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1. UVOD

Problematice inzulinové rezistence a metabolickému syndromu je v poslednich letech
vénovana znacna pozornost vzhledem kjejich podilu na rozvoji kardiovaskuldrnich
onemocnénich a narlstajici prevalenci diabetu 2.typu. Pfes fadu novych poznatkli o
patogenezi metabolického syndromu, ziskanych diky rozvoji molekularnich metod, ziistava
kauzalita jednotlivych poruch a patogeneze poruch gluk6zové homeostazy, makro- a
mikrovaskularnich komplikaci neobjasnéna. V poslednich letech ptibyvaji poznatky o tloze
oxidacniho stresu a zanétu jako o spolecném mechanizmu, ktery by mohl mit dtlezitou ulohu
v rozvoji komplikaci asociovanych s metabolickym syndromem. Pro tuto hypotézu svédci
zvySené plazmatické koncentrace lipoperoxidacnich produkti pozorované pii zhorSené
glukézové toleranci, u diabetikii 2. typu a u potkand s extrémni, geneticky fixovanou

obezitou.

Rada otazek tykajicich se negativnich Gi¢inktl oxidaéniho stresu zistava neobjasnéna. Nejsou
znamy pficiny oxidac¢niho stresu pii inzulinové rezistenci a diabetu a neni znamo, zda k nému
dochazi v disledku zvySené tvorby volnych radikalii nebo nedostatecného intraceluldrniho
antioxida¢niho potencidlu, coz méa zéisadni vyznam z hlediska mozného terapeutického
ovlivnéni. Oxidacni stres se odehrava ve tkdnich, kde mize indukovat poskozeni celuldrni
integrity, a proto nelze z plazmatickych hladin posoudit pfi¢iny a disledky oxida¢niho stresu
na poruchy v jednotlivych organech. Proto je dulezité analyzovat parametry oxida¢niho stresu

Vv jednotlivych tkanich.

Nemén¢ dlileZita je 1 otdzka do jaké miry lze oxidacni stres nebo antioxi¢ni systém ve tkanich
ovlivnit vhodnou terapii. Velkym zklamanim v této souvislosti byly vysledky klinickych
studii, ve kterych vysoké davky vitaminu E ani jeho kombinace s dalS$imi vitaminy

s antioxidac¢nimi vlastnostmi nesnizily rizika rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni.

Zuvedeného vyplyva, ze studium oxidaéniho stresu a hleddni U¢inné nutricni a
farmakologické terapie s pouzitim vhodnych experimentalnich modelt je z hlediska prevence

nebo terapie poruch asociovanych s metabolickym syndromem velice zadouci.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. Metabolicky syndrom — definice a charakteristika
Metabolicky syndrom je charakterizovan souborem metabolickych poruch, které vyrazné
zvysuji riziko rozvoje diabetu 2. typu a kardiovaskularnich onemocnéni (Reaven et al 1988).
Kromé¢ poruch gluk6zové homeostdzy a diabetu 2. typu zahrnuje metabolicky syndrom takeé
dalsi rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni, jako je hyperinzulinémie,
dyslipidémie, hypertenze, viscerdlni obezita, endotelidlni dysfunkce a je provazen aktivaci
prozanétlivych a protrombotickych faktort.
Mimotadné vysoky vyskyt metabolického syndromu a jeho vyznamny dopad na
kardiovaskularni morbiditu a mortalitu vyvolal zna¢ny ohlas u vetejnych zdravotnickych
organizaci, véetn¢ Svétové zdravotnické organizace (WHO) (Alberti et al 1998). Podle
diagnostickych kritérii, ktera byla stanovena WHO a dalSimi organizacemi (Tabulka 1) bylo
zjisténo, ze u 15 az 25% obyvatelstva ve vyspélych zemich jsou ptfitomny alesponl tfi
metabolické abnormality uvedené v tabulce 1, jejichz piitomnost charakterizuje metabolicky
syndrom. Vysledky mnoha studii ukazuji, ze prevalence metabolického syndromu
alarmujicim zpisobem nartsta spolu se zvySenym vyskytem obezity a diabetu 2. typu (Wild
et al 2004). Metabolicky syndrom formuloval v roce 1988 Reaven jako syndrom X nebo
syndrom inzulinové rezistence a inzulinovou rezistenci v ném oznacil za zékladni symptom
tohoto syndromu. V roce 1989 ho Kaplan oznacil jako ,,deadly quartet“ a upozornil na
koincidenci kardiovaskularnich rizikovych faktort v€etné inzulinové rezistence, hypertenze,
hypertriglyceridémie a visceralni obezity. V roce 1993 Reaven revidoval definici syndromu
X, kde primarnim néalezem je inzulinovd rezistence, asociovand s hypertenzi,
hypertriglyceridémii a hyperglykémii, a Casto doprovdzend  poruchami koagulace a
fibrinolyzy a kardiovaskularniho systému (Reaven 1993, Reaven 2005).V roce 1998 WHO
doporucila jednotnou definici tohoto syndromu a dala ptednost nazvu ,,metabolicky syndrom*
pted nazvem ,,syndrom inzulinové rezistence* (Groop 2000).
Zavaznost metabolického syndromu souvisi S tim, Zze zvySuje riziko rozvoje diabetu 2. typu a
kardiovaskularnich onemocnéni. Klinickd pozorovani ukézala, Ze lidé s metabolickym
syndromem jsou vystaveni dvojnasobnému az trojnasobnému riziku Umrti na
kardiovaskularni choroby a péti-az devitinasobnému riziku rozvoje diabetu 2. typu (Park et al
2003). V patogenezi diabetu 2. typu a kardiovaskularnich komplikaci se miize uplatiovat fada

metabolickych abnormalit provazejici metabolicky syndrom.



Soucasti metabolického syndromu je vSak celd fada poruch, které¢ nebyly zahrnuty v ptivodni
definici, jako naptiklad hyperurikémie, zvySend koncentrace LDL cholesterolu, endotelidlni
dysfunkce, poruchy fibrinolyzy a hemokoagulace.

Mezi dulezité faktory, které mohou ovlivnit metabolicky syndrom, patii faktory zivotniho
stylu. Vyrazny vliv méd vSak rovnéz genetickd predispozice. Prevalence metabolického
syndromu se odhaduje v bézné populaci az na 30% a je mirn€ zvySena pro muzskou Cast.
Prestoze definice, diagnosticka kritéria, etiologie a postaveni metabolického syndromu jako
samostatné klinické jednotky jsou stale pfedmétem diskusi, zistavaji inzulinova rezistence,
hyperinzulinémie a hyperglykémie jeho nepochybnymi projevy.

Rizikovost inzulinové rezistence, hyperinzulinémie a hyperglykémie potvrzuje tada
epidemiologickych studii, které doklddaji, Ze uvedené abnormality pfedstavuji nezavislé

rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni.

Tabulka 1 — Definice metabolického syndromu pro evropskou populaci doporuc¢ena

Mezinarodni diabetickou spole¢nosti (International Diabetes Federation) 2005 (Ford 2005).

Abdominalni obezita muZi > 94cm, Zeny > 80cm

Hladina triglyceridi > 1,7 mmol/l

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

Glykémie nalacno > 5.6 mmol/l

2.2. Metabolické poruchy asociované s metabolickym syndromem a jejich vztah ke
kardiovaskularnim komplikacim

Vsechny symptomy provazejici metabolicky syndrom ptedstavuji rizikové faktory pro

kardiovaskularni onemocnéni (obrazek 1).



Obrazek 1 — Poruchy asociované s inzulinovou rezistenci zvysSujici riziko kardiovaskularniho

onemocneénti.

- poruchy glukézové tolerance = diabetes

2.typu =

- obezita = Tlipolyza v tukové tkani =

Tsekrece VLDL =
inzulinova | - dyslipidémie: hypertriglyceridémie, VHDL, kardiovaskularni
rezistence | T malé LDL = onemocnéni

- retence Na+, aktivace sympatiku, zmény
Vv transportu iontti & hypertenze = hypertrofie
levé komory =

- endotelialni dysfunkce = poruchy
vazodilatace = organova ischémie =

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

2.2.1.Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence, kterd je diisledkem poruchy tc¢inku inzulinu na metabolizmus glukézy
ve tkanich, je zdkladni metabolickd odchylka metabolického syndromu, ktera stoji v pozadi
vSech dal$ich projevii metabolického syndromu. Inzulinova rezistence byla definovana v roce
1970 jako stav bunky, pii kterém je k vyvolani kvantitativné normalni utilizace glukozy

zapotiebi vétsiho nez normalniho mnozstvi inzulinu (Berson a Yalow 1970).

Ptestoze v poslednich letech rozvoj molekuldrni biologie ptfinesl fadu novych poznatkii o
patogenezi inzulinové rezistence, jeji mechanizmy nejsou zcela objasnény. Diive byla hlavni
pozornost zaméfena na studium metabolizmu glukézy v kosternich svalech, ve kterych je
metabolizovano az 80% glukozy. V soucasné dobé¢ je pozornost vénovana uloze tukové tkane,
vzhledem k sekreci FFA, prozanétlivych cytokini TNFa.,, 11-6 a CRP (Gustafson et al 2007),
které mohou vyznamné pfispivat k rozvoji vaskularnich komplikaci pfi metabolickém
syndromu.

Epidemiologické studie ukazaly, ze wvaskularni komplikace casto provazeji pacienty
s inzulinovou rezistenci a to jesté pred nastupem hyperglykémie. Inzulinova rezistence je dnes
povazovana za nezavisly a silny kardiovaskularni rizikovy faktor. Inzulin se u zdravych osob

podili na indukci vazodilatace, jeho Uc¢inek zprosttedkovava produkci NO v endotelidlnich



bunkach. Inzulinova rezistence snizuje schopnost inzulinu podilet se na regulaci aktivity
eNOS (Stuhlinger et al 2002). Dalsi dasledek inzulinové rezistence je zvySeni vaskularni
proliferace, ale mechanizmus neni objasnén. Inulinovd rezistence je rovnéZ spojena
s protrombotickymi stavy, u osob s inzulinovou rezistenci byla nalezena zvysSena aktivita

inhibitoru plazminového aktivatoru (PAI-1) (Bartnik et al 2007).

2.2.2. Dyslipidémie

Dyslipidémie u metabolického syndromu je charakterizovana zvySenymi koncentracemi
cirkulujicich triglyceridii, malych dennich LDL, redukci HDL-cholesterolu a postprandialnim
zvySenim FFA (Verges 2005). Na téchto zménach se podili zvySena jaterni produkce VLDL
Castic, snizeny katabolizmus VLDL i IDL a snizena hladina HDL-cholesterolu v dasledku
zrychlené¢ho katabolismu HDL ¢astic. Hladina LDL-cholesterolu je vétSinou v normé, ale
LDL c¢astice vykazuji nékteré abnormality, ke kterym patii jejich mensi velikost, del§i doba
setrvavani v cirkulaci, v dusledku jejich niz$i afinity k receptorim, a vys$$i nachylnost
k oxidativni modifikaci. Tyto lipidové abnormality, zejména sniZzena afinita oxidativné
modifikovanych LDL ¢astic K receptorim, a jejich akcelerovany prinik do arterialni stény
spolu se zvySenou glykaci apolipoproteinti hraji dilezitou roli v rozvoji aterogeneze (Haidara
et al 2006). Zvysené koncentrace FFA mohou pfimo inhibovat aktivitu eNOS v endotelialnich

bunkach a mohou téz poskodit fibrinolyzu zvySenim hladin PAI-1.

2.2.3. Obezita

Vétsina pacientl s metabolickym syndromem je obéznich, ale vyskyt metabolického
syndromu byl ¢asto pozorovan i u osob, které nejsou obézni. Prevalence metabolického
syndromu se s naristem obezity vyrazné zvysSuje. Osoby neobézni predstavuji asi 5%, osoby
s nadvahou 22% a obézni osoby 60% pacientli s metabolickym syndromem (Roberts a
Shindhu 2009). Obezita je rovnéz spojena s vys$i prevalenci rozvoje diabetu 2. typu a

kardiovaskularnich komplikaci.

2.2.4. Hypertenze

Hypertenze je diagnostikovdna u 30 — 60% diabetiki a jeji vyssi prevalence byla zjiSténa i u
pacientii s metabolickym syndromem (Ceriello 2008). Kauzalni vztah mezi inzulinovou
rezistenci a hypertenzi vSak zatim nebyl jednoznaéné potvrzen. Byla ale navrZena hypotéza,
podle které je oxidacni stres kliCovy mechanizmus uplatiiujici se v patogenezi inzulinové

rezistence a hypertenze (Ceriello a Motz 2004). Podle soucasnych piedstav se na rozvoji



hypertenze pii diabetu pravdépodobné podili snizend syntéza a dostupnost NO. Diabetes ve

spojeni s hypertenzi zvysuje riziko trombotickych komplikaci (Haidara et al 2006).

2.2.5. Hyperglykémie

Hyperglykémie je typickou soucésti metabolického syndromu a je také jednim z nezévislych
diagnostickych kritérii metabolického syndromu. Zahrnuje jak mirné poruchy glukézové
homeostazy (hrani¢ni glykémie nalacno a porucha tolerance glukézy) az po vysoké
koncentrace glykémie pii manifestaci diabetu (Tabulka 2). Pro rizikovost hyperglykémie,
ktera se projevuje jiz na Grovni mirnych poruch glukézové homeostazy, svédci cela tada
epidemiologickych sledovani (Grundy et al 2005). Kardiovaskularni riziko i riziko
mikrovaskularnich komplikaci v retiné, ledvindch a perifernim nervovém systému se
extrémné zvySuje se stoupajicimi hladinami glykémie a s pfitomnosti dal§ich poruch, ke
kterym patii hypertenze, inzulinova rezistence, dyslipidémie a obezita (Jay et al 2006).
Vsechny tyto poruchy spoleéné¢ zvySuji rozvoj endotelidlnich dysfunkci a piedCasné
aterosklerdzy, zvySuji tendenci k trombotickym staviim a srde¢nim dysfunkcim. Molekularni
mechanismus, kterym tyto faktory spolecné ovliviiuji endotelidlni bunky, bunky hladkého
svalstva a kardiomyocyty, je komplexni a mize byt ovlivnén bunéénou transdukci (Haidara et
al 2006).

Relativni riziko kardiovaskularni mortality je 1,33 pro glykémii nala¢no 6,1 vs 4,2 mmol/l a
1,58 pro postprandialni glykémii za 2 hodiny 7,8 vs 6,1 mmol/l. Postprandialni glykémie se
tedy jevi jako dulezitejsi faktor kardiovaskularni morbidity a mortality nez glykémie nala¢no
(Bartnik et al 2007). Hyperglykémie mtze indukovat kardiovaskularni poskozeni jest¢ pred
nastupem diabetu. Ve studii DIGAMI bylo prokéazano, ze zvySenim glykémie o 3 mmol/l se

celkova mortalita diabetikd zvysila o 20% (Malmberg et al 2005).

Tabulka 2 — Klasifikace poruch gluk6zového metabolizmu dle WHO (Bartnik et al 2007).

Glykémie nala¢no Postprandialni glykémie
za 2 hodiny
Normoglykémie < 6,1 mmol/l < 7,8 mmol/l
ZhorSena gluk6zova tolerance 6,1-7,0 78-11.1
Diabetes >7,0 >11,1




2.3. Metabolicky syndrom a oxidacni stres

Recentni klinické 1 experimentalni studie naznacily, ze oxidacni stres by rovnéz mohl byt
spole¢nym patogenetickym mechanizmem provazejici metabolicky syndrom a jeho vaskularni

komplikace (Evans et al 2003,Ceriello a Motz 2004, Hopps et al 2009).

2.3.1.Reaktivni formy Kysliku a dusiku a oxidacni stres

Pro oxidacni stres je charakteristickd nerovnovdha mezi tvorbou volnych radikali a
antioxida¢nim ochrannym systémem.Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) jsou
vysoce reaktivni oxidani metabolity, které maji velmi kratkou dobu existence. Jsou
produkovany ve vSech biologickych systémech, kde plni fadu velmi dilezitych funkci. ROS
jsou nezbytnou soucasti fady biochemickych procesi véetné intracelularni signalizace,
bunécné diferenciace, pienosu energie, apoptodzy, jsou dilezitymi nastroji imunitnich reakci a
obrany proti mikroorganizmiam (Tohyama a Yamamura 2004). Za fyziologickych podminek
je tvorba ROS / RNS a antioxidaéni systém v rovnovaze. Poruseni této rovnovahy vede
Kk oxida¢nimu stresu, ktery se projevi jako disledek zvysené produkce ROS, snizené aktivity
antioxida¢niho systému nebo obojim dohromady. Pfi oxida¢nim stresu ROS, jako vysoce
reaktivni latky, poskozuji bunéné makromolekuly, vedou k metabolickym dysregulacim,
méni bunécnou signalizaci, poSkozuji bunééné funkce. VSechny tyto zmény se mohou uplatnit
V patogenezi ruznych onemocnéni, véetné aterogeneze, zanétlivych reakci, rozvoji inzulinové
rezistence, poskozeni B-bunék pankreatu. Pro svou kratkou dobu existence jsou ROS jen
obtizné stanovitelné, proto se dava prednost stanoveni latek, které vznikaji ptisobenim ROS
jako jsou hydroperoxidy, F2-izoprostany, oxidované LDL, 4-hydroxynonenal, oxidované
karbonyly nebo oxidované baze DNA (Roberts a Shindhu 2009).

2.3.2. Oxidacni stres v rozvoji metabolického syndromu

Podle nekterych autorti (Ceriello a Mortz 2004, Brownlee 2001) je oxidacni stres spolecnym
patogenetickym mechanizmem spojujici inzulinovou resistenci s dysfunkci B-bunék a
dysfunkci endotelu, které mohou vést az k rozvoji diabetu a kardiovaskularnimu poskozeni.
Oxidacni stres poSkozuje B-buiiky pankreatu, které maji velmi malou antioxida¢ni ochranu a
jsou proto velmi citlivé na plsobeni ROS. Oxidacni stres se muze podilet na rozvoji
inzulinové resistence, uplatiiuje se i v poskozeni inzulinové signalni kaskady. Oxidacni stres
se objevuje jesté pred nastupem diabetu, doprovazi stavy inzulinové rezistence i zhorSené

glukézove tolerance. Uplatiuje se v po€atecnich fazich vzniku a rozvoje diabetu a inzulinové



rezistence. Oxidacni stres je vSak také podle soucasnych piedstav kliCovy mechanizmus
rozvoje chronickych komplikaci diabetu, je kliCovym patogenetickym cCinitelem v rozvoji
cévni patologie pii diabetu (Skrha et al 2005). Oxidaéni stres podmifiuje vznik endotelovych
dysfunkci jako prvnich znamek zmén v cévni sténé (Pinkney et al 1997), na které pak
navazuji morfologické odchylky. Pfesny mechanizmus, kterym oxidacni stres ptisobi na vznik
a rozvoj diabetickych komplikaci, neni znam. ROS ziejmé aktivuji nékteré metabolické
drahy, jako syntézu glykovanych proteind, tvorbu hexosamini, pfeménu na sorbitol, které
vedou ke zvySené aktivit¢ nékterych proteinkinaz a transkripcnich faktort PKC, MAPK ¢i
NFkB.

K oxida¢nimu stresu nevedou jen dlouhodobé zvysené koncentrace glukozy pii diabetu, ale
také dyslipidémie, ktera doprovazi metabolicky syndrom. Dyslipidémie spole¢né
S hyperglykémii plisobi synergicky na oxidacni stres, jehoZz produkty se pfimo zapojuji do

procesu aterogeneze. Proto maji cévni zmény u diabetikil vEtsi rozsah nez u nediabetikd.

2.3.2.1. Zdroje oxida¢niho stresu u metabolického syndromu:

Na zvySené produkci ROS a RNS pii metabolickém syndromu se podili cela tada
metabolickych poruch. Pfiiny vzniku ROS a RNS stéale nejsou plné vysvétleny, ale podileji
se na nich nejméné tyto metabolické poruchy: hyperglykémie, hyperinzulinémie,
hypertriglyceridémie, obezita a hypertenze (Obrazek 2). Hyperglykémie (nala¢no 1
postprandialni) (Ceriello 2005) indukuje oxidacni stres nékolika mechanizmy, uplatiluje se pfi
tom autooxidace glukézy, formovani pozdnich produktii glykace (AGEs), aktivace polyolové
a hexosaminové drahy. Vyznamnou ulohu hraje 1 zvySena aktivace PKC a transkripéniho
faktoru NFkB. ZvySena hladina ROS neni iniciovana jen zvySenou hladinou glukozy ale
dalSimi latkami, které jsou pii metabolickém syndromu zvySeny jako jsou volné mastné
kyseliny (FFA) a leptin.

Autooxidace glukozy — zvyseny metabolismus glukozy vede ke zvysené produkci NAD a
FAD, které¢ jsou vyuzivany v dychacim fetézci mitochondrii k syntéze ATP.(Bonnefont-
Rousselot 2002) Ve zvySeném protonovém gradientu mitochondrii je produkovan superoxid
(Ceriello a Motz 2004). Mitochondrialni nadprodukce superoxidu zvySuje syntézu
diacylglycerolti (DAG), které nasledné aktivuji protein kinazu C (PKC) (Bonnefont-Rousselot
2002). Podle nekterych autord hyperglykémie mtize ptimo stimulovat de novo syntézu DAG,

nezavisle na mitochondrialnim metabolizmu (Inoguchi et al 2000).
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Produkty pokroc¢ilé glykace — AGE byly nalezeny v aterosklerotickych lezich u
diabetickych pacientt (Nakamura et al 1993). Pravdépodobné pfispivaji k rozvoji
ateroskler6zy modifikaci cirkulujicich lipoproteida a vazbou a aktivaci receptori pro AGE
(RAGE) (Basta et al 2004). Stimulace RAGE vede ke zvySené produkci ROS pies NADPH-
oxidazu (Wautier et al 2001) a naslednou aktivaci redox-sensitivnich transkripcnich faktord a
expresi zanétlivych mediatort (Schmidt et al 1995, Chu et al 2001).

Polyolova cesta — (zvysSena aktivita polyoll, zptisobujici hromadéni sorbitolu a fruktézy).
Dva enzymy této cesty prispivaji ke zvySené produkci ROS : aldoso-reduktdza a sorbitol
dehydrogenédza. Aldosoreduktdza pouziva NADPH pro redukci glukoézy na sorbitol. Za
normalnich podminek je produkce sorbitolu aldoso-reduktazou minoritni reakci, ovSem za
stavu hyperglykémie je 30-35% glukdzy metabolizovano touto cestou (Ramana et al 2003).
Snizuje se tim dostupnost NADPH, ktera néasledné sniZuje regeneraci glutationu a aktivitu
NOS, takze dochazi ke zvySeni oxidaéniho stresu (Bonnefont-Rousselot 2002).

Druhy enzym je sorbitol dehydrogenaza, kterd oxiduje sorbitol na fruktézu se soucasnou
produkci NADH. Zvysené mnozstvi NADH mize byt vyuzito NADH-oxidazou k produkci
superoxidu nebo muze ptispivat k mitochondrialni produkci superoxidu.

Hexozaminova cesta — zvySena aktivita metabolické drdhy hexosaminli za stavu
hyperglykémie vede k modifikaci transkripCnich faktorti a tim ke zméné genové exprese
(Brownlee 2005). Za fyziologického stavu se jedna o minoritni dranu metabolizmu glukozy,
ktera tvofi jen 2-3%. ZvySena exprese inhibitoru plazminového aktivatoru 1 (PAI-1) a
rastového faktoru Bl (TGF-B1) ptispivaji k rozvoji zanétlivé reakce a mikrovaskularnich
komplikaci. Hladina hexosamini u osob sinzulinovou rezistenci dobfe koreluje
s cirkulujicimi FFA a leptinem (Pouwels et al 2004).

N FFA -V posledni dobé pfibyvaji diikazy o uplatnéni FFA v oxida¢nim stresu (Steinberg a
Baron 2002). Zvysena koncentrace FFA v cytoplazmé vede ke zvysené aktivité acetyl-CoA
oxidazy v peroxisomech a cytochroml v endoplazmatickém retikulu, tyto enzymy jsou dal§im
zdrojem ROS. Infuze FFA u lidi vedly ke zvySenym hladinam izoprostant (Stojiljkovic et al
2002), které jsou parametry lipoperoxidace.

AN Leptin - Leptin je adipocytarni hormon, ktery psobi na centralni nervovy systém, aby
snizil pfijem potravy. Plisobi také na endothelidlni buniky, buniky hladkého svalstva, monocyty
a makrofagy.(Peelman et al 2004) Plazmatické hladiny jsou u diabetiku 2.typu zvySeny (Chan
et al 2004, Wautier et al 2003) a toto zvyseni bylo spojeno s kardiovaskularnim onemocnénim
(Reilly et al 2004). Endothelialni buiiky inkubované s leptinem produkovaly vyssi mnozstvi

ROS (YYamagishi et al 2001, Boulomie et al 1999), ale mechanizmus neni znam.
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Zvysena aktivita PKC Aktivace PKC hraje dulezitou roli v diabetickych vaskularnich
komplikacich a mé vztah k polyolové cesté. Zvysend aktivita PKC v arterielni sténé
(preferencné je aktivovana [B-izoforma, ale zvySeny mohou byt i dalsi izoformy a, J, €) je
spojena s endothelialnimi dysfunkcemi a inzulinovou rezistenci a muze byt indukovana
hyperglykémii, zvySenou koncentraci FFA (pravdépodobné de novo syntézou DAG z glukézy
a FFA) a s tim spojenym oxidac¢nim stresem (Naruse et al 2006). Koncentrace DAG i aktivita
PKC byly zvySeny v aortach u Zucker fatty potkant (Bohlen 2004). ZvySena aktivita PKCf
zpusobuje inhibici Akt-dependentni eNOS regulaci. Zatim nebyly provedené studie, které by
ukdzaly, Ze zvySend aktivita PKC vede az k manifestaci atheroskler6zy a nejen k
endotelialnim  dysfunkcim. Podavani selektivniho inhibitoru PKCp ruboxistaurinu
(LY333531) zlepsilo vasodilataci u Zucker fatty potkantt (Bohlen 2004). Zvysena aktivita
PKC vede Kk oxidaénimu stresu a zaroven oxida¢ni stres stimuluje redox senzitivni
proteinkinazy PKC a MAPK.

mitochondrialni dysfunkce Zvysena produkce superoxidu v dychacim fetézci je podle
souCasnych predstav spoleCnym spoustécim mechanizmem nezadoucich metabolickych
poruch provazejicich metabolicky syndrom (Brownlee 2001, Green et al 2004).
K mitochondrialnim  dysfunkcim vede zvySeny metabolizmus mastnych kyselin i
hyperglykémie.(Brownlee 2005). Dysfunkce mitochondrii se objevi jesté pred nastupem
zhorsené glukozové tolerance (Petersen et al 2004). Hlavni faktor ovliviiujici mitochondrialni
produkci ROS je redox stav dychaciho fetézce. Hyperglykémie i vyss$i nabidka mastnych
kyselin zvySuji elektronové donory (NADH a FADH>), tim se zvysi tok elektront dychacim
fetézcem a nasledné 1 pomér ATP/ADP, ktery vede k hyperpolarizaci membrany. Tento rozdil
potencialu inhibuje elektronovy transport v komplexu Il a vede k akumulaci elektronti na
koenzymu Q. Nasledné pak dochazi jen k ¢aste¢né redukci O, a vznika superoxid (Rolo a
Palmeira 2006).

Rada enzymil a enzymatickych systémi mize také byt zdrojem zvysené produkce ROS
(cyklooxygenaza, lipoxygenaza, NO-syntdza, xantinoxiddza, myeloperoxiddza), ale hlavnim
zdrojem oxidaéniho stresu v arterielni stén¢ je NADPH oxidaza. Jedna z izoforem PKCrt
(théta) ma unikatni schopnost aktivovat pravé NADPH oxidazu a tim zvySovat oxidacni stres.
Predmétem zajmu jsou nejen zdroje oxidacniho stresu, které provazeji jednotlivé metabolické
odchylky, ale pfedev§im mechanizmus pasobeni oxida¢niho stresu, ktery vede k manifestaci

komplikaci, hlavné¢ aterosklerdzy a nastupu diabetu 2.typu.
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Obrazek 2 — Metabolické poruchy jako zdroje ROS a RNS pii metabolickém syndromu a

jejich potencialni mechanismus.

HYPERGLYKEMIE - autooxidace glukosy a AGE
neenzymova glykace proteinti
polyolova cesta (indukce metabolismu polyolovych sloucenin)
hexosaminova cesta (zvysena aktivita metab. drahy hexosamini)

HYPERINZULINEMIE - aktivace NADPH-oxidazy (prostiednictvim aktivace PI3 kinazy)

HYPERTRIGLYCERIDEMIE - 1 konc.NEMK, lipoperoxidace
N signalnich molekul pro aktivaci PKC

OBEZITA - M produkce NEMK
N produkce dalsich metab. aktivnich latek - TNFa

HYPERTENZE - vliv angiotensinu na NADH / NADPH systém
snizena dostupnost NO (tvorba peroxynitritii a uncoupled eNOS)

2.3.2.2. Mechanizmus piisobeni oxida¢niho stresu:

Zvysena produkce ROS pii metabolickém syndromu mé fadu negativnich dusledki :

souhrnny obrdzek 3 ukazuje, jak se zvySené hladiny glukézy (glukotoxicita) a volnych
mastnych kyselin (lipotoxicita) mohou uplatnit pii rozvoji inzulinové resistence a
kardiovaskularnim poskozenim. ZvySena hladina ROS vede k lipoperoxidaci, tvorbé
cytotoxickych aldehydii a mitochondridlnimu poskozeni (Schrauwen a Hesselink 2004).
Zvlast citlive k uc¢inktim ROS jsou polynenasycené mastné kyseliny. ROS a toxické aldehydy
indukuji oxidacni stres tim, ze zptisobuji depleci ATP, NAD, poskozuji proteiny, lipidy, DNA
a vedou k depleci glutationu.

Zvysena tvorba ROS nejen piimo poskozuje makromolekuly (DNA, proteiny, lipidy), ale
nepiimo aktivuje kaskadu intracelularnich signalizacnich drah (Evans et al 2003).Touto
cestou je aktivovana celd fada latek a ROS se tak mohou uplatnit jako intracelularni poslové
signalizaénich kaskad. Oxidac¢ni stres mtize aktivovat transkripéni faktory AP-1 (fidi expresi
gentl regulujici proliferaci, diferenciaci a apoptozu) a NF-xB (aktivuje geny kodujici syntézu
cytokinti — TNFa, IL-6, IL-8, ristovych faktorti a adheznich molekul).

