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ABSTRAKT
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Skolitel: doc. PharmDr. Iva BousSova, Ph.D.
Nazev rigorozni prace: Vliv glutamatem navozené obezity na detoxikaéni

enzymy obsahujici glutathion

Obezita a s ni spojené zdravotni komplikace se v populaci vyskytuji stale castéji
a patii k nejstudovanéj$im zdravotnim tématiim dneska. Také starnuti organismu je velmi
diskutované. Pouziva se riznych zvifecich modelll a sleduji se zmény v organismu na
organové, tkanové, bunéné i molekularni arovni. Ukolem této prace bylo porovnani
specifickych aktivit a proteinové exprese enzymu glutathionperoxidasy (GPx)
a glutathionreduktasy (GR) a specifické aktivity glutathion-S-transferasy (GST) v jatrech
obéznich mys$i a zdravych kontrol z hlediska patologického stavu, starnuti a pohlavi.
Pouzity byly skupiny mysi s obezitou navozenou glutaméatem sodnym (MSG), osmolalni
kontroly (NaCl) a mysi bez 1écby obou pohlavi a stari 8 a 20 tydnd. Specifické aktivity
enzymil byly stanoveny spektrofotometricky. Proteinova exprese byla stanovena pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy a imunoblottingu. Nejvétsi zmény v aktivité
enzymu v souvislosti s obezitou jsem zjistila u GST, jejiz aktivita klesla u obéznich
samcu pifiblizné o 50 %, zatimco u samic nebyl vyrazny rozdil. Specifickd aktivita
enzymil GR a GPx se navozenim obezity vyrazn€ nezménila. Pohlavi nejvice ovlivnilo
aktivitu enzymu GST. Samci kontrolnich skupin méli dvojnasobné vyssi aktivitu GST
nez samice stejného veku, obezita tento rozdil potlacila. S v€kem se aktivita studovanych
detoxikaénich enzymi pfili§ neménila. Proteinova exprese GR se vlivem obezity zvysila
pfiblizné o jednu az dvé tretiny oproti kontrolnim skupinam. S vékem proteinova exprese
GR vétsinou mirné klesala a ve vétSin€é skupin méli samci mirné nizsi expresi GR nez

samice. Exprese GPx2 se ménila nejednoznacné a prevazné u samcu.
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Obesity and related comorbidities occur more frequently in the population and
belong to the most studied contemporary health topics. Aging of the organism is much
discussed topic as well. Various animal models are used to observe changes in the
organism at the organ, tissue, cellular and molecular levels. Comparison of specific
activities and protein expressions of glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
reductase (GR), and specific activity of glutathione-S-transferase (GST) in the liver of
obese mice and healthy controls according to the pathological state, aging and sex was
the aim of this study. Mice with monosodium glutamate (MSG)-induced obesity, osmolal
controls (NaCl) and mice without treatment of both sexes and at 8 and 20 weeks of age
were used. Specific enzyme activities were determined spectrophotometrically. Protein
expressions were determined using polyacrylamide gel electrophoresis followed by
immunoblotting. The biggest obesity-related changes in enzyme activity were observed in
GST, which activity declined in obese male mice by 50%, while in female mice was the
difference insignificant. The specific activities of GR and GPx enzymes did not change
significantly upon obesity induction. Among studied enzymes, the activity of GST was
the most influenced by the gender. Male mice in control groups had twice as high GST
activity as females of the same age; this difference was suppressed by obesity. The
activity of studied detoxification enzymes remained almost unchanged with increasing
age. Protein expression of GR has increased by one- or two-thirds due to obesity in
comparison with control groups. GR protein expression usually slightly decreased with
age and in most groups was GR expression slightly lower in males than in females. GPx2

protein expression changed ambiguously and mainly in males.
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1. Uvod

Rigordzni praci jsem vypracovavala na katedie biochemickych véd Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy pod odbornym vedenim doc. PharmDr. Ivy BouSové, Ph.D.
Pro studium obezity je na katedie zaveden model mysi s obezitou navozenou glutamatem
sodnym. Tento model jsem vyuzila také pii vypracovani své diplomové prace, kde jsem
se zabyvala vlivem glutamatem navozené obezity na antioxidacni enzymy u mysi
(konkrétn¢ na katalasu, superoxiddismutasu a peroxidasy). Tuto praci jsem pojala jako
prohloubeni znalosti a pokracovani ve studiu vlivu tohoto typu obezity na dalsi enzymy,
tentokrat na detoxikacni enzymy obsahujici glutathion. Stanovovala jsem specifické
aktivity  glutathionperoxidasy,  glutathionreduktasy = a  glutathion-S-transferasy
a porovnavala je s ohledem na v&k, pohlavi a patologicky stav pokusnych zvirat. U
glutathionperoxidasy a glutathionreduktasy jsem stanovovala a porovnavala také

proteinovou expresi.

Obezita a sni souvisejici onemocnéni jsou dilezitym vefejnym zdravotnim
tématem nejen v bohatych spole¢nostech, ale 1 v nékterych rozvojovych zemich (Segula
et al. 2014). Pfiiny vzniku obezity jsou velmi diskutované a zabyva se jimi mnoho
védeckych tymti. Jednad se o chronické onemocnéni, kdy presnd etiologie neni vzdy
znama, ale zejména u morbidni obezity byva pfi¢inou vice faktort (Fobi et al. 2004).
V organismu dochdzi pfi obezit¢ ke zvySeni oxida¢niho stresu. Glutathion je jednim
enzymy podilejici se na antioxida¢ni funkci glutathionu patii glutathionperoxidasy,
glutathionreduktasa a glutathion-S-transferasy (Nydlova et al. 2014), kterymi se ve své

préaci zabyvam.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Obezita

2.1.1. Definice a klasifikace obezity

Definovat pojem obezita neni snadné. Lze fici, ze se jedna o nadbytek télesného
tuku. U dospélého €lovéka by mélo byt v téle pfitomno asi 15-20% tuku, u Zen je obsah
tuku vyssi (az 25-30%) z celkové télesné hmotnosti. Jini vS§ak mohou oponovat, ze nejde

o mnozstvi, ale o rozlozeni tuku v téle (Kopelman et al. 2010).

Obezita vznika pfi pozitivni energetické bilanci. Tato skute¢nost ma vyznamny
zdravotni dopad, protoZe zvySuje riziko vzniku fady dalSich chorob (Vicek a Fialova
2010). Obezita vyznamné zvySuje nemocnost, imrtnost, zhorSuje kvalitu Zivota a ptinasi
zavazné socioeckonomické problémy. Jeji prevalence roste a lze hovofit jiz o epidemii.
Nejedna se o kosmeticky problém, ¢i o selhani jedince, ale o komplexni onemocnéni, pii
jehoz rozvoji se uplatnuji jak vrozené predispozice, tak vlivy soucasného obezitogenniho

prostiedi (Hainer 2011).

Pro klasifikaci obezity se pouziva index télesné hmotnosti (BMI, z anglického

body mass index), coz je pom¢r hmotnosti v kg a vySky v metrech na druhou.

¢ Normalni hmotnost: BMI 18,5-24,9

e Nadvaha: BMI 25,0-29,9

e Obezita 1. stupné (mirna): BMI 30,0-34,9

e Obezita 2. stupné (stfedni): BMI 35,0-39,9

e (Obezita 3. stupné (té¢zka): BMI 40 a vic (Vicek a Fialova 2010)

Nicméng¢, riziko komorbidit spojenych s obezitou roste také u jedinct s normalni
vahou a BMI, ktefi maji vétsi obvod pasu. Jestlize ma muZz vice nez 102 ¢m a Zena vice
nez 88 cm v pase, zna¢i to vyznamné riziko vzniku zdravotnich komplikaci (Kaila
a Raman 2008). Dalsim kritériem je pomér obvodu téla v pase a kolem boki, ktery by

m¢él byt u muzt do 0,95 a u Zen do 0,85 (Masopust 2006).

Obezita, definovana jako BMI vétsi neZ 30 kg/m?, je skuteény zdravotni problém.
Dosahuje globélnich rozméra epidemie a Svétova zdravotnickd organizace odhaduje, ze

na svét¢ je vice nez miliarda lidi s nadvdhou a minimalné 300 milioni obéznich



(Kanasaki a Koya 2011). Piiblizné 2.4 % finan¢nich ndkladi ve zdravotnictvi je

vynalozeno na 1é¢bu obezity (Kaila a Raman 2008).
2.1.2. Etiopatogeneze obezity

V etiopatogenezi obezity se uplatiiuje fada faktord zahrnujicich interakce mezi
genetikou, hormony a prostfedim. Zkouma se fada genii, které mohou byt zapojeny do
vzniku obezity a nékteré zavéry nejsou jednotné. Jedna se napiiklad o gen pro
Bs-adrenergni receptor, gen pro melanokortinovy receptor 4, chromosom 10p a gen pro
receptor PPARY, (peroxisome proliferators-activated receptors). Mezi hormony zapojené
do patofyziologie obezity patii hormony vylucované ze stfeva, adipokiny a dalsi.
Sekundarnimi pfi¢inami vzniku obezity jsou nékterd lé¢iva a neuroendokrinni nemoci,
napi. onemocnéni hypothalamu, hypofyzy, stitné zlazy a nadledvinek (Kaila a Raman

2008).
2.1.2.1. Genetické a vrozené priciny obezity

Genetické faktory ovliviiuji energetickou rovnovahu jak s ohledem na energeticky
pfijem, tak na energeticky vydej. Obezita je vSeobecné povazovdna za onemocnéni
vyznamn¢ souvisejici s Zivotnim stylem, tedy s prostfedim, a podil genetickych faktort je
podcenovan. Vyznamny vliv ur€it¢tho chromozomalniho lokusu se uplatiiuje zejména
u tézkych obezit. Polygenni vliv se vztahuje k rtiznym stupnitim akumulace télesného tuku
a tyto vlivy jsou cast¢jSi nez monogenni. Obezita je poté vysledkem interakce prostredi
s geny obezitogennimi a také s geny, které naopak rozvoji obezity brani, tedy
leptogennimi. Upravou Zivotniho stylu, prevenci a 1é&bou obezity miiZzeme vyznamné
modifikovat prostiedi a zabranit tak manifestaci gent zvySujicich nachylnost ke vzniku
obezity. Mezi geneticky determinované faktory ovliviiujici rozvoj obezity fadime
napfiklad regulaci pfijmu potravy v hypothalamu, expresi a aktivitu hormon-senzitivni
lipasy a lipoproteinové lipasy, expresi B-adrenergnich receptorti v tukové tkani, slozeni
kosterniho svalstva, klidovy energeticky vydej a spontanni pohybovou aktivitu (Hainer

2011).

Populacni genetické studie zkoumaji kandidatni geny. Nejslibnéjsi se zdaji byt
napiiklad gen pro receptor TNFa (tumor-nekrotizujici faktor a), gen sdruzeny s vysokou
hladinou triacylglycerolii nebo lokus souvisejici s transientnim neonatalnim diabetem

mellitem. Mutace v leptinovém systému jsou vzacné. Ve vysoké frekvenci se u obéznich
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vyskytuje mutace genu pro Bs;-adrenergni receptor v tukové tkéani (regulace metabolismu
lipidi a termogeneze). Na ovlivnéni BMI u lidi s predispozici k obezit¢ se
pravdépodobné podili mutace nuklearniho receptoru PPARy, ktery je dilezity pro
adipogenezi a insulinovou signalizaci (Masopust 2006). Vrozenou pfi¢inou obezity mize
byt dédicna choroba, napt. Prader-Williho syndrom nebo Bardetiv-Biedliv syndrom
(Hainer 2011, VI¢ek a Fialova 2010).

Nizka porodni hmotnost, respektive nizky pomér hmotnosti k délce, predurcuje
zvySené riziko rozvoje metabolického syndromu a vyskytu kardiovaskularnich
onemocnéni v pozd&j§im véku. Jednd se o tzv. prenatdlni naprogramovani Setiiciho

energetického metabolismu (Masopust 2006).
2.1.2.2. Hormonalni regulace energetického metabolismu

Regulace energetického metabolismu je komplexni d¢j, ktery je ovliviiovan
mechanickymi signdly ze zazivaciho traktu, nutriénimi signdly, termogennimi signaly
a také neurohumoralnimi signaly z hypothalamu. Ventromedidlni hypothalamus je
centrem sytosti, zatimco laterdlni centrem hladu. Destrukce ventromedidlniho nebo
stimulace laterdlniho hypothalamu vedou ke zvySeni hmotnosti a vzniku morbidni
obezity. Signaly pisobici zvySeni pfijmu potravy jsou anabolické, orexigenni a naopak

signaly pusobici sniZzeni ptijmu potravy jsou katabolické, anorexigenni (Hainer 2011).

Energeticky metabolismus ovliviiuji, kromé jinych faktorti, latky produkované

v CNS, GIT a take latky produkované v tukové tkani.
o Latky z CNS

Z neuropfenasecil se na ovliviilovani sytosti a fizeni piijmu potravy podili serotonin,
noradrenalin, dopamin, opioidy, endokanabinoidy a glutamat (Hainer 2011). Mezi
orexigenni faktory patii napiiklad orexin A a B, neuropeptid Y, galamin a naopak mezi
anorexigenni faktory fadime neurotensin, hormon uvoliujici kortikotropin a a-MSH

(melanocyty-stimulujici hormon) (Masopust 2006).
o Latkyz GIT

V travici soustavé se na udrZzeni homeostdzy energetického metabolismu podili

cholecystokinin, glukagon, ghrelin, bombesin, somatostatin a amylin (Masopust 2006).
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e Latky z tukové tkané

Tukova tkan je metabolicky aktivni organ, ktery je nejen primarnim mistem ulozeni
nadbytecné energie, ale slouzi také jako endokrinni orgédn zodpovédny za syntézu mnoha
biologicky aktivnich latek, které se podileji na regulaci energetické homeostazy (Coelho
et al. 2012). Builky tukové tkané tvoii a secernuji tzv. adipokiny, jsou to hormony leptin,
resistin, adiponektin, visfatin, angiotensinogen, cytokiny TNFa, IL-6 (interleukin), IL-8,
enzymy aromatasa a triacylglycerolova lipasa, prostacykliny, rastové faktory a faktory
komplementu (naptiklad properdin). Adipokiny spoluptsobi pii regulaci chuti k jidlu,
termogenezi, citlivosti tkani k insulinu, ovliviluji zdnét a imunitu a maji i dalsi funkce

(Masopust 2006). Aktivita tukové tkané neni vSude stejna, zalezi na lokalizaci v téle.

V tukové tkani dochézi k expresi vSech slozek renin-angiotensin-aldosteronového
systétmu (RAAS). Angiotensin II stimuluje syntézu prostacyklinti, diferenciaci adipocytl
a lipogenezi (Coelho et al. 2012). Leptin je produktem tukové tkéné, je povazovany za
prozanétlivy cytokin patiici do rodiny IL-6. Jednd se o anorexigenni peptid, ktery
inhibuje lipogenezi, dava mozku signély o stavu tukové zasoby. Mnozstvi tukové tkané
a koncentrace leptinu v plazmé jsou zavislé na mnozstvi energie uloZené v tuku stejné
jako na stavu energetické rovnovahy. Proto je hladina leptinu zvySena u obéznich jedinci
a sniZzena pii prejidani. Regulace pfiyjmu potravy leptinem je zprosttedkovéana caste¢né
insulinem. Leptin vzrista v odpovédi na nizké hladiny insulinu a naopak se jeho hladina
snizuje po jidle nebo jako odpovéd na stimulaci vy$Simi hladinami insulinu. Syntéza
leptinu je vys$i v podkozni nez ve viscerdlni tukové tkani, proto u Zen muzeme zjistit
vyS$$i koncentrace leptinu v plazmé&. Resistin byl objeven v roce 2001. Produkuji ho
adipocyty a také velké mnoZstvi imunokompetentnich bunék. Uvoliiovani resistinu se zda
byt stimulovéano pii zanétu, hyperglykemii, ristovymi a pohlavnimi hormony. M4 velky
vliv na zvySeni lipogeneze translokaci glukosového transportéru GLUT (Coelho et al.

2012).

Mezi vzacné pfic¢iny obezity zplisobené poruchou Zlaz s vnitini sekreci fadime
Cushingiiv  syndrom, hypotyredzu, hypothalamické poruchy, hypopituitarismus,
hyperprolaktinemii, hypogonadismus, hyperestrinismus nebo take

pseudohypoparatyredzu (VIicek a Fialova 2010, Hainer 2011).
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Vrwe

2.1.2.3. Zevni priciny obezity

Nekteré adenovirové infekce, perzistujici organické polutanty Zivotniho prostiedi,
nebo nepfiméieny spanek mohou pfispét ke vzniku obezity. Dal$imi zevnimi pfi¢inami
jsou také nékteré 1éky, které ovliviiuji regulaci télesné hmotnosti, nebo piimo adipogenezi
v tukové tkani (Hainer 2011). K nartistu hmotnosti mize dochazet u diabetikt pii 1é¢be
Iéky zvysSujicimi hladinu insulinu, nebo pii 1écbé vySSimi davkami glukokortikoidd,
star§imi antihistaminiky zvySujicimi chut’ k jidlu, antipsychotiky typu chlorpromazinu,
¢i po olanzapinu, pfi 1écbé tricyklickymi antidepresivy nebo lithiem (Vi¢ek a Fialova

2010).
2.1.3. Lécba obezity
2.1.3.1. Dieta, energeticky vydej a psychoterapie

Lécbu obezity je vhodné zacit nizkoenergetickou dietou, zvySenim fyzické
aktivity, psychoterapii vedouci ke zmén€ postoje kjidlu a nésledné pokracovat
farmakoterapii 1éky, které snizuji pocit hladu nebo omezuji vstiebavani tukda.
uspéSném sniZzeni hmotnosti tento vysledek udrzet. Je tfeba pacientovi navrhnout realné
cile, abychom se vyhnuli naslednému zvySeni vdhy a poté opakovanému sniZovani
a naslednému zvySovani vahy, kterému se tika ,,jo-jo efekt”. Pii 1é€b¢é obezity musime

tedy v prvni fad¢€ navodit negativni energetickou bilanci (Vi¢ek a Fialova 2010).

V organismu se na regulaci energetické rovnovahy podili mnoho mechanismti.
Je ovlivilovana mechanickymi signaly ze zaZivaciho traktu, nutricnimi signaly pi{jmu
zakladnich Zivin, termogennimi signaly a neurohumoralnimi signaly z hypothalamu.
Uplatiiuje se také role sympatického nervového systému, ktery ma vliv na energeticky
vydej, spontanni pohybovou aktivitu a postprandialni termogenezi. Vztah mezi snizenou
aktivitou sympatiku a naristem hmotnosti byl potvrzen klinickymi studiemi.
Je prokazéna souvislost mezi sniZzenou exkreci noradrenalinu a vzestupem hmotnosti
a vztah mezi nizkou exkreci adrenalinu a vznikem centralni obezity. Se zvySenym
energetickym piijjmem stoupa aktivita sympatiku a tim se sniZuje pravdépodobnost
dalsiho nartistu hmotnosti. Ze Zivin aktivuji sympatikus naptiklad sacharidy (Hainer et al.

2011).

13



Pti zahajovani redukéni diety je potieba se nejprve podivat na dosavadni
stravovaci navyky pacienta, ktery si vede denicek se zaznamy druhu a mnozstvi snédené
potravy. Dietni sestra s nim tyto zapisy zhodnoti a pacientovi je sestaven plan na miru.
Zakladem je vzdy sniZzeni procenta tuku, omezeni nasycenych trans-mastnych kyselin,
zvyseni nenasycenych mastnych kyselin, omezeni jednoduchych cukrii a naopak zvyseni

podilu komplexnich cukri, zeleniny a ¢aste¢né také ovoce (Vicek a Fialova 2010).

