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Abstrakt

vV,

zdravotnictvi v rozvinutych zemich. Jednou z moZnosti pro 1é¢bu obezity a doprovodnych
onemocnéni by bylo zvySit energeticky vydej. Je zndmo, Ze leptin reguluje piijjem potravy
a energeticky vydej, jak u hlodavci, tak lidi. Leptin ptsobi pfimo na cilové tkdné¢, a také
nepiimo, ovlivnénim hypotalamu a stimulaci sympatického nervového systému
prostfednictvim a,-adrenergnich receptorti. Cilem priace bylo zjistit, zda jsou leptin
a a;-adrenergni stimulace perifernich tkdni dileZité pro rezistenci u mySi kmene A/J vuci
obezité¢ vyvolané vysokotukovou dietou. Na rozdil od mysi kmene B6, které jsou k obezité
nachylné, vede umysi kmene A/J krmeni vysokotukovou dietou béhem dvou tydnu po
odstavu ke zvySenym hladindm leptinu v krvi. Fenylefrin, agonista o;-adrenergnich receptord,
indukoval u mysiho kmene A/J zvySeni celotélového energetického vydeje méteného
nepiimou kalorimetrii. Cirkadidnni rytmus krevnich hladin leptinu se ménil v zavislosti na
diet¢ u mysiho kmene A/J. Vysledky podporuji hypotézu, ze adrenergni stimulace tkéni,

zavisla na leptinu, je daleZitd pro fizeni energetického vydeje a ndchylnost k obezité.
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Abstract

Obesity and associated disorders are becoming one of the most serious problems
for healthcare systems in the developed countries. Possible treatment for obesity
and the associated disorders would be to increase energy expenditure. It is known that leptin
regulates food intake and energy expenditure, both among rodents and humans. Leptin acts
directly on tissues and also indirectly by affecting hypothalamus and stimulation
of sympathetic nervous system, involving o;-adrenergic receptors. The aim of the study was
to establish if leptin and a;-adrenergic stimulation of peripheral tissues are important
for resistance of A/J mice strain to obesity induced by high-fat diet. Unlike in mice of B6
strain, which are prone to obesity, in A/J mice, which are resistant to obesity, high-fat diet-
feeding during two weeks after weaning led to increased leptin levels in blood. In A/J mice,
phenylephrine, the agonist of a;-adrenergic receptors, induced increase of energy expenditure
as measured by indirect calorimetry. Circadian rhytmus of leptin levels in blood changed in
dependance on diet in A/J mice strain. The results support a hypothesis that leptin-dependent
adrenergic stimulation is important for control of energy expenditure, and hence for

susceptibility to obesity.

Key words:
obesity, energy expenditure, leptin, phenylephrine, o;-adrenergic stimulation, A/J, and B6
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standardni dieta

Signal Transducers and Activator of Transcription
triacylglyceroly

Tumour Necrosis Factor (tumorovy nekrézovy faktor)
Uncoupling Protein (odptahujici protein)
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1. Uvod

Vyznamnym a Casto diskutovanym onemocnénim dnesSni doby se stdvd obezita, kterou
trpi zna¢nd cast svétové populace. Nejveétsi vyskyt je zaznamendn hlavné v ekonomicky
rozvinutych zemich. Rozvoj tohoto onemocnéni souvisi s nadbyte¢nym kalorickym pi{jmem,
zejména lipidi v dieté, nesprdvnym zplsobem stravovani, nedostatkem fyzické aktivity, ale
¢astecné i genetickou predispozici. Na vyzkum a 1écbu tohoto onemocnéni jsou vynakladany
znacné finan¢ni Castky. S obezitou se spojuji i dalsi onemocnéni jako napt. diabetes mellitus
II. typu, kardiovaskuldrni choroby a dalSi, zahrnutd pod spole¢ny nazev ,metabolicky
syndrom®. ZvySeni energetického vydeje nebo sniZeni energetického piijmu jsou hlavni
zpusoby ovlivnéni obezity. Piestoze obezita je diisledkem nadmérného hromadéni tuki v téle,
nem¢li bychom lipidy v naSem jidelnicku vynechévat. Je zjisténo, ze slozeni lipidi ve strave
ovliviuje, zda dojde k rozvoji obezity a inzulinové rezistence (IR), jenz je projevem diabetu
IL. typu. Jmenovité n-3 polynenasycené mastné kyseliny, které jsou soucdsti zejména rybiho
tuku, dalSich motskych orgamizmu a nékterych rostlin, maji protektivni u¢inek pred vznikem
obezity a metabolického syndromu.

Pro vyzkum obezity jsou velmi €asto vyuZivani hlodavci jako modelové organizmy.
Vhodnymi modely pro srovnéni citlivosti k obezité¢ vyvolané dietou jsou mimojiné mysi
kmene A/J a C57BL/6J (B6). Mysi kmene A/J jsou rezistentni vici obezit¢ vyvoldvané
dietou, zatimco mysi kmene B6 jsou k obezité¢ nachylné. Prestoze nelze vSechny vysledky
ziskané na mySich pouzit v humédnni mediciné, i tak ndm tyto modely velmi dobie slouzi
k lepSimu porozuméni mechanizmu energetického metabolizmu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je mozné regulovat energeticky vydej ve svalu pomoci
leptinu a stimulace o;-adrenergnich receptori. V diplomové praci CasteCné navazuji na
vysledky diplomové prace Mgr. Vladimira Kiise. Dalsim podkladem byl ¢lanek, v némz je
popsana drdha vedouci ke zvySeni energetického vydeje pfes osu leptin - hypotalamus -
sympaticky nervovy systém (SNS) - a;-adrenergni receptory - AMP-aktivovana proteinova
kindza (AMPK) ve svalu (Minokoshi a kol., 2002). Aktivace této dradhy by mohla byt klicem

k 1écb¢ obéznich pacientt.



2. Literarni piehled
2. 1. Energeticka homeostaza a jeji regulace

Energetickd homeostdza organizmu je stav, pii kterém je energeticky piijem
a energeticky vydej v rovnovaze. Piijem energie zavisi na mnoZstvi a sloZeni pfijaté potravy,
ucinnosti vstfebavani v gastrointestindlnim traktu a transportu metabolitii do bunék a tkéni.
Energeticky vydej zahrnuje jednak svalovou préci, svalovy ties (tfesovou termogenezi), tak
i metabolické pochody v riznych tkanich tzv. netfesovou termogenezi (NST), tj. ptiklady
fakultativni termogeneze. Netiesovd termogeneneze muze byt navozend chladem nebo
piijmem potravy, tzv. dietou navozend termogeneze. Soucasti termogennich procesii v buiice
je obligatorni termogeneze, ktera probihd v organizmu v bazdlnim stavu neustdle a je nutna

pro udrZeni Zivotnich funkci (Himms - Hagen, 1992), viz Obr. 1.

— . ;
- mnoZstvi a sloZeni potravy - svalova prace
- vstiebavani v GIT - svalovy tres (tfesova termogeneze)
- transport metabolitt do tkani a| |- netresova termogeneze
bunék (metabolicka tvorba tepla)
_

v v

Pfijem energie A Energeticky
vydej

Obr. 1: SloZky energetické rovnovdhy (Prevzato z diplomové prdce Viladimira Kiise)

Energeticky vydej je oznaCovan za podminek termoneutrdlni zony a v postabsorbénim
stavu jako bazdlni, BMR (Basal Metabolic Rate). Déle se ve fyziologii setkdvdme s dalSimi
terminy pro metabolicky obrat, ktery musi byt definovén, za jakych podminek byl méfen.
Minimélni metabolicky obrat (MMR) je stav za podminek termoneutrdlni zony,
postabsorpéniho stavu, aktivita SNS neni stimulovand, naopak klidovy metabolicky obrat
(RMR) je definovan za méné piisnych podminek, jako metabolicky obrat méfeny v klidu

a v termoneutrdlni zén¢. Kazdad tkan se podili riznou mérou na BMR. Kosterni svaly se
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u cloveéka podileji na BMR 30 %, soucasné tvoii az 40 % tclesné hmoty. Pii pohybové
aktivité pfipada na svaly az 95 % energetického vydeje. Naopak tukové tkan prispiva k BMR
pouze z 5 %, ackoliv tvoii 20 - 30 % télesné hmoty. Je tedy patrné, Ze jednim z prostfedka
zvySeni energetického vydeje je zvySeni fyzické aktivity a tedy aktivace mechanizmii
v kosternim svalu, které by energii uvolnily. Jinou moZnosti zvySovéni energetického vydeje
je sniZeni teploty okoli, kterd vede k zapnuti mechanizmii k produkci tepla svalovym tfesem,
netfesovou termogenezi v hnédé tukové tkdni nebo v kosternim svalu. VSechny tyto
mechanizmy se uplatiiuji pfi udrZovani teplotni homeostdzy. Z tohoto divodu maji
homoiotermové, Zivocichové se stalou teplotou téla (savci a ptéci), nékolikandsobné vyssi
BMR, ktery se vztahuje na jednotku t€lesné hmotnosti, neZ je tomu u poikilotermnich
zivocichii (Kopecky a Flachs, 2004).

V rdmci metabolizmu je dulezité i to, jaky energeticky substrat (tuky, sacharidy,
bilkoviny), je pfednostn¢ vyuZivan. Sacharidy jsou hlavnim metabolickym palivem a jsou
pfednostn¢ oxidovany ve vétSing tkdni. V pfipad€ hladovéni nebo zvySeni vydeje energie
dochdazi k rychlému vycerpani vétSiny zdsob glukdzy, a proto jsou posléze oxidovany mastné
kyseliny (MK) (Kerndt a kol., 1982). ZvySeny piijem lipidit v podobé vysokotukové diety
(HF) zptsobuje jejich zvySenou oxidaci, kterd slouzi k udrZeni energetické rovnovahy
u zdravych jedincii, naopak u obéznich jedincl k tomuto zvySeni nedochdzi, metabolickd
flexibilita je porusend (Blundell a kol., 2002). Uvedenou preferenci energetickych substratii
daného jedince lze zjistit z hodnoty Respiratory Exchange Ratio (RER) zméfeného
na celotélové drovni pomoci nepiimé kalorimetrie. Pro kazdy substrat je RER odliSny,
viz Tab. 1. RER udavd pomér produkce oxidu uhli¢itého a spotieby kysliku danym

organizmem.

Substrat RER
sacharidy 1
lipidy 0,71
proteiny 0,84

Tab.1: Prehled RER ruznych substrdtu (upraveno podle lapichino a kol., 2006)
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2. 1. 1. Mitochondrie

vvvvvv

jsou mitochondrie. Jsou hlavnim mistem tvorby ATP, které vznikd v procesu oxidacni
fosforylace. Mitochondrie jsou tvofeny vnéj$i mitochondridlni membrénou propustnou pro
malé molekuly a vnitini membranou, kterd je pro vétSinu latek a ionti nepropustnd. Ve vnitini
membrané mitochondrii, kterd je clenéna v kristy, jsou uloZeny enzymy oxidac¢ni fosforylace.
Vnitini prostor vypliiuje matrix, ve kterém jsou uloZeny enzymy citratového cyklu
a P-oxidace mastnych kyselin (MK). B-oxidaci se MK odbouraviji na Acetyl-CoA, ktery

vstupuje do citradtového cyklu. Soucasné vznikaji i redukované koenzymy NADH2 a FADH,
které vstupuji do dychaciho fetézce. NADH2 a FADH vstupuji do mitochondrii i z jinych

metabolickych drah probihajicich mimo mitochondrie. Pienasece poskytuji elektrony, které
jsou transportovany pies komplexy dychaciho fetézce, zatimco vodikové protony jsou
pfenaSeny pres vnitini mitochondridlni membranu. Takto vznika elektrochemicky protonovy
gradient, jehoZ energie je vyuzita pro syntézu ATP (Peter Mitchell, chemiosmotickd teorie
(1961), Voet a Voetova, 1994).

