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1. UVOD

Metabolicky syndrom je souborem metabolickyadruch, které vyraznzvysuji riziko
rozvoje diabetu 2. typu a kardiovaskularni¢thpd. Kron& poruch gluk6zové homeostazy a
diabetu 2. typu zahrnuje metabolicky syndrom ta&iSidizikové faktory kardiovaskularnich
onemockni, jako je hyperinzulinémie, dyslipidémie, hypete, visceralni obezita,
endotelialni dysfunkce a je provazen aktivaci pnditdyych a protrombotickych faktdr

Navzdory alarmujici skuteosti, Ze syndrom postihuje &Bvrtinu populace vysflych
zemi, patofyziologické mechanismy této poruchy @&mdokausalita mezi jednotlivymi vySe
uvedenymi projevy syndromu nejsou kompéetrobjasgny. Chylkgjici poznatky o
patofyziologickych mechanismech uvedenych porucbhppitelr® zt¢Zuji moznosti jejich
racionalniho ovlivaini. Z literarnich uda&j vyplyvd, Ze za sniZenou utilizaci glukézy a
rezistenci kinzulinu rnize byt zodpo¥dna hypertriglyceridémie spolu s vzestupem
neesterifikovanych mastnych kyselin v cirkulaci.j$¢&i dosud znamy mechanismy vedouci
k akumulaci triglycerid a neesterifikovanych mastnych kyselin ve svaleckeazvySené
rezistenci svaloveé tké&rk icinkam inzulinu.

Hedpoklada se, Ze zékladni metabolickou odchylkdarakse upldiuje v patogenezi
metabolického syndromu, je inzulinova rezistender&souvisi s poruchou signalni kaskady
vedouci od inzulinového receptoru az k efektorovgiiekulam zodpasdnym za transport a
utilizaci glukozy. V této kaskadse také uplauje proteinkinaza C, jejiz zasadni uloha e p
rozvoji inzulinové rezistence v poslednich leteghakovar prokazovana. Z literatury je
znamo, které izoformy proteinkinazy C a v jakych&nrech jsou aktivovanyigomplikacich
diabetu, avSak konkrétni Gloha proteinkinazy & mwzvoji rezistence perifernich tkani

k G¢inku inzulinu neni zatim uspokojiwyswtlena.

Z uvedeného vyplyva, Zze studium patogenezalimavé rezistence na uarovni biimé
signalizace s pouzitim vhodnych experimentalnicldelio je z hlediska prevence a terapie
poruch asociovanych s metabolickym syndromem veligdouci. Cilem jak
experimentalniho, tak i klinického vyzkumu je pretajit &innou nutréni, farmakologickou

nebo molekular& genetickou terapii.



2. LITERARNI P REHLED

2. 1. Metabolicky syndrom

Pod pojmem metabolicky syndrom (MS) rozumime souhetabolickych poruch, které
zvySuiji riziko diabetu 2. typu (DM2) a kardiovasé&urich poruct{Bartos a Pelikanova 20Q0)
Zavaznost MS spidva v jeho vysoké prevalenci, frekvence MS se&Znié populaci pohybuje
kolem 25-30 %{Bartos a Pelikanova 200&)procento vyskytu stoupa skem populace. MS
je zavazny také v tom, Ze hrajeckivou roli v patogenezi mnoha chorolfggevsim DM2,
obezity, hypertenze, kardiovaskularnich onengatra dalSich(Mlinar et al. 2007) Tento
syndrom byl poprvé popsan Reavenem jako tzv. ,nodickty syndrom X“(Reaven 1988)
V literature se roviiz ozn&uje jako syndrom inzulinové rezistence, syndromReaveriv
syndrom nebo Kapldw ,smrtici kvartet(Reaven 1994BartoS a Pelikanova 20Q0Y roce
1998 S¥tova zdravotnicka organizace (WHO) navrhla jednotdefinici tohoto syndromu a
uptednostnila ndzev ,metabolicky syndroiroop 2000)

MS je charakterizovan rezistenci tkani¢knlau inzulinu, hyperinzulinémii, poruchou
glukdzove tolerance, dyslipidémii, esencialni hygrezi, abdominalni (visceralni) obezitou,
hyperurikémii, poruchami hemokoagulace a fibringlgzendotelialni dysfunkc{Timar et al.
2000) MS se postuphrozristd o dalSi biochemické a klinické projevy, jakousnap.
mikroalbuminurie¢i zmény zastoupeni mastnych kyselin v sérovych aidkgich lipidech
(Timar et al. 2000Bartos a Pelikanova 200Q)vedené klinické projevy se témpravidelrg
sdruzuji, ale pro vysloveni diagnézy MS neni podmingitomnost vSech odchylek. Podle
diagnostickych kritérii, ktera byla stanovena WH@a¢simi organizacemi, bylo zji&to, Ze u
15 az 25 % populace vydgch zemi jsou fitomny alespd tii metabolické abnormality

uvedené v tabulce 1, jejichZifpmnost charakterizuje MS.

2. 1. 1. Inzulinova rezistence a hyperinzulinémie

Inzulinova rezistence (IR) je zakladni metatd@ odchylka MS. MZeme ji definovat
jako poruchu &inku inzulinu na metabolismus glukdzy v cilovyclatich. IR je stav hiky,
pii kterém je k vyvolani kvantitativhnormalni odpogdi zapotebi wtSiho nez normalniho
mnozstvi inzulinuBerson and Yalow 1970)

IR zvySuje naroky na sekreci inzulifidbunkami pankreatu a vede ke kompenzatorni
hyperinzulinémii. V poateni fazi IR je pankreas schopen zvysit sekreci imzulaby

vykompenzoval IR, ale postupetiasu B-buiky jiz nedokd&zi udrZzet dost&m®@ vysokou



sekreci inzulinu, a tim ztraci schopnost IR kompeat, coz vede ke zhorSené glukézové
toleranci a mzZe vyustit az k DM2.

Na IR se podileji metabolické poruchy v kasieln svalech, jatrech a tukové tkani.
V jatrech se IR projevuje poruchou regulace produlgtukézy. Produkce glukozy neni
vzhledem k IR dostate¢ blokovana inzulinem, dochazi ke zvySené glukoneegge ktera je
piicinou hyperglykémie na tmo. Ve svalu, ktery je z hledisk&idku inzulinu kvantitative
nejvyznamgjsi tkani, nebt odpovida za 70-90 % odsunu glukézy z plazmy, sprigevuje
snizenim inzulinem stimulované oxidativni i neoxidai utilizace glukdzy. Kvantitativi
vyznamrgjSi je pokles neoxidativhiho metabolismu, ktery mejevuje nizSi aktivitou
glykogensyntazy a sniZzenou tvorbou glykogenu vdesta(Bartos a Pelikanova 20Q0)
Porucha utilizace glukézy vtukové tkani se podild prohlubovani hyperglykémie.
Vysledkem IR ve svalech, jatrech a tukové tkarsrjgené inzulinem zprasdkované vyuziti

glukézy.

Tabulka 1 — Definice metabolického syndromu pro evropskopuyteci dopordena
Mezinarodni diabetickou sgalesti (International Diabetes Federation)

Abdominalni obezita-objem pasti muzi > 94 cm, Ze®p cm

Hladina triglyceridi > 1,7 mmol/l

HDL-cholesterol muzi < 1,03 mmol/l, Zeny < 1,29 wirh
Krevni tlak > 130 /> 85 mm Hg

Glykémie na lano > 5,6 mmol/|

Prevzato odFord 2005).

2. 1. 2. Dyslipidémie

Dulezitou sodasti MS jsou poruchy metabolismu lipidkteré hraji dlezitou roli
v rozvoji kardiovaskularnich poruch. Dyslipidémie MiS je charakterizovana zvySenymi
hladinami triglycerid, zvySenou postprandiélni lipémii, sniZzenou hladir@®L cholesterolu
a vzestupem koncentrace malych denznich Bérges 2005)Krom¢ téchto znén je MS
provazen celouradou dalSich kvantitativnich a kvalitativnich abmalit metabolismu
lipoproteini.

Ficinou zvySené hladiny triglycenidv plazne je nadprodukce VLDI¢astic v jatrech diky
zvySené nabidce neesterifikovanych mastnych kys¢NiEMK) a jejich snizenému
vychytavani z plazmy, coz je &gobeno nedostateou aktivaci lipoproteinové lipazy

inzulinem(Malmstrom et al. 1997Endogenni nadprodukce VLDL v jatrech se takeé [podi



vzestupu postprandialni lipémie. Hypertriglyceridérspojena s poklesem HDL cholesterolu
je rizikovym faktorem ischemické choroby sédé SniZzen& koncentrace HDL cholesterolu je
zpiusobena zvySenym katabolismem HBdstic, na kterém se podili zvySena aktivita jaterni
lipazy (Nikkila et al. 1977)

Integréini sotasti MS je zvySen& hladina malych denznich LDL freldoe LDL ¢astic.
Hladina LDL cholesterolu je&sSinou v norng, ale LDL ¢astice vykazuji &které abnormality,
ke kterym paf jejich mensi velikost, delSi biologicky pébs v disledku jejich nizsi afinity
k LDL receptofim, vice podléhaji oxidativni modifikaci visledku sniZzeného obsalu
tokoferolu a glykosylaci. VSechny zng¢imé abnormality hraji Wezitou roli v aterogennim
procesuVerges 2005)

Hi IR neni v tukové tkani inzulinem dostate blokovana lipolyza, coz vede ke zvySeni
hladiny NEMK, které jsou kéiovymi meziprodukty lipidového metabolismu. ZvySené
mnoZzstvi NEMK uvahovanych z tukové tkanje v jatrech vyuzito jako substrat pro syntézu
triglyceridi a VLDL (Timar et al. 200Q)

2. 1. 3. Hypertenze

Hypertenze je diagnostikovana u 30 — 60 % diabgtickpacieni a jeji vysSi vyskyt byl
zaznamenan i u paciéns MS (Ceriello 2008) Je popsana celéada mechanisty které
vyswtluji asociaci IR s hypertenzi. Hyperinzulinémieyauje reabsorbci sodiku a vody
v ledvinach, zvySuje aktivitu sympatického nervowvédystému, coz ma za nasledek zvySeni
krevniho tlakuTimar 2000) Mezi dalSi mechanismy, uptafici se v patogenezi hypertenze,
pati poruchy transportu iofit buré¢nymi membranami se zvySenou akumulaci
intracelularnich iorit kalcia (Blaustein 1977) snizena aktivitaNa'/K*-ATPazy (Clausen
1986) porucha vazodilatace a zvySena pohotovost cév ékeswstrikci. MS je provazen
endotelialni dysfunkci, jejimz projevem je snizewyatéza NO, a tudiz i snizena schopnost
vazodilatace. Uplabvat se mize i sniZzena produkce dalSich mediatsr vazodilatanim

acinkem jako jsou nap prostaglandiny.

2. 1. 4. ZhorSena glukdzova tolerance

Typickymi slozkami MS jsou zhorSena glukézova tafere a hyperglykémie. Zahrnuji
mirné poruchy gluk6zové homeostazy (zvySena glykéma |&no a porucha tolerance
glukdzy i oralnim gluk6zovém tolergnim testu (OGTT), ale i vysoké koncentrace glukdzy
v plazmé pii manifestaci DM (tabulka 2). Regulace hladiny ggke je na zakladOGTT



klasifikovana do i#fi stawi od normoglykémie i@s zhorSenou glukézovou toleranci az po
diabetes (tabulka 2Bartnik et al. 2007)V fad® studii byl prokazan vzajemny uzky vztah
mezi hyperglykémii, diabetem a kardiovaskularnitmbrobami(Laakso 1999Phillips et al.
1990 Wei et al. 1998)Hyperglykémie miZze vyvolat poskozeni bgk prostednictvim celé
fady mechanisfn zahrnujici nap aktivaci proteinkindzy C, tvorbu pokiitych produkti
glykace nebo rive vyvolat endotelialni dysfunkci diky indukci pésétlivych cytokini
(Brownlee 2001)Dlouhodols zvySené hladiny glukozy v plaznmohou ¢émito mechanismy
zvySovat riziko kardiovaskularnich chorob a orgmbv komplikaci diabetu. Ve studii
Whitehall bylo prokdzano, Ze osoby se zhorSenouwkdglovou toleranci maji téfh
dvojnasobné riziko kardiovaskularnich chorob opagobam s normalni toleranci glukozy
(Fuller et al. 198Q)

Tabulka 2 — Klasifikace poruch regulace glukézy na zakl&@{>TT podle Sstové
zdravotnické organizace (WHO)

Glykémie na lano Glykémie po zatzi (120.
(mmol/1) minuta OGTT) (mmol/l)
Normoglykémie <6,1 <78
ZhorSena gluk6zova tolerance 6,1-7,0 78-11,1
Diabetes mellitus >7,0 >11,1

Prevzato odBartnik et al. 2007)

2.1.5. Obezita

V¢étSina pacient s MS je obéznich, i kdyz vyskyt MS byhsto pozorovan i u osob, které
nejsou obézni. Obezita je jednim z fakideteré pispivaji k rozvoji IR a DM2 a fedstavuje
vyznamny rizikovy faktor kardiovaskularnich chor@kesprés and Lemieux 20068)ysledky
fady studii ukazuji, Zze Wipadt obezity ma na inzulinovou senzitivitu rozhodujidiv
distribuce ¢lesného tuku. Bkteré populace s vysokou prevalenci DM2, jakoinamiani
kmene Pima a Meg&ané, maji vysokou predispozici abdominalni obegigad et al. 1991)
Androidni (abdominalni) obezita, zvldSvisceralni ukladani tuku (indikované vysokym
pomérem pas:boky - waist:hip ratio, WHR), j@stji spojena s gluk6zovou intoleranci a
dalSimi symptomy MS, neZ gynoidni typ obeZi®puliot 1992)

Tukova tké je metabolicky aktivni a ovliwje celkovy metabolismus tim, Ze produkuje
celoutadu metabolit (NEMK, glycerol), hormon (leptin, adiponektin, rezistin a dalSich) a
cytokini (TNF-a, interleukin 6). V pipact obezity je produkcerady z tchto pisobki

zvySena. MDlezitou roli ma i ektopické ukladani lipidukladani lipicdh mimo tukovou tka).



Bylo prokazano, Ze zvySené hladiny intramyoceldtdrripida jsou Uzce spjaty s rezistenci
kosternich svadl k (einku inzulinu(Machann et al. 2004)

2. 1. 6. Dalsi projevy MS

Hyperurikémie — bézr¢ souvisi s poruchami glukézové tolerance, dyslipidé hypertenzi
(Reaven 19944 je disledkem sniZzené clearance kyselinyéow@ v ledvinach. Ledvinyip
hyperinzulinémii snizuji sekreci kyseliny gmve, coz vede k jejim zvySenym plazmatickym
koncentracin{Mlinar et al. 2007.)

Poruchy hemokoagulace a fibrinolyzy a endotelidalnidysfunkce — na zvySené tvoib
trombi pti MS se podili zvySend agregabilita déski, zneny v koagulgnim systému,
poruchy fibrinolyzy a endotelidlni dysfunkce proeda zmnou produkce isobki
s vazoaktivnimi &dinky (Palomo et al. 2006)Endotel cévnich bwk syntetizujetadu
vazoaktivnich peptit] rastovych faktod a cytokini. Tyto pisobky reguluji rovnovahu mezi
vazokonstrikci a vazodilataci, koagulaci a fibnzalu, adhezi a agregaci trombdgyt
proliferaci a apoptdzou bek (Baumgartner-Parzer and Waldhausl 2001 )pacient s MS
byly nalezeny zvySené hladiny faktoru VII, fibriregu a von Willebrandova faktoru
(Lansbury et al. 2002)

Mikroalbuminurie — je vyrazem endotelidlni dysfunkceéi pIS a u nemocnych s DM2. Je
povazovana zdasny ukazatel nefropatie u diabetickych a hypermzpacient (Timar et

al. 2000) U diabetickych paciefit byla nalezena vyznamna spojitost mikroalbuminurie
s dyslipidémii zahrnujici hypertriglyceridémii, %ahou hladinu HDL cholesterolu a

zvySenou koncentraci LDL cholesterghiskanen et al. 1990)

Poruchy asociované s MS shrnuje tabulka 3. VSeslmptomy MS jsou rizikovymi faktory

kardiovaskularnich chorob.



Tabulka 3 — Poruchy asociované s metabolickym syndromemugicygiziko
kardiovaskularnich onemémn

« poruchy glukézové tolerance® diabetes mellitus 2. typt
« obezita= Tlipolyza v tukové tkanp® Tsekrece VLDL
« dyslipidémie: hypertriglyceridémieyHDL, T malé LDL -

metabolicky | retence N§ aktivace sympatiku, zény v transportu iorfi = kardlovaskulza,rm
syndrom hypertenze= hypertrofie levé komory» onemocreni

« endotelialni dysfunkce=» poruchy vazodilatac® organova
ischémied

« TPAI-1, Tfibrinogen=poruchy fibrinolyzy a hemokoagulace~»
komplikace ateroskler6zy

PAI-1 inhibitor aktivatoru plazminogenu l/évzato odDiviSova 2001)

2. 2. Patogeneze inzulinoveé rezistence
2. 2. 1. Faktory ovliviiujici inzulinovou rezistenci

Priciny vzniku a rozvoje IR jsou podle stasnych pedstav multifaktoridlni. Na IR se
podili a ovlivauji ji genetické faktory, zvysujici sek ale i zevni vlivy souvisejici s Zivotnim
stylem jako je pejidani spojené s obezitou, nedostatek fyzickéviaktipsychicky stres a
n¢ktere 1éky.

Genetické faktory - IR se vyskytuje v &kterych populacich nebo rodinadastji nez
vijinych a miZze byt gitomna jiz v relativd mladém ¥ku. V poslednich dvaceti letech
probiha intenzivni vyzkum génkteré by mohly byt alespioz ¢asti odpo¥dné za poruchu
Gcinku inzulinu. Byly studovany varianty mnoha kardtigich gefi, nag. polymorfismus
Gly972Arg v IRS1 (substrat inzulinového receptoruzangl. insulin receptor substrate 1),
varianty genu pro adiponektin a dalSitumvoll et al. 2005)Dosavadni vysledky guci pro
polygenni zaklad fenotypovych znaMsS, genetické pozadi IR a DM2 je velmi komplexni
(Leahy 2005)

Vék - jiz dlouho je znamo, Ze starnuti je spojeno s ki@ citlivosti tkani k &inku inzulinu
(Davidson 1979 DeFronzo et al. 1981 echleitner 2008 Zeyda and Stulning 2009gale
mechanismy, které jsou zodpowné za tento jev, nejsou objasy. Zejme jde o celouwadu
faktoni, které se mni v zavislosti na &u, jako je nap zdravotni stav jedince, fyzicka
aktivita ¢i zmeny velikosti jater(Broughton and Taylor 1991Vysledky studie ,Baltimore

Longitudinal Study of Aging“ ukazuji vyznamnou kdaci wku a glukézové tolerance



s ohledem naifspivek obezity, ¢lesné konstituce a fyzické aktivitghimokata et al. 1991)

Obezita- je jednim ze symptoinMS, ale zarowvi je vyznamnym faktorem, kteryippiva

k rozvoji IR a DM2. U obéznich jedif¢czvlase téch s abdominalni obezitou, byla nalezena
snizena citlivost tkani kéinku inzulinu (Pouliot et al. 1992)Opakovan bylo prokazano, ze
snizeni &¢lesné hmotnosti f¥e vést k normalizaci citlivosti kéinku inzulinu u obéznich
diabetiki 2. typu (Freidenberg et al. 1988ak et al. 1992)V sowasnosti dochazi k
celos¥tovéemu dramatickému nistu obezity a DM2. Zhruba 20 % americkycétide
obéznich a rozvijeji se u nich zakladni &mii MS jako je IR, hypertenze, hyperlipidémie a
glukdzova intolerancéWeiss et al. 2004)Rada studii prokazala, Ze vhodna dieta a fyzicka
aktivita jsou schopné zpomalit manifestaci diahetsob se zhorSenou glukézovou toleranci
(Knowler et al. 2002Tuomilehto et al. 2001)

VyZiva a Zivotni styl - sloZeni potravy mé vyznamny vliv na rozvoj a@hgh IR (Lopez-
Miranda and Pérez-Martinez 2003akym zjisobem a do jaké miry se tento vliv uplge,
je dano jednak mnoZzstvim a slozZenitpjimanych zivin, jednak délkou trvani tohoto vlivau
dalSimi faktory souvisejicimi se stylem Zivota (hamirou fyzické aktivity). K IR fispiva
jak dieta s vysokym obsahem fiykak sachardzy resp. fruktogyroietto et al. 1999Vysoky
piivod tuki v die€ vede k preferami utilizaci mastnych kyselin (MK) jako energetitke
substratu, a tim inhibuje utilizaci glukézyessby 200Q)Vysoky givod tuki v diet take
stimuluje glukoneogenezi, kter4 se podili na zvgSprodukci glukézy v postprandialnim
obdobi. Chronické {sobeni nad@rného mnozZstvi glukoézy (diky nedostaté potlatené
glukoneogenezi) zhorSuje inzulinovou senzitivitwalsvé a tukové tkan(Proietto et al.
1999) Dale se ukazalo, Ze na inzulinovou senzitivituvindzastoupeni MK v dig€t ZvySeny
piijem saturovanych tukzhorSuje glukoreguladiLichtenstein and Schwab 200®@atimco
nenasycené MK maji odliSnginek. Bylo prokazano, Ze dieta s rybim olejem, kjerbohaty
na n-3 MK, ma protektivni dinek na zhorSenou glukézovou toleranci a Divtskens et al.
1995)a snizuje triglyceridémifRivellese et al. 1996 Predpoklada se, ze vliv MK v diefe
alespan castén¢ zprostedkovan prosednictvim znén zastoupeni jednotlivych MK
v buré¢nych membranach. Profil MK v membgamize ovlivnit pisobeni inzulinu tznymi
mechanismy zahrnujicimi zZmy vazebné afinity inzulinového receptoru, ovéxn
permeability ionh membranami a zémy na urovni bu&iné signalizacél.opez-Miranda and
Pérez-Martinez 2007)

Také dieta s vysokym podilem sacharézy marimejvy vliv na inzulinovou senzitivitu

(Mathers and Daly 1998)Metabolismus fruktézy ma ¢&ité odliSnosti od metabolismu



glukdzy. Fruktéza na své metabolické drdze nevyjgagehlost limitujici krok katalyzovany
fosfofruktokinazou a v jatrech se katabolizuje ykglytické draze rychleji nez glukéza. Je
tak akcentovana syntéza a esterifikace MK a seRr&€H., stoupa koncentrace triglycefich
inzulinu v plazn® a dochazi kporuse glukb6zové homeostazy. Na rozad
vysokosachard6zové diety, dieta s vysSim obsahermmb8kmema ndjenivé &inky na

inzulinovou senzitivit Thomsen et al. 1999)

2. 2. 2. Ri€iny inzulinové rezistence

IR nmiZe byt projevem genetické dispozice nebiZzenbyt disledkem jakékoli hormonalni
¢i metabolické zrany. Pravdpodobré se uplatuji jak genetické poruchy, tak sekundarni
defekty vzniklé v souvislosti se zevnimi peétn ale i sekundarni defekt navozeny jinymi
geneticky uéenymi faktory, jako je najklad distribuce intraabdominalniho tukBartos a
Pelikanova 2000)

Tabulka 4 shrnuje ¥gt moznych ficin IR, které pedstavuji abnormality v sekreci
inzulinu B-bunkami pankreatu, abnormalni molekuly inzulinu nebelpina pengna
proinzulinu na inzulin. Tyto poruchy se normalizpjd podani exogenniho inzulinu. DalSi
mozné pic¢iny IR jsou genové mutace. DM2 je onemeétins¢astym familidrnim vyskytem,
pravdépodobré s polygenni &di¢cnosti. Zatim nebyly objeveny mutace, které by se
uplatiovaly u ¥tSiny nemocnych. Slozitost problematiky je dana astaim signalnich a
regul&nich proteid, jejichz funkni nebo strukturalni zémy by se mohly uplabvat.
UvaZuje se, Ze roli fiZe hrat polymorfismus genu pro substrat inzulinovédteptoru (IRS1)
(McGettrick et al. 2005)glykogensyntazudi glukokindzu(Glyon 2003)a celérada dalSich.
Znana pozornost byladgnovana porucham inzulinového receptorikdli bylo popsano vice
jak 60 mutaci genu pro tento receptor, zda se,i&énpu IR jsou pouze idka (Lopez-
Miranda and Pérez-Martinez 2Q@hattacharya et al. 200Wlinar et al. 2007)

Dale se na vzniku IR podileji hormonalni a abetické iciny. Uplatiuje se nafklad
hyperinzulinémie, ktera vede k down regulaci reggpfsniZzeni p&tu inzulinovych receptdr
na povrchu bugk). DalSi gi¢cinou mize byt hyperglykémie, ktera negatévavliviiuje hlavni
metabolické cesty, klové enzymy a geny3-burék pankreatu, ale vyvolava i z&n
poSkozuje cévy a idukuje oxitla stres(Weyer et al. 1999Jellinger 2007)Dale sem pat
zvySeni NEMK a kontraregulaich hormoid, poruchy acidobazické rovnovahy, protilatky

proti inzulinu a inzulinovému receptoru a dalSvyliFri¢inou IR miZe byt i cel&ada dalSich



latek, které jsou produkovany adipocyty, endotelémimunokompetentnimi hikami

(prozarttlivé cytokiny - jako interleukin 6, TNG, rezistin, PAI-1 a dalsi).

