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Seznam zkratek

ATP - adenosintrifosfat

BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (branched chain amino acids)
BHT — 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, 2,6-Di-tert-butyl-p-kresol

BMI - index télesné hmotnosti (body mass index)

CAD - coronary artery disease

CD36 — diferenciacni skupina 36 (cluster of differentiation)

Cer - ceramidy

CV - variacni koeficient (coefficient of variation)

DAG - diacylglyceroly

DM - diabetes mellitus

DMIT - diabetes mellitus 1. typu

DM2T - diabetes mellitus 2. typu

EKG — elektrokardiogram

ESI- ionizace pomoci elektrospreje (electrospray ionization)

ETT - epikardidlni tukova tkan

FA - mastné kyseliny (fatty acids)

FFA - volné mastné kyseliny (free fatty acids)

FDR - mira falesnych objeva (false discovery rate)

FID - plamenoionizacéni detektor (flame ionization detector)

GC - plynova chromatografie (gas chromatography)

GLUT4 - glukdzovy transportér 4

HDL - lipoproteiny s vysokou hustotou (high density lipoproteins)

HDL-C — HDL - cholesterol

HILIC - hydrofilni chromatografie (hydrophilic interaction chromatography)
HPLC - vysokoucinna kapalinovad chromatografie (high pressure liquid chromatography)
ICHS - ischemicka choroba srdecni

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

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



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

IR —inzulinova rezistence

LC - kapalinovd 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)

MTBE - metyl-terc-butyl éter

MUFA - mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)

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)

PI — fosfatidylinositoly (phosphatidylinositol)

PLS-DA - metoda nejmensich ¢tvercl- diskriminacni analyza (partial least squares regression)

PPAR - receptory aktivované peroxisomalnimi proliferatory (peroxisome proliferator-
activated receptors)

PS — fosfatidylseriny (phosphatidylserines)
PUFA — polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)

Q-TOF — kvadrupdlovy detektor v kombinaci s detektorem doby letu (quadrupole-time-of-
flight)

QC - vzorek kontroly kvality (quality control sample)

SD - smérodatna odchylka (standard deviation)

SFA - nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids)

SFC - superkriticka fluidni chromatografie (supercritical fluid chromatography)

SM — sfingomyeliny (sphingomyelins)



SPE - extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)

SREBP - protein vazajici se na sterolovy regulacni prvek (sterol regulatory element-binding
protein)

STT - subkutanni tukova tkan

TAG - triacylglyceroly

TIC - celkovy iontovy chromatogram (total ion chromatogram)
TNF - tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

TLC - tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
TLR - Toll-like receptor

VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low-density lipoproteins)



1
2

5

LY7o o PP 10
TEOFETICKA CAST ..veieiieeiie ettt ettt e st e e st e s bt e e ate e sabee e sabeesabeesaneeesareeennnes 12
21 Ischemickad choroba SrAECNI .......coiuieiuiiiiiieeeeee e 12
2.2 Diabetes mellitus druh@ho tYPU ....c.uvee i 14
23 LT Lo AV 1 - [P PP 15
231 SI0ZENi tUKOVE tKANE ....coeeiiiiie ettt et s 15
2.3.2 Biochemické pochody v tukoveé tKaNi..........ccoccuieeiiiiiii e 17
233 DEIENi TUKOVE tKANG...... oottt 18
2.4 Déleni tukové tkané podle l0KaliZace.........eeeecueeeieciiie e e 19
241 POdKOZNI tUKOVA TKAM . .eeeiieeeee ettt ettt st 19
24.2 Visceralni tUKOVA tKAM .........ooiiuiiiiiee et s 19
2.4.3 Epikardidini tUKOVA thAN .....coooeeeeeee e s 20
244 INZUIINOVA FEZISEENCE ...ttt sttt e sb e b e i e 22
2.5 LIPHOY vttt e e et e e e s e e s ee e s eseeseeeee e seeeeeeeneeeeeeereeeeeresraees 25
251 Lipidy V tUKOVE thANi...ciiiiieei ettt e e e 25
2.5.2 UloZeni lipidQ v adipOCYTECN......ccccuiee ettt et et 30
2.5.3 Slozeni mastnych kyselin v epikardidlni tukoveé tkani .........cccceveiiiiiieicieiiicieee e, 31
2.6 [T To (oY 3 111 ISR 31
2.6.2 Metody pouZivané v lipidOmiICe ......c.eeeiiiiiiii e 34
2.6.3 Lipidomika pfi studiu poruch metabolismu........ccccccoueiiiiiiiiiiciii e, 46
(Ve (<Y T W 1 [ oL - [ o] ISP 48
MEETOATKA STUTIE ...ttt e b ettt st e b e be e s beesmeeeateeneean 49
41 0 o 0 Y LTI I o1 S A o] =T U UURURNE 49
4.2 Yo 18] o JoT gl o T=Tei =T o LV [ RS S 50

4.3 Antropometrickd méreni, zakladni biochemicka vysetteni a odbér biologického materidlu51
4.4 Preanalyticka faze lipidomické analyzy .........cccoeeeeiiiiiieciie e 52
441 Homogenizace, extrakce a separace pomoci tenkovrstvé chromatografie.................. 53

4.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru. 54

45.1 Vysokoucinna kapalinovd chromatografie ........ccccccuvveeiiciiii e, 54
4.5.2 Detekce pomoci hmotnostniho spektrometru........ccccoeeecieiiiciiiicce e, 55
4.6 ANAIYZA DAL .. e e e e e e e b e e e e et re e e e e abae e e e abaaeeeaaraeaeeaaraeas 55
4.7 Identifikace lIPIAU ......eeeieiie ettt e e e et e e e e abae e e e e tae e e eensaeas 56
4.8 (@121 4T T o =] o o 1Y PP UPRRRN 56
4.9 SEALISTIKA ettt e s e s s r e 57
LY AV 1T 12U 58



5.1 (O] X [a gt 172 ol s d =1 oo YA SRR 58

5.1.1 Identifikace lHPIidU ......eeeeeieeiiee ettt et e et este e ete e e tbe e ebeeeeanas 58

5.1.2 (0] oY ul 00 =Y 2= Yol W 0 =] o Yo 1V AR 60

5.2 HPLC-MS analyza vzork(l tukové tkdné pacientl s ICHS @ T2DM......cccocvevcveevieecieeeciiee e, 63

5.2.1 Porovnani spektra lipid( v subkutanni a epikardidlni tukové tkani ...........c.cccueeenneen. 63
5.2.2 Vliv ischemické choroby srdecni a diabetes mellitus druhého typu na sloZeni lipidQ

V EUKOVE TKANT .ot ettt st sttt esbeesaeesane e 68

B DISKUZE e ettt ettt et et e s be e e s bt e s bt e e b e e s bae e sabeesabeeeneeesreeenanes 78

6.1 OPtiMalizace MELOAY ...cciiiciiieiiciiiee e e e s s e e e s sbee e e e sbtaeessanraeeesanes 79

6.2 Porovnani epikardidlni a subkutanni tukoveé tkané.............coccieiiiiiii e, 80

6.3 VIivonemocn&ni ICHS @ DIM2T ....couiiiiiiiiesieeeiee sttt sttt ettt st st e sbee s 81

A - 1V - T SO O OV U TP PR PP PPN 86

8 SOUNIN ettt ettt et e e sttt e s ab e e s bt e e bt e e s bt e e bt e e a b e e s baeesabeesbeeenteesbeeenars 87

1S I U1 0 0 = o V2 PP PPUPPPPPPPRPRE 89

10 [ =T o | U TP PP TP PPPPOTPTN 91

11 PUDBIIKAENT EINNOST..c..tiiiiiitieite ettt ettt sbe e st st s e b e e b nns 101

11.1  Publika¢ni ¢innost vztahujici se k tEmatu Prace.....ccccveeeeciieiiiiieeecceceee e 101

11.1.1  Publikace v €asOpiSECN S IF ...cc.uviiiiiiiiee ettt s rre e e e et e e 101

11.2  Aktivni Ucast na konferenci prednasek/posterii:........ccoveviiiiieiieciiecseesee et 101

L1200 POSEI ittt e s s e e s ee s snee 101

0 A ] = To [ T= 1] USSRt 101

11.3  Publikaéni ¢innost bez vztahu k tEmatu Prace ......cccccuveviveiieiiicieeeccee e 102

11.3.1  Publikace v €asopiSECh S IF:......uuiiiiiiiee et e 102

12 SEZNAM PFIION 1o e e et e st e e e et e e e s ata e e e enraaaeenes 104



1 Uvod

Ischemicka choroba srdecni (ICHS) je celosvétové jednou z nejéastéjSich pficin pfedcasného
umrti. Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organisation) uvadi, ze kazdoroc¢né
zemre v jejim dasledku 17,9 milionu lidi (Udaj z roku 2019). Nedostatecné zasobeni srdecni
tkané zplsobené nejcastéji ucpanim cév aterogennimi platy vede k snizenému pfisunu Zivin
a kysliku do tkdné a odvodu odpadnich produktd z tkané (Hradec a Byma 2007). V mechanismu
vzniku aterogennich platd hraje dulezitou roli endotelidlni dysfunkce, kterd souvisi
s chronickym zanétem v organismu (Ghosh et al. 2017). K rozvoji aterosklerézy z dlvodu
chronického zdnétu muze zdsadnim zplsobem pfispivat i diabetes mellitus 2. typu (DM2T)
nebo obecné tzv. metabolicky syndrom, jehoz doprovodnym projevem je chronicky zanét bez
klinickych projevl (Akash, Rehman a Chen 2013; Herder, Carstensen a Ouwens 2013; Patel et
al. 2016; World Health Organization 2019).

Klicovym faktorem ovliviujicim rozvoj ICHS a DM2T vletné subklinického zanétu je
metabolismus lipidd (Itani et al. 2002; Kohno et al. 2018; Pezeshkian a Mahtabipour 2013).
Poruchy metabolismu lipid( jsou spojovany s deregulaci jedné nebo vice metabolickych drah.
Mezi vlivy pfispivajici k endotelidlni dysfunkci pacientl s ICHS patfi hladina, resp. slozeni
volnych mastnych kyselin v cirkulaci (Ghosh et al. 2017) a stejnou mirou zvySena koncentrace
triacylglycerol( pripadné vysoky pocet lipoproteinovych ¢astic obsahujicich triacylglyceroly
(Budoff 2016). Na zakladé poslednich vyzkumu jsou triacylglyceroly povaZovany za prediktivni
markery rozvoje DM2T (Zhao et al. 2019) a dale byla popsdna souvislost mezi obsahem

fosfolipidli v plazmé a rozvojem DM2T (Rauschert et al. 2016).

Ke sledovani zmén v metabolismu lipid( v organismu je mozné pouzit necilenou lipidomiku,
kterd umoznuje sledovani hladin i nékolika stovek lipid( soucasné. Analyza dovoluje paralelni
stanoveni lipidli z rGznych tfid, které obsahuji mastné kyseliny s rliznym stupném nasyceni a
délkou retézce. Soucasné metody se zaméruji predevsim na analyzu biologickych vzork(
plazmy a séra. Do popredi védeckého zajmu se dostavaji i lipidomické analyzy ridznych typa
tkani, jako jsou jatra, mozek nebo tukova tkan (HolCapek, Liebisch a Ekroos 2020; Narvéaez-
Rivas a Zhang 2016; Wu, Shon a Liu 2014). Analytické pfistupy pouzivané v lipidomice zahrnuji

predevsim plynovou (GC, gas chromatography) a kapalinovou chromatografii (LC, liquid
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chromatography) v kombinaci s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru (MS, mass

spectrometry) (HolcCapek, Liebisch a Ekroos 2020).

V poslednich dekadach je tukova tkan diskutovana nejen jako zasobdrna energie, ale také jako
vyznamny endokrinni orgdn s dopadem na celotélovy metabolismus. Tvorba nékterych
produkt(l tukové tkané, tzv. adipokind, se lisi v zavislosti na umisténi tukové tkané v téle a
jejich spektrum mUZe zaviset na stadiu onemocnéni (Fasshauer a Bliher 2015; Pezeshkian a
Mahtabipour 2013; Pezeshkian et al. 2009). SloZeni lipidd v tukové tkani také zavisi na jejich
lokalizaci v organismu a mlze mit zasadni vliv na funkci tukové tkané a patogenezi rlznych
onemocnéni (Barchuk et al. 2020; Pakiet, Stepnowski a Sledzinski 2019; Smith a Kahn 2016).
Lipidy obsazené v tukové tkani jsou z 99 % reprezentovany acylglyceroly. U obéznich jedinct
se obsah acylglyceroll v tukové tkani méni, snizuje se a dosahuje 97 %. Z acylglyceroll
pritomnych v tukové tkani se jedna predevsim o triacylglyceroly (TAG) (Jové et al. 2014).
Dosud zavedené metody necilené lipidomiky zachycovaly vanalyzach predevsim
triacylglyceroly a diacylglyceroly, avSak zmény pomérl jednotlivych lipidd naznaluji, ze
v patogenezi onemocnéni mohou hrat klicovou roli i minoritné zastoupené lipidy, jako jsou

sfingolipidy, ceramidy, a fosfolipidy (Jové et al. 2014).
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2 Teoretickd Cast

2.1 Ischemickéa choroba srdecni

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je jednou z nejéastéjsich pFicin umrti v Ceské republice. Je
definovana jako nedostatecné prokrveni srdec¢niho svalu (myokardu) zplsobena
patologickymi zménami na véncitych tepnach. ICHS délime na akutni a chronickou formu. Mezi
akutni formy fadime nestabilni anginu pectoris a akutni infarkt myokardu. Mezi chronické
formy fadime stav po infarktu myokardu, asymptomatickou ICHS zjisténou pfi jiném vysSetreni,
stabilni anginu pectoris, chronické srdecni selhdni a dysrytmické formy ICHS (Hradec a Byma

2007).

Ucpani cév aterogennimi platy a vznik aterosklerézy véncitych tepen ma za ndsledek
nedostatecné zasobeni myokardu kyslikem, Zivinami a hromadénim odpadnich produktd
metabolismu v tkani. Riziko vzniku aterosklerézy Ize do urcité miry ovlivnit zménou Zivotniho
stylu napf. redukci hmotnosti u obéznich pacientli, zanechanim koureni, kompenzaci
vysokého tlaku (hypertenze), |é¢bou dyslipidémie a kompenzaci DM2T. Pocet obéznich lidi
celosvétové stoupd a predpoklada se, Ze v roce 2025 bude celosvétové obéznich 18 % muzl a
21 % zen (Longo et al. 2019). Dalsi rizikové faktory jsou neovlivnitelné a patfi mezi né pohlavi,
vék u muzl nad 45 let a u Zen vék po menopauze, geneticka dispozice, resp. pfitomnost ICHS
u pfibuznych (Hradec a Byma 2007). Vedle uvedenych rizikovych faktor( ICHS byla popsana
fada laboratornich ukazateld pro diagnézu ICHS, tzv. kardiomarkerl. Jedna se napf. o
trombogenni faktory (Hradec a Byma 2007), kreatinkindzu a jeji izoformy s podjednotkou M
(muscle) a B (brain), myoglobin, troponin | a troponin T. Jako nezavisly faktor predikce
kardiovaskuldrnich onemocnéni se nové vyuziva Index poméru koncentrace triacylglyceroll a
glykémie nalacno, a to zejména u pacientd, u kterych nejsou pritomny tradicni rizikové faktory
(Alizargar et al. 2020; Budoff 2016; Park et al. 2020). U zdravych jedinc( se index pouZziva pro
kontrolu pfitomnosti inzulinové rezistence. Mezi dalsi pouzZivané indexy fadime napfriklad
aterogenni index plazmy, vyjadieny pomérem koncentraci triacylglycerold a HDL-

cholesterolu (Dobidsova a Frohlich 2001).

Klicovym faktorem ovliviiujicim tvorbu aterogennich platl je metabolismus lipidi (napf.

cholesterolu, fosfolipidl, triacylglycerolll) prostfednictvim lipoproteinovych ¢&astic.
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Lipoproteinové Castice s nizkou hustotou (LDL, low density lipoprotein) jsou hlavnim zdrojem
lipidQ, tvoricich aterogenni platy (Sukhorukov, Karagodin a Orekhov 2016). Béhem cirkulace
LDL ¢&astice podléhaji enzymatické a neenzymatické modifikaci, napf. oxidaci, zmensovani
velikosti a desializaci, které predurci, zda budou mit LDL ¢astice aterogenni potencidl. Navic
takto modifikované LDL ¢astice spoustéji imunitni odpovéd organismu a vedou k produkci

proaterogennich autoimunitnich protilatek IgG (Summerhill et al. 2019).

Vznik aterogennich platd muze byt dale zplsoben dysfunkci cévniho endotelu. Dysfunkce
cévniho endotelu vznika v dlisledku chronického zanétu v organismu spojeného se stavy, jako
je hypertenze, inzulinova rezistence, stres, obezita a DM2T. Endotel je tvoren z jedné vrstvy
endotelidlnich bunék, pokryvajici vnitfni stény cév mezi krevnim recistém a burikami hladké
svaloviny (Ghosh et al. 2017). Zdravy endotel ma antioxidacni, antikoagula¢ni a antiaterogenni
leukocytl a krevnich desticek k cévni sténé, ddle pak zabrariuje migraci a proliferaci bunék
hladké svaloviny. Do mista poskozeného endotelu jsou pfitahovany monocyty/makrofagy a
T-lymfocyty, dochazi k proliferaci bunék hladké svaloviny, zvySuje se propustnost endotelialni
vystelky a ukladaji se zde oxidované LDL ¢astice. Oxidované LDL castice zvysuji tvorbu
adheznich molekul, coz vede k presunu monocytli a T-lymfocytli do intimy. Monocyty se
nasledné diferencuji na makrofagy, které pohlcuji oxidované LDL ¢éastice za vzniku pénovych
bunék. Zvysuje se produkce prozanétlivych cytokinl a reaktivnich forem kysliku (Feng et al.
2018; Konukoglu a Uzun 2017). Vznik aterogennich platd v cévdch neni zplsoben jen
patologickym metabolismem, ale i zvySenym pfijmem tuk( potravou, tzn. zdpadnim

zpusobem stravovani a Zivotnim stylem (Sfyri a Matsakas 2017).

Diagnostika ICHS probiha na zdkladé symptom, nepravidelného elektrokardiogramu (EKG) a
zvySenych hodnot biochemickych markerd v séru, které jsou zminéné vyse (kreatinkinaza,
izoenzym MB kreatinkindzy, myoglobin, troponin | a troponin T) (Feng et al. 2018). EKG je
zakladni vysetfovaci metoda ICHS, avsak jeji abnormality jsou nad rdmec této disertacni prace

(Karen a Svacina 2018).

V soucasné dobé je pozornost Siroké védecké verejnosti zamérena na hledani novych, hlavné
prediktivnich faktorl podilejicich se na onemocnéni srdce. (Kohno et al. 2018). K témto
ucellm lze vyuZit rdzné laboratorni techniky vcetné lipidomické analyzy prostfednictvim

vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (HPLC-
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MS, high pressure liquid chromatography - mass spectrometry) (Holcapek, Liebisch a Ekroos

2020).

2.2 Diabetes mellitus druhého typu

Diabetes mellitus (DM) je onemocnéni, které vznika v dlisledku nedostatecné sekrece inzulinu
slinivkou bfisni anebo jeho patologickym plsobenim v organismu, coZ ma za nasledek Spatné
hospodareni s glukézou v tkanich. Bunky, které nejsou dostateéné zdsobené glukézou,
energeticky stradaji a glukéza se hromadi v krvi a vznika tzv. hyperglykémie. DM se déli
nejcastéji na diabetes mellitus 1. typu (DM1T) a 2. typu (DM2T). Kromé tohoto zakladniho
¢lenéni existuji dalsi typy diabetu jako napf. gestacni DM nebo geneticky podminény diabetes
MODY. Celosvétové bylo v roce 2017 |é¢eno 425 miliond pacientu s DM (zahrnuje DM 1. i 2.
typu) (World Health Organization 2019). Pfi DM2T jsou buriky tkani bézné citlivé k inzulinu
(tukova tkan, kosterni svalstvo a jatra) na inzulin rezistentni a vznika tzv. inzulinova rezistence
(Longo et al. 2019). V tomto pfipadé je hladina inzulinu v krvi bud' nezménéna, nebo zvySena
v porovnani proti zdravym kontrolam. Naslednym krokem patogeneze DM2T je porucha
v tvorbé a skladovani inzulinu B-burikami pankreatu. V tomto pfipadé je jiz pankreas vycerpan,
netvofi inzulin a hladiny inzulinu v krvi prudce klesaji (Karen a Svacina 2018; Sobczak,

Blindauer a Stewart 2019).

Inzulin je jeden z hlavnich hormon( regulujicich energeticky a lipidovy metabolismus, ktery
plUsobi pres inzulinovy receptor. ZvysSuje pfijimani glukdzy prostfednictvim translokace
intracelularniho glukézového transportéru 4 (GLUT4) z cytosolu na plazmatickou membranu.
Dale zvysuje jak prijimani mastnych kyselin (FA) burikou, tak jejich syntézu a inhibuje lipolyzu.
V tukové tkani navic stimuluje diferenciaci a rlst adipocytd pres zvyseni genové exprese
genovych transkripénich faktorl, jako je receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu
(PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor), vtomto pfipadé PPAR-y, protein vazajici
se na sterolovy regulacni prvek (SREBP, sterol regulatory element-binding protein), konkrétné

SREBP-1 (obé izoformy SREBP-1a a SREBP-1c) a mnoho dalsich (Sa et al. 2017).

Screeningové vysetieni zamérujici se na zachyt diabetu a prediabetu je zaloZeno na stanoveni

hladiny glykémie nala¢no v Zilni krvi. Referencni mez pro podezieni z diabetes mellitus je 25,6
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mmol/l. Na moznost poruseni glukdzové tolerance u pacienta upozornuji i hladiny glykémii
kdykoli béhem dne v pIné kapilarni krvi s hodnotou vétsi nez 7,0 mmol/l nebo v Zilni plazmé
s hodnotou vétsi nez 7,8 mmol/l, dale pak hladina glykovaného hemoglobinu HbAlc > 39
mmol/mol. Koncentrace HbAlc v krvi odpovida dlouhodobé kompenzaci hladiny glykémie

v krvi pacienta.

Lécbu DM2T délime na nefarmakologickou a farmakologickou. Mezi nefarmakologickou |é¢bu
fadime predevsim Upravu Zivotniho stylu zahrnujici dietni opatfeni a fyzickou aktivitu. Cilem
téchto opatreni je redukce hmotnosti nebo pripadné stabilizace jejiho dlouhodobého narlstu.
Lékem prvni volby u DM2T je metformin. Pokud hodnota glykovaného hemoglobinu HbAlc i
nadale prekracuje hodnotu 53 mmol/mol, pfistupuje se ke kombinované antidiabetické 1é¢bé

(Haluzik 2018).

Pacienti s DM2T obvykle trpi i dalSimi nemocemi. Patfi k nim dyslipidémie, obezita v oblasti
pasu (visceralni tuk), arteridlni hypertenze nebo protrombické stavy. U pacientli s DM2T je
vyssi riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni véetné ischemické choroby srde¢ni, mozkovych
pfihod, demence a jinych. Kombinaci vyse uvedenych onemocnéni Ize souhrnné nazvat jako
metabolicky syndrom. Mezinarodni diabetologicka federace definuje metabolicky syndrom
jako pfitomnost centralni obezity (obvod pasu = 94 cm u muzd a > 80 cm u Zen u evropského
etnika; u asijského etnika je obvod pasu pro muze > 90 cm (Zimmet, George a Alberti 2006)) a
dalsich 2 z nasleduijicich faktor: triacylglycerolémie (TAG) > 1,70 mmol/I, HDL-C < 1,0 mmol/I
u muzl resp. 1,30 mmol/l u Zen, krevni tlak > 130/85 mm Hg (nebo antihypertenzivni |écba),

porucha glykémie nala¢no (glykémie > 5,6 mmol/I, nebo pfitomnost DM) (Huang 2009)

2.3 Tukova tkan

2.3.1 Slozeni tukové tkané

Tukova tkan se sklada z adipocytll, kolagenu, nervl, cév a stromavaskuldrnich bunék, ke
kterym patfi endotelidIni buriky a makrofagy (M1 a M2 fenotypu), preadipocyty, fibroblasty,
dendritické buriky a leukocyty (Appari a Channon 2018; Rezaee a Dashty 2013). Kolagenni

vlakna tvofi sit, kterd drzi celou strukturu tukové tkané pohromadé. Vlastni burky tukové
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tkané jsou adipocyty. Krevni zasobeni tkané probihd pomoci cév, které jsou obklopeny
stromavaskularnimi burfikami. Makrofagy v tukové tkani délime podle druhu fenotypu na M1
a M2. Makrofagy M1, tzv. prozadnétlivé, produkuji prozanétlivé cytokiny, chemokiny a dalsi
faktory, které pfispivaji k rozvoji inzulinové rezistence (IR) vtukové tkani. Naopak M2
makrofagy produkuji protizanétlivé plsobky, zejména cytokiny a dalsi latky, a tim udrZuji
homeostdzu tkané (Chylikova et al. 2018; Haluzik, Haluzikova a Trachta 2010). Nedilnou ¢asti
tukové tkané jsou endotelidlni bunky, které zajistuji spojeni mezi adipocyty a krevnim

recistém.

2.3.1.1  Funkce tukové tkdané

Po mnoho let byla tukova tkan povazovana pouze za Ulozisté energie ve formé TAG, ddle jako
tepelny izoldtor a ochrana proti ndrazim. Vroce 1994 byl objeven hormon leptin jako
vyznamny produkt tukové tkané (Zhang et al. 1994) a od té doby je tukova tkan povazovana
za endokrinni orgdn produkujici signdlni molekuly, které nazyvame obecné adipokiny.
Adipokiny Ize rozdélit podle mista jejich tvorby, a to na adipokiny tvofené pouze adipocyty
(leptin, adiponektin, chemerin, atd.) a na pUsobky tvorené jak v adipocytech, tak v dalSich
bunikach tukové tkané (interleukin 6, tumor necrosis faktor a, atd.). Plsobeni adipokint
v organismu je autokrinni, parakrinni i endokrinni. Hladiny adipokin( ovliviiuji metabolismus
v mnoha dalSich organech, jako jsou jatra, mozek, slinivka bfisni, imunitni systém, cévy a svaly.
Adipokiny reguluji citlivost tkani na inzulin (leptin, adiponektin, chemerin) a jeho produkci
(apelin). Zvysend sekrece nékterych cytokind muze byt pfic¢inou subklinického zanétu v
organismu (interleukin (IL)- 1b, -6, -8, a tumor nekrotizujici faktor a (TNFa). Apelin pldsobi na
krevni tlak, chut k jidlu fidi leptin a visfatin. Dalsi adipokiny mohou pUsobit v metabolismu
lipidQ (apelin, rozpustny CD36), hromadéni lipidl v jatrech a angiogenezi (Fasshauer a Bliiher
2015; Haluzik, Haluzikova a Trachta 2010). Adipokiny jsou oznacovany jako potencialni
terapeutické cile obezity a s obezitou spojovanych onemocnéni. Funkce a molekularni G¢inky
mnoha adipokin( jsou dosud nezndmé a jsou predmétem mnoha vyzkumi (Fasshauer a

Bliher 2015; Haluzik, Haluzikova a Trachta 2010).
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2.3.2 Biochemické pochody v tukové tkani

2.3.2.1 Adipogeneze

Adipogeneze je fyziologicky proces vtukové tkani a je komplexem fady krok( véetné
zvySeného energetického pfijmu. Vyvinuti zralého adipocytu z prekurzorové buriky je fizeno
sekvenci transkripénich faktor(. V bilé tukové tkani je adipogeneze zahajena aktivaci
aktiva¢niho proteinu 1 a ndslednou zvySenou expresi PPAR-y. Dalsi duleZité transkripéni
faktory Ucastnici se adipogeneze jsou SREBP-1c a proteiny rodiny STAT, které maiji funkci jak
prenasecll signdlu, tak transkripcénich faktor(, ddle pak transkripéni proteiny typu Kriippel a
rodina protein( vazajici CCAAT zesilovac¢ (Moseti, Regassa a Kim 2016). DulezZitou roli v pozdni
fazi diferenciace adipocytl hraje inzulin. Inzulin podporuje genovou expresi transkrip¢nich
faktor(i SREBP-1c, PPAR-y a FOXO 1 (Cignarelli et al. 2019; Sarjeant a Stephens 2012). Kromé
uvedenych transkripénich faktor( se podili na vzniku zralych adipocytl adiponektin, FABP4
(fatty acid binding protein 4) a FAS (fatty acid synthase). Kromé vysSe uvedenych procesl je

adipogeneze z4avisla na pfijmu energie ziskané pti syntéze FA a TAG.

Hromadéni tukud v tukové tkani mliZze probihat ze dvou zdroj(, a to vstiebanim z cirkulace nebo
po de novo syntéze FA v adipocytech. TAG cirkuluji v organismu predevsim ve formé
chylomikron( nebo jako lipoproteinové ¢astice o velmi nizké hustoté (VLDL, very low-density
lipoproteins). Tyto lipoproteinové ¢astice mohou vznikat ve stfevé nebo v jatrech po vstrebani
tukd z potravy. Vtukové tkani jsou TAG zlipoproteinovych ¢astic hydrolyzovany na
neesterifikované FA za katalyzy inzulin senzitivni lipoproteinové lipazy. Uvolnéné FA z TAG jsou
transportovany do adipocytd pomoci glykoproteinového transportéru CD36 a transportniho
proteinu 1 pro FA. Volné FA jsou v adipocytech reesterifikovany na TAG a uloZeny v lipidovych
kapénkach v adipocytech (Cignarelli et al. 2019; Mehrotra et al. 2015). Tvorba kapének je
pfisné regulovdna neuroendokrinnim systémem a dostupnosti substratl z cirkulace pro jejich
syntézu. Signalni draha metabolismu TAG je zdavisla na druhych poslech, jako je cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), které reguluji aktivaci
enzymU hormon-senzitivni lipazy, adipocytarni triacylglycerolové a monoacylglycerolové

lipdzy (Fang, Pyne a Pyne 2019).
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Slozeni tukové tkané se méni v zavislosti na kalorickém pfijmu. Pfi dlouhodobém zvySeném
energetickém pfijmu potravou dochazi ke zvétSeni neboli hypertrofii adipocytd, ¢imz je
zasadné ovlivnéna jejich metabolickd funkce. V dUsledku hypertrofie dochdzi v tkani ke
zvySené infiltraci makrofaglh a ndslednému zvySeni sekrece prozanétlivych faktord, snizeni
citlivosti na inzulin v tkani a k zvyseni lipolyzy (Haluzik, Haluzikova a Trachta 2010; H. Xu et al.
2003). Nedavné studie popisuji korelaci mezi velkosti lipidovych kapének a sérovou hladinou

Na*iont( (Gao et al. 2018).

2.3.3 Déleni tukové tkané

Tukovou tkan muzeme délit na bilou, hnédou a béZovou. Bila tukova tkan obsahuje tzv. bilé
adipocyty, pro které je charakteristicka pritomnost jedné lipidové kapénky a malého mnozstvi
mitochondrii. V tukové kapénce jsou uloZeny TAG (Haluzik, Haluzikova a Trachta 2010).
Naopak buriky hnédé tukové tkané obsahuji nékolik malych lipidovych kapének a velké
mnozstvi mitochondrii. Hnédda tukova tkan slouzi k termogenezi (Appari a Channon 2018).
Hnédé adipocyty jsou schopny metabolizovat lipidy v reakci na chlad a adrenergicky stimul,
mohou produkovat teplo zvySenim exprese a sekrece rozvoliujiciho proteinu 1. Bilé adipocyty
se mohou diferencovat na bézové adipocyty s podobnymi vlastnostmi, jako maji hnédé
adipocyty. BéZové adipocyty vznikaji v bilé tukové tkani po vystaveni chladu a po
pferuSsovaném pustu (Czech 2020; Fang, Pyne a Pyne 2019). Na obrazku 1 jsou uvedeny

adipocyty z riznych druh( tukové tkané.

