii nizké koncentrace LDL u lidi k pfedmétu

intenzivniho védeckého zajmu a jejich presna pticina dosud neni zcela ovéfena.

Z poslednich let jsou znamy studie, které poukézaly na vyznam méfeni glykémie v prvni
hodiné¢ oGTT testu, jakoZto uZzitecného prediktoru rizika rozvoje diabetu. Manco et al.
analyzovali vysledky oGTT a euglykemického-hyperinzulinemického clampu u 1205 osob
bez historie diabetu a poruSené glukozové tolerance. Bylo zjiSténo, Ze glykémie v prvni
hodin¢ testu ptekracujici 8,95 mmol/l je asociovdna s vyS$§imi hodnotami LDL
(3,1+0,8 mmol/l) a glykémii na la¢no (5,2+0,5) (Manco et al., 2010). V souladu s vysledky,
které jsou prezentovany vysSe se ukazuje, ze skupina s vysokymi hodnotami LDL (3,7+0,6)
je spojena s vySSimi hodnotami la¢né glykémie (5,4+0,6). Dalsi studie publikovand o tii
roky pozdé&ji hodnotila data ptimych pfibuznych diabetikli druhého typu. Celkem 926 osob
bylo rozdéleno do tii skupin na zakladé glukézové tolerance: normalni glukzova tolerance,
porusena glukézova tolerance (IGT, z angl. impaired glucose tolerance) a zvySena glykémie

nalacno (z angl. impaired fasting glucose pochazi zkratka IFG, uZivana dale). U osob
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s normalni glukézovou toleranci, jejichz naméfena glykémie v 60. minuté oGTT testu
ptesahuje hodnotu 8,6 mmol/l (po pfepoftu na tyto jednotky), byly hodnoty LDL
cholesterolu vyssi nez u osob nepiekracujici tuto hodnotu (viz Tabulka cislo XII.).
PrekroCeni vysSe uvedené meze naznaCovalo redukci prvni faze sekrece inzulinu a
inzulinovou senzitivitu srovnatelnou s osobami patfici do skupiny IFG. V porovnani
s osobami s porusenou gluk6zovou toleranci se objevila u téchto osob lepsi funkce beta

bunék. Porovnani vybranych parametr, pfepoctenych na mmol/l, uvadi tabulka ¢islo XII.

Tabulka ¢islo XII. Srovnani stfednich hodnot vybranych parametr mezi skupinami ze

studie Bianchi et al., 2013.

Skupina NGT pod 8,6 NGT nad 8,6 IFG
mmol/l v1. hod mmol/l v1. hod
oGTT oGTT

Pocet 254 179 214

Celkovy cholesterol 5,32 5,43 5,50

LDL cholesterol 3,29 3,52 3,52

NGT=normal glucose tolerance, [IFG=impaired fasting glucose

Autofi poukazuji na soulad vysledki s diive provedenymi studiemi, které byly provedeny
avyuzily stejnou ,,cut-off* hodnotu glukézy v 60. minut¢ oGTT. Protoze je vysoka
pravdépodobnost, ze u doty¢nych osob dojde k rozvoji diabetu, navrhuji autofi uZziti
parametru glukézy métené v prvni hodiné testu jakozto markeru uzite¢ného k identifikaci
téchto osob (Bianchi et al., 2013). V souladu s vySe citovanou studii a pouZitou cut-off pro
glukézu v 1. hoding testu jsou i1 vysledky této diplomové prace: ve skupin€é s LDL >3,0
mmol/l byl median glukozy 8,5 mmol/l. Dvanact let trvajici studie, ve které byl oGTT test
opakovan kazdé dva roky u 5703 participantti, stanovila cut-off pro glukézu v 60 minutach
na 8,0 mmol/l, se 70% senzitivitou a 68% specifitou. Riziko rozvoje diabetu pii piekroceni
této cut-off bylo 2,84x vyssi, pficemz diabetes mellitus se rozvinul u 10,3 % ucastnik,
piiblizné po 6 letech od zacatku studie (Oh et al., 2017). Primémé hodnoty LDL
cholesterolu u osob zahrnutych do této studie byly 3,0+0,9 mmol/l. Stfedni hodnoty vyssi
nez cut-off ur€ena touto studii jsou pozorovany v této diplomové praci nejen u osob
s vysokym LDL (glukéza v 60 min 8,5), tak u osob s hodnotami LDL v referen¢nim
rozmezi (median glukozy v 60 min 8,2). Zde je tfeba zohlednit etnicky ptivod dlouhodobé