Ucinnost oxidaéni fosforylace neprobihd 100%, &ist energie se uvoliuje v podobé tepla
(Ricquier, 2005). V tomto hraji daleZitou funkci odptrahujici proteiny UCPs, které zkratuji
protonovy gradient a energie ziskand oxidaci Zivin v riznych metabolickych drahdch neni
vyuzita pro tvorbu ATP. Prvnim popsanym odptahujicim proteinem byl UCP1 (termogenin),
nalezeny v mitochondriich hnédé tukové tkané (Heaton a kol., 1978), ktery ma vyhradné
termogenni ucinky (Golozoubova a kol., 2001).

UCPI1 lokalizovany v hnédé a bilé tukové tkani je tvofen Sesti transmembranovymi
a-helixy, jejichz N a C-termindlni konce smétuji do cytozolu (Klingenberg a Huang, 1999).
Termogenni u¢inky UCP1 jsou podkladem pro netfesovou termogenezi (NST) v hnédé tukové
tkani. UCP1 slouZi jako prenase¢ vodikovych protond z mezimembranového prostoru smérem
do matrix, ¢imZ sniZuje membranovy potencidl na vnitini mitochondridlni membrang.
Aktivita UCP1 je regulovana MK, které slouZzi jako druhy posel B-adrenergni stimulace (Rial
a Gonzéles - Barroso, 2001), podrobnéji o NST v kapitole 2.2.

Pozdéji byly u savci objeveny i dal§i odptahujici proteiny (UCP2, UCP3, UCP4
a UCP5) sriznymi funkcemi a tkdnovymi lokalizacemi. Jejich molekulovd hmotnost se
pohybuje mezi 30 - 34 kDa (Kopecky a Flachs, 2004) a vykazuji zna¢nou homologii

v primérni struktufe. Pfirozenymi inhibitory UCPs jsou purinové nukleotidy (Klingenspor
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a kol., 2008). UCP2 se nachazi v bilé tukové tkani, zato v hnédé tukové tkani se nachazi
UCP3. Spolené se UCP2 a UCP3 vyskytuje zejména v kosternim svalu. Uloha UCP2
a UCP3 spociva v regulaci lipidového metabolizmu v kosternim svalu a tukové tkani (Samec

a kol., 1998). V mozku jsou lokalizovany UCP4 a UCP5 (Kopecky a Flachs, 2004).

2. 2. Uloha tkani v energetickém metabolizmu

Jak jiz bylo feCeno, jednotlivé tkan¢ se podileji rtiznou mérou na energetickém
metabolizmu. Z hlediska podilu na bazdlnim metabolickém obratu, pfispivaji u clovéka
nejvetsi mérou kosterni svaly (30 %), mozek a jatra po 20 %, mnohem méné se podili

gastrointestindlni trakt a tukova tkan se podili pouze 5 % (Kopecky a Flachs, 2004).

2. 2. 1. Kosterni sval

V kosternim svalu rozliSujeme dva typy svalovych vlaken, glykolytickd (vlakna typu II)
a oxidativni (vldkna I). Vldkna typu II vyuzivaji jako hlavni substrat glukézu, kterd zajistuje
energii zejména pro kriatkodoby a intenzivni svalovy vykon probihajici z velké casti
anaerobné (Kopecky a Flachs, 2004). Glykolytickd vldkna obsahuji ve zvySené mite UCP3
protein, ktery zabranuje oxidativnimu poSkozeni mitochondrii a zprosttedkovava netfesovou
termogenezi ve svalu (Tiraby a kol., 2007). Vldkna typu I vyuZivaji energii z mastnych
kyselin a ketolatek pro dlouhotrvajici svalovou préci (Kopecky a Flachs, 2004).

Kosterni sval je metabolicky aktivnim orgdnem, ktery dokaZe ptepnout z glykolytického
metabolizmu na oxidativni ve stavu hladovéni nebo fyzického vykonu, kdy Cerpd energii
zMK. Ty pochéazeji bud’ z endogennich zdsob ve svalu nebo zlipolyzy v tukové tkéni.
V piipad¢ negativni energetické bilance je i hlavnim zdrojem bilkovin v téle. Soucasn¢ je
hlavnim rezervodrem glykogenu v téle. Spole¢né s jatry se podili na kontrole glykémie
(Kopecky a Flachs, 2004) a ve spoluprici s tukovou tkdni udrZzuje nizkou koncentraci MK
v krvi. Nadbyte¢né ukldddni MK (Guilherme a kol., 2008) vede k tvorbé lipotoxickych
produktii ceramidli a diacylglyceroli (Galgani a kol., 2008) a k poSkozeni tkani. Tyto
lipotoxické produkty zptsobuji inhibici inzulinové kaskady a tedy sniZuji vstup glukézy do
bunék (Guilherme a kol., 2008). V ptipadé nedostatecné kapacity bilé tukové tkané uklddat
nadbytec¢né triacylglyceroly (TG) dochézi k jejich nadmérnému skladovani v kosternim svalu,
kde z vySe uvedeného diivodu zpusobuji inzulinovou rezistenci (Guilherme a kol, 2008).
Proto je pravé metabolizmus svalu diillezitym mistem terapeutickych zasahti, které by vedly

k prevenci téchto d&ju.
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Kosterni sval se podili na udrzeni stdlé télesné teploty u homoiotermnich Zivocichd.
ZvySuje produkci tepla svalovym tfesem (tfesovd termogeneze) (Jansky, 1990), ale novéjsi
studie poukazuji na netfesovou termogenezi (Dullo a kol., 2002; Solinas a kol., 2004; Kus
a kol., 2008).

Svalovy ties je nezbytnym piedpokladem homoiotermie. V organizmu probiha svalovy
ttes neustdle, avSak jeho intenzita zdvisi na okolni teploté. V termoneutrdlni z6né je ties
piitomen v podobé ,,svalového mikrotremoru* charakterizovaného stilou frekvenci svalovych
stahli. V pfipad¢ ochlazovani se nejdiive objevuje ,teplotni svalovy tonus®, ktery ma
nekoordinovany priib¢h a tendenci seskupovat vrcholy elektrickych potencidlt do typickych
,vybuchii“. Pretrvdvajici ochlazovani zplisobuje tfesovou produkci tepla, kterd navazuje na
tonické stahy. Ties neprobihd plynule, ale uskuteciuje se formou rytmickych staht, které
odpovidaji kontrakéni fazi kazdého tfesového cyklu. Po ,,vybuchu“ nésleduje pokles
elektrické aktivity ke klidovému stavu, coZ odpovida relaxacni fazi jednotlivych skupin svala.
Primérni centrum ftizeni svalového tfesu se nachdzi v dorzomedidlnim hypotalamu. Tresova
termogeneze je fizena i ze sekundéarnich center lokalizovanych na riznych mistech centralni
nervové soustavy (CNS). Svalovy tfes je doprovdzen zvySenou spotiebou kysliku, a tedy i
vyrazngj$Sim prokrvenim kosterni svaloviny (Jansky, 1990). Pfi dlouhodobém poklesu teploty
ttesova produkce tepla nepostacuje a je nahrazena netfesovou termogenezi (Aydin a kol.,
2008).

U vétsich savci, ktefi nemaji dostateCnou termogenni kapacitu hnédé tukové tkanég, se
vyvinul jiny zplsob tvorby tepla a sice NST v kosternim svalu. MoZnou pravdépodobné
termogenni tlohu zde zastivd enzym Ca®*-ATPiza umisténd v sarkoplazmatickém retikulu
(SERCA) kosterniho svalu, kde zajisStuje vyménu vdpniku mezi cytozolem
a sarkoplazmatickym retikulem béhem svalové kontrakce a relaxace. K transportu vyuziva
energii uvolnénou hydrolyzou ATP, pfi¢emZ se uvoliiuje energie v podob¢ tepla. RozlisSuji se
dvé izoformy SERCA pumpy (SERCAI1, SERCA2). Za béZznych podminek je SERCAI
exprimovdna v rychlych svalovych vldknech a SERCA2 v pomalych svalovych vldknech. Pfi
dlouhodobé¢jsim ptisobeni chladu se zvysuje hladina tyroidniho hormonu T, ktery indukuje
expresi SERCA1 v pomalych svalovych vldknech, ¢imZz zvySuje energeticky vydej
(Simonides a kol., 2001). Jednim z moZnych medidtort NST ve svalu je leptin. Leptin
aktivuje dva enzymy: prostfednictvim AMPK zvySuje oxidaci lipidii a prostfednictvim
fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI3K) stimuluje lipogenezi de novo. Leptin takto vyvolava ve

svalu termogenni G¢inky prazdnym cyklovdnim substratii mezi de novo lipogenezi a oxidaci

lipidti, a tak zvySuje spotiebu kysliku ve svalu ,,ex vivo® (Dullo a kol., 2002), viz Obr. 2.
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Lipogeneze z Casti také probihd prostfednictvim enzymu acetylCoA-karboxyldza (ACC),

ktery je &innosti AMPK inhibovan pouze z 50 - 60%. Cinnost tohoto cyklu pfispiva k ochrang

svalu pied lipotoxicitou (Solinas a kol., 2004)
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Obr. 2: Mozné vysvétleni netresové termogeneze v kosternim svalu prostiednictvim prdzdného

cyklovdni substrdtu ,, futile substrate cycling“ mezi de novo lipogenezi a oxidaci lipidii

rizeného aktivitou AMPK a PI3K (Solinas a kol., 2004)
Nettesova termogeneze je v kosternim svalu vyvoldna také dietou s vysokym obsahem

tukt. Oxidativni svaly zvifat krmenych vysokotukovou dietou vykazovaly vyssi spotiebu

kysliku ve svalu nez myS$i krmené standardni dietou. Pravdépodobné na zdklad¢ zvySené

aktivity AMPK a ndslednou aktivaci katabolizmu lipidii (Kiis a kol., 2008).
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2.2.2. Tukova tkan

Tukova tkan se vyskytuje na riiznych mistech téla organizmu v podobé tukovych dep
umisténych bud’ v podkoZi nebo viscerdlné, tj. okolo vnitinich organii. Je tvofena souborem
riznych bunéénych typd (bunky imunitniho systému, fibroblasty, preadipocyty, krevni
kapildry a nervové bunky), pficemz tukové buiiky zvané adipocyty pievlddaji (Cinti, 2006).
Z morfologického hlediska ji rozliSujeme na bilou a hnédou tukovou tkan, viz Obr. 3., které

zastavaji rizné fyziologické funkce.

. -

Obr. 3: Obrdzky tukové tkdané v elektronovém mikroskopu

Obrazek vlevo - adipocyt bilé tukové tkdne. Tukovad buitka obsahuje centrdlné uloZenou
lipidovou kapénku, mitochondrie (M) a jddro zatlacené na periferii.

Obradzek vpravo - hnédd tukovd tkan. Multilokuldrni buitka obsahuje vice lipidovych kapének
(L) a mnoho mitochondrii (M), kapildry (C). (Prevzato a upraveno podle Cinti, 1999)

Bila tukova tkan je tvofena unilokularnimi adipocyty, které obsahuji jedinou tukovou
kapénku umisténou v centrdln¢ uloZené vakuole. V adipocytech se nachdzi mensi pocet
mitochondrii (Cinti, 2006), nebot’ primarni funkce bilé tukové tkané je skladovani energii ve
formé triacylglycerold. Bild tukova tkan je také endokrinnim orgdnem (Ahima a Flier, 2000a)
a sekretuje hormony zvané adipokiny a cytokiny, jeZ jsou zdaroven spojovdny s obezitou, IR
a zanétlivymi onemocnénimi (Wellen a Hotamisligil, 2005). Hlavnimi hormony jsou:
adiponektin, leptin (2. 3. 1.), rezistin, visfatin, IL-6, TNF-a (Tilg a Moschen, 2006). Bila
tukovd tkan v priibéhu Zivota pfibyva na ukor hnédé a jeji nadmérné hromadéni je podkladem
obezity (Kopecky a Flachs, 2004).

