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ANOTACE

Diabetes mellitus 2. typu je multifaktoridlni chronické onemocnéni, na jehoz vzniku
se podili velké mnozstvi faktort. Tato prace se zabyva mechanismy ptisobeni oxidac¢niho stresu
a chronického zanétu v patogenezi diabetu mellitu 2. typu. Dale také moZznostmi vyuziti
stanoveni vznikajicich metaboliti — deoxysfingoidnich bazi. Deoxysfingoidni baze jsou
produkty metabolismu sfingolipidii, jejichZ koncentrace v plazmé je pii diabetu mellitu 2. typu
zvySena. Proto byly stanoveny jako nové plazmatické markery, které 1ze vyuzit k predikci rizika

vzniku diabetu 2. typu, a ke sledovani 1é¢by diabetickych pacientt.
KLICOVA SLOVA
diabetes mellitus, oxidacni stres, chronicky zanét, deoxysfingoidni baze

TITLE

Chronic inflammation and oxidative stress in diabetes mellitus, deoxysphingoid bases

as markers in diabetes
ANNOTATION

Type 2 diabetes mellitus is a multifactorial chronic disease in which a large number
of factors contribute. This work deals with the mechanisms of oxidative stress and chronic
inflammation in the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Furthermore, the possibilities
of using the determination of emerging metabolites — deoxysphingoid bases. Deoxysphingoid
bases are products of the metabolism of sphingolipids. Their plasma concentration is increased
in type 2 diabetes mellitus. Therefore, they have been identified as new plasma markers that
can be used to predict the risk of developing type 2 diabetes and to monitor the treatment

of diabetic patients.
KEYWORDS

diabetes mellitus, oxidative stress, chronic inflammation, deoxysphingoid bases
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AGE konec¢ny produkt pokrocilé glykace
ATP adenosintrifosfat

BMI index télesné hmotnosti

CoA koenzym A

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

FGF fibroblastovy ristovy faktor

GIP gastricky inhibi¢ni polypeptid

GLP glucagon-like peptid

GLUT gluko6zovy transportér

GTPaza guanosintrifosfataza

HbAlc glykovany hemoglobin

HDL lipoproteiny o vysoké hustote

HLA lidsky leukocytovy antigen

IL interleukin

IKK kindza inhibitoru k B

IxB inhibitor jaderného faktoru kappa B
JINK c-Jun NHz-termindlni kinaza

L. radikél mastné kyseliny

LDL lipoprotein o nizké hustoté

LH mastna kyselina

LO* aloxylovy radikal

LOO* peroxylovy radikal

LOOH lipidovy hydroperoxid

MAPK mitogenem aktivovana proteinova kinaza
MCP monocytovy chemoatrak¢ni protein
M-CSF faktor stimulujici kolonie makrofagt
MIF faktor inhibujici migraci makrofagt

mtDNA mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina



mTOR mammalian target of rapamycin

NAD" nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
NADH nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat — redukovana forma

Na/K"-ATPaza sodno-draselna pumpa

NF-«B jaderny faktor kappa B

NK buiky natural killers bunky

PARP poly-ADP-rib6zo-polymeraza

PI3K fosfatidylinositol-3-kinaza

PKC proteinkindza C

PPAR peroxizomovy receptor aktivovany proliferatory
PUFA polynenasycend mastna kyselina

RAGE receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace
RCS reaktivni forma chloru

RNS reaktivni forma dusiku

ROS reaktivni forma kysliku

SGLT sodium glucose transporter

Tc cytotoxicky T lymfocyt

TGF transformujici ristovy faktor

Th pomocny T lymfocyt

TLR toll like receptor

TNF tumor nekrotizujici faktor

UDP-GIcNAc uridindifosfat-N-acetylglukosamin

UPR rozvinuta proteinovéa odpoveéd’

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor

VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté



UVOD

Diabetes mellitus 2. typu je dnes jednim z nejcastéjSich chronickych onemocnéni. Pocet
osob s diabetem se v poslednich tiech desetiletich ztrojnasobil a jeho prevalence celosvétove
dramaticky stoupa. V Ceské republice bylo podle Ceské 1ékarnické komory v roce 2019 vice
nez 995 tisic diabetikii, coz je alarmujici ¢islo. Dnes je diabetes mellitus devatou nejcastéjsi
priCinou umrti na svété. Proto se jednd o velmi aktudlni téma a je dalezit¢é mu vénovat

pozornost.

Ke vzniku diabetu mellitu 2. typu pfispiva stres, nadmérny piijem energie, nevhodné
slozeni potravy a nedostatek pohybu. Soucasny nezdravy zivotni styl velké ¢asti populace mize
vznik diabetu uspiSit a komplikovat. Pro sviij ¢asty vyskyt v populaci je diabetes mellitus
povazovan za civilizacni chorobu. Vyznamnou roli v patogenezi diabetu hraji oxida¢ni stres

a chronicky zanét.

Oxidacni stres je spojen s metabolickymi drahami jako jsou polyolova a hexosaminova
cesta nebo cesta proteinkindzy C. Dale je zvySena hladina reaktivnich forem kysliku a dusiku
spojena s peroxidaci lipidd, nitraci tyrosinu, oxidaci glukozy a tvorbou kone¢nych produkti

pokrocilé glykace.

Chronicky zanét se uplatituje v patogenezi diabetu mellitu 2. typu a pfispiva k jeho
progresi prostfednictvim zvySené hladiny reaktantli akutni fadze a prozénétlivych cytokint.
Vyznamny vliv maji zmény metabolismu jaderného faktoru « B a sfingolipidi, a také aktivace

c-Jun NH»-terminalni kinézy.

Tato prace se zabyvd mechanismy pusobeni oxida¢niho stresu a chronického zanétu
v patogenezi diabetu mellitu 2. typu. Dale také mozZnostmi vcasné diagnostiky tohoto
onemocnéni pomoci deoxysfingoidnich bazi a dalSich chemickych latek, které lze stanovit

v organismu osob s diabetem.
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1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) je chronické onemocnéni, pfi kterém lidsky organismus nedokaze
spravné hospodafit s gluk6zou. Dochazi zde k nedostate¢né sekreci nebo nedostatecnému

ucinku inzulinu ve tkanich, coz vede k hyperglykémii.

1.1 Epidemiologie

Celosvétoveé zvyseni frekvence obezity, fyzické neaktivity a piijmu energeticky bohaté
stravy vede k neustalému zvySovani poctu pacienti s DM 2. typu (Chatterjee, 2017). Incidence
aprevalence DM 2. typu se lisi s riznymi zem&pisnymi oblastmi. Prizkumy prokazaly, ze vice
nez 80 % pacientl pochazi ze skupiny lidi s nizkym az sttednim pifijmem (Kolb, 2017).
V rozvojovych a industrializovanych zemich jsou obyvatelé vystaveni vys$§Simu riziku vzniku

diabetu (Fletcher, 2002).

Epidemiologie DM 2. typu je ovlivnéna genetickymi faktory a faktory prostiedi.
Genetické faktory uplatiuji sviy i€inek Casto aZ po vystaveni nezdravému Zivotnimu stylu, kam

se fadi naptiklad sedavé chovani a nadmérna konzumace cukrii a tukti (Kolb, 2017).

U lidi riizného etnického ptivodu se mohou vyskytovat rizné specifické fenotypy, které
zvySuji predispozici ke kardiovaskularnim chorobdm, hypertenzi, inzulinové rezistenci

a dyslipidémii (Chatterjee, 2017).

1.2 Glykémie a jeji regulace

Glukéza je monosacharid, ktery patii do skupiny aldohex6z. Je hlavnim energetickym
zdrojem pro vétSinu bunék v lidském téle. Zasadni vyznam ma pro mozek a erytrocyty, kde je
jedinym zdrojem energie. Do vétSiny bun¢k prechazi usnadnénou difazi pomoci specifickych
pfenasecli. Ve svalové a tukové tkani je jeji transport zavisly na mnoZstvi inzulinu v krvi.
V travicim systému dochazi k pfenosu gluk6zy kotransportem se sodikem pomoci pienasece
SGLT-1, ve druhém kroku pifenosu se zapojuje glukézovy transportér GLUT 2 (Thorens,
2015).

Fyziologickd hladina gluk6zy v krvi je udrZovana mezi hodnotami 3 az 8 mmol/l.
Na la¢no jsou fyziologické hodnoty mezi 3,5 a 5,5 mmol/l. Po jidle by glykémie nemécla
pfesahovat 10 mmol/l, coZ je ledvinny prah pro glukézu. Pfijeho piekroceni dochdzi

ke glykosurii.

Glykémii udrzuji rizné regula¢ni mechanismy. Rizeni je tizce spojeno s metabolismem

proteinti a lipidd. Jako regulétory se uplatiiuji hormonalni vlivy, autoregulace a nervové vlivy.
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Pii hyperglykémii dochdzi ke stimulaci odsunu glukézy do tkani a k blokaci jeji
produkce v jatrech a ledvinach. Pti hypoglykémii je ucinek opac¢ny. V nervové regulaci
glykémie se uplatiluje vegetativni nervovy systém. Pomoci aferentnich vldken parasympatiku
ziskava mozek informaci o koncentraci glukozy. Nervova zakonceni parasympatiku v jatrech
jsou lokalizovana v Disseho prostorech, membrané hepatocytii a portalni véné. Diky tomu
mohou neurony v centru parasympatiku (laterdlnim hypothalamu) okamzit¢ reagovat
na pokles nebo zvySeni hladiny glukozy v portalni krvi. Aktivace parasympatiku vede
ke snizeni glykémie, zatimco aktivace sympatiku ma hyperglykemizujici ucinek. Nejvétsi

vyznam ma vSak hormondlni regulace.

1.2.1 Inzulin
Inzulin je peptidicky hormon produkovany beta buitkami Langerhansovych ostruvki
slinivky bii$ni. Uéastni se metabolismu sacharidd, lipidi a proteint.. Jednou z jeho zékladnich
funkeci je zprostfedkovani vstupu glukozy do buné€k v pfién¢ pruhované svaloving a tukové
tkani. Dale také phsobi na jaterni buiiky, kde inhibuje glukoneogenezi. Tim se podili
na udrzeni hladiny glukézy v krvi nalac¢no. Je to hormon anabolicky, ktery podporuje
proteosyntézu, inhibuje lipolyzu, podporuje vstup drasliku do buné€k, zvySeni aktivity

sympatiku nebo umoznéni transportu nékterych aminokyselin pfes membranu bunék.

Inzulin se uplatituje také v metabolismu minerald. Vede k zadrzovani sodiku a drasliku
v organismu, zvySuje aktivitu Na'/K'-ATPazy, ma podil naudrzovani gradientu
mezi intracelularnim a extracelularnim prostiedim, v distdlnim tubulu ledvin podporuje

reabsorpci sodiku (Pelikdnova, 2018).

Na obrazku 1 je znazornéna stavba molekuly inzulinu. Jednd se o hormon sloZeny
z 51 aminokyselin. Sklada se ze dvou fetézcil. Retézec A obsahuje 21 aminokyselin (modie),
fetézec B obsahuje 30 aminokyselin (zelen¢). Tyto fetézce jsou spojeny dvéma disulfidickymi

mustky (zlute), tieti disulfidicky mistek stabilizuje prvni ze fetézcu.
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Obrazek 1: Molekula inzulinu (Patel, 2018)

Inzulin koluje v krvi, po navdzani na inzulinovy receptor umoziuje transport glukozy
do bunky. Tento transport se déje pomoci glukézového transportéru GLUT 4. Ve vyzkumech
bylo zjisténo, ze na inzulinu je zavisly také prenase¢ GLUT 12 (Purcell, 2011). Inzulinovy
receptor je glykoprotein tvofeny dvéma o a dvéma 3 podjednotkami. Po navazani inzulinu

na receptor dojde ke kaskadé reakci, ktera vede k otevieni glukdézového transportéru.

Diabetes mellitus je podle Svétové zdravotnické organizace rozdélen na Ctyfi hlavni
typy. Jedna se o dabetes prvniho a druhého typu, gestacni diabetes a ostatni specifické typy
diabetu (Pelikéanova, 2018).

1.3 Diabetes 1. typu

Diabetes 1. typu neboli inzulin-dependentni diabetes mellitus tvoii 5 az 10 procent
ze vSech pripadli diabetu (American Diabetes Association, 2012). Nejvétsi ¢ast pacientd je

v détském nebo dospivajicim véku (Rogers, 2017).

DM 1. typu byva obvykle zpisoben mechanickym nebo autoimunitnim poskozenim
Langerhansovych ostrivkil pankreatu, coz vede k absolutnimu nedostatku inzulinu. Pacienti
s DM 1. typu maji v krevnim séru protilatky proti nékterym slozkam Langerhansovych
ostravkll nebo protilatky ptimo proti inzulinu (Rogers, 2017; American Diabetes Association,
2012; Rees, 2017). U né&kterych pacientil, zeyména u déti a adolescentli byva prvnim projevem

nemoci ketoacidoza (American Diabetes Association, 2012).

1.4 Diabetes 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu neboli non inzulin dependentni diabetes mellitus je
charakterizovan relativnim nedostatkem inzulinu zptisobenym dysfunkci beta bun€k pankreatu

a inzulinovou rezistenci v cilovych organech. Z celkového poctu diabetikli trpi asi 90 %

16



pacientt diabetem 2. typu. Ve srovnani s lidmi bez diabetu, maji pacienti s DM 2. typu asi

0 15 % vyssi riziko umrti (Chatterjee, 2017).

U této formy diabetu ¢asto neni nutna 1écba inzulinem, protoze u pacientt je zachovana
urcita schopnost produkce inzulinu. U pacientli s DM 2. typu se ziidka vyskytuje ketoacidoza,

ta obvykle vznikd pouze v disledku stresu nebo jiné nemoci (Inzucchi, 2012).