Oxidacni stres zpusobeny zvySenou akumulaci lipida v tkdnich stimuluje fadu prozanétlivych

latek, vede k lipoperoxidaci a tvorbé toxickych aldehyd a mize vést az k apoptdze bunék.
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ZvySend tvorba ROS miuze také vést k poSkozeni inzulinové signalizacni kaskady, ale
predev$im ma fadu proaterogennich dusledkd (Griendling 2003, Rizzoni et al 2001). Vede
k oxidaci LDL, zvySuje expresi adhezivnich molekul, edothelialni dysfunkci a proliferaci a
migraci bun¢k hladkého svalstva (Mehta et al 2006). ZvySena koncentrace lipida vede
Kk tvorbé reaktivnich oxida¢nich produktt lipoperoxidl, které se pfimo podileji na procesu
aterogeneze. Lipoperoxidy 1 glykaci pozmeénéné lipoproteiny jsou vychytavany
scavergerovymi receptory na makrofazich, které prostupuji do subendotelialniho prostoru a
ukladaji se jako pénové buiiky v cévni sténé. Lipoperoxidacni produkty jsou nejen zdrojem
pro tvorbu aterogennich platd, ale i aktivatory cytokinti, a tim i1 spoustéCem fetézce

zanétlivych zmén v cévni sténé (Haidara et al 2006).

Aterogenni piisobeni oxida¢niho stresu

e oxidace a glykace LDL — oxida¢ni modifikace LDL hraje kli¢ovou roli v procesu
aterogeneze, vstup a zadrzeni lipoproteinii se povazuje za hlavni krok aterogeneze
(Ross 2004). Glykované LDL c¢astice u diabetikti zptsobuji jejich vétsi nachylnost
k oxidaci (Knott et al 2003).

e aktivace monocyti a makrofagh — pfispiva k tvorbé aterosklerotickych plata.
Monocyty se V arterielni sténé¢ preménuji v makrofagy, vychytavaji modifikované
lipoproteiny a pfeménuji se v pénové buriky, které sekretuji zanétlivé mediatory a
produkuji ROS (Ross 2004).

e endotelidlni dysfunkce — zména funkci endotelidlnich bun¢k hraje velmi dileZitou roli
V procesu aterogeneze a patii mezi prvni ukazatele vaskularniho poSkozeni. Mezi
endotelidlni dysfunkce patii pfedevSim ztrata vazodilatace endotelialnich bunék,
zvySena exprese adhesivnich molekul VCAM a ICAM, zvySend propustnost a
zadrzovani cirkulujicich lipoproteinil.

e Dbunky hladkého svalstva — Proliferace a migrace buné¢k hladkého svalstva hraje

dualezitou roli v procesu aterogeneze.

Endotelialni buniky jsou vice citlivé k poskozeni ROS nez buniky hladkého svalstva.

Oxidacni stres miize vést k poSkozeni bunéénych organel a membran, miiZe negativné
ovlivnit funkci fady enzymil, tvorbu ATP a expresi genil regulujicich v bunikdch produkci
cytokinti, inzulinovou signalni kaskadu, proliferaci, diferenciaci a apoptozu. Tyto nalezy pak

vedly k vysloveni hypotézy, podle které by mohl byt oxidacni stres spoleénym mechanizmem
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bunécného poskozeni, které se mize projevit zhorSenim inzulinové rezistence perifernich

tkani, poruchami sekrece inzulinu a v rozvoji kardiovaskularnich poruch.

Obrazek 3 — aktivace redox-sensitivni kaskady (Evans et al 2003) (Nishikawa et al 2000).

" Glucose ™ Free Fatty Acid

Direct

’ A Mitochondrial ROS l ‘ Macromolecule Damage

l Indirect

| A Oxidative Stress l

)

N NF-«xB

™ p38 MAPK

N INK/SAPK

N Hexosamines

¥ ¥ i
. T AGE 1 DAG A Cytokines
A Sorbitol v f A Prostanoids

RAGE A PKC
| |
l A
» Insulin Resistance B-Cell Dysfunction |«

J.L.Evans et al — Diabetes 52 : 1-8, 2003

Navrhovana teorie, jak se zvySené hladiny FFA a glukézy uplatiiuji v patofyziologii diabetu prostfednictvim
produkce ROS. Schéma ukazuje spojeni mezi hyperglykémii, zvySenou hladinou FFA, mitochondrialni produkci
ROS, oxida¢nim stresem, aktivaci redox-senzitivni cesty (NFkB, MAPK a dalsi), inzulinovou rezistenci,
dysfunkci B-bunek a diabetickymi komplikacemi. Posledni in vitro studie ukazuji, Ze pferuSeni mitochondridlni
produkce ROS blokuje oxidaéni stres indukovany hyperglykémii a ovliviiuje aktivitu NFkB, PKC a produkci
AGE, sorbitolu. ROS a RNS mohou také piimo poskodit makromolekuly a tim dale zvysit oxidacni stres. ROS
ale také mohou puisobit jako signalni molekuly a mohou aktivovat nékolik redox-senzitivnich cest, které zahrnuji
aktivaci NFkB, MAPK, JNK/SAPK a zvySenou produkci hexosamint. Aktivace této cesty mize vést piimo
k inzulinové rezistenci, dysfunkci B-bunék nebo muize aktivovat dalsi redox-senzitivni cesty, které zahrnuji

aktivaci PKC, zvysenou produkci AGE, sorbitolu, cytokini a prostanoidu.
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2.3.2.3. Dyslipidémie a oxida¢ni stres

Lipidové abnormality u pacienti s metabolickym syndromem hraji dulezitou roli v rozvoji
atherogeneze 1 nealkoholické jaterni steatozy. Tyto lipidové abnormality mohou piispivat ke
zvySeni oxidaéniho stresu a mohou piimo inhibovat aktivitu eNOS (Haidara et al 2006).
Ackoliv hypolipidemika jako inhibitory HMG-CoA reduktazy (statiny), derivaty Kyseliny
fibrové (fibraty) jsou Casto pouzivany pii 1écbé diabetickych dyslipidémii, jejich vliv na
vaskularni funkce neni dobte znam (Woodman et al 2005).

Zvysena koncentrace lipidi vede k tvorbé reaktivnich oxida¢nich produkt lipoperoxidi,
které se piimo podileji na procesu aterogeneze. Lipoperoxidy i glykaci pozménéné
lipoproteiny jsou vychytavany scavergerovymi receptory na makrofazich, které prostupuji do
subendotelidlniho prostoru a ukladaji se jako pénové bunky v cévni sténé. Synergicky uc€inek
dyslipidémie a hyperglykémie vede k vystupiiovani oxida¢niho stresu. Jeho produkty
(lipoperoxidy a glykoxidované lipidy) jsou nejen zdrojem pro tvorbu aterogennich platt, ale i
aktivatory cytokini, a tim i spoustéem fetézce zanétlivych zmén v cévni sténé (Hopps et al
2009). Zvysena utilizace mastnych kyselin v myokardu pfi diabetu a snizena utilizace glukozy

mohou vést k akumulaci toxickych metaboliti mastnych kyselin.

2.3.2.4. Obezita a oxidacni stres

Obezita a snizena fyzickd aktivita jsou Castou pfi¢inou rozvoje DMT2 a jsou nezavislymi
rizikovymi faktory inzulinové rezistence. Akumulace tuku v inzulin senzitivnich tkéanich
muze byt pfi¢inou inzulinové rezistence, prestoze samotné ulozené triglyceridy jsou inertni,
jak vyplyva z experimentalnich studii na transgennich zvitatech SREBP a A-ZIP/F (Yki-
Jarvinen 2005). Pfesny mechanizmus, jakym obezita pfispiva k rozvoji inzulinové rezistence
a kardiovaskularniho poskozeni, neni znam. Pravdépodobné i vtomto mechanizmu se
uplatiuje oxidacni stres. Pacienti s metabolickym syndromem po podani vysokoenergetické
stravy mé&li postprandialné zvySeny lipoperoxida¢ni produkty (TBARS) (Devaraj et al 2008).
Podéni lipidd (60g) vedlo u pacientli s metabolickym syndromem ke zvySeni hladiny
oxidované formy glutationu a snizeni hladin redukované formy glutationu a sniZeni aktivit
antioxidanich enzymt glutationperoxidazy, glutationreduktazy a glutationtransferazy
(Cardova et al 2008). U pacienti s metabolickym syndromem byly rovnéz zaznamenany
snizené hladiny vitaminu E a C spolu se zvySenymi hladinami lipoperoxidacnich produkti
TBARS (Palmiery et al 2006). Hladiny TBARS dobie korelovaly s tloustkou visceralni
tukove tkané, zatimco hladiny vitaminu C negativné korelovaly se stupném hypertenze

(Palmiery et al 2006).

16



Oxidacni stres tukové tkané¢ je uvazovan jako novy terapeuticky cil pro pacienty
s metabolickym syndromem. Existuje silnd vazba mezi visceralni tukovou tkani a oxidacnim
stresem, zvySenim mocovych F2-izoprostanii, dokonce i u neobéznich lidi. Dalsimi markery,
které by mohly souviset s oxida¢nim stresem ve visceralni tukové tkani jsou adiponektin a C-
reaktivni protein (Fujita et al 2006). Oxidacni stres visceralni tukové tkané je v€éasny marker

metabolického syndromu u experimentalni modelt i u lidi.

2.3.2.5. Hypertenze a oxidacni stres

Hlavnim mechanizmem, ktery se uplatiiuje ve snizeni vazodilatace, je nerovnovaha mezi
produkci superoxidu a produkci NO, ktery je dualezitym vazodilatatorem (Ignarro 1999).
Superoxidovy anion se podili na odstrafiovani NO a tim se stava dilezitym determinantem
biologické dostupnosti NO a muze se tim podilet na modifikaci endotelidlnich funkci
(Ceriello 2008). Dulezitym zdrojem superoxidu V arterialni stén¢ je uncoupling eNOS, které
pii neuplné nebo nevhodné nabidce substrat a kofaktord, produkuje vice superoxidu nez NO
(Landmesser et al 2003). Vysledkem se stava produkce vysoce nebezpecnych peroxynitritd,
které vyznamné pfispivaji ke zvySeni oxidacniho stresu v arteridlni sténé. Vyznamnym
podnétem zvySeni oxidacniho stresu muze byt také angiotenzin II, ktery piisobi pies ATI
receptory (stimuluji bunéény rast, angiogenezi a vazokonstrikci) a ktery stimuluje aktivitu
nefagocytarni NADPH-oxidazy a tim piispiva k akumulaci superoxidu v arterialni sténé
(Touyz 2004). Dalsi mechanizmy, kterymi mohou ROS zpisobovat zmény v cévni sténé, jsou
ptimé toxické pusobeni na endotelialni bunky a bunky hladkého svalu a oxida¢ni modifikace
lipoproteinovych ¢astic (Chen et al 2001).

U pacientl s hypertenzi byly nalezeny zvySené parametry lipoperoxidace spolu se snizenymi
aktivitami antioxida¢nich enzymii. Tyto parametry nebyly dale zhorSeny ptitomnosti dalSich
komponent MS (Abdilla et al 2007). V rozvoji hypertenze jsou dilezitymi faktory oxida¢ni
stres a endotelidlni dysfunkce. Pro uplatnéni oxidac¢niho stresu svéd¢i 1 studie s podavanim
antioxidantli. V klinickych studiich podavani nékterych antioxidantd, pfedev§im vitaminu C
zlepsilo endotelialni dysfunkce a alespon docasné snizovalo krevni tlak (Galley et al 1997).
V experimentalni studii na SHR potkanech podéavani kyseliny askorbové sniZilo krevni tlak a

zvysilo syntézu NO (Chen et al 2001).
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2.3.2.6. Oxidacni stres pri hyperglykémii a diabetu

Hyperglykémie indukuje oxidacni stres nc€kolika nezavislymi mechanizmy, které zahrnuji
autooxidaci glukozy, tvorbu pokrocilych produktd glykace, abnormalni metabolizmus
kyseliny arachidonové a jeho spojeni s cyklooxygenazou, zvySenou aktivaci PKC a NOS a
aktivaci polyolové cesty (Grattagliano et al 2008). Témito mechanizmy chronicka
hyperglykémie poskozuje endotel a urychluje aterogenezi (Haidara et al 2006, Evans et
al2003) (Obrazek 4). V klinickych studiich byly u diabetiki pozorovany zvySené koncentrace
oxidaéné poskozenych proteini a oxidaéné¢ modofikovanych lipoproteint, zvysené hladiny
cirkulujicich markerti oxida¢niho stresu a snizené hladiny antioxidanti. Zvysené hladiny
oxida¢nich produktii u DMT2 koreluji s hladinami glykemické kontroly (Ceriello a Motz
2004, Roberts a Shindhu 2009). Diabetici rovnéz vykazovali zvySenou nachylnost LDL ¢astic
k oxidaci (Rabini et al 1994), ktera korelovala se stupném jejich glykosylace (Bowie et al
1993). Produkty AGE mohou reagovat s riznymi receptory na povrchu bun¢k, napi RAGE a
tim mohou modulovat bunétné funkce prosttednictvim ligandl signalni transdukce. Timto
mechanizmem mohou spoustét produkci cytokinid a prozanétlivych adheznich molekul. Dalsi
dalezity cil chronické hyperglykémie je nuklearni enzym poly ADP ribosylpolymeraza. Tento
enzym je aktivovan pfi oxida¢nim nebo jiném poskozeni DNA a jeho funkci je oprava DNA.
Aktivace poly ADP ribosylpolymerdazy odcerpavd bunééné zasoby NADPH a nadmérna
aktivace muze vést k bunéénym dysfunkcim a apoptoze (Soriano et al 2001). Hyperglykémie
rovnéZ narusSuje produkci NO a vede k endotelidlnim dysfunkcim. Endotelidlni NOS je
NADPH dependentni enzym a za stavu hyperglykémie jako vysledek aktivace ADP
ribosylpolymerazy mize byt potlacena aktivita eNOS a tim snizena vazodilatace.
Hypeglykémie muze poskozovat cévni sténu také mechanizmem zvySené aktivace PKC, ktery
je nezavisly na NO (Way et al 2001).

Dalsi zdroj oxida¢niho stresu pii diabetu predstavuji zvySené hladiny FFA (Obrazek 4),
oxidace LDL a akumulace asymetrického dimetylargininu. Inzulinova rezistence je spojena se
zvySenymi hladinami FFA a s akumulaci triglyceridi v tukové tkdni a v dalSich tkanich
(Schrauwen a Hesselink 2004). Ektopicky ulozené lipidy maji ve tkanich fadu negativnich
ucinki, které jsou oznaCovany jako lipotoxicita a projevuji se zhorSenou utilizaci glukézy,
poruchami sekrece inzulinu a jaterni steatézou. Mastné kyseliny mohou poSkodit bunécné
organely, véetné mitochondrii (Schrauwen a Hesselink 2004). Ektopické ukladani tukd do
kosterniho svalu piedchazi diabetu a objevi se jiz pii rozvoji glukézové intolerance a
inzulinové rezistence (Rasouli et al 2005). Visceralni tukova tkan zvySuje produkci

prozanétlivych cytokind, které mohou indukovat oxidac¢ni stres a piispivat k rozvoji
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inzulinové rezistence (Evans et al 2003). Pfesny mechanizmus, jakym zvysena hladina FFA a
naruSeni lipidového metabolizmu pfispiva ke zvySeni oxida¢niho stresu, nejsou znamy a

veénuje se této problematice v posledni dobé zvySend pozornost.

2.3.2.7. Jaterni steatéza jako nova komponenta metabolického syndromu

Nealkoholicka jaterni steatoza (NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease) je nejcastéjsim
chronickym poskozenim jater, které doprovazi metabolicky syndrom. Toto poSkozeni souvisi
se zvySenou akumulaci lipidii v jatrech, které negativné ovliviiuje metabolické poruchy
spojené s inzulinovou rezistenci a mize progredovat v nealkoholickou jaterni steatohepatitidu
(NASH = non-alcoholic steatohepatitis) (Rector et al 2008). Patofyziologické mechanizmy,
které vedou krozvoji nealkoholické jaterni steatézy nejsou piesné¢ zndmy, ale podle
soucasnych poznatkli se pfedpokladd dvoustupnovy mechanizmus rozvoje NASH. Prvnim
pfedpokladem v rozvoji NAFLD je akumulace lipidi v jatrech spolu srozvojem jaterni
inzulinové rezistence. V dalSim kroku se ptedpoklada, Ze se uplatiiuje oxidacni stres a
produkce prozanétlivych cytokint (Grattagliano et al 2008).

Oxidacni stres mize byt disledkem zvySené oxidace mastnych kyselin v mitochondriich, kdy
produkce ROS muze byt ovlivnéna depolarizaci vnitini membrany odpfazenim oxidativni
fosforylace a dale ¢astecnym blokovanim dychaciho fetézce. Vyssi produkce ROS muze byt i
dasledkem oxidace mastnych kyselin v peroxisomech nebo vyssi akumulaci volného zeleza
v jatrech. Kli¢ova uloha je v souvislosti s oxida¢nim stresem pii NAFLD pfipisovana
glutationu, ktery je v jatrech syntetizovan (Koruk et al 2004).

Biologické dusledky jaterni steatozy se objevuji v dalSich organech vcetné arterielni stény a
myokardu, kde pfispivaji k rozvoji ptredCasné ateroskler6zy. NAFLD je proto silnym a

nezavislym kardiovaskularnim rizikovym faktorem (Loria et al 2008).
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Obrazek 4 — Schematické znazornéni metabolickych nésledki zvysené produkce ROS a

jejich mozné uplatnéni v procesu kardiovaskularniho poskozeni (Johansen et al 2005).

oxidace LDL * > dostuplllost NO
Pied¢asna ‘/ { Poskozeni
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2.3.3. Oxidacni stres a kardiovaskularni poruchy

Oxidacni stres v cévni sténé hraje kli€ovou roli v rozvoji kardiovaskuldrnich poruch pfi
metabolickém syndromu (Chisolm et al 2000). ROS mohou ptimo poskodit vaskularni bunky
oxida¢ni modifikaci proteini a DNA a také mohou nepfimo zvySovat zanétlivé faktory a
nevhodné aktivovat n¢které bunécné signalizacni cesty zprosttedkované PKC, MAPK a AGE
(Schwartz a Reaven 2006, Muniyappa et al 1998). ROS mohou aktivovat PKC a tato aktivace
dale zvysuje oxidacni stres aktivaci NADPH-oxidazy (Inoguchi et al 2003), ktera je hlavnim
zdrojem superoxidu v arterielni stén¢ (Guzik et al 2002). Vznikly superoxid poskozuje
klicové mediatory aterosklerézy jako jsou LDL lipoproteiny (oxLDL) nebo dilezity
vazodilatator NO (peroxynitrity) (Griendling et al 2000, Dusting et al 2005). Oxida¢ni stres
Vv arterielni sténé mize snizovat dostupnost NO, ktera nasledné vede k endotelidlnim
dysfunkcim, ztraté vazodilatace a proliferaci VSMC (Hsueh a Quinones 2003). Endotelialni
NOsyntéza (eNOS) muize byt dalSim dulezitym zdrojem superoxidu v arterielni sténé, ktery
produkuje tento enzym pii nedostatku nekterého z kofaktorii. Navic superoxid s NO muze
vytvaret vysoce nebezpecné peroxynitrity, které jsou pfi¢inou endothelidlnich dysfunkci.
Interakce NADPH oxidazy a eNOS tak mize vést az k endotelidlnim dysfunkcim (Alp a
Channon 2004, Mehta et al 2006), které¢ jsou povazovany za prvni klinicky vyznamny projev
ateroskler6zy. Zdrojem ROS v arteridlnich endotelidlnich buiikdch a v bunkach hladkych
svalli mohou byt také mitochondrialni dysfunkce rozpojenim oxidativni fosforylace a xantin-

oxidoreduktazovy systém (Puddu et al 2005).
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ROS jsou rovnéz klicovym aktivatorem zéanétlivého intraceluldrniho transkripéniho faktoru
NFkB (Napoli et al 2001, de Winter et al 2005), ktery se uplatiuje pii regulaci prozanétlivych
a imunitnich genii, apoptéoze a bunécné proliferaci. Mnoho spole¢nych znakii obezity a
inzulinové rezistence, jako zvySené hladiny FFA, hyperglykémie, AGE, zanétlivé faktory,
mohou piispivat k aktivaci tohoto transkripéniho faktoru a tim potencovat rozvoj
ateroskler6zy (Suzuki et al 2001, Tripathy et al 2003).

ROS tak mohou pfimo 1 nepfimo piispivat ke strukturadlnim a funkénim vaskularnim zménam
a mohou mit fadu proaterogennich ucinkii. K nim patii zvysena peroxidace lipidii a oxidativni
modifikace lipoproteinovych castic, které zvySuji akumulaci lipidd v subendotelidlnim

prostoru a tvorbu 1ézi (Jay et al 2006).

Za fyziologickych podminek jsou Vv myokardu utilizovany piednostné mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem (60-70%), zbytek pokryvaji sacharidy, glukdza (20%) a laktat (10%)
(Coort et al 2006). Pii inzulinové rezistenci dochazi k chronické zméné nabidky substratl
v myokardu, ktery metabolizuje v pfevazné mife lipidy (Carley a Severson 2005). ZvySeni
FFA snizuje utilizaci glukozy kaskadou zpétnovazebnich inhibic enzymi glykolyzy (Randlav
cyklus) a jejich oxidace spotfebovava vétsi mnozstvi kysliku asi o 30%, aby produkovala
stejné mnozstvi ATP jako oxidace glukozy (Ferrannini a lozzo 2006, Pleiner et al 2002).
Vysoké intracelularni koncentrace lipidi vV myokardu mohou rovnéZz aktivovat NADPH
oxidazovy systém aktivaci metabolické drahy DAG-PKC a tim pfispivat k prohloubeni

oxidacniho stresu.

2.4. Antioxida¢ni ochranny systém

Na zvySeni oxidacniho stresu se nemusi podilet jen zvySena produkce ROS a RNS ale také
sniZzend antioxidacni ochrana. Kli¢ovou roli v antioxidaénim ochranném systému hraje
antioxida¢ni enzym superoxiddismutiaza (SOD), kterd preménuje superoxid na peroxid
vodiku. U lidi existuji tfi typy SOD: mitochondridlni MnSOD, cytosolickd Cu/Zn SOD a
extracelularni SOD. Na reakci SOD navazuje enzymaticka degradace peroxidi pomoci
dalsich antioxidacnich enzymii katalazy (CAT) a selenodependentni glutahionperoxidazy
(GPx), které pfeménuji peroxid na vodu a molekularni kyslik. V ptfitomnosti redukovanych
pfechodnych kovii miiZze byt peroxid vodiku transformovan na vysoce reaktivni hydroxylovy
radikal (OH.). Velmi u€inny ve vychytavani hydroxylového radikalu je membranové vazany

vitamin E, ktery tak chrani lipidy a membrany proti nezddouci lipoperoxidaci. Vitamin E
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(souhrné oznaceni pro vSechny tokoferoly a tokotrienoly) reakci s volnymi radikaly sam
pfechdzi na tokoferylovy radikal, ktery musi byt regenerovan nckterym z koantioxidantt
(nejcasteji kyselina askorbova nebo glutation). Reakce se tim prevadi z lipidového prostiedi
do vodného, nebot’ v lipidovém prostiedi nastava cyklizace a propagace radikalové fetézové
reakce a organizmus jen obtizn¢ ukoncuje sled téchto reakci.

Pisobenim vitaminu E a volnych radikald vznikaji organické hydroperoxidy, které jsou dale
odstranovany prostfednictvim GPx. Tento antioxida¢ni enzym se podili nejen na pfimém
ostranovani ROS, ale i na odstraiiovani produktti, které vznikaji ptisobenim volnych radikala.
GPx vyuziva pro svou funkci jako kofaktoru redukovanou formu glutationu (GSH), kterou
prevadi na oxidovanou formu (GSSG). Ta se dostava zpét na redukovanou formu ptisobenim
dal§iho antioxida¢niho enzymu NADPH-dependentni glutationreduktdzy (GR). GPx a GR
udrzuji obé formy glutationu v ur¢itém poméru, ktery je za fyziologickych podminek 95:5 ve
prospéch redukované formy. Poméry GSH/GSSG a vitamin E/ vitamin C jsou dulezitymi
neenzymatické antioxidanty. Glutation kromé regenerac¢niho plisobeni na tokoferylovy radikal
a fukce kofaktoru antioxidac¢nich enzymli GPx a GR, ma i fadu dalSich dulezitych funkci —
prevadi askorbat pfes membranu a prostiednictvim glutathiontransferazy se podili na
odstranovani latek glutationylaci.

Antioxida¢ni ochranny systém je systém, ve kterém jednotlivé antioxidanty navzajem
spolupracuji, kdy na funkeci jednoho antioxidantu navazuje funkce druhého. Vzijemné vazby
mezi antioxidanty enzymatickymi 1 neenzymatickymi uvadi obrazek 5. Kazdy ¢lanek tohoto
systtmu ma svou specifickou funkci a bunéfnou lokalizaci. Nejen nedostatek nékterého
z antioxidant ale také poruseni rovnovéahy tohoto systému (napf. podavanim vysokych davek

jednoho z antioxidantil) muze vést k fadé patologickych stavi.

Antioxidacni systém zahrnuje mnoho latek, presto nékteré z nich nejsou dobie prozkoumany.
Pozornost se v posledni dobé zamétila na ulohu y-tokoferolu, ktery je hlavni dietni formou
vitaminu E, ale jeho sérové koncentrace predstavuji jen asi 10 — 15% celkového mnoZzstvi
vitaminu E v séru. y-Tokoferol ma nékteré odlisné vlastnosti od a-tokoferolu, predevsim je
ucinngjsi ve vychytdvani dusikovych radikalt, hlavné peroxynitrita.

V klinické studii byly u pacientd s kardiovaskularnim onemocnénim nalezeny snizené

koncentrace y-tokoferolu a nikoliv a-tokoferolu. (Kontush et al 1999)
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V posledni dobé ptibyly dikazy, ze latky, které¢ byly dosud znamy pro své antioxidacni
vlastnosti, mohou mit i jiné funkce oznaCované jako neantioxidacni. Tyto neantioxidacni
funkce byly pozorovany u a- a y-tokoferolu ale také u glutationu. Tyto funkce jsou vice
specifické a jejich zaklad tvofi specifické interakce a- a y-tokoferolu s enzymy a proteiny.
Predevsim se jednd o modulaci bunécné signalizace a regulaci genové transkripce. Mnoho
z pozorovanych neantioxidacnich funkci lze vysvétlit inhibi¢nim plisobenim a-tokoferolu na
aktivitu PKCa izoformu (y-tokoferol je mnohem méné uc¢inny). Mechanizmus pusobeni je
pravdépodobné defosforylaci PKC proteinfosfatazou A2, ktera je aktivovana o-tokoferolem.
V mozném antiatherosklerotickém putisobeni o- | y-tokoferolu hraji dtlezitou roli oba typy
funkei. Srovnani funkci a- a y-tokoferolu udava tabulka 3.

Zatimco vétSina experimentalnich studii potvrdila pozitivni u¢inek vitaminu E pfedev§im na
oxidabilitu lipoproteinovych castic, velké klinické studie nepotvrdily pozitivni ucinek
vitaminu E na kardiovaskularni poskozeni, dokonce pii ddvce >400 mg/den prokézaly
zvySenou umrtnost na kardiovaskularni choroby (Lakka et al 2002). Tyto velké klinické
studie sledovaly koncentrace pouze a-tokoferolu. Zatim nebylo uspokojivé vysvétleno, pro¢
podavani antioxidanti nevedlo ke zlepSeni kardiovaskularniho poskozeni, kdyz je toto

poskozeni spojeno se zvysenym oxidacnim stresem.

Tabulka 3 — Srovnani G¢inkdi o- a y-tokoferolu. Vsechny tyto funkce tvoii zaklad pro
skute¢nou biologickou aktivitu o- a y-tokoferolu in vivo, ktera je pro a-tokoferol 1,49 IU a

pro y-tokoferol 0,15 IU. (Traber 2007)

ANTIOXIDACNI FUNKCE

a-tokoferol y-tokoferol

Uginny ve vychytavani hydroxylového Ma vétsi antioxidacni aktivitu

radikalu Uginngjsi proti dusikovym radikaltim
Ovliviigje aktivity lipooxygenazy, Ovliviigje aktivitu SOD

NADPH-oxidazy, NO-syntazy Lépe odrazi skutecnou tkanovou koncentraci

NEANTIOXIDACNI FUNKCE

o-tokoferol y-tokoferol

Ma vétsi biologickou aktivitu Ovliviuje aktivitu cyklooxygenazy
Ovliviiyje aktivitu PKC a a s tim spojené Ma protizanétlivé a antikoagulacni ucinky
biologické funkce
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Tabulka 4 — ptehled funkci glutathionu (Wu et al 2004)

Antioxidaéni

Ptimé vychytavani volnych radikala
Odstranuje H,0, a lipoperoxidy
Podili se na regeneraci vitaminu E a C

Je kofaktorem glutathiondependentnich antioxidacnich enzymu

Metabolické

Syntéza leukotrient a prostaglandint
Produkce laktatu z methylglyoxalu
Formovani glutathion-NO adukti
Zasoby a transport cysteinu

Transport askorbatu ptes bunéénou membranu

Regulac¢ni

Intracelularni redox stav

Signalni transdukce a genova exprese
DNA syntéza a syntéza proteinli
Bunécna proliferace a apoptoza
Produkce cytokini a imunitni odpovéd’
Glutathionylace proteint

Funkce a integrita mitochondrii

Klinické studie pfinesly dikazy o tom, Ze pacienti s metabolickym syndromem i diabeticti
pacienti maji nejen zvySené markery oxidacniho stresu, ale také snizené hladiny
antioxidac¢niho systému (Martin-Gallan et al 2003, Seghrouchni et al 2002, Ford et al 2003,
Atli et al 2004), ale ne vSechny studie to potvrdily (Sjogren et al 2005). V nedavno
publikované studii z USA byly u souboru 2268 pacientli s metabolickym syndromem a 6540
kontrolnich osob zjistény vyrazné nizsi plazmatické koncentrace celého spektra antioxidant
(Ford et al 2003).

V experimentalni studii u SHR potkanii byla nalezena sniZend antioxidacni kapacita a
nedostate¢na exprese u vSech tii antioxida¢nich enzymi SOD, CAT, GPx (Zhan et al 2004).
Overexprese SOD chranila myokard pied poskozenim ROS béhem ischemicko-reperfuzniho

poskozeni (Tanaka et al 2004). Stale se vSak malo studii zaméfuje na koncentrace téchto latek

ve tkanich.
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Obrazek 5 - Vzajemné vazby mexi antioxidanty (Stipek a kolektiv 2000)
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SOD - superoxiddismutaza, CAT — katalaza, GPx — glutationperoxidaza, GR — glutationreduktaza, GST —
glutationtransferaza, GSH — redukovana forma glutationu, GSSG — oxidovana forma glutationu, DHA —
dehydroaskorbat, MDA — malondialdehyd, 4-HNE — 4 hydroxynonenal, LOO — peroxylovy radikal, LOOH —

hydroperoxid, o.E — vitamin E

2.5. Moznosti nutri¢ni a farmakologické intervence

Nalezy svédcici pro uplatnéni oxida¢niho stresu v rozvoji metabolickych poruch a zejména
kardiovaskularnich onemocnéni stimulovaly zdjem o mozZné protektivni u¢inky antioxidacni
terapie. V souvislosti s rozvojem kardiovaskularniho poSkozeni byla po dlouha 1éta pozornost
vénovana uloze vitaminu E (Johansen et al 2005). V tfadé klinickych studii, kde byly
sledovany sérové koncentrace o-tokoferolu ve vztahu Kkriziku rozvoje predCasné
aterosklerozy (Skyrme-Jones et al 2000, Stamfer et al 1993), byly zjistény nizsi koncentrace
tohoto izoméru, ale v nékterych studiich tato zavislost prokazéna nebyla.