Energeticky pfijem ovliviiuje zastoupeni zivin a popfipad¢ i alkoholu v piijmu
potravy. Kromé socioekonomickych a kulturnich faktord je energeticky piijem ovlivnén
také geneticky, protoze je zndmo, Ze preference potravin je hereditarné ovlivnéna. Na
zvySeném energetickém piijmu se podili hlavné zvySend konzumace tuki, které mayji
malou sytici schopnost a je potieba jich tak snist vice nez bilkovin nebo cukrt a také je
po poziti tukll nejnizs$i hodnota postprandialni termogeneze. Naopak bilkoviny maji
nejvyssi sytici schopnost a zaroven i nejvice zvysuji postprandidlni termogenezi. Velmi
dilezity je ve stravé piijem vldkniny, hlavné ze zeleniny a ovoce. Vldknina diky své

bobtnavosti navozuje dilataci hornich ¢asti GIT a tim pocit sytosti (Hainer et al. 2011).

Celkovy energeticky vydej se sklada z klidového energetického vydeje (55-70%,
zajisténi zakladnich funkci organismu a udrzovani télesné teploty), postprandidlni
termogeneze (8-12%, traveni, vstiebdvani a metabolismus zivin po poziti potravy,
aktivace sympatiku po jidle) a z energetického vydeje pii pohybové aktivité (20-40%).
Ptestoze v posledni dobé klesa spotieba tukil, prevalence obezity se zvySuje a to praveé
diky sniZujici se pohybové aktivité. Lidé zanechavaji sportovni aktivity, bud’ z nedostatku
Casu, nebo se tak d€je po urazech, pii onemocnéni pohybového aparatu, v obdobi

t€hotenstvi nebo menopauzy (Hainer et al. 2011).

Pohybovou aktivitu volime podle schopnosti a stavu pacienta. Dilezitd je
dostatecna intenzita i trvani, coZ je minimaln¢ 45 minut 3-4x tydné na trovni 50-70 %
maximalni aerobni kapacity. Maximalni aerobni kapacita se ur€uje pomoci maximalniho
pulzu, ktery se vypocitd jako 220 minus vék. U kazdého pacienta se zafind opé&t
zapisovanim a naslednym rozborem jeho pohybové aktivity za poslednich n¢kolik dnt. Je
prokazano, ze lidé svou pohybovou aktivitu nadhodnocuji az o 50 % a naopak piijem
potravy asi o tfetinu sniZuji. PouZivd se i méfeni uslé vzdalenosti pomoci pfistroje

zvan¢ho pedometr (Vicek a Fialova 2010).
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Z psychologickych metod se u obezity pouziva nejCastéji tzv. kognitivné-
behaviordlni terapie. Jedna se o techniky, kterymi se snazime identifikovat a zmeénit
nevhodné stravovaci a pohybové ndvyky a mysleni a naucit pacienta vhodngji fesit
problémy (naptiklad stres feSit pohybovou aktivitou, nikoliv jidlem). Dulezité¢ je
1 piipravit pacienta na mozné selhdvani terapie a diskutovat snim problémy
s dodrzovanim rezimu. Pacient potiebuje podporu okoli a vhodna je i skupinova terapie

(Vicek a Fialova 2010).
2.1.3.2. Farmakoterapie

Cilem lécby obezity je zlepsSit nebo predchazet komplikacim metabolickych
nemoci, nejde primarné pouze o snizeni vahy. Nejprve se pouziji nefarmakologické
metody popsané diive, teprve pokud jsou 3-6 mésicl bez uspéchu, pfistoupi se
k farmakoterapii. Farmakoterapie je indikovana u pacienti s BMI nad 25, nebo nad 23
s piidruzenymi komorbiditami jako hypertenze, dyslipidemie, diabetes mellitus nebo

syndrom spankové apnoe (Joo a Lee 2014).

Kdyz pomineme piekazky, které souvisi s registraci 1é¢iva, farmaceuticky trh
s antiobezitiky neni tak finanéné€ zajimavy, jak je mozné predpokladat. Prodej 1é¢iv neni
tak velky diky nizké spotfebé a kratké dobé uzivani piipravku pacientem. V USA je
z4jem o lécbu obezity vysoky, ale skute¢né pokryti 1écby malé (Manning et al. 2014).
Cela tada 1é¢iv byla stazena z trhu kvili nezddoucim ucinkdm a také neni k dispozici

mnoho 1€Civ, kterd by se dala uzivat dlouhodobé (Joo a Lee 2014).

Antiobezitika lze rozdélit do nékolika skupin. Jedna se o latky tlumici chut
k jidlu, latky snizujici vstiebavani z traviciho traktu, termogenni farmaka, kombinované

ptipravky a nékterd 1é¢iva pouzivana v 1é€b¢ diabetu mellitu.

Latky tlumici chut’ k jidlu (anorektika)

Skupina latek uc¢inkujicich primarné na neurotransmitery centralniho nervového
systétmu vyvolava sniZzeni pfijmu potravy. Do této skupiny Iléciv tfadime IéCiva
noradrenergni, serotoninergni, serotoninergni + adrenergni, 1éc¢iva UCinkujici na
kanabinoidni receptory a né&které peptidy snizujici chut’ k jidlu nebo vyvolavajici pocit

nasyceni (Li a Cheung 2009).
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Noradrenergni 1é¢iva inhibuji reuptake noradrenalinu v synapsi a tim dochazi ke
zvySeni adrenergni stimulace. Patfi sem fenmetrazin a fentermin. Agonisté
serotoninového receptoru typu 2B jsou dfive pouzivané latky fenfluramin
a dexfenfluramin. Agonistou serotoninového receptoru typu 2C je lorcaserin (Joo a Lee
2014). Mezi 1éCiva serotoninergni a zaroven adrenergni patii sibutramin, ktery snizuje
chut’ k jidlu, zvySuje pocit nasyceni a zvySuje termogenezi inhibici serotoninergniho
a adrenergniho reuptake (Li a Cheung 2009). Sibutramin jiz neni obchodovan z diivodu
zvyseni mortality u nékterych skupin pacientl (Svacina 2015). Na kanabinoidni receptory
typu 1 (CB)) ucinkuje 1é¢ivo rimonabant doporuc¢ované ke schvaleni Evropskou 1ékovou
agenturou (EMEA) vdubnu 2006, ale v zapéti opét nedoporu¢ované z diavodu

nezadoucich ucinkl na psychiku pacienta (Li a Cheung 2009).

Fentermin (Obr. 1) byl schvaleny v USA pro kratkodobé pouziti na snizeni vahy
jiz v roce 1959 (Bray a Ryan 2014). V CR je na trhu dostupny na lékaisky predpis pod
nazvem piipravku ADIPEX RETARD. Inhibuje zpétné vychytdvani noradrenalinu
a Castecné¢ také serotoninu a dopaminu. V soucasné dob¢ je jedinym antiobezitikem ze
skupiny 1é¢iv snizujicich chut’ k jidlu. Podobny u¢inek ma také antiepileptikum topiramat
a antidepresivum bupropion, ale nikdy tyto latky neziskaly v monoterapii indikaci
antiobezitika (Svacina 2015). Podle meta-analyzy pacienti léceni fenterminem v denni
davce 15-30 mg zhubli primérné 3,6 kg za 6 mésicli v porovnani s placebem (Joo a Lee
2014). Sympatomimetické lé¢ivo muze zpusobit centrdlni excitaci, manifestovanou
vétSinou jako nespavost nebo nervozitu. Tento nezadouci Gcinek se vyskytuje vétSinou
pouze v poc¢atku uzivani. Bézné se také setkdme s pocitem suchosti v ustech. Fentermin
by nemél byt predepisovan pacientlim s kardiovaskuldrnim onemocnénim v anamnéze,
protoZze muzZe zvysit srdeni Cinnost a krevni tlak (Bray a Ryan 2014). Podavani
fenterminu by meélo byt kratkodobé, protoze dlouhodobé muze zplsobovat toleranci,
Iékovou zdvislost a pfi vysazeni potom abstinencni piiznaky. Ve vétSiné zemi EU byl

stazen z trhu (VI¢ek a Fialova 2010).

NH,

Obr. 1. Strukturni vzorec fenterminu.
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Zatimco fenfluramin a dexfenfluramin byly stazeny z trhu pro své nezadouci
ucinky na srde¢ni chlopné, lorcaserin (Obr. 2) se osvédcil (Bray a Ryan 2014). Jedna se
o 1é¢ivo vazané na lékaisky predpis. V Americe byl Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA) schvélen v roce 2012 a zda se, Ze je dobie snasen bez vedlejsich u¢inkd. V CR
zatim neni k dispozici. Aktivaci serotoninovych receptorit typu 2C v hypothalamu
zvySuje produkci proopiomelanokortinu, navozuje se pocit sytosti a nakonec dochdzi
k postupnému sniZzeni hmotnosti. Téméf polovina pacientli zhubne o vice nez 10 %
béhem prvniho roku sledovani. Né&kolikaleté studie ukdzaly, ze nehrozi zadné riziko
vzniku komplikaci. V ptipad¢ ptibuzné¢ho dexfenfluraminu $lo o neselektivni pfipravek,
ktery ovliviioval jak receptory 5-HT,c, tak 5-HT,p, pficemz receptory 5-HTyg se
nachazeji krom¢é CNS také v endokardu chlopni a ve sténé plicnice. Lorcaserin je
selektivni agonista serotoninovych receptorti 5-HT,c, které se nachdzeji témét vyhradné v
mozku (Svacina 2015). Vétsinou se uziva 2x denn€ 10 mg a jeho U¢inky na snizeni vahy
v porovnani s placebem se prokazaly v nékolika studiich (Joo a Lee 2014). Je dobie
snasen a ma jen malo nezadoucich ucinkd. Nemél by byt pouzivan spolecné s inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) a s inhibitory monoaminooxidasy kvili

nebezpeci vzniku serotoninového syndromu (Bray a Ryan 2014).

NH
Cl

fis,,

Obr. 2. Strukturni vzorec lorcaserinu.

Latky snizujici vstiebavani v GIT

Ve vyvoji jsou latky, které snizuji vstiebavani energeticky bohatych latek ze
stieva, naptiklad blokaci mikrosomalnich bilkovin pfenaSejicich TAG do lipoproteini na
kapilarni strané stfevni stény. V soucasné dobé& je vSak hlavnim a skute¢né pouzivanym

zastupcem inhibitor gastrointestinalnich lipas (Svacina 2015).

Tetrahydrolipstatin, neboli orlistat (Obr. 3), je silny a selektivni inhibitor
pankreatické lipasy, kterd ve stieveé §tépi TAG. FDA je schvaleny pro dlouhodobé pouziti
v 1écbé obezity (Bray a Ryan 2014). Mechanismem ucinku je aktivni vazba na serinovy
zbytek stfevni lipasy, kdy dochazi k blokaci jeji kapacity a snizeni vstfebavani tuka asi

0 30 % (Svatina 2015, VIéek a Fialova 2010). Na trhu v CR je dostupné baleni s 60 mg
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v jedné tobolce (volné prodejné) nebo se 120 mg (na I¢kaisky predpis) (Bray a Ryan
2014). Kontraindikaci jsou tézké poruchy GIT s malabsorpci. Mezi nezddouci ucinky
patii prijmy a bolesti biicha, které vétSinou odeznivaji po nckolika tydnech (Svacina
2015). Snizenim vstfebavani tukii miize dojit 1 ke sniZzeni vstiebavani vitamini
rozpustnych v tucich, tedy vitaminu A, D, E a K, ¢emuz lze ptedejit uzivanim téchto
vitaminl pied spanim (Joo a Lee 2014). Kapsle se podavaji 3x denn¢ s hlavnim jidlem po
dobu minimalné 2 az 3 mésicti. Pokud pacient reaguje dobte, pokracuje se v dlouhodobé
1é¢bé nékolik mésict az let. Ve studiich byla prokdzana nejen schopnost orlistatu snizovat
télesnou hmotnost, ale i1 snizeni poméru hodnot LDL/HDL cholesterolu, zlepSeni
kompenzace diabetu a poklesu insulinémie, snizeni ddvek antidiabetik véetné insulinu
a zmirnéni hypertenze. Vysoka bezpecnost orlistatu je dana tim, Ze se nevstiebava. Bylo
prokazano, Ze polovi¢ni dévka orlistatu (60 mg) ve voln€ prodejnych ptipravcich piisobi

85 % ucinku plné davky (Svacina 2015).

Obr. 3. Strukturni vzorec orlistatu.

Termogenni farmaka

Do této skupiny patii efedrin a kofein (Obr. 4.). Ve velké studii kontrolované
placebem se prokazalo, Zze uzivani kombinace téchto latek ma vétsi efekt na sniZeni
hmotnosti nez uzivani kazdé latky samostatné. Zatim vSak FDA tato termogenni 1é¢iva
pro uZivani za Ucelem sniZzeni hmotnosti neschvalila. Jsou obsaZené v nékterych
potravnich dopliicich podporujicich hubnuti (Li a Cheung 2009). V CR ob¢as nékteii
(zejména starS$i) lékafi predepisuji tzv. Elsinorské prasky, coz jsou individualné
vyrabéné 1éCivé piipravky, které obsahuji 20 mg efedrinu a 50 az 200 mg kofeinu.
Zvysuji energeticky vydej a potlacuji chut’ k jidlu centralnim noradrenergnim tc¢inkem.

Uzivaji se pal hodiny pted snidani a pied obédem, po dobu maximalné¢ 3 mésicti.
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Kontraindikovany jsou pii srdecnich nebo psychickych onemocnénich (VI¢ek a Fialova

2010).

Obr. 4. Strukturni vzorec efedrinu (vlevo) a kofeinu (vpravo).

Kombinované pfipravky

Kombinaci dvou latek se synergistickym ucinkem diky kterému muizeme snizit
mnozstvi kazdé uc¢inné latky a tak 1 nezddouci ucinky, je kombinace
fentermin/topiramat. Pouziti fenterminu a topiramétu (Obr. 5.) s prodlouZzenym
ucinkem je v USA mozné od roku 2012. Lécivo je vyrabéno tak, Ze nejvyssi davka
fenterminu je rano a naopak topiramat ma pik vecer, diky modifikovanému uvoliiovani
(Manning et al. 2014). Fentermin je sympatomimeticka latka vhodnd samostatné pro
kratkodobé pouziti jako anorektikum a topiramat je antiepileptikum. Mechanismus
ucinku topiramatu na redukci védhy se nepodaftilo zatim zcela jasn€ vysvétlit, ale mize
souviset s UCinkem této latky na GABA receptory. Diky kombinaci s topiramatem
je potifebna davka fenterminu pouze 3,75 mg v pocatecni davce namisto 15 mg pii
samostatném uzivani, ¢imz se snizuji nékteré nezaddouci ucinky (Joo a Lee 2014).
Ve dvouleté studii pacienti uzivajici doporucenou davku 7,5 mg/46 mg dosahli na konci
studie snizeni vahy o 9,3 %. Redukce vahy byla doprovazena také zlepSenim mnoha
rizikovych faktorti souvisejicich s obezitou, naptiklad krevniho tlaku, glykémie, hladin
HDL cholestrolu a TAG (Bray a Ryan 2014). Nezadouci ucinky jsou u fenterminu
napiiklad suchost v Ustech, zacpa, nespavost a palpitace a u topiramdtu zavraté,
parestézie, poruchy pozornosti a metabolickd acidéza. V Evropské unii EMEA vyZzaduje
dolozeni wvysledkli studii zameéfenych na rizika, hlavné kardiovaskularni, pfi

dlouhodobém uzivani pied tim, nez bude mozné 1é¢ivo schvalit (Manning et al. 2014).
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Obr. 5. Strukturni vzorec topiramatu.

V roce 2015 byla v EU schvélena fixni kombinace naltrexon/bupropion pod
nazvem MYSIMBA 8 mg/90 mg s prolongovanym ucinkem. Lécba je urena pro
pacienty s BMI nad 30, nebo nad 27 s pfidruzenymi komorbiditami (Svacina 2015).
Naltrexon (Obr. 6. vlevo) je antagonista opioidnich receptorti, ktery ma sam o sobé jen
maly ucéinek na redukci véhy. Bupropion (Obr. 6. vpravo) sniZzuje piijem potravy
pusobenim na adrenergni a dopaminergni receptory v hypothalamu. Dutvodem
kombinovéni téchto dvou latek je, Ze naltrexon miize blokovat inhibi¢ni vlivy opioidnich
receptorit aktivovanych B-endorfiny, které jsou uvolfovany v hypothalamu a stimuluji
chut’ k jidlu, a zérovein umoziuje aktivaci a-MSH, ktery snizuje piijem potravy (Bray
a Ryan 2014). Davkovani pfipravku za¢ind na 1x denné¢ 1 tableta a zvySuje se az na 2x
denné 2 tablety. Ptipravek je kontraindikovan pii jaternim a rendlnim selhdni (Svacina

2015).

Cl

Obr. 6. Strukturni vzorec naltrexonu (vlevo) a bupropionu (vpravo).

Latky pouzivané v 1é¢bé diabetu

Do této skupiny fadime inkretinova analoga a glifloziny.

Inkretiny jsou hormony vznikajici ve stfevé a ovliviijici B-buiiky slinivky, ale
i dalsi tkané (Svacina 2015). Mezi inkretiny patii glukagonu-podobny peptid 1 (GLP-1).

Jeho ucinek je komplexni, snizuje glykémii s minimalnim rizikem hypoglykémie. Kromé
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zvyseni tvorby a sekrece insulinu potlacuje sekreci glukagonu, a proto snizuje vydej
glukosy hepatocyty. V CNS navic vyvoldva pocit sytosti a v GIT zpomaluje
vyprazdiiovani zaludku. Samotny GLP-1 nelze terapeuticky pouzit, protoze ma
v organismu polocas pouze v fadu minut, a proto se pouzivaji jeho analoga, ktera jsou
odolna vici Stépeni hormonem dipeptidyl-peptidasou 4 (DPP-4) a maji delsi polocas
(Vicek a Fialova 2010). Inkretinova analoga se podavaji injekéné pifi 1écbé diabetu
mellitu. Liraglutid je dlouhodob¢ piisobici agonista receptoru R1 pro GLP-1 a je
pacienty velmi dobfe snaSen (Manning et al. 2014). Liraglutid, v CR pod nazvem
VICTOZA, staci podavat 1x denn¢, exenatid, v CR pod nazvem BYETTA, se podava 2x
denné. Depotni forma exenatidu, BYDEURON, se podava jednou tydné. Tyto léky
nemaji riziko vyvolani hypoglykemie a pacienti po nich hubnou. Exenatid i liraglutid
byly testovany u obéznich pacientii nediabetiki a jsou velmi G&inné, ale pojistovny v CR
zatim tuto lécbu nehradi. V Evropské unii byl nedavno liraglutid schvéalen pod ndzvem
SAXENDA 1 pro uziti u nediabetikii s BMI nad 30 nebo nad 27 s ptfidruzenou alespoii
jednou komorbiditou. Po 3 mésicich by se 1é¢ba méla vyhodnotit, a pokud vaha neklesne

alespoil 0 5 %, dale se v ni nepokracuje (Svacina 2015).

Glifloziny jsou inhibitory Na'-glukosovych kotransportérii, ¢imz blokuji zpétnou
absorpci glukosy v ledvinach. Patfi mezi né dapagliflozin, canagliflozin a empagliflozin.
Kromé poklesu glykémie a hodnot glykovaného hemoglobinu, také snizuji krevni tlak
a hmotnost a maji komplexni metabolické ucinky. Dochazi k sniZeni hmotnosti, zvySeni
insulinové senzitivity, zvySeni sekrece GLP-1 a glukagonu a také ke zvySené utilizaci
tuku a vySsi sekreci mastnych kyselin. Tuk je spalovan na ukor cukru. Pfi podavani
gliflozin dochazi ke ztraté asi 70 g glukosy denné 1 pti glykémiich pod hranici diabetu
a proto se zda byt nadéjné vyuziti i u nediabetikli. Neddvno byla publikovana studie
prokazujici vyrazné snizeni celkové a kardiovaskuldrni mortality po podani

empagliflozinu. Zatim se v indikaci obezity nepouzivaji (Svacina 2015).