1.4.1 Patogeneze DM 2. typu

Pii DM 2. typu dochézi k poruse transportu glukdézy a mechanismi, které reguluji
tkdnovou senzitivitu na inzulin. U tohoto typu diabetu maji genetické defekty a urcité vlivy
prostiedi za nésledek inzulinovou rezistenci, coz je stav, pii kterém dochazi ke snizeni odpovédi
tkani na inzulin, pfestoze v plazmé je ho normalni mnozstvi (Asmat, 2016). Podle pficiny

vzniku se inzulinova rezistence dé¢li na primarni a sekundarni.

Primarni inzulinova rezistence je dana geneticky. DM 2. typu je onemocnéni vyskytujici
se Casto familiarné, proto se predpoklada, Ze existuji genové mutace zodpovédné za vznik
inzulinové rezistence. Rozvoje inzulinové rezistence se mohou ucastnit mechanismy
ovliviiyjici expresi genl jako jsou methylace, acetylace, fosforylace nebo ubikvitinace DNA

a histona.

Sekundarni inzulinova rezistence je dlisledkem metabolickych a hormondalnich zmén.
Velky vliv ma hyperinzulinémie, v jejimz disledku dochéazi k down regulaci inzulinovych

receptorti.

DalSimi faktory ovliviiujicimi vznik inzulinové rezistence jsou hyperglykémie, zvySeni
koncentrace volnych mastnych kyselin nebo kontraregulacnich hormonti, poruchy
acidobazické rovnovahy, akumulace ektopického tuku, hyperosmolarita, tvorba protilatek
proti inzulinu nebo proti inzulinovym receptorim. Vyznamny vliv muze mit produkce
prozanétlivych cytokini, interleukind (IL), tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF a), rezistinu,
a fady dalSich latek secernovanych bunkami endotelu, tukové tkang, stfevni sliznice nebo

imunokompetentnimi buiikami (Pelikanova, 2018).

Inzulinova rezistence postihuje predevSim tkané, ve kterych se nachdzi GLUT 4,
tedy kosterni svalovinu, tukovou a jaterni tkdn. Pokud dojde k ptekroCeni kapacity tukové

tkdn€, dochézi k akumulaci tukii v ostatnich tkanich obsahujicich GLUT 4 (Polak, 2008).
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Inzulinova rezistence méni metabolismus lipidii. Vede k dyslipidémii a vzniku
tzv. lipidové triddy, coz je zvySeni hladiny triacylglycerolii a lipoproteinti o nizké hustoté

(LDL) se soucasnym snizenim hladiny lipoproteint o vysoké hustoté (HDL).

Zvyseni triacylglycerolll v séru vznikd vlivem zvySené hladiny volnych mastnych
kyselin a vlivem nedostate¢ného ucinku inzulinu, ktery vede k nadprodukci VLDL.
Koncentraci VLDL zvysuje také jejich snizena clearance z plazmy, protoze lipoproteinova
lipaza neni dostatecn¢ aktivovana inzulinem. V disledku nizkého uc¢inku lipoproteinové lipazy
obsahuji castice VLDL pii inzulinové rezistenci vice triacylglyceroli a jsou vétsi.
Triacylglyceroly z VLDL jsou vyméiovany za estery cholesterolu z LDL. LDL jsou tedy
obohaceny o triacylglyceroly. V jatrech jsou napadany hepatdlni lipdzou, kterda odstépuje
triacylglyceroly. Vznikaji tak malé denzni LDL. Malé denzni LDL obsahuji vEét§si mnozstvi
apoproteinu Bioo. Prostfednictvim LDL receptorti jsou katabolizovany az desetkrat pomaleji
nez bézné¢ LDL. Podléhaji vice oxidaci a glykaci. Jejich zvyseni je aterogenni (Pelikanova,

2010).

Vymeéna triacylglycerolli a esterti cholesterolu je pii hypertriacylglycerolémii urychlena
také mezi HDL a ostatnimi lipoproteiny. Pokles HDL je tedy disledkem zvysSeni koncentrace
triacylglycerolti, které jsou pifi inzulinové rezistenci rychleji vyménovany za estery
cholesterolu. Cholesterol se vraci do VLDL a LDL, acastice HDL jsou obohaceny
o triacylglyceroly. Obohacené HDL jsou rychleji degradovany hepatalni lipdzou (Pelikdnova,
2010).

Ke zménam dochazi 1 v metabolismu cholesterolu. Celkova hladina cholesterolu
se ptiliS neméni. Bylo vSak prokazano, ze jeho endogenni syntéza je zvySena

a v gastrointestinalnim traktu klesa jeho vstfebavani (Pelikanova, 2010).

Inzulinova rezistence také snizuje produkci oxidu dusnatého v endotelu, stimuluje
uvolnovani prokoagula¢nich faktort a zptisobuje endotelovou dysfunkei. Lipidova tridda spolu
s dysfunkci cévniho endotelu zvySuje riziko vzniku aterosklerotickych plaka. Byla zjiSténa
vysokd mira korelace mezi inzulinovou rezistenci a rizikem vyvoje kardiovaskuldrnich
onemocnéni. Inzulinova rezistence je zodpovédna i za n€které poruchy na bunééné urovni.

Ptikladem je poSkozeni mitochondrii nebo endoplazmatického retikula (Ormazabal, 2018).
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1.4.1.1 Stres endoplazmatického retikula

V endoplazmatickém retikulu probihd mnozstvi metabolickych procest, jako jsou
syntéza, Upravy a transport sekre¢nich a membranovych proteinii, dale syntéza a ulozeni
glykogenu, ale i dalSich latek. Pfi hypoxii, hladovéni, infekci nebo ptebytku zivin dochézi
k ptetizeni kapacity endoplazmatického retikula a vznika stav, zvany stres endoplazmatického
retikula. V tomto stavu je aktivovana fada signaliza¢nich drah, které vedou k obnoveni
homeostazy. Soubor téchto signalnich drah se nazyva unfolded protein response (UPR)

(Turlaro, 2016).

V endoplazmatickém retikulu pankreatickych beta bun¢k dochdzi ke zménam
konformace molekul inzulinu. Hlavni naplni beta bunck pankreatu je proinzulin. Ten
z endoplazmatického retikula migruje do Golgiho aparatu, kde je nasledné zabalen
do sekre¢nich granuli, a je prostfednictvim endopeptidaz pfeménovan na inzulin. Pfi chronické
expozici beta bun¢k volnym mastnym kyselindm dochédzi k porucham ptesunu proinzulinu
mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho aparatem. Pokud dojde k piekroceni kapacity
UPR, dochazi k akumulaci nefunk¢nich, $patné slozenych bilkovin. Hromadéni nefunkénich

produktt ¢asto kon¢i smrti a dysfunkci beta bunék (Biden, 2014).

Chronicky stres endoplazmatického retikula v tukové tkani mlze byt disledkem
obezity. Stres endoplazmatického retikula je zde vyvoldn uvoliiovanim volnych mastnych
kyselin a vede ke zvySené expresi prozanétlivych cytokint jako je TNF a a IL-6. Obezita
zpisobuje hypoxii v adipocytech, coz také vede ke vzniku stresu endoplazmatického retikula.
Stres endoplazmatického retikula indukovany obezitou je spojen s inhibici leptinového
receptoru. Ma vyznam ve vyvoji rezistence na leptin, ktera je zpisobena nedostate¢nou regulaci
mitofusinu 2. Mitofusin 2 je GTPaza nutna pro fuzi a dynamiku mitochondrii a pro interakce

mezi mitochondriemi a endoplazmatickym retikulem (Ariyasu, 2017).

1.4.1.2 Mitochondrialni dysfunkce

Mitochondrie hraji dulezitou roli v inzulinové rezistenci. Jsou mistem tvorby ATP
a jednim z nejvétsich zdroji reaktivnich forem kysliku (ROS). Pti hyperglykémii se zvySuje
produkce ROS a dochézi ke vzniku oxidaéniho stresu a k poskozeni tkdni. ZvySena produkce
ROS pfi hyperglykémii zhorSuje patologické metabolické cesty, coz vede k mikrovaskularnim
1 makrovaskularnim diabetickym komplikacim. Vysokd hladina glukézy miize vést k jeji
zvySené oxidaci, kdy dochazi k vyssi tvorbé pyruvatu a NADH. Kromé toho jsou ROS

uvolnovany z mitochondrialnich komplexi I a III (Rovira-Llopis, 2017).
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Bylo prokézano, Ze snizeni oxidace mastnych kyselin negativné koreluje s inzulinovou
rezistenci, obezitou a zanétlivymi cytokiny (Heinonen, 2015). U pacienti s inzulinovou
rezistenci bylo popsano zvyseni peroxidace lipidii a snizeni mitochondridlni funkce. Byla u nich
pozorovana down regulace genli podilejicich se na oxidativni fosforylaci a biogenezi
mitochondrii. U obéznich pacientd byla prokdzdna down regulace mitochondridlnich
oxidac¢nich drah a zaroven down regulace mtDNA, translacniho systému zavislého na mtDNA

a hladiny proteint aparatu oxidativni fosforylace (Rovira-Llopis, 2017).

DM 2. typu je spojen se snizenim exprese mitofusinu 2, coz souvisi se zhorSenim funkce
mitochondrii v kosterni svaloving. Mitochondrie tvoii dynamickou sit’, ktera neustéale prochéazi
Stépnymi a fuznimi d&ji. Tyto jevy udrzuji zdravou mitochondridlni populaci schopnou
reagovat na energetické pozadavky bunék a jsou oznacovany jako mitochondrialni dynamika.
Spolu se zvysenou hladinou glykovaného hemoglobinu HbAlc u pacientti s DM 2. typu bylo
prokazano zvysené mitochondridlni déleni v leukocytech. Vcestovavani leukocytt do cévni
stény se zvysilo zaroven s hladinou glykovaného hemoglobinu HbAlc. Tyto vysledky ukazuji,
ze mitochondrialni dynamika je ovlivnéna hyperglykémii pii DM 2. typu. Pfi hyperglykémii
dochdzi ke stimulaci interakce leukocyti a endotelu, coz zvySuje riziko kardiovaskularnich

chorob (Diaz-Morales, 2016).

Pti zkoumani mitochondrii bylo pozorovano, Ze v kosternim svalu diabetikil a obéznich
osob jsou mitochondrie mensi, hlife strukturované, s mensimi kristami a omezenou funkeci.
Navic se ve svalovych vldknech diabetiki vyskytuje velké mnoZstvi vakuol, které byly
detekovany jako degenerované mitochondrie. U Stihlych osob se tyto vakuoly nevyskytuji

(Kelley, 2002).

1.4.1.3 Kosterni svalovina v patogenezi DM 2. typu

Po pfijeti potravy dochézi k odsunu glukézy z krve v nejvétsi mife do kosterni svaloviny
(Chatterjee, 2017). Z tohoto diivodu je svalova tkan vyznamnym mistem, kde se inzulinova
rezistence projevuje. Dochazi zde ke sniZeni syntézy glykogenu a ke katabolismu proteinil
(Pithova, 2008). Déle vznikaji defekty v inzulinové signalizacni kaskadé€, snizuje se funkce
GLUT 4 a je naruSena aktivace nékterych enzyml nutnych pro metabolismus glukézy

(Pelikéanova, 2018).

1.4.1.4 Jatra v patogenezi DM 2. typu
Na zvySeni glykémie nalacno 1 postprandidlni hyperglykémii se podili zvySena

glukoneogeneze a snizené vychytavani glukdzy jatry (Chatterjee, 2017; Ormazabal, 2018).
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Bylo prokazano, Ze izolovana porucha t¢inku inzulinu v hepatocytu indukuje rozvoj inzulinové
rezistence v tukové tkdni a kosterni svaloving. Jatra tedy mohou hrat vyznamnou roli
ve vyvolani inzulinové rezistence. Jatra maji schopnost regulovat koncentraci inzulinu.

Dokazou vychytat asi jednu tietinu inzulinu, ktery je v portalni krvi (Pelikanova, 2018).

1.4.1.5 Tukova tkan v patogenezi DM 2. typu

Izolovany defekt ucinku inzulinu v adipocytech vede k rozvoji inzulinové rezistence
v kosterni svaloving, jatrech a beta bunikach pankreatu. Uvazuji se dva mechanismy ovlivnéni
inzulinové rezistence, a to endokrinni aktivita tukové tkan¢ a nedostate¢na inhibice lipolyzy

inzulinem, spojena se zvySenym uvoliiovanim volnych mastnych kyselin (Pelikdnova, 2010).

Prvnim mechanismem je produkce latek proteinové povahy tukovou tkani, makrofagy
a dal$imi imunokompetentnimi bunikami. Tyto latky jsou nazyvany adipokiny a pisobi
parakrinné nebo jsou uvolilovany do systémové cirkulace a maji endokrinni efekt. Hlavnimi

zastupci jsou adiponektin, leptin a TNF a (Polék, 2008).

Adiponektin podporuje transport a utilizaci glukdézy a mastnych kyselin v jatrech,
svalech i1 tukové tkdni. ZvySuje senzitivitu na inzulin a mé protizanétlivé a antiapoptotické
vlastnosti. Kromé toho plsobi v mozku, kde stimuluje vydej energie, a tim podporuje ubytek
hmotnosti (Fasshauer, 2015). Vyznam ma také v ochrané¢ stén artérii pred vznikem
aterosklerotickych plaki, kde brani transformaci makrofagi na pénové bunky. Ma schopnost
adheze k poskozené cév€, ¢imZz omezuje proliferaci bunc¢k hladké svaloviny. U osob

s nadbytkem tuku jsou jeho koncentrace a Uc¢inek snizeny (Polak, 2008).

Leptin ma vyznamny podil na udrZzovani télesné hmotnosti. Pisobi na centra sytosti
a hladu v hypothalamu. Stimuluje syntézu anorexigennich a inhibuje syntézu orexigennich
peptidt, coz vede ke snizovani chuti k jidlu (Fasshauer, 2015). V beta bunikach pankreatu
inhibuje tvorbu inzulinu a v jaterni tkdni pomaha regulovat syntézu lipoproteini. U osob
s poSkozenym leptinovym receptorem nebo s vrozenym deficitem leptinu se vyskytuje tézka
obezita, dyslipidémie a inzulinova rezistence (Poldk, 2008). Chronickd expozice
Langerhansovych ostrivkl leptinu indukuje uvoliiovani IL-1, coz vede k naruSeni funkce

bunék a k apoptoze (Maedler, 2008).

