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Abstrakt

Stale stoupajici incidence ischemické choroby srdecni (ICHS) je jednim
z nejvyznamnéjdich zdravotnich problémd soucasné doby v Ceské republice i
celosvétové. Rizikovym faktorem rozvoje ICHS je obezita a diabetes mellitus 2.
typu (DM2T). Metabolismus lipid( je vlivem téchto onemocnéni velmi
ovlivnén, pficemz vyznamnou roli v téchto zméndch hraje i tukova tkan, drive
povaZzovana za pouhé ulozisté energie. Dnes je diskutovana i jako endokrinni
organ a jeji vliv na celotélovy metabolismus je vyznamny. Pro sledovani
metabolismu lipid( je Uéinnym nastrojem lipidomicka analyza, ktera spojuje
vyhody stanoveni velkého mnoZstvi analytli, malého mnoZstvi vzorku a jeho
rychlé pfipravy.

V prvni fazi prace jsem optimalizovala HPLC-MS metodu necilené lipidomické
analyzy vtukové tkani. V dalsi fazi jsem metodu vyuzila pro porovnani
subkutanni a epikardidlni tukové tkané. Na zavér své prace jsem zhodnotila vliv
ICHS a DM2T na lipidovy profil subkutdnni a epikardidlni tukové tkané.

Optimalizace preanalytické faze umoznila analyzu celkem 206 lipidovych
molekul vobou typech tukové tkané. Epikardidlni tukova tkan oproti
subkutanni obsahovala vyssi zastoupeni fosfatidylcholinG (napf. PC(32:0),
PC(32:1), PC(36:4)) a niz8i mnoZstvi triacylglycerold  (napf.
TAG(18:1,18:2,18:1)).

Vysledky naznacuji, Ze velikost lipidovych kapének je v epikardidlni tukové
tkani mensi, coz mlze byt zplsobeno ochranou funkci tkané proti lipotoxicité
v myokardu. ICHS se projevuje mitochondridlni dysfunkci v tukové tkani.
Zmény pozorované v lipidovych molekulach jsou pravdépodobné disledkem
jak mitochondrialni dysfunkce, tak inzulinové rezistence. HPLC-MS metoda je
vhodna pro analyzu lipidovych molekul v tukové tkani. Lipidové profily se lisily
v zavislosti na umisténi tkané v organizmu i na rozvoji onemocnéni u pacienta.



Abstract

The ever-increasing incidence of coronary artery disease (CAD) in Czech
Republic and worldwide is one of the most important health problem today.
Obesity and type 2 diabetes mellitus (DM2T) are risk factors for the
development of CAD. Lipid metabolism is greatly affected by these diseases
and adipose tissue, previously considered a mere energy store, also plays an
important role in these changes. Today adipose tissue is discussed also as an
endocrine organ, which effect whole body metabolism significantly. Lipidomic
analysis is an effective tool for monitoring lipid metabolism. Lipidomics
combines the advantages of determining a large number of analytes and a
small amount of sample and its rapid preparation.

In the first part of study, | optimized the HPLC-MS method of untargeted
lipidomic analysis in adipose tissue. Then, this method was used to compare
subcutaneous and epicardial adipose tissue. Finally, | evaluated the effect of
CAD and DM2T on the lipid profiles of subcutaneous and epicardial adipose
tissues.

Optimization of the pre-analytical phase enabled the analysis of 206 lipid
molecules (in total) in both types of adipose tissue. Compared to subcutaneous
adipose tissue, epicardial adipose tissue contained a higher proportion of
phosphatidylcholines (e.g. PC(32:0), PC(32:1), PC(36:4)) and lower amounts of
triacylglycerols (e.g. TAG(18:1,18:2,18:1)).

The results suggest that the size of lipid droplets is smaller in epicardial adipose
tissue, which may be due to the protection of tissue against lipotoxicity in
myocardium. CAD is manifested by mitochondrial dysfunction in adipose
tissue. During the DM2T development, insulin resistance arises in insulin-
sensitive tissues, including adipose tissue. Changes observed in lipid molecules
are probably consequences of mitochondrial dysfunction and insulin
resistance.

The HPLC-MS method is suitable for the analysis of lipid molecules in adipose
tissue. Lipid profiles varied depending on tissue location and the disease
development in the patient.



Uvod

Ischemicka choroba srdecni (ICHS) je v souCasné dobé jednou z nejcastéjsich
pricin umrti v Ceské republice. Je zplisobenad ucpanim tepen a naslednym
nedostateénym zdsobenim srdeéni tkdné Zivinami a kyslikem 1. Vznik
aterogennich platQ je podporovan pritomnosti subklinického zanétu, ktery
doprovazi metabolicky syndrom véetné diabetes mellitus 2. typu (DM2T) 2.
Mechanismus vzniku aterosklerdzy souvisi s rozvojem endotelidlni dysfunkce.

Metabolismus lipid( je vlivem rozvoje metabolického syndromu a s tim
souvisejici ICHS a DM2T deregulovan. Zmény byly pozorovany predevsim
v plazmé, a to vhladiné volnych mastnych kyselin 3, triacylglycerold* ¢&i
v hladindch fosfolipidd >. Regulace lipidového metabolismu probihd také
prostiednictvim lipoproteinovych ¢astic predevsim LDL.