Nakonec jsou uvedeny nékteré nadéjné ptipravky, které se v souCasné dobé
nachazeji v riznych fazich klinického hodnoceni €1 prochazeji schvalovanim. Jedna se
napiiklad o tesofensin (inhibitor zpétného vychytavadni noradrenalinu, serotoninu
a dopaminu, pfibuzny lorcaserinu), cetilistat (podobny orlistatu, ale ma méné
nezddoucich u¢inki  na GIT), kombinace bupropion/zonisamid (bupropion

s antiepileptikem), pramlintid/leptin (pankreaticky peptid z B-bunck, analog amylinu,
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a centraln¢ pusobici adipokin), agonistu melanokortinového receptoru typu 4, beloranib
(snizuje oxidaci tukil), syntetickou formu peptidu YY (redukuje chut’ k jidlu ptisobenim
na Y2 receptory v nucleus arcuate hypothalami), latky k ovlivnéni stfevni mikroflory
nebo o biologickou Iécbu protilatkami (Svacina 2015, Manning et al. 2015, Li a Cheung
2009).

2.1.3.2. Chirurgicka lécba obezity

Mezi nefarmakologické metody 1éCby obezity patii také chirurgickd 1écba. Jedna
se o tzv. chirurgické bariatrické zakroky (ztfeckého slova baros - té€zky, objemny
a iateria — 1éCeni, tzn. chirurgickd lécba tézkych, objemnych pacientl). Tyto metody se
zdaji byt v soucasné dob¢ nejucinnéjsim a dlouhodobé nejefektivnéjSim zplisobem 1éCby
pacientll s nejtézSim stupném obezity, nebo pacienti se 2. stupném obezity
a pfidruzenymi komplikacemi (Hainer 2011, Vlcek a Fialova 2010, Fobi 2004).
Chirurgicka 1écba byva dlouhodobé uspésna u 80 % pacientl, coz kontrastuje

s naopak 80% neuspésnosti konzervativnich metod 1é¢by u tézce obéznich (Hainer 2011).
Bariatrické zakroky lze rozd¢lit na malabsorpéni, restrikéni a kombinované.

Malabsorp¢ni bariatrie

Malabsorpc¢ni zakroky zptsobuji snizeni absorpce zivin zkracenim funkéni délky
tenkého stfeva. Jednou z Gpln€ prvnich operaci bariatrické chirurgie byl jejuno-ilealni
bypass (Fobi 2004, obr. 7. a). Tyto operace se aZ na vyjimky v soucasnosti neprovadéji,
protoze dochdzelo, v dusledku sniZeni vstfebavani, k t€Zkym rozvratim vnitiniho

prostiedi (VI¢ek a Fialova 2010).
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Obr. 7. Malabsorpéni bariatrické operace. Jejuno-ilealni bypass (a), bilio-pankreaticka
diverze (b) a biliopanreaticka diverze se zachovanim duodenalni pasaze (c). Zdroj: Bult et

al. 2008.

Déle sem tadime biliopankreatickou diverzi (Obr. 7. b) a biliopankreatickou
diverzi s duodendlnim switchem (Obr. 7. ¢). U obou operaci je provedeno odnéti ¢asti
zaludku tak, Ze vznikne asi jen 100-150 ml Zalude¢ni vak (Bult et al. 2008). Odstranénim
asi 70 % zaludku se snizi tvorba Zalude¢ni kyseliny a omezi se moznost jezeni velkého
mnozstvi jidla najednou. Zaroven se pii operaci prerusi tenké stfevo, jeden jeho konec se
spoji se zmensenym zaludkem a druhy se spoji asi 100 cm pied koncem tenkého stieva
s tzv. biliopankreatickou kli¢kou piivadéjici Zlu€ové kyseliny a pankreatické enzymy.
Vznikne tak exkludovana (alimentarni) kli¢ka, kde nedochazi k traveni potravy. Traveni
tedy probihéd v kone¢nych asi 100 cm tenkého stfeva. U metody s duodenalnim switchem
se Cast Zaludku ponechd napojend na duodenum, ¢imz se na rozdil od klasické
biliopankreatické diverze zachova duodenalni pasaz (Hainer 2011). Tyto 2 druhy zakrokt

je mozné provadet také laparoskopicky (Fobi 2004).

Restrikéni bariatrie

Principem restrik¢ni bariatrie je redukce kapacity zaludku vedouci dfive k pocitu
piesyceni a tim k poklesu pifijmu potravy. Tyto zakroky jsou jednodusS$i a maji méné
komplikaci neZ malabsorpéni operace (Bult et al. 2008). Mezi metody restrikéni bariatrie
patii vertikalni gastroplastika (Obr. 8. d), adjustabilni bandaz zaludku (Obr.XY. e),

tubulizace Zaludku a plikace Zaludku.
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Obr. 8. Restrikéni a kombinované bariatrické operace. Vertikalni gastroplastika (d),
adjustabilni Svédska bandaz Zaludku (e) a gastricky bypass Roux-en-Y (f). Zdroj: Bult et
al. 2008.

Vertikalni plastické operace zaludku tvotily v 90. letech minulého stoleti asi 90 %
vSech bariatrickych operaci zaludku v USA. V soucasné dob¢ se gastroplastiky provadi
maximalné u 10 % pacientd sindikaci k bariatrii Zaludku a vétSinou se jedna
o laparoskopicky zakrok (Fobi 2004). Za pouziti specidlniho spojovaciho zatfizeni je
vytvofen¢ho vaku je zizena pomoci kruhu (Bult et al. 2008). Ke snizeni vahy dojde diky
zmenSeni kapacity zaludku. Gastroplastika by mohla byt efektivni a trvala, ale vyzaduje
compliance pacienta a zménu Zzivotniho stylu. V pfipadé¢, ze bude pfijimat
vysokokalorické tekutiny, nedostavi se ocekavany vysledek. Tyto operace jsou
jednoduché na provedeni, mén¢ invazivni, nepfesmérovavaji travici trakt jinak nez je
fyziologické, nedochéazi pii nich k malabsorpci a jsou snadno vratné. Mezi nezadouci
ucinky patii nejcastéji zvraceni, dale obstrukce a jiné méné Casté nezddouci ucinky (Fobi

2004).

Svédska adjustabilni banddz Zaludku (poprvé realizovana vroce 1986 ve
Svédsku) je k zaludecni sténé maximélng $etrna. Jde o specialni balonek z mékkého
materidlu, spojovaci hadi€¢ku a podkoZzné uloZenou komirku. Vstfikovanim nebo
odsavanim kapaliny do balonku dochazi k regulaci ndpln¢ balonku a tim i moZného
prichodu sousta do zaludku. Pro dosazeni adekvatnich vysledkl 1é¢by je doporucené se
vyvarovat nékterym potravinam, které by se mohly v Zaludku zaklinit a zptsobit ucpani
spojovaciho kanalku projevujici se nejcastéji opakovanym zvracenim a naslednou ztratou
tekutin. Pacient se pak musi dostavit na endoskopii k odstranéni zaklinéného sousta. Po

adjustabilni bandazi je dilezité, aby pacient kazdé sousto pomalu a dikladné rozzvykal
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a také aby dodrzoval dietni a rezimova opatieni vedouci k co nejlepsSim vysledkiim

(Hainer 2011).

Tubulizace a plikace Zaludku patii k nejnovéjSim metodam. Existuji metody mirné
se lisici v provedeni, ale asi 80 % tubulizaci zaludku se provadi laparoskopicky tak, ze se
odiizne vétsi zaktiveni Zaludku a zistane tak jen uzky pruh (20 - 25 % plvodni velikosti).
Kapacita zaludku se zmensi na 60 — 100 ml, coz pacientovi umozni piijem pouze malé¢ho
mnozstvi jidla a dfive mu navodi pocit sytosti. Posledni dobou se uvazuje nad tim, ze za
uspéchem této metody je snizeni hladiny ghrelinu v plasmé. Ghrelin, peptidovy hormon
povazovany v soucasné dobé za regulator hladu, je produkovdn hlavn¢ buinikami
nachazejicimi se ve fundu Zaludku, ktery se pfi této operaci odstrani (Karmali et al.
2013). Pii zékroku zvaném plikace zaludku dojde také ke zmenseni zaludku v oblasti
velkého zaktiveni, nicméné tentokrat se zadna tkan neodstranuje, ale velka ¢ast zaludku
je srolovana dovnitf a seSita. Vyhodou pouziti této metody je minimalni invazivita (nic se
neodstraniuje, nefeze), reverzibilita a pomérné nizké naklady. Stejné jako u tubulizace se

pfti plikaci zaludku snizuje hladina ghrelinu (Brethauer et al. 2015).

Kombinovana bariatrie

V roce 2008 patfil v USA mezi nejcastéjsi metody bariatrické chirurgie gastricky
bypass Roux-en-Y (Obr. 8. f). Jedna se o kombinaci restriktivni a malabsorpéni metody.
Dojde k vytvoteni Zalude¢niho vaku, ktery se odd€li od zbytku Zaludku. Plynulost traveni
je poté obnovena Roux-Y ohybem, ktery je napojen na jejunum. Béhem jidla se zalude¢ni
vak rychle naplni a vytvofi pocit sytosti, jidlo pokracuje do jejuna pfes Roux-Y ohyb,

diky ¢emu? je zajiSténé sniZzené vstiebavani (Bult et al. 2008).

V soucasné dobé se pracuje na vyvoji metod, které by byly jeSté SetrnéjSi nez
laparoskopie, tzv. metody N.O.T.E.S. (natural orifice transluminal endoscopic surgery).
V Ceské republice funguje od roku 2009 sekce N.O.T.E.S. pifi Ceské chirurgické
spolec¢nosti JEP. Nastroje se zavadéji pfirozenymi otvory lidského téla do lumina orgént

(zaludek, stievo) a operace, napi. zmenseni zaludku, se provadi zevnitf.

Po vSech bariatrickych operacich je kladen velky diraz na pravidelné
a dlouhodobé pooperacni sledovani pacientl. Pacient musi byt také vybaven pisemnou

informaci o provedeném vykonu a piesném typu implantatu pti gastrické bandazi, ktera
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obsahuje 1 popis moznych vedlejSich projevi. Je potieba kontrolovat i1 hladiny vitamint

a mineralu.

Zavérem lze shrnout, ze k chirurgickym metoddm se pfistupuje az v pripade
vyssich stupnil obezity a po neuspésném pokusu o 1écbu konzervativni. Cilem bariatrie
neni kosmeticky zakrok, ale 1éba Zivot ohrozujici obezity a k ni ptfidruzenych nemoci,
prodlouzeni délky zivota obézniho pacienta a také pokus o jeho navrat do spolecenskych
aktivit. NejlepSich vysledkll je dosazeno, pokud pacient takovou lécbu podstoupi ve
specializovanych centrech, je dlouhodobé sledovan a sdm aktivné dodrzuje dietni

a rezimova opatieni (Hainer 2008).
2.1.4. Komplikace obezity

Obezita je spojena s CastéjSim vyskytem fady zavaznych onemocnéni. U
n¢kterych nemoci predstavuje zmnozeni tukové tkané stézejni patogeneticky moment.
Tukova tkan je jednak zdrojem hormoni a prozanétlivych cytokini a také predstavuje pro
télo mechanickou zatéz (Hainer 2011). Mnoho velkych studii potvrdilo zvySeni mortality
pii zvySeni BMI nad ur¢itou hranici. NezaleZi vSak pouze na celkovém mnozstvi tuku, ale
také na jeho rozloZeni v téle. Napiiklad nadbytek visceralniho tuku u obezity centralniho
typu je vice spojovan s kardiovaskularnimi nemocemi, nez pokud se tuk nachazi

podkozné v oblasti bokl a hyzdi (Segula 2014).
2.1.4.1. Metabolické komplikace

Obezita je metabolické onemocnéni a miize tak ovliviiovat celou fadu
metabolickych procest. Napfiklad mlze vést k poruchdm v metabolismu cukrt, lipida

nebo k porucham v metabolismu kyseliny mocové (Hainer 2011).

U diabetu mellitu 2. typu je jiz prokazané silné propojeni mezi obezitou
a vyskytem tohoto onemocnéni u obou pohlavi a vSech etnickych skupin (Malnick
a Knobler 2006). Nejprve dojde ke vzniku insulinové rezistence a poté k rozvoji diabetu.
Spojeni obezity a diabetu 2. typu se potvrdilo v n€kolika velkych studiich (Segula 2014).
Tukova tkan je v porovnani se svalovou k ptisobeni insulinu odolnd. Obezita i insulinova
rezistence jsou povazovany za zdsadni prfispévatele ke vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni, protoze obezita je jednou z pfi¢in vzniku insulinové rezistence (Cossrow

a Falkner 2004).
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U obéznich jedincti se setkdvame s vyskytem dyslipidemie, charakterizované jako
snizeni HDL a zvyseni triacylglycerold, pravdépodobné hlavné diky insulinové resistenci
(Segula 2014). Hypercholestrolémie a hypertriacylglycerolemie se vyrazné zlepsi po
chirurgické 1écbé (Bult et al. 2008).

2.1.4.2 Kardiovaskularni komplikace

Dostupna data ukazuji na silné propojeni mezi obezitou a vysokym krevnim
tlakem. Pfibyvanim na vaze se zvySuje riziko vzniku hypertenze (Segula 2014). Ztrata
vahy u obéznich pacientl je spojena s poklesem krevniho tlaku. Dale je u obéznich vyssi
riziko vzniku ischemické choroby srdecni, srde¢niho selhdni a fibrilaci sini. Riziko
srdecniho selhani je 2x vysSi u obéznich nez u pacientti s normalnim BMI (Malnick
a Knobler 2006). DalSimi kardiovaskularnimi komplikacemi mohou byt hypertrofie
a dilatace levé komory, cévni mozkova piihoda, varixy a tromboembolickd nemoc

(Hainer 2011).
2.1.4.3. Endokrinni poruchy

V disledku zvySené aromatizace androgentll v estrogeny v tukové tkani dochazi ke
vzniku hyperestrogenismu. U zen miize vznikat hyperandrogenismus, u muzt s tézkou
obezitou hypogonadismus. Sekrece rustového hormonu se snizuje a kortizolu zase

zvySuje (Hainer 2011).
2.1.4.4. Respira¢ni komplikace

Nékolik studii spojuje obezitu se syndromem obstrukéni spankové apnoe. Dochazi
k tomu pravdépodobné diky tomu, Ze zmnoZena tukova tkan podél dychacich cest
zasahuje do lumina a také diky zvySeni kolapsibility dychacich cest (Segula 2014).
U pacientii s nadvahou nebo obezitou je zvySena prevalence astmatu (Malnick a Knobler
2006). Muze dochézet k hypoventilaci a restrikci (tzv. Pickwickliv syndrom) (Hainer
2011).
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2.1.4.5. Gastrointestinalni komplikace

Gastroesofagealni reflux je bézna porucha vyskytujici se u obéznich. Obezita je
spojena s cholelithidsou a jaterni steatozou (Malnick a Knobler 2006). Déle se miize

Castéji vyskytovat hidtova hernie, cholecystitida a pankreatitida (Hainer 2011).
2.1.4.6. Ortopedické komplikace

Diky neimérné zatézi na kloubni systém se diive objevuji néktera degenerativni
onemocnéni. Jedna se predevSim o artrozu kycelniho nebo kolenniho kloubu (Hainer
2011). Zda se, ze osteoartroza (OA) doprovazi obezitu. OA nosnych kloubil je u starSich
lidi béZna a jeji prevalence je pies 50 % u pacientl starSich 65 let obou pohlavi. Objevuje
se stale vice dukazl, Ze dysregulace adipokintii z tukové tkané (adiponektin, visfatin,
resistin) by mohla vysvétlovat spojeni mezi OA a obezitou, coz naznacuje, ze OA muize

byt systémové onemocnéni obezity (Segula 2014).
2.1.4.7. Gynekologické komplikace

U obéznich zen se castéji setkame s poruchami cyklu, amenoreou, poklesem
délohy a problémy s plodnosti. Pokud je zena t€hotna, ma vice komplikaci v t€¢hotenstvi
a pfi porodu (Hainer 2011). Negativni dopad vidime pfi vzniku fetdlnich malformaci,
napfiiklad jsou CastéjSi defekty neurdlni trubice. Také jsou déti obéznich budoucich matek
vice ohroZzeny umrtim v déloze, traumatem hlavic¢ky, dystokii ramen, zlomenim kli¢ni
kosti, tisni plodu a zvySenym rizikem smrti novorozence do 1 roku (Kopelman et al.

2010).
2.1.4.8. Onkologické komplikace

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny pod WHO odhaduje, Ze nadvaha se
podili na vzniku ¢tvrtiny az tfetiny vSech rakovin prsu, tlustého stfeva, endometria, ledvin
a jicnu (Malnick a Knobler 2006). Nékteré nadory GIT se Castéji vyskytuji u obéznich
jedinct. Cast&jsi je kolorektalni karcinom (hlavné u muzi), karcinom Zluéniku, rakovina
zluCovych cest, adenokarcinom jicnu, pankreatu a jater. Faktorem ovliviiujicim
karcinogenezi muze byt také zvySena syntéza estrogentl, kterd hraje tlohu v patogenezi
karcinomu endometria a prsu. Vyssi je 1 vyskyt karcinomu ledvin a prostaty (Hainer
2011). Obezita ma také nepfiznivy vliv na diagnézu a na odpovéd na terapii. Bézné

davky chemoterapie mohou byt pro obézni jedince Skodlivé (Malnick a Knobler 2006).
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2.1.4.9. Kozni komplikace

Setkavame se s vyskytem ekzémt a mykoz, dochazi k odirani kiize a k vétSimu
poceni. V diisledku roztahovéani kize se porusi elastinova vldkna v hlubSich vrstvach
a vznikaji strie. Ke koznim komplikacim mizeme také zatadit celulitidu, hypertrichozu,

hirsutismus, nebo vznik benignich malych nadort ktize (Hainer 2011).
2.1.4.10. Psychosocialni komplikace

V minulosti byla obezita symbolem bohatstvi a toho, ze se ¢lovék mé dobfe.
V dnes$ni dobé toto stale plati v nékterych ¢astech Afriky, nicméné ve vyspélych zemich
je naopak obezita brana jako negativni stigma. MuZ s obezitou se méné pravdépodobné
ozeni, Zzena vdd, maji niz$i pfijmy a vyss$i naklady na domécnost (Malnick a Knobler
2006). U obéznich Zen bylo naptiklad zjisténo, ze je méné pravdépodobné, ze dostuduji
bariatrickym zékrokem, se ukdzalo, Ze byla vyS$i prevalence somatizace, fobil,
hypochondrie a obsesivné-kompulzivnich poruch. Po bariatrickém zakroku se vyskyt
téchto psychopatologii snizil (Segula 2014). Obézni jsou v dnes$ni spolecnosti Castéji
diskriminovani, maji mensi sebevédomi, trpi poruchami motivace, depresi a uzkosti

(Hainer 2011).
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2.2. Enzymovy systém s glutathionem

vvvvvv

Glutathion (GSH) je jednim znejdilezitéjSich hydrofilnich intracelularnich
nebilkovinnych antioxidantii. Jednd se o tripeptid slozeny z kyseliny L-glutamové,
L-cysteinu a L-glycinu (Nydlova et al. 2014). Tato nizkomolekularni thiolové slou¢enina
se vyskytuje ve vysSich koncentracich ve tkanich, které jsou ndchylné k oxida¢nimu
stresu, napiiklad v Cervenych krvinkach, o¢ni cocce, v plicni tkdni a v hepatocytech
(Banerjee 2008, Nydlova et al. 2014). Glutathion je syntetizovan v cytosolu témét vSech
bungk, ale v lidském téle nejvice v jatrech. Jeho syntéza je soucasti cyklu Sesti enzymove
katalyzovanych reakci tzv. y-glutamylového cyklu (Nydlova et al. 2014). Zéklad cyklu
tvofi 2 nasledné ATP-dependentni reakce. V prvni reakci, katalyzované enzymem
v-glutamylcysteinsynthetasou, vznikd z molekuly glutamatu a molekuly cysteinu
y-glutamylcystein. V nasledujici reakci vznikd z y-glutamylcysteinu a glycinu za katalyzy

enzymu glutathionsynthetasy glutathion (Skalova a Bousova 2011).