21



TNF a je prozanétlivy adipokin, ktery stimuluje lipolyzu v tukové tkani, coz zvySuje
plazmatickou hladinu volnych mastnych kyselin. Také indukuje vznik inzulinové rezistence
piimym pisobenim na inzulinovou signaliza¢ni kaskadu a na sekreci inzulinu. U obéznich

jedinct jsou koncentrace a u¢inky TNF a zvySeny (Fasshauer, 2015).

Druhym mechanismem je jev oznac¢ovany jako lipotoxicita. Nizky vliv inzulinu snizuje
inhibici hormon senzitivni lipazy. Lipolyza v tukové tkani je tedy inhibovana jen ¢astecné,
a proto dochazi k uvolilovani volnych mastnych kyselin do cirkulace (Svacina, 2007; Pithova,
2008). Zvyseni hladiny volnych mastnych kyselin stimuluje sekreci inzulinu. Vlivem piisobeni
volnych mastnych kyselin je celkova hladina inzulinu v krvi vyssi oproti koncentraci, kterd by
odpovidala vlivu samotné glukdzy. V této situaci nasleduje Gtlum sekrece inzulinu stimulované

glukézou.

Chronické zvySeni koncentrace volnych mastnych kyselin vede ke zvySené apoptoze
beta bunék a ke sniZzeni syntézy a sekrece inzulinu. Konecnym disledkem je sniZeni
plazmatické koncentrace inzulinu, které prohlubuje inzulinovou rezistenci (Wilcox, 2005;

Pithova, 2008).

Plazmatické volné mastné kyseliny zptisobuji aktivaci zanétlivych cytokini a stimuluji
sekreci rastovych faktori a TNF a. Dale zabranuji vstupu pyruvatu do Krebsova cyklu
na zaklad¢ substratové kompetice, kterou prokazal jiz v roce 1963 Randle. Byla také prokazana
negativni korelace koncentrace volnych mastnych kyselin v krvi na lacno se senzitivitou
na inzulin (Shulman, 2000). Podle vyzkumil ptisobi volné mastné kyseliny inhibi¢né pfimo
na GLUT 4. Navic dochazi k inhibici enzymu hexokinazy, coz snizuje u¢innost fosforylace
glukozy. Diky tomu je omezen vstup glukdzy do svalové tkané (Polak, 2008; Hainer, 2011).
V ptipad¢ nadbytku volnych mastnych kyselin v krvi a zvySeni jejich absorpce myocyty
dochdzi k hromadéni toxickych forem lipidd, véetné ceramidl a diacylglycerolii ve svalech.
Zvyseni koncentrace ceramidi uvnitf myocyti vede k aktivaci proteinové fosfatazy 2A, ktera
defosforyluje a inaktivuje proteinkinazu B. ZvySeni intramuskularnich diacylglycerolt
zpusobuje zvySeni aktivity proteinkindzy C-PII a proteinkinazy C-9, které fosforylaci
serinovych zbytkil v substratu inzulinového receptoru mohou narusit signalni drahu inzulinu
(Matulewicz, 2016). Takto naruseny metabolismus glukoézy vede ke vzniku chronické
hyperglykémie, kterd kromé& jin¢ho zpusobuje 1 oxidacni stres a zanét, coz vede k dalSimu

poskozovani bunék.
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1.4.1.6 Centralni nervovy systém v patogenezi DM 2. typu

V patogenezi DM 2. typu a hyperglykémie mé& vyznamnou roli centrdlni nervovy
systém. Vliv zde maji rizné mechanismy. V hypothalamu mtize dojit k poskozeni centra hladu
a sytosti, coz vede ke vzniku obezity a rozvoji inzulinové rezistence. Hypothalamus také
reguluje glykémii. Prostfednictvim nervus vagus (aferentni vladkna parasympatiku) dostava
informaci o hladin€ glukézy v perifernich tkanich, a diky nervovym zakoncenim v jatrech
ziskava informace o koncentraci glukézy v portalni krvi (Abraham, 2014). Centralni nervovy
systém ovlivituje pomoci vegetativniho nervového systému tvorbu inzulinu, transport glukozy
zkrve do svalli a tvorbu glukézy v jatrech. Tato regulace je pravdépodobné ovliviiovana
1 humoralni cestou. Porucha nékteré z urovni tohoto fizeni muze zplsobit hyperglykémii

(Pelikanova, 2018).

1.4.1.7 Stievo v patogenezi DM 2. typu

Stfevni sliznice produkuje hormony enteroinzulinarni osy, ovliviiujici sekreci a uc¢inek
se jedna o glucagon-like peptid 1 (GLP-1) a gastricky inhibi¢ni polypeptid (GIP). Nejvice jsou
produkovany postprandidlné. U pacientli s DM 2. typu dochazi ke snizeni produkce GLP-1
a snizeni citlivosti beta bun€k pankreatu vici GLP-1 a GIP. To méa za nésledek vzestup
glykémie (Szabo, 2012). Stfevo také produkuje prozanétlivé cytokiny, které mohou vyvolat
inzulinovou rezistenci. Dale produkuje enterostatin, ghrelin, oxyntomodulin a nékteré dalsi

latky ovliviiyjici chut k jidlu (Pelikanova, 2018).

1.4.1.8 Endotel v patogenezi DM 2. typu

Buiiky endotelu produkuji vazoaktivni latky, které ovliviiuji trombogenezi a mohou
zastavat funkci mediatoru inzulinové rezistence v dalSich tkanich. Endotelové bunky také
obsahuji inzulinovou signaliza¢ni kaskadu i pfes to, Ze ptesun glukdzy do nich je na inzulinu
nezavisly. Pfi aktivaci této kaskady cestou proteinkindzy B se tvoii oxid dusnaty, ktery
zpisobuje vazodilataci. Defekt vazodilatace miize byt pfi inzulinové rezistenci pfi¢inou snizeni

transportu glukdzy do kosterni svaloviny (Pelikanova, 2018).

1.4.2 Rizikové faktory DM 2. typu

K vyvoji DM 2. typu pfispivaji genetické, environmentalni a metabolické rizikové
faktory, které jsou ve vzajemném vztahu. Vyznamnymi rizikovymi faktory jsou pozitivni
rodinna anamnéza, vyssi vék, $patné stravovaci navyky, obezita a fyzickd ne¢innost. Zeny,

u kterych se objevil gestacni diabetes a déti téchto zen jsou vystaveny vysSimu riziku progrese
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DM 2. typu. DM 2. typu je multifaktoridlni dédicné onemocnéni. Jeho vznik je disledkem
interakce mezi faktory vnéjsiho prostiedi a geny. Jak piesné tyto geny interaguji mezi sebou
a prostfedim neni stale dostatecné objasnéno (Ali, 2013). Vliv riznych faktorti na vznik DM 2.

typu je znazornén na obrazku 2.

GENETIKA ZIVOTNI STYL

Rodinna zatéz
7ék
Rasa

Obezita
Fyzicka neaktivita

Hyperinzulinémie
Zvyiena glykémie nalaéno
Zhorsena glukoézova tolerance
Dyslipidémie
Hypertenze
Hyperurikémie
Trombofilie
Svndrom polvcystickych ovarii

INZULINOVA
REZISTENCE

Obrazek 2: Vliv rizikovych faktorti na vznik DM 2. typu (Fletcher, 2002)

143 Komplikace DM 2. typu
U diabetiki se zvysuje riziko rozvoje makrovaskularnich chorob (napt. ischemicka choroba
srdeCni, mrtvice, periferni vaskuldrni onemocnéni), ale také chorob mikrovaskularnich

(diabeticka neuropatie, retinopatie a nefropatie). Casto se objevuje hyperosmolarni syndrom

(Shaw, 2012; Asmat, 2016).

Hyperglykemicky hyperosmolarni syndrom je Zivot ohrozujici komplikace vyplyvajici
z dekompenzace DM 2. typu. Vlivem sniZzeni U¢inku inzulinu a zvySeni koncentrace
kontraregula¢nich hormonti dochazi ke stimulaci glukoneogeneze a glykogenolyzy v jatrech
a k nedostatecné absorpci glukozy v perifernich tkanich. Hladina glukozy se zvySuje a pokud

prekro¢i rendlni prah pro glukozu, zptsobuje glykosurii. Glykosurie vede ke ztratdm vody
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a elektrolytti, dehydrataci, snizenému pritoku krve ledvinami a snizeni clearance glukézy.
Dochazi ke zhorSeni hyperglykémie spojenému s poruchami védomi az komatem. Jelikoz
se inzulin v ur¢itém mnozstvi tvofi, zastava zachovadna inhibice hormon senzitivni lipazy

a nedochazi k lipolyze a ketogenezi (Milanesi, 2018).

1.4.3.1 Diabeticka neuropatie

Jedna znejcastéjSich komplikaci diabetu je diabeticka periferni neuropatie. Jedna
se o onemocnéni senzitivnich, motorickych i1 vegetativnich nervii perifernitho nervového
systému (Ziegler, 2020). Diabetickd neuropatie postihuje 85 — 90 % diabetickych pacientt.
Klinické ptiznaky zaviseji na délce a typu poskozeného nervového vldkna (Mazanec, 2009).
Pacienti casto trpi velkymi bolestmi dolnich koncetin (Volmer-Thole, 2016). DalSimi
symptomy jsou svalova slabost, brnéni, lehkéd paréza a kiece svali. V pokrocilejsim stadiu

dochazi k atrofii svali a deformitam (Ehler, 2009).

Ke vzniku diabetické neuropatie vede velké mnozstvi mechanismul. Zapojuje se zde
napiiklad polyolova a hexosaminova cesta, neenzymova glykace makromolekul, déle cesta
proteinkindzy C, oxidacni stres, zdnét a porucha v metabolismu esencialnich mastnych kyselin
(Nagaraju, 2020; Mazanec, 2009). ZvySeni hladiny ROS a RNS zplsobuje poskozeni lipidi
v myelinizovanych strukturach nervii. Nasledkem je degenerace nebo ztrata axonti v perifernim
nervovém systému a mikrovaskuldrni pferuSeni (Vinik, 2006). Axony neuront jsou velmi
citlivé na oxidacni poskozeni, protoze obsahuji velké mnozstvi mitochondrii. Toto poskozeni
perifernich nervii vede ke zvySené vzruSivosti aferentnich nociceptort a centralnich neuront.
Diky tomu v axonech a dorzélnich kofenovych gangliich vznikaji spontanni impulsy a vznika

neuropaticka bolest (Kasznicki, 2012; Sifuentes-Franco, 2017).

1.4.3.2 Syndrom diabetické nohy

Ulcerace nohou diabetikt je velmi zavaznou komplikaci. Rizikovymi faktory pro vznik
viedil v oblasti nohou jsou diabeticka polyneuropatie, ischemicka choroba dolnich koncetin
a infekce (Volmer-Thole, 2016). Jakmile dojde k rozvoji neuropatie, vyrazné¢ se urychluje
tvorba viedl. Neuropatickd a ischemicka tkan je velice nadchylnd vici poranénim a infekcim.
Nejcastéji se na vzniku infekce podileji stafylokoky, streptokoky, pseudomonady a dalsi
anaerobni mikrobi. Lécba infekci diabetické nohy je obtizna, protoze pritok krve koncetinou
je naruSen a podand antibiotika se té¢Zko dostavaji do postizené oblasti. Navic je imunita
diabetikli sniZzena, coz lécbu komplikuje. Diabetické ulcerace casto piedchdzi amputaci

koncetiny, v n¢kterych ptipadech vedou i k timrti pacienta (Murphy-Lavoie, 2019).
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1.4.3.3 Diabeticka nefropatie

Diabetickd nefropatie byva hlavni pfi¢inou chronického renalniho selhani (Pokrivcéak,
2013). Pti postizeni ledvin dochazi ke snizovani jejich funkce a zvySuje se riziko pro vznik
ateroskler6zy. Vlivem aktivace nékterych rastovych faktorit dochazi k expanzi v mesangialni
oblasti glomerulu. Nejvétsi vliv maji transformujici rastovy faktor f (TGF-B) a vaskuldrni
endotelialni ristovy faktor (VEGF). Tyto faktory zptsobuji kumulaci mesangialni matrix,

mnozeni hmoty bazalni membrany glomerulu a mohou zptisobovat i poruchy funkce podocyta

(Bougek, 2008).

1.4.3.4 Diabeticka retinopatie

Diabeticka retinopatie oznacuje pozdni mikrovaskularni komplikaci diabetu, lokalizovanou
v o¢ni sitnici, kterd nejcastéji konci slepotou. Symptomy diabetické retinopatie jsou odlisné
u rtiznych pacientl. Mize se stat, Ze pacient s mirnym makularnim edémem postihujicim foveu
jednoho oka bude mit zhorSené vidéni, zatimco nemocny s tézkou proliferativni retinopatii

nebude mit z4dné ptiznaky a problémy se zrakem, dokud nedojde ke krvaceni do sitnice

(Cohen, 2015).

