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Abstrakt

Ve stari dochazi ke zméné kompozice téla, pti niz ubyva svalova hmota, a naopak se
zvySuje podil tukové tkané. Soucasné prevlada ukladani lipida do visceralnich a ektopickych
tukovych dep, coZ je spojovano se zvySenym rizikem rozvoje inzulinové rezistence a dalSich
metabolickych poruch. K témto patologickym staviim prispiva také dysfunkce tukové tkané,
ktera zahrnuje sniZenou adipogenezi, zhorSenou metabolickou flexibilitu a zménu sekre¢ni
aktivity.

Pravidelna pohybova aktivita je beze sporu soucasti zdravého Zivotniho stylu lidi vSech
veékovych kategorii. U seniort jsou popisovany jeji beneficni ucCinky zejména na svalovou
funkci, kardiovaskularni zdatnost a metabolické zdravi. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, zda pravidelna pohybova aktivita ovliviiuje vybrané charakteristiky tukové tkané u
seniorek a zda jsou tyto charakteristiky asociovany s lepsi inzulinovou senzitivitou.

Ve skupiné dlouhodobé trénovanych a netrénovanych seniorek byla analyzovana
abdominalni podkozni tukova tkan, ve které byla stanovena exprese fady metabolickych
gent, distribuce velikosti adipocytli a mira lipolyzy za bazalnich podminek a po stimulaci
isoproterenolem. Dale byly sledovany antropometrické parametry a inzulinova senzitivita.

Vysledky prace ukazuji, Ze pravidelna pohybova aktivita zlepsuje fyzickou zdatnost
seniorti, plisobi proti vékem indukovanému naristu tukové tkadné a vyvolava posun
v distribuci velikosti adipocyti smérem k mensSim adipocytim. Pravidelna pohybova
aktivita ovliviiovala taktéz expresi metabolickych gent (jako napt. CGI58, ADRB2, DGAT2,
PCK2, CPT1A, ACOX1, SIRT1) a u trénovanych seniorek byla zjiSténa vys$si mira lipolyzy po
stimulaci isoproterenolem ve srovndni snetrénovanymi seniorkami. VétSina téchto
parametrl korelovala s inzulinovou senzitivitou, velikosti adipocytii a fyzickou zdatnosti,
coZ naznacuje, Ze zmény v tukové tkani mohou prispivat k lepSimu metabolickému profilu u

pohybové aktivnich seniorek.
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Abstract

Ageing is associated with changes in body composition, which is caused by decreases in
muscle mass and a progressive increase of fat mass. It is also associated with redistribution
of adipose tissue with increased visceral and ectopic fat deposition. These changes are
related to insulin resistance and other metabolic disturbances. Adipose tissue dysfunction is
important contributor to the disturbed metabolic status of elderly and it is characterized by
altered adipogenesis, metabolic flexibility and changes in secretory activity.

Regular exercise is indisputably a key part of a healthy lifestyle. It was shown to
improve muscle function, cardiovascular fitness and metabolic health of elderly. The aim of
this thesis was to investigate whether a regular physical exercise can influence
characteristics of an adipose tissue in elderly women, and if these changes in the adipose
tissue can contribute to an improvement in an insulin sensitivity.

In the two groups of elderly women, a long-term trained and a sedentary, the
subcutaneous adipose tissue was analyzed for a gene expression of number of metabolic
genes, an adipocyte size and a lipolytic rate at the basal state and after the isoproterenol
stimulation. Anthropometric parameters and insulin sensitivity were also determined.

Outcomes of this thesis present, that regular physical exercise improves fitness of
elderly. Physical exercise counteracts the age dependent increase of fat mass and it also
influences the distribution of adipocyte size with increased number of smaller adipocytes
and decreased percentage of big adipocytes. The RNA expression of several metabolic genes
was modulated by physical activity (namely CGI58, ADRB2, DGAT2, PCK2, CPT1A, ACOX1,
SIRT1). Moreover, the isoproterenol-stimulated lipolysis was higher in the trained women.
Most of these parameters correlated with the physical performance, the insulin sensitivity
and the adipocyte size. Our results indicate that the regular physical activity induces
changes in the adipose tissue, which are associated with better metabolic profile in the

trained elderly women.
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1. Uvod

Jednim z velkych témat 21. stoleti je problematika demografického starnuti populace,
které vznika zejména kviili nizké porodnosti a prodluZovani délky Zivota. Od roku 2007 do
roku 2017 vzrostlo v Evropské unii zastoupeni lidi starSich 65 let z celkového poctu
obyvatel v priiméru o 2,4 %, v Ceské republice pak dokonce o 4,3 % (Web. 1). V poslednich
statistickych prizkumech z roku 2018 se uvadi, Ze lidé starsi 65 let tvori v Evropské unii
19,7 % obyvatel a konkrétné v Ceské republice predstavuji 19,2 % populace (Web. 2). Podle
soucasnych prognoéz bude trend starnuti populace pokracovat a odhaduje se, Ze do roku
2080 vzroste zastoupeni seniorli v populaci na 29,1 % (Web.1). Sohledem na tuto
problematiku se vénuje stale vétsi pozornost tématlim tykajicim se stari. Vznikd rada
riznych projekti scilem zlepsit kvalitu Zivota seniorl, jako jsou napriklad projekty
zabyvajici se celoZivotnim vzdélavanim ¢i volnocasovymi aktivitami, které mimo jiné
pomahaji udrzovat socialni kontakty u starsich lidi. Velmi dtleZitym kritériem kvality Zivota
seniorl je samozirejmé také zdravi a s nim spjata sobéstacnost jedince. Kromé zlepSovani
zdravotni péce je kladen ddraz i na snahu predchazet vzniku zdravotnich obtizi, napriklad
na urovni informovanosti o zdravém stravovani. Za velmi uc¢inny zplisob prevence proti
rozvoji fady zdravotnich komplikaci spojenych svySSim vékem se povaZzuje pravidelna
pohybova aktivita. Jeji pozitivni u€inky na zdravi byly zkoumdany zejména zhlediska
plisobeni na svalovou tkan. Pravidelnd pohybova aktivita zmirnuje vékem indukovany
ubytek mnoZstvi i funkCnosti svalové tkané a zlepSuje inzulinovou senzitivitu svalovych
bunék. Cviceni také zvysuje kardiorespiracni zdatnost, a usnadiiuje tak seniorim zvladani
kazdodennich ukonf.

Se zvySujicim se vékem dochazi ke zméné kompozice téla, pri které dochazi k ubytku
svalové hmoty a naopak k nartistu tukové tkané (TT). Je znamo, Ze proti této nepriznivé
zméné plisobi pravidelna pohybova aktivita, avSak jen velmi malo se vi o tom, jaké konkrétni
efekty ma cviceni na TT u seniort. VétsSina studii zkouma ucinky dlouhodobého tréninku na
TT pouze v kontextu obezity. Vtomto ohledu by mohla tato diplomova prace prinést nové
poznatky, které by pomohly lépe pochopit pozitivni vliv pravidelné pohybové aktivity na
zmény v metabolismu TT u seniorid. V ramci této prace byly analyzovany vzorky krevniho
séra a abdominalni podkozni tukové tkdné dlouhodobé trénovanych a netrénovanych Zen ve
véku od 60 do 80 let. Hlavnim cilem bylo zhodnotit vliv pravidelné pohybové aktivity na
charakteristiky TT spojené s metabolismem TT. Byla provedena analyza genové exprese
vTT i vizolovanych adipocytech se zaméifenim na metabolické drahy. Déle byl sledovan

efekt pravidelné pohybové aktivity na bazalni a stimulovanou lipolyzu na drovni sekrece
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glycerolu explanty TT a byla analyzovana velikost adipocyti vTT trénovanych a
netrénovanych seniorek. Sledovany byly také biochemické a antropometrické parametry

seniorek.

2. Literarni prehled

2.1 Tukova tkan

Tukova tkan predstavuje u zdravého dospélého muze 15 - 20 % a u Zeny 20 - 25 %
celkové télesné hmotnosti. Je tvofena tukovymi bunikkami - adipocyty a stromavaskularni
frakci obsahujici preadipocyty, fibroblasty, endotelové, nervové a imunokompetentni buriky.
TT hraje klicovou roli v energetickém metabolismu, a to nejen na urovni skladovani energie,
ale také na urovni sekrece rady biologicky aktivnich latek. Mezi dalsi funkce TT patfi tvorba
tepla, tepelna izolace a mechanicka ochrana.

Jsou popisovany dva hlavni typy tukové tkané, a to bila a hnéda TT. Bila tukova tkan
obsahuje adipocyty s velkou centralni tukovou kapénkou, ktera zaujima vétSinu objemu
buiiky a zatlacuje ostatni organely na periferii (Obrazek 1). Adipocyty v hnédé tukové tkani
maji naproti tomu vice menSich tukovych kapének, jaddro uloZené centralné a vyznacuji se
velkym mnoZstvim mitochondrii, které spolu svysokou vaskularizaci davaji vznik
specifickému nahnédlému zbarveni hnédé tukové tkané (Saely et al., 2012). Morfologické
rozdily bilé a hnédé TT odrazeji jejich odliSné funkce. Bila TT uskladiiuje prebytecnou
energii ve formé triacyglycerolli (TAG), zatimco hnéda tukova tkan energii spotrebovava za
ucelem tvorby tepla. Tento zplisob produkce tepla se nazyva netiesova termogeneze a je
zaloZeny na preméné energie uloZené v mastnych kyselinach (MK) na teplo. K netifesové
termogenesi je vyuzivan odprahujici protein 1 (UCP1, uncoupling protein 1) specificky
exprimovany v hnédych adipocytech, ktery vytvari na vnitini mitochondrialni membrané
kanal, a tim odprahuje respiracni retézec od syntézy adenosintrifosfatu (ATP). Hnédé
adipocyty vaktivnim stavu vykazuji vysokou miru (-oxidace MK, kcemuZ potrebuji
efektivné Stépit TAG a uvolnéné MK transportovat do mitochondrii, kde 3-oxidace probiha.
A pravé pro tyto Ucely je vySe popsané usporadani organel v hnédych adipocytech velmi
vyhodné. Vice mensSich lipidovych kapének poskytuje vétsi relativni povrch kapének, na
némz probiha Stépeni TAG, a zaroven umoziiuje tésny kontakt kapének a mitochondrii, coz

urychluje transport uvolnénych MK (Saely et al., 2012).



Ve srovnani sbilou TT je zastoupeni hnédé TT u lidi minoritni. Nejvice ji maji
novorozenci, u kterych predstavuje primarni zdroj tepla. Jak se u nich postupné vyvijeji jiné
mechanismy termogeneze, mnoZstvi hnédé tukové tkadné se zmensuje. U dospélého clovéka
se hnéda tukova tkan nachazi predevsim v oblasti krku, hrudniku a okolo ledvin (Heaton,

1972).

Mitachondrie

Mitochondrie

Jadro

Obrdzek 1: Schématické zndzornéni adipocytii bilé (vlevo) a hnédé (vpravo) tukové tkané

Prevzato a upraveno z (Lentz, 1971).

U bilé tukové tkané je podle jejtho umisténi rozliSovana subkutanni (podkozni) TT,
ktera tvori okolo 80 % celkového télesného tuku, a viscerdlni TT okolo vnitinich organi
v abdominalni oblasti (Obrazek 2), jejiZ zastoupeni je za fyziologickych podminek podstatné
nizsi a liSi se mezi pohlavimi (muZi 10 - 20 %, Zeny 5 - 8 %) (Kumari et al,, 2018). Kromé
distribuce je subkutanni a visceradlni TT odliSnd také v nékterych dalSich aspektech.
Adipocyty ve viscerdlni TT jsou napftiklad vice metabolicky aktivni - maji vyssi bazalni i
katecholaminy stimulovanou lipolyzu a naopak sniZeny antilipolyticky efekt inzulinu ve
srovnani s adipocyty vsubkutidnni TT. Nadmérnid akumulace viscerdlniho tuku pfi
abdominalni obezité je asociovana s poskozenim glukézové homeostize a inzulinové
senzitivity, coz zvySuje riziko rozvoje cukrovky 2. typu. TaktéZ zvySené kardiovaskularni
riziko pri obezité je pripisovano zejména visceralnimu tuku (Ibrahim, 2010).

V souvislosti s rizikem metabolickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni je nutné
zminit také ektopicky tuk, ktery predstavuje jakoukoli nadmérnou akumulaci TAG

v organech mimo TT, typicky v jatrech, svalech, srdci a velkych cévach (Kwok et al., 2016).
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Obrdzek 2: Tukovad depa v abdominadlni oblasti

Prevzato a upraveno z (Pilolla, 2018).

V soucCasné dobé se v oblasti tukové tkané hodné studuji tzv. béZové adipocyty. Jejich
nazev odraZzi skutecnost, Ze jsou tyto burnky svymi charakteristikami nékde na pomezi bilych
a hnédych adipocytl. Morfologicky i funkéné jsou podobnéjsi hnédym adipocytiim, netvori
vSak samostatna tukova depa, nybrz jsou rozptyleny v ramci bilé tukové tkané. Maji stejné
jako hnédé adipocyty schopnost generovat teplo odprahovanim oxidativniho metabolismu
od syntézy ATP pomoci proteinu UCP1 (Kajimura et al., 2015). DalS$im spole¢nym markerem
hnédych a bézovych adipocytli popisovanych u mysi je exprese gent CIDEA (cell death-
inducing DFFA-like effector a) a PGCla (PPARy coactivator 1 a). TBX1 (T-box transcription
factor 1) je gen exprimovany specificky pouze v béZovych adipocytech (Stanford et al.,
2015). Zajimavé je, Ze navzdory podobnostem mezi hnédymi a béZovymi adipocyty
nepochazi tyto buniky ze stejnych prekurzori. V soucasné dobé existuji dvé hlavni teorie o
ptivodu bézovych adipocytd. Prvni predpoklada jejich vznik de novo z prekurzori v bilé
tukové tkani, druha transdiferenciaci jiz stavajicich maturovanych bilych adipocytii. Proces,
pii kterém vznikaji béZové adipocyty, se nazyva hnédnuti adipocytt (z anglického browning
of adipocytes). Nejlépe popsanym faktorem indukujici hnédnuti adipocyti je chladova
expozice, ktera aktivuje sympaticky nervovy systém. Noradrenalin uvolnény ze
sympatickych nervovych zakonceni se vaze na 33-adrenergni receptory v TT a spousti zde
termogenni program. Dal$im faktorem je pohybova aktivita, jejiZ vliv na hnédnuti TT bude

rozebran v kapitole 2.3 (Kajimura et al., 2015).
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2.1.1 Adipogeneze

Tukova tkan se u ¢lovéka zaklada ve fetdlnim obdobi okolo 14. tydne gestace. Riist TT
se uskutecniuje skrze navySovani poctu tukovych bunék (hyperplazie) nebo skrze zvétSovani
stavajicich adipocyti (hypertrofie). Hyperplasticky rist TT je vyrazny zejména ve fetalnim
obdobi, raném détstvi a v puberté. V dospélosti je mnoZstvi adipocytl relativné stalé a
hyperplazie slouZzi spiSe knahrazovani starych nefunkénich adipocyti (Rosen and
Spiegelman, 2014). Na aktualni energeticky stav organismu pak odpovida TT hlavné regulaci
velikosti tukovych bunék.

Adipogeneze je proces vyvoje tukovych bunék ze svych prekurzori a sestava ze dvou
fazi - determinacni a diferenciacni (James, 2013). Adipocyty jsou stejné jako osteocyty,
chondrocyty a myocyty odvozeny od mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC). Typ
bunécné linie, ve kterou se bude kmenova buiika vyvijet, je ur¢ena béhem determinacni faze.
V pripadé adipogennti linie vznikaji v této fazi preadipocyty, které mohou stale proliferovat,
ale na rozdil od MSC uZ nemohou dat vzniknout bunikam jiné linie. V druhé fazi adipogeneze
se diferencuji preadipocyty ve zralé adipocyty.

Regulace adipogeneze je komplexni déj probihajici na nékolika drovnich, jako je
napriklad regulace pomoci transkrip¢nich faktorti, hormoni ¢i miRNA. Jeden z hlavnich
proadipogennich transkripc¢nich faktori je peroxizomalnimi proliferatory aktivovany
receptor y (PPARy). Existuje ve dvou isoformach. PPARy2 je dominantné exprimovan
v tukové tkani, zatimco PPARy1 je exprimovan ve vice riznych tkanich (napft. jatra, hladké a
pricné pruhované svaly) (Tontonoz et al., 1994, Zhu et al., 1993).

DalSimi transkripnimi faktory dulezitymi pro adipogenezi jsou proteiny C/EBPs
(CCAAT-enhancer binding proteins) (Moseti et al., 2016). Tato rodina transkrip¢nich faktort
ma celkem 6 Cleni, z toho se na regulaci adipogeneze podili C/EBP«, C/EBPB a C/EBPS.
V rané fazi adipogeneze se uplatiiuji transkripcni faktory C/EBPf3 a C/EBPS, které nasledné
indukuji expresi C/EBPa a PPARy. Transkrip¢ni faktory C/EBPa a PPARy se vazou do
promotorovych oblasti gent dtlezitych pro funkcni zralé adipocyty a stimuluji jejich
expresi. Mezi geny takto regulované patii napriklad gluk6zovy transportér typu 4 (GLUT4),
protein vazajici mastné kyseliny 4 (FABP4, fatty acid binding protein 4), translokasa MK
(CD36, fatty acid translocase), lipoproteinlipasa (LPL) a adiponektin (ADIPOQ).

Jak jiz bylo zminéno, v ramci determinacni faze adipogeneze dochazi k urCeni sméru
vyvoje mesenchymalnich kmenovych bunék. Bylo objeveno, Ze existuje urcitd vzajemna
kontrola diferenciace adipocyti a osteocytli. PPARY inhibuje hlavni osteogenni transkripéni

faktor RUNX2 (Runt related transcription factor 2), a naopak RUNX2 plisobi proti



adipogenezi (Zhang et al., 2006). DalSim propojenim regulace adipogeneze a osteogeneze je
kanonicka drdha Wnt signalizace, kterd sméruje vyvoj MSC k osteocytlim a zaroven inhibuje
adipogenezi (Kim et al, 2013). Pri aktivaci této drahy dochazi k akumulaci B-cateninu
v cytosolu, ktery nasledné vstupuje do jadra a inhibuje expresi transkrip¢nich faktort
PPARy a C/EBPa. Wnt signalizace stimuluje také protein WISP2 (WNT1 inducible signaling
pathway protein 2). V cytosolu interaguje WISP2 s transkripénim koaktivatorem ZNF423
(zinc finger protein 423), ¢imZ mu brani vstoupit do jadra a stimulovat zde expresi PPARY.
WISP2 je kromé cytosolické formy také vyluCovan ven z bunky a mize tak pisobit zpétné
dal$i aktivaci kanonické drahy Wnt signalizace. Proti WISP2 plisobi BMP4 (bone
morphogenetic protein 4), ktery vyvazuje ZNF423 z komplexu s WISP2, a tim umoZiuje jeho

translokaci do jadra a zdejsi ptisobeni (Grunberg et al., 2018).

2.1.2 Energeticky metabolismus v tukové tkani

Tukova tkan predstavuje nejvétsi energeticky rezervoar lidského téla. Energie je zde
uskladnéna v lipidovych kapénkach ve formé triacylglycerol. Tento zplisob uchovavani
energie je velmi efektivni, kompletni oxidaci TAG se uvoliiuje ptiblizné dvakrat vice energie
nez ze spalovani stejného mnozstvi sacharidi (cca 38 kJ/g pro TAG, cca 17 KkJ/g pro
sacharidy). TAG jsou pri lipolyze Stépeny na volné mastné Kkyseliny (NEFA, non-esterified
fatty acid) a glycerol, které jsou nasledné uvoliiovany do krevniho obéhu, odkud mohou byt
vychytavany cilovymi tkanémi. Glycerol je vyuZivan zejména v jatrech pro glukoneogenezi a
glyceroneogenezi. NEFA jsou pak vychytavany predevSim bunikami kosternich a srdec¢nich
svald, pro které jsou zdrojem energie skrze [-oxidaci. NEFA jsou v téchto burikach nejdrive
aktivovany esterifikaci s koenzymem A (CoA). Ze vzniklého acyl-CoA je acylova skupina
prenesena na carnitinpalmitoyltransferasu 1 (CPT1), kterad transportuje acylovou skupinu
pres mitochondridlni membranu. V matrix mitochondrie je acylova skupina esterifikovana
s mitochondridlnim CoA. Samotna B-oxidace se sklada ze 4 opakujicich se reakci, béhem
nichZ jsou postupné odstépovany dvouuhlikaté zbytky ve formé acetyl-CoA za soucCasného
vzniku  redukovanych  koenzymi  FADH, a NADH (redukovana  forma
flavinadenindinukleotidu a nikotinamidadenindinukleotidu). Oxidaci redukovanych
koenzymi v ramci oxida¢ni fosforylace vznikaji vysokoenergetické molekuly ATP. Acetyl-
CoA miize byt dale metabolizovan v Krebsové cyklu, ¢imZz vznikd ATP, GTP a dalsi
redukované koenzymy FADH; a NADH (Voet and Voetova, 1995).

Ve stavu zvySenych energetickych poZadavkl organismu, jako je napriklad fyzicka
aktivita nebo nedostate¢ny prijem energie z potravy, klesa hladina NEFA a koncentrace

glukdézy v krvi. Vtéto situaci jsou mobilizovany energetické zasoby zjater a TT. Jaterni
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buniky za¢nou produkovat gluk6zu odbouravanim zasobniho glykogenu a z MK vytvari
ketonové latky (zdroj energie hlavné pro mozek, srdce a svaly pii nedostatku glukézy). VTT
je aktivovana lipolyza, jejiZ produkty jsou uvoliiovany do obéhu.