Vyskytuje se ve dvou volnych formach — redukovany jako thiol (GSH) nebo
oxidovany jako disulfid (GSSG) (obr. 9, Nydlova et al. 2014). Pomér volnych forem
glutathionu je velmi dualezitym indikatorem oxida¢niho stresu v organismu. Za
fyziologickych podminek je v bunikach pfitomna az z 99% jeho redukovana forma. Pii
nékterych patologickych procesech (zanéty, maligni nadory, Parkinsonova choroba,

infarkt myokardu) toto Cislo klesa a mize byt ptitomno az 50% oxidované formy.
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Obr. 9. Chemicka struktura glutathionu. GSH — redukovana forma (a), GSSG -
oxidovand forma (b) (Nydlova et al. 2014).

30



Hlavnimi funkcemi glutathionu v organismu jsou ochrana bunék pted poskozenim
volnymi radikély a reaktivnimi slouceninami kysliku, regenerace vitaminu A a C, udrZeni
thiolovych skupin bilkovin v redukované podobé¢ a zachovéani jejich fyziologické funkce a
v neposledni fad¢ napiiklad také konjugace s xenobiotiky a jejich nésledné vylouceni

z organismu ve formé sloucenin kyseliny merkapturové.

Na metabolismu glutathionu se podili fada enzymu. Glutathionreduktasa a jiz
zminéné glutathionsynthetasa a 7y-glutamylcysteinsynthetasa hladinu GSH zvysuji.
Glutathionperoxidasy, glutathion-S-tranferasy a y-glutamyltranspeptidasa naopak hladinu
GSH snizuji (Nydlova et al. 2014).

GSH za pomoci glutathionperoxidas v organismu odstraiiuje z bun¢k H,0,
a chrani je tak pfed vznikem oxida¢niho poskozeni. Dochazi k pfeméné GSH na
oxidovanou formu GSSG, ktery se zpét redukuje na GSH pomoci enzymu

glutathionreduktasa (Banerjee 2008).
Protein-SH + GSSG — Protein-S-S-Glutathion + GSH

Mezi nejvyznamngjsi reakce II. faze biotransformace v lidském organismu patii
konjugace s glutathionem. Tato reakce muize byt bud’ neenzymova, protoze nevyzaduje
pocatecni aktivaci, nebo urychlend pomoci enzymil glutathion-S-transferas (Skalova

a Bousova 2011).
2.2.1. Glutathionperoxidasy

Glutathionperoxidasy (GPx, EC 1.11.1.9.) patii, stejné¢ jako GR, do rodiny
oxidoreduktas. Jednd se o enzym, u kterého zndme 8 isoenzymil (GPx1-8). Tyto
isoformy se lisi tkanovou specifitou, lokalizaci exprese, stupném polymerace, funkci
a také strukturou. Sav¢éi GPx 1-4 maji ve své struktufe v katalytickém jadru selenocystein,
GPx 5, 7 a 8 cystein, a GPX 6 obsahuje u lidi selenocystein, u mysi a potkanii cystein
(Brigelius-Flohe a Maiorino 2013). GPx katalyzuji reakci mezi GSH a H,0O,, coZ je
v organismu velmi diilezitd reakce, kterd jej chrani pied oxidacnim poSkozenim (Nydlova
et al. 2014, Brigelius-Flohe a Maiorino 2013). Regeneraci oxidovaného glutathionu poté

zajiStuje enzym glutathionreduktasa (Racek 2003).
H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG

GPX se nachazi prfedevsim v cytoplasmé, dale v mitochondriich a také v jadre.
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Obr. 10. Lidska glutathionperoxidasa 5. Zdroj: RCSB Protein Databank (zdznam 2I13Y,
http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=213Y).

2.2.2. Glutathionreduktasa

Glutathionreduktasa (GR, EC 1.6.4.2) je enzym patfici do rodiny oxidoreduktas.
Jednd se o homodimericky protein, slozeny ze 2 stejnych podjednotek navzajem
spojenych disulfidickou vazbou. Ve své struktufe obsahuje flavinadenindinukleotid
(FAD) (Nydlova et al 2014). GR redukuje GSSG na GSH za pomoci kofaktoru NADPH,
které ziskava hlavné z pentozového cyklu (Banerjee 2008). Tento enzym je tedy nezbytny
pro redoxni cyklus glutathionu, ktery udrzuje vysoky pomér GSH/GSSG.

GR je lokalizovana pifedevSim v cytosolu a také v matrix mitochondrii

a chloroplastech (Nydlova et al 2014).
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http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=2I3Y

Obr. 11. Struktura lidské glutathionreduktasy. Zdroj: RCSB Protein Databank (zdznam
1GRE, http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1GRE).

2.2.3. Glutathion-S-transferasy

Glutathion-S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18) patii do skupiny enzymi zvanych
transferasy. Zname Ctyfi strukturné odlisné rodiny — cytosolové GST (predstavuji nejvetsi
rodinu transferas), mitochondridlni GST tfidy kappa, MAPEG enzymy a fosfomycin
rezistentni proteiny. Vzdy jsou tvofené 2 podjednotkami, které jsou bud’ homodimerické,
nebo heterodimerické. Jejich funkci je hlavné katalyza konjugace GSH s xenobiotiky.
Uplatni se pii nukleofilni reakci glutathionu s nepolarnimi slouceninami obsahujicimi ve

sv¢ struktufe atom siry nebo elektrofilni uhlik ¢i dusik (Nydlova et al 2014).

GST jsou prevazné cytosolické enzymy, ale byly objeveny i v mitochondriich,
peroxisomech a hladkém endoplazmatickém retikulu. U clovéka se nachazi nejvice
v jatrech a dale také v ledvinach, mozku, placenté nebo v kosternim svalstvu (Skélova

a Bousova 2011).

33



Obr. 12. Struktura lidské glutathion-S-transferasy. Zdroj: RCSB Protein Databank
(zdznam 1K3Y, http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1k3y).
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3. Cile prace

Touto praci navazuji na svou diplomovou praci ,,VIiv glutamatem navozené
obezity na antioxidacni enzymy u mysi“ (2014), vniz jsem u MSG obéznich
a kontrolnich mysi studovala aktivitu enzymu ze skupiny peroxidas, superoxiddismutasy
a katalasy a u enzymu superoxiddismutasy a katalasy jsem zjiStovala také proteinovou
expresi. Cilem rigordzni prace bylo pokracovat ve studiu vlivu MSG obezity u stejnych
pokusnych zvifat na aktivitu a proteinovou expresi antioxida¢nich enzymu vyuzivajicich
glutathion. = Konkrétn¢ jsem se  zabyvala enzymy  glutathionreduktasou,

glutathionperoxidasou a glutathion-S-transferasou. K dosaZeni cilii bylo nutno:

1. Stanovit specifické aktivity glutathioreduktasy, glutathionperoxidasy a glutation-S-
transferasy u pokusnych mysi rozdélenych do skupin MSG, NaCl a neovlivnénych

a dale rozdélenych podle pohlavi a véku (8 a 20 tydnt).

2. Porovnat zjisténé enzymové aktivity s ohledem na patologicky stav, vék a pohlavi

pokusnych mysi.

3. Pomoci SDS-PAGE a imunoblottingu stanovit proteinovou expresi GR a GPx

vztazenou na mnozstvi B-aktinu u vSech skupin mysi.

4. Porovnat zjiSténé relativni exprese s ohledem na patologicky stav, vék a pohlavi

pokusnych mysi.
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4. Material a metodika
4.1. Chemikalie a pristroje
Chemikaélie

HCI 35%, H,0, 30%, KH,PO4 methanol, NaCl, hydrogenfosfore¢nan disodny
dihydrat a dihydrogenfosforecnan sodny dodekahydrat byly objednany z firmy Penta,
zatimco H,SO4 97% byla produktem firmy Lachema a isobutanol jsme ziskali od firmy
Merck. Ze Sigma-Aldrich jsme objednali 2-merkaptoethanol, akrylamid (AA), bis-
akrylamid (bis-AA), bromfenolovou modf (BFB), glutamat monosodny (MSG), glycin,
hovézi sérovy albumin, persiran amonny (APS), set pro stanoveni koncentrace bilkoviny
metodou BCA vcetné proteinového standardu, TEMED a Tris. Chemiluminiscen¢ni
substrat Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, kozi polyklonalni
protilatka (Ab) proti kralicimu Ig konjugovana s kifenovou peroxidasou a kozi
polyklonalni Ab proti mySimu Ig konjugovana s kienovou peroxidasou pochdzely z GE
Healthcare, zatimco krali¢i polyklonalni Ab proti GPx2, kréli¢i monoklonalni Ab proti
GR a mysi monoklonalni Ab proti B-aktinu byly objedndny z firmy Abcam. Laurylsiran
sodny (SDS) pochédzel z BDH Chemicals. Molekulovy standard Precision Plus Protein
All Blue a odtu¢néné susené mléko byly objedndny z firmy BioRad. Redestilovana voda

byla ziskana na katedfe biochemickych véd Faf UK.

Pomitcky

96-jamkové mikrotitracni desticky Greiner (na stanoveni enzymovych aktivit), 96-
jamkové mikrotitrani desticky GAMMA (na stanoveni bilkoviny), automatické pipety
Eppendorf Research + $picky, multikandlové pipety Eppendorf Research + Spicky,
blotovaci papir, buni€ina, centrifuga¢ni kyvety, mikrozkumavkyEppendorf, konické
zkumavky Falcon, filtraéni papir, laboratorni sklo (Erlenmayerovy banky, kadinky,
odmérné banky, odmérné valce, sklenéné misky, sklenéné tycinka), lihovy popisovac,
magnety, navazovaci 1zicky, nitrilové rukavice, nitrocelulozovd membrana, nlzky,
potravinaiska folie, potieby pro nalévani gelti (hfebeny, klinky, kryci skla, skla se
spacery, stojanky), potieby pro elektroforézu (elektrody, nadoba na led, stojan na skla,

vanicka, vicko, zdroj napéjeni), stojanky na mikrozkumavky, stopky.
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Ptistroje

Analytick¢ vahy Sartorius CP 225D a ptfedvazky Sartorius, ultracentrifuga
Beckman, ultracentrifuga Heraeus Biofuge Stratos, pistovy homogenizator Potter S,
ultrazvukovy homogenizator Sonoplus Bandelin HD 2070, magneticka michacka IKA
RO 10, pH metr inoLab pH Level 2, multimodalni ¢tecka TECAN INFINITE M200,
stolni centrifuga Eppendorf 5415 D, termomixer Eppendorf, elektroforesa Mini-
PROTEAN 3, blotovaci zafizeni Trans Blot Turbo (BioRad), blotovaci skener C-Digit
(Li-Cor), tfepacka IKA MS2, ultrazvukové lazen Tesla UC 005 AJ 1, roler Mythic Blood

Mixer.

Software pouzity k vvhodnocovani vysledku

GraphPad Prism 6, ImageStudio a MS Excel
4.2. Priprava 0,1 M Na-fosfatového pufru (pH 7,4)

Ve vSech dale popsanych metodach jsem pouzivala k fedéni vzorka 0,1 M

Na-fosfatovy pufr, pH 7,4.

Navazku 35,8 g Na,HPOs x 12 H,O jsem rozpustila v redestilované vodé¢
a vodmérné bance doplnila vodou do 1 1. Navazku 3,9 g NaH,PO4 x 2 H,O jsem
rozpustila v redestilované vod¢ a doplnila v odmémné baiice vodou do 250 ml. Takto
pfipravené roztoky jsem slévala dohromady za soucasného michani a kontroly pH na pH

metru, aby vysledné pH piipraveného pufru bylo 7,4.
4.3. Navozeni obezity glutamatem sodnym u NMRI mysi a
stanoveni zakladnich biochemickych parametri

K vypracovani své rigorozni prace jsem pouzivala 3 skupiny mysi. Prvni skupiné

byl s.c. aplikovan MSG (glutamat sodny), druhou skupinu tvofila osmoldlni kontrola,

ktera dostavala s.c. NaCl a tfeti skupina mysi byla neovlivnéna.

MSG skupina mysi dostavala od 2. dne po narozeni roztok MSG, celkem 90 mg
za 7 dni. Skupina osmoléalni kontroly dostdvala od 2. dne po narozeni roztok NaCl,
celkem 70 mg za 7 dni. Roztoky se podavaly s.c. do kozni fasy na zddech. Druhy az Sesty

den dostavaly MSG mysi roztok MSG 1 (10 mg/ 50 pl, 1,07 M, 2,14 osm/l), sedmy
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a osmy den roztok MGS 2 (20 mg/ 50 ul, 2,17 M, 4,28 osm/l). NaCl mysi dostavaly po
celou dobu roztok o stejné koncentraci NaCl (10 mg/ 50 pl, 2,14 osm/1).

Mysi byly zabity dekapitaci v celkové anestezii ve véku bud’ 8, nebo 20 tydnt.
Byla jim odebrana krev a vyjmuta jatra. Jatra byla ihned uloZena do hlubokomraziciho
boxu a byla skladovana pii -80 °C. Krev byla odebirana do zkumavek obsahujicich
heparin. Okamzité¢ po odebrani byly centrifugaci (3000 ot./min, 10 min, 10°C) oddéleny
plasma a erythrocyty. Zakladni biochemické parametry byly stanoveny ve smésnych
vzorcich plasmy v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky (Fakultni nemocnice Hradec
Kralové). Plasmatické hladiny insulinu a leptinu stanovila doc. BouSovéa pomoci ELISA

kit podle instrukci vyrobce (BioVendor).
4.4. Priprava subcelularnich frakci

Jatra jsem rozstiihala a po péti gramech je prendala do homogenizatoru.
Ptidala jsem 15 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru, pH 7,4, a posunem pistu 5x nahoru
a dold jsem vytvofila homogenni smées. Tuto smés jsem prelila do centrifugacni kyvety,
piemistila do centrifugy Heraeus a nechala 20 minut odstfed’ovat rychlosti 5.000 G pii
4°C. Poté jsem supernatant slila do cistych kyvet a nechala odstied'ovat podruhé,
tentokrat 60 minut rychlosti 20.000 G pii 4°C. Po centrifugaci jsem supernatant slila do
kyvet pro ultracentrifugu Beckman. Uzaviené a vyvazené kyvety jsem vloZila do rotoru
a nechala 65 minut odstfed’ovat rychlosti 105.000 G pti 4°C. Supernatant po tetim toceni
jsem rozpipetovala po 1,1 ml do mikrozkumavek a ulozila do hlubokomraziciho boxu,
kde je stala teplota -80°C. Vzniklou peletu jsem resuspendovala v 5 ml 0,1 M Na-
fosfatového pufru, pH 7,4. Suspenzi jsem dala do kyvet pro ultracentrifugu Beckman
a znovu ji odstiedila. Supernatant jsem vylila a k peleté jsem piidala 5 ml pufru s 20 %
glycerolu. Malym pistem jsem pfipravené mikrosomy zhomogenizovala, pielila jsem je
do kadinky a poté znovu zhomogenizovala v ultrazvukové lazni. Za stdlého michani jsem
mikrosomy rozpipetovala po 330 pl do mikrozkumavek a dala jsem je také do

hlubokomraziciho boxu.
4.5. BCA metoda pro stanoveni koncentrace bilkoviny

Pro stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich jsem pouzila
spektrofotometrickou metodu se sodnou soli kyseliny bicinchoninové (BCA,

bicinchoninic acid). Jedna se o biuretovou reakci, pii niz nejprve bilkovina reaguje
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v alkalickém prosttedi s Cu*". M&d’naté ionty se redukuji na Cu'", které v druhém kroku

reakce redukuji BCA za vzniku modrofialového komplexu (Obr. 13). Toto stanoveni je

zavislé pfedevSim na obsahu aminokyselinovych zbytkid cysteinu, tryptofanu a tyrosinu

v bilkoving. Intenzita zbarveni se meéfi fotometricky pii 562 nm a je pfimo umérna

mnozstvi bilkoviny ve vzorku.
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Obr. 13. Komplex bilkoviny s médi.

Pti vlastnim stanoveni jsem pouzivala roztoky A, B a pracovni roztok C.

e Roztok A: NaHCO;, Na,COs, BCA v 0,1 M NaOH
e Roztok B: 4% CuSO4 x 6 H,O

e Roztok C (pracovni roztok): 50 dilti roztoku A + 1 dil roztoku B

Postupovala jsem tak, ze jsem si nejprve ze zasobniho roztoku hovéziho sérového

albuminu (BSA) o koncentraci 1 mg/ml pfipravila vzorky o koncentraci 0, 200, 400, 600,

800 a 1000 pg/ml pro vytvoteni kalibracni pfimky (tabulka 1).

Tab. 1. Redéni roztokii pro vytvofeni kalibraéni p¥imky.

Koncentrace bilkoviny BSA 1 mg/ml Redestilovana voda
(ng/ml) (ul) (1)

0 0 100

200 20 80

400 40 60

600 60 40

800 80 20

1000 100 0
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Vzorky cytosolu jsem pro toto stanoveni naredila 30x redestilovanou vodou.

Do mikrotitrac¢ni desticky jsem napipetovala 10 pl vzorkl cytosolu, kazdy ve 4
paralelkach, roztoky pro vytvoreni kalibra¢ni ptimky a slepé vzorky, které obsahovaly 10

ul redestilované vody.

Pro ptipravu pracovniho roztoku C jsem smichala 20 ml roztoku A a 0,4 ml
roztoku B. Reakci jsem zahgjila ptidanim 200 pl pracovniho roztoku C multikanalovou
pipetou do jednotlivych jamek piipravené¢ mikrotitratni desticky. V termomixeru jsem

poté desticku nechala za soucasného ttepani inkubovat 30 min pii 37 °C.
Po 30 min jsem méfila absorbanci na spektrofotometru TECAN pii 562 nm.

V programu Microsoft Excel jsem z namétfenych hodnot vytvofila kalibraéni
pfimku a vypocitala koncentraci proteinti mg/ml v jednotlivych vzorcich. Od absorbance

vzorkl jsem odecetla primérnou absorbanci slepych vzorka.
4.6. Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

Enzym glutathionperoxidasa (GPx) je soucasti skupiny enzymi, ktera katalyzuje
preménu peroxidu vodiku, Stanoveni aktivity GPx (obr. 14) je zaloZeno na reakci, kdy
dochazi k oxidaci redukovaného glutathionu a vzniku jeho oxidované formy (GSSG).
Oxidovany glutathion je v pribéhu reakce zpét redukovan pomoci enzymu GR a tim je
zajiSténa konstantni hladina GSH. Reakce je doprovazena oxidaci NADPH, ¢imZ dochézi
k poklesu jeho absorbance, kterou jsem meéfila pii 340 nm na spektrofotometru Tecan

(Floh¢ a Giinzler 1984, Handy et al. 2009).

GSH NADPH
GR

0,+H,0 GSSG NADP™

0,"”

Obr. 14. Princip stanoveni aktivity GPx.
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Ptipravila jsem si zdsobni roztoky:

e 0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 7,0: navazku 1,742 g K,HPO, jsem rozpustila
v 100 ml redestilované vody a v jiné odmérné bafice jsem rozpustila
navazku 680,5 mg KH,PO,4 v 50 ml redestilované vody. Oba roztoky jsem
za souCasného méfeni pH na pH-metru slévala dohromady, pfiblizné
v pom¢éru 3:1.

e 20 mM EDTA: navazku 7,44 mg EDTA jsem rozpustila v1 ml 0,1 M
K-fosfatovém pufru

e GR: pripravila jsem si roztok o koncentraci 10 jednotek na 1 ml pufru tak,
ze jsem 33 pl GR pipetovala do 1467 ul 0,1 M K-fosfatového pufru

e 50 mM GSH: navazku 3,07 mg jsem rozpustila v 1 ml pufru

e 4 mM NADPH: navazku 3,16 mg jsem rozpustila v 1 ml redestilované
vody

e 70% t-butylhydroperoxid: 34,3 pl roztoku ¢t-butylhydroperoxidu jsem v Cas
potteby napipetovala do 10 ml pufru

Vzorky biologického materidlu jsem vyndala z hlubokomraziciho boxu,

rozmrazila a 50x natedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem (pH 7,4).

