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Pohlavné specifické aspekty vlivu diet se zvySenym
obsahem tukii a cukrii na patogenezi metabolického
syndromu u experimentalnich modeli

Souhrn

Metabolicky syndrom je patofyziologicky stav organismu, ktery je charakterizovan soucasnym
vyskytem nekolika rizikovych faktort, konkrétn¢ abdominalni obezitou, poruchou glukézové
tolerance, hypertenzi a dyslipidémii. Etiologie metabolického syndromu je multifaktoridlni,
pricemz mezi vyznamné faktory, které ovliviuji jeho rozvoj, patii geneticka predispozice,
pohlavi jedince a zivotni styl, zejména vyziva, ktera je soucasné klicovou slozkou prevence i
terapie vSech komponent tohoto syndromu. Cilem diplomové prace bylo, za pouziti nékolika
ruznych geneticky definovanych kmenii laboratorniho potkana, posoudit vliv diety
SnavySenym mnozstvim tukii nebo sacharidi na patogenezi metabolického syndromu
Vv zavislosti na pohlavi.

Podavani diety snavySenym mnozstvim tuku vedlo, oproti diet¢ s navySenym
mnozstvim sacharidi, K vyrazn&j§imu zhorSeni nékterych komponent metabolického
syndromu, jmenovité glukézové tolerance a zvySena byla i hmotnost tukového télesa, coz bylo
patrné predevsim v ramci kmene PD/Cub v porovnani s ostatnimi kmeny. Strava s vysokym
obsahem sacharidd byla spojena s navysenim koncentrace sérovych triacylglyceroltl v periferni
krvi a vyS$§i inzulinovou rezistenci. PrestoZe byly u nékterych sledovanych morfometrickych 1
metabolickych parametrii detekovany rozdily mezi sam¢im a sami¢im pohlavim, tyto rozdily
nebyly v ramci testovanych kment ani podavanych diet jednotné. Lze shrnout, Ze vliv pohlavi
na patogenezi metabolického syndromu pravdépodobné spoluptisobi s dal§imi faktory, jako je

konkrétni genotyp a stravovaci rezim, pfipadné jejich nutrigeneticka interakce.

Kli¢ova slova: metabolicky syndrom, potkan, stanoveni glykemie, stanoveni cholesterolu,

vysokotukova dieta, vysokosachar6zova dieta, pohlavi



Sex-Specific Aspects of the Effect of Fat and Sugar-
Increased Diet on Pathogenesis of Metabolic Syndrome in
Experimental Models

Summary

Metabolic syndrome is a pathophysiological condition characterized by the simultaneous
presence of certain risk factors, namely abdominal obesity, impaired glucose tolerance,
hypertension, and dyslipidemia. The metabolic syndrome is multifactorial in origin, where the
most important factors modulating its onset comprise from genetic predisposition, gender, and
lifestyle in which the nutrition plays the key role not only in prevention but also in therapy of
all components of the syndrome. Using several different genetically defined laboratory rat
strains, this thesis aimed to assess the sex-specific aspects of the effect of diets with increased
fat or sugar amount on metabolic syndrome pathogenesis.

Compared to high-sugar diet, the administration of high-fat diet resulted in a
substantial deterioration of some components of the metabolic syndrome, namely glucose
tolerance, and increased weight of adipose tissue, as was evident in the PD/Cub strain in
comparison to other strains. High-sugar diet was linked to an increased concentration of serum
triglycerides in peripheral blood and higher insulin resistance. Although the differences
between male and female sex were detected in some of the observed morphometric and
metabolic parameters, these differences were not identical across the tested strains or served
diets. In summary, the effect of gender in pathogenesis of the metabolic syndrome is also likely
to interact with other factors such as the specific genotype and dietary regimen, or their

nutrigenetic interaction.

Keywords: metabolic syndrome, rat, determination of glycemia, cholesterol determination,

high-fat diet, high-sucrose diet, sex
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1 Uvod

Soucasny vyskyt ur¢itych morfometrickych a metabolickych abnormalit konkrétné obezity,
poruchy glukozového metabolismu, hypertenze a dyslipidémie u jednoho jedince, se oznacuje
jako metabolicky syndrom. Z kardiometabolického hlediska je metabolicky syndrom vysoce
rizikovy stav, ktery vyraznym zptsobem snizuje ocekavanou délku Zivota, nebot’ je spojen s
rozvojem diabetu mellitu 2. typu, nékterych typti nddorovych onemocnéni, ale predevsim pak
kardiovaskularnich chorob, jako je cévni mozkova piithoda (CMP) nebo infarkt myokardu.
Vzhledem k tomu, ze prevalence metabolického syndromu se celosvétove neustale zvySuje, je
podrobny vyzkum tohoto syndromu, pfedevsim z hlediska jeho etiopatogeneze, velmi Zadouci.

Komplexni etiologie metabolického syndromu znaci, ze se na jeho rozvoji spole¢né
podili fada faktorii, z nichz nékteré mohou byt ovlivnitelné, kdezto jiné¢ nikoliv. Zatimco
genetické pozadi konkrétniho jedince, etnickd ptislusnost a pohlavi jsou faktory neovlivnitelné,
zivotni styl v€etné koufeni, konzumace alkoholu, pohybové¢ aktivity a stravovacich ndvyku lze
vuli vyrazn€ modifikovat. Zejména stravovaci rezim ma pii rozvoji metabolického syndromu
zcela vysadni postaveni, nebot” podminiuje rozvoj obezity, Ktera je mnohymi povazovana za
hlavni faktor podmifiujici jednotlivé patofyziologické aspekty tvotici tento syndrom. Hojné
diskutovanou se v poslednich letech stava pfedevS§im konzumace dvou makronutrientt; tukd a
jednoduchych sacharidi - cukrti.

Zhodnoceni interakce vyzivy, respektive diety s navySenym obsahem tukt, pfipadné
sacharidd s pohlavim jedince je pfedmétem predkladané diplomové prace. Vzhledem k tomu,
Ze vyzkum patogeneze metabolického syndromu na lidském modelu je velice obtizny, zejména
z diivodu vysoké genové heterogenity zkoumanych subjektli a nemoznosti zajisténi identickych
podminek vné&jsiho prostiedi, jsou v prakticke ¢asti prace vyuzity geneticky definované kmeny
laboratorniho potkana. S vyuzitim tohoto modelu si tak prace klade za cil identifikovat pfipadné

pohlavné specifické aspekty vlivu riznych typt diet na patogenezi metabolického syndromu.



2 Cile, hypotézy

Cilem piedkladané diplomové prace je identifikovat pohlavné specifické aspekty vlivu diet se
zvySenym obsahem tukli, nebo sacharidi na morfometrické a metabolické parametry
souvisejici s patogenezi metabolického syndromu u geneticky definovanych inbrednich kment

laboratorniho potkana.

2.1 Hypotézy

Konkrétné si prace klade za cil ovéfit dale popsané hypotézy:

1. Existuji pohlavni rozdily ve vlivu diety s navySenym mnozstvim tukti, nebo sacharidt
na morfometrické parametry potkana, konkrétné na té€lesnou hmotnost a hmotnost
vnitinich organd.

2. Existuji pohlavni rozdily ve vlivu diety s navySenym mnozstvim tukti, nebo sacharidi
na metabolické parametry potkana, konkrétné na glukézovou toleranci a inzulinovou
rezistenci a krevni lipidy.

3. Vliv diety snavySenym mnozstvim tukti, nebo sacharidi na morfometrické a

metabolické parametry se mezi riznymi potkanimi kmeny v rdmci stejného pohlavi 1isi.



3 ReSerse

3.1 Metabolicky syndrom

Pocatek studia metabolického syndromu (MS), (také syndrom X, Reaventiiv syndrom, syndrom
inzulinorezistence) se datuje do roku 1923, kdy byla americkym lékafem Kylinem publikovéana
studie o ¢astém spole¢ném vyskytu vysokého krevniho tlaku, vysoké hladiny glukozy v krvi
(hyperglykémie) a dny, které se velmi Casto spoleéné vyskytovaly u jednoho jedince a
predisponovaly jej k rozvoji diabetu 2. typu (T2D; Type 2 Diabetes) a ischemické chorobé
srde¢ni (Kylin 1923). Béhem dalSich let pak k t€émto rizikovym faktorim dale ptibyla centralni,
téz abdominalni obezita, charakteristicka akumulaci tuku v oblasti bficha, mikroalbuminurie,
zvySena koncentrace inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1; Plasminogen Activator
Inhibitor 1) (Alberti & Zimmet 1998).

Zaklad dnes uzivané definice MS pak zalozil americky 1ékai G. M. Reaven v roce
1988, ktery na metabolické urovni jasné prokazal souvislost mezi inzulinovou rezistenci,
glukozovou intoleranci, arterialni hypertenzi a dyslipidémii. Definice v§ak nebyla jednoznaéné
uznéavana a béhem nasledujicich let byly dle novych objevii navrhovany definice nové. Klinické
kritéria pro diagnostiku MS tak byla béhem minulych let definovana nezavisle hned n¢kolika
odbornymi 1ékatfskymi spolecnostmi véetné Svétové zdravotnické organizace (WHO; World
Health Organization), Evropské skupiny pro studium inzulinové rezistence (EGIR; European
Group for the Study of Insuline Resistance) a Narodniho vzdélavaciho programu pro
cholesterol - tieti panel pro 1é¢bu dospélych (NCEP ATP III; National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 111), ve kterych byla za zakladni podminku pro diagnézu
MS povazovana abdomindlni obezita a inzulinova rezistence, ktera byla definovana poruchou
glukozové tolerance a hyperinzulinémii (Alberti et al. 2006). Vytvofené definice MS vSak
nebyly jednotné a vramci klinické praxe tak nebyla sjednocena identifikace jedinct
trpicich timto syndromem. S cilem sjednotit dosud uzivana kritéria pro diagnostiku MS tak byla
v roce 2009 mezinarodni federaci diabetu (IDF; International Diabetes Federation), Americkou
kardiologickou asociaci (AHA; American Heart Association) a dal$imi mezinarodnimi
spolecnostmi vytvorena a predstavena tzv. Harmonizovana definice MS, ktera definuje MS na
zakladé soucasného vyskytu alespon tii z péti kardiometabolickych rizikovych faktora (viz Tab.
1) (Alberti et al. 2009).



MS ajeho jednotlivé slozky patii mezi nejcastéjsi pfi€iny umrti v rozvinutych zemich
svéta a z fady studii vyplyva, ze mortalita v disledku MS je mnohonasobn¢ vyssi, nez je tomu
pii vyskytu jednotlivych rizikovych faktort zvlast (Isomaa et al. 2001; Mottillo et al. 2010).
MS je vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvoj predcasné a akcelerované ateroskler6zy, na
jejimz podkladé dochazi k nardstu incidence kardiovaskuldrnich onemocnéni, a tudiz i rizika
umrti. MS a s nim spojeny stav hyperinzulinémie také predisponuje jedince k rozvoji T2D a
snim spojenych akutnich i chronickych zdravotnich komplikaci. Jedinci s MS maji také
soucasn¢ vyssi riziko rozvoje nékterych typti nadorovych onemocnéni, naptiklad karcinomu
pankreatu, jater, prsu, ovarii, délohy ¢i prostaty. S MS je ale spojena i cela fada dalSich
patofyziologickych stavli organismu, které zhorSuji kvalitu zivota jedince a jsou doprovazeny
vice ¢1 méné zdvaznymi komorbiditami. Mezi tato onemocnéni patii mimo jiné jaterni
steatohepatitida, pfipadné az jaterni cirhdza, obstrukéni spankova apnoe, psoriaza, porucha

reproduk¢nich a renalnich funkci (Esposito et al. 2012; Mendric et al 2017).

Tab. 1. Kritéria pro diagnostiku metabolického syndromu dle Harmonizované definice z roku
2009. Metabolicky syndrom je jedinci dle této definice diagnostikovan v pfipadé soucasného vyskytu

alespo tfi z péti kardiometabolickych rizikovych faktori.

Rizikové faktory MS
Obvod pasu (hodnoty jsou platné pro evropskou | > 102 cm (muzi)
populaci) > 88 cm (Zeny)
Triacylglyceroly (nebo specificka 1écba) > 1,7 mmol/l
HDL (High-density lipoprotein) cholesterol < 1,0 mmol/l (muzi)
(nebo specificka lécba) < 1,3 mmol/l (Zeny)
Krevni tlak (TK) (nebo specificka 1é¢ba) TK syst. > 130 mm Hg/ TK diastol. > 85 mm Hg
Glykémie na la¢no (nebo diabetes mellitus) > 5,6 mmol/Il

Prevalence MS se celosvétoveé neustale zvysuje jak v rozvinutych, tak v rozvojovych
zemich svéta a pohybuje se od 10 % do 84 % V zavislosti na studované kohorté (pohlavi, vek,
télesnd hmotnost, rasa, etnicka a geograficka ptislusnost, zivotni styl, patofyziologicky stav,
socioekonomicky status apod.) a pouzitych diagnostickych kritériich (Alexander et al. 2003,
Cameron et al. 2004). Podle vyzkumu zroku 2003 je prevalence MSv Ceské republice
nezavisle na pohlavi jednice ptiblizné 28 % (32 % muZi, 24 % zeny) (Citkova 2003). Rozdil

v prevalenci MS v zavislosti na pohlavi a véku byl pozorovan také ve vzorku finské populace,
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ve které¢ melo diagnostikovano MS 40 % muzi, ale pouze u 20 % zen. Se zvySujicim se v€kem
dochéazelo k nartistu prevalence MS u obou pohlavi, zejména vsak u zen (Ilanne-Parikka et al.
2004). Zda se, Ze rozvoj MS je také, zejména pak u muzii, podminén vyskytem abdominalni
obezity. Zatimco u jedincl s normalni télesnou hmotnosti byla prevalence MS jen 5 %, u
jedinct s nadvahou dochazi k jejimu zvyseni na 22 % a u obéznich jedincti az na 60 %. Riziko
vyskytu MS se vyznamnym zpiisobem zvysuje také u jedinci, kteti jiz maji nékteré z rizikovych
faktorti podminujicich jeho vznik. Napfiklad jedincim s T2D je MS diagnostikovan az ¢tytikrat
Castéji nez zdravym jedinctim (AlSaraj et al. 2009).

3.1.1 Patofyziologie metabolického syndromu

V soucasné dobé se predpokladd ucast hned nckolika patofyziologickych mechanismi
vedoucich k rozvoji MS vcetné oxidacniho stresu, chronického zanétu a inzulinové rezistence,
pricemz praveé inzulinova rezistence je odbornou vefejnosti nejvice pfijimana a bude proto

podrobnéji popsédna v nésledujici kapitole.

3.1.1.1 Inzulinova rezistence

Inzulinovou rezistenci je rozumén stav, pii némz je sniZena citlivost perifernich tkani, zejména
jaterni svalové a tukové tkadné€ k ptisobeni inzulinu. Inzulin je polypeptidovy hormon, ktery je
tvofen a secernovan f-bunikami Langerhansovych ostrivkl pankreatu jako odpovéd’ na zvyseni
koncentrace glukézy v krvi (glykémie). Za fyziologickych podminek vede navazani inzulinu
na inzulinovy receptor k autofosforylaci receptoru na tyrozinovych zbytcich a propagaci
bunécného signalu az do bunécného jadra, kde dochazi ke zvySeni exprese gend, jejichz
produkty se ucastni glykolyzy a syntézy mastnych kyselin. Transkripce genti koédujicich
enzymy uUcastnici se glukoneogeneze v jatrech je naopak utlumena. Mimo to, indukuje
interakce ligandu s inzulinovym receptorem inkorporaci glukozového pienasece, konkrétné
GLUT4 (Glucose Transporter 4) do plazmatické membrany bunék, a tak i transport glukozy
z extracelularni tekutiny do cytosolu, kde je gluk6za fosforylovana a vyuzita pro tvorbu ATP,
ptipadné glykogenu (Hirshman et al. 1990; Klip et al. 1990). Signalni draha inzulinu soucasné
ovlivituje aktivitu proteinkindzy B (PKB), kterd stimuluje glykogeneogenezi, tedy uloZeni
glukozy do zasob v podobé glykogenu a také proteinkindzy A (PKA), ktera inhibuje lipolyzu
(Lizcano & Alessi 2002).



Snizend odpovéd’ tkani na normalni koncentraci inzulinu v periferni krvi, tedy stav
inzulinorezistence, vede zpocatku knavySeni produkce a sekrece inzulinu bunkami
Langerhansovych ostrivkil s cilem udrzet glykémii na fyziologickych hodnotach, nicméné
zvysena hladina inzulinu v krvi (hyperinzulinemie) ma vSak na organismus pomérn¢ negativni
efekt. Jak jiz bylo feceno vyse, inzulin aktivuje syntézu mastnych kyselin a inhibuje lipolyzu,
coz vede nejenom k rozvoji jaterni steatozy, ale napomaha také rozvoji dyslipidémie a nasledné
aterosklerdzy. ZvySené mnozstvi volnych mastnych kyselin (FFA; Free Fatty Acids) v krvi je
spojeno s hypertrofii a hyperplazii tukové tkang, ¢imz prispiva kK rozvoji obezity, piipadné je
ektopicky ukladano ve svalové tkani, coz inhibuje inzulinovou signalni drahu a dale prohlubuje
inzulinovou rezistenci.