Pri energetickém nadbytku je naopak energie vjatrech vyuZita pro doplnéni
molekul, jako jsou fosfolipidy, nebo jsou transportovany v lipoproteinovych partikulich do
cirkulace. VTT jsou pri nadbytku substrati a energie tyto MK vychytavany a v ramci

procesu lipogeneze jsou ukladany v lipidovych kapénkach ve formé TAG.

a) Lipogeneze

Lipogeneze zahrnuje jak syntézu samotnych TAG tak také syntézu glycerol-3-fosfatu a
MK. Prehled téchto drah je znazornén na Obrazku 3. TAG se skladaji ze tif mastnych kyselin
spojenych s glycerol-3-fosfatem esterovou vazbou. Esterifikaci katalyzuji enzymy hladkého
endoplazmatického retikula - glycerol-3-fosfat acyltransferasa (GPAT), 1-acylglycerol-3-
fosfat acyltransferasa (AGPAT) a diacylglycerol acyltransferasa (DGAT) (Coleman and Lee,
2004). Enzym DGAT existuje ve dvou isoformach - DGAT1 a DGATZ2. Na zakladé
experimentli na mysich s deleci genu pro jednu ¢i druhou isoformu bylo zjiSténo, Ze vétsi roli
vudrzovani homeostaze TAG ziejmé hraje DGAT2 (Stone et al., 2004). Dgat2-/- mysi
vykazovaly sniZeny obsah TAG ve tkanich a umiraly brzy po narozeni. Dgatl-/- mysi byly
naproti tomu Zivotaschopné a mély normalni hladiny TAG v plazmé. U Dgatl~/- mysi byla
navic prokdzana zvysSena senzitivita k inzulinu a leptinu, coZ ziejmé souvisi s pozorovanou
rezistenci k dietou indukované obezité (Chen et al., 2002).

Pro syntézu TAG mohou byt vyuZivany mastné kyseliny z krevniho tecisté. Zde jsou MK
vazané na albumin nebo jsou transportovany v ramci lipoproteinovych castic ve formé TAG.
Na endotelu kapilar v TT je vazana lipoproteinlipasa, ktera uvoliiuje z lipoproteini mastné
kyseliny. Hlavnim transportérem MK v adipocytech je integralni membranovy protein CD36
a transmembranovy protein FATP1 (fatty acid transport protein 1). V cytoplazmé se MK
vyskytuji navdzané na plazmaticky protein FABP4, ktery usnadiiuje pohyb hydrofobni
molekuly ve vodném prostredi buriky. Pro prenos MK do endoplazmatického retikula, kde
probiha syntéza TAG, je nutna jeji esterifikace s CoA. Tuto reakci katalyzuje enzym acyl-CoA
synthasa (Proenca et al,, 2014).

Dal$im zdrojem MK pro syntézu TAG jsou MK syntetizované de novo z nelipidovych
prekurzori. De novo lipogeneze probiha u lidi zejména v jatrech a tukové tkani (Song et al,,

2018). Acetyl-CoA karboxylasa (ACC) katalyzuje reakci, pii niZ je acetyl-CoA karboxylovan a



vznikd malonyl-CoA. Tento pocatecni krok syntézy MK je zaroven jejim dulezitym
regula¢nim bodem. Malonyl-CoA je substratem pro synthasu mastnych kyselin (FAS, fatty
acid synthase), ktera sledem reakci vytvari z téchto dvouuhlikatych prekurzort kyselinu
palmitovou (Sestnactiuhlikata molekula). Tento zakladni produkt syntézy MK miize byt dale
upravovan v endoplazmatickém retikulu pripadné v mitochondriich, kde se nachazi enzymy
umoznujici elongaci (napt. ELOVL6, ELOVL fatty acid elongase 6) a desaturaci MK (napf-.
SCD, stearoyl-CoA desaturase).

Glukéza
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u DGAT

PEP
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Obrdzek 3: Prehled lipogennich drah

Cerné Sipky zndzortiuji de novo lipogenezi, zelené $ipky syntézu TAG z MK z cirkulace a ¢ervené
Sipky zndzorriuji glyceroneogenezi. BliZsi popis v textu. Vytvoreno podle (Proenca et al., 2014).

ACC - acetyl-CoA karboxylasa, AGPAT - 1-acylglycerol-3-fosfat acyltransferasa, AK - aminokyseliny, DGAT -

diacylglycerol acyltransferasa, DHAP - dihydroxyacetonfosfat, FAS - synthasa mastnych kyselin, G3P
glycerol-3-fosfdt, GAP - glyceraldehyd-3-fosfdt, GPAT - glycerol-3-fosfdt acyltransferasa, GPDH
glycerolfosfatdehydrogenasa, LPL - lipoproteinlipasa, MK - mastné kyseliny, OAA - oxaloacetdt, PCK
fosfoenolpyruvdtkarboxykinasa, PDC - pyruvdtdehydrogenasovy komplex, PDK4 -
pyruvdtdehydrogenasakinasa 4, PEP - fosfoenolpyruvdt, TAG - triacylglyceroly, VLDL - lipoprotein o velmi
nizké hustoté

Glycerol-3-fosfat vznika v adipocytech nékolika zplisoby. Mize byt vytvoren redukci
meziproduktu glykolyzy - dihydroxyacetonfosfatu pomoci enzymu glycerolfosfat-
dehydrogenasy. DalSimi zdroji pak mohou byt pyruvat, laktat a aminokyseliny, které davaji
vzniknout glycerol-3-fosfatu v procesu zvaném glyceroneogeneze. Tato draha zahrnuje

pocatecni kroky glukoneogeneze aZ do vzniku glyceraldehyd-3-fosfatu, ktery je redukovan
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na dihydroxyacetonfosfat a nasledné na glycerol-3-fosfat. Glycerol-3-fosfat vznika také
piimo fosforylaci glycerolu plisobenim glycerolkinasy, avSak tento zpiisob syntézy glycerol-
3-fosfatu je typicky spiSe pro jaterni buriky (Nye et al., 2008).

Mira lipogeneze je regulovana zejména nutri¢nim stavem a hormony, které s nim uzce
souvisi. V postprandidlnim stavu stoupa v krvi hladina glukézy a nasledné i inzulinu, ktery je
syntetizovan (3-buitikami pankreatu. Inzulin aktivuje signaliza¢ni kaskddu vedouci mimo jiné
k translokaci glukézovych prenaseci GLUT4 na plazmatickou membranu, ¢imz zvysSuje
vychytavani glukoézy z krve v dané buiice a zvySuje tak dostupnost substratu pro syntézu
glycerol-3-fosfatu i MK (De Meyts, 2000). Dale inzulinova signaliza¢ni kaskada aktivuje
lipogenni a glykolytické enzymy a skrze transkrip¢ni faktor SREBP-1c (sterol regulatory
element-binding protein-1c, kédovany genem SREBF1) zvySuje také jejich genovou expresi.
Pozitivni efekt SREBP-1c na de novo lipogenezi byl vSak pozorovan hlavné v jatrech. VTT
hraje zfejmé duleZitéjsi roli transkrip¢ni faktor CHREBP (carbohydrate response element-
binding protein 1), ktery je aktivovan piimo gluk6zou a dalSimi karbohydraty (Song et al.,
2018). Pri hladovéni je lipogeneze utlumena. SniZena hladina glukézy v krvi stimuluje o-
buriky pankreatu k produkci glukagonu, ktery snizuje aktivitu lipogennich enzymi a naopak

aktivuje v organismu katabolické procesy.

b) Lipolyza

Vramci lipolyzy dochazi khydrolyze TAG uloZenych v lipidovych kapénkach a
k uvoltiovani vzniklych volnych mastnych kyselin a glycerolu do krevniho feciSté
(Obrazek 4). Hydrolyzu iniciuje lipasa tukové tkané (ATGL, adipose triglyceride lipase), ktera
odstépuje prvni MK za vzniku diacylglycerolu (DAG). Hlavnim aktivatorem této lipasy je
CGI58 (comparative gene identification 58). Za bazalnich podminek je inaktivovan vazbou na
perilipin 1. Pfi hormonalni stimulaci dochazi k fosforylaci perilipinu 1, ¢imz se rozvolni jeho
vazba s CGI58. Cytosolicky CGI58 se nasledné vaze na ATGL, a tim ji aktivuje (Lafontan and
Langin, 2009). Opacny efekt ma protein kédovany genem GO0S2 (G0/G1 switch 2), ktery
vazbou na ATGL inhibuje jeji hydrolazovou aktivitu (Yang et al.,, 2010). Hormonsenzitivni
lipasa (HSL) dokaze kompletné hydrolyzovat TAG, avSak s nejvétsi ucinnosti hydrolyzuje
DAG na monoacylglycerol (MAG). V neaktivnim stavu se HSL nachazi v cytosolu. Pri zvySeni
koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v burice je aktivovdna proteinkinasa A
(PKA), ktera nasledné fosforyluje HSL a perilipin 1. Fosforylovany perilipin 1 je
translokovan z povrchu lipidové kapénky do cytoplazmy, ¢imz umozni vazbu fosforylované

HSL na povrch lipidové kapénky a ta zacne hydrolyzovat TAG (Lampidonis et al., 2011).



Posledni MK z glycerolové kostry miize byt odStépena také monoacylglycerol lipasou (MGL),
ktera je specifickd pouze pro MAG.
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Obrazek 4: Lipolyticka drdha a jeji stimulace prostrrednictvim 3-adrenergniho receptoru

BliZsi popis v textu. Pfevzato a upraveno z (Altarejos and Montminy, 2011).

AC - adenyldtcyklasa, ATGL - lipasa tukové tkdné, ATP - adenosintrifosfat, cAMP - cyklicky
adenosinmonofosfdt, DAG - diacylglyceroly, G-3-P - glycerol-3-fosfat, GLUT - glukozovy transportér, HSL -
hormonsenzitivni lipasa, MAG - monoacylglyceroly, MGL - monoacylglycerol lipasa, MK - mastné kyseliny,
PKA - proteinkinasa A, TAG - triacylglyceroly

Dalsi protein, ktery je u lidi asociovany s lipidovou kapénkou a podili se na regulaci
lipolyzy, je CIDEA. Zajimavé je, Ze lokalizace tohoto proteinu neni u lidi a mysi shodna. Jak jiz
bylo zminéno, protein CIDEA je u mysi exprimovan vyhradné vhnédych a béZovych
adipocytech a je pouzivan jako jeden z markerti pro detekci téchto adipocyti. U lidi je
naproti tomu CIDEA exprimovan predevsim v bilé TT (Gao et al., 2017). Bylo zjisténo, Ze u
lidi je exprese genu CIDEA vtukové tkani silné ovlivnéna mnoZstvim tukové tkané
(Nordstrom et al.,, 2005). Nordstrom a kol. ve své studii uvadéji, Ze u obéznich lidi byla o
50 % nizsi exprese genu CIDEA v podkozni TT (i v adipocytech izolovanych z podkozni TT)
ve srovnani s neobéznimi subjekty. Dale pozorovali na primarnich buné¢nych kulturach, ve
kterych inhibovali expresi CIDEA pomoci RNA interference, zvySenou bazalni lipolyzu. Na
zakladé téchto experimenti se predpoklada, Ze CIDEA ptisobi na lipolyzu inhibi¢né.
Mechanismus, kterym CIDEA ovliviiuje miru lipolyzy, vSak dodnes neni zndm. Vzhledem
ktomu, Ze CIDEA je protein asociovany s lipidovou kapénkou, mohl by tento protein

fungovat obdobné jako perilipin 1 (Xu etal., 2012).
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Lipolyza je regulovana zejména ovliviiovanim cAMP signaliza¢ni drahy, ktera jak jiz
bylo zminéno, aktivuje PKA (Lafontan and Langin, 2009). Jednim ze zpiisobl je regulace
aktivity adenylatcyklasy (AC), ktera syntetizuje cAMP. Klicovou roli zde hraji adrenergni
receptory a-2, 3-1 a B-2 (kddované geny ADRAZ2A, ADRB1 a ADRB2). B-adrenergni receptory
jsou asociované s Gs-proteiny, které aktivuji AC, zatimco o-adrenergni receptory jsou
asociované s Gi-proteiny ptlisobici na AC inhibi¢né. Katecholaminy tedy mohou piisobit na
lipolyzu pozitivné i negativné podle své afinity kjednotlivym adrenergnim receptoriim a
podle zastoupeni receptorii vdané bunce. DalSi receptor sprazeny s Gi-proteinem je
adenosinovy receptor 1. Proti tomuto mechanismu inhibice lipolyzy adenosinem pusobi
adenosindeaminasa, ktera adenosin degraduje (Johansson et al., 2008).

Hladina cAMP je dale regulovdna fosfodiesterasou 3B, ktera degraduje cAMP. Tato
fosfatasa je aktivovana inzulinovou signaliza¢ni kaskadou. Inzulin tedy patfi mezi hlavni

inhibitory lipolyzy.

c¢) Prazdny metabolicky cyklus lipolyzy/reesterifikace MK v tukové tkani

Prazdny metabolicky cyklus oznacuje proces, pti némz soucasné probihaji reakce proti
sobé pusobici. Hlavni tlohou téchto déjli, které spotfebovavaji energii (typicky ATP), je
regulatni funkce. Vadipocytech bilé TT je cast MK uvolnénych béhem lipolyzy
reesterifikovana zpét s glycerol-3-fosfatem, ¢imz je regulovdno mnozstvi MK uvolnénych do
cirkulace. Cyklus lipolyzy/reesterifikace MK se tedy podili na udrZovani relativné stalé
hladiny MK v cirkulaci (Campbell et al., 1992). Wolfe a kol. sledovali miru reesterifikace MK
v pribéhu ¢tyrhodinové fyzické aktivity a dvé hodiny po jejim skonceni (Wolfe et al., 1990).
V této studii bylo zjiSténo, Ze pred zahajenim fyzické aktivity bylo reesterifikovano 70 %
uvolnénych MK. Po dobu fyzické aktivity se mira reesterifikace MK pohybovala okolo 30 %,
coz odrazi zvySenou potiebu energetickych substratii v této fazi. Bezprostiedné po ukonceni
fyzické aktivity vSak stoupla mira reesterifikace na 90 %. Tento narlist ma ziejmé
kompenzovat pomalejsi odezvu hormonalné regulované lipolyzy na ukonceni fyzické zatéze,
a branit tak zvySenému vyplavovani MK do cirkulace v zotavovaci fazi. Po 2 hodinach byl
pozorovan pokles reesterifikace MK na vychozi hodnoty.

Rychlost reesterifikace MK je dana dostupnosti glycerol-3-fosfatu, ktery vznika
vadipocytech bilé TT predevsim vramci glyceroneogeneze. Limitnim Kkrokem
glyceroneogeneze je enzym fosfoenolpyruvatkarboxykinasa (PCK), ktery katalyzuje reakci,
pri niZ vznika fosfoenolpyruvat z oxaloacetatu. Existuji dvé isoformy tohoto enzymu, které

katalyzuji stejnou reakci, ale maji odliSnou lokalizaci. PCK1 se nachazi v cytosolu a PCK2
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v mitochondriich (Escos et al, 2016). Dalsi enzym stimulujici glyceroneogenezi je
pyruvatdehydrogenasakinasa (PDK4), ktera inhibuje pyruvatdehydrogenasovy komplex, a
blokuje tak preménu pyruvatu na acetyl-Coa. Pyruvat miZe byt nasledné pouZit pro
glyceroneogenezi. Genova exprese PCK a PDK4 je regulovana transkripénim faktorem

PPARy (Cadoudal et al.,, 2008, Tontonoz et al., 1995).

2.1.3 Inzulinova rezistence

Inzulin patii mezi hlavni regulatory glukézového a lipidového metabolismu. Jak jiZ bylo
zminéno v predeslych kapitolach, inzulin je syntetizovany (3-butikami pankreatu v odpovédi
na zvys$enou hladinu glukézy v krvi. Uéinek je zprostiedkovan pies inzulinovy receptor
z tifidy tyrosinkinasovych receptorti. Vazbou ligandu prochazi receptor konformacni
zménou, kterd vede k autofosforylaci tyrosinovych zbytkli na intraceluldrni doméné
receptoru. Autofosforylace umozni prenos signalu pomoci adaptorového proteinu IRS1
(insulin receptor substrate 1). IRS1 aktivuje signalni kaskadu zahrnujici fosfatidylinositol-3
kinasu a proteinkinasu B, které zprostfedkovavaji vétSinu metabolickych efekti inzulinu
(De Meyts, 2000).

Inzulin pisobi primarné na zvysSeny prijem glukézy okolnimi tkanémi, ktery je
zprostiedkovan transportem GLUT4 na plazmatickou membranu, zejména u svalové a
tukové tkané. Ve svalové tkani inzulin stimuluje syntézu glykogenu pfipadné MK, zatimco
v TT primarné stimuluje syntézu MK a inhibuje lipolyzu. V jaterni tkani inzulin stimuluje
syntézu glykogenu a MK a naopak blokuje glukoneogenezi a glykogenolyzu.

Inzulinova rezistence (IR) je definovana jako stav, pfi némZ normalni hladina inzulinu
v plazmé vyvolava nizsi biologickou odpovéd organismu. Jednim z rizikovych faktord pro
vznik IR je obezita a s ni souvisejici dysfunkéni TT. V ramci expanze TT pri obezité dochazi
k nadmérnému zvétSovani adipocytli, které pozitivné koreluje s IR. V téchto adipocytech
dochazi ke sniZené translokaci GLUT4 na plazmatickou membranu, a tudiZ snizenému
vychytavani glukézy z krve po stimulaci inzulinem, a zaroven neni dostate¢né inhibovana
lipolyza (Arner and Langin, 2014). Tyto skute¢nosti ve vysledku vedou ke zvySenym
hladindm volnych MK v krvi, které se nasledné ukladaji v podobé ektopického tuku
(Morigny et al., 2016). Asociace hypertrofickych adipocyti s IR byla prokdzana i u lidi
snormalni vahou, coz potvrzuje dilezitost velikosti adipocytii, jakoZto parametru
ovliviiujiciho metabolické zdravi (Arner et al., 2011). Akumulace lipida v kosternich svalech
a jatrech pak zhorsuje jejich citlivost k inzulinu, ¢imz dochdazi k dysregulaci glukézového
metabolismu v téchto tkanich a k dalSimu rozvoji inzulinové rezistence (Banerji et al., 1995,

Pan etal,, 1997).
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2.1.4 Endokrinni funkce tukové tkané

Vroce 1994 byl objeven prvni hormon sekretovany TT - leptin (Zhang et al., 1994).
Tento objev odstartoval novy smér ve vyzkumu TT a zdhy byly objeveny dalsi biologicky
aktivni latky sekretované TT, které se souhrnné oznacuji jako adipokiny. Tyto molekuly
plisobi lokalné i systémové, a ovliviiuji tak nejenom samotnou TT, ale také jiné tkané,
zejména ve vztahu kregulaci energetického metabolismu. Napriklad receptory pro jiz
zminovany leptin byly detekovany v mnoha rtiznych tkanich (srdce, hypothalamus, tukova
tkan, slezina, atd.), coz ukazuje na Siroké spektrum ptisobeni tohoto hormonu (Luoh et al,,
1997). Jednim z dlleZitych cili regulace pomoci leptinu je centrum sytosti a hladu
v hypothalamu. Zde se nachazi neurony vylucujici orexigenni a anorexigenni peptidy, které
ovliviiuji stravovaci chovani. Leptin stimuluje expresi anorexigenniho peptidu «a-MSH (a-
melanocyt stimulujici hormon) a zaroven sniZuje expresi orexigennich peptidi NPY
(neuropeptid Y) a AGRP (agouti-related peptide). Tato zpétnovazebna smycka napomaha
k udrZeni rovnovahy v prijmu a vydeji energie (Proenca et al.,, 2014). Vyssi hladiny leptinu
tedy reguluji negativné prijem energie a naopak pozitivné vydej energie, napriklad
prostiednictvim stimulace (-oxidace MK v kosterni svaloviné (Minokoshi et al., 2002).
Vzhledem k tomu, Ze obezita vznika prevahou energetického prijmu nad jejim vydejem, dalo
by se predpokladat naruSeni tvorby leptinu u obéznich lidi. AvSak obézni jedinci maji
naopak Casto zvySené hladiny leptinu v plazmé (Considine et al, 1996). Tento paradox
pozorovany u obéznich lidi je vysvétlovan sniZenou citlivosti leptinovych receptord, ktera je
oznacovana jako leptinova rezistence. Mechanismus vzniku leptinové rezistence neni zatim
zcela znam, nicméné je popisovano nékolik dil¢ich mechanismt, jako napriklad porucha
v transportu leptinu pres hematoencefalickou bariéru nebo porucha v intracelularni
transdukci signalu z aktivovaného leptinového receptoru (Crujeiras et al., 2015).

DalSim vyznamnym adipokinem je adiponektin, ktery je asociovdn se zlepSenou
clovéka je koncentrace adiponektinu v plazmé za fyziologickych podminek relativné vysoka
(2 - 10 pg/ml) a na rozdil od leptinu koreluje negativné s mnozstvim tukové tkané (zejména
s mnozstvim visceralni TT). Sekretovany adiponektin ma schopnost vytvaret razné
oligomery pomoci disulfidickych mustkd. Nejcastéji vznikaji trimery, hexamery a oligomerni
komplexy s vysokou molekularni hmotnosti sloZené z 12-18 podjednotek, z nichZ nejvétsi
biologickou aktivitu maji oligomerni komplexy (Brochu-Gaudreau et al., 2010). Ucinek
adiponektinu je zprostfedkovan skrze vazbu na své receptory - AdipoR1 a AdipoR2.

AdipoR1 je nejvice exprimovan v Kkosternich svalech, zatimco AdipoR2 je lokalizovan
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dominantné v jatrech. Aktivované adiponektinové receptory stimuluji AMP-aktivovanou
proteinovou kinasu (AMPK) a peroxizomalnimi proliferatory aktivovany receptor a
(PPAR«), jejichZz piisobenim dochazi ke zvySeni oxidace MK a vychytavani glukézy z
cirkulace. Vyse popsané ucinky adiponektinu jsou povazovany za jeden z mechanismd,
kterymi tento adipokin zlepSuje inzulinovou senzitivitu (Yamauchi et al, 2003). JiZ
zminovany protizanétlivy efekt adiponektinu zahrnuje napftiklad sniZeni exprese
zanétlivych cytokini TNFa (tumor-nekrotizujici faktor a) a IL6 (interleukin 6)
v makrofazich ¢i naopak zvySenou produkci protizanétlivého cytokinu IL10 (Wulster-
Radcliffe et al., 2004).