Moznosti pozitivniho ucinku o-tokoferolu na rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni
naznacily vysledky velkych dlouhodobych observac¢nich studii z let 1985-1995, ve kterych

byla zjisténa negativni korelace mezi pfijmem vitaminu E v diet€¢ a rizikem ischemické
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choroby srde¢ni (Miller et al 2004). Naproti tomu velkym zklamanim byly vysledky
interven¢nich studii, ve kterych podavani a-tokoferolu v davkach 400-800 IU po dobu 18
mésict az 7 let neovlivnilo v priméarni nebo sekundérni prevenci riziko kardiovaskularniho
onemocnéni (Stephen et al 1996). Nedavno provedena studie v USA dokonce ukazala, Ze
podavani vysokych davek a-tokoferolu (1800 IU/den po dobu 1 roku) negativné ovlivnilo
kardiovaskularni systém (Economides et al 2005).

Naproti tomu v experimentalnich studiich oa-tokoferol zvySoval rezistenci lipoproteinovych
Castic k oxidativni modifikaci, inhiboval produkci kyslikovych radikalti z aktivovanych
makrofagu, stabilizoval bunééné membrany a inhiboval proliferaci bun¢k v arterielni sténé
(Traber 2007).

Nejednoznacné vysledky pfinesly také klinické studie, v nichz byl podévan vitamin E
nemocnym s diabetem 1. a 2. typu. V nékterych studiich podavani farmakologickych davek
vitaminu E sniZzovalo tvorbu lipoperoxidacnich produktti a zlepsilo senzitivitu tkani k ucinku
inzulinu (Paolisso et al 1994, Reaven et al 1995); avsak tyto pfiznivé ucinky vitaminu E na
inzulinovou senzitivitu nebyly prokazany v dalsich studiich (Skrha et al 1999). Nevyhodou
téchto klinickych studii je, Ze neposkytly zadné informace o koncentracich a-tokoferolu
Vv lipoproteinovych ¢asticich ani o antioxidacnim systému ve tkanich. Je tfeba zddraznit, Zze
plazma je pro tento antioxidant pouze transportnim mediem, mistem jeho skute¢ného
pusobeni jsou tkang. Klinické studie rovnéz nesledovaly hladiny y-tokoferolu, ktery je hlavni
dietni formou vitaminu E a ktery by mohl vysvétlit pfiiny diskrepanci mezi
epidemiologickymi a intervennimi studiemi. V porovnani s velkym zdjmem, ktery byl
vénovan v minulych letech vztahu o-tokoferolu ke kardiovaskuldrnimu posSkozeni, existuje
jen velmi malo udaji 0 vlivu y-tokoferolu. V mensi klinické studii u pacientt s ischemickou
chorobou srde¢ni (n=69) autofi zjistili signifikantni snizeni hladin y-tokoferolu o 25%
(p<0,01) v porovnani s kontrolni skupinou, zatimco koncentrace o-tokoferolu nebyly rozdilné
(Orvall et al 1996). Rovnéz v dalsi studii byly u pacientti s koronarni aterosklerézou zjistény
snizené koncentrace y-tokoferolu o 40% (p<0,001), zatimco koncentrace a-tokoferolu byly u
téchto pacientll zvySeny (Kontush et al 1999). Nizsi plazmatické koncentrace y-tokoferolu
byly zjistény i u pacienti s akutnim infarktem myokardu (Ruiz Rejon et al 2002).

V nekterych studiich byly sledovany moznosti pozitivniho plsobeni antioxidanti pii
hypertenzi. Nékteré antioxidanty, predevsim vitamin C a glutation, snizovaly krevni tlak u
normotenznich i hypertenznich subjektt, s i bez diabetu (Ceriello et al 2000). Kombinace

zinku, askorbatu, tokoferolu a P-karotenu v kratké dobé snizovala krevni tlak a autofi ji
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doporucili jako vhodnou podptirnou terapii hypertenze (Galley et al 1997). I zde vsak existuje
diskrepance mezi intervencnimi a observa¢nimi studiemi. Zatimco zvySeny dietni piijem
antioxidantt vykazoval spiSe piiznivy vliv na hypertenzi a tim i obecné na kardiovaskularni
riziko, podani 1ékovych suplementaci antioxidanti nemél piiznivy efekt nebo dokonce

vykazovala negativni vliv (Huang et al 2006).

Mozné¢ terapeutické ovlivnéni poruch asociovanych s metabolickym syndromem a oxida¢nim
stresem se zamériilo také na kyselinu lipoovou, ktera hraje dtlezitou roli v energetickém
metabolizmu, ale ma i dal§i funkce. a-LA 1 jeji redukéni forma kyselina dihydrolipoova
(DHLA) jsou silné multifunkéni antioxidanty (Bast a Haenen 2003). Pusobi piimo pfi
vychytavani ROS, dale se podili na regeneraci jinych antioxidanti (vitaminy E, C a glutation),
chelataci ionti kovl a reparaci oxidovanych proteini. Redukci LA na DHLA zajistuje
NADPH dependentni lipoamiddehydrogendza, ale také glutathionreduktiza a
thioredoxinreduktdza. Kyselina lipoov4 je v organizmu syntetizovana de novo Vv jatrech i
Vv ostatnich tkénich a ve zvySené mife se vyskytuje ve tkanich, které jsou metabolicky aktivni,
jako jsou jatra, myokard a ledviny. Terapeutické vyuziti LA se zaméfilo na snizeni
kardiovaskularniho rizika pro sviij pozitivni vliv na oxidabilitu LDL, hladinu krevnich lipidi
a hypertenzi (Wollin a Jones 2003). VSechny studie vSak neprokazaly tento efekt. Dalsi studie
s podavanim LA sledovaly jeji vliv na zmirnéni diabetickych komplikaci. Intenzivné byl
zkouman vliv LA na vznik a rozvoj diabetickych polyneuropatii (Smith et al 2004).

Zajem o pozitivni ovlivnéni metabolickych poruch spojenych s oxidacnim stresem se zaméfil
i na podavani dal$ich antioxidanti — glutationu a novéji SOD-mimetic a katalaza-mimetic

(Ceriello 2006).

Funk¢éni lipidy v prevenci metabolického syndromu

V prevenci metabolického syndromu jsou sledovany moZné pozitivni €inky nékterych lipidd,
pfedevSim polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) pro své pfiznivé antiaterogenni a
protizanétlivé ucinky. Vedle sledovani vlivu n-3 a n-6 PUFA jsou v popiedi zajmu v posledni
dobé konjugované mastné kyseliny. Na rozdil od PUFA, kde jsou dvojné vazby
v nekonjugovaném pentadienovém uspotfadani, pro konjugované mastné kyseliny je typické
mnozstvi prostorovych a geometrickych izomért. Tyto mastné kyseliny jsou zkoumany pro
sve specifické u€inky.

Pozornost se zame¢fila predev§im na sledovani ucinkt konjugované kyseliny linolové (CLA),

kterda je doporucovana jako potravinovy dopln€ék na sniZeni télesné hmotnosti. Byly
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pozorovany i dal$i ucinky této mastné kyseliny antiadipogenni (DelLany et al 1999),
antiaterogenni (Kritchevsky et al 2004), protizanétlivé (Noto et al 2007) i pfiznivé G¢inky na
inzulinovou rezistenci (Houseknecht et al 1998). Vsechny studie nepotvrdily tyto ucinky a

vysledky klinickych studii jsou zna¢né rozporuplné a nekonzistentni (Riserius et al 2004).

Farmakologickd intervence

Vedle statin a thiazolidinedioni patfi fibraty k ¢asto podavanym Iékim pro 1écbu
hypertriglyceridémiec u osob s metabolickym syndromem. Mechanizmus jejich
hypolipidemického ucinku souvisi s tim, ze fibraty jsou ligandami transkripénich faktord
PPARa a reguluji geny zapojené do syntézy a sekrece triglyceridii v jatrech a oxidace
mastnych kyselin ve tkanich (Ferré 2004). Méné informaci je znamo o vlivu fibrati na
inzulinovou rezistenci a oxidac¢ni stres ve tkanich. V nékterych studiich byl zjistén ptiznivy
vliv fibratd na inzulinovou rezistenci (Guerre-Millo et al 2000), zatimco jiné studie tento
ucinek nezjistily (Sane et al 1995). Nejednozna¢né jsou i vysledky studii, ve kterych byl
sledovan vliv fibrath na parametry oxidacniho stresu. V experimentdlnich studiich byl
pozorovan jak antioxida¢ni uc¢inek fibratd (Evans et al 2003), nebo zadné ovlivnéni

oxidac¢niho stresu (Becuwe et al 1999), ale dokonce i prooxidac¢ni vliv (O'Brien et al 2001).
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3. CILE PRACE
Cilem prace bylo ziskani poznatki o uplatnéni oxida¢niho stresu v patogenezi poruch
spojenych s metabolickym syndromem. Pozornost byla zaméfena na mechanizmy, které se
podileji na rozvoji oxida¢niho stresu a dalSich metabolickych poruch provazejicich

metabolicky syndrom.

V praci byly sledovany nasledujici otazky:

e ULOHA OXIDACN{HO STRESU V ROZVOJI METABOLICKYCH PORUCH
SPOJENYCH S METABOLICKYM SYNDROMEM

Byly sledovany parametry oxida¢niho stresu v séru, myokardu, aorté a Vv jatrech a jejich

mozné uplatnéni v patogenezi metabolickych a kardiovaskularnich poruch provazejicich

metabolicky syndrom. Sledovany byly jednotlivé metabolické poruchy, vcéetné

nealkoholické jaterni steatzy jako nové komponenty metabolického syndromu.

e OVLIVNENI OXIDACNIHO STRESU NUTRICNI A FARMAKOLOGICKOU
INTERVENCI
Sledovany byly moznosti pozitivniho ovlivnéni oxida¢niho stresu nutrini a

farmakologickou intervenci.
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4, METODICKA CAST

4.1 Experimentalni modely

K pokustim byly pouzity nasledujici modely metabolickych poruch:
e kmen hereditarn¢ hypertriglyceridemickych potkani (HHTg)
e cxperimentalni model nedostatecné kompenzovaného diabetu
e kmen spontann¢ hypertenznich potkanii (SHR)
e transgenni kmen SHR potkant se zvySenou expresi transkripéniho faktoru SREBP

e obézni kmen Koletského potkanti

Kmen hereditarné hypertriglyceridemickych potkana:

Zacatkem 90. let byl na metabolickém pracovisti IKEM (Institut klinické a experimentalni
mediciny, Praha) zpotkani kmene Wistar vyselektovdn unikatni kmen neobéznich
hereditarné hypertriglyceridemickych potkani (HHTg), ktery vykazuje prakticky vSechny
symptomy metabolického syndromu (hypertriglyceridémie, hyperinzulinémie, hypertenze,
zhorSena glukdézova tolerance) (Vrana a Kazdova 1990). Vedle zvyseni hladin triglyceridu je
zvySen také krevni tlak, NEMK, plazmatickd hladina kyseliny mocové. Nejsou zvySeny
plazmatické hladiny cholesterolu. Zvifata jsou vyrazné inzulinorezistentni a maji poruchu

glukézové tolerance. Chov je drzen na Pracovisti experimentalni mediciny IKEM, Praha.

Kmen spontanné hypertenznich potkand: Spontanné hypertenzni potkan (SHR) byl

vyselektovan v Japonsku z outbredni kolonie potkani kmene Wistar autory Okamoto a Aoki
(1963) za ucelem ziskani genetického modelu pro zkouméni humanni esencidlni hypertenze.
Kolonie, ktera je az dosud inbredné udrzovana na Fyziologickém tistavu AV CR, byla pied 20
lety pfivezena do Prahy zfirmy OLAC z Anglie - SHR/Ola. Tito potkani patii
Kk nejrozsitenéjSim genetickym modelim humanni esencialni hypertenze. Vykazuji
abnormality glukozového a lipidového metabolizmu (Furukawa et al 1998) a jsou-li
potencovani specidlni dietou (napf. vysochosacharézovou), stavaji se vhodnymi modely pro
identifikaci QTL ovliviiujicich hypertenzni metabolicky syndrom na molekularni trovni
(Pravenec a Kurtz 2002). Hypertenze se u kmene SHR zhorSuje béhem starnuti a je provazena
¢etnymi vaskularnimi zménami (Bernard et al 1998). Pravenec et a. (1999) prokazali, Ze na
chromozomu 4 u SHR potkand jsou oblasti ovlivigjici Cetné fenotypové abnormality

metabolického syndromu, véetné krevniho tlaku, dyslipidémie a gluk6zové tolerance. Pomoci
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vazebnych a transgennich komplementacnich studii bylo zjisténo, ze tyto QTL na
chromozomu 4 jsou podminény delecni variantou Cd36 genu, ktery koduje dilezity
transportér mastnych kyselin (Pravenec et al 2001).

Pro tento kmen je charakteristickd geneticky fixovdna hypertenze. Podavanim diety
s vysokym podilem fruktézy lze u téchto zvifat vyvolat metabolické poruchy provazené

hypertriglyceridémii, hyperinzulinémii a poruchou glukézové tolerance.

Kmen Koletsky:

Pro tento kmen, ktery ma geneticky fixovanou poruchu leptinového receptoru, je
charakteristické excesivni akumulace télesného tuku jiz v obdobi po odstavu, ktera je spojena
s dalsimi abnormalitami - hypertenzi, hypertriglyceridémii a hyperinzulinémii a poruchou

glukozové tolerance (Golda a Hilgertova 1998). Kontrolni skupiny tvofili §tihli sourozenci.

Experimentdlni model nedostateéné kompenzovaného diabetu

Jako experimentalni model nedostate¢né kompenzovaného diabetu byli pouziti potkani kmene
Wistar, u kterych byl experimentdlné vyvolany diabetes intraperitonealnim podanim
streptozotocinu v dédvce 55 mg/kg thm. 4 tydny pfed ukoncenim pokusu. Poddnim

streptozotocinu dojde k destrukci B-bunék a k hyperglykémii.

Kontrolni zvitata — kmen potkant Wistar z chovu firmy VELAZ, Praha

Transgenni zvirata

V posledni dobé se stile castgji vyuzivd ke studiu patofyziologickych mechanizmi
experimentalnich modelil geneticky modifikovanych zvifat, které umoznuji 1épe objasnit
ulohu poruchy spojené s pfisluSnym genem. V této praci byli pouziti transgenni spontanné
hypertenzni potkani se zvySenou expresi nuklearniho transkripéniho faktoru SREBP-1la.
SREBP (sterol-regulatory element binding protein) jsou transkripéni faktory, které aktivuji
expresi fady genli zapojenych do syntézy cholesterolu, triglyceridii, mastnych kyselin a
fosfolipidil v jatrech.

Neobézni transgenni experimentalni model se zvySenou expresi SREBP-la trankripéniho
faktoru vykazuje vétSinu poruch metabolického syndromu — hypertenzi, jaterni steatozu.
Zvysena akumulace lipidd v jatrech rovnéz muze ptispét k rozvoji inzulinové rezistence a
metabolického syndromu. ZvySena exprese SREBP-la byla vytvofena mikroinjekovanim
zygot SHR potkand konstruktem slozenym z lidského SREBP-1a pod kontrolou promotoru

PEPCK. Zvysend produkce tohoto transkripéniho faktoru stimuluje v jatrech expresi gent
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zapojenych do syntézy cholesterolu a triglyceridii a tim vede k jaterni steatéze a dalSim
projeviim metabolického syndromu — hyperglykémii, hyperinsulinémii a hypertriglyceridémii
(Qi et al 2005).

Transgenni SHR potkani se zvySenou overexpresi lidského transkripcniho faktoru SREBP-1a,
representuje neobézni model jaterni steatdézy, porusenym glukdézovym i lipidovym
metabolizmem a hypertenzi. Poskytuje nové moznost ve studiu patogeneze a 1éCby jaterni

steatdzy, ktera je v fadé piipadd soucasti poruch pii metabolickém syndromu.

Zvitata byla chovana v chovnych klecich v mistnosti se standardnimi podminkami pfi
konstantni teploté a sledované vlhkosti vzduchu, mé¢la volny ptistup k pitné vodé a byla
krmena ad libitum standardni peletovou dietou, popt. dietou s vysokym podilem sachar6zy
nebo fruktdzy. Ve vSech pokusech se jednalo o samce a vSechna zvitata byla pted dekapitaci
V sytém stavu. Experimenty probihaly v souladu s piedpisy etické komise a se zakonem CNR

¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani.

4.2. Podavané diety

Nutriéné podminénd inzulinova rezistence — vysokosachar6zova dieta, vysokotukova dieta,

fruktozova dieta

U laboratornich zvifat je mozné nutricné vyvolat inzulinovou rezistenci bud’ zvySenim
energetického piijmu nebo zménou ve slozeni zékladnich Zivin v potravé. Piikladem miize
byt vysokosacharézova resp. vysokofruktozova dieta (Shafrir 1998; Vrana et al 1993) nebo
dieta s vysokym podilem tukd (Storlien et al 1991). Podavani téchto diet vede ke zvySeni
plazmatickych koncentraci triglyceridi a NEMK a dale zhorSuji senzitivitu tkani k u¢inku
inzulinu. U modelt s nutricné indukovanou inzulinovou rezistenci je vyhodou snadna
dostupnost. Nevyhodou je, ze u nich neni metabolicky syndrom rozvinut v plné §ifi, ale
vykazuje jen nékteré z jeho slozek. Dalsi komplikaci je skutecnost, Zze projevy inzulinové
rezistence se u modeld méni v zavislosti na délce podavani diety (Chicco et al 1994) a navic

po vysazeni stimulu dochazi k navraceni hodnot do fyziologické normy (Chicco et al 1999).
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Tabulka 5: Standardni dieta (Fabry 1961).

SloZeni hmotnostni %
kasein 8
susené mléko 10
vojtéska 4.0
vitaminova a|3,5
mineralni smés

tuk 1
susené drozdi 4
Srot 2,5
Skrob, psSenice 66
agar 1

Tabulka 6: Vysokosachar6zova dieta (Fabry 1961).

SloZeni hmotnostni %
kasein 12,5

susené mléko 9,0

vojtéska 3,0
vitaminova a mineralni | 3,5

smes

sacharoza 63,0

agar 9,0

Tabulka 7: Vysokofruktozova dieta

K4102.0, fa Hope Farms, the Netherlands

Slozeni hmotnostni %
fruktoza 69,3
celuldza 5,0
sojovy olej 5,0
kasein 15,0
cholin 0,4
methionin 0,2
MgO 0,2
MgSO47 Hzo 0,4
sul 0,3
KCI 0,7
KH,PO,4 0,7
CaCOs 1,0
CaHPO4.2 H,O 1,3
smes vitamint 0,25
sm¢és stopovych prvki |0,25
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4.3. Biochemické analyzy

4.3.1. Analyzy k posouzeni oxida¢niho stresu

Produkty oxidaéniho stresu — CD, TBARS

Jako indikatory lipoperoxidace byly v plazmé i tkanich sledovany hladiny konjugovanych
dienti, které vznikaji v inicidlnich fazich lipoperoxidace, a latky reagujici s kyselinou
thiobarbiturovou (TBARS), které jsou termindlnimi produkty lipoperoxidace. Konjugované
dieny byly extrahovany z plazmy nebo tkani smési chloroform : metanol. Dolni vrstva byla
odtazena a smichana se slabym roztokem HCI, pH 2,5. Po opakované centrifugaci byly
konjugované dieny stanoveny spektrofotometricky pii 233 nm v odparku dolni vrstvy
rozpu$téném v heptanu (Ward et al 1985). Pro analyzu TBARS byla krevni plazma nebo
homogenat tkani smichany s 0,05N HCI a potom s 0,67% roztokem kyseliny thiobarbiturové.
Po inkubaci pfi 95°C byly reakéni produkty extrahovany smési metanol: n-butanol 3:17 a
TBARS byly stanoveny spektrofotometricky pfi 535 nm v butanolové vrstvé (Naito et al
1993).

Meéfeni biologické dostupnosti NO

Ve vzorcich krevni plazmy byla stanovena koncentrace stabilnich metaboliti NO,/NO3
pomoci Griessova Cinidla (Green et al 1982) spektrofotometricky pti 543 nm.

Koncentrace cGMP byla stanovena RIA metodou pouzitim kitu Immunotech, Francie.

Hladiny antioxidantu

neenzymatickych — vitamin E, vitamin C, glutation

Vitamin E (o- a y-tokoferol) ve vzorcich sér byl stanoven modifikovanou HPLC metodou
(Catignani 1986, Cooper et al 1997). Analyzované vzorky byly po pfidani vnitiniho standardu
(a-tokoferolacetat) deproteinovany etanolem a extrahovany hexanem. Alikvot hexanového
extraktu byl odpafen pod dusikem a odparek rozpustén v mobilni fazi metanolu. 10ul vzorku
bylo nastfiknuto na chromatografickou kolonu sreverzni fazi C18, 5um. Eluce byla
provedena metanolem. Tokoferoly byly detekovany fluorometricky s excitaci 280nm a emisi
320nm. Koncentrace jednotlivych tokoferolii byly vyhodnoceny z kalibracnich kiivek
hodnocenim ploch jednotlivych tokoferolll a korekci an plochy pfidanych vnitinich standardi
(PC s chromatografickym integratorem CSW-Windows).

Stanoveni a- a y-tokoferolu ve tkanich — Pro stanoveni a- a y-tokoferolu v intimé-medii aorty
byly vzorky homogenizovany s roztokem kyseliny askorbové (0,002%), deproteinovany
etanolem a extrahovany hexanem (Suarna 1995). Chromatograficka HPLC metoda byla stejna

jako u vzorku sér. Pro stanoveni a- a y-tokoferolu v myokardu byly vzorky homogenizovany
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s roztokem kyseliny askorbové (25%), deproteinovany etanolem, zmydelnény 10N KOH a
extrahovany hexanem. (Kiyose et al 2001) Chromatograficka HPLC metoda byla stejna jako
u vzorkl sér.

Stejna HPLC metoda byla pouzita také pro stanoveni vitaminu A (retinolu) ve vzorcich sér
s tim rozdilem, Ze jako vnitini standard byl pouZit retinolacetat a detekovan byl UV detekci
pfi 292 nm.

Vitamin C ve vzorcich sér byl stanoven jako celkovy obsah kyseliny askorbové i
dehydroaskorbové modifikovanou spektofotometrickou metodou dle Roe a Kuethera
(Nakagawa et al 1997). Celkové mnozstvi vitaminu C bylo odecteno z kalibra¢ni kiivky.
Vzorky sér pro stanoveni vitaminu C byly skladovany po deproteinaci 6% kyselinou
trichloroctovou pfi -18°C maximalné jeden tyden. Vitamin C ve vzorcich aort byl stanoven
stejnou metodou, vzorky tkani byly homogenizovany s kyselinou trichléroctovou.
Redukovana forma glutationu byla stanovena spektrofotometrickou metodou reakci
s Elmanovym c¢inidlem (Camera a Picardo 2002). Oxidovana a redukovana forma glutationu
byla stanovena HPLC metodou s fluorescen¢ni detekci s exitaci 385nm a emisi 515nm
pouzitim diagnostického HPLC kitu firmy Chromsystem, Némecko (Camera a Picardo 2002).
Vzorky tkani pro stanoveni glutationu byly homogenizovany za chlazeni v pufru 0,025M
TRIS-HCI pH=7,4.

enzymatickyvch — SOD, CAT, GPx, GR

Aktivity antioxidacnich enzymt byly sledovany spektofotometrickymi metodami reakci
¢inidla se substratem nebo produktem. Aktivita superoxiddismutazy byla stanovena inhibici
reakce s tetrazolium nitro blue jako % inhibice reakce z ubytku NADH a vznikem
nitroformazanu (Concetti et al 1976). Aktivita katalazy byla stanovena spektrofotometrickou
reakci peroxidu vodiku s molybdenatem amonnym (Aebi 1984). Aktivita glutationperoxidazy
byla stanovena reakci glutathionu s Elmanovym ¢inidlem (0,01M 5,5°-dithiobis-2
nitrobenzoova kyselina) (Frohe a Gunzler 1984). Aktivita glutationreduktazy byla métena
jako ubytek NADPH pfi 340nm pouzitim Sigma kitu (Han a Han 1994). Pro stanoveni aktivit
antioxidacnich enzymu ve tkanich byly vzorky tkani homogenizovany za chlazeni v pufru
0,025M TRIS-HCI pH=7 4.

stanoveni hladin proteinu

Obsah proteint ve tkanich homogenati byl stanoven spektrofotometrickou metodou podle

Lowry (Lowry et al 1951).
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4.3.2. Analyzy lipidového a sacharidového metabolizmu

V krevni plazmé byly stanoveny koncentrace triglyceridli (enzymaticky po hydrolyze
lipoproteinovou  lipazou pouzitim analytické soupravy Pliva Lachema, CR),
neesterifikovanych mastnych kyselin (enzymaticky po konverzi NEMK na acyl-CoA
katalyzované acyl-CoA syntézou a nasledné oxidaci acyl-CoA syntézou pouzitim analytické
soupravy Roche Diagnostics GmbH, Némecko), glukézy (enzymaticky po deproteinaci
kyselinou trichloroctovou a nasledné oxidaci gluk6zaoxiddzou pouzitim analytické soupravy
Pliva Lachema, CR) a cholesterolu (enzymaticky po oxidaci cholesteroloxiddzou pouZitim
analytické soupravy Pliva Lachema, CR). Koncentrace inzulinu v séru byly méfeny pomoci
komeréné dostupného kitu Rat Insulin ELISA (Mercodia AB, Uppsala, Sweden).

Koncentrace triglycerida ve tkdnich — Pro stanoveni koncentrace triglyceridii ve vzorcich aort

(intima media), myokardi a jater byly tkané nejdiive rozdrceny v kapalném dusiku a
extrahovany po dobu 16 hodin ve smési chloroformu a methanolu. Poté byl pfidan 2%
KH2PO, a roztok byl centrifugovan. Organicka faze byla odebrana a odpatena v N. Vysledna
peleta byla rozpusSténa v isopropylalkoholu a obsah triglyceridd byl stanoven pomoci
analytické soupravy (Pliva — Lachema, CR).

Vzhledem K ustdlenému znaceni konven¢nich chovi a sohledem na anglicky psanou
literaturu bude v celé praci pouzivano trivialniho nazvoslovi triglyceridy a ne systematického

oznacenti triacylglyceroly.

4.3.3. Analyzy k posouzeni inzulinové senzitivity a sekrece inzulinu

Oralni glukézovy tolerancni test (OGTT) — glukézova tolerance byla sledovana pomoci

oralniho glukézového toleran¢niho testu (OGTT) po nocnim laénéni. Potkanim byla sondou
intragastricky podédna gluk6za v davce 300mg/100g télesné hmotnosti. Krev byla odebrana
bez anestezie z ocasu V intervalech 0, 30, 60 a 120 minut po aplikaci glukdzy. Dale byly
sledovany 1 zmény koncentrace inzulinu v séru. Vysledky byly hodnoceny vypoctem plochy

pOd kiivkou (AUCo_lzo min)-

Inkorporace glukozy do glykogenu kosterniho svalu — senzitivita svalové tkané k udinku

inzulinu: Syntéza glykogenu byla sledovana v branici, méfenim inkorporace 14C-U-gluk(’)zy
do glykogenu. Sval byl izolovan z potkanti po dekapitaci v sytém stavu. Branice byla
inkubovana ve 3 ml Krebs-Riger bikarbonatového pufru (Tabulka 8) s ptidavkem 0,1 uCi/ml
YC-U-glukozy, 5,5 mmol/l neznadené glukozy a 250mg/ml hovéziho sérového albuminu

(Armour, frakce V, Pharmaceut. Co.) pii pH 7,4 a 37°C, v plynné fazi 95%0; + 5% CO, po
pri p plyn
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dobu 2 hodin bez ¢i za pFitomnosti inzulinu v inkuba¢nim médiu (250 pU/ml). Po inkubaci
byly z tkani extrahovany celkové lipidy dle Folche (Folche et al 1957) a glykogen zpisobem,
zahrnujicim var s 30% KOH a srazeni v koncentrovaném ethanolu (Vrana a

Kazdova 1970). Inkorporace glukézy do glykogenu kosterniho svalu byla po piidavku

scintila¢ni tekutiny zjistovana mérenim radioaktivity.

Lipogeneze — senzitivita tukové tkané k O¢inku inzulinu: K méfeni inzulinem stimulované

lipogeneze z glukézy bylo pouzito distalni ¢asti epididymalni tukové tkané (200-250mg),
ktera byla inkubovana v 3ml Krebs-Ringer bikarbonatovém pufru (Tabulka 9) s pfidavkem
0,1 pCi/ml *C-U-glukézy, 5,5 mmol/l neznacené glukdzy a 250 mg/ml hovéziho sérového
albuminu (Armour, frakce V, Pharmaceut. Co.) pii pH 7,4 a 37°C, v plynné fazi 95%0; + 5%
CO; po dobu 2 hodin bez ¢i za pifitomnosti inzulinu v inkuba¢nim médiu (250 pU/ml). Po

ptidani scintila¢ni tekutiny byla méfena radioaktivita.

Lipolyza — Khodnoceni lipolyzy probihajici v tukové tkdni bylo pouzito 100 mg
epididymalni tukové tkan¢, kterd byla 2 hodiny inkubovéana ve 3 ml Krebs-Ringer fosfatovém
pufru (Tabulka 9) spiidavkem nebo bez piidavku adrenalinu (0,25 pg/ml pufru). Ve
inkuba¢nim mediu byly kolorimetricky stanoveny koncentrace neesterifikovanych mastnych

kyselin (kit Roche Diagnostic GmbH, Némecko).

Oxidace mastnych kyselin — stanovena in vitro podle inkorporace *C palmitatu do CO5.

Tabulka 8: Slozeni Krebs-Ringer bikarbonatového pufru

Krebs-Ringer bikarbonatovy pufr
Slozky Koncentrace v mmol.I"
NaCl 118,0

KCI 4,7

CaCl, 2,5

MgSO, 1,2

KH,PO, 1,2

NaHCO3 25,0
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Tabulka 9: Slozeni Krebs-Ringer fosfatovy pufru

Krebs-Ringer fosfatovy pufr

Slozky Koncentrace v mmol.I"*
NaCl 118,0

KCI 4,7

CaCl, 2,5

MgSQO, 1,2

KH,PO, 1,2

NaHPO, 25,0

4.4. Extrakce tkani a priprava intracelularnich frakci

Vzorky tkani pro stanoveni antioxida¢nich enzymi, lipoperoxidacnich produktl a glutationu
byly homogenizovany v pufru 0,025M Tris-HCI1 pH 7,4. Po té byly homogenizované vzorky
centrifugovany pii teploté 4°C 10 min. pii 3000 ot/min a ve vzorcich byl stanoven obsah
bilkovin. Vzorky tkani pro stanoveni a- a y-tokoferolu byly homogenizovany s roztokem
kyseliny askorbové. Koncentrace jednotlivych komponent ve vzorcich tkani je vyjadfena na
hmotnost tkadni nebo na obsah proteint.