Dnes uZ neni tukova tkan povazovdna za pouhé ulozisté prebytecné energie,
tepelny izolator ¢i ochranu proti narazim, ale je diskutovana i jako vyznamny
endokrinni organ. Hlavnimi slozkami tukové tkané jsou adipocyty,
stromavaskuldrni buriky, makrofagy, preadipocyty a dalsi elementy 5’
Tukovou tkan délime na bilou a hnédou (pfipadné bézovou). Bilé adipocyty
obsahuji ve své cytoplazmé jednu velkou lipidovou kapénku a malo
mitochondrii 8. V disertani praci se zabyvdm pouze bilou tukovou tkani.
Lipidova kapénka je na svém povrchu tvorena vrstvou fosfolipidd a perifernimi
proteiny, ve svém jadru uchovava TAG, DAG, steroly a estery sterold °.

Tukovou tkan mlzeme délit i podle jejiho umisténi na podkozni a visceralni.
Podkozni, neboli subkutanni tukova tkan (SAT), plni predevsim ochranou a
tepelné izolacni funkci. Visceralni tukova tkan obklopuje v dutiné bfisni organy
napf. jatra nebo srdce. Specidlnim druhem viscerdlni tukové tkané je
epikardialni (ETT), ktera je uloZzena kolem vrcholu levé komory, na sténé pravé
komory, na sinich a na obou pfivéscich, dale mezi visceralni vrstvou perikardu
a myokardem. ETT pini funkci ochranou proti prichodu pulzu arterii,
endokrinni, imunitni a metabolickou. Tkané uloZené v rozdilnych oblastech

organizmu maji rozdilnou endokrinni a biochemickou funkci %11,

6



Necileny pfistup analyzy lipidd je vhodnym nastrojem pro sledovani zmén
v hladinach nékolika stovek lipidovych molekul. Nejc¢astéji se pouzivd pro
objasnéni patogeneze nékterych onemocnéni, sledovani progrese
onemocnéni a vlivu 1é€by 2. V soutasné dobé je uvedeny postup pouzivan pro
analyzu rlGznych biologickych vzorkd napf. plazmy, séra a rlGznych typl
tkdné 1314,

Nejhojnéjsi lipidovou tfidou v tukové tkani jsou acylglyceroly (99 %). lejich
zastoupeni se snizuje u obéznich jedincl na 97 %. Ze skupiny acylglyceroll se
jedna predevsim o triacylglyceroly (TAG), dale diacylglyceroly (DAG) a nejméné
zastoupené jsou monoacylglyceroly (MAG). Zbylé 1-3 % lipid( tukové tkané
tvofi ostatni lipidové tFidy. Profil lipid( v tukové tkani je odlisny v zavislosti na
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umisténi tkané v organizmu *® a muZe byt ovlivnén pritomnosti nékterych

onemocnéni.

V necilené lipidomice se jako nejc¢astéjsi zplsob detekce pouzivd hmotnostni
spektrometr (MS). Limitem tohoto pfistupu je dynamicky rozsah méreni a
muiZe dochazet k potladeni signalu minoritnich lipidovych molekul, tzn.
molekul o velmi nizkych koncentracich. PouZivané metody necilené lipidomiky
jsou proto schopné analyzovat predevsim TAG a DAG. Analyza dalSich
lipidovych tfid se ¢asto potyka s nizkym limitem detekce méreni, avsak pravé
tyto lipidy by potencidlné mohly hrat ddleZitou roli vrozvoji mnohych
onemocnéni napf. ischemické choroby srdeéni °. Separaéni metody nejéastéji
pouzivané v lipidomice jsou vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC,
liquid chromatography), plynova chromatografie (GC, gas chromatography),
superkriticka fluidni chromatografie (SFC, supercritical fluid chromatography)
a kapilarni elektroforéza.



Hypotézy a cile prace

Hypotéza:
1. Lipidomicky profil tukové tkané se lisi v zavislosti na jejim umisténi

2. Zastoupeni lipidd v tukové tkani je ovlivnéno pfitomnosti ischemické
choroby srdecni (ICHS) a diabetes mellitus 2. typu (DM2T).

Cil prace

1. Optimalizovat stanoveni lipidd v tukové tkani necilenou lipidomickou
analyzou vcéetné stanoveni minoritnich lipid(

2. Zjistit rozdily ve sloZeni lipidového spektra v podkozni a epikardidlni tukové
tkani

3. Porovnat vliv ICHS a DM2T na sloZeni lipidl v podkoini a epikardialni
tukové tkané v ramci klinické studie

Materidl a metodika studie

Pfedkladand prace je tvofena tfemi ¢astmi, které se zabyvaji optimalizaci
HPLC-MS metody pro stanoveni lipidového spektra v tukové tkani a jejim
moznym vyufziti v klinické praxi. Schéma pfripravy vzorkd a HPLC-MS analyza
postupu jsou shrnuty na obrazku 1.



