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1 Abstrakt

Hnéda tukova tkan je unikatni termoregulacni organ, jeji funkci je preménovat energii ve
formé protonového gradientu na energii tepelnou a zaroven snizovat efektivitu
metabolismu. Jeji funkce se zda byt nadéji v 1écbé metabolického syndromu a komplikaci
s nim spojenych. Efekt hnédé tukové tkané v 1écbé MS vsak stale neni objasnén a proto
jsme chirurgicky odstranili tuto tkan u potkant, ktefi trpi metabolickym syndromem,
abychom objasnili dlisledky extirpace na parametry metabolického syndromu.

Vtéto praci jsme sledovali aktivitu interskapuldrni tukové tkané na parametry
metabolického syndromu. Srovnavali jsme parametry mezi kmeny HHTg potkanl a
kontrolnim kmenem potkani Wistar a pozorovali jsme niZ$i hmotnost potkanti kmene
HHTg pres projevy ostatnich parametrti metabolického syndromu, jako je dyslipidémie,
inzulinova rezistence tukové tkané, vyssi hodnoty NEMK v krvi. Zjistili jsme, Ze tito
potkani maji vyznamné vyssi aktivitu iBAT, jak v inkorporaci palmitatu do lipidd, tak ve
spalovani lipidd ve formé CO: a zejména v niz$im véku. Tato zjisténi nas vedla
k hypotéze, ze iBAT by mohla mit zdsadni vliv na parametry MS u neobéznich potkant.
Extirpaci iBAT u mladych potkant, ani u potkani v pokrocilejsim véku vSak neméla
zasadni vliv na metabolismus ani na hmotnost. Dokonce doSlo ke zlepSeni nékterych
parametrd, napt. sniZzeni koncentrace rezistinu v krvi.

Pri¢ina toho, Ze u potkanti kmene HHTg nedochazi k obezité proto stale neni objasnéna.
Je moZné, Ze dosSlo ke kompenzacim v ramci zvySeni aktivity ostatnich depozit hnédé

tukové tkane.



Abstract
Brown adipose tissue is a unique thermoregulatory organ, its function is to convert

energy in the form of a proton gradient to thermal energy while reducing the metabolic
efficiency. Its function seems to be a hope in the treatment of metabolic syndrome and
complications associated with it. However, the effect of brown adipose tissue in MS
treatment is still unclear and therefore we have surgically removed this tissue in rats
suffering from metabolic syndrome to clarify the effects of extirpation on metabolic
syndrome parameters.

In this work, we monitored the activity of interscapular brown adipose tissue on
parameters of metabolic syndrome. We compared the parameters between the strains of
HHTg rats and the control strain of Wistar rats and we observed a lower weight of HHTg
rats over the other metabolic syndrome parameters such as dyslipidemia, insulin
resistance of adipose tissue, higher NEMK values in the blood. We have found that these
rats have significantly higher iBAT activity, both in the incorporation of palmitate into
lipids and in the burning of lipids in the form of CO2 and especially at lower age. These
findings led us to the hypothesis that iBAT could have a major effect on MS parameters
in non-obese rats.

However, iBAT extirpation in young rats, or in rats at an advanced age, did not have a
major effect on metabolism or on weight. There has even been some improvement in
some parameters, such as a decrease in blood resistin levels.

The cause of obesity in rats of the HHTg strain is therefore still unclear. It is possible that
there was compensation for increasing the activity of other deposits of brown adipose

tissue.
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3 Seznam zKkratek
aMSH a-melanocyty stimulujici hormon
AgRP agouti ptibuzny peptid

AHA/NHLBI  Americka asociace pro srdce / Narodni dstav pro srdce, plice a krev

AMP adenosinmonofosfat

AMPK AMP aktivovana protein kinaza
Apo apolipoprotein

BgAT bézova tukova tkan

BMI index télesné hmotnosti

BMP7 kostni morfologicky protein 7
cAMP cyklicky adenosinomonofosfat
CEPT cholesterol ester tranferni protein
CRP C reaktivni protein

DIO dietou indukovana obezita

DM diabetes mellitus

G3P glycerol-3-fosfat

GLUT glukdzovy transportér

HLD lipoprotein o vysoké hustoté

HSL hormon senzitivni lipaza

ICAM nitrobunéc¢na adhezivni molekula
IDF mezinarodn{ diabeticka federace
IDL lipoprotein o stiedni hustoté

IL interleukin

IR inzulinova rezistence

IRS substrat inzulinového receptoru
JAK Janusovy kinazy

LCAT lecitin cholesterol acyl-transferaza

LDL lipoprotein o nizké hustoté



LERP receptor pro leptin

LPL lipoproteinova lipaza
MGL monoacylglycerol lipaza
MS metabolicky syndrom
Myf5 myogenni faktor 5

NEMK (=FFAs)neesterifikované mastné kyseliny (volné mastné kyseliny)

NF-xB nuklearni faktor kappa B

NO oxid dusnaty

NPY neuropeptid Y

PET/CT pozitronova emisni tomografie / poc¢itacova tomografie
PGC-1a gamma koaktivator-1a aktivovany proliferatory peroxisomi
PK proteinkinaza

POMC propiomelanokortinové bunky

PPAR receptory aktivované proliferatory peroxizomu
PRDM16 transkrip¢ni regulator zajistujici diferenciaci hnédého adipocytu 16
PUFA polynenasycené mastné kyseliny

ROS reaktivni kyslikové Castice

SNS sympaticky nervovy systém

STAT prevodnik signalu a aktivator transkripce

T2DM diabetes mellitus 2. typu

TAG triacylglyceroly

TNF tumor nekrotizujici faktor

UCP odprahujici protein

VCAM adhezivni molekula bunék cévniho endotelu

VLDL lipoprotein o velmi nizké husoté

WAT bila tukova tkan

WHO svétova zdravotnicka organizace
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4 Uvod

V poslednich desetiletich, se prevalence obezity v nékterych zemich extrémné zvysila,
zejména v USA a Velké Britanii (Kopelman, 2000). Obezita je jednim z hlavnich faktort,
které prispivaji krozvoji inzulinové rezistence, zejména vyskyt briSni (visceralni)
obezity (Bjorntorp, 1991; Kuryszko et al., 2016). Drive se predpokladalo, Ze tukova tkan
je inertni a plni funkci pouze energetickych rezerv a tepelného izolatoru. Nejen Ze tato
tkan dokaze expandovat vramci akumulace triacylglycert, ale je to dynamicky
metabolicky aktivni endokrinni organ, ktery produkuje mnoho hormont a tukovych
cytokinii — adipokinli a ma vyznamnou imunitni fuknci (Coelho et al., 2013).

Kromé bilé tukové tkané, ktera ma pri obezité negativni vliv na metabolismus (zejména
pak visceralni tukova tkan) byla u ¢lovéka detekovana i hnéda tukova tkan (BAT) a to
nejen u novorozencl, jak se predpokladalo drive, ale i u dospélého clovéka lze nalézt
aktivni loziska této tkané. BAT je unikatni termoregulacni organ vyskytujici se pouze u
savcl, jeji funkci je preménovat ptijatou energii na produkci tepla a zaroven sniZovat
efektivitu metabolismu, diky spalovani MK. Schopnost BAT spalovat tuk by mohla byt
vyuzita v Iécbé problému obezity a diabetu mellitu 2. typu (Roman et al., 2015).
Vyznamnost této tkané lze ovérit nejlépe jejim vyjmutim. To je vSak obtiZné, jelikoZ BAT
se rozklada ve vice oblastech téla a v pomérné malych loZiscich. Pfesto, interskapularni
Cast predstavuje nejvétsi lozisko BAT u potkana a dalSich malych savci, a proto
vyjmutim této casti dosdhneme vyznamné ablace. Otazkou je, zda nedojde k urcitym
kompenzacim, jako napriklad opétovny nartist vyjmuté tkané (Cannon and Nedergaard,
2004), nartst jinych lozisek BAT, ¢i zvySeni exprese UCP1 v bilé tukové tkani a hnédnuti.
Rozhodli jsme se proto ovérit vyznamnost, ktera je této tkani prisuzovana a posoudit

vliv ablace interskapularni hnédé tukové tkané na parametry metabolického syndromu.
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5 Teoreticka cast

5.1 Metabolické dysfunkce

Vtéto kapitole jsou popsany hlavni metabolické poruchy postihujici energeticky

metabolizmus, zejména lipidovy a sacharidovy.

5.1.1 Metabolicky syndrom

Pojem ,metabolicky syndrom* byl zaveden roku 1988 profesorem Reavenem (Lam and

LeRoith, 2000), jedna se o komplex poruch, které se vzajemné podnécuji a souvisi

s poruchou gluk6zového metabolismu. MS zvySuje riziko vzniku aterosklerdézy (Kim et

al, 2017).

Celkové je k metabolickému syndromu ptirfazovano vice nez padesat priznakd, prestoze

ptivodné bylo Reavenem popsano Sest. Jedna se zejména o spoleCny vyskyt obezity,

hypertenze, dyslipidémie a poruchy glukézového metabolismu (Alberti et al, 2009).

Vycet nékterych z nich je uveden v tabulce 1.

Tab. 1: vybrané slozky MS

porucha rekrece inzulinu

adhezivni molekuly

hypertenze

proinzulin

hyperglykemie

vy$$i homocystein

hypertriacylglycerolemie

vyssi TNFa

vysoké LDL

vy$si fibrinogen

nizké HDL

vy$si endotelin

fetdlni malnutrice

vySssi feritin

brisni obezita

relativne nizsi leptin

systémovy zanét aterosklerdza
oxidativni stres neuropatie
vyskyt schizofrenie vyskyt depresi

V poslednich dvaceti letech bylo vytvoreno nékolik definic MS, vSechny byly zaloZené na

pritomnosti inzulinové rezistence. V roce 2009 doslo k harmonizaci dosavadnich definic

MS. Aktudlni definice podle Diabetes

Federation (IDF)

a American Heart
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Association/National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI) zahrnuje pét
kritérii, pricemz pritomnost tfi z nich svéd¢i pro diagnézu MS (Alberti et al., 2009).
Obvod pasu je hodnocen specificky dle prisluSnosti k etnické skupiné. Kritéria jsou

uvedena v tabulce 2.

Tab. 2 Kritéria metabolického syndromu

abdominalni obezita, kdy hodnoty obvodu pasu musi prekrocit hranici 102 cm

u muZzl a 88 cm u Zen (hranice je odliSna pro néktera etnika)

triacylglyceroly (TAG) = 1,7 mmol.l1 nebo hypolipidemicka 1é¢ba

hypertenze (TK) = 130/2 85 mmHg nebo antihypertenzni 1é¢ba

HDL cholesterol (HDL-C) < 1,3 mmol.I' u Zen a < 1,0 mmol.I' u muza

glykémie na la¢no = 5,6 mmol.I'* nebo T2DM

5.1.2 Obezita
Obezita je definovana jako nadmérné ukladani tuku vzhledem Kk ostatnim tkanim, neni

tedy definovana pouhou télesnou hmotnosti, ale relativnim mnoZstvim tukové tkané
vhledem kostatnim tkanim v téle. Obezita je multifaktoridlni onemocnéni, které
zapricinuji zejména genetické, environmentalni a psychologické faktory, které ovliviiuji
piijem i vydej energie. Obezita je disledkem pravé dysbalance mezi pfijmem a vydejem
energie (Kopelman, 2000).

Diagnostika obezity je dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) definovana indexem
télesné hmotnosti (BMI) vysSim nez 30, dale se v klinické praxi obezita urc¢uje obvodem
pasu a pomérem pasu a bokt, silou kozni rasy a bioimpedanci (Kopelman, 2000).
Bioimpendac¢ni metoda je zaloZena na slabém elektrickém proudéni které prochazi
télem, jelikoZ proud prochazi snadnéji tekutinou neZ tukem, pristroj dokaze urcit
procento tuku v téle, vody a dalS$i parametry. K této metodé jsou zapotiebi specialni
pristroje s elektrodami (Kyle et al., 2004).

Obezita je jednim z hlavnich faktord, které prispivaji k rozvoji IR, zejména vyskyt brisni
(visceralni) obezity. Pravé visceralni typ obezity (androidni typ) je na rozdil od

gynoidniho typu spojen s negativnim vlivem na citlivost k inzulinu a s dalSimi slozkami

13



MS, jelikoz je visceralni tukovi tkan metabolicky aktivni (Bjorntorp, 1991; Kuryszko et
al,, 2016).
V poslednich desetiletich, se prevalence obezity v nékterych zemich extrémné zvysila,

zejména v USA a Velké Britanii (obr. 1) (Kopelman, 2000).

- USA
c i England
-%C,“ 50+ Mauritius
2 E
3.5? 40+ / Australia
5‘8 30 Brazil
g A e
D=
(1]
92 4o \\
= ) o 2030
& = gl %~ 2020
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1960

Obr. 1: Casovy priibéh prevalence obezity ve vybranych stdtech
Prevalence obezity od roku 1960 do roku 2030. Dle predpokladii bude mit nejvyssi procento
obezity v populaci USA, s mensim odstupem dalsi zemé v Cele s Velkou Britdnii.

5.1.3 Diabetes mellitus II. typu
Diabetes mellitus II. typu (T2DM) je heterogenni metabolickd porucha charakterizovana

hyperglykemii, zplisobenou rezistenci tkani kinzulinu a neadekvatni kompenzacni
sekreci inzulinu (Ovalle and Azziz, 2002). Kromé hyperglykemie T2DM provazi i
hyperinzulinémie. Bylo prokadzano, Ze inzulinovou rezistenci zahrnuje modifikace
substratu inzulinového receptoru (IRS), ktery zprostfedkovava prenos signalu. IRS
interaguje sregulacni podjednotkou fosfatidylinositol kinazy, ktera reguluje protein-
kinazu B (PKB) a protein-kinazu C (PKC). PKB a PKC reguluji translokaci glukézovych
transportéri GLUT 4 z cytoplazmy do membrany (Fang et al, 2016). Pri inzulinové
rezistenci je translokace GLUT 4 redukovana.

Inzulin u zdravych jedincG inhibuje glukoneogenezi a glykogenolyzu a aktivuje
glykogenosyntézu (Obr. 2). U jedincti s T2DM vsak diky relativnimu deficitu inzulinu
plisobi glukagon, ktery ma antagonisticky efekt. Stimuluje glukoneogenezi a

glykogenolyzu, ¢imz zvySuje glykemii (Obr. 3).
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Problémem T2DM je zvySena hladina NEMK v cirkulaci. Relativni nadbytek glukagonu
zvySuje v adipocytech lipolytické Stépeni triacylglyceroli (TAG) na glycerol a mastné
kyseliny (MK) a ty jsou cirkulaci transportovany do jater (Musil J.,, 1994). ZvySené

mnozstvi mastnych kyselin (MK) v dlsledku zhorSené oxidace MK miize navic

interferovat s inzulinovou signalizaci (Fang et al., 2016).

Pankreas

\ _f‘f H’; '/r

B- bunky

Periferni tkané

Inzulin Glukagon Inzulin

Obr.2: Ucinek inzulinu za fyziologickych podminek

Po jidle pankreatické 8buriky uvolni inzulin, ktery v jdtrech inhibuje glukoneogenezi a glykogenolyzu. Naopak
podnécuje syntézu glykogenu. V perifernich tkdnich inzulin zvysuje prijem glukdzy do bunék. Pri pistu, glukagon
sekretovany aburikami, podnécuje glukoneogenezi a glykogenolyzu. Tim zvysuje sniZenou hladinu glukozy v krvi.
llustrace orgadni prevzaty z media.gettyimages.com, kearneywellness.org, skolajecna.cz
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Obr.3: Ucinek inzulinu pfi diabetu

Pri diabetu je ucinek inzulinu sniZen, diky jeho relativnimu nedostatku. To zvysuje ucinek glukagonu a ten
podnécuje glykogenolyzu a glukoneogenezi v jatrech. SniZuje prijem glukdzy v perifernich tkdnich a zvysuje
glykemii.

ilustrace orgdnt prevzaty z media.gettyimages.com, kearneywellness.org, skolajecna.cz
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5.2 Tkanovy metabolismus
V této kapitole je popsana svalova, jaterni a tukova tkan, jejich fuknce a integrace

v gluk6zovém a lipidovém metabolismu ve fyziologickém i patofyziologickém stavu.

5.2.1 Kosterni sval
Svalova tkan obsahuje lipidy a zaroven je nejvétSim rezervoarem glykogenu v téle.

Glykogen je preménovan na glukéza-6-fosfat, ktery je anaerobné odbouravan na laktat a
ten prechazi krvi do jater.

Pro sval je gluk6za energetickym zdrojem v klidu anebo pti kratkodobém vykonu. MK
jsou energetickym zdrojem po nékolikahodinovém hladovéni anebo pri dlouhodobé
svalové namaze. Pokud se v3ak jedna o ndmahu s nizkou intenzitou, MK jsou zdrojem
energie po celou dobu. Toto “prepinani” zajiStuje AMP aktivovanad protein kinaza
(AMPK) (Klaus et al., 2012; Zhang et al., 1994).

Pokud poklesne hladina inzulinu v krvi, poklesne i transport glukézy do svalovych
bunék, pres inzulin-dependentni pirenase¢ GLUT4. Dojde k mobilizaci MK a jejich
transport do svalu, kde probiha jejich oxidace. Po jidle inzulin stimuluje utilizaci gluk6zy

glykogenezi.

Zmény v metabolismu pri metabolickém syndromu

Pfi diabetu a IR se z tukové tkané vyplavuji NEMK a ty inhibuji vstup glukézy do
svalovych bunek a v jaternich bunkach stimuluji glukoneogenezi. SniZi se oxidace MK ve
svalu, coz mize byt jednou z pricin vzniku obezity. Svalové buiiky prednostné utilizuji
glukézu a MK ukladaji ve formé triacylglycerolt (Hainer V., et al., 2004).

Inzulinova rezistence ma za nasledek nejen poruchu metabolismu lipidi a sacharidd, ale
negativné postihuje i metabolismus bilkovin. Dochazi ke sniZeni rychlosti proteosyntézy,
jelikoZ inzulin jeSté spolu s fyzickou aktivitou a aminokyselinami jsou hlavni faktory
stimulujici syntézu bilkovin (Svac¢ina S., et al, 2010). Sni%eni proteosyntézy vede
k ibytku svalové tkané a jeji postupnou nidhradou za tukovou tkan a sniZeni fyzické

vykonnosti.

5.2.2 Jatra
Jatra jsou hlavnim metabolickym organem, kromé mnoha jinych funkci jsou predevsim

regulatorem sacharidového a lipidového metabolismu. Produkuji glukézu, metabolizuji
laktat tvoreny ve svalech, syntetizuji a odbouravaji triacylglyceroly, cholesterol a

lipoproteiny.
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Postprandialni stav

Vstup glukézy do hepatocytill je volny, nezavisly na inzulinu. Glukéza je zabudovavana
do glykogenu, anebo premeénovana na acetyl-CoA, ktery je nezbytny pro syntézu
mastnych kyselin, nebo cholesterolu. Acetyl-CoA je centralni molekulou v sacharidovém
i lipidovém metabolismu. Vznika prevazné dekarboxilaci pyruvatu pfri utilizaci glukézy a
B-oxidaci mastnych kyselin.