Hnéda tukova tkan je multilokuldrni, adipocyty jsou naplnény vétSim poctem

lipidovych kapének. Je bohaté vaskularizovand a inervovand. V blizkosti tukovych kapének se
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nachdzeji Cetné mitochondrie, které obsahuji UCP1 protein zodpovédny za termogenni
aktivitu této tkdné (Cinti, 1999), viz 2. 1. 1. Hnéda tukova tkan se vyskytuje u malych savcii
a novorozencu (Kopecky a Flachs, 2004) a také u hibernujicich zivocichli. Hnédotukova depa
se vyskytuji v podkozi mezi lopatkami, krénimi svaly, okolo brzliku, aorty a ledvin.
U dospélého ¢loveka jsou zbytky hnédé tukové tkdné rozptyleny v rdmci bilych tukovych dep
(Kopecky a Flachs, 2004).

Nettesova termogeneze v hnédé tukové tkdni je aktivovdna chladem nebo dietou.
Hlavnim signdlem pro zahdjeni tohoto procesu je aktivace sympatického nervového systému
sytému a nasledny vylev noradrenalinu (NA) ze zakonceni sympatiku. Noradrenalin se vdZze
na B-adrenergni receptory a spousti signdlni kaskadu pies G proteiny. Aktivuje se enzym
adenylatcyklaza, kterd je zodpovédna za tvorbu cyklického AMP (cAMP). cAMP stimuluje
cAMP-dependentni proteinkindzu, ktera fosforyluje kliCcovy enzym pro zahdjeni lipolyzy,
hormonsenzitivni lipadzu. Tento enzym uvoliiuje mastné kyseliny z dostupnych TG, které jsou
bud’ z endogennich zdsob hnédé tukové tkan¢, z chylomikronti nebo VLDL (very low density
lipoprotein) partikuli. V pfipad¢ hladovéni nebo aktivity se TG Cerpaji ze zasob uloZenych
v bilé tukové tkani. Mastné kyseliny aktivuji UCP1 a energie ziskana B-oxidaci MK je vyuzita
k tvorbé tepla, viz Obr. 4. Glukéza je minoritnim palivem pro netiesovou termogenezi
v hnédé tukové tkédni, neni vSak zanedbatelnd. ProtoZe odptaZené mitochondrie nevytvaii
ATP, musi se tato makroergni sloucenina Cerpat z glykolyzy. Energie ATP slouZi pro pohon
Na*/K*-ATP4zy, kterd udrZuje rovnomérnou distribuci t&chto iontd uvnitfé buifiky.
Noradrenalin se vaze také na o;-AR v hnédé tukové tkdni a vyvoldva dal$i signalizaCni
kaskddu za vzniku druhych poslt inozitoltrifosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG). Vyznam
téchto regulaci pres a;-AR neni dobfe zndm, mohl by vSak souviset s mitogenni a trofickou
odpoveédi hnédé tukové tkané na stimulaci noradrenalinu. Jisté je, Ze aktivace jak a;-, taki -
adrenergnich receptori, méni distribuci Na* a K' iontl, tedy vede ke zvySeni aktivity
Na'/K*-ATP4zy, kterd se podili az 20 % na termogennim u¢inku noradrenalinu

(Himms - Hagen, 1992).
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Obr.4: Regulace termogeneze v adipocytu hnedé tukové tkdané (Jdansky a kol., 1990)

2. 3. Uloha leptinu, AMPK a o;-adrenergnich receptorii v regulaci
metabolizmu

Leptin je hormon sekretovany hlavné bilou tukovou tkani. Vykazuje celou fadu
pleiotropnich Gcinkl v raznych tkanich, ale predevsim se podili na zvySovani energetického
vydeje. Energeticky vydej zvysuje bud’ pfimo vazbou na dlouhou formu leptinového receptou
(Ob-Rb) perifernich tkdni nebo nepifimo pies osu hypotalamus - SNS - o;-adrenergnich
receptory. Zavérecny krok je spoleCny pro obé dvé cesty. ZvySuje se aktivita AMPK
(Minokoshi a kol., 2002) a v mitochondriich dochdzi ke zvysené oxidaci MK, viz Obr. 5.
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2.3.1. Leptin

Existence ,faktoru sytosti, ktery tlumi pifijem potravy, byla ptfedpoklddana uz v 50.
Iétech 20. stoleti. Teprve v roce 1994 byl tento plisobek identifikovdn jako produkt ob genu
a nazvali ho leptin ( z feckého slova leptos - hubeny) (Zhang, 1994). O rok pozdéji byl
objeven receptor pro leptin kédovany db genem (Tartaglia, 1995). Recesivni mutace ob nebo
db genu vedou k pfejidani, obezité, chladové intoleranci a naruSeni schopnosti oxidovat
lipidy.

Vyznam leptinu spocivd pfedevSim v centrdlni regulaci pifijmu potravy a zvySovani
energetického vydeje, predevsim jeho nepiimym plsobeni pres SNS a aktivitu AMPK. Pisobi
i pfimo na periferni tkdné prostiednictvim dlouhé izoformy leptinového receptoru (Ob-Rb).
V kosternim svalu zapina netfesovou termogenezi a k tomu vyuziva PI3K signalizaci (Dullo
a kol., 2002). Leptin ovliviiuje 1 neuroendokrinni funkce. ZvySuje oxidaci MK v kosternim
svalu, jatrech a tukové tkéni.

Leptin puasobi pie Ob-Rb na mnoha mistech CNS zahrnujice specifickd jadra
ventrobazdlniho  hypotalamu (nucleus arcuate, ncl. ventromedialis hypotalami,
ncl. dorsomedialis hypotalami (Dijk 2001). Skrze specifickd jadra hypotalamu, potlacuje chut
k jidlu, viz Obr. 6. V nucleus arcuate existuji dv€é populace neuronti, které syntetizuji bud’
peptidy orexigenni, které zvysuji chut’ k jidlu nebo anorexigenni, které chut’ k jidlu potlacuji.
Do prvni skupiny patfi neuropeptid (NPY) a agouti-related peptide (AgRP). Pro-
opiomelanokortin (POMC), znéhoZz vznikd a-melanocyty stimulujici hormon (a-MSH)
(Miinzberg a Myers, 2005) a kokainem a amfetaminem regulovany transkript (Sahu, 2004)
patii mezi anorexigenni peptidy. Leptin potlacuje chut kjidlu pomoci aktivace
anorexigennich neuronti a inhibice syntézy peptidi produkovanych orexigennimi neurony.
a-MSH aktivuje melanokortinové receptory-3 a 4, zatimco AgRP je inhibuje (Miinzberg
a Myers, 2005). Do téchto regulaci je zahrnut také inzulin, ktery je sekretovany B-buitkami
pankreatu imérné¢ mnoZstvi télesného tuku a informuje hypotalamus o stavu sytosti. Pisobi

na oba typy populaci neuronti (Niswender a kol., 2004).
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Obr. 6: Centrdlni iiloha leptinu ( prevzato a upraveno podle Niswender a kol., 2004)

Leptin reguluje endokrinni systém, resp. osu hypotalamus-hypofyza-nadledviny,

ristovy hormon, prolaktin a dal$i hormony adenohypofyzy. Ovliviiuje produkci inzulinu

B-buiikami pankreatu a sekreci steroidi vajeCniky. Je zaclenén do regulaci krevni tlaku,

hematopoezy, angiogeneze, vyvoje mozku a kostni difené a procest hojeni. Leptin je také

dilezity pro nastup puberty a tedy dozravani organizmu (Ahima a Flier., 2000b).
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V posledni dobé se zjistilo, Ze vznik obezity a diabetu mellitu II. typu souvisi
i s poruchami spanku, které vedou ke zméné nastaveni cirkadidnnich hodin uvnitf
organizmu. Plazmatickd hladina leptinu vykazuje diurndlni zmény, které jsou opacné
k cirkadidnnimu  rytmu  produkce kortizolu a  adrenokortikotropniho  hormonu.
U clovéka jsou fyziologicky nejniz$i hladiny mezi 10. hodinou dopoledni a 14. hodinou
odpoledni. Naopak mezi ptlnoci a asnym rdanem jsou hladiny leptinu nejvyssi, coZ by mohlo
vysvétlovat, potlaceni chuti k jidlu béhem spanku (Lichnovskd a kol., 2005). Leptin je
sektretovan v pulzech (Licinio a kol., 1997). Pulzatilni sekrece a cirkadidnni rytmus leptinu
zUstdva zachovan i u obéznich jedinct, jedinci s diabetem ¢i jinymi metabolickymi
poruchami (Lichnovskd a kol.,, 2005), avSak velikost amplitudy leptinu je sniZend.
Cirkadianni rytmicita leptinu je vyrazné potlacena u pacientek s mentdlni anorexii a vysoce
trénovanych sportovkyn, které maji celkoveé nizsi mnozstvi télesného tuku (Lichnovska a kol.,
2005). U mysi byl taktéZ prokdzdn rytmus leptinu a to jak v gonaddlnim tuku s vrcholem
v tmavé fazi (Bray a Young, 2006), tak i v krvi (Zvonic a kol., 2008). Pokud je délka spanku
zkracena, amplituda leptinu, jejiz velikost je zdroven signdlem pro CNS o stavu sytosti, je
sniZzena. Navic je vylev leptinu inhibovan aktivitou SNS vedouci k jeho poklesu.
Glukokortikoidy jsou taktéZz ovlivnény nedostatkem spanku (Spiegel a kol., 2004).

Leptin je sekretovany pfevazné bilou tukovou tkani a v mensi mife 1 ve stievé, svalu,
mozku apod. (Ahima a Flier, 2000a). Jeho mnoZstvi je imérné velikosti adipocytii a mnozstvi
tukovych zasob (Ahima a Flier, 2000b), ¢imZ informuje CNS o stavu energetickych zdsob.
V ptipadé¢ pozitivni energetické balance utlumi pfijem potravy a podporuje energeticky vydej
(Minokoshi a kol., 2002), viz Obr. 6. Hladina leptinu v plazmé je vyssi u obéznich jedinct
nebo po jidle, nez u jedinc hubenych nebo pfi hladovéni (Ahima a Flier, 2000a). Syntéza
leptinu je regulovana riiznymi faktory, napt. glukokortikoidy, akutni infekci a prozanétlivymi
cytokiny, které zvySuji hladinu leptinu v plazmé. Vystaveni chladu, adrenergni stimulace,
rustovy hormon a tyroidni hormony jeho hladiny snizuji (Ahima a Flier, 2000b). Rozdily
v mnoZzstvi leptinu v plazmé lze najit v rdmci pohlavi. U Zen obecné plati, Ze maji vySsi
hladiny leptinu nezZ muzi. Tyto rozdily jsou dany odliSnou expresi leptinu v rdmci tukovych
dep, syntéza leptinu je vyssi v podkoZi nez ve viscerdlni tukové tkani. Vétsi podil podkozniho
tuku maji Zeny. Dal$im vysvétlenim jsou odlisné hladiny androgenti a estrogend v ramci
pohlavi. Androgeny syntézu leptinu inhibuji a estrogeny stimuluji (Rosenbaum a Leibel,

1999).