Obrazek 1: schéma experimentu

Majoritni lipidy

PHmy néstfik do LC-MS systému
50 mg / \

Falch method . mmmje Analyza dat

methanal:dichlormethan {1:2}
BHT

Minaritni lipidy
]
I
[ = HPLE Agilent 1200 LC system
[e— Colena- Accucore C30
: MS- micrOTOF-G Il
methanol:dichiromathan (1:2) (Bruker Daltanics, USA), ESI

BHT
TLC

Vzorky pacientt

Biologické vzorky byly ziskdny od 44 pacientl, ktefi podstoupili
kardiochirurgickou operaci na pracovisti 1. LF UK a VsSeobecné fakultni
nemocnice v Praze. Pro optimalizaci metody HPLC-MS bylo pouZito 10 vzork
tukové tkané a pro porovnani STT a ETT bylo vyuZito 10 vzorkd od pacientt
s ICHS bez DM2T. Pro porovnani vlivu ICHS a DM2T byli pacienti rozdéleni
nasledovné do ti skupin: 1. skupina 11 pacientl bez ICHS a bez DM2T (ICHS-,
T2DM-), 2. skupina 13 pacient( s ICHS a bez DM2T (ICHS+, T2DM-) a 3. skupina
10 pacienttd s ICHS a DM2T (ICHS+, T2DM+).

Vzorky krve pro zakladni biochemickou analyzu byly odebrany pred
kardiologickou operaci pred zahdjenim anestezie. Vzorky STTa ETT (1 -2 g) pro
lipidomickou analyzu byly odebrany pacientim na zacatku kardiologické
operace po stfedni sternotomii z pfiblizné stejného mista. Vzorky tukové tkané
byly uloZzeny do fosfatového pufru (1 ml, 0,01 M PBS, pH 7,4) nebo RNAlateru
(Qiagen GmbH, Hilden, Némecko) a skladovany pfti -80 °C do doby analyzy.

Extrakce

Tukova tkan byla nejprve homogenizovdna. Lipidy byly extrahovany

z homogenizatu pomoci Folchovi metodou. Po centrifugaci byla spodni vrstva
9



odebrana a rozdélena do dvou podill, které byly odpafeny pod proudem
dusiku.

Prvni podil extraktu byl pouzit pro necilenou lipidomiku. Vysuseny extrakt byl
rozpustén ve smeési propan-2-ol : acetonitril : voda (1:2:1, v/v/v) a 1yl
rozpusténého vzorku byl aplikovan do pfistroje HPLC-MS. Druhy podil extraktu
byl pouZit k stanoveni minoritnich lipidl. K oddéleni majoritnich TAG od
ostatnich lipid( z tukové tkané byla pouzita chromatografie na tenké vrstvé
(TLC).

Vysuseny druhy podil extraktu byl rozpustén ve smési metanol : hexan (2:1,
v/v). TLC deska byla pokryta silikagelem 60 PF 2s4.366. Chromatograficka vana
byla naplnéna smési heptan : dietyléter : kyselina octova (80:20:1, v/v/v)
s 100 pg/ml BHT a 1 hodinu sycena parami mobilni faze.

200 pl rozpusténého extraktu bylo naneseno na desku. Deska byla vloZzena do
chromatografické vany. Po chromatografické separaci byla poloha TAG na
chromatografické desce vizualizovana pomoci UV svétla. Migrace lipidovych
tfid byla uréena pomoci smési lipidovych standard(i (SPLASH® Lipidomix® Mass
Spec Standard). Oblasti silikagelu mimo TAG s dalsimi lipidovymi tfidami
(minoritni lipidy v tukové tkani) byly seskrabnuty a dvakrat extrahovany smési
metanol : hexan (2:1, v/v).

Extrakt byl vysusen proudem dusiku, rozpustén v 300 pl smési propanol-2-ol :
acetonitril : voda (1:2:1, v/v/v) a byl opakované centrifugovan 5 min pfi
15000 rpm. Extrakt byl napipetovan do chromatografické vialky a 15 pl bylo
nastfiknuto do pfistroje HPLC-MS. Paralelné byly pfipraveny slepé vzorky.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

HPLC pfistroj Agilent 1200 LC, (Agilent Technologies, Kalifornie, USA) byl
vybaven kolonou Accucore C30 (150 x 2,1 mm, 2,6 um, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) a temperovan pfi 40 °C. SloZeni mobilni faze A bylo
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nasledujici: 60 % acetonitrii s 10 mM mravenCanem amonnyma 0,1%
kyselinou mravenci. Mobilni faze B byla smés acetonitril : propan-2-ol (1:9, v/v)
s 10 mM mravencanem amonnym a 0,1% kyselinou mravenci.

Mobilni faze protékala rychlosti 0,24 ml/min. Gradient mobilni faze B byl 5 min
30%,2 min30%-43 %, 1,3 min43 % -50%, 11,3 min 50 % - 70 %, 7 min 100
% a 10 min 30 %. Detekce byla pomoci MS micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics,
USA) v pozitivnim i negativnim ionizacnim médu. Rozmezi méfenych hmot bylo
100 - 2000 m/z. Extrakce i méfeni vzork( bylo provadéno v ndhodném poradi.
V méfici sekvenci byly zarazené slepé vzorky. Ziskand data byla zpracovana
pomoci programu DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics, USA), MZmine 2.23.