Po vstrebani tuku ve strevé jsou mastné kyseliny s kratkym retézcem skrze portalni Zilu
transportovany piimo do jater. Mastné kyseliny s dlouhym retézcem jatra piijimaji
z chylomikronti nebo z komplexli mastné Kkyseliny vazané na albumin. Chylomikrony
jsou skladany v enterocytech v procesu vstiebavani tukd (Koolman ], Roehm K. H.
2005).

Chylomikrony obsahuji apolipoprotein B (ApoB), vyznam chylomikronti spociva v
dodavce MK z potravy adipocytim a svalovym buiikdm. Chylomikrony nejsou
standardné pritomny v krevni plazmé po dvanacti hodindch la¢néni. Jsou ihned
hydrolyzovany pfi vstupu do krevniho kapilarniho recisté plisobenim endotelové
lipoproteinové lipasy (LPL) za wvzniku chylomikronovych zbytkd (remnants).
Chylomikronové zbytky obsahujci ApoB jsou vychytavany svymi receptory v jatrech.
Vjatrech probiha syntéza lipoproteinii o velmi nizké husoté (VLDL), jejich syntéza je
vyS$Si u obéznich jedinci a je inhibovana vychytavanim chylomikronovych zbytkt. VLDL
putuji do perifernich tkani, predevsim pak do tukové tkané. Plisobenim lipoproteinové
lipazy (LPL) umisténé na membrané endotelovych kapilar se za ucasti apoC-II jako
kofaktoru, hydrolyzuji triacylglyceroly nesené casticemi VLDL, aby byly k dispozici v
ptislusnych bunkach jako zdroj energie nebo pro uloZzeni  ve
formé zasobnich triacylglycerold.

Apolipoproteiny ApoE a ApoC jsou pienadseny na lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL),
ApoB zilistava na VLDL zbytcich a hydrolyzou vznika z VLDL lipoprotein o nizké hustoté
(LDL).

LDL je hlavnim prenaseCem cholesterolu v krvi, obsahuje ApoB. Nejvétsi ¢ast LDL
pochazi z transformace VLDL, ale nékteré jsou syntetizovany piimo. Bunky, které
vyzZaduji cholesterol, vaZou LDL specifickym receptorem a c¢astici LDL endocytuji pomoci
clathrinu. Volny cholesterol v buiice inhibuje klicovy enzym pro syntézu cholesterolu

v buiice de novo (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-reduktaza). Cast LDL, kterd neni
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vyuzita bunikkami se metabolizuje v jatrech a uvolnény cholesterol je vyloucen Zluci, nebo
je recyklovan pro tvorbu dalsich lipoproteini.

HDL je syntetizovan v hepatocytech a enterocytech. Do krve se dostava ve formé
prekurzoru tzv. nascentniho HDL, které jsou tvoreny dvojvrstvou fosfolipidii a Apo A |,
Apo A II, Apo C a Apo E a maji diskoidni tvar. Tyto nascentni HDL jsou akceptory
neesterifikovaného cholesterolu, ktery pochazi z bunéénych membran riznych tkani
nebo z povrchovych struktur jinych krevnich lipoproteinG. Na povrchu HDL je
cholesterol esterifikovan pisobenim enzymu lecitin cholesterol-acyltransferazy (LCAT).
Akumulaci cholesterolu méni HDL sviij diskoidni tvar na sféricky. HDL interaguji
s lipoproteiny bohatymi na TAG, maji specificky enzym, cholesterol ester transferni
protein (CEPT). Tento enzym se ucastni vymény cholesterol-esteri za TAG z HDL na
VLDL (nebo chylomikrony) a timto zplisobem ¢astice prechazi na remnantni. V jatrech
jsou HDL obohacené o TAG hydrolyzovany pomoci jaterni triacylglycerolové lipazy

(ATGL) (Koolman J., Roehm K. H. 2005; Prisa J. et al. 2004; Gaudet et al.,, 2017).

Stav hladovéni

Pfi hladovéni, glukagon v jatrech stimuluje uvolnovani glukézy do krve. Glukéza je
uvoliovanad prostirednictvim glykogenolyzy, po delsi dobé pomoci glukoneogeneze.
Glukoneogeneze vyuZivad ktvorbé glukézy meziprodukty ze svalové tkané (laktat,
aminokyseliny) a tukové tkané (glycerol), dochazi k uvoliiovani mastnych kyselin
z tukové tkané a jejich oxidaci. Pokud hladovéni trva déle, vycerpa se zasoba oxalacetatu
a tim se zastavi syntéza glukozy. Oxidace mastnych kyselin vSak pretrvava a nadbyteCny
acetyl-CoA je preménovan na ketolatky, jako napt. acetoacetat nebo aceton. Ketolatky

jsou pak energetickym substratem pro mozek a svaly.

Stav pri obezité

Problémem obezity je zejména pritomnost visceralni tukové tkané. Visceralni tuk je
sjatry spojen portalni Zilou. Supresivni efekt inzulinu na HSL, kterd uvoliiuje MK
z visceralni tukové tkané je pri IR zhorSen, coz zptlisobuje zvySené uvolnovani MK
z visceralni tukové tkané portalni Zilou pfimo do jater, kde dochazi k akumulaci TAG a
zvysi se vyplavovani VLDL (Mili¢ et al., 2014).

Glukéza absorbovand ze streva je do jater také transportovana portalni Zilou.
V hepatocytech TAG sniZuji inzulinem indukovany prijmem glukézy (Mili¢ et al., 2014),
glukéza je preménovana pouze na fruktéza-6-fosfat, ktery miize byt preménovan na
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hexoaminy (Cooksey and McClain, 2011). Hexoaminy snizuji glykogenolyzu a stimuluji
lipogenezi (Hainer V., et al.,, 2004). Vzika negativné synergicky efekt volnych mastnych
kyselin a glukézy vrozvoji T2DM (Cooksey and McClain, 2011). Kvili relativnimu
nedostatku glukoézy v bunkach je také aktivovana glukoneogeneze.

Kromé mastnych kyselin se z tukové tkané vyplavuje téZ leptin, ktery jatra chrani pred
priliSnou akumulaci triacylglycerol (Unger et al., 1999). Leptin suprimuje aktivitu
enzymu stearoyl-CoA desaturazy, ktera reguluje syntézu mononenasycenych MK. Leptin
také nepiimo aktivuje Kupfferovy bunky, ¢imz indukuje zanét (Mili¢ et al., 2014).

Leptin suprimuje glykogenolyzu, u zdravych jedinct leptin aktivuje glukoneogenezi, ale
u obéznich jedinct glukoneogenezi naopak sniZuje, ¢imz zabranuje nadmérné produkci
glukézy. SniZeni glukoneogeneze je dosaZeno potlacenim exprese genu pro gluk6za-6-

fosfatazu a fosfoenolpyruvat-karboxykinazu (Pocai et al., 2005).

5.3 Tukova tkan
Drive se predpokladalo, Ze tukova tkan je inertni a plni funkci pouze energetickych

rezerv a tepelného izolatoru. Nejen Ze tato tkan diky hypertrofii a hyperplazii dokaze
expandovat v ramci akumulace triacylglycerold, ale je to dynamicky metabolicky aktivni
endokrinni organ, ktery produkuje mnoho hormont a tukovych cytokinti - adipokint
(Coelho et al.,, 2013).

Tukové buriky, adipocyty jsou ukotveny v siti kolagenovych vldken. Kromé adipocytt
jsou ve tkani pritomné cévy a v jejich blizkosti stromavaskularni buiiky, fibroblasty,
leukocyty, makrofagy, preadipocyty a dalsi. Makrofagové se spolu s adipocyty podileji na
sekrec¢ni funkci nejvys$si mirou.

V zavislosti na lokalité po téle se tukova tkan rizni fenotypem, kapacitou, aktivitou

imunitnich bunék nebo sekreé¢ni funkci (Coelho et al.,, 2013).

5.3.1 Metabolismus tukové tkané
Tukova tkan je mezenchymadlniho plivodu a tukové burnky (adipocyty) se diferencuji

z pre-adipocytli v zavislosti na pohlavi, véku a vnéjSich podminkdch. Akumulace
tukovych bunék je determinovana rovnovahou mezi lipogenezi a lipolyzou (Kersten,
2001). Metabolické vlastnosti tukové tkané se lisi zejména v zavislosti na prevazujicim
typu adipocytu, které se jsou urceny podle typu tukové tkané (bila, béZova, hnéda). Tyto

tkdné se navic rizni v anatomickém uloZeni v téle.
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Lipogeneze zahrnuje proces syntézy mastnych Kkyselin a nasledné syntézy
triacylglycerolli, coz probiha vtukové tkani i vjatrech. Vtukové tkani je lipogeneze
stimulovana vysokosacharidovou dietou vedouci k vysokym postprandialnim hodnotam
triacylglycerolli v krvi a je inhibovana polynenasycenymi mastnymi kyselinami (PUFA) a
hladovénim (Bartelt et al., 2011; Jump et al., 1994; Kersten, 2001). Hlavnim regulatorem
ukladani tuku je lipoproteinova lipaza (LPL), ktera hydrolyzuje TAG vazané na VLDL
vkrvi a tak inicijuje vstup MK do tukové tkané. V adipocitu jsou MK esterifikovany
s glycerol-3-fosfatem (G3P) na TAG (Hainer V 2004).

S hladovénim a popf. prejidanim souvisi také hormony, které se ¢astecné podileji na
stimulaci (inzulin) nebo inhibici (leptin) lipogeneze. Glukéza je substratem pro
lipogenezi, napomaha skrze stimulaci uvolfovani inzulinu a inhibuje uvoliiovani
glukagonu z pankreatu (Kersten, 2001).

Lipolyza zahrnuje hydrolyzu triacylglyceroli v tukové tkani. Béhem plistu nebo delSiho
fyzického vykonu jsou triacylglyceroly Stépeny, aby poskytly mastné kyseliny jako zdroj
energie pro dalsi tkané. AZ polovina MK je vSak v procesu reesterifikaace zabudovana
zpét do TAG. Reesterifikace probihd vadipocytech i hepatocytech a je zavisla na
koncentraci glycerol-3-fosfatu, ktery slouZi jako kostra pro navazani MK. G3P je ziskavan
z procest glykolyzy, nebo glukoneogeneze.

Hydrolyzu esterovych vazeb TAG zprostfedkovavaji tfi enzymy, hormon senzitivni
lipaza (HSL), monoacylglycerol lipaza (MGL) a triacylglycerolova lipaza (ATGL). HSL je
inhibovana inzulinem a stimulovdna glukagonem a adrenalinem (Coelho et al., 2013;
Laclaustra et al,, 2007). Po hydrolyze TAG glycerol putuje do jater, kde je vyuzit pro
glukoneogenezi a uvolnéné mastné kyseliny jsou navazany na albumin a cirkulaci putuji

do jater a k dal$im tkdnim kde jsou oxidovany (Coelho et al., 2013).

5.3.2 Sekrec¢ni funkce tukové tkané
Bila tukova tkan predstavuje nejvétsi endokrinni tkan v téle. Kromé mastnych kyselin,

které reguluji metabolismus, produkuje mnoho adipokini, riistovych faktort, enzymi a
proteind. Také exprimuje fadu geni kédujicich receptory pro tyto faktory. Skrze tyto
faktory tukova tkan reguluje mnoho procesi v celém téle, jako je prijem potravy,
energetickd homeostaza, imunita nebo krevni tlak (Coelho et al., 2013; Costa and Duarte,
2006).

Oproti subkutanni tukové tkani, ma visceralni tukova tkan vyssi sekrec¢ni aktivitu. Mezi

nejzastoupenéjsi cytokiny patri interleukin 6 (IL-6), inhibitor aktivatoru-1
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plazminogenu (PAI-1), tumor nekrotizujici faktor (TNF), rezistin a visfatin (Kuryszko et
al,, 2016). Tyto adipokiny jsou spjaty se vznikem aterogeneze, vysokého krevniho tlaku
a citlivosti k inzulinu, zejména diky primému spojeni s jatry prostrednictvim portalni
zily. Mohou zpusobovat i steatézu jater, zvySenim C reaktivniho proteinu (CRP)
(Kuryszko et al,, 2016), jelikoZ visceralni tukova tkan produkuje prozanétlvé cytokiny a
indukuje zanét v jatrech. Zanét v jatrech aktivuje Kupfflerovy bunky které se podili na
fibrotizaci tkané a nasledné steatoze.

V subkutdnni tukové tkani je naopak vyssi koncentrace leptinu a adiponektinu (Kershaw

and Flier, 2004).

5.3.2.1 Leptin
Leptin byl viibec prvnim objevenym adipokinem v roce 1994 (Zhang et al., 1994), jeho

nazev je odvozen z feckého leptos, Stihly. Leptin je 16 kDa velky polypeptid, produkt ob
genu produkovany adipocyty (adipokin), ktery signalizuje hypotalamickym centrim
v mozku skrze své receptory (LERPs) o energetickém stavu organismu (Pan et al., 2014).
Receptor leptinu patii do rodiny cytokinovych s tyrozin-kindzovou aktivitou, kterou
sprostiedkovavaji Janusovy Kkinazy (JAK). Navazanim leptinu dojde k dimerizaci
receprotu a fosforylaci proteini STAT, které se translokuji do jadra, kde funguji jako
transkrip¢ni faktory a reguluji expresi (Pan et al., 2014)

Tato signalizace hypotalamickym neuroniim zahrnuje zvySenou expresi orexigeniho
peptidu a-melanocyty stimulujici hormon (a-MSH), ktery je odvozen od
propiomelanokortinovych (POMC) bunék a sniZuje chut k jidlu. Dale zahrnuje sniZenou
expresi neuropeptidu Y (NPY) a agouti piibuzného peptidu (AgRP), které chut kjidlu
naopak stimuluji (Kuryszko et al., 2016; Pan et al., 2014).

Infuze leptinu stimuluje aktivitu sympatického nervového systému (SNS), inervaci BAT,
oxidaci MK a zvySeni srdec¢ni cCinnosti, coz miize byt mechanismus, kterym se
organismus skrze leptin snaZzi kompenzovat nadmérny piijem energie (Pandit et al,
2017).

Leptin proto slouZi jako ,indikator” dostatku energetickych rezerv v téle, sekrece leptinu
koreluje s mnoZstvim tukové tkané, se zvySenim energetického vydeje a klesa pri
hladovéni (Kershaw and Flier, 2004; Kuryszko et al., 2016; Pandit et al., 2017)

Kromé regulace energetické homeostazy, leptin ovliviiuje také reprodukci, imunitu,

kardiovaskularni systém, nebo stav kosti (Pan et al., 2014). Je znamo, Ze jeho uvolhovani
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je regulovano v ramci rytmu denni doby, v noci je sekrece nizsi nez pres den (Sinha et al,,
1996).
Absence leptinu, poptipadé defekt jeho receptoru zplisobuje masivni obezitu u clovéka i

zvirat. (Kershaw and Flier, 2004).

5.3.2.2 Adiponektin
Adiponektin je hormon sekretovany adipocyty, velky 30 kDa. Tento hormon se vyskytuje

v nékolika izoformach (Gil-Campos et al., 2004).

Receptory pro adiponektin jsou transmembranové a nachazeji se hojné ve svalu, jatrech
a pankreatu. Aktivaci receptoru dochazi k zvySeni aktivity AMP kinazy (AMPK) a
transkrip¢niho faktoru PPARa a jejich prostrednictvim dochazi k zvySeni oxidace MK a
prijmu glukézy. Adiponektin také reguluje fosforylaci inzulinového receprotu (Gil-
Campos et al,, 2004) Tato zjiSténi naznacuji, Ze adiponektin ma antidiabetogeni efekt,
zlepSuje citlivost tkani k inzulinu a redukuje glukoneogenezi (Kershaw and Flier, 2004).
suprimovat aktivaci nuklearniho faktoru-kB (NF-kB), ktery se uc¢astni v procesu zanétu.
Tento proces je aktivovan skrze TNF-a a cAMP, dochazi kblokaci inhibitort
adenylcyklazy a proteinkinazy A, ¢imz zabranuje rozvoji endotelidlniho zanétu (Gil-
Campos et al., 2004)

Sekrece tohoto hormonu se zvySuje se sniZzovanim vahy a sniZuje pri obezité (Kuryszko
et al,, 2016), také je stimulovana inzulinem a inhibovana TNF a IL-6. Navic adiponektin
stimuluje produkci oxidu dusnatého (NO) v endotelidlnich bunkach a tak stimuluje

angiogenezi (Kershaw and Flier, 2004; Gil-Campos et al., 2004).

5.3.2.3 Rezistin
Regulac¢ni peptid objeveny roku 2001, velky zhruba 12,5 kDa. Rezistin je secernovany

adipocity a imunokompetentnimi buiikami. Hladina rezistinu je zvySena u obéznich
jedinctl a je mozZné, Ze rezistin by mohl indukovat rozvoj inzulinovou rezistenci (Lazar,
2007). Bylo zjisténo, Ze stimulace makrofagl prozanétlivymi cytokiny vede k vyraznému
zvySeni produkce rezistinu béhem infekce a zanétu (Coelho et al., 2013).

Rezistin zhorSuje stimula¢ni efekt inzulinu na transport glukézy bunék (Kershaw and
Flier, 2004) jelikoZ zhorSuje aktivitu AMPK v jatrech a svalech, ¢imZ zabrainuje inhibici

glukoneogeneze a citlivosti tkani k inzulinu (Lazar, 2007).
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V cévach rezistin zvySuje expresi adhezivnich molekul VCAM-1 a ICAM-1 a stimuluje
sekreci prozanétlivych cytokini makrofagli, coZ poukazuje proaterogenni efekt

rezistinu. Ne vSechny studie se vSak na téchto efektech shoduji (Lazar, 2007).

5.3.2.4 Visfatin
Visfatin je hormon produkovany visceralnimi adipocyty, makrofagy a v malé mire i

subkutanni bilou tukovou tkani (sWAT). Stimuluje sekreci inzulinu a také zvySuje
senzitivitu bunék k inzulinu. Také ma prozanétlivou funkci. Jeho vlastnosti je indukce
aktivace leukocyttli a stimulace produkce IL-6 a TNF-a (Coelho et al., 2013; Kuryszko et
al.,, 2016).

5.3.2.5 Tumor nekrotizujici faktor a
TNF-q, ktery je vyplavovan z hypertrofovanych adipocyti a makrofagii sniZuje citlivost

tkani k inzulinu. TNF-a se Ucastni v patogenezi obezity a inzulinové rezistence. Exprese
TNF-a je zvySena u obéznich jedinci a pozitivné koreluje s inzulinovou rezistenci

(Kershaw and Flier, 2004).