Imunitni buniky v TT i adipocyty samy sekretuji také celou radu cytokint, jako jsou
TNFa, MCP1 (monocytarni chemoatraktivni protein 1), interleukiny (IL1, IL6, IL8, IL10) ¢i
nékteré faktory komplementu (fibrinogen, komplementovy faktor 3, inhibitor aktivatoru
plazminogenu 1). Cytokiny v TT nezprostredkovavaji pouze imunitni reakce, ale ziejmé
zasahuji téZ do regulace energetického metabolismu. Napiiklad TNFa sniZuje vychytavani
glukdzy a MK z cirkulace snizovanim aktivity LPL a redukci exprese GLUT4. Dale ovliviiuje
také inzulinovou signalizaci regulaci fosforylace inzulinového receptoru a proteinu
v nasledné inzulinové signaliza¢ni kaskddé IRS1. Zaroven byl pozorovan pozitivni efekt
TNFa na stimulaci HSL (Coppack, 2001). Lipolyzu a (3-oxidaci MK stimuluje také IL6 (van
Hall et al., 2003).

Pfi nadmérné akumulaci tukové tkané nebo také vlivem starnuti dochazi k dysregulaci
sekre¢n{ funkce TT. Obézni lidé a seniofi maji dlouhodobé zvySenou hladinu prozanétlivych
mediatord v Krvi. Tento stav se oznacuje jako chronicky zanét nizkého stupné a je asociovan
sriznymi zdravotnimi komplikacemi. Bylo zjisténo, Ze chronicky zanét nizkého stupné
prispiva k inzulinové rezistenci a zvySuje riziko rozvoje cukrovky 2. typu, metabolického
syndromu (Laaksonen et al., 2004) a kardiovaskuldrnich onemocnéni (Ridker et al., 2000).
V diisledku masivniho nartistu TT dochazi u obéznich k rozvoji hypertrofickych adipocytt,
které sekretuji zanétlivé mediatory a chemoatraktanty stimulujici migraci perifernich
monocytd do TT. Infiltrované makrofagy se nasledné stavaji dals$im vyznamnym zdrojem
zanétlivych mediatord (Bai and Sun, 2015). Vsouvislosti se zvySenym mnoZstvim
imunitnich bunék v TT byly pozorovany tzv. struktury podobné koruné (CLS, crown like
structures), které vznikaji shlukovanim makrofagli kolem nekrotickych adipocytd. Mnozstvi
téchto struktur je vyrazné vyssi u obéznich jedinct ve srovnani se Stihlymi (Cinti et al,,

2005). Relativné nedavno bylo zjisténo, Ze akumulace makrofagli v TT pfi obezité je dana
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také proliferaci makrofagti rezidujicich v TT a Ze tato proliferace dokonce predchazi migraci

perifernich monocytt do TT (Zheng et al., 2016).

Hypertrofické adipocyty

Normalni adipocyty

* Poikozenilipidového
metabolismu

+ Produkce zanétlivych
medidtori

« Zanét

+ Inzulinovarezistence
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20

Preadipocyty - ‘\&1

Ukladani lipidd
v ektopickych
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kyselin v cirkulaci
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Rozvoj stupné
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Obrdzek 5: Dysfunkce tukové tkdné prispivajici krozvoji inzulinové rezistence a
chronického zdnétu nizkého stupné pri obezité

vvs

BliZsi popis v textu (kapitola o inzulinové rezistenci a endokrinni funkci TT). Pfevzato a upraveno
z (Goossens and Blaak, 2015).

2.2 Charakteristika tukové tkaneé u senioru

Jedna z typickych zmén doprovazejici stdrnuti je zména kompozice téla, b€hem niz
ubyva zastoupeni svalové hmoty ve prospéch tukové tkané. TT pak sama o sobé prochazi
fadou zmén, jako je napriklad redistribuce TT, zména sekrecni aktivity, sniZena
adipogeneze, poruchy metabolické funkce TT, redukce hnédého tuku ¢i zména zastoupeni
imunitnich bunék v rdmci TT (Tchkonia et al., 2010).

Ve stari prevazuje ukladani energetickych zasob v abdominalni oblasti, a to zejména ve
visceralnich tukovych depech. Adipocyty podkozni tukové tkané maji ziejmé sniZenou
schopnost uklddat MK, coz vede ke zvySeni koncentrace MK v cirkulaci a ke vzniku
ektopickych ulozist tuku zejména v kosterni svaloving, jatrech, srdci a kostni dieni. Tyto
zmény maji negativni dopad na zdravi seniort. Jedna se napiiklad o zhorSenou funkc¢nost

sval, a tedy i pohyblivost seniorti, zvysSené riziko zlomenin a Kkardiovaskularnich
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onemocnéni, ¢i poruchy energetického metabolismu (Kuk et al., 2009). DeNino a kol. ve své
studii potvrdili s vékem se zvySujici narlst tukové tkané v abdominalni oblasti, ktery byl
zaroven asociovan se sniZenou inzulinovou senzitivitou (DeNino et al., 2001).

Jak uz bylo zminéno v kapitole o endokrinni funkci TT, ve stafi dochazi k rozvoji
chronického zanétu nizkého stupné, k némuz pravdépodobné prispiva TT. O chronickém
zanétu nizkého stupné spojeného s obezitou uz bylo zjiSténo mnoho faktli, naproti tomu
systémovy zanét u seniord neni zatim priliS probadan. Zda se, Ze jsou mechanismy vzniku
tohoto zanétu nizkého stupné u obéznich lidi a u seniorti odlisné. Napiiklad dodnes neni
zcela jasny ptivod prozanétlivych mediatori u seniori. Lumeng a kol. objevili, Ze hlavnim
zdrojem TNFa u starych mysi jsou makrofagy tukové tkané a primarnim zdrojem IL6 jsou
preadipocyty a fibroblasty (Lumeng et al., 2011). Sekrece prozanétlivych mediatort
adipocyty se naopak priliS neliSila mezi mladymi a starymi mySmi, coZ naznacuje, Ze
adipocyty se ziejmé vyznamné nepodili na rozvoji systémového zanétu u seniorti. Na rozdil
od zvysené infiltrace makrofagli do viscerdlni TT popisované u obezity nebyl v této studii
pozorovan nartst poctu makrofagl ve visceralni TT u starych mysi proti mladym (pocet
makrofagli vztazen na mnozstvi visceralni TT). AvSak zaznamenali u starych mysi
fenotypovou zménu makrofagi visceralni tukové tkané smeérem k prozanétlivému typu
(Lumeng et al,, 2011). V jiné nedavné studii byla objevena zvySena akumulace senescentnich
bunék v primarnich Kkulturach =z preadipocyti izolovanych zTT zdravych starych
dobrovolnikili ve srovnani s preadipocyty izolovanymi z mladych subjekti (Xu et al., 2015).
Zaroven bylo zjiSténo, Ze tyto senescentni bunky sekretuji velké mnozstvi prozanétlivych
mediatort, a podileji se tedy ziejmé na vékem indukovaném chronickém zanétu nizkého
stupné.

Starnuti je asociovano se sniZenou schopnosti preadipocytti replikovat se a dozravat ve
zralé adipocyty (Caso et al, 2013). V preadipocytech izolovanych z TT starych lidi byla
zjiSténa sniZend genova exprese transkripéniho faktoru PPARy ve srovnani s preadipocyty
mladych lidi (Schipper et al., 2008). Na mySich modelech byla objevena také niZsi exprese
transkripéniho faktoru C/EBPa s rostoucim vékem (Karagiannides et al., 2001). Lze tedy
predpokladat, Ze jednou z pric¢in zhorSené funkce TT u senioril je jeji snizena schopnost
adipogeneze. DalSim negativnim projevem této zhorSené adipogenni aktivity miize byt
zvétSovani stavajicich bunék. Mnozstvi hypertrofickych adipocyti u obéznich lidi je
spojovano s inzulinovou rezistenci ¢i cukrovkou 2. typu (Skurk et al., 2007). Bylo prokazano,
ze velikost adipocytl pozitivné koreluje s inzulinovou rezistenci a vyskytem cukrovky 2.

typu i u lidi s normalni vahou, a je tak jednim z prediktora rizika rozvoje cukrovky 2. typu
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(Acosta et al., 2016). S ohledem na pritomnost chronického zanétu nizkého stupné u seniori
by se dalo predpokladat, Ze béhem starnuti bude také dochazet ke zvétSovani adipocyti a ke
zvySené sekreci prozanétlivych modulatort dysfunkéni tukovou tkani, nicméné toto zatim
prokazano nebylo. V soucasné dobé je jen velmi malo publikovanych studii zabyvajicich se
velikostmi adipocytl u seniort, a jejich vysledky jsou nejednoznacné. Naprtiklad ve studii
zroku 1989 nebyl zjiStén signifikantni rozdil v priimérné velikosti adipocytli izolovanych
z mladych a starSich muzl (Lonnqvist et al., 1990). Naproti tomu ve studii z lofiského roku,
ve které byly porovnavany skupiny potkant starych tri tydny a Ctytiadvacet tydnt, byla
priamérna velikost adipocytd signifikantné vétsi u starych potkani (Bonzon-Kulichenko et
al,, 2018).

Béhem starnuti dochazi taktéZ ke zménam v energetickém metabolismu. Nezbytnym
predpokladem pro udrZeni energetické homeostaze je schopnost organismu adekvatné
reagovat na aktudlni energetické potieby. S pribyvajicim vékem ovSem metabolicka
flexibilita klesa. U starych lidi byla zjisténa zhorSena lipolytickd odpovéd na katecholaminy,
které signalizuji potfebu uvoliovat energetické substraty z TT, napriklad béhem hladovéni
nebo pri fyzické aktivité (Lonnqvist et al., 1990). Zaroven ziejmé ve stari dochazi ke sniZené
reesterifikaci MK a tedy ke zhorsené regulaci hladiny MK v krvi pomoci cyklovani TAG a MK.
SniZena reesterifikace MK pozorovana u starych mysi korelovala se sniZenym mnoZstvim
enzymu PCK1 v epididimalni TT (Mennes et al., 2014).

Efekt starnuti na lipogenezi je relativné malo prozkouman a obzvlasté chybi studie
provedené na lidech. Zhorsené schopnosti ukladat tuky ve stari nasvédcuji nékteré studie na
zvirecich modelech. V perirenalni TT starych potkand byla zjiSténa sniZena genova exprese
transkripéniho faktoru SREBP-1c ve srovnani s mladymi potkany (Nogalska et al., 2005).
SREBP-1c reguluje expresi lipogennich enzym jako naptiklad FAS a ACC, jejichZ exprese
v TT byla taktéZ sniZena u starych potkant. U starych potkant byla dale pozorovana zvySena
exprese leptinu, kterd korelovala se sniZenou expresi SREBP-1c. Tyto vysledky vedly
k hypotéze o potencidlnim inhibi¢nim efektu leptinu na expresi SREBP-1c. V rozporu s touto
hypotézou jsou vsak studie poukazujici na rozvoj leptinové rezistence s pribyvajicim vékem
(Wangetal., 2001).

Mitochondrie jsou organely Uzce souvisejici s energetickym metabolismem. Ve stari
klesa jejich biogeneze a dochazi k posSkozeni nékterych mitochondridlnich funkci. Mezi
mitochondridlni zmény asociované s vékem patfi napiiklad zvySena produkce volnych
kyslikovych radikald a snizena aktivita enzymatickych komplexii dychaciho retézce, ktera

vede mimo jiné knizsi produkci ATP (Boengler et al., 2017). PoSkozeni mitochondrialni
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biogeneze souvisi se sniZenou aktivitou NAD* dependentni deacetylasy - sirtuin 1 (SIRT1),
ke které prispiva ubytek NAD* ve stari (Braidy et al,, 2011, Yuan et al., 2016). SIRT1 aktivuje
hlavni regulator mitochondridlni biogeneze PGCla prostifednictvim deacetylace jeho
lyzinovych zbytkl. Aktivovany PGC1la interaguje napiiklad s transkripcnim faktorem NRF1
(nuclear respiratory factor 1), ktery stimuluje expresi proteint dychaciho retézce. PGCla je
také koaktivatorem PPARY, jehoZ exprese je esencidlni pro diferenciaci adipocytli (Scarpulla,
2011). SIRT1 dale ovliviiuje miru mitochondrialni biogeneze downregulaci hypoxii-
indukovaného faktoru la (HIF-la). HIF-1a katalyzuje reakce vedouci kinhibici exprese
mitochondridlniho transkripéniho faktoru A (TFAM), jehoZz funkci je udrZovani
mitochondridlni DNA (stabilita mtDNA, tvorba nucleoidli, regulace poctu kopii mtDNA)
(Imai and Guarente, 2014, Kang et al., 2007). Ve stari tedy vede pokles aktivity SIRT1
k akumulaci HIF-1a a tento pseudohypoxicky stav pilisobi negativné na mitochondrialni
biogenezi. Dal$im zajimavym mistem plsobeni SIRT1 v souvislosti s metabolismem a
tukovou tkani je vliv na hnédnuti adipocyti. Khanh a kol. se ve své nedavno publikované
studii zabyvali efektem starnuti a s nim souvisejicim poklesem exprese SIRT1 na schopnost
mesenchymalnich kmenovych bunék izolovanych zlidské TT diferenciovat v béZové
adipocyty (Khanh et al., 2018). Ziskané vysledky ukazuji na sniZenou schopnost hnédnuti
adipocytli u starych lidi. Navic indukce exprese SIRT1 v MSC izolovanych z TT starych lid{
vedla Kk signifikantnimu zvySeni tvorby bézZovych adipocytli, coZ naznacuje pozitivni vliv
SIRT1 na hnédnuti adipocytii, a naopak poukazuje na souvislost mezi poklesem SIRT1 a
sniZenou schopnosti MSC diferenciovat v béZové adipocyty (Khanh et al., 2018). Na véku
zavisly pokles schopnosti indukovat hnédnuti adipocytd byl pozorovan i na mysich, kterym
byl injek¢né podavan synteticky agonista [33-adrenergnich receptorii po dobu jednoho
tydne. B3-adrenergni stimulace vedla ke srovnatelné aktivaci hnédé tukové tkané u mladych
i starych mysi, avSak indukce béZovych adipocytii byla signifikantné sniZena u starych mysi
(Shin et al., 2017). Nicméné vysledky ziskané na mysSich modelech nelze jednoduse pouZivat
pro vysvétleni lidské fyziologie a patofyziologie. Konkrétné v oblasti vyzkumu hnédé TT a
indukce béZovych adipocytl byla objevena cela fada odliSnosti mezi lidmi a mysimi modely.
Napriklad exprese genii souvisejicich s hnédnutim adipocytd byla u lidi vyssi ve visceralni
TT nez vsubkutanni a u mysi tomu bylo pravé naopak (Zuriaga et al., 2017). DalSim
piikladem je schopnost pohybové aktivity indukovat hnédnuti adipocytti u mysi, ktera
ovSem nebyla pozorovana u lidi. JiZ zmifiovana studie Khanha ma taktéz své limity, a to
zejména v pocCtu zkoumanych subjekti (4 lidi vkazdé skupin€). Zaroven zde byly

porovnavany MSC ziskané z TT starych lidi ve véku od 70 do 80 let a déti starych 1 az 11
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mésicl, a chybi skupina dospélych jedincti. Tudiz nelze vyloucit, Ze pozorované rozdily
odrazi spiSe zvySenou schopnost hnédnuti adipocyti u déti, neZ pokles této schopnosti u
starych lidi. Do budoucna tedy bude tfeba provést dalsi studie zabyvajici se vlivem véku na

hnédnuti adipocyti u lidi.

2.3 Vliv pravidelné pohybové aktivity na charakteristiky TT u seniorti

Pravidelna pohybova aktivita patii ke zdravému Zivotnimu stylu lidi vSech vékovych
skupin. Zlepsuje fyzickou zdatnost, coZ je obzvlasté u starSich lidi velmi dileZité (Todde et
al, 2016). Pravidelna pohybova aktivita brani vékem indukovanému ubytku kosterni
svaloviny a sniZeni jeji funkcnosti (Strasser et al., 2009). Zaroven bylo zjisténo, Ze cvicebni
intervence u seniori sniZuje celkové mnoZstvi tukové hmoty (Steele et al, 2017) i
ektopického tuku vjatrech (Taniguchi et al, 2016). Tyto pozitivni uCinky na télesnou
kompozici seniorli vsak ziejmé nevyvolavaji volnocasové aktivity, jako jsou prochazky a
prace na zahradce, nybrzZ je tieba fyzicka aktivita o vyssi intenzité (Raguso et al., 2006).

V nékolika studiich bylo ukazano, Ze po absolvovani nékolikamési¢ni cvicebni
intervence méli seniofi vy$si inzulinovou senzitivu a jeji zlepSeni silné korelovalo s vahovym
ubytkem subjektd, respektive s redukci tukové hmoty (Ko et al., 2016, Mason et al., 2011).
Lze se tedy domnivat, Ze pohybova aktivita zlepsuje inzulinovou senzitivitu predevsim
zménou télesné kompozice. Toto potvrzuje i studie, ve které nedoslo po dvanactimési¢ni
cvicebni intervenci u postmenopauzalnich Zen k ubytku tukové hmoty ani ke zlepSeni
inzulinové senzitivity (van Gemert et al., 2015).

Kromé mnozstvi tukové tkané ovliviiuje inzulinovou senzitivitu také velikost adipocytt.
Bylo prokazano, Ze hypertrofické adipocyty pozitivné koreluji sinzulinovou rezistenci
(Acosta et al,, 2016). Jednim ze zptlisobd, jak mize byt ovlivnéna velikost adipocytii je zfejmé
i pohybova aktivita, jelikoz u potkant s normalni vahou (Miyazaki et al., 2010) i s obezitou
(Giles et al., 2016) bylo pozorovano snizeni velikosti podkoZnich adipocyti po cvicebni
intervenci. Vysledky lidskych studii vSak nejsou jednoznacné. Po dvanactitydenni cvicebni
intervenci nedoslo ke zméné distribuce velikosti adipocytli u obéznich muzi (Stinkens et al.,
2018), a zadny efekt na velikost adipocyti nebyl zjistén ani u dlouhodobé trénovanych
obéznich muzii ve srovnani s netrénovanymi (Van Pelt et al., 2017). Naproti tomu u
obéznich Zen bylo po pétimési¢ni cvicebni intervenci pozorovano snizeni primeérné velikosti
adipocytli (You et al., 2006). Bude tedy tfeba dalSich studii klepsSimu pochopeni efektu
pohybové aktivity na velikost adipocytli u lidi. V soucasné dobé také nejsou publikovany

zadné Clanky, které by se zabyvaly touto problematikou u zdravych neobéznich seniori.
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V predeslé kapitole je zminéno, Ze starnuti je asociovdano se sniZenou schopnosti
preadipocytl replikovat se a dozravat ve zralé adipocyty a Ze v preadipocytech starsich lidi
je sniZena exprese genu pro hlavni adipogenni faktor PPARy. Efekt cviceni na sniZenou
adipogenezi TT u seniorti zatim nebyl prozkouman. Genova exprese PPARy v TT byla
analyzovana u obéznich mladych mysi (Li et al., 2014). Autofi uvadéji, Ze po osmitydennim
cvicebnim tréninku doslo k nartistu exprese PPARy. Obdobné vysledky byly zjistény i u
dospélych lidi po Ctyrtydenni cvicebni intervenci (Ruschke et al., 2010).

U starsich lidi vznika casto systémovy chronicky zanét nizkého stupné. Bylo prokazano,
Ze pravidelna pohybova aktivita sniZuje u seniort hladinu IL6 a CRP (C-reaktivni protein)
vkrvi (Monteiro-Junior et al., 2018, Nicklas et al., 2008). Otazkou je, zda ke sniZeni
zanétlivych cytokini v cirkulaci u trénovanych seniori prispiva zména sekrec¢ni aktivity TT
nebo je to dano jinym mechanismem. Analyza genové exprese v TT naznaCuje spiSe jiny
mechanismus redukce chronického zanétu u seniorti, neZ je sniZend exprese zanétlivych
cytokinli v TT. U starsSich lidi s lehkou obezitou nebyla pozorovana zména mRNA exprese IL6
vTT po Sestimésitni cvicebni intervenci (Campbell et al, 2013). Zaroven autofi
nezaznamenali ani efekt pohybové aktivity na expresi gent kdédujicich leptin, adiponektin a
MCP1.

Vliv pravidelné pohybové aktivity na energeticky metabolismus TT u seniori neni
zatim prili§ prozkouman. Studie zabyvajici se timto tématem jsou zamérené spiSe na obézni
jedince, u kterych se predpoklddd vyznamné ovlivnéni charakteristik TT pohybovou
aktivitou. U seniorii se naproti tomu zkouma zejména vliv pohybové aktivity na energeticky
metabolismus bunék kosterni a srde¢ni svaloviny.

Na urovni sekrece glycerolu podkozni TT bylo jiz diive zjiSténo, Ze dlouhodoba
pohybova aktivita zvySuje u obéznich muzi lipolytickou odpovéd’ na hormonalni stimulaci, a
naopak sniZuje miru bazalni lipolyzy (De Glisezinski et al., 1998, Stich et al., 1999). U
seniorek, které podstoupily dvandactitydenni cvicebni intervenci, nebyl pozorovan Zadny
rozdil v bazalni lipolyze stanovené pomoci koncentrace glycerolu v intersticidlni tekutiné
podkozni TT (Lange et al., 2001). Na rozdil od obéznich jedinct nebyl tedy u seniori zjistén
vliv pravidelné pohybové aktivity na bazalni lipolyzu. Ovlivnéni lipolyzy fyzickou aktivitou
bylo pozorovano také na urovni exprese lipolytickych geni. Trénovani potkani méli
v porovnani s netrénovanymi zvySenou expresi genti CGI58 a ATGL (Ramos et al.,, 2016).
Dale byla zjisténa zvySena mira cyklu lipolyzy/reesterifikace MK u vytrvalostné trénovanych
cyklistli proti netrénované kontrolni skupiné (Romijn et al, 1993). Vjiné studii byla u

mladych trénovanych muzi ve srovnani s netrénovanymi muzi pozorovana zvysena mRNA
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exprese genl ucastnicich se glyceroneogeneze (PCK1 a PDK4) (Bertholdt et al, 2018).
Vzhledem k tomu, Ze dostupnost glycerol-3-fosfatu urcuje rychlost reesterifikace MK, miize
vést narust exprese PCK1 a PDK4 ke stimulaci reesterifikace MK.