22



VétSina obéznich jedinci ma zvySenou hladinu leptinu v plazmé, ale leptin v tomto
piipadé neucinkuje tak, jak by se dalo ocekdvat. Rozviji se stav nazvany leptinova
rezistence, definovany jako sniZend citlivost nebo uplnd necitlivost tkani k i¢inklim leptinu
(Sahu,2004). Doposud se hovoii o dvou moZnych mechanizmech leptinové rezistence, a sice
o defektu v transportu leptinu do mozku a za druhé inhibici intraceluldrni kaskady
zprostfedkované dlouhou formou Ob receptoru, viz ddle. U hlodavct dlouhodobé krmenych
vysokotukovou dietou se rozviji obezita a hyperleptinemie a byl prokdzan snizeny transport
leptinu pies hematoencefalickou bariéru do mozku, coz by potvrzovalo prvni hypotézu.
Zaroven tato zvifata maji sniZenou leptinovou signalizaci (Minzberg a Myers, 2005).
Leptinovou rezistenci 1ze rozliSit dle mista vzniku na periferni a centrdlni. Dlouhodobé
zvysené hladiny leptinu vedou u obéznich jedincti z pocatku k rozvoji periferni leptinové
rezistence (Sahu, 2004), kterd se projevuje sniZenou schopnosti tukové tkané odpovidat na
leptinem zprostfedkované zvySeni stimulace SNS (Prpic a kol., 2005) a kterd pozdéji prechazi
v rezistenci centralni.

Leptinovy receptor je homologni k cytokinovym receptorim rodiny I. Ma tfi
domény: intraceluldrni, transmembranovou a extraceluldrni. Podle délky extracelularni
domény se rozliSuje kratkd (Ob-Ra) a dlouhd forma Ob receptoru (Ob-Rb). Kratka forma
slouzi pfi transportu leptinu pfes hematoencefalickou bariéru, zatimco dlouhd forma
leptinového receptoru se podili na signalizaci a je pfitomna hlavné v hypotalamu (Tartaglia,
1997). Vnitrobunécnd signalizace leptinu je zprostfedkovdna Ob-Rb, kterd nemd vnitini
enzymatickou aktivitu. Misto toho je receptor nekovalentné spojen s Janusovou tyrozinovou
kindzou 2 (JAK2). Po navazani leptinu na Ob-Rb dojde k autofosforylaci tyrozinovych
zbytkli JAK2, ¢imz se kindza aktivuje (Miinzberg a Myers, 2005), receptor dimerizuje a JAK2
fosforyluje intracelularni ¢ast receptoru a STAT3 (Signal Transducers and Activator of
Transcription). Aktivovany STAT3 vstupuje v podobé dimeru jako transkripéni faktor do
jddra a  aktivuje geny pro NPY, POMC, SOCS3 protein (suppressor
of cytokine signaling 3), zpétnovazebny inhibitor leptinové JAK - STAT signalizace. SOCS3
protein brani fosforylaci STAT3. Negativni reguldtor leptinové signalizace je také protein

tyrozin fosfatdza 1B (Sahu, 2004).
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2.3.2. AMPK

Klicovym enzymem energetického metabolizmu je AMP-aktivovand serin/threonin
proteinova kindza, kterd je povaZovédna za tzv. metabolicky senzor buiikky. Pokud dochazi
k vétsSimu odcerpavani ATP rtznymi procesy, vznikd vice AMP, tim se zméni pomér
AMP/ATP a AMPK se aktivuje. V bufice jsou nédsledné aktivovany metabolické d¢je, které
hladiny ATP opét zvysSi (Kopecky a kol.,, 2005). Snizené pH a zvySeny pomér
kreatinu/kreatinfosfatu (Minokoshi, 2002), hormony leptin, adiponektin (Daval a kol., 2006)
a katecholaminy jsou dalSimi spoustéci vedouci k aktivaci AMPK. Strukturné je AMPK
heterotrimer, slozeny z jedné katalytické a-podjednotky (o, ap) a dvou regulacnich B a y—
podjednotek (B, B2; Y1, Y2, v3)- (Janovskd a kol., 2008; Daval a kol., 2006). Zastoupeni
jednotlivych podjednotkovych izoforem je tkanové specifické. V kosternim svalu prevlada o,-
izoforma, v tukové tkani o, zatimco v jatrech jsou piitomny obé izoformy a; a o, (Daval
a kol., 2006). V zavislosti na typu tkané se liSi zptsoby aktivace AMPK a jeji ucinky na
metabolizmus lipidd a sacharidl, viz Obr. 7. Ve svalovych bunkich je AMPK aktivovana
svalovou kontrakei (Winder, 2001) nebo leptinem (Tanaka a kol., 2005), ktery stimuluje
fosforylaci ap-podjednotky AMPK. Vysledkem je zvySeni oxidace MK (Minokoshi a koll.,
2002) viz Obr. 5. V tukové tkani je AMPK aktivovdna leptinem a adiponektinem (Daval
a kol., 2006).

Mechanizmus zvySené oxidace mastnych kyselin v kosternim svalu lze vysvétlit pres
drdhu AMPK nésledovné: AMPK fosforyluje cytozolicky enzym acetyl-CoA karboxyldzu
(ACC), ¢imz ji inaktivuje. ACC katalyzuje reakci karboxylace acetyl-CoA na malonyl-CoA,
ktery je prekurzor syntézy MK. Inaktivace ACC tedy vede ke sniZeni malonyl-CoA, ktery
pusobi jako alostericky inhibitor karnitinpalmitoyltransferdzy-1 (CPT-1). CPT-1 umoZiuje
translokaci acyl-CoA s dlouhym fetézcem do mitochondrii a vede ke zvySeni oxidace MK

(Winder, 2001).
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Obr. 7: Uloha AMP-aktivované proteinové kindzy pri regulaci tkdrového metabolizmu

(prevzato a upraveno podle Kopecky a Flachs, 2005)

2.3.3. Uloha o ;-adrenergnich receptori

Adrenergni receptory patii do rodiny receptorii spojenych s G-proteiny. Obsahuji
sedm transmembranovych a-helikdlnich domén. RozliSuji se dvé izoformy a nékolik podtypt
a-adrenergnich receptorti: oy (s, o, 0ip ) @ oy (024, 02, O2c ). Endogenni neselektivni
agonisté o -AR jsou noradrenalin a adrenalin, zatimco fenylefrin je selektivnim agonistou a;-
AR. Aktivace a;-AR probihd ndsledovné: po vazbé€ ligandu se aktivuje Gg/1 protein, coz vede
k aktivaci fosfolipdzy C a spusSténi signdlni kaskddy druhych poslai (DAG, IP3 a
intracelularniho véapniku). Aktivované a;-AR zpusobuji ve vSech typech hladkych svali
s vyjimkou travictho dstroji kontrakci, kterd je disledkem zvySenych hladin vépniku uvnitf
buiiky (Lincova., 2002). Existuji prace, které naznauji, Ze by se vazokonstrikce cév
v kosternim svalu u potkana mohla podilet na zvySeném metabolickém obratu v kosternim
svalu (Clarke a kol., 1994, 1995 podle Jansky a Jansky, 2002). Jiné pravdépodobné vysvétleni
ucinki a;-adrenergnich receptorii v regulaci energetického vydeje spociva ve zprostfedkovani
nepiimych efektii leptinu pres AMPK v kosternim svalu (Minokoshi a kol., 2002), viz vyse.
Nov¢jsi prace na svalovych buinikach linie L6 ukazuje, ze aktivace AMPK probiha
prostiednictvim kalmodulin-dependentni proteinové kindzy [ spojené s ¢innosti o;-AR

nezavisle na zméné poméru AMP/ATP. Vysledkem je zvySené vychytavani glukézy ve svalu
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(Hutchinson a Bengtsson, 2006). V bilé tukové tkéni lidi i hlodavci zplisobuje stimulace -
AR rovnéz zvyseny pifjem glukézy do buniky (Faintrenie a Géloén, 1998; Boschmann a kol.,
2002). Bylo zjisténo, ze fenylefrin zprostfedkovdva zvySenou protonovou vodivost
v mitochondriich hnédé tukové tkdné u potkana, coZ je v souladu s vysledky z nepiimé
kalorimetrie, kdy skupina potkani na laboratorni nebo kafeteria diet¢ vykazovala

signifikantn€ zvySenou spotfebu kysliku po injekci fenylefrinu (Rothwell a kol., 1982).

2.4. Charakteristika mySich kment A/J a CB7BL/6J (B6)

Ve vyzkumu obezity se Casto pouzivaji mySi modely s geneticky homogennim pozadim.
Jeden z nejpouzivanégjSich inbrednich mysich kment je C57BL/6J (B6). Mysi jsou k obezité
vyvolané HF dietou ndchylné, na vysokotukové dieté vyrazné zvySuji hmotnost, rozviji se
u nich hyperglykémie, hyperinzulinémie a vznika diabetes 2. typu a obezita. Naopak u mysi
kmene A/J vysokotukovd dieta zminéné zmény nevyvolava, zda se, Ze zvitata této linie jsou
k témto zménadm rezistentni (Surwit a kol., 1988). V diplomové praci byl pouZit mysi kmen
A/J, a proto zde uvadim jeho nékteré dalsi charakteristiky ve srovnani s mySmi kmene B6.

Vyznamny rozdil mezi obéma mySimi kmeny spociva v odliSné schopnosti zvySovat
mnozstvi leptinu v plazmé pfi krmeni vysokotukovou dietou. Zatimco u mySi obou dvou
kmenii chovanych na standardni dieté je koncentrace leptinu podobnd, rozdily mezi kmeny
nastavaji pfi krmeni vysokotukovou dietou. Mysi kmen A/J reaguje na vysokotukovou dietu
vyraznym zvySenim sekrece leptinu tukovou tkéni a koncentrace leptinu v plazmé je vysSi nez
u zéastupci kmene B6 (Surwit a kol., 1997; Kus a kol., 2008). Mysi kmen A/J krmeny
vysokotukovou dietou ma vlivem zvysSenych hladin leptinu ve svétlé fazi dne pii 30 °C vyssi
spotfebu kysliku v porovnani s mysim kmenem B6 (Kis a kol., 2008). Pfedpoklada se, ze je
to v dasledku pfispévku riznych tkani: hnédé tukové tkané, stfeva, kosterniho svalu a asi
i dalSich tkani.

Mnozstvi mRNA pro leptin v gonaddlnim depu bilé tukové tkdné je mnohem vySsi
u mys$i kmene A/J nez B6, ackoliv A/J mysi maji tukova depa mensi neZ kmene B6. Z toho
vyplyva, Ze A/J mysSi produkuji vice leptinu na jednotku tukové tkdn€é (Watson a kol., 2000).

Pokud je mySim kmene B6 aplikovan leptin, ndstup obezity a diabetu se docasn¢ oddali
(Surwit a kol., 2000). Leptinové rezistence se vyskytuje u mySi kmene B6 jiz po
jednomésicnim krmeni vysokotukovou dietou. Mysi jsou necitlivé k leptinu aplikovanému na

periferii, avSak ¢dstecné€ reaguji na jeho aplikaci pfimo do mozku. Mysi kmene A/J si na
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vysokotukové dieté¢ zachovévaji citlivost k leptinu na periferii, tak na drovni CNS (Prpic
a kol., 2003). Cdstedn4 periferni rezistence se u nich rozviji aZ po del$f dobg.

Nartst tukové hmoty u mysi B6 na vysokotukové diet¢ je provdzen hyperplazii
1997). V piipadé mysi kmene A/J dochazi pii krmeni vysokotukovou dietou k hypertrofii
adipocyti (Surwit a kol., 1995). Rozdily v hladindch leptinu a velikosti tukovych dep jsou
patrné u obou dvou kmenti na vysokotukové dieté uz po dvou tydnech od odstavu. Ve stejném
obdobi jsou vidét rozdily v ptirtstku télesné hmotnosti u mysi linie A/J a B6, pficemZ mysi

Vv

kmene B6 maji vyssi télesnou hmotnost a rostou rychleji neZ mysi kmene A/J, ackoliv
spotfeba potravy u obou kment se nelisi. Vyss§i hladiny inzulinu v séru mys$i kmene B6 bez
ohledu na dietu by mohly vysvétlovat tendenci rychlejsiho rastu (Watson a kol., 2000).