5.3.3 Patofyziologicky stav tukové tkané
Pfi obezité dochazi primarné ke zbytnéni bilé tukové tkané a nasledné k inhibici vlivu

inzulinu v této tkani. Tukova tkan se zvétSuje mechanizmem hypertrofie a hyperplazie
adipocytd. Hypertrofie je zplisobend excesivnim ukladanim TAG v adipocytech a
hyperplazii zplisobuje proliferace a nasledna diferenciace pre-adipocytti (Jo et al., 2010).
Pravé inzulinorezistence tukové tkané je jednou z hlavnich pricin systémové rezistence
k inzulinu. Déje se tak praveé kviili sekre¢nim funkcim této tkané, z hypertrofované tkané
jsou ve vyssi mife vyplavovany volné mastné kyseliny, adipokiny a prozanétlivé
cytokiny.

JelikoZ kolagenova vlakna IV. typu, kterd se nachazi v extracelularni matrix omezujici
rast adipocytd, jsou pretéZovana hypertrofovanymi burikami, dochazi ke stresové reakci
a zanétu. V disledku toho je tukova tkan infiltrovana makrofagy typu M1 (prozanétlivy
typ makrofagili), které secernuji prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-6). Pokud se vSak
v tkani nachazi méné kolagenovych vlaken, hypertrofie nemusi byt spojena se zanétem
(Khan et al., 2009).

Dale pricinou poklesu tvorby G3P dochazi k poklesu reesterifikace MK a ty jsou ve vyssi
miie vyplavovany z adipocytl. G3P je ziskavan z glukézy, které je v tukové tkani kviili IR

nedostatek.
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V disledku inhibi¢nich vlivli na inzulinovy signal je narusena aktivace LPL, sniZuje se
extrakce MK z krve a tudiZ je inhibovana lipogeneze. V disledku toho nartsta hladina
volnych mastnych kyselin v cirkulaci a ty zamezuji utilizaci glukézy v dalSich tkanich
(Cahovaetal., 2007).

Soucasné vzrasta lipolyticky efekt katecholaminii ve visceralni tukové tkani a tim se
zvy$i transport MK primo do jater. Mastné kyseliny jsou sestavovany do TAG a ve formé
VLDL jsou vyplavovany do krve, coZ vede k rozvoji dyslipidémie (Laclaustra et al., 2007).
V podkozni tukové tkani je naopak lipolyticky efekt katecholaminii potlacovan vlivem
zhorsené aktivity (32 adrenoreceptort (Schumann et al., 2017).

Studie dokazuji, Ze operativni vyjmuti visceralni tukové tkané u zvirecich modeli dietou
indukované obezity (DIO), miize obnovit funkci inzulinu, jenZ je spojena zejména se
sniZenou expresi prozanétlivych cytokini (Pitombo et al.,, 2006). Doslo také ke snizeni
glykemie a zvysSeni hladiny adiponektinu, témér ke shodnym hodnotdm jako u
kontrolnich zvirat.

Tato zjisténi naznacuji, Ze visceralni tukova tkan a jeji sekrecni aktivita vede

k vyraznému zhorsenf{ inzulinové signalizace, coZ vede k systémové rezistenci k inzulinu.

5.3.4 Typy tukové tkané
RozliSujeme dva zakladni typy tukové tkané, bilou (WAT) a hnédou (BAT). Bila tukova

tkan obsahuje zejména univakuolarni adipocyty a slouZi hlavné jako zasoba TAG,
zatimco hnéda tukova tkan obsahuje zejména multivakuolarni adipocity s Cetnymi
mitochondriemi obsahujicimi UCP1. BAT je specializovana k produkci energie ve formé
tepla.

[ bilda tukova tkan obsahuje i bunky, které exprimuji velké mnozstvi UCP1 a maji
tendenci stdvat se multivakuolarnimi vlivem chladové expozice, nebo bunécnymi
drahami zvySujicimi intracelularni cAMP (Cousin et al., 1992; Wu et al,, 2012). Tyto
specializované adipocyty nazyvame bézovymi.

Tukova tkan se zaklada jiz v perinatalnim obdobi. Hnéda tukova tkan se diferencuje jiz
pied porodem, jelikoZ jeji funkce je chranit novorozené pied chladem. Zatimco utvareni

bilé tukové tkané je zapocato kratce po narozeni (Park et al., 2014).

5.3.4.1 Rozvoj a diferenciace tukovych bunék
WAT i BAT maji spole¢ny plivod v mezodermu (stejné jako myocyty). Ale bild a hnéda

tukova bunka pochazeji z rozdilnych linii mezenchymalnich kmenovych bunék (Giralt

and Villarroya, 2013). BAT adipocyty maji spole¢nou linii kmenovych bunék spolu se
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svalovymi (Saely et al., 2012). Ackoliv bilé a hnédé adipocyty pochazeji z rozdilnych
bunécnych linii (adipogenni a myogenni), jejich diferenciace zahrnuje sdileni spole¢nych

transkripcnich kaskad (Park et al., 2014).

Hnédé adipocyty

Vroce 2006 bylo prokazano, Ze svalové bunlkky a buiiky hnédé tukové tkané maji
spolecny ptivod (Atit et al., 2006). O rok pozdéji bylo objeveno, Ze tyto buriky nesou znak
myogenniho faktoru 5 (Myf5), ktery je, jak se predpoklada, myogennim regulacnim
faktorem pro buriky svalu a hnédého tuku (Timmons et al., 2007).

Buniky hnédého tuku obsahuji transkripéni regulator PRDM16, ktery zajisti, Ze se
prekurzor hnédého adipocytu nesouci Myf5 diferencuje pravé na hnédy adipocyt a ne ve
svalovou buriku. PRDM16 aktivuje transkrip¢ni faktror PPAR-y (Seale et al., 2008) a také
receptor gamma koaktivator-1a aktivovany proliferatory peroxisomi (PGC-1a) (Park et
al., 2014). Pokud bunécny prekurzor ztrati tento transkripcéni regulator, diferencuje se
v myocyt. A naopak pokud myoblast exprimuje PRDM16, indukuje tak jeho diferenciaci
v adipocyt (Saely et al.,, 2012).

Diferenciace je také regulovana prostfednictvim kostniho morfogenetického proteinu 7
(BMP7), jelikoZ indukuje expresi vySe zminéného transkrip¢niho regulatoru PRDM16 a
také UCP1 (Saely et al., 2012).

Jako dalsi klicovy transkrip¢ni aktivator exprese UCP1 a termogenniho procesu je
povazovan CCAAT /enhancer vazebny protein 8 (C/EBP-) (Park et al., 2014).

Kromé hnédych adipocytd, které jsou Myf5 pozitivni existuji jeSté hnédé adipocyty které
jsou Myf5 negativni. Tyto hnédé adipocyty se nachazeji rozptylené v bilé tukové tkani a
pochazi tak zjiné perkurzrové linie. Pravdépodobné pochazi z aktivace dormantnich

prekurzorovych bunék (Saely et al., 2012) (obr.7).

Bilé adipocyty

Incidlni faze adipogeneze bilych adipocyti zahrnuje proliferaci preadipocyta.
Preadipocyty jsou vyvinuty zadipoblasti a adipoplasty vznikaji z multipotentnich
mezenchymalnich kmenovych bunék (Park et al, 2014). Adipocyty se rozviji
z preadipocytii prostfednictvim mnohonasobnych cykli mit6zy, dokud nenarostou do
dostatecné velikosti a poté znovu vstoupi do bunécného cyklu. Podstoupi tzv. mitotickou

klonalni expanzi, dokud nedosdhnou metabolickych vlastnosti zralych adipocyti a
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nejsou schopny skladovat TAG (Park et al,, 2014). Zralé adipocyty uzZ nemaji schopnost
se dale délit. Mezi dtlezité transkrip¢ni faktory diferenciace C/EBPs a sice C/EBP-f a
C/EBP-6.

Vazba C/EBP-B umoziuje preadipocytim znovu spustit buné¢ny cyklus, tudiz je
nepostradatelnym prvkem v mitotické Kklonalni expanzi. C/EBP-f a C/EBP-6 jsou
navzijem redundantni. V ptipadé dvojitého knockoutu geni obou proteinti dojde ke
sniZené schopnosti tukové tkané akumulovat TAG (Tanaka et al., 1997). Vazba C/EBP-f3
navic zvysuje hladiny C/EBP-a a PPAR-y, které se navzdjem pozitivné ovliviiuji a to je
dllezité pro nabyvani a zrani adipocytl (Park et al, 2014). V diferenciaci bilych

adipocytti se dale uplatiiuji BMP, stejné jako u diferenciace hnédych adipocyti (obr.4).

Bézové adipocyty - hnédnuti

Dokonce i vplné diferencované tukové tkani, mlize dochazet k transformacim. Bila
tukova tkan ma totiz schopnost ,prepnout” mezi skladovanim energie a jejim
spalovanim. Tak muZe tato tkan zménit bunécnou charakteristiku, co se tyce morfologie,
exprese gend, nebo aktivity mitochondrii (Park et al., 2014).

Této transformace jsou schopné specializované bézové buiiky, nachazejici se v bilé
nez jsou buniky BAT a maji bliZe k linii bunék WAT (Petrovic et al., 2010a).

BéZové bunlkky maji fenotyp jako WAT buriky a pfi béZnych podminkach také obsahuji
velké vakuoly skladujici tuk a maji nizkou expresi UCP1. AvSak pfi urcitych stimulech,
jako je napriklad expozice chladu, nebo stimulace prostrednictvim (3-adrergnich
aktivatorl, se tyto adipocyty transformuji v bunlky s charakteristikou hnédych
adipocytii, v€etné malych vakuol a exprese UCP1 (Barbatelli et al.,, 2010; Himms-Hagen
etal., 2000).

Pravdépodobné bézové tukové bunlky mohou regulovat adaptivni termogenezi proti
chladu v bilé tukové tkani, jelikoZ primarni funkce BAT je netfesova termogeneze (Park
et al, 2014). Diferenciace béZovych tukovych bunék pii chladové expozici probéhne
béhem jednoho tydne (Rosenwald et al., 2013).

Termogenni aktivita je regulovana prostiednictvim sympatického nervového systému.
Katecholaminy aktivuji B-adrenergni receptory, které jsou sprazené s G-proteiny, zvysi
hladiny intracelularniho cAMP a tento signal vede k expresi genu pro UCP1 (Park et al,,

2014). Kromé katecholaminti se v procesu hnédnuti uplatiiuje také PPAR-y, nebo irisin
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(Petrovic et al.,, 2010b; Wu et al,, 2012). Irisin je faktor hormonalniho charakteru, jenz
konvertuje bily tuk na hnédy. Tento hormon je sekretovan z myocytd, v pribéhu cviceni.

(Bostrom et al., 2012) ( obr. 4).

Bily adi
BMP2Z,EMP4 fly acipocyt

C/EBPa, 8

PPARy
HMEZ Chiad
BMP4 Irisin
PPARy

/O -\,_\ Bily pre-adipocyt B3-agonista
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‘3 =
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@ g
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rekurzor Myogenin
P o > Myocyt
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Obr.4: Diferenciace adipocytu

Bily i hnédy adipocyt jsou odvozeny ze stejné mezenchymdlni bunky. Prekurzor Myf5+ je indukovadn k transformaci
v hnédy adipocyt skze BMP7, PPARy a C/EBPs ve spoluprdci s PGClaa PRMDI16. Bilé adipocyty mohou byt
transformovdny v béZové vlivem vystaveni chladu, Badrenergni aktivaci a PPARagonistou, nebo irisinem.

Prevzato z: Distinction of white, beige and brown adipocytes derived from mesenchymal stem cells, Park et al., 2014

5.3.5 Anatomické umisténi tukové tkané
Bila tukova tkan je rozptylena po celém téle, ale vzakladu se rozliSuje dle vyskytu

v subkutanni (sWAT) a visceralni (VWAT) lokalité.

Visceralni tukova tkan se nachazi v interperitonealnim prostoru, obklobuje organy a
chrani je pred narazy. V zavislosti na konkrétni lokaci, délime vWAT na mezentrickou,
retriperitonedlni, epididymalni (perigonadalni) a omentalni (obr. 5). Mezentricka tukova

tkan tvori podporu stiev, parova epididymalni tkan je pripojena kvaje¢nikim Zen
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(samic) anebo k varlatim mizu (samcti). Parova retroperitonealni tkan se nachazi podél
dorzalni stény bricha a omentalni tkan se nachazi kolem Zaludku a sleziny a rozSiruje se
do ventralni oblasti bricha.

Subkutanni tkan izoluje télo od teploty okoli a nachazi se pod kizi celého téla a také je
rozptylend mezi Kkosternim svalstvem. Hnéda tukova tkan je u potkanli primarné
distribuovana mezi lopatkami (interskapuldrni), v podpazi (axilarni), podél patere
(paravertebralni) a kolem ledvin (perirenalni). Pravé proto, Ze interskapularni BAT tvori
pirevaznou cast celkové hnédé tukové tkané v téle, 1ze ji jednoduse vyjmout.

Jiz vroce 1972 ].M. Heaton detekoval piitomnost hnédé tukové tkané u dospélého
clovéka (Heaton, 1972). I pres tento objev se povaZovala pfitomnost BAT u dospelého
clovéka za zanedbatelnou a zirejmé nezajimavou po mnoho let.

Pozdéji, za pomoci pozitronové emisni tomografie a vypocetni tomografie (PET, CT) se
podarilo potvrdit a zaznamenat piesny vyskyt BAT u dospélého otuZzilého clovéka (obr.
6).

Oblasti vyskytu BAT se nachazeji predevSim v blizkosti klicnich kosti
(supraklavikularni), okolo aorty (paraaortalni), na krku (cervikalni), v oblasti
akromioklavikularniho kloubu, dale pak na hrudniku ¢i na briSe (Lans et al., 2014; Lean,
1989).

BéZova tukova tkan (BgAT) se nachazi v subkutanni bilé tukové tkani, zvlasté pak
v oblasti tiisel (Wu et al., 2012). Dale se nachazi v kr¢ni oblasti, stejné jako BAT. Rozdil je
vSak vtom, Ze BgAT se nachazi v subkutanni tukové tkani, kdeZto BAT se nachazi

hloubéji (Cypess et al., 2013).
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Obr.5 Anatomie tukové tkdané u potkana:

Hlavnimi lokalitami hnédé tukové tkdané u potkana je oblast mezi lopatkami (interskapuldrni) a oblast
okolo ledvin (perirendlni). Oblastmi vyskytu bilé tukové tkané je kromé podkoZi zejména v dutiné brisni
kolem strev (mezentrickd) a v oblasti gondd (perigonaddlni/epididymdini)

Prevzato z: Mechanisms and Metabolic Implications of Regional Differences among Fat Depots, Tchkoia
etal, 2013
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Obr.6 Anatomie hnédé tukové tkdané u clovéeka:

Snimek z pozitronové elektromagnetické tomografie (PET) dokazuje pritomnost hnédé tukové tkdné u
dospélého otuZilého ¢loveka. Hlavni lokality vyskytu hnédé tukové tkdné jsou v oblasti krku, klicnich kosti
a podél patere. VV mensi mife pak i v oblasti ledvin.

Prevzato z: Coldactivated brown adipose tissue in human adults: methodological issues, Lans et al., 2014
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5.4 Hnéda tukova tkan
BAT je unikatni termoregulac¢ni organ vyskytujici se pouze u savcti. Funkci hnédé tukové

tkané je preménovat prijatou energii na produkci tepla a zaroven sniZovat efektivitu
metabolismu, diky spalovani MK. Schopnost BAT spalovat tuk by mohla byt vyuZita
v ]1é¢bé problému obezity a T2DM (Roman et al,, 2015). Za unikatni fukci tohoto organu
je zodpovédny UCP1. Jelikoz je hnéda tukova tkan vysoce vaskularizovana a inervovana,
aktivita kazdého jednotlivého adipocytu je regulovana samostatnym nervovym vlaknem
a je také zavisla na dodavce kysliku a lipidG pomoci kapilary obklopujici kazdou butiku
(Cannon and Nedergaard, 2004; Roman et al, 2015). Produkované teplo opousti
tukovou tkan pomoci krevniho obéhu. Kromé samotnych adipocytii se v tkani nachazi

zejména endotelidlni buniky kapilar, intersticidlni buniky a preadipocyty.

5.4.1 Mechanismus termogeneze
Pokud je organismus vystaven chladu, hypotalamus za¢ne uvoliiovat noradrenalin (NE)

ve tkani skrze aktivaci sympatického nervového systému (SNS) (Roman et al,, 2015).
Noradrenalin je neurotransmiterem na sympatickych vegetativnich vlaknech, radici se
mezi katecholaminy. V adipocytu NE aktivuje vSechny tii adrenergni receptory (3, al,
a2). Nejpodstatnéjsi je vSak aktivace 3 receptoru, jelikoZ tyto receptory se nachazeji
vylucné v tukové tkani (Cannon and Nedergaard, 2004). Kromé stimulace termogeneze,
NE také hraje dtlezitou roli v diferenciaci a proliferaci hnédych adipocyti (Wang et al.,
2011). navic reguluje expresi genu pro UCP a chrani adipocyty pted apoptézou (Cannon
and Nedergaard, 2004). Adrenergni receptor je transmembranovy, spiaZeny sG
proteiny. Jeho aktivaci se v adipocytu stimuluje adenylat-cyklaza, ktera zvysSuje hladinu
intracelularnitho cyklického AMP (cAMP). Cyklické AMP aktivuje cAMP-dependentni
protein kindzu A (cAMP-PKA). PKA fosforyluje perilipin, coZ je protein, ktery za
normalnich okolnosti chrani TAG pred uc¢inkem HSL (Cannon and Nedergaard, 2004),
tim stimuluje HSL a je zahajena lipolyza pritomnych TAG. V mitochondrii tyto mastné
kyseliny podstoupi B-oxidaci a aktivuji respiracni retézec. Pritomnost UCP1 vsak
zplisobi odprazeni membranového potencidlu, takze protony prochazi zpét do matrix
mitochondrie souCasné za tvorby tepla, namisto tvorby ATP (obr. 7) (Roman et al,

2015).
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Obr. 7: Mechanismus termogeneze

Noradrenalin se navdZe na adrenergni receptor spraZeny s G-proteiny. Podjednotka G-proteinu aktivuje
adenyldt-cykldzu a ta syntetizuje cAMP. cAMP aktivuje PKA a ta stimuluje HSL. Tim se aktivuje lipolyza TAG
a odstépené MK z TAG jsou v mitochondriich oxidovdny. Oxidace MK je zdrojem energie pro respiracni
fetézec. Gradient protoni je vsak diky pitomnosti UCP preruSen a tak unikd teplo, misto syntézy ATP.
Obrdzek prevzat z Wikimedia Commons

JelikoZ je aktivni hnéda tukova tkan bohata na mitochondrie a jako zdroj energie vyuZziva
pravé mastné kyseliny, spaluje velké mnoZstvi TAG a predpoklada se, Ze by mohla
ovliviiovat télesnou vahu a redukovat obezitu. Bylo zjiSténo, Ze zvySena produkce UCP1
u hlodavct snizila obezitu a zvysila senzitivitu tkani k inzulinu (Kozak and Anunciado-
Koza, 2008).