Vliv pohybové aktivity na lipogenezi byl zatim zkouman zejména na drovni genové
exprese. U obéznich mysi sniZovalo cviceni mRNA expresi regulatorii lipogeneze (SREBP-1c,
CHREBP), enzymii de novo lipogeneze (FAS, ACC) a syntézy TAG (DGAT1, DGATZ2)
v retroperitonealni TT (Giles et al., 2016). V souladu s témito vysledky byla studie, ve které
doslo k poklesu exprese genti SREBF1 a FAS v podkozni TT u obéznich lidi po tritydenni
cviCebni intervenci a kalorické restrikci (Walhin et al., 2016).

Jak bylo popsano v predeslé kapitole, stafi je spojené se sniZenou mitochondrialni
biogenezi a se vznikem mitochondrialnich dysfunkci. Studie na mysSich modelech popisuji
pozitivni ucinek tréninku na mitochondridlni biogenezi a aktivitu. Napriklad byla
pozorovana zvySend genova exprese PGCla, NRF1, TFAM a zvySend spotfeba kysliku
(méfend pomoci respirometrie) v podkozni TT u trénovanych mysi (Lehnig et al., 2019,
Stanford et al., 2015). U lidi jsou prezentovany odlisSné vysledky exprese genii souvisejicich
s mitochondrialni biogenezi v TT. U zdravych mladych muzi nedoslo ke zméné mRNA
exprese PGCla v TT po osmi tydnech cvicebni intervence, a exprese SIRT1, ktery mimo jiné
aktivuje PGC1aq, klesla (Alvehus et al., 2014). U obéznich jedincti cvicebni intervence naopak
vedla k nartistu mRNA exprese SIRT1 v TT (Rappou et al., 2016). V souladu s vysledky na
mysSich modelech jsou studie zabyvajici se vlivem cviCeni na aktivitu respiracniho retézce a
oxidativni fosforylace u zdravych dospélych muzi. Trénovani muZi s normalni vahou az
nadvahou méli zvySenou genovou (Ronn et al., 2014) i proteinovou (Bertholdt et al., 2018)
expresi enzymi respiracniho retézce a oxidativni fosforylace. Naproti tomu cvicebni
intervence u obéznich lidi byla bez efektu na expresi téchto proteinti (Stinkens et al., 2018).
Dal$im dtlezitym metabolickym déjem lokalizovanym v mitochondriich je B-oxidace MK.
Zda pohybova aktivita ovliviiuje -oxidaci MK v TT, a popripadé jakym zplsobem, neni
zatim zcela jasné. U obéznich mysi zabranovalo cvic¢eni sniZzené expresi genu ACOX1 (acyl-
CoA oxidasa 1 - katalyzuje prvni reakci -oxidaci MK), ktera byla pozorovana u kontrolni
necvicici skupiny (Bae, 2018), zatimco u lidi s nadvdhou nebyl pozorovan Zadny efekt
cvi¢ebni intervence na 3-oxidaci MK (Larsen et al., 2015).

S energetickym metabolismem v TT souvisi také proces hnédnuti adipocytti, v ramci
néhoz vznikaji bézové adipocyty, které jsou v porovnani s bilymi vice metabolicky aktivni. U

mysi je znamo, Ze pohybova aktivita stimuluje tento proces v podkozni TT (Stanford et al.,
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2015). Naproti tomu u lidi nebyl zaznamenan Zadny vliv pohybové aktivity na hnédnuti

adipocytli v podkozni TT (Dinas et al., 2017, Nakhuda et al,, 2016, Tsiloulis et al., 2018).
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3. Cile diplomové prace

Tato diplomova prace byla vypracovana na 3. lékarské fakulté Univerzity Karlovy na
Ustavu patofyziologie, konkrétné v Laboratori patofyziologie tukové tkané. Prace je soucasti
studie podporované grantem AZV CR (Agentura pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky)
s nazvem ,VIliv pohybové aktivity a omega-3 mastnych kyselin na metabolické zdravi a
dysfunkci tukové tkané u seniort“ (EXODYA - Effect of exercise training and omega-3 fatty
acids on metabolic health and dysfunction of adipose tissue in elderly). Cilem studie je
objasnit, zda pozitivni ac¢inky pravidelné pohybové aktivity na metabolicky stav u seniori
souvisi s modulaci funkci tukové tkané. Zkoumany jsou jak zmény v metabolickych funkcich
TT, tak zmény v jejim imunitnim stavu. Této studie se ucastni celkem 88 seniorek, které jsou
rozdéleny do dvou skupin podle miry trénovanosti. Prvni ¢ast studie se zabyva efektem
dlouhodobého tréninku a je koncipovana jako priifezova studie, ve které je porovnavana
skupina seniorek s pravidelnou pohybovou aktivitou a skupina netrénovanych seniorek.
Vramci druhé Ccasti studie je sledovan efekt c¢tyfmésicniho tréninku na skupiné
netrénovanych seniorek. C4st z nich navic uzivala omega-3 polynenasycené mastné Kyseliny,
jejichZ ucinek je také studovan.
Tato diplomova prace se zabyva vlivem dlouhodobého tréninku na metabolické zdravi
seniort v souvislosti s charakteristikami TT.
Specifické cile:
1. Zhodnotit vliv pravidelné pohybové aktivity na biochemické a antropometrické
parametry u seniorek

2. Charakterizovat distribuci velikosti adipocytii u trénované a netrénované skupiny
seniorek

3. VTT trénovanych a netrénovanych seniorek stanovit expresi genli souvisejicich s
energetickym metabolismem, adipogenezi a produkci adipokinti tukovou tkani.

4. Porovnat expresi nékolika vybranych genti vTT a vizolovanych adipocytech u
trénovanych a netrénovanych seniorek

5. Na urovni sekrece metabolitti (glycerol, NEFA) zhodnotit vliv pravidelné pohybové
aktivity na bazalni a stimulovanou lipolyzu

6. Vysledky ziskané vramci analyzy genové exprese a sekrece metabolitli korelovat
s parametry fyzické zdatnosti, metabolického zdravi (inzulinova senzitivita) a

s distribuci velikosti adipocytt.
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4. Metodiky

4.1 Charakteristika subjekti

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole, naplii této prace byla soucasti grantu AZV CR
16-29182A-EXODYA. Do této studie bylo zarazeno celkem 88 Zen ve véku od 60 do 80 let.
Vyrazovaci kritéria byla: diabetes mellitus, jaterni nebo renalni onemocnéni, onkologické
onemocnéni (i prodélané v minulosti), neléCena abnormalni funkce Stitné Zlazy, dlouhodobé
steroidni a omega-3 suplementace. Studie je provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a
byla schvalena etickou komisi 3. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy. Dobrovolnice pred
vstupem do studie podepsaly informovany souhlas.

V ramci této diplomové prace byla srovnavana skupina 27 dlouhodobé trénovanych a
27 netrénovanych seniorek. Rekrutovani do studie a do jednotlivych skupin probéhlo
pomoci pisemnych dotazniki, finalni zarazeni do skupin (trénované / netrénované) pak
bylo provedeno na zakladé zatézovych testli a terénnich testli zdatnosti (viz kapitola 4.1.1).
U téchto subjekt byla provedena klinickd vySetfeni ve spolupraci s lékari z 3. 1ékarské
fakulty a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady. V této praci pak byla analyzovana séra
ziskana pri odbérech krve a podkoZni tukova tkan ziskana pomoci jehlové biopsie

z abdominalni oblasti.

4.1.1 Klinicka vySetieni

Klinicka vySetieni byla provedena ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady (FNKV).
Dobrovolnice zde absolvovaly antropometrickd méfeni, test inzulinové senzitivity, odbér
krve na la¢no a jehlovou biopsii podkoZniho tuku v abdomindlni oblasti. ZatéZové testy a
terénni testy zdatnosti (,seniortesty“) byly provedeny v Institutu sportovniho lékarstvi ve

spolupraci s Fakultou télesné vychovy a sportu.

a) Testy fyzické zdatnosti

Zeny byly rozdéleny do dvou skupin (trénované a netrénované) na zakladé testti fyzické
zdatnosti. Tyto testy zahrnovaly méreni maximalni spotfeby kysliku pri zatézi a dale
specialni testy pro seniory, jejichZ cilem je zhodnotit urcité parametry fyzické zdatnosti, jako

je sila a vytrvalostni schopnosti.
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Maximalni spotieba kysliku byla stanovena spiroergometrii. Tato metoda se provadi na
bicyklovém ergometru za soucasného pouziti specialni masky, kterd méfi spotiebu kysliku a
mnoZstvi vydechovaného oxidu uhli¢itého. Béhem zatéZového testu je méreno rovnéz EKG.

Pro zhodnocenti fyzické zdatnosti seniorek byly vybrany dva cviky z béZné pouZivané
testové baterie ,Senior Fitness Test (SFT)“, kterou vytvorili R. E. Rikli a C. ]. Jones (Web. 3).
Pro posouzenti sily dolnich koncetin byl pouZit ,Test sed-vztyk“ ze Zidle, ve kterém je cilem
udélat co nejvice opakovani béhem 30 sekund. ,Test flexe v lokti“ vypovida o sile hornich
koncetin. TéZ je hodnocen podle poctu opakovani za 30 sekund, pricemZ jedinec zveda Cinku
vazici 2,3 kg. Pro vysledky jednotlivych testl byl vytvoiren bodovaci systém adjustovany na
vék, ktery umoziiuje sjednotit vSechny namétené vysledky a vytvorit ,Index zdatnosti,

podle kterého bylo upraveno rozdéleni seniorek do skupin.

b) Stanoveni inzulinové senzitivity

U kazdé dobrovolnice byl vypocitan index inzulinové rezistence znamy pod zkratkou
HOMA IR (Homeostatic model assessment for insulin resistence). K vypoctu je treba znat

koncentraci inzulinu a glukézy v krvi odebrané rano ve stavu na la¢no.

koncentrace inzulinu [mTU] . koncentrace glukézy [mr;wl]

22,5

Senzitivita kinzulinu byla hodnocena také podle vysledki ziskanych metodou

HOMA IR =

hyperinzulinového euglykemického clampu. Princip této metody spociva v méreni mnozstvi
glukézy potfebné pro udrzeni stalé glykémie pti kontinualnim podavani infuze inzulinu. Cim
vice glukézy jedinec potiebuje pro vyrovnani ucinku inzulinu, tim vice je kinzulinu
senzitivni. Vtomto testu je vypocitavan parametr ,Spotieba glukézy (Myg)“ ktery je
méritkem ucinku inzulinu. Vypocitava se z rovnovazného priitoku glukézy v poslednich 30 -
40 minutach clampu dle vzorce:

Mg = Vgiu pram) / Ko [mg.kg’.min’],

kde Vglu (priim) je primérna rychlost infuze glukézy v daném ¢asovém useku [ml/hod] a

Kgiu je konstanta pro roztok glukézy vztaZena k hmotnosti téla.

c¢) Biochemické vysetieni krve

Ze vzorki krve odebrané Zenam rano na lacno byly centrifugaci ziskany séra a plazmy.
Cast z nich byla uskladnéna v mensich objemech pti teploté -80 °C pro pozdéjsi analyzu.
Druha c¢ast byla odeslana do akreditované laboratote (SPADIA LAB, a.s.) na stanoveni

biochemickych parametra. Takto byla stanovena glykémie a hladina inzulinu.

25



4.2 Analyza krevniho séra

4.2.1 Stanoveni koncentrace glycerolu a neesterifikovanych mastnych kyselin v
séru

Pro stanoveni hladiny glycerolu a neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) v séru
byly pouzity komerc¢ni analytické soupravy ,,RX Monza“ (Randox Laboratories, UK). Jedna se
o spektrofotometrickou metodiku, jeZ je zaloZena na Lambert-Beerové zakoné, podle
kterého je pfima imeéra mezi absorbanci a koncentraci roztoku pii konstantni vinové délce a
tloust’ce kyvety. Porovnanim absorbanci naseho vzorku se vzorkem o zndmé koncentraci
zkoumané latky tedy mliZzeme vypocitat koncentraci této latky v naSem vzorku. V piipadé, ze
chceme detekovat bezbarvé latky, musime pouZit ¢inidlo nebo chemickou reakci, které latku
prevedou na barevny produkt. RozmraZené vzorky séra byly po celou dobu analyzy

udrzovany na ledu.

a) Stanoveni koncentrace glycerolu v krevnim séru

Princip metody:

glycerolkinasa

glycerol + ATP > glycerol-3-fosfat + ADP

glycerolfosfatoxidasa

glycerol-3-fosfat + O, > dihydroxyacetonfosfat + H20-

2 H20; + 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonova kyselina + 4-aminofenazon peroxidasa

n-(4-antipyryl)-3-chloro-5-sulfonat-p-benzochinonimin (barevny produkt)

Nejdrive bylo ptipraveno reakcéni cinidlo R1b rozpusténim enzymi a substrati
popsanych vySe v 15 ml pufru Rla. Nasledné bylo do 96-jamkové desticky pridano 20 pl
standardniho roztoku glycerolu o koncentraci 100, 50, 25 umol/l a 20 pl redestilované vody.
Absorbance téchto vzorkil slouzi ksestaveni kalibra¢ni krivky. Do desticky bylo dale
pridano dvakrat 20 pl od kazdého vzorku séra (namérené absorbance technickych duplikatt
byly pii vyhodnocovani zpriimérovany). Na konec bylo ke vzorkiim séra i kalibrac¢ni kiivky
piridano 180 ul reakéniho c¢inidla R1b. Kvili nejednotné barvé sér byl zaroven pro kazdy
vzorek vytvoren blank, do nové 96-jamkové desti¢ky bylo ptidano opét 20 ul od kazdého
vzorku a k tomu bylo piidano 180 pl bezbarvého pufru R1a. Kromé blanki pro jednotlivé
vzorky byl vytvoren i tzv. standard blank (20 upl standardniho roztoku glycerolu o
koncentraci 100 umol/1 a 180 pl pufru R1a). Desticky byly inkubovany pti pokojové teploté
10 minut a nasledné byla zmérena absorbance na spektrofotometru pti vinové délce 520
nm. Vramci vyhodnoceni vysledkd byly od namérenych absorbanci jednotlivych vzorkt

odecteny absorbance prislusnych blankt. Od kalibra¢ni krivky byl odecten standard blank.
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Z kalibra¢ni krivky byla ziskana rovnice linearni regrese, zniZ byla poté dopocitana

koncentrace glycerolu v jednotlivych vzorcich.

b) Stanoveni koncentrace NEFA v krevnim séru

Princip metody:

acyl—CoAsynthetasa

NEFA + ATP + CoA

acyl—CoAoxidasa

> acyl-CoA + AMP + PPi

acyl-CoA + O, > 2,3-trans-enoyl-CoA + H20;

peroxidasa

2 H20; + N-ethyl-N-(2hydroxy-3-sulfopropyl) m-toluidin + 4-aminoantipyrin > fialovy

pigment + 4 H,0O

Postup pti méreni koncentrace NEFA v séru je podobny vyse popsané metodé stanoveni
glycerolu. Pro spravnou posloupnost chemickych reakci se vSak pri detekci NEFA pouzivaji
dvé rlzna reakcni Ccinidla, ktera se ke vzorkGim pridavaji postupné (R1b: acyl-
CoAsynthetasa, askorbatsynthetasa, CoA, ATP, 4-aminoantipyrin; R2c: acyl-CoAoxidasa,
peroxidasa, TOOS). Do 96-jamkové desticky bylo pridano 5 pl standardu o koncentraci 2, 1,
0,5 mmol/l a 5 pl redestilované vody pro sestaveni kalibra¢ni kiivky. Jednotlivé vzorky byly
pipetovany opét v duplikatech a zaroven byly zméreny také jejich blanky a standard blank.
Do desti¢ky s blanky bylo pridano pouze 150 ul R1a pufru. Do druhé desticky bylo pridano
nejdrive 50 pl reak¢niho ¢inidla R1b a po 10 minutach inkubace pti 37 °C bylo pridano jesté
100 pl reakéniho ¢inidla R2c. Po dalSich 10 minutach inkubace pri 37 °C byla zméfena
absorbance pfi vlnové délce 550 nm. Vyhodnoceni namétrenych hodnot bylo provedeno

stejné jako u stanoveni koncentrace glycerolu.

4.3 Analyza tukové tkané

PodkoZni tuk ziskany jehlovou biopsii byl sterilné oCiStén a nasledné rozdélen do
zkumavek pro jednotlivé analyzy. V ramci této diplomové prace byla ve vzorcich TT méfena
genova exprese a sekrece glycerolu v explantech z TT za bazalnich podminek a po stimulaci
isoproterenolem. Dals{ ¢ast tukové tkané byla pouZita pro izolaci adipocytti, u kterych byla

rovnéz mérena genova exprese a dale byla analyzovana velikost adipocytt.

4.3.1 Exprese genu v tukové tkani

Izolace RNA z tukové tkdané

ZTT byla izolovana celkovd RNA vcetné microRNA pomoci metody guanidium

thiokyanat-fenol-chloroformové extrakce. Ktomu byl pouzit komerc¢ni izolacni set
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»miRNeasy Mini Kit“ (QIAGEN, Némecko). Jako vychoziho materidlu bylo vyuZito 120 - 200
mg TT, ktera byla skladovana v -80 °C. Izolace RNA byla provadéna v digestofti a byly pouZity
Spicky s filtrem.

Ke zmraZzenému vzorku byl pfiddn 1 ml lyza¢niho cCinidla, poté byl vzorek ihned
homogenizovan vrtadkem a vznikly homogenat inkubovan 5 minut v pokojové teploté. Timto
krokem doslo kromé rozruseni tkané také k denaturaci proteinti a DNA. Nasledné bylo
k homogenatu pridano 200 ul chloroformu, cely vzorek byl diikladné promichan, dale 3
minuty inkubovan v pokojové teploté a nakonec centrifugovan pti 12 000 G a 4 °C po dobu
15 minut. Centrifugaci doslo k rozdéleni homogenatu na horni vodnou fazi obsahujici RNA,
na mezifazi s DNA a proteiny a na spodni organickou fazi s lipidy. Vodna faze byla opatrné
odebrana do nové zkumavky, byl k ni pridan 100 % ethanol v poméru 1 : 1,5 (vodna faze :
ethanol) a vSe dtkladné promichdno. Nasledné byl vzorek aplikovan na kolonku a
centrifugovan pti 12 000 G v pokojové teploté po dobu 1 minuty. Filtrat byl odstranén a
kolonka, na které je jiZz navazand RNA, byla promyta nejdiive 700 pl pufru RWT a poté
dvakrat 500 pl pufru RPE (centrifugace opét 12 000 G v pokojové teploté po dobu 1 minuty).
RNA byla z kolonky uvolnéna 35 ul redestilované vody o teploté 50 °C (centrifugace 12 000
G v pokojové teploté po dobu 1 minuty). Koncentrace a Cistota ziskané RNA byla zméfena na
spektrofotometru (Nanodrop 1000) pti vlnové délce 230, 260 a 280 nm. Cistota RNA je
urcena pomérem absorbanci pfi vinové délce 260 a 280 nm pro kontaminaci proteiny a
pomérem absorbanci pti vinové délce 260 a 230 nm pro kontaminaci organickymi latkami.

RNA byla déle uchovavana v -80 °C.

Reverzni transkripce

RNA izolovana z TT byla pfepsana do molekul cDNA. V této diplomové praci byla
pouzita komerc¢ni souprava ,SuperScript IV Reverse Transcriptase” (Invitrogen, USA)
obsahujici SuperScript IV reverzni transkriptasu (SSIV) i vSechny dalSi potiebné
komponenty. Prace byla provadéna na ledu a opét byly pouzity Spicky s filtry.

Rozmrazené vzorky s RNA byly naredény redestilovanou vodou tak, aby v 6 pl bylo 550
nebo 400 ng RNA (podle koncentrace RNA jednotlivych vzorki). Pro odstranéni genomické
DNA byly k nafedénym vzorkiim RNA pridany 4 ul smési s DNasou z komercni soupravy
»~DNase 1“ (Invitrogen, USA; sloZeni viz Tabulka 1) a vzorky byly umistény mimo led na 15
minut. Poté byl pridan 1 pul EDTA (také ze soupravy ,DNase I“) a vzorky byly umistény do
termocykleru na 10 minut pfi teploté 65 °C. Timto krokem doslo kinaktivaci DNasy.

Nasledné byly pridany 3 pl smési nahodnych hexamert a deoxynukleotidi (sloZeni viz
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Tabulka 2) a vzorky byly opét umistény do termocykleru na 5 minut pri teploté 65 °C. V této
teploté dochazi k rozruseni sekundarnich struktur molekul RNA a pti zavére¢ném sniZovani
teploty termocykleru na 4 °C se zacinaji hexamery vazat na RNA. Nakonec bylo ke vzorkiim
pridano 7 pl smési pro SSIV reverzni transkriptasu (sloZeni viz Tabulka 3). Reverzni
transkripce probihala v termocykleru ve tfech fazich po 10 minutach, nejdiive pfi teploté 23
°C (vazba hexamerti na molekuly RNA), poté 52 °C (syntéza cDNA) a nakonec 80 °C
(denaturace reverzni transkriptasy). Po ukonceni programu byly vzorky cDNA naredény

redestilovanou vodou na koncentraci 4 ng/ul a uskladnény v -80 °C.