Tabulka 4 - Ficiny inzulinové rezistence

I. Abnormalni sekretoricky produkt B-bunék pankreatu
Porucha se normalizuje po podani exogenniho inzulin

a) abnormalni molekula inzulinu
b) nedplna femena proinzulinu

[I. Inzulinova rezistence v cilové tkani
Porucha getrvava i po podani exogenniho inzulinu.

a) primarni porucha (mutace geni)

1. mutace strukturalniho genu inzulinového receptor
2. mutace gehsouvisejici s realizaciiinka inzulinu

- tyrosinkinaza

- signalni proteiny

- glukézové transportéry

- glukokinédza a jeji regudai protein

- enzymy metabolismu glukozy, lipich proteird

- mitochondrialni DNA

b) sekundarni porucha(normalizuje se po odstrami priciny, ktera k ni vede)
1. hormonalni ficiny — zvySeni kontraregutaich hormoii
- hyperinzulinismus

2. metabolické ficiny — zvySeni NEMK

- hyperglykémie

— aciddza x alkaloza

— hyperosmolarita x hypoosmolalita
3. protilatky proti inzulinu a inzulinovému recepio
4. prozastlivé cytokiny, TNF, glykoprotein PC-1, fosfoprotein pp63

NEMK - neesterifikované mastné kyseliny, GNFaktor nekrotizujici nadory
Pirevzato a upraveno g@artos a Pelikanova 2000)

Lze konstatovat, Ze problematika patogenezg NRelmi slozita a komplexni a roliihe
hrat defekt na kterékoliv Urovni v kaskadgjiu zainajici vazbou inzulinu na inzulinovy
receptor, pes aktivaci tyrosinkinazy inzulinového receptoruaskadu fosforyleng-
defosforyl&nich reakci a kafici aktivaci efektorovych systé@mkteré jsou zodpadné za
zprostedkovani biologickych dinkt inzulinu. V sodasnosti je akceptovandeplstava, Ze za
snizeny biologicky &nek inzulinu jsou zodpasdné hlave postreceptorové poruchy
v cilovych tkanich. Velk& pozornost je takénevana uloze tukove tkdnhneba ta nefunguje
jako pouha zasobarna energie ve fotnglyceridi, ale produkuje celotadu gisobki, ktere
se uplatiuji v zarétlivém procesu, ktery je s obezitou Uzce spjatrava mohou interagovat
s komponentami inzulinové signaltra kaskady, a takifspivat k rozvoji IR. Adipocytokiny
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se mohou uplébvat i v kosternich svalech a jatrech, kde moholiv@vat inzulinovou
senzitivitu (Kershaw and Flier 2004)PJak bylo jiz vySe zttazreno, @icinou IR jsou také
zvySené hladiny NEMKMcGarry 2001 Eckel et al. 2005Mlinar et al. 2007) ZvySené
hladiny NEMK zhorSuji inzulinovou senzitivitu, ndgan¢ ovliviuji inzulinovou signalizéni
kaskadu (prosednictnim aktivace bwinych kindz) a zvysuji oxigai stres(Ceriello 2000)
NEMK také indukuji IR v kosternich svale@Boden et al. 2004)

2.2.2.1. Signalizai kaskada inzulinu

Normalni prenos inzulinového signalu— podminkou Kk realizaci biologickéhociaku
inzulinu je gitomnost specifického inzulinového receptoru narploy buréné membrany a
pienos informace na intracelularni vykonné systéenyypredstavuji transportéry glukozy a
enzymy jednotlivych metabolickych drah. Schéma limowé signalizéni kaskady je
znézorgno na obrazku 1.

Inzulinovy receptor je heterotetramerni glyfaipin sloZzeny ze dvou alfa a dvou beta
podjednotek, které jsou spojeny disulfidickymiistky. Je ptomny na povrchu prakticky
vSech buik, extrémr vysoky pd@et €chto receptar je na povrchu buik svalové, tukové a
jaterni tkag, které jsou cilovymi tk&mi pasobeni inzulinu(Brunetti et al. 2001)Paet
receptoél na povrchu bugk se liSi v jednotlivych tkanich a neni konstanadiyisi na syntéze,
degradaci, internalizaci a recyklaci. Biologickylgias receptdr pro inzulin je 7-12 hodin
(Bartos a Pelikanova 2000)nzulin se vaze na alfa podjednotku rémep coz vede
k jejich oligomerizaci, k aktivaci tyrosinkindzy tae podjednotky a autofosforylaci
tyrosinovych zbytk beta podjednotky receptoru. Tak se zahajuje srsorylaing-
defosforyl&nich reakci vedoucich k tvaftsignalu, ktery aktivuje glukdzové transportéry a
intracelularni enzymy. Tyrosinova kindza inzulinbgéreceptoru dale fosforyluje zbytky
tyrosini IRS proteii (IRS1-4), které funguji jako leSeni, na které &éivdalSi adaptorove
proteiny signalizéni kaskady(Stumvoll et al. 2005)FPenos inzulinového signalu je tedy
realizovan sérii fosforytaé-defosforyl@nich reakci celéady intracelularnich protein
kterych je v sotiasnosti znamo vice jak 150. Od IRS praiese signalizéni draha rozchazi
do i raznych z&kladnich signalnich cest: (i) cestes I3 kinazu (PI3K, fosfatidylinositol-3-
kindza, z angl. phosphoinositide-3-kinase), (iijtagges CAP/Cbl/TC10, (iii) cesta vedouci
pies MAP kinazu (MAPK, mitogeny aktivovana proteirkza, z angl. mitogen activated
protein kinasejPirola et al. 2004)
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PI3 kinaza interaguje s fosforylovanymi tyrgsina IRS proteinech, coZz m4 za nasledek
fosforylaci PIR (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat) na PJRfosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat).
PIP; funguje v buice jako druhy posel, aktivuje PDK1 (na fosfoina@th zavisla kinaza 1,
z angl. phosphoinositide-dependent kinase 1), kii@ié fosforyluje proteinkindzu B (PKB,
Akt) a atypické izoformy proteinkinazy C (PKC). Atigké izoformy PKC (aPKCY a A
aktivuji gluk6zové penaSée GLUT4, které translokuji z cytosolu k kigné membra# pies
kterou transportuji molekuly glukézy dovihilo buiky. PKB fosforyluje, a tim inaktivuje
kindzu glykogensyntazy 3 (GSK3, z angl. glycogentisgse kinase 3), coZ v kam&m
dusledku vede k syntéze glykogenu. PKB také zpedkbvava snizeni aktivity genu pro
fosfoenolpyruvatkarboxykindzu (PEPCK, z angl. phmsmolpyruvate carboxykinase) a
ovliviiuje expresirady dalSich geaha translokaci hlavniho gluk6zovéheepasSeée GLUT4
k plazmatické membr&nPKB aktivuje i proteosyntézu, kterd je zptedkovana fes mTOR
(mammalian target of rapamyci@)linar et al. 2007 Pirola et al. 2004Saltiel and Kahn
2001)

Druha signalizani draha zproseédkovava transport glukézy do ithy pres GLUTA.
Signalizace se daastni adaptérovy protein CAP, protoonkogen Cbl &ideomponenty
kaskady (Crkll, C3G, TC10 a TCGAP). Tato draha fujpgsoulszné s drahou vedouciies
PI3K a spolén¢ se podileji na vychytavani glukézy a jejinfeposu do biky
prostednictvim GLUT4(Pirola et al. 2004)

Treti dilezita signalni draha inzulinové signalima kaskady zprogtdkovava dinky
inzulinu na drovni genové exprese. Zptedkovava iistové funkce inzulinu, proliferaci a
diferenciaci budk. Prenosu signalu secastni Ras, coz je skupina GTP (quanosintrifosfat)
vazajicich proteif, které odpovidaji za aktivatady serin/threoninovych kinaz, jako je MEK
proteinkinaza a MAPK(Saltiel and Kahn 200 Bevan 2001)

Prostednictvim celé této signalizai drahy se f&nasi inzulinovy signal a indukuji se
acinky inzulinu. Inzulin ovliviuje energeticky metabolismus, stimuluje anaboliekBlokuje
katabolické pochody v metabolismu glukdzy, dtuk bilkovin. Vyznamna je také jeho
proliferatni (mitogenni) aktivita a ovliwni membranového transportu iéntHlavnimi
cilovymi tkarémi inzulinu jsou svaly, jatra a tukovaik& kvantitativniho hlediska je
nejdilezit¢jSi svalova tka (DeFronzo et al. 1981Ve svalech inzulin aktivuje GLUT4 a
zvySuje vychytavani glukozy. ZvySuje syntézukglyenu, stimuluje glykolyzu a oxidaci

glukdzy a blokuje odbouravani glykogenu. Stinmiluychytavani aminokyselin z plazmy,
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stimuluje proteosyntézu a blokuje proteolyzuriuflikaté produkty glykolyzy jsou

transportovany do jater, kde jsou vyuzity pro syotéMK, glukoneogenezi a syntézu
glykogenu, protoze ve svalech neprobiha lipogen€zéatrech inzulin zvySuje vychytavani
glukozy z krve, jeji fosforylaci a tvorbu glykogemauurychluje glykolyzu. Stimuluje syntézu
MK a bilkovin.

Obrazek 1 —Schéma inzulinové signalizai kaskady

INZULINOVY RECEPTOR

exprese gentl GLUT4
proliferace
diferenciace

vychytavani

slukozy

katabolismus glukozy
syntéza glykogenu
syntéza lipidu
syntéza proteint

aPKC — atypické proteinkinazy C, GSK3 — kinazaaggksyntazy 3, GLUT 4 — glukdzové transportéry; 1RS
— substraty inzulinového receptoru, MAPK — mitogeaktivovana proteinkinaza, mTor - ciligpbeni
rapamycinu u sav; PDK1 — na fosfoinositidech zavisla kinaza 1, PERPE fosfoenolpyruvatkarboxykinaza,
PI3K - fosfatidylinositol-3-kindza, P}P— fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, PiP- fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfat, PKB — proteinkindza B, p70S6K — pif@somalni S6 kindza

Upraveno a pevzato odMlinar et al. 2007).

V tukové tkani inzulin inhibuje hormonsenzitivlipazu a brani tak lipolyze zasobnich
triglycerida. ZvySuje lipogenezi tim, Ze stimuluje vychytavghikézy z plazmy a glykolyzu,

pii které vznika glycerol-3-fosfat, ktery je pak vyupro syntézu triglyceridl Inzulin také
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aktivuje lipoproteinovou lipazu, kterd ¢pi triglyceridy v plazmatickych lipoproteinech
VLDL a chilomikronech na glycerol a MK, které jsquo vstupu do adipocitvyuzity
k lipogenezi(Bartos a Pelikanova 20Q0)

Inzulin m& dlezitou roli i v metabolismu minenal Zaji&¥'uje optimalni distribuci ioriit
sodiku a drasliku v organismu, podili se na udmibgéadientu mezi intra- a extracelularnim
prostedim tim, Ze zvySuje aktivitu NUK*- ATPAzy, ktera transportuje ionty drasliku do
burek vyménou za ionty sodiku. Prokadzan byl také vazodilstalinek inzulinu,

zprostedkovany produkci NO endotelialnimitikami.

Defekty v inzulinové signaliz&ni kaskadé — poruchy @inku inzulinu, krong inaktivace
samotného inzulinu dnem jeho cirkulace v krvi, zahrnuji poruchy na moeove a
postreceptorové urovni signaltzd kaskady. Defekty jsou #pobeny genetickymi faktory
genetickd predispozice pro abnormalni funkdlitych signalizénich proteiri, jako jsou
nag. IRS1, IRS2, aPKC, glykogensyntaza a déiinner et al. 2005Na poruSe fgnosu
inzulinového signalu se podili dysfunkce cildly komponent signalizai kaskady péinaje
receptorem pro inzulin. V Gvahuiphazi jeho zvySena degrada@eylor et al. 1982nhebo
fosforylace na zbytcich serinu a threoninu (Serypinostednictvim PKC(Bossenmaier et al.
2000) Defekty na postreceptorové urovni zahrnuji zvgserSer/Thr fosforylaci IRS1,
pravdépodobré nasledkem zvySené hladiny TFa hyperinzulinémie, ktera provazi IR.
Nadnmerna Ser/Thr fosforylace IRS1, na které se podP¥iC a MAPK, vede ke zvysSené
proteosomalni degradaci IRS1. Snizené hladiny jpotlRS1 byly popsany u lidi, ztt i
burgénych kultur s IR(Pirola et al. 2004)Z uvedenych nalézvyplyva, Ze IRS proteiny hraji
klicovou roli v rozvoji IR(Montecucco et al. 2008)

Inzulin a cytokiny TNE a interleukin 6 (IL6) vyvolavaji tvorbu vyznamné&upiny
faktoni prispivajicich k IR — supresbicytokinoveé signalizace SOCS1 a SOCS3, ktésdbpi
nejmeére tremi odliSnymi mechanismy: (i) sai s IRS1 o vazbu a asociaci na inzulinovy
receptor, (i) inhibuji Janus kinazu, komponentgnsiiza&ni kaskady inzulinu, (iii) zvysuji
proteosomalni degradaci IRSKile et al 2002) TNFa také snizuje expresi GLUT4,
pienaSée glukdzy realizujiciho transport glukézy vitkdch svalové a tukové tk&rpod
vlivem inzulinu (Ruan et al. 2002)Dulezitou dlohu nize mit i hyperglykémie, ktera
vyznamm sniZuje aktivitu PKBPirola et al. 2004)
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Dalsi vyznamnou skupinou latek, podilejicieh a zhorSenémig@nosu inzulinového
signélu, jsou NEMK. ZvySené plazmatické koncentr&dteMK se podileji na zvySenych
intracelularnich hladinach acylkoenzymu A (acylAyoa diacylglycerolu (DAG), ktery
aktivuje PKCH (Yu et al. 2002) Aktivovana PKC6 zvySuje Ser/Thr fosforylaci IRS, coz
zhorSuje interakci IRS1 s inzulinovym receptorerasidkem zvySenych hladin NEMK jsou
také zhorSené aktivity IRS2, PI3K, PKCOPKC{ a GSK(Pirola et al. 2004)

V reékterych gipadech IR se na zhorSeni citlivosti tkanicknlu inzulinu miZze podilet
snizeni pdtu GLUT4 nebo jejich aktivity¢i porucha jejich translokace z intracelularniho
kompartmentu k buigné membra® (Kahn 1992)

Glykogensyntaza (GS) - GS je jednou z efektorovych molekul zodpdrych za
zprostedkovani biologickych d&inka inzulinu. Je to rychlost limitujici enzym, ktery
kontroluje neoxidativni vyuZiti glukoézy. Katalyzujsyntézu glykogenu z aktivovanych
molekul glukézy v jatrech a svalech. Enzym existwje dvou formach, jako aktivni,
defosforylovana forma a inaktivni, fosforylovananf@. Kovalentni aktivace GS stimulovana
inzulinem je spojena s jeji defosforylaci, cestktera zahrnujéadu dalSich defosforytaich

a fosforyl&nich enzyn, véetrg proteinfosfatdzy 1 (PP1) a GSK3. Jaterni GS jevakana
piedevsim koncentraci monosacharidatimco svalova GS je aktivovana inzulinem. Jeater
svalova GS jsou kédovany odlisSnymi gei@roop and Orho-Melander 2008)

Kosterni sval sptgbovava ¥tSinu energie produkované v organismu, proto jeapovan
neoxidativni vyuziti glukdzy a snizena aktivita @G8koulina et al. 2000Q)GS, jako kiovy
enzym tohoto &e, je tudiz dlezitym kandidatem pro mozny geneticky defektisqgbujici
IR. Ukazalo se v3ak jako nepraypddobné, Ze by mutace genu pro GS mohly hrat hiaini
v patogenezi IR kosternich swall DM2, i kdyZ jich byla cel&ada identifikovangGroop
2000) Predpoklada se, Zze hlavni defekt v aktiv@S ve svalu zahrnuje 2mu v allosterické a
kovalentni regulaci aktivity enzymu, tedy poruchsignaliz&ni kaskad, jiz je GS sotasti
(Park et al. 2000)Mezi tyto poruchy péi také sniZzeni aktivity GS po jeji fosforylaci PKC
(Blackmoore et al. 1986)

Z uvedenéhu Wu vyplyva propojenost jednotlivychrigin IR s faktory, které negati¢n
ovliviuji inzulinovou signalizéni kaskadu. Na porusergmosu signalu inzulinu se tZe
prakticky podilet jak&koliv komponenta jeho sigmaini drahy. | pes intenzivni vyzkum
v této oblasti neni molekularni podstata IR dosind pbjasgna.
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2. 2. 2. 2. Uloha NEMK v patogenezi inzulinové stgince

Souwasné poznatky ukazuji, Zze vrozvoji IR hrajecdliou roli zvySena dostupnost a
vyuziti NEMK (DeFronzo 2004)Abnormality v lipidovém metabolismu byly pozorowau
obezity, o které se uvaZuje jako o jedné z mozngigtin IR, nebd viad studii bylo
opakova# prokazano, Zeifrastek hmotnosti sniZzuje inzulinovou senzitivitu,irato redukce
télesné hmotnostiysobi opan¢ (Beck-Nielsen et al. 197%reidenberg et al. 1988ak et al.
1992) Tukova tk& obéznich jedint je vzhledem k rezistenci adipoayk antilipolytickému
Gcinku inzulinu vyznamnym zdrojem zvySenych hladin MiE Roli NEMK v indukci IR
vyswtluje Randiiv cyklus, jehoZz podstatou je kompetice mezi MK akg@kou jako
energetickymi substraty pro oxidaci ve svaloveé kowé tkani. ZvySeny ifisun NEMK vede
k jejich prednostni oxidaci ied oxidaci glukdzy, jejiz vstup do tky je @i IR omezen
(Randle et al. 1963)Tento posun je zprastdkovan kaskadou #movazebnych inhibici
enzymi glykolyzy a oxidace glukézy. ZvySena oxidace NEMW¥ede k vyerpani
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a inhibici Krebva cyklu. Vzestup hladin acetyl-CoA
a citratu inhibuje aktivitu pyruvatdehydrogenézyfosfofruktokinazy. Vzestup gluk6za-6-
fosfatu snizuje aktivitu hexokinazy. Vysledkerchto abnormalit je hromadi glukdzy,
ktera nevstupuje do glykolyzy a neni vyuzivana miége glykogenyBartos a Pelikanova
2000) Snizené vychytavani a zpracovani glukézy vyzriamispiva k hyperglykémii.
ZvysSena hladina glukdzy stimulujB-bunky pankreatu k sekreci stalegtgiho mnozstvi
inzulinu, coZz vede k hyperinzulinémii, ktera naskedvyvolava dalSi zvySeni hladin
triglycerida (Kraegen et al. 2001)

Akutni i chronické zvySeni NEMK vyvolava IR awalech a jatrech,figpiva k rozvoiji
DM2, hypertenze, dyslipidémie a nealkoholické jatersteatozy (NAFLD, z angl.
nonalcoholic fatty liver disease)Boden 2006) V jatrech jsou vysoké hladiny NEMK
substratem pro syntézu triglycekjidVLDL a pro glukoneogenezi. Ve svalech NEMK
podléhajiB-oxidaci, coZ vede ke snizenému vychytavani azatiiiglukézy a inhibici syntézy
glykogenu (Boden et al. 1994)V [-bunkadch pankreatu vede dlouhodoba expozice
nadnérnym hladindm NEMK k zhorSené sekreci inzulinu hiliici exprese genu pro inzulin,
tim, Ze msobi jako toxické agens pfbuiky (Poitout et al. 2006)

V mechanismu, kterym NEMK indukuji IR, hrajgzznamnou roli ektopické ukladani
triglyceridi. Nadnmérné mnozstvi triglyceril se akumuluje v jatrech, které se timto poskozuji,
navozuji jaterni IR a nasleéichronické poskozeni jater, které sézm manifestovat jako
NAFLD (Rector at al. 2008)V kosternich svalech se NEMK skladuji ve férkapének
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triglycerida (Eckel et al. 2005)V fadé studii bylo u lidi a zwat opakova#é prokazano silné
propojeni mezi nadénnou akumulaci lipid a IR (Phillipis et al. 1996 Pan et al. 1997

Kreagen et al. 1991Russell et al. 1998)NEMK se podileji na poruchachigmosu

inzulinového signalu tim, Ze oviiwji inzulinovou signalizéni kaskaduHegarty et al. 2003

Boden 2006 Timmers et al. 2007)NEMK, ale i dalSi lipidové intermediaty DAG,
acylkoenzymy A s dlouhyniiettzcem (LCACOA, z angl. long-chain acyl-CoA) a cerdyni
prispivaji k IR tim, Ze aktivuji nebo interaguji sthponentami signalizai drahy inzulinu.

DAG a NEMK aktivuji izoformu PK@® ve svalu potkana a PKEad v lidském svalu, které
negativié ovliviwuji prenos signalu inzulinu tim, Ze zvySuji fosforyla@risi na IRS1 a

inzulinovém receptoru, coz vede ke snizené foshanytyrosiri a inhibici pisobeni inzulinu

(Chin et al. 1993Itani et al. 2002 Griffin et al. 1999) NEMK aktivuji celoufadu dalSich

komponent signalizai kaskady inzulinu, jako néjlad c-Jun N-terminalni kinazu (INK,
z angl. c-Jun N-terminal kinase), inhibiteB kindzy (IKK, z angl. inhibitorkB kinase) a

dalSi kindzy, a tak pragtdnictvim jejich aktivace indukuji IR v hepatocytea kosternich
svalech (Montecucco et al. 2008)NEMK se také podileji na indukci mirného &tan

v kosternich svalech a jatrech presiictvim aktivace nuklearniho faktorB, coZz vede

k produkcitady prozastlivych a proaterogennich cytoKiriBoden 2006)

ZvySené plazmatické hladiny NEMK jsou zodgaveé zhruba za 50 %fiipadi IR u
obéznich paciefits DM2. SniZeni hladin NEMK @¢hto pacient nebo ovlivieni komponent
signaliz&ni kaskady, progtdnictvim které NEMK vyvolavaji IR, by mohlofqgrstavovat
slibny @ristup k [€bé DM2 (Boden 2002)

2. 2. 2. 3. Uloha tukové tk&rv patogenezi inzulinové rezistence

MS a IR jsou Uzce spjaty s abdominalni obezitdbdominalni obezita je jednim
z nejlezngjSich projevi MS, je ukazatelem dysfutiki tukové tkas (Després and Lemieux
2006) a zarové se povazuje za jednu #gn MS a s nim spojené IRDesprés 2006)
Nadmeérna akumulace visceralniho tuku je asociovairgdsu aterogennich a diabetogennich
abnormalit a s chronickym z&em, charakterizovanym abnormalni produkci cytbkin
zvySenou produkci reaktanakutni faze z&ftu aradou dalSich mediatirkteré se podileji na
aktivaci signalizaénich drah z&tu (Hotamisligil 2006)a regulaci inzulinové senzitivity
Bunky tukové tkag produkuji celodadu cytokirii (adipocytokird), které jsou povazovany za
spojovacic¢lanek mezi nadgrnou akumulaci tuku a pozmenou inzulinovou senzitivitou

(Dyck et al. 2006) Nekteré adipocytokiny se podileji na zhorSovani imaué senzitivity
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(rezistin, TNF), jiné naopak inzulinovou senzitivitu zvysuji (pdnektin, leptin)Dyck et al.
2006)

Rezistin — rezistin je nedavno objeveny proteiekretovany tukovou tkani mysi a potkan
(Steppan et al. 2001 Rezistin je povazovan za vyznamny faktdispivajici k IR, nap
zvysSené sérové koncentrace rezistinu byly pozompwambéznich potkan(Steppan et al.
2001). Infuze rekombinantniho rezistinu neobéznim konfrolreviratim indukovala IR,
zatimco jeho imunoneutralizace zlepSila inzulinoveenzitivitu u inzulinorezistentnich
obéznich zvat (Bastard et al. 2006)Bylo prokazano, Ze rezistin snizuje inzulinem
stimulovany transport glukoan vitro a zvysuje glykémii na tao a jaterni produkci glukézy
in vivo (Rajala et al. 2003; Moon et al. 2003; Praveneat.€1003) Rezistin pispiva k IR také
tim, Ze indukuje expresi SOCSS3, negativniho reguiagrenosu signalu inzulintEmanuelli
et al. 2001) Ukazalo se, Ze hladinu rezistinu snizuji thiadialiliony, 1éky pouzivané k ¢éé
DM2 (Steppan et al. 2001J mySi bylo pozorovano, Ze exprese mRNA pro tezig

v adipocytech vyrazh potlaéena agonisty PPAR (jaderny receptor PPAR z angl.
peroxisome proliferator-activated receptor gamiivepy et al. 2001)Zatimco mysi rezistin
je vyhrad@ exprimovany v bilé tukové tkani, lidsky rezistie jpevazr exprimovan
v cirkulujicich monocytech a makrofazi¢hatel et al. 2003)Na zéklad vysledki studii na
potkanech a mysich je rezistin povazovan za mobjiékp mezi tukovou tkani, obezitou a
IR, ale vysledky u lidi jsou kontroverzni.éina studii nenasla Zadnou korelaci mezi
plazmatickymi hladinami rezistinu, IR a obezit@astard et al. 20Q6atel et al. 2003}akze
tloha rezistinu u lidi zatim neni znarialinar at al. 2007)

TNFa - TNFa byl prvni protein sekretovany tukovou tkani, orkta bylo prokazano, ze
ovliviiuje gluk6zovou homeostazu a je zahrnut v patogestezzity a IR(Hotamisligil 1999)
Podle sotasnych poznatkjsou hlavnim zdrojem TN¥ makrofagy tukové tkan(\Weisberg
et al. 2003) ale je exprimovan i v samotnych adipocytech. kigdrNFa jsou zvySené u
obezity a dalSich inzulinorezistentnich stas pozitivie¢ koreluji s mirou obezity a IR
(Hotamisligil et al. 1993) Chronicka expozice TNF indukovala IR, a naopak blokada
pusobeni TN obnovila inzulinovou senzitivitin vitro ain vivo (Rosen and Spiegelman
2006) TNFa je vyznamnym negativnim regulatorem inzulinovénalgani kaskady,
indukuje tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS),tak vyznamg prispiva k rozvoji IR
(Houstis et al. 2006 Déle ovliviiuje funkci adipocyd, inhibuje lipogenezi a zvysuje lipolyzu,
coz vede ke zvySenym hladinam NEMKahn and Flier 2000)
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Adiponektin — adiponektin je adipocytokin sekretovany wig adipocyty. Ma vyrazné
antidiabetické vlastnosti tim, Ze owulivje metabolismus gluk6zy a MK ve svalech a jatrech
(Dyck et al. 2006)kronme toho ma také antiaterogenni a protithwve vliastnosti(\Van Gaal et
al. 2006) Na rozdil od ¥tSiny dalSich adipocytokin jsou jeho plazmatické hladiny snizené u
obezity, diabetu a dalSich inzulinorezistentniewsjak u lidi, tak i potkad (Van Gaal et al.
2006) Adiponektin zlepSuje inzulinovou senzitivitdiznymi mechanismy podle tkdma
kterou pisobi. V jatrech indukuje oxidaci MK, snizuje syniélpidi, sniZzuje vychytavani
NEMK a potla&uje glukoneogenezi. V kosternim svalu podporujalaci glukdozy a NEMK.
Tyto inzulin senzitizujici efekty jsou zprostikované fes aktivaci AMP kindzy (AMPK,
5"adenosinmonofosfat-aktivovana proteinkinaza), ré&tereguluje bu&né koncentrace
malonyl-CoA tim, Ze inhibuje acetyl-CoA karboxyldZznhibice enzymu vede ke snizenym
hladinam malony-CoA a néasletlike sniZzené lipogenezi spojené se zvysehonidaci MK

v mitochondriich(Chandran et al. 2003Adiponektin sniZzuje plazmatické hladiny NEMK a
glukézy, katabolismus NEMK je stimulovarrgs aktivaci nukleéarnich recepioPPARy
(Stefan et al. 2002Bylo prokazano, Ze tba adiponektinem zlepSuje inzulinovou senzitivitu
u zvirecich moddi IR (Matsuzawa 2005)HIadiny adiponektinu stoupajtipredukci glesné
hmotnosti a terapii thiazolididiony, agonisty nukieich receptdr PPARy (Mlinar et al.
2007)

Leptin — leptin je multifunkni protein sekretovany adipocyty bilé tukové tkamento
adipocytokin ma usgedni roli v regulaci energetické homeostazy, kdajeoprijem potravy a
energeticky vyde{Van Gaal et al. 2006ZvySené hladiny leptinu byly zaznamenankady
piipadi lidské obezity, fedpoklada se, Ze leptin by mohl mit vyznamnou uGlphlR a MS
(Van Gaal et al. 2006)Vyznamnym zpsobem ovliviuje gluk6zovou homeostazu, ma
antihyperglykemické &inky. Leptin snizil hyperglykémii u obéznich mysb(ob mysi) jest
pied tim, nez doslo k upravjejich €lesné hmotnosti(Pelleymounter et al. 1995)
Antihyperglykemické psobeni leptinu je zprastdkovanaradou tiznych organ. Ve svalech
leptin zlepSuje inzulinou senzitivitu a zatwuge ektopickému ukladani lipid prostednictvim
aktivace AMPK (Minokoshi et al. 2002) V jatrech leptin také zlepSuje inzulinovou
senzitivitu a redukuje intracelularni hladinu tyigéridi. Leptin ale funguje f@devsSim na
arovni centralni nervové soustavy a mozku (hypetimal), prostednictvim kterého redukuje
piijem potravy a zvySuje energeticky vydBjosen and Spiegelman 2006)

Mezi dalSi intenziva studované adipocytokiny gatnterleukin 6 (IL6), RBP4 ( angl. retinol-

binding protein 4), visfatin, omentin a cékda dalSich. IL6 je cytokin Uzce spjaty s IR, jeho
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plazmatické hladiny jsou dobrym prediktorem rozvbj§l2 (Vozarova et al. 2001)Podéani
IL6 potkarmim i lidem indukovalo hyperlipidémii, hyperglykéndi IR (Stith and Luo 1994)
RBP4 je jeden z nejnejsich adipocytokin, o kterém se figdpoklada, ze by mohkigpivat
k IR indukované obezitou. ZvySené sérové konceatRBP4 mohou ispivat k IR tim, ze
zhor8uji inzulinem stimulované vychytavani glukowg svalech a zvySuji jeji jaterni
produkci, ale mechanismus jehaspbeni neni zndmiirang et al. 2005)Visfatin je protein
produkovany visceralni tukovou tkani a pr&vddobre nepispivd kIR, ale naopak
podporuje vychytavani glukdzy tim, Zze sénp vaze na inzulinovy receptor a aktivuje jej
(Rosen and Spiegelman 200&mentin je dalSi peptid sekretovanyeyazié visceralni
tukovou tkani. Podolinjako visfatin pozitive ovliviiuje vychytavani glukézy adgobi jako
latka zvySujici inzulinovou senzitivit(ivang et al. 2006)Mechanismus a cilové tk&feho
pusobeni Astavaji nejasné.