Za hlavni pfi¢inu rozvoje inzulinové rezistence je povazovana abdomindlni obezita,
ktera je spojena s mnoha metabolickymi abnormalitami, ptipadné i rozvojem celkové chronické
zanétlivé reakce. Mimo jiné prispiva k jejimu rozvoji také celé fada endokrinnich, imunitnich
faktorti a neuromediatori, pficemz dulezitymi faktory jsou napiiklad aktivace proteinkindzy C
(PKC), ktera inhibuje inzulinovou signalizaci nebo jiZ zmifilované mastné kyseliny (MK), které
ptispivaji k rozvoji inzulinorezistence aktivaci Toll-like receptoru 4 (TLR4). Mnoh¢ z téchto
latek se soucasn¢ podileji i na rozvoji zavaznych zdravotnich komplikaci véetné nadorovych,
kardiovaskularnich nebo autoimunitnich onemocnéni (Hotamisligil et al. 1995; Qatanani &
Lazar 2007).

3.1.1.2 Nadviaha a obezita

Jak jiz bylo feceno vyse, tukova tkan hraje ustfedni roli v rozvoji inzulinové rezistence, a tudiz
I MS (Lebovitz & Banerji 2005). Nadvaha, ptipadné obezita je vyznamnym rizikovym faktorem
MS, nebot’ je ptitomna az u 80 % jedinct s timto syndromem, a zda se, Ze ve vétsing pripadi
pfedchazi vyskytu ostatnich komponent MS (Cameron et al. 2008). NavySeni mnozstvi tukové
tkané v organismu nad fyziologickou hranici, tj. nadvaha nebo obezita je nejcastéji definovana
na zaklad¢ hodnoty indexu télesné hmotnosti (BMI; Body Mass Index), ktery je vypocten z
télesné hmotnosti a vysky jedince. Hodnota BMI rovna nebo vyssi 25 kg/m? znac¢i nadvahu,
hodnota rovna nebo vyssi nez 30 kg/m? pak vede k diagnoze obezity. Piestoze ma diagnostika
nadvahy a obezity na zdkladé¢ BMI urcité limity, nebot nemusi vzdy zcela korelovat
s procentudlnim zastoupenim tuku v organismu, patii stale mezi nejuzivangjs$i diagnostické
kritérium. S cilem urcit rozlozeni télesného tuku byva vypocet BMI ¢asto doplnén o méteni

obvodu pasu, kterym je reflektovano mnoZzstvi tuku v oblasti bficha, tj. obezita abdominalniho
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(visceralniho) typu. V porovnani s gynoidnim typem obezity, pii kterém je tuk akumulovan
metabolickych komplikaci obezity vcetné inzulinové rezistence (viz vyse), dyslipidémie a
arterialni hypertenze (viz kapitoly 3.1.1.4. a 3.1.1.5.). Distribuce t€lesného tuku je v sou¢asnosti
povazovana za vyznamngj$i rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni, nez obezita sama
o0 sob¢ (Després et al. 1990; Després 20006).

Adipocyty, tj. buiiky tvotici tukovou tkan, produkuji a secernuji do krevniho feciste
fadu latek proteinové povahy souhrnné oznacovanych jako adipokiny (t€z adipocytokiny). U
0sob s vyraznou akumulaci tukové tkané v oblasti biicha jsou pak ve zvySené mife secernovany
adipokiny s prozanétlivym pusobenim, jako je napiiklad cytokin TNF-a (Tumor Necrosis
Factor ), mezi jehoZz G¢inky patii stimulace lipolyzy nebo snizovani inzulinové senzitivity, 1L-
6 (Interlukin 6), nebo leptin. Zaroven v adipocytech dochazi ke snizeni produkce
protizanétlivych adipokint, jako jsou adiponektin, ktery za fyziologickych podminek zvysuje
inzulinovou senzitivitu perifernich tkani a ptisobi proti rozvoji aterosklerozy (Bahceci et al.
2007; Wensveen et al. 2015). Akumulace bun€k imunitniho systému, piedev§im makrofagl
V tukové tkdni mé pak za nasledek vznik systémového chronického zanétu, ktery ptispiva
k inzulinové rezistenci (Lee et al. 2011; Weisberg et al. 2003).

Nadvaha, respektive obezita je multifaktorialni onemocnéni, na jejimz rozvoji se
podili jak slozka geneticka v rdmci tzv. polygenni dédi¢nosti a slozka prostiedi, zejména strava.
Vznik obezity je dan vysokym energetickym piijmem, zatimco energeticky vydej je sniZeny,
coz vede ktzv. pozitivni energetické bilanci. Adekvatni energeticky piijem, nejlépe pak
v kombinaci s navySenim energetického vydeje v podobé fyzické aktivity je nejucinnéjsi

preventivni, ale také terapeutickou metodou nadvahy a obezity, a tudiz i MS.

3.1.1.3 Porucha glukozové tolerance

Koncentrace glukézy v periferni krvi je za fyziologickych podminek udrZovéna v relativné
uzkém rozmezi. Regulace glykémie se ucastni fada hormont, pfi¢emz snizovani glykémie je
pod kontrolou inzulinu (viz vyse), zatimco k jejimu zvySeni ptispivaji glukagon, somatotropni
hormon, katecholaminy a glukokortikoidy. Dysregulace inzulinové signalizace v dusledku
inzulinové rezistence je velmi Casto spojena s hyperglykémii, zejména pak v pokrocilejsi fazi
onemocnéni, kdy bunky Langerhansovych ostrivka selhdvaji a prestavaji tvofit a secernovat

inzulin.



Podle WHO je porucha gluk6zové tolerance (IGT; Impaired Glucose Tolerance),
jakozto diagnostické kritérium MS, definovana jako zvySeni glykémie stanovené po 2 hodinéach
oralniho glukdzového toleranéniho testu! (OGTT) nad fyziologickou hranici, konkrétng na
hodnotu v rozmezi 7,8 az 11,0 mmol/l. Tento patofyziologicky stav organizmu je oznacovan
jako prediabetes. Mimo poruchy glukézové tolerance vede k diagnoze prediabetu také zvyseni
glykémie na la¢no (IFG; Impaired Fasting Glucose) na hodnotu v rozmezi 6,1 az 6,9 mmol/l
(WHO 2006). Prediabetes je povazovan za rizikovy faktor rozvoje diabetu 2. typu, ktery se
manifestuje pii relativnim nedostatku inzulinu z divodu snizené citlivosti tkani k jeho
pusobeni, na rozdil od diabetu 1. typu, ktery ma autoimunitni podklad (Stern et al 2002).

Hyperglykémie ¢asto probihd asymptomaticky, nebot’ jen v malém procentu piipadi
dochazi k charakteristickym ptiznakiim v podobé¢ polyurie a polydipsie. VétSinou vSak byvaji
ptiznaky méné napadné a nespecifické, vyskytuje se tinava, vy$si nachylnost k infekcim, a je
tedy bézné, ze jedinci je diabetes diagnostikovan az pti manifestaci sekundarnich komplikaci
onemocnéni. Komplikace hyperglykémie 1ze rozd¢lit na akutni v podobé extrémnich vykyvi
glykémie (napiiklad hypoglykémie a hyperglykemicky hyperosmolarni syndrom) a chronické
(retinopatie, neuropatie, nefropatie), které se rozviji pfi protrahované hyperglykémii. ZvySena
hladina krevni glukézy soucasn¢ akceleruje aterosklerotické zmény a zvysuje riziko Gmrti
z kardiovaskularnich pfi¢in. Lze shrnout, ze hyperglykémie je stav zhorSujici kvalitu zivota a
zvysujici riziko pfed¢asného umrti jedince (Fox et al 2005; Schroeder et al 2005).

Patofyziologicky mechanismus propojujici inzulinovou rezistenci a hyperglykémii
definoval v roce 2009 DeFronzo v ramci tzv. zlovéstného oktetu (de Fronzo et al. 2009). Ten
zahrnuje inzulinovou rezistenci bunék svalové, jaterni a nervové tkané, poruchu sekrece
inzulinu B-bunkami pankreatu v kombinaci sjejich rezistenci k pusobeni inkretinovych
hormont. Déle pak zvySena produkce gluk6zy jaternimi a ledvinnymi butikami a abnormalni
metabolismus tukové tkané. Patofyziologicky mechanismus je ve zkratce zminén v dalSim
odstavci.

Pti protrahované inzulinové rezistenci, pfi které je nadprodukovan inzulin, dochazi k
selhani a smrti bunék Langerhansovych ostrivkl pankreatu, coz vede k relativnimu nadbytku

a-bungk tvoricich glukagon. V duasledku neschopnosti tkani vyuzivat krevni glukdzu (pisobeni

! Oralni glukézovy toleranéni test je 1ékaiskd metoda uzivana pfi diagnostice T2D, nebot’ poskytuje informace o
tom, jak dobfe se organismus jedince vyrovnava s nadmeérnym piisunem glukdzy. Nejprve je pacientovy zméiena
glykémie na lacno a poté je podan napoj obsahujici 75 g gluk6zy. Béhem nasledujicich dvou hodin je pacientovi

pravidelné merena glykémie.



inzulinu) a stimulace jaterni glukoneogeneze a glykogenolyzy (ptsobeni glukagonu) se rozviji
hyperglykémie. Narust glykémie je dale stimulovan zvySenim resorpce glukoézy v ledvinnych
tubulech. Rezistence tukové tkané k uéinkam inzulinu pak vede k excesivni lipolyze, jejiz
nasledkem se zvysuje sérova koncentrace FFA. FFA nejenze pusobi lipotoxicky a pfispivaji tak
k dalsimu poskozeni B-bungk, ale jsou také vychytavany jatry, kde stimuluji glukoneogenezi a
tvorbu VLDL cholesterolu (viz kapitola 3.1.1.4.). Snaha organizmu snizit krevni hladinu FFA
vede k ukladani FFA v podobé TG do svalovych bun€k, coz snizuje inzulinovou senzitivitu
svalové tkané¢ (Bergman & Ader 2000). V centralnim nervovém systému (CNS) vede
inzulinova rezistence k potlaceni anorexigenniho ptisobeni inzulinu, stimulaci apetitu, ¢asto
doprovazeného nartistem télesné hmotnosti, coz opét piispiva k inzulinové rezistenci (de
Fronzo et al. 2009; Porte et al. 2005). Z vyse uvedeného je patrné, Ze mechanismy navozujici a
udrzujici inzulinovou rezistenci a hyperglykémii se vzajemné potencuji a jejich role pii vzniku
zminénych onemocnéni je tak vysoce komplexni.

Rizikovymi faktory prediabetu a diabetu 2. typu jsou zvySeni télesné hmotnosti,
sedavy zpisob Zivota a nespravna skladba stravy s pfevahou primyslové zpracovanych
vyrobki, které jsou bohaté na nasycené a transnenasycené mastné Kyseliny v kombinaci s
jednoduchymi sacharidy. Zakladem prevence a terapie rozvoje tohoto onemocnéni je tak

udrzovani optimalni t€lesné hmotnosti a zdrava zivotosprava (Tabdk et al. 2012).

3.1.1.4 Dyslipidémie

Jako dyslipidémie byva oznacovan patofyziologicky stav orgamizmu, pfi kterém lze v periferni
krvi jedince detekovat abnormalni hladiny lipidii a/nebo lipoproteinti. Pfi¢inou dyslipidémie je
nejcastéji porucha v metabolismu lipidd, tj. zvySeni jejich syntézy nebo sniZené odbouravani
Vv jaterni tkéni, ptipadné jejich kombinace. K nejbéznéj§im typtim dyslipidémii patii zvySena
koncentrace celkového cholesterolu, VLDL (Very Low Density Lipoprotein) a LDL (Low
Density Lipoprotein) cholesterolu (hypercholesterolémie), zvySena koncentrace triglyceridi
(TG) (hypertriacylglycerolémie) nebo snizena koncentrace HDL-cholesterolu. Pro diagnostiku
MS jsou zasadni krevni hodnoty TG a HDL-cholesterolu (Cannon 2008).

Dyslipidémie je, spolecné s obezitou, diabetem, arteridlni hypertenzi ¢i koufenim,
povazovana za jeden z nevyznamnéjSich rizikovych faktorti pro rozvoj ateroskler6zy (Reiner et
al. 2011). Pfi ateroskleroze dochazi k ukladani tukovych depozit do cévni stény, coz mize vést
k obliteraci cévy a ischemizaci tkani za uzavérem, piipadné i k ruptute cévni stény a masivnimu

krvaceni. Hlavni aterogenni ucinek, tedy podminujici vznik a nasledny rozvoj zdnétu v cévnich
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sténach, maji modifikované (nejcastéji oxidované) LDL castice, které nasledné nejsou schopny
interagovat se svymi receptory. Misto toho, se LDL ¢éstice vazi na scavengerové receptory v
membrané makrofagi, které se posléze preméni na tzv. pénové bunky, které se deponuji v cévni
sténé a jsou prvnim stadiem aterosklerozy. Oxidované LDL ¢astice stimuluji expresi jaderného
receptoru aktivovaného peroxizomovymi proliferatory (PPAR-y; Peroxisome Proliferator
Activated Receptor v), coz vede k indukci genové exprese scavengerového receptoru CD36
(Cluster of Diferentiation 36) a potenciaci vychytavani modifikovanych LDL partikuli. Dale
stimuluji oxidované LDL transkripci celé fady cytokinii, adheznich molekul a proliferacnich
faktorii, a naopak inhibuji tvorbu oxidu dusnatého, ktery ma antiaterogenni vlastnosti (Lusis
2000; Tontonoz et al. 1998). Ve svém dusledku ateroskler6za vyznamné zvySuje riziko
ischemické choroby dolnich koncetin, srdce a CMP, tj. stavy, které mohou jedince piimo
ohrozit na zivoté. Dulezitou ulohu v prevenci a terapii dyslipidémie je odstranéni rizikovych
faktorti a dodrzovani zdravého zivotniho stylu, pfipadné farmakoterapie statiny.

Inzulinova rezistence piispiva k rozvoji dyslipidémie hned nékolika mechanismy.
Deregulace inzulinové signalizace vede k aktivaci lipolyzy v tukovych bunkach (adipocytech),
coz vede ke zvySeni hladin FFA v periferni krvi. FFA jsou ve zvySené mife vychytavény jatry,
kde slouzi pro syntézu TAG, které jsou nésledné¢ uvoliiovany do krevniho obé¢hu. Inzulin také
zvySuje syntézu VLDL cholesterolu (Castice transportujici TG z jater do periferie) a inhibuje
lipoprotein lipadzu, enzym degradujici VLDL c¢astice, ¢imZ je limitovano jejich odbouravani.
TG obsazené ve VLDL Cdasticich jsou pak odstraiovany HDL partikulemi, které se vSak
primarn¢ ucastni metabolismu cholesterolu, a to jejich transportem z periferie do jater. HDL
¢astice obsahujici zvySené mnozstvi TG jsou pak ve vétsi mife, v porovnani s fyziologickym
stavem, degradovany jaterni lipazou a odstraiiovany z cirkulace. To ma za nésledek sniZzeni
mnozstvi HDL cholesterolu v krevnim fecisti. Inzulinova rezistence jaterni tkan€ potencuje
dale ukladani TG v hepatocytech, coz ma za nasledek rozvoj nealkoholové jaterni steatozy a

steatohepatitidy, ptipadné az jaterni cirh6zy (Marchesini et al. 1999; Reaven 1991).

3.1.1.5 Hypertenze

Zvyseny krevni tlak neboli hypertenze je dalsi z rizikovych faktorii pro rozvoj MS. Ve vétSing
narodnich a mezindrodnich smérnic je pro diagnoézu hypertenze prahova hodnota systolického
krevniho tlaku rovna nebo vyssi nez 140 mm Hg a/nebo diastolického krevniho tlaku rovna

nebo vyssi 90 mm Hg (James et al. 2014). V Harmonizované definici pro diagnostiku MS (viz
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vyse) jsou tyto hodnoty krevniho tlaku (TK) snizeny na 130 mm Hg systolického TK a/nebo
85 mm Hg diastolického TK (Alberti et al. 2009).

Zatimco mén¢ frekventovand sekundéarni hypertenze vznika na podklad¢ piitomného
onemocnéni (napt. primarni hyperaldosteronismus), primarni, téz esencidlni hypertenze tvotici
vice nez 70 % vsech ptipadi nema jasn€ definovanou pfic¢inu. Zvyseni krevniho tlaku je davano
do souvislosti s nadmérnym ptijmem soli, alkoholu a pfirozen¢ se zvysuje také s vékem jedince.
Starnuti jedince vede ke zvySovani zejména systolického TK, jehoz pfi¢inou je postizeni cévni
stény aterosklerdzou (Kearney et al. 2005). Vyznamnym rizikovym faktorem hypertenze je také
vysoka té€lesna hmotnost, ktera zvysuje riziko rozvoje hypertenze az o 75 % (Doll et al. 2002).
Protrahovana a Spatné¢ kompenzovana hypertenze ma za nésledek rozvoj kardiovaskuldrnich
onemocnéni, zejména dochézi k hypertrofii pravé komory, coz miize byt pfi¢inou srde¢niho
selhani a imrti jedince. Kromé¢ toho je hypertenze davana do souvislosti s onemocnénim ledvin,
ztratou zraku, demenci ¢i psychickych poruch (Sutendra & Michelakis 2013; Player & Peterson
2011).