Pro separaci bunécnych kompartmenti byla pouzita diferencialni centrifugace.
Mitochondrialni frakce byla separovana 10 min pfi 10000g, mikrosomalni frakce 30 min. pii

100000g. Vzorky tkani byly skladovany pfi -80°C po dobu maximalné 6 mésict.

4.5. Statistické metody

Data byla zpracovéna pouZitim statistického programu ANOVA. Skupiny byly porovnany
pouzitim F-testu a oboustranného neparového T-testu (p<0,05 statistickd vyznamnost). Déle
byla data zpracovana regresni analyzou pomoci vypocétu korelac¢nich koeficienti. VSechny

vysledky jsou prezentovany jako primeér = SEM.

38



5. VYSLEDKY

5.1. OXIDACNI STRES U METABOLICKYCH PORUCH SPOJENYCH
S METABOLICKYM SYNDROMEM

5.1.1. Hypertriglyceridémii indukovany oxida¢ni stres

Hypertriglyceridémie zvySuje riziko rozvoje predcasné aterosklerdzy a je silnym a nezavislym
kardiovaskularnim rizikovym faktorem. Cilem studie bylo ziskat dosud chybé¢jici informace o
antioxida¢nim systému v aorté¢ a myokardu u experimentalnich modelt s geneticky fixovanou
hypertriglyceridémii.

Me¢éfieni probihala u kontrolnich Wistar potkani a u hereditarné hypertriglyceridemickych
potkani s geneticky fixovanou hypertriglyceridémii (HHTg). Zvifata byla krmena
vysokosacharézovou dietou po dobu 2 tydnti. HHTg potkani méli proti kontrolni skupiné
sniZzenou télesnou hmotnost (380+12 g vs 481424 g, p<0,01), obé skupiny se neliSily
Vv hmotnosti epididymalniho tukového télesa jako wukazatele viscerdlni tukové tkané
(1,26+0,09 vs 1,19£0,14 g/100g t.v.). Vedle vyrazné hypertriglyceridémie vykazovali HHTg
potkani porusenou glukézovou toleranci béhem OGTT testu, hyperinzulinémii, zvySené
koncentrace NEMK a zhorsenou senzitivitu svalové i tukové tkané k ti¢inku inzulinu (tabulka

10, obrazky 6 a 7).

Tabulka 10 — Vliv geneticky fixované hypertriglyceridémie na metabolické parametry.

Parametr kontroly HHTg P
Glykemie, mmol/l 48 +0,2 49 +0,2 N.S.
Sérovy inzulin, pmol/l 156 +47 257 +73 < 0,05
Séroveé triglyceridy, mmol/l 1,49 +0,25 4,94 +0,27 < 0,001
Sérové NEMK, mmol/| 0,41 +£0,01 0,55 +£0,01 < 0,05
Sérovy cholesterol, mmol/l 2,02 +0,24 1,80 +0,18 N.S.
OGTT — AUC mmol/2hod 790 +58 907 *26 < 0,05
Triglyceridy v jatrech, umol/g 8,61 +0,68 11,02 £0,70 <0,01
Triglyceridy v m.soleus. umol/g 3,68 + 0,43 6,36 + 0,68 < 0,001

Hodnoty udavaji priimer + SE, pocet zvirat ve skupiné 6-10.
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Obrazek 6 — Pribéh OGTT u kontrolnich a hypertriglyceridemickych potkanii.

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).

OGIT

——K
—8— HHTg

mmol/l
N W O O N 0O ©
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Obrazek 7 — Vliv geneticky fixované hypertriglyceridémie na senzitivitu tkani k t¢inkim

inzulinu. Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).

sval - tukova tkan
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Vyrazné¢ zvySené koncentrace triglyceridi v séru byly u potkanli s hereditarni
hypertriglyceridémii spojeny s narustem lipoperoxidac¢nich produktii v séru a se snizenim
hladin a-, y-tokoferolu i glutationu a rovnéz s poklesem aktivit antioxida¢nich enzyma SOD,

katalazy i glutationreduktazy (tabulka 11).
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Tabulka 11 — Vliv hypertriglyceridémie na parametry oxida¢niho stresu v séru/plasmé.

SERUM / PLASMA kontroly HHTg P

Tg (mmolll) 1,49 £ 0,25 4,94 + 0,27 < 0,001
GSH (mmol/) 3,49+ 0,17 2,76 £ 0,22 <0,05
aToc (umolll) 22,22 +1,76 34,96 + 1,44 < 0,001
yToc (umol/l) 0,210 + 0,046 0,446 + 0,025 < 0,001
aToc/Tg (umol/mmol) 16,05 + 2,60 7,21+0,32 < 0,001
yToc/Tg (umol/mmol) 0,148 + 0,035 0,092 + 0,006 <0,05
SOD (u/ml) 3,940 £ 0,116 2,925+ 0,376 NS

CAT (umol H,O./min/ml) 562 +9 439 + 17 <0,01
GPx (umol GSH/min/ml) 432 +43 347 £ 27 NS

GR (umol NADPH/min/ml) 355+ 33 237 + 14 <0,01
TBARS (nmol/l) 0,471 + 0,066 0,854 + 0,082 <0,05
CD (nmol/) 19,11 £ 1,81 25,64 + 1,83 < 0,05

Data jsou uvadéna jako priiméry = SEM (6-10 zvirat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

HHTQ — hereditalné hypertriglyceridemicti potkani inzulino resistentni
Dieta — vysokosacharézova po dobu 2 tydnii

Stari zvirat — 4-6 mésicu

Tabulka 12 — Vliv hypertriglyceridémie na parametry oxida¢niho stresu v aort¢.

AORTA kontroly HHTg P
Tg (umol/g) 1,54 + 0,14 5,03+0,49 < 0,001
GSH (umol/mg) 0,765 + 0,088 0,486 + 0,042 <0,01
aToc (nmolig) 28,08 + 3,22 29,77 + 3,20 NS
yToc (nmollg) 0,780 £ 0,112 0,671 £ 0,109 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 19,12 + 3,73 6,31+ 1,07 <0,01
yToc/Tg (nmol/umol) 0,506 + 0,120 0,148 £ 0,038 <0,01
TBARS (nmol/g) 0,37 £ 0,05 0,56 £ 0,07 < 0,05
CD (nmol/g) 5,50 £ 0,30 7,52 +0,70 < 0,05

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (6-10 zvifat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

HHTQ — hereditalné hypertriglyceridemicti potkani inzulino resistentni
Dieta — vysokosacharézovad po dobu 2 tydnii

Stari zvirat — 4-6 mésicu
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ZvySend akumulace triglyceridi v aort¢ vedla u HHTg potkanti proti kontrolni skupiné
k narastu lipoperoxidace a ke sniZeni hladin glutationu, a- i y-tokoferolu v aort¢ (tabulka 12).
HHTg potkani vykazovali rovnéz o 30% snizenou koncentraci cGMP a o 20% snizenou

koncentraci NO v aorté (obrazek 8).

Obriazek 8 — Koncentrace NO v aort¢.
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).

Koncentrace NO v aorté
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NO2-/NO3- cGMP

**

nmol/mg

Naproti tomu snizené koncentrace glutationu v myokardu, pokles aktivit SOD a GPx a

zvyseni lipoperoxidace neovlivnily koncentrace a- i y-tokoferolu v myokardu (tabulka 13).

Tabulka 13 — Vliv hypertriglyceridémie na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

MYOKARD kontroly HHTg P
Tg (umol/g) 3,01 £0,25 3,72+ 0,31 NS
GSH (mmol/mg protein) 3,07 £ 0,29 1,12+ 0,16 <0,01
aToc (nmolig) 55,09 £ 9,50 66,19 + 7,35 NS
yToc (nmol/g) 0,453 £ 0,012 0,841 + 0,088 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 18,30 £ 2,39 17,79 £ 2,09 NS
yToc/Tg (nmol/umol) 0,159 + 0,023 0,229 + 0,025 NS
SOD (U/mg protein) 1,065 + 0,098 0,614 £0,173 NS
CAT (umol H,0,/min/mg protein) 586 +7 555+13 NS
GPx (umol GSH/min/mg protein) 680 + 24 435+ 44 <0,01
GR (umol NADPH/min/mg protein) 170 £ 33 149 £ 21 NS
TBARS (nmol/mg protein) 0,84 £ 0,20 1,33+£0,19 < 0,05
CD (nmol/img protein) 23,41 £ 0,04 35,26 + 5,46 <0,05

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (6-10 zvirat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

HHTQ — hereditalné hypertriglyceridemicti potkani inzulino resistentni
Dieta — vysokosacharézovad po dobu 2 tydnii

Stari zvirat — 4-6 mésicu
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Lipoperoxidac¢ni produkty TBARS pozitivné korelovaly s hladinami triglyceridii v séru.
Naproti tomu hladiny glutationu a y-tokoferolu vykazovaly negativni korelaci s koncentraci

triglycerida v séru (Obréazek 9).

Obrazek 9 - Korelace TG/TBARS (A), TG/yE (B) a TG/GSH (C) v plasm¢ u HHTg potkand.
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Serum

R=-0.71
51 6@ p<0.01

TG, mM/l

GSH, uM/g

Zavér : Akumulace triglyceridii v aort¢ u HHTg potkanti byla spojena s vyraznym snizenim
antioxidantll v aorté¢ spolu se zvySenou tvorbou lipoperoxidacnich produkti. SniZené
koncentrace a- a y-tokoferolu v arterielni sténé mohou pfispét k zvySeni lipoperoxidace a
mohou ovlivnit oxidabilitu lipoproteinovych ¢astic. ZvySeni oxida¢niho stresu v aorté a
myokardu u HHTg potkani v kombinaci se snizenim biologické dostupnosti NO se mohou
uplatnovat v rozvoji kardiovaskularniho poSkozeni pii hypertriglyceridémii a inzulinové

rezistenci.
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5.1.2. Zmény parametri oxidacni stresu v zavislosti na véku zvirat

Ptibyvajici vek patii mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit oxidacni stres a jeho negativni
disledky na rozvoj metabolického syndromu a ktery muze prispét k rozvoji
kardiovaskularnich komplikaci. I kdyz zvySend prevalence diabetu i kardiovaskularnich
onemocnéni v prub&hu starnuti byla pozorovana v fadé klinickych studii (Yki-Jarvinen 1995),
zustavaji mechanizmy rozvoje oxidacniho stresu s pfibyvajicim vékem neobjasnény.

Cilem studie bylo sledovat parametry oxidac¢niho stresu s narastajicim vékem.

Me¢éieni probihala u kontrolnich Wistar potkani a u hereditdlné hypertriglyceridemickych
potkant s geneticky fixovanou hypertriglyceridémii.

S pribyvajicim veékem doslo u kontrolnich i HHTg potkant ke zvySeni télesné hmotnosti i
epididymalniho tukového télesa a k poklesu aktivit antioxidacnich enzymu, piedevSim
katalazy a glutationperoxidazy, v séru byla také sniZzena aktivita SOD. Pfibyvajici v€k byl
rovnéz spojen s nartistem lipoperoxidacnich produktt v séru a mirné¢ i v myokardu (tabulky
14 a 15). Narustajici vék vedl u kontrolnich i HHTg potkanti ke snizeni glutationu v séru i
myokardu. U kontrolnich zvitat se s vékem snizily koncentrace glutationu v myokardu o 60%.
Naproti tomu piibyvajici v€k neovlivnil koncentrace o- a y-tokoferolu v séru u kontrolnich
ani HHTg potkanii. V myokardu se u kontrolnich potkanti s vékem zvysily koncentrace y-
tokoferolu, naproti tomu u HHTg potkant doslo s narGstajicim vékem k poklesu hladin a- i y-

tokoferolu (tabulka 15).

Tabulka 14 — Vliv v€ku na parametry oxida¢niho stresu v séru / plasmé.

SERUM / PLASMA mladé-kontroly | staré-kontroly P mladé-HHTg staré-HHTg P

Tg (mmolll) 1,49 £ 0,25 1,84 £ 0,34 NS 4,94 + 0,27 4,80+ 0,34 NS
GSH (mmolfl) 3,49 +0,17 2,26 +£0,34 * 2,76 £ 0,22 1,78 £ 0,16 **
aToc (umolll) 22,22 +1,76 30,77 + 1,36 *k 34,97 + 1,44 36,73 +2,28 NS
yToc (umol/l) 0,210 £ 0,046 0,512 + 0,081 * 0,446 + 0,025 0,491 + 0,054 NS
aToc/Tg (umol/mmol) 16,05 + 2,59 19,81 + 4,39 NS 7,21 +0,32 7,79 £ 0,36 NS
yToc/Tg (umol/mmol) 0,148 £ 0,035 0,251 £ 0,082 NS 0,092 + 0,006 0,102 + 0,007 NS
SOD (u/ml) 3,940 +£ 0,116 1,926 + 0,617 * 2,925 + 0,376 1,291 + 0,252 **
CAT (umol 562+ 9 473+ 33 * 439 + 17 302 + 25 otk
H20,/min/ml)

GPX (umol GSH/min/ml) 432 +43 441 + 34 NS 347 + 27 264 + 24 *

GR (umol

NADPH/min/mi) 355+ 33 305 + 46 NS 237 + 14 224 + 29 NS
TBARS (nmolll) 0,401 £ 0,091 0,924 + 0,135 * 0,854 + 0,082 1,646 + 0,166 | ***
CD (nmol/l) 19,11 + 1,81 20,79 + 3,39 * 25,64 + 1,83 33,12 +1,80 *k
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Tabulka 15 — Vliv véku na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

mladé-

MYOKARD kontroly staré-kontroly | P mladé-HHTg staré-HHTg P

GSH (mmol/mg protein) 3,07 + 0,29 1,12+ 0,14 bkl 1,12+ 0,16 0,87 £ 0,29 *

aToc (nmolig) 71,68 £ 13,50 75,95+5,88 | NS 86,10 £ 2,77 69,21 + 6,83 *

yToc (nmolig) 0,438 £0,012 | 0,753 + 0,081 * 0,814 + 0,066 | 0,550 + 0,049 | **
SOD (U/mg protein) 1,065 £ 0,099 1,038 £ 0,147 | NS 0,614 £0,173 | 0,596 £ 0,272 | NS
CF (ol eOdminimg 586 + 7 46724 | * 555+ 13 422£18 | wxx
prot - - - -

GPX (umol GSH/min/mg prot) 680 £ 24 281+6 ** 435+ 44 209 £ 40 **
g(ff) (umol NADPH/min/mg 170 + 33 94 + 10 * 149 + 21 108+15 | NS
TBARS (nmol/mg protein) 0,84 + 0,20 1,65+0,19 * 1,33+0,19 1,94 £ 0,29 *

CD (nmol/mg protein) 23,41 + 0,04 40,53 + 2,17 * 35,26 £ 5,46 4165+1,55 |Ns

Data jsou uvddéna jako priméry = SEM (5-6 zvirat ve skupiné).
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
mladé kontroly — potkani kmene Wistar ve véku 4 mésicii
staré kontroly — potkani kmene Wistar ve véku 16 mésicu

mladé HHTg — HHTg potkani ve veku 4 mésicii
starée HHTg — HHTg potkani ve véku 16 mésicii

Dieta — vysokosacharézova po dobu 2 tydnii

Stari zvirat — 4 a 16 mésicu

Zavér : Vysledky ukazuji, Ze jednim z mechanizmi, kterym metabolické poruchy provazejici

metabolicky

kardiovaskularnich komplikaci je oxidacni stres, na kterém se mize podilet pokles aktivit

syndrom, mohou

zvySovat

riziko

antioxida¢niho systému s nartistajicim vékem.
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5.1.3. Vliv obezity na oxida¢ni stres

Obezita patii mezi dulezité komponenty metabolického syndromu a zejména je-li spojena
s hypertriglyceridémii zvySuje riziko rozvoje piedcasné aterosklerozy.

V nasi studii jsme sledovali vliv nutricné nebo geneticky fixované obezity na parametry

oxidacniho stresu v aorté a myokardu u experimentalnich modelil inzulinové rezistence.

5.1.3.1. Vliv nutri¢né vyvolané obezity dlouhodobym podavanim vysokosacharoézové
diety

Obezita byla u HHTg potkanii vyvoldna dlouhodobym podavanim vysokosachardézové diety
po dobu 4 mésici. Obézni HHTg potkani vykazovali vyssi télesnou vahu (531+34g vs
380+12g, p<0,01) a zvySenou hmotnost epididymalniho tukového télesa (2,18+0,14 g/100g
tm. vs 1,26+0,09 g/100g t.m., p<0,001). Nutricn¢ indukovana obezita zvysila u HHTg
potkanti glykémii (5,82+0,18 mmol/l vs 4,914+0,17 mmol/l, p<0,01) i hladiny cholesterolu
Vv séru (2,09+0,05 mmol/l vs 1,80+0,18 mmol/l, p<0,05).

Nutri¢n€ indukovand obezita u HHTg potkanti byla spojena s vyraznou hypertriglyceridémii a

se zvySenou akumulaci triglyceridii v jatrech (obrazek 10).

Obrazek 10 — hladiny tkanovych triglyceridi u neobéznich a obéznich HHTg potkani.
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 16 — Vliv nutri¢n¢ indukované obezity dlouhodobym podavanim

vysokosacharézové diety na parametry oxidac¢niho stresu v séru / plazmé.

SERUM / PLASMA neobézni-HHTg obézni-HHTg P
Tg (mmolfl) 4,90 £ 0,27 7,13+ 0,40 < 0,01
GSH (mmol/l) 1,85+0,13 1,66 £ 0,05 NS
aToc (umoll) 20,67 + 1,39 20,19 + 1,54 NS
yToc (umol/l) 0,549 + 0,038 0,252 + 0,036 < 0,001
aToc/Tg (umol/mmol) 11,97 £ 1,99 4,48 + 2,29 <0,01
yToc/Tg (umol/mmol) 0,313 £ 0,042 0,056 + 0,007 < 0,001
SOD (u/ml) 0,897 £ 0,121 0,643 + 0,098 NS
CAT (umol H,Oz/min/ml) 573 +54 342 + 38 <0,01
GPX (umol GSH/min/ml) 279+ 14 237 13 <0,01
TBARS (nmol/) 1,037 £ 0,143 1,333 £ 0,052 < 0,01
CD (nmolll) 38,82+ 1,77 45,80 £ 1,90 <0,01

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (5-7 zvirat ve skupiné).

neobézni HHTg — HHTQ potkani krmeni vysokosachardézovou dietou po dobu 2 tydnii
obézni HHTg - HHTg potkani krmeni vysokosacharézovou dietou po dobu 4 mésicii

Dieta — vysokosacharézova po dobu 2 tydnit nebo 4 mésicii

Stari zvirat — 16 mésicu

Nartst lipoperoxidacnich produktid v séru i myokardu byl spojen se sniZzenim hladin a-
tokoferolu, vyraznym snizenim y-tokoferolu a poklesem aktivit katalazy a glutationperoxidazy
v séru i v sledovanych tkanich (tabulky 16, 17 a 18). Naopak obezita neovlivnila aktivitu
SOD ani koncentrace glutationu v séru ani v myokardu (tabulky 16 a 18).

Tabulka 17 — Vliv nutri¢né indukované obezity dlouhodobym podévanim
vysokosachar6zové diety na parametry oxidac¢niho stresu v aort¢.

AORTA neobézni-HHTg obézni-HHTg P
Tg (umol/g) 3,88 £ 0,23 4,69 + 0,39 NS
aToc (nmol/g) 67,89 + 8,84 34,45 £ 6,74 < 0,05
yToc (nmol/g) 1,798 + 0,301 0,816 £ 0,215 < 0,05
aToc/Tg (nmol/umol) 17,34 £ 1,54 8,33+ 2,11 < 0,05
yToc/Tg (nmol/umol) 0,459 £ 0,062 0,203 £ 0,064 < 0,05

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (5-7 wvirat ve skupiné).

neobézni HHTg — HHTg potkani krmeni vysokosacharozovou dietou po dobu 2 tydnii
obézni HHTg - HHTg potkani krmeni vysokosachardozovou dietou po dobu 4 mésicii
Dieta — vysokosacharézovad po dobu 2 tydnii nebo 4 mésicii

Stari zvirat — 16 mésicu
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Tabulka 18 — Vliv nutri¢n¢ indukované obezity dlouhodobym podavanim

vysokosachar6zové diety na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

MYOKARD neobézni-HHTg obézni-HHT(g P
Tg (umol/g) 3,73+0,34 4,81+0,48 NS
GSH (mmol/mg protein) 2,27 £ 0,09 1,91+ 0,14 NS
aToc (nmolig) 64,10 + 8,47 60,72+ 4,34 NS
yToc (nmol/g) 1,016 £ 0,180 0,507 £ 0,047 <0,01
aToc/Tg (nmol/umol) 17,185 + 0,921 13,624 + 0,393 NS
yToc/Tg (nmol/umol) 0,274 £ 0,015 0,105 = 0,004 <0,01
SOD (U/mg protein) 0,855 + 0,101 0,783 £ 0,078 NS
CAT (umol H,0O,/min/mg protein) 302 + 11 292 £ 15 NS
GPX (umol GSH/min/mg protein) 758 * 41 551 £ 31 <0,01
TBARS (nmol/mg protein) 1,11+ 0,10 1,47 £ 0,09 <0,01
CD (nmol/img protein) 13,76 + 1,17 16,56 + 0,61 <0,01

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (5-7 zvirat ve skupiné).

neobézni HHTg — HHTg potkani krmeni vysokosacharozovou dietou po dobu 2 tydnii
obézni HHTg - HHTg potkani krmeni vysokosacharozovou dietou po dobu 4 mésicii
Dieta — vysokosacharézovad po dobu 2 tydnii nebo 4 mésicii

Stari zvirat — 16 mésicu

5.1.3.2. Vliv geneticky fixované obezity u kmene Koletského SHR potkant

Obézni SHR potkani méli v porovnani se svymi S$tihlymi sourozenci zvySenou télesnou
hmotnost (652+52g vs 289+24g, p<0,001) i zvySenou hmotnost viscerdlni tukové tkané
(epididymalni tukové téleso 1,47+0,13 g/100g t.h. vs 1,12+0,01 g/100g t.h., p<0,01).
Koncentrace sérovych triglyceridi byly zvySeny na dvojnasobné hodnoty, zatimco glykémie
nebyla rozdilna (5,9+0,2 mmol/l vs 5,4+0,3 mmol/l, NS). Obézni SHR potkani se nelisili
V porovnani se svymi §tihlymi sourozenci v sérovych koncentracich a- a y-tokoferolu / Tg

(tabulka 19), mé&li vsak vyrazné snizené koncentrace o- i y-tokoferolu v aorté (obrazek 11).
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Tabulka 19 — Vliv geneticky fixované obezity na parametry oxida¢niho stresu v séru.

SERUM / PLASMA SHR / Koletsky SHROB / Koletsky P
Tg (mmoll) 1,14 £ 0,20 2,51+0,23 < 0,001
aToc (umol/l) 17,92 + 3,28 33,91+ 3,38 <0,01
¥yToc (umol/l) 0,480 + 0,083 1,168 + 0,126 <0,01
aToc/Tg (umol/mmol) 17,96 + 2,30 13,97 £ 1,78 NS
yToc/Tg (umol/mmol) 0,485 = 0,060 0,479 + 0,061 NS

Data jsou uvadéna jako priméry £ SEM (5-6 zvirat ve skupiné).
SHR / Koletsky
SHROB / Koletsky

Dieta — vysokosacharézova po dobu 4 tydnii
Stari zvirat — 3 mésice

Obrazek 11 — Vliv nutri¢né a geneticky fixované obezity na koncentrace o.- a y-tokoferolu

V aorté. Statistickd viznamnost * p<0,03, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Zavér : Nizsi koncentrace o- i y-tokoferolu v aortach HHTg potkani byly dale sniZeny
nutri¢né indukovanou obezitou. Koncentrace a- i y-tokoferolu v aorté byly vyrazné snizeny i
u geneticky obéznich potkant. Niz$i koncentrace o- i y-tokoferolu v arterielni sténé pfi
obezit¢ se mohou uplatnit v rozvoji vaskularnich poruch — zvysSenim lipoperoxidace a nizsi
dostupnosti oxidu dusnatého. Sérové koncentrace nemusi vzdy odrazet jejich hladiny ve
tkanich, nebot’ sérové koncentrace o-tokoferolu nebyly rozdilné mezi kontrolnimi,

neobéznimi a obéznimi HHTg potkany.

5.1.4. Hypertenze a oxidac¢ni stres

5.1.4.1. Vliv juvenilni hypertenze na parametry oxidac¢niho stresu

Jednim z faktori definujicich metabolicky syndrom a casto doprovazejici diabetes je takeé
hypertenze. V patogenezi hypertenze a endotelialni dysfunkce se rovnéz miZe uplatnit
oxidacni stres. Mnoho studii klinickych i experimentalnich podpofilo ulohu oxida¢niho stresu
pfi hypertenzi, nicméné pfesny mechanizmus neni znam. Observaénich klinickych studii je
jen velmi malo, skupinou juvenilnich hypertonika se dosud nezabyvala Zadna klinick4 studie.
Sledovali jsme proto u skupiny pacientli s esencidlni juvenilni hypertenzi a u kontrolni
skupiny sérové koncentrace vitamini A, E a C, dile MDA, NO, nékteré lipidové a
sacharidové parametry.

Do této skupiny bylo zafazeno 49 juvenilnich esencidlnich hypertonikii. Kontrolni skupinu
tvotfilo 94 subjektii stejné v€kové kategorie. VEkova hranice v obou skupindch nepiekrocila
30 let. Pacienti byli bez medikamentdzni 1é€by a vSechny subjekty byli bez suplementace

vitaminovymi preparaty. Klinické a biochemické parametry shrnuje tabulka 20.

Tabulka 20 — Charakteristika klinického souboru skupiny juvenilnich hypertoniki a kontrolni
skupiny.

normotenzni hypertenzni

n=94 n=49 P
pohlavi (zeny/muzi) 50/44 4/45
Ve (roky) 29,30 + 3,21 23,70 +3,17 NS
krevni tlak systolicky (mmHg) 113,59 + 12,46 128,60 + 9,47 <0,001
krevni tlak diastolicky (mmHg) 72,97 £ 6,08 81,08 + 5,35 <0,001
pulz (tepy/min) 71,16 + 6,86 74,25 9,09 <0,05
vaha (kg) 68,23 + 13,80 81,57 + 15,01 <0,001
BMI (kg/m2) 23,11+ 2,97 26,60 £ 4,95 <0,01
glykémie (mmol/l) 491+0,48 5,05+ 0,52 NS

Data jsou uvadena jako prumery + SEM..
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Vysledky nasi studie ukdzaly, Ze juvenilni hypertenze byla spojena s vyznamné nizSimi

sérovymi hladinami kyseliny askorbové a o-tokoferolu v piepoc¢tu na lipidové parametry.

Skupina s juvenilni hypertenzi méla rovnéz vyznamn¢ vy$$i hladinu sérovych triglycerida.

Skupiny se neliSily v hodnoté NO, ktery je dilezitym vazodilataénim faktorem (tabulka 21).

Regresni analyzou jsem zjistili korelaci o- a y-tokoferolu s hladinami cholesterolu a

triglyceridd, naproti tomu vitamin C nekoreloval ani s vitaminem E ani s hladinami lipida

(tabulka 22).

Tabulka 21 — Vliv juvenilni hypertenze na parametry oxida¢niho stresu a nékteré lipidové

parametry.
PLASMA normotenzni hypertenzni

n=94 n=49 P
aToc (umolll 26,66 + 7,09 26,65 + 6,92 NS
yTocC (umol/l) 2,36 £ 1,17 2,51+1,15 NS
AA (umolll) 71,91 £ 19,92 65,01 £ 17,48 < 0,05
retinol (umol/l) 1,81+ 0,32 2,15+ 0,46 NS
chol (mmolf) 4,82 + 0,95 4,79 + 0,81 NS
Tg (mmolfl) 1,08 + 0,59 1,51 £ 0,69 < 0,001
MDA (nmol/l) 2,39+ 0,83 2,45+ 0,95 NS
NO (nmol/l) 25,57 + 8,55 33,55+ 10,81 NS
aToc /chol+Tg 4,57 + 1,03 4,24 + 0,75 <0,05
yToc / chol+Tg 0,41+0,18 0,41+0,18 NS
aToc /yToc 13,24 £ 6,29 12,01 £ 4,51 NS
AA /aToc 2,86 + 1,00 2,59 + 0,91 NS
AA /yToc 37,38 £ 20,10 31,30 £ 16,18 NS

Data jsou uvdadena jako priumery + SEM.

Tabulka 22 — Korela¢ni koeficienty zavislosti vitaminti E a C na lipidovych parametrech.

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).

AA aToc yToc
aToc 0,1012 Ns
yToc 0,1283 Ns 0,3486 ***
chol 0,1330 Ns 0,7056 *** 0,2257 **
Tg 0,1154 Ns 0,5122 *** 0,2589 **
chol +Tg 0,1499 Ns 0,7432 *** 0,2870 **
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Zavér : Vysledky ukazuji, ze juvenilni hypertenze byla spojena se zvySenym oxida¢nim
stresem a to vdobé, kdy nebyly rozdily v koncentracich NO, ktery je ukazatelem
vazodilatace. Ke zvySeni oxidacniho stresu pfispély piedev§im snizené hladiny kyseliny

askorbové a a-tokoferolu.

5.1.5. Hyperglykémii indukovany oxidac¢ni stres

Cilem pokusu bylo sledovani pfedevsim tkanovych parametrii oxida¢niho stresu u
experimentalniho diabetu. Méfeni probihala u kontrolnich Wistar potkanti a Wistar potkant, u
kterych byl vyvolan diabetes jednorazovym podanim streptozotocinu v davce i.v.55 mg/ kg
télesné hmotnosti 4 tydny pied ukonc¢enim pokusu.

Podéni streptozotocinu snizilo télesnou hmotnost (252+6 g vs 290+14g, p<0,02) a vyrazné
zvysilo glykémii (20,70+1,16 vs 5,63+0,18 mmol/l, p<0,001). Diabeticka zvifata vykazovala
vyrazné zhorSeni parametri oxidac¢niho stresu v séru proti kontrolni skupiné. ZvySeni
lipoperoxidace v séru bylo spojeno se snizenim vSech sledovanych neenzymatickych

antioxidantt i poklesem aktivit enzymatickych antioxida¢nich enzymda v séru (tabulka 23).