Rozdil v nachylnosti obou kmeni k vysokotukové diet¢ z Casti prameni z odliSné
exprese odprahujicich proteini. Kmen A/J vykazuje zvySenou expresi UCP1 mRNA
v hnédé tukové tkani (Surwit a kol., 1998), coZ se projevuje zvySenim termogenni aktivity
této tkané. Soucasné tento jev zplsobuje zvySeni vnitini télesné teploty u tohoto kmene
(Watson a kol., 2000; Surwit a kol., 1997). Dalsi rozdil mezi kmenem B6 (Surwit a kol.,
1998). Zatimco exprese UCP3 mRNA v hnédé tukové tkdni neni ovlivnéna dietou v zavislosti
na myS$im kmeni (Watson a kol., 2000).

Vysokotukova dieta a obezita negativné ovliviiuje expresi a funkci B-AR v bilé tukové
tkdni obou kment, zejména PB3-AR. Snizuje se exprese B-AR. Pfed rozvojem obezity a diabetu
IL. typu je kmen A/J na vysokotukové dieté chranén uplné, pokud je dlouhodobé podavan
Bs-adrenergni agonista (CL 316, 243), (Collins a kol.,, 1997), ktery vyraznéji zvySuje
ektopickou indukci UCPI1 v bilé tukové tkani (Guerra a Koza., 1998).

Rozdily mezi mySimi kmeny A/J a B6 v ndchylnosti k obezité lze pozorovat i ve vztahu
v odlisném metabolizmu v tenkém stirevé. Potrava s vysokym obsahem tukti zptisobuje
u obou kmenil zvySeni exprese genil zapojenych do lipidového metabolizmu, avSak s vyssi
aktivitou gent lipidového metabolizmu ve stfevé u A/J. Aktivita stfevni sachardzy a maltazy
u obou kmeni byla sniZena, vyraznéji u mysi kmene B6, protoZe vysokotukova dieta
obsahovala mén¢ sacharidii. Zvétseni tukovych dep u kmene B6 by mohlo souviset se
sniZenim aktivity stfevnich disachardz (Kondo a kol., 2006).

Mysi kmene A/] a B6 krmené vysokotukovou dietou se dale liSi v oxidativnim
metabolizmu kosterniho svalu. U kmene A/J byla prokazana zvySena spotteba kysliku touto
tkdni. Zvyseny obsah a fosforylace AMPK a zvySend AICARem stimulovand oxidace

palmititu v m. soleus potvrzuje zvySenou oxidacni kapacitu svalu u A/] mySi na
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vysokotukové dieté. Vysledky z genové exprese naznaCuji posun z glykolytického
metabolizmu na oxidativni. Hladina leptinu v plazmé je zvySend a lze proto predpokladat, Ze
pravé leptin zprostiedkovdvd netfesovou termogemezi v kosternim svalu skrze jeho
nepiimého pusobeni ptes CNS a nésledné zvysSeni aktivity AMPK na periferii. ZvySena
netfesova termogeneze ve svalu je tedy dal§im zpusobem, kterym se kmen A/J brani pied
rozvojem obezity pfi krmeni vysokotukovou dietou (Kis a kol., 2008). Neni zndmo, zda je
energeticky vydej A/J mysi na vysokotukové dieté¢ pfedem nastaveny leptinem na vysSsi
urovni energetického metabolizmu prostfednictvim leptinovych receptorii v tkanich nebo zda

zévisi na akutni stimulaci a;-AR leptinem.

28



3. Cile diplomové prace

Zamérem diplomové préce bylo piispét zejména k poznani regulacnich mechanizmd,
které fidi energeticky vydej a pomoci tak rozvoji novych strategii prevence a 1é€by obezity

a ji ptidruzenych komplikaci. Specifické cile byly nasledujici:

1. Zjistit, zda zvySeni hladin leptinu v plazmé A/J mySi krmenych vysokotukovou dietou
zvySuje celotélovy energeticky vydej jeho dlouhodobym nastavenim na vySS$i troven
prostfednictvim leptinovych receptort v tkanich, nebo zda zvyseni energetického vydeje zavisi

na akutni aktivaci o;;-AR leptinem.

Pro zodpovézeni uvedeného problému byl nepiimou kalorimetrii stanoven minimalni
a fenylefrinem stimulovany metabolicky obrat A/J mysi na standardni dieté (ST) a na

vysokotukové dieté (HF).

2. Urcit, zda se u mySiho kmene A/J na stimulaci celotélového energetického vydeje

prostiednictvim a;-AR podileji kosterni svaly.
Spotfeba kysliku oxidativniho svalu (m. soleus) byla stanovena ,,ex vivo* pomoci
kyslikové elektrody. Svaly byly izolovany z mysi krmenych HF dietou, bud’ z mys{

kontrolnich, nebo zvitat injikovanych fenylefrinem .

3. Charakterizovat cirkadianni rytmus leptinu u mysiho kmene A/J v zavislosti na typu diety

(ST a HF).

Pokusnym zvifatim na ST a HF dieté byla ve ¢tyrhodinovych intervalech odebirdna

krev z ocasu. Plazmatické koncentrace leptinu byly stanoveny RIA metodou.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.1. Chemikalie

Carbogen 95: 5 02/COs eevvveeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeee e Linde, CR
DihydrogenfosforeCnan vapenaty............cccceeevveerveeernveennnen. Lachema
EDTA oottt e Sigma
ELanOl...c..ooiiiiiieiceee e Lachema
Fenylefrin - hydrochlorid............ccccovveeiiiieniiiieiieeieeeieee Sigma
GIUKOZA......evieeiiieeiieeeeee et e Serva
Heptahydrat siranu hofecnatého ............cccoceeeviieiiiinniennn. Merck
Hydrogenuhli€itan sodny ..........cccocceeeviiiiiniiienniieennieeiieene Fisher Chemical
Chlorid draselny .........cccoeeeiiiiiiinieiiieeeeeee e Sigma

ChIorid SOANY ...coccvviiiiiieiie ettt Merck
ChIorid VAPENALY .....ccccvveeiiieeiieeiee e e eereeeseree e e Merck

Mouse leptin RIA KIT (ML - 82K).......cooeviiiiiiiinin. Millipore, USA
Pentobarbital sodna sUl............cceeeeiieeeiiieiniieeciee e, Sigma

4.1.2. Pristroje a material

Analytické vahy Kern 680 .........ccccoevviiveiiiieniieeieeeiee e, Kern&Son

Centrifuga Universal 16R............cccooeviiiiiiiiniieeiiecee e, Hettich, Nemecko

Gamma Counter Auto Gamma ..............covvvviieiinnnnnn.. Hewlett Packard
Chirurgick€ NAStroje .....ccocveeeveeeeiiieeeiieeniteeriee e Medin, CR

Injekeni jehly 0,5 X 16 MM ...coouiiiiiiiiiniiiiiiiiieeeeeeieee Terumo Europe NV, Belgie
Injekéni stifkacky 1 ml....cc.oooviieeiiiiiieeeieee e, BD Plastipak , Spanélsko
Kalibracni plyny 15% a 25% KysliK........cccceeeuveeeieeenieennen. Linde, CR

Nepitimy kalorimetr INCA.............occoeemiveeeeeeeeeserennnen. Somedic, Svédsko
OXygraph - 2K....cooiiiiiiiiiiiieeeeeee e Oroboros instruments, Rakousko
pPH metr InLab1 ......cccooooiiiiiiiee e WTW, Nemecko

Pipety rozsahu 1-1000 pl.......ccoeeviieeiiieeieeeiieeee e, Gilson, Francie

Vahy AEP - 1 500 g. .eooveeiiriiiiieienieeeeeeeeseeeeeee aeADAM

VOrteX-Genie 2 ....ovuuriieeiiie et eeiiee e eaeans Scientific Industrie



4. 1. 3. MySi kmeny

A/J mysi pochdzeji z Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) a jiZ po nékolik generaci
jsou mnoZeny ve Fyziologickém ustavu AV CR. Zvifata byla chovdna pii teploté 22 °C
a dvandactihodinovém svételném rezimu svétlo:tma (6:18hod). Méla volny piistup k vodé
1 potrave a byla krmena standardni dietou. Bfezi samice byly tyden pfed porodem piemistény
do 30 °C. Jejich potomci zustaly v teple az do ukonceni pokusu. Do pokusu byli zahrnuti
pouze samci. Ve veéku 4 tydnt byli odstaveni od matek, umisténi po jednom do plastovych
kleci a ndhodné¢ rozdé€leni na dvé diety: ST nebo HF. VSechny stanovené pokusy byly
provedeny po dvou tydnech na experimentdlnich dietich. Zvifata vybrand do méfeni byla

\Y nasyceném stavu.

4. 1. 4. Druhy diet

e Standardni dieta (ST): 14,3 kJ/g, Velaz, CR

- energetické sloZeni: 25 % proteiny, 9 % tuky, 66 % sacharidy
¢ Vysokotukova dieta (HF): 22,3 kJ/g

- energetické sloZeni: 15 % proteiny, 59 % tuky, 26 % sacharidy

4.2. Schéma pokusii

V pokusech byli pouZziti samci mysi linie A/J. VSechny pokusy kromé& odbéra krve
byly provadény v dob& od 8 do 13 hodin. Pokusy trvaly od tinora do listopadu 2008. Casové

schéma pokusii udava Tab. 2.

Den po odstavu 12-13 14 14 - 15
Metoda Odbér krve z ocasu | Nepiimd Meéfeni respirace m. soleus
kalorimetrie - kyslikova elektroda

Tab. 2: Casové schéma pokusii.
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4.3. Metody

4.3.1. Nepiima kalorimetrie (INCA)

Celkovy metabolicky obrat byl stanoven metodou nepiimé kalorimetrie na pfistroji
INCA od firmy SOMEDIC. Metoda je zaloZzena na méteni spotieby kysliku (VO,) a produkci

oxidu uhli¢itého organizmem (Alberts a kol., 2005).
Popis mériciho systému:

Pouzité zafizeni pro nepiimou kalorimetrii se sklddd ze 4 samostatnych méficich
jednotek, viz Obr. 8. Kazda dvojice méficich komor je napojena na 1 pocitac, ktery po celou
dobu méfeni v softwaru DasyLab zaznamendva teplotu v komoie (°C), relativni vlhkost
vzduchu (%), pritok vzduchu, aktudlni koncentraci kysliku ve vstupujicim vzduchu,
koncentraci kysliku a oxidu uhli¢itého ve vzduchu na vstupu a vystupu z komory. V piipadé,
Ze byl zvireti implantovan telemetricky Cip do peritonea, lze méfit vnitini télesnou teplotu
a pohybovou aktivitu. Pod komorou je deska, ktera Cip snimd a detekuje jeho pozici. Intenzita
pohybu zvifete je méfena jako zména polohy Cipu ve vymezené oblasti na zdklad¢ soustavy tii
0s za Cas.

V kazdé komote Ize nezavisle na ostatnich jednotkdch nastavit jinou teplotu (od 4 do
40 °C) a pritok vzduchu. V rdmci jednoho méteni je mozné si nastavit Ctyfi libovoln¢ dlouhé
intervaly o rtizné teploté. Pokusné zvife je vkladdno bud’ do klece nebo do malé valcovité
komiirky, kterd je umisténa uvnitf méficiho boxu. Vzduch proudici komorou pochazi
z vngjSiho prostiedi. Je nasdvdn kompresorem, kde se zbavuje vétSiny vzdu$né vlhkosti
a zéaroven je redukovdno mnoZzstvi oxidu uhli¢itého. Z kompresoru prochazi pies tepelny
vyménik, kde se ohfeje na teplotu 20 °C a pfes suSidlo pokracuje do jednotlivych méficich
komor. Ddle prochdzi do jednotlivych analyzatorti. Kyslikovy analyzitor ma vysokou
specifitu ke kysliku a je zaloZen na bazi oxidu zirkonia. CO, analyzaitor pracuje na principu
infraCervené spektroskopie. Kyslikové analyzdtory se musi pfed kazdym méfenim kalibrovat
pomoci kalibracnich plynt s 15 % a 25 % kyslikem.