Bilé adipocyty BéZové adipocyty Hnédé adipocyty

Obrazek 1. Adipocyty v bilé, bézové a hnédé tukové tkani.
Prevzato a upraveno: Paul a spol. (Paul 2018)
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2.4 Déleni tukové tkané podle lokalizace

Podle umisténi v organismu délime tukovou tkan na podkozni a visceralni. Toto rozdéleni ma

velky vyznam predevsim pfi zohlednovani jejich metabolické funkce.

2.4.1 Podkozni tukova tkan

Jednim z dUlezitych faktor(i metabolického zdravi je pfednostni ukladani prebyte¢ného tuku
do podkozi. V tomto pfipadé pak mluvime o podkozZni neboli subkutanni tukové tkani (STT),
ktera pini funkci hlavné mechanickou, podplrnou, tepelnou a plsobi i jako ochrana proti
narazim. PrestoZe je STT zdrojem celé fady bioaktivnich latek, z klinického hlediska je STT
méneé vyznamna, tzn. méné metabolicky aktivni v porovnani s jinymi depoty tuku. Toczylowski
a spol. porovndvali mRNA expresi a proteinovou sekreci adipokin( v STT a epikardialni tukové
tkani (ETT). Vétsina testovanych adipokint kromé prozanétlivého cytokinu IL-6 méla zvySenou
expresi v ETT v porovndni s STT. Proteinové exprese leptinu, IL-6 a visfatinu byly v obou
tkanich stejné (Toczylowski et al. 2019). Naopak Blambace a spol. popisuji snizenou mRNA
expresi adiponektinu v ETT, coz muzZe byt ddno do souvislosti s patofyziologii onemocnéni
srdce. Z hlediska citlivosti na podnét inzulinu k pfijimani glukézy je viscerdlni tukova tkan

citlivéjSi nez STT (Cignarelli et al. 2019).

2.4.2 Viscerdlni tukova tkan

Naopak visceralni tukova tkan se nachazi v dutiné brisni a obklopuje vnitfni organy, jako jsou
stfeva, jatra, srdce a ledviny, a jeji zvétSeny objem je spojovan s vyssim rizikem vzniku ICHS a
DMZ2T. Visceralni tukova tkan obsahuje vétsi mnozstvi M1 makrofagl, které produkuji vice
prozanétlivych faktord a adipokin(, které se portalni Zilou dostavaji do jater, kde ovliviuji
mnoho metabolickych procest (Curat et al. 2006; Haluzik, Haluzikovd a Trachta 2010).

Specidlnim typem viscerdlni tukové tkané je ETT.
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2.4.3 Epikardialni tukova tkan

2.4.3.1 Funkce a fyziologie epikardidini tukové tkdné

Epikardidlni tukova tkan (ETT) se nachazi na sténé pravé komory, kolem vrcholu levé komory,
na sinich a na obou pfivéscich, dale mezi myokardem a viscerdlni vrstvou perikardu. Také
vsechny koronarni tepny jsou pokryty ETT. ETT leZi v tésné blizkosti myokardu a z toho dlivodu
jsou obé tkané zasobeny stejnymi koronarnimi cévami (Soucek a Novak 2018). Na obrazku 2
je zndzornéno uloZeni ETT v blizkosti myokardu. Z ETT se uvolfiuji FA jako zdroj energie pro
myokard. Naopak v pfipadé prebytku FA slouzi ETT k jejich ukladani, a tim brani lipotoxicité
FA. U obéznich diabetikd s vysokymi hladinami volnych FA, kde dalsi ukladani tuku nestaci
vyrovnavat jejich hladiny, dochazi ke zvySeni B-oxidace a ndsledné k produkci reaktivnich
forem kysliku (Song et al. 2020). ETT ma s myokardem spolecny embryonalni plvod ve
splanchnopleurickém mezodermu na rozdil od perikardidlniho tuku, ktery pochdzi z hrudniho
mezenchymu (Soucek a Novak 2018). Velikost adipocytu v ETT byla vyznamné vétsi u diabetikl

ve srovnani s pacienty bez diabetu (Bambace et al. 2014; Tomasova et al. 2019).

Epikardialni
tuk

Myokard

Perikardialni
tuk

Obrazek 2: Schéma ulozeni epikardialni tukové tkané v blizkosti srdce.
Prevzato a upraveno: lacobellis a spol. (lacobellis 2015)

20



Objem ETT je spjat srozvojem inzulinové rezistence a metabolického syndromu. ETT
zprostfedkovava patofyziologické procesy srdecniho selhani. Vyssi objem ETT koreluje s
rozsifenim sini a narusenym diastolickym plnénim pravé a levé komory. ETT ma funkci nejen
mechanickou, kterd spociva v ochrané srdce proti prichodu pulzu arterii (Song et al. 2020),
ale i endokrinni, imunitni a metabolickou. Také ma termogenni efekt, obsahuje vétsi mnozstvi
mitochondrii se zvySenou expresi genll pro syntézu enzym{, a je soucasti srdecniho nervového
systému (nervova zakonceni se nachazeji ptimo v ETT) (Matloch et al. 2016; Saburkina et al.
2011; Soucek a Novak 2018). Diky sdilené mikrocirkulaci s myokardem ovliviiuje ETT
angiogenezi a imunitu, a tim chrani myokard. Z dlivodu nizsi aktivity hexokindzy a fruktokinazy

v ETT neni glukdza hlavnim zdrojem energie (Song et al. 2020).

Stejné jako jiné typy tukové tkané i ETT produkuje adipokiny, které v pfipadé ETT plsobi
predevsim na regulaci endotelidlni funkce, ovliviuji koagulaci a zanétlivou odpovéd. V ETT
byla pozorovdna zvySena produkce leptinu, IL-6, TNFa, adiponektinu, visfatinu, rezistinu,
omentinu oproti STT (Curat et al. 2006). Snizend exprese adiponektinu v ETT souvisi s vznikem
ICHS i v pfipadé porovnani s kontrolni skupinou zdravych jedincl se stejnym BMI. Adiponektin
ma vyznamné protektivni ucinky pro organismus. Zvysuje citlivost tkani na inzulin, coz vede ke
zvysSené B-oxidaci FA v tukové tkani v blizkosti srdce. Na rozdil od vétsiny znamych adipokin(
Adiponektin lze také povaZovat za kardioprotektivni faktor. Jeho sérové koncentrace
negativné koreluji s BMI a objemem ETT, visceralniho ¢i perikardidlniho tuku (Baker et al.

2006; lacobellis et al. 2005; Samaras et al. 2010).

Jak jiz bylo popsano, tukova tkan ma vliv na nékteré imunitni procesy. Monocyty infiltrované
do ETT se polarizuji na prozanétlivé makrofagy a produkuji adrenomedullin, TNF-a, IL-6, IL-1
a MCP-1 (Song et al. 2020). Adrenomodullin je vazoaktivni peptid s natriuretickymi a

angiogennimi ucinky.

V ETT pacientl s ICHS byla popsana zvysend exprese receptort TLR (Vianello et al. 2016), ktera
mulzZe mit souvislost s hypertrofii adipocytll. Hypertrofie adipocytl v ETT vede k jejich
degeneraci, zvysené infiltraci M1 polarizovanych makrofagl do tkané a zvysené expresi TLR-2

a TLR-4 (Soucek a Novak 2018).

21



2.4.3.2 Energetické zdsobeni srdecni tkdné

Srdecni tkan vyZzaduje nepfretrzity prisun energie ve formé ATP. Z tohoto dlvodu je nutna
rychld regulace energetického metabolismu a jeho prepinani v zavislosti na zdroji substratu
pro produkci ATP. Srdce zdravého ¢lovéka ziskava energii z 60-80 % z B-oxidace FA, z 20-30 %
z glukdzy a zbytek zajistuji ketolatky, laktat a aminokyseliny (Lopaschuk et al. 2010; Zlobine,
Gopal a Ussher 2016). Volné FA se mohou vstiebat do bunék srde¢niho svalu po uvolnéni
z vazby na albumin. Vazané FA jsou uvolfiovany enzymaticky pomoci lipoproteinové lipazy
z TAG ptitomnych v chylomikrech nebo v lipoproteinovych ¢asticich o velmi nizké hustoté.
V ETT se FA dostavaji do myokardu bud pres korondrni arterii, nebo pres intersticidlni tekutinu.
ETT se vyznacuje zvySenym podilem volnych FA v porovndni s jinymi tukovymi depoty a

vysokou rychlosti jejich inkorporace do bunék a také vyssi syntézou a katabolismem.

2.4.4 Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence (IR) je definovana jako porucha odpovédi tkané na podnét inzulinu. Mezi
tkané citlivé na inzulin, tedy tkané, kde muze vznikat IR, fadime jatra, kosterni svalstvo a
tukovou tkan (Czech 2020). Inzulin reguluje lipogenezi (prostfednictvim napf. SREBP-1c) a
lipolyzu, ovliviiuje glukdzovy transportér GLUT4 a glukoneogenezi prostiednictvim regulace
transkripce genl pro enzymy fosfoenolpyruvatkarboxykindzu 1 a glukéza-6-fosfatdzu
(Cignarelli et al. 2019; Hatting et al. 2019). Glukdzové transportéry mizeme rozdélit do trid 1-
7. GLUT-4 je jediny transportér zavisly na hladiné inzulinu a nachazi se v tkanich citlivych na

inzulin (Cignarelli et al. 2019).

Obrazek 3 znazornuje schéma receptoru pro inzulin na povrchu bunky. Inzulin nasedne na a
podjednotku tyrozin kindzového receptoru. Kindza katalyzuje fosforylaci tyrozinovych zbytku
na B podjednotce, coz umozni aktivaci fosfoinositid 3-kindzy a zvySeni fosfatidylinositol (3,4,5)-
trisfosfatu. Fosfatidylinositol (3,4,5)- trisfosfat aktivuje kindzu zavislou na fosfoinositidu, ktery
dohromady s mTOR komplexem 2 katalyzuje fosforylaci proteinkinazy B (PKB/AKT) na Thr308
a Serd73. Tato kaskada vede k vyse zminénym biochemickym zménam. Inzulin také reguluje
rast a diferenciaci bunék. Tato draha probihd prostfednictvim aktivace Ras/mitogen

aktivované protein kinazy (Fang, Pyne a Pyne 2019).
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Obrazek 3. : Schéma receptoru pro inzulin na povrchu bunék.

Zkratky: ATP- adenosintrifosfat, ADP- adenosindifosfdt, Y- tyrosin, P — fosfdt, SIR — (soluble
insulin receptor)
Prevzato a upraveno: Barthel a spol. (Barthel a Joost 2008)

Existuji dvé izoformy inzulinového receptoru. Jednd se o formu A a B, které se mezi sebou lisi
délkou retézce aminokyselin, A je dlouhd izoforma a B kratka izoforma. Na povrchu buriky se
mohou izoformy skladat do heterodimer( (kombinace formy A a B) a homodimera (vidy A a

A nebo B a B) (Cignarelli et al. 2019).

2.4.4.1 Inzulinovd rezistence v tukové tkdni

Tukova tkan ma klicovou roli v rozvoji IR. IR se projevuje v tukové tkani dfive nez v jatrech a
ve svalech (Smith 2002). Pfestoze tukova tkan zpracuje pouze 3-10 % ordlné pfijaté glukdzy,
zasadné ovliviuje homeostazu glukdézy nékolika zplsoby: ukladanim lipidd v lipidovych
kapénkach, syntézou lipidd nebo omezenim lipolyzy, vysokou oxidaci glukdzy a pritomnosti FA
v hnédych a béZovych adipocytech, které zvySuji energeticky vydej a sekreci bioaktivnich
faktord. Bioaktivni molekuly plsobi na mozek, jatra, kosterni sval, pankreatické ostrtvky a

dalsi tkané (Czech 2020; Guilherme et al. 2020; Kelley et al. 1988).
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V tukové tkani se nachazeji dva druhy inzulinovych receptorl. Inzulinovy receptor A je na
povrchu méné diferencovanych bunék a inzulinovy receptor B je na povrchu zralych bunék.
Inzulinovy receptor B je zodpovédny za systémovy metabolicky efekt inzulinu. Cignarelli a spol.
ve své studii naznacuji, Ze zména poméru inzulinového receptoru A a B mize ovliviiovat vznik

inzulinové rezistence a rozvoj DM2T (Cignarelli et al. 2019).

V tukové tkani maze vznikat z glukézy béhem glykolyzy glycerol-3-fosfat, ktery je esterifikovan
FA, a je meziproduktem syntézy TAG. Ukladani tuku v tukové tkani zabranuje ektopickému
ukladani tuku v jatrech a svalech (Abel et al. 2001). Jak jiz bylo popsano, inzulin v tukové tkani
inhibuje lipolyzu a ztohoto dlvodu vznikd pfi IR vtukové tkani vysokd koncentrace

neesterifikovanych FA, které se touto cestou uvoliuji do plazmy (Petersen et al. 2018).

2.4.4.2  Souvislost inzulinové rezistence s metabolismem lipidi v tukové tkdni

PFic¢ina vzniku IR v tukové tkani neni dosud pfesné objasnéna. Jedna z teorii jejiho vzniku ji
dava do souvislosti s dlouho trvajicim subklinickym zanétem. Tato teorie je podporena korelaci
zanétlivych markera s vyskytem DM2T (Bliher 2016; Herder, Carstensen a Ouwens 2013).
Dalsi diskutovanou pfi¢inou IR je mitochondrialni dysfunkce adipocytl bilé tukové tkané, ktera
mulze byt zplsobena nadprodukci metabolith lipidd a laktatu, jez byly korelovany sIR
v perifernich tkanich. Navic ektopické ukladani tuk( zplsobuje vysokou koncentraci lipidovych
metabolitl v tukové tkani. Nasledkem téchto déju se zvysi hladina DAG a ceramid(, které
aktivuji fosfokinazu Ce a fosfokindzu Cg, které katalyzuji inhibici fosforylace serinu a threoninu

inzulinového receptoru (Fang, Pyne a Pyne 2019; Rauschert et al. 2016).

Dalsim potencialnim principem vzniku IR se zabyvali Rauschert a spol., ktefi pozorovali
souvislost mezi zvySenym mnozstvim PC(32:2) a LysoPC(14:0), resp. snizenym mnoZstvim
PC(43:6) a PC(44:12) v lidské plazmé a IR. Jejich studie dale poukazuje na korelaci mezi
LysoPC(14:0) a IR, nikoli vSak s obezitou (Rauschert et al. 2016). Autofi dale poukazuji na

souvislost mezi zvySenou hladinou FA 14:0 a uvolfiovanim inzulinu z B pankreatickych bunék.

Souvislost mezi lipidy a IR byla popsana také ve svalu. Zmény byly pozorovany v signalni draze
diacyglyceroly/proteinkindzy C (ltani et al. 2002), hladindch neesterifikovanych FA,

triacylglycerol a ceramid( (Pickersgill et al. 2007).
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2.5 Lipidy

Lipidy jsou zdkladni sloZkou lidského téla. V organismu zastdvaji dulezité funkce, jsou
strukturalni soucasti bunéénych membran, tGcastni se bunécného ristu a déleni, bunécné
smrti a pomoci kovalentni vazby modifikuji funkce nékterych proteind. Jsou dlilezitym zdrojem

i zasobarnou energie a také puUsobi v signalnich kaskadach (Li et al. 2014; Watson 2006).

Lipidy mizeme rozdélit na hydrofobni a amfipatické molekuly. Déle je lze rozdélit na lipidy
jednoduché (napf. mono-, di-, triacylglyceroly), slozené (fosfoglycerolipidy,
sfingoglycerolipidy) a lipidy odvozené (mastné alkoholy, steroly). Nejcastéjsi déleni je do

nasledujicich lipidovych tfid podle molekularni struktury (Quehenberger et al. 2010):

mastné kyseliny,
e glycerolipidy,

e glycerofosfolipidy,
e sfingolipidy

e sterolové lipidy,

e prenolové lipidy,
e sacharolipidy,

e polyketidy

2.5.1 Lipidy v tukové tkani
V tukové tkdni jsou nejvice zastoupenou skupinou glycerolipidy. U jedincd s normalnimi

hodnotami BMI tvori glycerolipidy az 99 % z celkového mnoizstvi identifikovanych lipidd. U
obéznich jedincl se tento podil sniZuje az na 97 %. Vétsinou se jedna o TAG. Dale nasleduji

fosfolipidy, sfingolipidy a malé mnozstvi volnych mastnych kyselin a sterolll (Jové et al. 2014).

2.5.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (FA, fatty acids) jsou karboxylové kyseliny s dlouhym alifatickym fetézcem.

Na jednom konci molekuly vétSinou obsahuji metylovou skupinu (nepolarni ¢ast) a na druhé
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strané retézce karboxylovou skupinu (polarni ¢ast). Podle pritomnosti/nepfitomnosti dvojné
vazby v molekule délime FA na saturované (nasycené), tj. bez pfitomnosti dvojné vazby
v molekule (SFA, saturated fatty acids) a nesaturované, tj. mononenasycené FA s jednou
dvojnou vazbou (MUFA, monounsaturated fatty acids) a polynenasycené FA s dvéma nebo
vice dvojnymi vazbami (PUFA, polyunsaturated fatty acids). Délka fetézce, pocet i konformace
dvojnych vazeb silné ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti FA. Rozpustnost ve vodé klesa
s délkou fetézce. Délka fetézce také zvysuje bod tuhnuti FA, naopak pfitomnost dvojné vazby,

a predevsim jeji konformace cis- snizuje bod tuhnuti.

V krvi jsou nejvice zastoupeny SFA, na druhém misté jsou MUFA, které nasleduji PUFA n-6 a
PUFA n-3. V cirkulaci jsou nejvice zastoupeny FA, jako je 18:1 n-9 (olejova kyselina), kterou
nasleduje 16:0 (palmitova kyselina). Nékteré FA jsou v tukové tkani uvolnény z esterové vazby
TAG. Mezi volnymi FA jsou nejvice zastoupeny MUFA, druhé jsou SFA, tfeti PUFA n-6 a poté
PUFA n-3. Hodson a spol. méfili FA v tukové tkani a v krvi a zjistili, Ze kyselina olejova v tukové
tkani tvorila 43,5 mol % vSech FA. Druhd je kyselina palmitova s 21,5 mol % (Hodson, Skeaff a

Fielding 2008).

FA se dostavaji do organismu hlavné potravou (esencidlni a neesencialni FA). DalSim zdrojem
je endogenni syntéza z potravy pfijatych sacharid(i (neesencialni FA). Tento proces probiha
predevsim v jatrech, tukové tkani a mlécné zldze. De novo syntézy FA se uUcastni soubor

elongdz a desaturdz (Guillou et al. 2010).

Sprecher popsal metabolismus polynenasycenych n-3 a n-6 FA probihajici v mikrozomech a
peroxisomech. Dochazi zde k syntéze 22 uhlikového fetézce s dvojnou vazbou na pozici 4

(Sprecher 2000).

Mastné kyseliny se vyskytuji bud' jako volné nebo vazané esterovou vazbou hlavné ve formé
TAG nebo fosfoglycerolipidli. Volné FA jsou v séru navazané na albumin. Dale slouZi jako
prekurzory pro tvorbu hormonadlnich a nehormonadlnich signalnich molekul (Sobczak,

Blindauer a Stewart 2019).

Zvysena hladina volnych FA v krvi je zndmym rizikovym faktorem metabolického syndromu
v€éetné ICHS a DM2T. ZvySené hladiny volnych FA jsou spojovadny srozvojem inzulinové
rezistence, subklinického zanétu a endotelidlni dysfunkce. Pfesny princip vzniku inzulinové

rezistence prostrednictvim volnych FA je dosud nejasny. Jedna zteorii fika, Ze volné FA
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inaktivuji fosfatidylinositol-3-kindzu (Ghosh et al. 2017; Sobczak, Blindauer a Stewart 2019).
Dals$imi popsanymi dlsledky zvysené hladiny volnych FA v plazmé je inhibice inzulinem
indukovaného vstirebavani glukdzy do svalu a aktivace glykogensyntazy. Volné mastné kyseliny

také zvysuji glukoneogenezi a sekreci inzulinu (Boden 1999).

2.5.1.2 Glycerolipidy

Glycerolipidy jsou odvozené od trojsytného alkoholu glycerolu. Esterifikaci glycerolu jednou
FA vznikaji monoacylglyceroly (MAG), dvéma diacylglyceroly (DAG) a tfemi triacylglyceroly
(TAG). V plazmé se nejcastéji vyskytuji molekuly TAG obsahujici ve své molekule SFA a MUFA.
Konkrétné je nejvice zastoupena olejova kyselina (cca 38 mol%), kterou nasleduje palmitova
kyselina (okolo 30 mol%) (Hodson, Skeaff a Fielding 2008). Méné jsou zastoupeny PUFA n-6.
PUFA n-6 jsou v TAG obsazZeny zhruba v 5-6x vyssSi koncentraci nez PUFA n-3 (Otoki et al. 2017).
V tukové tkani se FA vyskytuji v molekuldach TAG predevsim jako MUFA, nasledované polovi¢ni
koncentraci SFA a ¢tvrtinovou hladinou PUFA n-6. Pfiblizné 13 krat méné nez PUFA n-6 se
vyskytuji PUFA n-3 v tukové tkani (Fang, Pyne a Pyne 2019). TAG jsou znamé jako zasobni tuky,

jsou nepolarni, hydrofobni a nevyskytuji se v membranach.

ZvySenad hladina TAG v plazmé je nezavislym rizikovym faktorem a prediktorem vyskytu DM2T.
Pacienti se zvySenou hladinou TAG v plazmé maji témér o 54 % vyssi pravdépodobnost rozvoje
DM2T (Zhao et al. 2019). Mechanismus této korelace neni pfesné zndm, ale Zhoa a spol. se
domnivaji, Zze tukova tkan jako endokrinni organ hraje dllezitou roli pfi rozvoji DM2T a jak jiz
bylo popsano, TAG jsou nejvice zastoupenou lipidovou tfidou v tukové tkani (Zhao et al. 2019).
Jiz dlouhou dobu je zndma souvislost také mezi hladinou TAG a kardiovaskularnimi
onemocnénimi. Aterogenni Ucinek je popsan predevsim u lipoproteinovych &astic bohatych

na TAG (Miller et al. 2011).

2.5.1.3 Sfingolipidy

Zakladem struktury sfingolipid je sfingosin, nenasyceny uhlovodik s 18 uhliky

s aminoalkoholovou skupinou. Sfingolipidy jsou soucasti bunéénych membran, ucastni se
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aktivace imunitnich bunék a jsou duleZité signalni molekuly. Sfingolipidy délime do tfi skupin,
a to na ceramidy (Cer), sfingomyeliny (SM) a glykosfingolipidy podle substituentu, ktery
nahradi vodik na kysliku, respektive dusiku na uhliku C1 a C2. Ceramidy vznikaji po navazani
FA amidovou vazbou na uhliku C2. Sfingomyeliny vznikaji po esterifikaci OH skupiny na uhliku
C1 FA a navazanim FA na amidovou vazbu na C2 uhliku. Glykosfingolipidy jsou slouceniny

ceramidd, ve kterych je na prvnim uhliku nahrazen vodik z OH skupiny molekulou sacharidu.

Nékteré sfingolipidy, konkrétné sfingosin 1-fosfat a od ného odvozené ceramidy, jsou
spojovany s dysfunkci adipocytl. V adipocytech dochazi ke zméné Urovné syntézy ceramidd,
kterd vede k blokaci inzulinové signaliza¢ni drahy a k aktivaci zanétu v adipocytech. Sfingosin
1-fosfat podporuje chronicky zanét v tukové tkani a inhibuje adipogenezi. Dale mlze byt
tukova tkan zdrojem cirkulujicich ceramid(. ZvySend syntéza ceramid( v tukové tkani byla
popsana predevsim u pacientl s DM2T. Inhibice enzymatické kaskady se jevi jako potencialni
terapeuticky cil, ktery mlze vést ke zlepSeni stavu adipocytd (Fang, Pyne a Pyne 2019).
Ceramidy byly také oznaceny jako markery kardiovaskuldrnich onemocnéni, protoze byla
prokazana souvislost mezi zvysenou hladinou nékterych sfingolipidl v séru a pfitomnosti ICHS

(Poss et al. 2020) .

2.5.1.4 Cholesterolestery

Cholesterol se vyskytuje v plazmé bud samostatné, nebo je esterifikovan FA na 3. uhliku
nejcastéji acyly pochazejicimi z PUFA n-6, hlavné z FA 18:2 n-6 (linolova kyselina) a méné casto
jsou na cholesterolu esterové vazany MUFA a SFA. Minoritné se vyskytuji PUFA n-3. SloZeni FA
v esterech cholesterolu v plazmé odrdzi prijem FA z potravy a aktivitu enzym( souvisejici

s estery cholesterolu (Hodson, Skeaff a Fielding 2008; Otoki et al. 2017).

V burice jsou cholesterolestery (CE) uloZzeny v cytoplazmé v lipidovych kapénkach a jsou v
dynamické rovnovaze s volnym cholesterolem. CE mohou byt pohlceny makrofagy, coz je
jeden z moznych zplsobl vzniku pénové burnky na vnitini sténé cév, tento mechanismus se
vyznamnou mirou podili na vzniku aterosklerdzy. V regulaci pohlcovani esterifikovaného
cholesterolu makrofagem hraje vyznamnou roli PPARa. Jeho aktivaci se pohlcovani CE snizi

(Ghosh et al. 2012).
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2.5.1.5 Glycerofosfolipidy

Glycerofosfolipidy jsou derivaty kyseliny fosfatidové. Kyselina fosfatidova vznika
z meziproduktl glykolyzy glyceraldehyd-3-fosfatu nebo dihydroxyacetonfosfatu pres
izomeracni reakci, dale pomoci fosfolipazy D z PC nebo diacylglycerolkindzy z DAG. Z kyseliny
fosfatidové vznikaji DAG nebo cytidindifosfat-DAG, které mohou byt prekurzory
glycerofosfolipid(.

RozliSujeme nasledujici podtridy glycerofosfolipidi:

o fosfatidylcholiny (PC),

e lysofosfatidylcholiny (LysoPC),

e fosfatidyletanolaminy (PE),

e lysofosfatidyletanolaminy (LysoPE),
o fosfatidylseriny (PS),

o fosfatidylinositoly (Pl),

e fosfatidylglyceroly (PG)

o difosfatidylglyceroly.

LysoPC a lysoPE maji ve své molekule navazanou pouze jednu FA, naopak PC a PE maji
navazané 2 molekuly FA. V plazmé se vyskytuji molekuly fosfolipidli predevsim se SFA.
Konkrétné se jedna predevsim o palmitovou kyselinu. Druhou nejvice zastoupenou skupinou
jsou PUFA n-6. Z nich je nejvice zastoupenad kyselina linolova (18:2 n-6). Nasledujici skupinou
jsou MUFA. Minoritné se zde vyskytuji PUFA n-3 (Hodson, Skeaff a Fielding 2008; Otoki et al.
2017). Glycerofosfolipidy jsou hlavni lipidovou tfidou obsazenou v membranach. Tvofi vnitini
vrstvu fosfolipidové dvojvrstvy plazmatické membrany. Na struktufe vnéjsi vrstvy se velkou
mérou podili kromé glycerofosfolipid( také SM. Lipidové membrany se vsak lisi ve svém
slozeni i vramci organel, napf. mitochondridlni membrana obsahuje vétsi mnozZstvi
difosfatidylglycerolll (Dudek, Hartmann a Rehling 2019). Dale jsou PC a SM obsaZzeny v
lipoproteinovych casticich (Rauschert et al. 2019). V tukové tkani se vyskytuji pfedevsim PC a
PE. Byla popsdna indukce lipolyzy a apoptdzy nékterymi zastupci PC (Otoki et al. 2017).

Lysofosfolipidy interaguji s receptory spojenymi s G proteiny (Abdel-latif et al. 2016).
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2.5.2 UlozZeni lipidd v adipocytech

V tukové tkani jsou lipidy uloZené v adipocytech. VétsSinu cytoplazmy, predevsim u bilych
adipocytl, zabiraji lipidové kapénky (lipid droplets, LD), proto je umisténi ostatnich organel
v téchto bunkach stisnéné. Jadro je v adipocytech natlateno na plazmatickou membranu.
Golgiho aparat, hladké a hrubé endoplazmatické retikulum jsou zastoupeny v nizsim mnozstvi,
nez je bézné u ostatnich bunék. Obsah mitochondrii se lisi podle druhu tukové tkané (Sarjeant

a Stephens 2012).

V soucasné dobé jsou stale Castéji diskutovany i dalsi funkce triacylglycerold v metabolismu
lipidG a v signalnich drahach adipocytl (Meex, Schrauwen a Hesselink 2009). Tvorba LD
probiha ve vSech burikach v téle, avSak nejvyraznéjsi je v adipocytech. Kromé jiz zminénych
TAG obsahuji LD diacylglyceroly, estery cholesterolu a volny cholesterol. Na povrchu LD je
vrstva fosfolipidli, cholesterolu a proteiny specifické pro povrch LD. Pocet a velkost LD v
adipocytech se lisi velmi dynamicky v fadech hodin v zavislosti na prebytku energie nebo
naopak jeji potiebé. Syntéza neutrdlnich lipidd nutnych pro jaddro LD je katalyzovana
diacylglycerol O-acyltransferdzou a sterol O-acyltransferdzou a navic je regulovdna
dostupnosti substratu. Fosfolipidy vyskytujici se na povrchu LD jsou z 90 % PC a PE (Krahmer
et al. 2011; Meex, Schrauwen a Hesselink 2009).

.....

v jednotlivych depotech rozdilné. Dosud bylo publikovdno pouze malé mnoistvi studii
zabyvajicich se témito rozdily. Jové a spol. porovnavali sloZeni visceralniho a subkutanniho
tuku s vyuzitim necilené a cilené lipidomiky. K analyze vyuzili kapalinovou chromatografii
s detekci MS (Q-TOF/MS). V tukové tkani identifikovali 159 lipidovych struktur, z nichz 97 %
patfilo do tfidy glycerolipidd. Zbylé lipidy byly z tfidy SM, glycerofosfolipid(, acylll FA a
sterolovych lipid. Nejvyznamnéjsi zmény byly pozorovany v TAG a DAG, liSici se typem FA,
tzn. délkou jejich fetézce a nenasycenosti. Ve visceralni tukové tkani byly pfitomny ve zvysené

koncentraci TAG s FA s vy$sim poctem uhlikl. (Jové et al. 2014).
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2.5.3 SlozZeni mastnych kyselin v epikardialni tukové tkani

SloZeni FA v ETT se lisi od jinych tkani. Hladiny nasycenych FA, jako jsou 16:0, 14:0, jsou v ETT
nizsi nez v STT a naopak, hladiny nenasycenych, jako jsou 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3,
byly vy$si v ETT neZ u STT (Pezeshkian et al. 2009; Rabkin 2007; Soucek a Novak 2018). ETT se
ddle lisi od ostatnich tukovych depot lipogenezi indukovanou inzulinem a vyznacuje se malym
vyuzitim glukdzy jako zdroje energie, nizkou expresi gend pro tvorbu lipoproteinové lipazy,

steraoyl-CoA desaturdzy a acetyl-CoA karboxyldzy a (Rabkin 2007).

Stejné jako v hnédé tukové tkani jsou v ETT pfitomny mitochondrie s vyssi expresi uncoupling
proteinu 1, jehoZ prostrednictvim se prebytecna energie preménuje v teplo misto ATP (Sacks

et al. 2009).

2.5.3.1 Lipolyza a lipogeneze

Pfi zvySené potiebé energie organismem adipocyty uvoliuji FA do krevniho fecisté
prostiednictvim lipolyzy TAG za katalyzy triacylglycerolové lipdzy, hormon senzitivni lipdzy a
monoacylglycerolové lipazy (Ha a Bauer 2019). Prvni dva jmenované enzymy jsou regulovany
natriuretickymi peptidy, inhibovany inzulinem a aktivovany, resp. inhibovany katecholaminy

(Cignarelli et al. 2019).

Naopak k lipogenezi dochdzi pti prebytku sacharid(i, které se preméni na tuk. Lipogeneze
probihd hlavné v jatrech a tukové tkani. Glukdza je glukézovym transportérem prenesena do
bunky. V cytoplazmé je pfeménéna na pyruvat a ten ddle v mitochondriich na citrat. Citrat je
transportovan z mitochondrii a preménén na acetyl-CoA, ktery je prekurzorem pro syntézu
mastnych kyselin. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy, které podléhaji regulaci (Ameer et

al. 2014).