Tabulka 1: SloZeni reakcni smési pro odstranéni genomické DNA (na jednu reakci)

Komponenta objem (ul)
DNasa pufr 1
dH20 2,5
DNasal (1 U/pl) 0,5

Tabulka 2: SloZeni reakcni smési s deoxynukleotidy a nahodnymi hexamery (na jednu
reakci)

Komponenta objem (ul)
nahodné hexamery 2
10mM dNTP mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 1

Tabulka 3: SloZeni reakcni smési pro reverzni transkripci (na jednu reakci)

Komponenta objem (ul)
SSIV RT pufr 4
100 mM DTT 1
RNaseOUTTM Recombinant RNase Inhibitor 1
SSVI reverzni transkriptasa (200 U/pl) 1

Preamplifikace a ,Fluidigm chip”“

Detekce genové exprese vybranych genti byla provedena pomoci metody ,Fluidigm -
The BioMark 96.96 Dynamic Array”, coZ je vysokokapacitni mnohonasobna qPCR (dale jen
JFluidigm chip”). Proti bézné qPCR (princip metody viz kapitola 4.4.3) je tfeba cDNA

nejdrive preamplifikovat, protoze reakce na Cipu probihaji ve velmi malych objemech.
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Pro preamplifikaci cDNA byl pouZit komer¢ni set ,TagMan PreAmp Master Mix Kit"”
(Applied Biosystems, USA) a sondy ,TaqgMan Gene Expression Assays“ (Applied Biosystems,
USA). Prace byla provadéna na ledu a byly pouzity Spicky s filtry. Nejdiive byl namichan
Primer Mix, ktery obsahoval vSech 96 sond stokrat naredénych (celkovy objem byl stanoven
na zakladé poctu cDNA vzorki, které mély byt preamplifikovany). Poté bylo do 96-jamkové
desti¢ky postupné pridano 2,5 pl vSech vzorkd cDNA o koncentraci 4 ng/ul, k tomu bylo
pridano 5 pl Preamplifika¢niho Master Mixu a 2,5 pl Primer Mixu. Nakonec byla desticka
zalepena f6lii. Preamplifikace byla provedena na pristroji ABi7500 Real-Time PCR System a
zahrnovala pocatecni fazi denaturace, kterd se sklddala z 2 minut pii teploté 50 °C a
naslednych 10 minut pfi teploté 95 °C. Poté nasledovalo 18 cyklli, béhem nichZ se stridala
faze 15 sekund pti 95 °C se ¢tyfminutovou fazi pri teploté 59 °C. V ramci jednoho cyklu je
nové vytvorena dvouvlaknova DNA denaturovana pti 95 °C a pri teploté 59 °C jsou podle
téchto jednovldknovych templati dosyntetizovana druha komplementarni vlakna. Vzorky s
preamplifikovanou cDNA byly nakonec dvacetkrat naredény redestilovanou vodou.

Finalni PCR reakce vzorki na ,Fluidigm chipu“ byla provedena v Biotechnologickém a
biomedicinském centru Akademie véd a Univerzity Karlovy ve Vestci (BIOCEV) na pristroji
,BioMark Real-Time PCR System” (Fluidigm, USA). Tato metoda umoziiuje na jednom cipu
analyzovat aZ 96 genii v 96 riznych vzorcich soucasné. V této praci byly analyzovany geny
spojené s energetickym metabolismem, adipogenezi a sekrecni aktivitou TT. Celkovy
seznam pouzitych sond je v Tabulce 4. Vystupem analyzy genové exprese na ,Fluidigm
chipu” jsou stejné jako u polymerazové retézové reakce hodnoty ,cycle treshold“ - C; (viz
kapitola qPCR). VSechny vzorky byly méreny v duplikatech a vysledné hodnoty C: byly
zprimeérovany. Pro normalizaci dat byla u kazdého vzorku zmérena zaroven exprese
referencnich gentt RPS13 a TBP. Z hodnot C; referenc¢nich genti byl vytvoren geometricky
prameér, ktery byl nasledné odecten od vSech analyzovanych genti (AC:). Pro statistickou
analyzu byla exprese gentli vyjadiena jako 24Ct a pro grafické znazornéni byla exprese

vztazena k priiméru kontrolni (netrénované) skupiny a vyjadiena tedy jako AAC..
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Tabulka 4: Seznam pouZzitych sond (TagMan Gene Expression Assays) pro analyzu
genové exprese v tukové tkdni

ZKkratka genu Nazev genu ID sondy
ACC acetyl-CoA carboxylase alpha Hs01046047_m1
ACAT1 acetyl-CoA acetyltransferase 1 Hs00608002_m1
ACOX1 acyl-CoA oxidase 1 Hs01074241_m1
ADA adenosin deaminasa Hs01110945_m1
ADIPOQ adiponectin Hs00605917_m1
ADRAZ2A adrenoceptor a 2A Hs00265081_s1
ADRB1 adrenoceptor (-1 Hs02330048_s1
ADRB2 adrenoceptor [3-2 Hs00240532_s1
ATGL patatin like phospholipase domain containing 2 Hs00982040_g1

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1
ATP50 complex, O subunit Hs00426889 m1
abhydrolase domain containing 5 (comparative gene

CGI58 identification 58) Hs01104373_m1
CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a Hs00154455_m1
COX6C cytochrome c oxidase subunit 6C Hs00269977_m1
CPT1A carnitine palmitoyltransferase 1A Hs00912671_m1
DGAT1 diacylglycerol O-acyltransferase 1 Hs01017541_m1
DGAT?2 diacylglycerol O-acyltransferase 2 Hs01045913_m1
ELOVL6 ELOVL fatty acid elongase 6 Hs00225412_m1
FABP4 fatty acid binding protein 4 Hs01086177_m1
FAS fatty acid synthase Hs01005622_m1
GO0S2 G0/G1 switch 2 Hs00274783_s1

HSL hormone sensitive lipase Hs00943404 m1
CHREBP carbohydrate responsive element binding protein Hs00263027_m1
IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) Hs00985641_m1
IRS1 insulin receptor substrate 1 Hs00178563_m1
LEP leptin Hs00174877_m1
NRF1 nuclear respiratory factor 1 Hs00192316_m1
PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitochondrial) Hs00388934_m1
PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase 4 Hs01037712_m1
PGCla PPARYy coactivator 1 a Hs01016719_m1
PLIN1 perilipin 1 Hs00160173_m1
PPAR« peroxisome proliferator activated receptor a Hs00947539_m1
PPARY peroxisome proliferator activated receptor y Hs01115513_m1
RPS13 ribosomal protein S13 Hs01011487_g1

RUNX2 runt related transcription factor 2 Hs00231692_m1
SCD stearoyl-CoA desaturase Hs01682761_m1
SIRT1 sirtuin 1 Hs01009006_m1
SREBF1 sterol regulatory element binding transcription factor 1 | Hs01088691_m1
TBP TATA-box binding protein Hs00427620_m1
UCP1 uncoupling protein 1 Hs00222453_m1
WISP2 WNT1 inducible signaling pathway protein 2 Hs00180242_m1
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4.3.2 Sekrece glycerolu v explantech tukové tkané

V den kondni experimentu byly pripraveny roztoky 0,5 % a 2 % BSA (bez volnych
mastnych kyselin a endotoxinu) v pufru KRH (Krebs-Ringer bikarbonatovy pufr + 125 mM
Hepes). Pro vytvoreni explantl byl pouzit priblizné 1 g cerstvé odebrané tukové tkané, ktera
byla nejdiive dvakrat promyta roztokem 0,5 % BSA vytemperovanym na 37 °C. Poté byl
k TT ptidan 1,5 ml roztoku 0,5 % BSA a vzorek byl inkubovan po dobu jedné hodiny ve
vodni 1azni o teploté 37 °C za stalého trepani. Tento krok slouzi k odmyti proteinti a dalsich
interferujicich faktort z poskozenych bunék. Po hodiné byl roztok ze vzorku odsan a TT byla
jeSté jednou promyta roztokem 0,5 % BSA. Nasledné byla TT prenesena na sitku
podloZenou filtra¢nim papirem, ¢imZ byla odstranéna prebytecna tekutina. Vzorek byl
rozdélen pomoci chirurgickych nastroji do 4 explantli o hmotnosti 100 + 20 mg. Dale byl
pripraven roztok isoproterenolu o koncentraci 1 pmol/l smichanim 1 pl zdsobniho roztoku
(koncentrace 1 mmol/l) s 1 ml roztoku 2 % BSA. Ke dvéma (kontrolnim) explantiim byl
pridan roztok 2 % BSA, k dals$im dvéma explantim byl pfidan pripraveny roztok
isoproterenolu pro B-adrenergni stimulaci. Roztoky byly pridany vzidy v poméru 500 pl
roztoku na 100 mg TT. Vzorky byly inkubovany 4 hodiny ve vodni 1adzni o teploté 37 °C za
stalého tfepani. Po skonceni inkubace byly vzorky kratce centrifugovany, umistény na led a
bylo odebrano medium z jednotlivych explanti. Odebrana media byla rozdélena do mensich
objemti (cca 100 pl) a umisténa do -80 °C. Po ziskani vSech vzorki byla spektrofotometricky
stanovena hladina glycerolu v odebranych mediich pomoci vySe popsané metody (viz

kapitola 4.2.1).

4.4 Analyza adipocytt

4.4.1 1zolace adipocytii z tukové tkané

Pro izolaci adipocytli bylo pouzito vzdy priblizné 0,5 g Cerstvé odebrané TT. TT byla
nejdrive nastiihana na malé kousky a nasledné k ni byla ptfidana kolagenasa v poméru 1 :
1,5 (TT (g) : kolagenasa (ml)). Vzorek byl takto inkubovan jednu hodinu ve vodni lazni p¥i
37 °C za stalého trepani. Natravena tukova tkan byla prefiltrovdna pres sterilni sitko a
promyta PBS. Filtrat byl poté centrifugovan pti 300 G po dobu 10 minut. Nasledné byla
odebrana horni faze obsahujici adipocyty. Adipocyty byly dvakrat promyty PBS, a poté bylo
odebrano 50 pl na analyzu velikosti adipocytii a 250 - 500 pl bylo zamraZeno v -80 °C na
izolaci RNA (u nékterych vzorka TT se nepodaftilo ziskat dostatek adipocytti, a tudiz u nich

nebyla provedena analyza genové exprese).
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4.4.2 Analyza velikosti adipocytii

Velikost adipocytli byla analyzovana z fotek porizenych konfokalnim mikroskopem.
Béhem izolace adipocytli popsané vyse byl pripraven roztok methylenové modii v DPBS (1
ml DPBS + 33 ul zasobniho roztoku methylenové modfi - 10 mg/ml dH20) a na podloZni
sklicko byly Dako perem nakresleny tfi kruhy o priiméru cca 1 cm. Tyto kruhy po zaschnuti
slouzi jako bariéra proti kapalindm a fixuji tak aplikovany vzorek pod krycim sklickem. 50 pl
izolovanych adipocytli bylo ihned po odebrani smichano s 50 ul roztoku 1 % BSA v PBS. Poté
bylo do kazdého kruhu na podloZnim sklicku pridano 100 ul pripraveného roztoku
methylenové modfi. Vzorek obsahujici adipocyty byl dikladné protfepan, rychle bylo
odebrano 10 pl a tato suspenze s adipocyty byla priddana do roztoku methylenové modfi v
prvnim kruhu na podloznim skli¢ku. Takto byly ptidany adipocyty i do dalsich dvou kruht, a
poté byly priklopeny krycim sklickem. Pro kazdy subjekt bylo timto zplisobem piipraveno
jedno podloZni sklicko se tfemi riiznymi nabéry adipocytt.

Obrazky byly porizeny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP5 na
invertovaném mikroskopickém téle Leica DMI 6000 CS s pripojenou fluorescen¢ni kamerou
Leica DFC 350 FX na pravém portu. Ke snimani byl mikroskop pouzit ve ,widefield médu*“
pouze s aktivovanou kamerou a ovladacim softwarem ,Leica Application Suite Advanced
Fluorescence (LAS AF)“ ve verzi 2.7.2. Velikost snimanych adipocytli v rozsahu 10 - 145
mikrometri umoznila pouziti zakladniho objektivu Leica HC PL Fluotar 10x 0,3 DRY, ktery
ma rozliSeni v XY 651 nm pii 488 nm a rozliSeni Z 4768 nm pii 488 nm. Adipocyty byly
snimany pres podloZni sklicko s vystupem ve stupnich Sedé (Obrazek 6). Pro ziskani
dostatecného mnozstvi adipocytii pro analyzu byl pouzit skenovaci stolek v tzv. ,TileScan
(maticovém) médu”.

Z kazdého ze tii ndbérl na podloznim sklicku byly nasnimany 2-3 matice o velikosti 3x4
pozic. Nasledné byla vybrana ta nejlepsi matice z kazdého nabéru, byla ofiznuta na format
2006, Lamprecht et al., 2007)- Pro kaZzdy subjekt byly tedy analyzovany tfi snimky. Pro
analyzu adipocytt v CellProfileru a jejich odliSeni od kapének a artefakti byl pripraven
algoritmus (,pipeline”), ktery sestava z nékolika krokG od prahovani (pouzito OTSU) a
primarni identifikace objektli v nacteném obraze, az ke zméreni rozpoznanych objekt.
Objekty byly nasledné filtrovany na zakladé poméru hlavni a vedlejsi osy rozpoznaného
objektu (od kruhového po elipticky tvar). Toto filtrovani umoznuje zahrnout nejenom
samostatné adipocyty, ale také navzajem se rizné prekryvajici adipocyty nebo jejich

koexistence s kapénkami a jinymi artefakty.
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Vystupem analyzy snimku pomoci CellProfileru je soubor s daty o rozpoznanych
objektech. Mezi hlavni Udaje patii pozice objektu v obrazku (XY souradnice) a vnitini
priameér v pixelech (viz niZe). Vzhledem k pritomnosti kapének a jinych artefaktli ve vzorcich
bylo nutno u kaZdého analyzovaného obrazku manualné zkontrolovat, zda nejsou tyto
artefakty zapocitany mezi rozpoznané objekty. Pivodné byla tato kontrola provadéna
dohledavanim jednotlivych rozpoznanych objektli podle jejich umisténi v souradnicovém
systému, coz bylo velmi ¢asové naro¢né (primérny pocet rozpoznanych objekti na jedné
fotce je cca 500). Proto byl v ramci této diplomové prace vytvoren program umoZziujici
interaktivni propojeni analyzovaného snimku s vystupem ze softwaru CellProfiler. Tento
program vznikl ve spolupraci s Ing. Jonaem Serych, ktery se v ramci svého postgradualniho
studia zabyva pocitaCovym vidénim.

Vytvoreny program nacita vystupni graficka a textova data (tabulku) ze CellProfileru.
Vysledkem je interaktivni zobrazeni analyzovaného snimku s vykreslenymi modrymi kruhy
predstavujicimi jednotlivé rozpoznané objekty, velikost kruhu je dana velikosti delsi osy
objektu v pixelech (Obrazek 7). Nasledné je tieba u kazdého objektu urcit, zda se jedna o
adipocyt €i nikoli. Mysi Ize jednoduSe vybrat modry kruh, a pokud predstavuje adipocyt, je
pomoci klavesové zkratky oznacen jako skupina A a kruh se zbarvi do zelena. Kapénky a jiné
artefakty jsou oznaceny jako skupina B a jsou znazornény Cervenou barvou (Obrazek 8).
Adipocyty, které nebyly rozpoznany CellProfilerem, Ize pridat tahem mysi po priméru
adipocytu, nové vznikly kruh je oznacen jako skupina A. Findlnim vystupem programu u
takto analyzované fotky je tabulka, ve které jsou priameéry (prepocitané z pixeli na
mikrometry) vSech piitomnych adipocytt, respektive objektli skupiny A.

V CellProfileru jsou detekovany vnitini oblasti objektd. Pii detekci vnéjsich okraji by
program nebyl schopen rozlisit ptekryvajici se adipocyty v kombinaci s kapénkami, které se
na vyhodnocovanych snimcich vyskytuji velmi ¢asto. Ziskané hodnoty priiméri jednotlivych
adipocytli jsou pak mensi nez realné hodnoty a ke vSem témto vnitfnim primeérim tedy
musi byt na zavér pricten urcity pocet pixeli k ziskani vysledného primeéru. K tomu byla
vramci této diplomové prace vytvorena matematickd funkce. Pocet pticitanych pixell byl
empiricky stanoven manudlnim premérenim rozpoznaného vnitfniho priaméru a
nezapocitanych okraji u cca 400 adipocytl rtzné velikosti. Naméifenymi hodnotami byla
proloZena kiivka a jeji rovnice byla pouzita pro vypocet pixelli, které se maji pricist
k detekovanym vnitinim primeérim. Pro dobie zaostrené adipocyty, které se prilis
nepiekryvaji, funguje tento zpiisob ziskani vysledného priiméru velmi dobte. OvSem pokud

je napriklad ¢ast snimku trochu rozostrena, CellProfiler rozpoznava vnitini oblast adipocyti
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mensi proti zaostifenym adipocytiim stejné velikosti. Po pricteni pixeld podle rovnice jsou
pak tyto rozostfené adipocyty faleSné mens$i. Popsany problém byl nakonec vytfeSen pomoci
dal$iho programu, ktery vznikl opét ve spolupraci s Ing. Jona$em Serych. Tento program
dokaze ptvodné detekovany vnitfni primér roztdhnout az kokrajim na zakladé
porovnavani obrazové intenzity okraje (povrchu) adipocytu a okolnitho prostoru

(Obrazek 9). I zde vsak byla nutna nasledna manualni kontrola.

- insert mode -

200

400

600

800

1000

1200

1400

500 1000 1500 2000 2500

Obrdzek 6: Snimek adipocytii porizeny konfokdlnim mikroskopem

(objektiv Leica HC PL Fluotar 10x 0,3 DRY)

- review mode -
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Obrdzek 7: Zobrazeni rozpoznanych objektii v programu vytvoieném pro analyzu
velikosti adipocytii

Program vytvdri interaktivni propojeni snimku porizeného konfokdlnim mikroskopem s
vystupem ze softwaru CellProfiler; modrd kolecka predstavuji vsechny objekty rozpoznané
softwarem CellProfiler.
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- review mode - (lock on)
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Obrdzek 8: Zobrazeni identifikace objektii v programu vytvoi‘eném pro analyzu velikosti
adipocytii
Zelend kolecka predstavuji adipocyty, Cervend kolecka kapénky a jiné artefakty.
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Obrdzek 9: Zobrazeni identifikovanych adipocytii s findlni velikosti priiméru

Program na zdkladé porovndvdni obrazové intenzity povrchu adipocytu a okolniho prostoru
roztahuje ptivodné detekovany vnitini priimeér aZ k okrajiim adipocytu.
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4.4.3 Exprese metabolickych genii v adipocytech
Izolace RNA z adipocytii

Postup izolace RNA z adipocytli je obdobny jako u izolace RNA z TT. Bylo upraveno
pouze nékolik krokt v protokolu a byl pouZit jiny komer¢ni izola¢ni set ,,RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit" (QIAGEN, Némecko). Prace byla opét provadéna v digestofi a byly pouZity Spicky
s filtrem.

Vzorek s adipocyty se nejdiive nechal roztat, a az poté k nému byl pridan 1 ml lyza¢niho
¢inidla. Misto homogenizace vrtadkem byl vzorek pouze diikladné promichan na vortexu po
dobu 1 minuty. Stejné jako u TT nasledovala inkubace, pridani chloroformu, dalsi inkubace a
nakonec centrifugace 15 minut pti 12 000 G. Opét byla odebrana horni vodna faze obsahujici
RNA a kni byl ptidan 70 % ethanol v poméru 1 : 1 (vodna faze : ethanol). VSechny dalsi
kroky byly shodné s izolaci RNA z TT kromé rozdilu v pufru, kdy misto RWT byl pouzit pufr
RW1. Roztok s ethanolem byl aplikovan na kolonku, poté jednou promyt pufrem RW1 a
dvakrat pufrem RPE. RNA byla eluovana vodou a poté byla zmérena jeji koncentrace a

Cistota. Izolovand RNA byla uchovavana v -80 °C.

Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci RNA z adipocytii byla pouzita komercni souprava ,High
Capacity cDNA Reverse Treanscription Kit” (Applied Biosystems, USA). Vzhledem k relativné
nizké vytéznosti RNA pri izolaci RNA z adipocytii bylo prepsano 300, 200, 150 nebo 100 ng
RNA podle koncentrace jednotlivych vzorki. RNA byla nejdrive nafedéna na danou
koncentraci do celkového objemu 6 pl. Poté byla odstranéna genomicka DNA pomoci DNasy
stejné jako u vySe popsané reverzni transkripce RNA z TT (ptridany 4 pl DNasa smési,
inkubace 15 minut mimo led, ptidan 1 ul EDTA, termocykler 10 minut 65 °C). Po inaktivaci
DNasy bylo k vzorkim ptridano 9 pl smési pro reverzni transkriptasu (slozeni viz Tabulka 5)
a zkumavky byly umistény do termocykleru. Program pro reverzni transkripci se skladal z
10 minut pfti teploté 25 °C (vazba hexameri na RNA), 2 hodin pti 37 °C (syntéza cDNA) a 5
minut pii 85 °C (denaturace reverzni transkriptazy). Nakonec byly vzorky cDNA natedény

na koncentraci 10 a 2 ng/ul a uskladnény v -80 °C.
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Tabulka 5: SloZeni reakcni smési pro reverzni transkripci (na jednu reakci)

Komponenta objem (ul)
RT pufr 2
dH:0 3,2
100 mM dNTP mix 0,8
nahodné hexamery 2
MultiScribe reverzni transkriptasa (50 U/pl) 1

Kvantitativni polymerdzovd retézova reakce (qPCR)

Kvantitativni polymerazova retézova reakce (oznaCovana také jako Real-time PCR) je
metoda umoziujici detekci a kvantifikaci specifickych usekt DNA. Stejné jako u klasické PCR
dochazi k amplifikaci zkoumaného useku, kterd je vSak detekovana pomoci fluorescence jiz
v pribéhu reakce. Vtéto diplomové praci byly pouzity komercni sondy ,TagMan Gene
Expression Assays“ (Applied Biosystems, USA). Obsahuji ,forward” a ,reverse” primery
ohraniCujici dany usek DNA. Mezi né se vaze sonda, ktera ma na jednom konci reportérovy
fluorofor a na druhém molekulu zhasece. Pokud jsou fluorofor a zhasec blizko u sebe,
dochazi k blokovani emise fluorescence. Pri syntéze komplementarniho vldkna DNA dochazi
k postupnému odbouravani sondy diky 5‘ exonukleasové aktivité polymerasy. Fluorofor je
tak uvolnén od molekuly zhasedla a emituje svétlo, které je na konci kazdého cyklu
detekovano. Vysledkem qPCR jsou hodnoty ,cycle treshold” (C:) pro kazdy analyzovany
vzorek. Tato hodnota odpovida dobé, kdy doslo k narfistu fluorescence nad prah pozadi. Cim

Vramci této prace byla zkoumdna exprese 9 metabolickych geni vizolovanych
adipocytech (Tabulka 7). Nejdiive byla ptripravena pro kazdy gen reakcéni smés obsahujici
danou sondu, ,TagMan Fast Advanced Master Mix“ (Applied Biosystems, USA) a
redestilovanou vodu (sloZeni viz Tabulka 6). Reak¢éni smési byly udrzovany na ledu a
chranény pred svétlem. Poté bylo do 96-jamkové desticky ptidano 2,5 ul cDNA o koncentraci
10 nebo 2 ng/ul. K cDNA bylo nasledné ptidano 10 pl piislusné reakcni smési. qPCR byla
provedena na pristroji ABi7500 Real-Time PCR Systém. Program zahrnoval fazi pocatecni
denaturace (95 °C, 20 s) a nasledovalo 40 cykld, béhem kterych se stridala faze denaturace
vzniklych dvouvlaknovych produkti (95 °C, 3 s) a syntézy novych komplementarnich vlaken
(60 °C, 30 s). Vzorky byly méteny v duplikatech a vysledné hodnoty C; byly zpriimérovany.
Pro normalizaci dat byla u kazdého vzorku zmérena exprese referencnich genti PPIA a TBP.
Z hodnot C; referenc¢nich genti byl vytvoien geometricky primeér, ktery byl nasledné odecten

od vSech analyzovanych gent (AC:). Pro statistickou analyzu byla exprese genl vyjadiena
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jako 2-4C¢t a3 pro grafické znazornéni byla exprese vztazena kpriméru Kkontrolni

(netrénované) skupiny a vyjadiena tedy jako AAC:.