Tabulka 23 — Parametry oxidac¢niho stresu v séru/plasmé u experimentalniho diabetu

SERUM / PLASMA kontroly dia P
Tg (mmolfl) 1,35+£0,13 1,60 £ 0,16 NS
GSH (mmolfl) 3,83+0,22 1,40 £ 0,21 < 0,001
aToc (umolll) 31,39+ 5,69 20,61+ 1,48 NS
yToc (umol/l) 0,758 + 0,080 0,337 £ 0,029 < 0,001
aToc/Tg (umol/mmol) 24,97 £ 4,33 14,15 £ 2,27 <0,05
yToc/Tg (umol/mmol) 0,606 = 0,072 0,227 + 0,030 < 0,001
AA (umol/l) 58,58 + 10,76 48,40 + 3,87 NS
SOD (u/ml) 3,291 £ 0,339 1,440 £ 0,290 <0,01
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 743 £ 33 530 + 36 <0,01
GPx (umol GSH/min/mg protein) 400 + 17 212+ 35 <0,01
TBARS (nmoll/l) 0,471 £ 0,066 0,999 + 0,107 <0,01
CD (nmolll) 13,60 = 1,06 34,04 + 2,57 < 0,001

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (6-10 zvifat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

Dia — potkani kmene Wistar po podani streptozotocin i.v. 55mg / kg t.hm 4 tydny pred ukoncenim pokusu
Dieta — standardni laboratorni

Stari zvirat — 2-3 mésice
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Piekvapivym nalezem byly zvySené hladiny o-tokoferolu v aorté, které byly spojeny se
zvySenymi hladinami produkt lipoperoxidace (tabulka 24). Koncentrace y-tokoferolu se
neliSily v aorté ani v myokardu. ZvySenou akumulaci a-tokoferolu v aort€ po navozeni
diabetu jsme pozorovali také u SHR potkani a transgennich SHR potkanii se zvySenou

expresi SREBP-1c¢ transkrip¢niho faktoru (obrazek 12).

Tabulka 24 — Parametry oxida¢niho stresu v aorté u experimentalniho diabetu

AORTA kontroly dia P
Tg (umol/g) 1,35+0,14 2,53+0,29 < 0,01
GSH (umol/mg) 0,494 + 0,025 0,574 £ 0,034 NS
aToc (nmolig) 28,08 + 3,22 77,56 £5,44 < 0,001
yToc (nmol/g) 0,780 £ 0,112 1,593 £ 0,104 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 19,12 £ 3,73 31,43 12,68 <0,05
yToc/Tg (vmol/umol) 0,51+0,12 0,71 £ 0,07 NS
AA (umol/g) 77,14 £ 8,50 96,58 + 12,09 NS
TBARS (nmol/ig) 0,471 + 0,066 0,999 + 0,107 < 0,01

Data jsou uvadéna jako priméry = SEM (6-10 zvifat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

Dia — potkani kmene Wistar po podani streptozotocin i.v. 55mg / kg t.hm 4 tydny pred ukoncenim pokusu
Dieta — standardni laboratorni

Stari zvirat - 2-3 mésice

Obrazek 12 — Koncentrace a-tokoferolu v aorté u streptozotocinového diabetu u Wistar
potkant, SHR potkani a transgennich SHR potkant s overexpresi SREBP-1c. Koncentrace -

tokoferolu v aorté nebyly rozdilné.
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Zvysena lipoperoxidace v myokardu u diabetickych zvitat byla spojena s sniz§imi hladinami

glutationu a poklesem aktivit SOD, katalazy i glutationperoxidazy (tabulka 25).

Tabulka 25 — Parametry oxida¢niho stresu v myokardu u experimentalniho diabetu

MYOKARD kontroly dia P
Tg (umol/g) 2,83 10,23 3,49 10,25 NS
GSH (mmol/mg protein) 3,01 £0,39 1,74 £ 0,22 < 0,001
aToc (nmolig) 53,46 = 3,96 60,36 £ 5,84 NS
yToc (nmol/g) 0,764 + 0,093 0,788 + 0,032 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 20,19 £ 2,29 17,83 £ 1,99 NS
yToc/Tg (nmol/umol) 0,28 £ 0,02 0,23 £ 0,02 NS
SOD (U/mg protein) 1,072 + 0,098 0,670 £ 0,075 <0,01
CAT (umol H,0O,/min/mg protein) 362 + 20 259 + 25 <0,01
GPX (umol GSH/min/mg protein) 844 + 28 668 * 31 <0,01
GR (umol NADPH/min/mg protein) 71+6 128 + 16 <0,01
TBARS (nmol/mg protein) 0,593 + 0,061 1,110 + 0,165 < 0,05
CD (nmol/img protein) 8,796 £ 1,033 18,374 + 1,618 < 0,001
Tabulka 26 — Parametry oxidacniho stresu v bunéénych frakcich myokardu u
experimentalniho diabetu

MYOKARD - bunééné frakce kontroly dia P
mitochondrialni frakce

aToc (umol/mg protein) 81,051 + 12,226 145,853 + 9,686 <0,01
yToc (umol/mg protein) 1,594 + 0,223 2,126 £ 0,214 NS
mikrosomalni frakce

aTocC (umol/mg protein) 362,25 + 21,01 365,86 + 27,43 NS
yYTOC (umol/mg protein) 6,053 £ 0,555 5,270 + 0,553 NS
cytosol

GSH (mmol/mg protein) 7,52 £+ 0,63 517 £ 0,47 < 0,05
AA (umol/l) 76,53 + 6,57 52,40 + 3,87 <0,01
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 193+ 14 166 £ 9 NS
GPx (umol GSH/min/mg protein) 653 + 40 506 + 37 < 0,05

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (6-10 zvifat ve skupiné).

Kontroly — potkani kmene Wistar

Dia — potkani kmene Wistar po podani streptozotocin i.v. 55mg / kg t.hm 4 tydny pred ukoncenim pokusu

Dieta — standardni laboratorni
Stari zvirat — 2-3 mésice
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Pti sledovani koncentraci antioxidantli v bunéénych frakcich myokardu jsme zjistili, ze
akumulaci a-tokoferolu vykazovaly mitochondridlni membrany, naopak v cytosolu doslo u
diabetickych zvifat k poklesu hladin glutationu a askorbatu a snizeni aktivity

glutationperoxidazy (tabulka 26).

Zavér : Uvedené vysledky ukazuji, ze sérové koncentrace a- a y-tokoferolu a vitaminu C
nejsou ukazateli tkanovych koncentraci téchto antioxidantli. ZvySeni oxidacniho stresu
v aort¢ a myokardu u diabetickych zvifat pravdépodobné neni disledkem nizSich hladin
tokoferoltl, ale spiSe souvisi s nedostatkem redukovaného glutationu, ktery hraje klicovou roli

Vv intracelularnich antioxidaénich systémech.

5.1.6. Uloha oxidaé¢niho stresu p¥i nealkoholické jaterni steatéze

Nealkoholickd jaterni steatdza je novou komponentou metabolického syndromu a jeji
prevalence u 0sob s metabolickym syndromem muze dosdhnout az 75% v pfitomnosti obezity
nebo diabetu 2.typu (Rector et al 2008). V rozvoji jaterni steatozy hraje dulezitou roli
geneticka predispozice, nutricni faktory a jak naznacuji recentni studie také oxidacni stres.
Oxidacni stres je zavazny vzhledem k jeho uplatnéni v progresi jaterni steatézy do
steatohepatitidy.

Cilem nasi studie bylo sledovani parametrii oxidacniho stresu v jatrech u experimentalnich
modeld metabolického syndromu s geneticky fixovanou hypertriglyceridémii a u transgennich
zvifat s overexpresi transkripéniho faktoru SREBP-1a, ktery se uplatiuje Vv regulaci

lipidového metabolizmu.

5.1.6.1. Oxida¢ni stres v jatrech u modelu metabolického syndromu s geneticky
fixovanou hypertriglyceridémii

Vyraznd akumulace triglyceridii v jatrech u HHTg potkanli po podéavani vysokosachar6zové
diety po dobu 2 mésict (obrazek 13) vedla ke sniZeni redukované formy glutationu a zvyseni
oxidované formy glutationu v jatrech (tabulka 27). ZvySeni poméru oxidované/redukované
formy glutationu je dtlezitym ukazatelem oxida¢niho stresu. Vyrazné sniZzena byla rovnéz
aktivita SOD a katalazy v jatrech. Akumulace triglyceridii v jatrech u HHTg potkanli vedla

K vyraznému nartistu lipoperoxida¢nich produktt (tabulka 27).
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Obrazek 13 — Koncentrace triglycerida v séru a jatrech u HHTg potkant.
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 27 — Parametry oxidaéniho stresu v jatrech u HHTg potkant po dlouhodobém

podavani vysokosachar6zové diety.

JATRA kontroly HHTg P

GSH (mmol/mg protein) 5,03+0,54 3,14 £ 0,39 <0,05
GSSG (mmol/mg protein) 0,26 £ 0,07 0,48 £ 0,08 < 0,05
GSSG/GSH (%) 4,32 £ 0,92 13,66 + 1,01 <0,01
SOD (U/mg protein) 1,357 + 0,107 0,507 + 0,064 < 0,001
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 572+ 54 433 + 17 <0,05
GPX (umol GSH/min/mg protein) 667 + 24 671 + 41 NS

TBARS (nmol/mg protein) 0,44 £ 0,08 1,11 +£0,10 < 0,001
CD (nmol/mg protein) 20,45+ 1,17 51,01 £ 3,08 < 0,001

Data jsou uvdadéna jako priméry = SEM (6-10 zvirat ve skupiné).
Kontroly — potkani kmene Wistar

HHTQ — hereditalné hypertriglyceridemicti potkani inzulino resistentni
Dieta — vysokosacharézova po dobu 2 mésicii

Stari zvirat — 4 mésice

Zavér: Vysledky ukazuji, ze zvySend akumulace triglyceridii v jatrech byla spojena se
snizenym obsahem redukovaného glutationu, zatimco mnoZzstvi oxidované formy glutationu
GSSG bylo zvyseno. Vysledky podporuji hypotézu, podle které hraje glutation klicovou roli

vV mechanizmu oxidacniho stresu v rozvoji jaterni steatozy.
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5.1.6.2. Vliv transgenni exprese SREBP-1a na oxida¢ni stres

Zvysena akumulace lipidu v jatrech, ktera casto doprovazi metabolicky syndrom, muze
negativné ovlivnit metabolické poruchy spojené s inzulinovou rezistenci a mize progredovat
v nealkoholickou steatohepatitidu. Patofyziologické mechanizmy, které vedou k pfechodu
prosté steatdzy k steatohepatitidé, nejsou znamy. Podle hypotézy ,,dvou krokd“ se miize
Vv progresi jaterniho poSkozeni uplatnit oxidacni stres. Sledovali jsme proto parametry
oxida¢niho stresu u nového experimentdlniho modelu jaterni steatdozy, u transgennich
SREBP-1a potkan. Transgenni spontanné hypertenzni potkani kmene SHR vykazuji
zvySenou expresi dominantni pozitivni formy lidského SREBFIgenu (sterol regulatory
element binding factor 1 kodujici SREBP-1a izoformu) pod kontrolou PEPCK promotoru (Qi
et al 2005). Tato transgenni zvifata jsou geneticky predisponovana k akumulaci lipida
Vv jatrech v diisledku zvySené exprese genii Scd-1 a Fas, které reguluji syntézu triglyceridii a

cholesterolu v jatrech (obrazek 14).

Obrazek 14 — exprese cilovych gent v jatrech (Qi et al 2005)
SCD - stearoyl desaturaza, FAS — syntaza mastnych kyselin, ACC — acetyl CoA-karboxylaza

Exprese cilovych gent SREBP-1a v jatrech
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Obrazek 15 — Vliv exprese SREBP-1a na hmotnost jater a epididymalniho tukového télesa
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Transgenni exprese SREBP-1a mirn¢ snizila télesnou hmotnost zvifat (235+8 vs 25343 g,
P<0,05) a vedla k vyrazné akumulaci lipidi v jatrech (obrazek 15).

Transgenni exprese SREBP-la Vv porovnani s kontrolnimi SHR potkany vedla k masivni
jaterni steatdze a negativné ovlivnila parametry lipidového metabolizmu i inzulinové

rezistence (tabulka 28 a obrazek 16).

Tabulka 28 — Vliv transgenni exprese SREBP-1a na parametry lipidového metabolizmu a

inzulinové rezistence.

Parametr SHR SREBP-1a P
glykemie, mmol/l 52 +0,1 57 +£0,1 <0,01
sérovy inzulin, nmol/l 1,1 +0,1 1,8 +0,1 < 0,01
séroveé triglyceridy, mmol/l 1,9 £0,03 6,5 +0,5 < 0,001
sérové NEMK, mmol/l 0,4 £0,02 0,7 +£0,04 < 0,001
sérovy cholesterol, mmol/l 1,8 £0,1 24 +£0,1 < 0,001
OGTT — AUC mmol/2hod 813 +13 797 +7 N.S.
triglyceridy v jatrech, umol/g 13,1 +£0,06 32,6 £35 < 0,001
cholesterol v jatrech, umol/g 6,9+0,2 10,6 £ 0,6 < 0,001
triglyceridy v m.soleus. umol/g 49+0,5 92+1,2 < 0,001

Hodnoty udavaji priumér + SE, pocet zvirat ve skupiné 8-9.

Obrazek 16 — Vliv transgenni exprese SREBP-1a na utilizaci glukozy v kosternim svalu m.

soleus Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Exprese SREBP-1a zvysila lipoperoxidaci v jatrech, ktera byla spojena se sniZzenou aktivitou
antioxidacnich enzymi SOD a glutationperoxidazy. Aktivity glutationreduktizy ani katalazy
Vv jatrech nebyly zménény ve srovnani s kontrolni SHR skupinou (tabulka 29). Transgenni
exprese SREBP-la byla rovnéz spojena se sniZzenou koncentraci glutationu v jatrech a

vyraznou depleci a—tokoferolu/Tg a y-tokoferolu/Tg v séru a aorté (tabulka 30).
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Tabulka 29 — Vliv exprese SREBP-1a na parametry oxidacniho stresu v jatrech.

JATRA SHR SREBPla P
Tg (umol/g) 13,1+ 0,06 32635 < 0,001
GSH (mmol/mg protein) 1,38 + 0,09 0,95 + 0,07 <0,05
SOD (U/mg protein) 0,329 + 0,023 0,185 + 0,022 <0,05
CAT (umol H,02/min/mg protein) 475 + 33 530 +44 NS
GPx (umol GSH/min/mg protein) 399 + 47 248 £ 13 < 0,05
GR (umol NADPH/min/mg protein) 346 £ 18 329 + 27 NS
TBARS (nmol/mg protein) 1,14 £ 0,05 1,41 £ 0,11 < 0,05
CD (nmol/mg protein) 22,44 £ 0,80 28,53 +1,75 < 0,05

Tabulka 30 — Vliv exprese SREBP-1a na parametry oxida¢niho stresu v aorté a myokardu.

SERUM / PLASMA SHR SREBPla P
Tg (mmolfl) 0,464 + 0,030 5,600 £ 1,034 < 0,001
GSH (mmolfl) 2,24 + 0,14 2,98+0,18 < 0,05
aToc (umolll) 10,13 £ 0,62 35,73 +£4,00 < 0,001
yToc (umol/l) 0,225 + 0,019 0,708 + 0,059 < 0,001
aToc/Tg (umol/mmol) 22,07 £ 0,98 6,75+ 0,48 < 0,001
yToc/Tg (umol/mmol) 0,485 + 0,029 0,137 £ 0,014 < 0,001
AORTA SHR SREBPla P
Tg (umol/g) 0,92 + 0,21 2,01 £0,39 <0,01
aToc (nmolig) 46,12 £ 5,02 81,44 + 11,21 <0,01
yToc (nmol/g) 2,008 + 0,231 2,999 + 0,479 <0,05
aToc/Tg (nmol/umol) 63,72 + 10,81 39,54 £ 10,99 NS
yToc/Tg (nmol/umol) 2,74 +£043 1,46 £ 0,42 NS
MYOKARD SHR SREBPla P
Tg (umol/g) 2,06 £ 0,16 2,04 £0,85 NS
aToc (nmol/g) 49,98 + 2,17 81,37 £ 2,98 < 0,001
yToc (nmol/g) 0,953 £ 0,043 1,380 + 0,062 < 0,001
aToc/Tg (nmol/umol) 26,353 + 1,832 40,352 + 2,384 < 0,001
yToc/Tg (nmol/umol) 0,502 + 0,033 0,684 + 0,043 <0,01

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (8-9 zvirat ve skupiné).
SHR — spontalné hypertenzni potkani

SREBP-1a — SHR potkani s overexpresi genu SREBP-1a
Dieta — vysokofruktozova (60% fruktozy) po dobu 2 tydnii

Stari zvirat — 2 mésice

60



Histologické vySetieni jater ukdzalo, ze chronickd stimulace syntézy lipidi v jatrech
v kombinaci se zvySenim oxidacniho stresu vedla u zvifat ve véku 10 tydni k jaterni steatdze
bez znamek zanctu. Naproti tomu zvifata ve véku 16 mésici vykazovala pfiznaky

steatohepatitidy (obrazek 17).

Obrazek 17 - histologické nélezy jaterni tkané

A — SHR ve véku 16 mésict, normalni histologicky nalez jaterniho parenchymu

B — SREBP-1a ve véku 2 mésicl, normalni nalez jaterni steatézy bez zndmek zanétu
C — SREBP-1a ve véku 16 mésicii, napadné tukové zmény a steatohepatitida

D — normalni nalez steatohepatitidy s lokalni nekrézou a infiltraci zanétu

Zavér : Zvysena exprese SREBP-1a byla u mladych zvitat spojena se zvySenim oxida¢niho
stresu Vv jatrech a vyraznym sniZzenim a- a y-tokoferolu v séru. Zvyseni oxida¢niho stresu
Vv jatrech u mladych zvitat vedlo v pozdé€jsim véku k rozvoji steatohepatitidy. Tyto vysledky

naznacuji mozné uplatnéni oxida¢niho stresu v rozvoji steatohepatitidy.
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5.2. OVLIVNEN{ OXIDACNIHO STRESU NUTRICN{ A FARMAKOLOGICKOU
INTERVENCT

5.2.1. U¢inky konjugované kyseliny linolové

CLA patii mezi polynenasycené mastné kyseliny fady n-6 a je obsaZena v mase a mléce
ucinkim je CLA doporuc¢ovana jako potravinovy dopln€k na snizeni télesné hmotnosti.
Vysledky klinickych studii jsou vSak znacné rozporuplné a nekonzistentni. Mechanizmy
jejiho piisobeni ani u€inky u osob s metabolickym syndromem nejsou objasnény.

V nasi studii jsme sledovali vliv CLA na parametry lipidového a sacharidového metabolizmu,
parametry inzulinové rezistence a oxidacniho stresu ve tkanich u experimentidlniho modelu

metabolického syndromu, u HHTQg.

CLA byla podavana v davce 2g/100g diety po dobu 2 mésicii pfidanim do vysokosachar6zové
diety. Kontrolni skupiné¢ byl do vysokosachar6zové diety ptidan slunecnicovy olej ve stejné
koncentraci. Podani CLA neovlivnilo pfijem potravy, sniZilo télesnou hmotnost (382+8 g vs
422+15 g, p<0,05) a hmotnost visceralni tukové tkdné (4,15+0,21 g vs 3,55+0,25 g/100g t.v.,
p<0,01). Béhem 2 mésicniho podavani CLA chranilo pfed zvySenim hladin sérovych
triglyceridd podanim vysokosacharézové diety (obrazek 18). CLA méla rovnéz ptiznivy vliv

na hladinu krevnich lipida i glukézy a inzulinu (tabulka 31).

Obrazek 18 : Hladiny sérovych triglyceridi béhem podavani CLA u HHTg potkant po dobu

dvou mésicl. Statistické vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<(0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 31 : Vliv podavani konjugované kyseliny linolové na parametry sacharidového a

lipidového metabolizmu u HHTg potkand.

HHTg HHTg + CLA P
triglyceridy (mmol/l) 5,01+ 0,49 3,64 £ 0,50 <0,05
cholesterol (mmol/l) 1,24 + 0,08 0,96 + 0,06 <0,05
FFA (mmol/l) 1,25 + 0,06 0,86 + 0,05 < 0,001
HDL-C (mmol/l) 1,42 + 0,06 1,38 £ 0,13 N.S.
glukoza (mmol/l) 70+0,4 5604 <0,05
inzulin (nmol/l) 0,178 £ 0,013 0,105 + 0,011 <0,05

CLA v tukové tkani zvysila senzitivitu k uc¢inku inzulinu (obrazek 19), zatimco senzitivita
Vv kosternim svalu nebyla ovlivnéna. V mechanizmu U¢inku CLA se mlZe uplatnit zvySena
lipolyza mastnych kyselin (2,68+0,15 nmol/g/2hod vs 2,1540,18 nmol/g/2 hod, p<0,05), ktera
byla spojena s jejich zvySenou oxidaci v kosternim svalu (15147 nmol/g/2hod vs 12445
nmol/palmitatu/g/2hod, p<0,01) a snizenou koncentraci triglyceridi. Podavani CLA nevedlo
k ektopickému ukladani triglyceridi, nebot’ jejich koncentrace byla ve vSech sledovanych
tkanich snizena (tabulka 38). Podavani CLA stimulovalo sekreci adiponektinu (7,48+0,38 vs
6,10+0,33 pg/ml, p<0,01), ktery piiznivé plsobi na inzulinovou senzitivitu. Pfiznivé
ovlivnéni hladin krevnich lipida nebylo spojeno se zlepsenim oxida¢niho stresu v myokardu
(tabulka 33). Podavani CLA naopak zlepsilo parametry oxida¢niho stresu v jatrech, kde byla
sniZzena hladina oxidované formy glutationu (tabulka 32), zvySeny aktivity

glutationperoxidazy a glutationreduktdzy a snizena tvorba lipoperoxidacnich produkti.

Obrazek 19 : Vliv CLA na senzitivitu tukové tkané k u¢inku inzulinu

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 32: Vliv podavani konjugované kyseliny linolové na tkanové koncentrace

triglycerida.

triglyceridy (umol/g) HHTg HHTg + CLA P

sval gastrognemius 10,82+ 0,70 8,03 £ 0,64 <0,01
myokard 1,59 0,13 0,99+0,12 <0,01
aorta 2,81+ 0,31 1,97 £ 0,15 <0,05
jatra 19,18 £ 1,73 12,31+ 0,89 <0,01

Tabulka 33: Vliv podavani konjugované kyseliny linolové na parametry oxidaéniho stresu

V jatrech a na jaterni enzymy v séru.

JATRA HHTg HHTg + CLA P
ALT (ucat/l) 1,06 = 0,06 1,29 £ 0,08 N.S.
AST (ucat/l) 4,32 0,23 4,48 £ 0,17 N.S.
GSH (umol/ mg protein) 6,99 + 0,06 6,37 £ 0,05 N.S.
GSSG (umol/ mg protein) 0,92 + 0,06 0,57 £ 0,06 <0,05
GPx (umol GSH/min/mg protein) 428 £ 16 512+ 19 <0,01
GR (umol NADPH/min/mg protein) 238 +44 334 £ 23 <0,01
SOD (U/mg protein) 0,477 £ 0,030 0,496 + 0,024 N.S.
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 688 + 39 658 + 44 N.S.
TBARS (nmol/mg protein) 0,985 + 0,071 0,794 £ 0,044 <0,05

Tabulka 34: Vliv podavani konjugované kyseliny linolové na parametry oxida¢niho stresu

v myokardu.

MYOKARD HHTg HHTg + CLA P
a-tokoferol/ TG (nmol/umol) 61,68 + 4,92 76,36 + 7,89 N.S.
y-tokoferol/ TG (hmol/umol) 0,64 + 0,06 0,55 + 0,06 N.S.
GSH (umol/ mg protein) 2,07+0,13 1,80 £ 0,09 N.S.
GPx (umol GSH/min/mg protein) 566 + 15 628 + 16 <0,05
GR (umol NADPH/min/mg protein) 177 £7 180 £ 13 N.S.
SOD (U/mg protein) 0,836 + 0,056 0,716 £ 0,044 N.S.
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 640 + 27 658 £ 44 N.S.
TBARS (nmol/mg protein) 1,159 + 0,086 1,023 + 0,040 N.S.

Data jsou uvadena jako prumeéry £ SEM (8 zvirat ve skupiné).
HHTg — HHTg potkani

HHTg + CLA — HHTg potkani po poddni CLA.v ddvce 2 mg/100g diety. po dobu 8 tydnii

Dieta — vysokosacharézovai
Stari zvirat — 6 mésicu
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Zavér: Podavani CLA u experimentalniho modelu metabolického syndromu snizilo télesnou
hmotnost i mnoZzstvi visceralni tukové tkan€, zlepsilo parametry lipidového i1 sacharidového
metabolizmu a stimulovalo sekreci adiponektinu. V tukové tkani podavani CLA zlepsilo
senzitivitu k a¢inku inzulinu a zvysilo lipolyzu mastnych kyselin, ktera nebyla spojena
s nezddoucim ektopickym ukladanim triglyceridi. CLA snizila rovnéz oxidacni stres
v jatrech. Vysledky podporuji hypotézu o ptiznivych ucincich CLA pfi metabolickém

syndromu.

5.2.2. Antioxidacni u€inky vitaminu E

Kli¢ovou ulohu v rozvoji kardiovaskuldrniho poSkozeni hraje oxidacni stres v arterielni sténé,
ktery mlze byt disledkem niz§i koncentrace antioxidantd. Dosud je jen madlo udaji o
hladinach a- a y-tokoferolu v cévni sténé a o jejich mozném ovlivnéni podavanim vitaminu E.
V na$i studii jsme sledovali koncentrace o- a predevsim y-tokoferolu v intimné-medii a
v myokardu pifi zvySeném piijmu a-tokoferolu u kontrolnich zvifat a u experimentalniho
modelu metabolického syndromu. a-Tokoferol byl podavan ve formé a-tokoferol acetatu

Vv davce 500 mg/ kg diety po dobu 3 tydnt.

Podavani vitaminu E neovlivnilo télesnou véhu zvifat (244+4 vs 23945 g ), sérové
koncentrace glukozy, triglyceridii ani NEMK. Podavani oa-tokoferol-acetatu vyrazné zvysilo
koncentraci a-tokoferolu v séru i v aorté a myokardu (tabulky 35, 36 a 37), ale neovlivnilo
koncentraci y-tokoferolu v aort¢ u kontrolnich zvifat kmene Wistar ani u HHTg potkant
(tabulka 36). Podavani vitaminu E vyrazné snizilo parametry lipoperoxidace v séru i
v myokardu a zvySilo hladinu glutationu v séru. Aktivity antioxida¢nich enzymi nebyly

podavanim vitaminu E ovlivnény.
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Tabulka 35 — Vliv podavani vitaminu E na parametry oxida¢niho stresu v séru / plasmé.

SERUM / PLASMA kontroly kontroly + VE P
Tg (mmol/) 2,297 £ 0,190 2,643 £ 0,223 NS
GSH (mmol/) 2,49 £ 0,22 3,10+ 0,14 <0,05
aToc (umolll) 23,79 £ 1,04 67,35+ 2,59 < 0,001
yToc (umol/l) 0,232 £ 0,017 0,620 £ 0,029 < 0,001
aToc/Tg (umol/mmol) 10,74 £ 0,75 26,64 + 2,15 < 0,001
yToc/Tg (umol/mmol) 0,103 £ 0,006 0,246 £ 0,022 < 0,001
SOD (u/ml) 1,207 £ 0,163 0,825 £+ 0,099 NS
CAT (umol H,Ox/min/ml) 756 £ 16 706 £ 27 NS
GPX (umol GSH/min/ml) 243 +18 283+ 16 NS
TBARS (nmol/l) 0,726 £ 0,053 0,518 £ 0,053 <0,01
CD (nmol/ly 32,33+1,29 21,15+ 1,53 < 0,001
Tabulka 36 — Vliv podavani vitaminu E na parametry oxida¢niho stresu v aorté&.
AORTA kontroly kontroly + VE P
Tg (umol/g) 4,49 + 0,33 5,32+0,48 NS
aToc (nmol/g) 53,10 £ 4,17 137,44 + 11,49 < 0,001
yToc (nmollg) 1,660 + 0,261 1,593 + 3,047 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 12,28 + 1,31 27,45+ 2,79 <0,01
yToc/Tg (nmol/umol) 0,384 + 0,062 0,511 £ 0,083 NS
HHTg HHTg + VE P
Tg (umol/g) 5,03+£0,49 4,08 £ 0,33 NS
oToc (nmolig) 29,77 +3,20 43,14 + 2,48 <0,01
yToc (nmollg) 0,671 £0,109 0,898 + 0,104 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 6,314 £ 1,067 11,061 + 1,029 <0,05
yToc/Tg (nmol/umol) 0,166 £ 0,041 0,226 + 0,022 NS

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (8 zvitat ve skupiné).

kontroly — potkani kmene Wistar

kontroly + VE — kontrolni potkani po podani a-tokoferol acetdtu v davce 500 mg/kg diety. po dobu 3 tydny
HHTg — HHTg potkani

HHTg + VE — kontrolni potkani po podani a-tokoferol acetatu v davce 500 mg/kg diety. po dobu 3 tydny
Dieta — vysokosacharézova

Stari zvirat — 6-8 mésicii
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Tabulka 37 — Vliv podavani vitaminu E na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

MYOKARD kontroly kontroly + VE P
Tg (umol/g) 3,01 £0,30 3,38 £ 0,28 NS
GSH (mmol/mg protein) 2,65+0,24 2,66 £ 0,19 NS
aToc (nmolig) 89,36 £ 7,32 177,13 + 6,96 < 0,001
yToc (nmolig) 0,666 + 0,068 1,363 £ 0,058 < 0,001
aToc/Tg (nmol/umol) 27,99 + 3,17 54,91+ 4,96 < 0,001
yToc/Tg (nmol/umol) 0,205 + 0,022 0,421 £ 0,034 < 0,001
SOD (U/mg protein) 0,851 + 0,029 1,109 £ 0,111 NS
CAT (umol H,02/min/mg protein) 359+ 16 362+13 NS
GPX (umol GSH/min/mg protein) 730 + 22 815+ 22 NS
GR (umol NADPH/min/mg protein) 906 107 £ 12 NS
TBARS (nmol/mg protein) 0,956 + 0,084 0,660 + 0,083 < 0,05
CD (nmol/img protein) 15,925 + 1,031 10,914 + 1,086 <0,01

Data jsou uvadéna jako priméry = SEM (8 zvirat ve skupiné).

kontroly — potkani kmene Wistar

kontroly + VE — kontrolni potkani po podani a-tokoferol acetdtu .v davce 500 mg/kg diety. po dobu 3 tydny

Dieta — vysokosacharézova
Stari zvirat — 6-8 mésici

Zavér : Vysledky ukazuji, Ze lze podavanim a-tokoferolu zvysit koncentrace tohoto
antioxidantu v intimné-medii a v myokardu, tedy v mistech, kde oxida¢ni stres mize vyvolat
kardiovaskularni poskozeni. Podavani a-tokoferolu nesnizilo koncentrace y-tokoferolu.
Distribuce mezi o- a y-tokoferolem tedy neprobihd na bazi kompetice mezi ob&éma
izoformami vitaminu E. Podavani o-tokoferolu neovlivnilo parametry sacharidového
metabolizmu.