2.6 Lipidomika

V roce 2006 A.D. Watson definoval lipidomiku jako podobor metabolomiky, zabyvajici se

studiem lipidQ, jejich funkci v burice a molekulami, s kterymi lipidy interaguji. DaleZitou roli
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hraje lipidomika v pozorovani zmén zpuUsobenych pfitomnosti onemocnéni a vlivu lécby
(Watson 2006). Neddvné vyzkumy odhalily, Ze lipidy mohou byt prostfednikem mezi
environmentalnimi a genetickymi faktory ovliviujicimi vznik aterosklerézy, DM2T a dalSich
onemocnéni (Abdel-latif et al. 2016). BéZné screeningové laboratorni testy zamérujici se na
lipidovy profil zdaleka neobsahnou konkrétni dopady onemocnéni na lipidovy metabolismus.
Zde mUze byt lipidomika idedlnim nastrojem hodnotici stovky lipidovych molekul jako

potencialni biomarkery rliznych onemocnéni.

Z hlediska analytického pfistupu Ize lipidomiku délit na cilenou a necilenou. V dalsi ¢asti prace
se budu zabyvat rozdily vtéchto pfistupech ke stanoveni lipidG. Obrazek 4 zndazornuje
moznosti lipidomické analyzy a subjekty, jejichz biologicky material |ze zpracovat. Subjekty

zahrnuté do studie jsou rozdéleny do skupin podle onemocnéni nebo Iécby.

Lipidomika
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Obrazek 4: Studium lipidl u pacientt, zvifecich model a bunécnych kultur
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2.6.1.1 Analytické pfistupy v lipidomice

2.6.1.1.1 Necilend lipidomika

Necilena lipidomika je komplexni stanoveni lipidového spektra v biologickém vzorku. Necileny
pfistup umozZni soucasné stanoveni nékolika stovek molekul z rznych lipidovych ttid. Dalsi jeji
nespornou vyhodou je rychlda a jednoducha pfiprava vzorku, ktera umozni velmi Setrné
zachazeni se vzorkem. Analyty ve vzorku jsou proto stanoveny ve své nativni koncentraci a

chemické podobé.

Pti necilené lipidomice se vyuziva témér vyhradné jako zpUsob detekce MS. | pfes vysokou
citlivost MS je tento pfistup zatizen interferencemi z velkého mnozstvi analyt( ve vzorku a
muZe dochdazet k potladeni signalu minoritnich metabolit(i. Dale je metoda omezena
dynamickym rozsahem. Dostupné pfistroje pro necilenou analyzu maji dynamicky rozsah
v rozmezi tfi radd, coz v nékterych pfipadech neumoznuje sou¢asnou analyzu metabolitd o
vysoké koncentraci a minorit, které se vyskytuji v biologickych vzorcich v nizsich koncentracich
(az o 5 radli nez majoritni slozky) (Jové et al. 2014; Wu, Shon a Liu 2014). Pomoci MS ziskame
informaci o poméru hmoty k naboji ¢astice (m/z), ktera je pak jednim z hlavnich parametr(

slouzicich pfi identifikaci.

Pracovnim postupem necilené lipidomiky pti stanoveni hladiny metabolitli je nejprve samotna
analyza, druhym krokem je zpracovani dat, dale statistické vyhodnoceni a nasleduje

identifikace signifikantné zménénych metabolitd.

2.6.1.2 Cilend lipidomika

Cilena lipidomika se zaméruje na urcitou lipidovou tfidu, ¢i na nékteré jeji konkrétni zastupce.
Velice ¢asto se zaméfuje pouze na analyzu FA obsazenych v lipidové tfidé bez konkrétniho
prirazeni k lipidové molekule. Vyhodou tohoto postupu je stanoveni analytl i o velmi nizkych
koncentracich. Nevyhodou je ztrata informace o komplexni zméné, ¢asova naroc¢nost postupu,
riziko zaneseni chyby nebo kontaminace (Bfachnio-Zabielska et al. 2012; Pati et al. 2016;

Pezeshkian a Mahtabipour 2013).
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2.6.2 Metody pouZivané v lipidomice

V poslednich letech se metody analyzy lipidU rychle rozvijeji a modernizuji. Pfedevsim se klade
dliraz na vysokou citlivost metody a na presnou identifikaci lipidG. Postup pfi analyze lze

rozdélit do nékolika krokl. Postupy v pfipravé vzorku, detekci, zpracovani dat a identifikaci

ovliviiuje, jaky ptistup k analyze zvolime, zda cileny nebo necileny (Tabulka 1).

Tabulka 1: Rozdily mezi cilenou a necilenou lipidomickou analyzou

Lipidomicka analyza Cilena Necilena
Separace Ano ne
Derivatizace Ano Ne
Chromatograficka separace Ano ano / ne (,,shotgun“ neboli

pfimy nastfik)

Detekce predem urcenych metabolitl, | vSech metabolitl vyskytujicich
optimalizace pomoci se ve vzorku nad limitem
standardd detekce
Mod méreni SRM, MRM prechody Full scan (monitorovani

vybraného hmotnostniho
rozsahu)

Zpracovani dat

Kvantifikace
Integrace pikl ve spektrech
Absolutni koncentrace z
kalibracnich kfivek

Detekce hmot, odstranéni
Sumu, dekonvoluce, filtrovani,
odstranéni izotopické
interference a aduktd,
zarovnani pik(, export matice
dat
Relativni zastoupeni

Statistické vyhodnoceni

Jednorozmérna analyza

Jednorozmérna /vicerozmérna
analyza

Identifikace

Standardy

Databaze, pfesna hmota,
izotopovy vzorec, fragmenty,
standardy

Vyhody

Cena MS/citlivost

Rychlost ptipravy vzorku/
Siroky profil metabolit(

Nevyhody

Omezené mnoizstvi
metabolitd/ dlouha pfiprava
vzorku

Cena MS/slozité zpracovani dat

Zkratky: SRM - monitorovdni jedné prechodové reakce (single reaction monitoring), MRM -
monitorovdni vice prechodovych reakci (multiple reaction monitoring), MS - hmotnostni
spektrometr (mass spectrometer)
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2.6.2.1 Prfiprava vzorku

Lipidové spektrum lIze hodnotit v riznych typech biologického materidlu. Nejcastéji se lipidy
stanovuji vséru nebo plazmé, dale pak mozkomiSnim moku, plodové vodé a dalSich
podobnych matricich. Prvnim krokem zpracovani téchto vzork( je extrakce/deproteinizace

(Holcapek, Liebisch a Ekroos 2020).

V soucasné dobé je v popredi védeckého zajmu studium lipidl v dalSich typech tkani, jako jsou
jatra, tukova tkan a jiné (Hyotyldinen a OreSi¢ 2015; Jové et al. 2014; Li et al. 2014; Narvaez-
Rivas a Zhang 2016). Pfi zpracovani vzorkd tkani je nutné nejdfive vzorek homogenizovat, a
pak teprve ndsleduje extrakce, kterd je stejnd nebo podobna jako pfi zpracovani kapalnych

vzorkU biologického materialu.

Homogenizace
Extrakci lipidUd ze vzorku tkané predchazi homogenizace vzorku. K homogenizaci lze pouzit

homogenizacni noze, keramické kulicky, rGzné druhy mlynk( a tfeci misky. Pfed homogenizaci
je vhodné k vzorku tkané pridat extrakéni ¢inidlo ¢i rozpoustédlo, které usnadni rozmélnéni
vzorku. Timto zpUsobem se také minimalizuje zahtivani vzorku vzniklé tfenim. Udrzeni

pokojové teploty je dllezité pro omezeni potencidlni degradace metabolitl (Burden 2012).

Extrakce
Nedilnou soucasti stanoveni lipid( v biologickém materidlu je jejich extrakce ze vzorku. Pfi

extrakci je nutné prekonat dvé hlavni vyzvy, tj. rozdilnou ucinnost extrakce lipidQ pro rGzné
lipidové tridy a odstranéni nelipidového obsahu ze vzorku. Extrakci Ize rozdélit podle principu
na extrakci kapalina/kapalina a kapalina/pevna faze. Extrakce kapalina/kapalina se vyuziva pfi
extrakci kapalného biologického vzorku pomoci smési organickych rozpoustédel. Extrakce
kapalina/pevna latka se pouziva v pripadé extrakci lipid(i z tkani. Optimalizaci postupu se musi

dosahnout vysoka ucinnost a reprodukovatelnost vytézku.

Vzhledem k tomu, Ze lipidy jsou latky dobre rozpustné v organickych rozpoustédlech, vyuziva
se extrakce s organickymi rozpoustédly. Pro extrakci polarnich lipidli obsahujicich ve své

molekule jak hydrofilni, tak hydrofobni skupiny, se pouzivd postup na zdkladé smeési
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chloroform/metanol vrdzném poméru. Neznaméjsi a nejdéle pouzZivand je extrakce
Folchovou metodou s vyuZitim extrakéniho média metanol : chloroform v poméru 1:2 (v/v)
z roku 1957. Tato metoda se vyznacuje vysokou Ucinnosti separace lipidd v porovnani s jinymi
postupy (Folch, Lees a Sloane Stanley 1957). Na podobném principu je zaloZena Bligh-Dyerova
metoda (Bligh a Dyer 1959). Po extrakci pomoci smési metanol : chloroform ndsleduje
promyvani extraktu vodou, béhem tohoto kroku se odstrani nelipidova slozka vzorku. Vidy je
nutné dodrzet pomér vody k organickym rozpoustédlim, vtomto pripadé chloroform :
metanol : voda 8:4:3 (v/v), aby nedochazelo k vymyti polarnich analytld do vody. Zatimco
Folchova metoda je pouZivana predevsim pfi extrakci pevnych vzorkd, tj. tkani, Bligh-Dyerova
metoda se pouzivd i pro télni tekutiny (Pati et al. 2016). Kvlli kancerogennim ucinkim
chloroformu byly metody pozdéji modifikovany a misto chloroformu se v soucasné dobé
pouziva dichlormetan s podobnymi extrakénimi vlastnostmi (Cequier-sa et al. 2008). Pro

extrakci nepolarnich lipidl (jako jsou TAG a steroly) je vhodné pouZzit alkany (Pati et al. 2016).

Pomérné neddvno byla vyvinuta metoda extrakce pomoci metyl-terc-butyléteru (MTBE), tzv.
Matyashova metoda (Matyash et al. 2008). Kromé nizsi toxicity MTBE nez v metodach
pouzivany chloroform ma postup i dalsi vyhodu, a to je nizsi hustota MTBE oproti vodé. Extrakt
lipida je pak obsazen v horni vrstvé v MTBE a precipitované proteiny se nachazeji na dné
zkumavky na rozdil od Folchovy metody, kde proteiny tvofi mezivrstvu mezi vodnou a
chloroformovou (dichlormethanovou) fazi. Ztohoto dlvodu neni nutné lipidovy vzorek
odebirat skrz horni vrstvu a nehrozi tak riziko kontaminace (Pati et al. 2016; Patterson et al.

2016).

V extrakénich metodach muze také figurovat jako samostatné Cinidlo metanol, ktery neni
typické organické rozpoustédlo pro extrakci lipidd. Metanol pfi extrakci plsobi spiSe na
rozruseni vazby mezi lipidy a biopolymery. K podobnému Ucelu Ize pouzit také 1-propanol, 2-

propanol, etanol nebo pfipadné méné ucinny n-butanol (Pati et al. 2016).

Pti extrakci lipidG z tkani je v zdvérecném kroku nutné oddéleni zbytk( tkani napft. filtraci.
Ktomuto ucelu lze pouzit filtraéni papir, ktery se pred pouzitim nasyti extrakénim
rozpoustédlem, ¢imz zabranime ptipadnym prechodlim kontaminanta z filtracniho papiru do

extraktu.
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2.6.2.2 Separace analyti

Zjednoduseni matrice ndm umozni jednodussi analyzu bez vétSich interferenci. Pfi separaci
dochazi k odstranéni ostatnich sloZzek vzorku a extrakci specifické lipidové tfidy. Nejcastéjsim
zplUsobem, jak lze oddélit lipidové tfidy, je tenkovrstva chromatografie (TLC, thin layer
chromatography) nebo extrakce na pevné fazi obsazené v kolonkach (SPE, Solid Phase

Extraction).

Dlouho pouzivanou separacni technikou pro Siroké aplika¢ni pouZiti je TLC. VyuZiva se i
k separaci jednotlivych lipidovych ttid. Stacionarni fazi maze byt silikagel, coz je bila krystalicka
amorfni porézni latka. Pfed pouzitim desky je dulezité odstranit prebyte¢nou vihkost zahfatim
na teplotu 105°C. UdrZeni relativné nizké vihkosti zvySuje opakovatelnost déleni lipidG na
desce. Komeréné dostupné desky obsahuji anorganicky fluoreskujici indikator, ktery
fluoreskuje pod UV zarenim pfi 254 nm (Wall 2005). V soucasné dobé se také pouziva
dvoudimenzionalni TLC, kterd umoznuje vyssi u¢innost separace. Tato technika je vyhodnd
z hlediska cenové dostupnosti, vysokého rozliseni, jednoduchosti, ale bohuzel je to metoda
zatiZzena nizsi vytéznosti, degradaci lipidd a nizkou citlivosti (Pati et al. 2016). TLC se vyznacuje

vysokou schopnosti separace jednotlivych podtrid fosfolipidd (Fuchs et al. 2011).

Dalsim zplsoben rozdéleni lipidovych tfid je SPE. Principem SPE metody je zadrzeni lipidQ
z hydrofobniho media na stacionarni fazi obsazené v SPE kolonce. Nelipidova hydrofilni slozka
se na kolonkdach nezachyti a je vhodnym rozpoustédlem vymyta. Lipidy jsou nasledné uvolnény
z kolonky pomoci rozpoustédla o nizsi polarité. SPE Ize pouzit pro Siroké spektrum aplikaci,
razné koncentrace vzork(, matrice a objemy. Metodu Ize i automatizovat a pouzit pro vétsi
série vzorkd. Vhodnou stacionarni fazi pro extrakci lipidd je reverzni faze C18. Na tento typ
pevné faze lze nanést napriklad extrakt ziskany pomoci Folchovy extrakce, kolonku Ize
proplachnout vodou a lipidy extrahovat smési chloroform : metanol (1:2 v/v). Lipidy Ize také
postupné extrahovat z kolonky, napfiklad pomoci metanolu : vody (12:1 v/v) a nasledné
chloroformem : metanolem (1:2 v/v). Prvni frakce obsahuje gangliosidy, fosfatidylseriny,
fosfatidylinositoly, kyselinu fosfatidovou a sulfatidy. Druha frakce obsahuje fosfolipidy,

cerebrosidy a cholesterol (Kyrklund 1987; Pati et al. 2016).

SPE kolonky, obsahujici normalni fazi, déli lipidy na zakladé polarni interakce. Radime mezi né
kolonky obsahuijici jako stacionarni fazi silikagel, ktery maze byt modifikovany skupinami napfr.
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amino nebo kyano. Dalsi variantou je iontové vyménna SPE. Pfikladem téchto fazi je kyselina
benzensulfonova, kyselina propylsulfonova, karboxylové kyseliny, pfipadné kolonky obsahujici
ionty stfibra ¢i oxid zirkonicity. V tomto pfipadé je dllezité dodrzet a optimalizovat pH roztoki

(Lépez-Bascon et al. 2018; Pati et al. 2016).

Chromatografické separacni metody
Extrakt lipidl Ize pfimo ddvkovat do detekéniho pfistroje, kterym je v lipidomickych analyzach

nejcastéji hmotnostni spektrometr (MS, mass spectrometry) - tzv. shotgun lipidomika, nebo
lze extrakt dale podrobit dalsi separaci scilem zvySeni kvality i kvantity méreni. Mezi
nejcastéjSi uzivané separacni techniky v lipidomice fadime kapalinovou (LC, liquid
chromatography) a plynovou chromatografii (GC, gas chromatography), kapilarni
elektroforézu a superkritickou fluidni chromatografii (SFC, supercritical fluid chromatography)
(Li et al. 2014; Narvdez-Rivas a Zhang 2016; Kostal, Katzenmeyer a Arriaga 2008; Wolrab et al.
2020).

Plynova chromatografie

GC je vhodnd predevsim pro analyzu volnych mastnych kyselin, sterolt a analyzu fosfolipid(.
Analyza pomoci GC vyZaduje prevedeni molekul na tékavé estery. K tomuto ucelu se pouziva
derivatizace, nejcastéji silylace. DalSi nevyhodou GC je, Ze separace vyzaduje vysokou teplotu,
¢imz dochazi k degradaci vzorku. Pro separaci je dulezity vybér stacionarni faze v koloné
s vhodnymi parametry (homogenita zrnéni, velikost zrn, pdrovitost pro napliové kolony ci
tloustka filmu pro kapilarni kolony a samozrejmé také chemické sloZeni). Vyhodou je vysoka

separacni ucinnost a reprodukovatelnost (Dunn et al. 2011).

Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie, resp. vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC, high
pressure liquid chromatography) je nej¢astéji pouzivanou separacni technikou v lipidomice.
Tuto pozici obsadila predevsim kvali Sirokému aplikacnimu pouziti. LC nevyzaduje zplynéni

analytl, a proto je vhodnd i pro analyzu fosfolipidd, sfingolipidd a neutralnich lipid(. Dalsi
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vyhodou LC je vynechani kroku derivatizace. Pro LC separaci se vyuziva retence analytl na
stacionarni fazi obsazené v chromatografické koloné. K ucelim separace lipid0 se vyuziva
predevsim reverzni faze (napt. C8, C18, C30), normalni faze (silica, alumina, kyano- kolony)

nebo hydrofobni interakce (HILIC) (Li et al. 2014).

PFi poutZiti reverzni faze je staciondrni faze nepoldrni a mobilni faze poldrni. Lipidy jsou na
téchto kolonach separovany na zdkladé délky fetézce a pfitomnosti nebo poctu dvojnych
vazeb. Nevyhodné je poufZiti téchto kolon pfi separaci hydrofilnich lipidd. Jako mobilni faze se
pouziva nejcastéji metanol, 2-propanol nebo acetonitril pfipadné v kombinaci s vodou. Pfi
separaci na koloné s normalni stacionarni fazi se lipidy déli podle vlastnosti jejich polarnich
struktur. Specidlni skupinou separaci na normalni fazi je HILIC, kde se uplatiuje kombinace
poldrni stacionarni faze a organickych rozpoustédel jako mobilni faze. Pokud chceme vyuZzit

separace obé&ma zpusoby, Ize techniky kombinovat v dvourozmérnou LC (Pati et al. 2016).

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza se pouziva v lipidomice méné nez dfive zminéné GC a HPLC. Kromé
analyzy lipidd je vyuzivana k méreni nukleovych kyselin, peptid(, protein( a cukr(. Z lipid se
pouziva napfiklad pro separaci sterold, lipoproteinovych ¢astic, lipoglykant a dalsi aplikace

(Lamari et al. 2002; Kostal, Katzenmeyer a Arriaga 2008).

Superkriticka fluidni chromatografie

Tato metoda se pouZiva v cilené i necilené lipidomice. Lze pomoci ni separovat vétsinu
lipidovych tfid. Diky spoleénym vlastnostem s GC a LC ma vyhody z obou metod, napf. vysokou
ucinnost separace Ci schopnost separovat latky o rlizné polarité (Wolrab et al. 2020; Yang et

al. 2019).
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2.6.2.3 Provedeni analyzy

Nejcastéjsim zplisobem provedeni analyz v lipidomice jsou kombinace HPLC nebo GC s MS.
Zahrnutim kroku separace vzorku pred vlastni detekci Ize v nékterych pfipadech rozdélit i
metabolity o stejné molekulové hmotnosti. Podrobnostmi tohoto zpuUsobu pfipravy
biologického materidlu jsem se zabyvala vySe v kapitole 2.6.2.1 Ptiprava vzorku. Pfi necileném
zpUsobu analyzy se také vyuziva tzv. ,shotgun” lipidomiky, pfi kterém extrakt lipidG neni jiz
ddle separovan pomoci chromatografie, ale je pfimo nastfiknut do iontového zdroje. Vyhodou
tohoto pfistupu je vysokd rychlost. Nevyhodou pak je casty prekryv lipidi o stejném
m/z, potlaceni signalu, nutnost vysoké koncentrace lipidi a vyznamna interference s matrici

vzorku. | pfes tyto nevyhody je tento postup stédle ¢asto pouzivan (Hsu 2019; Pati et al. 2016).

2.6.2.4 Detekce

Chromatografické pfristroje jsou kombinovany s riznymi druhy detektoru, pricemz pro analyzu
lipidl se nejc¢astéji pouziva MS-detekce. Vyhodou MS je predevsim vysoka citlivost, robustnost
a vysoky dynamicky rozsah. Metabolity jsou nékdy identifikovany podle pfesné hmoty (mozné
pouze u MS s vysokym rozliSenim). Nevyhodou MS jsou vyssi pofizovaci naklady pristroje a
vysSi naklady na jeho provoz. Slozky vzorku jsou v MS ionizovany a vznikajici ionizované
molekuly nebo fragmenty molekul jsou detekovany na zakladé poméru hmota/naboj (m/z)

iontu. Pomér m/z iontu je jednim z hlavnich parametrd slouZicich pti identifikaci molekul.

Z dlvodu zvyseni ionizace metabolitl ve vzorku a citlivosti jejich stanoveni se k mobilni fazi
pridava napf. kyselina mravendi, octovd, amonné ionty a metylamin. Podle nastaveni
ioniza¢niho zdroje mohou vznikat pozitivni (pozitivni ionizaéni méd) nebo negativni ionty
(negativni ionizacni méd). Soucasti optimalizace analyzy je nastaveni parametr( na iontovém
zdroji. Zatimco v necilené lipidomice se vyuzivd vyhradné MS, vcilené se poziva také
plamenové ionizacni detektor (FID) predevsim v kombinaci s GC. Tato kombinace se nejcastéji

pouziva pro detekci FA v riznych lipidovych tridach.
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2.6.2.5 Zpracovdni dat

Ziskand data z necilené analyzy je nutné prevést na matici, tzv. bini obsahujicich pomér plocha
nebo vyska piku, pfifazenou k identifikaénim parametrim. Tento proces probihd pomoci
softwaru vhodného pro zpracovani dat z necilené MS lipidomiky. Jednim z téchto programu je
MZmine (Pluskal et al. 2010). Pfi zpracovani dat program odfiltruje Sum pomoci zadanych
parametrd. Program umoznuje jak pevné nastaveni hladiny Sumu, které lIze ovéfit pfimo v
redlnych spektrech, tak pomoci poméru signal/Sum, ktery se lisi v rdznych m/z a relativni
vySkou piku. DalSim parametrem vymezujici hranice jednotlivych bin( je tolerance rozdilu
mezi jednotlivymi m/z. V absolutnich mezich dosahuje tato hranice 0,003 m/z a v relativnich
10 ppm. Program umozniuje nastaveni minimalni doby, po kterou musi byt iont pozorovan,
aby byl zafazen do dalSiho zpracovdani dat. Stejné tak je dulezité i nastaveni maximalni délky
piku. Program umoznuje dekonvoluci spekter, spoji data ze vSech analyz do jedné matice a
dohledava piky, které neodpovidaji pfesné plivodné zadanym parametrim. Program provadi
automatickou integraci a odecteni vysky piku pro dané m/z a retencni ¢as. Plocha nebo vyska
piku je pfimo umérnd koncentraci metabolitu ve vzorku v linearni oblasti kfivky (Marchetti a

Mignerey 1993; Pluskal et al. 2010).

Kvali rGznému naredéni vzork(i matrici je dobré pfistoupit k normalizaci dat. Vétsinou se
provadi normalizace na pomér celkova plocha/vyska pikl, kdy se se¢tou hodnoty od viech
pikd a touto hodnotou se podéli pfislusné plochy/intenzity jednotlivych pikd. U takto
zpracovanych dat se daji porovndvat priimérné relativni intenzity mezi skupinami. Detektor
neni stejné citlivy ke vSem metabolitim, a proto nelze porovnavat metabolity mezi sebou bez

prepoctu koncentraci z kalibraénich kfivek.

Necilend analyza poskytuje velké mnoistvi dat, coZ znesnadnuje efektivni statistické
zpracovani a formovani vysledkd vcetné jejich interpretace. Statistické pristupy v

analyzdch metabolomickych dat jsou vicerozmérna a jednorozmérna analyza.

Pti cilené analyze provedeme manuadlni nebo automatickou integraci pik(. Plochy pod kfivkou
jsou umérné koncentraci. Normalizuji se na interni standard pfidavany do vzorku pfi jeho
pripravé a z kalibracnich krivek je vypocitana absolutni koncentrace. Tyto koncentrace dale

pouZijeme pro dalsi statistické zpracovani.
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2.6.2.6  Statistické vyhodnoceni dat

Vicerozmérna analyza dat
Mezi nejoblibenéjsi vicerozmérné analyzy v lipidomice patfi analyza hlavnich komponent

(Principal component analysis, PCA) a ¢astecna regrese nejmensich ctvercl-diskriminacni
analyza (Partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA). Pfi PCA dochazi k netizené
redukci dimenzi, coZ umoznuje prvni pohled na vztahy mezi skupinami. Tento zplsob je
vhodny, predevsim pokud je variace vramci jedné skupiny mensi nez mezi skupinami.
V opacném pripadé je nutné pfristoupit k PLS-DA, kterd je technikou fizenou a zohlediuje
prislusnost ke skupiné pacient(. V pfipadé PLS-DA dochdzi k fizené redukci dimenzi. Podrobné
vysvétleni matematickych principll obou metod presahuje ramec této disertacni prace.
Vysledky této analyzy se Casto prezentuji v grafické formé elips s body pro jednotlivé vzorky.
Plochy elips obvykle reprezentuji 95% spolehlivost vyskytu dat v dané oblasti za predpokladu
normalniho rozloZeni dat. Cim vice se plochy elips vzorkd z rdiznych skupin piekryvaji, tim
méné se skupiny mezi sebou lisi. V jednotlivych score plotech, jak se toto grafické znazornéni
nazyva, najdeme hodnotu skére vypovidajiciho o mite rozdilnosti mezi skupinami. Model PLS-
DA je nutné podrobit validaci pro ovéreni, zda variabilita v ramci skupiny vyznamné nepfispéla

k zvySenym hodnotam skére (Worley a Powers 2013).

Nejprve se provadi kfizova validace, aby se odhalila prediktivni schopnost modelu. Jednim
parametrem je hodnota Q2, kterd poskytuje kvalitativni méfitko konzistence mezi
predpokldadanymi a plvodnimi daty. DalSimi vystupy této analyzy jsou R2 a spravnost.

Teoretické maximum pro vSechny tfi veli¢iny je 1 (Xua a Liang 2001).

Jednorozmérna analyza dat
Jednorozmérné statistické metody pouZivané v metabolomice mohou byt t-test nebo

Wilcoxon(v test. Vybér testu zavisi na normalité rozloZeni dat. Pro ovéreni normality rozloZeni
dat je tfeba provést vhodny test, napf. Jarque—Bera test. Test urci, zda jsou data odlisna od
normalniho rozdéleni. Normalné rozdélend data jsou pak posuzovdna pomoci t-testu a

nenormalné rozdélend data pomoci Wilcoxova testu.
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2.6.2.7 lIdentifikace lipidd pri necilené lipidomické analyze

V necilené lipidomice jsou identifikovany pouze metabolity, jejichZ intenzita je signifikantné
rozdilna mezi skupinami, tzn. neprovadi se identifikace vSech hmot ve spektrech, ale pouze
signifikantné zménénych. Identifikace lipidd pomoci MS probiha na zakladé zméreni poméru

presné m/z, retencniho casu, specifickych fragmentl a vzoru izotopového obalky molekuly.

Platforma MS vhodna pro necilenou analyzu musi dosahovat vysokych hodnot rozliseni a
schopnosti uréeni pfesné hmoty neboli m/z. K identifikaci lipidd je nutné stanoveni presné
hmoty s pfesnosti pod 10 ppm. Hodnota m/z se porovnavé s databazemi, teoreticky
vypocitanymi pfesnymi hmotami a pfipadné se standardem. Databaze vhodné pro identifikaci
lipid{ jsou LIPID MAPS® Structure Database
(https://www.lipidmaps.org/data/structure/index.php) a The Human Metabolome Database
(https://hmdb.ca/). Pfi vypoctu presné hmoty nebo pfi hledani metabolitu v databazi musime
zohlednit, Ze lipid se mize vyskytovat i ve formé aduktovych iontl typu [M+Na]*, [M+H]*,
[M+NH4]*, [M+K]* v pozitivnim ionizatnim modu nebo [M-H], [M-COO] v negativnim

ioniza¢nim modu.

Svyhodou se pro identifikaci také vyuzivd charakteristickd retence lipidd na
chromatografickych kolondch. Pomoci smési standardi Ize odvodit retenci podle pfislusnosti
k lipidové tridé, nasycenosti nebo délce retézce FA. Hodnotu je také vhodné ovérit
s prislusnym standardem. Kvali vysoké cené standard( a jejich obtizné dostupnosti se toto

vidy neprovadi.

Charakteristické fragmenty molekul lipidl jsou dalsim parametrem nutnym pro identifikaci.
Toto lze provést na platformach umozZnujicich méreni koliznich spekter. V kolizni cele MS
dochazi ke srazce kolizniho plynu s iontem. Vazby v molekule se rozstépi a vznikaji fragmenty,
jejichz m/z miZieme zmérit pomoci MS. Jako kolizni plyn se pouZivaji N2 nebo Ar. Pro
identifikaci je vhodné mit alespon dva fragmentové piky, které vznikly charakteristickou
ztratou ¢asti molekuly. Pro identifikaci se obvykle nepouzivaji fragmenty vzniklé pti ztraté
vody nebo OH’, které jsou velmi ¢asté. Molekuly o nizkych hmotdch vsak ¢asto neposkytuji
dostatek fragmentd v méfitelném rozmezi do 100 m/z ¢i dostatecné intenzité, proto je jejich

identifikace obtizna.
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Dalsim identifikaCnim parametrem je izotopovy vzor, ktery je charakteristicky pro kazdy
pfirozené se vyskytujici prvek v pfirodé. U komplexnich molekul, jako jsou lipidy, je izotopovy
vzor pro danou molekulu odvozen ze zastoupeni prvk(i a porovnan s namérenou hodnotou

pomoci softwar( vhodnych pro lipidomickou analyzu.

V cilené lipidomice se provadi pred analyzou vzork(i méreni standard(i metabolitli, které
chceme méfit. Timto pfistupem tedy mérfime pouze predem vybrané metabolity. Omezujeme
si tim mnoZstvi hodnocenych metabolitl, ale dosahujeme vyssi citlivosti nejméné o jeden rad

proti necilenému pfistupu.

2.6.2.8 Optimalizace metod pro necilenou analyzu

Komplexni analyza, kterou poskytuje necilend lipidomika, vyZzaduje presnou kontrolu nad
preanalytickou fazi, analyzou i zpracovanim dat. U celého procesu se hodnoti predevsim
opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pfi postupech optimalizace metody se vyuzZivaji
dostupné standardy metabolitll a testuji se jednotlivé kroky analytického postupu, napriklad
vytéinost extrakce. Uginnost lipidové extrakce Ize ovéfit pfidavkem interniho standardu na
zat4atku extrakce a porovnat jeho intenzitu s piidavkem az po extrakci. U¢innost extrakce lze
samoziejmé ménit volbou extrakénich médii, ale i optimalizaci pH a teploty. Bohuzel
nedodrzeni optimalniho rozmezi pH mUze vést pfi extrakci lipid0 k poruseni esterové vazby a
hydrolyze. Snizeni teploty mlze napomoci zabranéni degradace vlivem pH, ale vede také
k snizeni Ucinnosti extrakce (Pati et al. 2016). Opakovatelnost a reprodukovatelnost extrakce
Ize otestovat opakovatelnou extrakci smésného vzorku a porovnanim vysledki. Nejprve je
vSak nutné ovérfit opakovatelnost samotného méfeni, a to bud opakovanym nastfikem

jednoho extraktu, nebo opakovanym ndstfikem smési standardd.