prospektivni studie (Asie), stejné jako rozdily ve skladbé stravy a zplisobu zivota.
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Jednoznacény vztah mezi hodnotami glukézy a LDL cholesterolu u nediabetické populace,
s ohledem na predikci diabetu mellitus typu 2, neni jasné definovany. Historicky studie
ukazuji, ze hodnoty LDL cholesterolu se neliS§i mezi diabetiky a zdravymi kontrolami
(Kannel, 1985). Rovnéz Nelson et al. usuzuji, Ze samotny marker-LDL cholesterol neni
dostacujici pro predikei diabetu (Nelson et al., 2017). V poslednich letech byla naopak
publikovana studie naznacujici protektivni vliv LDL cholesterolu u zdravych osob
s hodnotou gluk6zy na lacno mezi 5,6 a 6,1 mmol/l (mirn¢€ poruSena gluk6zova tolerance)
a také osob slacnou hodnotou glykémie mezi 6,1 a 7,00 mmol/l (porusena glukozova
tolerance). Jako rizikovy faktor pro rozvoj diabetu mellitus byl identifikovan celkovy
cholesterol pro osoby i s jen mirné porusenou gluk6zovou toleranci. Mezi dalsi rizikové
faktory patii vyssi veék, nadvaha nebo obezita a vysoky krevni tlak (Han et al. 2020). I zde
je nutno posuzovat vysledky a zjist€éné hodnoty s ohledem na studovanou populaci.
Primérné hodnoty LDL cholesterolu v jednotlivych skupinach dle gluk6zové tolerance vyse

citované publikace uvadi tabulka ¢islo XI.

Tabulka ¢islo XI. Ptehled primérnych hodnot LDL cholesterolu v jednotlivych skupinach
dle la¢né hodnoty glykémie ve studii Han et al., 2020.

Skupina FBG 5.6 mmol/l 6,1 mmol/l
<5,6mmol/l >FBG< <FBG>
6,1 mmol/l 7,00 mmol/l
Sti‘edni 2,7 mmol/l 3,1 mmol/l 3,1 mmol/l

hodnota LDL

cholesterolu

FBG=fasting blood glucose

Na zéklad¢ analyzy vysledkl a guidelines pro hodnoceni gluk6zové tolerance (Tabulka €.
XI.) Ize konstatovat, ze v rdmci diplomové prace jsou hodnocena data osob s normalni

gluk6zovou toleranci, a to bez ohledu na uroveit LDL.

Vyhodnoceni parametru Area inzulinu v této praci, dle metodiky zavedené v préci La Valle
et al. z roku 2023 ukazuje, Ze k pfekroceni cut-off, stanovené na 535 pU/ml, doSlo pouze
u skupiny s vysokym LDL. Maximalni zjiS§ténd hodnota byla 644,8. Median byl vSak pétkrat
nizsi (107 mU/1). Zde je nutno zminit, Ze vySe zminéna cut-off se vztahovala na adolescentni

populaci (La Valle et al., 2023).
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Vyznam stanoveni C-peptidu se v poslednich letech sklofiuje mimo obor diabetologie
v souvislosti se zvySenym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni u zdravych osob. Velmi
aktualni studie provedena ve Svédsku ukazuje na korelaci mezi hodnotami C-peptidu a
apoB (r=0,636), pokud byly z hodnoceni vytazeny osoby s nadvdhou. Pii zahrnuti vSech
zucastnénych osob (n=28), byla dale nalezena korelace mezi C-peptidem a LDL
cholesterolem (r=0,550). Median LDL cholesterolu v této studii byl 2,55, C-peptidu
(méfeny pouze na lacno) 650 pmol/l. Diulezité je zminit, ze se v€k dobrovolniki
analyzovanych v této studii pohyboval mezi 30 az 50 lety. Limitaci je vSak nizky pocet
analyzovanych jedincti (Whisset al., 2025). Téméf stejné medianové hodnoty uvedenych
parametrt byly zjistény v této praci u skupiny s LDL 1,2-3,0 mmol/l (LDL 2,5 mmol/l, C-
peptid 0 min 650,0 mmol/l). U normoglykemickych, obéznich osob byly zjistény vyssi
koncentrace C-peptidu a niz8i inzulinosenzitivita v souvislosti s hodnotami apoB

prekracujicimi 1,14 g/1, tj. 80. percentil (Bissonnette et al., 2015).
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Zavér