Prevalence hypertenze se 1i8i v zavislosti na pohlavi a véku. Jak jiz bylo fe¢eno vyse,
s rostoucim vékem se pocet hypertonikil zvySuje, nicméné tento jev je patrny zejména u muzi.
U zen je vyskyt hypertenze, v porovnani s muzi, vyrazn¢ nizsi, a to az do obdobi menopauzy,
kdy se prevalence hypertenze u obou pohlavi vyrovnava. Kolem 65 roku véku je pak frekvence
hypertenze vyssi u Zenského pohlavi oproti muzskému (Roger et al. 2011). Vliv pohlavi a véku
na odliSnou prevalenci hypertenze zifejmé¢ odraZzi rozdily v koncentracich pohlavnich hormont
(viz kapitola 3.2.1.3.).

Jednim z patofyziologickych mechanismil vedoucich k rozvoji hypertenze je naptiklad
zvyseni resorpce sodnych iontl spole¢né s molekulami vody v ledvinach v dusledku zvysené
aktivity Na*/H* pumpy v membrané bunék ledvinnych tubuli, ktera vede ke zvyseni objemu
extracelularni tekutiny (Coatmellec-Taglioni & Ribi¢re 2003). Nartist koncentrace iontl sodiku
Vv organizmu ma také za nasledek zvySeni intraceluldrni koncentrace vapenatych iontt, které
zvysuji kontraktilitu hladké svaloviny cév, a tedy rust diastolického tlaku. Jakym zptisobem je
zvySeni télesné hmotnosti spojeno se zvysenou reabsorpci sodnych iontil neni zatim objasnéno,
nicméné se zda, ze jednou z pficin by mohla byt aktivace renin-angiotenzin-aldosteronového
systému (RAAS), ktery reguluje resorpci sodiku v ledvinnych tubulech, pfipadné aktivace
sympatického nervového systému (SNS), jehoz ptisobenim se zvySuje tonus cév (da Silva et al.
2009). K hypertenzi mtize dale pravdépodobné piispivat i inzulinova rezistence, nebot’ pisobi

vazokonstrikén¢ (Muniyappa & Quon 2007).
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3.1.2 Rizikové faktory MS

Etiologie MS je multifaktorialni, coZ znamen4, ze se na jeho rozvoji podili jak slozka geneticka,
tak slozka environmentalni, pfi¢emz ob¢ tyto slozky (geneticka a enviromentalni) se na rozvoji
MS podileji ptiblizné stejnou mérou (Bureau et al. 2015). Zatimco geneticka slozka zahrnuje
predevsim konkrétni genotyp jedince, tj. pfitomnost urcitych polymorfizmi, environmentalnich
faktorti predisponujicich k rozvoji MS je dnes zndmo hned né¢kolik. Environmentélni faktory
jsou také, na rozdil od faktorti genetickych ve vét$ing pfipada vili ovlivnitelné a jejich dopad

na jedince pii vzniku MS lze vyrazné modifikovat.

3.1.2.1 Neovlivnitelné faktory a rozvoj MS

K neovlivnitelnym rizikovym faktorim predisponujicim jedince ke vzniku MS lIze, kromé vyse
zminéného genového pozadi jedince dale zaradit epigenetické faktory (chemickd modifikace

deoxyribonukleové kyseliny - DNA a histontl), etnickou pfislusnost, v€ék a pohlavi.

3.1.2.1.1 Genetické faktory

Genetickd determinace MS je dana plsobenim celé fady genid (polygenni dédi¢nost), které
interaguji jak vzdjemné mezi sebou, tak i s faktory vnéjSiho prostiedi. Pro polygenni dédi¢nost
je charakteristické, Ze jednotlivé geny (tzv. minorgeny) predisponuji jedince k onemocnéni jen
velmi malou mérou, nicméné, kazda z jednotlivych slozek MS ma vyznamny geneticky zaklad.
Dtkazy o genetické determinaci MS vychdzeji zrodinnych a geminologickych studii
(Stanc¢akova & Laakso 2014). Heritabilita (neboli dédivost; udava, jak velka ¢ast proménlivosti
konkrétniho znaku je =zapfiCinéna genetickymi faktory) jednotlivych patofyziologii
podmiiiujicich MS je v n€kterych ptipadech pomérné vyznamna. Naptiklad heritabilita obvodu
pasu je 0,46, glykémie na la¢no 0,24, koncentrace TG v krvi 0,47, koncentrace HDL
cholesterolu v krvi 0,60, systolického a diastolického tlaku 0,16 a 0,21 (Lin et al. 2005).
Vysledné riziko rozvoje MS je u konkrétniho jedince dano kombinaci alel, které jedince
k syndromu predisponuji a alel, které jej naopak chrani. Vétsina genetické variability u clovéka
je podminéna tzv. polymorfismy se zaménou jednoho nukleotidu (SNP; Single Nucleotide
Polymorphism), kdy je v ramci genomu jedna dusikata baze nahrazena jinou bazi a vyskyt této
zamény V populaci je vyssi nez 1 %.

Za jednu z genetickych pti¢in rozvoje MS je hypotéza tzv. usporného genotypu (thrifty

genotype), jehoz hlavnim projevem je vysoka efektivita ukladani energie ptijaté v potravé do
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tukovych zasob organismu. V minulosti, kdy byl nedostatek potravin velmi ¢asty, predstavoval
tento genotyp vyhodu, nebot’ umoznoval jednici ptezit obdobi hladomort a valek. Tyto geny
tak byly béhem evoluce selektovany a konzervovany. V dne$ni dob¢&, kdy nedostatek potravy,
zejména v rozvinutych zemich, prakticky nehrozi, je tento genotyp pii¢inou rozvoje obezity a
MS (Neel 1962; Stoger 2008).

Vzhledem k tomu, ze MS neni onemocnéni, ale soubor n¢kolika patofyziologickych
stavl, jsou polymorfismy podminujici MS identické s polymorfismy ovliviiujicimi jednotlivé
slozky MS. Jednim z nejvice prozkoumanych gent asociovanych s MS, respektive obezitou,
ktera hraje v patogenezi MS zasadni roli, je FTO (Fat Mass and Obesity-associated). Gen FTO
kéduje demetyldzu, ¢imz se podili na epigenetické modifikaci, a tudiz i genové expresi DNA.
SNP v intronu tohoto genu vedouci k zaméné thyminu za alanin (rs9939609) je spojen s vySSim
BMI a soucasné i vy$§im rizikem rozvoje diabetu 2. typu. V dalSich studiich byl dale prokazan
také vliv této varianty na zvySeni hladiny inzulinu na la¢no a snizeni inzulinové senzitivity.
Efekt tohoto genu je patrny zejména v hypotalamu, kde se nachazi centrum pro regulaci apetitu,
pfiCemz variantni alela A tuto funkci pravdépodobné narusuje, protoze snizuje pocit sytosti,
navysuje pocit hladu a ve vysledku tak vede k vy$simu energetickému piijmu (Qi et al. 2008).

Jinym polymorfismem asociovanym s inzulinovou rezistenci je zaména cytosinu za
thymin v nekodujici oblasti genu TCF7L2 (Transcription Factor 7-like 2; rs7903146).
Ptitomnost rizikové alely T je davana do souvislosti se snizenim produkce a sekrece inzulinu
V B-buiikéch, sniZzenim inzulinové senzitivity tukové tkané a stimulaci glukoneogeneze
V jatrech, coz ma za nasledek rozvoj hyperglykémie (Damcott et al. 2006). Zaména prolinu za
alanin v pozici 12 v genu PPARY je naopak spojena s nizsim rizikem rozvoje MS, nebot’ jedinci
nesouci variantni alelu Ala vykazuji niz§i BMI a zvySenou inzulinovou senzitivitu. Tento
jaderny faktor stimuluje transkripci gend, jejichz produkty se podileji na energetickém a
lipidovém metabolismu (Deeb et al. 1998).

Jiny polymorfismus, ktery zde bude zminén z divodu, Ze se vyskytuje v genomu
nékterych modelovych potkanich kmenti, které byli pouzity v praktické ¢asti této diplomové
prace, je polymorfismus v genu Zbth16. Gen Zbtb16 (Zinc Finger and BTB domain containing
16) téz Plzf (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) je transkrip¢ni faktor, ktery je lokalizovany
na chromozomu 11. U savctl je tento gen vysoce konzervovany a je exprimovan ve vét§ing
lidskych tkanich, zejména ve tkani tukové. Existuje fada praci, které poukazuji na roli Zbtb16
Vv patogenezi prakticky vSech komponent MS. Studie s experimentalnimi modely predkladaji
dikazy o u€incich Zbtb16 na adipogenezi, srdecni hypertrofii, fibrozu, hypertenzi, hladinu

lipida a citlivost na inzulin. Genové varianty Zbtb16 koreluji také s antropometrickymi
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parametry a hladinami lipida v lidské kohorté. Je tedy pravdépodobné, Ze zménéné funkce genu
Zbtb16 by mohla byt jednim z genetickych spoustééi vyvoje MS (Bendlova et al. 2017; Seda
et al. 2017).

3.1.2.1.2 Vek a Pohlavi

Vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvoj MS je vék. Zatimco ve vekové kategorii 20 az 29
let je prevalence MS pouze 6,7 %, u jedincii ve véku 60 az 69 let prevalence MS stoupa az na
43,5 % (Ford et al. 2002). Rozdily ve frekvenci vyskytu MS lze vSak pozorovat i mezi
pohlavimi. Z fady studii vyplyva, Ze samci jsou k rozvoji MS oproti samicim citlivéjsi, pri¢emz
moznou pii¢inou tohoto pozorovani je odlisna hladina pohlavnich hormont (viz kapitola
3.2.1.3.). Ta podminuje nejenom metabolické rozdily mezi pohlavimi, ale i rozdily v imunitnim
systému, ktery hraje tlohu v rozvoji chronického zanétu a inzulinové rezistence (Mock & Nacy
1998). S prevalenci MS podle pohlavi je tizce spjata i prevalence dle ve€ku. U Zen pted
menopauzou je prevalence MS obecné niz$i nez u muzi stejné vekové kategorie. Po
menoupauze dochédzi u Zzen k vyraznému nartstu prevalence MS, ktera je tak dokonce vyssi nez
u stejné starych muzi (Ervin 2009). Vliv pohlavi na patogenezi MS je predmétem této prace a

tato problematika bude tedy probrana podrobné&ji v nasledujicich kapitolach.

3.1.2.1.2.1 Pomér pohlavi

Rozdiln4 citlivost plodu k vné&jSim podminkam a s tim souvisejici schopnost pteziti v zavislosti
na pohlavi se projevuje jiz v embryonalnim stadiu. Bylo prokazéano, ze v pribéhu té¢hotenstvi
se pomér obou pohlavi pomérné vyrazné meéni. Sam¢i embrya jsou totiZ v obdobi organogeneze
mnohem citlivéjsi k neptiznivym okolnim podminkam a dochazi u nich k vyssi mortalité oproti
sami¢im embryim (Kellokumpu-Lehtinen et al. 1984; Chahnazarian 1988).

Primarni pohlavni index, ktery je definovan jako pomér samcich a samicich zygot, je
vyrazné vychylen ve prospéch samci. Sekundarni pohlavni index, ktery je dan pomérem
narozenych samct ku narozenym samicim, byva vSak jiz niz8i neZ primarni. Napiiklad u
lidskych embryi byl zaznamenam pohlavni index 1,64 (164 sam¢ich plodd na 100 samicich) a
postnatalni pohlavni index 1,17. JeSté niz$i hodnotu 1ze pozorovat v rdmci stanoveni terciarniho
pohlavniho indexu, ktery udava pomér samcti a samic v dosp¢losti (Flegr 2005). U lidi od 55
let véku je celosvétovy pohlavni pomér mensi nez jedna, coz znamend, Ze v poctu jedinci této

vékové kategorie dominuji Zeny (CIA — The World Factbook 2017).
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3.1.2.1.2.2 Pohlavni hormony
Z vyse uvedeného textu je patrné, ze v prevalenci patofyziologii spjatych s MS hraji diilezitou
ulohu pohlavni rozdily, respektive rozdily v hladinach pohlavnich hormonti. Pohlavni hormony
zodpovidaji za spravny vyvoj a funkci pohlavnich organti a rozvoj primarnich a sekundéarnich
pohlavnich znakd, které jsou pro dané pohlavi charakteristické. Mimo tyto pohlavné specifické
ulohy vSak tyto hormony reguluji také télesné slozeni, energetickou homeostazu, metabolismus
lipida a sacharidt, ¢imz mohou ovliviiovat rozvoj metabolickych onemocnéni véetné MS.
Pohlavni hormony, které ovliviiuji rozvoj MS, jsou latky steroidni povahy a lze je
rozdélit do dvou skupin, tj. na estrogeny a androgeny. Prestoze lze ob¢ skupiny hormonti nalézt
u obou pohlavi, je pro jedince zenského pohlavi charakteristickd vyssi koncentrace estrogend,

zatimco androgeny se nachazeji spiSe u muza (Kim & Halter 2014).

3.1.2.1.2.2.1 Estrogeny

Estrogeny (zejména estriol a estradiol) jsou skupinou zenskych pohlavnich hormonti tvofenych
18 uhliky, které jsou produkovany v ovariich. Kromé jejich specifické ulohy u jedinct Zenského
pohlavi v zajisténi reprodukénich funkei, ovliviiuji estrogeny také specifickou i nespecifickou
imunitni odpovéd’ a mohou stimulovat bunéénou i humorélni slozku imunity. ZvySujici se
koncentrace estrogentl je spojena se zvysenim rezistence k nékterych infekénim onemocnénim
(Alexander 1988) a jejich pisobenim se také sniZzuje tvorba nékterych prozanétlivych cytokint
(napft. IL-1, IL-6, TNFa) (Jilka et al. 1992). Vysoka koncentrace estrogeni je tak spojena s nizsi
mirou rozvoje zanétu a predchazi téz oxida¢nimu stresu (viz kapitola 3.2.1.3.2.), které hraji
V patogenezi MS zasadni ulohu.

Protektivni funkce estrogenil pti rozvoji MS také souvisi s jejich plisobenim na bunky
cévni stény. Estrogeny nejenze zvysuji produkci NO (viz kapitola 3.2.1.5.), ale pozitivné
ovliviiuji také lipidovy profil, ¢imz piedchazeji rozvoji aterosklerozy. Eshtiaghi et al. (2010)
pozorovali u postmenopauzalnich Zen, které maji pfirozené niz8i hladinu estrogenli vyssi
pravdépodobnost rozvoje MS oproti zendm pied menopauzou. Porucha estrogenové signalizace
je obecné davéana do souvislosti s naristem télesné hmotnosti, poruchou glukézové tolerance,
hyperinzulinémii a inzulinovou rezistenci (Murphy 2011). U muzi s nizkym mnozstvim
enzymu aromatazy, ktery konvertuje testosteron na estrogeny byla spolecné s rizikem rozvoje

obezity a inzulinové rezistence detekovana 1 vyssi hladina krevnich lipida (Heine et al. 2000).
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3.1.2.1.2.2.2 Androgeny (testosteron)

Testosteron je hlavnim zastupcem skupiny androgent, muzskych pohlavnich hormonti. Mimo
pusobeni na fyziologické a psychologické aspekty spjaté s muzskym pohlavim, ma testosteron
dalezitou souvislost s rozvojem MS. Testosteron vykazuje anabolické pusobeni, zvySuje
mnozstvi svalové hmoty, brani rozvoji abdomindlni obezity a zvySuje inzulinovou senzitivitu a
lze tak shrnout, Ze z hlediska prevence MS jsou fyziologické hodnoty testosteronu a jeho
pfenaseCe v systémové cirkulaci SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) zcela zasadni
(Laaksonen et al. 2004).

MS je spojen se snizenim koncentrace cirkulujiciho testosteronu, nebot” abdominalni
obezita a ji navozena hyperinzulinémie potlacuje produkci testosteronu ve varlatech a soucasné
1 syntézu SHBG. Na druhou stranu je nizka hladina testosteronu spojena se sniZzenim syntézy
TG (Elam et al. 1986) a vyssi hladiny tohoto hormonu jsou tak davany do souvislosti s hor§im
lipidovym profilem a vys$si prevalenci aterosklerézy a vysokého krevniho tlaku u muza
V porovnani se zenami pied menopauzou, kdy se u nich manifestuje protektivni tcinek
estrogentl (viz vyse) (Heiss et al. 1980). Ze jsou tyto rozdily mezi Zenami a muZi zpiisobeny
pohlavnimi hormony dokazuje i fakt, Ze neexistuji zZadné podstatné rozdily v sérovych
hladinach HDL nebo triglycerid u prepubertalnich déti (Morrison et al. 1977; Beaglehole et
al. 1980). U Zen je s vyssi incidenci MS spojena naopak vys$i hladina testosteronu a nizsi
hladina SHBG (Ziaei & Mohseni 2013).

Nov¢jsi vyzkumy poukazuji spiSe na protektivni funkci testosteronu, pficemz jeho vliv
je promenlivy, a to v zavislosti na jeho koncentraci. Muzi s niz§imi hladinami testosteronu maji
vyssi tendenci k vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni a T2D. U muzi stiedniho véku
s niz§imi hladinami testosteronu dochazi ¢astéji k rozvoji MS nez u stejné starych muza s vyssi
hladinou testosteronu (Laaksonen et al. 2004).