V sodasné dob probihda intenzivni vyzkum adipocytokina jejich moznych udloh
v patogenezi IR. Vzhledem k tomu, #zda &chto pisobki byla objevena teprve nedavno
(vétSina z nich ne vice neziqd 10 lety), mechanismus jejichigmbeni, cilové tkana
signaliz&ni drahy, prosednictvim kterych realizuji své ¢imky, nejsou dostateé

vyswtleny.

2. 2. 3. L&ba inzulinové rezistence

Vzhledem ke sZejni roli IR v patogenezi DM2 a jeho kardiovaskniéh komplikaci, je
lécba IR zandiena @edevSim na zlepSeni citlivosti tkani (svalové, w&kgaterni) k dinku
inzulinu. Terapie zahrnuje jednak &ny Zivotniho stylu spolu s pravidelnou fyzickou
aktivitou a redukci desné hmotnosti, které snizuji riziko rozvoje zleord glukézove
tolerance a nasledného DM2, jednakiblé farmakologickou(Stumvoll et al. 2005)
V sowasnosti se pouzivaji kdeeé IR a DM2 zejména thiazolidindiony, metformin a igéty

sufonylurey.

Thiazolidindiony (TZD) - thiazolidindiony, jako ndjklad rosiglitazon nebo pioglitazon,
jsou léky pouzivané k &¢ DM2, nebd zvySuji inzulinovou senzitivitu. iiznivé ovliviuji
poruchy doprovazejici DM2 tim, Ze snizuji glykénziepSuji dyslipidémii, cévni funkce a
zaretlivy stav. TZD jsou agonisté nuklearnich recept®PARy, které reguluji transkripci
geni citlivych k inzulinu a zapojenych v kontrole metdismu glukézy a lipid v tukové a

svalové tkani. V tukové tkani ¢ni distribuci a metabolismus tlika podrcuji diferenciaci
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preadipocyi ve zralé adipocyty, které maji dostateu kapacitu ke skladovani triglyceiid
TZD redistribuji triglyceridy z visceralni tukovéare do podkoZzni tukove tké&n ktera
vykazuje mensi lipolytickou aktivitu, coz ma za ledélek snizeni hladin NEMK v cirkulaci
(Ye et al. 2004)Mezi dalSi piznivé &inky TZD pati snizeni hladin prozétlivych cytokini
(nag. TNFa, IL6), které pispivaji k IR a zarouvezvysuji koncentraci adiponektinu, ktery ma
protizarétlivé vlastnosti a rov¥ zvySuje inzulinovou senzitivit(Stumvoll et al. 2005)Na
rozdil od metforminu, TZD mohou byt pouZity i p&lbu pacieni se snizenou funkci ledvin
a jsou léepe tolerovany bez rgemnych vedlejSich vl v gastrointestinalnim traktu.
Hlavnim nezadoucim vedlejSim vlivem TZD jéirpstek hmotnosti, ktery souvisi s vlivem
leka na remodelaci tukové tk&ra skladovani triglycerid Dale byla u skterych pacienit
pozorovana retence tekutin, ktera vedla k perifetniotoku (Stumvoll et al. 2005)
Mechanismus jejichisobeni neni dosud zcela obj&sn

Metformin — metformin je vysocedinny Iék proti hyperglykémii. SniZuje jaterni prdahi
glukézy a ma Hznivé inky na kardiovaskularni onemasri (Bailey and Turner 1996
Mamputu et al. 2003Metformin nema tak velky vliv na IR, z&tfivé markery a cévni funkci

v porovnani s TZD, ale jeho vyhoda gp@ v tom, Ze nevede k hmotnostnirfirfistkim,

které jsou pozorované wig zvysSujicich sekreci inzulin(Stumvoll et al. 2005)

Derivaty sulfonylurey — derivaty sulfonylurey (glibenclamid, glipizid, idlazide,
tolbutamid) zvySuji sekreci inzulingimzZ zlepSuji regulaci glykémie.tiBobi ve slinivce
biiSni, kde uzaviraji kanaly pro draselné ionty, we#le ke zvySené sekreci inzulinu. Dale
bylo prokazano, Ze derivaty sulfonylurey snizujzikdo makro- a mikrovaskularnich
komplikaci u pacierits DM2 (studie UKPDS 1998)

2. 3. Proteinkindza C

Proteinkinaza C (PKC) byla poprvé popsana v rocé719laboraté Nishizuky a spol.
(Takai et al. 1977)a jeji vyzkum se poté stalistem zajmu mnoha labor&toPKC se
vyskytuje v fiznych tk&nich savg je zde zapojena v cetad signalnich drah a podili se tak
na regulaci buknych d&ja, jako je diferenciace bwk, kontrola fistu, kancerogeneze,
apoptoza, transport iaintmetabolismus lipiel a glukdzy, procesy spojené s paima wenim,
zaretlivé procesy a imunitni odpeédi a celarada dalSich. Glezitou Ulohu ma v patogenezi
fady chorob, nap hypertenze, aterosklerézy, diabetu a jeho makranikrovaskularnich
komplikaci(Nishizuka 1989Idris at al. 2001Battainy and Mochly-Rosen 2007)
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2. 3. 1. Klasifikace a struktura PKC

PKC je kinaza fosforylujici proteiny na hydroxylaly zbytcich serinu a threoninu
(Ser/Thr kindza). Je znamo celkem 12 izoenzBKC, které sedi na zaklad strukturalnich
a funi¢nich rysi do i podskupin (obrazek 2Newton 1997) Prvni podskupinu tub tzv.
klasické PKC (cPKC). Jejimi zastupci jsou izoformyl, BIl a y. Jsou aktivovany ionty
Cd&*, DAG a fosfatidylserinem (PS). Dal$i podskupir@ujszv. nové izoformy PKC (nPKC),
kam pati izoformy 9, €, 6, an. Jsou aktivovany DAG a PS. Posledni podskupina {ze.
atypické PKC (aPKC), kam sadi izoformy{, 1 a A. Jejich regulace zatim nebyla zcela
objasrgna, je znamo, Ze jsou aktivovany PS. Do zcela #avld8dy pati izoformay, jejiz
kinhzové jadro se nejvice podoba kalmodulin depeimilem kindzam a postrada

pseudosubstratovy mot{ilewton 1997)

Obrazek 2— Schéma struktury izoenzynPKC

Regulacéni oblast Katalyticka oblast
Ps —__ ct <1 Cc2 Hin C3 C4
Klasické (o, BL, BIL, 7) N —Ill [ H HEHE - C
V1 V2 V3 V4 V5
Nové (3, ¢, 6, 1) N — HE [ - C
Atypicke (C, 1, 1) N —Ill - — C
m N : | : | EHE — C

C1 az C4 - konzervativni domény, V1 az V5 — vdriabomény

Ps — pseudosubstratova doména, C1 — doména bohatystein vazajici diacylglycerol, C2 — doména jiéza
kyselé fosfolipidy a u cPKC &2 Hin — variabilni doména odtlijici regulani a kindzovou oblast, C3 —
doména vazajici ATP, C4 — doména vazajici substrat

Upraveno a pevzato odNewton 1997).

Molekuly jednotlivych PKC tvid jediny polypeptidovytettzec o molekulové hmotnosti
80-90 kDa s N-koncovou regula oblasti a C-koncovou kinazovou oblasti, kteryoeclen
az doctyrech C domén (C1 — C4) odldnych az pti variabilnimi doménami (V1 — V5).
Kazda z izoforem PKC je kédovana odliSnymi strukiomi geny, krond izoforemfl a BlI,
které jsou exprimovany alternativnhim gdéstm jednoho genu.

Regulani oblast enzymu je tw¥ena pseudosubstratovou (autoinéi)) doménou, jednou
nebo d¢ma C1l doménami, které jsouitomné ve vSech izoenzymech a C2 doménou
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piitomnou v klasickych a novych izoformach PKC. Pssutbstratovd doménaipbsenci
aktivatofi interaguje s katalytickym mistem, cozigpbi inaktivaci enzymu. C1 doména je
tvorena sekvenci bohatou na cystein, jeZ koordinuje Zivd ionty a vytvdi globularni
strukturu dvoup-listi, které spolu dohromady téiodutinu véazajici ligand. C2 doména se
sklada pevazré ze strukturB-listu a vytvdi kapsu lemovanou kyselymi zbytky aspartatu,
které koordinuji dva atomy €a Fi jejich vazli dochazi ke konformimi zmsng domény a na
jeji projsi strar se vysunujiii lysinové zbytky, které mohou vazat kyselé fogimly. C2
doména novych izoenzyimPKC neobsahuje zbytky kyseliny asparagové a ne@eé
Katalyticka oblast PKC je tvena C3 doménou, ktera obsahuje vazebné misto proaAT4

domeénou s kindzovou aktivitgilewton 1997)

2. 3. 2. Tkéiova lokalizace izoenzym PKC

Jednotlivé izoformy PKC se liSi nejenom svsjfukturou, ale i specifickou funkci,
pozadavky na aktivatory, substraty, interakciizaymi vazebnymi proteiny atznou
nitroburéénou a tk&ovou lokalizaci. 1zoformy PKC byly detekovany v nmao tkanich
riznych ZivaiSnych druli (nag. mys, potkan, kralik, praseélovek). Tk&ovou distribuci
jednotlivych izoforem PKC a jejich poZzadavky naaktbry striéné uvadi tabulka 5.

Tabulka 5 — Vyskyt izoforem PKC ve tkanich a jejich poZzadawia zakladni aktivani

kofaktory
Izoforma tkiiova distribuce kofaktory p@#ebné pro aktivaci
ca® DAG PS

Klasické PKC « Siroky vyskyt + + +

Bl, Bl Siroky vyskyt + + +

% mozek + + +
Nové PKC o Siroky vyskyt - + +

€ mozek, srdce, sval - + +

n srdce,e, plice - + +

0 hlavas sval, mozek, trombo, T lymfo - + +
Atypické PKC ¢ Siroky vyskyt - - +

l ledviny, mozek, varlata, vapéky - - +

A ledviny, mozek, pankreas - - +

M plice, epitelialni kilty - + +

DAG - diacylglycerol, PS — fosfatidylserin, Sirokyskyt - tyto izoformy jsou zastoupeny &me vSech
studovanych organech (mozek, srdce, plice, jakeajrs, ledviny, sval, atd.)
Upraveno a pevzato odldris at al. 2001)
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2. 3. 3. Regulace PKC

| kdyZ jsou mechanismy regulace jednotlivych izefar PKC podobné, existuji drobné
rozdily ve zfisobech aktivace jednotlivych izoenz§®KC, coz souvisi s jejich rozdily ve
strukture. Aktivace PKC je spojovana s jeji translokaciytosolu na membrany a dalSi
struktury jako je nap cytoskelet, perinuklearni oblast nebo kontraktiroteiny (Nishizuka
1995)

Regulace fosforylaci/defosforylact vétSina molekul PKC se v nestimulovanychikéch
nachazi trojnasolénfosforylovana. V katalytické doménPKC (C4) se nachazefi tklicove
pozice, na kterych dochdzfosforylaci. Jedna se o Thr 500 v oblasti akthissmyky, Thr
641 a Ser 660 v blizkosti C-konce, které jsou éskonzervovany v ramci rodiny PKC
(Newton 1997) V procesu maturace je PKC nejprve fosforylovamaTinr 500 v oblasti
aktivatni smyky pravdEpodobré kinazou PKC. Fosforylace na Thr 500 vyZzaduje, bigly
pseudosubstrat mimo aktivni mis{eeranen et al. 1995)Tato fosforylace spousti &v
nasledné fosforylace - autofosforylaci na Thr 8d&ra zfisobi uzaiveni molekuly PKC do
konformace umatujici katalyzu a autofosforylaci na Ser 660, por&ktge molekula PKC
uvolnéna do cytosoliKeranen et al. 1995)

Subcelularni lokalizace a funkce jednotlivycdoforem PKC niZe byt regulovana
defosforylaci nagchto tech kltovych pozicichLee et al. 1996)Jednotlivé PKC mohou byt
navic také fosforylovany na dalSich hydroxylovychytzich ve své molekule dalSimi
kindzami, a tak rize byt regulovana jejich aktivif@&ewton 1997)

Regulace pomoci kofaktoéi - aktivace PKC vyZaduje odst@an autoinhibéni
pseudosubstratové domény z aktivniho mista. Tétdokmani zmeny je dosazeno vysoce
specifickou vazbou 1,2-sn-diacylglycerolu a fosfgtL-serinu na d¢ domény sriujici

k membrag buiky, na C1 a C2ZNewton 1997) V negitomnosti DAG se PKC véaze bez
zvlastni specifity na membrany se zagomabitymi skupinami. Aktivace PKC DAG je
stereospecificka, a proto vyZzaduje 1,2-sn-diacglgtgl, zatimco 1,3-sn-diacylglycerol a 2,3-
sn-diacylglycerol PKC neaktivujRando and Young 1984)

C2 doména klasickych izoforem PKC obsahujekag misto pro Ga Vazba C& na C2
doménu zvySuje afinitu PKC ke kyselym fosfolijpm, které posléze mohou igobit
aktivaci enzymu. C& mohou fungovat jako fistek mezi PKC a fosfolipidy v bémné
membrag. Predpoklada se, e mezi PKC, “Caonty a fosfolipidy dochazi k allosterické
interakci(Bazzi and Nelsestueir990)

PKC je aktivovana také celdadou dalSich fosfolipiti nag. kyselina lysofosfatidova,

lysofosfatidylcholin (Sando and Chertihin 1996polyfosfoinositidy (fosfatidylinositol-3,4-
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bisfosfat, fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat)Newton 1997) Déle PKC aktivuji cis-
nenasycené mastné kyseliny, jako jein&yselina arachidonovéKhan et al. 1995)které
vyznamm zvysuji jeji aktivaci v itomnosti DAG nebo estérforbolu a které mohou PKC
casté&ng¢ aktivovat i v jeho nefitomnosti(Shinomura et al. 1991)

Vyznamnymi aktivdtory PKC jsou estery forboBylo prokédzano, Ze estery forbolu
aktivuji PKC stejnym mechanismem jako DAG, zvysjgji afinitu k membraé buiky
(Mosior and Newton 1996)

Regulace prostednictvim lokalizace v buice - jednotlivé izoformy PKC jsou lokalizovany
v riznych bugénych kompartmentech. PKC se védZe nejen na lipidly,iana proteiny.
Subcelularni lokalizace jednotlivych izoforem PK@npoci interakce se specifickymi
proteiny gredstavuje vyznamny regdla mechanismugJaken 1996)Byla identifikovana
fada protein, které vazi PKC, n&apRACK (receptory pro aktivované C kinaz{ochly-
Rosen 1995nebo protein vytvdjici kotevni strukturu pro aktivované kinazy (AKAR)
(Klauck et al. 1996)Nekteré izoformy PKC se specificky vazi n&itg proteiny. PKCe se
selektivré vaZze na komponenty cytoskeletu a na aktassekvenci mezi prvni a druhou C1
doménouPrekeris et al. 1996)

Lokalizace PKC v ditych mistech biky je prav@podobré stzejni pro jeji schopnost
efektivné odpowdét na stimulaci druhymi posly a také pro snadiigtpp k substrém.

2. 3. 4. Substraty PKC

Substratove specifity jednotlivych podskupik@se liSi. Napiklad histon 1lIS, protamin
a protamin sulfat jsou vybornymi substraty pro cRK nPKC maji kédmto substraim
podstatg niZsi afinitu(Kitano et al. 1986)

PKC fosforyluje proteiny obsahujici konsensekvenci X-Arg-X-X-Ser/Thr-X-Arg-X,
kde X pedstavuje téwri libovolné aminokyseliny (Newton 1997) Postupa bylo
identifikovano mnoho protein které jsou povazovany za fyziologické substrédfCPTyto
proteiny Ize rozdit do tfi skupin:

a) proteiny podilejici se na btimé signalizaci (inzulinové a EGF receptorgkteré dalSi
proteinkinazy, nap Raf kinaza)
b) proteiny zapojené do metabolickych drah (iontkaéaly)

c) proteiny zapojené do regulace genové expregasitrigni a translani faktory)
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2. 3. 5. Zapojeni PKC do bui¢né signalizace
2. 3. 5. 1. PKC a fosfoinositidova signalni kaskada

PKC je sotésti fosfoinositidové signalni kaskady, ktera zffemkovava signalizaci
prostednictvim hydrolyzy fosfatidylinositol-4,5-bisfosta (PIR). PKC se podili na
buréénych odpoxdich vyvolanych stimulaci receptoagonisty jako jsou hormonyistové
faktory a neurotransmitery. PKC je tedy zapojena dignalizace vychazejici od;-
adrenergnich, muskarinovych, angiotensinovych aotetidovych receptdr (Puceat and
Vassort 1996) PKC fosforyluje proteiny siznymi fyziologickymi funkcemi (naip aktin,
proteiny iontovych kand), ale i proteiny dalSich signaliggich kaskad (naplRS1, kaskada
proteinkinaz aktivovanych mitogeny (MAPK)). Zjedn@gkné schéma fosfoinositidove
signalni kaskady je uvedeno na obrazku 3.

Po vazb ligandu na receptor se sedmi transmembranovymnojidmi dochazi
v membranach cilovych bgk k disociaci utitého G-proteinu na podjednotky a By a
sowasré dojde kvymEné GDP (guanosindifosfat) vazaného napodjednotku za GTP
(guanosintrifosfat). Dojde k aktivaci na membranazané fosfolipdzy C (PLC), které
katalyzuje hydrolyzu PIiPna lipofilni DAG a hydrofilni inositol-1,4,5-trifefat (IR). IP; se
vaze na receptor na sarkoplazmatickém retikulmudtije oteveni vapnikoveho kanalu, coz
vede k uvolini C&* iontii do cytosolu. C& ionty stimuluji prostednictvim kalmodulinu a
jemu podobnych proteinfadu buiénych dji. DAG, PS a Cd aktivuji piislusné izoformy
PKC. K aktivaci PKC dochazi po jeji translokacimatcné membrany. PKC pak fosforyluje
razné proteiny a mezi nimi i dalSi proteinking8ugden and Bogoyevitch 1995)

DAG produkovany z PIP po hydrolyze PLC velmi rychle klesaugobenim
diacylglycerolkinazy. Pro dlouhod®jsi odpoedi na signaly vedouci n&p k buré¢né
proliferaci a fistu, je nutny dalSi vzestup koncentrace DAG v mamb(Nishizuka 1995)
Tento sekundarni na@st koncentrace DAG je zprastlkovan fosfolipazou D (PLD), ktera
hydrolyzuje fosfatidylcholin (PC) fitomny v bugéné membra za vzniku kyseliny
fosfatidové (PA) a cholinu. PA je nasledmydrolyzovana fosfatidatfosfohydrolazou na DAG
(Sugden and Bogoyevitch 1999ekundarni nést hladiny DAG petrvava minuty az hodiny
(obrazek 3)Nishizuka 1995)PLD vyZaduje ke své aktivaci fosforylaci tyrosmkzou a je
stimulovana DAG a PKC.

PC niize byt také hydrolyzovan fosfolipazow, APLA,) na lysofosfatidylcholin a cis-
nenasycené mastné kyseliny, které se také podidejinodulaci aktivity PKCQNishizuka
1995)
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Obrazek 3— ZjednoduSené schéma fosfoinositidové signalsk&dy acasovy ptibéh tvorby

druhych pdsl
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kontraktilita exprese MARCKS
genl Signal Cas

DAG - diacylglycerol, NEMK — neesterifikované maskyseliny, IR — inositol-1,4,5-trifosfat, LysoPC —
lysofosfatidylcholin, MAPK — mitogeny aktivovandotginkinaza, MARCKS — myristoylovany substrat
proteinkinazy C bohaty na alanin, PA — kyselinddtidova, PC — fosfatidylcholin, PyR- fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat, PLA— fosfolipaza A PLC -fosfolipaza C, PLD — fosfolipaza D, PMAofbbl-12-myristat-13-acetat,
TPA — 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat

Upraveno a pevzato odNishizuka 1995)

2.3.5. 2. PKC v signélni draze inzulinu

PKC je také satasti signalizéni kaskady inzulinu, kde mé& dvoji roliagbbi jednak jako
mediator, jednak jako inhibitorifpnosu inzulinoveého signalu, a takigpiva k IR. Existuji
nejmeérk dva obecné mechanismy, které Wthyji aktivaci PKC inzulinem (obrazek 4). Prvni
mechanismus zahrnuje aktivaci enzyffiosfolipdzy, PI3 kinaza). Produktyagobeni &chto
enzymi prispivaji k aktivaci PKC. Druhy mechanismus zahrnypmou interakci
inzulinového receptoru s PKEormisano and Beguinot 2001)

Inzulinem aktivovany inzulinovy receptorie Fimo interagovat s PL@ a aktivovat ji,
nasledkem aktivace dochazi k produkci DAG, kteryvalke PKC. Molekularni mechanismus
této reakce neni dosud zcela obfgsnExperimenty se specifickym inhibitorem PLC
(U73122) ukazaly sniZzenou inzulinem vyvolanou ativMAPK v A-293 fibroblastech
(Seedorf et al. 1995a L6 bwkach kosterniho svalgFormisano et al. 2000 inhibici
transportu glukézy ve 3T3-L1 adipocytegfayali et al. 1998)
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Obrazek 4— Mozné mechanismy inzulinem stimulované aktivake€

piima interakce IREC s PLC PI3K dependentni céa pTyr dependentni cesta
IREC IREC/IRS proteiny IREC
/ PLC PI3K pTyr-PKC
DAG Asfatidylinostol-3-fosfz>4
\A
PKC PDK1 Rho
PLD
DAG
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DAG - diacylglycerol, IREC — inzulinovy receptdRS — substratové proteiny inzulinového receptoRKP —
na fosfoinositidech zavisla kindza 1, PI3K — fadfdinositol-3-kindza, PLC — fosfolipdza C, PLCfesfolipaza
D, PKC — proteinkinaza C, pTyr — fosforylovanéoiny, Rho — mala guanosinova trifosfataza

Upraveno a pevzato odFormisano and Beguinot 20Q1)

DalSi mechanismus aktivace PKGedqpoklada dlezitou roli PI3K. PI3K pevadi
inzulinovy signal nafradu dalSich molekul, jako je Rho (mald guanosintrifésfataza) a
PDK1. Rho aktivuje PLD, coz vede ke zvySené prodik&G, ktery gispiva k aktivaci
klasickych a novych izoforem PKGCS{andaert et al. 1996PDK1 miZe fosforylovat izné
izoformy PKC, a tak regulovat jejich katalytickouwktiaitu. Aktivita PI3K a produkce
fosfatidylinositol-3-fosfai je nezbytna pro inzulinem indukovanou aktivaci PKCa A
(Standaert et al. 1997)

DalSi mozny mechanismus aktivace PKC zahrfejjepitimou interakci s inzulinovym
receptorem a fosforylaci PKC na tyrosinovych zlphciRedpoklada se, Ze timto igmbem
jsou aktivovany PK@, PKC[, PKCd a PKC( (Formisano and Beguinot 2001)

Inzulin tedy aktivuje progdnictvim PI3K pedevsim atypické izoformy PKC. Klasické a
nové PKC také mohou byt aktivovany PI3K, zde alevgipodobré zalezi na typu hiky.
Jiné mozné cesty vedouci k aktivaci PKC zahrnujivaki fosfolipaz a protein-proteinové
interakce(Formisano and Beguinot 2001)

Je por&rné obtizné wkit tlohu konkrétnich izoforem PKC v signaléra kaskad inzulinu
a vysledky #@znych studii jsoucasto kontroverzni. Je to dano jednak coyani rozdily
v studovanych buftnych modelech, alefadou dalSich faktér Individualni izoformy PKC

mohou pisobit jako zprosedkovatelé a zarovieinhibitory inzulinového signalu a také
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mohou mit op&é role vregulaci jednotlivych b&nych dji, i pies vysoky stupe
strukturni homologie. ¥Sina aktivatoll a inhibitofi PKC pouzivanych ke studiu nerozliSuje
jednotlivé izoformy PKC, nap estery forbolu jsoudinnymi aktivatory klasickych a novych
PKC, proto je obtizné zjistit, ktera konkrétni iawha PKC je zodpasdna za zprogedkovani
studovaného efekt{Newton 1997)