Pokud jsou zvitfata chovana v chladuy, jejich pfijem potravy mize byt aZ ¢tyfndsobné
vy$si, ve srovnani s normalni teplotou, aby byl pokryt ¢tyfnasobné vyssi metabolismus.
U zvitat, kterd jsou otuzila a maji aktivni BAT, prakticky veSkery tento nadmérny pitijem

spali pravé hnéda tukova tkan (Cannon and Nedergaard, 2004).

5.4.2 Aktivita odpiahujiciho proteinu
Aktivace UCP spociva v pritomnosti MK. Existuji dva mechanismy odpiaZeni fosforylace

(Ricquier and Bouillaud, 2000). Prvni, navrZzeny Klingerbergem, predpoklada transport
protont skrze UCP, zatimco MK pouze poskytuji potfebné volné karboxy-skupiny, které
zefektiviiuji cely proces (Klingenberg, 1999).

Druhy model, navrZeny Garlidem, zahrnuje cyklovani MK v membrané a UCP umoZnuje
transport aniontové formy mastné kyseliny (Garlid et al., 1998). Mnohéa pozorovani vSak
naznacuji, Ze pro transport protonii neni nezbytna piitomnost mastnych kyseliny a
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v urCité mire probiha i za jejich nepritomnosti. Pritomnost mastnych kyselin vSak

napomaha prenosu protont pies UCP (Obr. 8) (Ricquier and Bouillaud, 2000).
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Obr.8: Modely mechanismu transportu protonu pres UCP1

a) model predstavuje transport protont za pritomnosti mastnych kyselin. Karboxy skupina mastné skupiny se
ucastni transportu protont a umoZiiuje zlepsit transport.

b) model predstavuje transportni cyklus mastnych kyselin. Karboxy-skupina mastné kyseliny je v oblasti vysoké
koncentrace protonl (mezimembrdnovy prostor) protonovdna coZ umozni mastné kyseliné volné difundovat
skrze membrdnu. Na druhé strané membrdny (matrix) je mastnd kyselina deprotonovdna vlivem nizké
koncentrace protoni (Ricquier and Bouillaud, 2000).

Takto zajisténa disipace energie ve formé tepla a zvySena oxidace substratii mize byt
dtlezita pro udrzovani energetické rovnovahy a regulaci télesné vahy (Ricquier and
Bouillaud, 2000). Aktivita UCP stoupa, pfi expozici organismu chladu, jak je uvedeno

vySe, pii probouzeni zvitat z hibernace, nebo u déti po porodu.

5.4.2.1 Typy odpiahujicich proteint
Do roku 1997 se predpokladalo, Ze existuje pouze jeden typ odpiahujiciho proteinu. Od

té doby bylo objeveno celkem pét odpiahujicich proteinti, oznacovanych UCP1 - UCPS5.
Tyto proteiny se lisi ve funkci podle lokality vyskytu (Hainer V., et al., 2004).

Také se tyto proteiny lisi, co se tyCe podobnosti s UCP1. UCP2 a UCP3 jsou homologni
s UCP1 vice nez 50 % (Ricquier and Bouillaud, 2000). UCP4 a UCP5 maji pouze 30%
homologii s UCP1 (Cioffi et al., 2009).

UCP1 se nachazi nejen v hnédé tukové tkani, ale dle nedavnych objevi také v béZovych

bunkach (Busiello et al., 2015).
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UCP2 se nachazi v mnoha tkanich, c¢asto ale pouze v urcitych bunécnych liniich, nebo
v urcitém obdobi. Napriklad se nachazi ve sleziné, pankreatu ¢i plicich, ale hlavné
v makrofazich nachazejicich se vtéchto organech (Cioffi et al., 2009; Ricquier and
Bouillaud, 2000). Také je exprimovan v jatrech plodu, ne vSak vjatrech zdravého
dospélého jedince. Tam ho Ize najit opét, pokud se zde vyskytuji makrofagy (Hodny et
al,, 1998), jeho funkce zfejmé nebude tak prinosna pro termogenezi a regulaci vahy jako
UCP1, jelikoZ byl detekovan i ve tkanich ryb a rostlin, u kterych se nevyskytuje
termogeneze (Brand and Esteves, 2005).

UCP3 se vyskytuje predevsSim v kosternich svalech a srdci (Boss et al, 1997). Ma
klicovou regulacni ulohu v oxidaci mastnych kyselin a v prevenci poSkozeni kyslikovymi
radikaly (ROS) (Cioffi et al., 2009).

Funkce UCP2 a UCP3 zda se byt hlavné v regulaci oxidace mastnych kyselin. V piipadé
nadbytku mastnych Kkyselin v mitochondriich, UCP exportuji MK z mitochondridlni
matrix do cytosolu. Jednd se o ochranny mechanismus pied poskozenim
mitochondriadlnich protein a DNA anionty MK nebo peroxidy (Brand and Esteves, 2005;
Echtay, 2007). Mastné Kkyseliny jsou konvertovany na MK-AcylCoA pro oxidaci, pokud
piisun MK prevysuje schopnost oxidace, mohou se MK akumulovat a ptisobit toxicky.
(Echtay, 2007).

Funkce UCP4 a UCP5 nejsou zcela jasné a jsou predmétem vyzkumu. Predpoklada se, Ze
jejich hlavni role spociva v neuroprotekci (Cioffi et al., 2009).

UCP4 nachazejici se v mozku, miiZe ovliviiovat vapnikovou homeostazu. UCP5 je témér
homologni s mozkovym mitochondrialnim prenaseCovm proteinem (BMCP1). Rozdil
mezi nimi spociva pouze vjedné aminokyseliné (Cioffi et al., 2009). UCP5 se nachazi
predevsim v kiife, hypotalamu, amygdale a hipokampu. (Sanchis et al., 1998). Mimo
mozek se také v niZ$i mire nachazi v ledvinach, srdci, plicich a dalSich organech. Funkce
UCP5 neni zatim zcela znama, ale zrejmé ovliviiuji produkci kyslikovych radikalt

(Echtay, 2007).

5.4.3 Hnéda tukova tkan u clovéka
Jak bylo zminéno vySe, dfive se predpokladalo, Ze BAT se u ¢lovéka vyskytuje maximalné

do dvou let véku. Dnes jiz vime, Ze je tomu jinak. U novorozenci se ziejmé dokonce
vyskytuji dva typy BAT. Prvni je klasicka interskapularni BAT, jenz chrani novorozence
pred nahlou zménou teploty a druha je béZova, vyskytujici se ve visceralni tukové tkani

(Giralt and Villarroya, 2013).
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[ dospély clovék disponuje aktivni BAT za urcitych podminek. Pomoci modernich
zobrazovacich metod (PET/CT, magneticka rezonance) byla u lidi po expozici chladu
detekovana aktivni BAT v urcitych lokacich (obr. 6). Vyskyt a aktivita této tkané vSak
negativné koreluje se vzristajicim vékem a hmotnosti ¢lovéka.

BAT, ktera se vyskytuje u dospélého Clovéka, vSak neni stejna jako interskapularni BAT,
ktera se nachazi po narozeni a vraném véku ditéte. Bylo prokazano, Ze vlivem
adrenergni stimulace jsou bilé adipocyty schopné transdiferenciace v bézové adipocyty,
neboli zhnédnou (Frontini et al., 2013). Tyto adipocyty se také nazyvaji ,brite“ (=brown
in white).

Cim je ¢lovék aktivnéjsi a $tihlejsi, tim vice oblasti aktivni BAT u néj Ize nalézt (Lidell and
Enerback, 2010). Nebylo vSak zatim zjisténo, Ze by clovék vlastnil klasickou

interskapularni BAT, tak jako se vyskytuje u malych savct.

5.4.4 Vék a hnéda tukova tkan
S pribyvajicim vékem spojena s inaktivace a atrofie BAT. Se sniZenou aktivitou BAT

miiZze byt také spojena rezistence tkané k ucinku katecholaminli (Blondin and
Carpentier, 2016). Tato rezistence mliZe zplisobit i sniZenou expresi 3-adrenergnich
receptort. (Blondin and Carpentier, 2016).

Jaké jsou presné priciny, vSak zatim neni zndmo a v této oblasti probiha dalsi vyzkum.
VnaSem experimentu jsme se rozhodli také zahrnout vék, jako podstatny parametr

v efektivité metabolismu ve vztahu k hnédé tukové tkani.

5.4.5 Ablace hnédé tukové tkané a jeji disledky
Vyznamnost hnédé tukové tkané Ize ovérit nejlépe jejim vyjmutim. To je vSak obtiZné,

jelikoZ BAT se rozklada ve vice oblastech téla a v pomérné malych loziscich. Presto,
interskapularni ¢ast predstavuje nejvétsi lozisko BAT u potkana a dalSich malych savctj,
a proto vyjmutim této Casti dosdhneme vyznamné ablace. Otazkou je, zda-li nedojde k
ur¢itym kompenzacim, jako naptiklad opétovny narlist vyjmuté tkané (Cannon and
Nedergaard, 2004), nartst jinych lozisek BAT, ¢i zvySeni exprese UCP1 v bilé tukové
tkani a hnédnuti.

V pokusu z roku 1984, kdy byla $tihlym a obéznim potkaniim vyjmuta inerskapulatni
BAT, bylo pozorovano, Ze extirpace neméla vliv na nartist vahy, ¢i prijem potravy, pokud
byli potkani chovani pfi normalni teploté (Stern et al., 1984). Stihli potkani plné
vykompenzovali vyjmuti narGistem dal$i hnédé tukové tkané. U obéznich mysi doslo ke
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kompenzaci pouze zvySenim exprese genu pro UCP1. Obézni potkani, kteri vSak byli
chovani v teploté 10°C méli pribytek na vaze, oproti kontrole. CoZ podporuje hypotézu,
ze redukce funkcni BAT prispiva k rozvoji tukové tkané a obezité.

V jiné studii z roku 1989 byla potkantim odebrana interkapularni, skapularni a
cervikalni BAT (Rothwell and Stock, 1989). Par dni po extirpaci, byla potkanim podana
infuze NE. Termogenni odpovéd’ byla u operovanych o 30% niZsi neZ u kontrol, ale dva
tydny poté, tento rozdil zmizel. Po Sestnacti dnech se sice nevyskytla regenerace
vyjmuté tkané, ale doslo ke kompletni kompenzaci zbylymi loZisky BAT.

V nedavné studii kdy byla opét vyjmutd interskapuldrni BAT, bylo prokazano, Ze do
urcité doby po operaci dochazi k dysbalanci glykemie. Dva tydny po operaci vSak uz
tento efekt ablace nebyl pozorovan. Diky zméteni exprese UCP1 v subkutanni WAT, bylo
prokazano, Ze nastala kompenzace vramci vys$i exprese UCP1 oproti kontrole
(Dumortier et al., 2017).

Vzhledem k témto studiim jsme se rozhodli zamérit se na disledky extirpace iBAT u
neobéznich potkanti, u kterych jsou projeveny vSechny ostatni parametry MS.
potkaniho modelu MS. Rozhodli jsme se srovnat tyto dlsledky mezi vékovymi
skupinami a prihlédnout k moznym kompenzacnim mechanismiim s ¢asovym odstupem

od extirpace.
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6 Experimentalni cast
6.1 Cile diplomové prace

6.1.1 Vliv extirpace interskapularni hnédé tukové tkané u hereditarné
hypertriacylglycerolemickych potkant
BAT se prisuzuje velky potencial v 1écbé obezity a MS, ale stale neni zcela jasné, jak je

schopna ovlivnit obezitu a poruchy asociované s MS. Rozhodli jsme se HHTg potkantim
vyjmout iBAT a sledovat rozdily ve hmotnosti, inzulinové senzitivité, sekreci hormont a
v sérovych parametrech. Rozhodli jsme se také prihlédnout k moZnosti aktivity

kompenzac¢nich mechanismd, a proto jsme idaje ziskavali prvni a tfeti tyden po operaci.

6.1.2 Vliv extirpace interskapularni hnédé tukové tkané v zavislosti na véku
JelikoZ je znamo, Ze loziska i aktivita BAT se s vékem snizZuje, rozhodli jsme se vztahnout

disledky operace na vék potkanii a to konkrétné dvé vékové skupiny.

6.1.3 Rozdily metabolickych disledkii extirpace interskapularni hnédé tukové
tkané mezi kmeny
Kromé véku, aktivita iBAT se miiZe riiznit i v zavislosti na kmenu potkana. Kmen Wistar

jsme zde pouzili jako kontrolni vic¢i kmenu HHTg, ktery byl predmétem tohoto

experimentu.
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6.2 Metody
V této Casti jsou popsany kmeny potkani, jezZ jsme pro experiment pouzili, usporadani

experimentd a laboratorni analytické metody.

6.2.1 Potkani
Pro tuto praci jsme vyuzili dva kmeny potkanid, HHTg kmen a Wistar. Pro experiment

srovnani aktivity BAT mezi kmeny jsme pouzili 20 potkanti kmene HHTg, 10 potkant ve
véku 2 mésice a 10 potkand ve véku 12mésict. Dale jsme pouzili 12 potkanii kmene
Wistar, 8 potkanii ve véku 2 mésice a 4 potkany ve véku 12 mésici.

Pro experiment extirpace jsme pouzili dvé vékové skupiny potkand. Star$i skupinu ve
véku 18 mésici, celkem 24 potkant ve skupiné, 8 kontrolnich, 16 operovanych. Mladsi
skupinu potkanii ve véku 5 tydnt, celkem 16 potkant ve skupiné, 6 kontrolnich, 10
operovanych. VSichni potkani byli samice, v klecich byli chovani ve skupinach, v béZném

cirkadiannim rytmu. Potrava byla podavana ad libitum.

6.2.1.1 Kmen hereditarné hypertriacylglycerolemickych potkanii
Jak jiZz nazev napovida, tento kmen ma geneticky fixovanou zvySenou hladinu

triacylglyceroli vkrvi. Je to inbredni kmen, u néhoz se vyskytuji symptomy
metabolického syndromu. Kmen HHTg byl vySlechtén byl z kmene Wistar, kfiZeni bylo
provadéno po deset generaci na zakladé zvySené hladiny TAG vséru vlivem
vysokosacharézové diety. Hypertriglyceridémie po patnacti generacich dosahla hodnoty
5,8 mmol/l oproti kontrole, ktera dosahovala hodnoty cca 1,3 mmol/l (Vrana and
Kazdova, 1990).

Tito potkani maji oproti kontroldm vyssi
lipogenezi v jatrech, vys$si hodnoty NEMK
vplazmé. Vys$si hladina NEMK zplisobuje
zvySeny vydej VLDL, zhorSuje utilizaci

glukézy v periferii a sniZzuje inzulinem

inhibi¢ni vliv na jaterni glukoneogenezi, jak
je zminéno vySe. U kmene HHTg je dale Obr.9: Samice potkana kmene HHTg, vék 12 mésicii
vyssi glykemie a inzulinemie oproti

kontrolam. Citlivost k inzulinu je také zhorSena (Vrana et al., 1993). Dale maji zvySeny
systolicky i diastolicky krevni tlak a aZ o 50% vysSsi koncentraci kyseliny mocové

v plazmé (Klimes et al.,, 1995).
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Tento kmen je proto idedlni pro sledovani vyvoje, mechanismli anebo farmakologické

1é¢by inzulinové rezistence a metabolického syndromu.

6.2.1.2 Kmen potkanti Wistar
Tento kmen byl jako prvni vySlechtény vroce 1906. Potkani tohoto kmene jsou

outbredni, pomérné dlouhovéci, ale nachylni k tvorbé nadort. Jedna se o univerzalni
vychozi kmen, ze kterého byla vySlechténa vice nez polovina soucasnych kment
laboratornich potkani (Mgr. Petra Hyklova, Laboratorni potkani a jejich adopce,
czkp.cz [online], 2017). My jsme pouzili tento kmen od firmy Velaz jako kontrolni

k naSemu kmeni HHTg.
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6.2.2 Operace
Operace zahrnovala vyjmuti interskapularni hnédé tukové tukové tkané. Jedna se o

pomérné nenarocnou operaci, kterou potkani absolvovali bez komplikaci a do hodiny po
vyoperovani se probrali. Nejdiive jsme operovali skupinu starSich potkanti, probéhla

v Cervnu 2016 a skupinu mladsich potkant jsme operovali v srpnu 2016.
Material a chemikalie

e Stiikacka, objem 5ml, kratké jehly, Sici jehly, chirurgicka nit

e Narketan (Ketaminum 100 mg, Merial, Francie)

e Xylazin (Xylalzinum 20 mg, Bioveta, Ceska republika)

e Betadine (Povidonium iodinatum 100mg v1 ml vodného roztoku, EGIS
PHARMACEUTICALS, Mad'arsko)

e oc¢ni gel

e Enrogal (Enrofloxacinum 100 mg)

e Ketofen 10% (Ketoprofenum 100 mg) - Merial, Francie

e Oc¢ni nizky, rovné pinzety, zahnuté pinzety, peany
Postup

Sici jehly jsme vlozili do petriho misky vydezinfikovali pomoci betadinu.

Pro narkézu potkanli jsme pouzili kombinaci Narketanu a Xylazinu v poméru 4:1,
v mnozstvi 100 pl na 300 g Zivé vahy. Nark6zu jsme injikovali na dvakrat, do svalu levé a
pravé zadni nohy.

Uspaného potkana jsme na zadech omyli mydlem a vodou a v okoli lopatek vyholili
britvou. Potkana jsme poté polozili na bricho do fyziologické pozice, s nohami i ocasem
pod télem, vytahli jazyk a o¢i jsme natteli ocnim gelem, aby nevyschly.

Po par minutach od injikovani narkézy jsme vyzkouSeli hloubku narkézy, pomoci
stisknuti nohy pinzetou a dotykem vousk prsty. Pokud potkan nijak nereagoval, zahdjili
jsme operaci.

Mezi lopatkami jsme provedli nastfih o délce ~ 2 cm. Pod kiiZi se nachazelo tukové
loZisko bilé tukové tkané a uvnitt se nachazela hnéda tukova tkan. Mladsi potkani témer

Zadnou bilou tukovou tkan neméli. Také v poméru k télu méli vétsi mnoZstvi iBAT.
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Ranu jsme si otevieli pomoci malého peanu a tukové téleso jsme pomoci niizek a pinzety
opatrné vyjmuli. U mladSich zvirat bylo treba kranialni ¢ast tukového télesa podvazat,
aby vyjmuti nekrvacelo. U starsich to nebylo treba, rana témér nekrvacela.