Nizké koncentrace androgenii sdruzené s metabolickym syndromem se samostatné

oznacuje jako syndrom hypoandrogenniho metabolismu (HAM) (Gould et al. 2007).

3.1.2.1.2.3 Pohlavni rozdily v energetickém metabolismu

Rozdily mezi pohlavimi Ize pozorovat také v distribuci télesného tuku. Zatimco u zen pied
menopauzou je tuk zpravidla akumulovan spise subkutanné, specificky v oblasti hyzdi a stehen,

u muzil a Zen po menopauze se tuk akumuluje centralné, v oblasti bficha, pficemz centralni
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obezita je spojena s vyssim kardiometabolickym rizikem. Tyto rozdily 1ze vsvétlit ptisobenim
estrogend, jejichz vyssi hladina u Zen pfed menopauzou stimuluje lipoprotienovou lipazu, ktera
akumuluje tuk v adipocytech, a jejiz aktivita je vys$si v adipocytech v oblasti stehen v porovnani
s adipocyty Vv oblasti biicha. Soucasné bylo zjisténo, Ze u zen pifed menopauzou jsou adipocyty
Vv oblasti hyzdi vice senzitivni k antilipolytickému uc¢inku inzulinu a tuk je v ptipadé potieby
preferenéné metabolizovan z oblasti bficha (Lindberg et al. 1990; Lovejoy et al. 2009).

Zeny jsou také rizikové&jsi z hlediska rozvoje obezity, nebot’ maji méné netukové a vice
tukové tkané€, coz je pric¢inou nizSiho denniho energetického vydeje v porovnani s muzi.
Fyzicka aktivita u zen také neni spojena s vyraznéjsim snizovanim mnozstvi tukové tkdné oproti

muzim (Lovejoy et al. 2009).

3.1.2.1.2.4 Pohlavni rozdily v kardiovaskularnim systému

Mezipohlavni rozdily v kardiovaskularnim systému lze pozorovat jak za fyziologickych, tak i
patologickych podminek. Rozdil 1ze detekovat napt. v poctu srdecnich bunék (kardiomyocyti),
jejichz pocet je v prereprodukcénim obdobi u obou pohlavi pfiblizné stejny, nicméné s vékem
se jejich pocet u muzu snizuje, zatimco u zen se jejich pocet béhem zivota prakticky neméni.
Snizené mnozZstvi kardiomyocytii u muzského pohlavi je kompenzovana navySenim objemu
(hypertrofii) zbyvajicich bun¢k (Olivetti et al. 1995). Pticinou snizovani poctu téchto bungk je
zvySeni miry apoptozy kardiomyocytu, ke které u muzi dochazi tiikrat vice nez u zen, jak bylo
pozorovano ve studii €itajici 22 zen a 19 muzl (Mallat et al. 2001).

Epidemiologické studie dale ukazuji, Ze u zen pifed menopauzou se ischemicka
choroba srde¢ni (ICHS) vyskytuje ptiblizné o 10 let pozdéji nez u muzi (Vaccarino et al. 1995).
Tento stav se vSak méni zdhy po menopauze, kdy se u Zen incidence ICHS zvysuje rychleji nez
u muza stejné vékové kategorie (Duvall 2003). Rich-Edards et al. (1995) ve své studii ukazuji,
ze zatimco do 60 let véku prodéla srde¢ni chorobu pouze jedna ze sedmnacti Zen a jeden z péti
muzl, po 60 roku Zivota je frekvence imrti na srde¢ni onemocnéni u obou pohlavi stejné, tedy
jeden jedinec ze Ctyf. Srde¢ni onemocnéni je tak dnes u obou pohlavi nejéastéjsi pii¢inou tmrti.

Vyse popsané rozdily v prevalenci kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) a incidenci
pohlavnich hormonti, zejména estrogent a androgenli a zménami jejich hladin béhem Zivota
(viz kapitola 3.2.1.3.3.). Kromé& toho mohou mit na prevalenci KVO vliv i nékteré regulaéni
proteiny, které interaguji s receptory steroidnich hormonii a mohou tak ménit genovou expresi

(O3tadal et al. 2009).
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Na molekularni Grovni jsou dilezitymi signalnimi molekulami v kardiomyocytech
ionty vapniku (Ca?*), které reguluji srde¢ni kontraktilitu. V plazmatické membrané srde¢nich
bunck (sarkolema) se nachazi vapenaté kandly typu L, které predstavuji hlavni cestu vstupu
iontd do bufiky. V momentg, kdy dochadzi knavySeni intracelularni koncentrace Ca?*
v disledku vtoku extracelularnich iontd do bunky, je soucasn¢ aktivovano otevieni
vapnikovych kanald (tvofené ryanodinovym receptorem, RyR) na sarkoplazmatickém retikulu
(SR), coz vede k vyraznému navyseni cytosolické hladiny Ca?* a iniciaci svalové kontrakce.
Pfi nésledné relaxaci jsou Ca?* ionty odstranény uzavienim zminénych kanali a aktivnim
transportem vépenatych iontd zpét do SR (Ca?* ATP-azova pumpa, SERCA 2) a
extracelularniho prostoru (Ca?*/Na* vyménik; NSX) (Bers 2002).

Je zajimavé, Ze hladiny nékterych z vySe uvedenych proteini se lisi v zavislosti na
pohlavi. U zdravych samic potkana byla, v porovnani se samci, detekovdna v srdecnich
komoréach signifikantné vyssi hladina proteini NCX a RyR a zvySena byla u samic i cytosolicka
hladina jedné z podjednotek kanalu Ca?* typu L. Transkript kodujici tuto podjednotku vSak byl
ptekvapivé vyssi u samceil, coz poukazuje na to, Ze regulace genové exprese této podjednotky
probihé az na posttranskripcni urovni (Chu et al. 2005).

Vyznamnou roli v kardiovaskularnim systému hraje oxid dusnaty (NO), ktery jako
signalni molekula navozuje vazodilataci a vykazuje téz antiaterogenni ucinek (Ignarro 1999).
V hladin¢ NO, respektive v mnozstvi exprimované endotelidlni NO syntazy (eNOS) mizeme
pozorovat pohlavni rozdily, pficemz vyssi exprese genu kodujiciho tento enzym je pozorovana
u samic. Vysvétleni je pravdépodobné opét hormonalni, coz dokazuje 1 prace, pii které byla
pouzita estradiolova 1écba, v jejimz disledku doslo ke zvySeni koncentrace NO a zaroven ke
snizeni vyskytu ventrikularni arytmie béhem ischémie a rozsahu infarktu (Node et al. 1997).

Rizikovym faktorem pro rozvoj KVO, ale i MS je oxida¢ni stres. U samcl
laboratorniho potkana byla, v porovnani se samicemi, pifi podavani sachar6zové stravy
detekovana zvySend mira oxidacniho stresu. Za protektivni efekt je u samic povazovana vyssi
hladina estradiolu (viz kapitola 3.2.1.3.3.1.), ktery vykazuje antioxida¢ni ptisobeni a snizuje tak
pravdépodobné incidenci KVO a MS u zen v obdobi pfed menopauzou (Busserolles et al.
2002a). U potkanich samct je pak kratkodobd konzumace sachardzové stravy spojena s
negativnim ovlivnénim rovnovahy mezi produkci volnych radikalti a antioxida¢ni ochranou,
coz vede ke zvySené peroxidaci lipidl a hypertriacylglycerolemii. Podavani sachar6zové diety
bylo také doprovazeno signifikantnim sniZzenim hladiny plazmatického vitaminu E, ktery je

vyznamnym antioxidantem (Busserolles et al. 2002b).

18



3.1.2.1.2.5 Pohlavné specificka genetické architektura

Do nedavné doby platilo ve védecké sféfe paradigma, ze s vyjimkou pohlavnich chormozomu
(gonozomt), které jsou u obou pohlavi odlisné, je lidsky genom na somatickych chromozomech
(autozomech) spolecny a identicky pro ob¢ pohlavi a anatomické, fyziologické a behavioralni
mezipohlavni rozdily tak mohou byt vysvétleny odliSnymi gonozomalnimi geny. V poslednich
letech se vSak ukazuje, ze k mezipohlavnim rozdilim také pfispiva tzv. pohlavné specificka
geneticka architektura. Cela fada studii dokazuje, Ze mimo odli$nosti v gonozomalni genové
expresi v zavislosti na pohlavi, existuji také mezipohlavni rozdily v transkripci genti, které jsou
lokalizovany na autozomech, a ktera je navic Casto tkanové specificka. Prestoze se sekvence
DNA, struktura genu a genové polymorfismy u obou pohlavi nelisi, regulace genové exprese
probiha u obou pohlavi odlisn€, coz ma za nasledek rozdily mezi pohlavimi na Grovni fenotypu.
Odlisnosti se tak mohou mezi pohlavimi vyskytnout v etiopatogenezi nékterych onemocnéni,
nebot’ jejich genom odlisné interaguje s environmentalnimi faktory, coz miize byt pfi¢inou
odlisné prevalence, dob& nastupu a zavaznosti komplexnich onemocnéni vcéetné MS (Ober et
al. 2008).

Analyza genetické architektury metabolického syndromu probihd na geneticky
definovanych sav¢ich modelech, jelikoz se u fady inbrednich kmenta laboratorniho potkana
manifestuji jednotlivé komponenty MS za totoznych genetickych i environmentalnich
podminek, coz muze vést KlepSimu pochopeni etiologie onemocnéni ¢i k odhaleni
mezipohlavnich rozdilti a nasledné pfispét k uc¢inné individualizované terapii (Timpson et al.
2018). Napiiklad pohlavné specificka incidence hypertenze (viz kapitola 3.1.1.5.) a jeji
interakce s genotypem byla pozorovana na modelu laboratorniho potkana deficientniho pro
enzym konvertujici angiotenzin (ACE; Angiotensin-Converting Enzyme), ktery navozuje
zvySeni KT, pficemZ gen pro tento enzym je lokalizovan na chromozomu 10. Zatimco u samct
vedla mutace v genu ACE ke sniZeni krevniho tlaku v porovnani s kontrolni skupinou, u samic
tento jev nebyl pozorovan. Lze tak shrnout, Ze protektivni efekt mutace genu ACE se projevil

pouze u samcu (Krege et al. 1995).

3.1.2.2 Ovlivnitelné faktory v rozvoji MS

Ovlivnitelné faktory predisponujici, nebo naopak branici rozvoji MS souvisi s zZivotnim stylem
a zahrnuji koufeni, spankovy rezim, konzumaci alkoholu, fyzickou aktivitu a v neposledni fadé

také stravovaci rezim (Bureau et al. 2015; Mesarwi et al. 2013). Vzhledem k tomu, Ze lze tyto
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faktory ovlivnit vili, predstavuji v souvislosti S MS hlavni cil preventivnich i terapeutickych

opatfent.

3.1.2.2.1 Vyziva

Jak jiz bylo zminéno dfive, obezita je povazovana za jednu z hlavnich pfi¢in rozvoje MS a je
pravdépodobné, ze nariist prevalence MS jde ruku v ruce s naristem prevalence obezity, ktera
se v poslednich letech stala, spole¢né se svymi ptidruzenymi komplikacemi, jednim z nejvice
zévaznych zdravotnich problémi celosvétove.

Rozvoj obezity, ale i MS z4sadnim zptisobem souvisi se zménou zpusobu stravovani,
ke které¢ doSlo béhem minulého stoleti. Zejména rizikovou se zda byt nadmérna konzumace
primyslové zpracovanych potravin, které, pfestoZze maji vysokou energetickou denzitu, jsou
velmi chudé na nékteré pozitivné¢ pusobici mikronutrienty (vitaminy, minerdlni latky a
biologicky aktivni latky). Mnozstvi jednoduchych sacharidii, nasycenych a transnenasycenych
MK, které¢ je v téchto potravinach zpravidla navySeno, také negativné ovliviiuje hladinu
krevnich lipidd, glykémii a plisobi obezitogenné, diabetogenné a aterogenné (Misra & Khurana
2008). Rizikova mize vSak byt i vysoka spotieba jednostranné stravy s vyznamnou pievahou

potravin s vysokym glykemickym indexem (GI) na tkor potravin s nizkym GI (McKeown et
al. 2004).

3.1.2.2.1.1 Vliv sacharidl na rozvoj MS

Z chemického hlediska miizeme sacharidy délit na jednoduché (zejména monosacharidy, které
se oznacuji jako cukry) a sloZené (polysacharidy). Zatimco konzumace polysacharidii pisobi
na organismus spise pozitivng, nebot’ z velké ¢asti predstavuje nestravitelnou slozku stravy
(vlédkninu), konzumace cukri ma na zdravotni stav jedince spise negativni efekt. Podavani diety
s vysokym obsahem sachar6zy (HSD; High Succrose Diet) vede u potkant ke zvyseni hladiny
volnych mastnych kyselin v plazmé, TG v plazmé, jatrech a srdci, poklesu aktivity
plazmatickych lipaz, které TG degraduji a rozvoji inzulinové rezistence (Gutman et al. 1987;
Chicco et al. 2003). Consitt et al. (2009) prokazali, ze inzulinovou rezistenci miZze navozovat
zvySena tvorba komplexti mastnych kyselin s dlouhym fetézcem a koenzymu A (LCFA-CoA;
long-chain fatty acyl-CoA), které vznikaji jako meziprodukt lipidového metabolismu. Vysledky
vSech téchto studii ukazuji, ze dyslipidémie indukovand konzumaci HSD mtiZe hrat u potkanii
dalezitou tlohu pfi snizovani citlivosti k inzulinu.
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Fruktoza, kterd je spolu s glukozou soucasti molekuly sacharozy, je v jatrech priméarné
metabolizovana enzymem fruktokindzou. U mysi krmenych HSD doslo k vyraznému nértstu
télesné hmotnosti, rozvoji jaterni steatdzy, zatimco u mysi deficientnich pro tento enzym se tyto
zmény nevyvinuly. Podavani diety bohaté na tuky 1 cukry bylo spojeno s nejvice signifikantnim

rozvojem zminénych patologii (Ishimoto et al. 2012; Ishimoto et al. 2013).

3.1.2.2.1.2 Vliv tukl na rozvoj MS

Obsah tuku ve stravé hraje v rozvoji MS zasadni vliv, ackoliv se v poslednich letech ukazuje,
ze spiSe nez celkovy obsah tuku, je dilezitéjsi jejich slozeni. Zatimco mononenasycené a
nenasycené MK pisobi z hlediska rozvoje MS spise protektivné, nebot’ pozitivné ovliviiuji
zvysuji (Nettleton et al. 2014).

Pokud odhlédneme od zastoupeni jednotlivych typli MK, vede podani diety s vysokym
obsahem tuku (HFD; High Fat Diet) ke zvyseni koncentrace plazmatickych MK, coz je spojeno
se zvySenim exprese gent, jejichz produkty se ucastni transportu MK, zejména MK s dlouhym
fetézcem, které nemohou volné difundovat ptes plazmatickou membranu. Jednou z rodin téchto
transportnich proteind jsou tzv. proteiny vazajici MK (FABPs; Fatty Acid Binding Proteins)
(Roepstorff et al. 2004). Ze studii vyplyva, Ze zvySena koncentrace nékterych z téchto proteini
mize prispivat k rozvoji MS, nebot’ jejich plazmatickd koncentrace pozitivné koreluje
s obvodem pasu, krevnim tlakem, dyslipidémii a inzulinovou rezistenci, a to prostfednictvim
jejich tcinkt v adipocytech a makrofazich (Furuhashi & Hotamisligil 2008). U mysi krmenych
HFD dochéazi také k vyraznému zvyseni télesné hmotnosti, coz byva patrné jiz po dvou tydnech
(Lin et al. 2000) a tato dieta muze také pfispivat k navozeni inzulinové rezistence, nebot
stimuluje ukladani TG a lipidovych metabolitl v jaterni a svalové tkani (Krssak et al. 1999).

Protoze dietoterapie hraje v prevenci obezity a jejich sekundarnich komplikaci véetné
MS dilezZitou ulohu, byl v poslednich letech v ramci riiznych vyzivovych doporuceni kladen
daraz na omezeni konzumace tuki za souc¢asného navyseni ptijmu sacharidt. Toto doporuceni
vSak mélo za nasledek nartst vyskytu obezity, KVO, T2D a MS a stigmatizace tukti odbornou
1 laickou vefejnosti tak v poslednich letech pomalu mizi. K tomu pfispélo i nedavné odhaleni
manipulace s vysledky védeckych studii, v nichz byly tuky klamavé oznaceny za hlavni pti¢inu
civiliza¢nich onemocnéni, zatimco vliv sacharidi byl bagatelizovan a fada studii z poslednich
let, které jednoznaéné poukazuji na negativni vliv sniZené konzumace tuki na zdravotni stav

(Ludwik 2016). Z tady studii také vyplyva, ze diety s navySenym obsahem tukd na ukor
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nizkokalorickymi dietami, které¢ neberou ohled na pomér Zivin (Goday et al. 2016).
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4 Material a metody

4.1 Modelové organismy

Pro vypracovani praktické casti diplomové prace byly pouzity sav¢i experimentalni modelové
kmeny laboratorniho potkana (Rattus norvegicus). Laboratorni potkan, jehoz genom byl
Vv minulosti n¢€kolikrat kompletné¢ sekvenovan, je jiz dlouhou dobu zavedenym modelovym
organismem, bézné vyuzivanym piedev§im v ramci fyziologickych a farmakologickych studii
komplexnich onemocnéni véetné MS.