2. 3. 5. 3. PKC jako mediator a inhibitdieposu inzulinového signalu

s

Kosterni sval, jatra a tukova tk@sou nejdilezitéjSi tkare z hlediska citlivosti k &éinku
inzulinu. Tyto tk&r exprimuji izoformy PKC vSechitpodskupin a odhaduje se, Ze v kazdé
Z &chto tkani se vyskytuje 6 — 8 jednotlivych izofor&KC. Ve tkanich citlivych na inzulin
jsou exprimovany cPK@, Bl a Bll, nPKC 9, € a0 a aPKC{ a A (Sampson and Cooper
2006)

Mezi nejdlezit¢jSi zprostedkovatele fenosu signalu inzulinu patatypické izoformy
PKC, tj. PKCC{ a PKCA. Tyto dw izoformy jsou nezbytné pro zpréstikovani dinku
inzulinu na translokaci transportéGLUT4. Po aktivaci translokuji PKG a A k v&kam
obsahujicim GLUT4 a napomahajitemistni glukdézovych transportér z cytoplazmy
k plazmatické membr&n Mechanismus, jakym tyto PKC vyvolavaji translak&l UT4
k membras, je nejasny. Bylo prokdzano, Ze s&astni gestavby cytoskeletu, je tedy mozné,
Ze tato jejich schopnost se upilae i v indukci translokace GLUT4 k memb#istandaert et
al. 1999)

PKCZ piisobi také jako mediatogink? inzulinu na proteosyntézu, Nai* vyménu ionf,
vychytavani iont K* a pispiva k aktivaci MAPK, ale mechanismy zodpdué za
zprostedkovani &chto efekti nejsou dosud objasny (Formisano and Beguinot 2001)

Klasické PKC zprogtdkovavaji dinky inzulinu ve svalovych hikach (Braiman et al.
1999). Zarover bylo ale prokazéano, Zze PK& a [ inhibuji inzulinovou signalizaci, nap
nadnérna exprese PK@ ve fibroblastech zvySuje degradaci inzulinovéhmeptoru(Seedorf
et al. 1995) Nadn&rné aktivace cPKC (nasledkem hyperglykémie a pajesym naiistem
koncentrace DAGde novosyntézou zifuhlikatych meziprodukit glykolyzy) mize mit
duleZitou ulohu v patogenezi diabetickych komplikedgjména PK@ je zahrnuta v rozvoiji
mikrovaskularnich komplikaci diabetu v retifidris et al. 2001)Na druhou stranu, PK@
zprostedkovava tinek inzulinu v kosternim svalu na transport gluké syntézu DNA
(Braiman et al. 1999Fredpoklada se, ze épob aktivace cPKC jeutkzity pro to, zda cPKC

budou misobit jako zprosedkovatelé nebo inhibitbinzulinového signalu. i dlouhodobé
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aktivaci cPKC (nap pii hyperglykémii) nebo $ vysoké expresi izoforem PKC, dochazi
k inhibicnimu efektu cPKC na inzulinovou signalizaci. Kdehtaulinem vyvolana akutni
nebo pechodna aktivace cPKC vede, alasponekterych typech buik, k prenosu signal
inzulinu (Formisano and Beguinot 2001)

PKC 9, patici do skupiny nPKC, je jednou z nejvice studovanizoforem. Také tato
izoforma ma dvaoiji roli v fenosu inzulinového signalu. Inzulinem aktivovanaPXpusobi
jako negativni regulator inzulinové signalizacenddorovych jaternich lilach vystavenych
hyperglykémii zeslabuje inzulinovou signalizdbiakajima et al. 2000)Naopak,fada studii
prokazala, Ze PK® pisobi jako pozitivni regulatoripnosu signélu inzulinu. Experimenty
provadgné na NIH-3T3 fibroblastech prokazalykast PKC & v inzulinem indukované
internalizaci a transportu inzulinového recept@farmisano et al. 1998y dalSi studii bylo
prokadzano, Ze inzulin vyvolavatimou asociaci PK@ s inzulinovym receptorem a tato
izoforma ma nepostradatelnou Ulohu ve zgemtovani inzulinem stimulované fosforylaci
tyrosini a internalizaci inzulinovych receptofBraiman et al. 2001)PKC & také niize mit
zasadni ulohu v inzulinem indukované glukogenehepatocytech Sampson and Cooper
2006)

PKC ¢, podobr jako PKC a, B a &, pasobi jako negativni i pozitivni modulator
inzulinového fsobeni. Pozitivni tlohu vipnosu signalu inzulinu potvrdila studie na NIH-
3T3 fibroblastech, kde nadmma exprese PKG byla doprovazena zvySenou translokaci
GLUT1 k plazmatické membrénv porovnani s hitkami bez zvySené exprese PKCkde
dokonce nebyla zaznamenana Zadné translgkameper et al. 1999PKCe¢ je také zahrnuta
v patogenezi IR a s ni spojenymi defekty v sigméhi kaskad inzulinu (Laybutt et al.
1999)

PKC 6 je negativnim regulatoremignosu signalu inzulinu v kosternim svalu a
adipocytech, coz doklada cetada experimeiit U potkani s IR, ktera byla indukovana
vysokofruktézovou dietou, bylo v bilém svalu dete&oo zvySené mnoZzstvi imunoreaktivni
PKC 0, coz naswdéuje tomu, Ze zvySena aktivace PKICvede k inhibici penosu signalu
inzulinu (Donnelly and Qu 1998)

2. 3. 6. PKC, inzulinova rezistence a s ni spojekémplikace
Patofyziologickych mechanismlR se w@astni celafada izoforem PKC. Negativnim
zpisobem ovliviuji inzulinovou signalizéni kask&du, inhibuji i@nos inzulinového signalu

na tiznych stupnich signalizai drahy, a tak ipspivaji k rozvoji IR v cilovych tkanich.
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Dulezitou Ulohu maji zejména izoformy PKC PKC[3 a PKCd a v kosternim svalu zejména
PKC ¢ a PKC 6 (Sampson and Cooper 2006ZjednoduSené schéma zapojeni PKC
v mechanismu IR je uvedeno na obrazku 5.

PKC a se podili na rozvoji IR. #obi jako inhibini regulator inzulinové signalizai
kaskady prosednictvim své asociace s IRS. Vyvolava downregulR81, kterou mohou
jese€ podpdit nebo zesilit dalSi faktory, napTNFa (Sampson and Cooper 200@meny
v mnoZstvi nebo aktivitPKC a byly nalezeny uitznych zvfecich modei IR a DM2, nap. u
potkanm ,sand rat* (Psammomys obesus) byla nalezena ekust svalu zvySena exprese
fady izoforem PKC, getne PKC a a PKCe (Ikeda et al. 2001)ZvySené mnoZstviéthto
izoforem bylo nalezeno v membranové frakci a koralo s obsahem DAG, auto
piedpokladaji, Ze PKQx a € jsou chronicky aktivované a tyto Zmy mohou pispivat
k diabetu u tohoto experimentéalniho modelu.

PKCPBI i BIl negativreé ovliviuji inzulinovou signalizaci igdevSim na Urovni receptoru
pro inzulin. Fosforyluji jej na serinovych zbytcjch tim inhibuji autofosforytmi aktivitu
tyrosinové kindzy beta podjednotky receptqiBossenmaier et al. 1997)J¢astni se i
patogeneze komplikaci hyperglykémie a DM2, jejicektivni aktivace byla prokazana
v fack tkani, nap. Bl je aktivovana pedevsim v ledvinach3ll v retiné, myokardu a aokt
(Idris et al. 2001)

PKC & je dalSi izoforma, ktera se podili na IR. Jejimokdzanymi substraty jsou
inzulinovy receptor, IRS1 a také PKEampson and Cooper 200Bodobg jako dalSi
izoformy ze skupiny nPKC (zejména PK@), interaguje s inzulinovym receptorem a
ovliviuje Urove jeho fosforylace. Fosforylace sekimisto tyrosifi inzulinového receptoru
je jednim z mechanisim ktery reguluje funkci receptr Fosforylace serin inzulinového
receptoru snizuje fosforylaci tyrosina tak negativé ovliviiuje dalSi &eni inzulinového
signalu(Bhattacharya et al. 20Q7Aktivace PKCd (spol&n¢ s PKCBO) byla pozorovana ve
svalovych biikach u IR indukované NEMKBoden and Schulman 2002Aktivace PKC),
spolu s PK@, a zhorSenym inzulinem stimulovanym vyuZitim glakdyla dokumentovana
v fack studii u potkafii lidi (Boden and Schulman 2002ani et al. 2002Yu et al. 2002)

Z hlediska IR je zvlastni pozornosinevana pedevsim kosternimu svalu, n€bse zde
po stimulaci inzulinem vychytava a zpracovavSina glukézy v organismu. V kosternim
zejména PKCe a PKCH, jejich selektivni aktivace byla prokazanarady modei dietns

indukované IR Schmitz-Peiffer et al. 199 Donnelly et al. 1994Donnelly et al. 1995)
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Inzulinova senzitivita kosterniho svalu je @zspjata s obsahem triglycaridZvySené
koncentrace DAG (meziproduktu syntézy triglycérid fosfolipidi) jsou povazovany za
spojovacic¢lanek mezi aktivaci PKC, poruchami lipidového metamu a zvySenou IR
kosternich sval Akumulace lipidi v kosternich svalech a jejich metabolitize ovliviovat
aktivitu PKC, a to zejména PKEa PKCH. Vysokotukova i vysokosacharozova dieta jsou
spojeny se zvySenym obsahem triglyceérice svalech i cirkulaci. Uéthto model dietrs
indukované IR byla nalezena selektivni aktivacéamm PKC ve svalech.

PKC ¢ je dalSi izoformou, ktera je Uzce spjata s IR. iIN&ta exprese PKG byla
nalezena v kosternim svalu diabetickychéai lidi. Tato nadrérna exprese a aktivace PKC
€ vede k redukci ptiu inzulinovych receptdr na povrchu butné membranyltani et al.
2002) Mechanismus, jakym PKE zprostedkovava IR je nejasny, uvazuje se, ze jejimi
potencialnimi substraty by mohly byt PKB a GSk&ampson and Cooper 200@ktivace
PKC ¢ spolu se zvySenym obsahem lijpibdyla pozorovana v kosternich svalech potkan
nichz byla IR vyvolana chronickou infuzi glukogyaybutt et al. 1999)I u dalSiho modelu
IR, obéznich Zucker potké&nbyla nalezena zvySena aktivita PKC, zvySené madPAG a
obsah PKCG a PKC6 v membranové frakci kosterniho svdiou et al. 1999)VSechny tyto
nalezy s¥d¢i pro moznou &ast PKCe v mechanismu IR.

PKC 6 ma unikatni tkdovou distribuci, je exprimovanairgdevsim v kosternim svalu,
v némzZ je nejhojiji zastoupenou izoformou ze vSech PKC. ZvySena/aktPKC miZze byt
jednou z picin IR v kosternim svaluRada studii prokazala zvysenou aktivitu nebo mnézstv
proteinu PKCH v kosternim svalu inzulinorezistentnich iati(Griffin et al. 1999 Bell et al.
200Q Osada et al. 1992)Potkani se zvySenymi plazmatickymi hladinami NEMK
(indukovanymi infuzi lipid a heparinu) vykazovali vyznararsniZzeny transport glukozy ve
svalu, ktery byl doprovazen redukci v inzulinovgnsilizaci actyinasobnym ndistem
membranow vazané PK® (Griffin et al. 1999) ZvySené hladiny proteinu a aktivace PRC
byly zaznamenany v kosternim svalu diabetickycheudic a podani &kterych neselektivnich
inhibitori témto pacienim zvysilo inzulinem stimulovany transport glukézy svalu(ltani et
al. 2001) ,PKC 6 knockout mysi* jsou chramy proti defekitm v inzulinové signalizaci a
porucham psobeni inzulinu. Zachovavaji si normalni fosforyl&grosini IRS1, aktivaci
PI3K a fyziologickou Urovi vychytavani glukdézy ve svalu, dokonce ifitpmnosti lipidi.

To vSe naznaije primé zapojeni PK® v rozvoji IR kosternich svalvyvolané nadrérnym
piisunem lipidi (Kim et al. 2004,)
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Obrazek 5— Schéma zapojeni PKC v mechanismu IR
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"

transport glukézy

DAG - diacylglycerol, IRS — substrat inzulinovélezeptoru, PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza, PKC —
proteinkinaza C

Mnoho studii potvrdilo spojitost mezi lipidpdukovanou IR a aktivaci nPKC, zejména
izoforeme ab6. Aktivace PKC byla zaznamenana i u madét, kde nebyla IR indukovana
vysokotukovou dietou. Hyperinzulinémie a hyperglylé jsou dalSi faktory, které sniZuji
inzulinovou senzitivitu ve svalech a mohou aktiviolP&C, pravdpodobré prostednictvim
zvySenych intracelularnich hladin DA&chmitz-Peiffer 2002)Je tedy prawipodobné, Ze
PKC je zahrnuta v IR indukované lipidy, ale i IRv@yané vysokymi hladinami glukézy nebo
inzulinu.

PKC6 pisobi jako zvlagt silny inhibitor inzulinového signalu a to zejmén&osternim
svalu, nebo fosforyluje hydroxylové skupiny sefininzulinového receptoru (Ser 994, Ser
1023/25), jejichz fosforylace pak brani autofosfacy inzulinového receptoru, ale i IRS (nha
Ser 307). Nasledkem toho dochazi ke snizené akti?é@K a snizenému inzulinem
stimulovanému transportu glukoz$track et al. 2000PKC 6 muze gispivat k IR také tim,
Ze fosforyluje i komponenty metabolismu glukézy oelejiho transportu, ndp GS
(Blackmore et al. 1986) Gvahu pichazi i jiné mechanismy, kterymi PKECmtZe indukovat
IR. Nap. v adipocytech NEMK aktivuji PKCO, ktera aktivuje IKK a JNK, které
zprostedkovavaji fosforylaci serinlRS1 a jejich degrada¢izao et al. 2004)
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Vyznamna redukce inzulinové senzitivitpigobend defekty v signaligai draze
inzulinu je jednou z hlavnichiigin IR a s ni spojenym DM2. Nové izoformy PKC, zejraé
PKC ¢ a PKC 8 jsou negativnimi regulatory signalizd kaskady inzulinu a néjnivé
ovliviuji jeji komponenty natznych stupnich ignosu signalu. nPKC jsou Uzce spjaty
s poruchami signalizace vyvolanymi lipidy, jeZz jspovazovany za hlavniiiginou IR a
DM2.

2. 4. Nefastji vyuzivané experimentalni modely inzulinoveé rezigence

Ke studiu patofyziologickych mechanignprevence a terapie IR jsou pouZivanyewi
modely, u kterych jsou jednotlivé symptomy MS vyamy nutréné nebo jsou geneticky
podmirgné.

2. 4. 1. Nutriéné indukovana inzulinova rezistence

U laboratornich zvat je mozné nut¢né vyvolat IR bul’ zvySenim energetickéhdijpnu
nebo zmdnou ve sloZeni zakladnich zivin v potéa¥rikladem niize byt vysokosachar6zova
resp. vysokofruktozova diet&hafrir 1998; Vrana et al. 1998gbo dieta s vysokym podilem
tuka (Storlien et al. 1991)

Vyhodou modal s nutréné indukovanou IR je snadna dostupnost. Nevyhodoige)
nich neni MS rozvinut v celéifiale vykazuji se jendgkteré z jeho slozek. DalSi komplikaci
je skute&nost, Ze projevy IR se @&dhto model méni v zavislosti na délce podavani diety
(Chicco et al. 1994a po vysazeni stimulu navic dochazi k navracedhbibdo fyziologické
normy(Chicco et al. 1999)

2. 4. 2. Geneticky podmitina inzulinova rezistence

Mezi modely s geneticky podn@imou IR lze z#adit napg. Zucker fa/fa potkany,
Wistar-Kyoto obézni (WKY/Ndrt-fafi diabetické (WDF-TA-fa) potkanyColeman 1982)
OLETF potkany (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (@hima 1999) Goto-Kakizaki
diabetické potkanyGoto et al. 1988)Koletského SHR potkanfGolda a Hilgertova 1998)
Cohenovy potkanyCohen et al1984) ,sand rats* (Psammomys obesyShafrir and Ziv
1998) C57BL/6j ob/ob mysi, C57BL/6j db/db my8Coleman 1982a inbredni polydaktilni
PD/Cub potkanyVrana et al. 1993Sedova et al. 2000)

Mezi dalSi modely s geneticky podmfrou IR paiti spontans hypertenzni potkani
(SHR) a kmen heredit&nhypertriglyceridemickych potka@n(HHTg). Tyto kmeny byly

pouzity v nasich experimentech, a proto je daler@oatji charakterizuiji.
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Kmen hereditarné hypertriglyceridemickych potkana (HHTQ)

Tento kmen byl vySleckrt zatatkem 90. let na Metabolickém pracovisti Institigtimické
a experimentalni mediciny (IKEM) v Praze Doc. MVBx. Vranou, DrSc. z potkankmene
Wistar. Selekce byla provéda na zaklagl senzitivity k hypertriglyceridemickému vlivu
vysokosacharézové diety. HHTg potkani vykazuji wy@u hypertriglyceridémii, jenz je
geneticky fixovana a potencovana dietou s vysokyrhsabem sachardzy. Vedle
hypertriglyceridémie vykazuje kmen HHTg potkainzvySené koncentrace NEMK v plagm
a dalSi poruchy lipidového metabolismu, jako inapyznam@ zvySenou citlivost
plazmatickych lipoproteiin (frakce VLDL+LDL) k oxidativni modifikaci (ndfenouin vitro
podle kinetiky tvorby konjugovanych digh (Kazdova et al. 1997) Krom¢ poruch
v metabolismu lipid jsou u HHTg kmeneiftomny dalSi symptomy MS jako je zhorSena
glukdzova tolerance, hyperinzulinémie, hypertef@elba et al. 1992a zvySena hladina
kyseliny m@oveé v plaznd (Kunes et al. 1995)

Uvedené nélezy ukazuji, Ze tento kmen je vkomdnmodelem pro studium
patofyziologickych mechanisin IR vzhledem ktomu, Ze vykazuje prakticky vSechny
symptomy MS (dyslipidémie, hyperinzulinémie, zho&eolerance glukézy, hypertenze).
Znana vyhoda HHTg kmene sgi@a v tom, Ze neni obézni a neni ¢ha rozvinut DM2.

U vétSiny vySe jmenovanych modeje totiz vedle IR fitomn& obezita, ktera znamené obtize
v chovu a mnoZeni hlodafica tim jejich malou dostupnost.

Vzhledem k ustalenému slovnimu c#&@ HHTg kmene potkadn jako hereditaré

hypertriglyceridemicky potkan a s ohledem na ahkglipsanou literaturu je v celé praci

pouzivano trivialniho ndzvoslovi triglyceridy a systematického oziani triacylglyceroly.

Kmen spontanrgé hypertenznich potkani (SHR)

Tento kmen byl vysSlectt v Japonsku z outbredni kolonie potkakmene Wistar
v laboratdi Okamoty a Aokiho (1963) zacélem ziskani genetického modelu pro zkoumani
huménni esencialni hypertenze. Kolonie, ktera je dwsud inbred® udrZovana na
Fyziologickém Ustavu A\CR, byla fed 20 lety pivezena do Prahy z firmy OLAC z Anglie -
SHR/Ola. Tito potkani pé&t k nejvice pouzivanym genetickym moilal esencialni
hypertenze. Hypertenze se u kmene SHR prohluhtfjerb starnuti a je provazetatnymi
vaskularnimi zranami (Bernard et al 1998) Vedle geneticky fixované hypertenze tento
kmen vykazuje i dalSi metabolické abnormality saicliweho a lipidového metabolismu,
které Ize u SHR potkdn zesilit podavanim specialni diety (faprysokofruktdézové):

dyslipidémie, hyperinzulinémie, glukzova intoletar(Furukawa et al. 1998Seda et al.
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2002 Rao 1993) Tento kmen potkanje tedy diky predispozici k IR hajrvyuzivan i jako
model MS. U kmene SHR bhyla prokadzana spojitost gfoydipidového a sacharidového
metabolismu s mutaci genu FAT/Cd36 kodujicindekity transportér mastnych kyselin
(translokdza MK)Aitman et al. 1999Pravenec et al. 2001)

Pro naSe experimenty jsme pouzili i kmen SHEami ozn&eny SHR-4. Tento kmen se
liSi od standardniho kmene SHR potkgouze tim, Ze obsahuje fuimk gen pro FAT/Cd36.

Transgenni zviata

V posledni dob se stalecasgji vyuzivA ke studiu patofyziologickych mechanism
raznych choroksi patologickych stafr experimentalnich modelgeneticky modifikovanych
zvirat, které umaoiuji Iépe objasnit spojitost mezi pozorovanou poaucha gHslusSnym
genem. V této praci byli studovani transgenni sporit hypertenzni potkani se zvySenou
expresi rezistinu (SHR-TG).
Kmen transgennich SHR potkari se specificky exprimovanym genemro mysi rezistin
(SHR-TG)

Transgenni SHR potkani byltipraveni mikroinjekci zygot cDNA konstruktem mysiho
rezistinu. Novy transgenni kmen SHR potkaxprimuje mySi rezistin v tukové tkani pod
kontrolou promotoru aP2, specifického pro tukové@nit(Pravenec et al. 2003)Tento

unikatni kmen umaiuje studovat potencialni tlohu rezistinu v patogeii® u SHR potkad.
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3. CILE PRACE

Na zaklad studia dostupnych literarnich Uddgyly stanoveny nasledujici cile prace:

1. Rozsfeni poznatki patogeneze IR
- studium parameir lipidového a sacharidového metabolismu v souvislesurécnou
lokalizaci a relativnim mnozstvim prot@irPKC ¢ a PKC 8 v kosternim svalu u HHTg

potkani, experimentalniho modelu IR

- vypracovani metody pro d&eni aktivity GS s cilem ipspét k objasgni uUlohy GS

v patogenezi IR v kosternim svalu u HHTg potkan

- sledovani paraméirlR ve vztahu k PKCG: a PKCO pii nutricné indukované obeazitu

HHTQg potkari, vzhledem k tomu, Ze obezita je jednim z vyznarhrfg&tort pii rozvoji IR

- studium rozvoje IR v souvislosti s Pk&Ca PKC6 v kosternim svalu v ibéhu ontogeneze

HHTg potkari, vzhledem k tomu, Zefibyvajici vek muze potencovat rozvoj IR

2. Studium ulohy rezistinu v patogenezi IR
- sledovani vlivu zvySené exprese rezistinu v tékdkani SHR potkain na parametry
lipidového a sacharidového metabolismu v souvislediurécnou lokalizaci a relativnim

mnoZzstvim proteitn PKC e a PKCO v burg¢nych frakcich kosterniho svalu

3. Moznosti ovlivréni nutri éné stimulované IR farmakologickou intervenci
- studium metabolickych dinka dlouhodobého podavani pioglitazonu SHR-4 poikama
subcelularni distribuci a aktivaci PK&a PKC8, ektopické ukladani triglycenidve svalech a

citlivost tukové a svalové tkérk Cinku inzulinu
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4. MATERIAL A METODY

4. 1. Experimentalni modely a podavané diety

K pokugim byly pouzity nasledujici kmeny potkian
* kmen hereditarhhypertriglyceridemickych potk@n(HHTQ)
* kmen spontanhhypertenznich potk@n(SHR-4)

» transgenni kmen sponté&nrhypertenznich potkdn se specificky exprimovanym
genem pro mysi rezistin v tukové tkani (SHR-TG)

* kmen potkaf Wistar

Kmen hereditaré& hypertriglyceridemickych potkanHHTQ)

Chov je drzen na Pracovisti experimentalni meditkiM, Praha.

Kmen spontanhihypertenznich potkdnSHR-4)
Kmen SHR-4 byl fipraven v USA, v laboratich Charles River Laboratories, a pro nase

experimenty byl dodan z Fyziologického Ustavu Akaiewd Ceské republiky v Praze Ing.
Michalem Pravencem, DrSc.

Standardni kmen SHR obsahuje dele nefunkni variantu genu translokazy MK
(FAT/Cd36). Kongenni kmen SHR-4 potkase liSi od standardniho kmene SHR potkan
pouze tim, Ze obsahuje futik gen pro FAT/Cd36.

Kmen transgennich SHR potkarse specificky exprimovanym genem pro mysSi rezistin

(SHR-TG)

Transgenni SHR potkani se specifickou expresi moy3ieistinu v tukové tkani byl

piipraveni ve Fyziologickém ustavu Akademie¢dv Ceské republiky z konstruktu

vyprodukovaném v USA, na univerzityniversity of California, San Francisco. Kmen byl
dodan pro nase pokusy z Fyziologického Ustavu Akaeletd Ceské republiky v Praze Ing.

Michalem Pravencem DrSc.

Kmen potkai Wistar

Potkani kmene Wistar byli pouziti jako normotriggy@demické kontroly ke kmeni HHTg
potkani. Pochézi z chovu firmy VELAZ, Praha.
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Zvirata byla chovana v chovnych nadobach v mistnossitaedardnimi podminkamitip
konstantni tepl@ét a sledované vihkosti vzduchu,éla volny gistup k pitné vod a byla
krmena ad libitum standardni peletovanou dietoyy.pdietou s vysokym podilem fruktozy
nebo sacharozy (tabulka 6, 7). e vSech pokusech se jednalo o samce, a pokud neni
uvedeno jinak, zvata byla dekapitovana v sytém stavu bez anestexperimenty probihaly
v souladu s fedpisy etické komise a se zakon€MR &. 246/1992 Sb. na ochranu ati proti

tyrani.

Tabulka 6 — SloZeni standardni dietlyabry 1961)

Standardni dieta

Slozeni hmotnostni %
kasein 8
suSené mléko 10
vojtésSka 4
vitaminova a mineralni s¥a 3,5
rybi tuk 1
suSené drozdi 4
pSenény a sojovy Srot 2,5
Skrob 66
agar 1

Tabulka 7 - SloZeni vysokofruktézove diety

Dieta K4102.Q Hope Farms, Woerden,
Holandsko

Slozeni hmotnostni %
fruktoza 69,3

celul6za 5,0

sojovy olej 5,0

kasein 15,0

cholin 0,4

methionin 0,2

MgO 0,2

MgSO,.7 H,O 0,4

sil 0,3

KCI 0,7

KH-PO, 0,7

CaCQ 1,0

CaHPQ.2 H,O 1,3

SMEs vitamin 0,25

smes stopovych prvk | 0,25
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Tabulka 8 —SloZeni vysokosachardzové di¢iabry 1961)

Vysokosacharézova dieta

Slozeni hmotnostni %
kasein 12,5

suSené mléko 9,0

vojtésSka 3,0
vitaminova a mineralni s#a | 3,5

sachar6za 63,0

agar 9,0

4. 2. Uspd@radani experimenti
4. 2. 1. Vliv nutri¢né indukované obezity u HHTg potkani na PKC a inzulinovou
rezistenci

Pokusy byly provedeny na samcich 18<sitnich potkafi kmene Wistar (kontrola, K),
inzulinorezistentnich HHTg (HHTQ) a obéznich HHTgthani (HHTg+Ob). Obezita HHTg
potkari byla vyvolana nuttin¢, podavanim vysokosacharézové diety po dobu sedisiicin
K a HHTg potkani byli krmeni standardni laboratodiétou. V této studii jsme sledovali
vybrané parametry lipidového a sacharidového mésaho, citlivost perifernich tkani
k i¢inku inzulinu a butcnou lokalizaci a relativni mnozstvi PK€a PKC6 v kosternim

svalu.