Po vyjmuti tkané jsme ranu vymyli fyziologickym roztokem, vycistili dezinfekci
(Betadin), osusili a ktzi zaSili pomoci ploché zahnuté jehly, jednotlivymi stehy
ukoncenymi chirurgickym uzlem. ZaSitou ranu jsme opét oSetrili dezinfekci a potkana
jsme umistili do pooperacni prepravky, vystlané bunicinou, aby potkani neprochladli.

U kontrolni skupiny potkanii ,sham*“ nebylo nic vyjmuto, pouze jsme jim nasttihli kiizi a
ihned ji zasili, stejnym postupem jako u piredchozi skupiny.

Po operaci jsme potkanim injikovali do okoli rany ketofen v mnozstvi 100 pl na 300 g
hmotnosti.

Zhruba hodinu od ukonceni operace se potkani zacali posupné probouzet, vSichni se
jevili aktivni. Do vody jsme jim aplikovali Enrogal, coZ je veterinarni antibiotikum

v mnozstvi 250 ul/ 0,51 vody.

6.2.3 Oralni lipidovy tolerancni test
Po operaci jsme potkany podrobili ordlnimu lipidovému toleran¢nimu testu (OLTT) pro

posouzeni absorbce tuki z cirkulace a dlisledku odstranéni iBAT na metabolismu tukd.
Srovnavali jsme dvé skupiny kmene HHTg, prvni skupina byla po extirpaci iBAT, druha
skupina byla kontrolni, tzv ,sham®. Noc pied provedenim testu byla potkanim odebrana
potrava.

Predpokladli jsme, Ze absence iBAT prvni skupiny zhorsi absorbci tukid z cirkulace

oproti kontrolni skupiné.

Material a chemikalie A

o Stifkacka 5 ml, nerezovd krmici gavdz ve dvou

velikostech, repkovy olej

4

e Odbérova komurka, \)/

J
¢ h/
e Fyziologicky roztok (0,9% roztok NaCl) A4
e Stolni centrifuga (Heraeus) Obr-10 Nerezovd krmict
gavdz ve dvou velikostec.
Zdroj: AnimaLab.eu

e Komer¢ni souprava na méreni TAG v séru (Erba Lachema

e Spektrofotometr (Beckman Coulter)

s.r.0., Ceska republika)
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Postup

Potkany jsme postupné umistili do odbérové komiirky a z nastrizené $picky ocasku jsme
odebrali par kapek krve do mikrozkumavky. Ocasek jsme poté otieli bunicinou
navlh¢enou fyziologickym roztokem. Po prvnim odbéru jsme provedli ,sondaz
potkantim jsme aplikovali pomoci stiikac¢ky a gavaze do Zaludku repkovy olej. StarSim
potkant jsme aplikovali 3 ml, mlad$im potkantim jsme aplikovali 1,5 ml.

Hodinu po aplikaci oleje jsme provedli druhy odbér krve z ocasku stejnym zpiisobem
jako prvni odbér a takto jsme pokracovali azZ k Sestému, poslednimu odbéru.

Po odbérech jsme vzorky krve stocili ve stolni centrifuze a odebrali 10 pl séra do kyvety
z kazdého vzorku. Na sérum jsme poté aplikovali 1ml komerc¢niho reagens na detekci
TAG. Roztok jsme nechali 20 min. reagovat a poté jsme zmérili ve spektrofotometru,
kterym jsme zmeéfili absorbanci pri vinové délce 420 nm. Absorbanci jsme poté

prepocitali na koncentraci TAG v séru.

6.2.4 Meéieni konccentrace sérovych biochemickych parametri

6.2.4.1 Koncentrace glukézy v séru

Material a chemikalie

e glukometr s testatnimi prouzky (ACCU-CHEK Performa, Némecko)
Postup

Glykemii jsme zjisStovali pfi vykrveni potkanl. Testa¢ni prouzek jsme vloZzili do
glukometru a nabrali kapku krve, glukometr elektrochemickou metodou zméri

koncentraci glukézy v mmol.l-.

6.2.4.2 Koncentrace inzulinu v séru

Material a chemikalie

e komer¢ni souprava kdetekci inzulinu ELISA (Mercodia, Svédsko) - desti¢ka
snavazanou 1. protilatkou, 2. protilatka, pufr senzymem (peroxidazou),
promyvaci pufr, chromogenni substrat, stop roztok

e promyvacka (BioTek)

e Inkubator (Microtec)

e Spektrofotometr na desticky (BioTek - Epoch)
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Postup

Na pripravenou desticku s navazanou primarni protilatkou jsme napipetovali 10 pl séra,
destilované vody jako blanc a standarty. Sekundarni protilatku jsme 10 x naredili
pufrem senzymem peroxiddzou. Napipetovali jsme 100 pl pripraveného Ccinidla
sekundarni protilatky s navazanym enzymem na desticku a vlozili ji do inkubatoru na 2
hodiny pti 25°C a tiepani 700 RPM.

Namichali jsme si promyvaci pufr,1 | destilované vody a 50 ml komercniho
koncentrovaného pufru.

Po inkubaci jsme vlozili desticku do promyvacky s ptripravenym promyvacim pufrem a
nechali 6x promyt od nenavazané sekundarni protilatky.

Po promyti jsme pridali do desticky 200 pl chromogenniho substratu, kery vlivem
peroxidazové reakce zmodral. Desticku jsme opét vlozili na 30 min. do inkubatoru, po
inkubaci jsme zastavili reakci pomoci 100 ul stop roztoku. Desticku jsme vlozili do

spektrofotometru, ktery zméril absorbance pti 450 nm a prepocital na koncentrace.

6.2.4.3 Koncentrace triacylglycerolii v séru

Material a chemikalie

e Centrifuga (Thermo SCIENTIFIC Megafuge)
e Spektrofotometr (Beckman Coulter)
e Komerc¢ni souprava na méreni TAG vséru (Erba Lachema s.r.0.) - reagens 1,

reagens 2
Postup

Po vykrveni jsme vzorky krve ve zkumavkach stocili v centrifuze a odebrali 10 pl séra do
kyvety z kazdého vzorku. Jako standartu jsme pouzili 10 pl reagens 2. Na vzorky jsme
poté aplikovali 1 ml komerc¢niho reagens 1 na detekci TAG. Roztok jsme nechali 20 min.
reagovat a poté jsme zmérili ve spektrofotometru, kterym jsme zmérili absorbanci pri

vlnové délce 420 nm. Absorbanci jsme poté prepocitali na koncentraci TAG v séru.
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6.2.4.4 Koncentrace cholesterolu v séru

Material a chemikalie

e Centrifuga (Thermo SCIENTIFIC Megafuge)
e Spektrofotometr (Beckman Coulter)
e Komerc¢ni souprava na méreni TAG v séru (Erba Lachema s.r.o.) - reagens 1,

reagens 2
Postup

Metoda méreni koncentrace cholesterolu ze séra je stejna jako méreni TAG ze séra,

jediny rozdil je v pouZiti komer¢ni detekcni soupravy, ktera je urcena k métreni CHOL.

6.2.4.5 Koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin v séru

Material a chemikalie

e Souprava pro detekci NEMK (ROCHE, Svycarsko) - roztok A, roztok B, stop roztok
e Vortex

e Spektrofotometr (Beckman Coulter)

Postup

Do zkumavky jsme napipetovali 25 pl séra a 500 pl roztoku A, kazdy vzorek jsme
zamichali na vortexu. Poté jsme pridali 25 ul stop roztoku, zamichali na vortexu a zméfili
absorbanci pti 546 nm (hodnota A1). Ke vzorkiim jsme piidali 25 ul roztoku B, zamichali
na vortexu a 15 min. a po té zmérili absorbanci pti 546 nm (hodnota A2).

Jako blanc jsme pouzili 25 pl H20 namisto séra, postup byl stejny jako se vzorky.

K prepoctu na koncentraci mmol/l jsme pouzili vzorec:

_ VxAA
B Exvxd

V..... celkovy konecny objem
V.....objem vzorku

d....délka priichodu paprsku
€....absorbcni koeficient
AA.A2 - A1
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6.2.4.6 Koncentrace glycerolu v séru

Material a chemikalie

e Souprava pro detekci glycerolu v séru (Randox, Velka Britanie) - Rla pufr, RIb
¢inidlo, CAL standarda

e Inkubator (Microtec, Svycarsko)

e Spektrofotometr na desticky (BioTek - Epoch)

e Desticka
Postup

Do desticky jsme napipetovali 20 pl séra z kazdého vzorku, jako blanc jsme pouzili
destilovanou vodu. Dale jsme napipetovali 20 pl standardy a 40 pl standardy. Dale jsme
smichali 15 ml Rla se 100 ml RIb. Do vSech jamicek jsme napipetovali 200 pl
pripraveného roztoku a vlozili do inkubatoru na 10 min. pti 37°C. Poté jsme vloZili
desticku do spektrofotometru, ten nam zméril absorbance a prepocital je na

koncentrace.
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6.2.4.7 Koncentrace triacylglycerolii v jatrech a ve svalu
Postup detekce TAG v jatrech a svalu je stejny, pouze homogenizace svalu byla ruc¢ni

pomoci niizek, k homogenizaci jater jsme pouzili ponorny homogenizator.
Material a chemikalie

e komercni detekéni souprava pro TAG (Erba Lachema s.r.0.) - ¢inidlo pro detekci
TAG (¢.1), standarta (¢.2)

e methanol, chloroform, dihydrogenfosforecnan draselny, izopropylalkohol,
destilovana voda

e ponorny homogenizér (Glas-Col)

e Vortex

e Spektrofotometr (Beckman Coulter)

e Ruc¢ni homogenizator

Postup

Jatra jsme zhomogenizovali pomoci ponorného homogenizatoru a prelili do zkumavky
(sval jsme homogenizovali ru¢né pomoci ntizek). Na vzorek jsme poté aplikovali 5ml
methanolu a 10 ml chloroformu a drevénym michatkem rozmichali. Zkumavky jsme
pirekryli parafilmem a vlozili do lednice pies noc. Druhy den jsme ke vzorkiim pridali 6
ml 2% KH2PO4, tim se nam vytvorila vodna a tukova faze. Vzorky jsme opét nechali
vlednici pres noc. Treti den jsme odsali tukovou fazi a z vodné faze jsme pomoci
pipetmanu odebrali 1 ml do Cistych zkumavek. Zkumavky s vodnou fazi jsme vloZzili do
hrnce se stojankem a vrouci vodou a nechali po dobu 20 min. odparovat v digestori.

Do odpatené pelety jsme poté pridali 100 pl izopropanolu, rozpustili ji a promichali na
vortexu. Zkazdého vzorku jsme odebrali 10 ul do kyvety. Na blanc jsme pouzili
izopropanol, na standartu jsme pouzili roztok ¢. 2 z komerc¢ni detekéni soupravy. Na
vSechny vzorky jsme aplikovali 1 ml komerc¢niho detekéniho ¢inidla ¢. 1 a vSechny
vzorky jsme promichali ru¢ni michatkem. Vzorky jsme vloZili do spektrofotometru,
ktery zmértil absorbanci pii 546 nm, kterou jsme nasledné prepocitali na koncentraci

v mmol/l dle vzorce:

(szorek/ Astandarta) >sztandarta

a prepocitali jsme na hmotnost jater a svalu.
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6.2.4.8 Koncentrace cholesterolu v jatrech

Material a chemikalie

e komercni detekcéni souprava pro CHOL (BIOLATEST ©) - ¢inidlo pro detekci CHOL
R1, standarda R2

e methanol, chloroform, dihydrogenfosfore¢nan draselny, izopropylalkohol,
destilovana voda

e ponorny homogenizator (Glas-Col)

e Vortex

e Spektrofotometr (Beckman Coulter)

e Ruc¢ni homogenizator

Postup

Postup detekce cholesterolu je témér stejny jako pro detekci TAG uvedeny vyse. Rozdil
je vtom, Ze po oddéleni vodné a tukové faze odebirame 200 pl zvodné faze do
zkumavky na odpareni.

Po odpareni vodné faze do pelety piiddme 1 ml komerc¢niho detekéniho cinidla R1 a
promichali na vortexu. Vzorky jsme poté pielili do kyvet, jako blanc jsme pouzili pouze
¢inidlo R1 a jako standartu jsme pouzili 10 pl ¢inidla R2. Kyvety jsme dali premérit do
spektrofotometru pii 420 nm a absorbanci jsme poté prepocitali na koncentrace podle

hmotnosti jater.

Vypocet jsme provedli dle vzorce:

AAsam— AAblanc "
Mmol = Ccal
AAcal— AA blanc

Sam....vzorek

Cal....standarda
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6.2.4.9 Inkorporace glukézy do glykogenu a CO v branici

Material a chemikalie

e Zkumavky typu ,temelinky“, inkuba¢ni zkumavky, gumové zatky,

Inkubacni lazen (Verkon)

pH metr

Scintila¢ni detektor

Bomba s pneumoxidem

Bikarbonatovy pufr (KRB):

o 100 ml 0,9% NaCl

o 4ml1,15% KCl

o 1,5ml 0,11 M CaClz

o 1ml2,11% KH2PO4

o 1ml3,82% MgS04.7H20

o 21ml1,3% NaHCO3 (1,3 g NaHCO3do 100 ml H20, syceny CO2)
Pfipraveny roztok jsme sytili 10 min. smési plynu obsahujicitho 5 % CO2 (pneumoxidem).
Poté jsme pridali 90 mg 14C-U-glukézy a 250 mg albuminu a pomoci HCI a pH metru
jsme upravili pH na 7,4.

e Methanol, chlroform, glykogen (Sigma-Aldrich), scintila¢ni roztok (Rotiszint, 2%)

dihydrogenfosfore¢nan draselny, 30% hydroxid draselny, inzulin

Postup

a) Stanoveni glykogenu
Do jedné c¢asti pufru jsme pridali 25 pl inzulinu/100 ml pufru, druhou ¢ast pufru jsme
ponechali bez stimulantu. Do temelinek jsme napipetovali 5 ml KRB pufru, pridali
branici a vzduch nad vzorkem jsme sytili pneumoxidem po dobu 1 min. Temelinku jsme
poté neprodySné uzavieli gumovou zatkou a vloZili do vodnich lazni, za pomalého
trepani, kde se inkubovala po do 2 hodiny pti 37°C. Po inkubaci jsme branici vyjmuli,
oplachli ve vodé a vloZili do zkumavky, pridali 5 ml methanolu a 10 ml chloroformu,
zkumavky uzavreli a nechali v chladu do druhého dne. Druhy den jsme pridali 6 ml 2%
KH2PO4 a opét nechali v chladu do druhého dne. DalSi den jsme odsali oddélenou vrchni

vrstvu roztoku. Branici jsme vyjmuli a nechali do dalsiho dne volné vysusit.
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K vysuSené branici jsme pridali 1 ml roztoku 30% KOH s 1% roztokem glykogenu. Dale
jsme v tomto roztoku branici varili po dobu 2,5 hodiny, dokud se vSe nerozvari. Poté
jsme pridali 2,5 ml 96% ethanolu, promichali na vortexu a nechali 2 hodiny odleZet
v lednici, zakryté parafilmem. Poté jsme vzorky stocili v centrifuze, supernatant jsme
slili. Sediment jsme sozpustili 0,5 ml H20, promichali na vortexu a odebrali 0,2 ml do
zkumavek. Pridali jsme 8 ml scintila¢niho roztoku Rotiszintu a dali mérit do scintilatoru.
Jako standartu jsme pouZili 1 ml roztoku KRB, smichany s 9 ml H20. Odebrali jsme 0,1 ml

do zkumavek a pridali 10 ml scintila¢niho roztoku Rotiszintu.

Vypocet jsme provedli dle vzorce:

impulz = 5000

Imp./g =
mp./g mg navazky
imp. 20
1G./g/2 hod. =—————
nmol G./g/2 ho standarda

b) stanoveni CO>

Do temelinek jsme napipetovali 5 ml inkuba¢niho media KRB, ptidali branici a prostor
nad temelinkou sytili pneumoxidem po dobu 1 min. Temelinku jsme neprodysné
uzavreli a inkubovali ve vodnich 1dznich po dobu 2 hodiny. Po inkubaci jsme vyjmuli sval
a do sklenéné temelinky jsme vlozili kaliSek, ve kterém byl prouzek filtracniho papiru,
na ktery jsme aplikovali 0,2 ml Hyaminu a do temelinky s pufrem jsme pridali 0,5 ml
0,5M H2SO4. Hyamin je hydroxid a CO2 se v zadsaditém prostfedi rozpousti na uhlic¢itan.
Pridanim kyseliny se uhlic¢itan vytésni z pufru. Celou temelinku jsme uzavreli a dali
inkubovat do vodnich 1azni po dobu 45 min. Poté jsme vyjmuli kaliSek s filtracnim
papirem a vlozili ho do zkumavky, ve které jsme meéli pripraven scintila¢ni roztok

Rotiszint a vloZili do scintilatoru k preméreni.

Vypocet jsme provedli dle vzorce:

Imp/g - mg na‘l]éiky 1000
imp*zo
nmol gl. /g /2 hod. =m
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6.2.4.10 Lipogeneze v tukové tkani

Material a chemikalie

e Inkubac¢ni zkumavky, zatky

Inkubacni lazen (Verkon)
¢ pH metr (inoLab)
e Vortex
e Scintila¢ni detektor
e bomba s pneumoxidem
e Digestor
e Bikarbonatovy pufr (KRB):
o 100 ml 0,9% NaCl
o 4ml1,15% KCl
o 1,5ml 0,11 M CaCl,
o 1ml2,11% KH2PO4
o 1ml3,82% MgS04.7H20
o 21ml1,3% NaHCO3 (1,3 g NaHCO3do 100 ml H20, syceny CO2)
Pfipraveny roztok jsme sytili smési plynu obsahujictho 5 % CO2 (pneumoxidem). Poté
jsme pridali 90 mg 14C-U-glukdézy a 250 mg albuminu a pomoci HCl a pH metru jsme
upravili pH na 7,4.
e Methanol, chlroform, glykogen (Sigma-Aldrich), Rotiszint, 2%
dihydrogenfosforecnan draselny, 30% hydroxid draselny, inzulin, BSA albumin

fetalniho bovinniho séra

Postup

Do jedné c¢asti pufru jsme pridali 25 pl inzulinu/100 ml pufru, druhou ¢ast pufru jsme
ponechali bez stimulantu. Do zkumavek s 3 ml inkuba¢niho pufru jsme vloZili tukovou
tkan a vzduch nad vzorkem jsme prosytili pneumoxidem po dobu 1 minuty. Nadobku
jsme poté neprodysné uzavieli gumovou zatkou a inkubovali ve vodni lazni po dobu 2
hodiny, pfi 37°C, za mirného trepani. Po inkubaci jsme tkan vyjmuli a vloZili do
zkumavek, ve kterych bylo 5 ml methanolu a pridali jsme 10 ml chloroformu. Zkumavky
jsme nechali odleZetet do druhého dne v chladu. Dalsi den jsme ke vzorkiim pridali 6 ml

2% KH2PO4 a nechali v chladu do dalSiho dne. Nasledujici den jsme odsali horni vrstvu
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tekutiny a ze spodni vrstvy (chloroformové) jsme odebrali 3 ml do novych zkumavek a
nechali odparit v digestori. Po odparenni jsme pridali 10ml scintila¢niho roztoku
Rotiszint a dali jsme premérit do scintilatoru.