Data byla statisticky vyhodnocena vicerozmérnymi a jednorozmérnymi
metodami. Signifikantné zménéné piky podle Wilcoxonova rank sum testu
(neparametricky test) byly identifikovany na zakladé presné hmoty,
specifickych fragmentd, hodnoty mSigma a porovnanim retencnich casl se
standardy. Data byla dale korelovana s biochemickymi parametry.

Opakovatelnost nastfiku byla ovéfena pomoci smési standardl (SPLASH®
Lipidomix® Mass Spec Standard), opakovatelnost extrakce, spravnost TLC
pomoci analyzy TAG bez a se separaci, dale byl testovan vliv skladovaciho
média na sloZeni lipid0 v tukové tkani.

Vysledky

Ovéreni metody HPLC-MS

Vzhledem ktomu, Ze triacylglyceroly jsou v tukové tkani v koncentracich
radové vyssich nez zbyvajici lipidy, bylo méfreni minoritnich lipidovych tfid
necilenou lipidomikou mozné aZ po odstranéni TAG od ostatnich lipidd pomoci
TLC a analyzu HPLC — MS minoritnich a majoritnich sloucenin lipid(i provadét
oddélené. Zarazeni tohoto kroku do postupu analyzy umoznilo stanovit navic
37 lipidovych molekul k 169 jiz identifikovanym pomoci necilené lipidomiky.
115 z206 identifikovanych lipidd byly TAG. Ostatni lipidy byly ztfid
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diacylglycerolld (DAG), monoacylglyceroll (MAG), fosfatidyletanolamind (PE),
fosfatidylcholind (PC), sfingomyelint (SM), ceramid( (Cer), fosfatidylinositol
(P1) a fosfatidylserina (PS).

V prvni fazi reSeni projektu jsem hodnotila vliv skladovaciho média na hladiny
minoritnich lipidd. Vzorky tukové tkané byly po odbéru paralelné uloZzeny do
média RNAlater nebo fosfatového pufru pH 7,4. Bylo prokazano, Ze hladiny
identifikovanych lipid0 nejsou ovlivnény skladovacim mediem.

Opakovatelnost HPLC-MS méfeni vyjadfena variaénim koeficientem byla
ovérena pomoci smési standardl a byla 0 aZz 3 %. U necilené lipidomiky byl
median opakovatelnosti vyjadieny jako variacni koeficient 4,5 % a pro analyzu
po odstranéni TAG 12,8 %. Ddle byla porovndna hladina TAG
namérena necilenou lipidomikou a lipidomikou se zafazenim TLC.
Hladiny TAG se neliSily v zavislosti na pouZité metodé. Primér stupnl
shody byl 19 % a 0 % byla absolutni shoda.

Porovnani slozeni lipidti v subkutanni a epikardialni tukové tkani
Pacienti, jejichZ vzorky byly zafazeny do této ¢asti studie, trpéli nadvahou, také
jejich koncentrace glykémie na lacno byla zvySend. Naopak, hladiny TAG, HDL
a celkového cholesterolu byly v rozmezi referenc¢nich hodnot.

S cilem porovnani slozeni lipida v STT a ETT byla provedena jednorozmérna a
vicerozmérna [PCA a PLS-DA (Partial least squares-discriminant analysis)]
analyza dat. Z vysledkl jednorozmérné analyzy vyplyva, Zze ETT je bohatsi na
PC a obsahuje méné TAG nez STT. Vysledky jsou zndzornény v Tabulce 1.

12



Tabulka 1: Lipidy signifikantné liSici se mezi ETT a STT

Lipidy m/z Retencni Pomér p hodnota  Adjustovana
¢as (min) intenzity p-hodnota
(ETT/STT)

SM(d34:1) 703,5730 21,2 1,50 0,021 0,058
PI(20:4,18:1) 883,5386 20,9 0,36 0,010 0,037
PE(20:4,18:0) 766,5366 24,4 0,55 0,014 0,042

PC(32:0) 734,5693 23,5 13,30 0,001 0,019
PC(32:1) 732,5529 21,3 6,40 0,045 0,112
PC(34:1) 760,5821 24,1 1,55 0,014 0,046
PC(34:2) 758,5664 21,2 1,86 0,006 0,032
PC(36:1) 788,6130 26,4 1,56 0,009 0,037
PC(36:2) 786,6001 24,7 1,83 0,002 0,015
PC(36:4) 782,5657 21,4 8,55 0,001 0,019
PC(36:5) 780,5495 19,8 7,12 0,009 0,038
PC(38:4) 810,5982 23,8 7,80 0,002 0,021
DAG(18:1,18:0) 640,5840 28,3 1,90 0,004 0,024
TAG(16:0,18:1,18:2) 874,7848 33,7 0,67 0,006 0,003
TAG(18:1,18:2,18:1) 900,8008 33,8 0,64 0,026 0,074
TAG(16:0,18:1,18:1) 876,8012 34,3 0,65 0,021 0,072
TAG(18:3,18:1,20:0) 928,8256 33,0 0,77 0,026 0,074

Data jsou uvedena jako pomér intenzity lipidu v ETT/ STT. Statistickd signifikance p
hodnota < 0,05 odpovidd neparametrickému testu (Wilcoxon rank sum test) a je
vyznacena Cervené, Benjaminiho & Yekutieliho test byl pouZit ke korekci falesné

pozitivnich, resp. negativnich vysledkd (FDR - false discovery rate).