Podéavani vitaminu E sniZilo lipoperoxidaci v séru i v myokardu, ale neovlivnilo ostatni

slozky antioxida¢niho systému.
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5.2.3. Metabolické ucinky glutationu

Kli¢ovou komponentou antioxida¢niho systému je glutationovy redoxni systém. Glutation je
tripeptid, ktery je z90% syntetizovan v jatrech enzymy glutamylcysteinsyntazou a
glutationsyntazou. Pokles hladin glutathionu patii K typickym piiznakim oxidac¢niho stresu.
Vétsina glutationu v buiikach se nachdzi v redukované form¢, méné nez 5% z celkového
mnozstvi glutationu tvofi jeho oxidovand forma. Pomér GSH/GSSG je dilezitym ukazatelem
redox stavu bunky. V klinickych studiich je glutation pouzivan k 1éceni komplikaci diabetu
nebo nasledki deficiti proteinu v potravé. Neékteré studie naznacily, ze oxidacni stres miize
inhibovat inzulinem stimulovany transport do adipocytii a bunék kosterniho svalu a tim
ovlivnit senzitivitu tkani k ¢inku inzulinu (Tirosh et al 1999). Jedna se vSak o in vitro studie
na izolovanych bunikach.

Nevyhodou pfi terapii je kratky polocas poddvaného glutationu v organizmu a jeho nizky
transport do bunck. Recentni experimentdlni studie naznacuji, ze estery glutationu, které
pusobi jako prekursory glutationu, tyto nevyhody nemaji, 1épe prechazi pies bunécéné
membrany a v buiice jsou hydrolyzovany zpét na GSH. Naopak k depleci glutationu vedlo
podavani BSO (buthionine sulfoximine, Sigma), ktery je inhibitorem glutationsyntazy.

V nasi studii jsme sledovali vliv glutationu na jednotlivé parametry oxida¢niho stresu a jeho

vliv na sacharidovy a lipidovy metabolizmus.

5.2.3.1. Vliv podani glutation ethyl esterii na parametry oxida¢niho stresu

Glutation byl podavan ve formé glutation etyl esterdt (GEE, Sigma) intraperitonealnim
podanim 2x denn¢ v davce 30mmol/kg/den po dobu 4 dni. Poddvani GEE neovlivnilo
télesnou vahu zvitat (403£17 vs 415+£21 g ). Podavani GEE vyrazn¢ zvysilo koncentraci
glutationu v séru, myokardu i jatrech (3,53+0,29 vs 1,15+0,26 mmol/mg protein, p<0,001) a
rovnéZ snizilo lipoperoxidaci v séru i myokardu (tabulky 38 a 39). ZvySeni hladin glutationu
po podani GEE bylo spojeno se zvySenim aktivit glutation-dependentnich antioxidacnich
enzymil a v myokardu rovnéz se zvySenim SOD a katalazy. Koncentrace o- a y-tokoferolu
v myokardu nebyly podavanim GEE ovlivnény. Podévani GEE snizilo koncentraci
triglyceridii v séru, neovlivnilo vSak glykémii ani inzulin, nezlepSilo senzitivitu tukové ani

svalové tkané k ucinku inzulinu.
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Tabulka 38 — Vliv podavani glutatione ethyl esterti na parametry oxidac¢niho stresu v seru /

plasm¢.

SERUM / PLASMA HHTg HHTg + GEE P
Tg (mmolfl) 422 +0,72 2,25+0,16 < 0,05
GSH (mmolfl) 1,07 £ 0,04 4,65 0,15 < 0,001
aToc (umoll) 11,27 £ 1,06 9,60 £ 0,43 NS
yToc (umol/l) 0,243 + 0,029 0,169 = 0,006 < 0,05
aToc/Tg (umol/mmol) 2,91 10,30 4,25+ 0,29 <0,01
yToc/Tg (umol/mmol) 0,062 + 0,006 0,075 + 0,005 NS
AA (umol/l) 29,04 + 1,99 35,69+2,10 < 0,05
SOD (u/ml) 0,704 £ 0,104 1,049 £ 0,136 NS
CAT (umol H,0./min/ml) 390 +47 364 £ 44 NS
GPX (umol GSH/min/ml) 187 + 32 469 + 24 < 0,001
GR (umol NADPH/min/ml) 274 + 21 66 + 8 < 0,001
TBARS (nmolil) 3,24 £ 0,14 2,78 £ 0,21 < 0,05
CD (nmol/l) 32,70 £ 0,64 23,78 £ 0,82 <0,01

Tabulka 39 — Vliv podavani glutatione ethyl esterti na parametry oxida¢niho stresu

v myokardu.

MYOKARD HHTg HHTg + GEE P
GSH (mmol/mg protein) 1,44 + 0,12 2,13+0,12 <0,01
aToc (nmolig) 60,27 + 2,82 61,48 + 3,02 NS
yToc (nmol/g) 0,862 + 0,043 0,807 + 0,047 NS
SOD (U/mg protein) 0,745 £ 0,079 0,465 + 0,052 < 0,001
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 291 + 11 358+5 < 0,001
GPx (umol GSH/min/mg protein) 342 £43 572+9 < 0,001
GR (umol NADPH/min/mg protein) 214 + 28 72 £ 11 < 0,001
TBARS (nmol/mg protein) 2,357 £ 0,201 1,028 + 0,061 < 0,001
CD (nmol/mg protein) 24,32 + 1,57 19,48 £ 0,74 < 0,05

Data jsou uvadéna jako prumeéry + SEM (5-7 zvirat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + GEE — HHTg potkani po poddni GEE i.p.v davce 30 mg/kg t.hm. 2x denné po dobu 4 dnii

Dieta — vysokosacharézovai
Stari zvirat — 16 mésicii
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Zavér : Podani prekurzoru glutationu zvysilo nejen hladinu glutationu ale pfiznivé ovlivnilo
dalsi slozky antioxidacniho systému a snizilo lipoperoxidaci a tim muze piiznivé ovlivnit
oxidacni stres spojeny s metabolickym syndromem. Podavani prekursoru glutationu

nezlepsilo parametry sacharidového metabolizmu ani senzitivitu tkani k G¢inku inzulinu.

5.2.3.2. Vliv deplece glutationu na parametry oxidacniho stresu

Deplece glutationu byla vyvolana poddnim BSO (buthione sulfoximine) v davce 30mmol/I
Vv pitné vod€ po dobu 1 tydne. Podavani BSO neovlivnilo télesnou véhu zvirat (410+18 vs
415421 g ). Podavani BSO vyrazné snizilo hladiny glutationu v séru, myokardu i jatrech
(0,53+£0,05 vs 1,15+0,03 mmol/mg protein, P<0,001). Dale bylo podavani BSO spojeno
S vyraznym snizenim koncentrace triglyceridd v séru (tabulka 40). Na druhou stranu
hypolipidemicky u¢inek podavani BSO byl spojen se zvySenim lipoperoxidace v séru,
v myokardu nebyla produkce lipoperoxidacnich produktli ovlivnéna. Deplece glutationu
v séru snizila hladiny kyseliny askorbové a zvySila aktivitu glutationreduktazy. Snizené
hladiny glutationu v myokardu byly rovnéZ spojeny se zvySenou aktivitou glutationreduktazy
a dale se snizenou aktivitou glutationperoxiddzy a se zvySenou aktivitou katalazy (tabulky 41
a 42). Podavani BSO snizilo hladinu ¢cGMP v aorte¢ (47,45+1,35 vs 54,29+£2,76 pmol/l,
p<0,05), ktery se uplatituje pii vazodilataci.

Deplece glutationu neovlinila glykémii (4,7£0,1 vs 4,56+£0,2 mmol/l) ani sérovy inzulin
(0,536+0,14 vs 0,455+0,144 nmol/l), ale zhorsila glykémii béhem OGTT (tabulka 40). Dale
vedla deplece glutationu ke zhorSeni senzitivity tukové tkané k G¢inku inzulinu (obrazek 20),

senzitivita svalové tkan€ nebyla ovlivnéna.

Tabulka 40 — Parametry lipidového a sacharidového metabolizmu

Parametr HHTg HHTg + BSO P
epididymal. tuk. tkan, g/100g 1,95 +0,18 1,86 £0,12 N.S.
sérové triglyceridy, mmol/l 4,22 +0,72 1,90 +0,42 <0,02
glykémie, mmol/l 4,6 +0,2 4,7 +0,1 N.S.
sérovy inzulinl, nmol/l 0,46 +0,14 0,54 +£0,14 N.S.
OGTT — AUC mmol/2hod 778 +119 918 +24 <0,02

Hodnoty udavaji primér +SE, pocet zvirat ve skupiné 7.
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Obrazek 20 — Vliv deplece glutationu na senzitivitu tukové tkané k G¢inku inzulinu

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 41 — Vliv deplece glutationu podavanim BSO na parametry oxida¢niho stresu v séru

/ plazmé.

SERUM / PLASMA HHTg HHTg + BSO P
Tg (mmolfl) 4,22 +0,72 1,79+ 0,42 < 0,01
GSH (mmolfl) 1,07 £ 0,04 0,37 £ 0,02 < 0,001
aToc (umolll) 11,27 + 1,06 8,85+ 1,43 NS
yToc (umol/l) 0,243 + 0,029 0,185 + 0,020 NS
aToc/Tg (umol/mmol) 2,91 0,30 4,26 + 0,75 NS
yToc/Tg (umol/mmol) 0,062 + 0,006 0,126 + 0,030 <0,05
AA (umol/l) 29,04 £ 1,99 21,82+ 2,01 < 0,05
SOD (u/ml) 0,704 £ 0,104 0,780 + 0,104 NS
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 390 + 47 379+ 54 NS
GPx (umol GSH/min/mg protein) 187 + 32 162 £ 24 NS
GR (umol NADPH/min/ml) 274 + 21 437 + 31 <0,01
TBARS (nmol/l) 3,24 £ 0,14 4,30 £ 0,22 <0,01
CD (nmolll) 32,70 + 0,64 46,65 + 1,21 < 0,001

Data jsou uvadena jako prumeéry £ SEM (7 zvirat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + BSO — HHTg potkani po podani BSO v ddvce 30 mmol/l pitné vody po dobu 1 tydne

Dieta — vysokosacharézovai
Stari zvirat — 16 mésicii
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Tabulka 42 — Vliv deplece glutationu podavanim BSO na parametry oxida¢niho stresu

v myokardu.

MYOKARD HHTg HHTg + BSO P
GSH (mmol/mg protein) 1,44 £ 0,12 0,44 £ 0,03 < 0,001
aToc (nmol/g) 60,27 + 2,82 70,33 £ 6,04 NS
yToc (nmol/g) 0,862 + 0,043 0,827 + 0,056 NS
SOD (U/mg protein) 0,745 + 0,079 0,630 £ 0,091 NS
CAT (umol H,O2/min/mg protein) 291 = 11 500 £ 25 < 0,001
GPx (umol GSH/min/mg protein) 342 £ 43 213 +19 < 0,05
GR (umol NADPH/min/mg protein) 214 + 28 359 + 36 <0,05
TBARS (nmol/mg protein) 2,357 £ 0,201 2,319+0,183 NS
CD (nmol/img protein) 24,32 + 1,57 22,51+1,23 NS

Data jsou uvadéna jako priiméry + SEM (7 zvirat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + BSO — HHTg potkani po podani BSO v ddvce 30 mmol/l pitné vody po dobu 1 tydne

Dieta — vysokosacharézova
Stari zvirat — 16 mésicii

Zavér : Deplece glutathionu vyvoland podani inhibitoru glutathionsyntazy nejen zvySovalo
oxidacni stres ale také vyznamné zhorSovalo glukdzovou toleranci a senzitivitu tukové tkané
k G¢inku inzulinu u experimentalniho modelu metabolického syndromu. Nase vysledky
podporuji hypotézu, podle které oxidacni stres miize potencovat metabolické zmény spojené

s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem.
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5.2.4. Metabolické ucinky kyseliny lipoové

Kyselina lipoova hraje dilezitou roli v energetickém metabolizmu (je kofaktorem
pyruvatdehydrogenazy, a-ketoglutaratdehydrogenazy, pasobi pifi oxidacni dekarboxylaci
pyruvatu). o-LA 1 jeji redukéni forma kyselina dihydrolipoovd (DHLA) jsou silné
multifunkéni antioxidanty. Mozné terapeutické vyuziti LA se zaméfilo na snizeni
kardiovaskularniho rizika pro svlij pozitivni vliv na oxidabilitu LDL, hladinu krevnich lipida
a hypertenzi a ovlivnéni polyneuropatii u diabetikii. Mechanizmus pfiznivého u¢inku LA
nebyl dosud uspokojiveé vysvétlen.

V nasi studii jsme se proto zaméfili na sledovani vlivu LA na parametry oxidacniho stresu ve
vztahu K parametrim lipidového a sacharidového metabolizmu u experimentalniho modelu

metabolického syndromu.

Kyselina lipoova byla zvifatim poddvéana intragasticky sondou v dédvce 30 mg/kg/den po
dobu 2 tydnt. Kontrolni skupiné zvitat byl podavan araSidovy olej ve stejné ddvce. Podavani
oL A neovlivnilo télesnou vahu zvifat (341+13 vs 36110 g ), sérové hladiny triglyceridi
(3,8+0,4 vs 4,1+0,3 mmol/l ), cholesterolu (2,2+0,1 vs 2,4+0,1 mmol/l ), NEMK (1,82+0,08
vs 1,72+0,09 mmol/l ), glukozy (5,67+£0,17 vs 5,74+0,15 mmol/l ), inzulinu (0,37+0,02 vs
0,41+0,03 nmol/l ), glykémii sledovanou béhem OGTT ani senzitivitu tukové tkané k ucinku
inzulinu. Koncentrace a- a y-tokoferolu v séru ani v myokardu nebyly podavanim olLA
ovlivnény (tabulky 43 a 44). V séru i myokardu vsak podavani alLA zvySilo hladinu
glutationu a aktivity glutation-dependentnich enzymd i SOD a snizilo parametry
lipoperoxidace. Naproti tomu Vv kosternim svalu ol A snizila koncentraci triglyceridd
(2,08+0,18 vs 2,76+0,24 umol/g p<0,05) a zvysila bazalni (627+64 vs 453+61 nmol/g/2h
p<0,05) 1 inzulinem stimulovanou (1241£118 vs 906+94 nmol/g/2h p<0,05) inkorporaci
glukozy do glykogenu a oxidaci glukézy (120£12 vs 7510 nmol/g/2h p<0,05). Vysledky
naznacuji, ze zvyseni senzitivity bylo disledkem snizené koncentrace triglyceridi a zvySené
oxidace glukoézy ve svalu (obrazek 21).

Podavani aLA v jatrech zvysilo hladinu glutationu (2,74+0,30 vs 1,22+0,14 mmol/mg protein
p<0,001) a snizilo parametry lipoperoxidace (CD 39,25+5,39 vs 54,34+3,96 nmol/mg protein
p<0,05). Koncentrace triglyceridii v jatrech nebyla podavanim kyseliny lipoové signifikantné

ovlivnéna.
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Obrazek 21 — Vliv podavani kyseliny lipoové na senzitivitu svalové tkané k t¢inku inzulinu

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. kontroly (t-test).
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Tabulka 43 — Vliv podavani kyseliny lipoové (aLA) na parametry oxidac¢niho stresu v séru /

HHTg + aLA

-+

plazmé.

SERUM / PLASMA HHTg HHTg + alLA P
Tg (mmolfl) 3,82+ 0,35 4,11 +£0,28 NS
GSH (mmol/l) 2,24 £ 0,14 2,98 +0,18 <0,01
aToc (umolll) 16,33 £ 1,05 17,18 £ 0,45 NS
yToc (umol/l) 0,323 + 0,020 0,347 £ 0,022 NS
aToc/Tg (umol/mmol) 4,46 + 0,35 4,46 + 0,30 NS
yToc/Tg (umol/mmol) 0,089 + 0,009 0,089 + 0,004 NS
SOD (u/ml) 2,272+ 0,194 3,782 £ 0,231 < 0,001
CAT (umol H,Ox/min/ml) 511+ 20 518 £ 28 NS
GPx (umol GSH/min/ml) 422 + 26 544 + 27 <0,01
GR (umol NADPH/min/ml) 302 + 25 340 £ 42 NS
TBARS (nmol/l) 2,007 £ 0,143 1,244 £ 0,102 < 0,001
CD (nmolll) 38,89+1,84 24,16 + 2,97 < 0,001

Data jsou uvadéna jako prumeéry + SEM (5-7 zvirat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + ol A — HHTg potkani po podani kyseliny lipoové sondou v davce 30 mg/kg/den po dobu 2 tydnii

Dieta — vysokosacharézova + arasidovy olej

Stari zvirat — 6 mésicu
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Tabulka 44 — Vliv podavani kyseliny lipoové na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

MYOKARD HHTg HHTg + alLA P
Tg (umol/g) 3,72 £ 0,31 3,95+ 0,25 NS
GSH (mmol/mg protein) 3,35+0,38 5,23+0,70 <0,05
aToc (nmol/g) 66,19 + 7,35 79,12 £ 5,90 NS
yToc (nmol/g) 0,841 + 0,088 0,989 + 0,075 NS
aToc/Tg (nmol/umol) 18,28 £ 2,39 20,88 + 2,01 NS
yToc/Tg (nmol/umol) 0,229 + 0,023 0,259 + 0,025 NS
SOD (U/mg protein) 0,615 £ 0,065 0,670 £ 0,076 NS
CAT (umol H,0O,/min/mg protein) 430 +13 4035 NS
GPX (umol GSH/min/mg protein) 484 + 37 613 £ 27 <0,01
GR (umol NADPH/min/mg protein) 132+ 16 6317 < 0,001
TBARS (nmol/mg protein) 1,333 £ 0,083 1,040 £ 0,082 < 0,05
CD (nmol/mg protein) 21,01 £ 1,84 16,46 + 1,88 NS

Data jsou uvddéna jako priméry = SEM (5-7 zvirat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + oL A — HHTg potkani po podani kyseliny lipoové sondou v davce 30 mg/kg/den po dobu 2 tydnii
Dieta — vysokosacharézova + arasidovy olej

Stari zvirat — 6 mésici

Tabulka 45 — Vliv podavani kyseliny lipoové na parametry oxida¢niho stresu v jatrech.

JATRA HHTg HHTg + alLA P
GSH (mmol/mg protein) 1,22+ 0,14 2,74 £ 0,30 < 0,001
SOD (U/mg protein) 0,56 £ 0,05 0,87 £ 0,09 <0,01
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 628 + 29 470 + 26 < 0,001
GPX (umol GSH/min/mg protein) 581 £ 26 634 £ 30 NS
GR (umol NADPH/min/mg protein) 476 + 23 295+24 < 0,001
TBARS (nmol/mg protein) 1,38 £ 0,13 1,07+ 0,12 NS
CD (nmol/mg protein) 54,34 + 3,96 39,25 £ 5,39 <0,05

Data jsou uvddeéna jako priimeéry = SEM (5-7 zviFat ve skupiné).

HHTg — HHTg potkani

HHTg + ol A — HHTg potkani po podani kyseliny lipoové sondou v davce 30 mg/kg/den po dobu 2 tydnii
Dieta — vysokosacharézova + arasidovy olej

Stari zvirat — 6 mésicu
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Zavér : Podavani oL A zvySilo koncentraci glutationu a aktivitu glutation-dependentnich
enzymil a SOD a snizilo parametry lipoperoxidace v séru i tkanich. Hladiny o- a y-tokoferolu
Vv séru ani v myokardu vSak nebyly podavanim ol A ovlivnény. V kosternim svalu alA
snizila koncentraci triglyceridii a zlepSila senzitivitu k u¢inku inzulinu a oxida¢ni vyuziti
glukozy. Vysledky naznacuji pozitivni G¢inky podavani LA u poruch spojenych s oxida¢nim

stresem a metabolickym syndromem.

5.2.5. Vliv hypolipidemické terapie na oxidac¢ni stres a inzulinovou rezistenci

Fibraty, mezi které patii také gemfibrozil, jsou agonisté PPARa, které se pouzivaji pfi 1écbé
dyslipidémii. Tyto latky ucinné ovliviiuji pfedevsim hypertriglyceridémii, nizkou koncentraci
HDL-cholesterolu a piiznivé ovliviiuji hladiny LDL-cholesterolu (Fruchart 2001). Recentni
studie naznacuji, ze fibraty mohou mit pleiotropni efekt. Vedle vyrazného hypolipidemického
ucinku mohou mit i antiaterogenni efekt nezavisly na jejich vlivu na lipidovy metabolizmus.
Mechanizmus tohoto u¢inku neni objasnén, ale jednim z moznych vlivii by mohl byt pfiznivy
ucinek na oxidacni stres (Ceriello 2006). V soucasné dob¢ chybi poznatky o ucinku fibrati na
oxidacni stres spojeny s metabolickym syndromem a inzulinovou rezistenci.

Sledovali jsme proto vnasi studii vliv gemfibrozilu na parametry oxida¢niho stresu

v myokardu a jatrech u experimentalniho modelu metabolického syndromu.

Gemfibrozil byl podavan v davce 0,1% po dobu 3 tydnii. Podavani gemfibrozilu neovlivnilo
télesnou vahu zvitat (443+13 vs 449+7 g ). Podavani gemfibrozilu vyrazné snizilo hladiny
triglyceridil v séru a jatrech zvySené podavanim diety s vysokym podilem sacharézy. Hodnoty
glykémie nala¢no ani glykémie béhem OGTT nebyly poddvanim gemfibrozilu ovlivnény
(tabulka 46). Hypolipidemicky ucinek gemfibrozilu byl spojen se snizenim produktl
lipoperoxidace v séru, i myokardu a mirné v jatrech. Podavani gemfibrozilu zvysilo aktivitu
antioxidacnich enzymi v séru 1 v myokardu, naproti tomu sniZzené koncentrace glutationu, a-
a y-tokoferolu v myokardu nebyly podavanim gemfibrozilu ovlivnény (tabulky 47 a 48).
V myokardu doSlo pisobenim gemfibrozilu k signifikantnimu zvySeni aktivit SOD a katalazy.

Hladiny glutationu spolu s aktivitami SOD a katalazy byly zvySeny v jatrech po podani
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gemfibrozilu (tabulka 49). Hypolipidemicky ucinek gemfibrozilu nebyl spojen se zlepSenim
senzitivity tukové ani svalové tkané ani s lepSim oxida¢nim vyuzitim glukézy ve svalu ale
doslo ke snizeni hmotnosti epididymalniho tukového télesa jako ukazatele visceradlni tukoveé

tkané.

Tabulka 46 — Vliv podavani gemfibrozilu na parametry lipidového a sacharidového

metabolizmu.

Parametr HHTg + VS HHTg + VS + P
gemfibrozil

epididymal. tuk. tkan, g/100g 2,17 £0,09 1,72 +0,08 <0,01

séroveé triglyceridy, mmol/l 2,94 +£0,26 0,94 +0,06 < 0,001

glykémie, mmol/l 4,4 +0,2 43 +0,3 N.S.

OGTT — AUC mmol/2hod 756 + 66 713 +13 N.S.

triglyceridy v jatrech umol/g 225 +138 155 £1,0 <0,01

cholesterol v jatrech umol/g 6,84 +0,37 595 +0,42 N.S.

Hodnoty udavaji priimeér +SE, pocet zvirat ve skupiné 7.

Tabulka 47 — Vliv podavani gemfibrozilu na parametry oxida¢niho stresu v séru / plazmé.

HHTg + VS +
SERUM / PLASMA HHTg HHTg + VS gemfibrozil
Tg (mmolll) 2,21+ 0,05 2,94 + 0,26* 0,94 + 0,06+++
GSH (mmolll) 1,06 + 0,07 0,68 + 0,08* 0,79 £ 0,05
SOD (u/ml) 0,284 + 0,014 0,187 + 0,005* 0,297 £ 0,012++
CAT (umol H,0z/min/ml) 174 £ 18 125 +12* 350 £ 31++
GPX (umol GSH/min/ml) 440 + 24 245 + 23* 379 £ 19++
TBARS (nmolfl) 1,24 £ 0,06 1,70 £ 0,07 1,42 £ 0,08++
CD (nmolil) 38,94 + 2,42 55,34 £ 2,29 33,61 £ 1,42++

Data jsou uvdadena jako pruméry + SEM (7 zvirat ve skupiné).

Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 HHTg + VS vs HHTg (t-test).

+ p<0,05, ++ p<0,01, +++p<0,001 HHTg + VS +gemfibrozil vs HHTg + VS(t-test).

HHTQ — HHTg potkani standardni dieta

HHTg + VS - HHTg potkani vysokosacharozova dieta

HHTg + VS + gemfibrozil — HHTg potkani po poddni gemfibrozilu v davce 0,1% po dobu 3 tydnii
Dieta — standardni / vysokosacharézovd

Stari zvirat — 12 mésici
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Tabulka 48 — Vliv podavani gemfibrozilu na parametry oxida¢niho stresu v myokardu.

HHTg + VS +
MYOKARD HHTg HHTg + VS gemfibrozil
Tg (umol/g) 1,18 £ 0,10 1,19 £ 0,09 1,36 £ 0,20
GSH (mmol/mg protein) 1,32 £ 0,05 1,36 £ 0,07 1,26 + 0,09
aToc (nmolig) 71,41 £ 5,65 55,50 + 6,93 49,33 + 3,37
yToc (nmollg) 0,976 £ 0,123 0,421 £ 0,083* 0,457 £ 0,041
aToc/Tg (nmol/umol) 6,227 £ 1,291 5,083 £ 0,626 3,904 + 0,451
yToc/Tg (nmol/umol) 0,095 £ 0,020 0,033 £ 0,008* 0,038 £ 0,007
SOD (U/mg protein) 0,530 £ 0,080 0,329 £ 0,053 0,800 £ 0,108++
CAT (umol H,O/min/mg 175 9 207 + 14 252 £ 15++
protein)
protein) - - -
TBARS (nmol/mg protein) 1,57 £ 0,08 2,18 + 0,15* 1,88 £ 0,16+
CD (nmol/mg protein) 58,92 + 3,51 77,11 + 3,28* 64,63 + 3,65++

Data jsou uvadéna jako priméry £ SEM (7 zvirat ve skupiné).
Statistickd vyznamnost * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 HHTg + VS vs HHTg (t-test).
+ p<0,05, ++ p<0,01, +++p<0,001 HHTg + VS +gemfibrozil vs HHTg + VS (t-test).

HHTg — HHTg potkani standardni dieta
HHTg + VS - HHTg potkani vysokosacharozova dieta
HHTg + VS + gemfibrozil — HHTg potkani po podani gemfibrozilu v davce 0,1% po dobu 3 tydnii
Dieta — standardni / vysokosacharézova

Stari zvirat — 12 mésicu

Tabulka 49 — Vliv podavani gemfibrozilu na parametry oxida¢niho stresu v jatrech.

HHTg + VS +
JATRA HHTg + VS gemfibrozil P
GSH (mmol/mg protein) 1,14 £ 0,07 1,33 £ 0,07 <0,01
SOD (U/mg protein) 0,352 £ 0,023 0,533 +0,013 <0,01
CAT (umol H,O,/min/mg protein) 353+13 383+ 18 <0,01
GPX (umol GSH/min/mg protein) 503 £ 11 498 + 10 NS
TBARS (nmol/mg protein) 2,10+£0,12 2,19+£0,15 NS
CD (nmol/img protein) 105,03 + 5,88 76,40 £ 2,84 <0,01

Data jsou uvadena jako prumeéry £ SEM (7 zvirat ve skupiné).
HHTg + VS - HHTg potkani vysokosacharozova dieta
HHTg + VS + gemfibrozil — HHTg potkani po poddni gemfibrozilu v davce 0,1% po dobu 3 tydnii

Dieta — vysokosacharézova
Stari zvirat — 12 mésicii
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Zavér : Podavani gemfibrozilu mélo podle ocekavani vyrazny hypolipidemicky ucinek, ktery
byl spojen se snizenou lipoperoxidaci v plazm¢, myokardu 1 v jatrech. Naproti tomu, podavani
gemfibrozilu neovlivnilo sniZzené koncentrace glutationu, a- a y-tokoferolu v myokardu
indukované poddvanim diety s vysokym podilem sacharézy. Uvedené vysledky naznacuji, ze
hypolipidemicka 1é¢ba pti zdvazné hypertriglyceridémii nemusi byt dostatecnd pro zvySeni
vSech antioxida¢nich systémi ve tkanich. Doplnéni terapie zvySenym piivodem antioxidant
by mohlo zvysit ucinnost hypolipidemické terapie z hlediska prevence kardiovaskularnich

poruch.
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6. DISKUZE
Pokusy uvedené v této disertacni praci byly zamétené na sledovani parametri oxidacniho
stresu v myokardu, aorté a jatrech a jejich mozném uplatnéni v patogenezi metabolickych a
kardiovaskularnich poruch provazejici metabolicky syndrom. Dalsi ¢ast prace byla vénovéana

moznostem pozitivniho ovlivnéni oxidac¢niho stresu nutri¢ni a farmakologickou intervenci.

Negativni disledky hypertriglyceridemie na oxidac¢ni stres ve tkanich

V poslednich letech piibyvaji dikazy o klicové uloze poruch lipidového metabolizmu v
patogenezi inzulinové rezistence a jejich komlipkacich (Mc Garry 2002). Inzulinova
rezistence je asociovana nejen s hypertriglyceridemii, ale i se zvySenim sérovych koncentraci
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) a s ektopickym ukladanim triglycerida (Tg) a
jejich meziprodukt (diacylglyceridli, mastnych kyselin s dlouhym fetézcem) ve svalové
tkani, jatrech a v B-bunkach pankreatu (Lewis a Tracy 2002, DiviSova et al 2002).

Studie byly provedeny u kmene potkanli s geneticky fixovanou hypertriglyceridémii.
Neobézni kmen HHTg potkanli pfedstavuje unikatni model inzulinové rezistence, kterd neni
spojena s excesivni akumulaci télesného tuku jako je tomu u obvykle pouzivanych model
metabolického syndromu - obéznich potkan s genetickou poruchou tvorby leptinu nebo
leptinového receptoru. Navic obezita vzdy nemusi provazet metabolicky syndrom.
Z klinickych studii vyplyva, Ze pfiblizné 20% pacientli s metabolickym syndromem neni
obéznich.

U HHTg potkant je hypertriglyceridemie asociovana s hyperinzulinemii, rezistenci tkani k
ucinku inzulinu, zhorSenou glukézovou toleranci a mirnou hypertenzi (Vréna et al 1990).
Zvyseny piisun fruktézy nebo sacharézy vede k vyraznému zvySeni triglyceridemie, k
akumulaci Tg v jatrech a ke zvySené produkci VLDL z jater (Vrana et al 1993). Tento model
je vhodny ke studiu mechanizmi podminujicich rozvoj inzulinové rezistence a jejich
komplikaci u neobeznich jedinct a ke sledovéani G¢inkii mirné nutrién¢ indukované obezity
vyvolané zvySenym kalorickym pfijmem diety s vysokym podilem sacharézy nebo tukd.