Do 96-jamkové mikrotitraéni destiCky jsem napipetovala nejprve 50 pl
cytosolické frakce a dale jsem multikandlovou pipetou piidala 130 pl pfedem

pfipraveného mastermixu.
Ptiprava mastermixu:

e 10,8 ml pufru
e 1,2ml EDTA
e 12mlGR

e 2.4 ml GSH

Desti¢ku jsem nechala pti 37°C 10 minut preinkubovat.

Dale jsem multikandlovou pipetou piidala 10 ul NADPH, spustila metodu na
spektrofotometru Tecan a po dobu 5 min jsem sledovala spotfebu NADPH (nezévislou na

hydroperoxidu).
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Po péti minutach jsem multikandlovou pipetou pfidala 10 pl t-butyl-
hydroperoxidu a tim nastartovala reakci. Na spektrofotometru Tecan jsem znovu spustila
nastavenou metodu a po dobu 5 minut jsem pii 340 nm sledovala pokles absorbance

NADPH.
Aktivitu (U/ml) jsem nasledné vypocitala podle vzorce:

_ (sz/min - Asl) X2 X Vi

A
EXIXV

kde A,./min je rozdil absorbance vzorku za minutu (z oblasti linedrniho poklesu),
Ay je absorbance slepého vzorku, 2 vychazi ze stechiometrie reakce (2 pmol GSH
produkovany 1 pmolem NADPH), V; je objem reak¢ni smési (V; = 0,2 ml), £ je molarni
extinkéni koeficient (£ = 6,22 mM/cm), / je délka méfené vrstvy (/ = 0,75 cm) a V; je
objem biologické frakce (V= 0,001).

Specifickou aktivitu (mol/min/mg) jsem vypocitala vztaZzenim aktivity na

mnozstvi bilkoviny ve vzorku a vyndsobenim 1000:
Agp = A/Mppoe X 1000
kde my,,; je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.7. Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Glutathionreduktasa (GR) je enzym ucastnici se spolu s thioredoxinreduktasou
(TrxR) ochrany organismil pfed oxidacnim stresem. Ke stanoveni GR aktivity jsem
pouzila metodu, kterd je zaloZena na preméné oxidovaného glutathionu (GSSG) na
redukovany (GSH) za soucasné oxidace NADPH (substratu). Na spektrofotometru Tecan
jsem sledovala spottebu substratu jako linedrni vzrist absorbance pii 340 nm po dobu

Sesti minut (Bonilla et al., 2008, Carlberg and Mannervick 1985).
Postup:
Ptipravila jsem si pufr a dalsi zasobni roztoky podle nasledujiciho rozpisu.

e 0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 7,0: v poméru piiblizné¢ 5:2 jsem smichala roztoky
K>HPO4 (17,42 mg/ml) a KH,PO4 (13,61 mg/ml), soucasné jsem méfila pH
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e EDTA 5 mM: na 1 ml redestilované vody jsem navézila 1,86 mg EDTA, navazku
jsem rozpustila za intenzivniho michani

e NADPH 2,5 mM: navazku 4,16 mg jsem rozpustila ve 2 ml redestilované vody

e GSSG 4 mM: na 1 ml redestilované vody jsem navazila 2,45 mg GSSG

Biologické vzorky jsem vyndala z hlubokomraziciho boxu, rozmrazila a 20x

nafedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem, pH 7.,4.

Do 96-jamkové mikrotitra¢ni destiCky jsem napipetovala 50 ul vzorku. Smichala
jsem 6 ml 0,1 M K-fosfatového pufru (pH 7,0), 4,8 ml EDTA, 6 ml GSSG a 1,2 ml
NADPH a pfipravila si tak mastermix. Multikanalovou pipetou jsem do kazdé jamky
napipetovala 150 pl mastermixu a ihned méfila absorbanci po dobu 6 minut pfi 340 nm.
Kazdy vzorek jsem pftipravila 4x a ke kazdému vzorku jsem zaroven pfipravila i slepy

vzorek, ve kterém bylo misto cytosolu 50 ul 0,1 M Na-fosfatového pufru (pH 7,4).

Pti vyhodnocovani vysledkll jsem nejprve spocitala rozdil absorbance za minutu.
K vypoctu 1ze pouzit pouze oblast linearniho vzristu absorbance. V mém piipadé byl
vzrist linearni po celou dobu, diky zvoleni vhodného zfedéni vzorkd. Dale jsem

pokracovala podle vzorce:

_ (sz/min - Asl) X Vi

A
EXIXV

kde A4,./min je rozdil absorbance za minutu, A je absorbance slepého vzorku, V; je
objem reakcni smési (V; = 0,2 ml), £ je molarni extinkéni koeficient (€= 6,22 mM/cm), /
je délka métené vrstvy (/ = 0,75 cm) a Vs je objem biologické frakce po zohlednéni fedéni

(V, = 0,0025 ml).

Hodnotu aktivity jsem podélila mnozZstvim bilkoviny (mg/ml), vynéasobila tisicem

a ziskala tak specifickou aktivitu v jednotkdch nmol/min/mg.

Agp = A/Myyror X 1000
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4.8. Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Enzym glutathion-S-transferasa (GST) je enzymem antioxidaCnim a zaroven
1 biotransformacnim. Principem stanoveni je reakce, kdy GST katalyzuje vznik konjugatu
S-2,4-dinitrofenylglutathionu (obr. 15) pfi pouziti univerzalniho substratu 1-chlor-2,4-
dinitrobenzenu (CDNB) a redukované¢ho glutathionu (GSH). NarGst absorbance
vznikajiciho konjugatu jsem méfila kinetickou metodou v maximu 340 nm po dobu Sesti

minut (Habig et al. 1974).
Oy OH
Ox-OH 0 cl H §
H NO. HN N NN O
2
HQNIA”'N N/WOH + GST o H/j)r
0 H 0 —_— = S
SH NO,
NO,

NO,
Obr. 15. Princip stanoveni aktivity GST s CDNB.

Postup:

Ptipravila jsem si zadsobni roztoky:

e 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,5: navazku 1,79 g Na,HPO, jsem rozpustila
v redestilované vod€ a doplnila do 50 ml a navazku 1,56 g NaH,PO4 jsem
rozpustila rovnéZ v redestilované vod¢ a doplnila do 100 ml v odmérné baiice.
Oba roztoky jsem za soucasné kontroly pH smichala v poméru pfiblizné 1:3.

e Roztok 5,35 mM GSH: navazku 9,87 mg GSH jsem rozpustila v 6 ml 0,1 M Na-
fostatové pufru (pH 6,5)

e Roztok 53,5 mM CDNB: navazku 6,5 mg CDNB jsem rozpustila v 0,6 ml

ethanolu

Vzorky cytosolu jsem vyndala z hlubokomraziciho boxu, rozmrazila a 50x

nafedila Na-fosfatovym pufrem, pH 7.,4.

Do 96-jamkové mikrotitraéni desticky jsem pipetovala 20 pl vzorku (kazdy
vzorek 7x) a do posledniho tadku 20 pl pufru (slepy vzorek).
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Smichala jsem 5,6 ml GSH, 0,56 ml CDNB a 21,84 ml 0,1 M Na-fosfatového
pufru (pH 6,5) a vytvofila tak mastermix. Multikandlovou pipetou jsem ke vzorkiim
ptidala 280 ul mastermixu, lehce protiepala a desticku jsem vlozila do spektrofotometru
Tecan. M¢fila jsem absorbanci vzorki pii 340 nm celkem 6 minut v minutovych

intervalech. Po celych 6 minut byl pfiristek linedrni.

Pro vypocet aktivity GST jsem si nejprve zjistila rozdil absorbance za minutu

podle vzorce:

A _ (Avzemin — Avzimin)
vz/min — 5

kde A,.6min je absorbance, kterou jsem na spektrofotometru Tecan namétila po

Sesti minutach a A,,;,,;, je absorbance po jedné minut¢.
Aktivitu GST (umol/min/ml) jsem vypocitala podle rovnice:

_ (sz/min - Asl X Vi)

4 (EXIXTV)

kde A je absorbance slepého vzorku, & je extinkéni koeficient (£ = 9,6 mM/cm),

[ je délka meétené vrstvy (I = 0,75 cm) a Vs je objem biologické frakce po zohlednéni

fedéni (Vs = 0,0004 ml).

Specifickou aktivitu (nmol/min/mg) jsem vypocitala vztazenim aktivity na

mnozstvi proteinu ve vzorku a vynasobenim tisickrat:
Agp = A/Myp0r X 1000
kde m,,,; je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.9. Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Elektroforéza je metoda, pfi niz dochdzi k odd¢leni latek na zéklad¢ rozdilné
migrace v elektrickém poli. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je zaloZena
na principu migrace proteini v polyakrylamidovém gelu (Obr. 16). Rychlost migrace,
kterou elektrické pole navodi, je kromé velikosti molekuly zavisld také na néboji,

prostorovém uspoiadani bilkoviny i na velikosti péra v gelu.
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Obr. 16. Princip PAGE. Zdro;j:
http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Bio750/Electrophoresis.html.

Ptipravila jsem si zadsobni roztoky:

4 M HCI: 88 ml koncentrované HCI jsem pomalu pfilévala do asi 150 ml
redestilované vody a poté jsem v odmérné bance doplnila vodou do 250 ml
Zasobni roztok akrylamidu (AA) + bis-akrylamidu (bis-AA): navazku 30 g
akrylamidu a navéazku 0,8 g bis-akrylamidu jsem rozpustila v asi 20 ml
destilované vody a poté v odmérné baiice doplnila vodou do 100 ml

1,5 M Tris-HCI puftr, pH 8,8: navazku 18,5 g Trisu jsem rozpustila v 75
ml redestilované vody, postupnym piidavanim mensiho mnozstvi 4 M HCl
a za soucasné kontroly na pH metru, jsem upravila pH na 8,8 a poté jsem
roztok v odmérné bance doplnila vodou na 100 ml

0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8: postupovala jsem stejn¢ jako u 1,5 M Tris-
HCI pufru, pouze navazka byla 6 g Trisu a pH na které¢ jsem roztok
upravovala, bylo 6,8

10% laurylsiran sodny (SDS): navazku 10 g SDS jsem rozpustila v 80 ml

redestilované vody a v odmérné barce doplnila vodou do 100 ml
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e 0,5% bromfenolovd modi (BFB): navazku 50 mg BFB jsem rozpustila
v 10 ml redestilované vody

e Koncentrovany elektrodovy pufr, pH 8,3: navazku 75 g glycinu, 15 g Trisu
a 5 g SDS jsem rozpustila v pfiblizné 0,9 1 redestilované vody, postupnym
pfidavanim malého mnozstvi 4 M HCI a za soucasné kontroly pH jsem
upravila na pH 8,3, v odmérné barice jsem doplnila vodou do 11

e Zasobni vzorkovy pufr: smichala jsem 1,3 ml redestilované vody, 1,0 ml
0,5 M Tris-HCI pufru, pH 6,8, 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10% SDS a 0,6 ml
0,5% BFB

e Isobutanol nasyceny vodou: smichala jsem isobutanol s redestilovanou

vodou a v horni ¢asti jsem tak ziskala isobutanol nasyceny vodou
Ze zasobnich roztoki jsem nasledné ptipravila pracovni roztoky:

e 10% persiran amonny (APS): tésné pfed pouzitim jsem rozpustila 20 mg
persiranu amonného ve 200 pl redestilované vody

e 10% separacni (spodni) gel: na ptipravu 2 geli tloustky 0,75 mm jsem
smichala 4 ml redestilované vody, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pufru, pH 8.8,
0,1 ml 10% SDS a 3,4 ml roztoku AA + bis-AA, tésn¢ pfed pouzitim jsem
zahdjila polymeraci pfidanim 116 pl roztoku persiranu amonného a 8 pl
TEMEDu

e 4% zaostfovaci (horni) gel: na ptipravu 2 gell tloustky 0,75 mm jsem
smichala 3,126 ml redestilované vody, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pufru, pH
6,8, 0,05 ml 10% SDS a 0,5 ml roztoku AA + bis-AA, tésn¢ pied pouzitim
jsem zahégjila polymeraci ptidanim 30 pl roztoku APS a 2,5 ul TEMEDu

e Elektrodovy puftr: tésné pied pouzitim jsem smichala 70 ml zasobniho
elektrodového pufru a 280 ml redestilované vody

e Vzorkovy pufr: ke 190 pl zésobniho vzorkového pufru jsem v digestofi

pfidala 10 ul merkaptoethanolu

Pro naliti gelu jsem si pfipravila nalévaci stojanek, skla, skla se spacery, spony
a hiebeny. Po celou dobu jsem pracovala v rukavicich. Skla jsem dikladné omyla
saponatem, oplachla vodou, redestilovanou vodou a nakonec lihomethanolem a nechala
jsem je ve svislé poloze oschnout. Po oschnuti jsem na sebe ptilozila spacerové a kryci

sklo a vlozila je do zeleného ramecku, ktery jsem umistila do nalévaciho stojanku. Mezi
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pfipravend a zajisténa skla jsem pipetou nalila roztok na 10% separaéni gel a ihned jsem
roztok po celé délce prevrstvila 200 pl isobutanolu nasyceného vodou. Gel jsem nechala
pti pokojové teploté polymerovat 45 minut. Poté jsem isobutanol slila a povrch gelu jsem
opatrn¢ oplachla redestilovanou vodou a nasledné jsem prostor nad gelem vysusSila
filtra¢nim papirem tak, aby se papir nedotkl gelu. Namichala jsem si roztok na 4%
zaostfovaci gel a pipetou jsem ho nalila na spodni gel az po vrchni okraj kryciho skla.
Mezi skla jsem zasunula hieben (pod thlem 45°, aby se v gelu neudélaly bublinky)
a nechala jsem gel pii pokojové teplot¢ polymerovat 1 hodinu. Po hodiné¢ jsem skla
s gelem opatrn€ vyndala z rdmecku a obalila potravinaiskou folii, aby gel nevyschl. Gely

jsem pak nechala zabalené folii jesté polymerovat pies noc v lednici.

Dalsi den rano jsem vzorky natedila 0,1 M fosfatovym pufrem (pH 7,4) na
koncentraci proteinu 8 pg/ul. Po nafedéni jsem je smichala v poméru pfiblizné¢ (podle
mnozstvi proteinu) 1 : 1 se vzorkovym pufrem, abych méla po jejich naneseni v jamce
40 ng proteinu (Tabulka 2) a dala je do pfedehiatého termomixeru na 3 min povaftit pfi

99 °C.

Tab. 2. Redéni vzorkii pro elektroforézu.

Vzorek Koncentrace Mnozstvi vzorku Mnozstvi pufru
proteinu (ug/ml) (ub (ul)
MSG @ 8 15552,86 514 486
MSG J 8 16100,36 497 503
MSG 920 13730,36 583 417
MSG 420 15985,71 500 500
NaCl 98 14726,79 543 457
NaCl 48 15982,50 501 499
NaCl 920 15648,21 511 489
NaCl 420 14926,07 536 464
Kontrola ¢ 8 14299,29 559 441
Kontrola '8 18108,21 442 558
Kontrola ¢ 20 14413,93 555 445
Kontrola 420 13141,07 609 391
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Z gelu jsem opatrné vyndala hieben a jamky proplachla redestilovanou vodou
a pripravila jsem si zafizeni na elektroforézu. Zelené tésnéni na vnitini ¢asti stojanku
jsem ocistila a lehce potiela vazelinou. Skla s gelem jsem pfitlacila z kazdé strany na
tésnéni, vnitini ¢ast jsem zasunula do vné&jsi Casti stojanku tak, aby skla se spacery byla
na vn&jsi strané a zajistila jsem je sponami. Stojanek se skly jsem vlozila do vanicky. Do
horniho elektrodového prostoru jsem nalila asi 130 ml elektrodového pufru tak, aby byl
gel cely ponoteny a zkontrolovala jsem, ze nepodtéka. Také do spodniho elektrodového
prostoru jsem nalila elektrodovy pufr tak, aby byla hladina nad spodnim okrajem gelu.
Pomoci nanaSeciho bloku jsem pipetou nanesla do kazdé jamky 10 ul vzorku (6 vzorka
na 1 gel) a do jedné jamky jsem nanesla 5 pul molekulového standardu. Nanéaseci blok
jsem vyndala a vanicku ponofila do ledové lazné. Na vanicku jsem nasadila vicko
s elektrodami a zafizeni jsem pfipojila ke zdroji. Napéti jsem nastavila na 100 V
a spustila jsem elektroforézu. Kdyz ¢elo dobéhlo na spodni okraj gelu, vypnula jsem

zdroj, sundala vicko, stojanek premistila z vanicky a skla s gelem jsem vyndala.
4.10. Imunoblotting

Imunoblotting, nebo téZ western blotting, je metoda, pfi niZ se prendsi bilkoviny
elektrickym proudem z gelu na membranu. Zde jsou nasledné detekovany pomoci

specifickych protilatek (Obr. 17).
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Obr. 17. Princip imunoblottingu. Zdroj: Molecular Cell Biology, Harvey Lodish et al.
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Nejprve jsem si piipravila zasobni roztok blotovaciho pufru. Navazku 28,8 g
glycinu a 6,06 g TRIS (25 mM) jsem rozpustila v pfiblizné 0,5 1 redestilované vody.
Ptidala jsem 0,4 1 methanolu a doplnila v odmérné bance do 2 1. Takto ptripraveny roztok

jsem pro potieby uchovani ptelila do mensich lahvi a uchovavala v lednici.

Po skonceni elektroforézy jsem do vanicky s blotovacim pufrem ponoftila skla
s gelem. Pomoci klinkli jsem skla rozevrela, gel odfizla od spacerti a odstranila jsem
zaostfovaci gel. Separacni gel jsem si v pravém hornim rohu oznacila odfiznutim malé
casti gelu, abych poznala, kam jsem nanaSela prvni vzorek. Nakonec jsem takto
ptipraveny gel oddélila od spodniho skla a nechala ho n€kolik minut v blotovacim pufru.
Pfedem jsem do vaniCky s pufrem dala namocit asi na 20 min také nastithanou

nitrocelulosovou membranu (2 kusy na 2 gely) a blotovaci papiry (4 kusy na 2 gely).
Sestavila jsem si blotovaci sendvi¢ (od spodu):

¢ bila houbicka

e 1 kus blotovaciho papiru

o gel

e nitrocelulosovd membrana

e 1 kus blotovaciho papiru

e bila houbicka

Sendvi¢ jsem sklenénou ty€inkou opatrné uhladila, aby mezi gelem a membranou
nebyly bubliny a vlozila jsem ho do kazety blotovaciho zatfizeni. Pouzivala jsem zatizeni
BioRad Trans Blot Turbo. Do stejné blotovaci kazety jsem vlozila i druhy sendvic, na
kterém bylo zbyvajicich 6 vzorkd. Kazetu jsem uzaviela vickem a zasunula do
blotovaciho zafizeni. Nastavila jsem potiebné parametry a nechala 15 min blotovat.