Tabulka 6: SloZeni reakcni smési pro qPCR (na jednu reakci)

Komponenta objem (ul)
TagMan sonda 0,625
TagMan Fast Advanced Master Mix 6,25
dH:0 3,125

Tabulka 7: Seznam pouZitych sond (TaqgMan Gene Expression Assays) pro analyzu
genové exprese v izolovanych adipocytech

ZKkratka genu Nazev genu ID sondy
ADIPOQ Adiponectin Hs00605917_m1
CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a | Hs00154455_m1
CPT1A carnitine palmitoyltransferase 1A Hs00912671_m1
FAS fatty acid synthase Hs01005622_m1
HSL hormone sensitive lipase Hs00943404_m1
PGCla PPARYy coactivator 1 alpha Hs01016719_m1
PPIA peptidylprolyl isomerase A Hs04194521_s1
TBP TATA-box binding protein Hs00427620_m1
UCP1 uncoupling protein 1 Hs00222453_m1

4.5 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni dat a grafické zpracovani vysledki bylo provedeno v programu
GraphPad Prism verze 6,03 (GraphPad Software, USA). Vysledky jsou uvedeny jako primér
+ standardni chyba priméru (SEM). Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na
p < 0,05. Normalita dat byla posuzovana na zdkladé Shapiro-Wilkova testu. Pro porovnani
distribuce velikosti adipocytii a sekrece glycerolu v explantech byla pouzita dvoucestna
ANOVA sHolm-Sidak post-hoc testem. Zbylda data byla vyhodnocena pomoci
dvouvybérového Studentova t-tesu, popripadé neparametrickym Mann-Whitney testem.
Vybrané vysledky genové exprese a analyzy krevniho séra byly korelovany s parametry
fyzické zdatnosti, metabolického zdravi a s distribuci velikosti adipocyti pomoci

Spearmanova korela¢niho testu.
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4.6 Material

4.6.1 Chemikalie
53 Sigma-Aldrich, USA
BSA - bez mastnych kyselin a endotoXinu ......cocoenenmeeneeneenneensesneeseeneennns Sigma-Aldrich, USA
)] 5 3 Sigma-Aldrich, USA
Y 1 Sigma-Aldrich, USA
Do = 10 o ) Penta, CR
HEPES oottt bbb s Sigma-Aldrich, USA
(03 5116) (o) (o) & 0 o WU Sigma-Aldrich, USA
[soproterenol hydroChlorid........ceennenescseeeeesseses s sessessess Sigma-Aldrich, USA
KOIAZENASA ....curvrreeeeiisieeessesse st s s assssnsans Serva, Némecko
Krebs-Ringer bikarbonatovy pufT........eeeenessseessssseessessens Sigma-Aldrich, USA
Methylenova MOAT .......cereeeneenneeseessessessesssessesssessssssssssssssesssssssesaes Loba Feinchemie, Rakousko
253 Lonza, §V}'Icarsko

4.6.2 Pristroje a material

96-jamkové desticky pro spektrofotometrické analyzy ............. Greiner Bio-One, Rakousko
96-jamkové destiCKky Pro PCR .....eneneseisessessessessessssessseeens Applied Biosystems, USA
Abi7500 Real-Time PCR SYStem.......ccocneomemerneeneeneesessesssessessesssssessseseens Applied Biosystems, USA
ANAIYHICKA VAN oottt s s sssasessssns Sartorius, Némecko
Automatické pipety (rozsah 0,2 — 300 L) coceceererrcerrrerremrseerrensseessessseersessseesseesees Biohit, Finsko
LD (O 0 T=) 0 LT Dako Denmark A/S, Dansko
Centrifuga 5804 R ...t ssssssesns Eppendorf, Némecko
Centrifuga MiniSPin PIUS ... ssesssesseens Eppendorf, Némecko
Do 1] o) PP STP T S Erlab, USA
Homogenizator Ultra TUITax T25 .....eereeeesseessesssesssesssesssessssesssessaeess IKA, Némecko
ChirurgiCKe NASTIOJ .. eueereereeeeeeresseseesessesse s sssssssss s sssssesse s ssssssessees Heiko Wild, Némecko
Konfokalni mikroskop TCS SP5.....enreneesesnesseessesessesnees Leica Microsystems, Némecko
Kulatd kryci SKIHEKa (13mMM).euieeeeeeeenersseessesssessssesssessseesssessessssesssessssssssesssssssees Nalge Nunc, USA
Multikanalova pipeta (rozsah 30 = 300 Pl ..ovvevreereneeneenereeseeseeseeseeseens Eppendorf, Némecko
PIPEIDOY ettt s Gilson, USA
Pipety (rozsah 0,2 = 1000 [ .cererirnirenersrsersesssessssssssssssessssssssssesenens Eppendorf, Némecko
a0 Ys 1L /4 01 5] 14 § Lol - LN Knittel, Némecko
STUKA (210 M) treereerierrereesesresssssssssessessssssssssssesssssssssssssssessssssssssssessesssssssssessssssssssssesssns NeoLab, Némecko



Spektrofotometr Versa max tunable microplate reader..........ccoc..... Molecular Devices, USA

Spektrofotometr NanoDrop 1000.........cuemeenmerneerreesseeseseesseenns Thermo Fischer Scientific, USA
=) 0010 ) o) o) 30 ) =] 1 TP Grant, UK
TermOCYKIET 2720 erereereeeeresressessessessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessesns Applied Biosystems, USA
Vodni 1azen s tFepackou SW22.... o iissssssssssssssssssssssssssssssssssssns Julabo, Némecko
R0 /=) T IKA, Némecko
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5. Vysledky

5.1 Biochemické a antropometrické parametry

Prvnim cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vliv pravidelné pohybové aktivity na
biochemické a antropometrické parametry u seniorek. Vysledky klinickych vySetreni jsou
shrnuty v Tabulce 8. Zeny byly rozdéleny do dvou skupin na zakladé testt fyzické zdatnosti.

7

Rozdil v trénovanosti mezi skupinami doklada signifikantné zvySend maximalni spotreba
kysliku pri zatézi (VO2max) a signifikantné vyssi pocet opakovani vybranych cviki SFT (Test
sed-vztyk a Test flexe v lokti) u trénované skupiny proti netrénované.

Do studie byly zatrazeny seniorky ve véku od 60 do 80 let. ACkoli byla snaha o sestaveni
skupin se stejnym vékovym priimérem, vysledné skupiny se lisily v priméru o 3 roky (72,3
+ 0,9 let u netrénovanych Zen a 69,3 = 0,7 let u Zen trénovanych). Lze vSak predpokladat, Ze
tento rozdil nebude mit vjyznamny vliv na fyziologické funkce organismu.

Dals$im mérenym parametrem byla télesna konstituce, ktera byla posuzovana na
zdkladé BMI (body mass index), obvodu pasu, hmotnosti a mnoZstvi tukové a beztukové
hmoty. Hodnoty BMI se u obou skupin pohybovaly na pomezi normalni vahy a nadvahy.
Zeny s hodnotami BMI vét$imi neZ 30 byly vyrazeny. Skupiny se mezi sebou vyznamné
neliSily v BMI ani v obvodu pasu. Prlimérné hodnoty tohoto parametru jsou u obou skupin
lehce zvySené proti doporucovanym hodnotam (obvod pasu Zen < 80 cm; Web. 4).
Signifikantni rozdil mezi skupinami byl pozorovan ve vaze a mnoZstvi tukové hmoty.
Trénované seniorky vazily méné a mély nizsi podil tuku z celkové hmotnosti ve srovnani s
netrénovanymi seniorkami.

Pro zhodnoceni inzulinové senzitivity byla zméfena koncentrace inzulinu a glukézy
v krevni plazmé odebrané nala¢no a ztéchto hodnot byl nasledné vypocitin HOMA IR.
VSechny tfi parametry byly signifikantné sniZené u trénované skupiny, coz vypovida o lepsi
inzulinové senzitivité trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi. Tyto vysledky
potvrzuji i data ziskand z hyperinzulinového euglykemického clampu. U trénovanych
seniorek byla namérena signifikantné vyssi spotfeba glukézy (M) béhem clampu, coZ

naznacuje zlepSenou inzulinovou senzitivitu.
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Tabulka 8: Antropometrickd a biochemickd data u netrénovanych a trénovanych
seniorek

Netrénovana skupina Trénovana skupina

(n=27) (n=27)
vék (roky) 72,3+0,9 69,3 £0,7"
hmotnost (kg) 67,6 +1,1 63,4 +1,4"
BMI (kg.m2) 25,5+0,4 24,7+ 0,5
tukova hmota (%) 357+0,7 32,4 +1,0"
beztukova hmota (kg) 43,3+0,5 42,6 +0,8
obvod pasu (cm) 83,9+1,2 80,7+ 1,5
glykémie (mmol.l-1) 57+0,1 54+0,1
inzulin (mU.1-1) 6,4+0,6 4,4 + 0,5
HOMA IR 1,7+0,2 1,1+0,1*
M, (mg.kg1.min1) 54+0,4 6,8 £ 0,4
VO:max (ml.kg1.min1) 17,0+0,5 26,4 £1,0™
Test sed-vztyk (pocet opakovani) 16+1 19+ 1"
Test flexe v lokti (pocet opakovani) 19+1 211"

Data jsou vyjddrena jako primér + SEM.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Studentiiv t-test / Mann-Whitney test)

5.2 Distribuce velikosti adipocytii

Velikost adipocytli byla analyzovana v radé studii zamérenych na dysfunkci TT u
obéznich jedincl. Na zakladé téchto praci bylo prokazano, Ze velikost adipocytti koreluje
s nékterymi parametry metabolického zdravi, jako je napfiklad inzulinova senzitivita
(Andersson et al,, 2014). AvSak jen velmi malo je znamo o velikosti adipocytii u seniorti a o
moznych souvislostech mezi velikosti (distribuci) adipocytii a pohybovou aktivitou ve stari.
Proto jednim z dalsich cilti této prace bylo popsat distribuci adipocytl u Zen ve véku od 60
do 80 let a zjistit, zda je tato distribuce velikosti adipocytli ovliviiovdna pravidelnou
pohybovou aktivitou.

Distribuce velikosti adipocytti byla z technickych diivodd stanovena u podskupiny 19
netrénovanych a 21 trénovanych seniorek, a nasledné byly tyto skupiny porovnany mezi
sebou (mensi pocet subjekti v jednotlivych skupinach je dan nedostatkem TT pro tuto
analyzu u nékterych Zen). Pro kazdy subjekt byly nasnimany a vyhodnoceny 3 obrazky
adipocytt izolovanych ze subkutanni TT (v priméru 500 adipocyti na jednom obrazku). Ze
ziskanych dat bylo vytvoreno procentualni zastoupeni adipocytli ve 12 rtiznych skupinach
definovanych dle priméru adipocytu (skupiny od 30 do 140 pm srozpétim po 10 pum;

posledni skupina byla definovana primérem vétsim nez 140 um) (Graf 1).
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Trénovana skupina méla na rozdil od netrénované signifikantné vysSsi procentualni
zastoupeni adipocyti ve skupinach s primérem 70 - 80 um a 80 - 90 um. Vétsi podil
adipocytii ve skupiné s primérem 60 - 70 um u trénovanych seniorek byl na hranici
signifikance (p = 0,08). Vétsi adipocyty byly naopak zastoupeny vice u netrénovanych Zen,
konkrétné byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil ve skupiné s primérem 110 - 120 pm
a ve skupiné s primérem 100 - 110 um byl rozdil na hranici signifikance (p = 0,05).

Kromé distribuce adipocyti podle jejich velikosti byla stanovena také priimérna
velikost adipocytu pro netrénovanou a trénovanou skupinu. Tento parametr se mezi
skupinami vyznamné neliSil. Priimérna velikost adipocytu u netrénované skupiny byla
65,1 £ 3,7 um a 64,6 + 2,4 um u trénovanych seniorek.

257

C— netrénovana skupina (n=19)
mEmm  trénovand skupina (n=21)
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Graf 1: Distribuce velikosti adipocytiti izolovanych z abdomindlni podkozni TT u
netrénovanych a trénovanych seniorek

Data jsou vyjddrena jako priimér + SEM.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; dvoucestnd ANOVA)
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5.3 Genova exprese v tukové tkani

Dal$im cilem této prace bylo zjistit, zda pravidelna pohybova aktivita ovliviiuje expresi
genl souvisejicich s energetickym metabolismem, adipogenezi a sekrec¢ni aktivitou tukové
tkané u seniorl. Ze vzorkl subkutanni TT odebrané jehlovou biopsii byla izolovdna mRNA,
poté byla provedena reverzni transkripce a vzniklé molekuly cDNA byly preamplifikovany
pro naslednou analyzu na ,Fluidigm chipu®. Tato metoda umozZnila zmérit relativni expresi
94 geni ve vSech vzorcich cDNA (respektive u podskupiny 20 netrénovanych a 19
trénovanych seniorek) soucasné, z ¢ehoz je v této diplomové praci prezentovana exprese 36

genl ve skupinach funkc¢né spolu souvisejicich.

a) Adipogeneze

Efekt pravidelné pohybové aktivity na adipogenezi byl studovan na zakladé exprese
genu pro hlavni proadipogenni transkripc¢ni faktor (PPARY), dvou genti kédujicich negativni
regulatory adipogeneze (RUNX2, WISP2) a dvou gend kédujicich proteiny typické pro
maturované adipocyty (FABP4, PLIN1) (Urs et al,, 2004). Ziskané vysledky relativni exprese
téchto genli vTT jsou znazornény v Grafu2. Efekt pohybové aktivity byl pozorovan
na expresi gent inhibujicich adipogenezi - trénované seniorky mély signifikantné nizsi
expresi genu RUNX2 a sniZena exprese genu WISP2 u trénovanych Zen proti netrénovanym
byla na hranici signifikance (p = 0,05). Ostatni analyzované geny se mezi skupinami vyrazné
nelisily.

1.54 C—3 netrénovana skupina (n=20)
' = trénovana skupina (n=19)

* %

1.04 —— 1 1 ﬂ T

0.5+

relativni exprese

PPARy FABP4 PLIN1 RUNX2  WISP2

Graf 2: Relativni mRNA exprese genii v TT u netrénovanych a trénovanych seniorek -
Adipogeneze

Data jsou vyjddiena jako primer (AAC) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priiméru referencnich genti RPS13 a TBP.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Mann-Whitney test)
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b) Lipogeneze

Exprese genii souvisejicich slipogenezi v tukové tkani byla analyzovdna na trovni
syntézy MK (ACC, FAS, ELOVL6, SCD), TAG (DGAT1, DGAT2) a syntézy isoprenoidd (ACAT1).
Dale byla stanovena také exprese dvou genti pro transkrip¢ni faktory regulujici lipogenezi
(CHREBP, SREBF1). V grafickém znazornéni vysledki (Graf 3) je vidét urcity trend sniZené
exprese vétSiny analyzovanych genl u trénované skupiny. Nicméné pouze DGAT2 je
signifikantné méné exprimovan u trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi. Na
hranici signifikance je u trénované skupiny sniZena exprese SREBF1 (p = 0,08) a ELOVL6
(p=10,09).

1.5 C— netrénovana skupina (n=20)
mmm  trénovand skupina (n=19)
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Graf 3: Relativni mRNA exprese genii v TT u netrénovanych a trénovanych seniorek -
Lipogeneze

Data jsou vyjddiena jako primeér (AAC;) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priiméru referencnich genti RPS13 a TBP.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Mann-Whitney test)

c) Lipolyza a glyceroneogeneze

Efekty pravidelné pohybové aktivity na lipolyzu byly analyzovany na zakladé méreni
genové exprese dvou lipas (HSL, ATGL), dvou regulator ATGL (CGI58, G0S2), regulatoru
lipolyzy (CIDEA), exprese adrenergnich receptorti (ADRA2A, ADRB1, ADRB2) a enzymu
adenosindeaminasy (ADA) (Graf 4). Nebyl pozorovan zadny vyznamny efekt pravidelné
pohybové aktivity na expresi geni HSL a ATGL, ovSem trénované seniorky mély
signifikantné vyssi expresi genu CGI58, ktery patii mezi aktivatory ATGL. Protein kédovany
genem GOS2 je naopak negativni regulator ATGL, jeho exprese se vSak mezi skupinami
neliSila. Dalsi regulator lipolyzy je protein asociovany s lipidovou kapénkou CIDEA. I

prestoZe zatim nebyl objasnén mechanismus této regulace, v nékolika publikacich je uvadén
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jeho inhibi¢ni uc¢inek na bazalni lipolyzu. V této praci byla zjisténa signifikantné zvysSena
exprese genu CIDEA u trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi. Hormonalni
regulace lipolyzy je zprostfedkovana predevsim adrenergnimi receptory (viz kapitola 2.1.2).
Trénované seniorky meély signifikantné zvySenou expresi genu ADRB2, exprese ADRB1 se
mezi skupinami vyznamné neliSila. Expresi genu ADRA2A se ztechnickych davodi
nepodarilo zmérit (pravdépodobné nefunkcni sonda). Statisticky vyznamny rozdil nebyl
pozorovan ani vexpresi genu kodujictho enzym adenosindeaminasu, ktera degraduje
lipolyticky inhibitor adenosin.

Dostupnost glycerol-3-fosfatu vyznamné ovliviiuje miru reesterifikace, ktera je uzce
spojena s lipolyzou v adipocytech. Vtéto praci byla sledovdana exprese dvou genl
stimulujicich glyceroneogenezi (PCK2, PDK4). Potencialni efekt pravidelné pohybové
aktivity na glyceroneogenezi byl pozorovan na urovni zvySené exprese genu PCK2 u
trénované skupiny. PCK2 katalyzuje pocatecni krok glyceroneogeneze a je zarovei jejim
limitnim krokem. PDK4 naproti tomu zabranuje vyuZiti pyruvatu k syntéze acetyl-CoA a ¢ini

tak pyruvat dostupny pro glyceroneogenezi. Exprese PDK4 se mezi skupinami neliSila.
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Graf 4: Relativni mRNA exprese genii v TT u netrénovanych a trénovanych seniorek -
Lipolyza a glyceroneogeneze

Data jsou vyjddrena jako primeér (AAC) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priiméru referencnich genti RPS13 a TBP.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Mann-Whitney test)

d) Mitochondrialni biogeneze a metabolismus

Vliv pravidelné pohybové aktivity na mitochondriadlni biogenezi byl zkoumdan na

zakladé analyzy genové exprese hlavniho regulatoru mitochondridlni biogeneze PGCla a

exprese genu kodujiciho deacetylasu SIRT1, ktera aktivuje PGCla. Exprese PGCla se mezi
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skupinami vyznamné neliSila, avSak exprese SIRT1 byla signifikantné zvySena u
trénovanych seniorek, jak je vidét v Grafu 5. PGCla i SIRT1 jsou spojovany s procesem
hnédnuti adipocytli. V této souvislosti byla analyzovana také exprese hlavniho markeru
hnédych a bézovych adipocyti - UCP1. Expresi tohoto genu se vSak nepodarilo stanovit,
protoZe naméiené hodnoty C: byly u obou skupin piilis vysoké (tedy exprese byla pod
detek¢énim limitem metody).

Dale byl zkouman vliv pravidelné pohybové aktivity na mitochondrialni metabolické
drahy - konkrétné byla sledovana exprese geni respiracniho retézce (COX6C), oxidativni
fosforylace (ATP50) a jejich reguldtoru (NRF1). Stanovena byla také exprese gent
souvisejicich s B-oxidaci - transportér MK do mitochondridlni matrix (CPT1A), enzym
katalyzujici prvni reakci B-oxidace MK (ACOX1) a regulator lipidového metabolismu
(PPARa). U trénovanych seniorek byla zjiSténa sniZena exprese genti CPT1A a ACOX1 ve
srovnani s netrénovanymi, coz nasvédcuje efektu pravidelné pohybové aktivity na $-oxidaci.

Exprese ostatnich metabolickych genii se mezi skupinami nelisila.
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Graf 5: Relativni mRNA exprese genii v TT u netrénovanych a trénovanych seniorek -
Mitochondridlni biogeneze a metabolismus

Data jsou vyjddrena jako primer (AAC) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priiméru referencnich genti RPS13 a TBP.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Mann-Whitney test)

e) AdipoKiny a cytoKiny

Sekrec¢ni funkce TT u seniorii byla v této praci analyzovana pomoci genové exprese
dvou dulezitych adipokini leptinu (LEP) a adiponektinu (ADIPOQ) (Graf 6). Vzhledem
k tomu, Ze dysfunkéni TT prispiva k zanétu nizkého stupné, byla sledovana také exprese

gentl kodujicich prozanétlivy mediator IL6 a chemokin MCP1. Statisticky vyznamny rozdil
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byl pozorovan pouze vexpresi genu LEP, jehoZ exprese byla signifikantné sniZena u
trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi. U trénovanych Zen bylo zaznamendano
také sniZeni exprese genti IL6 a MCP1, avsak tyto rozdily mezi skupinami nebyly statisticky

vyznamné, stejné jako mirné zvyseni exprese ADIPOQ.
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Graf 6: Relativni mRNA exprese genii v TT u netrénovanych a trénovanych seniorek -
Adipokiny a cytokiny

Data jsou vyjddiena jako primér (AAC;) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priiméru referencnich genti RPS13 a TBP.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; Mann-Whitney test)

5.4 Genova exprese v izolovanych adipocytech

Vzhledem k tomu, Ze v tukové tkani se vyskytuji kromé adipocytt i jiné bunécné typy
(imunitni buniky, nervové buiiky, endotelidlni buniky a dalsi), neodpovida genova exprese
mérend ve vzorcich tukové tkané pouze expresi adipocytl. Z tohoto diivodu bylo dalSim
cilem této prace srovnat expresi genli analyzovanych v TT s jejich expresi v izolovanych
adipocytech a zjistit, zda budou pozorovany stejné efekty pravidelné pohybové aktivity na
expresi genl v TT a vizolovanych adipocytech. Genova exprese v TT byla stanovena u 20
netrénovanych a 19 trénovanych seniorek. Z tukové tkané téchto Zen byla provedena izolace
adipocytli, avsak u 3 subjektli se nasledné nepodarilo ziskat dostatecné mnozstvi RNA.
Genova exprese vizolovanych adipocytech byla tedy stanovena u podskupiny 19
netrénovanych a 17 trénovanych seniorek.