Stabilitu systému ovéfujeme v necilené metabolomice opakovanym nastfikem kontrolniho
vzorku (quality control, (QC). Tyto vzorky si pfipravime smisenim alikvotu od kazdého vzorku
ze vSech skupin. Vzorky QC musi byt nastfikovany rovnomérné v priibéhu celé sekvence a musi
byt vyhodnoceny spoleéné se vSemi ostatnimi vzorky. Timto ovéfime nejen stabilitu vzorku,

ale také zda nedochdazelo ke kontaminaci systému (Hyotyldinen a Oresi¢ 2015).
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U necilené lipidomiky dopfedu nezname stabilitu nasich analytl, proto je nutné se vzorkem
zachazet co nejSetrnéji. Neni mozna analyza opakované rozmrazeného vzorku a vzorek nesmi
byt dlouho pfi pfipravé a analyze pfi pokojové teploté. Standardizované postupy pro
lipidomiku doporucuji nepfekrocit uchovavani vzorku déle nez 8 hodin pfi teploté 2-8 °C.
Stabilita v autosampleru pfi chlazeni na 4 °C se uddvd maximdlné po dobu 24 hodin.

Dlouhodobé uchovavani vzorku je nutné pfi -80 °C.

Pti necilené analyze je také nutné dodrzet dostatecny pocet vzorkd na skupinu, aby ndsledna

statisticka analyza méla dostatecnou silu pro pouzité testy.

Necilena lipidomika poskytuje velké mnoZstvi dat. Tato data je nutné roztfidit a odfiltrovat
signdl od Sumu, metabolity se stejnym retencnim ¢asem a m/z pfiradit k sobé napfic¢ vsemi
vzorky. Ddle je nutné z dat odstranit signdly pochdzejici z izotopickych interferenci a vzniklé z
aduktl@. Ktomuto ucelu slouzi v lipidomice softwary MetAlign (Lommen 2009), MZmine

(Pluskal et al. 2010), XCMS (C. A. Smith et al. 2006) a SpectConnect (Styczynski et al. 2007).

2.6.2.9 Identifikace pri cilené lipidomice

Hmotnostni spektrometr pfi této aplikaci pracuje v médu monitorujici jeden prechod
z molekularniho iontu na fragment (single reaction monitoring, SRM) nebo v méddu
monitorujici vice pfechodl z molekuldrniho iontu na fragment (multiple reaction monitoring,
MRM). Nedochazi ke skenovani celého spektra iontl. Pro optimalizaci podminek méreni je
vidy potfeba standard daného metabolitu. Metodu lze zavést na omezené mnoistvi

prechodd.

Pred samotnou analyzou vzork( provedeme optimalizaci podminek méreni SRM nebo MRM
pfechodi na standardech. Zmétime, jaky je matersky iont s nejvyssi intenzitou, kolizni energii
pro vznik jednotlivych fragmentl a napéti na cockach, které je vhodné pro vstup téchto iontd.
Pro optimalni separaci metabolitd je vhodné optimalizovat HPLC gradient. Dale zméfime
retenéni ¢as, abychom mohli analyzu rozdélit na segmenty a nastavit parametry pro tento
Casovy usek. Soucasti optimalizace analyzy je méreni kalibracnich kfivek, které nam umozni

stanoveni absolutniho mnoZstvi metabolitu ve vzorku. Nasleduje optimalizace pfipravy
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vzorku, opakovatelnost a reprodukovatelnost analyzy, pfipadné stanoveni limitu detekce di

stanovitelnosti, vytéznost a matricni efekty.

2.6.3 Lipidomika pfi studiu poruch metabolismu

Vzhledem k tomu, Ze lipidy se vyskytuji v nejriznéjsich biologickych matricich, nasla lipidomika
své uplatnéni ve studiufady metabolickych onemocnéni, jako je DM2T, obezita,
kardiovaskuldrni onemocnéni, vysoky krevni tlak a mnoho dalSich, které jsou spojovany

s poruchou jedné nebo i vice metabolickych drah.

2.6.3.1 Zmeény lipidového spektra pacientt s kardiovaskuldrnim onemocnénim

Kardiovaskuldrni onemocnéni a hypertenze jsou spojovdny se zménami v zastoupeni
neutralnich lipidd, sfingolipid( i fosfolipidd v séru a/nebo plazmé. U téchto pacientd byly
pozorovany zvySené koncentrace TAG a nékterych DAG. Fosfolipidy u této skupiny pacient(
vykazovaly snizené hladiny PC s 18 atomy uhliku a naopak zvysené hladiny PC s FA 20:4. Dale
se vyskytovaly snizené hladiny SM konkrétné SM(d18:1/16:0), SM(d18:1/22:0) a
SM(d18:1/23:0) (Djekic et al. 2016). Pomoci lipidomické a proteomické analyzy bylo na
modelech potkan( s ICHS zjisténo postiZzeni mitochondrii a dychaciho fetézce v myokardu (J.
Wau et al. 2019). SniZeni hladiny membranovych lipida vedlo ke zméné fluidity membrany a
propustnosti iontovych kanald pro Na*, K*, Ca?* ionty. Jak bylo dfive popsano, dullezZitou roli
pfi vzniku ICHS hraje endotelidlni dysfunkce, v jejiz patogenezi hraji nespornou roli volné FA,
pricemz za rozvoj ICHS jsou nejvice zodpovédné SFA, zatimco nenasycené FA spiSe brani vzniku
aterosklerdzy. Receptory citlivé na FA jsou guaninového typu a jsou navdzané s G-proteinem
(Ghosh et al. 2017). SICHS je nejcastéji asociovana kyselina palmitovd (16:0). Nedavné
vyzkumy prokazaly souvislost mezi 16:0 a starnutim srdecnich fibroblastl, které probiha
prostfednictvim aktivace TLR 4. Ddle 16:0 zvySuje produkci reaktivnich forem kysliku
v mitochondriich a zplsobuje mitochondridlni dysfunkci. Dalsi studie prokdazaly vliv 16:0 na

apoptdzu bunék hladké svaloviny pres aktivaci TLR 4 (Ghosh et al. 2017).
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V tukové tkani jsou patrné rozdily ve sloZeni lipid( v souvislosti s umisténim i typem tkané.
Dominantni lipidovou tfidou ve vSech typech tukové tkané jsou TAG. Jejich dominantni
postaveni v tukové tkani se nezméni ani vlivem vyzivy nebo vysokotukové stravy. Jedna se o
97 % - 99 % z celkového poctu identifikovanych molekul lipidd. V bilé tukové tkani jsou druhou
nejvice zastoupenou lipidovou tfidou DAG. V hnédé tukové tkani je obsah DAG srovnatelny
s obsahem PC a PE i s obsahem dalSich lipidovych tfid, jako jsou PI, kardiolipiny, LPC nebo PG,
které se v bilé tukové tkani nevyskytuji v mnozstvich nad limitem detekce. Zajimavé je, zZe
pokud jsou zvifata na vysokotukové dieté, molekuly TAG obsahuji vice nenasycenych

mastnych kyselin s delSim retézcem (Grzybek et al. 2019).

2.6.3.2 Lipidomické zmény u diabetes mellitus 2.typu

ZvySené hladiny neutralnich lipidd, jako jsou TAG a estery cholesterolu, jsou ¢asto spojovany
s DM2T. Tyto trendy byly pozorovany jak u lidi, tak na zvifecich modelech. Lipidy obsahujici
nizsi pocet dvojnych vazeb nebo nasycené FA pfispivaly k rozvoji DM2T. Naopak mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem a vice dvojnymi vazbami by mohly mit souvislost s nizsim rizikem
DM2T. Dalsi markery DM2T byly predevsim fosfolipidy, a to sice zvySené zastoupeni
LysoPC(18:0), LysoPC(18:2) a LysoPC(20:4). V molekuldch PC, obsahujicich dvé mastné
kyseliny, trend zmény zdavisel na vlastnostech FA. Pro dalsi tfidy fosfolipidi je u pacient
s DM2T charakteristické stoupajici zastoupeni PE a klesajici obsah Pl. Uvedené zmény se tykaji
predevsim plazmy a séra (Wu, Shon a Liu 2014; Zhang et al. 2020). U obezity a DM2T byla
popsdna také vysokd hladina volnych FA (FFA) vplazmé. Mastné kyseliny jsou za
fyziologického stavu podstatnym zdrojem energie a jejich hladina se zvySuje predevsim
v obdobi hladovéni. Zvysend hladina FFA u obezity je zplisobena predevsim velkou hmotnosti
tukové tkané. Vysoka hladina FFA inhibuje antilipolytickou funkci inzulinu, coz vede k dalSimu

zvyseni hladiny FFA a rozvoji inzulinové rezistence (Ghosh et al. 2017).
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3 Hypotéza a cile prace

Endokrinni funkce tukové tkané se vyznamné lisi v zavislosti na jejim umisténi. Z toho dlvodu
Ize predpokladat, Ze i sloZeni lipidd mlze byt rozdilné a mGze mit vliv na funkci a mechanismus
plUsobeni tukové tkané, hlavné pfi nékterych patologickych stavech, jako napf. obezitou.
Obezita je c¢asto asociovana s nékterymi metabolickymi chorobami a zvySuje riziko
kardiovaskuldrni morbidity a mortality. Ztohoto dlivodu jsem predpokladala, Ze analyza
epikardialni tukové tkané mlze pomoci objasnit patogenezi ischemické choroby srdecni a

pridruzeného diabetes mellitus 2. typu.

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

2. Zastoupeni lipid(i v tukové tkani je ovlivnéno pritomnosti ischemické choroby srdec¢ni (ICHS)

a diabetes mellitus 2. typu (DM2T).

Specifickymi cili prace bylo:

1. Optimalizovat stanoveni lipidQ v tukové tkani necilenou lipidomickou analyzou véetné
stanoveni minoritnich lipidQ

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

3. Porovnat vliv ICHS a DM2T na slozeni lipid( v podkozni a epikardidlni tukové tkané v ramci

klinické studie
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4 Metodika studie

Disertacni prace je tematicky ¢lenénd na dvé ¢asti.

1. Optimalizace HPLC-MS metody stanoveni lipidl v tukové tkani

2. Vyuziti zavedené lipidomické metody HPLC-MS v klinické praxi.

4.1 Chemikalie a pfistroje

Chemikalie
Smés standard( lipid( (SPLASH® Lipidomix® Mass Spec Standard) od firmy Avanti Polar Lipids
(Alabama, USA) obsahovala nasledujicich 14 slouc¢enin (vyrobce neuvadi pozici FA podle sn-

znaceni):

e P(C(15:0,18:1n-9(d7))
e PE(15:0,18:1n-9(d7))

e PS(15:0,18:1n-9(d7))

e PG(15:0,18:1n-9(d7))
e PI(15:0,18:1n-9(d7))

e PA(15:0,18:1n-9(d7))

e LysoPC(18:1n-9(d7))

e LysoPE(18:1n-9(d7))

e Cholesteryl oleat (d7)
e MAG(18:1n-9(d7))

e DAG(15:0,18:1n-9(d7))
e TAG(15:0,18:1n-9(d7),15:0)
e SM(18:1n-9(d9))

e Cholesterol (d7)
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Chemikalie, jako heptan, dietyléter (oboji HPLC Cistoty), ledova kyselina octova byly od firmy
Chromservis, spol. s r. o. (Praha, Ceskd Republika), propan-2-ol, acetonitril, metanol,
dichlormetan, hexan a voda (vSe LC-MS Ccistoty) byly od firmy VWR International France
(Fonteney-Sous-Bois,Francie). Butylhydroxytoluen (BHT, 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol,
2,6-Di-tert-butyl-p-cresol) byl od firmy Sigma - Aldrich spol. sr. o (Praha, Ceska Republika),
silikagel 60 PF 254+ 365 byl od firmy Merck spol. s r. 0. (Praha, Ceskd Republika).

Ptistroje
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrickym detektorem (HPLC-
MS) Agilent 1200 LC, (Agilent Technologies, Kalifornie, USA) s kolonou Accucore C30 (150x2.1

mm, 2,6 um, Thermo Fisher Scientific , Waltham, USA) a micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics,
USA).

Drobné laboratorni pristroje a dalsi pomucky

K homogenizaci vzorkd byl pouzit tkdnovy homogenizator IKA®-Werke GmbH & Co. KG

(Staufen, Némecko). Ddle byly pouzity pipety, mikrosttikacky Hamilton a tfepacka.

4.2 Soubor pacient(

Do studie byli zafazeni pacienti, kteti podstoupili kardiochirurgickou operaci (implementace
Stépu koronarni tepny a/nebo operace srdec¢ni chlopné) na Klinice anesteziologie, resuscitace

a intenzivni mediciny 1. LF UK a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

Pro splnéni 2. cile disertacni prace bylo zarazeno 10 pacientl. Pro splnéni 3. cile bylo zarazeno

dalsich 34 pacient(.

V ramci feSeni 3. cile byli pacienti rozdéleni do tfi skupin podle diagnézy ICHS a DM2T. Prvni
skupina zahrnovala 11 pacientl bez ICHS a bez DM2T (ICHS-, T2DM-), druhd skupina 13
pacientl s ICHS a bez DM2T (ICHS+, T2DM-) a tfeti skupina 10 pacient( s ICHS a DM2T (ICHS+,

T2DM+). Lécba dyslipidémie a hypertenze se neménila minimalné jeden mésic pred vstupem
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do studie. Diabeticka lécba byla uskuteénéna podavanim metforminu (4 pacienti), inhibitord
dipeptidylpeptidazy-4 (3 pacienti), derivat( sulfonylurey (1 pacient) a syntetického inzulinu
Humulin R a Humulin N (2 pacienti). Ze studie byli vylouceni pacienti mladsi 18 let, s
chronickym nebo akutnim onemocnénim ledvin, s malignim typem rakoviny, s poruchou stitné
Zlazy nebo s akutni infekci. Pfedoperacni protokol se nelisil mezi pacienty. Kardiochirurgicka

operace zacala mezi 7 a 8 hodinou ranni po celono¢nim lacnéni.

Studie byla schvdlena Etickou komisi 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze. Studie byla provedena v souladu s pokyny navrzené v Helsinské
deklaraci Svétové zdravotnické organizace zroku 2000. VSichni pacienti podepsali

informovany souhlas.

4.3 Antropometrickd méreni, zakladni biochemickd vysetfeni a odbér biologického
materialu

Pfed operaci byli pacienti vysSetfeni antropometricky. Kazdému pacientovi byla zmérena
télesnd vyska a hmotnost a byl vypocitan index télesné hmotnosti [BMI = hmotnost v kg/(vyska

v m)?].

Vzorky krve pro zdkladni biochemickou analyzu byly odebrany pred kardiologickou operaci
pfed zahajenim anestezie. Zkumavka s odebranou krvi byla centrifugovdana 10 min pfi
otackach odpovidajicich 3000 g. Ziskané sérum bylo pouZito na méreni zdakladnich

biochemickych parametra.

Vybrané biochemické parametry jako glykémie nalaéno, celkovy cholesterol, HDL cholesterol
a triacylglyceroly byly stanoveny standardnimi laboratornimi metodami v Ustavu |ékaFské
biochemie a laboratorni diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice a 1. |ékarské fakulty

Univerzity Karlovy v Praze.

Vzorky STT a ETT (1 - 2 g) pro lipidomickou analyzu byly odebrdny pacientiim na zacatku
kardiologické operce po stfedni sternotomii z pfiblizné stejného mista. Vzorky tukové tkané
byly uloZeny do fosfatového pufru (1 ml, 0,01 M PBS, pH 7,4) nebo RNAlateru (Qiagen GmbH,

Hilden, Némecko) a skladovany pfi -80 °C do doby analyzy.
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Optimalizace HPLC metody stanoveni lipida v tukové tkani

Lipidomickou analyzu tukové tkané lze rozdélit do nékolika dil¢ich krokd

e Preanalytickda faze — homogenizace vzorku, extrakce lipid( z tukové tkané a jejich
pfipadna separace pomoci TLC

e HPLC-MS metoda

e Identifikace pikQi v chromatogramu

e Analyza dat a jejich statistické zpracovani

Schéma experimentu je znazornéno na obrazku 5.

Majoritni lipidy
PFimy néstfik do HPLC-MS systému
50 mg / \ =1
Folchova meteda e & . =g Analyza dat
metanol:dichlormetan (1:2,vfv) / '.
BHT
Minoritni lipidy
|
—r = HPLG Agllent 1200 LC system
—_ | Kolona- Accucore C30
MS- micrOTOF-Q 1l

TLe (Bruker Daltonics, USA), ESI

Obrazek 5: Schéma experimentu

Zkratky: BHT- Butylhydroxytoluen, MS- hmotnostni spektrometr (mass spectrometry), TLC-
tenkovrstvd chromatografie (thin layer chromatography), HPLC- vysokoucinnd kapalinovd
chromatogrdfie (high performance liquid chromatography), ESI- ionizace pomoci elektrospreje
(electrospray ionization)

4.4 Preanalyticka faze lipidomické analyzy

Preanalyticka faze spociva v homogenizaci a extrakci lipidG z tukové tkané. Lipidovy extrakt byl
bud’' pfimo podroben analyze (dale v textu oznaceno jako necilena analyza) nebo rozdélen
pomoci TLC na jednotlivé lipidové tfidy (nasledné byly TAG odstranény a byly analyzovany
pouze minoritni lipidy, ddle v textu oznaceno jako analyza minoritnich lipid().
Z chromatografické desky byly v prvnim kroku oddéleny TAG, které tvoti prevaznou cast lipid

tukové tkané.
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4.4.1 Homogenizace, extrakce a separace pomoci tenkovrstvé chromatografie

Homogenizace a extrakce lipidt z tukové tkané

Tukova tkan byla po rozmrznuti a vyjmuti ze stabilizacniho média vysusena proudem dusiku a
zvazena. Lipidy byly extrahovany ze vzorku pomoci modifikované metody podle Folche
(Cequier-sa et al. 2008; Folch, Lees a Sloane Stanley 1957). 50 mg vysuSené tkané bylo vloZzeno
do extrakéni zkumavky se skladovacim médiem (0,01 M PBS, pH 7,4) a byly ptidany 2 ml
metanolu (LC-MS (istoty), ktery obsahoval BHT v koncentraci 10 pg/ml. Tkan byla
homogenizovana pomoci tkanového homogenizatoru IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Némecko). Pro nase poutZiti jsme vyuzili homogenizacnich nozl, které umozniuji provadét
homogenizaci pfimo ve zkumavce bez ztrat vzorku. Po rozdrceni tkané byly homogenizacni
noze oplachnuty 4 ml dichlormetanu a 4 ml smési metanol : dichlormetan (1:2, v/v). Vzorek
byl 1 min vortexovan a inkubovan na tfepacce po dobu 20 min. Po pfidani 2,5 ml vody byl
vzorek opét protfepan a centrifugovan 20 min. pfi 1500 rpm a 4 °C. Spodni vrstva byla

odpipetovana a rozdélena do dvou podild.

Prvni podil byl pouZit pro necilenou lipidovou analyzu. Extrakt byl vysusen proudem dusiku a
rozpustén ve smési propan-2-ol : acetonitril : voda (1:2:1, v/v/v), 1 min tfepan a 1 ul byl pouzit

pro HPLC-MS.

Druhy podil extraktu tukové tkané byl pouzit k stanoveni TAG a minoritnich lipidd. K oddéleni

triacylglyceroll od minoritnich lipidl byla pouZita chromatografie na tenké vrstvé (TLC).

Tenkovrstva chromatografie

Sklenéna deska 20 x 20 cm byla odmasténa 96% etanolem a byla pokryta silikagelem 60 PF
2544366 SUSpendovanym ve vodé. Deska s nanesenou vrstvou se necha vysusit a pred samotnym
TLC se aktivuje 20 min pfi 110°C. Extrakt tukové tkané byl odpafen pod proudem dusiku a
nasledné rozpustén ve 200 pl smési metanol : hexan (2:1, v/v) a protfepan po dobu 1 min.
Jako mobilni faze byla pouzita smés heptan : dietyleter : kyselina octova (80:20:1, v/v/v) s 100
ug/ml BHT. Chromatografickd vana s deskou byla nasycena parami mobilni faze po dobu 1

hod. pfi pokojové teploté. Vana byla zakryta alobalem, aby se minimalizovalo vystaveni desky
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svétlu a oxidaci lipidU pfi jejich separaci. Extrakt tukové tkané (200 pl) byl nanesen na desku a
ta vloZena do chromatografické vany. Po chromatografii byla deska vyjmuta z vany, vysusena
ve vakuu a ve tmé. TAG byly vizualizovany na silikagelové desce pomoci UV svétla. Migrace
dalSich lipidovych tfid byla ur¢ena pomoci smési standard( lipid( (SPLASH® Lipidomix® Mass
Spec Standard). Oblasti silikagelu, kde byly pritomny ostatni lipidové tridy (minoritni lipidy
v tukové tkani) mimo TAG, byly seSkrabnuty a dvakrat extrahovdny smési metanol : hexan (2:1,
v/v, 10 ml, 5 ml). Extrakt byl vysusen proudem dusiku a rozpustén nejprve v 200 ul a poté ve
100 pl smési propanol-2-ol : acetonitril : voda (1:2:1, v/v/v). Kaidy vzorek byl vidy
30 s vortexovan, 30 s sonikovdn a 10 s vortexovan a nasledné centrifugovan 5 min pfi 15000
rpom. Vzorky byly premistény do chromatografické vialky a pouZity pro cilenou metabolomiku

metodou HPLC-MS. Objem nastfiku pro HPLC byl 15 pl.

Kromé realnych vzork( byly pripraveny slepé vzorky, které podstoupily stejny postup pfipravy
jako realné vzorky. Slepé vzorky byly ptipraveny k obéma postuplm preanalytické faze pro
cilenou a necilenou metabolomiku. Vzorky obsahovaly vodu misto redlnych extraktd tukové

tkané.

4.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru

Extrakty lipidG byly separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a ndsledné
byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru (MS). Vzorky byly extrahovany a méreny
v nahodném poradi. Kazdy paty vzorek v sekvenci analyz byl vzorek obsahujici pouze mobilni
fazi ve slozeni odpovidajicim za¢atku gradientové metody pro kontrolu kontaminace systému.
Po HPLC-MS byla provedena analyza dat a identifikace signifikantné zménénych lipidovych

molekul.

4.5.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Separace lipidd byla provedena pomoci HPLC na pfistroji Agilent 1200 LC, (Agilent
Technologies, Kalifornie, USA) s kolonou Accucore C30 (150 x 2,1 mm, 2,6 um, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) pfi 40 °C (Narvaez-Rivas a Zhang 2016). Mobilni faze A obsahovala
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10 mM mravencan amonny v 60 % acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci. Mobilni faze B
obsahovala 10 mM mravencan amonny ve smési acetonitril : propan-2-ol (1:9, v/v) s 0,1%
kyselinou mravendi. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,24 ml/min. Eluéni gradient mobilni
faze B byl ndsledujici: 5 min 30 %, 2 min 30 % - 43 %, 1,3 min 43 % - 50 %, 11,3 min 50 % - 70
%, 7 min 100 % a 10 min 30 %.

4.5.2 Detekce pomoci hmotnostniho spektrometru

Detekce hmot analytu byla stanovena pomoci MS micrOTOF-Q Il detektoru (Bruker Daltonics,
USA) s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim i negativnim ioniza¢nim mdédu v rozmezi 100 -
2000 m/z. Teplota na iontovém zdroji byla nastavena na 270 °C, prutok susiciho plynu byl 9
I/min a pratok rozprasovaciho plynu byl 1,4 |/min. Napéti na kapildfe bylo 4500 V. Dalsi
parametry byly nastaveny ndsledovné: cas transferu iontl 80 us, uloZeni pred pulzem
(prepulse storage) 10 us a ¢as spektra 1 s. MS detektor byl kalibrovan na pfesné hmoty pomoci
sodikovych klastrd kyseliny mravenci béhem pfimé inflze pred zahajenim méreni vzorkd.
Soucasné byl stejny kalibra¢ni vzorek nastfiknut pfimo do iontového zdroje v mrtvém case

kolony. Tento pik byl pouZit k interni kalibraci kazdého spektra.

4.6 Analyza dat

Zpracovani dat probéhlo stejnym zplsobem pro vSechny vzorky. Ziskand kalibrovana spektra
byla nejprve konvertovana pomoci skriptu v programu DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics,
USA) do .cdf formdtu. Dale byla exportovana do MZmine 2.23 (Pluskal et al. 2010) a byla
vybrdna data, kterd reprezentuji jednotlivé lipidy. Parametry pro zpracovani dat byly
nastaveny nasledovné: pomér signal/sum 5, prah intenzity 1000, rozmezi hmot 100 - 1500
m/z, rozmezi retencnich ¢as 1 aZz 45 min, tolerance v rozdilu retencnich ¢asl byla 0,15 min,
tolerance v presnosti namérené hmoty byla 10 ppm, minimalni Sitka piku 0,2 min, maximalni
Sitka piku 1,2 min. Spektra byla dekonvoluovana, coZz je matematicky algoritmus, pomoci

néhoz se zvysi rozliSeni spektra (Marchetti a Mignerey 1993; Wojtowicz et al. 2013).
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4.7 ldentifikace lipid{

Identifikace lipidd byla provedena na zakladé presné hmoty, hodnoty mSigma (mira shody
s vypocitanou izotopovou obalkou), specifickych fragment(i, porovnani retencnich ¢asu se
standardy a literaturou (Lopez-Bascon et al. 2018; Narvdez-Rivas a Zhang 2016). V softwaru
DataAnalysis 4.2 byl pouzit nastroj SmartFormula pro predikci sumdarniho vzorce. Sumarni
vzorec byl vyhledan v nastroji CompoundCrowler pro pfifazeni sumarniho vzorce k lipidu a
ziskani moznych struktur. Z téchto struktur byly pomoci nastroje FragmentationExplorer
vypocitany fragmenty odpovidajici dané strukture a fragmenty byly porovnany s namérenymi
spektry. Ddle byla pfesna hmota vyhledana v databazich LIPID MAPS®

(http://www.lipidmaps.org) a Human Metabolome Database (http://hmdb.ca) s maximalni

toleranci hmot 10 ppm a pfepokladanou tvorbou aduktd ([M + H]*, [M + NHa]*, [M + Na]*, [M

- COOYJ, [M - H]). Intenzity pik( byly normalizovany na celkovou intenzitu pika ze spektra.

4.8 OQvéreni metody

Pro ovéreni opakovatelnosti HPLC-MS systému byl pouZit smésny standard lipidd SPLASH®
Lipidomix® Mass Spec Standard. 1 pl smési standardl lipidG byl analyzovan 5-krat vyse

uvedenym postupem.

Opakovatelnost extrakce lipidd z tukové tkané byla ovéfena pomoci smésného vzorku tukové
tkané. Po dlkladné homogenizaci vzork( tukové tkdné od nékolika pacientl byl pfipraven
smésny vzorek STT, ktery byl rozdélen na 5 alikvot(l. Kazdy alikvot byl extrahovan vyse
zminénym postupem. Spravnost TLC metody byla ovéfena porovnanim obsahu jednotlivych
TAG ve vzorku ziskaného pomoci necilené lipidomiky a ve vzorku tukové tkané zpracované TLC

pred vlastni HPLC-MS.

Postup byl dale hodnocen na zakladé porovnani zastoupeni jednotlivych TAG ziskanych
metodou necilené lipidomiky a po oddéleni minoritnich lipidd od TAG pomoci TLC. TAG byly
odstranény z desky, vyextrahovany stejnym zplsobem jako minoritni lipidy a analyzovany.

Spektrum TAG bylo porovnano s vysledky necilené lipidomiky.
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Dale byl testovan vliv skladovaciho média na kvalitu a kvantitu lipidd v tukové tkani. Vzorek
tukové tkané od jednoho pacienta byl skladovdn jak v RNAlateru, tak v PBS. Alikvoty téchto

vzorkud byly extrahovdny a porovnany (v RNAlateru n =5; v PBS n = 5).

4.9 Statistika

Z namérenych biochemickych a antropometrickych parametri byly vypocitany zakladni
statistické charakteristiky jako primér, medidn a smérodatna odchylka. U lipidomické analyzy
bylo nejprve ovéfeno normalni rozloZeni datového souboru pomoci Jarque-Bera testu. Pokud
data neméla normalni rozdéleni, byl pouZit neparametricky test. Vyznamnost rozdilli mezi
skupinami byla stanovena pomoci Wilcoxonova rank sum testu (neparametricky test). Pomoci
Benjamini a Yekutieli testu byla ovéfena p hodnota (Benjamini a Yekutieli 2001). K ovéreni,
zda se skupiny lisily, byla pouzita metoda dilc¢ich nejmensich ¢tverctd - diskriminacéni analyzy
(PLS-DA). Byla provedena korela¢ni analyza linearni zavislosti mezi antropometrickymi a
biochemickymi parametry a mezi daty lipidomické analyzy. Pfi normalnim rozloZeni dat byl
pouzit Pearsonlv korelacni test a pro nenormalni rozloZzeni dat byl pouZit Spearmaniv
poradovy korelacni test. Jednorozmérné a vicerozmérné analyzy byly provedeny pomoci
software MATLAB (verze 9.0 R2016a) a MetaboAnalyst 4.0. Hladina statistické vyznamnosti

byla uréena na p < 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace metody

Prvni Cast této prace se zaméfuje na optimalizaci preanalytické faze metody stanoveni
Sirokého spektra lipidd v tukové tkani s vyuzitim modernich technik HPLC-MS. Prvnim krokem
bylo zavedeni necilené metabolomiky, resp. lipidomiky. Vzhledem k tomu, Ze hlavni slozkou
tukové tkané jsou TAG, bylo stanoveni ostatnich lipidovych tfid necilenou lipidomikou obtizné
realizovatelné, protoze byly pfitomny v koncentracich pod limitem detekce této metody.
Z toho dlvodu byl postup stanoveni spektra lipid0 rozSifen o separaci TAG od dalsich
lipidovych tfid pomoci TLC. Zafazeni toho kroku do preanalytické faze umoznilo stanovit navic
37 molekularnich entit lipidd v tukové tkani k 169 lipidiim identifikovanych pomoci necilené
lipidomiky. 115 z 206 stanovenych lipidd byly TAG. Zbyvajici lipidy byly z tridy diacylglyceroll
(DAG), monoacylglyceroll (MAG), fosfatidylcholin(i (PC), fosfatidyletanolamint (PE), ceramid
(Cer), sfingomyelind (SM), fosfatidylinositol (Pl) a fosfatidylserinli (PS). Kompletni seznam

identifikovanych lipid( je soucasti prilohy diserta¢ni prace (Pfiloha 1).

5.1.1 Identifikace lipid(

K identifikaci piku lipidu v chromatogramu byly pouzity parametry jako retencni ¢as, pomér
presné hmoty a naboje (m/z), izotopovy vzor a fragmenty. Parametry identifikace jednotlivych

lipidovych tfid jsou uvedeny v Tabulce 2.

Typické chromatogramy ziskané zmérenim extraktd tukové tkané ukazuje Obrazek 6. Obrazky
6 A a B zndzornuji celkovy iontovy chromatogram (TIC) ziskany necilenou lipidomikou tukové
tkané v pozitivnim (A) a negativnim (B) ionizacnim maédu. TIC znazornuje chromatogram
celkového iontového proudu vsech m/z v zavislosti na cCase. Obrazky 6 C a D ukazuji
chromatogramy minoritnich lipid{ po separaci TAG pomoci TLC v pozitivhim (C) a negativnim
(B) mddu. Retencni Casy byly ovéreny pomoci smési standardd lipidd (SPLASH® Lipidomix®

Mass Spec Standard.
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Obrazek 6: Typické chromatogramy lipidového spektra v tukové tkani

A) Celkovy iontovy chromatogram (TIC) necilené lipidomiky - pozitivni mod, B) TIC necilené
lipidomiky - negativni maéd; C) TIC lipidového extraktu po odstranéni TAG - pozitivni mdd,; D)
TIC lipidového extraktu po odstranéni TAG - negativni mad.