S ohledem na stanovené cile diplomové prace, tj. objasnéni tlohy diety s navySenym
mnozstvim tuku, respektive sacharidii v patogenezi MS v zavislosti na pohlavi, byly pro tento
experiment vybrany Ctyfi riizné geneticky definované kmeny laboratorniho potkana. Konkrétné
se jedna o kmeny SHR (Spontaneously Hypertesive Rat), PD/Cub (Polydactylous Rat) a
SHR.PDZbtb16, které prirozen¢ manifestuji ne¢které¢ z patofyziologickych stavii organizmu
podminujicich MS a soucasné jsou senzitivni k nutri¢ni intervenci. V jednom z experimentt
byl také pouzit kmen laboratorniho potkana BN/Cub (Brown Norway). Vsechny uvedené
kmeny jsou vysoce inbredni a jsou chovény a udrzovany cilenym kiizenim bratr x sestra na
Ustavu biologie a 1ékai'ské genetiky 1. LF UK a VFN.

Vsechny postupy tykajici se prace s experimentdlnimi modely byly provadény
v souladu s platnou legislativou CR a EU na ochranu zvifat, ktery je v souladu s doporugenimi
Rady Evropy o pouZzivani laboratornich zvitat (86/609/ECC). Experimentalni protokol pouzity
pro vypracovani této diplomové prace schvalila Eticka komise 1. 1ékatské fakulty Univerzity

Karlovy v Praze.

41.1 Kmen SHR

Oligogenni inbredni kmen spontanné hypertenzniho potkana - SHR (Rat Genome Database ID:
631848) byl vytvoten v roce 1963 v Japonsku selektivnim kiiZzenim geneticky nehomogenniho
potkaniho kmene Wistar (Okamoto & Aoki 1963) a v dnesni dobé patii k viibec nejcastéji
vyuzivanému kmeni potkana pro vyzkum primarni hypertenze. V roce 1999 byla navic u tohoto
kmene identifikovana komplexni prestavba genu Cd36/Fat, ktery koduje transportér mastnych

kyselin s dlouhym fetézcem pies cytoplazmatickou membranu bun¢k tukové tkén€, srde¢niho
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a pficné pruhovaného svalu. Kmen SHR nesouci delecni mutaci tohoto genu tak zcela postrada
funk¢éni protein Cd36 (FAT) a vykazuje tak urcité abnormality tukového metabolismu (Aitman
et al. 1999). Z tohoto diivodu byl tento kmen v nedavné dob¢ také celosvétove ustaven jako
model MS (Pravenec et al. 2014). Kmen SHR je souc¢asné metabolicky senzitivni na manipulaci
podavanim vysokosachar6zové diety. Genom tohoto potkaniho kmene byl také v minulosti
nékolikrat kompletné sekvenovan (Atanur et al. 2010; Simonis et al. 2012). Kolonie potkanti
kmene SHR, ktera je chovana v Praze pochazi piivodné z Narodniho institutu zdravi v USA a
jiz vice nez 25 let je udrzovana na Ustavu biologie a 1ékatské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze

a Akademii véd Ceské republiky cilenym kiizenim bratr x sestra.

4.1.2 Kmen PD/Cub

Kmen polydaktylniho potkana PD/Cub (Rat Genome Database ID 728161; Cub: Charles
University, Institute of Biology) je vysoce inbredni potkani kmen, jeZ byl vytvofen na Ustavu
biologie a lékatské genetiky 1. LF UK a VFN v Praze z geneticky nehomogenniho potkaniho
kmene Wistar, u kterého byla zachycena spontanni mutace vedouci k rozvoji malformace
koncetin a vzniku syndromu polydaktylie-luxace. Hlavnimi fenotypovymi znaky tohoto kmene
je preaxialni polydaktylie koncetin a postizeni kosti bérce projevujici se luxaci zadnich
koncetin, v disledku pfitomnosti mutantni alely Lx lokalizované na chromozomu 8. Od roku
1969 je kmen PD/Cub chovan na Ustavu biologie a lékaiské genetiky 1. LF UK a VFN
systémem cileného kiiZeni bratr x sestra po vice nez 90 generaci (Kien 1975).

Tento experimentalni model je v dne$ni dob¢ nejcastéji vyuzivan pro studium vyvoje
koncetin a teratogeneze a v neddvné dobé byl rovnéZ ustanoven také jako model nékterych
komplexnich onemocnéni véetné hypertriglyceridémie (Vrana et al. 1993), MS (Sedova et al.
2000) a stal se i pfedmétem né&kolika nutrigenetickych a farmakogenetickych studii (Seda et al.
2008; Sedova et al. 2007; Sedova et al. 2012). V ramci metabolickych abnormalit vykazuje
kmen PD/Cub vétsi velikost epididymalniho tukového télesa, ktera je uzivana jako marker
obezity centralniho typu (viz kapitola 3.1.1.2.), zvySenou hladinu nenasycenych mastnych
kyselin v periferni krvi, hyperinzulinémii a vyraznou inzulinovou rezistenci (Sedova et al.
2000). Ve vsech zminénych parametrech sacharidového a lipidového metabolismu vykazuje

tento kmen vyrazné&js$i odchylky v porovnani s kmenem SHR (viz vyse).
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4.1.3 Kmen SHR.PDZbtb16

Kongenni kmen potkana SHR.PDZbtb16, ktery je geneticky predisponovany k vyssi citlivosti
na faktory predisponujici jedince K rozvoji jednotlivych patofyziologickych stavii organizmu
podmifiujici MS, byl nedavno vytvoren na Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky 1. LF UK a VFN
v Praze. Tento potkani kmen nese na genomickém pozadi inbredniho potkaniho kmene SHR
mutovany gen Zbtb16, pochazejici z potkaniho kmene PD/Cub (viz vyse). Od kmene SHR se
tudiz kmen SHR.PDZbtb16 li$i pouze jednim genem, a to konkrétn¢ variantou genu Zbtb16.
Z dostupné literatury je znamo, Ze tento gen pleiotropnim zpisobem ovliviiuje parametry MS,
a to nejen u potkana (Liska et al. 2017), ale i ¢lovéka (Bendlova et al. 2017). Pfi manipulaci
podavanim vysokosacharézové diety vykazuje kmen SHR.PDZbtb16, ve srovnani se svym
progenitorovym kmenem SHR, horsi glukézovou toleranci, snizenou inzulinovou senzitivitu

kosterniho svalu a vyssi sérovou hladinu TG (Kabelova et al. 2017).

4.1.4 Kmen BN/Cub

Potkani kmen Brown Norway (BN/Cub) (Rat Genome Database ID 737899) pochazi z divoce
zijicich potkanti, kteti byli odchyceni v roce 1917 v USA a nasledné chovani odd¢lené od
ostatnich kmentl. Na Ustavu biologie a lékat'ské genetiky 1.LF UK a VFN v Praze je tento kmen
chovan od roku 1964 systémem cileného kitizeni bratr x sestra po vice nez 90 generaci. Kmen
BN/Cub je bézn¢ vyuzivan jako kontrolni kmen pro metabolické a fyziologické studie. Genom
tohoto kmene byl navic kompletn¢ sekvenovan (Gibbs et al. 2004) a n¢kolik let probiha také
systematickd analyza jeho fenomu (Kwitek et al. 2006).

Zatimco vySe uvedené kmeny jsou metabolicky senzitivni k nutri¢éni manipulaci
vysokosacharézovou dietou, u kmene BN se MS pfi jejim podavani nerozviji. Podavani diety

s vysokym obsahem tukt viak vede u kmene BN k rozvoji hypercholesterolemie (Seda et al.

2005).

4.2 Experimentalni protokol

Potkani vy$e uvedenych kment byli narozeni a chovéani na Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky
1. LF UK a VFN v Praze, v mistnosti se stalou teplotou (23 °C), vlhkosti (55 %) a fizenym
rezimem svétla a tmy (12/12 hodin). Po celou dobu trvani experimentu méla zvifata volny

ptistup k potravé a vode.
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Vsem potkantim ur¢enym k experimentu byla od jejich narozeni podavana standardni
dieta (STD, Standard diet) (viz Tab. 2) (Ssniff RZ, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Germany). Po dosazeni pohlavni dospélosti, konkrétné v péti mésicich véku byli vSichni
potkani v ramci jednotlivych kmend rozdé€leni do dvou skupin v zavislosti na pohlavi (n=8
kmen/pohlavi/dieta) a nasledn¢ jim byla po dobu dvou tydnt podavana ad libitum
vysokotukova dieta (HFD; High Fat Diet) (viz Tab. 2) (Ssniff, Ssniff Spezialdidgten GmbH,
Soest, Germany), nebo vysokosacharozova dieta (HSD; High-Sucrose Diet) (viz Tab. 2)
(Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha, Ceska republika). HFD byla konkrétng
podavana potkanim kmentim SHR, PD/Cub, SHR.PDZbth16, zatimco HSD byla podavana
kmenim PD/Cub a BN/Cub. Procentudlni zastoupeni makronutrientli (lipidd, bilkovin a
sacharidll) v pouzitych dietach z hlediska energetického kryti je uvedeno v Tab. 2. Béhem
podavani experimentélnich diet byla dvakrat tydné monitorovana télesnd hmotnost vSech
potkand a mnozstvi zkonzumované diety (Adventurer Pro Precision Balance AV2102c, Ohaus,

Melrose, USA).

Tab. 2 Procentualni sloZeni pouZitych diet z hlediska energetického kryti. STD, Standardni dieta; HFD;
Vysokotukova dieta, HSD; Vysokosacharozova dieta

Makronutrienty Lipidy Proteiny Sacharidy
STD 10 % 26 % 64 %
HFD 59 % 15 % 26 %
HSD 10,4 % 19,6 % 70 %

4.3 Oralni glukozovy tolerancni test

Po uplynuti doby experimentu byl po no¢nim lacnéni u vSech potkani proveden oralni
glukozovy tolerancni test (OGTT). Krev pro stanoveni glykémie byla odebirana z ocasni Zily v
intervalech 0, 30, 60, 90, 120 a 180 minut po intragastrickém bolusovém podani 30% vodného
roztoku glukézy (3 g/kg télesné hmotnosti) (Glukopur, Natura, Havli¢kiv Brod, Ceska
republika). Pro stanoveni glykémie byl pouzit komeréné dostupny glukometr (Bayer Contour
TS Glucose Monitor, Basel, Switzerland), ktery funguje na principu elektrochemické metody.
Pro presné€jsi porovnani schopnosti organismu reagovat na zvySeni hladiny glukoézy byla
vypoctena hodnota AUC (Area under the glycemic curve), tato hodnota obecné vyjadiuje miru

biologické dostupnosti podané latky.
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4.4 Stanoveni metabolického a lipidového profilu z periferni krve

Krev odebrana z ocasni zily potkant byla na dobu minimélné dvaceti minut ledovéana a posléze
centrifugovana (3000 rpm, - 4 °C, 10 minut) (Refrigerated Centrifuge 5415R, Eppendorf,
Hamburk, Némecko). Supernatant (nesrazena krev) byl pfepipetovan do Cisté zkumavky a opét
centrifugovan (5000 rpm, - 4 °C, 5 minut). Ziskané sérum (supernatant) bylo pieneseno do Cisté
zkumavky a uloZzeno do - 60°C, kde bylo skladovano pro nasledna stanoveni (Sanyo Upright
Ultra-low -86C Freezer Model NO. MDFU72VC, Sanyo, Osaka, Japonsko).

Pro stanoveni vybranych parametra (nonHDL a HDL-cholesterol, TAG, FFA, ALT,
AST, inzulin), byly vzdy pouZity vzorky Sesti potkan z kazdé experimentalni skupiny.
Stanoveni téchto parametrii probihalo na spolupracujicim pracovisti na Institutu klinické a
experimentalni mediciny (IKEM). Koncentrace TAG, nonHDL-cholesterolu a HDL-
cholesterolu byly méfeny standardnimi enzymatickymi metodami, za pouziti komercné
dostupnych kit (Erba-Lachema, Brno, Ceskd republika), koncentrace volnych
(neesterifikovanych) mastnych kyselin (FFA) byla stanovena pomoci kolorimetrického kitu na
bazi acyl-CoA oxiddzy (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko). Koncentrace
sérového inzulinu byla stanovena pomoci ELISA kitu (Mercodia, Uppsala, Svédsko).
Koncentrace alaninaminotranferazy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) byly méfeny

kolorimetricky komeréné dostupnymi kity (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

4.5 Odbér organi

Po usmrceni potkanli dekapitaci byly, za Gcelem stanoveni hmotnosti vnitfnich organd,
odebrany tyto organy: srdce, jatra, ledviny, nadledviny, svalova tkan (musculus soleus), hnédy,
retroperitonealni a epididymalni tuk (u samct), respektive periovarialni tuk (u samic) (AX324,
Adventurer® OHAUS Europe GmbH, Switzerland). Odebrané organy byly zabaleny do
hlinikové folie, zamraZeny v tekutém dusiku a umistény do -60 °C, kde byly skladovany (Sanyo
Upright Ultra-low -86C Freezer Model NO. MDFU72VC, Sanyo, Osaka, Japonsko).

4.6 Glykogeneze ve svalové tkani

Bazalni a inzulinem stimulovana inkorporace glukozy do glykogenu ve svalové tkani (branice),

byla métena ex vivo. Nejprve byla branice po dobu 2 hodin inkubovana v 95% Oz + 5% CO-
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v Krebs-Ringerové bikarbonatovém pufru (pH = 7,4) obsahujicim 0.1 pCi/ml [U-14C] znacené
glukozy (UVVR, Praha, Ceska Republika), 5 mM nezna¢ené glukézy a 2.5 mg/ml bovinniho
sérového albuminu (Fraction V; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v piitomnosti, ¢i
nepfitomnosti 250 pU/ml inzulinu v inkuba¢nim mediu. Glykogen vznikly za bazalnich
podminek (bez stimulace inzulinem) byl extrahovan a poté byla méfena inzulinem stimulovana

glykogeneze.

4.7 Lipogeneze v tukové tkani

Casti epididymalni tukové tkané byly po dobu 2 hodin inkubovany v Krebs-Ringerové
bikarbonatovém pufru s 5 mmol/l glukézou, 0.1 uCi [U-14C] zna¢enou glukézou/ml (UVVR,
Prague, Czech Republic) a 2 % bovinnim sérovym albuminem, plynnou fazi 95 % O2 and 5 %
CO2 v ptitomnosti, ¢i nepfitomnosti 250 pU/ml inzulinu v inkubacnim mediu. Inkubace
probihala pti 37 °C v uzavienych nadobéach ve vodném prostiedi na laboratorni tiepacce. Pro
detekci inkorporace [U-14C] znacené glukozy do neutralnich tukd, byla tukova tkan odstranéna
z inkubaéniho media, promyta ve fyziologickém roztoku a umisténa do chloroformu. Casti
tkané byly rozruSseny homogenizatorem s teflonovym pistem. Po pfidani methanolu (ve
vysledném poméru chloroform:metanol 2:1) byly lipidy pies noc pii 4 °C extrahovany. Po
odstranéni zbyvajicich kousku tkani, byl k ¢istému extraktu ptidan KH2PO4. Vytvoteny roztok
byl odpaten, znovu rozpustén ve scintilaéni tekutin€. Radioaktivita vzorku byla méfena ve

scintila¢nim detektoru.

4.8 Statistické zpracovani dat a jejich grafické znazornéni

Ziskana morfometrickd a metabolickd data byla vnesena do integrované databaze a dale
statisticky zpracovana (STATISTICA12 CZ), coz nam umoznilo porovnani pozadovanych
charakteristik v ramci jednotlivych skupin potkanl (rozdil mezi pohlavimi v rdmci stejného
kmene a typu diety, tj. samci x samice), ale i komplexnéj$i srovnani mezi skupinami (riizna
dieta v ramci stejného kmene a pohlavi, tj. HFD x HSD).

Pro porovnani morfometrickych a metabolickych parametri mezi analyzovanymi
potkanimi skupinami byla pouzita vicecestna analyza rozptylu (Two-way ANOVA) s hlavnimi
faktory ,,pohlavi (M x F), ,,kmen*“ (SHR x PD/Cub x SHR.PDZbtb16 x BN/Cub) a ,,dieta*
(HFD x HSD), s naslednou Tukeyho post-hoc metodou porovnavani jednotlivych skupin.
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Hladina vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu byla zvolena p < 0,05. Grafické zpracovani dat
bylo provedeno v programu STATISTICA12_CZ a MS Excel (Microsoft Office 365).
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5 Vysledky

5.1 Vysokotukova dieta

5.1.1 Vliv vysokotukové diety na morfometrické parametry

Cilem stanoveni morfometrickych parametrti, konkrétné nartistu télesné hmotnosti a hmotnosti
vybranych télesnych organd, bylo posoudil vliv HFD na tyto parametry a zachyceni piipadnych
rozdilti mezi pohlavimi v ramci potkanich kmenit SHR, PD/Cub a SHR.PDZbtb16.