Na standardu jsme pouzili 1 ml pufru a 10 ml H>O.

Vypocet jsme provedli dle vzorce:

impulz

. o Ee %
imp./g = mg navazky 3300
mP 4 20
nmolgl. /g / 2 hod. = —S———

6.2.5 Inkorporace palmitatu v hnédé tukové tkani do lipidii nebo do CO2
Inkorporaci palmitatu do lipidii jsme mérili stejnou metodou, jak je popsana v kapitole

7.2.8., s tim rozdilem, Ze jsme misto radioaktivné znacené 14C-U-glukézy pouzili 14C-U-
palmitat a jako stimulant jsme pouZili inzulin 25 ul/100 ml pufru.

Inkorporace palmitdtu do CO2 byla provedena stejnou metodou jako je popsana

v kapitole 7.2.7. b).
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6.2.6 Lipolyza v tukové tkani

Material a chemikalie

e Inkubacnilazen (Verkon)
¢ pH metr (inoLab)
e Vortex
e Scintila¢ni detektor
e Bomba s pneumoxidem
e Digestor
e Fosfatovy pufr (KRF):
o 100 ml 0,9% NaCl
o 4ml1,15% KCl
o 1,5ml 0,11 M CaCl,
o 1ml0,154M KH2PO4 (1,06 g / 50 ml)
o 1mlO0,154M MgS04.7H20 (1,91 g/ 50 ml)
o 10,9ml0,1M Na;HPO4(17,8 g NaHPO4.2 H20 + 1N HCl do 1000 ml H20)
Ke 100 ml pufru jsme ptidali 3 g albuminu a pomoci 0,1N NaOH a pH metru jsme
upravili pH na 7,4.
e Methanol, chlroform, glykogen (Sigma-Aldrich), Rotiszint, 2%
dihydrogenfosforecnan draselny, 30% hydroxid draselny

e Adrenalin, BSA albumin fetalniho bovinniho séra

Postup

Do casti pufru jsme napipetovali 250 pl adrenalinu/100 ml pufru, druhou ¢ast pufru
jsme ponechali bez stimulantu. Do zkumavek jsme napipetovali 3 ml pufru a vlozili
tukovou tkan. Zkumavky jsme poté vloZili do vodni lazné a nechali inkubovat po dobu 2
hodiny pii 37°C a mirném tifepani. Po inkubaci jsme odebrali 1,5 ml media do
mikrozkumavek. Poté jsme stanovovali NEMK a glycerol dle protokolu, které jsou

uvedeny na str. 42 a 43.

Koncentraci NEMK jsme vypocitali dle vzorce:

c*3000
navazka (mg)

pmol/g =
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6.2.7 Obsah bilkovin v tukové tkani

Material a chemikalie

e sklenéné trychtyre, filtracni papiry

e Digestor

e Spektrofotometr (Beckman Coulter)

e Roztok A- 1N NaOH

e Roztok B - 0,5% roztok siranu méd'natého v 1% vinanu sodnodraselném
e Roztok C - 2% roztok Na;CO3 bezvody v 0,1N NaOH

e Roztok D - 50 ml roztoku C + 1 ml roztoku B

e Roztok E - Folinovo agens + H20 v poméru 1:1,2

e Roztok tyrozinu - 100 mg tyrozinu ve 100ml 0,1N HCL

Postup

Vzorky zvazené tukové tkané jsme vlozili do zkumavky a spolu s 10 ml NaOH dali
rozvarit do digestote. Po rozvareni a vychladnuti jsme dali vzorky prefiltrovat do ¢istych
zkumavek pres dva filtra¢ni papiry umisténymi ve trychtyti. Na blanc jsme pouZili 0,5 ml
1N NaOH.

Déle jsme pouZili 2 standarty, 1. standarta vznikla smichanim 100 pl tyrozinového
roztoku a 9,9 ml 1N NaOH, 2. standarta vznikla smichanim 200 pl tyrosinového roztoku
a 9,8 ml 1N NaOH. Obé standarty jsme promichali na vortexu.

Z filtratq, blancu i standart jsme odebrali 0,5 ml do ¢isté zkumavky, ptidali jsme 2,5 ml
roztoku D, protrepali jsme a nechali 10 minut odleZet. Po odleZeni jsme pridali 0,5 ml
roztoku E, opét jsme protiepali a nechli odlezet 30 minut.

VSechny zkumavky jsme poté prelili do kyvet a premérili ve spektrofotometru pti 690

nm.

Vypocet obsahu bilkovin v procentech jsme provedli dle vzorce:

Extinkce vzorku/standarta ¢.2 *120/navazka vzorku
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6.2.8 Koncentrace adipokini v séru

Mérili jsme koncentrace leptinu, adiponektinu a rezistinu v séru, pomoci komerc¢nich

souprav Uscn ELISA.
Material a chemikalie

e Komer¢ni souprava ELISA (Uscn, Cina) - desticka snavéazanou protilatkou,
standardni redici roztok, standardni roztok, redici cCinidlo A, redici ¢inidlo B,
koncentrovany promyvaci roztok, ¢inidlo A, Cinidlo B, roztok substratu, stop
roztok

e Vortex

e Inkubator (Microtec)

e Promyvacka na desticky (BioTek)

e Spektrofotometr pro desti¢ky (BioTek - Epoch)

Postup

Jako prvni jsme pripravili standardni roztok - tabletu jsme naredili v 1ml standardniho
redidla abychom docilili koncentrace 20 pg/ml. Pripravili jsme si 8 mikrozkumavek do
kterych jsme napipetovali 0,5 ml standardniho redidla. Do prvni mikrozkumavky jsme
napipetovali kredidlu 0,5 ml standardniho roztoku a promichali. Z prvni
mikrozkumavky jsme odebrali 0,5 ml naredéného roztoku a napipetovali do druhé
mikrozkumavky, vtomto tedéni jsme pokraCovali do 7. mikrozkumavky, 8.
mikrozkumavku jsme nechali pouze se standardnim redici roztok.

Dale jsme pripravili fedidlo A a B, natedili jsme je s destilovanou vodou v poméru 1:1 do
12ml. Redidlo A a ¢inidlo A jsme smichali v poméru 1:1, stejné tak fedidlo a ¢inidlo B.
Dale jsme naredili 20 ml promyvaciho roztoku do 580 ml destilované vody.

Do desticky snavazanou protildtkou jsme napipetovali 100 pl blancu, standardy
postupné dle redéni a vzorky. Desticku jsme dali inkubovat na 2 hodiny pii 37°C do
inkubatoru. Po inkubaci jsme obsah desticky vylili a diikladné vyklepli. Dale jsme ptidali
100 pl roztoku A a desticku opét vlozili do inkubatoru na 1 hodinu pii 37°C. Desticku
jsme poté vloZili do promyvacky a 3x promyli, po promyti opét vyklepli. Do desticky
jsme napipetovali roztok B a vloZili do inkubatoru na 30 min. pti 37°C. Po inkubaci jsme

5x promyli v promyvacce. Pridali jsme 100 pl roztoku substratu a vlozili do inkubatoru
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na 20 min., b€hem inkubace roztok zmodral. Poté jsme napipetovali 50 pl stop roztoku,
ktery zeZloutl. Inhned po zastaveni reakce jsme desticku vloZili do spektrofotometru na

desticky, kery ndm zéril absorbance i koncentrace.

6.2.9 Vyhodnoceni vysledkii
Vysledky jsou uvedeny jako primér + standardni odchylka priiméru (SEM), v grafech

jsou odchylky vyznaceny pomoci svislych chybovych usecek. Vyznamnost rozdilu mezi
skupinami byla vyhodnocena pomoci T testu, statistickd vyznamnost byla stanovena na

p<0,05.
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7 Vysledky

V této Casti budou uvedeny vysledky dvou experimentli. V prvnim experimentu jsou
popsany vysledky pokusu, kdy jsme sledovali aktivitu iBAT mezi kmeny HHTG a
kontrolnim kmenem Wistar, v zavislosti na véku. Vzhledem k vysledkiim z prvniho
experimentu, jsme navazali druhym experimentem, kde jsme sledovali vliv extrirpace

iBAT na parametry metabolického syndromu u kmene HHTG, v zavislosti na véku.

7.1 Aktivita hnédé tukové tkané na parametry metabolického syndromu
u kmene HHTg a Wistar v zavislosti na véku
V tomto experimentu jsme porovnavali dva kmeny potkanti, HHTg a Wistar. V kazdém

kmenu jsme porovnavali dvé vékové skupiny, konkrétné potkany ve véku 2 mésice a 12
mésicl. Sledovali jsme hmotnost tkani, sérové parametry, ektopické ukladani tuku,
inkorporaci glukézy v branici, inkorporaci palmitové kyseliny v hnédé tukové tkani,
obsah bilkovin v hnédé tukové tkani, obsah bilkovin v epididymalni tukové tkani a

lipogenezi v epididymalni tukové tkani.

7.1.1 Vliv kmene a véku na hmotnost
Srovnavali jsme celkovou hmotnost a relativni hmotnost epididymalni tukové tkané

(ETT), hnédé tukové tkané (BAT) a jater v poméru 1 g tkané/100g télesné vahy (t.v.)
mezi kmeny HHTG a Wistar a vékem 2 mésice a 12 mésict.

Kmen HHTg mél niz§i celkovou hmotnost ve srovnani s kmenem Wistar v obou
vékovych skupinach, potkani ve véku 12 mésici méli hmotnost oproti kmenu Wistar
signifikantné nizsi o 35 % (tab.3).

Relativni hmotnost ETT u kmene HHTg ve véku 2 mésice byla hmotnost ETT o 35 %
nizs$i oproti kmenu Wistar. U starSich skupin potkanii nebyli vyznamné rozdily mezi
kmeny.

Hmotnost BAT byla signifikantné vys$si u mladsich skupin obou kmenii. U kmene HHTg
ve véku 2 mésice hmotnost nizsi o ~ 20 % oproti kmenu Wistar. Ve véku 12 mésict vsak
hmotnost BAT byla vy$$i u kmene HHTg oproti kmenu Wistar o ~ 33 % (graf 1).
Hmotnost jater se u mladSich skupin obou kmen vyznamné nelisila, u vékovych skupin
12 mésicti méli potkani kmene HHTg nizs$i hmotnost jater oproti kmenu Wistar o ~ 25 %

(tab. 3).
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Tab.3: Rozdily kmene a véku v absolutni a relativni hmotnost.

HHTG Wistar
parametr 2 mésice 12 mésicu 2 mésice 12 mésicu
celkova hmotnost (g) 145 + 6,23 539+ 14,75*# | 177 247 *# | 831+42,71*#
ETT (g/100g 2.v.) 04+0,02 | 2385%0,04* | 0,653+0,05*# | 2,441+ 0,35*
jatra (8/10082v.) | 51494011 | 2875£009*% | 5419£009 | 3,776+0,54

Priimérné celkové hmotnosti mérenych potkanii a relativni hmotnosti epididymdlni tukové

tkdné a jater (g tkané/ 100g Zivé vdhy).
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)

Relativni hmotnost iBAT

012
*H

01 . T

0,08 I

0,06 -

g/100g t.v.

0,04

0,02

Wistar 2 mésice

HHTg 2 mésice HHTg 12 mésicl

Wistar 12 mésicd

Graf 1: Relativni hmotnost iBAT mezi kmeny HHTg a Wistar. U obou kmenti byla

Vv

hmotnost iBAT signifikantné vyssi ve véku 2 mésice. Ve véku 12 mésicli maji potkani

Vv

kmene HHTg vyssi relativni hmotnost iBAT oproti kmenu Wistar
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)
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7.1.2 Sérové biochemické parametry
Srovnavali jsme koncentrace parametri triacylglycerolu (TAG), cholesterolu (CHOL) a

volnych mastnych kyselin (NEMK) v séru mezi kmeny HHTg a Wistar a vékem 2 mésice

a 12 mésicl. Koncentrace TAG v séru byla u kmene HHTg vyssi u obou vékovych skupin

vice neZ dvojnasobné. Ve véku 2 mésice byla koncentrace TAG u kmene HHTg vyssi o ~

160 % oproti kmenu Wistar (tab. 4). Koncentrace CHOL v séru byla nizsi u kmene HHTg

ve véku 12 mésicli oproti kmenu Wistar ~ 42 % (tab. 4). Koncentrace NEMK v séru byla

u kmene HHTg vyssi v obou vékovych skupinach, u vékové skupiny 2 mésici byla u

kmene HHTg vyssi o ~ 100 %, u vékové skupiny 12 mésicii byla vyssi o ~ 40 % u kmene

HHTg oproti kmenu Wistar (graf 2).

Tab 4: Rozdily kmene a veku v biochemickych parametrech.

HHTg Wistar
parametr 2 mésice 12 mésicu 2 mésice 12 mésici
TAG (nmol/1) 3,183 £ 0,23 7,884+12* 1,219+ 0,1 # 5161+14*
CHOL (nmol/1) 2,042 £ 0,05 2858+0,21* | 2,121+0,11 | 6,652 +1,33*#

Parametry byly detekovdny ze séra pri vykrveni. MéFili jsme triacylglyceroly a

cholesterol.

*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)

Koncentrace NEMK v séru

0,800

HHTg 2 mésice

HHTg 12

mésich

Wistar 2 mésice

Wistar 12 mésich

Graf 2: Rozdily hladiny volnych mastnych kyselin v séru mezi skupinami potkanti kmene
HHTg a Wistar a mezi vékovymi skupinami 2 mésice a 12 mésicti.
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)

celkovy
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7.1.3 Ektopické ukladani tuku
Srovnavali jsme koncentrace parametrii TAG a CHOL v jatrech a TAG ve svalu

mezi kmeny HHTg a Wistar a vékem 2 mésice a 12 mésic.

Koncetrace TAG v jatrech byla u kmene HHTg vys$si u obou vékovych skupin, ve véku 12
mésicl byla u HHTg signifikantné vys$si o 100 % oproti kmenu Wistar (graf 3).
Koncentrace CHOL v jatrech byla u obou vékovych skupin HHTg niZsi oproti kmenu
Wistar, ve véku 12 mésicli byla u kmene HHTg hodnota niZs$i o ~ 42 % oproti kmenu
Wistar (tab. 5).

Koncentrace TAG ve svalu byla u obou vékovych skupin kmene HHTg niZsi oproti kmenu
Wistar. Ve véku 2 mésicli byla hodnata kmene HHTg niz$i o ~ 75 % oproti kmenu
Wistar, ve véku 12 mésicli byla hodnota nizsi o ~ 88 % u kmene HHTg oproti kmenu

Wistar (tab. 5).
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Tab. 5: Rozdily kmene a véku v mnoZstvi triacylglycerolii v jdtrech, svalu a srdci a cholesterolu

v idtrech.
HHTg Wistar
parametr 2 mésice 12 mésici 2 mésice 12 mésictu
CHOL v jatrech (umol/g) | 7,636 +0,17 | 6,945+ 0,21 * | 8,328+0,34 | 9,358 + 0,74 *#
TAG ve svalu (umol/g) | 0,603 +0,06 | 0,822+0,11 | 2,603+0,41# | 7,183 +1,35*#

*p < 0,05 (vék), # p < 0,05 (kmen)

7.1.4

25

Koncentrace TAG v jatrech

20

15

umol/g

10

*H#

HHTg 2 mésice

HHTg 12 mésicu

Wistar 2 mésice

Wistar 12 mésicd

Graf 3: Ektopické ukladdni TAG v jatrech mezi kmeny a vékovymi skupinami.
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)
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Inkorporace glukdzy v branici

Mérili jsme schopnost branice inkorporovat radioaktivné znacenou 14C-U-glukézu do
glykogenu v zavislosti na stimulaci inzulinem, coZ nam ukazuje citlivost tkané k inzulinu
mezi kmeny HHTG a Wistar a vékem 2 mésice a 12 mésici.

Inkorporace glukdézy do glykogenu byla vysSi u kmene HHTg oproti kmenu Wistar
v obou vékovych skupinach. Ve véku 2 meésice byla bazalni inkorporace glukézy do
glykogenu dokonce o ~ 78 % vy$si u kmene HHTg oproti kmenu Wistar.

Stimulace inzulinem mirné zvysila inkoproraci glukézy do glykogenu u vSech skupin.

Inkorporace glukozy do glykogenu v branici

1800

1600 T
1400 “r |
= 1200 —
~
=y T
_‘_E-D 1000 - }V o I
= m stimulace bazalni
E 5007 " % stimulace inzulinem
S 600 -
# I # I
400 - ' -
200 +— E— 7. SE— I
. T T T ]
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Graf 4: Rozdily kmene a véku v inkorporaci glykogenu v brdnici. Mérili jsme inkorporaci glukézy do
glykogenu bazdlné, nebo stimulaci pomoci inzulinu. Glykogeneze u kmene HHTg byla signifikantné
vys$si oproti kmenu Wistar.

*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)
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8.1.5. Inkorporace palmitatu v hnédé tukové tkani
Mérili jsme schopnost BAT inkorporovat radioaktivné znaceny 14C-U-palmitat do lipid

anebo jeho oxidaci mezi kmeny HHTg a Wistar a vekem 2 mésice a 12 mésicu.
Inkorporace palmitatu do lipidt byla u kmene HHTg signifikantné vyssi v obou vékovych
skupinach, ve véku 2 mésice byla vyssi o ~ 400 % oproti kmenu Wistar.

Oxidace palmitatu byla u kmene HHTg také signifikantné vyssi v obou vékovych
skupinach oproti kmenu Wistar. Ve véku 2 mésice byla oxidace palmitatu vyssi o ~ 400
% u kmene HHTg a ve véku 12 mésictli byla inkorporace vyssi o 300 % u kmene HHTg

oproti kmenu Wistar (graf 5).

Inkorporace palmitatu do lipid( v BAT

6000

a)
5000
. 4000
=1
o
§ wf
o~
e
‘E_’E 3000 -
oo
°
E 2000 - #
*
*
. . .
0 - ; : L
HHTG 2 mésice HHTG 12 mésich Wistar 2 mésice Wistar 12 mésich
i iy
Oxidace palmitatu v BAT
450
b) 400
350
300
)
2
o 250
%
20 200
(=]
£
&
150
#
100
*3
50
; =

HHTG 2 mésice HHTG 12 mésic Wistar 2 mésice Wistar 12 mésic
vyssi inkorporace palmitdtu do lipidii (a) neZ do CO; (b).
*p < 0,05 (vek), #p < 0,05 (kmen)
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7.1.5 Inkorporace glukdzy do lipida v epididymalni tukové tkani
Mérili jsme schopnost ETT inkorporovat radioaktivné znacenou 4C-U-glukézu do lipid

mezi kmeny HHTg a Wistar a vékem 2 mésice a 12 mésici. Dale jsme mérili vliv
stimulace inzulinem na inkorporaci glukézy do ETT.