Zkratky: TAG - triacylglyceroly, PE - glycerofosfatidyletanolaminy, LysoPC -
Lysofosfatidylcholiny, PC - glycerofosfatidylcholiny, SM - sfingomyeliny, Cer - ceramidy, MAG -
monoacylglyceroly, DAG - diacylglyceroly, LysoPE - Lysofosfatidyletanolaminy, PS -
glycerofosfatidylseriny, Pl — fosfatidylinositoly.

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2019)

Tabulka 2: Parametry identifikace lipidové tfidy

Retencni Adukty Fragmenty
Lipidova trida
¢as [min] Pozitivni méd Negativni méd Pozitivni méd Negativni méd
TAG 28-36 [M+NHa]* [M+Nal* - [M-FA+NH.]* -
DAG 18-30 [M+NH,]* [M+Nal* - [M-FA+H]* -
MAG i [M+H] ) ) R ]
3-15 [M+NHd]* [M+Na]* [M-FA+H]
lon m/z 184,07 [FA-H
LysoPC 3-11 [M+H]* [M+HCOO] Neutrdlni ztrata [M-CH i
m/z 184,07 }
lon m/z 184,07 [FA-H
PC 19-29 [M+H]* [M-H], [M+HCOO] Neutrdlni ztrata [M-CH i
m/z 184,07 }
LysoPE . " ur Neutralni ztrata o
2-6 [M+H] [M-H] m/z 141,02 [FA-H]
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PE _ R - Neutralni ztrata o o
20-26 [M+H] [M-H] m/z 141,02 [FA-HT, [LysoPE-H]
Cer 16-30 [M+H]* [M+HCOO] lon m/z 264,23 [FA-H]
lon m/z 184,07
SM 18-28 [M+HT* - Neutralni ztrata -
m/z 168,07
lon m/z 241,01, lon
PI 20-23 - [M-H]" - m/z 264,22
[FA-H]
PS ] . . ] [FA-H]
20-24 [M+H] [M-H] [M-H-Ser]

Zkratky: TAG - triacylglyceroly, MAG - monoacylglyceroly, DAG - diacylglyceroly, LysoPC -
Lysofosfatidylcholiny, PC - glycerofosfatidylcholiny, LysoPE - Lysofosfatidyletanolaminy, PE -
glycerofosfatidyletanolaminy, =~ Cer - ceramidy, SM -  sfingomyeliny, Pl -
glycerofosfatidylinositoly, PS — glycerofosfatidylseriny, FA - mastnd kyselina, Ser - serin

5.1.2 Optimalizace metody

Pfed vyuzitim HPLC-MS chromatografie pro zpracovani klinickych vzorkd bylo nutné ovérit
nékteré analytické parametry. Vzhledem k tomu, Ze preanalytickd faze pripravy vzorkd byla
rozSirena o separaci TAG od ostatnich lipidovych tfid, bylo nutné ovéfit prfesnost a
opakovatelnost extrakéni metody. Mimoto tukova tkan byla skladovana v médiu RNAlater
(Qiagen GmbH, Hilden, Némecko), které se bézné pouziva pro vzorky, v kterych je potreba
mérit genovou mRNA expresi, a proto bylo nutné ovéfit vliv pouzitého skladovaciho média na

vysledky HPLC-MS analyzy.

e Vliv skladovani vzork( tukové tkané na vysledky analyzy
Vliv skladovaciho media RNAlater nebo fosfatového pufru byl testovan pro analyzu
minoritnich lipid{. K vyhodnoceni byl pouZit neparametricky Wilcoxon(v test na zakladé testu
normality rozloZeni dat. Bylo zjisténo, Ze z celkového poctu identifikovanych struktur (n=163)
u 11 pikd byl prokazan vliv skladovaciho media na jejich intenzitu a zbylych 152 metabolitQ
ovlivnéno nebylo. Zadny z vy$e zminénych 11 pikG nebyl identifikovan jako lipid. Obrazek 7

ukazuje vliv skladovaciho média na hladiny minoritnich lipid, zavislost p hodnoty na m/z.
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Obrazek 7: Efekt skladovaciho média na rozdilné zastoupeni minoritnich lipidii (pozitivni
mad)

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Wilcoxonova rank sum testu. Cervené body
reprezentuji piky zménéné signifikantné (p < 0,05) a modré body oznacuji lipidy, na které nemél
druh skladovaciho media vliv (p > 0,05).

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2019)

e Opakovatelnost méreni HPLC-MS

Opakovatelnost méreni HPLC-MS chromatografie byla ovéfena péti analyzami smési
standardd lipidd (SPLASH® Lipidomix” Mass Spec Standard). Byla vyjadifena variaénim
koeficientem (CV) a pohybovala se v rozmezi od 0 az 3 %. Prlimérnd hodnota opakovatelnosti

byla 1 %.

e Opakovatelnost extrakce lipidu

Folchova extrakce je nejcastéji pouzivany zplsob extrakce nepolarnich a stfedné polarnich
metabolitl z biologického materialu. Vzhledem k tomu, Ze lipidy jsou nepolarni nebo stfedné
poldrni slouceniny, nebylo nutné tento postup ménit (Cequier-sa et al. 2008; Folch, Lees, a
Sloane Stanley 1957). Opakovatelnost extrakce byla vyjadrena pomoci relativni intenzity pika.
CV byly u necilené lipidomiky v pozitivhim a negativnim ionizacnim médu v rozmezi 1 az 20 %,
median byl 4,5 %. U vzorkl po odstranéni TAG (obsahuji pouze minoritni lipidy) byly CV
v rozmezi 3 az 25 % v pozitivnim a negativnim mddu. Median v tomto pfipadé dosahuje 12,8

%. Grafické zndzornéni frekvence vyskytu CV je zndzornéno na Obrazku 8 a 9.
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Obrazek 8: Frekvence variacnich koeficientt

Necilenda lipidomika- zeleny histogram, minoritni lipidy (lipidy po odstranéni TAG pomoci TLC)-
fialovy histogram

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2019)
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Obrazek 9: Variacni koeficienty pro jednotlivé lipidy podle m/z

Necilenad lipidomika- zelené body, minoritni lipidy (lipidy po odstranéni TAG pomoci TLC)-
fialové body

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2019)

e Sprdvnost metody

Spravnost metody byla ovérena srovnanim mnozstvi TAG stanovenych necilenou lipidomikou
a po jejich separaci na TLC. Mezi metodami se signifikantné liSilo jen 12 metabolit(i ze 138 (p

hodnota < 0,05). Zadny z téchto metabolit(i nebyl nakonec identifikovan jako TAG.
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Stupen shody analyzy s/bez TLC je vyjadien jako rozdil mezi primérem relativni intenzity pikd
a relativni intenzity piku v procentech. Priimérny stupen shody byl 19 %, kde 0 % je absolutni

shoda.

5.2 HPLC-MS analyza vzorkd tukové tkané pacient( s ICHS a T2DM

Druha &ast prace se tykala aplikace HPLC-MS metody stanoveni lipidového spektra v tukové
tkani v klinickych projektech. Metoda byla pouzita pro zjiSténi rozdila lipidového spektra mezi

podkozZni vs. epikardidlni tukovou tkani a vlivu ICHS a DM2T.

e Rozdily lipidového spektra mezi podkozni a epikardialni tukovou tkani

e Sledovani vlivu ICHS a T2DM na profil lipidd v tukové tkani.

5.2.1 Porovnani spektra lipidd v subkutanni a epikardialni tukové tkani

Jednim z Ukol( této prdace (cil 2) bylo zjistit rozdily ve slozeni lipidG v STT a ETT u pacientd

s ICHS. K tomuto ucelu byla vybrana skupina 10 pacient( s ICHS.

5.2.1.1 Antropometrické a biochemie parametry pacientu

Antropometrické a biochemické parametry studovanych pacientl jsou uvedeny v Tabulce 3.
Pacienti trpéli nadvahou, a méli mirné zvySenou pramérnou glykémii na lacno. TAG, celkovy
cholesterol, HDL byly v rozmezi referencnich hodnot uvedenych v Databazi laboratornich

vysetifeni z VSeobecné fakultni nemocnice v Praze (https://laboratore.vfn.cz/vysetreni/).
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Tabulka 3: Antropometrické a biochemické parametry pacienti

Parametr Median (25% a 75% kvartil) Referencni rozmezi
Pocet pacientt 10 -

Vék [roky] 64,5 (58,6-68,7) -

BMI [kg/m?] 26,3 (25,0-30,3) 18,0-25,0
Celkovy cholesterol [mmol/I] 3,61 (2,98-3,76) 2,9-5,2

HDL cholesterol [mmol/I] 1,01 (0,89-1,19) 1,0-2,7

TAG [mmol/I1] 1,38 (1,00-1,68) 0,5-1,7
Glykémie nalaéno [mmol/I] 5,55 (5,10-6,38) 3,9-5,6

Data jsou uvedena jako medidn (25% a 75% kvartil), Referencni hodnoty byly prevzaty z
databdze laboratornich  vysetfeni z  VSeobecné  fakultni nemocnice v Praze
(https://laboratore.vfn.cz/vysetreni/).

Zkratky: TAG - triacylglyceroly, BMI — body mass index

5.2.1.2 Lipidomika

Vicerozmérna analyza byla pouZita pro analyzu dat k ziskani popisu rozdild mezi STT a ETT.
Vystupy z analyzy dat pomoci PCA a PLS-DA jsou uvedeny na Obrazku 10 a 11. VSechny analyzy
vysvétluji rozdilnost v prvnich dvou komponentach. Podle osy x se data déli podle prvni
komponenty, osa y znazornuje prispévek druhé komponenty. Hodnoty procent na osach

udavaji, kolik procent variability vysvétluje dana komponenta.
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Obrazek 10: Analyza hlavnich komponent (PCA) pro porovnani ETT a STT

Analyza hlavnich komponent (PCA) pro porovndni ETT a STT: A) necilend lipidomika - pozitivni
mad, B) necilend lipidomika - negativni mod, C) minoritni lipidy - pozitivni mdd, D) minoritni
lipidy - negativni mod. ETT (Cervené body) a STT (zelené body)

Prevzato a upraveno: Tomasova a spol. (Tomasova et al. 2019)
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Obrazek 11: Analyza dil¢éich nejmensSich ctverci - Diskriminacni analyza (PLS-DA) pro
porovnani ETT a STT
Analyza dil¢ich nejmensich ¢tverct pro porovnani ETT a STT - Diskriminacni Analyza (PLS-DA)
pro porovndni ETT a STT: A) necilend lipidomika - pozitivni méd (vysledky kriZové validace
modelu: pocet komponent: 2, presnost: 0,60, p hodnota permutacniho testu (2000 opakovdani)
0,621), B) necilend lipidomika - negativni mdd (vysledy kfizové validace modelu: pocet
komponent: 2, presnost: 0,95, p hodnota permutacniho testu (2000 opakovdni) 0,102), C)
minoritni lipidy - pozitivni mdd (vysledky kiizové validace modelu: pocet komponent: 2,
presnost: 0,95, p hodnota permutacniho testu (2000 opakovdni) 0,428), D) minoritni lipidy -
negativni mod (vysledky kfiZzové validace modelu: pocet komponent: 3, presnost: 0,85, p
hodnota permutacniho testu (2000 opakovatelnost) 0,056). ETT (Cervené body) a STT (zelené
body)

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2019)

Jednorozmérna statistickd analyza dat ziskanych z lipidomickych analyz odhalila rozdily mezi
ETT a STT v zastoupeni TAG, PC a v nékterych zastupcich DAG, Pl, SM i PE. Souhrnné lze fici, Ze

ETT je obecné bohatsi na PC a zdroven obsahuje méné TAG nez STT. PI1(20:4,18:1) a PE(36:4)
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byly v ETT méné obsazeny v porovnani s STT, zatimco SM(34:1) byly obsazeny ve vyssi

koncentraciv ETT neZ v STT. Pro lepsSi pochopeni rozdilu mezi mnoZstvim lipid( v STT a ETT byl

vypocitan pomér relativni primérné intenzity pikd jednotlivych metabolitd v ETT/STT

(hodnoty > 1 odpovidaji zvySenému mnozstvi lipidu v ETT a naopak hodnoty < 1 odpovidaji

snizenému mnozstvi lipidu v ETT). Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4. Pro prehlednost je

Tabulka 4 doplnéna o hodnoty retencnich ¢asi a m/z pomér pro jednotlivé metabolity lipidd.

Tabulka 4: Lipidy signifikantné liSici se mezi ETT a STT

Lipidy m/z Retencni cas Pomér P hodnota Adjustovana
(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 (Wilcoxontv rank sum test) a je vyznacena cervené, *
-Benjaminiho & Yekutieliho test byl pouZit ke korekci faleSné pozitivnich, resp. negativnich

vysledku (FDR - false discovery rate).

Zkratky: PC - glycerofosfatidylcholin, TAG - triacylglycerol, DAG -diacylglycerol, SM -
sfingomyelin, Cer - ceramid, PI - glycerofosfatidylinositol, PE - glycerofosfatidyletanolamin.
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5.2.2 Vlivischemické choroby srdecni a diabetes mellitus druhého typu na slozeni lipidd
v tukoveé tkani

Cilena a necilena HPLC-MS byla po optimalizaci pouzita k sledovani vlivu onemocnéni T2DM a
ICHS na lipidovy profil v STT a ETT. Do této studie bylo zafazeno celkem 34 pacientu, ktefi byli
rozdéleni celkem do tfi skupin podle pfitomnosti onemocnéni T2DM a ICHS: prvni skupina
pacienti bez ICHS aT2DM (ICHS-,DM2T-), druh& skupina s ICHS a bez T2DM (ICHS+,DM2T- ) a
treti skupina s ICHS a T2DM (ICHS+,DM2T+).

5.2.2.1 Antropometrické a biochemické parametry

Antropometrické a biochemické parametry pacientd v této studii jsou vedeny v Tabulce 5.
Parametry jako BMI, celkovy a HDL cholesterol, celkovy TAG a pomér obvodu pas/boky se
neliSily mezi skupinami. ZvySena hladina glukdzy nala¢no byla pozorovana u pacientli s DM2T

a ICHS.

Tabulka 5: Antropometrické a biochemické parametry pacientt

Parametr ICHS-,DM2T- ICHS+,DM2T- ICHS+,DM2T+
Pocet pacientu 11 13 10
Pohlavi muz/zena 6/5 11/2 7/3

Vék [roky]
BMI [kg/m?]

Celkovy cholesterol [mmol/I]

HDL cholesterol [mmol/I]

TAG [mmol/I1]

Glukéza nalaéno [mmol/I]

Pomér pas/boky

70,1 (59,625-74,3)

27,3 (23,2-29,3)
4,19 (3,40-4,68)
1,21 (0,80-1,47)
1,25 (1,01-1,52)
5,40 (5,00-6,10)
0,95 (0,88-0,98)

61,1 (57,2-68,7)
26,1 (24,6-30,4)
3,49 (2,94-3,83)
0,98 (0,85-1,16)
1,35 (1,03-1,87)
5,72 (5,10-6,45)
0,94 (0,90-1,00)

69,0 (65,4- 73,2)
28,4 (25,5-29,3)
3,69 (3,48-4,17)
1,23 (0,92-1,76)
1,22 (0,95-1,59)
7,90 (6,13-9,43)*** +++
0,96 (0,92-0,98)

Data jsou uvedena jako medidn (25. a 75. percentil). K statistickému vyhodnoceni byl pouZit
Wilcoxonlv rank-sum test (neparametricky test); *** p - hodnota < 0,001 vs. ICHS-, DM2T-
nebo *** p - hodnota < 0,001 vs. ICHS+, DM2T-; ICHS-,DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T,
ICHS+, DM2T-: skupina s ICHS a bez DM2T, ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T

Zkratka: TAG- triacylglyceroly
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5.2.2.2 Lipidomika

K porovnani rozdil( v lipidovém spektru mezi skupinami ICHS-, DM2T-; ICHS+, DM2T-; ICHS+,
DM2T+ v pozitivhim i negativnim mddu pro oba zplsoby analyzy s/bez TLC byla pouZita
vicerozmérnda analyza. Grafické vystupy analyzy hlavnich komponent (Principal Component
Analysis, PCA) jsou uvedeny na Obrazku 12 pro STT a na Obrazku 13 pro ETT. Z graf( je zfejmé,
Ze v STT nejsou zadné odlehlé vzorky. Naopak v analyze ETT byl vidy jeden vzorek odlehly v
kazdé studované skupiné. Vzhledem ktomu, Ze tyto vzorky nebyly odlehlé pfidalSich
zplUsobech méreni, byly i dale zahrnuty do analyzy. Kromé metody vyhodnoceni PCA byla
pouZita i PLS-DA (Partial least squares-discriminant analysis). Grafy/kFivky jsou uvedeny na

Obrazku 14 pro STT a Obrazku 15 pro ETT.
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Obrazek 12: Analyza hlavnich komponent (PCA) pro STT

A) necilend lipidomika - pozitivni méd, B) necilend lipidomika - negativni mdd, C) minoritni
lipidy - pozitivni méd D) minoritni lipidy - negativni mod

ICHS-,DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T (Cervené body), ICHS+,DM2T-: skupina s ICHS a bez
DMZ2T (zelené body), ICHS+,DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T (modré body)

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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Obrazek 13: Analyza hlavnich komponent (PCA) pro ETT

A) necilena lipidomika - pozitivni mdd, B) necilend lipidomika - negativni méd, C) minoritni
lipidy - pozitivni méd D) minoritni lipidy - negativni méd

ICHS-, DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T (Cervené body), ICHS+, DM2T-: skupina s ICHS a
bez DM2T (zelené body), ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T (modré body)

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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Obrazek 14: PLS-DA pro STT

A) necilend lipidomika - pozitivni mdd (vysledky kiizové validace modelu: pocet komponent: 3,
presnost: 0,62, p hodnota permutacniho testu = 0,283 (2000 opakovdani), B) necilend lipidomika
- negativni mod (vysledky kiiZové validace modelu: pocet komponent: 3, presnost = 0,57, p
hodnota permutacniho testu = 0,104 (2000 opakovdni)), C) minoritni lipidy - pozitivni méd
(vysledky kfizové validace: pocet komponent 2, prfesnost= 0,47, p hodnota permutacniho testu
= 0,626 (2000 opakovdni) D) minoritni lipidy - negativni mod (vysledky kfizové validace: pocet
komponent: 3, presnost = 0,411, p hodnota permutacniho testu < 0,001 (2000 opakovdni);
ICHS-, DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T (¢ervené body), ICHS+, DM2T-: skupina s ICHS a
bez DM2T (zelené body), ICHS+, DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T (modré body)

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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Obrazek 15: PLS-DA pro ETT

A) necilend lipidomika - pozitivni mod (vysledky kfizové validace modelu: poc¢et komponent: 2,
presnost = 0,53, p hodnota permutacniho testu = 0,406 (2000 opakovdni), B) necilend
lipidomika - negativni mdd (vysledky kfiZové validace: pocet komponent: 3, pfesnost = 0,500,
p hodnota permutacniho testu = 0,148 (2000 opakovdni), C) minoritni lipidy - pozitivni mod
(vysledky kriZové validace: pocet komponent: 2, prfesnost = 0,62, p hodnota permutacniho testu
= 0,300 (2000 opakovdni) D) minoritni lipidy - negativni mod (vysledky kfizové validace: pocet
komponent: 3, presnost = 0,471, p hodnota permutacniho testu = 0,462 (2000 opakovani);
ICHS-,DM2T-: skupina bez ICHS a bez DM2T (cervené body), ICHS+,DM2T-: skupina s ICHS a bez
DM2T (zelené body), ICHS+,DM2T+ -skupina s ICHS a s DM2T (modré body)

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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Vicerozmérna analyza PCA a PLS-DA zamérujici se na porovnani pacientl podle diagnézy ICHS

a DM2T ukazuje mirnou tendenci déleni skupin ICHS-,DM2T-; ICHS+,DM2T-; ICHS+,DM2T+.

Vzhledem ktomu, Ze vysledky z vicerozmérné analyzy nejsou uUplné jednoznaéné pro
interpretaci zmén lipidového spektra v tukové tkani ve vztahu k onemocnéni ICHS a T2DM,
byla pouzita jednorozmérna analyza dat, kterda odhalila fadu vyznamnych rozdild mezi
skupinami. Pro lepsi interpretaci vysledkl byla data metabolitl vyjadiena jako pomér relativni
intenzity pikd pro skupinu ICHS+, DM2T- vs. ICHS-, DM2T-; ICHS+, DM2T+ vs. ICHS-, DM2T- a
ICHS+, DM2T+ vs. ICHS+, DM2T- (hodnoty > 1 odpovidaji zvySenému mnozstvi lipidu
ve skupiné uvedené ve jmenovateli poméru v zdhlavi tabulky a naopak hodnoty < 1 odpovidaji
snizenému mnoZstvi lipidu ve skupiné uvedené ve jmenovateli). Lipidy liici se signifikantné

mezi skupinami jsou uvedeny v Tabulce. 6. Identifikované lipidy v tukové tkani byly rozdéleny

podle presné hodnoty molekulové hmotnosti do skupin podle pfislusnosti k lipidové tridé.

Tabulka 6. 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
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*
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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 primérd relativni intenzity piki pro skupiny pacientd;
K statistickému zpracovdni dat byl pouzit neparametricky Wilcoxonoviv 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.

Lipidomicka analyza ukdzala zmény v STT i ETT v souvislosti s pfitomnosti ICHS a DM2T v
lipidovych tfiddch monoacylglycerold (MAG), diacylglycerolll (DAG), triacylglyceroll (TAG),
glycerofosfatidylserinl (PS), glycerofosfatidyletanolamint (PE), glycerofosfatidylcholin (PC),
ceramidl (Cer) a sfingomyelinG (SM). Zjisténé rozdily byly jak v ETT, tak v STT v souvislosti s
DM2T a ICHS, avsak zmény v ETT byly ¢astéji (Tabulka 6).

Jak je patrné z Tabulky 6, hlavni rozdily mezi skupinami byly zaznamenany pro glycerolipidy.
Molekuly v této lipidové tfidé se liSily v délce uhlikového fetézce a poctu dvojnych vazeb
v acylu FA. VétSina téchto zmén byla zplsobena vlivem DM2T u pacientll s ICHS a ETT jako

typem tukové tkané.

Vyssi zastoupeni MAG(16:0) bylo zjisténo u pacientd s DM2T a ICHS v porovndni s pacienty s
ICHS a bez DM2T, avsak signifikantni rozdil byl pouze v STT. V odliSné zastoupenych
molekuldch DAG byly pfitomny FA 16:0, 18:1 a 18:2. Zastoupeni DAG s FA 16:0 a 18:1 bylo
signifikantné zvysené u pacientl s ICHS a bez DM2T ve srovnani se skupinou bez ICHS i DM2T
v STT a pfitomnost ICHS u pacientl bez DM2T zpUsobila snizeni DAG(18:2,18:2) v obou

tkanich.

Pritomnost ICHS u pacientl méla za nasledek zvyseni hladiny TAG obsahujici nasycené FA

(14:0, 16:0, 17:0, 18:0) a mononenasycené FA (18:1 a 17:1) hlavné v ETT u pacienti bez DM2T.
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Dale pritomnost onemocnéni ICHS zpUsobila zvySeni TAG s FA 20:1 v obou tukovych tkanich.
TAG(20:1,18:1,18:2) byl také zvySen v STT u pacientd s ICHS i DM2T ve srovnani se skupinou
bez ICHS a DM2T.

Na druhou stranu TAG s nasycenymi FA (10:0, 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0) byly sniZzeny u
pacientl s DM2T a ICHS v porovnani s pacienty bez DM2T v ETT. Nejvyraznéjsi zmény byly
pozorovany v nasycenych FA 16:0 a 14:0 a mononenasycenych FA 16:1 a 15:1. Osm z dvandcti
TAG obsahovalo ve své molekule FA 18:1. Zajimavé je, Ze molekuly TAG, které obsahovaly ve
své molekule FA s lichym poctem uhlik( (15:0, 15:1, 17:0, 17:1), byly signifikantné snizeny u
pacientl s DM2T a s ICHS. Dale TAG s 17:0 a 17:1 FA byly signifikantné zvySeny ve skupiné ICHS

a bez DM2T. Tyto zmény nebyly pozorovany v STT.

Dalsi zmény byly pozorovany v lipidové tfidé fosfolipidl. ZvySené hladiny PS(18:0,18:1) byly
zjistény v STT u pacientd s ICHS a bez DM2T ve srovnani se skupinou pacientl s obéma
onemocnénimi. V ETT bylo signifikantni zvySeni pozorované také v souvislosti s ICHS k DM2T.
Dalsi zmény ve fosfolipidech byly zplsobeny pfitomnosti DM2T u pacientld s ICHS a byly
Castéjsi v ETT nez STT. Tyto lipidy, LysoPE a LysoPC, obsahovaly predevsim FA 16:0, 18:1, 18:2

a 20:4. Trend byl stejny pro vSechny jmenované FA.

Hladiny PC s FA 34:0, 32:0 nebo 32:1 byly vice neZ tfikrat zvySené v ETT pfi srovnani skupiny
pacient( s ICHS s/bez DM2T. V STT vzrostl PC(32:1) u pacient(l s ICHS a DM2T oproti pacientim
bez obou onemocnéni. Posledni lipidova tfida, ve které byly pozorovany zmény, byly
sfingolipidy. Ve vzorcich STT byl Cer(d18:1,22:0) zvySen u osob s obéma nemocemi, avSak tato
zména nebyla pozorovana v ETT. Hladina SM(d36:1, d40:1 nebo d42:2) byla zvySena v ETT u
pacientd jak s ICHS, tak s DM2T ve srovndni se skupinou pouze s ICHS bez DM2T. Hladina
SM(d36:1) byla zvySena u pacient s kombinaci obou onemocnéni v porovnani s pacienty bez

ICHS a DM2T.

5.2.2.3 Korelace

Signifikantné zménéné hladiny lipid{ v obou tukovych tkdnich u pacientt rozdélenych do tfech
skupin byly korelovany s vyse zminénymi biochemickymi a antropometrickymi parametry

z Tabulky 5. Signifikantni parcialni korelace TAG(18:1,18:1,17:1) a Cer(d18:2,22:0) s pomérem
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obvodu pasu a bok( vSTT jsou uvedeny na obrazku 16. Signifikantni parcidlni korelace
LysoPE(18:1) s HDL v ETT jsou uvedeny na obrdzku 17. Méné vyznamné parcialni korelace (R <
0,49) lipidi s vékem, BMI, celkovym a HDL cholesterolem, celkovymi TAG, glukdzou nalacno,
a pomérem obvodu pasu a bokd, jsou uvedeny v pfiloze (Pfiloha 2). Jedna se o velmi slabé

korelace, které nejsou dale diskutovany.

TAG(18:1,28:1,17:1) vs. pomar pas/oky (R=0.499,p-hodnota=0.004) Cer(d18:1,22:0) vs. pomér pas/boky {R=0.636, p-hodnota=0.000)
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Obrazek 16. Korelace signifikantné zménénych lipidi v STT s biochemickymi parametry

K statistickému vyhodnoceni byl pouZit Spearmandyv korelacni test a parcidlni korelace napric¢
v§emi 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

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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Obrazek 17: Korelace signifikantné zménénych lipidti v ETT s biochemickymi parametry

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

Prevzato a upraveno: Tomdsovd a spol. (Tomasova et al. 2020)
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6 Diskuze

Tukova tkan je tvorena predevSim zglycerolipidi (u neobéznich z99 %), dale
glycerofosfolipidd, sfingolipidd, steroll a FA (Jové et al. 2014). V této préci byla optimalizovana
lipidomicka analyza HPLC-MS pro stanoveni majoritnich a minoritnich lipid( v tukové tkani s
uzitim preanalytické faze zahrnujici TLC separaci minoritnich lipidovych tfid od vysoce

zastoupenych TAG.

Pomoci necilené lipidomiky lze identifikovat mnoho zastupcd rozlicnych lipidovych tfid v
plazmé (Narvdez-Rivas a Zhang 2016; Patterson et al. 2016). To vSak neni mozné v tukové
tkdni, protoZze soucasné lipidomické analyzy tukové tkdné se potykaji s nizkou senzitivitou
metod pro minoritni lipidy (lipidy o nizké koncentraci ve vzorku) a mohou byt pouzity pouze
pro analyzu majoritnich lipidd (lipidy o vysoké koncentraci ve vzorku). Druhym mozinym
pfistupem, tj. pomoci cilené lipidomické metody, je moZné analyzovat pouze relativné maly
pocet lipid( béhem jednoho stanoveni. Navic vtomto pripadé mohou byt vysledky analyzy
ovlivnény komplikovanou pfipravou vzorku. V mé praci se mi podafilo necilenou lipidomickou
analyzou identifikovat 169 lipidovych molekul. Zahrnuti TLC do preanalytické faze umoznilo
identifikovat dalSich 37 lipid(i, které jsou v tukové tkani ptritomny v nizké koncentraci. Timto
krokem se metoda rozsitila na analyzu celkem 206 lipidovych molekul. Identifikované lipidy
zahrnovaly tfidu triacylglycerolll (TAG), diacylglyceroli (DAG), ceramidd (Cer),
glycerofosfatidylserint  (PS),  glycerofosfatidylinositold  (Pl), sfingomyelinG  (SM),

glycerofosfatidylcholint (PC) a glycerofosfatidyletanolamin( (PE).

V dalsi fazi prace byl zhodnocen vliv uloZeni tukové tkané v organismu a vliv pfitomnosti
onemocnéni ICHS a DM2T na sloZeni lipidl. Soucasné studie porovnavajici rlizné typy tukovych
tkani se zaméruji predevsim na porovnani STT a visceralni tukové tkané. Vétsinou se jedna o
analyzy pouze FA, nikoli celych lipidovych molekul (Jové et al. 2014;Pezeshkian et al. 2009;
Rosqvist et al. 2017). Stejné tak u studii zamérujicich se na vliv onemocnéni ICHS nebo DM2T

se zkouma predevsim otdzka zastoupeni FA (Pezeshkian a Mahtabipour 2013).
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6.1 Optimalizace metody

Pred aplikaci metody HPLC-MS na analyzu redlnych vzork( bylo nutné provést optimalizaci
postupu. Metoda byla otestovdna pro reprodukovatelnost v pozitivnim i negativnim
ionizaénim modu méreni (umoznujici analyzu negativné i pozitivné vzniklych iontl analytu).
Variabilita metody vyjadfend pomoci CV byla dostacujici pro necilenou analyzu (4,5 %) i pro

analyzu minoritnich lipid( (12,8 %).

Pfestoze i analyza minoritnich lipid(i byla dostatecné reprodukovatelna, separace pomoci TLC
prispéla k zvySené variabilité namérenych hodnot. Tento efekt muze byt zplsoben hlavné tim,
Ze béhem TLC jsou lipidy na desce vystaveny vzdusnému kysliku, ktery muize zplsobovat
oxidaci nenasycenych FA. Jako preventivni opatteni proti oxidaci lipidd bylo pfidano do vzorku
a do chromatografické vany BHT. DalSi opatieni zabranujici oxidaci FA bylo umisténi vany do
tmy a desky byly suseny za vakua. Navzdory vSem preventivnim opatfenim byla
opakovatelnost vyjadiend CV vyssi pro alikvot TAG po separaci TLC od minoritnich lipida ve

srovnani s necilenou lipidomikou (Metherel a Stark 2016).

Lopéz-Bascén vyvinul metodu separace minoritnich lipidd pomoci SPE. Pfi optimalizaci se
zaméfil predevsim na efektivitu extrakéniho media (Lépez-Bascédn et al. 2018). Vyhodou nasi
metody, pouzivajici pro separaci TLC, je jednoduchda kontrolovatelnost desky proti pretizeni
vzorkem. Pfesyceni stacionarni faze mlze napftiklad zplsobit potladeni separace minoritnich
komponent. Na TLC desce je mozné vzorek nanést v Sifce témér celé desky a zabranit tim
jejimu pfipadnému presyceni. BEhem tohoto postupu muizeme pouzit cely dostupny vzorek,

coz muze byt klicové pro analyzu minoritnich lipidd.