Co se tyka télesné hmotnosti, v rdmci jednotlivych potkanich kment byla hmotnost
samic v§ech uvedenych kment signifikantné nizs$i nez hmotnost samct, a to ptiblizné o 130 g.
Nartst télesné hmotnosti béhem podavani HFD byl u samic 1 samcii vSech potkanich kmeni
rovnomérny. V ramci kmene PD/Cub byl zaznamenan signifikantné vétsi vahovy ptirtistek u
samcil (8,4 % puvodni télesné hmotnosti) oproti samicim (4,3 % ptvodni télesné hmotnosti)
(p=5,16x10%). Mezi pohlavimi potkanti kmene SHR a SHR.PDZbtb16 nebyl béhem pokusu
detekovan u samic kmene PD/Cub (4,3 % ptivodni télesné hmotnosti) v porovnani se samicemi
kmene SHR.PDZbtb16 (6,6 % ptvodni télesné hmotnosti) (p=0,04) a SHR (8,5 % ptvodni
télesné hmotnosti (p=3,74x104). Mezi samci v ramci testovanych kmenti nebyl nalezen Zadny

signifikantni rozdil ve vdhovém pfirtistku (viz Graf 1A, 1B a 1C).
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1A. Télesna hmotnost 1A. Vahovy prirastek
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1B. Télesna hmotnost 1B. Vahovy prirustek
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Graf 1. Zmény télesné hmotnosti a vahovy pfiristek potkani krmenych HFD. Pribéh kiivky
znazornuje zmeény télesné hmotnosti potkanti od zacatku podavani HFD (0) az do dne, kdy byli potkani
vystaveni 12 hodinovému la¢néni (14. den). Hodnoty uvedené v grafu pfedstavuji primér =SEM z osmi
nezavislych méfeni (n=8/pohlavi/kmen). Graf 1A — kmen SHR.PDZbtb16; Graf 1B — kmen SHR; Graf
1C — kmen PD/Cub; M, samci; F, samice; ***p < 0,001.

Vétsi mnozstvi zkonzumované diety (v praméru o 5 g/den) bylo zaznamenano u samcti
V porovndni se samicemi v ramci vSech testovanych potkanich kment, konkrétné¢ u kmene
SHR.PDZbtb16 (p=6,14x10), SHR (p=1,72x10°) a PD/Cub (p=2,03x10). U sam¢iho
pohlavi bylo nejvice HFD zkonzumovano potkany kmene PD/Cub v porovnani s potkany
kmene SHR.PDZbth16 (p=2,01x10) a SHR (p=3,68x10%). V ramci samiciho pohlavi nebyly
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mezi riznymi kmeny detekovany zadné rozdily v mnoZzstvi zkonzumované diety (data nejsou
zobrazena).

Za ucelem porovnani hmotnosti vnitinich organti potkani mezi samci a samicemi,
byly absolutni hodnoty hmotnosti jednotlivych organt vztazeny na 100 g té€lesné hmotnosti
potkana.

Hmotnost srdce byla signifikantné vyssi u samic v porovnani se samci, a to v radmci
kmene SHR.PDZbtb16 (p=1,61x10°), SHR (p=9,18x101%) a PD/Cub (p=6,35x10""). Vyssi
hmotnost srdce byla naméfena u samic kmene SHR oproti samicim kmene SHR.PDZbtb16
(p=2,31x103) a PD/Cub (p < 10'%) a soucasné i u samic kmene SHR.PDZbtb16 v porovnani
se samicemi kmene PD/Cub (p=3,89x107°). V ramci saméiho pohlavi byla niz§i hmotnost
srdce detekovana u kmene PD/Cub oproti kmeni SHR.PDZbtb16 (p=2,11x101%) a kmeni SHR
(p= 8,88x10716) (viz Tab 3).

V ramci jednotlivych kmenii byla namétena vyssi hmotnost jater vzdy u samic kmene
SHR.PDZbtb16 (p=1,49x10), SHR (p=2,02x107") a PD/Cub (p=3,93x10°) oproti samctim
ptislusnych kment. V rdmci samic¢iho a samc¢iho pohlavi nebyl mezi testovanymi potkanimi
kmeny ve hmotnosti jaterni tkané€ detekovan zadny vyznamny rozdil (viz Tab. 3).

Vétsi hmotnost ledvin byla pozorovana u samc kmene SHR.PDZbtb16 (p=2,92x10"
%) a SHR (p=3,71x10®) oproti samicim piisluinych kmenti. V rdmci samic¢iho pohlavi byla
vy$§8i hmotnost ledvin pozorovana u kmene SHR v porovnani s kmenem PD/Cub (p=7,67x10
%) a soucasné také u kmene SHR.PDZbtb16 oproti kmenu PD/Cub (p=1,98x107?). Déle pak byla
vys$§i hmotnost ledvin pozorovana u samcti kmene SHR.PDZbtb16 v porovnani se samci kmene
PD/Cub (p=1,44x10"") a samcti kmene SHR oproti samctim kmene PD/Cub (p=6,09x10) (viz
Tab. 3).

U samic vSech testovanych kment byla detekovana vy$si hmotnost nadledvin
V porovnani se samci, a to v ramci kmene SHR.PDZbtb16 (p=2,27x10*?), SHR (p=1,04x101°)
a PD/Cub (p=1,72x10""). Signifikantn& vy$$i hmotnost nadledvin byla detekovana u samic
kmene SHR.PDZbtb16 oproti samicim kmene SHR (p=3,61x102) a kmene PD/Cub
(p=1,00%10°) a soucasné i samic kmene SHR oproti samicim kmene PD/Cub (p=4,71x104).
V ramci samciho pohlavi nebyl v hmotnost nadledvin mezi riznymi kmeny Z4dny vyznamny
rozdil detekovan (viz Tab. 3).

Vys§i hmotnost hnédého tuku byla pozorovana u samic kmene SHR.PDZbtb16
V porovnani se samci stejného kmene (p=1,14x107?), zatimco u ostatnich kmenti zadny
signifikantni rozdil mezi pohlavimi nebyl detekovdn. V rdmci samic¢iho pohlavi byla

signifikantné¢ vysS§i hmotnost hnédého tuku detekovana u kmene PD/Cub Vv porovnani se
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samicemi kmene SHR.PDZbtb16 (p=4,29x10%) a SHR (p=8,99x10-%). U sam¢iho pohlavi byla
vys$§i hmotnost hnédého tuku pozorovana u kmene PD/Cub oproti kmene SHR.PDZbtb16
(p=1,74x1011) a SHR (p=1,23x10?) a souc¢asné i u kmene SHR oproti kmeni SHR.PDZbtb216
(p=1,19x10?) (viz Tab. 3).

Hmotnost epididymalniho/periovaridlniho tukového télesa byla vyssi u samic kmene
PD/Cub oproti samctim stejného kmene (p= 5,97x1078), zatimco v rAmci ostatnich kmen® zadny
signifikantni rozdil mezi obéma pohlavimi nebyl detekovan. V ramci samiciho pohlavi byla
vys$$i hmotnost periovarialniho tuku detekovana u kmene PD/Cub oproti kmeni SHR.PDZbtb16
(p=2,23x10%%) a SHR (p=1,29x10%?). U samci byla signifikantné vé&t§i hmotnost
epididymalniho tukového télesa naméfena u kmene PD/Cub oproti kmeni SHR.PDZbtb16
(p=3,12x10%) a SHR (p=4,05x10°) (viz Tab. 3).

Hmotnost retroperitonealniho tukového télesa byla signifikantné vyssi u samet oproti
samicim, a to u kmene SHR (p=8,96x10"*) a PD/Cub (p=1,57x107"). Samice kmene PD/Cub
mély vys$s$i hmotnost retroperitonealniho tuku v porovnani se samicemi kmene SHR.PDZbtb16
(p=1,28x10%) a SHR (p=7,81x107?) a také u samic kmene SHR.PDZbtb16 oproti samicim
kmene SHR (p=1,26x1072). V ramci samé&iho pohlavi byla vétsi hmotnost retroperitonealniho
tukového télesa detekovana u kmene PD/Cub v porovnani s kmenem SHR.PDZbtb16
(p=3,73x10%%) a kmenem SHR (p=3,22x101!) a sou¢asné i u kmene SHR oproti kmenu
SHR.PDZbtb16 (p=4,98x10?) (viz Tab. 3).

Ve hmotnostech svalové tkané (m. soleus) nebyly detekovany zadné vyznamné rozdily
mezi pohlavimi v ramci stejného kmene, ani v ramci stejného pohlavi mezi riznymi kmeny (viz

Tab. 3).

Tab. 3 Hmotnost vnitinich organi potkant krmenych HFD. Hodnoty uvedené v tabulce jsou
vztazeny na 100 g télesné hmotnosti potkana a predstavuji vzdy primér £SEM z osmi nezavislych
meéfeni (n=8/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; EDT, epididymalni tuk; POT periovarialni tuk; RPT,

retroperitonealni tuk.
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5.1.2 VIiv vysokotukové diety na metabolické parametry

Meéieni metabolickych parametrti u potkanti krmenych HFD za ucelem stanoveni glukézové
tolerance a inzulinové rezistence zahrnovalo stanoveni hodnot glykémie v pribéhu OGTT a
vypocet AUC (Area Under The Glycemic Curve), stanoveni inzulinémie a vypocet indexu
inzulinové rezistence HOMA-IR (Homeostatic model assessment for insulin resistance). Za
ucelem stanoveni lipidového profilu byly méfeny hodnoty TAG, FFA, nonHDL a HDL
cholesterolu v periferni krvi. Pfipadné poskozeni jater bylo hodnoceno stanovenim hladiny
alaninaminotransferazy (ALT) a aspartdtaminotransferazy (AST).

V ramci kmene SHR.PDZbtb16 nebyl mezi pohlavim detekovan zadny signifikantni
rozdil v glykémii na la¢no. Ve 30. a 60. minut€ OGTT byla detekovéana vyssi glykémie u samic
Vv porovnani se samci (p=1,49x102 a p=0,01), pii¢emz ve 120 minuté byla vys§i glykémie
detekovana u samci (p=3,04x10%). Mezi pohlavimi kmene SHR.PDZbtb16 soudasné nebyl
detekovan zadny vyznamny rozdil v hodnoté AUC (viz Graf 2A).

Vyssi glykémie ve 30., 60. a 90. minuté¢ OGTT byla naméfena u samic kmene SHR
oproti samctim stejného kmene (p=6,41x104, p=0,01 a p=0,01) a soucasné byla u samic tohoto
kmene detekovana také vyssi hodnota AUC (p=0,02) (viz Graf 2B).

U kmene PD/Cub byla vyssi glykémie pozorovana u samci v 60., 120. a 180. minuté
prib&hu OGTT (p=0,04, p=3,25x10% a p=2,67x107®) a u samcl byla soucasné& vypodtena také
vy$§i hodnota AUC (p=7,44x10°) (viz Graf 2C).

V ramci samiciho pohlavi byla vyznamné vyssi hodnota AUC naméfena u kmene
PC/Cub v porovnani s kmenem SHR.PDZbtb16 (p=1,47x1073) a také kmenem SHR oproti
kmenu SHR.PDZbtb16 (p=9,32x10%). Samice kmene PD/Cub mély vy3si glykémii
vV porovnani se samicemi kmene SHR.PDZbtb16 na la¢no a v 90. a 120. minut¢ OGTT
(p=1,64x103; p=1,51x10"* a 0,02), zatimco samice kmene SHR mély oproti samicim kmene
SHR.PDZbtbt16 vyssi glykémie ve 30. a 90 minuté (p=0,04 a p=0,01) (viz Grafy 2A, 2B a 2C).

Vyssi hodnota AUC byla pozorovana u samcti kmene PD/Cub oproti kmentim SHR a
SHR.PDZbtb16 (p=1,33x10% a p=9,37x10%). Konkrétné¢ méli samci kmene PD/Cub vyssi
hodnoty glykémie oproti samclim kmene SHR.PDZbtb16 na lacno a ve 30., 60., 90., 120., a
180. minuté¢ OGTT (p=3,05x108; p=4,65x10"*; p=3,83x107; p=1,46x10"°; p=3,33x10"° a
p=9,14x10%) a oproti samcim kmene SHR na la¢no a ve 30., 60., 90. a 120. minuté¢ OGTT
(p=7,88x10""; p=0,05; p=5,82x1077, p=5,60x10° a p=1,45x10"*) (viz Grafy 2A, 2B a 2C).
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Graf 2. Oralniho glukézovy toleranéni test (OGTT) a AUC u potkani krmenych HFD. Krev pro
stanoveni glykémie byla odebrana z ocasni zily potkana pted (0) a po bolusovém podani 30% vodného
roztoku glukozy (3g/kg télesné hmotnosti potkana) ve 30., 60., 90., 120., a 180. minuté. Hodnoty
uvedené v grafu predstavuji vzdy praimér £SEM z osmi nezavislych méfeni (n=8/pohlavi/kmen). Graf
2A — kmen SHR.PDZbth16; Graf 2B — kmen SHR; Graf 2C — kmen PD/Cub; M, samci; F, samice; *p
<0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

Koncentrace inzulinu v séru byla signifikantné¢ vy$$i u samci kmene PD/Cub
V porovnani se samicemi stejného kmene (p=1,98x107°). Samci kmene PD/Cub méli vyrazné
vy$8i hladinu inzulinu oproti samctim kmene SHR (p=7,04x108) a SHR.PDZbtb16
(p=2,24x10") a samice kmene PD/Cub mély sérovou koncentraci inzulinu vyss$i nez samice
kmene SHR.PDZbtb16 (p=0,01) (viz Graf 3).

Za ucelem zjisténi inzulinové rezistence byl vypoéten index HOMA-IR (Homeostatic
model assessment for insulin resistance), ktery byl signifikantné vyssi u samcti kmene PD/Cub
oproti samicim stejného kmene (p=1,9x104). V ramci sami¢iho pohlavi byl HOMA-IR vyssi u
kmene PD/Cub v porovnani s kmenem SHR.PDZbtb16 (p=2,13x10), zatimco u samé&iho
pohlavi byla inzulinova rezistence vyssi u kmene PD/Cub oproti kmenim SHR.PDZbtb16
(p=8,05x10" a SHR (p=1,73x107) (viz Graf 4).

Koncentrace TAG V séru se mezi pohlavimi v rdmeci stejnych kment potkant nijak
nelisila. Samice kmene PD/Cub mély nizsi sérovou koncentraci TAG V porovnani se samicemi
kmene SHR (p=9,09x104) a SHR.PDZbtb16 (p=7,68x10%). Signifikantn& niz$i hladina TAG
byla také detekovana u samcti kmene PD/Cub v porovnani se samci kmene SHR (p=4,62x10"

%) a SHR.PDZbth16 (p=7,40x103) (viz Graf 5).
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Koncentrace sérovych FFA se mezi pohlavimi v ramci stejnych kmenti potkand nijak
nelisila. U samcti kmene SHR.PDZbtb16 byla pozorovana vyssi koncentrace FFA oproti
samcim kmene SHR (p=0,03) a vyssi sérova hladina FFA byla také detekovéana u samic kmene

PD/Cub v porovnani se samicemi kmene SHR (p=0,03) (viz Graf 6).
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Graf 3. Koncentrace inzulinu v krvi potkanii krmenych HFD. Krev na stanoveni inzulinu byla
odebrana z ocasni Zzily potkana. Hodnoty uvedené v grafu pfedstavuji vzdy primér £SEM z Sesti

nezavislych méteni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; **p < 0,01; ***p <0,001.
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Graf 4. Inzulinova rezistence (index HOMA-IR) u potkani krmenych HFD. Krev na stanoveni
inzulinu a glukézy v séru byla odebrana z ocasni Zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu piedstavuji
vzdy pramér £SEM ze $esti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; **p < 0,01;
***p <0,001.
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Graf 5. Koncentrace triacylglyceroli (TAG) v krvi potkani krmenych HFD. Krev na stanoveni
TAG byla odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu ptredstavuji vzdy primér £SEM

z Sesti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; **p < 0,01; ***p <0,001.
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Graf 6. Koncentrace volnych mastnych Kyselin (FFA) v krvi potkani krmenych HFD. Krev na
stanoveni FFA byla odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu ptedstavuji vzdy pramer

+SEM z Sesti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; *p < 0,05.

U samcti kmene PD/Cub byla detekovéna signifikantné vyssi koncentrace nonHDL-
cholesterolu v porovnani se samicemi stejného kmene (p=0,01). V ramci sami¢iho pohlavi byla

vy§8i hladina pozorovana u kmene PD/Cub oproti kmenu SHR (p=0,04) a u kmene
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SHR.PDZbtb16 oproti kmenu SHR (p=0,05). Vyssi koncentrace nonHDL-cholesterolu byla
také detekovana u samci kmene PD/Cub oproti samcim kmene SHR.PDZbtb16 (p=0,05) a
kmene SHR (p=1,48x10") a u samcti kmene SHR.PDZbtb16 oproti samciim kmene SHR (p=
0,03) (viz Graf 7).