Bez stimulace inzulinem byla inkorporace gluk6zy do ETT niZ${ u kmene HHTg u obou
vékovych skupin. U skupiny kmene HHTg ve véku 2 mésice byla inkorporace niZsi o

~ 60 % oproti kmenu Wistar (graf 6).

V pripadé stimulace inzulinem byla inkorporace glukézy do lipidi také niZ$i u kmene
HHTg oproti kmenu Wistar. Ve véku 2 mésice byla inkorporace nizs$i o ~ 55 % u kmene
HHTg oproti kmenu Wistar.

VETT je znatelny efekt stimulace inzulinem ve véku 2 mésice, coZ znaci citlivost tkané
k inzulinu, ve véku 12 mésicl uz neni témér rozdil oproti bazalnimu stavu bez stimulace,

coz poukazuje na rezistenci tkané inzulinu.
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Graf 6: Rozdily kmene a veku v inkorporaci glukézy do lipidii v epididymdini tukové

tkdni. Byla mérena bazdlné, nebo stimulaci pomoci inzulinu.
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)
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7.1.6 Obsah bilkovin v hnédé tukové tkani
Mérili jsme obsah bilkovin v iBAT mezi kmeny HHTg a Wistar a vékem 2 mésice a 12

meésicl, za ucelem zjisténi velikosti bunék. Velikost bunék tukové tkané negativné
koreluje s aktivitou, ¢im vyssi bilkovin tkan obsahuje, tim mensi buiiky se v tkani
nachazi a tim vyssi je aktivita tukové tkané.

Obsah bilkovin v iBAT byl vyssi ve véku 2 mésice oproti skupindm ve véku 12 mésict u
obou kment. Mezi kmeny nebyly zadné vyznamné rozdily, projevily se ale vékové
rozdily. Mladsi skupiny potkanti méli signifikantné vyssi obsah bilkovin oproti starsim

skupindm o ~ 57 % (graf 7).

Obsah bilkovin v BAT

%

HHTg 2 mésice HHTg 12 mésich Wistar 2 mésice Wistar 12 mésicl
Graf 7: Srovndni kmene a véku v procentudInim zastoupeni bilkovin v hnédé tukové
tkdni.
*p < 0,05 (vek), # p < 0,05 (kmen)
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7.1.7 Vliv extirpace iBAT na parametry metabolického syndromu
Vzhledem k vysledkiim z prvniho experimentu nasledoval experiment extirpace iBAT a

jeji vliv na parametry MS. Srovnavali jsme dvé vékové skupiny potkani kmene HHTg,
konkrétné potkany staré 5 tydnti a 18 mésicii a také casovy efekt extirpace. Data byla
ziskavana prvni a treti tyden od extirpace. Sledovali jsme parametry hmotnosti, extrakci
lipida z krve, sérové biochemické parametry, koncentraci adipokina v séru, ektopické
ukladani lipid{i, obsah bilkovin v tukové tkani, lipogenezi a lipolyzu v epididymalni
tukové tkani, inkorporaci palmitové kyseliny v hnédé tukové tkani a inkorporaci glukézy
v branici.

7.1.8 Vliv extirpace iBAT na télesnou hmotnost a relativni hmotnost organii
Srovnavali jsme celkovou hmotnost a relativni hmotnost epididymalni tukové tkané
(ETT) a jater v poméru 1 g tkdné/100 g télesné vahy (t.v.) mezi kontrolnimi skupinami a
operovanymi, ve vztahu k véku a ¢asovému efektu operace.

Celkova hmotnost a hmotnost ETT se napri¢ skupinami extirpovanych a kontrolnich
vyznamné neliSila, pouze s vékem se hmotnost primérené zvétSovala.

Hmotnost jater se mezi skupinami operovanych a kontrolnich také neliSila, ovSem
s vékem se hmotnost jater sniZila témér na polovinu.

Tab. 6: Vliv extirpace iBAT na celkovou hmotnost, relativni hmotnost ETT a jater ve vztahu k véku
na hmotnost.

HHTG Wistar
parametr 2 mésice 12 mésict 2 mésice 12 mésict
celkova hmotnost (g) 145*# 539*# 177*# 831*#
ETT (g/100g zv) 0,4*# 2,385* 0,653*# 2,441*
BAT (g/100g zv) 0,079*# 0,037* 0,096*# 0,026*
jatra (g/100g zv) 5,149* 2,875* 5,419 3,776

Vliv extirpace na absolutni celkovou hmotnost a na relativni hmotnosti
epididymadlni tukové tkdné a jater (g tkdané/ 100g Zivé vdhy).
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba), Z.v. = Zivé vdhy
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7.1.9 Oralnilipidovy toleranc¢ni test
Mérili jsme koncentraci TAG v séru v pribéhu Sesti hodin po aplikaci repkového oleje (3

ml star$im a 1,5 ml mlad$im) mezi kontrolnimi a operovanymi skupinami, ve vztahu
k véku a ¢asovému efektu operace.

U skupiny potkant starych 5 tydnti méli extirpovani potkani bazalné nizsi hodnotu TAG
oproti kontrolni o ~ 30 % ale méli strméjsi nartist hladiny TAG v priibéhu prvnich ti{
hodin. Pokles hladiny TAG byl shodny v obou skupinach, ale 6. hodinu po aplikaci byla
hodnota TAG nizsi u extirpovanych oproti kontrolnim a poté se hladina dokonce zvysila.

U skupiny potkant starych 18 mésict byla hodnota TAG v krvi jiz bazalné vyssi oproti
potkaniim starym 5 tydnl a po celou dobu odbéri se mirné zvysovala. Hodnoty

extirpovanych potkanii vsak byly vyssi oproti kontrolni skupiné potkanii po celou dobu
odbéri (graf 8).
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Graf 8: Rozdily v ordlnim lipidovém tolerancnim testu potkanti kmene HHTG ve véku 5tydnii (a)
a 18 mésicii (b), mezi operovanou a kontrolni skupinou. Casovd osa zndzorriujici hodnoty TAG
v séru odebirané kaZdou hodinu. V éase 0 je bazdlni hodnota TAG v séru pred aplikaci oleje.



7.1.10 Vliv extirpace iBAT na sérové biochemické parametry
Srovnavali jsme koncentrace parametri glukézy, inzulinu, triacylglycerolu (TAG),

cholesterolu (CHOL), volnych mastnych kyselin (NEMK) a glycerolu vséru mezi
kontrolnimi a operovanymi skupinami, ve vztahu k véku a casovému efektu extirpace.
Parametry glukézy, TAG, CHOL a NEMK se nijak vyznamné neliSily. Parametr
koncentrace inzulinu byl u extirpovanych potkant starych 5 tydni vyssi oproti kontrole
7 dni po operaci, béhem casu se vsak tento parametr srovnal na pribliZznou hodnotu
s kontrolni skupinou. U potkant starych 18 mésict byla koncentrace inzulinu 7 dni po
extirpaci témér shodna, ovSem 21 dni po operaci doslo k poklesu koncentrace inzulinu
témér na polovinu oproti kontrolni skupiné (tab. 7).

Parametr koncentrace glycerolu byl u extirpovanych potkant starych 5 tydna snizeny o
~ 40 % oproti kontrolni skupiné 7 dni po operaci, ovSem 21 dni po extirpaci se tento
rozdil vyrovnal. U extirpovanych potkant starych 18 mésictli byla koncentrace glycerolu
také signifikantné sniZena ve srovnani s kontrolni skupinou, ovSem tento rozdil pretrval

i 21 dni po operaci (tab. 7).

Tab. 7: Srovndni biochemickych parametrii ve vztahu k extirpaci a véku potkanti.

vék 5 tydnii 7 dni po operaci 21 dni po operaci
parametr kontrola extirpace kontrola extirpace
Glukéza (mmol/1) 8,37 £ 0,05 8,26 +£ 0,070 8,3+0,15 8,22+ 0,22
Inzulin (nmol/1) 0,085 £ 0,02 0,132 £ 0,02 0,172 £ 0,02 0,164 + 0,02
TAG (mmol/1) 3,68 0,23 2,63+0,15* 5,09 £ 0,36 4,1+0,64
Cholesterol (mmol/1) 1,84 +0,01 1,66 +0,15* 1,67 £ 0,36 1,75 + 0,64
NEMK (mmol/1) 0,82 £ 0,05 0,61+0,01 0,33+0,01 0,35+0,05 #
Glycerol (mmol/1) 104,62+7,14 61,69+541* 56,92 +6,0 56 +10,6
vék 18 mésicii 7 dni po operaci 21 dni po operaci
parametr kontrola extirpace kontrola extirpace
Glukéza (mmol/1) 8,55 + 0,44 7,79 £ 0,13 7,83 £0,15 7,66 £ 0,21
Inzulin (nmol/1) 0,38 £ 0,09 0,36 +£ 0,03 0,59 +0,11 0,36 £ 0,04
TAG (mmol/1) 7,12 £ 0,67 6,7 £ 0,62 7,94 £ 0,99 8,5+0,70
Cholesterol (mmol/1) 2,42 £ 0,29 2,36 £0,11 2,19 £0,15 2,19+0,14
NEMK (mmol/1) 0,75+0,12 0,71 £ 0,06 1,07 £ 0,02 0,94 £ 0,07 #
Glycerol (mmol/1) 260,77 +30,1 170,87 +12,2* | 203,64+17,6 160,29 + 26,6

Parametry jsou naméreny ze séra pri vykrveni.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)




7.1.11 Koncentrace adipokini v séru
Mérili jsme Kkoncentrace adiponektinu, leptinu a rezistinu mezi kontrolnimi a

extirpovanymi skupinami, ve vztahu k véku a ¢asovému efektu operace. Koncentrace
adiponektinu se u potkanti starych 5 tydnti mirné sniZila oproti kontrole, po 21 dnech od
extirpace se vSak koncentrace adiponektinu oproti kontrole mirné zvysila (tab.8).
Koncentrace leptinu byla vyssi u vSech skupin potkani starych 18 mésicti. Po extirpaci u
potkani starych 5 tydnli se koncentrace leptinu mirné zvySila oproti kontrole,
v pribéhu casu se vSak tento rozdil zmensil. U potkand starych 18 mésicti byla
koncentrace leptinu u extirpovanych mirné snizena (tab. 8).

Koncentrace rezistinu se u extirpovanych potkant starych 5 tydni vyznamné snizila 21
dni po operaci o ~ 43 % oproti kontrolni skupiné. U potkanti starych 18 mésicti vSak

nedoslo k vyznamnym zménam v koncentraci rezistinu (graf 9) .

Tab. 8: Hodnoty hormonu v zdvislosti na extirpaci a véku.

7 dni po operaci 21 dni po operaci

parametr kontrola extirpace kontrola extirpace

adiponektin (ug/ml) | 10,67 +0,09 825+1,63 10,2+0,89 11,16+0,67
vék 5 tydniti
leptin (ng/ml) 046+0,28 0,63+0,19 0,42+0,01 0,53+0,19

adiponektin (pg/ml) | 10,48 0,57 11,51+0,65 10,85+0,77 11,39 +0,34
vék 18 mésicu

leptin (ng/ml) 1,63+021 1,4%021 163+029 1,38+0,1

Hodnoty jsou detekované ze séra a namérené metodou ELISA testu.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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Koncentrace rezistinu v séru
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kontrola 7 dni kontrola 21 dni

Graf 9: Koncentrace rezistinu v séru ve vztahu k extirpaci a vék. U potkan( starych 5 tydni jsme
pozorovali signifikantni pokles koncentrace rezistinu vzhledem ke kontrolni skupiné i dobé od
operace.

*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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7.1.12 Vliv extirpace iBAT na ektopické ukladani tuku
Srovnavali jsme obsah parametrii TAG a CHOL v jatrech, TAG ve svalu a v srdci mezi

kontrolnimi a extirpovanymi skupinami, ve vztahu k véku a ¢asovému efektu operace
(tab. 10).

Obsah TAG v jatrech se u potkani starych 5 tydni prvni tyden po extirpaci zvysil o ~ 50
% oproti kontrole, ovSem v priibéhu casu se hodnoty vyrovnaly ve srovnani s kontrolni
skupinou. U potkani starych 18 mésici se koncentrace TAG v jatrech statisticky
vyznamné neliSila, nastal v§ak mirny pokles u extirpovanych potnakt oproti kontrolam.
Koncentrace CHOL v jatrech se u potkant starych 5 tydnli vyznamné nelisila, u potkant
starych 18 mésicli se koncentrace CHOL u extirpovanych vyznamné sniZzila 21 dni od
extirpace.

Koncentrace TAG ve svalu se vyznamné neliSila oproti kontrolnim skupindm u potkant
starych 5 tydnt. U potkant starych 18 mésicl se koncentrace TAG ve svalu po extirpaci
sniZila o0 ~ 33 % oproti kontrolni skupiné, ale po 21 dnech se hodnoty s kontrolni

skupinou vyrovnaly.

Tab. 10: Vliv extirpace a véku na ektopické ukldddni TAG v jdtrech, svalu a srdci a cholesterolu
v jdtrech.

7 dni po operaci 21 dni po operaci
parametr kontrola extirpace kontrola extirpace
TAG v jatrech 5,068 + 0,51 7,431 + 2,08 6,19 + 0,88 6,284 + 0,74
(umol/g)
o | CHOLviatrech | 5305, 073 5772026 | 447£042 5053016
vek 5-ti (umol/g)
dnit | TAGvesvalu | 767,033  2404:036| 41562065 3012081
(umol/g)
WA ER7 SR 1648+021  1993:0,08| 2188:008  1,8560,21
(umol/g)
TAG vijatrech 22,13+327  19,75+1,52| 23,154+1,57 20,72 +2,19
(umol/g)
CHOL v jatrech 6,22 + 0,45
+ + +
Sk 18-t (mol/g) 9,06+ 1,1 998+0,71 | 7,068 +0,64 #
mésicu | TAG ve svalu 9383+219  629%067 | 8294+397 863089
(umol/g)
TAG v srdci 1,73 + 0,08 1,36 +0,11 188021 109006
(umol/g)

Dle tabulky nedoslo k Zddnym zméndm ve srovndni s kontrolnimi skupinami, kromé hodnoty TAG
v srdci, kdy doslo ke zvySeni koncentrace TAG u potkanii starych 18 mésici, 21 dni od operace
oproti kontrolni skupiné.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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7.1.13 Obsah bilkovin ve vybranych loZiscich tukové tkané
Mérili jsme obsah bilkovin v podkoZni tukové tkani, epididymalni t.t, hnédé tt. a

v tukové tkani kolem ledvin mezi kontrolnimi a extirpovanymi skupinami potkant, ve
vztahu k véku a Casovému efektu operace, za Ucelem zjisténi velikosti bunék. Velikost
bunék tukové tkané negativné koreluje s jeji aktivitou. Cim vy3si obsah bilkovin v tukové
tkani, tim mensi jsou buriky a proto se da predpokladat vyssi aktivita tukové tkané (tab.
11).

Obsah bilkovin v podkoZni tk. u potkani starych 5 tydni byl 7 dni po extirpaci zvySeny
o 30 % oproti kontrole, avSak 21 dni od operace se rozdil oproti kontrole sniZil. U
potkanl starych 18 mésici jsme nezaznamenali témér Zadny rozdil v porovnani
s kontrolami u podkoZni tukové tkané.

Obsah bilkovin v tukové tkani kolem ledvin byl u extirpovanych potkanti starych 5 tydnti
dokonce o ~ 15 % nizsi oproti kontrole, u potkant starych 18 mésict byl obsah bilkovin
témér shodny s kontrolnimi skupinami.

Obsah bilkovin v epididymalni tukové tkani nebyl mezi kontrolami a extirpovanymi
potkany vyrazné odlisSny, u mladsich potkant vSak byl obsah bilkovin mirné vyssi.

Obsah bilkovin v BAT byl méfen pouze u kontrol. U mladSich potkant byl rozdil
v obsahu bilkovin signifikantné vyssi oproti star§im skupindm potkand.

Tab. 11: Obsah bilkovin v tukové tkdni v zdvislosti na extirpaci a véku.

7 dni po operaci 21 dni po operaci
tukova tkan kontrola extirpace kontrola extirpace
podkozni (%) 2,077 £ 0,07 2,723+0,1* 2,05+0,21 2,164 £ 0,2
V,‘V*(:;S‘, epididymalni (%) 1,49 + 0,09 1,9+0,11 1,25+0,04 | 1,109 % 0,042
vand BAT (%) 6,61+0,32 # N N N
kolem ledvin (%) 7,159 £ 0,77 6,1+ 0,54 6,28 £ 0,97 5,44 + 0,36
podkozni (%) 1,126 £ 0,188 1,175+ 0,08 1,001 £0,11 1,126 £ 0,13
vék 18 | epididymalni (%) | 0,650,041 0,640,008 | 1,03+0,056 | 0,9+0,06
meésici BAT (%) 414+ 0,05 N 475+0,14 N
kolem ledvin (%) 4,449 + 0,82 4,146 * 0,45 3,329 + 0,33 3,817 + 0,29

Bilkoviny byly méreny v podkozni tukové tkdni, kolem ledvin, v epididymdini tukové tkdni

a v hnédé tukové tkdni u ledvin.

*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba) ,# p < 0,05 (vék), N = neméreno

70



7.1.14 Lipogeneze v epididymalni tukové tkani
Mérili jsme schopnost ETT inkorporovat radioaktivné znacenou 14C-U-glukézu do lipid

mezi kontrolnimi a operovanymi skupinami, ve vztahu kvéku a casovému efektu
operace.

Bazalni inkorporace glukézy do lipidli se s vékem signifikantné sniZila, ovSem Zadny
vyznamny rozdil kontrolnich skupin oproti operovanym jsme nezaznamenali.

Inzulinem stimulovand inkorporace do lipidi byla u potkanli starych 5 tydni
signifikantné vyssi az o ~ 300 % (graf 10), u potkand starych 18 meésicii naopak
stimulace inzulinem neméla témér zadny efekt (graf 11).

U potkanti starych 5 tydnu vsak extirpace snizila inzulinem stimulovanou inkorporaci
glukozy do lipidi oproti kontrolni skupiné témér o 40 % (graf 10). U potkand starych 18
mésicii jsme vSak nezaznamenali vinzulinem stimulované inkorporaci glukézy

vyznamny rozdil mezi skupinami (graf 11).
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Graf 10: Inkorporace glukdzy v epididymdlni tukové tkdni u potkanii véku 5 tydnii. Lipogeneze
byla mérena bazdlné a stimulaci pomoci inzulinu.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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Lipogeneze v ETT, vék 18 meésicl
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Graf 11: Inkorporace glukézy v epididymdlni tukové tkdni u potkanti véku 18 mésicti.
Lipogeneze byla mérena bazdlné a stimulaci pomoci inzulinu.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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7.1.15 Lipolyza v epididymalni tukové tkani
Srovnavali jsme miru lipogeneze v ETT mezi kontrolnimi a operovanymi skupinami, ve

vztahu k véku a ¢asovému efektu operace. Mérili jsme koncentraci NEMK a glycerolu

bazalné a po stimulaci adrenalinem.