4. 2. 2. Aktivita glykogensyntazy i inzulinové rezistenci

Aktivitu GS jsme r&ili v kosternim svalu u 4 #sicnich hypertriglyceridemickych HHTg
potkari (HHTQ) a jejich normotriglyceridemickych kontrgptkani kmene Wistar stejného
st&i (K). Oke experimentalni skupiny byly 14 dnitgd koncem pokusu krmeny
vysokosachar6zovou dietou, kterd potencovala abaldgrmetabolismu glukozy a lipid
Experimenty byly provedeny po &mm hlado¥ni (16 hodin). Polovina ziat kazdé
experimentalni skupinyistala I&na, druhé polovi& byla sondou do Zaludku podana jedna
davka glukozy (3 g/kg ¢tesné hmotnosti) a po 30 minutach byla vSechnaatavi

dekapitovana.

4. 2. 3. Vliv véku na PKC a inzulinovou rezistenci
Pokusy byly provedeny u experimentalniho modéR — u HHTg potkain a
normotriglyceridemickych kontrolnich potkarkmene Wistar (K) ve &ku 4 a 18 misial.

Dva tydny ged ukortenim pokusu byla zkata krmena vysokosacharézovou dietou, ktera u
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HHTg potkari potencuje hypertriglyceridémii. V pokusu byly stedny parametry
sacharidového a lipidového metabolismu a intraéehil lokalizace PKCe a PKC 6

v kosternim svaludhem starnuti potkan

4. 2. 4. Vliv zvySené exprese rezistinu v tukovédki na PKC a inzulinovou rezistenci
Experimenty byly provedeny u rok starych tgemnich SHR potkdn se specificky
exprimovanym genem pro mysi rezistin v tukové tK&HR-TG). Kontrolni skupinu tvdi
geneticky identiti potkani (SHR) odpovidajicihoéku s absenci transgenu. Potkani byli 14
dni p‘ed ukogenim studie krmeni dietou s vysokym podilem frulgt6z0 kal %).
V této studii jsme testovali, zda zvySena egprrezistinu v tukové tkani SHR potkan
ovlivni gluk6zovou toleranci, rezistenci perifedniackdni k @inku inzulinu a relativni

mnozstvi PKCG: a PKC6 v cytosolu a membranoveé frakci kosterniho svalu.

4. 2. 5. Vliv dlouhodobého podavani pioglitazonu nRKC a inzulinovou rezistenci

Dosglym 4 mésicnim samém SHR-4 potkaf byla podavana dieta s vysokym podilem
sacharézy po dobu 4 &siai s pioglitazonem v davce 300 mg/kg diety (SHR-49P10
Kontrolni skupina byla krmena vysokosacharézovoatadi bez pioglitazonu (SHR-4).
Zjistovali jsme, zda dlouhodobé podavéani pioglitazonlivoiv aktivaci PKCe a PKC 6
v kosternim svalu, parametry lipidového a sachagtio metabolismu, ektopické ukladani
triglycerida ve svalech a citlivost tukové a svalové tkankinku inzulinu.

Kongenni kmen SHR-4 potkars genem FAT/Cd36 byl pro tyto pokusy vybran misto
standardniho kmene SHR z tohdvddu, Ze FAT/Cd36 je povaZzovan zackNy gen
zprostedkovavajici fiznivé &Einky pioglitazonu na senzitivitu tkani kKiaku inzulinu(Qi et
al. 2002)

4. 3. Biochemické analyzy

Koncentrace vSech biochemickych analgyly stanoveny v séru a ve tkanich. VSechny
uvedené metody v této podkapitole jsou metody spkbmetrické. Vzorky sér a tkani byly
zpracovany ihned po oditech nebo zmrazeny v tekutém dusiku a skladovang@°C.

Koncentrace triglycerida byla stanovena enzymatickou metodou po hydrolyipgyterida

lipoproteinovou lipazou na glycerol a mastné kyselpomoci analytické soupravy firmy

Pliva-Lachema (BrnoCR). Glycerol je poté fosforylovan a oxidovan a \kpiperoxid
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vodiku reaguje s 4-aminoantipyrinem za vzniku baééw produktu, jehoZz absorbance se
Koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselinbyla stanovena enzymaticky po
konverzi NEMK na acyl-CoA katalyzované acyl-CoA &zou a nasledné oxidaci acyl-CoA
oxiddzou s pouzitim analytické soupravy firmy Rocbégnostics GmbH (Penzberg,
Némecko). Vznikly peroxid vodiku reaguje s 2,4,64toimo-3-hydroxybenzoovou kyselinou
a 4-aminoantipyrinem za vznikerveného roztoku, jehoz absorbance 88 pii 546 nm.
Koncentrace glukdézy byla mefena enzymatickou metodou po deproteinaci kyselinou
trichloroctovou a nasledné oxidaci gluk6zaoxidazewyuzitim analytické soupravy firmy
Pliva-Lachema (BrnoCR). Vznikly peroxid vodiku se stanovuje oximé kopulaci se
substituovanym fenolem a 4-aminoantipyrinem katahgnou enzymem peroxidazou.
Koncentrace cholesterolubyla stanovena enzymatickou metodou po oxidaclesierolu
cholesteroloxiddzou a oxidiai kopulaci 4-aminoantipyrinu a fenolu peroxidemdiku za
pouZiti analytické soupravy firmy Pliva-Lachemar{BsCR).

Koncentrace inzulinu byla nefena metodou ELISA pomoci konte& dostupného kitu Rat
Insulin ELISA (Mercodia AB, Uppsala, Svédsko). Steeni je zaloZeno naimé sendviové
technice, p které jsou d¥¢ monoklonalni protilatky nasénovany proti oddlenym
antigennim determinantdm molekuly inzulinu¢hBm inkubace inzulin ve vzorku reaguje
s protilatkou konjugovanou s peroxidazou a s @tkdu navazanou na mikrotitird destéce.
Navazany konjugat je detekovan reakci $,3,3-tetrametybenzidinem.

Koncentrace triglycerida ve tkanich - pro stanoveni koncentrace triglycdride vzorcich
kosternich sval (musculus gastrocnemius nebo musculus soleusgcfata myokardu byly
tkdré nejdiive rozdrceny v tekutém dusiku a extrahovany poud@&b hodin ve sisi
chloroformu a metanolu. Poté byiigan 2 % KHBPO, a roztok byl centrifugovan. Organick&
faze byla odebrana a odpaa pod N Vysledna peleta byla rozp&ga v isopropylalkoholu a
obsah triglycerid byl stanoven za pouZziti analytické soupravy (Rlieahema, BrnoCR).
Stanoveni koncentrace protei - obsah proteif v tk&diovych homogenatech (kosterni sval,
tukova tk&) byl stanoven metodou podle Lowrylijbowry et al. 1951) Lowryho metoda
vyuziva Folinovo fenolové reagens, které poskytgjg¢yrosylovymi zbytky bilkovin
modrofialové zabarveni, které je spektrofotomeirioktitelné @i vinové délce 750 nm.
Stanoveni adiponektinu -sérové koncentrace adiponektinu bylgreny ELISA metodou
pomoci komamé dostupného kitu Mouse/Rat Adiponectin ELISA Kit -BBidge
International, Inc., Mountain Wiew, CA, USA). Adipektin ve vzorku se vaze na primarni

polyklonalni protilatku imobilizovanou v jamkach knotitracni desttky. Po promyti je
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pifidana biotinylovana sekundarni protilatka proti padiektinu, kter4 se¢hem inkubace
navazuje na adiponektin navdzany na primarni gt&til Po promyti sefgla do kazdé jamky
konjugat Kenové peroxidazy a streptavidinu. Po dalSi inkubacipromyti se fida

kolorimetricky substrat, intenzita zabarveni s&irpri 450 nm.

4. 4. Analyzy k posouzeni inzulinové rezistence vikanich a glukozoveé

tolerance

Tyto analyzy jsou zaloZené mavitro méieni inkorporace radioaktiérznaené glukdzy
(**C-U-glukézy) do glykogenu kosterniho svalu (mussulsoleus nebo musculus
gastrocnemiusji branice. V pipack tukové tkag do lipida epididymalniho tukovéhalesa a
to jak v nestimulovaném stavu (tzv. bazalni inkogoe nérend v inkub&nim médiu bez
inzulinu) nebo po stimulaci inzulinem (2%W/ml inzulinu v inkub&nim médiu). Vysledky
glykogeneze/lipogeneze jsou vyfady jako nmol (pmol}*C-U-glukézy/g tkaw/2 hod nebo
nmol (pmol) **C-U-glukézy/mg proteitV2 hod.

Citlivost svalove tkarg k ué¢inku inzulinu (glykogeneze)

Syntéza glykogenu byla sledovana v branicich neisseknich svalech &enim inkorporace
14C-U-glukézy do glykogenu. Svaly byly odebrany zkaoti po dekapitaci v sytém stavu,
musculus soleus byl napnut na kovovy réeke Kazdy sval byl inkubovan ve 3 ml Krebs-
Ringer bikarbonatového pufru (tabulkas9jfidavkem 0,1uCi/ml **C-U-glukézy, 5,5 mmol/l
nezngené glukézy a 250 mg/ml hé&xiho séroveho albuminuigH 7,4 a 37 °C, v plynné
fazi 95 % Q + 5 % CQ po dobu 2 hodin bed za gitomnosti inzulinu v inkub&im médiu
(250 pU/ml). Po inkubaci byl z tkani extrahovan glykogaxisobem, zahrnujicim var s 30 %
KOH a srézeni v koncentrovaném etan@lnana a Kazdova 1970pPo gidavku scintil&ni

tekutiny byla zndfena radioaktivita.

Citlivost tukové tkané k G¢inku inzulinu (lipogeneze)

Potkani byli dekapitovani v sytém stavu a byla wjm cela epididymalni tukova&lésa.

K méfeni lipogeneze byla pouzita distadidist epididymalni tukové tkdr{200-250 mg), ktera
byla inkubovana ve 3 ml Krebs-Ringer bikarbonatmv@ufru (tabulka 9) sifavkem 0,1
uCi/ml **C-U-glukézy, 5,5 mmol/l nezrané glukézy a 250 mg/ml h&iho sérového
albuminu pi pH 7,4 a 37 °C, v plynné fazi 95 %@ 5 % CQ po dobu 2 hodin be& za

piitomnosti inzulinu v inkub&nim meédiu. Po inkubaci byly z tkani extrahovanykoeé
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lipidy metodou dle Folché-olch et al. 1957a po gidavku scintil&ni tekutiny byla zrétena
radioaktivita.

Tabulka 9 - SloZeni Krebs-Ringer bikarbonatového pufru

Krebs-Ringer bikarbonatovy pufr
Slozky Koncentrace v mmol/l
NaCl 118,0

KCI 4,7

CaCb 2,5

MgSQO, 1,2

KH,PO, 1,2

NaHCG; 25,0

Oralni glukdzovy toleranéni test (OGTT)

Glukézova tolerance bhyla sledovana pomoci oralniak6zového toleratmiho testu
(OGTT). OGTT byl proveden u potkanpo celonénim latnéni. Glukdza, v davce 300
mg/100 g &lesné hmotnosti, byla z%tim podana sondou do Zaludku. Krev byla odebirana
bez anestezie z ocasni Zily v intervalech 0, 30a @20 minut po aplikaci glukozy. V krvi
byla stanovena koncentrace glukézy. Dale bylacisgoa plocha pod tkvkou OGTT
(AUCo.120min)-

4. 5. Analyza PKC

Homogenizace a frakcionace

PKC byla analyzovana v kosternich svalech (mius gastrocnemius), které byly ihned
po odigru zmraZeny v tekutém dusiku a skladovéariy-80 °C do dalSiho zpracovani. Svaly
byly homogenizovany a frakcionovany upravenym posto podle Gu(Gu and Bishop
1994) VeSkeré operacefipzpracovani sval byly provagny za intenzivniho chlazeni.
Zpracovano bylo obvykle 350-500 mg svalové tkd@i homogenizaci byly zmrazené svaly
rozeteny pod tekutym dusikem na jemny prasek, splachiayogenizénim pufrem
v poneru 8 ml pufru na 1 g svalové tk&i(12,5 mM Tris-HCI, 250 mM sachar6za, 2,5 mM
EGTA, 1,0 mM EDTA, 100 mM NaF, 5 mM DTT, 3Q0M PMSF, 120uM pepstatin A, 200
uM leupeptin, 2QuM aprotinin, pH 7,4) do homogeniaa zkumavky a dale homogenizovany
v Potter-Elvehjemo¥ homogenizatoru s teflonovym pistem. Homogenat deyitrifugovan
105 000 x g 60 min. Takto ziskany supernatamdgtavuje cytosolickou frakci, sediment
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(membréanovd frakce) byl resuspendovan v homogémiza pufru s 1 % Tritonem X-100,
ponechan na ledu 60 min a znovu centrifugovan 1@6X0g dalSich 60 min. K cytosolické
frakci byl pridan Triton X-100 tak, aby vysledna koncentracetohi X-100 byla 1 %.
Pomoci Tritonu X-100 byly ipraveny extrakty buttnych frakci. Extrakce protein
piedstavujecaste&ny purifikacni krok, diky kterému se zjednodusil obraz elekireficky
délenych proteid. Z uvadnych frakci byly odebrany alikvoty na stanoveni tpimm a

relativniho mnozstvi izoforem PKC a do dalSiho zpxani byly skladovanyip—80°C.

Stanoveni koncentrace proteif

Koncentrace protein v extraktech vzork cytosolické a membranové frakce byla
stanovena pomoci analytické soupravy (Sigma, Sainis, USA), metodou podle Petersona
(Peterson 1977)Jednd se o modifikovanou Lowryho metof@owry et al. 1951)pro

stanoveni koncentrace protéive vzorcich obsahujicich detergenty.

Elektroforéza a imunoblot

Elektroforetické &eni proteirii jednotlivych vzork bylo prova@éno na plochych
polyakrylamidovych gelech v prdastdi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Koncentrace
akrylamidu ve startovnim gelu byla 4 %, 8lidim gelu 8 %. Obvykle bylo nanaseno na gel
15-25 ug proteinu z kazdé bgdné frakce. K ovieni identity jednotlivych izoforem PKC
byly spolu s analyzovanymi vzorky na gel nanaSetandardy molekulovych hmotnosti
proteini (Fluka, Buchs, Svycarsko), vzorky rekombinantrpebteini PKC (PKCe i PKC 6:
Sigma, Saint Louis, USA) a extrakt homogenatu maaéikana jako pozitivni kontroly. Na
casti membran byla vazba protilatek u jednotlivydfCPzablokovana specifickym peptidem
(PKC ¢ peptid: Sigma, Saint Louis, USAKC 6 peptid: Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA) (obrazek 6). Elektroforéza probihalaregem vychlazeném pufru (0,025 M Tris, 0,192
M glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3)fpkonstantnim proudu 0,02 A na gel po dobu asi 80 m
na aparatie Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pleldroforetické separaci
byly proteiny geneseny na nitrocelulozové membrany (Western Bigiti na kterych
probihala imunodetekce jednotlivych izoforem PKCerivbrany byly blokovany 1 hodinu
v 5 % roztoku suSseného mléka v TTBS pufru (0,02 i$,1T0,5 M NaCl, 0,1 % (v/v) Tween
20, pH 7,5), promyty TTBS a inkubovany 1 hodinurisndrnimi protilatkamifedtnymi
v TTBS (PKCe: Sigma, Saint Louis, MO, USAPKC 0: Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Po dalSim promyti byly membranyubkvany 1 hod ved:ném (1: 4000)
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roztoku sekundarni protilatky konjugovanéisernovou peroxidazou (protilatka SwAR/PX,
Sevapharma, PrahaCR). Izoformy PKC byly vizualizovany metodou zes#ien
chemiluminiscence pomoci kondag dostupného kitu (Star-Glo ™, ICN Biomedicals,
Aurora, Ohio, USA) a exponovany na autoradiografi¢kmy, které byly rgné vyvolany
pomoci rentgenové vyvojky a ustal@¢eavtemné komi@. Prouzky na filmech, které
odpovidaly jednotlivym izoformdm PKC byly dale skedny a kvantifikovany pomoci
programu Quantity One software (Bio-Rad, Hercul€g, USA). Vystupem metody je
denzitometricky objem, ktery byligpaitan na 1lug proteinu. Grafy a tabulky (v kapitole 5)
jsou uvedeny v arbitrarnich jednotkdch vygaych jako podil safiu denzitometrickych
objem, ktery je roven 1.

Obrazek 6 —Imunoblot PKCe v kosternim svalu potkana
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specifickym peptidem

Reprezentativni imunoblot PKE (90 kDa) v homogenatu, membranové frakci a cytosdkosternim svalu
kontrolniho potkana kmene Wistar. Sgolese vzorky byly analyzovany kontroly - rekombingptatein PKCs
a pozitivni kontrola z mozkového extraktu potkarstamdard molekulovych hmotnosti prote{standard MH).
Pozice standand MH jsou oznédeny peruSovanymi Sipkami. Polovina filmu nebyla blokavaruha polovina
byla blokovana PK@& peptidem.

4. 6. Aktivita glykogensyntazy

Aktivita GS byla mifena modifikovanou metodou podle Thomase a gpdlomas et al.
1968) Aktivita enzymu byla réena inkorporact“C-glukézy (7,4 GBg/mmol) z uridin-5'"-
difosfogluk6zy (UDPG) do glykogenu.
Vzorky kosternich svél(musculus soleus) byly homogenizovany (50 mgdkahpufru) @i
4 °C homogenizatorem Ultra-Turrax v homogetiden pufru (2 mM EDTA, 2 mM 1,4-
dithiothreitol, 20 mM NaF, 50 mM ¥0O,, pH 7,4). Poté byl homogenat centrifugovan
20 000 x g 20 min. Supernatant obsahujici GS big¢dta 1:5 pufrem (20 mM EDTA, 25
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mM NaF, 50 mM Tris-HCI, pH 7,8). Reakce byla nasta@na pidanim 30ul alikvotu
homogenéatu k 6Qul reakéni snesi rediciho pufru s1 % glykogenem, 1,1 kBq iG]
uridindifosfoglukézy (UDPG), 0,3 mM UDPG a 0,1 neb® mM gluk6za-6-fosfatu (G6P).
Reakce probihala 30 mirfiB0 °C a byla ukotena precipitaci 77l alikvota reakeni snesi
nactveretkach filtratniho papiru o velikosti 2 x 2 cm, okan#fondenych do 66 % etanolu
vychlazeného na°€. Po 45 min promyvani nasledovaly dals¢ gwomyti, vZzdy po dobu 30
min ve vychlazeném 66 % etanolu a dalsi promytiatenu po dobu 5 mirCtveresky byly
vysuseny, poté potieny do scintilani tekutiny, ve které byla z&fena radioaktivita. Aktivita
enzymu je vyjatena jako nmol UDPG inkorporované do glykogenu zauti na mg
extrahovaného proteinu. Vysledky jsou vygay jako fractional velocity (FV) — patma
rychlost gemeny glukdzy na glykogen katalyzovani GS (aktivitayenu analyzovanaip0,1
mM koncentraci G6P diend aktivitou enzymu #iiené pi koncentraci 10 mM G6P). Takto

vyjadiena aktivita GS je citlivym ukazatelem &maktivity enzymuKochan et al. 1979)

4. 7. Statistické zpracovani vysledk

Vysledky jsou vyjateny jako aritmeticky @mér = stedni chyba pméru (SEM).
Namgifend data byla statisticky vyhodnocena s pouZitimlyagy rozptylu ANOVA a
Studentova t-testu. Za statisticky vyznamny byl ggmwan rozdil s hladinou vyznamnosti
p<0,05. Statistické hodnoceni bylo provedeno v o InStat verze 3.10 (GraphPad
Software, San Diego, USA).
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5. VYSLEDKY

5. 1. Vliv nutriéné indukované obezity u HHTg potkani na PKC a inzulinovou rezistenci

Ve studii byly sledovany parametry lipidho a sacharidového metabolismu, citlivost
perifernich tkani k &inku inzulinu, bug¢na lokalizace a relativni mnozstvi PkG PKC6
v kosternim svalu u hypertriglyceridemickych HHTgthkani a normotriglyceridemickych

kontrolnich potkafh kmene Wistar v zavislosti n&ifpmnosti nutiiné indukované obezity.

HHTg potkani nili v porovnani s kontrolami nizsélesnou hmotnost, zatimco hmotnost
epididymalniho tukovéhaliesa se od kontrol neliSila (tabulka 10). Podadety s vysokym
podilem sachar6zy po dobu 7&smi zvysSilo €lesnou hmotnost o 53 % a hmotnost

epididymalniho tukovéhaliesa o 73 % v porovnani s neobéznimi HHTg potkany.

Tabulka 10 —T¢élesnd hmotnost a hmotnost epididymalniho tukovélesa u obéznich a
neobéznich HHTg potkan

K HHTg HHTg+Ob
télesnd hmotnost (g) 481 + 24 380+ 12/* 582+23#
hmotnost epididymalnihg
tukového tlesa 1,19+0,14| 1,26 £0,09| 2,18 +0,14 #
(g/200 g t. hm.)

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — heredtitahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarré hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové diet

HHTg vs K * p<0,01

HHTg+Ob vs HHTg # p<0,01

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zvifat ve skupid)

U HHTg potkaf krmenych standardni dietou byly koncentrace tdghdi a NEMK
v séru vysSi v porovnani s kontrolami, zatimco éiyie se mezi skupinami neliSila (tabulka
11). Kijem vysokosachardzové diety vyrgzzvysil triglyceridémii, glykémii i koncentrace
NEMK u HHTQg potkar.

U HHTg potkafi byly vyznamr vySSi koncentrace triglycefidv kosternim svalu
(musculus gastrocnemius), jatrech i myokardu (zoleze trend) v porovnani s kontrolnimi
zviraty. Nutrén¢ indukovana obezita HHTg potkarbyla spojena s vyraznou akumulaci

triglycerida v jatrech, stejny trend jsme pozorovali i v srdai kosternim svalu (obrazek 7).

48



Tabulka 11 —Koncentrace triglycerii neesterifikovanych mastnych kyselin a
glukdzy v séru u obézniaeabéznich HHTg potkén

parametr K HHTQg HHTg+Ob
triglyceridy (mmol/l) 1,82 £0,12 3,81 £7*** 7,59 + 0,41###
NEMK (mmol/l) 0,41 +0,03 0,55 #a* 0,73 +0,02#
gluk6za (mmol/l) 484 +0,15 49047 5,82+0,18#

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — heredfitéhypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarré hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové di¢dEMK — neesterifikované mastné
kyseliny

HHTg vs K * p<0,05, *** p<0,0001

HHTg+Ob vs HHTg # p<0,01, ## p<0,005, ### p<0,000

Data jsou uvedena jako fimer £ SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zvfat ve skupid)

Obrazek 7 —Koncentrace triglycerilve tkanich u obéznich a neobéznich HHTg patkan

Triglyceridy ve tkanich
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K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — herediitahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarré hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové diet

HHTg vs K * p<0,05, ** p<0,01

HHTg+Ob vs HHTg ## p<0,001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zviat ve skupid)

Citlivost tukové tka# k G&inku inzulinu nétena podle inkorporacéC-U-glukézy do
lipida epididymalniho tukovéhgilesain vitro (obrazek 8) byla u HHTg potkarvyznamr
snizena v porovnani s kontrolami, a to jak v nesitvaném stavu, tak po stimulaci
inzulinem. Ritomnost obezity u HHTg potkédndale snizila senzitivitu tukové tk&n

k inzulinu. Nafist lipogeneze po stimulaci inzulinem nebyl ani drné experimentalni
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skupirg statisticky vyznamny. Nizka senzitivita tukové rnikaobéznich HHTg potkan
k inzulinu byla provazena snizenym obsahem prateitukové tkani (obrazek 9).

Obrézek 8— Inkorporaceé“C-U-glukdzy do lipidi epididymalni tukové tk&nobéznich a
neobéznich HHTg potkan

Lipogeneze
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K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — herediitahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarré hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové diet

HHTg vs K * p<0,01, ** p<0,002

HHTg+Ob vs HHTg## p<0,001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zvifat ve skupid)

Bazalni inkorporac¥'C-U-glukézy do glykogenu v kosternim svalu nebyladilna mezi
kontrolnimi a HHTg potkany. Naproti tomu inzulinestimulovana syntéza glykogenu byla u
HHTg potkarii nizSi o 28 % v porovnani s kontrolnimi taty (obrazek 10). Nuitné
indukované obezita u HHTg potkamuto citlivost dale sniZila, pokles senzitivityirkzulinu
ale nebyl signifikantni. ftomnost inzulinu v inkubaim meédiu (25QU/ml) zvySila syntézu
glykogenu o 86 % u kontrol, o 71 % u HHTg potkanu obéznich HHTg potkarpouze o
41 % (obrazek 10).

Relativni mnozstvi proteinu PKE v cytosolické frakci kosterniho svalu se meazi
porovnavanymi experimentalnimi skupinami neliSilmbrgzek 11). V membranové frakci

HHTg potkari jsme nandfili niz§i mnozstvi PKCe o 25 % oproti kontrolnim potkam,

obezita neovlivnila mnozstvi PK€u HHTg potkad.
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Obrazek 9 —Proteiny v tukové tkani obéznich a neobéznich HHGan
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K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — hereditdhypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarre hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové diet

HHTg+Ob vs HHTg###p<0,0001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zvifat ve skupid)

Obrazek 10 —Inkorporace“*C-U-glukézy do glykogenu v kosternim svalu obézrdch
neobéznich HHTg potkan

Glykogeneze
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K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — herediitahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarré hypertriglyceridemiti potkani po vysokosacharézové diet

HHTg vs K * p<0,01

vliv inzulinu + p<0,05, ++ p<0,005, +++ p<0,002

Kosterni sval-musculus soleus

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg 5 zvat ve skupig, HHTg+Ob 9 zvifat ve skupid)
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V cytosolu HHTg potkahjsme nalezli nizSi mnozstvi PK& o 36 % a v membranové
frakci vySSi mnozstvi PK® o 55 % vzhledem ke kontrolam (obrazek 12). Nuti
indukovana obezita toto rozloZzeni PKCve studovanych buétinych frakcich kosterniho
svalu HHTg potkad dale neovlivnila. Vyjatime-li aktivaci izoforem PKC jako pain
relativniho mnoZzstvi membranové PKC ku relativnimoozstvi pislusné PKC v cytosolu
(obrazek 13) vidime, Ze aktivace PKGe u HHTg potkad niZSi oproti kontrolam, kdeZzto
v pripact PKC 8 je tomu naopak. Panrelativniho mnozstvi PK® v membranoveé frakci ku
cytosolu je u HHTg potkanvyssi o 69 %, fitomnost obezity kla tendenci tento po#n jesg
mirné zvySit. Obrazek 14nazotiuje procento zvyseni syntézy glykogenu v kosternimusval
po stimulaci inzulinem. Nejcitligji reagoval na stimulaci inzulinem sval kontrolgma citlivy
byl u HHTg potkaid a nejvice rezistentni kiinku inzulinu byl kosterni sval obéznich HHTg
potkami. SniZzena citlivost kosterniho svalu &nku inzulinu u HHTg potkaih byla

doprovazena zvySenou aktivaci a translokaci Bk@ytosolu na membrany (obrazek 15).