Koncentrace HDL-cholesterolu byla mezi pohlavimi v rdmci jednotlivych potkanich
kmeni signifikantné rozdilna pouze u kmene PD/Cub, pfi¢emz nizsi hladiny byly detekovany
u samic oproti samctim (p=0,01). Samice kmene PD/Cub m¢ly soucasn¢ nizsi hladinu HDL-
cholesterolu v porovnani se samicemi kmene SHR (p=0,03) a SHR.PDZbth16 (p=4,04x10).
Vyrazné€ nizsi hladinu sérového HDL-cholesterolu mély soucasné také samice kmene SHR
oproti samicim kmene SHR.PDZbtb16 (p=2,34x107). V ramci sam¢iho pohlavi byla nizsi
hladina HDL-cholesterolu naméfena u kmene SHR a PD/Cub oproti kmeni SHR.PDZbtb16
(p=7,81x10"*a p=1,16x1073) (viz Graf 8).
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Graf 7. Koncentrace nonHDL-cholesterolu v krvi u potkanii krmenych HFD. Krev na stanoveni
nonHDL-cholesterolu byla odebrana z ocasni Zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji vzdy
prumér £SEM z Sesti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001.

41



HDL-cholesterol

k% * %k

1,2 *k K o %

0,2
0
QO N o
& @Q& & 2 S
\° Q
S

Graf 8. Koncentrace HDL-cholesterolu v krvi u potkant krmenych HFD. Krev na stanoveni HDL-
cholesterolu byla odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu ptredstavuji vzdy pramér
+SEM z Sesti nezavislych méteni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; *p <0,05; **p <0,01; ***p

<0,001.

Vyssi koncentrace ALT byla v ramci kmene SHR.PDZbtb16 a SHR detekovana u
samic oproti samctim (p=6,29x1072 a p=2,13x103). U samic kmene PD/Cub byla koncentrace
ALT v séru nizsi oproti samicim kmene SHR (p=2,95x10"*) a SHR.PDZbtb16 (p=7,82x10%),
zatimco u samciho pohlavi nebyly detekovany zadné signifikantni rozdily mezi kmeny (viz
Graf 9).

U samic kmene SHR.PDZbtb16 a SHR byla naméfena vyrazné vyssi hladina AST
V porovnani se samci v ramci stejnych kmeni (p=0,01 a p=0,04). Vyssi koncentrace AST v séru
byla také pozorovana u samic kmene SHR.PDZbtb16 oproti samicim kmene PD/Cub (p=0,01),
zatimco u samcu zadny signifikantni rozdil mezi jednotlivymi kmeny nebyl detekovan (viz Graf
10).
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Graf 9. Koncentrace alaninaminotransferazy (ALT) v krvi potkani krmenych HFD. Krev na
stanoveni ALT byla odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji vzdy pramér

+SEM z $esti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; **p <0,01; ***p <0,001.
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Graf 10 Koncentrace aspartataminotransferazy (AST) v krvi potkanti krmenych HFD. Krev na
stanoveni AST byla odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji vzdy primér

+SEM z Sesti nezavislych méfeni (n=6/pohlavi/kmen). M, samci; F, samice; *p < 0,05; **p <0,01.
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5.2 Vysokosacharézova dieta

5.2.1 Vliv vysokosacharézové diety na morfometrické parametry

Cilem stanoveni morfometrickych parametrti, konkrétné nartistu télesné hmotnosti a hmotnosti
vybranych télesnych organt bylo posoudil vliv HSD na tyto parametry a zachyceni pfipadnych
rozdili mezi pohlavimi v rdmci potkanich kmenit PD/Cub a BN/Cub.

Co se tyka télesné hmotnosti potkanti, hmotnost samic obou uvedenych kmeni byla
signifikantné nizsi (v priméru o 105 g) neZ hmotnost samct v ramci piislusného kmene. Nartist
télesné hmotnosti béhem podavani HSD byl u samic i samcii testovanych kment rovnomérny.
V ramci kmene BN/Cub byl zaznamenan signifikantn¢ vétsi vahovy ptirtstek u samic (9 %
pivodni télesné hmotnosti) oproti samciim (3,2 % piivodni télesné hmotnosti) (p=4,88x107),
zatimco u kmene PD/Cub zadny mezipohlavni rozdil ve vahovém pfirtistku detekovan nebyl.
Mezi potkanimi samci kmentt PD/Cub a BN/Cub byl pozorovan rozdil v narlstu télesné
hmotnosti béhem experimentu, pfi¢emz u kmene PD/Cub byl vahovy pfirastek vyssi (9,4 %
pivodni télesné hmotnosti) (p=3,48x10-%). U samic obou kmenti nebyl ve vahovém pfirtistku

béhem experimentu nalezen signifikantni rozdil (viz Graf 11A a 11B).
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11B. Télesna hmotnost 11B. Vahovy prirustek
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Graf 11. Zmény télesné hmotnosti a vahovy priristek potkani krmenych HSD. Pribéh kiivky
znazornuje zmeény télesné hmotnosti potkant od zac¢atku podavani HSD (0) az do dne, kdy byli potkani
vystaveni 12 hodinovému lacnéni (14. den). Hodnoty uvedené v grafu ptedstavuji primér £SEM z
nezavislych méfeni. Graf 11A — kmenPD/Cub; Graf 11B — kmen BN/Cub; M, samci; F, samice; **p <
0,01; ***p <0,001.

Zaucelem porovnani hmotnosti vnitinich organti potkanti mezi samci a samicemi obou
testovanych kmenti, byly absolutni hodnoty hmotnosti jednotlivych organti vztazeny na 100 g
télesné hmotnosti potkana.

Hmotnost jater byla signifikantné vy$si u samic v porovnani se samci, a to v ramci
kmene PD/Cub (p=1,82x10") a BN/Cub (p=5,19x10%). V rdmci sami¢iho pohlavi pak byla
vy$§i hmotnost jater detekovana u kmene PD/Cub oproti kmeni BN/Cub (p=2,03x107%). Vyssi
hmotnost jater byla také namétena u samcti kmene PD/Cub oproti samcim kmene BN/Cub
(p=2,20x10"%) (viz Tab.4).

Vétsi hmotnost ledvin byla pozorovana u samic kmene PD/Cub (p=0,05) a BN/Cub
(p=0,03) oproti samcim pfislusnych kmenti. V ramci sami¢iho pohlavi byla vy$s§i hmotnost
ledvin pozorovéana u kmene BN/Cub v porovnani s kmenem PD/Cub (p=9,06x10%). Dale pak
byla vys$si hmotnost ledvin pozorovana u samciit kmene BN/Cub v porovnéani se samci kmene
PD/Cub (p=8,06x10) (viz Tab. 4).

Hmotnost epididymalni respektive periovarialni tukové tkané byla vyssi u samct
kmene BN/Cub (p=0,01) oproti samicim stejného kmene. V ramci sami¢iho pohlavi byla vyssi

hmotnost periovarialni tuku pozorovana u kmene PD/Cub v porovnani s kmenem BN/Cub
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(p=1,22x10%). Dale pak byla vy$3i hmotnost epididymalni tukové tkan& pozorovana u samcii

kmene PD/Cub Vv porovnani se samci kmene BN/cub (p=7,04x10%) (viz Tab. 4).

Tab. 4 Hmotnost vnitinich organi potkani krmenych HSD. Hodnoty uvedené v tabulce jsou
vztazeny na 100 g télesné hmotnosti potkana a predstavuji vzdy pramér £+SEM z nezavislych méteni.

M, samci; F, samice; EDT, epididymalni tuk; POT periovarialni tuk

Organy Jatra Ledviny Tukova tkari
BN/Cub F 3,240,053 0,61+0,011 0,46+0,025
BN/Cub M 2,48+0,068 0,56+0,011 0,860,106
PD/Cub F 3,530,099 0,53+0,013 1,08+0,12
PD/Cub M 3,1120,051 0,48+0,015 1,32:60,046
12O 2,26x10° 1,87x10% 5,14x10°

(kmen)

P ANOVA 8,63x10° 6,23x10°3 435%x10°
(pohlavi)
Gamenx pobtavi) | O1° 08 044

5.2.2 Vliv vysokosacharézové diety na metabolické parametry

Meéteni metabolickych parametri u potkani krmenych HSD za Gc¢elem stanoveni gluk6zové
tolerance a inzulinové rezistence zahrnovalo stanoveni glykémie béhem OGTT a vypocet AUC,
stanoveni inzulinémie a vypocet indexu inzulinové rezistence HOMA-IR. Za icelem stanoveni
lipidového profilu byly méfeny hodnoty TAG a soucasné byla méfena také rychlost
glykogeneze ve svalové tkani a lipogeneze v tukové tkéni.

V ramci kmene PD/Cub nebyl mezi pohlavimi detekovan Zadny signifikantni rozdil
Vv glykémii na lacno, ani po celou dobu OGTT a souasné nebyl zaznamenan ani zadny
vyznamny rozdil v hodnoté AUC (viz Graf 12A).

V ramci kmene BN/Cub nebyl mezi pohlavimi detekovan Zadny signifikantni rozdil
Vv glykémii na lacno. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen pouze v hodnotach glykémie ve
120. minuté OGTT, pfi¢emz vyss§i hodnoty byly naméteny u samct (p=0,041) oproti samicim.
Mezi pohlavimi kmene BN/Cub nebyl detekovan Zadny vyznamny rozdil v hodnoté AUC (viz
Graf 12B).
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V ramci samic¢iho pohlavi nebyl mezi obéma testovanymi kmeny potkanti detekovan
signifikantni rozdil v glykémii na la¢no. Rozdil v hodnotach glykémie byl nalezen pouze v 60.
minuté¢ OGTT, pfic¢emZ u samic kmene PD/Cub byla hodnota glykémie vyssi oproti samicim
kmene BN/Cub (p=0,049). Mezi samci obou kmenti byl nalezen signifikantni rozdil v glykémii
na lacno, pficemz vyssi hodnoty byly detekovany u kmene PD/Cub (p=0,035). V ramci pohlavi
nebyl mezi obéma kmeny potkanti nalezen zadny vyznamny rozdil v hodnoté AUC (viz Grafy

12A al2B).
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Graf 2. Oralniho glukézovy toleranéni test (OGTT) a AUC u potkani krmenych HSD. Krev pro
stanoveni glykémie byla odebrana z ocasni zily potkana pted (0) a po bolusovém podéni 30% vodného
roztoku glukozy (3g/kg té€lesné hmotnosti potkana) ve 30., 60. a 120. minuté. Hodnoty uvedené v grafu
predstavuji vZzdy pramér +SEM z nezavislych méfeni. Graf 12A — kmem PD/Cub; Graf 12B — kmen
BN/Cub; M, samci; F, samice; *p < 0,05.

V koncentraci sérového inzulinu, jakozto ani V mife inzulinové rezistence nebyl mezi
pohlavimi v ramci jednoho kmene ani mezi kmeny v ramci jednoho pohlavi nalezen zadny
signifikantni rozdil (viz Graf 13 a 14).

Koncentrace TAG V séru se mezi pohlavimi v rdmci jednotlivych kment potkant nijak
nelisila. Samice kmene PD/Cub mély vyssi sérovou koncentraci TAG Vv porovnani se samicemi
kmene BN/Cub (p=1,60x10) a signifikantn& vys3i hladina TAG byla také detekovéana u samcii
kmene PD/Cub v porovnani se samci kmene BN/Cub (p=4,16x10"%) (viz Graf 15).
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Graf 13. Koncentrace inzulinu v krvi potkani krmenych HSD. Krev na stanoveni inzulinu byla
odebrana z ocasni zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu ptedstavuji vzdy primér £SEM z nezavislych

méfeni. M, samci; F, samice
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Graf 14. Inzulinova rezistence (index HOMA-IR) u potkani krmenych HSD. Krev na stanoveni
inzulinu v séru byla odebrana z ocasni Zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu piedstavuji vZdy pramér

+SEM z nezavislych méfeni. M, samci; F, samice
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Graf 15. Koncentrace triacylglyceroli (TAG) v krvi potkanid krmenych HSD. Krev na stanoveni
TAG byla odebrana z ocasni Zily potkana. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji vzdy primér £SEM

z nezavislych méfeni. M, samci; F, samice; **p <0,01; ***p < 0,001.

Bazalni i inzulinem stimulovana glykogeneze byla signifikantné vyssi u samcti kmene
PD/Cub oproti samicim stejného kmene (p=0,03; p=0,02), zatimco mezi pohlavimi kmene
BN/Cub zadny statisticky vyznamny rozdil zaznamenan nebyl. Statisticky vyznamné rozdily
V bazélni i inzulinem stimulované glykogenezi byly dale detekovany u samic kmene PD/Cub

oproti samicim kmene BN/Cub (p=0,02; p=0,05) a také u samcti kmene PD/Cub oproti samcim
49



kmene BN/Cub (p=6,24x103; p=7,77x107%), pfi¢emz ve viech piipadech byly vyssi hodnoty u
kmene PD/Cub (Viz Graf 16A a 16B). U samci kmene PD/Cub narostla glykogeneze po ptidani
inzulinu do média o0 40,9 % oproti samicim, u kterych doslo k narustu pouze 0 22,1 %. U samcii
kmene BN/Cub narostla glykogeneze po pfidani inzulinu do média o 30,1 % oproti samicim, u
kterych doslo k narustu o 35,7 %.
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Graf 16. Bazalni glykogeneze (0) a inzulinem stimulovana glykogeneze (250) u potkani krmenych
HSD. Hodnoty uvedené v grafu piedstavuji vzdy primér £SEM z nezavislych méteni. M, samci; F,

samice; A-kmen PD/Cub, B-kmen BN/Cub; gl: glukéza; g tk: gram tukové tkang; *p < 0,05.

V ramci kmene PD/Cub nebyl detekovan Zadny mezipohlavni rozdil v bazélni ani v
inzulinem stimulované lipogenezi v tukovém télese. V ramci kmene BN/Cub byl nalezen rozdil
mezi pohlavimi v bazalni i inzulinem stimulované lipogenezi v tukovém télese, pfi¢emz v obou
ptipadech byly hodnoty vys$§i u samcii oproti samicim (p=1,52x103; p=6,88x10). Statisticky
vyznamné rozdily v inzulinem stimulované lipogenezi v tukovém télese byly dale detekovany
u samic kmene BN/Cub oproti samicim kmene PD/Cub (p=0,03) a také u samcti kmene BN/Cub
oproti samcim kmene PD/Cub (p=1,01x10-3), pfi¢emz hodnoty ve obou piipadech byly vyssi
u kmene BN/Cub (viz Graf 17A a 17B). U samct kmene PD/Cub narostla lipogeneze po pfidani
inzulinu do média 0 40,5 % oproti samicim, u kterych doslo k narustu o 34,8 %. U samct kmene
BN/Cub narostla lipogeneze po ptidani inzulinu do média 0 40,5 % oproti samicim, u kterych
doslo k narustu 0 57,9 %.
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17A. Lipogeneze 17B. Lipogeneze
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Graf 17. Bazalni lipogeneze (0) a lipogeneze stimulovana inzulinem (250) u potkant krmenych
HSD. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji vzdy primér £SEM z nezavislych méfeni. M, samci; F,

samice; A-kmen PD/Cub, B-kmen BN/Cub; gl: glukdza; g tk: gram tukové tkané; **p <0,01.
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6 Diskuze

Tato diplomova préace se zabyvala identifikaci vlivu dvou odlisnych typt diet, konkrétné diety
S navySenym mnozstvim tukii nebo sacharidi na morfometrické a metabolické parametry
asociované s MS v zavislosti na pohlavi jedince. Jako modelovy organismus byly pouzity Ctyii
ruzné geneticky definované kmeny laboratorniho potkana, jez jsou geneticky predisponovany
k nékterym patologiim podmitiujicim MS a jsou dlouhodobé& chovany na Ustavu biologie a
l1¢kaiské genetiky 1. LF UK v Praze (UBLG). Nalezeni ptipadnych rozdilii mezi sam¢im a
sami¢im pohlavim v patogenezi MS v zavislosti na dieté by mohlo vést k personalizovanéjsi, a
vysoce kardiometabolicky rizikového stavu. V neposledni fadé mohou podobné studie vést
k identifikaci kandidatnich genii pro patogenezi MS v ramci pohlavné specifické genomické
architektury MS.

Tato préce je inovativni zejména z divodu zahrnuti obou pohlavi v experimentu,
nebot’ v ramci zvitecich preklinickych studii byva vzdy preferencné€ vyuzivano samci pohlavi,
a to kvili obecnému piredpokladu zvysSené variability fenotypickych parametri u samic
rozvijejicich se na podkladé estralniho cyklu. V jedné z recentnich rozsahlych studii (142
fenotypti u 50 inbrednich kment potkana) vSak bylo prokazano, Ze kolisani hladin pohlavnich
hormonit v zavislosti na fazi estralniho cyklu metabolické parametry u samic vyrazné
neovliviiuje a v rdmci experimentu tak neni tfeba navySovat pocet samic (Dayton et al. 2016).
Tato prace byla vypracovana v radmci rozsahlejSich studii sledujicich nutrigenetické a
nutrigenomické aspekty komplexnich chorob, kterymi se laboratot Experimentalni genetiky

UBLG pod vedenim prof. Sedy dlouhodobé zabyva.