Vzorky vyuzZivané v této studii byly skladovany v RNAlateru. Z tohoto dlivodu bylo nutné ovérit
vliv skladovaciho media na lipidovy profil. Byly porovndny relativni koncentrace lipidQ ve
vzorcich skladovanych v RNAlateru a v PBS, pficemz nebyl pozorovén vliv druhu skladovaciho

média na zastoupeni zkoumanych lipidovych molekul.
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6.2 Porovnani epikardialni a subkutanni tukové tkane

HPLC-MS metoda s optimalizovanou preanalytickou fazi byla dale uzita pro identifikaci rozdild
v profilu lipidd mezi ETT a STT (uvedeno v Tabulka 2). Multivariacni analyza PCA a PLS-DA
odhalila pouze mirné déleni na zakladé profilu lipida v ETT a STT (obrazek 10 a 11). Z dlivodu
neuplného wurcéeni rozdild mezi tukovymi tkanémi timto postupem byla pouZita i
jednorozmérnd analyza, pomoci které byly zjistény nejvyznamnéjsi rozdily v relativnim

zastoupeni lipid( patficich do ttid TAG a PC.

Signifikantné zménéné lipidy z tfidy TAG byly ve vyssim relativnim zastoupeni v STT. TAG jsou
skladovany v tukové tkani v lipidovych kapénkach (Meex, Schrauwen a Hesselink 2009). Meex
a spol. ve své praci demonstrovali, Ze vys$si obsah TAG v STT neZ v omentalni tukové tkani je
zpUsoben rozdilnou expresi genll Ucastnicich se homeostaze TAG a také genu uUcastnicich se
tvorby lipidovych kapének (ACSL1, FSP27, PPARy a DGAT1) (Meex, Schrauwen a Hesselink
2009).

Narozdil od TAG, relativni zastoupeni signifikantné zménénych PC bylo vyssi v ETT neZ v STT.
PC tvori 40 — 50% a PE 40 % celkovych fosfolipidi v burice. V bunce jsou nejcastéji
zastoupenymi lipidy ve strukturdch membran (Kahle et al. 2015; van der Veen et al. 2017).
Lipidové kapénky uskladnujici TAG jsou pokryty jednou vrstvou fosfolipidd. Kardiomyocyty
jsou vysoce senzitivni bunky na lipotoxicitu zptlisobenou degradaci FA (Engin 2017; Nakanishi
a Kato 2014). Kardiomyocyty a ETT jsou Uzce spojeny a nemaji mezi sebou Zadnou pevnou
bariéru, proto je nutné, aby byly TAG pevné ukotveny v LD (Matloch et al. 2016). Uzavieni TAG
v LD pomoci pevné vrstvy fosfolipidl je hlavni zplisob ochrany proti lipotoxicité lipida vici
myokardu (Pol, Gross a Parton 2014). Pomér PC a PE je zdsadni pro velikost LD. Inhibice syntézy
PC nebo vzestup relativniho obsahu PE vede ke spojovani malych LD do vétSich jednotek
(Krahmer et al. 2011; van der Veen et al. 2017). V této nasi studii zvySeny obsah PC a snizeny
obsah PE (20:4,18:0) v ETT ve srovani s STT mUZe naznacovat tvorbu mensich lipidovych ¢astic
v ETT. Domnivame se, Ze to mlzZe byt charakteristicka vlastnost LD v ETT. Tvorba mensich LD
umoznuje pevnéjsi ukotveni FA v adipocytech ETT nez v STT (Jové et al. 2014; Ortega et al.

2010).
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Syme a spol. publikovali studii zamérenou na spojeni kardiovaskularnich onemocnéni a hladin
PC v séru béhem dospivani. Autofi korelovali hladiny PC s rizikovymi faktory ICHS, jako jsou
objem viscerdlniho tuku, krevni tlak, inzulinova rezistence, ateroskleréza a dyslipidémie.
Popsali negativni korelace PC(16:0/2:0), agonisty receptoru pro platelet-activating factor
(aktivacni faktor krevnich desti¢ek), s objemem visceralni tukové tkané, s krevnim tlakem a
TAG na lac¢no. Na druhou stranu pozorovali pozitivni korelaci lysoPC(14:1) s obsahem
viscerdlniho tuku a koncentraci TAG (Syme et al. 2016). Navic Guasch-Ferré a spol. navrhli, Ze
intermediaty syntézy PC hraji duleZitou roli pfi rozvoji ICHS (Guasch-Ferré et al. 2017). Z
literatury je také zndmo, Ze zvySeny objem ETT je spojovan s pfitomnosti ICHS (Ding et al. 2009)
a endokrinni aktivita ETT je nizsi v porovnani s STT (Harada et al. 2014). Adipocyty ETT neslouzi
tedy primdarné jako zdsobarna energie, jako je tomu u STT, ale mohly by pfispivat k ochrané

proti lipotoxicité.

Nova modifikace preanalytické faze ndm umoznila analyzu dalSich minoritnich lipidQ, z nichz
u nékterych bylo zjisténo signifikantné rozdilné zastoupeni v riznych typech tukové tkané. Je
to napriklad zvySena hladina PI(20:4,18:1) v STT ve srovnani s ETT. Pl se Ucastni fosforylacni
kaskady katalyzované fosfatidylinositol-3-kindzou a uUcastni se mnoha bunéénych procesu

(Beretta, Bauer a Hirsch 2015; Suh et al. 2008).

Dalsi podtrida fosfolipid(i detekovana v tukové tkani jsou PS. Margolis a spol. popsali snizenou
hladinu PS v prsni tukové tkani u mysi s rakovinou prsu a obezitou (Margolis et al. 2015). Dale
jsou PS popsany jako dilezité signalni molekuly makrofagt (Calderon et al. 2008; Kurosaka et
al. 2003). Sfingolipidy a jejich derivaty jsou zndmy jako signalni molekuly a druzi poslové
(Hannun a Obeid 2008). Dysregulace jejich metabolismu byla jiz dfive asociovana s obezitou a
zvySenym vyskytem ICHS (Samad et al. 2011). V mé préaci byly molekuly sfingolipidd
detekovany v obou tkanich, avsak pouze SM(d34:1) byl signifikantné zvySen v ETT ve srovnani

s STT.

6.3 Vlivonemocnéni ICHS a DM2T

Tato studie byla provedena na skupiné pacientli rozdélenych do skupin podle pfitomnosti

onemocnéni ICHS a DM2T. Skupiny pacientld se neliSily v zastoupeni pacientd léenych
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s hypertenzi a zvySenou hladinou lipid(. Pacienti s DM2T byli kompenzovani a méli
odpovidajici diabetickou Ié€bu. Skupiny se neliSily v hodnotach vybranych antropometrickych
parametrd a ve sledovanych biochemickych parametrech kromé glukdzy na lacno, ktera byla

zvySena u skupiny s DM2T.

Vicerozmérna analyza PCA a PLS-DA neodhalila vyznamné déleni mezi skupinami (Obrazky 12-
15). Jednorozmérnd analyza lipidomickych dat odhalila zmény v lipidech patficich do tfid
predevsim glycerolipidd, fosfolipid(i a sfingolipidl. Efekt DM2T a ICHS na lipidovy profil byl
Casto opacny, a proto u skupiny s obéma onemocnénimi dochazi ¢asto ke kompenzaci efektu

(Tabulka 6).

Popis zmén vychazi pfedevsim z porovnani skupin pacientd, kde obé skupiny nemély DM2T,
ale jedna skupina méla ICHS a druhd ne. V tomto pripadé hodnotime vliv ICHS na sloZeni lipid(
v ETT a STT (Tabulka 6, prvni a ¢tvrty sloupec). Druhy zplisob porovndani vychazi z poméru
zastoupeni u pacientl s ICHS mezi skupinami, z nichZ jedna méla DM2T a druhd ne. V tomto
pfipadé hodnotime vliv DM2T na sloZeni lipid( v ETT a STT u pacientd s ICHS (tfeti a Sesty

sloupec Tabulky 6).

Pacienti s diagndzou ICHS a DM2T se lisili od pacientl bez téchto onemocnéni predevsim v
relativnim zastoupeni glycerolipidl i fosfolipidi a obecné vyraznéjsi zmény se projevovaly v
ETT. Molekuly acylglycerol(i, jejichz relativni zastoupeni bylo zvySené v dlsledku ICHS, ¢asto
obsahovaly FA 16:0, 18:1 a 17:0 a méné c¢asto FA 14:0, 17:1, 18:0, 18:2, 20:1. Protoze hlavni
tfidou lipida v tukové tkani jsou glycerolipidy, miZeme fici, Ze zmény v této tfidé zhruba
odpovidaji studiim zamérenym pouze na obsah FA (Jové et al. 2014). Olejova kyselina (18:1n-
9) zvySuje a naopak palmitova kyselina (16:0) sniZzuje genovou expresi proteinli zodpovédnych
za regulaci proliferace bunék hladké svaloviny (Zhang et al. 2007). Nase metoda neumoznuje
rozlisit polohu ani orientaci dvojné vazby u fetézce mastné kyseliny 18:1. Zmény tudiZ mohou
byt zpUsobené i pfitomnosti 18:1n-7, 18:1n-10 a mastnymi kyselinami s dvojnou vazbou
v orientaci trans. Obecné tyto FA jsou v tukové tkani radoveé v nizsi koncentraci nez 18:1n-9
(Pezeshkian a Mahtabipour 2013). Bohuzel v dostupné literature dosud nebyl vliv hladiny
téchto FA v tukové tkani popsan u pacientl s ICHS. Chei a spol. popsali vzestup FA 14:0 a 16:0
v plazmé u pacient s ICHS. Autofi nasli souvislost mezi hladinami téchto FA a vyssi prevalenci

ICHS (Chei et al. 2018). V souladu stimto se domnivame, Ze zvySené zastoupeni TAG,
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obsahujicich ve své molekule FA 18:1 a 16:0, je disledkem poruseni regulace proliferace

hladké svaloviny u ICHS, a také disledkem vyssiho aterogenniho potencidlu téchto FA.

Zastoupeni molekul TAG obsahujicich ve své molekule nejcastéji FA 18:1 a 16:0 bylo naopak u
pacientl s DM2T snizené. Stejny efekt byl pozorovan i pro dalsi struktury TAG obsahuijici
nékteré dal$i saturované a mononenasycené mastné kyseliny. Zmény byly pozorovany
predevsim v ETT. Pezeshkian a spol. popsali snizeny obsah FA 16:0 ve skupiné s DM2T v ETT u
pacientl, ktefi podstoupili koronarni bypass. Naopak u FA 18:1 nenasli Zadnou zménu,
predevsim u majoritni kyseliny olejové (18:1n-9). Zménu pozorovali pouze u minoritni FA 18:1
trans, kde je dvojnd vazba v konfiguraci trans-. Nasi metodou nebylo mozné odlisit FA v pozici

trans- nebo cis- (Pezeshkian a Mahtabipour 2013).

Zastoupeni DAG(18:2,18:2) bylo snizeno v STT u pacientl s ICHS. DAG jsou prekurzory syntézy
TAG na vnitfni strané bunééné membrany. V burice hraji roli druhych posla (Perreault et al.
2018). Chei a spol. popsali snizenou hladinu FA 18:2 v plazmé u pacient( s ICHS (Chei et al.
2018). Autofi dale v ¢lanku hodnotili tlohu FA 18:2 pfi snizovani hladin LDL cholesterolu a jeji
efekt proti arytmiim. Dudek a spol. popsali FA 18:2, jejiz acyl se nejCastéji vaie v
difosfatidylglycerolech v tkani srdce. Tyto vysledky koresponduji s nasim pozorovanim snizeni
zastoupeni DAG(18:2,18:2) v STT, prestoze v ETT byl pozorovan pouze trend zmény. Z tohoto
dlvodu se domnivame, Ze jedna z pficin mitochondridlni dysfunkce vyskytujici se u ICHS muze

byt i nedostatek FA 18:2 (Dudek, Hartmann a Rehling 2019).

Naopak u pacientd s DM2T byl DAG(18:2,18:2) zvysen v obou tkanich. Z literatury jsou DAG
znamy jako medidtory inzulinové rezistence v jatrech a svalech prostfednictvim snizené
aktivity proteinkindzy C (Erion a Shulman 2013). Pezeshkian a spol. nepozorovali signifikantni
zménu FA 18:2 v tukové tkani zpGsobenou DM2T u pacient( s ICHS. To lze pficist rozdilné
metodice stanoveni FA (Pezeshkian et al. 2009). Naopak snizenou hladinu FA 18:2 pozorovali
v plazmatickych fosfolipidech u pacientli s DM2T a ICHS v porovnani s pacienty bez DM2T a
s ICHS (Pezeshkian a Mahtabipour 2013). Domnivame se, Ze nami pozorované az ¢tyfnasobné

zvysSeni hladiny DAG(18:2,18:2) v ETT i STT mUZe souviset s IR u DM2T.

Dalsi zména tykajici se glycerolipid( zahrnovala molekuly s FA s lichym poctem uhlik. Jejich
hladina byla zvySena u pacientll s ICHS. Crow a spol. popsali zvySenou syntézu FA s lichym

poctem uhlikl v tukové tkani v pritomnosti zvyseného mnoiZstvi propionyl-CoA, ktery byl
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ziskan degradaci aminokyselin s rozvétvenym retézcem (BCAA), jako jsou leucin a valin
(Crown, Marze a Antoniewicz 2015). Zmény v hladinach FA s lichym poctem uhlikd mohou byt
zplUsobeny také zménami v aktivité metylmalonyl-CoA mutazy, coz jiz bylo popsano
v souvislosti s ICHS nebo DM2T (Connelly, Wolak-Dinsmore a Dullaart 2017). Kombinace
téchto faktor( pravdépodobné pfispéla k zvySenému zastoupeni FA s lichym poctem uhlikd
v ETT u pacientd s ICHS v nasi studii. Zajimavé je, Ze trend nebyl pozorovan v STT, coz m(iZe
napovidat tomu, Ze v této tkani nedochazi k zvySené oxidaci BCAA jako v ETT (Green et al.

2016).

U pacienti s DM2T byl trend v hladindch FA s lichym poctem uhlik(l opacny. Souvislost mezi
snizenim exprese enzym{ spojenych s metabolismem BCAA v tukové tkani, IR a DM2T u
obéznich pacient(l byla jiz publikovana (Lackey et al. 2013). Fillmore a spol. popsali snizenou
oxidaci BCAA v srdec¢ni tkani u pacient(l s inzulinovou rezistenci. Snizena oxidace BCAA u
pacientl s DM2T v tukové tkani mize vést k naslednému snizeni syntézy FA s lichym poctem
uhlikd (Fillmore et al. 2019). Inzulinova rezistence v ETT u pacientl zahrnutych v této studii
pravdépodobné vedla k snizené oxidaci BCAA, ¢imz snizila hladinu prekurzoru pro syntézu FA

s lichym poctem uhlika.

Dalsi lipidova tfida, ve které byly pozorovany zmény, byly fosfolipidy. ZvySené hladiny
nékterych zastupcl této lipidové tfidy byly pozorovany predevsim v ETT a byly zplsobeny
pfitomnosti DM2T. Celkovy podil fosfatidylcholin v ETT byl také zvysen ve skupiné s DM2T.
Barber a spol. popsali zvySené koncentrace fosfatidylcholinG u modelu mysi na dieté
vyvoldvajici obezitu a DM2T (Barber et al. 2012). Na zakladé téchto poznatkl se zaméfili na
tkané, které se Ucastni homeostazy glukdzy, jako jsou svaly, jatra a tukova tkan (Barber et al.
2012). Zmény v tkanich byly vsak méné vyrazné. Navzdory snizeni lysofosfatidylcholin(
(LysoPC) v plazmé, svalech a jatrech pozorovali autoti studie zvyseni LysoPC v tukové tkani,
coz je v souladu s pozorovanimi prezentovanymi v této praci. Navic relativni zastoupeni
nékterych LysoPE v obou tkanich korelovalo s celkovym a HDL cholesterolem. Snizeni LysoPC
v plazmé, které je diskutovano v kontextu rozvoje IR, muze byt zptisobeno akumulaci LysoPC
v tkadnich, kde k rozvoji IR dochazi. Kurano a spol. pozorovali vliv lysofosfolipidd na
metabolismus lipoproteinovych ¢astic v plazmé a jejich vzdjemnou regulaci (Kurano et al.

2019).
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Vztahy mezi sfingolipidy v tukové tkani a DM2T u pacientl byly jiz dfive popsany (Bhagirath et
al. 2016; Bfachnio-Zabielska et al. 2012). Biosyntetickd draha ceramidl zacina
v endoplazmatickém retikulu kondenzaci palmitoyl CoA a serinu. Poruseni této biochemické
drahy vede k dysfunkci adipocytl a inzulinové rezistenci. Kyseld a neutralni sfingomyelinaza
katalyzuji hydrolyzu sfingolipidli na ceramidy. V poskozenych adipocytech vznikaji ceramidy
predevsim hydrolyzou sfingolipid(, nikoli syntézou de novo v endoplazmatickém retikulu (Xu
et al. 2013). Zmény v hladinach sfingomyelini mohou byt zplsobeny inzulinovou rezistenci,
kterd je u pacientl s DM2T vyjadiena také v tukové tkani. Korelace zastoupeni Cer(d18:1,22:0)
a stejné tak TAG(18:1,18:1,17:1) v lipidech STT s pomérem obvodu pasu a bokd naznacuje, ze

ukladani tukl v oblasti pasu je doprovazeno zvysenym ukladanim téchto minoritnich lipidd.
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7 Zavér

Vysledky predkladané prace ukazuji, Ze optimalizovand preanalyticka faze lipidomickych
analyz s vyuzitim TLC je vhodna i pro analyzu tukové tkané. Rozsifila analyzu lipid( o dalSich
37 minoritnich lipidovych struktur, které by nebylo moiné stanovit pouze necilenym
zpusobem pomoci HPLC-MS. Dale bylo ovéreno, Ze slozeni lipidG se liSi v zavislosti na misté
uloZeni tkané. Podkozni tukova tkan obsahuje adipocyty s jednou vétsi lipidovou kapénkou, a
tedy je bohatsi na TAG a obsahuje méné PC. Naopak zvySeny obsah PC a sniZzeny obsah PE (FA

20:4,18:0) v epikardialni tukové tkani naznacuje tvorbu drobnych lipidovych ¢astic.

V klinické ¢asti prace jsem se zaméfila na zmény lipidového spektra v ETT a STT zpUsobené
pritomnosti ICHS a DM2T. U pacientl s ICHS jsem zjistila v ETT zvySené zastoupeni nékterych
TAG, nejcastéji v kombinaci s nasycenou kyselinou palmitovou nebo nenasycenou kyselinou
olejovou. Vliv DM2T u pacientl s ICHS jsem pozorovala v ETT pfevazné v lipidovém profilu
fosfolipidli a sfingolipid( (navySeni az 3x v porovnani s pacienty s ICHS a bez DM2T). Zmény
lipidd v STT nebyly u vySetfovanych pacientll tak vyznamné. Zmény v metabolitech lipidQ
pacientl sICHS v kombinaci s DM2T mohou byt zpUsobeny rozvinutim mitochondrialni

dysfunkce v adipocytech.
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8 Souhrn

Ischemicka choroba srdeéni (ICHS) je jednou z nejéastéjsich pficin umrti v Ceské republice i ve
svété. Hlavnim dlivod(l rozvojem ICHS je tvorba aterogennich platd v tepndch, coZ vede k
nedostateCnému zasobeni myokardu kyslikem a Zivinami. Rozvoj aterosklerdzy Uzce souvisi
s lipidovym metabolismem. Nejéastéjsi komorbidity ICHS jsou diabetes mellitus 2. typu
(DM2T) a obezita. Diabetes mellitus 2. typu se vyznacuje hromadénim glukdzy v plazmé v
disledku nedostatecné reakce tkani na pfitomnost inzulinu. Mezi na inzulin citlivé tkané
fadime tukovou tkan, kosterni svalovou tkan a jatra. Inzulin se Ucastni regulace mnoha

biochemickych procest v téle, jako regulace hladiny glukézy i lipidového metabolismu.

Tukova tkan byla dfive povaZovana za pouhou zasobdarnu prebytecné energie. Dnes je Casto
skloiovana jako dllezity endokrinni organ. Jeji produkty, adipokiny, maji dopad na
metabolismus celého téla. Spoleénym jmenovatelem ICHS a DM2T je rozvoj subklinického

zanétu, ktery je provazen produkci zanétlivych adipokint v tukové tkani.

Jednou z hlavnich slozek tukové tkané jsou adipocyty. Tukovou tkan mGzeme charakterizovat
jako bilou, hnédou a bézovou. Ve své praci se zabyvam predevsim bilou tukovou tkani.
Podstatnou ¢ast cytoplazmy adipocytu bilé tukové tkané zabiraji lipidové kapénky, které jsou
na svém povrchu pokryty vrstvou fosfolipidd. Uvniti kapénky jsou uchovany acylglyceroly,
predevsim triacylglyceroly (TAG), slouzici jako zdsobni zdroj energie. Dalsi lipidy jsou

v adipocytech obsazeny v malém mnoiZstvi a nepresahuji 1-3 % z celkového mnozstvi lipid(.

Nejlepsim a nejjednodussim zplsobem stanoveni lipidd v tukové tkani je necilena lipidomicka
analyza. Separaci lipidovych molekul Ize provadét pomoci vysokouéinné kapalinové
chromatografie, na kterou navazuje detekce prostfednictvim hmotnostniho spektrometru.
Limitujicim faktorem pfi této analyze je potlaceni signdlu minoritnich lipidd vysokym obsahem
TAG v tukové tkani. Z tohoto divodu byly extrakty tukové tkané rozdéleny na dva alikvoty,
jeden pro pfimé méreni a druhy pro separaci minoritnich lipidd od TAG pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Timto zpisobem se podafilo analyzovat dalSich 37 molekul navic k ptivodnim

169 lipidovym molekulam.
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Po optimalizaci metody HPLC-MS jsme tento postup dale pouZili na porovnani profilu lipid v
epikardialni tukové tkani s podkozni tukovou tkani. Dale jsme touto metodou porovnali vliv

onemocnéni ICHS a DM2T na sloZeni lipidG obou tukovych depotech.

Subkutanni tukova tkan obsahovala vyznamné nizsi mnozstvi nékterych fosfatidylcholin( a
fosfatidyletanolamin( v porovnani s epikardidlni. Na druhou stranu obsahovala vys$si mnoZstvi
TAG. Tyto rozdily mohou byt zplsobeny predevsim mensi velikosti lipidovych castic v
adipocytech epikardialni tukové tkané. Vysledky jsou v souladu s pozorovdnim, Ze funkci

epikardialni tukové tkdné je predevsim ochrana myokardu proti lipotoxicité.

Dale byl hodnocen vliv onemocnéni ICHS a DM2T na lipidovy profil tukovych tkani. Vliv
onemocnéni ICHS a DM2T se projevoval ¢asto opacné. Vyraznéjsi zmény byly pozorovany v
epikardidlni tukové tkani. Zajimavé rozdily byly v molekuldch lipidd s mastnymi kyselinami
s lichym poctem uhlikG. Ddle byl pozorovan rozdil v nékterych zastupcich sfingolipid(i a
fosfolipid(i. Vysledky ukazuji na rozvijejici se mitochondridlni dysfunkci u adipocytd pacientt

s ICHS. Dale naznaduji pritomnost subklinického zanétu v tukové tkani.

88



9 Summary

Coronary artery disease (CAD) is one of the most common cause of death both in the Czech
Republic and in the worldwide. The main reason for the development of CAD is the formation
of atherogenic plaques in the arteries, which leads to an insufficient supply of oxygen and
nutrients to the myocardia. The development of atherosclerosis is closely related to lipid
metabolism. CAD is commonly associated with type 2 diabetes mellitus and obesity. Type 2
diabetes mellitus is characterized by the accumulation of glucose in plasma due to insufficient
tissue response to the presence of insulin. Insulin-sensitive tissues are adipose tissue, muscles
and liver. Insulin is involved in many biochemical processes in the body, such as regulation of

glucose levels and regulation of lipid metabolism.

Adipose tissue was previously considered a store of excess energy. Nowadays, it is often
classified as an important endocrine organ. Adipose tissue products, adipokines, have an
impact on the whole body metabolism. The common denominator of both CAD and T2DM is
the development of subclinical inflammation, which is accompanied by the production of

inflammatory adipokines in adipose tissue.

One of the main components of adipose tissue are adipocytes. Adipose tissue can be
characterized as white, brown and beige. In this thesis, | deal with white adipose tissue. Lipid
droplets occupy a substantial part of the cytoplasm of adipocytes. The lipid droplet is covered
with a layer of phospholipids on its surface. Acylglycerols, especially triacylglycerols (TAG), are
stored inside the droplets. Triacylglycerols function is as a source of energy. The other lipids
are present in minor amounts in adipocytes and do not exceed 1 to 3 % of the total amount

of lipid.

The best and easiest way to analyze lipids in adipose tissue is nontargeted lipidomics. The
sample separation was performed by high pressure liquid chromatography coupled with
detection by mass spectrometry. The method is limited by signal suppression of minor lipids
by high content of TAG in adipose tissue. For this reason, the adipose tissue extract was
divided into two aliquots. The first aliquot was used for direct analyses, whereas the second

one was separated by thin layer chromatography and fraction of TAG was separated. This
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approach enabled to identify another 37 lipid compounds in addition to the previously

identified 169 lipid molecules.

After optimizing the HPLC-MS method, | used the approach to compare the lipid profiles in
epicardial and subcutaneous adipose tissue. Furthermore, | evaluated the effect of CAD and

T2DM on lipid profiles in both adipose tissue depots.

Subcutaneous adipose tissue contained significantly lower amounts of some
phosphatidylcholines and phosphatidylethanolamines compared to the epicardial one.
However, EAT contained higher amounts of TAG. These differences may be due to the smaller
lipid droplet size in adipocytes in ETT. The results are consistent with the observation that the

function of ETT is primarily to protect the myocardium against lipotoxicity.

In addition, the effect of CAD and T2DM on the lipid profile in adipose tissue was evaluated.
The effect of CAD and T2DM was often the opposite. Significant changes were observed in
ETT. Interesting differences were observed in molecules including fatty acids chains with odd
carbon numbers. In addition, the variance was observed in some members of sphingolipids
and phospholipids. The results confirm the development of mitochondrial dysfunction in
adipose tissue of patient with CAD. Next, they confirm the presence of subclinical

inflammation in adipose tissue.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Analysis of bioactive lipids in adipose tissue could lead to better understanding of the pathogenesis of obesity
Epicardial adipose tissue and its complications. However, current MS methods are limited by a high content of triacylglycerols (TAGs),
Subcutaneous adipose tissue which markedly surpasses the amount of other lipids and suppresses their ionization. The aim of our study was
l\h’[“; spectrometry thus to optimize the preanalytical phase of lipid analysis in adipose tissue, focusing in particular on less-
pidomics

abundant lipids. Next, the optimized method was used to describe the differences between epicardial and
subcutaneous adipose tissues obtained from patients undergoing cardiac surgery.

Lipids were extracted using a modified Folch method with subsequent detachment of TAGs by thin layer
chromatography (TLC). The extracts with/without TAGs were analyzed by tandem LC/MS. The repeatability of
the presented method expressed by the median of the coefficients of variation was 12/5% for analysis with/
without TAGs separation, respectively. The difference in the relative abundance of TAGs gained with/without
TLC was, on average, 19% and did not reach significance (p value > 0.05) for any identified TAG.

The novel preanalytical step allowed us to detect 37 lipids, which could not have been detected without TAG
separation, because their signal to noise ratio is < 5 in current methods of untargeted lipidomics. These lipids
belong predominately to ceramides, glycerophosphatidylserines, glycerophosphatidylinsitols, sphingomyelins,
glycerophosphatidylcholines, glycerophosphatidylethanolamines, diacylglycerols. The two adipose tissue depots
differed mainly in the following lipid classes: glycerophosphatidylcholines, glycerophosphatidylinositols, gly-
cerophosphatidylethanolamine, and sphingomyelins. Moreover, other major lipids showed distinctly different
distributions between the two adipose tissues. Among these, the changes in TAGs were the most striking, which
correspond to previously published data describing the differences between omental and subcutaneous adipose
tissue.

Implementation of the TLC step for the elimination of TAGs was crucial for enhancing the MS detection limit
of minor lipids in adipose tissue. The differences between the overall lipid profiles of subcutaneous and epi-
cardial tissue reflect their different functions arising from their location.

Minor lipids

1. Introduction with type 2 diabetes mellitus (T2DM), arterial hypertension, and dys-
lipidemia, collectively increasing the risk of cardiovascular morbidity
Obesity is a major public health threat that is commonly associated and mortality. Obesity markedly affects the function of adipose tissue

* Corresponding author.
E-mail address: kuzma@biomed. cas.cz (M. Kuzma).

https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2019.03.006

Received 11 October 2018; Received in revised form 5 March 2019; Accepted 6 March 2019
Available online 12 March 2019

1570-0232/ © 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

105



Priloha 1

P. Tomdsovd, et al

and, subsequently, leads to the development of other metabolic diseases
[1]. This implies that the risk of metabolic diseases significantly de-
pends on the adipose tissue distribution and its characteristics [2,3].
For a long time, adipose tissue was considered as passive depo for en-
ergy storage in the form of lipids. Over the last 20 years, adipose tissue
has come to the forefront as an important endocrine organ, secreting
adipokines that extensively contribute to whole-body homeostasis
regulation [4]. Lipids represent the main component of adipose tissue
and have multiple functions in the human bedy, including being the
main components of cell membranes, membrane receptors and ion
channels. Furthermore, some lipids are signaling molecules and play
important regulatory roles in cellular processes such as proliferation,
apoptosis, metabolism and migration, glucose metabolism, energy
homeostasis and inflammation [5-7].

Fat depots are anatomically divided into two main classes: sub-
cutaneous (SAT) and visceral white adipose tissue (VAT) [8,9]. Epi-
cardial adipose tissue (EAT) is considered a subtype of VAT, and its
volume is strongly positively correlated with the presence of coronary
artery disease (CAD) [10-12].

The lipidomic approach allows a detailed description of lipid me-
tabolites and their differences—in particular, adipose tissues or bio-
fluids at the molecular level. For lipid analysis, numerous methods were
developed using NMR or HPLC, GC or LC coupled with MS [13-19]. Of
these, the best choice available seems to be MS-based lipidomics, with
its high sensitivity, specificity and accuracy.

Targeted and untargeted lipidomics are the two main strategies
applied currently for lipid analyses of various biological samples in-
cluding adipose tissue. The targeted approach aims to determine spe-
cific groups of metabolites selected beforehand, while untargeted ana-
lysis aims to characterize the overall lipid content.

Blachnio-Zabielska et al. used targeted MS-based analyses of
sphingolipids, diacylglycerols and long-chain acylCoA and correlated
their levels with insulin resistance (IR) parameters in adipose tissue
[20]. In another study, Margolis et al. focused on changes in the
phospholipid content caused by breast cancer and obesity in breast
adipose tissue [21]. Jové et al. described the lipid profile of human
omental and SAT using LC-MS. As expected, most of the identified lipids
(97% in obese and 99% in nonobese patients) were glycerolipids
(mono-, di-, tri- acylglycerols). Furthermore, they also identified minor
lipids such as glycerophospholipids, sphingolipids, sterols, and free
fatty acids [9]. Regarding EAT, one study suggested that characteristic
features include a higher content of saturated fatty acids (as 14:0, 16:0,
18:0) and a lower content of unsaturated fatty acids (as 16:1n-7, 18:1n-
9, 18:2n-6, 18:3n-3) compared to SAT [17]. In contrast to the adipose
tissue lipid content, the most abundant plasma lipid classes are gly-
cerophosphatidylcholines (PCs), triacylglycerols (TAGs) and then gly-
cerophosphatidylethanolamines (PEs) [22].

Evidently, the current GC analyses provide us mostly with total fatty
acids and TAGs profiles, while the changes in fatty acids reflect mostly
changes in TAGs [18]. This is caused by the fact that untargeted lipi-
domic analysis of adipose tissue is limited by the high content of gly-
cerolipids, which markedly exceeds the content of other lipid classes
and, subsequently, leads to suppression of their signals. Therefore, the
detection of minor lipids requires separation of TAGs prior to analysis
per se. Moreover, there are still some gaps in the knowledge of the lipid
content of EAT.