Obrazek 11 —Relativni mnozstvi proteinu PKE€v cytosolu a membranové frakci kosterniho
svalu u obéznich a neold@zhrfHTg potkan

PKC ¢

0.5 - O K

04 4 . HHTg
<
S HHTg+Ob
2034 B HATo
1O}
£
i 0.2 -
E
®

0.1 -

0

cytosol membrany

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — hereditdhypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarr hypertriglyceridemiti potkani po vysokosachar6zové diet

Vysledky pti nezavislych pokus Jednotlivé experimentélni skupiny byly srovnavémay jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotet denzitometrickych objenfprepaiitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bdtné frakce je roven 1.

HHTg vs K * p<0,05

Kosterni sval- musculus gastrocnemius

Data jsou uvedena jako famer + SEM (5 zvfat ve skupis)
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Obrazek 12 -Relativni mnozstvi proteinu PKEv cytosolu a membranoveé frakci kosterniho
svalu u obéznich a neobdehid Tg potkart

PKC 6
0.6 1 O K

o
o
L

*

W HHTg

o
»
1

[ HHTg+Ob

=
N
1

arbitrarni jednotky
o
w

o
-
1

cytosol membrany

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — hereditahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarr® hypertriglyceridemiti potkani po vysokosachar6zové diet

Vysledky pti nezavislych pokus Jednotlivé experimentélni skupiny byly srovnavémay jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotet denzitometrickych objenfprepaiitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bdtné frakce je roven 1.

HHTg vs K * p<0,05

Kosterni sval- musculus gastrocnemius

Data jsou uvedena jako famer £ SEM (5 zvfat ve skupid)

Obrazek 13 —Aktivace izoforem PKC v kosternim svalu

< 15 1 O K
[2])
8
L B HHTg
[
(&)
E 1.0 - @ HHTg+Ob
\©
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\@©
8
€05 -
(O]
£
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£
g
0

PKC ¢ PKC 6

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — heredtitahypertriglyceridemiti potkani, HHTg+Ob — obézni
hereditarr® hypertriglyceridemiti potkani po vysokosachar6zové diet

HHTg vs K * p<0,05

Kosterni sval — musculus gastrocnemius

Data jsou uvedena jako famer £ SEM (5 zvfat ve skupid)
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Obrazek 14 —Inzulinem stimulovana syntézaObrazek 15 —Aktivace PKCB v kosternim

glykogenu v kosternim svalu svalu
Aktivace PKC 6
akK Ok
160 - = 16 7

2 140 W HHTg g 141 W HHTg

(&]
g 120 A [l HHTg+Ob 8 12 - [l HHTg+Ob
> X
© 100 - E 10 -
§ E
£ 80 A c 08
s ©
= 60 - S 06 -
S =
2 40 A £ 04 -
N >$
X 20 A g 0,2

2

0 0

K —kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg
hereditarré hereditarr® hypertriglyceridemiti potkani, hypertriglycerideftiipotkani, HHTg+Ob -
obézni HHTg+Ob — obézni hereditérn hereditérhypertriglyceridemiti potkani
hypertriglyceridemiti potkani HHTg vs K * p <0,05
Kosterni sval — musculus soleus Kosterni sval — musculus gasteroius

Data jsou uvedena jako famer + SEM (K a HHTg Data jsou uvedena jakémér + SEM (5 zviat ve
5 zvivat ve skupid, HHTg+Ob 9 zvfat ve skupid) ve skupié)

U HHTg potkari jsme nalezli zvySené hladiny triglyceiich NEMK v séru, ektopickée
ukladani triglycerid ve tkanich a snizenou citlivost perifernich tk&nic¢inku inzulinu.
Rezistence kosternich suat inku inzulinu byla u HHTg potkanhasociovana se zvySenou
aktivaci a translokaci izoformy PK® a snizenym relativnim mnozstvim PKE
v membranové frakci. Nuthé indukovana obezita HHTg potkanvfadk pripadi tyto
metabolické abnormality spojené s IR ¢edéile prohloubila.

5. 2. Aktivita glykogensyntazy @i inzulinové rezistenci

Redmétem pokusu bylo zjistit zda, ptipadt jakym zpisobem je ovliviina aktivita GS u
HHTg potkari.

Aktivita GS se u knych kontrolnich a u HHTg potkameliSila. Po jednorazové davce
glukdzy vzrostla aktivita enzymu u kontrol o 66 2atimco u HHTg potkahse nezrénila ve
srovnani s lenym stavem. Po stimulaci glukézou byla aktivita GEHHTg potkal nizsi o
43 % oproti kontrolnim potkam (obrazek 16).
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Obrazek 16— Aktivita glykogensyntazy v kosternim svalu u Hifdpotkarh

0,41 +
. ' O 1agna zvirata
0,34 u zvirata 30 min
po davce glukézy
o 0,2-
0,14
0

K HHTg

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — hereditéhypertriglyceridemiti potkani, FV — po@rna rychlost
prenmeny glukdzy na glykogen katalyzovana glykogensyatazo

HHTg vs K + p<0,05

Vliv jednorazové davky glukozy: xp,05

Kosterni sval-musculus soleus

Data jsou uvedena jako famer + SEM (5 zvfat ve skupis)

U HHTg potkan je zhorSena utilizace glukézy v perifernich tkéinprovazena snizenou

aktivitou GS v kosternim svalu.

5. 3. Vliv véku na PKC a inzulinovou rezistenci

V pokusu jsme porovnavali parametry sachaégtio a lipidového metabolismu, jejich
ovlivnéni dvoutydennim podavanim diety s vysokym obsahachardzy a intracelularni

lokalizaci PKCe a PKCB v kosternim svaludhem starnuti potkan

Telesnd hmotnost HHTg a kontrolnich potkarse ve ¥ku 4 mesice neliSila a
s postupujicim &em nafistala u HHTg linie pomaleji (tabulka 12). Celkoge tlesna
hmotnost potkaihv obdobi mezi 4. a 18.&sicem zvysila u kontrolni skupiny potkanhruba
0 54 % a u HHTg potkano 28 %. Hmotnost epididymalni tukové tkgmo gepaitu na 100 g
telesné hmotnosti (tabulka 12) byla u kontrolni skypve sté 18 mesial mirné snizena a
neznenila se s fibyvajicim wkem u HHTg skupiny.

55



Tabulka 12 - T¢lesna hmotnost a relativni hmotnost epididymaltitkmvého &élesa u
HHTg a kontrolnich potkave wku 4 a 18 misia

4 mésice 18 ndsiai
K HHTg K HHTg
télesna hmotnost (g) 336 +9 334+7 516 #25 426 + 30**°
relativni hmotnost epididymalniho
tukového dlesa (g/100g t. hm.) 155+0,06| 1,39+ 0,0|81,17 +0,15| 1,39+0,15

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg — heredtitéhypertriglyceridemiti potkani
HHTg vs K* p<0,05
18 vs 4 nisice® p<0,02,%* p<0,01, *** p<0,001
Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zvfat ve skupis)

Koncentrace triglyceridv séru potkain v sytém stavu byla u HHTg potkarkrmenych

standardni dietou vySSi ve srovnani s kontrolamzvgSovala se sifbyvajicim wkem

(tabulka 13). Hjem vysokosachar6zové diety po dobu dvou tydwySoval triglyceridémii

nezavisle nad&ku zviat, a to 0 80 % u HHTg potkara o 30 az 35 % u kontrolnich potkan

Rozdil v sérové koncentraci NEMK v sytém stavu pméni standardni dietou (tabulka 13)

mezi HHTg a kontrolni skupinou byl veéku 4 meésice pouze nazten (statisticky

nevyznamne zvysSeni o 13 %), v&ku 18 nesiai byly sérové koncentrace NEMK zvySené jiz

0 40 % u HHTg potkain Frijem vysokosacharozoveé diety koncentraci NEMK wséale

zvySoval, zvladt u skupiny HHTg potkain

Tabulka 13 —Vliv starnuti a vysokosachar6zové diety na konaaitiriglycerichi a NEMK
v séru u HHTg a kontrolnfmbtkari

4 mésice 18 nisiai
K HHTg K HHTg
standardni 316+047 | 257+016 | 4,01+0,22
triglyceridy dieta 1,69+0,25 * a *
(mmol/l) kosach 568+035 | 334+028 | 7.13+0,40
Vysgie‘i:ac ©2,28+025| 2Oy DA S
Sta(;‘.dard“' 0,571+ 0,040 0,646 +0,053| 0,671 + 0,087°98 £ 9,060
NEMK leta
(mmolll) | vysokosach.0,649 + 0,046 0,829 +0,061| 0,971 + 0,074 1,251 + 0,128
dieta x, b a, b x.aa, b

K — kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani, NEMK —
neesterifikované mastné kyseliny
HHTg vs K * p<0,05/* p<0,001
18 vs 4 nasice® p<0,02,%® p<0,01,%** p<0,001
vzestup po vysokosachar6zovédfigi<0,05,”® p<0,001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zviat ve skupid)
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Koncentrace glukézy v séru potkairmenych vysokosacharézovou dietou byla sleuw4
meésice u HHTg skupiny vysSi ve srovnani s kontrokuipénou a ve ¥ku 18 nesial stoupla
aZz na hodnotu 7,08 0,25 mmol/l (50,05) (obrazek 17A). DalSim sledovanym parametrem
ukazujicim na poruchu sacharidového metabolismunzelinémie (obrazek 17B). Naihli
jsme zvySené séroveé koncentrace inzulinu u HHTgiskuve Wku 4 nesice, ale sskem
inzulinémie jiz vice nestoupala. Naproti tomu koif skupina ve &u 18 n#siol
vykazovala znénou hyperinzulinémii (421+ 62 pmol/l). OGTT prokazal zhorSenou
glukézovou toleranci HHTg potkén(obrazek 18). Po intragastrické aplikaci glukézy 4
meésicnim potkatim byla jeji koncentrace v séru ve vSech sledovatigsbvych intervalech u
HHTg potkari vySSi nez u potkankontrolnich. Toto zji&ini je patrné i z vyjaini testu jako
plochy pod kivkou — AUC (4 n¢s. HHTg 907+ 29 vs K 790+ 20 mmol/l/2 hod, 10,005).
Obdobny nalez byl ve &ku 18 nesioi, kdy byla glukézova tolerance u HHTg potkan
v porovnani se 4 #sicnimi dale zhorSena €09,05). V tomto ¥ku vSak rozdily mezi HHTg a
kontrolami nesstaly tak vyrazné, nelgo kontrolni zvfata vykazovala zhorSenou gluk6zovou

toleranci.

Obrazek 17 —Koncentrace glukdzy (17 A) a inzulinu (17 B) v séra 18 ndsiai starych
HHTg a kontrolnich potkan

A Glykémie B Inzulinémie
p<0.05 p<0.001
9 1 500 -
p<0.05
8 - — 1 p<0.05 T
21 p<005 400 { —
— i
6 -
= . | L — 300 -
g ) g 1T
E < 200 -
3 7] -
2 1 100 -
1 i
0 0
K HHTg K HHTg K HHTg K HHTg
4 mésice 18 mésicl 4 mésice 18 mésicl

K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani
Meéreno v sytém stavu po dvoutydennim podavéani vysdiarseove diety.
Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zvfat ve skupis)
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Obrazek 18 —Oralni glukozovy toleratni test a AUC u 4 a 18 ¢wial starych HHTg a
kontrolnich potkian

4 mésice 18 mésicu
10 - 10 -
HHTg
—~ 91 * *k —~ 9
= HHTg -
1S 8 A IS 8 4 *x=x
3 g K
© 7 1 = 7
N *% N
2 K 2
=} 6 T = 6 -
) )
5 4 5 1
4 = ) T T 1 4 = ) T T 1
0 30 60 120 0 30 60 120
¢as (min) ¢as (min)
AUC AUC
1000 A~ 1000 -
*%*
i i T
§ 900 § 900
g g
£ 800 A T £ 800 A
700 700
K HHTg K HHTg

K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - heretit& hypertriglyceridemiti potkani, AUC - vyjaduje
plochu pod kivkou OGTT (mmol/l/2 hod)

Glukdza byla podana intragastricky (3 g/kg) potianhlado¥jicim 14 hodin. Potkaim byla 2 tydny podavana
vysokosacharédzova dieta.

HHTg vs K * px0,05, ** p<0,01
Vekovy rozdil AUC u K 18 vs 4ésice: p<0,05
Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zvfat ve skupis)

Inzulin zvysil inkorporact*C-U-glukézy do lipidi epididymalni tukové tk&nkontrolnich
potkari ve wku 4 mesice o 150 % v porovnani s bazalni inkorporaci. HTH potkari ve
véku 4 mesice byla inzulinem stimulovana inkorporaé€-U-glukézy zvy$ena o 113 %
oproti bazalni inkorporaci. Ve¢ku 18 nesiail byla citlivost epididymalni tukové tkén
k G¢inku inzulinu vyrazg snizend u HHTg potka&ni u kontrolnich potkain (obrazek 19).
Podobna situace byla pozorovana v branici, kde bydga 18-ti mésicnich HHTg potkan
zcela rezistentni kdinku inzulinu a inzulinova senzitivita tk&rstejré starych kontrolnich

potkani znané snizena (obrazek 20).
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Obrézek 19 —Inkorporace**C-U-glukézy do celkovych lipiil epididymalni tukové tkénu
HHTg a kontrolnich potkave wku 4 a 18 misia

4 mésice 18 mésicu
3.5 +
+++
3.0 1
S
@ 2.5 +++
e
> 2.0
®
£ 454 [ bazalni inkorporace
= * B stimulace inzulinem
2 1.0 . *
Q *
0.5 - ﬂ ’1
0
K HHTg K HHTg

K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani
vliv inzulinu: +++ p<0,001

vekovy rozdil (18 vs 4 ¢sice): * p<0,001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zvfat ve skupis)

Obrézek 20 -InkorporaceC-U-glukézy do glykogenu branice u HHTg a kontromi
potkdnve wku 4 a 18 misial

4 mésice 18 mésicl
400 - "
+
350 A
é 300 -
=
-— | ]
2 ++
> 200 A
§ . [ bazalni inkorporace
2 150 A B stimulace inzulinem
k) *
E 100 - . *
50 4 i
0
K HHTg K  HHTg

K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani
vliv inzulinu: + p<0,05, ++ p<0,01

vekovy rozdil (18 vs 4 ¢sice): * p<0,001

Data jsou uvedena jako famer + SEM (8 zvfat ve skupis)
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Relativni mnoZstvi proteinu PKE se neliSilo mezi 4 a 18-ti gicnimi HHTg a
kontrolnimi potkany v cytosolu a membranové frakcisterniho svalu (obrazek 21). U
mladych, 4 nmisicnich HHTg potkafi jsme nepozorovali rozdily v PK® v cytosolu a
membranové frakci v porovnani s kontrolami (obra2gk Rozdily v mnoZzstvi PK@ mezi
HHTg potkany a kontrolnimi potkany Wistar jsme pama@li az v pokroilém veéku. U 18-ti
mesiénich HHTg potkafi jsme nalezli vy$Si mnozstvi PK® v cytosolu o 78 % a
v membranové frakci o 87 % oproti kontrolam. StéiridHTg i kontrolnich potkain bylo
doprovazeno z#mami v relativnim mnozstvi PK® pouze v cytosolu. U 18-ti &sicnich
kontrol jsme nar&ili nizSi mnozstvi PKG v porovnani se 4 &sicnimi kontrolami, u HHTg
potkani to bylo naopak — u starych HHTg potkajsme pozorovali vy§Si mnoZzstvi PKIC

oproti mladym HHTg potkaim.

Obrazek 21 —Relativni mnoZstvi proteinu PKEv cytosolu a membranové frakci kosterniho
svalu u HHTg a kontrolnjobtkani ve wWku 4 a 18 misiai

A PKC ¢
cytosol membrany
—— w——— g v e == <«— 90kDa
B K HHTg K HHTg K HHTg K HHTg
0.4

[] «
B 1

arbitrarni jednotky
o o
() w

o
-
1

4 mésice 18 mésicl 4 mésice 18 mésicl

K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani

Reprezentativni imunoblot PKE(A). Graf relativniho mnozstvi PKE(B) v cytosolu a membranové frakci
kosterniho svalu (musculus gastrocnemius) u kamithla HHTg potkaive vku 4 a 18 résiai.

Vysledky pti nezavislych pokus Jednotlivé experimentalni skupiny byly srovnavédray jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotiet denzitometrickych objenfprepatitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bétiné frakce je roven 1.

Data jsou uvedena jako famer + SEM (5 zvfat ve skupis)
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Obrazek 22 —Relativni mnozstvi proteinu PKE&v cytosolu a membranové frakci kosterniho
svalu u HHTg a kontrolnjobtkani ve wWku 4 a 18 misiai

A PKC 6
cytosol membrany
- emm B 88 58 8 <« 80kDa
B K HHTg K HHTg K HHTg K HHTg
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K - kontrolni potkani kmene Wistar, HHTg - hereditahypertriglyceridemiti potkani

Reprezentativni imunoblot PK& (A). Graf relativniho mnozstvi PKE (B) v cytosolu a membranové frakci
kosterniho svalu (musculus gastrocnemius) u kamthla HHTg potkafive wku 4 a 18 résici.

Vysledky pti nezavislych pokus Jednotlivé experimentalni skupiny byly srovnavémay jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotet denzitometrickych objenfprepafitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bdtiné frakce je roven 1.

HHTg vs K# p<0,05

18 vs 4 rasice * p<0,05

Data jsou uvedena jako famer + SEM (5 zvfat ve skupid

U HHTg potkan, experimentalnino modelu IR, #ilpyvajicim wkem doSlo k vzestupu
sérovych koncentraci triglycefica NEMK, ke zhorSeni gluk6zové tolerance, &k Uplné
ztrat citlivosti perifernich tkani kd&nku inzulinu a nakstu relativniho mnozZstvi proteinu
PKC 0 v kosternim svalu. Také u kontrolnich potkastarnuti zpsobilo vyrazné zrmy
v citlivosti tkani k &inku inzulinu a zhorSeni glukbézové tolerance, tgtwuchy vsak byly
oproti stej starym HHTg potkaim jeS¢ kompenzovany hyperinzulinémii. ZhorSovani IR

s wkem nebylo spojené se zvySenim podilu tukovégkan
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5. 4. Vliv zvySené exprese rezistinu v tukové tkamia PKC a inzulinovou rezistenci

Ve studii jsme zjiovali, zda zvySend exprese rezistinu v tukové tkaHR potkan
ovlivni gluk6zovou toleranci, rezistenci perifedniackdni k @inku inzulinu a relativni

mnozstvi PKCG a PKC6 v cytosolu a membranové frakci kosterniho svalu.

Transgenni SHR potkani étn vySSi €lesnou hmotnost i hmotnost epididymalniho

tukoveého ¢lesa oproti kontrolnim potk@m (tabulka 14).

Tabulka 14 - Hmotnostni parametry SHR a transgennich SHR pétka

SHR SHR-TG p
telesna(gr;motnost 370 +5 3890 + 6 <0,05
hmotnost

epldld}/malnlho 0,71+ 0,04 0,92 +0,04 <0,02
tukového &lesa

(9/200 g t. hm.)

SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spont&hgpertenzni potkani s transgenni expresi

rezistinu
Data jsou uvedena jako famer + SEM (10 zwvfat ve skupid)

Tabulka 15 - Koncentrace vybranych biochemickych analytséru a ve tkanich u SHR a
transgennich SHR potkan

SHR SHR-TG p

inzulin (pmol/1) 270 £ 24 33921 <0,05

NEMK (mmol/l) 1,17 £0,04 | 1,26 +0,04 NS

triglyceridy v jatrech 9.69 + 1.36 9.55 +1.11 NS
(umol/g)

triglyceridy ve svalu 288+ 0,09 3.12 + 0,14 NS
(umol/g)

SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spontdhgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu, NEMK — neesterifikované mastné kyseliny
Data jsou uvedena jako famer + SEM (10 zvfat ve skupid)

SHR potkani s exprimovanym rezistinem v tukdkéni vykazovali vySSi koncentrace

inzulinu v séru v porovnani s kontrolnimi SHRkzoty. Koncentrace NEMK, triglycenid
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Vv jatrech a kosternim svalu (musculus soleus) sei p@rovnavanymi skupinami neliSila
(tabulka 15). Sérové koncentrace triglycérid transgennich potkanbyly zvySeny ped
podavanim fruktézové diety i po 14-ti dennim poddvdrukt6zové diety, a to jak v sytém,
tak i latném stavu (obrazek 23). Transgenni exprese rezigfibnamg zhorsila toleranci ke
glukbézové zatzi sledované OGTT (obrazek 24). Toto Zjistje patrné i z vyjéigbni testu
jako plochy pod #vkou (AUCp.126 SHR-TG 1026 = 131 vs SHR 725 £ 14 mmol/I/120 min,
p<0,05).

Obrazek 23 -Koncentrace triglyceritlv séru SHR a transgennich SHR potkpted
podavanim fruktézové diety sytém a laném stavu po 14-ti dennim
podavani fruktozove diety
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SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spont&hgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu

SHR-TG vs SHR ** p<0,01

Data jsou uvedena jako famer £ SEM (10 zvfat ve skupid)

Obrazek 24 -Oralni gluk6zovy tolerami test u SHR a transgennich SHR potkan
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SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spontdhgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu, AUC vyjatlje plochu podkvkou OGTT (mmol/l/120min)

SHR-TG vs SHR * p<0,05

Data jsou uvedena jako famer + SEM (10 zvfat ve skupid)
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Citlivost kosternich sval (musculus soleus) Kiinku inzulinu, nétenain vitro podle
inkorporace'*C-U-glukézy do glykogenu, se u transgennich SHEg neznénila, a to

jak v piipack bazalni, tak inzulinem stimulované inkorporaceréaiek 25).

Obrézek 25- Inkorporace“C-U-glukézy do glykogenu v kosternim svalu u SHR a
transgennich SHR potkan

2500 ~

O SHR
2000 A
B SHR-TG

1500 A

1000 -

500 4

nmol glukézy/g tkané/2h

bazalni inkorporace stimulace inzulinem

SHR — kontrolni spontéérhypertenzni potkani, SHR-TG — spontahgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu
Data jsou uvedena jako fimer £ SEM (10 zvfat ve skupis)

Transgenni exprese rezistinu byla u SHR-TG&aétasociovana s ténaplnou rezistenci
tukové tkag k &inku inzulinu sledovanén vitro podle bazélni inkorporacéC-U-glukézy
do celkovych lipid epididymalni tukové tké&nhnebo po stimulaci inzulinem (obrazek 26).

Obrazek 26- Inkorporace“C-U-glukézy do lipidi epididymalni tukové tkéhu SHR a
transgennich SHR potkan
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SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spontdhgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu

SHR-TG vs SHR * p<0,02, ** p<0,01

Data jsou uvedena jako famer + SEM (10 zvfat ve skupid)
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Relativni mnozstvi proteinu PKE se mezi SHR transgennimi a kontrolnimi potkany
v cytosolu a membranoveé frakci kosterniho svalusitel (obrazek 27B). V fipadt PKC 6
jsme pozorovali zvySeni jejiho relativniho mnozstvi 318 % vcytosolu a o 39 %

v membranové frakci (obrazek 27 D).

Obrazek 27— Vliv transgenni exprese rezistinu na relativni netezPKCe a PKCO
v cytosolu a membranovédr&osterniho svalu

A T oEmmm o C
e ET : |
SHR SHR-TG SHR SHR-TG SHR SHR-TG SHR SHR-TG
B PKC ¢ D PKC 6
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.. 081 . 081
&= = *
2 2
§ 0,6 - .-?L 0,6 -
E =
i 0,4 - i 0,4 -
2 2
© (0]
0,2 4 0,2 4
0 0
cytosol membrany cytosol membrany

SHR — kontrolni spontadrhypertenzni potkani, SHR-TG — spont&hgpertenzni potkani s transgenni expresi
rezistinu

Reprezentativni imunoblot PKE (A) a PKC & (C). Grafy relativniho mnozstvi PKE (B) a PKC @ (D)

v cytosolu a membranové frakci kosterniho svalus@uluis gastrocnemius).

Vysledky ¢ty nezavislych pokus Jednotlivé experimentalni skupiny byly srovnavémay jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotiet denzitometrickych objenfprepatitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bdtiné frakce je roven 1.

SHR-TG vs SHR * p<0,05, *** p<0,0001

Data jsou uvedena jako famer £ SEM (4 zvfata ve skupié)

Chronicka transgenni exprese rezistinu u jedkrstarych SHR potkdnbyla asociovana
se zvySenymi seérovymi hladinami triglycerjd hyperinzulinémii, vyrazh zhorSenou
glukézovou toleranci, rezistenci tukové tkak cinku inzulinu a vyraznym néstem

relativniho mnozstvi PK®@ v kosternim svalu.
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5. 5. Vliv dlouhodobého podavani pioglitazonu na P& a inzulinovou rezistenci

V této studii jsme zji®vali, zda dlouhodobé podavani pioglitazonu ovligkiivaci PKC
€ a PKCO, ektopické ukladani triglycenidve svalech a citlivost tukové a svalové tkan
k Gcinku inzulinu.

Dlouhodobé podavani pioglitazonu neovlivnil@glesnou hmotnost a hmotnost
perirenalniho tukového¢lesa, snizilo hmotnost jater a pouze mirovysilo hmotnost
epididymalni tukove tkaf ktera je ukazatelem visceralni obezity (tabuléy Koncentrace
triglycerida v jatrech se mezi studovanymi skupinami neli¥lasah cholesterolu v jatrech se
u SHR-4 potkafh s pioglitazonem zvysSil. Sérové koncentrace NEMKyhy SHR-4 potkaf

lé¢enych pioglitazonem vyznaramizsi (tabulka 17).