V naSich studiich byl rozvoj metabolickych poruch spojenych s inzulinovou rezistenci a
metabolickym syndromem potencovan podavanim diety s vysokym podilem sacharézy,
pfiCemz ve srovnani s kontrolnimi potkany, jsou HHTg potkani k tomuto nutricnimu podnétu
extrémné citlivi. Kmen HHTg potkanid byl vyselektovan z potkanti Wistar na zakladé
zvySenych hladin sérovych triglyceridi po pfivodu vysokosachar6zové diety (Vrana et al

1990).
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Vysledky naSich studii provedenych u HHTg potkant ukazaly, ze kromé& vyrazné
hypertriglyceridémie vykazovali HHTg potkani zhorSenou gluk6zovou toleranci béhem
OGTT, hyperinzulinémii, zvySené koncentrace NEMK a snizenou senzitivitu svalové i
tukové tkané k ucinku inzulinu (tabulka 11, obrazky 5 a 6). Tyto metabolické abnormality u
potkant s hereditarni hypertriglyceridémii byly spojeny se zvySenymi sérovymi hladinami
lipoperoxidacnich produktii a se snizenou koncentraci glutationu a aktivitou antioxida¢nich
enzymt, katalazy a glutationreduktazy (tabulka 12). Lipoperoxidacni produkty, métené jako
TBARS, pozitivné korelovaly s hladinami triglyceridi v séru. Naproti tomu sérové
koncentrace glutationu a y-tokoferolu vykazovaly negativni korelaci s koncentraci triglyceridu
v séru. Tyto nalezy naznacuji duleZitou, zatim neobjasnénou roli glutationu a y-tokoferolu
V patogenezi vaskuldrnich poruch. Na rozdil od klinickych studii, ve kterych byly u pacientii
pozorovany snizené sérové koncentrace o-tokoferolu (Hopps et al. 2010, Roberts and Sindhu
2009), v recentni klinické studii byly u pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim nalezeny

snizené koncentrace y-tokoferolu a nikoliv a-tokoferolu. (Kontush et al 1999).

Zvysené sérové hladiny lipoperoxidaénich produkti u HHTg potkand jsou v souladu
s vysledky klinickych studiich, v nichz byly pozorovany vys$si plasmatické koncentrace
lipoperoxidacénich produkti pti zhorsené gluk6zové toleranci, u diabetikli 2. typu a recentn¢ i

u pacientd s metabolickym syndromem.

V souvislosti s rizikem kardiovaskularnich poruch pii metabolickém syndromu jsou zavazné
naSe nalezy vyrazné zvySené akumulace triglyceridl, akcentované lipoperoxidace a nizsi
koncentrace glutationu , a- a y-tokoferolu v intimné-medii aort u hypertriglyceridemickych
potkant. Na téchto zménach se miize podilet nékolik mechanizmd.

Jiz dtive byla u modelu HHTg potkani zjiSt€na zvySend oxidabilita lipoproteinovych ¢astic
LDL a VLDL (Kazdova et al 1997). Ke zvySené lipoperoxidaci pii hypertriglyceridémii
mohou pfispivat vyssi hladiny volnych mastnych kyselin ale také vyssi podil malych denznich
LDL, ve kterych je niz§i koncentrace vitaminu E a které jsou vysoce aterogenni.
Lipoperoxidace se odehrava vcévni sténé pii priniku lipoproteinii endotelem a
Vv subendotelidlnim prostoru. Pokusy na tkanovych kulturach ukazaly, Ze se na ni mohou
podilet buiikky endotelu, hladkého svalstva cév, monocyty a makrofagy (O'Brien a Chait
1994). Oxidativni modifikace lipoproteinti nejen mize zvySovat akumulaci lipida v arterialni
sténé, ale v disledku vzniku toxickych lipoperoxidacnich produktli mize negativné ovlivnit i

prokoagula¢ni aktivitu, proliferaci hladkosvalovych bunék a tvorbu NO (Roberts and Sindhu
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2009). Pro tento predpoklad svéd¢i nizsi koncentrace NO a cGMP v aortach HHTg potkani
(Obrazek 7), kter¢é mohou byt dasledkem snizené syntézy NO nebo zvySené oxidativni
degradace NO volnymi kyslikovymi radikaly.

Zvysena lipoperoxidace v aortich HHTg potkani mize byt také duasledkem nizSich
koncentraci antioxidantl. Koncentrace glutationu byla u HHTg potkanti snizena o 35%.
Glutation je dulezity intracelularni antioxidant, ktery ma podle soucasnych ptedstav dulezitou
roli nejen pii odstranovani produktt lipoperoxidace, ale i v regulaci genové exprese, produkce
cytokind a apoptdzy (Wu et al 2004).

Ke zvyseni rizika vaskularnich poruch pii metabolickém syndromu mohou pfispivat i
vyrazné snizené koncentrace o- a y-tokoferolu v intimé-medii aort, které byly snizeny u
HHTg potkanti 0 70%.

Zatimco je znacnad pozornost veénovana uloze a-tokoferolu v souvislosti s oxidativni
modifikaci lipoproteinl, méné je zndmo o moznych disledcich niz§ich koncentraci y-
tokoferolu. Podle recentnich poznatkti ma y-tokoferol v porovnani s a-tokoferolem vétsi
antioxidaéni aktivitu, 0¢innéji vychytdva peroxynitrity, ovlivituje aktivitu SOD, aktivuje
v-tokoferolu mohou témito mechanizmy zvySovat riziko kardiovaskularniho poskozeni. Nase
nalezy ukazuji, Ze sledovani plazmatickych koncentraci y-tokoferolu, které¢ dosud neni bézné
v klinické praxi, by mohlo pfispét k lepSimu pochopeni plisobeni vitaminu E, pfestoZe jeho
koncentrace v séru jsou priblizné 10x krat niz§i nez a-tokoferolu. Z hlediska prevence
kardiovaskularniho poskozeni jsou dilezité funkce obou tokoferolii a rovnéz jsou dilezité
koncentrace vV arterialni sténé a myokardu, kde dochazi k nezadoucimu poskozeni
lipoproteint, pfedev§im LDL. PoSkozeni lipoproteinii v plazmé je malo pravdépodobné
vzhledem K silné antioxida¢ni kapacité plazmy. y-Tokoferol je lep$im ukazatelem tkanovych
koncentraci vitaminu E, které jsou mistem jeho skute¢ného plisobeni. Jak vyplyva z naSich
studii sérové koncentrace nemusi vzdy odpovidat tkanovym koncentracim.

Tyto ndlezy podporuji hypotézu, Ze v patogenezi vaskularnich komplikaci doprovézejicich
metabolicky syndrom muze mit dtlezitou ulohu oxidacni stres, ke kterému mize pfispivat jak
zvySené mnozstvi lipidd, jako substrdtu pro oxidaci, tak i1 niz$i aktivita antioxidacnich
systémtl.

Po fadu let byla pozornost v oblasti oxida¢niho stresu zaméfena na negativni UCinky
hyperglykémie (Evans et al 2003). Vzhledem Kk tomu, Ze inzulinova rezistence predchazi

vzniku hyperglykémie, je nepravdépodobné, Ze v prediabetickém stavu, kterym je
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metabolicky syndrom, je oxida¢ni stres vyvolan samotnou hyperglykémii. Podavani
vysokosacharézové diety u HHTg potkan jen mirné ovliviiuje glukézovou toleranci, ale
vyrazné zvysuje sérové koncentrace triglyceridit a NEMK, které mohou indukovat oxida¢ni
stres. Tyto skutecnosti podporuji hypotézu o uplatnéni lipotoxicity v oxidacnim stresu

spojeném s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem.

Vliv véku, obezity a hypertenze na oxidacni stres

Ptibyvajici vék patii mezi dalsi faktory, které zvySuji prevalenci metabolického syndromu,
diabetu 2. typu i kardiovaskularnich onemocnéni (YKi-Jarvinen 1995). I kdyz zvySeni
sérovych koncentraci indikatorti oxida¢niho stresu bylo pozorovano v experimentalnich i
klinickych studiich, zlstavd neobjasnéno do jaké miry se v téchto poruchich uplatiuje
oxidacni stres ve tkdnich. V nasi studii jsme zjistili, Ze v pribchu starnuti u kontrolnich i
HHTg potkanti nedoslo ke zmé&nam Vv triglyceridemii, ani v sérovych a tkanovych koncentraci
a- a y-tokoferolu v porovnani se zvitaty ve véku 3 mésicti. Naproti tomu u kontrolnich zvifat
doslo k mirnému a u HHTg potkanii k vyraznému snizeni aktivity antioxidacnich enzyma —
SOD, katalazy, GPx. Piibyvajici vék zvySoval oxidac¢ni stres v myokardu, kde podobn¢ jako
Vv séru, u kontrolnich zvitat byly mirn¢ a u HHTg potkani vyrazné sniZzeny hladiny glutationu,
a- a y-tokoferolu, katalazy GPx a GR. Katalaza, ktera se podili na detoxifikaci H,O,, mize
také vyznamné ovlivnit v€kem indukované zmény kardiovaskularniho systému, zejména
oxidacni poskozeni proteint, které ma souvislost se zhorSenou funkci myokardu v procesu
starnuti. Tato hypotéza byla potvrzena i v dal§i experimentélni studii, kde zvySena exprese
katalazy v myokardu branila nezddouci oxidaci proteinii a chranila myocyty pred vékem
indukovanymi poruchami kontraktility (Qin et al 2009). ZvySena exprese katalazy
V mitochondriich u transgennich mys$i byla spojena s 20% prodlouZenim Zzivota tohoto
experimentalniho modelu (Schriner et al 2005). Zavaznym nalezem z hlediska oxida¢niho
stresu je 1 pokles aktivity SOD. Ta ma vyznamnou roli v ochrané mitochondrii pted
pusobenim volnych radikali, které mohou pfispivat k rozvoji mitochondrialnich dysfunkci.
Prvni z molekul, kterd miiZze byt poskozena superoxidovym radikdlem, je mitochondridlni
DNA, nebot” neni tak chranénd jako jadernd DNA. ZvySena exprese mitochondridlni SOD u
mysi prodluzovala délku Zivota a snizovala neurotoxicitu (Hu et al 2006).

Nase vysledky ukazuji, Ze niz$i aktivita antioxida¢niho systému muze byt pravdépodobné
pfi¢inou zvySené tvorby lipoperoxidacnich produktt, které byly u zvifat starych 16 mésict

V porovnani se zvitaty ve véku 4 meésicli zvySeny v séru i v myokardu na dvojnasobné
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hodnoty jak u kontrolnich tak u HHTg potkanti, zatimco triglyceridemie ani mnoZzstvi

télesné¢ho tuku nebyly s pribyvajicim vékem ovlivnény.

K dal$im faktortim, které jsou soucasti poruch asociovanych s metabolickym syndromem je
obezita, kterd vyrazn¢ prohlubuje poruchy inzulinové rezistence a zvySuje riziko rozvoje
predCasné aterosklerozy.

Cilem dalSich pokusi bylo zjistit do jaké miry kombinace mirné obezity navozené
dlouhodobym podavanim diety svysokym podilem sacharéozy v kombinaci s
hypertriglyceridémii ovlivni parametry oxidacniho stresu. Zjistili jsme, ze podavani
vysokosacharézové diety po dobu 4 mésicli v porovnani s poddvanim této diety po dobu dvou
tydnt zvysilo télesnou hmotnost, hmotnost viscerdlni tukové tkdné a triglyceridémii. Tento
model nutricné indukované obezity 1épe odpovida situaci u ¢lovéka, vzhledem k tomu, ze
zvyseny piijem sachardzy v poslednich letech v souvislosti s pouzivanim fruktézového sirupu
V potravinaiském priamyslu je povazovan za jednu zpfi¢in narGstu obezity a
kardiovaskularnich poruch. Nejvyraznéjsi zménou, ke které doSlo u nutricné indukované
obezity byly vyrazné snizené koncentrace o.- a y-tokoferolu v intimé-medii aort a v myokardu
a to jak v absolutnim mnozstvi tak i pfi pfepoctu na obsah triglyceridi. V dasledku nizsi
antioxidacni aktivity vedla nutri¢cné indukovana obezita ke zvySeni tvorby lipoperoxidacnich
produkti. Ziskané vysledky podporuji hypotézu o negativnim Gc¢inku dlouhodobého piijmu
diety s vysokym podilem sachar6zy a synergického vlivu hypertriglyceridémie a obezity na
rozvoj rizika kardiovaskularnich poruch.

Je zajimavé, Ze geneticky indukovana obezita na rozdil od nutriéné indukované obezity
neovlivnila sérové hladiny a- a y-tokoferolu, zatimco koncentrace a- a y-tokoferolu
V intimé-medii aort byly obdobné sniZeny u obou kment. Tyto vysledky ukazuji, Ze sérové

koncentrace nemusi vzdy odrazet koncentrace antioxidantl ve tkanich.

Snizena aktivita katalazy a GPx u obéznich HHTg potkand v naSich pokusech je v souladu
s dal$imi experimentalnimi studiemi. U obéznich potkanli Fischer byla pozorovdna snizena
exprese antioxidacnich enzymi SOD a glutationperoxidazy v aorté (Roberts et al 2006). U
dal§ich experimentalnich modelii nutricné vyvoland obezita byla spojena s poSkozenim
vazodilatace zpusobenou snizenou dostupnosti NO (Galili et al 2007). RovnéZz v naSich
drivejsich studiich byly u HHTg potkanid sniZzeny koncentrace NO jak v séru tak 1 v aorté
(Kazdova et al 1997). Nezastupitelnou ulohou NO je udrzovani vasodilatace v cévach

stimulaci tvorby ¢cGMP v hladkych svalech cév. Nizs§i koncentrace NO, kterd miize byt
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disledkem sniZzené syntézy nebo zvySené inaktivace NO volnymi kyslikovymi radikéaly, mtze
souviset s diive zjisténymi poruchami vazodilatace u HHTg potkant (Edelsteinova et al
1993).

V nasSich pokusech byla hypertriglyceridémie spojena se snizenou koncentraci NO a rovnéz se
snizenymi koncentracemi cGMP, ktery je po stimulaci adenylatcyklazy oxidem dusnatym
skuteCnym vasorelaxacnim agens. Niz$i biologickd dostupnost NO byla prok4zdna také
v aortach SHR potkant (Cosentino et al 1998). NO mize mit v zavislosti na lokalnim
mnozstvi ROS, zejména superoxidu O, dvoji u¢inek. Pfi relativné vyssi produkci volnych
radikali vznikaji reakci NO se superoxidovym radikdlem vysoce toxické peroxynitrity NOO-.
Naopak pii vyssi produkci NO reaguje NO s alkoxylovymi radikaly a ukoncuje tak fetézovou
reakci, takze ptisobi v této situaci jako antioxidant (Beckman et al 1990). Z poslednich nalezt
vyplyva, ze NO potlacuje aktivitu NADPH oxidazy (Dusting et al 2005) a tim muze blokovat
zdroje oxidacniho stresu v arterielni stén¢.

Utinek NO tak zavisi na lokalnich pomérech v arterielni sténé — na dostupnosti substratu pro
syntézu NO, na aktivit¢ NO syntézy, na lipoperoxidacnich procesech a na mnozstvi
vznikajicich radikalt. Nebezpeéné peroxynitrity jsou G¢inngji vychytavany y-tokoferolem,
proto vyrazné snizené hladiny y-tokoferolu v aortaich HHTg potkani mohou pfispivat ke
zvySeni oxida¢niho stresu v arteridlni stén¢ a porucham vazodilatace.

Tyto nalezy ukazuji, Ze lokélni vaskularni oxida¢ni stres miZe byt dilezitou determinantou
endotelidlni dysfunkce spojenou s v€asnym stddiem obezity nebo vékem indukovanych

poruch.

Dalsim faktorem, ktery muze hrat roli v indukci oxida¢niho stresu a endotelialni dysfunkeci je
hypertenze. Otazky vlivu oxida¢niho stresu na sérové hladiny NO jsme analyzovali u skupiny
juvenilnich hypertonikli s cilem zjistit do jaké miry jsou v inicidlnich fazich hypertenze
zapojeny zmény antioxidacni aktivity a lipoperoxidace. Vysledky nasi studie ukéazaly, Ze u
juvenilnich hypertonikd byla mirné zvySena triglyceridémie spojena s vyznamné niZ§imi
sérovymi hladinami kyseliny askorbové a a-tokoferolu. Naproti tomu u juvenilnich
hypertoniki nebyly v porovnani s normotenznimi kontrolami hladiny lipoperoxidac¢nich
produktt ani NO ovlivnény.

Zavaznym disledkem zvySeného oxida¢niho stresu v cévni st€éné muize byt dysfunkce

endotelu v disledku snizené dostupnosti oxidu dusnatého pisobenim volnych radikalu.
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Oxidacni stres pri hyperglykémii

Vliv hyperglykémie na oxidacni stres je po fadu let pfedmétem intenzivniho studia zejména
v souvislosti s patogenezi mikrovaskularnich komplikaci diabetu. Pfi¢inou zvySené tvorby
ROS a jejich snizené¢ho odstranovani pii diabetu mize byt fada metabolickych a humoralnich
odchylek, predevsim hyperglykémie nebo hyperlipidémie, které jsou pro diabetes typické a
které mohou byt ptitomny jest¢ v obdobi pied manifestaci diabetu. Chronickd hyperglykémie
muze indukovat oxidacni stres fadou mechanizml jako je tvorba konecnych produkti
pokrocilé glykace (AGE), jejich autooxidace a interakce s bunéénymi receptory, aktivace
rozliénych izoforem proteinkindzy C, indukce polyolovych sloucenin a zvySena aktivita
metabolické drahy hexosamint (Grattagliano et al 2008). Proteiny se stavaji piedmétem
glykace, coz naptiklad v ptipadé SOD a dalSich enzymG miZe naruSit antioxidacni
mechanizmy. S timto pfedpokladem jsou v souladu naSe nalezy vyrazné snizené aktivity
SOD, katalazy a GPx v séru a v myokardu u potkanii se streptozotocinovym diabetem.
Snizena aktivita glutation-dependentnich enzyma byla pravdépodobné dasledkem nizsiho
obsahu glutationu v séru a v myokardu diabetickych potkand. Zajimavé nalezy jsme ziskali
pii vySeteni vlivu diabetu na koncentrace a- a y-tokoferolu. U diabetickych potkani sérové
koncentrace a- a y-tokoferolu byly vyrazné snizeny, niz$i byly i koncentrace o-tokoferolu
v myokardu. Prekvapivym néalezem byly o 50% zvySené koncentrace a-tokoferolu a mirné
zvySené koncentrace y-tokoferolu v aortich diabetickych potkand. Navzdory zvySené
koncentraci o- a y-tokoferolu byla v aortaich a v myokardu diabetickych potkand vyrazné
zvySena tvorba lipoperoxidacnich produkti. Je zajimavé, Ze asociace zvysSenych koncentraci
a- tokoferolu se zvysenou tvorbou produktti lipoperoxidace byla pozorovana v myokardu u
diabetickych potkani (Jain a Levine 1995). Vysvétlenim pro tyto nalezy je pravdépodobné
zvySend akumulace lipidl pfi souCasném nedostatku koantioxidantl, které pievadéji
tokoferolovy radikél z lipofilniho do hydrofilniho prostfedi. Podle jedné zteorii mohou
zvysené koncentrace o- tokoferolu ve tkanich mit i negativni prooxidacni ucinky (Kontush et
al 1996). Podobné¢ prekvapivé vysledky v myokardech diabetickych potkanti byly pozorovany
také u SOD (Shirpoor et al 2009) a katalazy (Stefek et al 2000). Zvysené aktivity téchto
antioxidaCnich enzymii v myokardu byly spojeny se zvySenou lipoperoxidaci a oxidaci
proteinll. Z téchto nélezli vyplyva, Ze otazky tykajici se suplementace diabetikl vitaminem E
nejsou objasnény. Pravdépodobné dulezit€jsi ulohu v antioxidaénim systému u diabetikt
mohou mit poruchy syntézy glutationu a utilizace kyseliny askorbové ve tkanich, kdy jsou

vyuzivany pro intracelularni transport podobné mechanizmy jako pro transport glukozy.
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Snizené koncentrace kyseliny askorbové, a-tokoferolu a glutationu a nizsi aktivita SOD byly
zjistény v plazmé diabetikti a diabetickych potkant (Yoshida K 1995).

Nase vysledky podporuji hypotézu, ze na zvySeném oxidacnim stresu pti hyperglykémii se
vyznamnou meérou podili snizena koncentrace glutationu a sniZzena aktivita antioxidacnich
enzyml. Témito mechanizmy chronickd hyperglykémie miize zhorSit funkci endotelu a
indukovat rozvoj makro- a mikrovaskularnich komplikaci (Haidara et al 2006, Evans et al
2003).

Oxidacni stres a jaterni steatéza

Nealkoholicka jaterni steatdza postihuje 20-30% jedincii v rozvinutych zemich. Casto je
spojena s obezitou a inzulinovou rezistenci a je bézna u pacientd s metabolickym syndromem
(Clark, 2006; Rector et al 2008). V soucasné dob¢ je povazovana za novou ale velmi
vyznamnou komponentu metabolického syndromu. Pro NAFLD je typické Siroké spektrum
poSkozeni jater, od prosté steatdozy, ktera muze prejit v nealkoholickou steatohepatitidu
(NASH), a dale fibrozu a cirhozu (Schreuder et al 2008). Patofyziologické mechanizmy
NAFLD nebyly dosud zcela objasnény a malo se vi o faktorech, které jsou odpovédné za
zménu prosté hepatické steatdzy ve steatohepatitidu a proc€ se to stane jen u nékterych jedinci.
Podle tzv. ,two-hit* hypotézy, pfedstavuje jaterni steatdza jen stav, ktery nezplisobuje vazné
poskozeni jater, ale jen predisponuje steatozni jatra k riznym dal§im Skodlivym vliviim, jako
jsou oxidacni stres nebo prozanétlivé cytokiny (Day a James 1998). Na druhé strané, rozsah
steatozy dobie koreluje s progresi ve steatohepatitidu u lidi (Wanless a Lentz 1990) a n¢kolik
studii, publikovanych v posledni dob¢, také naznacilo, Ze hromadéni tuku v jatrech a zvlaste
spektrum mastnych kyselin v jaternich lipidech by mohlo byt v kauzalnim vztahu k vyvinu
NASH (Gentile a Pagliassotti 2008).

U naseho modelu jaterni steatdozy a metabolického syndromu transgennich SREBP-la
potkanti vedla zvySena exprese genu regulujicich syntézu lipidi (Scdl a Fas) k vyrazné
akumulaci triglyceridii (+249%) a cholesterolu (+65%) v jatrech. Takto vyvolana jaterni
steatdza byla spojena se zvySenou lipoperoxidaci a se snizenou kapacitou antioxidac¢niho
systému v dusledku deficience o- i y-tokoferolu v séru a snizené syntézy glutationu a nizsi
aktivity antioxidacnich enzymi v jatrech. V této souvislosti je zajimavé, Ze nizké hladiny a-
tokoferolu byly pozorovany i u pacientil se steatohepatitidou (Bahcecioglu et al 2005).
Analyza profilu mastnych kyselin v membranovych fosfolipidech ukdzala, Ze jaterni steatdza

byla spojena se zvySenym podilem saturovanych mastnych kyselin a s vyraznou depleci
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mastnych kyselin fady n-3 (Malinskd et al 2009). Tyto zmény mohou negativné ovlivnit
permeabilitu membran, predispozici k zanétu a rezistenci tkani k uc¢inku inzulinu (Calder et al
2007, Griffin et al 2006). SniZena aktivita antioxida¢nich enzymu spolu s depleci redukované
formy glutationu a deficitem vitaminu E v séru, mohou piispivat k prohloubeni oxida¢niho
stresu. Glutation je dilezity intracelularni antioxidant, ktery je v jatrech syntetizovan. Snizena
antioxidacni kapacita mize byt jednou z pfi¢in poklesu polynenasycenych mastnych kyselin,
které jsou velmi citlivé k lipoperoxidaci. Dulezitou ochrannou roli pro nenasycené¢ mastné
kyseliny a membranové fosfolipidy méa zejména vitamin E. Zmény ve sloZeni mastnych
kyselin mohou ovlivnit lipidovy metabolizmus a spolu se zvySenym oxidacnim stresem
mohou potencovat zanét a prechod prosté steatézy k steatohepatitidé. Pro tento predpoklad
potkanil se zvySenou expresi SREBP-1a (Obrazek 17, Pravenec — osobni sdéleni).

Nase vysledky ukazuji, Ze nadmérna akumulace lipidi v jatrech indukovand genetickou
predispozici ke zvySené syntéze lipidi v jatrech zvySovala oxidacni stres, ktery Casem
pfekona kapacitu antioxidacnich systému v jatrech a spolu s indukei zanétlivé reakce muize

pfispivat ke vzniku NASH.

Akcentova syntéza lipidi u transgennich SREBP-la potkani zvySovala nejen jaterni
steatozu, ale vedla i ke zvySené akumulaci lipidd ve svalové tkani a v aorté. Negativnim
dasledkem ektopického ukladani lipidi byla snizena senzitivita svalové tkané k ucinku
inzulinu (Obrazek 16), ktera ptispiva k rozvoji inzulinové rezistence. Akumulace triglycerida
v aorté, ktera byla u transgennich zvifat zvySena na dvojnasobek, pfispiva k rozvoji
pred¢asné aterosklerdzy. Podle jedné z teorii mohou byt lipidy ukladany i v epikardidlni
oblasti myokardu, a mohou vést ke sniZzeni energetického metabolismus myokardu
(Perseghin et al 2007). Perseghin prokazal, Ze osoby se zvySenym mnozstvim jaternich lipidia
vykazovaly také zvySeni epikardialnich lipidi. Vysledky u naseho modelu podporuji
hypotézu, kterd zdaraziuje dilezitost NAFLD jako nezavislého faktoru kardiovaskularniho

poskozeni (Targher 2007).
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Moznosti nutri¢ni a farmakologické intervence

Metabolické ucinky CLA

CLA patii mezi polynenasycené mastné kyseliny fady n-6, kterd je obsazena v mase a mléce
pirezvykavci. V nékterych studiich byly prokazany jeji antiadipogenni, antiaterogenni a
protizanétlivé uc¢inky (Moloney et al 2007), které vedly k doporu¢eni CLA  jako
potravinového doplitku pro snizeni télesné hmotnosti. Vysledky klinickych studii jsou vSak
znaén€ rozporuplné a nekonzistentni. Mechanizmy jejiho ptisobeni ani ucinky u
metabolického syndromu nejsou objasnény.

V nasi studii jsme zjistili, ze CLA u experimentalniho modelu metabolického syndromu
snizila télesnou hmotnost i mnozstvi visceralni tukové tkang, zlepsila parametry lipidového i
sacharidového metabolizmu a stimulovala sekreci adiponektinu. V tukové tkéni podavani
CLA zlepsilo senzitivitu k G€¢inku inzulinu a zvysilo lipolyzu mastnych kyselin, ktera nebyla
spojena s nezadoucim ektopickym ukladanim triglyceridd. Podavani CLA bylo rovnéz
spojeno se zlepSenim oxidacniho stresu v jatrech. Vysledky podporuji hypotézu o ptiznivych
ucincich CLA pfi metabolickém syndromu.

Nektefi autofi (Andreoli 2009) publikovali, ze CLA jako polynenasycend mastna kyselina
zvySuje hladiny glutationu tim, Ze indukuje enzymy zahrnuté do jeho biosyntézy. Schopnost
CLA chranit ptfed nezadouci lipoperoxidaci je pravdépodobné zaloZena na jiném
mechanizmu. Mize se uplatiovat piimé antioxidacni pisobeni, ale n€kteti autofi to popiraji.
CLA muze rovnéZ zlepSovat stabilitu membranovych lipidi a tim chrdnit membrany pied
lipoperoxidaci. V nasi studii mélo podavani CLA pfiznivy vliv na hladiny glutationu a
aktivitu glutation-dependentnich enzymu v jatrech. Naproti tomu pfiznivy G¢inek CLA na
hladiny lipida a celkovou télesnou kompozici nebyl spojen se zlepSenim oxida¢niho stresu
v myokardu. CLA prostfednictvim zlepSeni homeostazy glutationu mutze pfispivat k ochrané
pted rozvojem NAFLD. Ptiznivé u¢inky CLA v prevenci a rozvoji NAFLD byly pozorovany i
u obéznich potkanti kmene Zucker fa/fa (Nagao et al 2005). Rovnéz u potkand s deficitem
vitaminu E CLA sniZovala lipoperoxidaci a zlepSovala antioxidaéni stav v jatrech (Kim et al
2005). Ve studii, ktera srovnavala uc¢inky CLA a dalSich PUFA n-3 i n-6, jen CLA vyrazné
zvySovala syntézu glutationu bez zvySeni lipoperoxidace (Arab et al 2006). Svym piiznivym
ucinkem na syntézu glutationu se mize CLA podilet na modulaci redox stavu buiiky. Mezi
prioritni néalezy pifi podavani CLA patii pfedevSim snizend akumulace lipidd v jatrech,
kosternich svalech, myokardu a v intimé-medii aort a zlepSeni senzitivity tukové tkané

Kk u¢inku inzulinu. Tyto otazky nebyly sledovany v zadné studii. Néktefi autofi upozoriuji na
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rozdilné ucinky obou hlavnich izoméri CLA, které jsou v dietnich suplementacich
zastoupeny ve stejném pomeéru, zatimco v dietnich zdrojich je preferovan izomer t9-cll
(Riserus et al 2004). N¢které negativni u¢inky CLA jsou pfipisovany pravé izoméru c¢10-t12,
ktery je jen minoritné zastoupen v dietnich zdrojich.

V mechanizmu plsobeni CLA hraje pravdépodobné dilezitou roli jeji pozitivni vliv na
tukovou tkan, ktery ma pak nasledné pfiznivé Gi¢inky na ostatni tkan¢. Tento fakt je v souladu

s tim, ze CLA zvySovala hladiny adiponektinu, ktery ma inzulin senzitizujici ucinky.

Udinky vitaminu E

Podavani a-tokoferolu HHTg potkanim  zvySovalo koncentrace tohoto antioXidantu
v arterielni sténé i myokardu, vyrazn¢ snizilo parametry lipoperoxidace v séru i v myokardu a
zvySilo hladinu glutationu v séru. Aktivity antioxidanich enzyml nebyly podavanim
vitaminu E ovlivnény.