Sttidavym meéfenim parcidlnich tlakii O, a CO, ve vzduchu, ktery prochazi pres
komoru s pokusnym zvifetem a ,,kontrolniho* vzduchu, tedy toho, ktery vstupuje do komory,

se zjisti spotieba O, a produkce CO,. Piesnéji, spotieba kysliku a produkce oxidu uhli¢itého je
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uréena rozdilem hodnot parcidlnich tlakli téchto plynii pied a po vystupu z komory. Kazdou
prvni minutu se zaznamendva sloZeni kontrolniho vzduchu, ktery vstupuje do komory
a kazdou druhou minutu se zaznamenava slozeni vzduchu na vystupu z komory.

Vsechny hodnoty jsou zaznamendvdny po celou dobu méfeni v pocitaCovém
programu, ktery je soucasti zafizeni INCA. Po skonceni méfeni je mozZné naméfené hodnoty
exportovat do libovolného programu a ndsledné vyhodnocovat. Metoda INCA ma velkou
vyhodu v tom, Ze je to neinvazivni metoda, zvife nemusi byt utraceno a zéaroven citlivé
zaznamenava parametry celotélového metabolického obratu v zdvislosti na dieté, piipadné
podaném farmaku ¢i okolni teploté. Méfeni byvaji zpravidla n€kolikahodinovéa, coz umoziiuje

ziskdni velkého mnoZstvi dat pro statistické vyhodnoceni.

Cal. gas: 18 % Ozin N, N
Cal. gas: 25 % O, in N, i
"Air'": 21 % Oz in No :
Gas Cal. gas: 200 ppm CO, in Air ]
supplies Cal.gas: 2000 ppm CO2_in Air
Mass :‘heasuring Mass co, RH Gas 0,
ﬂrr?g:er amber Dryer ::’?:t/er sSensor sensor_’ sampler Sensor

v v i ¢

Control and data
Chamber acquisition
temperature [ system.

control

Animal body
temperature and
activity logger

\'A

Obr. 8: Hlavni komponenty systému neprimého kalorimetru firmy Somedic

33



Postup:

Metodou INCA byla méfena spotieba kysliku zvitete, kterd byla vztaZena na priitok
vzduchu, ¢asovou jednotku a hmotnost zvifete [ml/(min.kg)] a produkce CO, v PPM (,,parts
per milion®). Zvitata byla na ST (n = 10) nebo HF (n =11) dieté. Z téchto hodnot byla
v programu vypocitdna hodnota RER. Méfeni probihalo pti 30 °C, tj. v teploté termoneutralni
z6ny, aby mohla byt vylouc¢ena chladem indukovand termogeneze. Pritok vzduchu byl 1000
ml/min. Ve 30 °C byla zvifata zvdZzena a anestetizovdna intraperitonedlnim (i.p.) podanim
pentobarbitalu v ddvce 80 mg/kg. Anestezie nastala pfiblizn¢ po 10 min. Poté byla zvitata
umisténa do komory v méficich bedndch INCA. V pribéhu pocate¢nich 30 aZ 40 minut byl
méfen minimdlni metabolicky obrat, nisledné byl i.p. injikovdn o;-adrenergni agonista
fenylefrin v ddvce 1 mg/kg hmotnosti zvifete a metabolicky obrat zaznamendvan dalSich 30 -
40 min, viz Graf 1. Po skonceni pokusu byla zvitata vricena do chovné mistnosti pro dalsi
pokusy.

Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdilli na trovni spotieby kysliku vlivem diety
a vlivu fenylefrinu byla pouzita dvoucestnd ANOVA s dvéma faktory. Pro zjisténi rozdila
mezi skupinami byla pouzita Holm — Sidak metoda vicendsobného parovani. Statistické
rozdily na drovni RER vlivem diety a fenylefrinu byly analyzovany jednocestnou ANOVOU
pro dva faktory. Télesnd hmotnost pouZzitych zvifat byla vyhodnocena pomoci
dvouvybérového t-testu s nerovnosti rozptylu. Vyslednd data byla vynesena do graft
a tabulky. Vysledky jsou uvadény jako primérné hodnoty + SE. Ke zpracovani vysledkt byl

pouZzit program Microsoft Excel 2002 a pro statistické vyhodnoceni program SigmaStat 3.5.
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Graf 1: Reprezentativni graf demonstrujici pritbéh méteni celotélové spotieby kysliku u mysi
kmene A/J na ST dieté. Vodorovné linie vymezuji casovy usek odpovidajici miniméalnimu
metabolickému obratu (MMR) a metabolickému obratu stimulovanému fenylefrinem (FE).
Spotfeba kysliku charakteristickd pro kazdy stav byla ziskdna jako primér ze 30 az 40

minutového useku.

4.3.2. Stanoveni spotieby Kkysliku izolovaného svalu

Spotteba kysliku byla méfena kyslikovou elektrodou na pfistroji Oxygraph-2k od
firmy OROBOROS, viz Obr. 9.

Princip p¥istroje

Koncentrace kysliku je méfena Clarkovou elektrodou skladajici se ze zlaté nebo
platinové katody a Ag/AgCl anody, které jsou odd€lené roztokem KCI elektrolytu. Elektroda
je zakryta membranou, nejcastéji z teflonu, kterd propousti pouze kyslik. Ten se redukuje na
katod¢ za vzniku vody a hydroxylového anionu. Oxidace vysrdzeného stifibra probihd na

anod¢ a vznikajici proud je pfimo umeérny parcidlnimu tlaku kysliku v experimentalnim
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médiu. Pro ptfevod parcidlniho tlaku kysliku na koncentraci je nutnd znalost rozpustnosti
kysliku, kterd je funkci teploty a koncentraci soli v médiu. Vytvotené napéti se pohybuje

v rozsahu od 0,6 do 0,8 V.

Princip metody

Principem respirometrie v uzaviené komurce je stanoveni zmény koncentrace kysliku
oproti poc¢atecni 21 % koncentraci kysliku v okoli a uvniti komiirky. Komiirka se po vlozeni
vzorku uzavie. Vzorek spotfebovava kyslik, a tak se O, koncentrace v komtrce sniZuje.
Vynesenim koncentrace kysliku proti ¢asu se spocitd spotieba kysliku (Hiittler a kol., 2006).
Data jsou pribézné zaznamendvdna pocitaovym programem, jeZ je soucdsti méfticiho
zatizeni. V piipad¢ naSeho pftistroje Oroboros Oxygraph-2k byl pouZzit program DatlLab4.

Vysledna spotieba je zkreslena riznymi artefakty, proto se musi vysledky zkorigovat.
Patii sem korekce na instrumentdlni a chemické pozadi v piipadé méfeni aktivity
cytochromoxiddzy, jejiZz substrity se autooxiduji. Polarograficky kyslikovy senzor vyZzaduje
pravidelnou kalibraci (tzv. air calibration) pfed kazdym pokusem, kdy se ustavuje rovnoviha
mezi plynnou fazi vné komurky a rozpusténymi plyny ve vodni fazi uvniti komirky.
Kalibrace nulové koncentrace kysliku v experimentalnim médiu se provadi jednou za delsi
dobu. Parametr instrumentdlniho pozadi vypovidd o velikosti zpétné difuze kysliku pii
ruznych koncentracich kysliku v komiirce. Velikost zpétné diftize je nejvetsi pti nulové

koncentraci kysliku v komtrce a naopak spotieba kysliku je nejmensi (Gnaiger, 2008).
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Obr. 9: Pristroj Oroboros Oxygraph - 2k (www.oroboros.at)

Typy vzorku

VyuZzivaji se rizné typy vzorkl, izolované mitochondrie, saponinem nebo digitoninem
permeabilizované buiiky a tkané (napf. adipocyty a svalova vldkna), které jsou vhodné pro
méfeni mitochondridlni energetiky pomoci riznych substratl, inhibitori a odptfahovact
oxidacni fosforylace (OXPHOS). Ve vSech zminénych piipadech je umoZnén snadny prinik
farmak do mitochondrie. Naopak intaktni buniky a tkané€ se nejvice pfiblizuji fyziologickému
stavu, ale neumoziuji snadny pfistup riznych farmak do mitochondrie (Gnaiger, 2008).
V mém pokusu jsme se rozhodli pro izolovany cely sval, abychom se co nejvice pfibliZili
fyziologickému stavu. Nevyhodou méfeni celého izolovaného svalu je, Ze respiruji pouze
vldkna na povrchu svalu, zatimco vldkna uvnitf jsou hypoxickd. Tento fenomén lze vSak
zmirnit pouZitim svalu o malém priméru, coZ zajisti dostate¢ny prunik kysliku k vlakniim

uvniti. Musculus soleus Sestitydennich mlad’at tuto podminku ¢astecné spliiuje.
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Roztoky:

Krebs-Ringer-bikarbonatovy pufr (KRB), pH 7,4

SloZeni KRB:

118,5 mM NaCl

4,75 mM KCl

2,75 mM CaCl,

1,19 mM KH,PO,

1,09 mM MgSO.. 7 H,O

25,0 mM NaHCO;

10,0 mM glukéza

anestezie:

pentobarbital sodna stl, nafedén ve fyziologickém roztoku
pouzit i. p. v ddvce 80 mg/kg zvifete
fenylefrin

rozpustén ve fyziologickém roztoku

pouZzit i.p. v ddvce 1 mg/kg (Arcaroli a kol., 2002)

Postup:

Do pokusu byly zatazeny dvé skupiny anestetizovanych zvitat na HF dieté. Prvni
skupin¢ byl aplikovan fenylefrin, n = 7. Druhd skupina zvitat byla kontrolni (n = 6)
a zvifatim byl aplikovan fyziologicky roztok. Zvitata byla uspdna v teple i.p. poddnim
pentobarbitalu v ddvce 80 mg/kg. Anestezie zacala ptisobit do 10 min. Po uspani byl zvitatim
1.p. aplikovéan fenylefrin v davce 1 mg/kg nebo fyziologicky roztok (0,9% roztok chloridu
sodného, NaCl) o stejném objemu. Po 5 min byla zvifata pfenesena i s kleci do laboratofe
(22 °C).

Pokusnd zvitata byla usmrcena v teploté prostiedi 22 °C dislokaci kréni patefe a v co
nejkratSim Case byly opatrné vyjmuty musculi solei z obou zadnich koncetin. Pfipadnym
natazenim nebo nastfiZzenim dochdzi ve svalu k celé fadé zmén (souvisejich s aktivaci riznych
enzymu energetického metabolizmu), které by mohly vyrazné ovlivnit vysledky. Svaly byly
rychle vlozeny do pneumoxidem nasyceného KRB pufru s glukézou, a pak pfemistény do

respiracni komurky kyslikové elektrody, kterd byla naplnéna 2 ml KRB a vytemperovdna na
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30 °C. Do kazdé komiirky byl vloZen jeden sval. Po vloZeni svalu byla komurka uzaviena a
hodnota respirace zaznamendvana po dobu 20 minut pomoci programu DatlLab4. Po skonc¢eni
experimentu byly svaly pfeneseny na filtraéni papir, poté zvaZzeny na analytickych vahéch.
Vysledna spotfeba O, byla vztazena na vlhkou véhu tkdné (mg). Svaly byly zmrazeny
v tekutém dusiku za ti¢elem piipadnych budoucich analyz.