Tabulka 16 - Hmotnostni parametry kontrolnich a SHR-4 potkampioglitazonem

SHR-4 SHR-4+PIO p
télesnd hmotnost (g) 436 + 6 433+ 12 N$
hmotnost epididymalniho tukovéhsdasa (g)| 1,41 + 0,06 1,65 + 0,08 <0,05
hmotnost perirenalniho tukovéhsiesa (g) 1,89 £ 0,11 1,89 +0,15 NS
hmotnost jater (g) 3,15+ 0,08 2,84 £ 0,04 <0,01

SHR-4 — kontrolni spontadnhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem
Data jsou uvedena jako fimér £ SEM (9 zvfat ve skupis)

Tabulka 17 - Koncentrace vybranych metabéli jatrech a séru u kontrolnich a SHR-4
potkdns dlouhodob podavanym pioglitazonem

SHR-4 SHR-4+PIO p
triglyceridy v jatrech gmol/g) | 7,75+ 0,31 6,27 £ 0,16 NS
cholesterol v jatrechufmol/g) | 8,68 + 0,37 9,98 + 0,28 <0,02
NEMK v séru (mmol/l) 1,22 £ 0,09 0,82 + 0,04 <0,01

SHR-4 — kontrolni spontaenhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem, NEMK — neesterifikované mastné kysel
Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)

66



Porovnavané experimentalni skupiny vykazoypalgobné koncentrace glukozy v séru
(obrazek 28).

Obrazek 28— Koncentrace glukézy v séru u kontrolnich a SHpbtkan s pioglitazonem

10 7
8 -
g 6 - W
£
T 4 4
B -®- SHR-4
E
S 2 1 - SHR-4+PIO
O T ) T T T T T T

18 20 22 24 26 28 30 32
vék zvifat (tydny)

SHR-4 — kontrolni spontadnhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontéanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem
Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)

Dlouhodobé podavani pioglitazonu SHR-4 potikan vyznamig snizilo sérové
koncentrace triglycerid(obrazek 29). Podavani vysokosacharozove digtgrin experimentu
vedlo k postupnému néstu sérovych koncentraci inzulinu u kontrolnichkaoli, zatimco u

potkani Ié¢enych pioglitazonem se koncentrace inzulinu v s@avySovaly (obrazek 30).

Obrazek 29— Koncentrace triglyceridv séru u kontrolnich a SHR-4 potkan
S pioglitazonem
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SHR-4 — kontrolni spontaenhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PIO vs SHR-4 * p<0,01
Data jsou uvedena jako fimér £ SEM (9 zvfat ve skupis)
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Obrazek 30- Koncentrace inzulinu v séru u kontrolnich a S#PBetkart s pioglitazonem
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SHR-4 — kontrolni spontaginhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PIO vs SHR-4 *4#,0001, ** p<0,00001
Data jsou uvedena jako fimér £ SEM (9 zvfat ve skupis)

Koncentrace adiponektinu v séru byly u SHRpdtkani s dlouhodob podavanym

w

pioglitazonem vyznaminvyssSi oproti kontrolam (obrazek 31).

Obrazek 31 -Koncentrace adiponektinu v séru u kontrolnich a SH#tkari
S pioglitazonem
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SHR-4 — kontrolni spontadnhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PIO vs SHR-4 ** 0,01

Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)
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U SHR-4 potkain [é¢enych pioglitazonem jsme na zaktazvySené bazalni a inzulinem
stimulované syntézy glykogenu pozorovali vyznamnépseni IR v kosternich svalech
(obrazek 32), festoze dlouhodobé podavani pioglitazonu SHR-4 métkabylo doprovazeno

zvySenou akumulaci triglycefidre svalech (obrazek 33).

Obrézek 32- Inkorporace“C-U-glukézy do glykogenu v kosternim svalu u kohtfch a
SHR-4 potkars pioglitazonem
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SHR-4 — kontrolni spontadénhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PI0O vs SHR-4 ** 0,005, *** p<0,0001

Kosterni sval-musculus gastrocnemius

Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)

Obrazek 33- Koncentrace triglyceridv kosternim svalu u kontrolnich a SHR-4 potkan
S pioglitazonem

5 -
O SHR-4 Kok
41 m SHR4+PIO
2 37
3
E I
= 2 -
1 -
0

SHR-4 — kontrolni spontadnhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PI0O vs SHR-4 *** g0,0001

Kosterni sval-musculus gastrocnemius

Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)
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L&ba SHR-4 potkain pioglitazonem zvysila inzulinem stimulovanou ingoraci**C-U-
glukbézy do lipidi (obrazek 34). ZvySena citlivost epididymalni tukotkar k (kinku

inzulinu byla doprovazena zvySenym obsahem proteitukové tkani (obrazek 35).

Obrazek 34 -InkorporaceC-U-glukézy do lipidi  Obrazek 35 -Proteiny v tukové

epididymalni tukoveé tkan tkan
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SHR-4 — kontrolni spontaginhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

SHR-4+PIO vs SHR-4 ** 0,01

Data jsou uvedena jako famer + SEM (9 zvfat ve skupis)

U SHR-4 potkain |é¢enych pioglitazonem jsme v cytosolu kosterniho svyabzorovali
snizené relativni mnozstvi PKE v membranové frakci se mnoZstvi proteinu PK@ezi
porovnavanymi skupinami neliSilo (obrazek 36B). Nppd PKC 8 byl nalez obdobny,
relativni mnozstvi PK@® v cytosolu bylo snizené u SHR-4 potkanpioglitazonem (obrazek
36E). Dlouhodobé podéavani pioglitazonu aktivovahe izoformy PKC (obrdzek 36C a 36F),
aktivace je vyjatena jako porr relativniho mnozstvi proteinu PKC v membranowkéi k

celkovému mnozstvi proteindiplusné izoformy.

Dlouhodobé podavani pioglitazonu SHR-4 potikarpiiznivé ovlivnilo fadu parameir
lipidového a sacharidového metabolismu, zvySiloowé&rkoncentrace adiponektinu a bylo

doprovazeno zvySenou akumulaci triglycénidkosternim svalu a aktivaci PKCa PKCB8.
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Obrazek 36 —Vliv podavani pioglitazonu SHR-4 potkém na mnozstvi a aktivaci PKEa
PK@® v cytosolu a membranové frakci kosterniho svalu
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SHR-4 — kontrolni spontadnhypertenzni potkani, SHR-4+PIO — spontanhypertenzni potkani déni
pioglitazonem

Reprezentativni imunoblot PK&(A) a PKCE (D.) Graf relativniho mnoZstvi PKE(B) a PKCH (E) v cytosolu
a membranové frakci kosterniho svalu (musculusrgesémius). Aktivace PKE (C) a PKCH (F) vyjadena
jako poner relativniho mnozstvi PK@ nebo PKCH v membranové frakci ku celkovému mnoZzstvi RKEbo
PKC 6. Celkové mnozstvi izoformy PKC je danoctem relativniho mnoZzstvi dané izoformy PKC vspitoa
membranové frakci.C-cytosol, ME-membrany

Vysledky pti nezavislych pokuis Jednotlivé experimentalni skupiny byly porovngvaa jednom filmu.
Arbitrarni jednotka: sotiet denzitometrickych objenfprepatitanych na 1ug proteinu) vSech experimentalnich
skupin v rdmci jedné bdtiné frakce je roven 1.

SHR-4+PI0 vs SHR-4 *40,01

Data jsou uvedena jako famer + SEM (5 zvfat ve skupis)
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6. DISKUZE

Pokusy uvedené v této disértapraci byly zansfené na studium ulohy PKC v kosternim
svalu g IR. Jednotlivé izoformy PKC jsouutezZitou komponentou signalizai kaskady
inzulinu a poruchy vignosu signalu inzulinu jsou v s@msné dob povazovany za jednu
z hlavnich pi¢in IR. Sledovali jsme i dalSi patofyziologické maasmy uplatujici se
v patogenezi IR a zatfili jsme se i na moznosti pozitivniho ovligmi IR farmakologickou

intervenci.

6. 1. Vliv nutri éné indukované obezity u HHTg potkani na PKC a inzulinovou rezistenci

Obezita je jednim z Klbvych faktofi, které pispivaji k rozvoji IR, je vyznamnym
rizikovym faktorem kardiovaskularnich chorob a D2atani and Lazar 200.7Y fack studii
u lidi i zvitat bylo prokadzano, Ze Ubytek prirastek hmotnosti Uzce koreluji se zvySerim
snizenim inzulinové senzitivitiBak et al. 1992Vergés 2009 Cherian et al. 2009Reeds
2009)

Nasim cilem bylo zjistit, do jaké miry obezitavozena dlouhodobym podavanim diety
s vysokym obsahem sachar6zy ovlivni symptomy Mtavaci a intracelularni lokalizaci
PKC ¢ a PKC6 v kosternim svalu u HHTg potk&nPokusy byly provedeny u 18é&sial
starych potkanich samidkmene Wistar, HHTg a obéznich HHTg potka®bezita HHTg
potkarmi byla vyvolana nutting, podavanim vysokosachardozové diety po dobu ¢gian
Kontrolni a HHTg potkani byli krmeni standardni ¢ethtorni dietou.

Zjistili jsme, Ze HHTg potkani maji v porovriaa kontrolnimi potkany vyraznvyssi
sérové koncentrace triglycetid NEMK a zhorSenou citlivost perifernich tkani &nku
inzulinu. DalSim charakteristickym znakegthito potkaf je ektopické ukladani triglycerid
v jatrech a kosternich svalech, které negétiewliviiuje inzulinovou senzitivituéchto tkani.
U tohoto neobézniho kmene neni IR spojena s exdeakumulaci dlesného tuku, jako je
tomu u obvykle pouzivanych modeMS - obéznich potkadns genetickou poruchou tvorby
leptinu nebo leptinového receptof@olda a Hilgertova 1998HHTQ potkani jsou vhodnym
modelem ke studiu IR a jejich komplikaci u neobélnédindg.

Podavani vysokosachardzové diety HHTg patkampo dobu 7 résial zvySilo €lesnou
hmotnost, hmotnost epididymalniho tukovéhitesa, glykémii, triglyceridémii i sérové
koncentrace NEMK. Tento model nutmé indukované obezity poémné dolie odpovida
situaci ve vyzi¢ lidi ekonomicky rozvinutych stat vzhledem k tomu, Ze zvySenyijpm

sacharid v poslednich letech v souvislosti s pouzivanim ktfsmového  sirupu
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v potravindském pamyslu je povaZzovan za jednu #din vyznamného naéstu obezity a s ni
spojenych komplikaci.

Zvyseneé séroveé koncentrace glukdzy, triglyfea NEMK u obéznich HHTg potkén
jsou v souladu s literarnimi udaji. ZvySené koncard triglycerid, glukdzy, ale i inzulinu
v séru byly zaznamenany rfap inzulinorezistentnich obéznich Zucker potkd@u at al.
1999) ale i obéznich inzulinorezistentnich paciefittani et al. 200Q) Charakteristickym
nalezem u obéznich jedingsou zvySené sérové koncentrace NEMK aeghné z nadgrné
tukové tkaw (Qatani and Lazar 200.7NEMK ovliviwuji metabolické funkce fad tkani a
podili se na IR perifernich tkani. V nasi pracigsmHHTg potkaf s nutréné indukovanou
obezitou zaznamenali vyrazsniZzenou inzulinovou senzitivitu tukové tkamento trend byl
patrny i v kosternim svalu. Obezita u HHTg potkam naSem experimentu byla také
doprovazena vyraznou akumulaci triglycéndjatrech, v souladu s pracemi, které ukazuji, Zze
obezita je spojena s ektopickym ukladanim ligiduo 2008)

V membranové frakci kosterniho svalu HHTg otk jsme nantili nizSi relativni
mnozstvi PKCe oproti kontrolam, nuttiné indukovana obezita mnoZstvi PK&Cu HHTg
potkani dale neovlivnila. V cytosolu neobéznich HHTg poikgsme nalezli niZzSi a naopak
v membranové frakci vys8i mnozZstvi PKICvzhledem ke kontrolam. Obezita u HHTg
potkani toto rozloZeni PKOB ve studovanych bwinych frakcich kosterniho svalu dale
neovlivnila. Ubytek relativniho mnoZzstvi PKEv cytosolu a naopak n#st v membranové
frakci kosterniho svalu je povazovan za ukazatmhdlokace a aktivace PKE& (Schmitz-
Peiffer et al. 1997Timmers et al. 2008 nutricné indukovana obezitu HHTg potkarh
byla pozorovana tendence k dalSi aktivaci PKGSnizena citlivost kosterniho svalu HHTg
potkarmi k inzulinu byla tedy doprovazena aktivaci PKIC V fadk studii byla nalezena
zvySena aktivace PKC spolu se snizenou inzulinmeneitivitou, zejména ve spojitosti se
zvySenou dostupnosti lipidv cilovych tkanich fisobeni inzulinu(Schmitz-Peiffer 2000)
ZvySené mnozstvi PKE€ a PKC6 bylo nalezeno v membranové frakci kosterniho svalu
potkari, u nichz byla IR vyvolana podavanim diety s vysokypodilem tuku. ZvySené
mnozZstvi échto izoforem PKC navic korelovalo s obsahem tdghidi a DAG ve svalu.
Autofi u tohoto experimentalniho modeldeppokladaji, Ze specificke 2my v PKC € a
PKC 6 mohou pispivat k rozvoji IR kosternich sval(Schmitz-Peiffer et al. 19977vySena
aktivita PKC, zvySené mnozstvi DAG a membraneazané PKE a PKC6 bylo nangieno i
u dalSiho modelu IR, ktery je navic obézni, u ofidzZucker potkain (Qu et al. 1999)PKC
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0 byla také aktivovana v kosternim svalu u potkanR indukovanou infuzi lipidl (Griffin et
al. 1999)

| kdyz ve ¥tSire studii zabyvajicich se IR a roli PKLCv jeji patogenezi byla nalezena
zvySena aktivita PKQ&, v naSi praci jsme u inzulinorezistentnich HHTgkpoi nanttili
nizsi aktivaci PKCG oproti kontrolam. Podobny nalez byl popséan i \8dplaci, kde Cooper a
spol. namstili snizenou aktivitu PKC a mnozstvi PKEOy kosternim svalu u obéznich Zucker
potkari (Cooper et al. 1993)OdliSné nalezy aktivace PKE pii IR Ize vyswitlit razre.
Zvysena aktivace PKE mize stimulovat translokaci, proteinovy obrat aleegchdaci PKC.
UvaZuje se i 0 snizené syntéze PKC dané defekdnslacici snizenou transkripci mRNA
PKC, roli miZze hrat i genetickd mutace tgobujici pozminénou funkciéi inaktivaci PKC
(Cooper et al. 1993)Zatim je také velmi malo znamo o fumk specifit jednotlivych
izoforem PKC. Funkce jednotlivych izoenzgnPKC, & nag. pati do stejné podskupiny,
mohou byt odlisSné, jednotlivé izoformy se liSi bstraty, které fosforyluji, aktivatory, které
vyzaduji ke své aktivaci a intracelularni lokalizato vSe jsou moznéustody vys\tlujici
nase odlisné nalezy u PKCGa PKC6O u HHTg potkad.

Nalez zvysSené aktivace PK& u HHTg potkahd je v souladu s literarnimi Udaji. Na
aktivaci PKC se podili akumulace triglyceriodv kosternim svalu, kterou jsme néih i
v naSi studii. Triglyceridy mohou byt prekurzory|gieh lipidovych metabolit, jejich
hydrolyzou se uvaluje DAG, klasicky druhy posel a aktivator PKGuo 2008) Aktivovana
PKC 0 fosforyluje hydroxylové skupiny sefinRS1 a IRS2, coz sniZuje fosforylaci tyrosin
IRS1 a IRS2, vede ke snizené akii3K a v konéném disledku sniZuje transport glukozy.
Témito inky snizuje PK® prenos signalu inzulinu aigpiva k IR(Haasch et al. 2006)

Uvedené nalezy ukazuji, Zze HHTg potkani jséiodnym modelem pro studium IR.
Nutricné indukovana obezita HHTg potk&arfadu abnormalit lipidového a sacharidového
metabolismu spojenych s IR je&tale prohloubila. Vysledky naz&igi, ze PKCO by mohla

byt klicovou izoformou uplaiujici se v patogenezi IR kosternich sval
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6. 2. Aktivita glykogensyntazy (¥ inzulinové rezistenci

GS je jednou z efektorovych molekul zodpomych za zprogedkovani biologickych
acinka inzulinu. SniZzena aktivita GS v kosternim svalu cfearakteristickym nalezem u
pacienti s DM2 (Park et al. 2000)V nasi praci jsme #iili aktivitu GS v kosternim svalu u
¢tyimesicnich HHTg potkan a kontrolnich potkankmene Wistar. Obporovnavané skupiny
byly krmeny 14 dni fed koncem pokusu vysokosachar6zovou dietou, kteténpovala
abnormality glukézového a lipidového metabolismuhypertriglyceridemickych HHTg
potkari. Po n@&nim hlado¥ni byla potkafim oralré aplikovana glukoza a efekt jednorazove
glukbzové zéatze byl sledovan za 30 minut po podani. Toto expamidni usptadani nam
umoznilo testovat odp@d’ organismu na vzestup endogenni inzulinémie, kretdrazuje
skute&ny metabolicky stav. Timto pokusem jsme se snadi§tit poznatky o patogenezi IR
HHTg potkar, identifikovat mechanismus zhorSené utilizace @ghyk ve svalové tkani
béhem péateini faze OGTT.

V la&ném stavu se aktivita GS mezi kontrolnimi a HHT¢kpay neliSila. Po jednorazové
davce glukézy aktivita enzymu u kontrol vyrézmzrostla, zatimco u HHTg potkanse
neznenila ve srovnani s mym stavem. Tento nalez je v souladu s pozorovarsyriienymi
hladinami glykogenu v kosternim svalu HHTg potkdf@ahova et al. 2004V facé studii
bylo prokazano snizené inzulinem stimulované vyahdmi glukézy u DM2, které bylo
asociovano se snizenou aktivitou GS a syntézouogbtu (DeFronzo et al. 1992Beck-
Nielsen et al. 1992)

Hi studiu moznych mechanignzodpowdnych za sniZzenou utilizaci glukozy v kosternim
svalu HHTg potkafth byly analyzovany glukézovéignaseée GLUT4. Jednorazova davka
glukdzy nestimulovala translokaci GLUT4 k plazmkéanembra# u HHTg potkag, tento
defekt pravdpodobré vyswtluje snizenou utilizaci glukézy ve svale@hahova et al. 2004)
To miZe gispivat ke zvySené glykémii, ktera byla u HHTg @motkbéhem OGTTopakovas
zjisna(Klimes et al. 1995DiviSova et al. 2002)

NasSe nalezy ukazuji, Zze u HHTg potkga sniZzena utilizace glukdzy v perifernich tkanich
provazena snizenou aktivitou GS v kosternim svddalnim z charakteristickych €fy$R u
HHTQg potkari je metabolickd maladaptac# prechodu z hladaini do sytého stavu. Snizena
aktivita GS a utilizace glukdézy v perifernich tkémiukazuji na prawgbodobny defekt
v pienosu inzulinového signalu do hkitktn Porucha jednoho nebo vice kiiok této signalni

kaskad, kde jednou ziaezitych efektorovych molekul je také GS, hraja pil rozvoji IR.
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6. 3. Vliv véku na PKC a inzulinovou rezistenci

Jiz dlouho je znamo, Ze IR je spojena se starnjatknu lidi, tak potkaf (Davidson 1979
Lechleitner 2008Zeyda and Stulning 2009Podstata neni pinobjasina, ale pedpoklada
se, ze tyto poruchy jsou spojeny se zvySenym pwodilkové tkaa a obezitou spiSe nez se
starnutim samyniCoon et al. 1992Barnard et al. 1995)Dale se na zhorSovani IRu#e
podilet nedostatea sekréni kapacita inzulinu(Ferranini et al. 1996%i dyslipidémie
(Howard 1999nebo defekty v inzulinové signaliaa kaskad (Qu et al. 1999)

Cilem této studie bylo sledovat na HHTg podan rekteré parametry sacharidového a
lipidového metabolismu a také intracelularni lokati PKCe a PKCHO ve wku 4 a 18
mesial. Cilem bylo definovat z#my, které mohou vést neborigpivat ke vzniku a
prohlubovéani IR v souvislosti gipyvajicim wkem. Metabolické poruchy spojené s IR a MS
byly potencovany vysokosacharézovou dietou podavatha tydny ped koncem pokusu.
HHTg potkani jsou k tomuto nutimimu podgtu extréme citlivi v porovnani s kontrolnimi
potkany. Jako kontrola byl pouzit kmen potkawistar, z kterého byli HHTg potkani
vyselektovani na zakl&d zvySenych sérovych hladin triglycetid po @ivodu
vysokosacharézove diefyrana a Kazdova 1990)

Relativni hmotnost epididymalni tukoveé tkaktera je povazovana za ukazatel visceralni
obezity, se sifbyvajicim wkem u HHTg potkafh neznénila. Je znamo, Ze tento parametr
vysoce koreluje s procentendlésného tuku(Eisen and Leatherwood 1981Yzhledem
k tomu, Ze u HHTg potkd@nnestoupal podil tukové tk&rs wkem, Ize tvrdit, Ze ficinou
zhorSovani IR s postupujicintkem nebyla obezita. Tento nalez odporuje teoriizli@sSeni
IR s gibyvajicim wkem je dano kvantitativnvétSim mnozstvim tuku ke dané obezitou.
Tato teorie byla formulovana na zakdagtudii, ve kterych nebyly nalezeny rozdily v eibisti
k G¢inku inzulinu mezi skupinami mladych a starych osabstejnym obsahem ,beztukové
hmoty” (Coon et al. 1992)nebo které prokazaly vznik a rozvoj IR v perifeim tkanich
potkari indukovany dietami s vysokym obsahem tuku nebbaa@zy, které zvysSovaly podil
tuku v €le (Barnard et al. 1995K této teorii pispely také experimenty, kdy u starSich osob
po sniZzeni mnozZstvi tuku ¥¢é dosazeného pravidelnym &nhim, doSlo ke zmigmi IR
(Kahn et al. 1992)

Obezita jist hraje dilezitou ulohu v patogenezi IR, nemusi ale vzdy degzet MS.
Vyskyt MS byl pozorovén i u paciahtkteri nebyli obézni. V nasi studii na HHTg potkanech
jsme zjistili, Ze pitomnost obezity neni nutnou podminkou vzniku IROAMym spojovacim

¢lankem obou protididnych tvrzeni (zhorSeni IREbem starnuti vigsledku obezity vs. naSe
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nélezy, Ze s obezitou nemusi souvisagdptavuji NEMK. Zjistili jsme, Ze koncentrace
NEMK v séru se v gibéhu starnuti u HHTg potkdinzvySuje. Rozdil v sérové koncentraci
NEMK méteny v sytém stavu po krmeni standardni dietou bgkinkontrolni a HHTg
skupinou ve ¥ku 4 nEsial pouze nazngen, ve ¥ku 18 nesial byly koncentrace NEMK
zejména u HHTg potkadin ZvySené sérové koncentrace NEMK byly nalezenyR $pojené

s obezitou(Belfiore and lannello 1998)V pripact obezity se fedpoklada, Ze se upiafe
kvantitativre vétsSi priispevek produki lipolyzy i pti nezmeénéné lipolytické aktivié v tukove
tkani. U nami studovaného modelu, HHTg potkanyla také prokdzana zvyraara lipolyza

v tukoveé tkani(\Vrana a Kazdova 199Zpasobena prawipodobré zvySenymi koncentracemi
adrenalinu a noradrenalir{&tolba et al. 1993)Zvysené sérové koncentrace NEMK mohou
byt primarnim defektem vedoucim ke snizenému viglitkozy ve tkanich a naslegn
k hyperinzulinémii(Waldhausl and Roden 2000ja miZze byt kompenzaim mechanismem
IR v perifernich tkanich, ktery zabimge zvySovani glukoneogeneze v jatrech, a tim i
hyperglykémii(Boden 1997) Navic chronické zvySeni koncentraci NEMKize inhibovat
sekreci inzulinu $-burgk pankreatyPoitout et al. 2006)Zvysena koncentrace NEMK spolu
se snizenou sekreci inzulinuibe dale snizovat vyuziti glukézy ve tkanich, zvygtoexidaci
NEMK, v jatrech stimulovat glukoneogenezi, véstypérglykémii a k dalSimu zhorSeni
funkce -burék pankreatu aipspivat tak k rozvoji DM2Reaven 1995)Pro tuto hypotézu
swedc¢i vysledky klinické studie, v niz zvySené konceor&EMK byly rizikovym faktorem
pro vznik diabetyPaolisso et al. 1995w dci pro ni i vysledky naSi prace. Vedle zvySenych
sérovych koncentraci NEMK u HHTg potkansme nandili i zvySené koncentrace
triglyceridi a to jak u HHTg potkanh krmenych standardni dietou, tak pdijpu
vysokosacharézové diety. Hypertriglyceridémie jekmene HHTQ geneticky fixovana a
zvySuje se sd&kem. HHTg potkani jsou navic velmi citlivi Kipodu vysokosacharézoveé
diety. Rijem této diety po dobu dvou tydzvysil triglyceridémii o 80 % u HHTg potkéra
pouze o 30 az 35 % u kontrolnich potkafistar. Vysokosacharézova dieta navic zvySovala
sérové koncentrace triglycetichezavisle nadku zvitat.

DalSim zajimavym zji&him studie bylo sniZzené inzulinem stimulované viiudlukdzy u
HHTg potkarii oproti kontrolam, zji€ované pomoci inkorporacéC-U glukézy do lipidi
epididymalni tukové tkan a branicein vitro a OGTT. Poruchy utilizace glukdzy byly
zavazrjSi u zviat ve ¥ku 18 nesial v porovnani s mladSimi. Ve¢ku 18 nesiai  se
zhorSena glukézova tolerance HHTg kmeneéjg@tohloubila acasténé se projevila u
kontrolnich potkaf. V tomto &ku byla citlivost perifernich tkani kéinku inzulinu u kontrol
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jen o malo vyssi nez u HHTg potkarktei vykazovali Uplnou rezistenci kipobeni inzulinu.
Kontrolni potkani Wistar to dokézali kompenzovatagnou hyperinzulinémiii a zabranit tak
piiliSnému naistu glykémie, kdezto u 18-ti ¢émicnich HHTg potkafh nebyla ¥ejm¢ sekrece
inzulinu dostaténa, coz se projevilo hyperglykémii.