Pti¢inou zhorSeni zraku a slepoty je krvaceni z novotvofenych kapilar a makularni edém.
Hlavnim spoustéfem vaskuldrnich zmén a progrese diabetické retinopatie je chronicka
hyperglykémie. Mechanismi, kterymi se uplatiiuje, je nckolik. Hyperglykémie ma pfimy
ucinek na bunééné struktury, a uplatiuji se i produkty metabolismu glukézy. Jednd se o tvorbu
kone¢nych produkti pokrocilé glykace, neenzymatickou glykaci, zvySeni sorbitolu, zvySeni
polyolové cesty, tvorbu hexosaminu a aktivaci proteinkindzy C. Vliv maji ale 1 genetické
predispozice a metabolické zmeny. Tyto faktory vedou ke zménam funkce a morfologie bun¢k
oka. PoSkozeni bun€k u diabetické retinopatie se kromé endotelu a cévni stény tyka takeé
neurond, glii, fotoreceptorii a imunokompetentnich bunck. U vétSiny té€chto bunék je
energeticky metabolismus zéavisly na oxidaci glukozy. Glukéza je do nich transportovdna
pomoci GLUT 1 nezavisle na inzulinu, proto tyto bunikky nedokaZou plné regulovat vstup
glukdzy a nemohou se branit jejimu negativnimu vlivu pfi hyperglykémii (Pelikdnova, 2016).
Dusledkem jsou zmény vedouci k poruchdm regulace krevniho pritoku a bunééného ristu.
Dochazi k proliferaci bazalni membrany, poSkozeni t€snych spojeni epitelu, ztratam pericytt,
zaniku bunc€k hladkého svalstva, zvySené propustnosti kapilar a tvorbé mikroaneurysmat

(Scanlon, 2019).
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2 OXIDACNI STRES

Oxidacni stres vznikd pii naruseni rovnovahy mezi tvorbou oxidanti a antioxidacni
aktivitou v bunikdch a plazmé. Naruseni mize nastat na obou stranach rovnovahy. Miize se tedy
jednat o abnormalné vysokou tvorbu oxidantii, o nedostatek antioxidantti nebo oboji zaroven
(Skrha, 2010a; Burton, 2011). Bylo prokazano, Ze oxidaéni stres je zptisoben podminkami jako
je UV zéfeni, hyperglykémie a vysoky pfijem volnych mastnych kyselin, a maze vést k aktivaci

nékterych metabolickych drah (Rains, 2011).

Volné radikaly jsou atomy nebo molekuly obsahujici v elektronovém obalu jeden nebo vice
neparovych elektronti. Diky témto volnym elektroniim jsou vysoce reaktivni, a zaroven velmi
nestabilni. Mohou byt produkovany endogennimi i exogennimi zdroji (Racek, 1999). Vznikaji
reakcemi organickych sloucenin s kyslikem, oxida¢ni fosforylaci v mitochondriich, produkci
neutrofildi a makrofagi, plisobenim ROS a RNS, vlivem ionizujiciho zafeni nebo plisobenim
chemikalii. Volné radikaly jsou fyziologicky velmi dileZité pro aktivaci signalnich drah uvnitt
bunky. Napiiklad mitogenem aktivované proteinové kinazy (MAPK) a extracelularni signalné
redukované kinazy méni expresi genli a ve spolupraci se superoxiddismutdzou iniciuji
bunécnou smrt (Asmat, 2016). Volné radikdly mohou ale pisobenim nepéarového elektronu
vyvolat 1 poskozeni. Disledkem jejich patologického plisobeni je naruSeni funkce a struktury
bun¢k a poskozeni bunécnych slozek. Aby byly ucinky volnych radikélii zmirnény nebo zcela
potlaceny, ma lidsky organismus mnoho mechanismd, kterymi produkuje antioxidanty. Ty
pomahaji prevenci nemoci, neutralizuji zvySené mnozstvi volnych radikalt a chrani bunky
pted jejich toxickymi U€inky.

Pivodce oxida¢niho stresu 1ze rozd€lit do ti skupin. Jsou to reaktivni formy kysliku (ROS),
dusiku (RNS) a chloru (RCS). Pro organismus jsou nejdalezitéj§i ROS a RNS. Jejich ucelem je
indukce apoptozy nefunkénich bun¢k (Roman-Pintos, 2016).

2.1 Reaktivni formy kysliku
Nézev reaktivni formy kysliku je pouZzivan pro volné radikély i neradikalni meziprodukty
vytvoiené z molekuly kysliku. Kyslik je vysoce reaktivni latka, kterd méa schopnost stat se

soucasti potencidlné nebezpecnych molekul (Burton, 2011).

Tvorba ROS je piirozenym a nevyhnutelnym vedlejsim produktem metabolismu. ROS
se ucastni metabolickych drah nutnych pro kontrolu fyziologické funkce bunék. Zapojuji se ale
ido Skodlivych procesti jako jsou starnuti, karcinogeneze a neurodegenerativni nemoci.

Nadmérné a trvalé zvysSeni produkce ROS se podili na patogenezi aterosklerozy, DM, rakoviny

27



a dal$ich onemocnéni. Hlavnim zdrojem ROS je mitochondridlni elektronovy respiracni fetézec

(Droge, 2002).

ROS casto reaguji s lipidy, mastnymi kyselinami, proteiny, nukleotidy a dalSimi
biologickymi latkami. Pfi téchto reakcich dochazi k naruseni metabolismu, zméndm bunécné
struktury a signalizace a k poSkozeni funkci bun¢k (Girotti, 1998). Piehled ROS je uveden

v tabulce 1.

Tabulka 1: Piehled reaktivnich forem kysliku (Stipek, 2000)

Reaktivni formy kysliku

Superoxid 05~ Hydroperoxyl HO;,

Hydroxylovy radikal Peroxid vodiku H,0,

HO®
Peroxyl ROO* Ozon 03
Alkoxyl RO* Singletovy kyslik 10,

Nejbeznéjsim kyslikovym volnym radikdlem je superoxidovy radikal. Za jeho hlavni
zdroj jsou povazovany mitochondrie. Pii neucinném pievodu elektronii podél enzymi
dychaciho fetézce dochdzi k tiniku elektront, zejména z komplext I a III. Elektrony redukuji
molekularni kyslik a dochazi ke vzniku superoxidového radikalu. Rychlost jeho tvorby je dana
mnozstvim elektronit pfitomnych v dychacim fetézci a je zvySena pii hyperoxii
a hyperglykémii. Ke zvySeni tvorby dochéazi paradoxné i pfi hypoxii. V pfipadé hypoxie
dochazi ke kumulaci elektronti, protoze je zde nedostatek kysliku, kone¢ného akceptoru

elektronil pro komplex IV (Burton, 2011).

Podobné dochdzi k produkci superoxidového radikdlu pifi pienosu elektroni
v endoplazmatickém retikulu. Superoxidovy radikdl vznik4 naptiklad pfi vytvafeni
disulfidovych vazeb béhem procesu skladani proteinti. Jeho produkce se zvySuje v buiikach
s vysokym sekre¢nim vykonem a také pfi stresu endoplazmatického retikula, kdy dochézi

k pokustim o opétovné sloZeni nespravné slozenych proteind (Burton, 2011).
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Detoxikace superoxidového radikalu probiha za pomoci enzymu superoxiddismutézy,

ktera ho ptevadi na peroxid vodiku.

Peroxid vodiku patii také do skupiny ROS. Neni volnym radikalem, a je mén¢ reaktivni
nez superoxidovy radikal. Peroxid vodiku je nepolarni, tudiz dokéaze difundovat pies membrany
a chova se jako druhy posel v signalnich transdukénich drahach. Detoxikace je katalyzovana

enzymy katalazou a glutathionperoxidazou.

Spolec¢na pritomnost superoxidového radikalu s peroxidem vodiku muaze vést k tvorbé

velmi nebezpecného hydroxylového iontu viz rovnice 1 az 3.

Reakci trojmocného zeleza se superoxidovym radikdlem je generovano Zzelezo

dvojmocné.
Fe3* + 05 - Fe?* + 0, (1)

Pti Fentonové reakci se v pfitomnosti dvojmocného Zeleza redukuje peroxid vodiku

a vzniké hydroxylovy iont.
Fe?* 4+ H,0, - Fe3* + HO® + OH~ (2)

Stejna reakce probéhne, pokud se reakce s peroxidem vodiku bude ucastnit redukovana

forma dalSich pfechodnych kovi, naptiklad médi.

Hydroxylovy iont vznika také pii Haber-Weissové reakci, pii které reaguje piimo

superoxidovy radikal s peroxidem vodiku.
H,0, +«0; - HO®* + OH™ + 0, 3)

Hydroxylovy iont ma Zivotnost asi 10 sekundy, a je schopen reagovat s jakoukoli
biologickou molekulou ve své blizkosti. To ho ¢ini velmi nebezpecnym. A protoze je takto

vysoce reaktivni, neni zatim zndm zadny hydroxylovy scavenger (Burton, 2011).

Vyznamnym ROS je také hydroperoxylovy radikal. Jedna se o protonovanou formu
superoxidu, kterd ma vyznam pfi peroxidaci lipidi. Hydroperoxyl je silngj$i oxida¢ni ¢inidlo
nez superoxidovy radikal. Zahajuje fetézovou reakci polynenasycenych fosfolipidii, coz ma

za nasledek poruseni membran (Ayala, 2014).
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2.2 Reaktivni formy dusiku

RNS jsou reaktivni latky odvozené od dusiku. Jejich piehled je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Piehled reaktivnich forem dusiku (Stipek, 2000)

Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty NO* Oxid dusity N, 05
Oxid dusicity NO5 Oxid dusicity N, O,
Nitrosyl NO* Nitronium NO3
Nitroxid NO Peroxynitrit ONOO
Kyselina dusitda HNO, Alkylperoxynitrit ROONO

Radikal oxidu dusnatého NO* je produkovan pii oxidaci aminokyseliny argininu za katalyzy
enzymem NO syntazou. Svym pusobenim na guanylatcyklazu zprostfedkovava vazodilataci.
Také inhibuje adhezi leukocyti a trombocytl a mé antiproliferativni u¢inek na cévni svalovinu
(Johansen, 2005). Radikal oxidu dusnatého ovSem miZe byt nasledn€ premé&nén na dalsi RNS.
Naptiklad pii reakci superoxidového radikdlu s oxidem dusnatym vznikd vysoce reaktivni
peroxynitrit (Droge, 2002). Pravé piitomnost superoxidu urcuje, zda bude mit oxid dusnaty

ochranné nebo Skodliveé ucinky (Johansen, 2005).

Peroxynitrit méni funkci biomolekul nitraci protein. Naptiklad nitrace draselnych
kanalt, které reguluji vazodilataci, zptisobuje jejich inhibici. Peroxynitrit ma také vliv na vznik
nitrotyrosinu, zptisobuje peroxidaci lipidii, poskozeni vldken DNA nebo oxidaci kofaktoru NO

syntazy, kterd vede k produkci superoxidu namisto oxidu dusnatého (Johansen, 2005).

RNS produkované neurony maji funkci neurotransmitert. Nékteré jsou generovany

makrofagy, a zapojuji se tak v imunitnich déjich (Asmat, 2016).

2.3 Oxidacni stres a DM 2. typu

Oxidacni stres je dlouhodobé spojovan s diabetickymi komplikacemi. V soucasnosti je
povazovan za jeden z faktord vzniku a rozvoje diabetu a diabetickych komplikaci. Jeho vliv je

znazornén na obrazku 3.
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Obrazek 3: Molekularni mechanismy oxidacniho stresu ve vztahu k DM (Ighodaro, 2018)

Nov¢jsi studie naznacuji, Zze je jednou z piicin dysfunkce beta bunék a inzulinové
rezistence (Nowotny, 2015). Rizikové faktory jako jsou obezita, vysoky ve€k, Spatné stravovaci
navyky nebo nedostatecnd fyzické aktivita, pfispivaji ke vzniku oxidaéniho prostiedi, které
muze mit za nasledek zvyseni inzulinové rezistence nebo naruseni glukdézové tolerance (Rains,

2011).

Bylo prokazano, Ze diabetici maji vétSi tendenci ke vzniku vnitinitho oxidaéniho
prostiedi nez zdravi lidé, maji zvySenou tvorbu ROS a zaroven snizené hladiny antioxidant
(Rains, 2011). K potlaceni antioxidanti dochazi, protoze pfi chronické hyperglykémii je

produkce ROS nadmérna a stala (Ighodaro, 2018).

Hlavnim vyvolavatelem zvySeného oxidac¢niho stresu je chronicka hyperglykémie.
Oxidacnimu stresu prispivd pfimym generovanim ROS nebo zménou redoxni rovnovahy
(Rains, 2011). Glukéza mé schopnost spontanni autooxidace. Jeji struktura také umoziiuje, aby
reagovala s proteiny, pii ¢emZ dochazi ke zméné jejich vlastnosti. Vlivem hyperglykémie
se méni prubeh reakcei a dochazi k nadmérné produkei latek podminujicich poruchu regulace

a funkce bunék (Skrha, 2010a).

2.3.1 Polyolova cesta
Polyolovéa cesta, zndzornéna na obrazku 4, vede k redukci glukdézy na sorbitol
prostiednictvim ald6zoreduktazy s ucasti NADPH jako donoru vodiku. Sorbitol se nasledné
oxiduje na fruktéozu za katalyzy enzymem sorbitoldehydrogendzou, pfi ¢emz dochazi
k redukci NAD" na NADH. Hlavni funkci aldozoreduktazy je redukce toxickych aldehydu
na netoxické alkoholy (Rains, 2011). Zanormalnich glykemickych podminek ma

aldozoreduktaza nizkou afinitu ke glukoze a k pteméné na sorbitol touto cestou tak dochazi
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jen minimélné. Glukoza je vyuzivana k tvorbé energie ve formé ATP a k produkci NADPH

a ribdzy v pentozafosfatové draze (Yan, 2018).
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Obrazek 4: Polyolova cesta (Singh Grewal, 2015)

U DM je polyolova cesta velmi aktivni. V organismu s DM je az 30 % glukozy
spotiebovavano polyolovou cestou. Pfi hyperglykémii dochdzi ke zvySeni enzymatické
aktivity a zvySeni produkce sorbitolu, coz vede k poklesu NADPH. NADPH je nezbytnym
kofaktorem pro produkci glutathionu, vyznamného intracelularniho antioxidantu (Yan, 2018).
ProtoZe glukoza poskytuje elektrony, které jsou uloZeny predev§im v NADH, hyperglykémie
vede ke zvySeni obsahu NADH. Diisledkem je naruSeni poméru NADH ku NAD". Vysledkem
je redoxni nerovnovaha, kterd muze zpusobit aktivaci proteinkindzy C (PKC) a inhibici

enzymu glyceraldehyd-3-fostat dehydrogenazy (Rains, 2011).