Pribézné zaznamenand data byla vyhodnocena v piednastavené Sablon¢ programu MS
Excel 2002. Statistické zpracovani vysledka bylo zajisténo programem Microsoft Excel 2002.
Pro porovnani respirace, télesné hmotnosti a hmotnosti svalit mezi dvéma skupinami byl
pouzit dvouvybérovy t—test s nerovnosti rozptylu. Vysledné hodnoty byly vyneseny do grafu

a tabulky. Vysledky jsou uvadény jako pramérné hodnoty + SE.
4.3.3. Stanoveni hladin leptinu v pribéhu 24 hodin

1. Odbér plazmy

Zvitatim bylo z ocasu odebrano pfiblizn¢ 50 pl krve do mikrozkumavky s roztokem
EDTA (0.5 M, pH 8), ktery zabranoval srazeni krve. Nasledn¢ byla krev centrifugovédna na
Centrifuze Universal 16R (Hettich) 10 min 4 °C 7 000 otacek/min. Sebrand plazma byla
zamrazena a uchovavéna v - 80 °C. Nasledn¢ byla analyzovana Leptin RadiolmmunoAssay
(RIA) kitem. Na 1 ¢asovy bod (resp. skupinu) byly pouZzity 4 zvitata, asovy interval mezi

odbéry byl 4 hodiny. Schéma odbéri uvadi Tab. 3.

ST 00:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00

HF 00:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00

Tab. 3: Casové schéma odbéru krve pro analyzu plazmatickych koncentraci leptinu
2. Stanoveni hladiny leptinu v plazmé v pribéhu 24 hodin RIA Kitem
Princip metody
Tato metoda je zaloZena na principu kompetice ligandli o vazebné misto na protilatce.

Ke zndmému mnoZstvi radioaktivné znadeného '*I leptinu a neznateného leptinu neznamého

mnoZzstvi ve vzorku se pfidd konstantni mnozZstvi protilatky. Cim vice neznaceného leptinu se
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navdaze, tim mén¢ se navdze radioaktivné znaceného leptinu. Ze zndmych koncentraci leptinu
ve standardech se pomoci regresni rovnice vypocitd koncentrace (ng/ml) leptinu ve vzorku

(plazmg). Vypocty jsou provadény automaticky v prednastaveném programu.

Material:
borosilikatové zkumavky

pipety s jednordzovymi Spickami

Roztoky:

Pufr: 0,05M Na-Pi pH=7.4, 0,025M EDTA; 0,08% azid sodny; 1% BSA; 0.05% Triton X-100
Protilatka: (Rabbit anti-Mouse Leptin Serum v pufru)

znadeny '*’I-Mouse Leptin (specifickd aktivita 135 pCi/ug), lyofilizovany

hydratujici pufr

standardy; Cisty leptin (mys{) v pufru o koncentracich 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ng/ml

kontroly kvality; leptin (mySi) v pufru

precipitacni roztok; kozi anti-Rabbit IgG sérum; 3% (PEG);

0,05% Triton X-100 v 0,05M Na-Pi; 0,025m EDTA; 0,08% azid sodny

Postup:

Ke zkumavkdm se 100 pl pufru bylo napipetovdno 100 pl standardu rtznych
koncentraci nebo 100 ul vzorkii neznamé koncentrace. Po piidani 100 ul protilatky byl obsah
zkumavek promichdn. Inkubace s protilitkou probihala 20 - 24 hodin ve 4 °C. Po té bylo

pfidéno 100 pl '#°

I leptinu a zkumavky byly opét dikladné promichdny s ndslednou inkubaci
20 - 24 hodin ve 4 °C. Posledni den byl ptfiddn 1 ml vychlazené 4 °C precipitacni kapaliny.
Vzorky byly zamichany, 20 min se inkubovaly a po té byly stoeny na centrifuze (4 °C, 2 000
- 3000 g, 20 min). TotéZ bylo provedeno se zkumavkami sblankem a celkovou
radioaktivitou. Po centrifugaci byl odebrdan supernatant a radioaktivita ve zkumavkach byla
méfena na pristroji Gamma Counter.

Pro zpracovani vysledkii a statistické vyhodnoceni byl pouzit MS Excel 2002.
Vysledné amplitudy leptinu byly porovnany mezi dietami v jednotlivych Casovych bodech

dvouvybérovym t-testem s nerovnosti rozptylu. Rozdily v hladindch leptinu mezi svétlou

( 8:00, 12:00, 16:00) a tmavou fazi dne (20:00, 24:00, 4:00) v rdmci dietetické skupiny byly
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vyhodnoceny dvouvyb&rovym t-testem s nerovnosti rozptylu. Vysledné hodnoty byly

vyneseny do grafu a piehledné tabulky. Vysledky jsou uvddény jako primérné hodnoty + SE.

4.3.4. Statistické zpracovani vysledki

Vysledky byly statisticky zpracovany v programu MS Excel 2002, SigmaStat 3. 5
2006 (Systat software). Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako aritmetické priméry a variabilita
jako stfedni chyba priméru SE. Pro zjiSténi signifikace byl pouzit dvouvybérovy t-test
s nerovnosti rozptylu, jednocestnd a dvoucestnA ANOVA sdvéma faktory . Hodnoty

*P < 0,05 byly povazovény za statisticky vyznamné.

4.4. Vysledky

4.4.1. Méreni celotélového metabolizmu mysSi

Cil pokusu:

Zjistit, zda zvySeni hladin leptinu v plazmé A/J mysi krmenych vysokotukovou dietou
zvySuje celotélovy energeticky vydej jeho dlouhodobym nastavenim na vys§i turoven,
prostfednictvim leptinovych receptort v tkdnich, nebo zda zvySeni energetického metabolizmu

zavisi na akutni aktivaci o;-AR leptinem.

Vysledky
Do pokusu byla zahrnuta zvitata na ST (n = 10) a na HF (n = 11) dieté. Nepiima

kalorimetrie byla provddéna na mysich v anestézii, hodnoty RER jsou uvadény jako primeéry
hodnot mezi 30. aZ 40. minutou od zac¢atku méfeni (+ SE).

Té¢lesna hmotnost pokusnych zvifat pouzitych pro kalorimetrii v zavislosti na dieté ve
veéku 6 tydnt se statisticky neliSila, viz Tab. 4. Tento jev je zndm z literatury (Watson a kol.,

2000; Kis a kol, 2008).

Dieta ST HF
Hmotnost (g) | 19,3 £0,86 | 19,54 + 1,09

Tab. 4: Primérnd hmotnost mysi na ST a HF dieté. Data jsou uvedena jako priméry (g) = SE

bez statisticky vyznamnych rozdila
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Minimélni metabolicky obrat anestetizovanych zvitat se v zavislosti na dieté neliSil.
Po aplikaci fenylefrinu doslo k signifikantnimu nérGstu spotfeby kysliku pfiblizné¢ o 23 %
u obou skupin zvitat, viz Graf 2. V podminkdch méfeni minimalniho metabolického obratu
byly hodnoty RER vys$si u mysi krmenych ST nez u mysi krmenych HF dietou, viz Graf 3.,
ale tento rozdil nedosahl statistické vyznamnosti. Velikost RER vykazovala trend k vySSim
hodnotdm po stimulaci fenylefrinem u obou dietetickych skupin, ale mezi dietami se

signifikantné nelisila.

Spotieba O, [ml/(min.kg)]

ST HF

Graf 2: Zavislost metabolického obratu na akutnim i. p. podani fenylefrinu A/J mysi na ST
a HF diet¢. Hodnoty minimdlniho metabolického obratu (o) a metabolického obratu
stimulovaného fenylefrinem (m) se mezi dietami signifikantné neliSily. Po
stimulaci fenylefrinem doSlo k signifikantnimu zvySeni metabolického obratu u obou

dietetickych skupin *P < 0,05.
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Graf 3: Velikost RER. Z hlediska hodnot RER nedoslo k signifikantnim zméndm ani v rdmci
jedné skupiny, ani mezi skupinami. RER za podminek minimalniho metabolického obratu (o)

a metabolického obratu stimulovaného fenylefrinem (m ) *P < 0,05.

Prokézali jsme, Ze zména v energetickém vydeji ve svétlé fazi dne neni zavisld na nastaveni
metabolizmu na vyssi drovni leptinem prostiednictvim leptinovych receptort v tkanich, ale
pravdépodobné odrazi akutni stimulaci leptinem prostfednictvim a;—AR v tkdnich. Nezdvisle
na stimulaci a;—AR v tkédnich probihala oxidace lipid vyssi mérou u mysi krmenych HF

dietou nez ST dietou.
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4.4.2. Netiresova termogeneze v kosternim svalu

Cil pokusu:

Ur¢it, zda se u mysiho kmene A/J na stimulaci celotélového energetického vydeje

prostiednictvim a; -AR podileji kosterni svaly.

Vysledky:

V pokusu byly pouzity dvé skupiny anestetizovanych zvifat na HF dieté. Jedné skupiné
byl aplikovan o,;-adrenergni agonista fenylefrin (n = 7) a druhé skupin¢, kterd slouZzila jako
kontrola, byl injikovan fyziologicky roztok (n = 6). Spotieba kysliku byla méfena ve svalu
,eX vivo“. Télesnd hmotnost a hmotnost svalli kontrolnich mysi byla signifikantné vyssi, nez
u skupiny injikované fenylefrinem, k ¢emuz doSlo béhem ndhodného vybéru mysi pro pokus,
viz Tab. 5.

Vysledné hodnoty spotfeby kysliku byly vztazeny na mg vlhké vahy svalu. Pro vyneseni
grafu zavislosti spotfeby kysliku na ¢ase byly pouzity tii body vyjadfujici spotfebu kysliku.
Byly ziskané jako primér z pétiminutovych intervall spotieby kysliku svalem mezi 6. a 20.

minutou meéfeni.

HF Hmotnost pii Hmotnost pri | Hmotnost svalu
odstavu (g) pokusu (g) (mg)

Anestézie 16,59 + 1,05 20,99 + 1,45 7,49 £0,74

(n=06)

Anestézie + fenylefrin 13,90 £ 0,72 16,51 £0,96 * |5,49+0,33 *

n=7)

Tab. 5: Primérné hmotnosti zvifete a svalu u dvou skupin mysi A/J kmene na vysokotukové
dieté. Jedna skupina mysi byla pouze anestetizovand, druhd skupina zvitat byla navic
stimulovand fenylefrinem. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SE. Primérnd hmotnost
svalu je vypocitand jako pramér hmotnosti obou svall z jedné mysi. V nékterych piipadech

byl pouzit pouze jeden sval z jedné mysi. *P < 0,05

Anestetizovand zvifata stimulovand fenylefrinem vykazovala signifikantné vySssi

respiraci v izolovaném svalu oproti kontrolnim myS$im, viz Graf 4.
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Graf 4: Respirace svalu (musculus soleus) méfend ,,ex vivo* pfi 30 °C v pétiminutovych
casovych intervalech. Jednotlivé body ptedstavuji primér + SE, n = 6 (O - kontrola ), n =7
(m - anestézie + fenylefrin). Skupina zvitat stimulovanych fenylefrinem m¢la signifikantné

vySS§i spotiebu kysliku ve svalu. *P < 0,05

Zaver:

Ackoliv respirace svalu ,ex vivo* méfend pii 30 °C je vyS$i u zvitat stimulovanych
fenylefrinem, coz by naznaCovalo, Ze kosterni svaly pfispivaji k celot€lovému zvySeni
metabolického obratu stimulovaného pies a;-adrenergni receptory, nemizeme tuto domnénku
s jistotou potvrdit. Pravdépodobnym diivodem by mohly byt signifikantni rozdily v télesné
hmotnosti a hmotnosti svalu u zvifat stimulovanych fenylefrinem oproti kontroldm a nikoliv

vliv samotného fenylefrinu.
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4.4.3. Cirkadianni rytmy leptinu

Cil pokusu:

Charakterizovat cirkadidnni rytmy leptinu kmene A/J v zdvislosti na typu diety.