Teoreticka Cast prace shrnuje zakladni informace o lipoproteinech a dostupnych metodach
pro jejich stanoveni se zaméfenim na LDL cholesterol. Dale jsou piedstaveny
neesterifikované mastné kyseliny a jejich role ve vzniku lipotoxického efektu. Mezi
molekularni mechanismy lipotoxického efektu, které byly dolozeny védeckymi studiemi,
patii stres endoplazmatického retikula, oxida¢ni stres a mitochondridlni dysfunkce, syntéza
ceramidii a ovlivnéni FeS klastri. Prakticka ¢ast prace hodnoti soubor 1771 jedinct.
Analyzovany byly parametry asociovany s glukézou: C-peptid, inzulin a samotna gluko6za
béhem standardizovaného oGTT. Pro kazdy jmenovany parametr byl hodnocen také
parametr Area. Dale doslo k vyhodnoceni parametru HOMA IR a véku jakozto doplitkového
parametru, stejné jako samotného LDL cholesterolu. Metodika a vysledky této diplomové
prace ukazuji, ze nejvice osob s glykémii >11,1 mmol/l ve 120. minuté testu se nachazelo
ve skupin¢ s LDL nad horni hranici referen¢niho rozmezi. Zaroven je pozorovan narust
medidnovych a maximalnich hodnot indexu HOMA IR. Déle je patrny nardst rozpéti
zjisténych hodnot v pfitomnosti vysokého LDL. Ktivky medidnovych hodnot jednotlivych
parametri ukazuji na patrny odstup skupiny s LDL>3,0 mmol/l smérem k vys$S§im hodnotam
po zatézi glukozou. Tento rozdil byl dokdzan Kruskall-Wallisovymi testy pro kazdy
parametr. Tim je poukdzano na vyznam stanoveni LDL v kombinaci s glycidovymi
parametry po zatéZi gluk6zou. V ndvaznosti na diive provedené studie tato diplomova prace
ukazuje, Zze osoby s hodnotami LDL vy$§i nez 3 mmol/l mohou dosahovat na cut-off
hodnotu glykémie v 60. minutach oGTT, ptedstavujici vyssi riziko vzniku diabetu. Na
zakladé dostupnych poznatkti o mechanismech lipotoxického efektu a vysledkd této
diplomové préce, rozvoj lipotoxického efektu u jedinci s fyziologickym metabolismem

wrwe

LDL >3,0 mmol/I.
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ZKratky:
ACL ATP-citrat-(pro-S)-lyaza

AMPK proteinova kinaza aktivovana AMP
ApoBu4s apolipoprotein Bag

ApoBioo apolipoprotein Bioo

AT1R angiotenzin II receptoru typu 1

ATF6 aktivacni transkrip¢ni faktor 6

CD 36 cluster of differentiation 36

CETP cholesterol ester transfer protein
CGLC Kapilarni plynova chromatografie
COX-2 cyclooxygenaza 2

DM diabetes mellitus

GPR40 receptor sptazeny s G-proteinem 40
GPx 4 glutathion peroxidaza 4

HLP III hyperlipoproteinémie I11
HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
HNF1a hepatocytarni nuklearni faktor 1 alfa
HOMA IR Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance
CHOP C/EBP homologni protein

IDL lipoproteiny sttedni hustoty

LDL lipoproteiny nizké hustoty

LP lipoproteinova lipaza

NEFA neesterifikované mastné kyseliny
NMR nukledrni magneticka rezonance

H>0: peroxid vodiku
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IEF isoelektricka fokusace

IL 6 interleukin 6

ISC iron-sulfur cluster assembly machinery
IRE iron regulatory element

IRE-1 inositol requiring ER to nukleus signal kinase 1
IRP1 iron regulatory protein 1

IRS-1 insulin receptor substrat

JNK c-jun N-terminal kinaza

NF-kB nuklearni faktor kappa B

RFLP Restriction fragment length polymorfism
PDX-1 pancreatic and duodenal homeobox 1
PERK PKR like-ER kinédza

PI3K phosphatidyl inositol 3 kindza

PMCA Plasma membrane Ca** ATPase
SERCA ER Ca*" ATP4za

XBP1 X-box binding protein 1
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