Skodlivé uginky mé také hromadéni sorbitolu. V n&kterych tkanich, napiiklad v sitnici
muZze akumulace sorbitolu zménit osmoticky tlak bunééné membrany a vyvolat osmoticky
stres, ktery je povaZovan za zakladni mechanismus diabetické retinopatie. Je zapojen také

pfi diabetické nefropatii a rendlni dysfunkci (Johansen, 2005).

Dal$im negativnim dopadem zvySeni polyolové cesty je akumulace fruktozy. Jeji
nadmérnd produkce mize mit vazné metabolické disledky. Pokud dojde k metabolizaci
fruktozy, vznika 3-deoxyglukdza a fruktoza-6-fosfat. Ob& tyto slouCeniny jsou silna
neenzymaticka glykacni cinidla. Pfi metabolizaci fruktdézy =zatGcasti fruktokindzy je

spotfebovavano ATP. Muze tak dojit k iiplnému vycerpani ATP, a tim ke smrti buiiky. Také
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muize dojit k nadprodukci acetylkoenzymu A, coz vede kvySsi acetylaci proteind.
To zptsobuje ztratu funkce téchto proteini. Nedostatek NAD™ zplsobuje sniZeni aktivity

sirtuind, coz dale zhorSuje acetylaci proteinti (Yan, 2018).

U DM se drive predpokladalo, ze nejdiive dochézi k poskozeni DNA, coz zpiisobuje up
regulaci aktivity poly-ADP-ribozo-polymerazy (PARP). ProtoZze PARP vyuziva NAD" jako
substrat pfi opravach poSkozené DNA, dochazi pfi jeji up regulaci ke sniZeni hladiny NAD™.
V soucasnych vyzkumech bylo zji$téno, Ze snizené hladiny NAD" vlivem zvySené aktivace
polyolové drahy zptsobuji naruSeni aktivity PARP, coz mé za nésledek nedostatecné opravy
DNA. Je pravdépodobné, Ze polyolova cesta a cesta PARP spolecné zhorSuji progresi diabetu

(Yan, 2018).

2.3.2 Autooxidace glukozy

Glukoza, stejné jako jiné monosacharidy, existuje v rovnovaze se svym endiolem. Ten
muze v pfitomnosti ptechodnych kovli podléhat autooxidaci za vzniku endiolového radikalu.
Endiolovy radikal redukuje molekularni kyslik za vzniku superoxidového radikalu, pfi¢emz
se sam oxiduje na dikarbonylovy ketoaldehyd, ktery mize reagovat s aminoskupinou proteinu.
Pti této reakci vznikd ketoamin. Ketoaminy jsou podobné Amadoriho produktim, ale jsou
reaktivnéjsi a podileji se na tvorbé kone¢nych produktt pokrocilé glykace (AGE). Tvorba AGE
je rychlejsi v pfitomnosti kysliku a anaerobni podminky ji zpomaluji (Ahmed, 2005).

2.3.3 Konecné produkty pokrocilé glykace
AGE je skupina heterogennich sloucenin, které maji Skodlivy potencidl
a pi1 hyperglykémii se tvoii stale vice a vice (Nowotny, 2015). Bylo prokazéano, Ze akumulace

AGE ve tkanich pfi DM 2. typu koreluje s diabetickymi komplikacemi (Tan, 2011).

AGE vznikaji reakci aldehydovych nebo ketonovych skupin redukujicich cukri
s volnou aminoskupinou proteinii za vzniku kovalentni vazby. Produkt této reakce se nazyva
Schiffova baze. Pfi dlouhotrvajici hyperglykémii dochazi k Amadoriho pfesmyku a Schiffova
baze se preskupi na Amadoriho produkt, coz je stabilnéjsi ketoamin (Ahmed, 2005). Amadoriho
produkty jsou vSak relativné nestabilni a dochéazi k dalSim reakcim, které¢ vedou ke vzniku
nevratnych AGE. Nejznaméjsi cesta, kterou jsou AGE tvoteny, je Maillardova reakce. Behem
vSech fazi Maillardovy reakce se tvoii vysoce reaktivni karbonylové slouceniny. Naptiklad
glyoxal, methylglyoxal nebo 3-deoxyglukoson. Jejich hladiny jsou v plazmé pacientd
s DM 2. typu zvySené a vedou ke vzniku velkého mnozstvi AGE. Glyoxal zpisobuje tvorbu

N-karboxymethyllysinu, glyoxal-lysinového dimeru, N-karboxymethylargininu nebo
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S-karboxymethylcysteinu. Methylglyoxal vede ke vzniku N-karboxyethyllysinu nebo
methylglyoxal-lysinového dimeru. 3-deoxyglukoson zpiisobuje tvorbu pyrralinu, pentosidinu,

imidazolonu a N-karboxymethyllysinu (Nowotny, 2015).

Zvysend glykace proteinti a hromadéni AGE ve tkanich muize naruSovat aktivitu
enzymd, snizovat vazbu ligandi a ménit imunogenitu. U diabetickych pacientl byla popsana
pritomnost protilatek proti sérovym AGE, které jsou schopné tvofit imunokomplexy a mohou
mit vyznam ve vyvoji aterosklerozy. Volné radikaly vzniklé pii glykaci mohou zptsobovat
fragmentaci proteinti a oxidaci nukleovych kyselin a lipidd. Aminoskupiny adeninovych
a guaninovych bazi DNA jsou také velmi citlivé na glykaci. AGE se mohou tvofit
na fosfolipidech a reakci mezi gluk6zou a aminoskupinami fosfolipidi indukovat peroxidaci

lipidii (Ahmed, 2005).

AGE se ¢asto nachazeji v extraceluldrni matrix. Diky tomu dochazi k modifikaci zde
pfitomnych proteind, coz mize vést ke smrti bunék, jejich diferenciaci nebo ke sniZzeni adheze
&¢i migrace bun&k. Castym cilem modifikaci jsou také intracelularni proteiny a tvorba AGE
zhorsuje jejich funkce. Dochazi zde ke zménam zptisobenym piimo v proteinovych strukturach,
ale 1 k poskozeni zprostiedkovanému navazanim AGE na receptor pro AGE (RAGE). RAGE
patii do imunoglobulinové rodiny. Vazba ligandu na RAGE aktivuje NADPH oxidazy, coz
vede k dalsi tvorbé AGE a ke zvySeni tvorby intracelularnich ROS. ZvySeni ROS aktivuje
jaderny transkrip¢ni faktor kappa B (NF-kB). Aktivace NF-kB stimuluje expresi prozanétlivych
cytokinti jako je IL-6 nebo monocytovy chemoatrakéni protein 1 (MCP-1) (Chavakis, 2003).

Studie prokazaly, ze vyznamnym zdrojem AGE jsou také bézné piijimané potraviny.
U potravin bohatych na proteiny a lipidy bylo stanoveno vysoké mnozstvi N-
karboxymethyllysinu na rozdil od potravin bohatych na sacharidy. Studie prokazaly, Ze piijem

AGE v potravé koreluje s jejich koncentraci v krevnim séru (Uribarri, 2011).

Bylo prokéazéano, Ze glykovany albumin podporuje expresi TNF a, ktery potlacuje
inzulinovou signalizaci. Dlsledkem je snizené fosforylace inzulinového receptoru, coz vede
ke zhorSeni signalizace inzulinu a k inhibici inzulinem zprostiedkovaného metabolismu

glukézy (Nowotny, 2015).

Vyznamnym faktorem pfispivajicim k inzulinové rezistenci je piima glykace inzulinu.
Inzulin neni typickym cilem modifikace AGE, piesto v jeho molekule byla nalezena glykacni
mista. V lidském organismu byla prokdzana glykace inzulinu v poloze fenylalaninu

na aminovém konci B fetézce. Navic reakci glyoxalu s inzulinem vznikaji N-terminalni
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pyrazinony, které patii do skupiny AGE. Glykace inzulinu negativné ovliviiuje jeho funkci
(Nowotny, 2015). Dale bylo zjisténo, ze methylglyoxal vede k modifikacim argininového
zbytku inzulinového B fetézce. To snizuje absorpci glukozy v buiikach citlivych na inzulin.
Tento modifikovany inzulin nemiize blokovat dalsi sekreci inzulinu a dochazi

k hyperinzulinémii (Jia, 2006).

2.3.4 Hexosaminova cesta

Hexosaminova cesta, znazornéna na obrazku 5, se ucastni metabolismu fruktozy-6-
fostatu vzniklého pti glykolyze. K metabolizaci fruktézy-6-fosfatu dochézi pomoci enzymu
glukosamin-fruktdza-6-fosfat aminotransferazy. Vznika glukosamin-6-fosfat, ktery se dale
pusobenim UDP-N-acetylglukosamin-1-fosfat uridyltransferazy preméiuje na UDP-N-
acetylglukosamin (UDP-GIcNAc). UDP-GIcNAc je schopen modifikovat threoninové

a serinové zbytky transkripénich faktort (Ighodaro, 2018).
Fruktoza

Glykolyza -6-fosfat

Glukosamin-fruktoza-6-fosfat
aminotransferaza

ZvySené mnoZstvi
pFi hyperglykémii

Glukosamin-
6-fosfat

UDP-N-acetylglukosamin-
1-fosfat uridyltransferaza

O-glukosamin-N-

0-glukosamin-N- 20
;lcestyltransfer{{za UDP-GIcNAG acetyltransferaza

Tvorba glykosylovych
Posttranslacni ipravy FetéZeu proteini a lipida

proteina

Inhibice mitogeneze mesangialnich
bunék a aktivace proliferace
kolagenové matrice

Zmeénéna genova exprese a zvysena )
exprese transkrip&nich faktor

Toxicka a prooxidacni iloha
hexosaminové cesty v diabetu

Obrazek 5: Hexosaminova cesta (Ighodaro, 2018)

Za fyziologickych podminek je do hexosaminové cesty smérovano jen velmi malé
mnozstvi fruktozy-6-fosfatu. Pii hyperglykémii je aktivita hexosaminové cesty a hladina UDP-
GlcNAc zvySend. Dochazi k nadmérné aktivaci transkripénich faktori, coz vede
k patologickym zménam genové exprese (Brownlee, 2005). Jedna se o transformujici ristové
faktory TGF-o a TGF-B. Tyto faktory inhibuji mitogenezi mesangidlnich bunék, aktivuji

proliferaci kolagenové matrice a bazalni membrany (Ighodaro, 2018).
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2.3.5 Cesta proteinkinazy C
PKC je enzym, ktery ovliviiuje aktivitu proteinii procesem fosforylace. Hraje klicovou
roli v bunéénych signalizacnich drahach tykajicich se diacylglycerolu, fosfatidylserinu

a vapniku (Brownlee, 2005).

Pti hyperglykémii dochazi ke zvySené aktivaci PARP, ktera inhibuje glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenazu. To vede k hromadéni glyceraldehyd-3-fosfatu a zvySené hladiné
dihydroxyaceton-3-fosfatu. Dihydroxyaceton-3-fosfat se redukuje na glycerol-3-fosfat, ktery
reaguje s mastnymi kyselinami, coz vede ke zvySeni syntézy diacylglycerolu de novo. Zvysena
hladina diacylglycerolu up reguluje drahu PKC stejn¢ jako interakce mezi AGE a RAGE.
Zvysena aktivita cesty PKC stimuluje produkci enzym vytvatejicich ROS, jako jsou NADPH-
oxidazy, lipooxygendzy a cyklooxygenazy (Ighodaro, 2018). Tento proces je zobrazen

na obrazku 6.

Glyceraldehyd-3- Hromadéni 1
fosfat dihydroxyaceton
dehydrogeniza -3- fosfatu

Glycerol-3-fosfat |~ NADH + H*
dehydrogenaza s
L 4 NAD*

Glycerol-3-fosfat

1-acylglycerol-3-fosfat-O-acyltransferaza

PARP-1

Mastné kyseliny

AGE Fosfatidatfosfatiza . Tp

RAGE) X
‘/ Hydrolyza ™ ?/\ FKM \
Kfosi‘atidylcholinu \_—y_ /

S/
Aktivace
—— Enzymy vytvarejici ROS:
NADPH oxidaza
Lipooxygenaza
Cyklooxygenaza

Aktivace
proteinkinazy C

OXIDACNI STRES
Obrazek 6: Cesta proteinkindzy C (Ighodaro, 2018)

Pti aktivaci PKC hyperglykémii dochazi k ovlivnéni genové exprese. Aktivovan je
napiiklad NF-xB, ktery stimuluje expresi prozanétlivych genti ve vaskularni tkani, také je
aktivovan VEGF, ktery ovliviiuje permeabilitu kapilar a vede k angiogenezi. Dale to miize byt
TGF-B, ktery stimuluje tvorbu fibronektinu a kolagenu, coz zpiisobuje okluzi kapiléar

(Brownlee, 2005). Nékteré izoformy PKC mohou aktivovat polyolovou cestu (Roman-Pintos,

2016).
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2.3.6 Peroxidace lipida

Peroxidace lipida je proces, pii kterém oxidanty napadaji lipidy obsahujici dvojnou
vazbu. Nejcastéj$im cilem byvaji polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Déle glykolipidy,
fosfolipidy a cholesterol (Girotti, 1998). Dvojna vazba oslabuje vazbu mezi uhlikem a vodikem.
Proto jsou PUFA k peroxidaci nachyIngjsi nez dalsi biomolekuly (Stipek, 2000). Vysledkem
oxidace je tvorba hydroperoxidi (Girotti, 1998). Tyto hydroperoxidy jsou redukovany
glutathionperoxidazami. Aktivita glutathionperoxiddz se ale pii DM sniZzuje, coz ma
za nasledek akumulaci hydroperoxidl (Catala, 2009). Pti peroxidaci lipida se tvoii také N-

karboxymethyllysin a N-karboxyethyllysin, vyznamné AGE (Huijberts, 2008).