Pro porovnani genové exprese v TT a v izolovanych adipocytech bylo vybrano téchto 7
genl: HSL, CPT1A, FAS, ADIPOQ, PGC1a, CIDEA a UCP1 (Graf 7). Jako referenc¢ni geny byly
zvoleny PPIA a TBP. Bylo zjiSténo, Ze vlivem pravidelné pohybové aktivity byla signifikantné
zvySend exprese genu CIDEA v izolovanych adipocytech u trénovanych seniorek proti

netrénovanym. Stejny efekt PPA na expresi tohoto genu byl pozorovan i v TT. Exprese gent
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HSL, FAS, ADIPOQ a PGCla se mezi skupinami trénovanych a netrénovanych seniorek
neliSila ani v TT ani vizolovanych adipocytech. U genu CPT1A nebyl nalezen statisticky
vyznamny pokles vizolovanych adipocytech, zatimco jeho exprese v tukové tkani byla
signifikantné nizZs$i u trénovanych Zen Exprese genu UCP1 vizolovanych adipocytech se

stejné jako v TT nepodatrila stanovit kvili prili§ nizké expresi tohoto genu.
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Graf 7: Relativni mRNA exprese vybranych genii v adipocytech izolovanych
z abdomindalni podkozni TT u netrénovanych a trénovanych seniorek

Data jsou vyjddrena jako primer (AAC) + SEM. Normalizace byla provedena vztaZenim
hladiny exprese jednotlivych genti ke geometrickému priméru referencnich genti PPIA a TBP.
(* p<0,05; Mann-Whitney test)

5.5 Bazalni a stimulovana lipolyza

Efekt pravidelné pohybové aktivity na lipolyzu u seniort byl kromé exprese
lipolytickych genii zkouman i na drovni sekrece metabolitl. V krevnim séru ziskaném z krve
odebrané rano nala¢no byla stanovena koncentrace glycerolu a volnych mastnych kyselin
jakoZto produkty lipolyzy. (Z technickych divodi se nepodarilo stanovit koncentrace téchto
metaboliti u 2 netrénovanych a 2 trénovanych seniorek.) Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 9. Trénované seniorky mély na rozdil od netrénovanych signifikantné nizsi

hladinu volnych mastnych kyselin. Koncentrace glycerolu v séru se mezi skupinami nelisila.
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Tabulka 9: Sérové hladiny NEFA a glycerolu u netrénovanych a trénovanych seniorek

Netrénovana skupina Trénovana skupina
NEFA (mmol.1) 0,74 + 0,06 0,59 + 0,03"
glycerol (umol.l'1) 55,2+4,5 51,9 +6,0

Data jsou vyjddrena jako priimér + SEM.
NEFA - netrénovand sk. n = 25, trénovand sk. n = 25 (* p < 0,05; Studentiiv t-test)
glycerol - netrénovand sk. n = 24, trénovand sk. n = 24 (* p < 0,05; Mann-Whitney test)

Dale byly u podskupiny 12 netrénovanych a 12 trénovanych seniorek pripraveny 4
explanty TT, ve kterych byla métrena bazalni lipolyticka odpovéd’ a lipolyticka odpovéd’ pri
adrenergni stimulaci. Analyzovana byla tedy mira sekrece glycerolu po c¢tyrhodinové
inkubaci v bazalnim médiu nebo v médiu s isoproterenolem (hormondalné stimulovana
lipolyza). Trénované seniorky mély signifikantné vys$si koncentraci glycerolu v médiu
s isoproterenolem, zatimco koncentrace glycerolu v bazalnim médiu se mezi skupinami

nelisila (Graf 8).
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Graf 8: Sekrece glycerolu v explantech TT za bazdlnich podminek a po stimulaci
isoproterenolem u netrénovanych a trénovanych seniorek

Data jsou vyjddrena jako priimér + SEM.
(* p < 0,05; dvoucestnd ANOVA)
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5.6 Korelace

Na zavér byly ziskané vysledky (genova exprese vTT a v adipocytech, lipolyticka
aktivita stanovena pomoci koncentrace NEFA a glycerolu vkrevnim séru a v médiich
z explantli TT) korelovany s parametry fyzické zdatnosti (VO2max), inzulinovou senzitivitou
(HOMA IR, Myg) a sdistribuci velikosti adipocytii. V Tabulce 10 a v Tabulce 11 je
prezentovan vybér korelaci mezi parametry, které se liSily mezi trénovanou a netrénovanou
skupinou.

Benefi¢ni efekt pravidelné pohybové aktivity u metabolického zdravi seniorli podporuje
zjiSténa pozitivni korelace mezi mirou trénovanosti (definovanou jako VO:max) a
inzulinovou senzitivitou stanovenou metodou hyperinzulinemického euglykemického
clampu (Myg). Zaroven byla pozorovana negativni korelace VO;max s inzulinovou rezistenci
(HOMA IR) a s koncentraci NEFA v krevnim séru (na hranici signifikance). Zajimavé je, Ze
s fyzickou zdatnosti pozitivné koreluji adipocyty s primérem 70 - 80 um a 80 - 90 um,
zatimco hypertrofické adipocyty (120 - 130 pm a 130 - 140 pum) vykazuji opacny vztah k
VO;max. Adipocyty s primérem 70 - 80 pm jsou navic asociovany pozitivné s My a
adipocyty s primérem 130 - 140 pm naopak negativné. Korelace jednotlivych genti budou

bliZe diskutovany v nasledujici kapitole.

Tabulka 10: Korelace parametrii fyzické zdatnosti a inzulinové senzitivity s vybranymi
geny a klinickymi parametry

VO,max HOMA-IR M
R p R p R p

VO, max 0,348 0,011 0393 | 0,004
HOMA-IR -0,348 0,011 0517  <0,001
My 0393 | 0004 | -0517 = <0,001
NEFA v krevnimséru | -0,268 = 0,069 0,410 0,004 | -0628 @ <0,001
DGAT2 -0,140 = 0,403 0,091 0,580 0,011 0,946
ELOVL6 0,146 = 0411 | -0,113 0,517 0,067 0,701
SREBF1 -0,093 0578 | -0117 = 0477 0,233 0,154
RUNX2 -0470 0,003 0,281 0083 | -0434 0,006
WISP2 0350 0,031 0317 | 0,049 | -0238 0,144
CGI58 0,266 0,106 | -0256 = 0,116 0,063 0,705
ADRB2 0,470 0,003 | -0383 0016 | -0,013 0,938
PCK2 0,307 0061 | -0344 = 0,032 0358 0,025
CIDEA 0313 0063 | -0315 = 0,058 0,297 0,075
CIDEA (adipocyty) 0419 | 0011 | -0229 = 0179 0380 | 0,022
SIRT1 0411 | 0,010 | -0320 = 0,047 0,293 0,070
ACOX1 0,076 0,649 0,223 0173 | -0207 = 0,206
CPT1A -0,233 0,159 0,327 0,042 | -0505 0,001
LEP -0,286 | 0,082 0,399 0012 | -0448 0,004

R = Spearmantiv korelacni koeficient, tu¢né vyznacena statistickd signifikance (p < 0,05)
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Tabulka 11: Korelace procentudlniho zastoupeni adipocytii ve skupindch 70 - 80, 80 -
90, 120 - 130, 130 - 140 um s vybranymi geny a klinickymi parametry

Adipocyty 70 - 80 pm

Adipocyty 80 - 90 pm

Adipocyty 120 - 130 pm

Adipocyty 130 - 140 pm

R p R p R p R p
VO,max 0,553 <0,001 0,544 <0,001 -0,296 0,068 -0,426 0,007
HOMA-IR -0,239 0,138 -0,226 0,161 0,231 0,151 0,150 0,356
My, 0,447 0,004 0,264 0,100 -0,289 0,071 -0,315 0,048
NEFA v krevnim séru | -0,430 0,011 -0,321 0,064 0,178 0,314 0,311 0,073
DGAT2 -0,321 0,083 -0,289 0,121 0,243 0,196 0,345 0,062
ELOVL6 -0,234 0,231 -0,249 0,201 0,232 0,235 0,157 0,424
SREBF1 -0,258 0,168 -0,286 0,125 0,203 0,282 0,263 0,161
RUNX2 -0,435 0,016 -0,384 0,036 0,174 0,358 0,257 0,171
WISP2 0,171 0,366 -0,288 0,123 0,054 0,777 0,174 0,358
CGI58 0,225 0,232 0,264 0,159 -0,174 0,357 -0,176 0,351
ADRB2 0,109 0,567 0,176 0,351 -0,202 0,285 -0,109 0,567
PCK2 0,417 0,022 0,261 0,164 -0,407 0,025 -0,301 0,106
CIDEA 0,527 0,004 0,354 0,064 -0,534 0,003 -0,543 0,003
CIDEA (adipocyty) 0,436 0,023 0,426 0,027 -0,285 0,149 -0,471 0,013
SIRT1 0,478 0,008 0,422 0,020 -0,528 0,003 -0,397 0,030
ACOX1 -0,354 0,055 -0,302 0,104 0,330 0,075 0,347 0,061
CPT1A -0,447 0,013 -0,404 0,027 0,288 0,123 0,352 0,057
LEP -0,552 0,002 -0,583 0,001 0,705 <0,001 0,571 0,001

R = Spearmantiv korelacni koeficient, tu¢né vyznacena statistickd signifikance (p < 0,05)
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6. Diskuze

V této diplomové praci jsme se zabyvali efektem pravidelné pohybové aktivity na
tukovou tkan u seniord a zkoumali jsme, zda tyto zmény v charakteristikach TT souvisi
sobecné znadmymi beneficnimi uc¢inky pohybové aktivity na inzulinovou senzitivitu.
Analyzovali jsme krevni séra a podkozni TT ziskanou pomoci jehlové biopsie z abdominalni
oblasti u 27 dlouhodobé trénovanych a 27 netrénovanych Zen ve véku od 60 do 80 let.
V krevnim séru byly zméreny biochemické parametry a vzorky TT byly pouZity pro analyzu
genové exprese a pro stanoveni lipolytické aktivity v explantech tukové tkané za bazalnich a
stimulovanych podminek. Z TT byly dale izolovany maturované adipocyty, u nichZ byla

nasledné analyzovana distribuce velikosti adipocyti a exprese nékolika vybranych gent.

6.1 Biochemické a antropometrické parametry

Zeny byly rozdéleny do skupin na zakladé zatéZovych testfi a terénnich testd zdatnosti.
Trénované seniorky mély signifikantné vyss$i maximalni spotrebu kysliku pri zatézi a
zaroven dosahovaly lepsich vysledki v testech fyzické zdatnosti, zahrnujici , Test sed-vztyk*
a ,Test flexe v lokti“. Obdobné efekty jsou popisovany v radé studii; napiiklad Todde a kol.
uvadéji, Ze po trimési¢ni cvicebni intervenci doslo u seniorii k vyraznému zlepsSeni fyzické
zdatnosti, kterou testovali pomoci 6 testli (v€etné nami pouzitych testli ,Test sed-vztyk” a
»lest flexe v lokti“) (Todde et al., 2016).

Jak lze predpokladat, pravidelnd pohybova aktivita meéla pozitivni efekt na snizeni
mnoZzstvi TT. Trénované seniorky mély proti netrénovanym nizsi celkovou hmotnost a nizsi
procentudlni zastoupeni tuku. Podobné pozorovali Steele a kol. u seniorti po Sestimési¢nim
cvicebnim tréninku signifikantni pokles procentudlniho zastoupeni i absolutniho mnoZstvi
tukové hmoty, a to bez soucasné zmény v BMI (Steele et al., 2017). Nelze tedy vyloucit, Ze
nékteré vysledky efektii pohybové aktivity v této praci jsou ¢astecné ovlivnény rozdilnou
adipozitou v obou skupinach.

U trénovanych seniorek byla také zjisténa lepsi inzulinova senzitivita, a to jak na tirovni
vysledkl ziskanych z hyperinzulinového euglykemického clampu, tak i na drovni indexu
HOMA IR vypocitaného z hladin glukézy a inzulinu v krvi. Pozitivni vliv dlouhodobé cvicebni
intervence na inzulinovou senzitivitu u seniorid byl pozorovan i v jinych studiich (Ko et al,,
2016, Mason et al., 2011), v nichz zlepsSeni inzulinové senzitivity po cvicebni intervenci
souviselo predevsim s vahovym ubytkem, respektive se snizenim mnoZzstvi tukové hmoty

subjekti.
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Shrnuti: V souladu s publikovanymi studiemi mély trénované seniorky méné tukové
hmoty a lepsi fyzickou zdatnost, ktera pozitivné korelovala s inzulinovou senzitivitou. Lze
predpokladat, Ze pravidelnd pohybova aktivita u seniorl zlepSuje inzulinovou senzitivitu

predevsim zménou télesné kompozice, zejména pak redukci tukové hmoty.

6.2 Distribuce velikosti adipocytii

V ramci studia tukové tkané byla v radé publikaci zkoumdana velikost adipocytl. Bylo
zjisténo, Ze pri obezité mohou vznikat hypertrofické adipocyty, a Ze tyto zvétSené bunky
sekretuji vétSi mnozstvi leptinu a prozanétlivych mediatort (IL6, TNFa) a jsou spojovany
s inzulinovou rezistenci ¢i cukrovkou 2. typu (Skurk et al.,, 2007). Pozdéji bylo zjisténo, Ze
velikost adipocytli pozitivné koreluje s inzulinovou rezistenci a vyskytem cukrovky 2. typu i
u lidi s normalni vahou (Acosta et al., 2016).

Stanoveni distribuce velikosti adipocytli (procentualni zastoupeni adipocyti ve 12
riznych skupinach definovanych dle priiméru adipocytu) u trénovanych a netrénovanych
seniorek ukazalo, Ze trénované seniorky mély vétsi procentudlni zastoupeni adipocytli ve
skupinach s primérem 70 - 80 um a 80 - 90 pm a naopak mély méné vétsich adipocyti (110
- 120 pm). Obdobny vliv pravidelné pohybové aktivity na distribuci velikosti adipocyti byl
pozorovan u potkant, a to jak u obéznich zvirat (Giles et al., 2016), tak u potkanti s normalni
vahou (Miyazaki et al., 2010). U lidi jsou naproti tomu vysledky odliSné. Stinkens a kol.
uvadéji, Ze po dvandactitydenni cvicebni intervenci nedosSlo ke zméné distribuce velikosti
podkoznich adipocytd u obéznich muzi s priimérnym vékem 58 let (Stinkens et al., 2018).
Obdobné vysledky publikovali i Van Pelt a kol., ktefi zjistili podobnou distribuci velikosti
adipocytli mezi skupinou pravidelné cvicicich a necvicicich lidi s nadvahou ¢i obezitou (Van
Pelt et al, 2017). Naproti tomu ve studii zroku 2006 se uvadi, Ze u obéznich Zen
sprimérnym vékem 58 let doSlo po pétimésicni cvicebni a dietni intervenci k
signifikantnimu poklesu velikosti adipocytli, priCemZ samotna dietni intervence tento efekt
nevyvolavala (You et al,, 2006). Rozdilné vysledky téchto studii mohou byt ovlivnény typem
a délkou cvicebni intervence, pohlavim subjektti, ale také odliSnym zplisobem analyzy
velikosti adipocyt.

V nasi praci jsme dale zkoumali, zda zména distribuce velikosti adipocytl souvisi s lepsi
inzulinovou senzitivitou, a zjistili jsme, Ze My pozitivné koreluje s adipocyty s prlimérem 70
- 80 um a naopak negativné s hypertrofickymi adipocyty s priimérem 130 - 140 um. Tyto
vysledky jsou vsouladu svySe zminovanou studii (Acosta et al., 2016). Kuda a kol. se

zabyvali konceptem tzv. ,zdravého adipocytu®, ktery predstavuje metabolicky fenotyp
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adipocytli spojeny s lokdlnimi i systémovymi beneficnimi acinky, napiiklad na zanétlivy
stav, ektopické ukladani tuku ¢i inzulinovou senzitivitu. A zarovei piredpokladaji, Ze ,zdravé
adipocyty“ maji spiSe mensi velikost (Kuda et al.,, 2018). Negativni korelace mezi velikosti
adipocytli a inzulinovou senzitivitou nalezena v této diplomové praci je v souladu s touto
hypotézou.

Shrnuti: V souc¢asné dobé zatim nebyly publikovany zadné studie zabyvajici se vlivem
pravidelné pohybové aktivity na velikost adipocytli u zdravych neobéznich seniori, a
v tomto ohledu jsou tyto vysledky zcela nové. Pozorovali jsme, Ze trénované seniorky mély
posunutou distribuci velikosti adipocytii smérem k mens$im adipocytim a Ze tento trend

pozitivné koreluje sinzulinovou senzitivitou. Domnivame se tedy, Ze pohybova aktivita

snizuje velikost adipocytt, a tim podporuje zdravy metabolicky fenotyp adipocyti.

6.3 Genova exprese v tukové tkani a v izolovanych adipocytech

a) Adipogeneze a lipogeneze

Starnuti je asociovano se sniZenou schopnosti preadipocytt replikovat se a dozravat ve
zralé adipocyty (Caso et al, 2013). V preadipocytech izolovanych z TT starych lidi byla
zjiSténa sniZena exprese transkripéniho faktoru PPARYy ve srovnani s preadipocyty mladych
lidi (Schipper et al., 2008). V této praci nebyl pozorovan efekt pravidelné pohybové aktivity
na expresi genu pro hlavni adipogenni faktor PPARy ani na geny typické pro maturované
adipocyty FABP4 a PLIN1. Ruschke a kol. naopak uvadéji, Zze exprese PPARy v podkoZni
tukové tkani lidi po Ctyftydenni cvicebni intervenci signifikantné stoupla, a to jak u skupiny
lidi s normalni glukézovou toleranci, tak u lidi s poSkozenou glukézovou toleranci nebo u
pacientt s cukrovkou 2. typu (Ruschke et al., 2010). MoZnym vysvétlenim téchto rozdilnych
vysledki mize byt nizsi vék subjekti v této publikované studii ve srovnani s nasi praci
zaméfenou na seniory. Dal$im odliSnym parametrem je pohlavi, nebot na$i studie se
Ucastnily pouze Zeny, zatimco Ruscke a kol. méli ve své studii obé pohlavi.

Rozdil mezi trénovanou a netrénovanou skupinou v této praci byl pozorovan pouze na
urovni exprese genu kodujici negativni regulatory adipogeneze. Trénované seniorky mély
signifikantné nizZsi expresi genu RUNX2 a sniZena exprese genu WISP2 byla na hranici
signifikance (p = 0,05). Exprese genu RUNX2 navic negativné korelovala s inzulinovou
senzitivitou a sadipocyty s primérem 70 - 80 um a 80 - 90 um a naopak pozitivné

s HOMA IR. Jak jiz bylo zminéno, mezi diferenciaci adipocytli a osteocyti z MSC existuje

vzajemna kontrola, které se ucastni RUNX2 a WISP2. Tyto proteiny podporuji osteogenni
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linii a zaroven inhibuji adipogenezi. Vtomto ohledu by jejich sniZena exprese mohla
naznacovat zlepSenou adipogenezi TT u trénovanych Zen.

Exprese lipogennich genl studovanych vtéto praci vykazovala mirné sniZeni u
trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi, avSak statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami byl pouze u genu DGAT2. Na hranici signifikance byla sniZenad exprese genti
ELOVL6 (p = 0,09) a SREBF1 (p = 0,08). Zajimavé je, Ze exprese téchto gent nekorelovala s
VO2max a nebyla pozorovana ani souvislost s inzulinovou senzitivitou. Domnivame se tedy,
ze rozdilnd exprese téchto genli mezi skupinami ziejmé nebude dana primo mirou
trénovanosti seniorek. SpiSe by mohla pohybova aktivita sniZovat lipogenezi redukci tukové
hmoty. Tento efekt byl pozorovan v nedavné studii, ve které lidé s nadvahou ¢i obezitou
podstoupili tritydenni cvicebni intervenci a kalorickou restrikci (Walhin et al., 2016). Autofi
zde uvadéji pokles celkové hmotnosti i mnozstvi tukové hmoty a zaroven pozorovali sniZeni
exprese genl Ucastnicich se de novo lipogeneze (SREBF1 a FAS) v podkozni TT. Nicméné
bude tieba provést dalsi studie pro lepsi pochopeni efektu pravidelné pohybové aktivity na
lipogenezi v TT.