Zkratky: PC - glycerofosfatidylcholin, TAG - triacylglycerol, DAG -diacylglycerol, SM -

sfingomyelin,  Cer

- ceramid,

glycerofosfatidyletanolamin.

Pl -

13
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Profil lipidti v tukové tkani pacienti s ischemickou chorobou srdecni a
diabetes mellitus druhého typu

V klinické ¢asti prace jsem hodnotila vliv ICHS a DM2T na profil lipidd v ETT a
STT. Pacientlim rozdélenym do 3 skupin podle diagndzy ICHS a DM2T byly
zméreny biochemické a antropometrické parametry. Koncentrace celkovych
TAG, celkového a HDL cholesterolu, BMI a poméru obvodu pas/boky se mezi
skupinami nelisily. U pacient( s ICHS v kombinaci s DM2T byla zjisténa zvysena
hladina glukdzy nalacno.

K zjisténi rozdil(i v lipidovém spektru tukové tkané u skupin vyse uvedenych
byly pouZity oba zplsoby analyzy HPLC — MS s/bez TLC v pozitivhim i
negativnim maodu. Vysledky jednorozmérné analyzy jsou uvedeny v Tabulce 2.

Zjednodusené lze fici, Ze lipidomicka analyza STT i ETT odhalila zmény
lipidového spektra zplsobené pritomnosti ICHS a DM2T. Zmény byly v
lipidovych tfidach monoacylglycerolll (MAG), diacylglyceroll (DAG),
triacylglyceroll (TAG), glycerofosfatidylcholinii (PC), glycerofosfatidylserind
(PS), glycerofosfatidyletanolamin (PE), sfingomyelinG (SM) a ceramidu (Cer).
Zmény byly ¢astéji pozorovany v ETT v porovnani s STT. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Vyznamné zménéné hladiny lipidd v ETT a STT byly korelovany s vyse
zminénymi biochemickymi a antropometrickymi parametry. TAG(18:1,17:1) a
Cer(d18:1,22:0) vyznamné korelovaly s pomérem pas/boky vSTT. VETT
signifikantné korelovaly LysoPE(18:1) sHDL cholesterolem. Vybrané
signifikantni korelace jsou uvedeny na obrazcich 2 a 3.
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Tabulka 2. Lipidy signifikantné zménéné v ETT nebo STT pacientti bez/s ICHS a DM2T

Lipidy Epikardialni tukova tkan Subkutanni tukova tkan
ICHS+, DM2T- ICHS+, DM2T+ ICHS+, DM2T+ | ICHS+, DM2T-  ICHS+, DM2T+ ICHS+, DM2T+
Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs.
ICHS-, DM2T- ICHS-, DM2T-  ICHS+, DM2T- | ICHS-, DM2T-  ICHS-, DM2T-  ICHS+, DM2T-
Glycerolipidy
MAG(16:0) 0,39 1,06 2,73 0,37 3,20 8,64*
DAG(16:0,18:1) 1,39 1,13 0,82 2,48% 2,40 0,97
DAG(18:2,18:2) 0,49 2,01 4,10*** 0,29* 1,29 4,52%
TAG(18:1,16:0,14:0) 1,52% 1,02 0,67* 1,03 0,77 0,75
TAG(10:0,14:0,16:0) 1,00 0,56* 0,56 0,77 0,57 0,74
TAG(18:1,16:0,12:0) 1,09 0,57 0,52* 0,70 0,55 0,79
TAG(18:1,16:1,12:0) 1,37 0,78 0,57* 0,84 0,61 0,73
TAG(20:1,18:1,18:2) 1,28* 1,22 0,96 2,22* 2,53*% 1,14
TAG(16:1,16:0,15:1) 1,35 0,89 0,66* 0,83 0,89 1,07
TAG(18:1,16:0,15:0) 1,20 0,77 0,65* 0,89 0,88 0,99
TAG(16:1,18:1,15:1) 1,19 0,81 0,68** 1,18 0,98 0,83
TAG(16:0,14:0,18:0) 0,93 0,59* 0,63 0,70 0,47* 0,68
TAG(16:0,18:1,17:0) 1,30%* 0,95 0,73* 1,18 0,84 0,71
TAG(17:0,18:0,16:0) 1,31% 0,79 0,61%** 1,11 0,95 0,86
TAG(18:1,18:1,17:1) 1,25% 1,01 0,81 0,96 1,00 1,05
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Lipidy Epikardialni tukova tkan Subkutanni tukova tkan