Bilkoviny se za tento ¢as pienesou pomoci elektrického proudu z gelu na membranu.
Ptipravila jsem si zadsobni roztoky TRIS, TBST a protilatek.

e TRIS pufr (0,1 M, pH 8): 12,1 g TRIS jsem rozpustila v asi 0,8 1
redestilované¢ vody. Na pH-metru jsem postupnym piidadvanim malého
mnozstvi 4 M HCI upravila pH roztoku na 8,0. Roztok jsem ptelila do

odmérné banky a redestilovanou vodou doplnilana 1 1.
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e TBST: 8,77 g NaCl jsem rozpustila vasi 0,3 1 redestilované¢ vody.
K roztoku jsem piidala 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru, pH
8,0. V odmérné bance jsem doplnila redestilovanou vodouna 1 1.

e Primarni protilatky (Ab): piiprava dle instrukci vyrobce
- my$i monoklonélni Ab proti B aktinu — 1:3000 v TBST s 1% mlé¢kem
- kréli¢i polyklonélni Ab proti GPx2- 1:1000 v TBST s 1 % mlékem
- krali¢i monoklonalni Ab proti GR — 1:2000 v TBST s 1% mlékem

e Sekundarni protilatky: pfiprava dle instrukci vyrobce
- kozi polyklondlni Ab proti krali¢imu Ig konjugovana s kienovu

peroxidasou — 1:3000 v TBST
- kozi polyklonadlni Ab proti mys$imu Ig konjugovana s kienovou

peroxidasou — 1:3000 v TBST

Po 15 min blotovani jsem kazetu vyndala a sendvi¢ rozebrala. Na membranach
jsem si propisovaci tuzkou vyznacila nejvyrazn€j$i prouzky markeru a poté jsem
membrany oplachla v misce s redestilovanou vodou. Abych zablokovala nespecificka
vazebna mista na membrané, natedila jsem navazku 4 g susené¢ho mléka v 50 ml TBST
pufru a tento roztok jsem nalila do misek k membranam. Bilkoviny z mléka se navazou
na mista, kde nejsou navazany bilkoviny ze vzorki. Takto se zablokuji ostatni mista na
membrang a protilatky se nasledné nemohou navéazat jinam neZ na své specifické misto

na antigenech.

Po jedné hodin¢ jsem zablokované membrany vyndala, nechala je okapat
a sto¢ené do rulicky jsem je dala do konickych zkumavek Falcon. Ve zkumavkach jak
probihala inkubace s protilatkami a promyvani dle nasledujiciho rozpisu. Pro zajiSténi
optimélniho pfistupu protilatek jsem konické zkumavky umistila na roler a nechala je

rotovat.

e pfes noc navazovani primarni protilatky (chladici mistnost)
e 4 x 15 min promyvani v TBST
¢ | hodinu navazovani sekundarni protilatky

e 4 x15min promyvani v TBST
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4.11. Chemiluminiscen¢ni detekce proteini

Po elektroforéze a imunoblottingu jsem pro detekci proteini pouzila
chemiluminiscen¢ni metodu. Chemickou reakci vznika emise svétla, kterou detekujeme

(Obr. 18).

Coated |
Cap'LL?;'; Secondary Hrp
~ Anti
B Mooy Oxidized
(‘ Reagenis
. 2H D +07% cco
[}ti‘. - 2 /f:he milu I'I"IIF‘IESCEI'I% Imager
O rM Ab Lumlncﬂ
uv Protein Enhancer
SN
Obr. 18. Princip chemiluminiscencni detekce proteinti.
Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/225183915 figl Figure-1-Schematic-

representation-of-luminol-chemiluminescence-reaction-used-in-the-CIEF.

Tésné pred pouzitim jsem si dle ndvodu vyrobce pfipravila chemiluminiscenéni

substrat. Smichala jsem 650 pl roztoku A (luminol) a 650 pl roztoku B (peroxid).

Membranu s navazanymi sekundarnimi protilitkami jsem po poslednim
promyvani vyndala z konické zkumavky Falcon a pipetou jsem na ni nakapala pfipraveny
chemiluminiscen¢ni substrat. Membranu jsem nechala inkubovat se substratem 5 minut
ve tmé, poté jsem ji polozila do blotovaciho skeneru stranou s navadzanymi proteiny
smérem doll a nechala snimat (obvykle 6 min). Naskenované bloty jsem vyhodnotila

v programu Image Studio.
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5. Vysledky

5.1. Biochemické charakteristiky jednotlivych skupin mysi

Vsem mysim byla po usmrceni odebrana krev do heparinizovanych zkumavek a po
centrifugaci byly v plasm¢ stanoveny zakladni biochemické parametry — koncentrace
glukosy, celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu a triacylglycerolt,
déle hladina insulinu a leptinu. Hladiny insulinu a leptinu jsem stanovila pomoci ELISA
kitt podle navodu vyrobce. Ostatni biochemické parametry byly stanoveny na Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové pomoci rutinnich
biochemickych metod. Hodnoty jednotlivych biochemickych markeri, stafi, hmotnost

a pocet jedinci ve skupiné je uveden v tabulce 3.

Z vysledkt je dobfe patrné, ze u MSG mysi obou pohlavi dochéazi k naruseni leptinové
signalizace jiz po 8 tydnech od navozeni obezity, zatimco u insulinu jsou statisticky
vyznamné zmeény piitomné az ve 20 tydnech véku. U MSG samcl (20 tydnl) byly
nalezeny zvySené hladiny glukosy, celkového cholesterolu, HDL i LDL. U MSG samic
stejného veéku byly zvySené hladiny celkového cholesterolu, HDL a triacylglycerold,
zatimco hladina glukosy a LDL byla srovnatelna s kontrolnimi skupinami. Rovnéz
hladiny leptinu byly ve skupin€ MSG20 samic vyznamné& nizs§i nez u MSG20 samcii, coz

by mohlo byt zpiisobeno protektivnim tc¢inkem estrogend.
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Tab. 3. Biochemické parametry pokusnych mysi.

) ) stari Glc TC HDL LDL TAG insulin leptin hmotnost | pocet
pohlavi | skupina (tyden) | (mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (ng/ml) (ng/ml) (2) jedincu
8 12,32 2,94 2,05 0,29 1,50 | 3,29+£0,19" | 48,13+4,47 35,61 38
MG 20 17,93 3,50 2,44 0,39 1,71 31,76 + 3,89 | 101,20 +23,31° 55,29 14
g 8 10,71 2,59 1,85 0,14 1,65 0,72 + 0,20% 5,81 £0,02% 33,04 23
Nadl 20 10,03 2,37 1,93 0,09 1,42 523 +0,71* 6,04 =0,08" 41,67 14
8 11,28 2,36 1,88 0,16 1,13 2,52 + 0,24 5,78 £ 0,04° 32,36 10
bez 20 9,68 2,48 2,01 0,11 1,55 1,97 + 0,30™ 5,87 +0,06" 41,31 15
8 12,66 3,46 2,40 0,49 1,45 4,74 +0,62% 80,87 + 4,49° 32,37 27
MG 20 9,90 2,94 2,32 0,22 2,09 9,37 +1,49° 103,80 + 10,13°¢ 51,93 15
9 8 9,87 2,07 1,46 0,27 1,33 1,52 +0,29% 5,79 +0,04° 26,98 20
Nadl 20 8,75 2,14 1,49 0,27 1,42 0,59 +0,16° 5,97 +£0,14* 34,30 11
8 7,79 1,84 1,26 0,26 0,85 ND 5,80 +0,02° 25,10 5
bez 20 9,32 2,37 1,84 0,30 1,06 1,55+ 0,14® 5,94+0,11° 32,50 15

a’b’c’dskupiny s riznym pismenem se od sebe statisticky vyznamné 1isi (p < 0,05)

Glc (glukosa), TC (celkovy cholesterol), HDL (HDL cholesterol), LDL (LDL cholesterol), TAG (triacylglyceroly), ND (nestanoveno kvili

nedostatku vzorku)
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5.2. Aktivita a exprese glutathionperoxidasy

Stanoveni specifické aktivity GPx

Ke stanoveni specifické aktivity enzymu GPx jsem pouzivala
spektrofotometrickou metodu zalozenou na reakci z-butylhydroperoxidu s redukovanym
glutathionem, pfi které vznikd GSSG. Oxidovany glutathion je prubézné zpét redukovan
zpét na GSH piisobenim enzymu GR. Pti této reakci dochdzi k oxidaci NADPH a tim
1 k poklesu absorbance, kterou jsem méfila. Z naméiené absorbance jsem vypocitala
specifickou aktivitu GPx, kterou jsem zpracovala do grafl. K porovnani vysledkd jsem

vyuzila statistickou metodu (neparovy t-test).

Porovnévala jsem mezi sebou specifické aktivity GPx nejprve ve skupinach
podle patologického stavu u samic stejného véku a u samct stejného véku. Zjistila
jsem, ze ve skupin€ osmitydennich samic se specificka aktivita dle patologie vyznamné
neliSila (Obr. 19, panel A), zatimco u osmitydennich samcl jsem zaznamenala jeden
signifikantni rozdil. Skupina NaCl M8 m¢éla v porovnani se skupinou neovlivnénych
osmitydennich samcii vyznamné nizsi specifickou aktivitu GPx (Obr. 19, panel B).
Ve skupinach dvacetitydennich myS$i jsem zaznamenala signifikantni rozdily pouze
u samic. U samic se liSila skupina MSG F20 x NaCl F20 a také NaCl F20 x bez F20
(Obr. 20., panel A).

Dale jsem aktivitu GPx porovnavala podle véku. U samic se vyznamné neliSila
zadna z porovnavanych skupin (Obr. 21., panel A), u samct jsem zjistila signifikantni
rozdil mezi skupinou obéznich mySi, kdy svékem se aktivita GPx zvySovala

(Obr. 21., panel B).

Poslednim sledovanym kritériem bylo pohlavi. Ve skupiné osmitydennich mysi
se statisticky vyznamné liSila skupina NaCl M8, kdy mladi samci mé¢li vyznamné nizsi
aktivitu GPx nez samice stejného véku a patologického stavu (Obr. 22., panel A). Tento
signifikantni rozdil ztstal 1 u starSich mysi, kdy jsem zaznamenala opét nizsi aktivitu

GPx u skupiny NaCl M20 oproti skupin€ NaCl F20 (Obr. 22., panel B).
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Obr. 19. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathionperoxidasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samct (panel B) mySi starych 8 tydnt.
Novorozenym mysi byl s.c. aplikovan MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostavaly nic (bez). Data jsou vyjadiena jako primér = SD, kde n = 3. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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Obr. 20. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathionperoxidasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samci (panel B) mysi starych 20 tydni.
Novorozenym mysSim byl s.c. aplikovan MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostavaly nic (bez). Data jsou vyjadiena jako primér + SD, kde n = 3. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné 1i§i (P < 0,05).
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Obr. 21. Vliv v€ku na specifickou aktivitu glutathionperoxidasy v jaternim cytosolu
samic (panel A) a samci (panel B) mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1é¢by starych 8
a 20 tydnt. Data jsou vyjadiena jako primér = SD, kde n = 3. Skupiny stejné barvy

oznacené * se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).

58



600

400+

200+

Specificka aktivita GPx (nmol/min/mg)

800

600+

4004

2004

Specificka aktivita GPx (nmol/min/mg)

Obr. 22. Vliv pohlavi na specifickou aktivitu glutathionperoxidasy v jaternim cytosolu
mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1écby starych 8 tydnti (panel A) a 20 tydnti (panel B).
Data jsou vyjadiena jako pramér = SD, kde n = 3. Skupiny stejné barvy oznacené * se

mezi sebou signifikantné 1isi (P < 0,05).
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Stanoveni proteinové exprese GPx

Proteinovou expresi GPx jsem zjistovala metodou SDS-PAGE s naslednym
imunoblottingem za pouziti primarni protilatky proti GPx2. Zjisténé mnozstvi GPx2
jsem vztahla na mnozstvi B-aktinu, ktery slouzi jako kontrola nanaSeného mnoZzstvi

cytosolickych bilkovin (,,loading control*).

Z vysledkl je patrné, Ze v relativni expresi GPx2 jsou mezi pohlavimi velké
rozdily. Ve skupinach mladych MSG mysi maji o 45 % vyssi expresi GPx2 samci,
naopak v kontrolnich skupinach maji vyssi expresi tohoto enzymu samice. Osmitydenni
samice bez 1éCby maji expresi GPx2 2,5-krat zvySenou nez samci stejného véku
a patologického stavu, ale diky velké variabilité¢ dosazenych vysledkl neni tento rozdil
statisticky vyznamny. Ve skupinach starych mys$i maji expresi GPx2 o vice jak 50 %
vyssi samice, ve skupin¢ NaCl naopak vyrazné vyssi samci. U dvacetitydennich samic
bez 1é¢by se mi ani pii jednom z pokust prouzek bohuzel neobjevil, takze tuto skupinu
nemohu porovnat. Ziejmé doslo k precipitaci proteinu ve vzorku. S vékem se exprese
GPx2 ve skupindch MSG a NaCl mysi ménila nejvice u samctl, kdy vyrazné klesala (ve
skupiné MSG o 72 %). Starnuti mélo opacny vliv ve skupiné¢ NaCl samcii, kde exprese
GPx2 3,2-krat vzrostla. U samic jsem vyrazné¢ rozdily s vékem nezaznamenala.
Porovnanim patologického stavu jsem zjistila nejvyssi expresi GPx2 u neovlivnénych
osmitydennich samic, ktera byla oproti MSG skupin€é o 50% vyssi a tento rozdil byl
statisticky vyznamny. Naopak u samci jsem zjistila o 57 % vyS$§i hodnoty ve skupiné

osmitydennich MSG mys$i oproti mySim bez 1€¢by stejného véku a pohlavi.
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Obr. 23. Relativni exprese GPx2 v jatrech osmitydennich (panel A) a dvacetitydennich
(panel B) mysi obou pohlavi ze skupin MSG, NaCl a neovlivnénych.
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5.3. Aktivita a exprese glutathionreduktasy

Stanoveni specifické aktivity GR

Ke stanoveni aktivity GR jsem pouzivala spektrofotometrickou metodu
zalozenou na reakci, kdy se méni GSSG na GSH za soucasné oxidace substratu
NADPH. Spotieba substratu se projevila jako linearni rist absorbance. Z naméfenych

hodnot jsem s pouzitim hodnot koncentrace bilkovin spocitala specifickou aktivitu.

Mg¢feni jsem opakovala Ctyfikrat a pokazdé jsem kazdy vzorek pipetovala ve
¢tyfech paralelkach. Mnoho statisticky vyznamnych rozdild jsem v aktivit¢ GR
nezjistila. Nejprve jsem hodnoty porovnéavala ve skupindch mysi rozdélenych podle
patologického stavu. Ve skupin¢ mladych samic (Obr. 24., panel A) a také ve skupiné
mladych samct (Obr. 24., panel B) se specificka aktivita enzymu GR signifikantné
neliSila. U dvacetitydennich mysi jsem zjistila rozdil ve skupiné neovlivnénych samic
oproti osmoldlni kontrole (NaCl F20 x bez F20, Obr. 25., panel A). Mysi samice ze
skupiny NaCl F20 mély vyssi hodnoty specifické aktivity GR nez samice bez 1écby.
Mezi dvacetitydennimi samci jsem pii porovnani podle patologického stavu zadné

vyznamné rozdily nenasla (Obr. 25., panel B).

Dale jsem aktivitu GR porovnéavala dle véku. Na Obr. 26. jsou znazornény
grafy vypocitanych specifickych aktivit u samic (panel A) a samct (panel B). Zjistila

jsem, ze v€k nema na specifickou aktivitu GR zadné ze zkoumanych skupin mysi vliv.

Pfi srovnani vysledki podle pohlavi pokusnych mysi jsem zjistila, ze mezi
osmitydennimi mySmi neni v aktivit¢ GR vyznamny rozdil (Obr. 27., panel A).
Ve skupinach dvacet tydna starych mysi, jsem nasla statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami bez 1écby. Samice ze skupiny bez F20 mély nizsi specifickou aktivitu GR

nez stejné stafi neovlivnéni samci (Obr. 27., panel B).
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Obr. 24. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathionreduktasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samct (panel B) mySi starych 8 tydnt.
Novorozenym mysim byl s.c. aplikovin MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostévaly nic (bez). Data jsou vyjadiena jako primér = SD, kde n = 4. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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Obr. 25. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathionreduktasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samci (panel B) mysi starych 20 tydni.
Novorozenym mysim byl s.c. aplikovin MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostavaly nic (bez). Data jsou vyjadiena jako primér = SD, kde n = 4. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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Obr. 26. Vliv véku na specifickou aktivitu glutathionreduktasy v jaternim cytosolu
samic (panel A) a samci (panel B) mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1écby starych 8
a 20 tydnt. Data jsou vyjadiena jako pramér = SD, kde n = 4. Skupiny stejné barvy

oznacené * se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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Obr. 27. Vliv pohlavi na specifickou aktivitu glutathionreduktasy v jaternim cytosolu
mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1é¢by starych 8 tydnti (panel A) a 20 tydnti (panel B).
Data jsou vyjadiena jako primér = SD, kde n = 4. Skupiny stejné barvy oznafené * se

mezi sebou signifikantné 1isi (P < 0,05).
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Stanoveni proteinové exprese GR

Expresi GR jsem zjistovala pomoci SDS-PAGE s naslednym imunoblottingem
za pouziti primarni protilatky proti GR. Zjisténé mnozstvi GR jsem vztahla na mnoZzstvi
B-aktinu. Statisticky hodnotit jsem mohla pouze skupinu MSG mysi (obé pohlavi

a vek), protoze u skupin NaCl a bez 1éCby se podafilo stanovit expresi GR jen jednou.

Zjistila jsem, ze s vékem se relativni exprese GR vétSinou ménila jen mirné.
Témért viibec se relativni exprese GR nezménila u mysi bez 1é€by obou pohlavi, naopak
nejvice (o 28 %) klesla ve skupiné NaCl samic a ve skupiné NaCl samct vzrostla
0 93 %. Pii porovnani skupin podle pohlavi jsem zjistila, ze samci maji o trochu nizsi
expresi GR oproti samicim, krom¢ skupiny starych NaCl mysi, kde maji naopak samci
expresi GR o 82 % vyssi. Zajimavé je, ze jsem nalezla vyraznéjsi odliSnosti pfi srovnani
podle patologického stavu a to hlavné u mladSich mysi. Z obrazku 28. je patrné, ze
mladé MSG mysi maji relativni expresi GR oproti obéma kontrolnim skupinam vyssi

014 —53 %.
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Obr. 28. Relativni exprese GR v jatrech osmitydennich (panel A) a dvacetitydennich
(panel B) mysi obou pohlavi ze skupin MSG, NaCl a neovlivnénych.
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5.4. Specificka aktivita glutathion-S-transferasy

Specifickou aktivitu GST jsem stanovovala spektrofotometrickou metodou, pii
které GST katalyzuje vznik konjugatu S-2,4-dinitrofenylglutathionu z CDNB a GSH.
Po dobu 6 minut jsem méfila narist absorbance vznikajiciho konjugatu. Specifickou

aktivitu jsem poté vypocitala vztazenim aktivity na mnozstvi proteinu ve vzorku.

Vypocitané hodnoty specifické aktivity jsem porovnavala nejprve dle
patologického stavu, kde ve skupinach mladych samic (Obr. 29., panel A) jsem
signifikantni rozdily nezjistila. Skupiny mladych samci (Obr. 29., panel B) se dle
patologického stavu lisily (MSG M8 x NaCl M8 a také MSG MS x bez M8). Navozeny
patologicky stav u samcii specifickou aktivitu o vice nez polovinu snizoval. Skupiny
dvacetitydennich samic byly bez rozdilu (Obr. 30., panel A), zatimco samci se opét lisili
(Obr. 30., panel B). Samci ze skupiny MSG M20 méli stale asi o polovinu nizs$i hodnoty
specifické aktivity GST nez stejné stafi samci, ktefi dostavali roztok NaCl a také nez

stejné stafi samci bez 1éCby.

Pii porovnani podle véku jsem zjistila, ze u samic (Obr. 31., panel A) nejsou ve
specifické aktivit¢ GST vyrazné rozdily. Ve skupinach samcii (Obr. 31., panel B) se
signifikantné lisila skupina mladych samct bez 1é€by od star§ich samct bez 1écby, kdy

s vékem aktivita GST mirné vzrostla.