Fyziologicky je peroxidace lipidi spojena s bunécnou apoptoézou. Jednim z disledki
nadmérného oxidacniho stresu je degradace lipida a tvorba oxidovanych lipidovych produktt.
Specifické oxidované lipidové produkty jsou rozpoznavany jako cile vrozené imunity, piisobi

jako spoustéce sterilniho zanétu a jako modulatory zanétlivé reakce (Binder, 2017).

V organismu probihaji dva typy peroxidace lipidd. Jedna se o neenzymatickou

a enzymatickou lipoperoxidaci.

2.3.6.1 Neenzymaticka peroxidace lipida

Neenzymaticka peroxidace lipidi je fetézova reakce, kterd neustale poskytuje volné
lipidové radikaly pro dalSi peroxidaci. Proces je nejcastéji vyvoldn nespecifickym
patologickym faktorem. Vysledkem je smés produktii, protoZe fetézec mastnych kyselin
se snadno Stépi. Vznikaji uhlovodiky s kratkym fetézcem (ethan, pentan) a toxické aldehydy
jako malondialdehyd a 4-hydroxynonenal. Ty se vazou na proteiny a méni jejich funkci
a zivotnost (Stipek, 2000). U diabetikil jsou hladiny t&chto aldehydii v krvi i ve tkanich zvyseny.
Bylo zjisténo, Ze malondialdehyd je nejvice mutagenni produkt a 4-hydroxynonenal je nejvice

toxicky produkt peroxidace lipid (Ayala, 2014). Neenzymaticka peroxidace lipidi se sklada

.....

Ve fazi iniciace zahajuji oxidanty, napfiklad hydroxylovy radikal nebo hydroperoxyl,
radikdlovou reakci v membranovych lipidech. Dochazi k vytrhnuti atomu vodiku
z methylenové skupiny uhlovodikového fetézce mastné kyseliny (LH). Z mastné kyseliny

se tak stava radikal (L*) (Stipek, 2000). Tato reakce je vyjadiena v rovnici 4.

LH + HO® > L' + H,0 (4)

37



Po odtrzeni vodiku se méni uspofddani v uhlovodikovém fetézci mastné kyseliny
a vznika konjugovany dien. Tyto latky snadno reaguji s kyslikem za vzniku peroxylového

radikalu (LOO?"), coZ je znazornéno v rovnici 5 (Stipek, 2000).
L'+ 0, -» LOO® (5)

Dalsi fazi je propagace, kdy peroxylovy radikal vytrhne elektron z mastné kyseliny
sousedniho lipidu. Tato mastné kyselina se stava radikélem a z peroxylového radikélu se stava

lipidovy hydroperoxid (LOOH), jak je zndzornéno v rovnici 6 (Stipek, 2000).
LOO"+ LH - LOOH + L (6)

Tato radikalova reakce se propaguje do té doby, nez se radikal PUFA setka s dalSim
radikdlem nebo antioxidantem, kdy dojde ke vzniku stabilni slouceniny a fetézova reakce

se ukonéi (faze terminace) (Stipek, 2000).

Zmeény v lipidech ale pokracuji i po fazi terminace. Pfi uvedenych reakcich vznikaji
hydroperoxidy a cyklické peroxidy mastnych kyselin. Ty se chovaji pomé&rné stale. Pokud se ale
setkaji s prechodnymi kovy, které¢ katalyzuji Fentonovu reakci, stavaji se z lipidovych
hydroperoxidi alkoxylové radikaly (LO*) (Stipek, 2000; Catala, 2009). Tato reakce je

vyjadiena v rovnici 7.
LOOH + Fe?*(Cut) - LO* + Fe3*(Cu?®*) + OH™ (7)

V ptipadé reakce hydroperoxidu s iontem trojmocného Zeleza nebo dvojmocné médi
vzniké peroxylovy radikal, viz rovnice 8. To vysvétluje stimulaci peroxidace lipidl pfitomnosti

redukéni latky (Stipek, 2000).
LOOH + Fe3*(Cu?*) - LOO"® + Fe?*(Cu*) + H* (8)

Podobné jako volné Zelezo je G€innym katalyzatorem urychlujicim lipoperoxidaci hem

(Schwarzer, 2015).

2.3.6.2 Enzymaticka peroxidace lipidu

K lipoperoxidaci mlze dochdzet také na aktivnich mistech enzymu, jako jsou
lipooxygenazy, cyklooxygenazy a cytochrom P450. Tyto enzymy mohou indukovat buné¢nou
smrt nebo naopak podporovat preziti bunék. To zalezi na specifickych metabolickych
podminkach a opravnych kapacitach bun¢k (Ayala, 2014). Produktem enzymatické peroxidace
lipidd jsou biologicky aktivni prostaglandiny a leukotrieny, dileZité v ochrannych procesech

apro fizeni bunécnych dé&ji. Meziprodukty reakci enzymatické lipoperoxidace jsou volné
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radikaly, které ale nejsou uvolilovany z enzymu, a proto nejsou Skodlivé. Vznikaji i oxidanty,

ty jsou viak zneskodnény antioxidaénim systémem (Stipek, 2000).

2.3.7 Nitrace tyrosinu

Oxidacni stres pti DM 2. typu je Gzce spojen s rozvojem endotelové dysfunkce. Vlivem
pusobeni superoxidového radikalu na oxid dusnaty za hyperglykemickych podminek vznika
peroxynitrit, ktery reaguje s tyrosinem v proteinech. Touto reakci vznikd nitrotyrosin
s cytotoxickymi uc¢inky. ZvySena hladina nitrotyrosinu je spojena s apoptézou myocytl,
endotelidlnich bun€k a fibroblastti. Pokud vznikd nitrotyrosin v molekule enzymu, dochéazi
ke zhorSeni jeho katalytické aktivity. Toto bylo prokdzano u enzymu superoxiddismutazy
a prostacyklinsyntdzy. Diky sniZeni dostupnosti oxidu dusnatého pro vazodilatacni ucinky
dochazi k porucham angiogeneze v myokardu (Skrha, 2010a). Piitomnost proteind

s modifikovanym nitrotyrosinem zvysuje riziko vzniku aterosklerézy (Thomson, 2015).
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3 ZANET

Obecné je zan€t imunitnim systémem zprostiedkovanou reakci organismu na chemické
¢i mechanické poskozeni tkané. Akutni zanét je fyziologickou odpovédi hostitele na patogeny.
Pokud nedojde k resoluci zadnétu a zanétliva reakce pretrvava, dojde k naruseni homeostatické
rovnovahy a permanentni stimulaci imunitnich bun¢k (granulocyt nebo makrofagt), rozviji se
chronicky zanét. Neutrofilni granulocyty aktivované pii chronickém zanétu vytvareji
proteolytické enzymy, antibakteridlni proteiny, ROS, RNS a rtizné volné radikély (Schroter,
2016). Chronicky zanét se kromé diabetu podili také na vzniku hypertenze, aterosklerozy

a n¢kterych druht rakoviny (Chang, 2016; Goldfine, 2017).

3.1 Zanét v patogenezi DM 2. typu

DM 2. typu je spojen s metabolickou dysregulaci, oxida¢nim stresem a chronickym
subklinickym zanétem (Skrha, 2010b). Metabolicka dysregulace a chronicky zanét u pacienti
s DM 2. typu jsou zodpovédné za zvySenou kardiovaskuldrni morbiditu a mortalitu (Karstoft,
2016). Bylo prokdzano, Ze chronicky zanét je rozhodujicim faktorem ptispivajicim k progresi
DM 2. typu. V beta buitkach pacienti s DM 2. typu byla prokdzana vyssi exprese IL-1p.
Ptedpoklada se, ze IL-1P je zodpovédny za snizeni proliferace beta bunck, zhorSenou sekreci

inzulinu a zvySeni apoptozy beta bunck (Andél, 2009).

Nadbytek Zivin a nedostatek pohybu pfi DM 2. typu vede k hypertrofii adipocytl
a naruSeni inzulinové senzitivity v cilovych tkéanich. Hypertrofované adipocyty a zménéna
tukovad tkan nadmérné produkuji prozanétlivé cytokiny. Tyto cytokiny jsou produkovany
pfevazné makrofagy. Jedna se predevs§im o TNF a, IL-6, IL-1 a IL-8. Spolu se zvySenou
hladinou volnych mastnych kyselin (napfiklad palmitatu), uvolilovanych pfi lipolyze, zpiisobuji
mirny prozanétlivy stav (Andél, 2009). ZvétSovani objemu adipocyti pifi obezité vede
k produkci MCP, diky kterému jsou makrofagy do tukové tkané€ ve zvySené mite pfitahovany.
Nasledné dochézi k zadrzovani makrofagti v tukové tkani plisobenim dalSich faktord, téz
produkovanych adipocyty. Naptiklad jsou to faktor inhibujici migraci makrofagi (MIF) nebo
faktor stimulujici kolonie makrofagii-1 (M-CSF-1). Makrofagy se v tukové tkani koncentruji
pfedevsim kolem hypertrofickych, umirajicich nebo mrtvych adipocytl, kde odumirajici tukové
buiiky likviduji (Matulewicz, 2016). Pti vyssi koncentraci cytokinii produkovanych makrofagy
se aktivuji vnitrobunééné signalizacni drahy. Soucasti téchto drah jsou regulacni serin/threonin
kindzy c-Jun NHj-terminalni kindza (JNK), proteinkindza C (PKC) a mammalian target
of rapamycin (mTOR), které jsou schopny sniZit signalizaci inzulinovym receptorem, coZ vede

ke vzniku inzulinové rezistence (Andé¢l, 2009).
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Chronicky subklinicky zanét zhorSuje inzulinovou rezistenci. IL-6 zvySuje produkci
C reaktivniho proteinu v jatrech, coz mize podpofit vznik nebo progresi aterosklerézy a mtize
vést 1 k poskozeni beta bun¢k. Zanétlivy proces v pankreatu je disledkem soucasného ptisobeni
hyperglykémie, hyperlipidémie a cirkulujicich cytokinti. V beta buitkach dochézi k infiltraci
Langerhansovych ostriivki imunitnimi bunikami. Také dochazi k fibroze a vzniku depozit
amyloidu (Andé¢l, 2009). U obéznich pacienti byly stanoveny vys$si hladiny cirkulujiciho
amyloidu. Ackoliv neni tento amyloid shodny s amyloidem deponovanym v nervovych
bunkach, bylo prokdzéano, ze chronicky zanét spojeny s obezitou a nekontrolovanym diabetem

zvysuje riziko vzniku Alzheimerovy choroby (Xu, 2009).

Vlivem vysokych narokli na pankreatickou sekreci inzulinu vznikd stres
endoplazmatického retikula v beta bunikach, ktery je ddle potencovan prozanétlivymi cytokiny
a aktivovanymi signaliza¢nimi kaskddami. Pfi stresu endoplazmatického retikula dochazi
k aktivaci kinazy inhibitoru x B (IKK) a JNK. Tyto kinazy jsou klicové pfi regulaci zanétlivé
odpovédi, diferenciaci a apoptdze bunck. Jejich hlavnim G¢inkem je omezeni pfenosu signalu
z inzulinového receptoru do bunék a stimulace sekrece prozanétlivych cytokind. IKK i JNK 1ze

aktivovat pfimo zvysenou koncentraci volnych mastnych kyselin (Andél, 2009).

3.2 C-Jun NH:-terminalni kinaza

JNK je serin/threoninova zanétliva kinaza. Patfi do rodiny MAPK. Existuji tfi izoformy
JNK. JNK1 a JNK2 jsou téméf ve vSech buiikdch a podporuji rozvoj inzulinové rezistence
a obezity. JNK3 je lokalizovdna v mozku, srdci a varlatech, a naopak chrani pfed nadmérnou

adipozitou (Solinas, 2017).

Cesta JNK se zapojuje pii proliferaci a apoptdze bunék. JNK je v tukové tkani aktivovéna
prozanétlivymi cytokiny IL-6, IL-1B a TNF a. Dale miZe byt aktivovana diky stresu
endoplazmatického retikula, zménami hladiny ROS, pomoci volnych mastnych kyselin,

inzulinu nebo ceramidt (Tang, 2018).

JNK zprostiedkovava inzulinovou rezistenci tim, Ze interferuje s inzulinovou signalizaci.
Také zprostfedkovava glukozou indukovanou dysfunkci beta bunék (Tang, 2018). Chronicka
aktivace JNK ma rtizné ucinky v rtiznych tkénich, jak je znazornéno na obrazku 7. V tukovych
buiikach zptsobuje zvySeni exprese prozanétlivych cytokinil, které dale podporuje zvyseni
koncentrace M1 makrofagt. V pankreatu je snizena sekrece inzulinu a dochazi ke smrti beta
bunék. V hypothalamu vzniké centralni inzulinovéa rezistence, kterd ma vliv na energetickou

homeostazu. V jatrech vede aktivace JNK k jaterni rezistenci na inzulin, ke vzniku steatdzy
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a smrti hepatocyti. Aktivace JNK zplisobuje inzulinovou rezistenci kosterniho svalstva,

inzulinovou rezistenci a smrt kardiomyocytt (Yung, 2020).