ICHS+, DM2T- ICHS+, DM2T+  ICHS+, DM2T+ | ICHS+, DM2T-  ICHS+, DM2T+ ICHS+, DM2T+

VS. VS. VS. VS. VS, VS,
ICHS-, DM2T- ICHS-, DM2T-  ICHS+, DM2T- | ICHS-, DM2T-  ICHS-, DM2T-  ICHS+, DM2T-
Fosfolipidy
PS(18:0,18:1) 1,04 1,59* 1,53 4,80* 3,23 0,67
LysoPE(20:4) 0,93 2,18* 2,34* 0,75 1,12 1,48*
LysoPE(18:1) 1,23 3,01%* 2,44%* 0,78 1,54 1,98
LysoPE(18:2) 0,91 2,23 2,46* 0,63 1,14 1,80
LysoPC(16:0) 0,56 1,13 2,03* 1,17 1,98 1,70
LysoPC(18:1) 1,32 2,07 1,58* 1,46 3,40* 2,32%*
LysoPC(18:2) 0,52 1,68 3,22 1,24 2,72% 2,20%*
PC(34:0) 0,42 1,39 3,36* 1,10 1,95 1,77
PC(32:0) 0,52 1,94 3,75%* 2,40 3,84 1,60
PC(32:1) 0,34 1,77 5,14* 1,83 3,88* 2,12
Sfingolipidy
Cer(d18:1,22:0) 1,01 1,35 1,33 1,49 2,39* 1,60
SM(d36:1) 0,53 1,74 3,28* 2,62 4,09* 1,56
SM(d40:1) 0,95 2,38 2,50* 1,50 1,91 1,28
SM(d42:2) 0,65 1,78 2,75* 1,97 4,06 2,07

Data jsou vyjadrena jako pomér relativni intenzity pikt pro skupiny pacienti; K statistickému zpracovdni dat byl pouZit neparametricky
Wilcoxontv rank-sum test, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ICHS-, DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T-: skupina s ICHS
a bez DM2T, ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T. Zkratky: MAG — monoacylglycerol, DAG - diacylglycerol, TAG - triacylglycerol, PS —
glycerofosfatidylserin, PE — glycerofosfatidyletanolamin, PC — glycerofosfatidylcholin, Cer — ceramid, SM - sfingomyelin.

16



Obrazek 2. Korelace signifikantné zménénych lipidd v STT s biochemickymi

parametry
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K statistickému vyhodnoceni byl pouZit Spearmanuv korelacni test a parcidlni
korelace napric¢ vsemi skupinami

Zkratky: ICHS-, DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T-: skupina s
ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T

Obrazek 3: Korelace signifikantné zménénych lipidd v ETT s biochemickymi

parametry
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K statistickému vyhodnoceni byl pouZit Spearmanuv korelacni test a parcidlni
korelace napric vsemi skupinami

Zkratky: ICHS-, DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T-: skupina s
ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T
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Diskuze
V této praci byla optimalizovana lipidomicka analyza HPLC — MS pro stanoveni

majoritnich a minoritnich lipidd v tukové tkani. Preanalytickd faze nové
zahrnuje TLC separaci vysoce zastoupenych TAG od lipidovych tfid pfitomnych
v tukové tkani v koncentracich fadové nizsich.

Pomoci necilené lipidomiky lze v plazmé identifikovat mnoho lipidovych
molekul z rozli¢nych t¥id . BohuZel sou¢asné lipidomické analyzy HPLC—MS se
potykaji s nizkou citlivosti metody pro stanoveni nékterych skupin lipidd a
mohou byt pouZity jen pro analyzu hojné zastoupenych lipidl v biologickém
materidlu. Ve své disertacni praci jsem necilenou lipidomickou analyzou
dentifikovala 169 lipidd v tukové tkani. Modifikace preanalytické faze
s vyuZitim TLC mi umoznilo identifikovat navic 37 lipidovych molekul.

Pfed pouZitim metody HPLC-MS vcéetné TLC pro analyzu redlnych vzork(
tukové tkdné bylo nutné postup optimalizovat. PfestoZe analyza minoritnich i
majoritnich lipidovych molekul byla dostateéné reprodukovatelna, TLC zvysila
variabilitu namérenych hodnot (CV=4,5% bez TLC, CV = 12,8 % s TLC).
Domnivam se, Ze rozdil mlze byt zplsoben hlavné oxidaci lipid( vzdusnym
kyslikem bé&hem TLC, pfestoZe bylo preventivhé do chromatografické vany
pfidano BHT jako antioxidacni Cinidlo a TLC probihala ve tmé, ve vakuu a
v prosttedi nasycenych par mobilni faze.

V klinické casti studie byly pouzity biologické vzorky skladované v RNAlateru.
Z tohoto davodu byly porovnany relativni koncentrace lipidovych molekul ve
vzorcich tukové tkané skladovanych v RNAlateru a fosfatovém pufru. Nebyl
nalezen zadny vliv na hladiny zkoumanych lipidovych molekul.