6.1 Vliv diety s navySenym mnoZstvim tuku na patogenezi MS

Podavani vysokotukové diety bylo po dlouhou dobu povazovano za pficinu rozvoje obezity,
ktera je jednou z hlavnich patofyziologii podminiujicich MS, ale také dyslipidemie ¢i diabetu 2.
typu. V poslednich letech se vSak ukazuje, Ze spiSe nez absolutni mnozstvi tukli ve strave,
ovlivituje zdravotni stav spiSe pfijem tuk z hlediska slozeni mastnych kyselin, pfipadné

potraviny, kde jsou tuky kombinovény s jednoduchymi sacharidy, jako je tomu napiiklad v celé
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fad¢ primysloveé zpracovanych potravin (Cascio et al. 2012; DiFeliceantonio et al. 2018; Poti
et al. 2017).

6.1.1 Morfometrické parametry

Pocatecni télesnd hmotnost a hmotnost v pribéhu experimentu byla v ptipadé samic
signifikantné niz§i nez hmotnost samcu piislusnych kmenti, a to u vSech testovanych kmend.

Zatimco zadny mezipohlavni rozdil ve vahovém piirGstku nebyl detekovan u kment
SHR.PDZbtb16 a SHR, v ramci kmene PD/Cub doslo k vétsimu nartstu télesné vahy u samcii
V porovnani se samicemi (8,4 % vs. 4,3 % pivodni télesné hmotnosti). Soucasné byl vahovy
pfirtstek samic kmene PD/Cub signifikantné niZ§i nez u samic zbyvajicich kment a v rdmci
samc¢iho pohlavi byl narist t€lesné hmotnosti mezi riznymi kmeny potkana pfiblizné stejny.
Mensi vahovy piirtstek u samic kmene PD/Cub pii srovnatelném piijmu potravy s ostatnimi
kmeny svéd¢i o pohlavné specifickém genetickém nastaveni metabolickych drah u této
skupiny, které by mohlo byt pfedmétem nasledného zkoumani.

U samic vSech testovanych kment byla detekovana vyznamné vy$s$i hmotnost srdce,
jater a nadledvin v porovnani se samci pfislusnych kmeni, zatimco u samcti kmene SHR a
SHR.PDZbtb16 byla namétena vétsi hmotnost ledvin v porovnani se samicemi stejnych kment.
VéEtsi velikost jater u samic mize byt spojena s jejich hypertrofii v disledku jejich zhorSené
funkce, na kterou poukazuje také zvyseni sérovych hodnot AST a ALT, jez jsme v ramci této
prace detekovali pravé u samic oproti samcim u kmeniit SHR.PDZbtb16 a SHR. Vyssi
hmotnosti srdce byly detekovany ptfevazné u kmenit SHR a SHR.PDZbtb16 oproti kmenu
PD/Cub, nebot’ spontanni hypertenze u téchto kment je pravdépodobné spojena s hypetrofii
levé komory (Alvarez et al. 2008).

U samic kmene SHR.PDZbtb16 byla pozorovana vyssi hmotnost hnédého tuku oproti
samcim stejného kmene. Hnédy tuk je z divodu vysoké metabolické aktivity povazovan za
protektivni z hlediska rozvoje obezity, respektive MS, nebot’ zvysuje klidovy energeticky
vyde;j.

Naopak Vétsi mnozstvi retroperitonealniho tuku bylo detekovano u samcti oproti samicim
kmenit SHR a PD/Cub. Retroperitonedlni tuk, respektive tuk visceralni tuk, je spojen s vyrazné
vysSim kardiometabolickym rizikem. NaSe vysledky koresponduji s predilekénim ukladani
tuktl v oblasti bficha pravé u saméiho pohlavi z divodu snizené koncentrace estrogent v Krvi

(Brow & Clegg 2010). Nejveétsi mnozstvi retroperitonealniho tuku bylo detekovano v ramci
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kmene PD/Cub oproti ostatnim kmeniim, coz lze vysvétlit specifickym genovym pozadim

tohoto kmene.

6.1.2 Metabolické parametry

Zhorsena gluk6zova tolerance pii OGTT byla pozorovana u samcti kmene PD/Cub oproti
samicim stejného kmene. Tyto vysledky mohou naznacit lepsi reakci sami¢iho organismu pfi
zvysenych koncentracich glukézy v krvi oproti samctim. Tuto domnénku podporuji i vypoctené
hodnoty AUC, které byly u samic vyrazné nizsi. Soucasné také byla u samcti tohoto kmene
nemeéiena i vys$i hladina sérového inzulinu a vyraznéjsi inzulinova rezistence. Obé& pohlavi
kmene PD/Cub vykazovala vyssi hladinu inuzlinu a vy$$i inzulinovou rezistenci oproti ostatnim
kmentiim v rdmci stejného pohlavi. Zatimco samci se liSili od obou kmenti, samice se lisili pouze
od kmene SHR.PDZbth16. Z vyse uvedeného lze tedy shrnout, Ze mezipohlavni rozdily
Vv gluk6ézovém metabolismu jsou patrné ptedevsim u kmene PD/Cub, ptfi¢emz horsi glukozova
tolerance a inzulinova rezistence je pfitomna u samcti. Inzulinova rezistence se vétSinou rozviji
na podkladé€ obezity centrdlniho typu a v této studii bylo zjiSténo, Ze je u samct kmene PD
pfitomno vetsi mnozstvi retroperitonedlniho tuku. Vyssi inzulinové senzitivita u samiciho
pohlavi v porovnani se samci byla také dokumentovana v fad¢ studii, v¢etné studii lidskych
(Karakelides et al. 2010). Nékteré studie poukazuji na to, Ze vyssi hladiny sérovych estrogent
a progesteronu mohou inzulinovou senzitivitu také snizovat (Livingstone & Collison 2002),
¢im Ize vysvétlit horsi glukdzovou toleranci u samic kmene SHR v porovnani se samci stejného
kmene.

Koncentrace sérovych TAG a FFA se mezi jednotlivymi pohlavimi v rdmci kment
nijak neliSila. Nejnizs$i hladiny TAG byly detekovany u kmene PD/Cub, zatimco v ramci
testovanych kmenti méli nejvyssi hladinu nonHDL-cholesterolu a tato hladina byla soucasné
vys$§i u samctl oproti samicim, coz odpovida fyziologickym rozdilim mezi pohlavimi v téchto
hodnotach. Naopak samice kmene PD/Cub mé¢li niz8i hladinu HDL. To mize byt vysvétleno
vyssi citlivosti Zen oproti muzim na nepiiznivé ucinky obezity, tento rozdil je nejvice patrny
pravé v hladinach HDL (Knopp et al. 2005).
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6.2 Vliv diety s navySenym mnoZstvim sacharidi na patogenezi MS

6.2.1 Morfometrické parametry

Podavani HSD potkantim je v fadé¢ studii doprovazena narstem télesné hmotnosti (Aslam &
Madhu 2017), nicméné v nékterych studiich podavani HSD k naristu télesné hmotnosti
nevedlo (Sakamoto et al. 2012). V této praci byl vétsi narust t€lesné hmotnosti pii podavani
HSD zaznamenéan u samic kmene BN/Cub oproti samciim. Piekvapivé je tak pozorovani, ze
pravé u samcti kmene BN/Cub doslo béhem podavani HSD k vyznamnému narGstu mnozstvi
epididymalniho tukového t€lesa oproti samicim stejného kmene. Podobné vysledky, kdy doslo
K nartstu mnozstvi celkového intraperitonealniho tuku, ptedev$im pak epididymalniho tuku,
nikoliv vSak k narastu celkové télesné hmotnosti potkanich samcii pti podavani HSD po dobu
20 tydnt, bylo dokumentovano i ve studii Cao et al. (2012). U kmene PD/Cub zadny
signifikantni vdhovy piirtistek mezi pohlavimi detekovan nebyl. Tento rozdil mezi obéma
kmeny lze vysvétlit rozdilnym genetickym pozadim pouzitych potkanich kment.

Vys$si hmotnost jater a ledvin byla pozorovéna u samic obou testovanych kment
V porovnani se samci. Vys$§i hmotnost jater u samic muze byt spojena s jejich hypertrofii
v dtsledku jejich vyraznéji zhorSené funkce, a tudiz i vyssi citlivosti hepatocytd k HSD.
Predpoklddame, Ze jatra samic neméla vétsi relativni hmotnost na pocatku experimentu oproti
samciim. Naopak studie ukazuji, Ze u samcti byva hmotnost jater vyssi a tyto odlisné vysledky

ja tak tieba dale ovértit (DeLand & North 1968; Kratzer et al. 2003).

6.2.2 Metabolické parametry

Podavani HSD je vétSinou spojeno se zhorSenim glukozové tolerance a inzulinové rezistence
(Bourgoin et al. 2008; Cao et al. 2012; Sumiyoshi et al. 2006). Ac¢koli u potkanich kment
BN/Cub a PD/Cub byl tento efekt, vyrazngjsi u PD/Cub, dfive popsan (Sedova et al. 2000), v
ramci této diplomové prace jsme mezi zvifaty krmenymi HSD nepozorovali Zadny signifikantni
rozdil v glukézové toleranci a inzulinové rezistenci mezi pohlavimi. D4 se tedy predpokladat,
ze nutrigenomicky profil samic a samci vramci jednotlivych inbrednich kmenii neni
dostatecné vyrazné odliSny na to, aby se pfi kratkodobém podavani HSD piipadné projevil.
Soucasné nebyly detekovany ani mezipohlavni rozdily v hladiné TAG a jelikoz

hladina TAG pravdépodobné koreluje s vyskytem inzulinové rezistence zptisobené podavanim
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HSD (Pagliassotti et al. 1996), vysledky se shoduji s vySe zminénym faktem, Ze nebyl
detekovan ani rozdil v inzulinové rezistenci.

U samct kmene PD/Cub narostla glykogeneze po ptidani inzulinu do média vice nez
u samic. A naopak u samci kmene BN/Cub narostla méné oproti samicim. Srovnatelné
vysledky byly pozorovany u lipogeneze. Tento narist vypovida o schopnosti tkan¢ reagovat na
inzulin a vysledky u kmene BN/Cub se shoduji s literaturou. Studie provdzena na potkanech
potvrdila, ze u samic, které byly krmeny HSD, nedochazelo ke zhorSeni reakce tkani na inzulin,
avSak u samct, krmenych stejnou dietou ke zhorSeni doslo. Autofi piedpokladali protektivni
ucinek estrogenu a/nebo progesteronu, nebo neptitomnost muzskych androgenit vici snizené
reakci tkani na inzulin pfi HSD (Horton et al. 1999). Tyto vysledky jednoznaéné ukazuji
kmenovou (genetickou) specificitu nutrigenetickych interakei, kdy u modelu polygenné
predisponovaného k rozvoji inzulinové rezistence (PD/Cub) miize dojit ke specifickeé,
idiosynkratické reakci. Toto zjisténi, podobné jako diive ustavena ,,dietné modulovana
farmakogenetickd interakce®, pak pii pfipadné extrapolaci napiiklad pro lidsky organismus
ukazuje diileZitost jedine¢né reakce na identicky vnéjsi stimul a svéd¢i proti generalizovanym

doporugenym postupiim a interpretacim (Seda et al. 2008).

6.3 HFD vs. HSD

Zda se, ze u kmene PD/Cub ma HFD negativngjsi vliv na glukézovou toleranci, hodnoty AUC
u nich byly vyrazné vyssi neZ u potkant stejného kmene krmenych HSD. Souéasné HFD vede
ke vétSimu zvySeni mnozstvi epididymalniho tukového télesa, coz potvrzuje 1 jina studie, ve
které autofi dospéli k podobnym vysledkim (Kim et al. 1999). Rozdil byl pouze
V hodnotach inzulinové rezistence, zatimco v na$i studii mély samice krmené HSD nejvyssi
hodnoty inzulinové rezistence, ve vySe zminéné studii samice krmené HSD nevykazovaly
zhorSenou inzulinovou senzitivitu, a naopak samci krmeni HSD a samice 1 samci krmeni HFD
méli zhorSenou inzulinovou senzitivu. Tento rozdil mize byt dan rozdilnou genetickou
specifitou pouzitych potkanti a / nebo riznou délkou experimentu. Tuto hypotézu potvrzuji
pilotni data z jiné, dosud nepublikované studie, kde se ukazuje, Ze u kmene PD/Cub je zdsadnim
zpusobem zménéna exprese ¢lent metabolickych drah beta-oxidace mastnych kyselin a rodiny
acyl-CoA syntetaz (Seda et al. nepublikovana data). V nasi praci miize byt rozdil v inzulinové
rezistenci mezi dietami dan pfipadné i odlisnou dobou odbéru krve pro stanoveni glukézy a
inzulinu, to vSak nevysvétluje mezipohlavni rozdily u potkani krmenych HSD v ramci kmene.

7Zda se, ze HSD ma u tohoto kmene negativnéjsi vliv na hladinu sérového inzulinu a TAG. To
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je vsouladu s literaturou, kdy v zasad¢ existuje konsensus, ze HSD vede u vétSiny
experimentalnich modelt ke zvyseni koncentrace TAG v séru, zvySené produkci VLDL a
snizené oxidaci cukra a tukti. Pro HFD jsou data siln€ zavisla na pouzitém experimentalnim

kmeni, stejn¢ jako v této diplomové praci (Cahova et al. 2012).
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» Byl potvrzen rozdilny vliv diety (HFD x HSD) na MS. Je pravdépodobné, ze se na vzniku

konkrétnich komponent MS podileji tyto diety odliSnym mechanismem.

» Byla potvrzena geneticka determinace nékterych komponent MS.

» Nebyla potvrzena souvislost mezi pohlavim a rozdilnou prevalenci MS. U nékterych
parametrui Sice byly nalezeny mezipohlavni rozdily, av$ak tyto rozdily nebyly v ramci
testovanych kment ani podavanych diet jednotné. Pohlavi a jeho vliv na patogenezi MS ma
pravdépodobné aditivni charakter s dal§imi faktory, jako je konkrétni genotyp a podavana

dieta, ptipadné jejich nutrigeneticka interakce.

» Identifikovali jsme nékolik rozdilii v projevech MS v zavislosti na rozdilné dieté, pohlavi
nebo genetické determinaci. Je proto dulezité zdlraznit, ze v 1é¢ebné praxi by mélo dochazet

k vysoce individualizované terapii vSech komponent MS.

» V ramci pokracovani tohoto projektu bude dale provedena analyza transkriptomu v jaterni
tkdni, retroperitonedlnim a hnédém tukovém télese S cilem identifikovat ptipadné
mezipohlavni rozdily v genové expresi indukované dietou s navySenym mnozstvim tuki

nebo sacharidu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACE angiotenzin konvertujici enzym

ALT alaninaminotranferaza

AST aspartataminotransferaza

AUC plocha pod kiivkou (area under the curve)

BMI body mass index

CD36 Cluster of Diferentiation 36

CMP cévni mozkova piihoda

CoA koenzym A

EGIR Evropska skupina pro studium inzulinové rezistence (European Group for the Study of
Insuline Resistance)

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

eNOS endotelialni NO syntdza

FABPs proteiny vazajici mastné kyseliny (fatty acid binding proteins)

FFA volné mastné kyseliny (free fatty acid)

FTO Fat Mass and Obesity-associated

GI glykemicky index

GLUT4 Glucose Transporter 4

HAM syndrom hypoandrogenniho metabolismu

HDL lipoprotein s vysokou hustotou (high-density lipoprotein)

HFD vysokotukova dieta (high-fat diet)

HOMA-IR homeostaticky model pro hodnoceni inzulinové rezistence (Homeostatic model
assessment for insulin resistance)

HSD vysokosachardzova dieta (high-sucrose diet)

IDF Mezinérodni organizace pro 1écbu diabetu (International Diabetes Federation)
IFG glykémie na la¢no (Impaired Fasting Glucose)

ICHS ischemicka choroba srde¢ni

IL-1 interleukin-1

IL-6 interlukin-6

KVO kardiovaskularni onemocnéni

LCFA-CoA komplex mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a CoA (long-chain fatty acyl-CoA)
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LDL lipoprotein o nizké hustoté (low-density lipoprotein)

LFD nizkotukova dieta (low-fat diet)

MK mastné kyseliny

mRNA mediatorova (informacni) ribonukleova kyselina

MS metabolicky syndrom

NCEP ATP Il Narodni vzdélavaci program pro cholesterol - tfeti panel pro 1écbu dospélych
(National Cholesterol Education Programme Adult Treatment Panel I11)
NO oxid dusnaty

NSX Ca?*/Na* vyménik

OGTT oralni glukézovy toleran¢ni test

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor 1

PAK proteinkinaza A

PD/Cub polydaktylni kmen potkana

PKC proteinkinaza C

Plzf promyelocytic leukemia zinc finger

PPARY receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (peroxisome proliferator-activated
receptor-y)

RAAS renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

RyR ryanodinovy receptor

SERCA 2 Ca?* ATP-azova pumpa ve sténg sarkoplazmatického retikula
SHR spontanné hypertenzni kmen potkana (spontaneously hypertensive rat)
SHR.PDZbtb16 spontanné hypertenzni polydaktylni s mutaci genu Zbtb16 kmen potkana
SNP jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
SNS sympaticky nervovy systém

SR sarkoplazmatické retikulum

TAG triacylglycerol

TCF7L2 Transcription Factor 7-like 2

TG triglycerid

TLR4 Toll-like receptor 4

TNF o tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor-a)

T2D diabetes mellitus 2.typu

VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low-density lipoprotein)
WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
Zbtb16 Zinc Finger and BTB domain containing 16
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B-AR beta-adrenergni receptor
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