Aktivace JNK
Tukovi tkai Makrofagy Jaterni tkai | Svalovi tkai Mozek | Beta buiiky pankreatu
- Inzulinova rezistence . Zy{%end exprese T-ﬂZUhIlO‘ drezistence , Inzulinovd rezistence «Inzulinova rezistence » Snivena sekrece inzulinu
« Zvyiena exprese prozanétlivych * Zvysena exprese kosterni svaloviny . piibyvanina vize |, gt beta bungk
prozanétlivich cytokind Pmlféﬂéﬂﬁf;’Ch « Inzulinova rezistence
cytokind cytokind kardiomyocyti
+ Jaterni steatoza . Smrt kardiomyocyti

« Smrt hepatocyti

Obrazek 7: Uginky aktivace INK v rtiznych tkanich (Yung, 2020)

JNK tidi inzulinovou rezistenci pii obezité prostfednictvim ¢ty mechanismi. Jedna se
o pfimou inhibi¢ni fosforylaci substratli inzulinového receptoru, ktera zabraiiuje spravné funkci
inzulinového receptoru. Dale podnécovani vzniku a progrese metabolického zanétu aktivaci
makrofagl, ¢imz se zvySuje i hladina prozanétlivych cytokini. Tfetim mechanismem je
inhibice thyreoidalni hormonalni osy, kdy snizend hladina thyreotropniho hormonu vede
ke sniZzeni hladiny cirkulujicich hormont S§titné zlazy, ke zvySeni metabolické Cinnosti
azvySeni adipozity. Poslednim mechanismem je inhibice PPARa-FGF21 osy (osa
peroxizomového proliferatoru o a fibroblastového ristového faktoru 21) v hepatocytu. JNK
potlacuje receptor aktivovany pomoci PPARa, dochazi ke zvySeni oxidace mastnych kyselin

a rozvoji inzulinové rezistence (Vernia, 2014; Solinas, 2017).

3.3 Jaderny faktor x B

Jaderny faktor k B (NF-kB) je transkrip¢ni faktor exprimovany ve vSech typech sav¢ich
bunck. Je potfebny pro transkripci adheznich molekul, enzymi, cytokini a chemokin.
Indukuje transkripci genti, které zprosttedkovavaji obranné procesy, zanétlivé reakce,
apoptozu, proliferaci a starnuti bunck. Je to hlavni regulator chronického zéanétu, ktery
kontroluje expresi stovek genli zapojenych do imunitni odpovédi a tkanovych procest.
V cytoplazmé je pfitomen v neaktivni formé a jeho aktivita je fizena inhibitorem NF-«xB (IxB)

a kindzovym komplexem molekuly IxB (IKK) (Muriach, 2014).

NF-«B je hlavnim faktorem inzulinové rezistence. Nadmérnd exprese IKK v jatrech

zpisobuje jeho trvalou aktivaci. NF-«B je citlivy na oxidacni stres vyvolany hyperglykémii.
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Dlouhodobé hyperglykémie také vede k aktivaci PKC a k tvorbé AGE, které¢ piimo aktivuji
NF-kB v buitkdch cévni svaloviny. Pfitomnost aktivovaného NF-kB byla prokazéna
v aterosklerotickych 1ézich, coz prokazuje jeho vliv na vaskularni diabetické komplikace (Patel,

2009).

Aktivace NF-kB a nésledna prozanétliva dradha mohou vést k naruseni fyziologické
bunécné signalizace a metabolismu. Takto =zapfi¢inéné poruchy byly prokazany

1 v hypothalamu, coz ma za nasledek zmény v sekreci inzulinu (Muriach, 2014).

3.4 Tukova tkan v patogenezi chronického zanétu

Tukova tkan produkuje bioaktivni proteiny, které se daji snadno detekovat a reflektu;ji
zanétlivy stav organismu. Jedna se o TNF oa, IL-6, rezistin, leptin, adiponektin, MCP-1,
inhibitor plazminogenového aktivatoru a angiotenzinogen. Tukova tkan v riznych lokalizacich
se lisi. Visceralni a subkutanni tukova tkan se lisi velikosti bunék, metabolickou aktivitou
a ucasti v inzulinové rezistenci. Vice patogenni je visceralni tuk. Ve studiich na hlodavcich bylo
prokazano, ze nékteré makrofagy v tukové tkani obéznich hlodavct jsou velké a mnohojaderné.
Tyto mnohojaderné buiiky vznikaji vzdjemnou fizi nebo pohlcenim makrofagl a jsou Casto
lokalizovany v mistech chronického zanétu. Makrofdgy se mohou shlukovat spolu s témito

vicejadernymi buiikami v mistech nekrézy adipocyti (Shoelson, 2006).

Makrofagy tukové tkané maji hlavni roli v chronickém zanétu nizkého stupné. Uvoliiuji
cytokiny a protedzy, kromé toho ale také piisobi pii prezentaci antigenu a aktivaci T lymfocytd.
V tukové tkani existuji dva fenotypy makrofagti: M1 a M2. V buikach fenotypu M1 jsou
spustény signalni drahy zavislé na NF-xB. Tyto makrofagy jsou aktivovany v reakci
na interferon gama, lipopolysacharidy nebo ligandy o/l like receptorti (TLR). Jsou hlavnim
zdrojem prozanétlivych cytokinl vcetné IL-1, IL-6 a TNF o (Matulewicz, 2016). Produkuji
také IL-12, ktery podporuje rozvoj zanétu, stimuluje T lymfocyty a NK buiiky. M1 fagocytuji
a degraduji odumfielé bunky, pohlcené mikroorganismy a imunokomplexy v poskozenych
tkanich. Makrofagy M2 jsou aktivovany alternativné a vznikaji z klidovych makrofagt
pod vlivem cytokinli IL-4 a IL-13. Jejich hlavni funkci je hojeni tkdni (Hoftejsi, 2015).
hmotnosti maji v tukové tkani pfedevS§im makrofagy M2, u lidi s obezitou prevazuji M1

(Matulewicz, 2016).

Pti obezit€ je v tukové tkani nerovnovaha mezi pomocnymi T lymfocyty (Th). Mnozstvi

Th1 se zvySuje a Th2 snizuje. Thl syntetizuji cytokiny IL-2, interferon gama a TNF a, které
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podporuji aktivaci cytotoxickych T lymfocytd (Tc) a tvorbu makrofagii M1, coz spolu

s nedostatkem Th2 podporuje rozvoj zadnétu a inzulinové rezistence (Matulewicz, 2016).

Na chronickém zanétlivém procesu se mohou podilet i jiné typy bunék v tukové tkani.
Tukova tkan je velmi vaskularizovana. Endotelové bunky tukové tkané mohou zvySovat expresi
adheznich proteinti v reakci na zvySenou adipozitu. MCP-1 podporuje prostup krevnich
monocyti do subendotelidlniho prostoru a stimuluje jejich diferenciaci na makrofagy.
V endotelu tedy vlivem obezity dochéazi k zanétlivym zménam. Protoze makrofagy vétSinou
nefunguji samy o sob¢, pravdépodobné se na zanétu tukové tkdné€ podileji 1 jiné imunitni bunky

(Shoelson, 2006).

3.5 Jaterni tkan v patogenezi chronického zanétu

Obezitou jsou ovlivnéna také jatra. Porucha inzulinové signalizace je doprovazena
zvySenym hromadénim triacylglycerolli v hepatocytech, coz vede k nealkoholovému ztu¢néni
jater. V duasledku inzulinové rezistence a poruchy oxidace volnych mastnych kyselin se tvoii
ROS, coz zvySuje peroxidaci lipidi a syntézu prozanétlivych latek. Nasledné vznika
nealkoholickd tukova jaterni choroba, kterd mize byt pfiinou jaterni fibrézy a cirhdzy
(Matulewicz, 2016). Se zvySujici se adipozitou se v jatrech zvySuje exprese prozanétlivych
geni. Akumulace lipidd v hepatocytech vyvolava subakutni zanétlivou odpovéd, ktera je

podobna zanétu tukove tkane.

rrrrr

zanét jater. V hepatocytu je aktivovan NF-xB a ve ztu¢né€lych jatrech dochdzi k nadmérné
produkci IL-6, IL-1B a TNF a. Tyto prozanétlivé cytokiny a volné mastné kyseliny aktivuji
Kupfterovy buiiky a ucastni se vyvoje inzulinové rezistence (Shoelson, 2006). Pii zdnétem
vyvolané inzulinové rezistenci mohou mit vliv kromé jaternich makrofagt také dalsi imunitni

buiiky jako T a B lymfocyty, NK buiiky a dendritické buiikky (Matulewicz, 2016).

3.6 Svalova tkan v patogenezi chronického zanétu

Pii nadbytku volnych mastnych kyselin v krvi dochéazi k jejich ukladani do svali
a k hromadéni ceramidt a diacylglycerold. Studie prokézaly, ze obsah ceramidll ve svaloving
obéznich lidi je vy$si nez u Stihlych a pozitivné koreluje s inzulinovou rezistenci (Straczkowski,
2007). Lipidy uloZené ve svalech mohou aktivovat prozanétlivé mechanismy. Dilezita je také
role nékterych izoforem PKC, které aktivuji IKK. Kromé toho je u pacienti s DM 2. typu
zvySend exprese genu pro TLR-4. Volné mastné kyseliny prostiednictvim TLR-4 aktivuji

prozanétlivé drahy NF-xB a JNK (Matulewicz, 2016). V dtsledku aktivace NF-kB dochézi
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ke zvyseni exprese a sekrece svalového IL-6 a k naruSeni signalizace inzulinu v kosterni

svaloving (Straczkowski, 2007).

Trvald nadmérnd nabidka glukozy a mastnych kyselin pti DM 2. typu v kosternim svalu
poskozuje schopnost mitochondrii pfepnout mezi vyuzivanim lipidd béhem pustu
a postprandidlnim vyuzitim sacharidii. Nadmérny piisun sacharidi ptesahuje bunécnou
poptavku po ATP (Nisr, 2019). Disledkem je netiplnd oxidace mastnych kyselin a vznik vétsiho
mnozstvi lipotoxickych diacylglycerolti a ceramidt, které se ucastni patogeneze inzulinové

rezistence.

3.7 Cévni endotel v patogenezi chronického zanétu

V membrané€ endotelialnich bunék jsou pfitomny inzulinové receptory. Inzulin v buikach
endotelu stimuluje uvolfiovani NO, vyznamného vazodilatantu. Tento proces zavisi
na fosfatidylinositol-3-kindze (PI3K) a proteinkindze B. Ob¢ tyto kinazy jsou nutné
pfi produkci NO zavislé na inzulinu. Bylo prokazéno, ze inzulin snizuje expresi MCP-1
v endotelu aorty snizenim aktivity NF-kB (Aljada, 2001). Pfi inzulinové rezistenci vznika
nerovnovaha mezi PI3K a MAPK cestami. Aktivita PI3K je sniZzend, coz ma za nasledek nizsi
uvolnovani NO endotelem. Pfi nadmérné stimulaci MAPK jsou aktivovany intracelularni drahy
podilejici se na bunécné proliferaci a zanétu cévni stény, na endoteliadlni dysfunkci a vzniku
aterosklerdzy. To vysvétluje uzky vztah mezi inzulinovou rezistenci a ateroskler6zou

u pacientd s DM 2. typu (Matulewicz, 2016).

Zvyseni hladiny volnych mastnych kyselin v krvi také aktivuje zanétlivé drahy
v endotelu. Dochazi ke zvySeni aktivity IKKp, coz snizuje produkci NO. Dlouhodobé zvySeni
koncentrace volnych mastnych kyselin vede k naruseni buné¢ného cyklu endotelu a zpisobuje
apoptozu. Z tukové tkané€ jsou navic uvolilovany prozanétlivé cytokiny zpiisobujici endotelialni

dysfunkci (Matulewicz, 2016).

Chronicky zanét je spoleCnym rysem DM 2. typu a aterosklerdzy. Jedno z pfimych
spojeni mezi nimi je aktivace neutrofilni extracelularni pasti, coz je zvlastni typ sité tvofené
chromatinem v extracelularnim prostoru. Tato sit’ zachycuje bakterie a vyvolava bunéénou smrt
makrofagl odliSnou od apoptdzy a nekrdzy, takzvanou netozu, kterd zanét dal zhorSuje. Tento

proces je zvySeny pii chronickém zanétlivém stavu (Poznyak, 2020).
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3.8 Uloha sfingolipidii p¥i zanétu

Sfingolipidy jsou strukturné a funk¢éné rozmanit¢é molekuly. Jsou odvozeny
od alifatického aminoalkoholu sfingosinu. Nachdzeji se v bunéénych membranach
a plazmatickych lipoproteinech a maji dulezitou roli v bunééné signalizaci. Metabolismus
sfingolipidi méa vliv na regulaci zanétlivych drah a zaroven zanétlivé cesty ovliviuji
metabolismus sfingolipidii. Metabolity sfingolipidli, naptiklad ceramid, ceramid-1-fosfat
a sfingosin-1-fosfat jsou vyznamné signalizaéni molekuly, regulujici bunécné procesy jako
rust, starnuti, apoptdzu, adhezi, migraci a intracelularni transport (Hannun, 2008). Jsou

vyznamné piedevsim pii zanétu a rakoviné (Maceyka, 2014).

Patogeny, oxidacni stres a cytokiny aktivuji sfingomyelindzy, které iniciuji vznik
ceramidu. Ceramid aktivuje serin/threoninové proteinové fosfatazy. Jednou z téchto fosfataz je
proteinova fosfataza 2A, kterd po aktivaci zptusobuje defosforylaci proteinkinazy B, coz mé
proapoptoticky u¢inek (Maceyka, 2014). U obéznich diabetikli TNF o a IL-1 zvySuji aktivitu
serinové palmitoyltransferazy, coz zvysSuje syntézu ceramidu. Dochdzi ke zvySeni jeho
plazmatické koncentrace, ktera s hladinou TNF a pozitivné koreluje (Haus, 2009). Zvysena
hladina ceramidu a jeho tendence k samovolné asociaci zpiisobuje zmény také v membranovych
doménéch. Disledkem je zména sloZeni membrany a zména interakei lipida. Takto obohacené
membranové domény se Ucastni fady signélnich drah, véetné aktivace beta bunék, apoptozy
auvolnovani cytokinii (Maceyka, 2014). Bylo prokazano, Ze LDL obohaceny o ceramid
se hromadi v makrofazich a podporuje sekreci IL-6 a TNF a (Boon, 2013). Ceramid je ligandem
pro TLR-4, ktery iniciuje prozanétlivé cesty (Norris, 2017). VSemi témito mechanismy ceramid

podporuje zanét.