Vliv umisténi tukové tkané na profil lipidt

U pacient( s ICHS ma ulozeni tukové tkané v organismu vliv na sloZeni lipid(.
Jednorozmérnou analyzou byly zjistény rozdily v relativnim zastoupeni lipidd
z tfid TAG a PC. Signifikantné zménéné lipidy v STT byly pfedevsim z tfidy TAG.
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vrve

v homeostaze TAG a gen0 Ucastnicich se tvorby lipidovych kapének (ACSL1,
PPARYy, FSP27 and DGAT1) .

Fosfolipidy jsou ptedevsim soucasti bunécnych membran a z celkového
mnoZstvi fosfolipidl v burice tvoFi PC 40 — 50 % a PE 40 % . Lipidové kapénky
(lipid droplets, LD) jsou na povrchu pokryty jednou vrstvou fosfolipid(i a uvnitf
uskladriuji TAG. Kardiomyocyty jsou velmi citlivé na lipotoxicitu zplisobenou
FA 118 ztoho dlivodu je nutné, aby byly TAG pevné ulozeny v LD %
Pro velikost LD je zasadni pomér PC vici PE. Nizsi obsah PC nebo vyssi
zastoupeni PE vede ke spojovdni malych LD do vétsich 2°. V mé studii bylo
zastoupeni PC vysSi v ETT nez v STT. Vyssi obsah PC a nizsi obsah PE(20:4,18:0)
v ETT ve srovani s STT mUlZe signalizovat tvorbu mensich lipidovych ¢astic
v ETT

Syme a spol. korelovali hladiny PC v séru dospivajicich s rizikovymi faktory ICHS.
Pozorovali negativni korelace PC(16:0/2:0) s objemem visceralni tukové tkang,
s hladinou TAG v krvi na la¢no a krevnim tlakem. Dale popsali pozitivni korelaci
lysoPC(14:1) s obsahem visceralniho tuku a hladinou TAG 2. Guasch-Ferré a
spol. studovali meziprodukty syntézy PC v plazmé a popsali jejich duleZitou roli
pfi rozvoji ICHS 2. Adipocyty v ETT pravdépodobné neslouZi primarné jako
uloZisté energie jako v STT, ale mohou slouZit i k ochrané proti lipotoxicité 2.

Ve své praci jsem ddle zjistila zvysené mnoZstvi P1(20:4,18:1) v STT ve srovnani
s ETT, coZ je v souladu se zjiSténim, Ze Pl jsou soucasti fosforylacnich kaskad a

jsou sou&dsti mnoha bunéénych procest 2+2°,

Dalsimi fosfolipidy v tukové tkani jsou PS a z literatury je zndmo, Ze sfingolipidy
jsou vyznamné signalni molekuly v regulaci rdstu, migraci, starnuti i
angiogenezi %6, Jak jiz bylo dfive popsano, obezita a ICHS jsou asociovany
s dysregulaci sfingolipid(i . Vicerozmérna analyza PCA a PLS-DA odhalila velmi
mirné rozdily v ETT a STT v profilu lipid.
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Vliv onemocnéni ICHS a DM2T na profil lipidi

Vicerozmérna analyza PCA a PLS-DA neprokazala vyznamné rozdily v
zastoupeni lipidovych molekul mezi skupinami. Jednorozmérna analyza
odhalila zmény v lipidovych tfidach predevsim glycerolipidli, fosfolipidi a
sfingolipid(l. Efekt ICHS a DM2T na lipidovy profil byl ¢asto opacny (Tabulka 2).

Lipidovy profil u pacientd s ICHS a DM2T se lisil pfedevsim v relativnim
zastoupeni glycerolipidd. Vyraznéjsi zmény byly pozorovany v ETT. Vlivem ICHS
byly zvysené molekuly acylglyceroll, které obsahovaly ve své strukture
nasycené nebo mononenasycené FA (14:0, 16:0, 17:0, 17:1, 18:0, 18:1, 18:2 a
20:1) 28, Hlavni tfidou lipidd v tukové tkani jsou glycerolipidy a zmény v této
tfidé lipidG odpovidaji publikacim, ve kterych byly mé¥Feny pouze FA °. Zvy$ené
zastoupeni TAG, které obsahuji ve své molekule FA 18:1 a 16:0, mlzZe byt
dasledkem poruseni regulace proliferace hladké svaloviny u ICHS 2°. Nékteré
tyto FA jsou také diskutovédny pro sviij vyssi aterogenni potenciél °.

Dale ve své praci uvadim, ze zastoupeni TAG s FA 18:1 a 16:0 ve své molekule
bylo naopak snizené u pacient s DM2T. Pezeshkian a spol. popsali snizené
relativni zastoupeni FA 16:0 vlivem DM2T v ETT.

Obsah DAG(18:2,18:2) byl snizen v STT u pacientd s ICHS a je o nich znamo, Ze
hraji v burice roli druhych posl{i 3. Snizena hladina FA 18:2 v plazmé u pacient(
s ICHS byla jiz dfive popséna . FA 18:2 je dileZita pfi snizovani hladiny LDL
cholesterolu.