Koncentrace NEMK byla bazalné mezi vékovymi skupinami priblizné stejna. Pri

stimulaci adrenalinem se projevil statisticky vyznamny rozdil v produkci NEMK mezi

vékovymi skupinami. Mladsi skupina potkant méla signifikantné vy$$i miru uvoliovani

NEMK oproti skupiné potkanti starych 18 mésict (graf 12, graf 13).

Koncentrace glycerolu bazalné byla mezi vékovymi skupinami opét témér shodna. Pri

stimulaci adrenalinem se projevil statisticky vyznamny rozdil mezi vékovymi skupinami.

Mladsi skupina potkani méla vyrazné vyssi odpovéd kinzulinu a produkce glycerolu

byla signifikantné vyssi oproti starsi skupiné potkana (graf 14, graf 15).

wmol/g
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12
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Koncentrace NEMKv ETT, ve véku 5-ti tydn(

B bazalné

e |
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1Tkl »

kontrola extirpace 1tyden kontrola extirpace 3 tydny

Graf 12: Rozdily v koncentraci NEMK v ETT, ve véku 5-ti tydnii bazdlné a pri stimulaci
adrenalinem, mezi extirpovanymi a kontrolnimi skupinami.
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Koncentrace NEMKv ETT, ve véku 18—ti mésici

m bazdlné

umolfg

1 s adrenalinem

kontrola extirpace 1 tyden kontrola extirpace 3 tydny

Graf 13: Rozdily v koncentraci NEMK v ETT ve véku 18-ti mésicti, bazdlné a pri stimulaci
adrenalinem, mezi extirpovanymi a kontrolnimi skupinami.

Koncentrace glyceroluv ETT, vék 5 tydnd

12

M bazazlné

umol/g

m s adrenalinem

kontrola extirpace 1tyden kontrola extirpace 3 tydny

Graf 14: Rozdily v koncentraci glycerolu v ETT, ve véku 5-ti tydni bazdlné a pfi stimulaci
adrenalinem, mezi vékovymi skupinami a mezi extirpovanymi a kontrolnimi skupinami.
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Koncentrace glyceroluv ETT ve véku 18 mésic
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Graf 15: Rozdily v koncentraci glycerolu v ETT, ve véku 18-ti tydn( bazdlné a pri stimulaci
adrenalinem, mezi vékovymi skupinami a mezi extirpovanymi a kontrolnimi skupinami.
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7.1.16 Vliv extirpace iBAT na inkorporaci glukézy ve svalu (branici)
Mérili jsme schopnost branice inkorporovat radioaktivné znacenou 14C-U-glukézu do

glykogenu a oxidaci v zavislosti na stimulaci inzulinem, coZ ndm ukazuje citlivost tkani
k inzulinu mezi kontrolnimi a operovanymi skupinami, ve vztahu k véku a casovému
efektu operace.

Inkorporace glukézy do glykogenu byla bazalné u mladsich potkanii 21 dni od operace
signifikantné vyssi oproti kontrole, u skupiny starSich potkanii byla glykogeneze vyssi
po 21 dnech od operace ve srovnani se skupinou potkani 7 dni od operace, ale kontrolni
skupina méla také vy3$si hodnoty. Stimulace inzulinem méla efekt na vyssi inkorporaci
glukdzy do glykogenu u vSech skupin. U starsi skupiny potkanti byla 7 dni po operaci
vyznamné sniZena glykogeneze stimulovana inzulinem oproti kontrolni skupiné o ~ 25
% a také 21 dni po operaci byla vyssi inkorporace oproti skupine 7 dni od operace,
ovSem opét shodné s kontrolni skupinou (tab. 12).

V oxidaci glukézy nebyl pozorovan efekt inzulinu v Zadné skupiné. U skupiny potkanii
starych 5 tydnii 21 dni od operace poklesla oxidace gluk6zy do oproti skupindm 1 tyden
od operace, u extirpovanych potkani, ale i u kontrolni skupiny.

U skupiny potkanti starych 18 mésicti 21 dni od operace bylo pozorovano mirné zvysSeni

oxidace glukézy, ale pouze u kontrolni skupiny a nebylo statisticky vyznamné. (tab. 13).

Tab. 12: Viiv extirpace a veku na inkorporaci glukézy do glykogenu v brdnici.

7 dni po operaci 21 dni po operaci

stimulace

kontrola

extirpace

kontrola

extirpace

vék 5-ti tydniti

bazalni

s inzulinem

2164,0 £ 234,5

3017,0 + 306,7

1992,0 + 197,3

2824,0 + 235,7

1079,0 + 159,7

2091,0 + 262

1917 £ 252,5*

2689,0 + 342

veék 18-ti
mésicu

bazalni

s inzulinem

1073,0 £ 135

1855,0+ 117

889,0 £ 94,2

1405 + 64,2 *

1631,0 £ 308,3

2451,0 £ 204,2

1380 +128,5 #

2210+ 1284 #

Inkorporaci jsme mérili bazdlné a za stimulace inzulinem.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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Tab. 13: Vliv extirpace a véku na inkorporaci glukézy do CO; v brdnici.

7 dni po operaci 21 dni po operaci
stimulace kontrola extirpace kontrola extirpace
bazalni 290,39 + 14,8 299,3+14,5 |214,82+14,7 22181121 #
vék 5 tydni
s inzulinem 294,33 + 33,5 300,83+17,8 214,5+6,9 235,08 + 24,9
bazalni 97,95 + 4,3 91,65 £ 5,5 123,77 £13,0 96,24+x124
vék 18 mésici
s inzulinem 100,59+ 1,2 80,96 = 4,0 124,51 +94 84,97 + 13,5

Inkorporaci jsme mérili bazdlné a za stimulace inzulinem.
*p < 0,05 (extirpace), # p < 0,05 (doba)
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8 Diskuze

Hnéda tukova tkan je unikatni termoregulacni organ vyskytujici se pouze u savct.
Funkci hnédé tukové tkané je preménovat energii ve formé protonového gradientu na
energii tepelnou a zaroven sniZovat efektivitu metabolismu, spalovanim MK. Diky této
unikatni vlastnosti je v poslednich letech hnédé tukové tkani vénovana znacna
pozornost, jelikoZ jeji funkce se zda byt nadéji v1écbé metabolického syndromu a
komplikaci s nim spojenych (Roman et al., 2015).

Jeji efekt v1écbé MS vSak stale neni objasnén a proto jsme chirurgicky odstranili tuto
tkan u potkand, ktefi trpi metabolickym syndromem, abychom objasnili disledky
extirpace na parametry metabolického syndromu.

Obezita je diagnostikovana jen v 75% piipadl pacientii s metabolickym syndromem.
Podobny jev je pozorovan na laboratornim kmenu HHTg potkant, ktefi i pres
odpovidajici parametry MS (naptiklad hypertriacylglycerolémie nebo vy$Si hodnoty
NEMK v cirkulaci) (Vrana and Kazdova, 1990; Vrana et al, 1993) nevykazuji znaky
obezity. Zda se proto, Ze pravé tento kmen je nejvhodnéjsi pro zkoumani vztahu obezity
a metabolického syndromu. Jedince jsme podrobili extirpaci hnédé tukové tkané a
pozorovali jsme zmény parametrl v ¢ase a ve srovnani s kontrolnimi kmeny Wistar, ze
kterych byli vyslechténi.

V prvni ¢asti experimentu jsme se proto zamérili se na rozdilnou aktivitu hnédé tukové
tkané mezi kmeny potkanti HHTg a kontrolnim Wistar ve vztahu k véku, jelikoZ je
znamo, Ze aktivita hnédé tukové tkané se s vékem sniZzuje (Roman et al,, 2015). V druhé
¢asti experimentu jsme se zamérili na dasledky extirpace této tkan€, s predpokladem
naristu hmotnosti HHTg potkanli a dalsimi negativnimi efekty na parametry MS,
s prihlédnutim k véku potkanti. Také jsme zahrnuli mozZnosti akutnich pooperacnich
reakci, nebo naslednych kompenzaci, proto jsme na kontrolni skupiné potkant provedli
operaci bez extirpace hnédé tukové tkané a parametry srovnavali ve dvou Casovych

obdobich od extirpace

HHTg vs. Wistar potkani

HHTg potkani maji oproti kontrolnimu kmenu Wistar zméneny metabolismus, naptiklad
hypertriacylglycerolémii, vy$Si hodnoty NEMK v cirkulaci, coz je v souladu s literaturou
(Vrana and Kazdova, 1990; Vrana et al., 1993). NEMK v cirkulaci vedou ke zhorSené
utilizaci glukdzy v perifernich tkanich (Cahova et al., 2007).
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Dale u kmene HHTg byla signifikantné vyssi koncentrace TAG séru i v jatrech, coZ
poukazuje na zvySené ektopické ukladani lipidi a negativné koreluje s inzulinovou
senzitivitou jaterni tkané.

Ve svalech vsak k tomuto ektopickému ukladani TAG u potkant kmene HHTg ve vyssi
mire nedochazi. Namérili jsme signifikantné se vyssi glykogenezi, coZ odporuje
piredpokladiim, Ze HHTg potkani maji sniZenou senzitivitu k inzulinu ve svalu.
Zajimavym ukazem byla pozorovana sniZena lipogeneze v ETT u potkant kmene HHTg,
oproti kmenu Wistar, coZ naznacuje rezistenci tukové tkané k inzulinu. Mohlo by se
jednat o kompenza¢ni mechanismus zabranujici nadmérné akumulaci TAG v tukové
tkani. Zmérili jsme tedy lipogenezi v ETT bazalné i pfi stimulaci inzulinem a pozorovali
jsme, Ze ve véku 12 mésicli skutecné dojde k rezistenci tkané k inzulinu, ovSem u obou
kmenti.

Potkani kmene Wistar maji vyssi celkovou hmotnost oproti HHTg potkanlim a tento
rozdil se s vékem vyrazné zvétSuje. Relativni hmotnost ETT byla dokonce signifikantné
vy$$i u kmene Wistar oproti kmenu HHTg ve véku 5 tydni.

Potkani kmene HHTg netrpi zbytnénim tukové tkané. To nas vedlo k hypotéze, Ze HHTg
potkani by mohli mit vyssi aktivitu tukové tkané, kterd by mohla ovliviiovat jejich
hmotnost i pres ostatni projevy MS.

Vysledky z méteni aktivity iBAT nadm ukdazaly, Ze u potkanti kmene HHTg byla
signifikantné vyssi inkorporace palmitatu do lipidi i spalovani palmitatu ve formé CO;.
Tyto vysledky podporuji nasi hypotézu, i pres to, Ze obsah bilkovin viBAT mezi kmeny
nebyl rozdilny.

Rozhodli jsme se proto v dalsim experimentu extirpovat iBAT abychom mohli pozorovat
duisledky jeji ablace a zjistit tak, zda ma opravdu takovy vyznam v ovlivnéni parametri

MS, jak se ji prisuzuje a zda jsou potkani kmene HHTg neobézni diky aktivité iBAT.

Extirpace interskapularni hnédé tukové tkané

Po extirpaci nedoslo k zasadnim zménam v celkové hmotnosti, ani v relativni hmotnosti
ETT, coz odporuje nasi hypotéze. Také na ektopické ukladani lipidi neméla extirpace
Zzadny vliv. Predpokladali jsme, Ze BAT bude spalovat zna¢né mnoZstvi MK a jeji
odstranéni by mohlo zplisobit prirtistek hmotnosti. V pokusu z roku 1984 (Stern et al.,
1984) neméla extirpace vliv na zménu hmotnosti, pokud byli potkani chovani

pti standardni teploté, pokud ovSem byli potkani chovani pii 10°C, doslo k piibytku
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hmotnosti, coz podporuje hypotézu, Ze redukce chladem aktivované BAT prispiva
k rozvoji obezity. Potkani v naSich experimentech byli chovani pri pokojové teploté, coz
mohlo mit vliv na nizkou aktivitu BAT.

Dal$im moznym vysvétlenim by mohla byt inzulinova rezistence v tukové tkani, kterou
jsme pozorovali jiZz v predchozim pokusu. Jedna se o ochrany mechanizmus proti
nadmérné akumulaci lipidG. U mladSich potkant, ktefi podstoupili extirpaci, byla
lipogeneze v ETT stimulovana inzulinem vyznamné sniZena oproti kontrolni skupiné,
coz naznacuje sniZeni inzulinové senzitivity. U starSich potkanli byla pozorovana
rezistence k inzulinu u vSech skupin a Zadny vliv extirpace na zmény v lipogenezi, coZ
naznacuje vliv véku na aktivitu BAT.

Provedli jsme oralni lipidovy toleranc¢ni test, abychom zjistili, zda ma absence BAT
negativni vliv na extrakci tuki z cirkulace. U mladsi skupiny potkanli jsme pozorovali
bazalné nizsi hodnotu TAG v séru, ale strméjsi nartst hladiny oproti kontrolni skupiné.
Starsi skupina potkani ukazovala vyssi hodnoty TAG jiZ bazalné, na lacno, ale také po
celou dobu testu proti kontrolni skupiné. Tyto vysledky sice nebyly statisticky
vyznamné, piresto ukazuji na to, ze extirpace BAT u starsSich potkant zpisobuje zhorseni
utilizace absorbovanych tuki a vyznamnost BAT jako akceptoru prijatych tuki.

DalSimi srovnavacimi parametry byly sérové. Glukéza, TAG, CHOL a NEMK se nijak
vyznamné mezi skupinami neliSily. Parametr koncentrace glycerolu byl u extirpovanych
potkant starych 5 tydnl nejprve sniZeny oproti kontrolni skupiné, ovSem 21 dni po
operaci se tento rozdil vyrovnal. U potkanid starych 18 mésicti byla koncentrace
glycerolu také signifikantné sniZzena ve srovnani s kontrolni skupinou. Nabizi se
moznost, Ze BAT je vyznamnym producentem glycerolu, ktery exportuje do jater, jejim
odstranénim by tedy mohlo dojit ke sniZeni koncentrace glycerolu.

Mérili jsme také lipolyzu v ETT abychom zjistili aktivitu lipolyticko-reesterifika¢niho
cyklu a citlivosti ETT ke stimulaci inzulinem. Nepozorovali jsme vSak Zadné rozdily mezi
skupinami, pozorovali jsme pouze vékovy rozdil v senzitivité k adrenalinu. U mladsi
skupiny potkant byla vyznamné vyssi adrenalinem stimulovana lipolyza, ovSem opét
jsme nepozorovali rozdily mezi extirpovanymi a kontrolnimi skupinami.

Dale jsme zmeérili koncentrace adipokinii v séru, abychom zjistili zda dosl k néjakym
zménam v sekrecni aktivité tukové tkané. Koncentrace leptinu byla vyssi u vSech skupin
potkant starych 18 meésicq, jelikoZ jeho hladina pozitivné koreluje s tukovou tkani

vsouladu s literaturou (Kershaw and Flier, 2004). Koncentrace rezistinu se u
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extirpovanych potkant starych 5 tydnt vyznamné sniZila 21 dni po operaci. Extirpace
tedy necekané zpusobila zlepseni jednoho z parametrii inzulinové rezistence.

Mérili jsme také miru glykogeneze v branici a jeji senzitivitu k inzulinu. Senzitivita
kinzulinu v branici extirpace neovlivnila. U mladSich potkanti doSlo ke zvySeni
glykogeneze s casovym odstupem od operace, ovSem ktomuto zvySeni doSlo i u
kontrolnich skupin. U starsich potkant doslo po operaci k vyznamnému sniZenf citlivosti
kinzulinu oproti kontrolni skupiné, ovSem s casovym odstupem doSlo ke zvySeni
citlivosti k inzulinu, shodné s kontrolni skupinou.

Nabizela se moznost, Ze potkani kompenzuji ablaci iBAT hnédnutim bilych adipocytt.
Zmérili jsme proto obsah bilkovin v podkozni tukové tkani, v ETT, v tkdni kolem ledvin a
v hnédé tukové tkani u kontrolnich skupin. U mladsi skupiny potkant po extirpaci jsme
pozorovali vyssi obsah bilkovin v podkoZni tukové tkani, ovSem ¢asem jsme pozorovali
regresi této zmény. V ETT jsme pozorovali po extirpaci mirné zvyseni obsahu bilkovin,
ale po trech tydnech doSlo kregresi této hodnoty. Zda se tedy, Ze u potkanti HHTg
nedochazi k Zadné kompenzaci v jinych tukovych tkanich.

Extirpaci iBAT se nam hypotéza, Ze BAT ma vyznamny vliv na parametry metabolického
syndromu, nepotvrdila. Dokonce doslo pirekvapivé ke zlepSeni nékterych parametr, coz
jsme nepredpokladali a pro tyto vysledky nemame Zadné podloZené vysvétleni.

NaSe experimenty byly zaloZeny na extirpaci hnédé tukové tkané, takto jsme vSak
odebrali pouze vétSinu, zbyla Cast je roztrousena po téle potkand a neni mozné ji
chirurgicky vyjmout. ReSenim tohoto problému by mohly byt specifické inhibitory,
napriklad inhibitor UCP1.

V budoucnu by bylo zajimavé podivat se na problematiku vice z hlediska molekularni
biologie. Naptiklad pouhd sekvenace a srovnani alel UCP1 z riznych kmenli by mohla

objasnit odliSnost chovani inbredniho kmene HHTg od nasi hypotézy.
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9 Zaveér

Vtéto praci jsme sledovali aktivitu interskapularni tukové tkané na parametry
metabolického syndromu. Srovnavali jsme parametry mezi kmeny HHTg potkanl a
kontrolnim kmenem potkani Wistar a pozorovali jsme niZ$i hmotnost potkanti kmene
HHTg pfres projevy ostatnich parametrii metabolického syndromu, jako je dyslipidémie,

inzulinova rezistence tukové tkané, vyssi hodnoty NEMK v krvi.

NaSe pozorovani vlivu extirpace iBAT u potkanti kmene HHTg:

e Potkani kmene HHTg maji vyznamné vyssi aktivitu iBAT, zejména lepsi spalovani
lipidt.

e Extirpace iBAT nemeéla vliv na celkovou hmotnost ani na hmotnost organi.

e Extirpace neovlivnila vyznamné inzulinovou senzitivitu ve svalu.

e Extirpaci doSlo ke sniZeni lipogeneze v ETT stimulované inzulinem.

e Extirpaci doSlo ke sniZeni koncentrace rezistinu v cirkulaci.

e Extirpaci doSlo ke sniZeni koncentrace glycerolu v cirkulaci.
Pric¢ina toho, Ze u potkani kmene HHTg nedochazi k obezité stale neni objasnéna. Je

mozné, Ze doSlo ke kompenzacim v ramci zvySeni aktivity ostatnich depozit hnédé

tukové tkané.
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