Taken together, several untargeted and targeted lipidomic studies
have been conducted in different adipose tissues, but up to now,
minimal attention has been paid to the simultaneous measurement of
both minor and major lipids. Therefore, the principal aim of our study
was to optimize the method for the simultaneous analysis of both major
and minor bioactive lipids. Afterwards, the optimized method was ap-
plied to lipidomic analysis of clinical samples of SAT and EAT from
patients undergoing cardiac surgery.

51

Journal of Chromatography B 1113 (2019) 50-59

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

The lipid standard (SPLASH® Lipidomix® Mass Spec Standard) was
obtained from Avanti Polar Lipids (Alabama, USA). Heptane, ethylether
(both HPLC-grade) and glacial acetic acid were purchased from
Chromservis (Prague, Czech Republic). Propan-2-ol, acetonitrile, me-
thanol, dichlormethane, hexane, and water (all LC-MS-grade) were
purchased from VWR chemicals (Fontenay-Sous-Bois, France).
Butylhydroxytoluene (BHT) was purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, USA). Silica gel 60 PF 254 + 366 was obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). Tissue homogenization was performed using a
hand tissue grinder, IKA®*-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, Germany).

2.2, Patients and tissue sampling

All participants included in the study signed written informed
consent prior to enrollment into the study. The study was approved by
the Human Ethics Review Board, First Faculty of Medicine, Charles
University and General Faculty Hospital, Prague, Czech Republic and
was performed in accordance with the guidelines proposed in the
Declaration of Helsinki (2000) of the World Medical Association.

All patients had ischemic heart disease and underwent elective
cardiac surgery at the 2nd Department of Surgery - Department of
Cardiovascular Surgery, First Faculty of Medicine, Charles University
and General Faculty Hospital, Prague, Czech Republic. Basic biochem-
ical parameters were measured, and the patients were measured and
weighed and BMI values were calculated. Blood samples were taken
prior to initiation of anesthesia before the operation. Samples of SAT
(thoracic region) and EAT for lipidomic analyses were collected from all
patients at the beginning of the surgery from approximately the same
location in all patients. Tissue samples were collected into phosphate-
buffered saline (PBS) or to 1 ml of RNAlater reagent (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) and stored at — 80 “C until further analysis. The va-
lidated method was used for lipidomic analysis of samples of SAT
(n = 10) and EAT (n = 10). Samples were measured in random order.

Blood glucose, cholesterol, HDL cholesterol and triacylglycerols
were measured at the Department of Biochemistry, General Faculty
Hospital, Prague, Czech Republic by standard laboratory methods.

2.3. Tissue sample preparation for lipidomics

2.3.1. Adipose tissue extraction

Prior to lipid extraction, the RNAlater reagent (or PBS) was removed
from the tissue sample into another tube. The sample was dried under
nitrogen and weighed. Lipids were obtained using a modified Folch
extraction [23,24]. Briefly, approximately 50 mg of dried tissue was
transferred into the extraction tube with the used RNAlater, and 2 ml of
methanol containing 100 pg/ml BHT was added. Tissue cells were dis-
rupted using a hand tissue grinder. Next, hand tissue grinder was wa-
shed with 4 ml of dichloromethane and 4 ml of a mixture of methanol
and dichloromethane (1:2, v/v). The wash solvents were added to the
sample. The sample was vortexed for 1 min and incubated on shaker for
an additional 20 min at 4 °C. After the addition of 2.5 ml of water, the
sample was vortexed for 1 min and centrifuged at 1500 rpm for 20 min
at 4°C [23]. The bottom layer of dichloromethane was collected and
divided into 2 aliquots.

2.3.2. Sample extract processing

The first of two aliquots obtained in the previous step underwent
untargeted lipidomic analysis. For this, 1 ml of the bottom layer was
dried under nitrogen, and the resulting dry matter was then dissolved in
1 ml of propan-2-ol:acetonitrile:water (1:2:1, v/v/v) and vortexed for
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1 min. Separation was performed by an HPLC Agilent 1200 LC system
(Agilent Technologies, California, USA) equipped with an Accucore
column C30 (150 x 2.1 mm, 2.6 y, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) [25]. The column temperature was kept at 40 °C. Mobile phase A
contained 10 mM ammenium formate in 60% acetonitrile and 0.1%
formic acid, and mobile phase B contained a 10 mM ammonium for-
mate in acetonitrile:propan-2-ol (1:9, v/v) mixture with 0.1% formic
acid. The flow rate was 0.24 ml/min. The elution gradient was: 30% B
for 5 min, 30% - 43% B for 2 min, 43% - 50% B for 1.3 min, 50%-70% B
for 11.3 min, 100% B for 7 min, and 18% B for 10 min. The injection
volume was 1 pl.

MS spectra of the analyzed samples were acquired using a
micrOTOE-Q III (Bruker Daltonics, USA) with electrospray ionization in
positive and negative modes and with a full scan (m/z 100-2000). The
drying temperature was set to 270 °C, the drying gas to 91 * min !, and
the nebulizer gas to 1.41 * min~'. The capillary voltage was set to
4500 V. The transfer time was set to 80 ps, the prepulse storage to 10 ps,
and the spectra time to 1 s. The MS was calibrated by clusters of sodium
formate for exact mass.

The second aliquot was first rid of TAGs using thin layer chroma-
tography (TLC) to enable profiling of the minor lipid classes, which
were under limit of detection without TAGs separation. The TLC plates
were prepared in-house by the following procedure. A glass plate
(20 x 20 cm) was covered with silica gel suspended in water. The
second aliquot was first dried under nitrogen, then reconstituted in
200 pl of a methanol and hexane mixture (2:1, v/v) and vortexed for
1 min and applied onto the plate. The TLC plate was placed into the
chamber saturated with vapors of a heptane:ethylether:glacial acetic
acid mixture (80:20:1, v/v/v) with the addition of 100 pg/ml of BHT.
The chamber was covered with alumina to minimize exposure of the
plate to light. Afterwards, the plate was dried in a vacuum and in the
dark. Lipid fractions were visualized by UV light. TAGs were identified
on the plate using UV detection. The distances of the minor lipid
compounds from the start were estimated using the lipid standard
mixture. The identified spots of TAGs were marked, and the residual
silica gel was scraped off into another tube. The lipids were extracted
from the silica gel with a mixture of methanol and hexane (2:1, v/v),
first with 10 ml and then with 5ml. The extract was evaporated under
nitrogen and diluted with 200pl of propan-2-ol:acetonitrile:water
(1:2:1, v/v/v), vortexed for 30s, sonicated for 30s and vortexed again
for 10s. It was then centrifuged at 15,000 rpm for 5 min, and the su-
pernatant was transferred to chromatographic vials. Furthermore,
100 pl of a propan-2-ol:acetonitrile:water (1:2:1, v/v/v) mixture was
added to the remaining sample, and the sample was vortexed for 30s,
sonicated for 30s, vortexed for 10s, centrifuged at 15,000 rpm for
5min and the transferred to chromatographic vials. Lipid extract was
after removal of TAGs (in following text referred to as the minor lipid
extract), measured using the same (untargeted) procedure as previously
described for the first aliquot. The injection volume was set to 15 pl. For
verification of the accuracy of the TLC method, TAGs from untargeted
lipidomic analysis were compared with TAGs from the second aliquot
separated by TLC.

2.3.3. Blank samples

Blank samples were prepared in parallel with both fractions and
every step of both kind of preanalytical phase to exclude possible cross-
contamination. The obtained chromatograms underwent the same peak
search as did the samples. Every fifth sample in the sequence was a
blank, which contained used mobile phase corresponding to the initial
gradient to check for contamination of the device.

2.4. Data analysis

The analysis of the data resulted from samples with and without
TAGs was performed using the same process to maximize the number of
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identified lipids. DataAnalysis 4.2 software (BrukerDaltonics, USA) was
used to calibrate the spectra for exact mass and to convert the spectra to
.cdf format. The raw data was exported to MZmine 2.23 software [26].
The processing parameters were as follows: signal-to-noise ratio of 5,
intensity threshold of 1*10% mass range of 100-1500, retention time
ranging from 1 to 45 min, time tolerance of 0.15 min, mass tolerance of
10 ppm, minimal peak duration of 0.2 min, and maximal peak duration
of 1.2 min. Chromatogram deconvolution was conducted.

Lipids identification was based on the isotopic pattern expressed by
the value of mSigma and the predicted formula from the tool
SmartFormula of the software DataAnalysis 4.2 (BrukerDaltonics, USA).
The predicted formula was searched through CompoundCrowler soft-
ware. Consequently, the exact mass was searched in the LIPID MAPS
website (http://www .lipidmaps.org) database and the Human
Metabolome Database (http://www.hmdb.ca) with a maximum toler-
ance of 10ppm and possible adducts formation ([M + H]™*,
[M + NH41*, [M + Na]™, [M-COO]~, [M-H]"). The fragmentation
explorer tool in DataAnalysis 4.2 was used to calculate theoretical
fragmentations. The calculated MS/MS fragments were compared to the
original spectra. Moreover, if available, the fragment was confirmed
using spectra from databases, e.g., the Human Metabolome Database
(http://www.hmdb.ca) or MetFrag or by comparison of the retention
time with standards or published data [25,27]. Peak intensities were
normalized by the sum of all peaks.

2.5. Method validation

First, the repeatability of the HPLC method was tested. A SPLASH®
Lipidomix® Mass Spec Standard was measured five times using the same
method described in chapter 2.3.2. The injection volume of the stan-
dard mixture was 1 pl. Further, the repeatability, reproducibility and
accuracy of the extraction process, as well as the different ways of
storage of adipose tissue (in RNAlater or in PBS), were verified, too.

The repeatability of the extraction procedure was evaluated by the
following process. Mixed samples of SAT were divided into 5 aliquots
and underwent the same processing mentioned above. Reproducibility
and accuracy were tested by comparison of the relative contents of
TAGs separated with or without TLC.

The effect of the sample storage medium on the content of lipids in
adipose tissue was assessed as follows. Samples of SAT coming from one
patient, stored either in RNAlater or PBS, were mixed and divided into
five aliquots. All aliquots underwent the extraction process and data
analysis.

2.6. Statistical analysis

Anthropometric and biochemical parameters of patients were ex-
pressed as the mean + standard deviation (SD). The variabilities of
data were measured by the coefficient of variation (CV). The Gaussian
distribution of the data sets was assessed by Jarque-Bera tests. If the
normality assumption was rejected, the nonparametric statistics were
preferred. The significant differences between groups were detected by
a standard Student's two-sample t-test (parametric approach) or
Wilcoxon rank sum test (nonparametric approach). The Benjamini &
Yekutieli [28] procedure for controlling the false discovery rate (FDR)
of a family of hypothesis tests was executed. FDR is the expected pro-
portion of rejected hypotheses that are mistakenly rejected. Partial least
squares-discriminant Analysis (PLS-DA) was executed to examine the
quality of the group separations. The Pearson's coefficient of correlation
(parametric approach) or Spearman's rank correlation coefficient
(nonparametric approach) were used to identify a linear relationship.
Univariate and multivariate statistical analysis was performed using
MATLAB software (version 9.0 R2016a) and MetaboAnalyst 4.0. The
significance level was set to p < 0.05.
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Fig. 1. Representative lipid spectra of subcutaneous adipose tissue: A) Total ion chromatogram (TIC) of lipid extract with TAGs - positive mode; B) TIC of lipid extract
with TAGs - negative mode; C) TIC of lipid extract after TAGs removal by TLC - positive mode; D) TIC of lipid extract after TAGs removal by TLC - negative mode;
TAGs - triacylglycerols, PEs - glycerophosphatidylethanolamines, LysoPCs - Lysophosphatidylcholines, PCs - glycerophosphatidylcholines, SMs - sphingomyelins, Cers

- ceramides, MAGs - monoacylglycerols, DAGs -
nositols.

diacylglycerols, LysoPEs -

3. Results

In the current study, we attempted to separate TAGs as the major
component of adipose tissue lipids from other lipid classes.
Implementation of this step allowed as to assign 37 lipids in addition to
169 lipids identified without TAG removal (115 from them were TAGs).
A complete list of identified lipids is presented in supplementary ma-
terial Table S1. In the next step, we applied a tandem HPLC-MS method
to identify differences among the lipid contents of SAT and EAT, par-
ticularly that of minor lipids.

Fig. 1 shows the typical chromatograms of lipidomic analyses. Fig. 1
A and B present the total ion chromatograms (TIC) obtained from un-
targeted lipidomic analysis of adipose tissue extracts with TAGs in
positive (A) and negative mode (B). The dominant peaks in positive
mode were unequivocally TAGs. Fig. 1 C and D show chromatograms of
adipose tissue extract after separation of TAGs by TLC in positive and
negative mode, respectively. The retention times were verified by a
standard mixture (SPLASH® Lipidomix® Mass Spec Standard). Para-
meters used for identification are summarized in Table 1.

3.1. Method validation

The application of a novel preanalytical step for the minor lipid
compounds analysis of adipose tissue requires an appropriate valida-
tion, including determination of the repeatability and accuracy of the
extraction procedure. Since the adipose tissues were stored in a specific
medium called RNAlater (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), of which
usage in lipidomics is rather rare, it was necessary to regard the sample
storage conditions.

The repeatability of the HPLC-MS method was tested by repetitive
measurement of the SPLASH® Lipidomix® Mass Spec Standard (n = 5),
and the coefficient of variation (CV) of the relative intensity was, on
average, 1% and ranged up to 3%. The Folch extraction, used for the
purpose of lipids extraction, is a commonly used method suitable for the
extraction of nonpolar and medium-polar metabolites [23,24].

Lysophosphatidyleth

53

1 I h

PSs - glyo idylserines, Pls - phosphatidyli-

The repeatability of the extraction is expressed by the CV of the
relative intensities of peaks. The CV within untargeted lipidomic ana-
lysis in positive and negative mode ranged from 1 to 20% with a
median of 4.54% (Figs. 2 and 3). In samples after the removal of TAGs
(minor lipids) in positive and negative mode, the CV ranged from 3 to
25%. The median CV was 12.84% (Figs. 3 and 4).

The accuracy of the extraction method was verified by comparison
of the TAGs content yielded from the analysis using TAGs separation by
TLC with the TAGs content in the original sample (obtained by un-
targeted lipidomics). Only 12 out of 138 picked peaks differed sig-
nificantly (p value < 0.05), while no significant (p value > 0.05)
changes were detected between the remaining 126 peaks.

The degree of compliance is expressed as the difference between the
means of the relative intensities obtained by processes with and without
TLC separation for every peak. The averaged degree of compliance was
19%. The value of the degree of compliance was negatively correlated
with the relative intensity (Spearman's rank correlation coefficient
R = -0.148 and corresponding p value-determined significance of
p=0073 for TAGs without TLC separation, and R = —0.175,
p = 0.037 for TAGs obtained using TLC).

The influence of sample collection into either RNAlater reagent or
PBS was tested for minor lipids. (Based on the result of the normality
test, a nonparametric Wilcoxon test was chosen for identification of the
significant differences.) In total, 152 lipids were not affected by the
sample storage medium. Only 11 out of 163 lipids were affected sig-
nificantly. However, none of them was identified by exact mass. Fig. 4
shows the distribution of the masses identified as significantly affected
by the sample storage medium.

3.2. Clinical samples

Clinical samples were obfained from patients who underwent elec-
tive cardiac surgery (n = 10). The anthropometric and biochemical
characteristics of patients are presented in Table 2. Profiling of lipids
revealed numerous differences between SAT and EAT in both negative
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Table 1
Parameters for identification of lipid classes.
Lipid class R.T. [min] Adducts Fragments
Positive Negative Positive Negative
TAGs 28-36 [M + NH4]* [M + Na]* - [M-FA + NH41* -
DAGs 18-20 [M + NH4]* [M + Na]™* - [M-FA + H]* -
MAGs 2-15 [M +H]* - [M-FA + H]* -
[M + NH,]* [M + Na]*
LysoPCs 3-11 [M + H]™ [M + HCOOT ™ Ion m/z 184.07 [FA-HI™,
Neutral loss of m/z 184.07 [M-CHal~
PCs 19-29 M+ HI™ [M-HI™, [M + HCOO1™ Ion m/z 184.07 [FA-HI™,
Neutral loss of m/z 184.07 [M-CH31~
LysoPEs 2-6 M+ HI ™ [M-H]~ Neutral loss of m/z 141.02 [FA-H1~
PEs 20-26 M + H] ™ [M-H]~ Neutral loss of m/z 141.02 [FA-H]~, [LysoPE-H] ~
Cers 16-20 M + H] ™ [M + HCOO]~ Ton m/z 264.23 [FA-H]~
SMs 18-28 M + H] ™ - Ton m/z 184.07 -
Neutral loss of m/z 168.07
Pls 20-23 - [M-H] ™~ - Ion m/z 241.01, lon m/z 264.22
[FA-H]~
PSs 20-24 [M +H] ™ [M-H] ™~ - [FA-H]~
[M-H-Ser]

R.T. - retention time, TAGs - triacylglycerols, MAGs - monoacylglycerols, DAGs - diacylglycerols, LysoPCs - Lysophosphatidylcholines, PCs - glyceropho-
sphatidylcholines, LysoPEs - Lysophosphatidylethanolamines, PEs - glycerophosphatidylethanolamines, Cers - ceramides, SMs - sphingomyelins, PIs - glyceropho-

sphatidylinositols, PSs — glycerophosphatidylserines, FA - fatty acid.

and positive mode using untargeted lipidomics or the profiling of low-
abundance lipids obtained after separation of TAGs. Multivariate ana-
lysis was applied to the lipidomic data to describe the differences be-
tween the SAT and EAT lipid profiles of the patients undergoing cardiac
surgery. The resulting PLS-DA scores plots are presented in Fig. 5. Based
on all four score plots, we can summarize that both untargeted and
minor lipids analyses in both positive and negative mode were able to
explain variance by the first two components with > 50% covered.

The reference values were taken from Database of laboratory ex-
aminations in General Faculty Hospital in Prague, Czech Republic.

Statistical analyses revealed changes in many members of lipid
classes such as TAGs, PCs and, rarely, from DAG, PI, SM, and PE
(Table 3). The MS/MS spectra used for their identification are presented
in supplementary material Fig. S1-516. EAT is generally richer in PCs.
On the other hand, the content of TAGs was lower than was the content
of SAT. P1(20:4/18:1) and PE (36:4) had lower levels, while SM (34:1)
were higher in EAT than in SAT.

05

The relative number of observations

4. Discussion

In this study, we introduced the lipidomics of major and minor li-
pids in adipose tissue with the use of a novel preanalytical phase in-
cluding TLC separation of minor lipid classes from highly abundant
TAGs. Untargeted plasma lipidomics successfully identified many
members of various lipid classes; however, it is not suitable for the
analysis of adipose tissue [25,29]. So far, the use of available un-
targeted lipidomic MS methods to analyze adipose tissue has struggled
with low sensitivity toward minor lipids and has been considered useful
only for analysis of the most abundant lipids. Otherwise, targeted li-
pidomic methods are influenced by complicated sample preparation
and deal only with a limited number of identified lipids. Lopéz-Bascon
et al. developed a solid phase extraction (SPE)-based separation method
focused on the effect of the extraction medium. However, in this study,
the authors did not address the effect of SPE separation on minor lipids
levels. Furthermore, they did not confirm the method on real samples

|:| Untarged lipidomics

- Minor lipids

15
The coefficient of variation [%]

30

Fig. 2. Frequency of the coefficient of variation of lipids in processed adipose tissue fractions (Untargeted lipidomics: green histogram, Minor lipids: blue histogram).
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 3. Coefficient of variation of adipose tissue lipids presented by their exact mass (Untargeted lipidomics: green points; Minor lipids: blue points). (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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rank sum test. Red points are lipids with significant differences (p value < 0.05), and blue points are lipids without significant differences (p value > 0.05). (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

[27]. Our minor lipids profiling in adipose tissue with TLC separation

Table 2 focused on lipids involved in membrane structure and/or acting as

Anthropometric and biochemical characterization of patients, who underwent signaling molecules.

elective cardiac surgery.
Parameters Mean = SD Reference ranges 4.1. Method validation
Number of subjects 10 - Before application of our method for the analysis of clinical samples,
Age [years] 648 =77 N it was necessary to perform optimization and validation. We tested our
BMI [kg/m?] 282 =57 18.0-25.0 1y 0 peri prim - L
Total cholesterol [mmol/1] 35 + 0.7 20532 method for repeatability both in positive and negative ionization
HDL cholesterol [mmol/1] 11 =02 1.0-2.7 modes. The variability of the method as measured by the CV was sa-
TAGs [mmol/1] 1.4 0.7 0.5-1.7 tisfactory for untargeted lipidomics and minor lipid analyses. On the
Fasting glucose [mmol/1] 59 = 1.0 3.9-56 other hand, TLC separation caused an increase in the CV when per-
Fasting insulin [mIU/ml] 315 = 16.1 2.6-24.9

forming repeated sample measurements. During TLC, lipids are exposed
to oxygen, which leads to the oxidation of unsaturated fatty acids. To
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Fig. 5. Partial least squares Discriminant Analysis (PLS-DA) score plots of real-patient samples of epicardial (red points) and subcutaneous (green points) adipose
tissue; A) PLS-DA score plot of untargeted lipidomics - positive mode (The model cross validation results: number of component: 2, accuracy: 0.60, R? = 0.452,
Q? = —0.253, p value of permutation test (2000 repetitions) 0.621) B) PLS-DA score plot of untargeted lipidomics - negative mode (The model cross validation
results: number of component: 2, accuracy: 0.95, R? = 0.886, Q® = 0.724, p value of permutation test (2000 repetitions) 0.102) C) PLS-DA score plot of minor lipids -
positive mode (The model eross validation results: number of component: 2, accuracy: 0.95, RZ = 0.820, Q® = 0.550, p value of permutation test (2000 repetitions)
0.428) D) PLS-DA score plot of minor lipids - negative mode (The model cross validation results: number of component: 3, accuracy: 0.85, R* = 0.818, Q% = 0.416, p
value of permutation test (2000 repetitions) 0.056). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)

prevent lipid oxidation, the addition of BHT was required. Another
oxidation-preventing step during development and drying of the plate
was its placement of in darkness and in a vacuum. Despite of all pre-
ventive measures, the repeatability expressed by the CV was higher for
the aliquot with TAGs separation compared to that for untargeted li-
pidomics.

Another advantage of our method using TLC is the easily controlled
plate overload. Overload of the stationary phase, for example, in SPE,
can suppress the extraction of minor compounds, with possible mis-
leading results. Sample overload was prevented by applying the sample
to a bigger spot. Due to this feature, we could use the whole available
sample, which is highly important in the analysis of minor lipids. Since
the available tissue samples were stored in RNAlater, we compared the
relative intensities of picked peaks of lipids coming from samples stored
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in RNAlater and in PBS. The storage medium does not seem to have a
substantial effect on any lipid classes. However, the test was performed
on five aliquots of a single sample only due to limited number of
samples, thus one has to be cautious about interpretation.

Finally, the preparation and evaluation of blank samples was of
importance, since using more preparation steps may intreduce sample
contamination. Blank samples successfully verified the origin of each
peak and prevented false-positive identifications.

4.2. Clinical samples
Using our optimized method, multiple differences in lipid content

and composition between EAT and SAT were observed (Table 3.). The
most significant changes were observed in the TAGs and PCs relative
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Lipids significantly differing between subcutaneous and epicardial adipose tissue.

m/z RT. FC P value FDR adjusted
(min) (EAT/SAT) P value
SM(16:1) 703.5730 21.2 1.50 0.021 0.058
PI(20:4/18:1) 883.5286 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) 734.5692 235 13.20 0.001 0.019
PC(32:1) 732.5529 21.3 6.40 0.045 0.112
PC(24:1) 760.5821 241 155 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 247 183 0.002 0.015
PC(26:4) 782.5657 214 8.55 0.001 0.019
PC(36:5) 780.5495 198 7.12 0.009 0.038
PC(38:4) 810.5982 238 7.80 0.002 0.021
DAG(18:1/18:0) 640.5840 283 1.90 0.004 0.024
TAG(16:0/18:1/18:2) 874.7848 337 0.67 0.006 0.002
TAG(18:1/18:2/18:1) 900.8008 338 0.64 0.026 0.074
TAG(16:0/18:1/18:1) 876.8012 343 0.65 0.021 0.072
TAG(18:3/18:1/20:0) 028.8256 33.0 0.77 0.026 0.074

FC - fold change (relative intensity of epicardial adipose tissue versus the relative intensity of subcutaneous adipose tissue), R.T. - retention time, PC -
glycerophosphocholine, DAG -diacylglycerol, TAG - triacylglycerol, SM - sphingomyelin, Cer - ceramide, PI - glycerophosphatidylinositol, PE - glycer-
ophosphatidylethanolamine; p value determined by nonparametric Wilcoxon rank sum test, FDR - false discovery rate determined by Benjamini & Yekutieli,

bolded p value were significant (p value = 0.05).

contents. The level of TAGs was higher in SAT. TAGs are stored in
adipose tissue as lipid droplets, which are sorted into adipocyte orga-
nelles with high-powered lipid metabolism [30]. Meex et al. demon-
strated higher TAGs levels in SAT compared with omental adipose
tissue owing to differential expression of the genes involved in TAGs
homeostasis and lipid droplets formation (FSP27, ACSL1, DGAT1 and
PPARy) [30].

On the other hand, the levels of some PCs were significantly higher
in EAT compared to SAT in our study. PCs form 40-50% and PEs re-
present 40% of the total phospholipids in the cell [31,32]. Cardio-
myocytes are highly sensitive to lipotoxicity caused by fatty acids de-
gradation [33,34]. Cardiomyocytes and EAT are closely interconnected,
and they are not restricted by a firm layer; therefore, strong anchoring
of TAGs in lipid droplets is very important [11]. Lipid droplets are
covered with a monolayer of phospholipids, and their formation is es-
sential for protection against lipotoxicity [35]. The ratio of PCs and PEs
is essential to the size of lipid droplets. Inhibition of the synthesis of PCs
or an increase in the relative content of PEs leads to fusion of small
droplets into larger ones [32,36]. The higher content of PCs and de-
creased level of PE (20:4/18:0) in our study in EAT compared to SAT
could imply smaller lipid droplet formation in EAT. We hypothesize
that this could be an intrinsic property of EAT, retaining fatty acids
more strongly than SAT. PEs were put in context with the dynamic state
in adipose tissue, which was supported by transcriptomic analysis of
genes involved in the differentiation of adipose tissue [9,37].

Syme et al. published studies focused on association of cardiovas-
cular disease with serum PCs levels during adolescence. They correlated
PCs levels with typical risk factors for the development of CVD such as
visceral adiposity, blood pressure, insulin resistance, and atherogenic
dyslipidemia. Negative correlations of PC 16:0/2:0 (plate activating
factor) with visceral fat volume, blood pressure and fasting TAGs were
observed. On the other hand, a positive correlation was most significant
for the relationship of LysoPC 14:1 with visceral fat, fasting insulin and
TAGs [38]. Furthermore, Guasch-Ferré et al. suggested that inter-
mediates of the PCs synthesis pathway play a role in the development of
CVD, too [39]. An increased volume of EAT is associated with coronary
heart disease [40]. We hypothesized that adipocytes of EAT did not
serve as energy storage, as do those of SAT. Moreover, their endocrine
activity is also less significant [41].

Using our method, we identified other minor lipids; however, their
function connected with adipose tissue has not yet been described. The

57

level of PI (20:4/18:1) was higher in SAT compared with EAT. PI are
closely connected with phosphatidylinositol 3-kinase, a member of an
important signaling cascade [42,43]. Other phospholipids detected in
adipose tissue were PS. Their content did not differ significantly ac-
cording to adipose tissue location. Margolis et al. described decreased
levels of PS in breast adipose tissue in obese mice [21]. Furthermore, PS
are discussed as important signaling molecules in macrophages [44,45].
Sphingolipids and their derivatives are known as signaling molecules
and second messengers [46]. Dysregulation of their metabolism was
previously associated with obesity and increased incidence of cardio-
vascular disease [47]. Representatives of sphingolipid classes were
present in both adipose tissue depots, but only SM (16:1) was sig-
nificantly higher in EAT compared with SAT.

5. Conclusions

In this study, we identified a number of different lipid profiles in
SAT and EAT samples of patients undergoing elective cardiac surgery
using lipids analysis with or without preanalytical removal of TAGs.
Our optimized method makes the detection of members of several lipid
classes, even those less abundant, possible. The current results are very
important, since with previous methods, these lipids were under the
limit of detection. These findings could help to clarify the function of
different lipids within EAT or other fat depots. A lower content of TAGs
and PE (20:4/18:0) as well as a higher content of PCs in EAT could
imply a rather protective function of EAT, sheltering cardiomyocytes
against lipid overload rather than primarily being a depot of en-
ergetically rich lipids. However, from the lipids classes, involved in
signaling pathway, differed significantly only SM (16:1), DAG (18:1/
18:0), and PI (20:4/18:1) between SAT and EAT. This finding may
suggest that these pathways use the same signaling mechanism in both
types of adipose tissue. Further studies are necessary to clarify whether
these differences are specific to CAD patients and whether they can play
a role in the etiopathogenesis of heart diseases.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jchromb.2019.03.006.
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ABSTRACT: Coronary artery disease is one of the most frequent causes of
morbidity and mortality worldwide. It is even more prevalent in patients with
type 2 diabetes mellitus who suffer from obesity and increased accumulation of
epicardial fat with a possible contributing role in the development of coronary
artery disease. We performed an MS-based lipidomic analysis of subcutaneous
and epicardial adipose tissue in 23 patients with coronary artery disease
stratified for the presence/absence of type 2 diabetes mellitus and a control
group of 13 subjects aiming at identification of factors from epicardial fat
contributing to the development of coronary artery disease. The samples of
adipose tissues were obtained during elective cardiac surgery. They were
extracted and analyzed with and without previous triacylglycerols separation by
high-pressure liquid chromatography—mass spectrometry (HPLC-MS). Multi-
variate and univariate analyses were performed. Lipidomics data were correlated

Cardiac surgery
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with biochemical parameters. We identified multiple changes in monoacylglycerols, diacylglycerols, triacylglycerols,
glycerophosphatidylserines, glycerophosphatidylethanolamines, glycerophosphatidylcholines, ceramides, sphingomyelins, and
derivatives of cholesterol. Observed changes included molecules with fatty acids with odd (15:0, 15:1, 17:0, 17:1) and even
(10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4, 20:1, 22:0) fatty acids in both types of adipose tissue. More pronounced changes
were detected in epicardial adipose tissue compared to subcutaneous adipose tissue of patients with coronary artery disease and type
2 diabetes. Lipidomic analysis of subcutaneous and epicardial adipose tissue revealed different profiles for patients with coronary
artery disease and type 2 diabetes, which might be related to coronary artery disease and the presence of type 2 diabetes.

KEYWORDS: epicardial adipose tissue, subcutancous adipose tissue, coronary artery disease, type 2 diabetes mellitus, lipidomics

H INTRODUCTION

progression of CAD, including arterial hypertension, dyslipi-

Coronary artery disease (CAD) has reached epidemic
proportions worldwide and is one of the most frequently
occurring causes of death.' The World Health Organization
estimated that approximately 17.9 million patients die of CAD
each year worldwide. The importance of adipose tissue as an
endocrine organ and a substantial causal factor in the
development of atherosclerosis including CAD and its
progression was identified in the last two decades.” Epicardial
fat is an adipose tissue that is connected with myocardium not
only by its close anatomic position and function but also
through blood supplementation. This close relation of both
tissues could play an important role in the induction and
progression of CAD with a production of possible pathological
factors in epicardial fat and their direct delivery to myocardium
and coronary arteries.”

CAD is characterized by progression of atherosclerosis in
coronary arteries with subsequent impairment of blood flow
and insufficient blood supplementation to the myocardium.
Multiple risk factors play a role in the development and

© 2020 American Chemical Society
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demia, obesity, and type 2 diabetes mellitus (TZDM).S'1 De
Rosa et al. described similarities between the genetic origin of
CAD and T2DM.® The authors revealed changed microRNA
expression associated with both T2DM and CAD, which are
involved in lipid metabolism (miR-29, miR-122, miR-26a) and
jointly modulate lipid and glucose metabolism.” The presence
of T2DM significantly increases the risk of CAD and worsens
its progression and subsequent mortality and morbid.ity.ﬁ
Obesity, characterized by increased accumulation of adipose
tissue, is among the leading risk factors of CAD. In the last two
decades, adipose tissue has gained attention as an essential
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endocrine organ.?'8 Structural composition and metabolism of
adipose tissue are characteristic for specific regions/adipose
tissue depots. The adipose tissue can be in general subdivided
into two main depots according to its localization and
functional characteristics: subcutaneous adipose tissue (SAT)
and visceral adipose tissue.” Furthermore, the limited capacity
of adipose tissue to store additional lipids in obese subjects
leads to a lipid spillover to nonadipose tissues such as the
skeletal muscle, liver, and heart. This ectopic lipid storage
impairs insulin signaling and contributes to insulin resistance in
the affected tissues.