Difosfatidylglyceroly v tkdni srdce obsahuji ve své molekule ¢asto FA 18:2.
V této studii bylo pozorovano snizené zastoupeni DAG(18:2,18:2) v STT. U
pacientd s ICHS se vyskytuje mitochondridlni dysfunkce a jedna z pficin jejiho
vzniku muZe byt i nedostatek FA 18:2 32,

U pacient s DM2T byl DAG(18:2,18:2) zvySen v ETT i STT. DAG jsou znamy jako
medidtory inzulinové rezistence predevsdim vjatrech a svalech 3. Tato
skutecnost byla i experimentdlné prokdzana. Snizeni hladiny FA 18:2
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v plazmatickych fosfolipidech muze zplsobovat u pacientd vznik DM2T a
ICHS 34,

Dalsi zména zjisténa ve spektrech lipidl bylo zvysené zastoupeni molekul TAG
obsahujicich FA s lichym poctem uhlik( u pacientll s ICHS. Prekurzorem pro
syntézu FA s lichym pocétem uhlikl je propionyl-CoA, ktery v organismu vznika
degradaci aminokyselin s rozvétvenym Fetézcem (leucin, valin) ¥. Hladiny FA
s lichym poctem uhlikll mohou byt také ovlivnény aktivitou metylmalonyl-CoA
mutézy u pacientd s ICHS nebo DM2T %, Aktivita tohoto enzymu muze pFispét
k zvysenému zastoupeni FA s lichym poc¢tem uhlik( v ETT u pacientl s ICHS 7.

Opacny trend jsem pozorovala u pacientl s DM2T. V tukové tkani dochazi ke
snizeni oxidace vétvenych aminokyselin. Tento efekt byl popsan jako dusledek
inzulinové rezistence v tkani 38,

Vlivem onemocnéni DM2T byly v tukové tkani, pfedevsim v ETT, pozorovany
zmény v lipidové ttidé fosfolipidd. Zmény lysofosfolipidl koresponduiji se studii
na mys$im modelu C57BI/6) vtukové tkani 3. Snizené mnoZstvi LysoPC
v plazmé mizZe byt zplsobeno jejich akumulaci v tkanich, ve kterych dochazi
k rozvoji inzulinové rezistence %°. Dalsi efekt rozvoje inzulinové rezistence
v tukové tkani byl pozorovan v hladinach sfingolipid(i. Poruseni drahy de novo
syntézy sfingolipid( v tukové tkani vede kdysfunkci adipocytl a rozvoji
inzulinové rezistence .

Zavér

Metoda HPLC-MS optimalizovana v této praci umoznila sou¢asné analyzovat
206 lipidovych molekul. Lipidovy profil STT a ETT se |i8i, pfedevsim v lipidové
tridé acylglyceroll a fosfolipida. Vysledky naznacuji mensi velikost lipidovych
Castic v ETT, coz nejspis brani lipotoxicité lipidd v myokardu. Vliv ICHS i DM2T
se vice projevoval do profilu lipidl v ETT. Zmény korespondovaly s dostupnou
literaturou diskutujici rozvoj mitochondrialni dysfunkce u ICHS a inzulinové
rezistence u DM2T.
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Seznam zkratek
BHT — 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-
cresol

BMI - index télesné hmotnosti (body mass index)
CAD - coronary artery disease

Cer - ceramidy

CV - variacni koeficient (coefficient of variation)
DAG - diacylglyceroly

DM - diabetes mellitus

DM2T - diabetes mellitus 2. typu

ETT - epikardialni tukova tkan

FA - mastné kyseliny (fatty acids)

FDR - mira falesné pozitivity (false discovery rate)
GC - plynova chromatografie (gas chromatography)

HDL - lipoproteiny s vysokou hustotou (high density
lipoproteins)

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie (high
pressure liquid chromatography)

ICHS - ischemicka choroba srdecni

ICHS-, T2DM- - pacienti bez ischemické choroby srdecni a bez
diabetes mellitus 2. typu

26



ICHS+, T2DM- - pacienti s ischemickou chorobou srdecni a bez
diabetes mellitus 2. typu

ICHS+, T2DM+ - pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni a s
diabetes mellitus 2. typu

LC - kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

LD - lipidova kapénka (lipid droplet)

LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou (low density lipoproteins)
lysoPC- lysofosfatidylcholiny (lysophosphatidylcholines)

MAG - monoacylglyceroly

MS - hmotnostni spektrometr (mass spectrometry)

m/z — pomér hmota/naboj

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PC - fosfatidylcholiny (phosphatidylcholines)

PCA - analyza hlavnich komponent (principal component
analysis)

PE - fosfatidyletanolaminy (phosphatidylethanolamines)
PG — fosfatidylglyceroly (phosphatidylglycerols)
Pl — fosfatidylinositoly (phosphatidylinositols)

PLS-DA - metoda nejmensich Ctverc- diskriminacni analyza
(partial least squares regression)
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PPAR - receptory aktivované peroxisomalnimi proliferatory
(peroxisome proliferator-activated receptors)

PS — fosfatidylseriny (phosphatidylserines)

SFC - superkriticka fluidni chromatografie (supercritical fluid
chromatography)

SM — sfingomyeliny (sphingomyelins)
STT - subkutanni tukova tkan
TAG - triacylglyceroly

TLC - tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
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