Shrnuti: Trénované seniorky mély nizSi genovou expresi inhibitori adipogeneze
RUNX2 a WISP2, coz by mohl byt potencidlni zptsob, kterym pohybova aktivita zlepsSuje
miru adipogeneze u seniori. Na zakladé negativnich korelaci RUNX2 s inzulinovou
senzitivitou a velikosti adipocytli se domnivame, Ze podil mensich adipocyti u trénovanych
seniorek by mohl souviset s touto zvySenou adipogenezi. U trénované skupiny jsme dale
zjistili sniZenou expresi nékolika genli ucastnicich se lipogeneze, avSak pouze rozdil v
expresi DGAT2 byl signifikantni. Vzhledem ktomu, Ze exprese lipogennich gent
nekorelovala s VO;max, usuzujeme, Ze pravidelnd pohybova aktivita nema primy efekt na
expresi téchto genli a neprokazali jsme ani souvislost exprese lipogennich geni s velikosti

adipocyttli nebo s inzulinovou senzitivitou.

b) Lipolyza a glyceroneogeneze

Ve stari byla pozorovana zhorSena lipolytickd odpovéd na hormondlni signalizaci
zprostiedkovanou katecholaminy, ktera je aktivovana napriklad pri hladovéni ¢i fyzické
aktivité (Lonngqvist et al., 1990). Jiz drive bylo na urovni sekrece glycerolu adipocyty
ukazano, Ze pohybova aktivita zlepSuje u obéznich muZzl lipolytickou odpovéd na
isoproterenol, coZ je nespecificky agonista 3-adrenergnich receptori (Stich et al.,, 1999). My
jsme v nasi studii pozorovali u trénovanych seniorek zvySenou expresi genu CGI58, ktery
plsobi jako aktivator ATGL pfi hormondlni stimulaci, a zaroven i vySsi expresi genu

kédujicitho B-2 adrenergni receptor (ADRB2). NavysSeni proteinti CGI58 a ADRB2 v TT by
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mohlo byt jednim ze zptlsobt, kterym pravidelna pohybova aktivita zlepSuje lipolytickou
odpovéd’ na hormondlni stimulaci. V souladu snaSimi vysledky z genové exprese bylo
objeveno u potkanli po osmitydennim tréninku zvySené mnoZstvi proteinu CGI58
v epididimalni TT (Ramos et al., 2016). Ackoli v této studii pozorovali autori také zvySenou
expresi proteinu ATGL u trénovanych potkanti, my jsme nezaznamenali Zadny signifikantni
rozdil v genové expresi ATGL mezi skupinami, stejné jako se neliSila exprese genu HSL,
G0S2, ADRB1 a ADA.

U obéznich jedinct byva stejné jako u seniort popisovana zhorsena lipolyticka odpovéed’
na hormonadlni stimulaci. Obézni lidé maji vSak ¢asto zvySenou i bazalni lipolyzu (Morigny et
al,, 2016), ktera u seniori nebyla prokazana (Lonngvist et al., 1990). Potencialni inhibi¢n{
efekt na bazalni lipolyzu miize mit protein CIDEA, ktery je asociovan s lipidovou kapénkou a
pravdépodobné reguluje lipolyzu v TT. Bylo prokazano, Ze exprese CIDEA je vyrazné sniZena
u obéznich lidi ve srovnani s lidmi s normalni vahou a Ze exprese CIDEA negativné koreluje
s bazalni lipolyzou, velikosti adipocyti a s inzulinovou rezistenci (HOMA IR) (Nordstrom et
al., 2005). Trénované seniorky v této praci maji zvySenou expresi genu CIDEA v TT, coz
naznacuje potencialni inhibi¢ni efekt pravidelné pohybové aktivity na miru bazalni lipolyzy.
Zvysena exprese genu CIDEA vepididimalni TT byla pozorovana také u potkanl po
osmitydennim cvi¢ebnim tréninku (Rocha-Rodrigues et al.,, 2016). Vzhledem k prokazané
odlisné lokalizaci CIDEA u potkant a lidi (u potkant je CIDEA vyhradné exprimovana
v béZovych a hnédych adipocytech), vSak nelze tyto vysledky ziskané na potkanech prilis
srovnavat s nasimi vysledky. U lidi zatim nebyl zkouman efekt pohybové aktivity na expresi
CIDEA v TT. V nasi studii se mira bazalni lipolyzy stanovena na zakladé sekrece glycerolu
explanty TT u trénovanych a netrénovanych seniorek neliSila, avSak hladina NEFA
v krevnim séru byla sniZena u trénovanych Zen, coz by mohlo naznacovat sniZenou miru
bazalni lipolyzy v TT. Exprese CIDEA vTT navic pozitivné korelovala s inzulinovou
senzitivitou a adipocyty sprimérem 70 - 80 um a 80 - 90 um a naopak negativné
korelovala s hypertrofickymi adipocyty. Tedy mensi adipocyty obsahujici zfejmé mensi
lipidové kapénky maji nizsi bazalni lipolyzu, coZ souvisi i s vy$sim obsahem/expresi CIDEA.
Je vsak treba vzit v uvahu, Ze vzhledem k vyrazné sniZené expresi genu CIDEA u obéznich
lidi mohou byt nase vysledky zavislé na rozdilném procentudlnim zastoupeni tukové hmoty
mezi trénovanou a netrénovanou skupinou seniorek.

Soucasné s lipolyzou probihd v adipocytech také reesterifikace MK, a tento cyklus
pomaha regulovat hladinu MK v cirkulaci. Rychlost reesterifikace MK je dana predevsim

dostupnosti glycerol-3-fosfatu, na jehoZ tvorbé se v ramci glyceroneogeneze podili enzymy
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PCK a PDK4. Na mySich modelech bylo zjiSténo, Ze ve stari dochazi ke zhorSené
reesterifikaci MK, kterd je asociovana se sniZzenym mnozstvim enzymu PCK1 v epididimalni{
TT (Mennes et al, 2014). Podobné jako zvySend genova exprese PCKZ2 u trénovanych
seniorek v této praci byla pozorovana zvySena mRNA exprese PCK1 v subkutanni tukové
tkani u trénovanych mladych muZi ve srovnani s netrénovanymi (Bertholdt et al., 2018).
V této studii autofi uvadéji taktéZ zvysSenou expresi genu PDK4 u trénovanych muzi, coZ
jsme v této praci nepotvrdili. Rozdil v efektu pravidelné pohybové aktivity na expresi PDK4
mezi touto a nasi studii mtze byt dan odliSnym pohlavim a vékem subjektd.

Shrnuti: Trénované seniorky mély vyssi expresi genti CGI58, ADRB2 a PCK2 v TT ve
srovnani s netrénovanymi seniorkami. Tyto vysledky naznacuji, Ze pravidelna pohybova
aktivita miize zlepSovat lipolytickou odpovéd na hormonalni stimulaci pomoci zvySené
exprese adrenergniho receptoru (ADRB2) a aktivatoru ATGL (CGI58) a pravdépodobné
zvySuje glyceroneogenezi skrze zvySenou expresi PCK2. Glyceroneogeneze prostiednictvim
dostupnosti glycerol-3-fosfatu stimuluje reesterifikaci MK. Exprese PCK2 navic pozitivné
korelovala sinzulinovou senzitivitou a negativné s procentudlnim zastoupenim
hypertrofickych adipocytli, coz by bylo v souladu s konceptem ,zdravého adipocytu®, ve
kterém se predpoklada zvysené cyklovani TAG a MK. Stejnd souvislost s inzulinovou
senzitivitou a velikosti adipocytli byla zjiSténa také u exprese genu CIDEA, ktera byla
signifikantné vyssi u trénované skupiny. Interpretace tohoto vysledku je nicméné obtiZna,
protoZe nejsou jeSté zcela prozkoumdany ucinky tohoto proteinu. V literatuie je popisovan
jeho inhibi¢ni efekt u bazalni lipolyzy. Zaroven je pravdépodobné, Ze exprese tohoto genu je

ovlivnéna rozdilnym mnoZstvim tukové hmoty mezi trénovanou a netrénovanou skupinou.

c) Mitochondrialni biogeneze a metabolismus

Na mySich modelech bylo ukazdno, Ze pravidelnd pohybova aktivita zvySuje

mitochondrialni biogenezi a stimuluje aktivitu enzymi respira¢niho retézce a oxidativni
fosforylace (Stanford et al., 2015). V této diplomové praci byla analyzovana exprese genu
PGC1a, ktery kéduje hlavni marker mitochondrialni biogeneze, a exprese genu SIRT1, ktery
je aktivatorem PGCla. Na rozdil od vysledkili pozorovanych u mysi (Lehnig et al., 2019) se
exprese PGCla neliSila mezi trénovanymi a netrénovanymi seniorkami. Podobné nebyl efekt
pravidelné pohybové aktivity na expresi PGCla v podkozni TT pozorovan ani u zdravych
mladych muzi (Alvehus et al., 2014), coZ poukazuje na odlisné plisobeni fyzické aktivity na
expresi tohoto genu u lidi a mysi.

K mitochondrialni biogenezi u lidi by mohla ptispivat zvySena genova exprese SIRT1,

kterou jsme pozorovali u trénovanych seniorek. Stejné jako v této praci, doSlo u obéznich
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jedinci po rocni cvicebni intervenci ke zvySeni mRNA exprese SIRT1 v podkozni TT
(Rappou et al., 2016), ackoli vjiné praci byla u mladych muZzi po osmitydenni cvi¢ebni
intervenci mRNA exprese SIRT1 sniZena (Alvehus et al.,, 2014). Navic genova exprese SIRT1
je u obéznich lidi sniZena ve srovnani s hubenymi (Rappou et al., 2016), stejné jako je tomu
u starych lidi ve srovnani s mladymi (Yuan et al.,, 2016). Zd4a se tedy pravdépodobné, Ze
pravidelna pohybova aktivita nezvysuje genovou expresi SIRT1, ale spiSe piisobi proti jejimu
poklesu, ktery je typicky u seniorli a obéznich lidi. Exprese genu SIRT1 v TT je pozitivné
asociovana sinzulinovou senzitivitou, a naopak negativné Kkoreluje s mnoZstvim
hypertrofickych adipocyta.

V ramci experimentli s mezenchymalnimi kmenovymi buiikami izolovanymi z lidské TT
byl popsan také pozitivni efekt SIRT1 na formovani béZovych adipocytt (Khanh et al., 2018).
V této souvislosti jsme provedli analyzu genové exprese UCP1 v TT seniorek, avSak exprese
tohoto genu byla u obou skupin prili§ nizka pro detekci pomoci qPCR. Fakt, Ze pravidelna
pohybova aktivita nezvySuje hnédnuti adipocyti u lidi, je vsouladu s nejnovéjSimi
publikacemi zabyvajicimi se touto problematikou (Dinas et al., 2017, Nakhuda et al., 2016,
Tsiloulis et al., 2018).

Mezi hlavni funkce mitochondrii patii tvorba ATP vramci respiratniho retézce a
oxidativni fosforylace. V této praci nebyl mezi trénovanymi a netrénovanymi seniorkami
zjiStén Zadny rozdil v genové expresi podjednotky IV. komplexu respiracniho retézce
(COX6(C), podjednotky ATPsyntazy (ATP50) ani jejich regulatoru NRF1. V souladu s tim jsou
vysledky studie, ve které nebyl pozorovan Zadny efekt tfimésicni cvicebni intervence na
mnozstvi proteind respiracniho retézce a oxidativni fosforylace v TT u obéznich muzi
(Stinkens et al., 2018). Avsak u zdravych muzi s normalni vahou byl prokazan signifikantni
narlst exprese genl a proteinii respirac¢niho retézce a oxidativni fosforylace (v¢etné COX6C
a ATP50) v TT po Sestimési¢ni cvicebni intervenci (Bertholdt et al., 2018, Ronn et al., 2014).
Tyto odlisné vysledky naznacuji, Ze u obéznich lidi a seniori, ktefi maji dysfunkcni TT,
nezvySuje pravidelna pohybova aktivita kapacitu pro respiracni retézec a oxidativni
fosforylaci, respektive ne na drovni genové a proteinové exprese enzymovych komplext
Ucastnicich se téchto metabolickych drah.

Zména [3-oxidace MK je dalsi parametr, ktery mize byt ovlivnén pohybovou aktivitou.
Efekt pohybové aktivity u -oxidace MK byl zkoumdan hlavné v kosterni svaloviné, ve které
bylo pozorovano i po kratkodobém tréninku zvyseni f-oxidace MK. K tomuto efektu prispiva
kromé zvySené mitochondriadlni biogeneze také navysSeni poctu transportéri MK pres

plazmatickou (CD36) a mitochondridlni membranu (CPT1) v kosterni svaloviné (Tunstall et
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al, 2002, Yoshida et al, 2013). Vtukové tkani jsme proti predpokladu zjistili snizenou
expresi genli ACOX1 a CPT1A u trénovanych seniorek ve srovnani s netrénovanymi. Zaroven
exprese téchto genli nekorelovala s VO;max a neni tedy ziejmé piimo ovlivnéna fyzickou
zdatnosti. Efekt pohybové aktivity na 3-oxidaci MK v podkoZni TT nebyl pozorovan ani u lidi
snadvahou (Larsen et al, 2015). Genova exprese ACOX1 a CPT1A pozitivné korelovala
s velikosti adipocytli, coZ naznacuje, Ze B-oxidaci jako zdroj energie vyuzivaji vice velké
adipocyty. Negativni korelace exprese CPT1A s inzulinovou senzitivitou, zda se, potvrzuje
tento trend - tedy Ze niz$i transport a vyuziti MK v metabolismu adipocytu je
pravdépodobné celotélové beneficni.

Shrnuti: Trénované seniorky mély zvySenou expresi genu SIRT1, ktera by mohla vést
ke zvySené mitochondrialni biogenezi a stimulaci hnédnuti adipocytd. Dalsi analyzované
geny souvisejici s témito drahami vSak tyto efekty na genové drovni nepotvrzuji. Naopak
sniZend exprese genl pro [(-oxidaci naznacuje spiSe sniZenou aktivitu této metabolické
drahy. V této praci byla zkoumdana pouze genova exprese, avsak pokud maji adipocyty u
seniori realné snizenou B-oxidaci MK a pokud je tento stav asociovany s lepsi inzulinovou
senzitivitou, mohlo by to znamenat, Ze ,zdravé adipocyty“ pouzivaji jako zdroj energie
prednostné glukézu a MK spiSe poskytuji ostatnim tkadnim. Nicméné pozorované snizeni
exprese genl B-oxidace MK v této praci ziejmé neni piimo ovlivnéno mirou trénovanosti
seniorek, ale spiSe mnozstvim TT. Souvislost mezi zdravym fenotypem adipocyti a
metabolickymi drahami produkujicimi ATP, bude nutno potvrdit v dalSich analyzach na

urovni exprese proteinti ¢i metabolické aktivity téchto drah.

d) Adipokiny a cytokiny

V souvislosti sregulaci metabolismu byla také zkoumdana exprese sekretovanych
adipokinli v TT. Trénované seniorky mély signifikantné snizenou mRNA expresi leptinu,
kterd ovSem nebyla asociovana s fyzickou zdatnosti (VO;max). Dale bylo zjiSténo, Ze genova
exprese leptinu pozitivné koreluje s velikosti adipocyti a negativné s inzulinovou
senzitivitou. Tyto vysledky jsou v souladu s mnoha publikovanymi pracemi ukazujicimi
souvislost mezi hladinami leptinu a mnozstvim tukové tkané, velikosti adipocyti a
inzulinovou senzitivitou (Considine et al., 1996, Lopez-Jaramillo et al., 2014, Skurk et al,,
2007). Podobné vysledky byly ukazany také na studii strénovanymi a netrénovanymi
potkany, ve které se mRNA exprese leptinu v epididimalni a ingiunalni TT signifikantné
nelisila mezi obéma skupinami, avSak byla zjisténa pozitivni korelace mezi velikosti
adipocytli a mRNA expresi leptinu (Miyazaki et al., 2010). U starSich lidi s lehkou obezitou

bylo ukazano, Ze mRNA exprese leptinu v podkozni TT je asociovana s vahovym ubytkem a
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Ze samotna cviCebni intervence nevede ke sniZeni exprese leptinu (Campbell et al., 2013).
Zaroven nebyl vtéto studii pozorovan vliv pohybové aktivity ani na genovou expresi
adiponektinu a prozanétlivych mediatorti IL6 a MCP1, coZ je v souladu s naSimi vysledky.
Shrnuti: Trénované seniorky mély snizenou mRNA expresi leptinu, kterd ovSem
nekorelovala s VO;max. Podobné jako u publikovanych praci se domnivame, Ze nami
pozorovany rozdil mezi skupinami je dan spiSe niZ$im procentudlnim zastoupenim tukové
hmoty u trénovanych seniorek, nez mirou jejich trénovanosti. Potvrdili jsme vsak, Ze genova
exprese leptinu v TT pozitivné koreluje s velikosti adipocyti a sinzulinovou rezistenci.
Genova exprese adiponektinu a prozanétlivych mediatort IL6 a MCP1 v TT nebyla ovlivnéna

mirou pohybové aktivity nebo mnoZstvim TT.

e) Genova exprese v izolovanych adipocytech

JelikoZ tukova tkan obsahuje vice bunéc¢nych typti, neodrazi exprese v celé tkani pouze
zmény v metabolismu adipocyti. Proto byla provedena analyza genové exprese také
v izolovanych adipocytech. Bylo vybrano 7 geni, jejichZ relativni exprese v adipocytech byla
porovnana s jejich relativni expresi v TT. U vSech analyzovanych gent byl pozorovan
podobny efekt pohybové aktivity na jejich expresi jako v TT, pouze u genu CPT1A rozdil
v izolovanych adipocytech mezi trénovanymi a netrénovanymi Zenami nebyl signifikantni.
Tento rozdil v signifikanci u exprese CPT1A v TT a izolovanych adipocytech je zifejmé dan
velkymi odchylkami u jednotlivych subjekti.

Shrnuti: V této diplomové praci jsme potvrdili, Ze vysledky z analyzy genové exprese
v tukové tkani odpovidaji vysledklim ziskanym z izolovanych adipocytd, respektive jsme
nenasli vyznamny rozdil v relativni expresi genti FAS, HSL, CIDEA, PGC1a, UCP1, CPT1A a

ADIPOQ ve vzorcich tukové tkané a izolovanych adipocyta.

6.4 Bazalni a stimulovana lipolyza

Efekt pravidelné pohybové aktivity na lipolyzu u seniorti jsme studovali kromé genové
exprese také na zakladé koncentrace lipolytickych metaboliti (NEFA, glycerol) v krevnim
séru a vmediu kondiciovaném explanty TT. Koncentrace hlavniho markeru lipolyzy
glycerolu v krevnim séru se mezi trénovanou a netrénovanou skupinou neliSila. Stejny
vysledek uvadéji i Lange a kol., ktefi studovali efekt dvanactitydenni cvicebni intervence na
lipolyzu u seniorek (Lange et al., 2001). V této studii autori nepozorovali ani efekt cvicebni
intervence na koncentraci NEFA v krvi. Trénované seniorky v nasi praci mély naproti tomu

v

snizenou hladinu NEFA v krevnim séru. Benefi¢ni Uc¢inek sniZené koncentrace NEFA
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v krevnim séru podporuje jeji negativni korelace s inzulinovou senzitivitou a s adipocyty
s primérem 70 - 80 um. JelikoZ sérové hladiny NEFA odraZeji spiSe jejich celotélovy obrat,
nelze z tohoto vysledku urcit, zda jde o efekt lipolyzy. Nelze vSak ani vyloucit, Ze jista mira
snizené bazalni lipolyzy mize hrat roli v téchto snizenych hladindch NEFA u trénovanych
Zen.

Hladina glycerolu v médiich kondiciovanych explanty TT se mezi trénovanou a
netrénovanou skupinou neliSila. AvSak pfti indukci lipolyzy isoproterenolem byl pozorovan
vetsi nartst koncentrace glycerolu u trénovanych seniorek. ZvySena lipolyticka odpovéd na
isoproterenol byla ukdzana také u obéznich muZzli po dvandactitydennim aerobnim tréninku
(Stich et al, 1999). Tyto vysledky ziskané na explantech TT jsou v souladu s vysledky
ziskanymi v ramci genové exprese, ve které jsme zjistili vyssi expresi genti souvisejicich s
hormonalné stimulovanou lipolyzou (CGI58, ADRB2).

Shrnuti: Pravidelnd pohybova aktivita zlepSuje u seniorek lipolytickou odpovéd na
hormonalni stimulaci, a to jak na drovni genové exprese, tak na urovni sekrece glycerolu

explanty TT. Bazalni lipolyza naproti tomu neni jednoznacné ovlivnéna mirou trénovanosti.
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7.Zaveér

Dlouhodobé trénované seniorky mély ve srovnani s netrénovanymi lepsi fyzickou
zdatnost, kterd pozitivné korelovala s inzulinovou senzitivitou. Zaroven vykazovaly
trénované seniorky niZ$i procentudlni zastoupeni tukové hmoty, coZ je ziejmé jeden z
mechanismi, kterym pravidelna pohybova aktivita zlepsuje inzulinovou senzitivitu.

Dale byl prokazan efekt pravidelné pohybové aktivity na distribuci velikosti adipocyt.
Trénované seniorky mély ve srovnani s netrénovanymi vice mensich adipocyti a naopak
méné hypertrofickych adipocytli. Tento posun v distribuci velikosti adipocyti byl také
asociovan s lepsi inzulinovou senzitivitou.

V tukové tkani seniorek byla stanovena exprese 36 gentl, z nichz se 10 geni
signifikantné liSilo mezi skupinami. Konkrétné byla u trénovanych seniorek ve srovnani s
netrénovanymi zjiSténa zvysSena exprese genti CGI58, ADRB2, CIDEA, PCK2, SIRT1 a sniZena
exprese geni RUNX2, DGAT2, CPT1A, ACOX1, LEP. Tyto vysledky naznacuji, Ze pravidelna
pohybova aktivita ovliviiuje expresi genli ve sméru adipogeneze na tukor osteogeneze a
moduluje geny souvisejici s lipolyzou a glyceroneogenezi. Dale pohybova aktivita sniZuje
geny spojené s B-oxidaci MK a lipogenezi a ovliviiuje expresi adipokinti sekretovanych TT.

U vybranych genii byla stanovena exprese v izolovanych adipocytech a tyto vysledky
potvrdily, Ze genova exprese v TT odpovida predevsim expresi v adipocytech.

Na drovni sekrece glycerolu explanty TT byla pozorovana vyssi lipolytickd odpovéd’ na
stimulaci isoproterenolem u trénovanych seniorek, coZ potvrzuje vysledky ziskané na
urovni genové exprese (CGI58, ADRB2).

Exprese genli ucastnicich se lipogeneze, B-oxidace MK a genova exprese leptinu
nekorelovala s VO2max, a neni tedy ziejmé primarné asociovana s mirou trénovanosti a
spiSe souvisi s rozdilnym mnoZstvim tukové tkané mezi skupinami. VétSina zmén v genové
expresi pozorovanych mezi skupinami byla asociovdna s lepsi inzulinovou senzitivitou a s
posunem distribuce velikosti adipocytli smérem k mensim adipocytlim, ovSem i tyto
vysledky mohou byt zavislé na rozdilném procentudlnim zastoupeni tukové hmoty mezi

trénovanymi a netrénovanymi seniorkami.
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