Nakonec jsem skupiny porovnala jesté podle pohlavi. Na Obr. 32., panelu A, je
dobfe vidét, Ze osmitydenni samci kontrolnich skupin méli vice neZ 2x vyssi aktivitu
GST nez stejné staré samice (NaCl F8 x NaCl M8, bez F 8, bez M8). Ve skupinach
dvacetitydennich mysi (Obr. 32., panel B) se liSily vSechny vzorky. Skupina
ovlivnénych mysi MSG M20 méla mirné zvySenou aktivitu oproti skupiné MSG F20,
skupiny NaCl F20 x NaCl M20 a také bez F20 a bez M20 se lisily asi o polovinu.
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Obr. 29. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathion-S-tranferasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samcli (panel B) mySi starych 8 tydni.
Novorozenym mysim byl s.c. aplikovin MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostavaly nic (bez). Data jsou vyjadfena jako primér = SD, kde n = 5. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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Obr. 30. Vliv patologického stavu na specifickou aktivitu glutathion-S-tranferasy
v jaternim cytosolu samic (panel A) a samcii (panel B) mysi starych 20 tydni.
Novorozenym mySim byl s.c. aplikovan MSG (rozvoj obezity) nebo NaCl nebo
nedostavaly nic (bez). Data jsou vyjadiena jako primér £ SD, kde n = 5. Skupiny

s riznymi pismeny se mezi sebou signifikantné 1i§i (P < 0,05).
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Obr. 31. Vliv véku na specifickou aktivitu glutathion-S-transferasy v jaternim cytosolu
samic (panel A) a samcil (panel B) mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1écby starych 8
a 20 tydnt. Data jsou vyjadiena jako pramér = SD, kde n = 5. Skupiny stejné barvy

oznacené * se mezi sebou signifikantné 1isi (P < 0,05).
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Obr. 32. Vliv pohlavi na specifickou aktivitu glutathion-S-transferasy v jaternim
cytosolu mysi ze skupin MSG, NaCl a bez 1é¢by starych 8 tydnti (panel A) a 20 tydnt
(panel B). Data jsou vyjadiena jako pramér + SD, kde n = 5. Skupiny stejné barvy

oznacené * se mezi sebou signifikantné lisi (P < 0,05).
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, jestli se méni aktivita a proteinova exprese
vybranych enzymi (GPx, GR, GST) v zavislosti na navozeném patologickém stavu
(obezita), véku a pohlavi pokusnych mysi. Podle patologického stavu byly vytvoteny
3 zékladni skupiny mysi - MSG mysi s chemicky navozenou obezitou a 2 kontrolni
skupiny - NaCl mysi a neovlivnéné mysi. Jednotlivé skupiny mysi jsem dale rozdélila
do podskupin podle véku (8 tydni a 20 tydnil) a pohlavi. Aktivity enzymi jsem méfila
v cytosolické frakci z jater pokusnych zvitat. Z naméfenych vysledkl jsem vypocitala
u kazdého enzymu aktivitu a prepocetla ji vztazenim na mnozstvi bilkoviny ve vzorku
na specifickou aktivitu. Vysledky jsem statisticky zhodnotila a vynesla do grafi.
Proteinovou expresi studovanych enzymu jsem stanovila pomoci imunoblottingu
a vztdhla jsem ji na proteinovou expresi B-aktinu, coz je konstitutivné exprimovany

protein, ktery se pouziva pro kontrolu nanaSeni vzorkd.

Aktivita a exprese jaternich biotransformacnich enzymi muze byt vyznamné
ovlivnéna vékem, pohlavim, genetickymi faktory, vyzivou a patofyziologickymi

podminkami (Vyskocilova et al. 2013).

Obezita a stavy sni spojené, jako insulinovd resistence, diabetes mellitus
2. typu, dyslipidemie, jaterni steatdéza, oznaCované jako metabolicky syndrom,
predstavuji v soucasnosti hlavni vyzvy pro védu a klinicky vyzkum (Buettner et al.
2007). Pro studium se pouZivaji riizné zvifeci modely. V této praci bylo pouZito mysi
s chemicky navozenou centralni obezitou. U novorozenych mysi, kterym je opakované
s.c. podavan MSG, dojde k vytvoteni 1ézi v jadie nucleus arcuatus v hypothalamu, ¢imz
se narusi leptinova a insulinova signalizace. U takto piipraveného zviteciho modelu se
rozviji obezita a to i piesto, Ze zvitata pfijimaji mén¢ potravy. K rozvoji obezity dochazi
zpomalenim metabolismu a néaslednym zvySenim podilu tukové tkéné.  Nucleus
arcuatus je u téchto mysi mensi, coZ narusi produkci somatoliberinu a diky tomu se
zkrati délka téla 1 ocasu a hypofyza, gonady a optické nervy atrofuji (Olney 1969).
Kromé obezity slouzi tento model také k vyzkumu diabetu mellitu 2. typu a

nealkoholické jaterni steatohepatitidy (Sasaki et al. 2009, Matouskova et al. 2015).
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U lidi se obezita méfi nejcastéji pomoci indexu télesné hmotnosti (BMI). Vaha
v normalnim rozmezi odpovida hodnoté¢ BMI od 18 do 24,9 kg/m3, nadvaha v rozmezi
25-29,9 kg/m’ a obezita je charakterizovana hodnotami BMI nad 30 kg/m’. Stav, kdy
jsou hodnoty BMI pies 40 kg/m’ nebo pies 35 kg/m® s piidruzenymi komorbiditami je
nazyvan tézka (morbidni) obezita (Fobi 2004). Prevalence obezity celosvétove
vyznamné roste. U obéznich jedincl dochazi ke zvySeni mnozstvi reaktivnich forem
kysliku (ROS). Zvyseni ROS muze souviset také se sniZzenou celkovou antioxidacni
kapacitou bunky (Matouskova et al. 2015). Mnozstvi téchto reaktivnich molekul se
zvysSuje nejen u obéznich jedinct, ale napiiklad také béhem starnuti a je tedy zajimavé
v ramci této prace mit mysi rozdélené nejen podle patologického stavu, ale i podle véku

a pohlavi (mozné ovlivnéni pohlavnimi hormony).

Jednim z primarnich intracelularnich antioxidanti je GSH, ktery se vSak podili
také na metabolismu Zivin a regulaci bunéénych dé&jii (napt. genové expresi, syntéze
DNA a proteint, bunécné proliferaci a apoptose, signalni transdukci, produkci cytokinli
a imunitni odpovédi) (Wu et al. 2004). V reakcich katalyzovanych selen-dependentnimi
GPx nebo selen-independentnimi GPx jsou peroxid vodiku ¢i lipidové hydroperoxidy
redukovany na vodu a odpovidajici alkoholy, zatimco GSH je oxidovan na GSSG.
Regenerace GSH je zajisténa enzymem GR, kterd katalyzuje redukci GSSG zpét na
GSH za spotieby NADPH. Spravna funkce tohoto enzymu je tedy zavisla na aktivité
pentosového cyklu (Hamburg et al. 1994). Deficit GSH vede ke zvySeni miry
oxidac¢niho stresu, ktery se vyznamnou mérou podili na starnuti organismu a patogenezi
celé fady onemocnéni (napf. neurodegenerativni onemocnéni, srpkovitd anemie,
cysticka fibrosa, nadorova onemocnéni, diabetes mellitus). Dédi¢ny defekt GPx a defekt
tvorby GR se projevi poSkozenim bunéénych membran s néslednou hemolytickou

anemii (Halliwell a Gutteridge 2015).

Specifické aktivity enzymi GPx a GR jsem z hlediska patologického stavu
porovnavala u obéznich mysi a u dvou kontrol, osmolalni a neovlivnéné. U enzymu
glutathionperoxidasy jsem Zadné statisticky vyznamné rozdily ve specifické aktivité
oproti kontroldm nenasla. Zatimco MatouSkova et al. (2015) zjistila u mySich samct
s MSG obezitou aktivitu GPx v jaternim cytosolu signifikantn€ niz§i oproti kontrole
(a naopak v tenkém stievé aktivitu GPx u obéznich vyrazn€ zvysSenou). Tento rozdil
muze byt zplisobeny odliSnym stafim mysi. Ve svych experimentech jsem pouzivala

mysi staré 8 a 20 tydnd, zatimco v praci Matouskové et al. (2015) byly pouzity mysi
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staré 8 mésicti. Rovnéz Mendes et al. (2018) nezaznamenala zadné zmény ve specifické
aktivit¢ antioxidacnich enzyml u mySich samcti kmene C57BL/6 krmenych 16 tydni
vysokotukovou dietou. V modelu nediabetickych KKAY mysi (7 tydni staré)
a diabetickych KKAY mysi (13 tydnt staré) byla aktivita GPx v jatrech a v kosternich
svalech stejna jako u kontrolnich mysi, zatimco v bilé tukové tkani byla pfiblizné
o Ctvrtinu niz8i (Furukawa et al. 2004). U pacientll s obezitou a diabetem mellitem
2. typu byla aktivita GPX v ¢ervenych krvinkach i mnozstvi GSH signifikantné snizené

oproti kontrole (Picu et al. 2017).

Imunoblottingem jsem zjiStovala proteinovou expresi pouZzitim specifické
polyklonalni protilatky proti GPx2. U obéznich samic jsem naméfila expresi nizsi
a u samcl naopak vyssi. Matouskova et al. (2015) zjistila, ze obézni mysi samci méli
niz§i mnozstvi proteinu GPx2 ve stfevnim epitelu, zatimco v jatrech se pomoci
imunoblottingu nepodatilo GPx2 detekovat (genova exprese GPx2 vSak byla u obéznich
my$i vyznamné zvySend). Genova i proteinova exprese GPx, GR, superoxiddismutasy
a katalasy v jatrech mySich samcti krmenych 16 tydni vysokotukovou dietou byla
signifikantné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou, kterd dostavala standardni dietu

(Mendes et al. 2018).

Studovala jsem rovnéZ vliv navozené obezity na specifickou aktivitu
glutathionreduktasy. Tento patologicky stav aktivitu GR neovlivnil, coZ je v souladu
s vysledky publikovanymi Matouskovou et al. (2015), ktera uvadi, Ze GR byla v tenkém
stteveé u obéznich mysi méné aktivni pfi porovnani s kontrolou, zatimco v jatrech nebyla
jeji aktivita obezitou ovlivnéna. Naproti tomu proteinova exprese GR byla podle mych
vysledkl patologickym stavem ovlivnéna. Obézni mysi mély relativni expresi GR
oproti obéma kontrolnim skupinam o tfetinu az dvé ttetiny vySsi. Naproti tomu u mysi
krmenych vysokotukovou dietou byla proteinovd exprese GR snizend (Mendes et al.
2018). Patologicky stav tedy mozna zpusobil zvySeni proteinové exprese GR, ale

nepromitl se do zvySeni aktivity tohoto enzymu.

Mezi vyznamné enzymy 2. faze biotransformace, chranici buniky pred oxida¢nim
stresem a mnozstvim toxickych chemikalii a metabolitl, patii glutathion-S-transferasy
(Matouskova et al. 2015). V aktivité glutathion-S-transferasy jsem zjistila
v souvislosti s patologii (tj. navozenou obezitou) vyznamny rozdil pfedevSim u samci,

kdy specificka aktivita GST vyznamné klesla u skupiny MSG. Toto se shoduje s praci
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Matouskové et al. (2015), kde byla také zjisténa u obéznich mysich samcii nizsi aktivita
GST v jatrech. Také Bousova et al. (2017) shodn€ uvadi, ze u obéznich mysich samct
doslo ke snizeni aktivity GST v srdci a to dokonce o 51,2 % oproti kontrole. Ve své
praci jsem zaznamenala u osmi 1 dvacetitydennich obéznich samct snizeni specifické
aktivity GST také pfiblizné na polovinu. BouSova et al. (2017) také porovnava aktivitu
GST vledvindch u obéznich mySich samct. Obézni samci méli aktivitu GST
v ledvinach vyssi o 31,1 % proti kontrolnim mySim. Opakované podavani MGS
novorozenym mysim indukuje nejen obezitu, ale také zmény v aktivit¢ a/nebo expresi
GST (Bousova et al. 2017). U obéznich lidi byla aktivita GST v erytrocytech
nezménénd, ale koncentrace intraculularniho GSH byla snizena (Ozaydin et al. 2006).
Existuji studie ukazujici na zvySenou, sniZenou nebo nezménénou aktivitu GST
u obéznich jedinct v porovnani s neobéznimi, jak u lidi, tak u zvifat (Ozaydin et al.

2006).

Starnuti je nevyhnutelny biologicky proces charakterizovany progresivni
funk¢éni degradaci vSech organovych systémil se simultinnim zvySenim oxidacniho
poskozeni jako vysledek akumulace ROS (Vyskocilova et al. 2013). Teorie volnych
radikald v souvislosti se starnutim udava, Ze ke starnuti dochazi diky akumulaci
neopravitelného poskozeni volnymi radikaly uto€icimi na bunécné komponenty (Rikans
a Hornbrook 1997, Rizvi a Maurya 2007). Starnuti postihuje rizné organy, tkadn¢ a typy
bunék v jednom organismu riznymi zpisoby. Nejedné se o uniformni proces, organove
specificky, ale ma interindividudlni variabilitu (Schmucker 1998). Demograficka
struktura obyvatelstva se velmi rychle méni a populace starne. V Evropé bylo v roce
2000 16 % lidi starSich 65 let a v roce 2030 se predpoklada zvyseni tohoto podilu az na
24 % (Wauthier et al. 2007).

Vyznamnéj$i vliv véku na specifickou aktivitu studovanych enzymii jsem

nezjistila v Zadné skupiné.

Specificka aktivita glutathionperoxidasy v pribéhu starnuti mirn¢ vzrostla u
obéznich samci, zatimco u obou kontrolnich skupin nebyly rozdily statisticky
vyznamné. Vyskocilova et al. (2013) udava naopak 39% snizeni aktivity GPx v pribéhu
starnuti u 21 mésicnich potkant. Aktivita jaterni GPx a hladina GSH v jatrech byly

stejné u kmene SAMP1//Fky mysi, které jsou nachylné k pfedcasnému starnuti, a u
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mys$i kmene SAMR1/Fky, které jsou k pfedcasnému starnuti rezistentni (He et al. 1994).
Zhu et al. (2000) zjistili, ze samcti 1 samic kmene Sprague—Dawley dochdzi béhem
starnuti ke zvySeni aktivity GPx v n€kolika oblastech mozku (mozecek, stiedni mozek,
ktira, striatum), coz ziejme souvisi s adaptaci na vyssi miru oxida¢niho stresu u starych
potkantl, kterd byla v této studii demonstrovana vyssi hladinou lipoperoxidd. Naproti
tomu v ¢ervenych krvinkach starych lidi byla aktivita GPx snizena o 43,2 % ve srovnani
s kontrolni skupinou mladych jedincti (Matsubara a Machado 1991). Ve své praci jsem
zjistila, Ze proteinova exprese GPx2 se vékem meénila pfevdzné u samct, kde ve
skupiné obéznich samcti klesla asi na 25 %, zatimco u NaCl samci naopak dvojnasobné
vzrostla. Men§i mnozstvi proteinu GPx2 koresponduje se snizenim aktivity (i kdyz
pouze méné vyrazné) pravé u obéznich samctl, nicméné u kontrolni skupiny NaCl je

pouze ndrust proteinu, nikoliv specifické aktivity u star§ich samct.

U enzymu glutathionreduktasa jsem v pribéhu starnuti nezaznamenala
vyznamnéj$i zmény ve specifické aktivité. Podle mého méteni proteinova exprese GR
v pribéhu starnuti vétSinou jen mirn¢ klesala. Hamburg et al. (1994) udava, ze u
mladych mysi jsou vyssi plazmatické koncentrace GSSG nez u dospélych mysi, coz
muze znacit niz$i hladinu GR u mladSich jedinct. Takové zvySovani exprese GR muze
souviset s ochranou bun¢k pted oxida¢nim poSkozenim. Béhem starnuti doslo u potkant
kmene Sprague-Dawley ke zvySeni aktivity GR zejména ve stfednim mozku, kde je
velké mnozstvi dopaminu, ktery neni sekvestrovan v synaptickych vaccich, je rychleji
metabolizovan a pii tom vznikd znaéné mnozstvi peroxidu vodiku a hydroxylovych
radikald. Pfi jejich odstranovani je spotiebovavan GSH, ktery se ve zvySené mife
oxiduje na GSSG, coz zieymé stimuluje zvysSeni aktivity GR (Zhu et al. 2006). Naproti
tomu v Cervenych krvinkach starych lidi byla aktivita GR sniZena o 38,2 % ve srovnani

s kontrolni skupinou mladych jedinct (Matsubara a Machado 1991).

Specificka aktivita glutathion-S-transferasy se s vékem statisticky vyznamné
zménila pouze u samcii bez &by, kdy u dvacetitydennich mysi byla mirné vyssi.
Vyskocilova et al. (2013) zjistovala specifickou aktivitu GST v jatrech potkand. U
starych jedinct (21 mésici) byla katalytickd aktivita GST 5,6x vys§i nez u mladych
(6 tydnll). RGzné studie na aktivitu GST v jatrech potkanli také nemaji jednoznacné
vysledky. Aktivita GST v jatrech SAMP//Fky mysi byla zhruba o ¢tvrtinu niz$i nez u
mysi kmene SAMR/Fky (He et al. 1994). Aktivita GST v mozku starych samcti i samic

potkani kmene Sprague—Dawley stoupala pravdépodobné jako adaptacni odpoveéd’ na
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zvySenou miru oxidaéniho stresu (Zhu et al. 2006). V expresi proteinu GSTa
Vyskocilova et al. (2013) uvadi, Ze nem¢la skupina starSich oproti mladSim statisticky

vyznamné zmeny, ale lisili se predevs§im jednotlivi potkani mezi sebou.

Pohlavi je dilezity faktor, ktery pfispiva krozdilim ve farmakokinetice,
zahrnujici naptiklad vstiebavani 1éCiv, distribuci, absorpci, metabolismus a exkreci
a také ovliviiyje farmakodynamiku, tedy ucinky 1éCiv a jejich toxicitu (Dai et al. 2006).
Existuji studie (napt. Giergiel et al. 2012) zaméfené na sledovani antioxidacnich
systémd u lidi a u zvifat v perimenopauzalnim obdobi. Zmény pozorované béhem
tohoto obdobi poskytuji dikazy o ucasti steroidnich hormonii na regulaci aktivity
antioxida¢niho systému. Navic samotné estrogeny vykazuji antioxidacni aktivitu, kterd

je nezévisla na receptoru.

Specificka aktivita glutathionperoxidasy byla u obéznich mysi a u mysi bez
1écby nezavisla na pohlavi. Ve skupiné NaCl mysi jsem zjistila jak u mladych, tak
u star§ich mysi mirn€ nizsi aktivitu u samct. Vysledky jsou v souladu s pozorovanim
Zhu et al. (2006), kde byly vékem vyvolané zmény v aktivit¢ GPx v mozku potkant
také nezavislé na pohlavi. Exprese GPx byla u samci 1 samic pomérné rozdilna, ale
nejednoznacn€. Ve skupiné obéznich mysi méli u mladych vys§i expresi samci
a u starych naopak samice, protoZze u samcu nejvice klesla. Ve skupiné NaCl naopak

mély mirn€ vySsi expresi mladé samice a vétsi rozdil pak stafi samci.