SniZzeny fenos inzulinového signélu viice pedstavuje potencialni mechanismus
zodpo¥dny za defekty visobeni inzulinu charakteristické pro pokitg veék. Byly
studovany vlivy starnuti na inzulinovou signalizaa arovni receptoru pro inzulin a IRS1
v jatrech a kosternich svalech potkana, ale vysleadikkané dmito experimenty jsou velmi
rozdilné a nejednotnéerrano et al. 2009Fi pokusechin vitro se inzulinem stimulovana
autofosforylace inzulinového receptoru v jatrecévalech nernila bhem starnut(Kono et
al. 1990) V jiné studii byla nalezena snizena fosforylagegini inzulinového receptoru a
IRS1 po stimulaci inzulinerm vivo v jatrech i kosternim svalu starych potikdarvalho et
al. 1996 Zhu et al. 2005)V patogenezi IR se ide uplatovat také PKC. Fosforylace
zprostedkovana PKC negati¥rovliviiuje fadu komponent inzulinové signalérd kaskady,
nap. IRS1, Aktl, ale i GS. Aktivace PKC takéibe zvysit degradaci receptoru pro inzulin
(Qu et al. 1999)V kosternim svalu potka@ns dietré indukovanou IR byla nalezena zvysSena
exprese PKG a PKCBO (Donnelly at al. 1994Schmitz-Peiffer et al. 199.7PKC miZe také
hrat dilezitou roli v regulaci lipolyzy(Vikman et al. 1993)

V pripadt PKC ¢ jsme nenasli Zadné rozdily v relativnim mnozZsteiginu mezi mladymi
a starymi inzulinorezistentnimi HHTg a kontrolninpotkany ani \wytosolu, ani
v membranové frakci kosterniho svalu. Tyto nalgou v souladu s vysledky autoQu a
spol, ktéi na rozdil od diethindukovanych modélIR také nenalezli Zddné 2my v aktivite
PKC a subcelularni distribuci PKEi PKC 6 v kosternim svalu mezi mladymi a starymi
nediabetickymi potkanyQu et al. 1999)Na rozdil od vysledk vySe uvedené studie jsme u
PKC 0 pozorovali rozdily, ale az v pokfitem weku. U HHTg potkad jsme nanifili vyrazné
vySSi mnozstvi PKCBH v cytosolu i membranové frakci. IR v pokieém wku byla
doprovazena celkovym zvySenim relativnino mnozpteteinu PKCO v kosternim svalu.
Jednotlivé izoformy PKC se mohou liSit svou expresisvalech, exprese seimh béhem
diferenciace a izoformy mohou mit i odliSné funk&KC 6 je hlavni izoformou PKC
exprimovanou v kosternim svalu &s$ina studii poukazuje na souvislost IR s PKSriffin
et al. 1999 Bell et al. 2000 Osada et al. 19927vySené mnozstvi PK@8 u starych HHTg
potkami mizZe souviset se zvySenymi koncentracemi triglyéevikosternim svalu, které jsou

ukazatelem tomnosti dalSich intermediatipidového metabolismu, jako jsou FaAG,
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LCACOA, které jsou povazovany za aktivatory PKQicker and Turcotte 200&elley et al.
1999) Akumulace triglycerid v kosternim svalu HHTg potkarbyla nalezena vipdchozi
studii (DiviSova at al. 2002)

Uvedené vysledky ukazuji, Ze zvySovani dRzhorSovani dkterych parameir
sacharidového a lipidového metabolismu 8byvajicim wkem je u HHTg potkain
doprovazeno néstem relativniho mnozstvi PK@ jak v cytosolu, tak membranové frakci
kosterniho svalu. Tyto nélezy &i¢i pro moznou &ast PKCO v poruchach IR kosternich

svah.

6. 4. Vliv zvySené exprese rezistinu v tukoveé tkama PKC a inzulinovou rezistenci

Rezistin je protein produkovany tukovou tkani, erkm se fedpoklada, Zze by mohl
piedstavovat dlezité pojitko mezi obezitou, IR a DM&tepann et al. 2001Tuto hypotézu
dokladaji pozorovani,ipkterych byly u zvfecich model obezity a DM2 nalezeny zvySené
koncentrace rezistinu v séfGtepann et al. 20013 akutniin vivo podani vysokych davek
rekombinantniho rezistinu vedlo k jaterni IR a Hemé glukdzové toleran¢btepann et al.
2001 Rajala et al. 2003) kdyz viacdk experimeni, ve kterych byl podavan rezistin, bylo
dosazeno vysSich hodnot nez odpovida fyziologickipncentracim rezistinu v cirkulaci,
pozorované metabolick&inky rezistinu byly porarné mirné. Nap. u transgennich mysi byl
témet 200nasobny nést koncentrace rezistinu v cirkulaci doprovazenzsouelmi slabym
zhorSenim gluk6zové tolerance a Zadné érgm nebyly zaznamenany v sérovych
koncentracich glukdzy, inzulinu a ligidRangwala et al. 2004) kdyZz hyperrezistinémie
muze ovliviovat metabolismus lipida glukézy pouze mii) je mozné, Ze autokrinni nebo
parakrinni @inky rezistinu v tukové tkadni mohou daleftigpivat k metabolickym
abnormalitim doprovazejici obezitu a zvySené ridiiabetu.

V této praci byli studovani jeden rok $t&ransgenni spontaarhypertenzni potkani se
zvySenou expresi rezistinu. Tento kmen exprimuj&ingzistin v tukové tkani, ktery neni
detekovatelny v cirkulaci, takze poskytuje unikapiiiezitost ke studiu autokrinnichtimki
rezistinu v tukové tkaniPravenec et al. 2003Kontrolni skupinu tviili geneticky identkti
SHR potkani odpovidajiciho éku s absenci transgenu. Abnormality lipidového a
sacharidového metabolismu byly potencovany vysakbéizovou dietou. Cilem studie bylo
zjistit, zda zvySena transgenni exprese rezistinukevé tkani SHR potkdn ovlivni
glukézovou toleranci, rezistenci perifernich tk&nic¢inku inzulinu a relativni mnozstvi PKC

€ a PKCH v cytosolu a membranové frakci kosterniho svalu.
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SHR potkani s chronickou transgenni expresistiau v tukové tkani @i mirné vyssi

v v s

télesnou hmotnost, pragdodobrg danou vySSi hmotnosti epididymalniho tukové#lesa.
Dale vykazovali vysSi koncentrace inzulinu v sénrazré zhorSenou glukézovou toleranci
sledovanou OGTT i sérové koncentrace triglyaepted podavanim vysokofruktozove diety,
tak v sytém i laném stavu po diét Tyto nalezy jsou v souladu s vysledky jinych stuth
transgennich modelech s expresi rezistinu.iNappotkai kmene Wistar s chronickou
nadnérnou expresi rezistinu byla nalezena glukozova lendmce Bhem gluk6zového
tolerartniho testu, hyperinzulinémie i zvySené sérové hhatliglyceridi (Satoh et al. 2004)
ZvySend inzulinémie a zhorSena glukdzova toleralgl@a nalezena i u dalSiho nového
transgenniho mySiho modelu se specifickou exprgskdho rezistinyQatani et al. 2009)
Transgenni exprese rezistinu u SHR potkaeovlivnila inzulinovou senzitivitu kosternich
svali, nebyla doprovazena akumulaci triglycéri¢ kosternich svalech a v jatrech ani
zvySenymi hladinami NEMK v séru. &&ina studii naopak nalezla zvySené koncentrace
NEMK v séru(Pravenec et al. 200%atoh et al. 2004Qatani et al. 2009)Fri¢ina €chto
kontroverznich nalézje nejasna.

Chronicka transgenni exprese rezistinu u maségperimentalniho modelu byla asociovana
s tén&t Uplnou rezistenci tukoveé tkark inku inzulinu nEfenouin vitro. Nami pouZzity
transgenni model exprimuje mysi rezistin v tukoké@nt, kde rezistin pravghodobré piimo
pusobi a zd4 se, Zethe negativl ovliviiovat inzulinovou signalizacRada studiiin vivo
prokazala, Ze rezistin negativiovliviiuje penos signélu inzulinu v jatrech, ale i v tukové
tk&ni a kosternim sval(Steppan et al. 200®i et al. 2006) U naSeho transgenniho modelu
nebylo nalezeno Zadné detekovatelné mnozstvi temm$igo rezistinu v cirkulaci a sérove
koncentrace endogenniho rezistinu byly stejné fd&diny rezistinu u kontrglPravenec et al.
2003) Tyto nélezy naznraiji, Ze u jeden rok starych transgennich SHR pditkaohou
autokrinni @inky rezistinu podporovat poruchy v metabolismukdlzy tim, Ze zhorSuji
inzulinem stimulovanou inkorporaci glukézy do lifidukové tkad. Ackoli je vychytavani
glukozy v perifernich tkanich zpraéstikovano pedevsim kosternimi svaly, tukova tkéize
mit také dlezitou dlohu v udrZzovani gluk6zové homeostéycluzeau et al. 2005 hafrir
and Raz 2003)

Mechanismus, kterym rezistin ftgmivé ovliviiuje pisobeni inzulinu v tukové tk&ni neni
objasrén. Byly zkoumany interference rezistinu s kompoaerit inzulinové signalizmi
kaskady, nap hladiny proteii IRS1 a IRS2 a urowejejich fosforylace v tukoveé tkani,

kosternim svalu i jatrech. ZvySené plazmatické kom@ce rezistinu u potkanWistar
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(detekované 7 dni po intravendzni injekci adenoexprimujici mySi rezistin) byly spojené
se zhorSenou inzulinovou signalizaci, na kteréagBl@lo snizené mnoZstvi a aktivace IRS1 a
IRS2. Autdi této studie se domnivaji, Ze chronicky zvySenéadimy rezistinu jsou
doprovazené snizenou signalizaci v tukové tkanostetnim svalu a jsou zpréstikované
snizenou aktivitou a mnoZstvim zejména IR&htoh et al. 2004)V jiné studii bylo
prokdzano, Ze rezistin ve 3T3-L1 adipocytech zegéalladu ®&inka inzulinu, Wetrg
fosforylace inzulinového receptoru a IRS1, snizajdivaci PI3K a PKB. Rezistin také
vyrazre indukuje expresi SOCS3, které jsou znamy svymmyaili inhibicnimi €inky na
inzulinovou signalizéni drdhu(Steppan et al. 2005)

V nasi studii jsme analyzovali subcelularrtibuci a relativni mnozstvi PKEa PKC6
v kosternim svalu. Chronicka transgenni expreséstiea neovlivnila relativni mnozstvi
proteinu PKCe ve studovanych bwtinych frakcich, ale u PK® jsme zaznamenali vyrazny
narst relativniho mnozstvi proteinu v cytosolu i meénwmvé frakci. Ve shads ndmi byla
nalezena zvySena aktivita PKE v kosternim svalu u mySi s transgenni expreskdids
rezistinu krmenych vysokotukovou dietou. Ve svalohto zvfat bylo zvySené mnozZstvi
triglycerida a DAG. DAG aktivuje PK(, ktera negativé ovliviiuje prenos signalu inzulinu
ve svalech(Qatani et al. 2009)Davod nami naréteného vyrazného nistu PKCO neni
jasny, nebo jsme na rozdil od vySe citované studie, u SHR sfyannich potkan
nezaznamenali ektopické ukladani triglycénidkosternim svalu, ani zvySené hladiny NEMK
v cirkulaci. NEMK v cirkulaci mohou totiZ fiimo podrcovat tvorbu DAG ve svalech a
aktivovat PKCB (Qatani and Lazar 200.7)

Vysledky naSi studie podporuji hypotézu o é@loezistinu v patogenezi IR, poukazuji na
jeho autokrinni &inky v tukové tkani, které mohou byt spolu igvajicim wkem
predispozici k diabetu. Zda a pggpact jakym mechanismem se PKCube uplabiovat i
zhorSovani metabolickych abnormalit doprovazenyefSenou expresi rezistinu v tukové

tkani, neni Upla jasné.

6. 5. Vliv dlouhodobého podavani pioglitazonu na P& a inzulinovou rezistenci

Tyto pokusy byly zagfené na sledovani metabolickychinkia dlouhodobého podavani
pioglitazonu spontarn hypertenznim potkam (SHR-4). Pioglitazon p#t do skupiny
thiazolidindiori (TZD), 1éka pouZivanych k l&¢ DM2. TZD zvysuji citlivost tkani k €&inku
inzulinu a giznivé ovlivauji i dalSi poruchy spojené s IRsou to agonisté nuklearnich

receptot PPARy, které reguluji transkripci gércitlivych k inzulinu a zapojenych v regulaci
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metabolismu glukdzy a lipidv tukové a svalové tkani. Mechanismus jejidisgbeni neni
dosud zcela objagn (Zinn et al. 2008) V kosternich svalech je IRasto asociovana
s akumulaci intramyocelularnich ligidnag. silna negativni korelace mezi lipidy ve svalech
a inzulinovou senzitivitou byla nalezena u obézmiediabetik a diabetik 2. typu(Forouhi
et al. 1999Kelley et al. 2002a u zvtecich modeal obezity a DM2(DiviSova et al. 2002Qi
et al. 2005) V fadé studii bylo prokdzano, ze TZD snizuji akumulagiidii ve svalech
(Hockings et al. 2003Jucker et al. 2003Kim et al. 2003) je tedy mozné, Ze redukce
intramyocelularnich lipil miZze pedstavovat molekularni mechanismus, kterym TZD
zvySuji citlivost kosternich suvalk inku inzulinu. Akumulace triglyceritl ve svalech je
spojena se zvySenym obsahem dalSich lipidovychnaediati, nag. DAG nebo ceramiil
které mohou interferovat s inzulinovou signaliz&AG aktivuji izoformy PKC, které mohou
inhibovatfadu kroki v signaliz&ni kaskad inzulinu, ale i enzymy zahrnuté v metabolismu
glukdzy, jako je nap GS (Shmitz-Peiffer et al. 2008Zejména nové izoformy PKC jsou
zahrnuty v patogenezi IR a jejich modulacé&zem byt dilezita z hlediska &nka inzulinu.
Zvlase PKC 8 je hojre exprimovana v kosternim svalu a j@élefitym kandidatem regulace
glukézové homeostazy. V nasi studii jsme testdwgbiotézu, zda TZD zlepSuji IR ve svalech
tim, Ze potlauji intramyocelularni akumulaci lipida aktivaci nPKC.

Pioglitazon byl podavan SHR-4 potkam Jedna se o kongenni kmen SHR paikan
s genem FAT/Cd36, ktery byl pro nasi studii vybraisto normalniho kmene SHR, né&bo
normalni kmen SHR potkénma ve svém genotypu deéie variantu genu FAT/Cd36.
FAT/Cd36 (transportér mastnych kyselin) jeckly gen uplatujici se v piznivych &incich
pioglitazonu na senzitivitu tkani Kipobeni inzulinuQi et al. 2002) SHR-4 potkani byli ve
véku ctyi mésial krmeni vysokosacharozovou dietou po datyi mésiail s pioglitazonem
(300 mg/kg diety), kontrolni skupina SHR-4 potkdryla krmena pouze vysokosachar6zovou
dietou po stejirdlouhou dobu bez pioglitazonu. Vysokosachar6zaogtad/yvolava u SHR-4
potkarmi metabolické poruchy doprovazené hypertriglyceridényperinzulinémii a poruchou
glukdzove tolerancejni z tohoto kmene potkan/hodny model pro studium MS.

Dlouhodobé podavani pioglitazonu v naSi stumizvySilo élesnou hmotnost potkan
pouze mira zvySilo hmotnost epididymalni tukové tkanktera je ukazatelem visceralni
obezity. Rirastek glesné hmotnosti je nejbrejSim negativnim vedlejSim efektentbd TZD
(Grossman et al. 2009tery souvisi s vlivem léku na remodelaci tukaoké@&né a akumulaci
triglycerida. Lécba pioglitazonem sniZila sérové koncentrace triggigih a NEMK, coz je

ziejm¢ metabolicky nasledek aktivace recefitd?PARy v tukové tkani. Aktivace échto
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receptoéi TZD sniZzuje mnozstvi uvabvanych NEMK a zlepSuje inzulinem stimulovany
transport glukézy. #¢iny snizenych hladin NEMK po ¢&¢ TZD jsou multifaktorialni. Je to
dano jednak zvySenou reesterifikaci MK diky zvySewpresi glycerolkinazy v adipocytech
(Guan et al. 2002)ale i celko¢ potlatenou lipolyzou. Antilipolytické psobeni TZD je
zprostedkovano redukci hladin adgobeni TNI, protoze TZD zeslabuji TNF
stimulovanou lipolyzun vitro a snizuji expresi genu pro THNRSouza et al. 1998Viiles et
al. 1997) Podavani pioglitazonu SHR-4 potkam zvysilo citlivost tukové tk&h k inku
inzulinu, které bylo doprovdzeno zvySenym obsaheatepn v tukové tkani. Tento nélez
swd¢i o remodelaci tukové tkén pri které dochazi ke zmnoZeni malych, metabolicky
aktivnich adipocyt, které jsou citli¢jSi k (€inku inzulinu (Smith 2003) NaSe nalezy jsou
v souladu s hypotézou, Zze TZD v tukové tkani awliv diferenciaci, velikost a mnoZzstvi
adipocyfti, ale i inzulinovou signalizaci, metabolismus lipia gluk6zy(Smith 2003)

Mezi dalSi fiznivé &inky dlouhodobého podavani pioglitazonuipaiabragni rozvoje
hyperinzulinémie, ktera se viiéhu pokusu zvySovala u kontrolni skupiny potkaHladiny
glykémie se Bhem pokusu u experimentalnich skupin neliSilygzen to byt dano tim, Ze
koncentrace glukézy v séru je regulovareou dalSich mechanismzahrnujicichtadu
hormori a ne pouze inzulin. Snizené sérové hladiny inmulitriglyceridi a NEMK
vypovidaji o zlepSeni celkové IR a dyslipidémiekaoii krmenych vysokosachar6zovou
dietou.

L&ba SHR-4 potkain krmenych vysokosachar6zovou dietou pioglitazonganamrg
zvySila inzulinovou senzitivitu kosterniho svalu yseulus gastrocnemius),igsto, Ze
koncentrace triglycerid ve svalu byly vyraz& zvySené. ZlepSeni IR v kosternich svalech
bylo navic spojeno s aktivaci PK&Ca PKC6 dané zvySenym pofrem membranayvvéazané
PKC ¢ (PKC 0) ku celkovému mnozstvi PKE (PKC 0). Tyto nalezy nejsou v souladu
se studiemi, ve kterych byla nalezena spojitostirntiRzvyvolanou vysokotukovou dietou a
zvySenymi aktivitami novych izoforem PKEa PKC6. Autori predpokladaji, Ze aktivace
nNPKC mize inhibovat inzulinovou signalizaci a indukov&t(Ehmitz-Peiffer et al. 199X u
et al. 2002) Na druhou stranu, experimenty provedené na ,PFK®nockout mySich”
ukazaly, Ze absence fultki PKCO predisponuje tyto mysifpkonzumaci vysokotukoveé diety
k obezit a IR (Gao et al. 2007)Také transgenni mysi s dominantni negativni P&KC
v kosternim svalu byly obézni a inzulinorezister{téérra et al. 2003)l ,PKC & knockout
mySi” vykazovaly zvySené sérové hladiny inzulinghém intraperitoneélniho gluk6zového

tolerartniho testu ukazujici na IR v porovnani s kontrol&atimitz-Peiffer et al. 2007 Tyto
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nalezy jsou v souladu s vysledky naSi prace, kd&ena inzulinova senzitivita kosternich
svali SHR-4 potkaf |étenych pioglitazonem byla doprovazena aktivaci PK& PKCHO a
vypovida o tom, Ze nPKC jsodimo zahrnuty v regulaci citlivosti kosternich svél (inku
inzulinu. Schmitz-Peiffer a spol. (1997) publikavalysledky studie, kdetyirdenni l€ba
Wistar potkad krmenych vysokotukovou dietou TZD preparatem BRI6%3 byla
asociovana s vyznamnym snizenim pammembrano¥ vazané PK® ku cytosolické PKC
8, coZz naznéuje snizenou aktivaci PK& u potkari |é¢enych BRL-49653. Toto zji&hi neni
v souladu s nasSim pozorovanim, kdybé pioglitazonem vedla k aktivaci Pk&Ca PKC6.
Jini autdi nenasli Zzadné vyznamné #ny v celkové nebo membranowazané PKCO
v kosternim svalu (musculus soleus) izolovaném bdzoich Zucker potkankrmenych
standardni laboratorni dietou &d@ychctyii tydny rosiglitazonem v porovnani se Stihlymi i
obéznimi kontrolami(Lessard et al. 2004)Tyto odliSné vysledky mohou byt vy&ieny
rozdilnymi pouzitymi zviecimi modely, @iznymi dietami, studiem odliSnych t§svali nebo
raznymi TZD pouzitymi k 1éb¢.

Léba TZD obvykle vede k vyznamnému sniZeni hladiiiiy kosternim svald@Forouhi
et al. 1999 Kelley et al. 2002DiviSova et al. 2002Qi et al. 2005) Vliv TZD na redukci
hladin lipidi v kosternich svalech je povazovan za mozny meshmars, kterym TZD zlepSuji
inzulinovou senzitivitu. Tento efekt ime byt zprosedkovan snizenymi aktivitami nPKC.
V naSi préci jsme igkvapiw zjistili, Ze dlouhodobé podavéani pioglitazonu bgloojeno se
zvySenym obsahem triglycefidv kosternim svalu, aktivaci PKE a PKC 8 a zlepSenou
inzulinem stimulovanou glykogenezi. Tyto nalezyyismdobné vysledkn Lessarda a spol.
(2004), kt&i u obéznich Zucker potkanlécenych rosiglitazonem nalezli zlepSenou
glukbzovou toleranci navzdory skudtesti, Ze tito potkani i v kosternim svalu (musculus
soleus) vyznamh zvySené hladiny triglycerid v porovnani s kontrolami se zhorSenou
glukézovou toleranci. Moznyugod vyswtlujici rozdilny vliv TZD na akumulaci lipid
v kosternich svalech je nejasny. Vliv TZD na akuacullipidd maze byt zavisly na typu
pievladajicich svalovych vildken v kosternim svalupiNa&étSina praci popisujicich snizeny
obsah lipidi po |&bé¢ TZD analyzovala svaly s vysokym obsahem svalowjléken typu Il
(glykolyticka vlakna), zatimco Lessard a spol. (20@nalyzovali svaly musculus soleus, kde
pievazuji svalova vlakna typu | (oxidativni vlaknay.naSi praci jsme pouzili sval
gastrocnemius, ktery obsahuje oba typy svalovyéken, coz nazraje, Ze rozdilné efekty
TZD na akumulaci lipid v kosternich svalech nemusi zaviset na typu svauaké mozné,

Ze zvySeny obsah lipidv kosternich svalech iwe zmisobovat snizend aktivita hormon
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senzitivni lipazy (HSL), cozZ je DAG lipaza, regéd enzym pro degradaci intramuskularnich
triglyceridia (Heammerle et al. 2002%niZzend aktivita HSL fize byt spojovana se zvySenymi
hladinami DAG, které mohou ovlivnit aktivaci nPKCac¢ba rosiglitazonem byla asociovana
se 65 % ndistem hladin DAGLessard et al. 2004Dk& nami studované izoformy PKC jsou
aktivovany DAG. DalSi mozné vystieni zvySeného obsahu triglyceakigde svalech po e
TZD bere v avahu to, Zze TZD &ni transport a oxidaci MK, naprosiglitazon zvySuje
sarkolemalni transport MKLessard et al. 2004)

Sérové koncentrace adiponektinu byly u SHRetka s dlouhodob podavanym
pioglitazonem vyznaminvysSi v porovnani s kontrolami. Jednim z mechamigiiznivého
pasobeni TZD na IR je stimulace produkce adiponektiidiponektin je jednim
z adipocytokiri, ktery se mize uplatovat v mechanismu zvySujicim citlivost perifernich
tkani k &inku inzulinu (Smith 2003) Metabolické dinky adiponektinu jsou zpastdkovany
AMP kinazou, ktera ovliuje celoutfadu biochemickych reakci, napzvySuje transport
glukézy ve svalech a tukové tkani, zvySuje oxidMK ve svalech a jatrech, inhibuje
lipogenezi a syntézu triacylglycetalColetta et al. 2009)

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze dlouhodolt@dépioglitazonem zlepsSuje IR v kosternich
svalech afadu dalSich paramétrlipidového a sacharidového metabolismu. ZvySena
akumulace triglyceritl ve svalech po ¢ pioglitazonem byla spojena s aktivaci PG
PKC 6. Friznivé &inky TZD jsou pravdpodobré disledkem remodelace tukové tkaa
zvySené sekrece adiponektinu.
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7. ZAVER

Cilem provedenych studii bylo ziskani novyoamatki o uplaténi PKC v patogenezi IR
a moznostech jejiho ovli¢ni nutricni a farmakologickou intervenci. Hlavni poznatke Iz

shrnout:

ROZSRENI POZNATKU O PATOGENEZI IR A ULOHA PKC V MECHANIZMU IR

« U HHTg potkamn byly zvySené séra hladiny triglycerid a NEMK spojeny
s ektopickym ukladanim triglyceridve tkanich a se snizenou citlivosti perifernicintk
k iCinku inzulinu. ZhorSena utilizace glukdzy v perifegh tkanich byla provazena
snizenou aktivitou GS v kosternim svalu. SniZzenéivisk GS a utilizace glukdzy
v perifernich tkanich ukazuji na mozny defektrgrosu inzulinového signalu do kikn
V souladu s tim jsou naSe nélezy, které ukazujirezestence kosternich suak inku

inzulinu byla asociovana se zvySenou aktivaci mstokaci PK(.

* Nutri¢né indukovana obezita HHTg potkaw fact piipadi tyto metabolické abnormality
spojené s IR je&tdale prohloubila. Zjistili jsme, Ze zejména PRCby mohla pispivat

k metabolickym abnormalitam spojenym s IR a obezito

* Se zvySujicim sedkem se u HHTg potkandale zhorSovala IR a s ni souvisejici poruchy

lipidového a sacharidového metabolismu, aniz yaseve zvySoval podil tukové tkan

e ZvySovani IR spbyvajicim wWkem bylo u HHTg potkain doprovazeno celkovym
naristem relativniho mnozstvi PK@. Tyto nélezy s¥d¢i pro moznou &ast PKCO

v poruchach IR kosternich sval

POTENCIALNI ULOHA REZISTINU V MECHANISMU PATOGENEZHR
U SHR potkafi byla chronicka transgenni exprese rezistinu vvaktkani asociovana
s poruchami lipidového a sacharidového metabolismzistenci tukové tk&nk cinku

inzulinu a vyraznym ndistem relativnino mnozstvi PK&v kosternim svalu.

* Vysledky podporuji hypotézu o Uloze rezistinu v hetsmu IR a naziaji jeho

autokrinni  @inky vtukové tkani. Zda se PKC ibe uplatovat @i zhorSovani
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metabolickych abnormalit doprovazenych zvySenouesiprezistinu v tukové tkani, neni

aplrg jasné.

VLIV PIOGLITAZONU NA PKC a IR

Dlouhodobé podavani pioglitazonuiznivé ovlivnilo abnormality asociované s IR.
Snizilo sérové koncentrace triglycarid NEMK, zvysSilo senzitivitu tukové a svalové
tkhre  k &inku inzulinu, sérové hladiny adiponektinu a zaldoan rozvoji
hyperinzulinémie. Naproti tomu pioglitazon zvySKusnulaci triglyceridi ve svalech a
aktivoval PKCe a PKCO.

Priznivé &inky TZD jsou pravépodobré disledkem remodelace tukové tkéa zvySené

sekrece adiponektinu.
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