Velké intervencni studie s podavanim vitaminu E zatim nepfinesly pozitivni vysledky.
Zatimco observacni klinické a experimentalni studie vétSinou potvrdily pozitivni ucinek
vitaminu E na kardiovaskularni riziko. Recentni studie naznacily, Ze suplementace vitaminem
E, ktera piedstavuje pouze formu o-tokoferolu, mize mit negativni vliv na biodostupnost
ostatnich tokoferold (Wolf 2006). Suplementace a-tokoferolu muze vést ke snizeni
cirkulujicich hladin y-tokoferolu v disledku vyssi afinity o-tokoferolu Kk jaternimu proteinu
TTP (tocopherol transpher protein), ktery ptenasi tokoferol do lipoproteinovych ¢astic VLDL
a prednostné vestavuje a-tokoferol do téchto lipoproteind (Traber 2007). Prestoze
Vv experimentalnich studiich s radioaktivné znac¢enymi latkami bylo pozorovano snizeni hladin
v-tokoferolu po podani vysokych davek a-tokoferolu (Traber 2007), v nasich studiich jsme
tento negativni jev nepozorovali. Je pravdépodobné, ze pfi soucasném dostatecném dietnim

piijmu y-tokoferolu, se nemusi projevit jeho snizeni po podani a-tokoferolu.
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Metabolické ucinky glutationu

Snizené plazmatické hladiny glutationu byly pozorovany v klinickych studiich u pacientd
s diabetem, po mozkové piihodé€, pii kardiovaskularnim onemocnéni (Haaften et al 2003) a
také u skupiny vegetarianti (Nagyova a Ginter 1995). Rovnéz nase studie u experimentalnich
modeld prokézaly vyrazné snizeni sérovych i tkanovych koncentraci glutationu pfi
hypertriglyceridemii, diabetu, nutri¢éné¢ indukované obezité nebo v pribchu starnuti. Glutation
kromé toho, ze je kofaktorem antioxidac¢nich enzymi ma i fadu dalSich funkci — pfimo
vychytava radikaly ‘OH, ucastni se pfenosu aminokyselin pies bunéénou membranu a
redukuje ptimo nebo neptimo tokoferolovy radikal. Podavani glutationu v klinickych studiich
k 1é¢eni komplikaci diabetu nebo nasledkt deficitu proteint v potravé je komplikovano jeho
kratkym poloCasem a nedostatecnym prunikem do intraceludrniho prostoru. U pacientl
s DMT2 infuse glutationu zvySovala inzulinovou senzitivitu (De Mattia et al 1998).
Vyhodnejsi je proto podavani metyl- nebo etylesterti glutationu, které snadnéji prechazeji pies
bunécnou membranu do intracelularniho prostoru, kde jsou hydrolyzovany na GSH. V nasich
pokusech intraperitonedlni aplikace glutation etyl esterti (GEE) dvakrat denné po dobu ctyt
dnlt zvySilo hladiny glutationu Vv séru i v myokardu, pfiznivé ovlivnilo dalsi slozky
antioxidac¢niho systému a snizilo lipoperoxidaci. VétSina intracelularniho glutationu 85-90%
se nachazi v cytosolu, zbytek pak v mitochondriich, jadfe i peroxisomech. Pomér oxidované a
redukované formy glutationu GSH/GSSG je dilezitym ukazatelem redox stavu buiky a
poruseni tohoto poméru miiZze aktivovat nékteré signdlni drahy vcetné aktivace NFkB,c-Jun
N-terminalni kindzy, MAPK. ZvySena aktivace téchto signalnich drah pak vede ke zvySené
bunécné proliferaci a apoptdze a mohou se tak uplatiiovat ve zhorSeni inzulinové rezistence a
kardiovaskularnim poskozenim (Wu et al 2004).

Deplece glutathionu vyvoland podanim inhibitoru glutathionsyntdzy nejen zvySovala oxidacni
stres, ale také vyznamné zhorSovala glukdzovou toleranci a senzitivitu tukové tkané k ucinku
inzulinu u HHTg potkant. Tyto vysledky podporuji hypotézu, podle které oxidac¢ni stres mlze
potencovat metabolické zmény spojené s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem.
Snizeni antioxidac¢ni ochrany Vv disledku deplece glutationu, mize také pfispivat ke zvySeni
lipoperoxidace pozorované po podani BSO, piestoze ma tato latka hypolipidemicky ucinek.
Deplece glutationu v myokardu vedla ke snizeni aktivity GPx a zvySeni aktivity GR, které
pravdépodobné plisobi jako kompenzacni mechanizmy ve snaze udrzet hladinu redukovaného
glutationu. Oba glutation-dependentni enzymy GPx i GR udrzuji rovnovahu mezi

redukovanou a oxidovanou formou glutationu.

91



Podle recentnich poznatkii glutation spolu se zvySenym oxida¢nim stresem jsou zapojeny do
regulacet apoptozy bunék (Franco et al 2007).

Hyperglykémie vede pii diabetu k depleci NADPH (jako disledek polyolové cesty) (Lee a
Chung 1999), ktery je hlavnim kofaktorem glutationreduktazy pro regeneraci redukované
formy glutationu. Glutation ma podle soucasnych piedstav dualezitou roli nejen pfi
odstraniovani produktii lipoperoxidace, ale i v syntéze prostaglandint, regulaci genové

exprese, produkce cytokini a apoptozy (Wu et al 2004).

Metabolické ucinky kyseliny lipoové

Kyselina lipoova plsobi jako multifunkéni antioxidant, ktery zlepSuje inzulinovou senzitivitu
u diabetickych pacientd. Rovnéz plsobi jako potencialni terapeuticka latka pro chronicka
onemocnéni spojend s oxidacnim stresem. Pfiznivy ucinek LA muiZe souviset s jeji schopnosti
udrzet redox potencidl builkky a dale se ptedpokladd jeji stimulaéni Gc¢inek na translokaci
glukézovych transportéri GLUT4. Pti diabetu neni naruSen transport LA do bunky jako je
napiiklad u vitaminu C. Mezi dal$i faktory pozitivniho u¢inku LA patii také jeji schopnost
snizit aktivitu transkripéniho faktoru NFkB (Hofmann et al 1998). Zvyseni aktivity NFkB
vede k aktivaci celé fady dalSich latek, které se ve svém koneéném dusledku mohou podilet
na vzniku a rozvoji DMT2, inzulinové rezistenci a poSkozeni B-bunék pankreatu.

Na rozdil od glutationu, kde jako antioxidant funguje pouze jeho redukovana forma, obé¢
formy kyseliny lipoové mohou fungovat jako antioxidanty, 1 kdyz jeji redukovand forma je
siln€j§im antioxidantem. Dalsi fakt, ktery pfispiva K jedine¢nosti tohoto antioxidantu jsou
jeho hydrofilni 1 hydrofobni vlastnosti. LA ma tak amfifilni charakter na rozdil od vitaminu C,
ktery je hydrofilni a vitamin E hydrofobni. MliZe tak ptsobit v cytozolu i membranach, v séru
i lipoproteinech ( Singh a Jialal 2008). Dulezitou soucasti antioxida¢nich ucinkd LA jsou jeji
regeneracni schopnosti jinych antioxidantli, vitaminu C, glutationu i koenzymu Q a neptimo
vitaminu E (Packer et al 1995). DHLA je G¢inn¢jsi v regeneraci askobylového radikalu nez
glutation. (Suh et al 2004) V nasi studii jsme nenalezly zvysSeni koncentraci vitaminu E v séru
ani v tkanich po podani kyseliny lipoové. Tyto vysledky jsou v souladu s jinymi studiemi,
které rovnéz nepotvrdily zvysSeni hladin vitaminu E po podani LA (Biewenga et al 1997).
Nicméné tyto studie potvrdily pfiznivy G¢€inek na syntézu glutationu zvySenim exprese
enzymil, které se podili na jeho syntéze (Biewenga et al 1997). Tyto zavéry jsou v souladu i
s nasi studii, kde podavani LA ovlivnilo pfedevsim hladiny glutationu a aktivity glutation-

dependentnich enzym v myokardu 1 jatrech.
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Rada klinickych studii pfinesla dikazy o piiznivém vlivu podavani LA na inzulinovou
senzitivitu u diabetickych pacientt (Hofmann et al 1998). Jen n¢kolik malo studii sledovalo
vliv podavani LA na kardiovaskularni komplikace spojené s diabetem a metabolickym
syndromem. ZlepSeni oxidac¢niho stresu v myokardu po podani LA v naSi studii nebylo
spojeno se zvySenim vSech méfenych antioxidantti, nebyly ovlivnény hladiny vitaminu E. Yi
aspol (Yi a Maeda 2006) v experimentalni studii na diabetickych apoE-/- mysich zjistili, ze
podavani LA vedlo ke snizeni oxidacniho stresu v séru a snizilo rozsah aterosklerotickych
1ézi. Studie vSak nesledovala parametry oxidac¢niho stresu v myokardu ¢i jinych tkani.
V né¢kterych studiich podavani LA chranilo pfed rozvojem obezity (Kim et al 2004), tento

ucinek jsme v nasich pokusech nepozorovali.

MozZnosti ovlivnéni oxidacniho stresu hypolipidemickou terapii

Fibraty, ke kterym patfi gemfibrozil se pouzivaji k 1€cbé dyslipidémii.Vysledky klinickych
studii, ve kterych gemfibrozil sniZzoval kardiovaskularni morbiditu a mortalitu u pacient
v diabetické i nediabetické populaci (Calkin et al 2006) naznacuji, ze vedle vyrazného
hypolipidemického ucinku mohou mit i antiaterogenni efekt nezavisly na jejich vlivu na
lipidovy metabolizmus. Mechanizmus tohoto U¢inku neni objasnén, ale jednim z moznych
vlivii by mohl byt pfiznivy G¢inek na oxidacni stres. V soucasné¢ dobé chybi poznatky o
ucinku fibrath na oxidac¢ni stres spojeny s metabolickym syndromem a inzulinovou rezistenci.
Podéavani gemfibrozilu u HHTg potkani mélo nejen vyrazny hypotriglyceridemicky ucinek,
ale zvySovalo i aktivitu antioxidac¢nich enzymt v myokardu i jatrech, zatimco hladiny
neenzymatickych antioxidanti glutationu ani a- a y-tokoferolu v myokardu nebyly ovlivnény.
V mechanizmu zvySeni aktivity antioxidac¢nich enzymii se miize uplatnit zvySena exprese pro
tyto enzymy po podani gemfibrozilu, jak naznacil Inoue (Inoue et al 1998).

Aktivace PPARa receptort fibraty vede ke zvySenému transportu mastnych kyselin do jater a
stimuluje jejich oxidaci. Tato mobilizace mastnych kyselin jednak snizuje hladiny lipidd a
potom také vede ke snizeni lipoperoxidace, jak jsme pozorovali u HHTg potkanii po podani
gemfibrozilu. Podobny antioxidacni u¢inek byl zaznamenén také po podani agonisti PPAR y
-rosiglitazonu (Seda et al 2008) u tohoto experimentilniho modelu. P¥iznivé uginky
fenofibratu na oxidacni stres byly pozorovany v mensi klinické studii u pacientl
s kombinovanymi dyslipidémiemi, kde tento fibrat snizoval lipoperoxidaci a zvySoval aktivitu
GPx v séru (Tkac et al 20006).

V nasi studii jsme nepozorovali ptiznivy G¢inek gemfibrozilu na inzulinovou senzitivitu, ktery

byl nalezen v nékterych klinickych i experimentalnich studiich (Koh et al 2008). Na zakladé
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dosavadnich studii nelze posoudit do jaké miry antioxida¢ni ucinky jsou dusledkem

hypolipidemického efektu nebo zda jsou na ném nezévislé.

Zavérem lze uvést, Ze ochrana bunék proti plsobeni volnych radikali je komplexni proces,
zajiStovany antioxida¢nimi enzymy i nizkomolekularnimi antioxidanty a jejich vzajemnou
spolupraci. Nelze proto oCekavat, ze terapie jednim antioxidantem ovlivni cely komplexni
antioxidani systém a projevi se pozitivnim U¢inkem na rozvoj metabolickych a
kardiovaskularnich poruch. Na druhou stranu nedostatek jednoho z antioxidantli a tim
poruseni celé rovnovahy systému muize vést k zdvaznym dusledkim nebo az k rozvoji
metabolickych poruch. Pro Gcelné pozitivni ovlivnéni poruch vyvolanych oxida¢nim stresem
je nezbytné objasnéni jak pfi¢in oxidac¢niho stresu tak vzajemnych souvislosti ve funkci
antioxida¢niho ochranného systému. K racionalnimu vyuziti antioxidanti dosud chybi fada

poznatkli 0 mechanizmu jejich ptisobeni.
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7. ZAVER

Cilem provedenych studii bylo ziskdni novych poznatkii o uplatnéni oxidacniho stresu

Vv rozvoji metabolickych poruch asociovanych s metabolickym syndromem a moznostech jeho

ovlivnéni latkami s antioxida¢nimi a hypolipidemickymi ucinky. Hlavni poznatky lze shrnout

do téchto zavéru:

ULOHA OXIDACNIHO STRESU V ROZVOJI METABOLICKYCH PORUCH
SPOJENYCH S METABOLICKYM SYNDROMEM

U HHTg potkanti byla zvySend akumulace triglyceridi v aorté spojena se zvySenim
oxidaéniho stresu v disledku poklesu glutationu, a- i y-tokoferolu a zvysené tvorby
lipoperoxidacnich produkti. Negativnim diasledkem téchto zmén byla snizena

biologické dostupnost NO.

Oxidacéni stres byl vyrazné potencovan piibyvajicim vékem u HHTg potkant a
vV mens$i mife 1 u normotriglyceridemickych kontrol. Krom¢ vyse uvedenych zmén
byla u zvifat ve stafi 16 mésicli sniZena 1 aktivita antioxida¢nich enzymi (SOD,
katalazy, GPx). U téchto zvifat jsme prokazali zvySeny oxidacni stres v disledku
snizenych koncentraci glutationu, o- 1 y-tokoferolu a niz§i aktivity antioxida¢nich

enzymu spojenych se zvysenou lipoperoxidaci v myokardu HHTg potkant.

Dalsim faktorem , ktery pfispival k oxidaénimu stresu v aortach a v myokardu byla
ptitomnost geneticky fixované obezity nebo obezity vyvolané dlouhodobym pfijmem

diety s vysokym podilem sachardzy.

Negativni vliv hypertenze na antioxidac¢ni systém jsme zjistili jiZ u juvenilnich
hypertonikii, u kterych zvysSend triglyceridémie byla spojena s nizS§imi sérovymi
hladinami kyseliny askorbové a a-tokoferolu, zatimco v této vékové etdzi nebyly jeste

ovlivnény koncentrace NO.
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e U experimentalniho modelu nedostatecné¢ kompenzovaného diabetu, ktery je provazen
hyperglykémii, byly v aortdch vyrazné snizené koncentrace glutationu, antioxidac¢nich
enzymu a zvySena lipoperoxidace spojeny se zvySenou koncentraci o- i y-tokoferolu.
Tento nélez povazujeme =za zavazny, vzhledem ktomu, Ze pii nedostatku
regenerujicich latek pro a-tokoferol, pro coz svéd¢i snizené hladiny GSH a vitaminu

C v cytozolu bun¢k myokardu, se mohou objevit jeho prooxida¢ni ucinky.

e U experimentdlniho modelu nealkoholické jaterni steatézy, u potkanl s expresi
SREBP-1a zvyseny oxidac¢ni stres v jatrech, pro ktery svédcCily snizené koncentrace
GSH, a- tokoferolu a niz$i aktivita antioxidacnich enzymu, vedl v pozdé&jSim véku
zvitat k rozvoji steatohepatitidy. Jaterni steatdza byla spojena S negativnimi dusledky

v aorté, kde zvySovala akumulaci triglyceridi a snizovala o- a y-tokoferol.

OVLIVNEN[ = OXIDACNIHO STRESU NUTRICNI A FARMAKOLOGICKOU
INTERVENCI
e Podavani CLA u experimentalniho modelu metabolického syndromu snizilo hmotnost
visceralni tukové tkané, sniZilo sérové hladiny triglyceridi, gluk6zy,inzulinu, FFA a
tkanové koncentrace triglyceridi ve svalech, aorté, myokardu a v jatrech. V tukové
tkani podavani CLA zlepsilo senzitivitu K G¢inku inzulinu. V jatrech CLA snizila
koncentrace oxidovaného GSSH a lipoperoxidaci a zvysila aktivitu antioxida¢nich
enzymil.. Vysledky podporuji hypotézu o ptiznivych ucincich CLA pti metabolickém

syndromu.

e Podavani vitaminu E u HHTg potkanid snizilo lipoperoxidaci v séru i v myokardu,
zvysilo koncentraci o-tokoferolu v aorté i v myokardu, ale neovlivnilo ostatni slozky
antioxidacniho systému. Podavani o-tokoferolu nevedlo k nezadoucimu snizeni

hladin y-tokoferolu.
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e Deplece glutathionu nejen zvySila oxidaéni stres, ale také vyznamné zhorSila
glukozovou toleranci a senzitivitu tukové tkané k t¢inku inzulinu u experimentalniho
modelu metabolického syndromu. Nase vysledky podporuji hypotézu, podle které
oxidacni stres mize potencovat metabolické zmény spojené s inzulinovou rezistenci

a metabolickym syndromem.

e Podani prekurzoru glutationu zvysilo nejen hladinu glutationu v séru i tkanich, ale
ptiznivé ovlivnilo dal$i slozky antioxida¢niho systému a snizilo lipoperoxidaci.
Podavani prekursoru glutationu nezlepsilo parametry sacharidového metabolizmu ani

senzitivitu tkani k u¢éinku inzulinu.

e Podavani oL A zvysilo koncentraci glutationu a aktivitu glutation-dependentnich
enzymu a SOD a snizilo parametry lipoperoxidace v séru i tkanich, neovlivnilo
hladiny a- a y-tokoferolu v séru ani v myokardu.V kosternim svalu olLA sniZila
koncentraci triglyceridii a zlepsila senzitivitu k u€inku inzulinu a oxidacni vyuziti
glukozy. Vysledky naznacuji pozitivni ucinky podavani LA u poruch spojenych

s oxida¢nim stresem a metabolickym syndromem.

e Podavani gemfibrozilu vedle vyrazného hypolipidemického ucinku snizilo
lipoperoxidaci v plazm¢, myokardu i v jatrech. Naproti tomu, podavani gemfibrozilu
neovlivnilo snizené koncentrace glutationu, o- a y-tokoferolu v myokardu

indukované podavanim diety s vysokym podilem sacharozy.
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8. SOUHRN

Metabolicky syndrom, ktery je souhrnem metabolickych abnormalit, ke kterym patii
inzulinova rezistence, dyslipidémie, hypertenze a poruSena glukézova tolerance, zvysuje
riziko kardiovaskularniho poskozeni a rozvoje diabetu 2.typu. Patogenetické mechanizmy
V rozvoji metabolickych poruch nejsou uspokojivé vysvétleny, coz znesnadnuje piipadnou
farmakologickou terapii. Posledni studie vSak pfinesly diikazy, ze klicovou roli by mohl hrat
oxidacni stres, ktery by mohl byt spolecnym patogenetickym mechanizmem spojujicim
inzulinovou rezistenci, diabetes 2.typu a kardiovaskularni poskozeni. Ke zvyseni oxida¢niho
stresu muiiZe prispivat jak zvySena tvorba volnych radikali, tak snizena aktivita antioxida¢niho
ochranného systému. Mistem skute¢ného plisobeni antioxidanti a poSkozeni volnymi radikaly
jsou predevs§im tkan¢, proto byly provedené studie zaméieny na sledovani tkanovych
parametrt oxidacniho stresu u experimentalnich modelti metabolického syndromu.

Soubor nékolika rizikovych kardiovaskularnich onemocnéni — vyrazna hypertriglyceridémie,
zvySené hladiny NEMK, zhorSena glukdézova tolerance a mirnd hypertenze u
experimentalnich modelt metabolického syndromu, zvysil lipoperoxidaci v aorté a myokardu
a vyrazn¢ snizil potencial antioxida¢nich systému v aorté i myokardu. Zvyseny oxidacni stres
v aorté byl spojeny se snizenou dostupnosti NO. Rozvoj téchto poruch byl dale potencovan
pfitomnosti obezity a ptibyvajicim veékem. Vysledky u HHTg i diabetickych potkani
potvrdily, ze sérové a tkanové koncentrace antioxidantl mohou byt odliSné. ZvySeni
oxidacniho stresu v jatrech u experimentdlntho modelu nealkoholické jaterni steatdzy
transgennich SREBP-1a potkanti vedlo v pozdé&jsim veku zvifat k rozvoji steatohepatitidy.
Vysledky potvrzuji, Ze oxidacni stres je spolecnou komponentou, kterd provazi metabolicky
syndrom a kterd se mize podilet v rozvoji metabolickych poruch a kardiovaskularniho

poskozeni pfi metabolickém syndromu.

V dalsi casti prace byly sledovany moznosti ovlivnéni oxida¢niho stresu nutriéni a
farmakologickou intervenci. Ptiznivé u¢inky na metabolicky syndrom mélo podavani CLA,
ktera zlepSila oxidaéni stres v jatrech, snizila télesnou hmotnost 1 mnoZstvi visceralni tukové
tkan¢ a zlepsila senzitivitu k u¢inku inzulinu. Podavani vitaminu E, ktery je dilezitym
liposolubilnim antioxidatem, potvrdilo jeho ochrannou roli pro lipidy a membrany pied
nezadouci lipoperoxidaci. Za zavazné povazujeme nalezy, které ukdazaly, ze podavani
vitaminu E zvysilo koncentrace tohoto antioxidantu v arterielni stén¢ i myokardu, ale

neovlivnilo dal§i komponenty antioxidacniho systému. U modelu nedostatecné
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kompenzovaného diabetu, ktery je provazen hyperglykémii, byly v aortach zvySené
koncentrace a- i g-tokoferolu spojeny se snizenymi koncentracemi glutationu, antioxida¢nich
enzymtu a zvySenou lipoperoxidaci. Tyto nalezy mohou vysvétlit neuspéchy v ovlivnéni rizika
kardiovaskularnich komplikaci zjisténé v klinickych studiich.

Klicovou komponentou antioxida¢niho systému tvofi glutation. Ptiznivy vliv na oxidacni
stres spojeny s metabolickym syndromem mélo podavani prekursoru glutationu, které zvysilo
nejen hladinu glutationu, ale ovlivnilo dal$i slozky antioxida¢niho systému a snizilo
lipoperoxidaci. Naopak deplece glutationu nejen zvysila oxidaéni stres v séru i tkanich, ale
také vyznamné zhorSila glukdézovou toleranci a senzitivitu k u¢inku inzulinu u
experimentalniho modelu metabolického syndromu. Oxida¢ni stres tak mize potencovat
metabolické zmény spojené s metabolickym syndromem. Pozitivni 0G¢inky u poruch
spojenych s oxida¢nim stresem a metabolickym syndromem méla také kyselina lipoova, ktera
nejen zlesila parametry oxida¢niho stresu v myokardu, ale také snizila koncentraci
triglyceridi a zlepsila senzitivitu tkani k u¢inku inzulinu. Studie s podavanim jednotlivych
antioxidantli potvrdily, Ze antioxidanty tvoii systém, ve kterém tyto latky navzijem
spolupracuji a ovliviiuji se.

Hypolipidemicka terapie podavanim gemfibrozilu snizila lipoperoxidaci, ale neolivnila
hladinu antioxidanti v myokardu a jatrech. Hypolipidemicka 1écba pii zavazné
hypertriglyceridémii nemusi byt dostate¢nd pro zvySeni vSech antioxidacnich systéml ve
tkanich.

Ziskané poznatky ukazuji, ze oxidacni stres ve tkanich dobfe koreluje se zavaZnosti
jednotlivych poruch metabolického syndromu a mél by se stat cilem nutricni a

farmakologické terapie, kterd by ovlivnila vice komponent antioxida¢niho systému.
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10. SEZNAM ZKRATEK

AA
AGE
ALT
AP-1
AST
AT1
AUC
BH4
BMI
BSO
CAT
CD
cGMP
CLA
CRP
DAG
DHLA
DMT1
DMT2
oE
YE
ELISA
eNOS
FFA
GEE
GLUT
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
HDL
HDL-C
HHTg
4-HNE
HPLC

ICAM
IDL
ICHS
INOS
JNK/SAPK
LA
LDL
LOO
LOOH
LOX-1
MAPK

kyselina askorbova

kone¢né produkty pokrocilé glykace (advanced glycosylation endproducts)

alaninaminotransferaza

transkrip¢ni faktor AP-1
aspartataminotransferaza

receptory 1.typu prot angiotenzin Il
plocha pod kiivkou (area under curve)
tetrahydrobiopterin

body mass index

buthionine sulfoximine

katalaza

konjugované dieny

cyklicky guanozin-3’,5"-monofosfat
konjugovana kyselina linolova
C-reaktivni protein

diacylglycerol

dihydrolipoova kyselina

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu
o-tokoferol

y-tokoferol

imunosorbentni enzymova imunoanalyza (enzyme-liked immunosorbent assay)

endotelialni syntéza oxidu dusnatého

volné mastné kyseliny (free fatty acid)

glutation etyl ester

gluk6zovy transportér

glutationperoxidaza

glutationreduktaza

redukovany glutation

oxidovany glutation

glutationtransferaza

lipoprotein o vysoké hustoté (high density lipoprotein)

HDL cholesterol

hereditarni hypertriglyceridémie

4-hydroxy-2,3-trans-nonenal

vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

mezibunééna adhezni molekula (intercellular adhesion molekule)
lipoprotein o stfedni hustoté (intermediate density lipoprotein)
ischemicka choroba srde¢ni

inducibilni syntéza oxidu dusnatého

NH2-terminal Jun kinase/stress activated protein kinase
kyselina lipoova

lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)

lipidovy alkylperoxylovy radikal

lipidovy hydroperoxid

lectin-like oxLDL receptor

typ proteinkinazy (mitogen-activated protein dinase)
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MCP-1 typ chemoatraktantu pro monocyty (monocyte chemoattractant protein-1)

MDA malondialdehyd

mmLDL minimélné modifikované LDL

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NAFLD nealkoholicka jaterni steatoza

NASH nealkoholicka jaterni steatohepatitita

NEMK neesterifikované mastné kyseliny

NFxB transkrip¢ni faktor k B

NO oxid dusnaty

OGTT oralni gluk6zovy tolerancni test

oxLDL oxida¢né modifikované LDL

PAI inhibitor plazminového aktivatoru

PDGF desti¢kovy ristovy faktor (platelet-derived growth factor)
PKC proteinkindza C

PEPCK fosfoenolpyruvat karboxylaza

PPARa peroxisome proliferator-activated receptor o
PPARYy peroxisome proliferator-activated receptor y
PUFA polyenové mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acid)
QTL quantitative trait locus

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SEM smérodatna odchylka

SFA saturované mastné kyseliny

SHR spontann¢ hypertenzni potkan

SOD superoxiddismutaza

SREBP-1la  sterol regulatory element-biding protein-la
SREBP-1c  sterol regulatory element-biding protein-1c

TBARS latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou

Tg triacylglyceroly (triglyceridy)

TGF-B transformujici ristovy faktor (transforming growth factor-f3)

oToc o-tokoferol

yToc y-tokoferol

VCAM vaskularni cytoadhezni molekula (vascular cell adhesion molekule)
VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)
VSMC cévni hladké svalové bunky (vascular smooth muscle cell)
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Abstract:

Metabolic syndrome is a common disorder combining obesity, dyslipidemia, hypertension
and insulin resistance and is primary risk factor for type 2 diabetes and cardiovascular
disease. The pathogenetic mechanism is not fully clarified, but recent studies suggest that
oxidative stress could play a key role in the pathogenesis of metabolic syndrome and could be
common pathogenic factor underlying insulin resistance, diabetes type 2 and cardiovascular
disease. The Thesis focus on oxidative stress in tissues and their metabolic consequences.
Clustering of cardiovascular risk factors — hypertriglyceridemia, elevated FFA, impaired
glucose tolerance and hypertension in HHTg rats as a model of metabolic syndrome increased
lipoperoxidation and aggravated antioxidant system in arterial wall and myocardium. Obesity
and growing age further potentiated these disturbances. Oxidative stress potentiated with
glutathione depletion impaired glucose tolerance and reduced adipose tissue insulin
sensitivity. Fat accumulation in the liver with increasing oxidative stress in SREBP-la
transgenic rats may play a causal role in the pathophysiology of non-alcoholic steatosis and
may participate on progression to steatohepatitis. The metabolic syndrome is characterized by
increased oxidative stress in arterial wall, myocardium and liver, a relevant factor contributing
to the development of metabolic and cardiovascular disorders.

Nutritional supplementation with conjugated linoleic acid, vitamin E, glutathione ethyl esters
or lipoic acid improve oxidative stress and may have a positive effect on abnormalities
associated with metabolic syndrome. On the other hand gemfibrozil administration indicate,
that this fibrate has both hypolipidemic and antioxidant effect but improved oxidative stress
do not have be effective for all components of antioxidant system.

Oxidative stress in tissues well correlates with relevance of metabolic abnormalities
accompanying metabolic syndrome and could be a target for nutritional and pharmacologic

intervention, that affect more components of antioxidant system.

Keywords: metabolic syndrome, oxidative stress, insulin resistance, antioxidants,

cardiovascular disease
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Abstrakt:

Metabolicky syndrom, ktery je souhrnem metabolickych abnormalit - inzulinové rezistence,
dyslipidémie, hypertenze a porusené glukozové tolerance, zvySuje riziko kardiovaskularniho
poskozeni a rozvoje diabetu 2.typu. Patogenetické mechanizmy v rozvoji téchto poruch
nejsou uspokojiveé vysvétleny. Posledni studie vSak piinesly dikazy, ze klicovou roli by mohl
hrat oxidacni stres, ktery by mohl byt spoleCnym patogenetickym mechanizmem spojujicim
inzulinovou rezistenci, diabetes 2.typu a kardiovaskularni poskozeni. Mistem skutecného
pusobeni antioxidantli a poskozeni volnymi radikély jsou piedev§im tkané, proto byly
provedené studie zaméteny na sledovani tkanovych parametri oxida¢niho stresu.

Soubor nékolika rizikovych kardiovaskularnich onemocnéni — vyrazna hypertriglyceridémie,
zvySené hladiny NEMK, zhorSena glukdézova tolerance a mirnd hypertenze u
experimentalnich modelti metabolického syndromu, zvysil lipoperoxidaci v aorté a myokardu
a vyrazn¢ snizil potencial antioxidacnich systému v aort€¢ i myokardu. Rozvoj téchto poruch
byl dale potencovan pfitomnosti obezity a pfibyvajicim v€kem. Oxidacéni stres potencovany
depleci glutationu zhorsil glukézovou toleranci a snizil inzulinovou senzitivitu tukové tkané.
Zvyseni oxidacniho stresu v jatrech u experimentalniho modelu nealkoholické jaterni steatozy
transgennich SREBP-1a potkanti vedlo v pozdéjsim véku zvifat k rozvoji steatohepatitidy.
Vysledky potvrzuji, Ze oxidacni stres je spolecnou komponentou, kterd provazi metabolicky
syndrom a ktera se miZe podilet v rozvoji metabolickych poruch a kardiovaskularniho
poskozeni pfi metabolickém syndromu.

Ptiznivé ucinky na oxidacni stres mélo podavani CLA, vitaminu E, glutation ethyl estert i
kyseliny lipoové, které tak mohou pozitivné ovlivnit 1 metabolické poruchy spojené
s metabolickym syndromem. Podavani gemfibrozilu mélo hypolipidemicky i antioxidacni
ucinek, ktery vSak nebyl dostateCny pro zvySeni vSech antioxidacnich systémil ve tkénich.
Ziskané poznatky ukazuji, ze oxidacni stres ve tkanich dobie koreluje se zavaZnosti
jednotlivych poruch metabolického syndromu a mél by se stat cilem nutricni a

farmakologické terapie, kterd by ovlivnila vice komponent antioxida¢niho systému.

Klicova slova: metabolicky syndrome, oxidac¢ni stres, inzulinova rezistence, antioxidanty,

kardiovaskularni poSkozeni
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