Epicardial fat lies in the close vicinity of myocardium, and its
size typically correlates with the levels of visceral obesity.
Epicardial adipocytes are typically smaller compared to those
in other adipose tissue depots.m Furthermore, epicardial
adipose tissue (EAT) is metabolically and endocrinologically
more active than subcutaneous fat.'' Due to the close
anatomic connection of EAT with myocardium and the same
blood supply, EAT is of particular importance as a contributor
to etiopathogenesis of CAD through the production of pro-
and anti-inflammatory eicosanoids, adipokines, and cyto-
kines.”*""™"* Moreover, the association between the volume
of EAT and risk of CAD was previously described."""®

The composition of adipose tissue significantly affects its
functional characteristics. Under normal circumstances, 97—
99% of total lipids in adipose tissue are triacylglycerols
(TAG).'® Fatty acid oxidation of TAG in EAT plays a role as
an important source of energy for the myocardium. Goldberg
et al. hypothesized that the relation between TAG and vascular
disease could be caused either by the increased deposition of
TAG from lipoproteins or by lipotoxicity of lipolysis products
by patients with hy']:vertrig]yceric:]em_ia.17

SAT and EAT differ mainly by the content of TAG and
glycerophosphatidylcholines (PC).)%'® SAT has a higher
content of TAG, while EAT is typical with a higher content
of PC. The TAG are stored in adipose tissue as lipid droplets,
which have a phospholipid membrane on the surface. Thus,
decreased TAG-to-PC ratio could imply that lipid droplets in
EAT are smaller and more stable.'®

Gas chromatography (GC) combined with flame ionization
detection or mass spectrometry (MS) detection and high-
pressure liquid chromatography combined with MS (HPLC-
MS) are the most common analytical platforms used for
lipidomics.w’m The main limitation of GC analysis is the
measurement of individual fatty acid (FA) chains released from
ester bond in lipid molecules within one lipid class in one
chromatographic run. On the other hand, HPLC-MS is limited
by the excess of TAG in tissue. Solid-phase extraction or thin-
layer chromatography (TLC) can be used for the presepara-
tion of vast amounts of TAG. Lopez-Bascon et al. described a
method using solid-phase extraction to eliminate glycerophos-
pholipids se]ective]y.21 We previously introduced a method
that uses TLC, which enables us to identify more than 206
lipid species, of which are 37 minor ].ipids.w

We hypothesized that the presence of CAD is accompanied
by the changes of lipid profile of adipose tissue, in particular in
the epicardial fat, which could be further modified by the
presence of T2DM. To this end, the current study aimed to
determine the lipid composition of SAT and EAT and to
explore the connection between CAD and the resulting lipid
profile in the presence or absence of T2DM.
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H METHODS

Patients and Tissue Sampling

Patients who underwent elective cardiac surgery (coronary
artery bypass graft implantation and/or valvular surgery) at the
2nd Department of Surgery—Department of Cardiovascular
Surgery, First Faculty of Medicine, Charles University and
General Faculty Hospital and Institute for Clinical and
Experimental Medicine, Prague, Czech Republic, were
included in the study. The diagnosis of coronary artery disease
was established by presurgical coronarography. The preoper-
ative protocol did not differ between patients; surgery started
between 7 and 8 AM after overnight fasting. The patients were
divided into three groups according to the presence of CAD
and T2DM. Group 1 included 11 subjects without CAD and
T2DM (CAD—, T2DM-), group 2 included 13 subjects with
CAD and without T2DM (CAD+, T2DM-), and group 3
included 10 subjects with both CAD and T2DM (CAD+,
T2DM+). Thirty-three of participating patients had arterial
hypertension, and 32 had dyslipidemia treated by statins.
T2DM treatment included metformin (4 subjects), dipepti-
dylpeptidase-4 inhibitors (3 subjects), sulfonylurea derivatives
(1 subject), and insulin therapy with multiple daily injections
(2 subjects). Exclusion criteria were age <18 years, acute or
chronic kidney disease, malignancy, thyroid disease, or acute
infection.

Anthropometric Examination, Blood, and Tissue Sampling

All subjects included in the study were measured and weighed,
and their body mass index (BMI) was calculated 1 day before
surgery. Blood samples for biochemical measurements were
taken after overnight fasting before initiation of anesthesia (at
the beginning of the surgery). Blood samples were centrifuged
for 10 min at 3000g within 30 min after withdrawal. Serum
samples were subsequently stored in aliquots at —80 °C until
further analysis. Samples of SAT and EAT were taken at the
start of the surgery after sternotomy. SAT was obtained from
the sternotomy site. EAT was taken from the anterior
interventricular sulcus or the right margin of the heart. A 1—
2 g aliquot of adipose tissue sample was collected in 1 mL of
RNAlater reagent (Ambion, Invitrogen, Carlsbad, California)
and stored at —80 °C until lipidomic analysis.

Biochemical Assays

Routine biochemical parameters were measured at the
Department of Biochemistry, General University Hospital,
Prague, Czech Republic, by standard laboratory methods.
Tissue Sample Preparation for Lipidomics

Lipid extraction and further sample processing and analysis
were conducted as previously described.’® The patients’
samples were prepared in a random order. Blank samples
were prepared in parallel with the patients’ samples. Briefly,
approximately 50 mg of tissue was extracted by the modified
Folch method.** Tissue cells were ground by a hand tissue
homogenizer (IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen,
Germany)). The bottom dichloromethane layer was divided
into two aliquots.

The first of two aliquots underwent untargeted lipidomic
analysis. In the second aliquot, the minor lipid classes were
separated from abundant TAG by TLC, as previously
described."” The extracts were reconstituted in a 2-propanol/
acetonitrile /water (1:2:1, v:v:v) mixture and analyzed by an
HPLC Agilent 1200 LC system (Agilent Technologies,
California) equipped with an Accucore column C30 (Thermo

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome.0c00269
J. Proteome Res. 2020, 19, 39934003



Priloha 2

Journal of Proteome Research

pubs.acs.org/jpr

Fisher Scientific, Waltham).'? A micrOTOF-Q_ III mass
spectrometer (Bruker Daltonics) with electrospray ionization
in positive and negative modes was used for detection.
Parameters for separation were set as follows: column
temperature, 40 °C, and flow rate, 0.24 mL/min. The elution
gradient was performed by mobile phase A (10 mM
ammonium formate in 60%
acid), and mobile phase B (10 mM ammonium formate in
acetonitrile/2-propanol, 1:9 (v:v) mixture containing 0.1%
formic acid). For the first S min, the gradient was set at 30% B,
then for 2 min, 30—43% B, for 1.3 min, 43—50% B, for 11.3
min, 50—70% B, for 7 min, 100% B, and for 10 min, 18% B.
MS spectra were obtained in a m/z range of 100—1500. The
MS was calibrated for exact mass by clusters of sodium formate
before analysis (external calibration) and also during analysis
in the first minute of each sample run (internal calibration).

acetonitrile and 0.1% formic

Data Analysis

The obtained data were calibrated in DataAnalysis 4.2 software
(Bruker Daltonics) for exact mass. Further, the data were
converted to .cdf format and imported to MZmine 223
software.” The processing parameters were as follows: signal-
to-noise ratio, 5; time tolerance, 0.15 min; mass tolerance, 10
ppm. The significantly changed metabolites were identified
based on the isotopic pattern, exact mass, fragments, retention
time, and published data.’’ The MS/MS spectra of
significantly changed lipids are presented in Figures S1—529.
Predicted formula from the software DataAnalysis 4.2 (Bruker
Daltonics) was searched through CompoundCrawler software
to get all possible structures. The exact mass was searched with
a maximum tolerance of 10 ppm and adduct formation ([M +
H]*, [M + NH,]*, [M + NaJ]*, [M — COO]~, [M — H] ) in
the following databases: LIPID MAPS website (http://www.
]ipidrnaps.org) and the Human Metabolome Database (http://
www.hmdb.ca).** Normalization was based on the proportion
of peak intensities and sum of all peaks.

Statistical Analysis

The anthropometric and biochemical parameters presented in
Table 1 were expressed as mean + standard deviation (SD).
The Jarque—Bera test was used to confirm the Gaussian
distribution of the datasets. If the data had non-normal
distribution, nonparametric statistics was applied. Univariate
tests, such as standard Student’s two-sample t-test (parametric
approach) or Wilcoxon rank-sum test (nonparametric
approach), were used to detect significant differences between
groups. The significance level was set to p < 0.05. Principal
component analysis (PCA) and partial least-squares discrim-
inant analysis (PLS-DA) were executed to examine the quality
of the group separations. Spearman’s rank correlation
coefficient (nonparametric approach) was used to identify a
linear relationship between the obtained biochemical param-
eters and lipid content. Statistical analysis was conducted using
MATLAB software (version 9.0 R2016a) and MetaboAnalyst
4.0.

B RESULTS

In the present study, the patients who underwent elective
cardiac surgery were divided into three groups according to
their diagnoses of CAD and T2DM. The biochemical and
anthropometric parameters were measured, and the lipid
analysis of adipose tissue was performed.
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Table 1. Anthropometric and Biochemical Characterization
of Patients”

CAD—, CAD+,
parameters T2DM— T2DM— CAD+, T2DM+
number of subjects 11 13 10
sex male/female 6/5 11/2 7/3
age [years] 70 £ 12.7 61 +7.4 69 + 5.4
BMI [kg/m?] 273 + 43 26.1 £ 52 284 + 2.1
total cholesterol 419 + 1.19 349 + 0.63 3.69 + 0.86
[mmol/1]
HDL cholesterol 1.21 £ 042 0.98 + 0.25 1.23 £+ 0.64
[mmol/1]
total TAG [mmol/1]  1.25 + 046  1.35 £ 0.61 122 + 041
fasting glucose 5.40 + 0.60 572 £ 091 7.90 & 199k
[mmol/1
waist/hip ratio 0.95 + 0.06 0.94 + 0.09 0.96 + 0.05

“Data are presented as median + standard deviation (SD).
Nonparametric Wilcoxon rank-sum test was used; *** p value <
0.001 vs CAD—, T2DM~ or ™" p value < 0.001 vs CAD+, T2DM—;
CAD—, T2DM—: without coronary artery disease and without type 2
diabetes mellitus; CAD+, T2DM—: with coronary artery disease and
without type 2 diabetes mellitus; CAD+, T2DM+: with both coronary
artery disease and type 2 diabetes mellitus. TAG—triacylglycemls,
BMI—body mass index.

Body Composition and Biochemical Characteristics of the
Studied Patients

Anthropometric and biochemical parameters, such as BMI,
total, and HDL cholesterol, total TAG, and waist/hip ratio did
not differ significantly between groups, apart from fasting
blood glucose level, which was increased in the group with
T2DM, as expected by definition of the group (Table 1).

MS-Based Lipidomic Analyses of Adipose Tissues

Lipidomic analysis was conducted using both SAT and EAT
for each patient. Multivariate data analysis of lipids was applied
to describe the differences between groups separately for each
adipose tissue depot. The PCA score plots for SAT and EAT
are presented in Figures 1 and 2, respectively, for both
untargeted lipidomics and minor lipid analysis. PCA did not
show any outliers in SAT. However, in EAT, one outlier was
observed within each group in untargeted lipidomics in the
positive mode and one in untargeted lipidomics in the negative
mode in the group with CAD and without T2DM. The outliers
determined by PCA were not excluded from univariate
statistics because they were assigned as outliers using only
one of the methods. Further, we applied PLS-DA (presented in
Figures S30 and S31).

Taken together, multivariate analysis showed rather poor
tendencies in the particular groups’ separation. Further, the
univariate statistical analysis revealed numerous differences
between the groups. The lipids, which differed among groups,
are presented in Table 2. The boxplots of these lipids are
presented in Figure S32. Furthermore, we clustered all
identified lipids into lipid classes and compared the sum of
relative intensities among groups. Phosphatidylcholines were
significantly increased (p-value = 0.021) in the group with both
diseases contrary to the group only with CAD in EAT.

The lipid analysis of both adipose tissues revealed multiple
changes depending on the presence of CAD and T2DM in
lipid classes of monoacylglycerols (MAG), diacylglycerols
(DAG), triacylglycerols (TAG), glycerophosphatidylserines
(PS), glycerophosphatidylethanolamines (PE), glycerophos-
phocholines (PC), ceramides (Cer), sphingomyelins (SM),

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome.0c00269
J. Proteome Res. 2020, 19, 39934003



Priloha 2

Journal of Proteome Research

pubs.acs.org/jpr

A

Scores Plot
® CAD- TZON-
i ®Cape T20M-
9 ®can- 20
° o
2
&£
o
By
c o
o (<]
8 o o
@
2
L]
o
I
T T T T T
-40 20 0 20 40 60
PC1(23.7 %)
Scores Plot
®can. raow-
® can- raou
®ca- 20w
@
FE
g
8 o1
~
o
o
R
T T T T T
-40 -20 0 20 40
PC1(235%)

B

Scores Plot

®CAD- T20M-
®caps 20|
®CADS TIOM

g
@
@
= <7
~
o
o
2
o
A
T T T T T
-40 -20 0 20 40
PC1(333%)
Scores Plot
#1200
® o T20u,|
@ CAD+ T20M:
|
&
= °9
=
“
e
o
g (o] @
8 " @
Lo]
Q
¥
T T T T T
-40 -20 0 20 40
PC1(29.6%)

Figure 1. PCA scores plot for SAT (A) positive ionization mode untargeted lipidomics, (B) negative ionization mode untargeted lipidomics, (C)
positive ionization mode minor lipids, (D) negative ionization mode minor lipids; CAD—, T2DM— (red points): without coronary artery disease
and without type 2 diabetes mellitus; CAD+, T2DM— (green points): with coronary artery disease and without type 2 diabetes mellitus; CAD+,
T2DM+ (blue points): with both coronary artery disease and type 2 diabetes mellitus.

and derivatives of cholesterol. Moreover, many differences
were detected in both adipose tissue types depending on the
presence of T2DM and CAD. In general, the decrease/increase
of particular lipid class among the groups of patients is
maintained for both EAT and SAT; however, these
substantially differ in significance.

‘We were able to identify differences in various glycerolipids
differing in the saturation and carbon number of fatty acids
(FAs) present in their molecules (Table 2). Significant
differences were observed mainly in EAT, much less in SAT
in all groups. The most pronounced differences in glycerolipids
were caused by the presence of T2DM in patients with CAD in
EAT.

CAD increased the levels of TAG, including saturated FA
(18:0, 17:0, 16:0, 14:0) and monounsaturated FA (18:1 and
17:1), mainly in EAT in patients without T2DM. Further,
CAD increased TAG (20:1/18:1/18:2) in both tissues and in
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SAT patients with CAD and T2DM compared to group
patients without CAD and T2DM.

On the other hand, TAG with saturated FA, as 18:0, 17:0,
16:0, 15:0, 14:0, 10:0, 12:0, were decreased by T2DM in
patients with CAD in EAT. The most pronounced effect was
observed in saturated FA 16:0 and 14:0. Some effects were also
observed in TAG with monounsaturated FA as 16:1 and 15:1.
Six of eight changed TAG molecules contained FA 18:1.
Interestingly, TAG containing FA with the odd number of
carbons, such as 15:0, 15:1, 17:0, 17:1, were significantly
decreased by T2DM in patients with CAD. Further, the TAG
with FA 17:0 and 17:1 were significantly increased in the group
with CAD without T2DM. These changes were not observed
in SAT.

Other alterations were observed in phospholipid classes. In
EAT, the similar significant increase of this PS was associated
with the occurrence of both CAD and T2DM. Other changes

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome. 0c00269
J. Proteome Res. 2020, 19, 3993—4003
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Figure 2. PCA score plot for EAT (A) positive ionization mode untargeted lipidomics, (B) negative ionization mode untargeted lipidomics, (C)
positive ionization mode minor lipids, (D) negative ionization mode minor lipids; CAD—, T2DM— (red points): without coronary artery disease
and without type 2 diabetes mellitus; CAD+, T2DM— (green points): with coronary artery disease and without type 2 diabetes mellitus; CAD+,
T2DM+ (blue points): with both coronary artery disease and type 2 diabetes mellitus.

in LysoPE and LysoPC were caused by the presence of T2DM
in patients with CAD and were more notable in EAT than in
SAT. Trends in these molecules did not depend on the FA
type. The levels of PC with FA 34:0, 32:0, or 32:1 were more
than 3 times increased in EAT comparing the groups of CAD
patients with and without T2DM. In SAT, an increase in PC
(32:1) was seen only in patients with CAD and T2DM
compared to patients without both diseases. The last lipid class
affected were the sphingolipids. Only in SAT, an increased
level of Cer (18:1/22:0) was induced by the presence of both
diseases. The levels of SM were increased in EAT by T2DM.

Relationship of Lipids in Adipose Tissue with Other
Studied Parameters

The above-mentioned biochemical and anthropometric
parameters were correlated with significantly changed lipids
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between groups from Table 2. Age, BMI, total TAG, and
fasting glucose did not correlate with these lipids. The
significant correlations (p-value < 0.05) between lipid and
total HDL cholesterol and waist/hip ratio with r > 0.49 are
shown in Figures 3 and 4 for SAT and EAT, respectively. The
significant correlation with r < 0.49 and >0.30 are shown in
Figure $32, and for EAT in Figure S33. The strength and
significance of correlation are included in each figure.
Significant positive correlation was observed between
dihydroxycholesterol in EAT and total blood cholesterol.
Interestingly, this correlation was not observed with dihydrox-
ycholesterol in SAT. The positive correlation of Cer (18:1/
22:0) with waist/hip ratio was found in SAT, and only weak
but still significant positive correlation was also detected with
the same ceramide in EAT. The other correlations were

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome.0c00269
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Table 2. Lipid Changes in Patients with CAD and T2DM in Subcutaneous and Epicardial Adipose Tissue”

Epicardial adipose tissue Subcutaneous adipose tissue
Metabolic pathway CAD+,T2DM- CAD+,T2DM+ vs. CAD+,T2DM+ vs CAD+,T2DM- vs. CAD+,T2DM+ vs CAD+,T2DM+ vs.
vs.CAD-, T2DM- CAD-,T2DM- CAD+,T2DM- CAD-,T2DM- CAD-,T2DM- CAD+,T2DM-
Glycerolipids
MAG(16:0) T2DM association 0.39 1.06 273 0.37 3.20 8.64%
DAG(16:0/18:1) Higher prevalence of 139 113 0.82 2.48* 240 0.97
DAG(18:2/18:2) Me;:?e IR 0.49 201 4.10%** 0.29* 129 a.52*
TAG(18:1/16:0/14:0) Atherogenic FA 1.52* 1.02 0.67% 1.03 0.77 0.75
TAG(12:0/12:0/16:0) T2DM association 1.00 0.56% 0.56 0.77 057 0.74
TAG(18:1/16:0/12:0) T2DM association 1.09 0.57 0.52* 0.70 0.55 0.79
TAG(18:1/16:1/12:0) T2DM association 137 0.78 0.57* 0.84 0.61 0.73
TAG(20:1/18:1/18:2) Atherogenic FA 1.28% 122 0.96 222* 2.53* 1.14
TAG(16:1/16:0/15:1) T2DM association 1.35 0.89 0.66* 0.83 0.89 1.07
TAG(18:1/16:0/15:0) T2DM association 120 0.77 0.65* 0.89 0.88 0.99
TAG(16:1/18:1/15:0) T2DM association 119 0.81 0.68** 1.18 0.98 0.83
TAG(16:0/14:0/14:0) T2DM association 0.93 0.59* 0.63 0.70 0.47* 0.68
TAG(16:0/18:1/17:0) Atherogenic FA 1.30%* 0.95 0.73* 1.18 0.84 0.71
TAG(17:0/18:0/16:0) Atherogenic FA 131% 0.79 0.61*** 111 095 0.86
TAG(18:1/18:1/17:1) Atherogenic FA 1.25% 101 0.81 0.96 1.00 1.05
Sterol lipids
Dihydroxycholesterol Oxidative stress 1.09 5.55% 5.10% 031 150 1.64
Phospholipids
PS(18:0/18:1) Prevalence of CAD 1.04 1.59* 1.53 4.80% 323 0.67
LysoPE(20:4) Mediate IR 0.93 2.18° 234 0.75 112 1.48
LysoPE(18:1) Mediate IR 1.23 3.01° 2.40%* 0.78 154 1.98
LysoPE(18:2) Mediate IR 0.91 223 2.46* 0.63 114 1.80
LysoPC(16:0) Mediate IR 056 113 2.03* 1.17 1.98 1.70
LysoPC{18:1) Mediate IR 132 2.07 1.58* 1.46 3.40% 2.32*
LysoPC{18:2) Mediate IR 052 168 322 124 272+ 2.20
PC(34:0) Mediate IR 0.42 139 3.36* 1.10 195 1.77
PC(32:0) Mediate IR 0.52 1.94 3.75%* 2.40 3.84 1.60
pC(32:1) Mediate IR 0.34 1.77 5.14* 1.83 3.88* 212
Sphingolipids
Cer (18:1/22:0) Mediate IR 1.01 135 133 1.49 2.39% 1.60
SM(36:1) Mediate IR 0.53 174 3.28* 2.62 4.09* 1.56
SM40:1) Mediate IR 0.95 238 2.50* 1.50 191 1.28
5M(42:2) Mediate IR 0.65 178 2.75* 1.97 4.06 2.07

“Data are calculated as fold changes of medians of relative intensity between groups of patients; p-value determined by nonparametric Wilcoxon
rank-sum test, * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 between groups listed in the table header; CAD—, T2DM—: without coronary artery
disease and without type 2 diabetes mellitus; CAD+, T2XDM—: with coronary artery disease and without type 2 diabetes mellitus; CAD+, T2DM+:
with both coronary artery disease and type 2 diabetes mellitus; MAG—munuacylglyceml, DAG—diacylglyceml, TAG—triacy{glyceml, PS—
glycerophosphatidylserine, PE—glycerophosphatidylethanolamine, PC—glycerophosphocholine, Cer—ceramide, SM—sphingomyelin, IR—

insulin resistance, FA—fatty acid.

significant but weak. DAG (18:2/18:2) and DAG (16:0/18:1)
positively correlated with total cholesterol, and HDL or waist/
hip ratio in EAT. In SAT, MAG (16:0) and DAG (16:0/18:1)
positively correlated with waist/hip ratio, while DAG (18:2/
18:2) positively correlated with HDL cholesterol. Some TAG
positively correlated significantly with the waist/hip ratio in
both tissues. Several phospholipids and SM showed positive
correlation mainly with total cholesterols, as well as HDL.
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Bl DISCUSSION

The present study is focused on the analysis of lipids in
epicardial and subcutaneous adipose tissues of patients with or
without CAD and T2DM. To the best of our knowledge, the
existing studies analyzed only representation of various FA in
adipose tissue, not whole lipid molecule range.zs'lﬁ Adipose
tissue is mostly composed of glycerolipids (99% in nonobese
patients), but it also contains mgniﬁcani amounts of

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome.0c00269
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TAG(18:1/18:1/17:1) ver. Waist/Hip ratio
(R=0.499, p-value=0.004)

® CAD-,T2DM- ¥ CAD+T2DM- CAD+ T2DM4

Cer(18:1/22:0) ver. Waist/Hip ratio
(R=0.636, p-value=0.000)

® CAD-T2DM- v CAD+T2DM- sCAD+ T2DM+

Figure 3. Spearman’s rank correlation of significantly changed lipid in SAT and biochemical parameters.
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Figure 4. Spearman’s rank correlation of significantly changed lipid in EAT and biochemical parameters.

glycerophospholipids, sphingolipids, sterols, and fatty acids.'®
Due to our previously optimized method, we are able to
analyze both major and minor lipid molecules.'” The major
lipids included 169 lipid species, 115 of which were TAG. The
minor lipids included other 37 representatives from ceramides,
glycerophosphatidylserines, glycerophosphatidylinsitols, sphin-
gomyelins, glycerophosphatidylcholines, glycerophosphatidyle-
thanolamines, and diacylglycerols.

This study was conducted on the group of patients that did
significantly not differ in the blood pressure values or
circulating lipid levels or in anthropometric and biochemical
parameters except for fasting glycemia in diabetics vs
nondiabetics. Patients were subcategorized according to the
diagnosis of CAD and T2DM. Lipid analysis revealed multiple
changes in SAT and EAT in lipid classes, such as glycerolipids,
phospholipids, sterols, and sphingolipids among the groups
suggesting that differences in lipid composition might be
related to the presence of CAD.

The direction of trends in lipid profiles caused by T2DM
and CAD were often opposite in EAT than in SAT, which
prompts some compensation of the particular effects in lipids.
It was evident when comparing the group with both diseases
and the one with neither T2DM nor CAD.

The effect of the diseases was most pronounced in the
acylglycerol class. The molecules of glycerolipids, which were
increased by CAD, often included FA 14:0, 16:0, 18:0, and
18:1. On the other hand, the effect of T2DM on the same
glycerolipids was often opposed to the effect of CAD. Due to
the predominance of glycerolipids in adipose tissue, previously
published FA analyses correspond mainly with glycerolipid
profiles. Pezeshkian et al.”® described decreased content of FA
16:0 and 18:1n-11 in the group with T2DM in EAT in patients
undergoing coronary artery bypass graft. These findings
correspond to our results as well. Despite that palmitic acid
(16:0) is known for its preventive effect on proliferation and
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migration of vascular smooth muscle,”” the effect of CAD
alone on these FA in adipose tissue was not described so far.
Chei et al. described an increase in FA 14:0 and 16:0 in plasma
in patients with CAD. They found an association between the
elevated levels of these FA and higher prevalence of CAD.*
Accordingly, we assumed that the observed increase in TAG
(20:1/18:1/18:2) in both tissues was caused more by FA 18:1
and 18:2 than 20:1, which is included in TAG molecules in
adipose tissue very rarely.

DAG (18:2/18:2) was increased by T2DM in both tissues
and decreased in SAT in patients with CAD. DAG is a
precursor of TAG localized on the inner side of the cell
membrane, acting as a second messenger signaling ]jpid.w
Diacylglycerol may mediate insulin resistance in the liver and
the muscle by decreasing protein kinase C activity.30
Pezeshkian et al. did not find significant differences in FA
18:2 in any of the adipose tissues caused by the presence of
T2DM in patients with CAD. However, they observed the
opposite trend in plasma within the T2DM grcmp.z‘s Chei et al.
described similar trends as we observed in SAT as a
consequence of CAD, but they found them in plasma.ZH
They described the role of FA 18:2 in lowering the low-density
lipoprotein (LDL) cholesterol and its antiarrhythmic effect.
Dudek et al. reported FA 18:2 as a predominant acyl linked to
mitochondrial cardiolipins in the heart. Diphosphate-diacyl-
glycerols are intermediates of cardiolipins synthesis. Deficiency
of FA 18:2 could lead to mitochondrial dysfunction and,
subsequently, to ischemic heart disease.?’

Other changes in glycerolipids were observed in molecules
with odd-chain FA as 15:1, 15:0, 17:0, and 17:1 increased by
CAD and decreased by T2DM. Crown et al. described the
synthesis of odd-chain FA in adipose tissues through
propionyl-CoA obtained from the catabolism of branched-
chain amino acids (BCAA, valine, isoleucine, leucine).**
Decrease in the levels of odd-chain fatty acids can be caused

https://dx.doi.org/10.1021/acs jproteome.0c00269
J. Proteome Res. 2020, 19, 39934003
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by vitamin B12-dependent methylmalonyl CoA mutases, which
was previously described to be associated with T2DM.*>*
Moreover, the decrease in the expression of enzymes
connected with the BCAA metabolism in adipose tissue was
reported as well in obese and T2DM association.”” Fillmore et
al. described the reduction in BCAA oxidation during insulin
resistance in the heart, which could lead to a decrease in the
level of substrate propionyl-CoA for odd-chain FA S)mthesis.35
On the other hand, McNulty et al. described that utilization of
BCAA by myocarium by patients with CAD is dependent on
their level in plasma and insensitive on insulin level*®

The connection between dihydroxycholesterol and T2DM
in adipose tissue has not been described previously. Aires et al.
described the accumulation of cholesterol and its oxy-
derivatives in adipose tissue during weight gain. They
hypothesized that oxidative stress leads to an increase in
potentially toxic lipid accumulation.”” Samadi et al. reported
oxysterols as biomarkers of oxidative stress.”® These findings
are in agreement with our data as dihydroxycholesterol
increased 5 times in the group with T2DM and dihydrox-
ycholesterol correlates with total cholesterol.

Furthermore, it was described that increased levels of
oxysterols correspond to CAD.* However, in our study, CAD
did not have any effect on dihydroxycholesterol. However, it is
the only member of the sterol lipid group that changed
significantly, so we cannot rule out other effects.

Phospholipids were another substantially affected lipid class.
The increased levels were observed mainly in EAT and were
caused by T2DM. Also, the total content of phosphatidylcho-
lines identified in EAT was increased significantly in the group
with T2DM. Barber et al. described changes in plasma
phospholipids after high-fat-diet-induced obesity and T2DM
in mice model.*® Based on this finding, they focused on tissues
with major influence on glucose homeostasis, such as muscle,
liver, and adipose tissue. The changes in tissues were very
modest. Despite the decrease of lysophospholipids in plasma,
muscles, and liver, they observed increased lysophospholipids
in adipose tissue, which corresponded to our ﬁlldjllgs.39
Further, we observed a positive correlation of a few LysoPE in
both adipose tissues with total cholesterol and HDL. Kurano et
al. described the effect of lysogylcerophospholipids on
lipoprotein particles in plasma.'ﬂJ

The relation between increased sphingolipids in adipose
tissue of patients with T2DM was described previous]y.ﬂ'42
Ceramide synthesis pathway begins in the endoplasmic
reticulum by condensation of palmitoyl CoA and serine.
Dysregulation of this pathway leads to adipocytes dysfunction
and insulin resistance. Acid and neutral sphingomyelinases
catalyze hydrolysis of sphingomyelins into ceramides. In
perturbed adipocytes, the sphingomyelinase pathway plays a
more prominent role than de novo synthesis of ceramides in
endoplasmic reticulum.” Alterations observed in our study
could implicate that changes in sphingomyelins levels are
caused by insulin resistance present in adipose tissue in
patients with T2DM. Correlation of Cer (18:1/22:0), as well
as TAG (18:1/18:1/17:1), in SAT with waist/hip ratio in all
groups of patients could mean that storage of adipose tissue in
the waist area is escorted by saving minor lipids in adipocytes
during weight gaining. These lipids could have metabolic

EEECtS on diSEﬂEE P[Ugl'ESSiCIlI_
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Bl CONCLUSIONS
Even though the number of samples available is limited, the

results are interesting and conclusive. They are discussed in
context and in accordance with previously published data.
Lipid composition in SAT and EAT was affected by CAD and
T2DM. More pronounced changes were observed in EAT than
in SAT. The effect of CAD and T2DM on the lipid profile of
adipose tissue was often the opposite. Both diseases influenced
members of lipid classes as monoacylglycerols, diacylglycerols,
triacylglycerols, glycerophosphatidylserines, glycerophosphati-
dylethanolamines, glycerophosphatidylcholines, ceramides,
sphingomyelins, and derivatives of cholesterol. The amount
of lipids molecules with, e.g., FA 16:0 were increased by CAD
and decreased by T2DM. Patient adipocytes with CAD were
characterized by a decreased level of DAG (18:2/18:2), a
precursor in the synthesis of cardiolipins. The presence of
T2DM is accompanied by the development of insulin
resistance in adipose tissue, resulting in lipid profile, suggesting
sphingolipid metabolism disruption and decrease in odd fatty
acids synthesis.
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