Ve specifické aktivité enzymu glutathionreduktasa podle mého zjisténi
pohlavi nehraje roli. Jedind skupina, kde jsem zjistila statisticky rozdil, byla skupina
dvacetitydennich mysi bez 1é€by. Samci méli mirn€ vyssi specifickou aktivitu GR.
Hamburg et al. (1994) shodné uvadi, Ze hodnoty GR v plicich pokusnych mysi byly na
pohlavi nezavislé. Hodnoty specifickych aktivit GR samic i samct udava bez statisticky
vyznamného rozdilu. RovnéZ v mozku potkanl nebyly vékem vyvolané zmény
v aktivit¢ GR zavislé na pohlavi (Zhu et al. 2006). Ve své praci jsem zjistila, ze ve
vétsing skupin meli samci mirn€ niz8i proteinovou expresi tohoto enzymu nez samice.
Hamburg et al. (1994) zjistoval expresi GR v plicich mysi s aplikovanym endotoxinem
a v kontrolni skupiné a zjistil, ze zvySeni aktivity GR bylo spojeno s nerovhomérnym

zvySenim koncentraci proteinu GR a jeho mRNA. Tyto vysledky mohou ukazovat na to,
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ze nekteré procesy vyskytujici se v buiice chrani imunoreaktivni bilkovinu od utvofeni

plné funkéniho enzymu.

Nejvice pohlavi ovlivnilo specifickou aktivitu glutathion-S-transferasy, kde
v kontrolnich skupindich méli samci tento enzym asi 2x aktivnéj$i nez samice.
Patologicky stav tento rozdil stiral a u obéznich samcti nebyl rozdil ve specifické
aktivité¢ téméf zadny a vibec statisticky vyznamny. Jedinou ¢asti mozku, kde byly
zaznamenany rozdily v aktivit¢ GST zévislé na pohlavi, byl mozecek. V této casti
mozku byla aktivita GST u starych samic potkana statisticky vyznamné nizsi, nez
u stejné starych potkanich samci (Zhu et al. 2006). Dai et al. (2013) uvadi u samic
a samcll mysi s injek¢éné podanou toxickou davkou paracetamolu, ze samice maji nizsi
hodnoty mRNA jaternich GST a signifikantné nizs§i bazalni hodnoty GSH v jatrech.
Bazalni hodnoty mRNA nékterych druhlt GST (A1/2, A3, M2, M1, O1) byly mezi
pohlavimi srovnatelné, ale genova exprese vétSiny z nich byla vyssi v jatrech samcii
oproti samicim. Genova exprese GST P1, M3 a Z1 byla 10x vyS$si u samct. GST hraje
stézejni roli v detoxifikaci 1éCiv. Androgeny reguluji expresi GSTP, coz muze
vysvétlovat pohlavni rozdily na genové urovni. Prestoze hepatoprotektivni drahy
(bazalni jaterni GSH a exprese mRNA hemoxygenasy-1) jsou u mySich samic
signifikantné snizené, jsou 1 presto odolngj$i proti hepatotoxickému plsobeni

paracetamolu nez samci (Dai et al. 2013).

Rozdily v aktivité¢ antioxidanich enzymt u obéznich jedinci mezi mymi
vysledky a udaji z literatury mohou byt zpiisobeny odliSnym modelem obezity a rozdily
mezi ¢asnym stadiem obezity a chronickou obezitou (Vincent a Taylor 2006). Rozpory
mezi aktivitou, mnoZstvim proteinu a mRNA jsou v biologickych modelech pozorovany
pomérné Casto. Korelace mezi témito biomolekulami (protein, mRNA) muze byt slaba
naptiklad diky odli$né regulaci, pomalejsi degradaci proteinu, inaktivaci enzymu (Maier

et al. 2009, Lnénickova et al. 2018).
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7. Zavér
Vysledky mé rigor6zni prace 1ze shrnout do néasledujicich bodu:

1. Specifické aktivity glutathion-S-transferasy, glutathionperoxidas
a glutathionreduktasy jsem spektrofotometricky stanovila u vSech skupin mysi

(MSG, NaCl, bez 1é¢by) obou pohlavi a véku 8 a 20 tydnd.

2. Patologicky stav mél vyznamny vliv zejména na aktivitu GST, jejiz aktivita
klesla po navozeni obezity u 8 i 20tydenich samci pfiblizn¢ na polovinu.
Specificka aktivita GST se u samic vyrazné nezménila. Také u enzymii GR
a GPx jsem nezaznamenala vyraznéj$i zmény v souvislosti s navozenim obezity.
Vyraznéjsi vliv v€ku na aktivitu studovanych enzymi jsem nezjistila v zadné
skupin€. Pohlavi ovlivnilo nejvice aktivitu GST, kdy u obou kontrolnich skupin
méli samci priblizné dvojnasobné vyssi aktivitu tohoto enzymu nez stejné staré

samice. Ve skupiné obéznich mysi nebyl tento rozdil témét patrny.

3. Pomoci imunoblottingu se specifickymi protildtkami jsem stanovila relativni
exprese proteintt GPx2 a GR u vSech skupin mysi (MSG, NaCl a bez 1écby)
obou pohlavi a véku 8 a 20 tydnii. Pro kontrolu nanaSeni proteind jsem pouZzila

B-aktin, coZ je konstitutivné exprimovany protein.

4. Patologicky stav ovlivnil zejména expresi GR. Obézni mySi mély relativni
expresi GR oproti obéma kontrolnim skupindm o tfetinu az dvé tfetiny vyssi.
V priibéhu starnuti exprese GR vétSinou mirn€ klesala a ve vétsSing€ skupin méli
samci mirn¢ nizsi expresi tohoto enzymu nez samice. Exprese GPx2 se vékem
ménila pfevazné u samcti, kde ve skupiné obéznich samct klesla asi na ¢tvrtinu,
zatimco u NaCl samcl naopak 2x vzrostla. Vliv pohlavi na expresi GPx2 byl
také nejednoznacny. Ve skupinach mladych MSG jsem zaznamenala asi o 50%
vy$s$i expresi u samcl, naopak v kontrolnich skupindch mély vyssi expresi
mladé samice. Ve skupinach starych mysi mély expresi GPx2 o vice jak 50%

vys$si samice, v kontrolni skupiné NaCl naopak vyrazné vyssi samci.

81



8. Seznam pouzité literatury

Banerjee R, Becker D, Dickman M, Gladyshev V, Rangsdale S (2008) Redox
biochemistry. 1st ed. Wiley, New Yersey. 317 stran. ISBN 978-0-471-78624-5.

Bonilla M, Denicola A, Novoselov SV, Turanov AA, Protasio A, Izmendi D, Gladyshev
VN, Salinas G (2008) Platyhelminth mitochondrial and cytosolic redox homeostasis is

controlled by a single thioredoxin glutathione reductase and dependent on selenium and
glutathione. J Biol Chem. 283(26):17898-907.

Bousova I, Kostakova S, Matouskova P, Bartikova H, Szotakova B, Skalova L (2016)
Monosodium glutamate-induced obesity changed the expression and activity of
glutathione S-transferases in mouse heart and kidney. Pharmazie 72: 257-259.

Bray GA, Ryan DH (2014) Update on obesity pharmacotherapy. Ann. N.Y. Acad. Sci.
1311:1-13.

Brethauer SA, Kim J, el Chaar M, Papasavas P, Eisenberg D, Rogers A, Ballem N,
Kligman M, Kothari S (2015) Standardized outcomes reporting in metabolic and
bariatric surgery. Surg Obes Relat Dis. 11(3):489-506.

Brigelius-Flohé R, Maiorino M (2012) Glutathione peroxidases. Biochim Biophys Acta
1813: 3289-3303.

Bult MJF, van Dalen T, Muller AF (2008) Surgical treatment of obesity. European
Journal of Endocrinology 158: 135-145.

Carlberg I a Mannervik B (1985) Glutathione reductase. Methods Enzymol. 113:484-
90.

Ciri¢ M, Najman S, Bojani¢ V, Ceki¢ S, Nesi¢ M, Puskas N (2009) Neonatal influence
of monosodium glutamate on the somatometric parameters of rats. Gen Physiol
Biophys. 28 Spec. No:155-61.

Coelho M, Oliveira T, Fernandes R (2013) Biochemistry of adipose tissue: an endocrine
organ. Arch Med Sci. 9(2):191-200.

Cossrow N, Falkner B (2004) Race/Ethnic Issues in Obesity and Obesity-Related
Comorbidities. J Clin Endocrinol Metab 89(6): 2590-2594.

Dai G, He L, Chou N, Wan Y-JY (2006) Acetaminophen Metabolism Does Not
Contribute to Gender Difference in Its Hepatotoxicity in Mouse. Toxicol Sci. 92(1), 33-
41.

Floh¢é a Giinzler (1984) Assays of glutathione peroxidase. Methods Enzymol. 105:114-
20.

82



Fobi MAL (2004) Surgical treatment of obesity: a review. J Natl Med Assoc. 96(1): 61—
75.

Furukawa S, Fujita T, Shimabukuro M, Iwaki M, Yamada Y, Nakajima Y, Nakayama
O, Makishima M, Matsuda M, Shimomura I (2004) Increased oxidative stress in obesity
and its impact on metabolic syndrome. J Clin Invest. 114(12):1752-61.

Giergiel M, Lopucki M, Stachowicz N, Kankofer M (2012) The influence of age and
gender on antioxidant enzyme activities in humans and laboratory animals. Aging Clin
Exp Res. 24(6):561-9.

Habig WH, Pabst MJ, Jakoby WB (1974) Glutathione S-transferases. The first
enzymatic step in mercapturic acid formation. J Biol Chem. 249(22): 7130-9.

Hainer V a kol. (2011) Zaklady klinické obezitologie. 2. vyd. Grada, Praha. 464 stran.
ISBN 978-80-247-3252-7

Halliwell B, Gutteridge J (2015) Free Radicals in Biology and Medicine. 5th edition.
Oxford University Press, Oxford, 896 pp.

Hamburg DC, Tonoki H, Welty SE, Geske RS, Montgomery ChA, Hansen TN (1994)
Endotoxin Induces Glutathione Reductase Activity in Lungs of Mice. Pediatr Res.
35(3):311-5.

Handy DE, Lubos E, Yang Y, Galbraith JD, Kelly N, Zhang YY, Leopold JA, Loscalzo
J. (2009) Glutathione peroxidase-1 regulates mitochondrial function to modulate redox-
dependent cellular responses. J Biol Chem 284(18):11913-21.

He P, Yamaoka-Koseki S, Yasumoto K (1994) Age-related Changes in Glutathione
Concentration, Glutathione Peroxidase, Glutathione S-Transferase, and Superoxide

Dismutase Activities in Senescence Accelerated Mice. Biosci Biotech Biochem.
58(6):1037-1040.

Joo JK, Lee KS (2014) Pharmacotherapy for Obesity. J] Menopausal Med. 20(3):90-96.

Kaila B, Raman M (2008) Obesity: a review of pathogenesis and management
strategies. Can J Gastroenterol. 22(1):61-8.

Kanasaki K, Koya D (2011) Biology of obesity: lessons from animal models of obesity.
J Biomed Biotechnol. 2011:197636.

Karmali S, Brar B, Shi X, Sharma AM, de Gara C, Birch DW (2015) Weight recidivism
post-bariatric surgery: a systematic review. Obes Surg. 23(11):1922-33.

Kopelman PG, Caterson ID, Dietz WH (2010) Clinical Obesity in Adults and Children.
3rd ed. Blackwell Publishing, Chichester, UK. 502 pp. ISBN: 978-1-405-18226-3.

Laemmli UK (1970) Cleavage of structural proteins during the assenbly of the head of
bacteriophage T4. Nature. 227:680-685.

83



Li M, Cheung BMY (2009) Pharmacotherapy for obesity. Br J Clin Pharmacol. 68(6):
804-810.

Lnénickova K, Skélova L, Stuchlikova Raisova L, Szotdkova B, Matouskova P (2018)
The induction of xenobiotic-metabolizing enzymes in hepatocytes by beta-
naphthoflavone: Time-dependent changes in activities, protein and mRNA levels. Acta
Pharm. 68(1):75-85.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P, Baltimore D, Darnell J (2000) Molecular
Cell Biology. 4th ed. W. H. Freeman, New York, USA, 1150 pp. ISBN-10: 0-7167-
3136-3

Malnick SDH, Knobler H (2006) The medical complication of obesity. Q J Med.
99:565-579.

Maier T, Guell M, Serrano L (2009) Correlation of mRNA and protein in complex
biological samples. FEBS Lett. 583(24):3966—-3973.

Manning S, Pucci A, Finer N (2014) Pharmacotherapy for obesity: novel agents and
paradigms. Ther Adv Chronic Dis. 5(3): 135-148.

Masopust J (2006) Metabolicky syndrom 2. (aneb pro€ tloustneme). Labor Aktuell
01/06:4-9.

Matouskova P, Bartikova H, BouSova I, Levorova L, Szotakova B, Skalova L (2014)
Drug-Metabolizing and Antioxidant Enzymes in Monosodium L-Glutamate Obese
Mice. Drug Metab Dispos 43(2):258-265

Matsubara LS a Machado PE (1991) Age-related changes of glutathione content,
glutathione reductase and glutathione peroxidase activity of human erythrocytes. Braz J
Med Biol Res. 24(5):449-454.

Mendes IKS, Matsuura C, Aguila MB, Daleprane JB, Martins MA, Mury WV, Brunini
TMC (2018) Weight loss enhances hepatic antioxidant status in a NAFLD model
induced by high-fat diet. Appl Physiol Nutr Metab. 43(1):23-29.

Nydlova E, Vrbova M, Rousar T (2014) Glutathion a jeho enzymovy systém. Diabetol.
Metab. Endokrinol. Vyziva. 17(4):202-208.

Olney JW (1969) Brain lesions, obesity, and other disturbances in mice treated with
monosodium glutamate. Science 164(3880):719-721.

Picu A, Petcu L, Stefan S5 Mitu M, Lixandru D, Ionescu-Tirgoviste C, Pircalabioru
GG, Ciulu-Costinescu F, Bubulica MV, Chifiriuc MC (2017) Markers of Oxidative

Stress and Antioxidant Defense in Romanian Patients with Type 2 Diabetes Mellitus
and Obesity. Molecules. 22(5). pii: E714.

Racek J (2003) Oxidacni stres a moznosti jeho ovlivnéni. 1. vyd. Galén, Praha. 90 stran.
ISBN 80-7262-231-5.

84



Sasaki Y, Suzuki W, Shimada T, lizuka S, Nakamura S, Nagata M, Fujimoto M,
Tsuneyama K, Hokao R, Miyamoto K, Aburada M (2009) Dose dependent development
of diabetes mellitus and non-alcoholic steatohepatitis in monosodium glutamate-
induced obese mice. Life Sci 85(13-14):490-498.

Segula D (2014) Complications of obesity in adults: A short review of the literature.
Malawi Med J. 26(1): 20-24.

Skalova L, Bousova I (2011) Metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik. 1. vyd., Praha
Karolinum. 160 stran. ISBN 978-80-246-1917-0

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzaro MD,
Fujimoto EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC (1985) Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Anal Biochem. 150(1):76-85.

Svacina S (2015) Lé¢ba obezity. Med Promoci. 16(3):231-236.

Towbin H, Stachelin T, Gordon J (1979) Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocelulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl
Acad Sci USA. 76 (9):4350-4354.

Vincent HK a Taylor AG (2006) Biomarkers and potential mechanisms of obesity-
induced oxidant stress in humans. Int J Obes. 30(3):400—418.

Vicek J, Fialova D, Kuli¢ F, Macek K, Rokyta R, Rudolf K, Sonka K, Tilger I,
Topinkové E, Tima I, Zarubova J (2010) Klinickd farmacie I. 1. Vyd. Grada, Praha.
368 stran. ISBN 978-80-247-3169-8.

Vyskocilova E, Szotdkova B, Skdlova L, Bartikova H, Hlavacova J, Bousova I (2013)
Age-Related Changes in Hepatic Activity and Expression of Detoxification Enzymes in
Male Rats. Biomed Res Int. 2013:408573, doi: 10.1155/2013/408573

Wu G, Fang YZ, Yang S, Lupton JR, Turner ND (2004) Glutathione metabolism and its
implications for health. J Nutr. 134(3):489-92.

Ye L a Zhang Y (2001) Total intracellular accumulation levels of dietary
isothiocyanates determine their activity in elevation of cellular glutathione and
induction of Phase 2 detoxification enzymes. Carcinogenesis 22(12):1987-1992.

Zhu Y, Carvey PM, Ling Z (2006) Age-related changes in glutathione and glutathione-
related enzymes in rat brain. Brain Res. 1090(1):35-44.

RCSB Protein databank: https://www.rcsb.org/

https://www.researchgate.net/figure/225183915 figl Figure-1-Schematic-
representation-of-luminol-chemiluminescence-reaction-used-in-the-CIEF

http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Bio750/Electrophoresis.html

85


http://dx.doi.org/10.1155/2013/408573
https://www.rcsb.org/
https://www.researchgate.net/figure/225183915_fig1_Figure-1-Schematic-representation-of-luminol-chemiluminescence-reaction-used-in-the-CIEF
https://www.researchgate.net/figure/225183915_fig1_Figure-1-Schematic-representation-of-luminol-chemiluminescence-reaction-used-in-the-CIEF
http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Bio750/Electrophoresis.html

9. Seznam pouzitych zkratek

5-HT

5-HTzp

5-HT¢

AA

Ab

AP

APS

ATP

BCA

Bez F8

Bez F20

Bez M8

Bez M20

BFB

Bis-AA

BMI

BSA

CB,

CDNB

CNS

DPP-4

EMEA

5-hydroxytryptamin, serotonin
serotoninovy receptor typu 2B
serotoninovy receptor typu 2C
akrylamid

protilatka

alkalicka fosfatasa

peroxodisiran amonny
adenosintrifosfat

kyselina bicinchoninova
osmitydenni samice mysi bez 1écby
dvacetitydenni samice mysi bez 1é€by
osmitydenni samci mysi bez lécby
dvacetitydenni samci mys$i bez 1écby
bromfenolova modf

bis-akrylamid

body mass index neboli index t&lesné hmotnosti (kg/m?)
hovézi sérovy albumin

kanabinoidni receptor typu 1
1-chloro-2,4-dinitrobenzen

centrdlni nervova soustava
dipeptidylpeptidasa typu 4

Evropska lékova agentura
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EU

FAD

FDA

GABA

GIT

GLP-1

GLUT

GPx

GR

GSH

GSSG

GST

HDL

IL-6

IL-8

LDL

MA

MSG

MSG F8

MSG F20

MSG M8

MSG M20

NaCl F8

Evropska unie

flavinadenindinukleotid

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (USA)

kyselina gama-aminomaselna

gastrointestinalni trakt

glukagonu podobny peptid 1

glukosovy transportér

glutathionperoxidasa

glutathionreduktasa

glutathion, redukovana forma

glutathion, oxidovana forma

glutathion-S-transferasa

lipoproteiny s vysokou hustotou

interleukin 6

interleukin 8

lipoproteiny s nizkou hustotou

molybdenan amonny

glutamat sodny

osmitydenni samice my$i s glutamatem navozenou obezitou
dvacetitydenni samice mysi s glutamatem navozenou obezitou
osmitydenni samci mysi s glutamatem navozenou obezitou
dvacetitydenni samci mys$i s glutamatem navozenou obezitou

osmitydenni samice mysi ze skupiny osmolalni kontroly
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NaCl F20
NaCl M8
NaCl M20

NOTES

OA
PAGE

PPAR-y

RAAS
Roux-en-Y
SDS

SSRI

TAG
TBST
TNF-a
TrxR

WHO

dvacetitydenni samice mysi ze skupiny osmolalni kontroly
osmitydenni samci mysi ze skupiny osmolalni kontroly
dvacetitydenni samci mysi ze skupiny osmolalni kontroly

transluminalni  endoskopickd  chirurgie = (Natural Orifice

Transluminal Endoscopic Surgery)
osteoartroza
polyakrylamidové gelova elektroforéza

jaderny  receptor ze skupiny receptorii aktivovanych

peroxisomovymi proliferatory
renin-angiotensin-aldosteronovy systém
typ gastrického bypassu

laurylsiran sodny

inhibitory zpétného vychytadvani serotoninu
triacylglyceroly

smés TRIS pufru a Tween 20

tumor nekrotizujici faktor a
thioredoxinreduktasa

Svétova zdravotnickd organizace
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