Vysledky:

M¢étenim koncentrace leptinu v plazmé byl charakterizovan cirkadidnni rytmus leptinu
u mysich samct dva tydny po odstavu v zdvislosti na typu diety (ST a HF). Zvitata na HF
dieté vykazovala celodenni trend zvySenych hladin leptinu v plazmeé v porovnani se zvitaty na
ST dieté. Béhem svétlé faze dne byly hodnoty leptinémie relativné nizké u obou typt diet,
rozdily mezi dietami ale nebyly signifikantni. Signifikantni rozdil mezi dietami se projevil
pouze okolo 16 hodiny, kdy maji zvitata na HF dieté aZ 2,5 ndsobné vyss$i hladiny leptinu nez
zvitata na ST diet¢ viz Tab., Graf 5. Okolo 20. hodiny dochdzi ke zvySovani koncentraci
leptinu u zvitat na ST dieté a pravdépodobné¢ i u zvitat na HF dieté. U zvitat na HF dieté nelze
jednozna¢né usuzovat na zvySeni plazmatickych koncentraci leptinu kolem 20. hodiny,
jelikoz v tento Casovy bod byl zaznamenan velky rozptyl hodnot koncentraci leptinu. Nejnizsi
hodnoty leptinu byly naméfeny u obou skupin ve 12 hodin.

Po celou dobu vykazovaly koncentrace leptinu u zvitat krmenych HF dietou vyssi

amplitudu nez u zvitat krmenych ST dietou.

Cas | 8:00 12:00 16:00 20:00 00:00 4:00

ST |853+144 |5,58+1,67 |5,02+1,40 6,64+1,01 |9,50+1,11 |9,44+1,21

HF | 12,93 +£1,60 | 8,83 £ 1,12 | 12,63 £2,77* | 18,85+ 8,17 | 12,31 + 1,40 | 12,62 + 1,99

Tab. 6: Primérné hodnoty koncentrace leptinu v plazmé (ng/ml) = SE, n = 4. *P < 0,05
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Graf 5: Zavislost koncentrace leptinu (ng/ml) = SE na Case a na dieté. (¢ -standardni dieta,
m -vysokotukovd dieta ). Zvitata na vysokotukové dieté¢ vykazuji trend vyssi amplitudy
v prubéhu 24 hodin nez zvitata na standardni dieté. Signifikantni rozdil v amplitud¢ leptinu
mezi dietami nastavd v 16 hodin. Amplituda leptinu je u zvirat na standardni 1 vysokotukové
diet¢ nizsi v svétlé fazi dne, s minimem kolem 12 hodiny a vzrlstd v tmavé fazi. Tyto

uvedené zmeény jsou pouhymi trendy, rozdily nedosdhly statistické vyznamnosti. n = 4.

*P < 0,05
Zavér:

Plazmatické koncentrace leptinu vykazovaly trend k vyS$im hodnotdm, a vyssi amplitudé

u mys$i krmenych HF nez ST dietou v pribéhu celych 24 hodin.
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5. Diskuze

Diplomovd priace byla zaméfena na vyzkum mechanizml ovlivigjicich zvySeni
energetického vydeje prostfednictvim signdlnich drah leptinu s diirazem na jeho nepiimé
pisobeni pres a;-adrenergni receptory. Uginky této regulaéni kaskady byly pozorovény jak na
urovni celkového metabolizmu zvifete, tak i na drovni netfesové termogeneze v kosternim
svalu.

V pokusech byli pouziti samci kmene A/J, kterd je k obezité rezistentni (Surwit a kol.,
1997; Watson a kol., 2000). Klicovymi mechanizmy mysi kmene A/J zabranujicimi rozvoji
obezity vyvolané vysokotukovou dietou je zvySeni hladin leptinu (Surwit a kol., 1997) a
exprese UCP1 (Watson a kol., 2000). Leptin zvySuje energeticky vydej zejména svym
nepiimym pusobenim pies specifickd jadra hypotalamu, ¢imZ aktivuje sympaticky nervovy
systém a a;-AR (Minokoshi a kol., 2002). A/J mysi krmené vysokotukovou dietou maji vyssi
klidovou spotiebu kysliku béhem svétlé fize dne méfenou nepfimou kalorimetrii
v termoneutrdlni z6n¢ a soucasné i vyssi spotiebu kysliku v oxidativnim svalu m. soleus (Kis
a kol., 2008). Netfesova termogeneze v kosternim svalu (Kusa kol., 2008) a zvySend aktivita
enzymul lipidového metabolizmu ve stfevnim epitelu (Kondo a kol., 2006) jsou dalSimi
mechanizmy, které se podileji na rezistenci kmene A/J vici obezité.

Méfenim metabolického obratu pfi teploté¢ termoneutrdlni zény metodou nepiimé
kalorimetrie bylo zjiSténo, Ze u pokusnych zvitat na ST a HF dieté je metabolicky obrat velice
podobny, bez statisticky vyznamnych rozdila. Vliv diety nebyl pozorovidn na hodnotidch
minimélniho metabolického obratu ani po aplikaci fenylefrinu. Po stimulaci fenylefrinem
reagovaly obé dietetické skupiny zvifat signifikantnim zvySenim spotfeby kysliku.
Signifikantni ndrast spotieby kysliku po stimulaci fenylefrinem je v souladu s vysledky
z prace na potkanech (Rothwell a kol., 1982). Efekt diety se projevil az na drovni RER.
U zvifat na HF dieté¢ ve stavu pied injekci fenylefrinu odpovidala velikost RER utilizaci
lipidd, tj. RER 0,71. Zvitata na ST dieté¢ mela RER vyssi, tj. 0,78. MoZnym vysvétlenim je
sloZeni diety, ve které prevazuji sacharidy a pravdépodobné se na tomto mechanizmu podili
vyraznéj$i metabolickd flexibilita posunu metabolizmu lipidového smérem ke
glykolytickému. Injekce fenylefrinu zptisobila u obou skupin posun RER k vys$§im hodnotam,
smérem k oxidaci cukrii. Tento efekt lze odlvodnit schopnosti fenylefrinu stimulovat
vychytavani glukézy adipocyty bilé tukové tkané a kosternim svalem (Faintrenie a Géloén,

1998; Boschmann a kol., 2002; Hutchinson a Bengtsson, 2006). Prokazali jsme, Ze zména
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v energetickém vydeji ve svétlé fazi dne neni z4visld na nastaveni metabolizmu leptinem, ale
na akutnim ovlivnéni pies a;-AR.

Vysledky z méfeni respirace m. soleus ,.ex vivo“ na kyslikové elektrodé pii 30 °C
naznacuji, Ze by se na celkovém energetickém vydeji stimulovaném pies o;-AR u A/J mysi na
HF dieté¢ mohly podilet i kosterni svaly. Tento pokus vSak byl koncipovdn dlouhodobég
a zvitata byla do skupiny vybirdna ndhodnég, coZ vedlo k rozptylim hmotnosti zvitat a svalil
v ramci skupiny a mezi skupinami. Hmotnost svalu souvisi s velikosti difizniho povrchu,
kterym kyslik do tkdné vstupuje (Bonen a kol., 1994). Pozorovanim bylo zjiSténo, Ze jedinci
s niz$i télesnou hmotnosti mé¢li sval s menSim polomérem a mensi hmotnosti a tedy 1 vyssi
spotiebu kysliku touto tkdni, coZ je v souladu s vysledky této prace. Proto by bylo vhodné
pokus znovu zopakovat a zajistit vétsi homogenitu télesnych vah zvitat.

Z hlediska vyzkumu cirkadidnnich rytmi byl v této préaci poprvé popsan 24 hodinovy
prubéh leptinu u A/J my$i v 6 tydnech stafi v zdvisloti na typu diety. Zde se potvrdilo
ocekavani, Ze mysi na HF dieté maji trend celodenniho zvySeni koncentraci leptinu v plazmé
v porovnani se zvitaty na ST dieté. Signifikantni rozdil ve velikosti amplitudy leptinu
v zavislosti na dieté byl nalezen pouze v 16. hodin¢ dne. Celkové 1ze vysledovat trend u obou
skupin pokusnych zvitat k nizké sekreci leptinu béhem svétlé faze dne, s minimem kolem
12. hodiny a naopak ke zvySené produkci leptinu v tmavé fazi, avSak rozdily nedosahuji
statistické vyznamnosti. Vzestup vecernich hladin lze ocCekdvat jiz kolem 18. hodiny
vzhledem ke stdlému svételnému rezimu, v némz jsou zvitata chovana. Prvni veCerni odbér
byl kolem 20. hodiny a ukazuje nérGst plazmatickych hladin leptinu u zvitat na ST a HF diet¢.
U zvitat na HF diet€ byl v tuto naméten znacny rozptyl hodnot, ale 1ze usuzovat, Ze k nardstu
oproti svétlé fazi dne dochézi. Zvonic a spolupracovnici, 2006 naznacuji, Ze vrchol leptinu by
mohl byt v tmavé fazi dne u AKR mysi 8 tydnii starych, ale rozdily koncentraci mezi svétlou
a tmavou fazi dne taktéZ nebyly signifikantni, coZ je v souladu i s vysledky této prace. Naznak
cirkadidnnich rytma vztazenych na spotiebu kysliku pfi klidovém energetickém vydeji béhem
dne a noci Ize vysledovat v praci Kiis a kol., 2008. Méfeni v prubchu CtyficetiSesti hodin
pomoci nepiimé kalorimetrie ukazuje, Zze A/J mysi na HF dieté¢ dva tydny po odstavu maji
celodenné vyssi spotfebu kysliku nez zvitata na ST dieté, pficemz nejvyssi spotifeba kysliku
byla u obou skupin v temné fazi a nejnizs$i béhem svétlé faze dne. Hlavnim zdivodnénim
no¢niho vzestupu spotieby kysliku je fakt, Ze mySsi jsou nocni zvitata, jejichZ pohybova
aktivita a pfijem potravy vzristd v temné fazi. Jelikoz leptin se zvySuj po piijmu potravy, lze
ocekdvat, ze jeho hladiny budou v tuto dobu zvySené a mohly by se Castecné podilet na

zvySeni klidového energetického vydeje. Nase vysledky jsou v souladu s jinymi pracemi,
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které uvadéji na jinych mysSich kmenech rytmus leptinu se zvySenymi hladinami v tmavé fazi
(Bray a Young, 2006; Zvonic a kol., 2008). Abychom mohli potvrdit ¢i vyvrétit diurndlni
zmény v plazmatickych hladindch leptinu, bylo by vhodné pokus rozsifit o vétsi pocet
jedinct. Z hlediska stimulace energetického vydeje ve svalu leptinem je dilezité, Ze hladiny
leptinu byly u mysi krmenych HF dietou relativné vysoké i v dopolednich hodinich, kdy

probihla méteni spotieby kysliku izolovanym svalem.
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6. Zavér

Vysledky této prace pftispivaji k lepSimu pochopeni vyznamu fizeni energetického
vydeje na trovni celého organizmu prostiednictvim leptinu a jeho plisobeni na o;-adrenergni
receptory. Stimulace netfesové termogeneze na urovni celého organizmu by mohla byt
v budoucnosti soucdsti strategie prevence a 1écby obezity a doprovodnych onemocnéni. Na

modelu mysi kmene A/J jsem zejména prokazala, Ze:

1. aktivace celotélového energetického vydeje HF dietou ve svétlé fazi dne neni zdvisld na
nastaveni metabolizmu leptinem, ale na akutni stimulaci, pravépodobné vlivem leptinu

na o;-AR.

2. kosterni svaly by mohly pfispivat k celotélovému zvySeni metabolického obratu
stimulovaného pfes o;-adrenergni receptory, ale tento zavér se nepodafilo zcela potvrdit.

Pravdépodobnou pfi¢inou pozorovaného rozdilu ve spotiebé kysliku by mohla byt

signifikantné mensi velikost svalll fenylefrinem ovlivnénych zvitat.

3. plazmatickd koncentrace leptinu je stimulovand vysokotukovou dietou v pritbéhu dne

Vv,

i noci, ma tendenci k vys$si amplitud¢ v hladinach leptinu u mysi krmenych HF nez ST dietou.
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