DalSim metabolitem zapojenym do signalizace je ceramid-1-fosfat. Ceramid-1-fosfat
se podili na produkci eikosanoidl tim, ze aktivuje cytosolickou fosfolipdzu A2a, ktera uvoliiuje
arachidonat. Ceramid-1-fosfat také inhibuje enzym konvertujici TNF a, ktery je zodpovédny

za Stépeni pro-TNF a, pfi cemz se uvoliiuje aktivni zanétliva forma TNF a (Maceyka, 2014).

-----

1-fosfatu jsou potieba dalsi studie (Hait, 2017).
Sfingosin-1-fosfat je bioaktivni signalni molekula, kterd interakci se svymi receptory

moduluje velké mnozstvi fyziologickych 1 patologickych procesti. Fyziologicky se vyskytuje
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pfedevSim v HDL a ve vazbé na albumin (Igbal, 2017). Ma vyznam v pfirozené i adaptivni
imunité. Ridi diferenciaci imunitnich bun&k, v Zirnych buiikach p¥ispiva k zanétlivym reakcim
a reguluje produkci prozanétlivych cytokini a eikosanoidi (Maceyka, 2014). U obéznich
pacientl je plazmaticka hladina sfingosin-1-fosfatu je zvySena. Zvysena hladina sfingosin-1-
fosfatu podporuje stres endoplazmatického retikula. Produkce a sekrece prozanétlivych
cytokinl stimulovana exogennim sfingosin-1-fosfitem vyrazné zvysuje sekreci chemokint
jako je MCP-1. Sfingosin-1-fosfat také zvysuje aktivaci NF-kB a piispiva k ektopickému
ukladani tuku (Norris, 2017). Je pravdépodobné, Ze sfingosin-1-fosfat podobné jako ceramid-
1-fosfat nema pouze prozanétlivé ucinky. Tuto hypotézu je vSak nutné dal prozkoumat (Igbal,

2017).
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4 NOVE TRENDY V DIAGNOSTICE DM 2. TYPU

Dlouhodobé komplikace DM 2. typu nesou riziko invalidity nebo umrti. Neinvazivni
pfistup k monitorovani téchto komplikaci muze zlepSit kvalitu zivota pacientli a pomoci

pfi prevenci DM 2. typu.

4.1 Deoxysfingoidni baze
Sfingoidni baze jsou latky tvofici se ze serinu a palmitoyl-CoA. Reakce je katalyzovana
serin-palmitoyltransferazou, ktera kromé¢ palmitoyl-CoA metabolizuje také dalsi acyl-CoA

s délkou uhlikového fetézce od C12 do C18 a je variabilni i v reakci s jinymi aminokyselinami.

Serin-palmitoyltransferaza je schopna metabolizovat alanin, a do jisté miry i glycin, coz
vede ke vzniku atypickych deoxysfingoidnich bazi. Pfi reakci s alaninem vznika deoxy-

sfinganin a pii reakci s glycinem se tvoii deoxymethyl-sfinganin.

Patologicky zvySena koncentrace deoxysfingoidnich bazi byla identifikovéna jako
pfi¢ina dédicné senzorické neuropatie. Hereditarni senzorickd neuropatie je klinicky velmi
podobnd s diabetickou neuropatii, i ptfes riznou etiologii. Oba tyto stavy maji pozvolnou

progresi, pozdni nastup a jsou spojeny s koznimi viedy (Bertea, 2010).

V klinické studii Bertea a kol. prokazali, ze u pacient s DM 2. typu jsou koncentrace
deoxysfingoidnich bazi zvyseny. Metabolismus sfingolipidu je kiizovym bodem propojujicim
metabolismus lipidii a aminokyselin. Produkce serinu a alaninu v bunkach je pies 3-
fosfoglycerat a pyruvat funkéné propojena s metabolismem sacharidi. Pozorované zmeény
metabolismu sfingoidnich bazi ukazuji na funk&ni propojeni mezi metabolismem sfingolipidd,
glukozy a mastnych kyselin. Poruchy metabolismu glukézy pii DM 2. typu maji tedy
za nasledek vyssi tvorbu deoxysfingoidnich bazi (Bertea, 2010).

U diabetikii byla naméfena niz$i hladina serinu a normdlni hodnota alaninu. Bylo
prokézéno, ze vys$§i hladina alaninu stimuluje tvorbu deoxysfingoidnich bazi, zatimco
pfitomnost serinu tvorbu deoxysfingoidnich bazi potlacuje. SniZzena hladina serinu by proto

mohla byt vysvétlenim zvySené hladiny deoxysfingoidnich bazi (Gable, 2010).

U deoxysfingoidnich bazi byla prokdzana vyznamna korelace s BMI a hladinou
triacylglycerolt a ¢aste¢na korelace s LDL. Bylo pozorovano, ze deoxysfingoidni baze jsou
vyhradné uloZeny v LDL a jsou primarné jaterniho piivodu, coz je pravdépodobné zptisobeno
zvySenym vstupem alaninu do hepatocytli u obéznich pacientt. Vyssi tvorba deoxysfingoidnich

bazi v jatrech miiZe byt také zptisobena hyperglykémii, kdy je pti vysokych hladinach glukozy
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v jatrech zvysend glykolyza a tvorba pyruvatu. Nahromadéni pyruvatu vede k jeho anaerobni
pfeméné na laktdt nebo alternativné na alanin. Alanin je néasledné¢ pomoci jaterni serin-
palmitoyltransferazy pieménén na deoxy-sfinganin. Tento mechanismus mize zplisobovat
zvysenou tvorbu deoxysfingoidnich bazi i v dalSich tkdnich nezéavislych na inzulinu, naptiklad
v ledvinach, beta buiikach nebo neuronech. A pravé v perifernich neuronech mohou zvysené
koncentrace deoxysfingoidnich bazi pfispivat k diabetické neuropatii (Bertea, 2010).
Deoxysfingoidni béaze sice v senzorickych neuronech nevyvolavaji bunécnou smrt, ale

specificky v nich narusuji tvorbu neuritli, a maji tedy neurotoxicky ucinek (Penno, 2010).

Zvyseni koncentrace deoxysfingoidnich bazi spousti nékolik cest bunétné smurti.
Zrychluje proces starnuti, zvySuje mnozstvi apoptotickych a nekrotickych bunck a zptsobuje
zastaveni buné&cného cyklu ve fazi GO/G1. Také indukuje stres endoplazmatického retikula
avede k aktivaci JINK, MAPK a PKC. Deoxysfingoidni baze podobné jako volné mastné
kyseliny indukuji lipotoxicitu. Jsou cytotoxické pro Langerhansovy ostriivky a ohrozuji funkci
a strukturu beta bunék. Zpisobuji pfeskupeni aktinového cytoskeletu, kdy se akumuluji vldkna
aktinu v intraceluldrnich strukturdach v blizkosti vezikul obsahujicich inzulin. Dale snizuji
metabolickou aktivitu Langerhansovych ostriivki. Neméni obsah inzulinu v beta butikach, ale
beta bunky nejsou schopny regulovat sekreci inzulinu v zavislosti na stimulaci glukézou

(Gable, 2010; Zuellig, 2014).

Deoxysfingoidni baze jsou vyznamné zvyseny jak u pacientd s DM 2. typu, tak u pacientti
s nediabetickym metabolickym syndromem. Proto byly stanoveny jako nové plazmatické
markery, které mohou pomoci zlepsit predikci rizika a sledovani 1écby diabetikli (Othman,
2012). Také bylo zjisténo, ze plazmatické koncentrace deoxysfingoidnich bazi u diabetikl

koreluji se stddiem diabetické neuropatie (Hammad, 2017).

4.2 5-hydroxymethylcytosin

TET methylcytosin dioxygenaza 2 je tumor supresorovy protein, jehoz tlohou je
oxidace methylovych skupin 5-methylcytosinu v DNA na hydroxymethylové, coz zabraiiuje
transformaci bunék na nédorové buiky. Pro tuto reakci je nutnd pifitomnost oxoglutaratu

a vznika pfi ni 5-hydroxymethylcytosin.

Plvodni ocekavani byla, Ze u pacientti s DM 2. typu bude z divodu nadmérné nabidky
glukozy vyssi 1 hladina oxoglutaratu, a tudiz vyssi tvorba 5-hydroxymethylcytosinu. Vyzkumy
ovSem prokazaly, ze u pacientli s DM 2. typu je hladina 5-hydroxymethylcytosinu snizena.

Kli¢ovou slozkou spojujici vysokou koncentraci glukézy a nizkou oxidaci 5-methylcytosinu je
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enzym adenosinmonofosfat dependentni kindza. Aktivovana adenosinmonofosfat dependentni
kindza ptenasi fosfat na TET methylcytosin dioxygenazu 2, ¢imz ji stabilizuje, a umoziuje tak
oxidaci 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin. Pokud je glukozy ptilis velké mnozstvi,

je adenosinmonofosfat dependentni kindza deaktivovana a oxidace neprobiha (Trnka, 2018).

5-hydroxymethylcytosin  muze byt spojenim mezi poskozenim neurond
a mitochondridlni dysfunkci u diabetu. Odrazi epigenetick¢é zmény a ma potencial stat se
neinvazivnim prostfedkem ke sledovani piitomnosti a progrese diabetickych cévnich

komplikaci (Yang, 2019).

4.3 3,3’-dityrosin

Pii lyze oxidovanych a glykovanych proteinti vznikaji oxidované a glykované
metabolity aminokyselin, které se vylucuji moci. 3,3 -dityrosin je jednou z hlavnich oxidac¢né
zesitovanych aminokyselin, jehoZ hladina koreluje s inzulinovou rezistenci a obezitou. Zmény
jeho hladiny v moc¢i mohou slouzit jako markery pro v€asnou diagnostiku metabolickych,

vaskuléarnich a renalnich poruch (Masania, 2019).

4.4 Kyselina 2-aminoadipova

Wang a kol. identifikovali kyselinu 2-aminoadipovou jako novy biomarker, ktery mtze
slouzit k predikci DM 2. typu u normoglykemickych pacientl. V této studii byli vSichni
testovani jedinci v dobé odbérii bez diabetu. Cirkulujici kyselina 2-aminoadipova byla zvySena
uz nékolik let pfed nastupem DM 2. typu. U testovanych jedinct s vysokou plazmatickou
hladinou kyseliny 2-aminoadipové bylo zjisténo az ctyifnasobné riziko budouciho diabetu.
Kyselina 2-aminoadipovéa zplsobuje zvySenou produkci inzulinu. Proto se pfedpoklada, Ze
prispiva ke kompenzaénimu mechanismu, ktery udrzuje homeostdzu glukozy v Casné fazi

inzulinové rezistence (Wang, 2013).

4.5 Retinol vazajici protein 4 a neutrofilni s gelatinizou asociovany
lipokalin

V moci pacientll s DM 2. typu byly naméfeny vyssi hladiny retinol vazajiciho proteinu 4

a neutrofilniho s gelatinazou asociovaného lipokalinu nez u nediabetikii. Tyto latky jsou

potencidlnimi markery rendlniho tubularniho poSkozeni. Mohou se zvysit pred ndstupem

zndmek renalniho poskozeni, jako jsou albuminurie a zvySend glomeruléarni filtrace u pacienti

s DM 2. typu. Proto mohou byt vyuzity jako doplitkova méfeni béznych postuptli pro v€asnou

diagnozu diabetické nefropatie (Abbasi, 2020).
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ZAVER
Diabetes mellitus 2. typu je chronické onemocnéni, na jehoz vzniku se podili velké

mnozstvi faktort. Mezi nejvyznamné;jsi faktory patii oxidacni stres a chronicky zanét.

Oxidacni stres se v patogenezi diabetu mellitu 2. typu uplatiiuje prostfednictvim
metabolickych drah jako jsou polyolova a hexosaminova cesta nebo cesta proteinkinazy C.
Vyznamny vliv ma zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku a dusiku, které souvisi
s peroxidaci lipida, nitraci tyrosinu, oxidaci glukozy a tvorbou kone¢nych produkt pokrocilé
glykace. Pii chronickém zanétu dochazi ke zvySeni hladiny reaktanti akutni faze
a prozanétlivych cytokinli. Vyznamna je aktivace c-Jun NHa-termindlni kindzy a zmény

metabolismu jaderného faktoru k B a sfingolipidu.

Deoxysfingoidni baze deoxy-sfinganin a deoxymethyl-sfinganin jsou produkty
metabolismu sfingolipidd. V lidském organismu se nadmérné tvoti pti diabetu mellitu 2. typu.
Proto byly stanoveny jako nové plazmatické markery, které 1ze vyuzit k predikci rizika vzniku

diabetu 2. typu, a ke sledovani 1é€by diabetickych pacientd.

Primarnim mistem tvorby deoxysfingoidnich bazi jsou jatra, dalsimi lokalizacemi mohou
byt ledviny, beta bunky pankreatu a neurony. V perifernich neuronech pfispivd zvySena
koncentrace deoxysfingoidnich béazi k diabetické neuropatii. V senzorickych neuronech
dochazi k naruseni tvorby neuritl. ZvySena hladina deoxysfingoidnich bazi urychluje proces
starnuti, zvySuje mnozstvi apoptotickych a nekrotickych buné€k, zastavuje bunécny cyklus
ve fazi GO0/G1, indukuje stres endoplazmatického retikula, aktivuje c-Jun NH»-termindlni
kindzu, mitogenem aktivované proteinové kinazy a cestu proteinkindzy C. Deoxysfingoidni
baze indukuji lipotoxicitu podobné jako volné mastné kyseliny. Pro Langerhansovy ostrivky
jsou cytotoxické a snizuji jejich metabolickou aktivitu. Témito mechanismy jsou
deoxysfingoidni baze propojeny s oxida¢nim stresem a chronickym zénétem spojenym

s diabetem mellitem 2. typu.

Dalsi markery, které mohou byt do budoucna vyuzity k diagnostice diabetu mellitu 2. typu
jsou 5-hydroxymethylcytosin, 3,3 -dityrosin, kyselina 2-aminoadipova, retinol vazajici protein

4 a neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin.
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