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Seznam zKratek

4E-BP1 — Vazebny protein pro elF4E

AMPK - 5‘-AMP aktivovana proteinkinaza

AP-1 — Aktivacni protein 1 (activator protein 1)

APC — Aktivovany protein C

BCAA — Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (branched-chain amino acids): leucin,
isoleucin a valin

BCAT — BCAA aminotransferaza

BCKA — Ketoanaloga aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (branched-chain keto acids)

BCKD - Dehydrogenaza ketoanalog aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (branched-chain
keto acid dehydrogenase)

C/EBP — CCAAT/enhancer binding protein

C4bBP — Vazebny protein pro C4 slozku komplementu (C4b binding protein)

CASP — Colon ascendens stent peritonitis

CLP — Podvaz slepého stfeva s naslednou perforaci (cecal ligation and puncture)

COX-2 — Cyklooxygenaza-2

CpG DNA - Ekvivalent bakteridlni DNA bohaté na nemethylované CG dinukleotidy

EDL — Musculus extensor digitorum longus

EPA — Kyselina ikosapentaenova

EPCR — Endotelialni receptor proteinu C (endothelial cell protein C receptor)

GM-CSF — Granulocyty a makrofagy stimulujici faktor

GSK-3 — Glykogen syntaza kindza 3

HMB — B-hydroxy-p-methylbutyrat

HMGB-1 — High Mobility Group Box-1 protein

HMG-CoA — B -hydroxy-f-methylglutarylkoenzym A

HPLC — Vysokotcinna kapalinova chromatografie

ChTLA — Chymotrypsin-like aktivita proteazomu

ICAM-1 — Intracelularni adhezni molekula 1 (inter-cellular adhesion molecule 1)

IFN — Interferon

IL — Interleukin

iNOS — Inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého



IRAK - Kinaza asociovana s receptorem pro interleukin-1 (Interleukin-1 receptor-associated
kinase 1)

IkBa — a podjednotka inhibitoru nuklearniho faktoru kB

JNK — c-Jun N-terminalni kindza

KIC - Kyselina a-ketoisokapronova

KIV — Kyselina a-ketoisovalerova

KMV — Kyselina a-keto-B-methylvalerova

LIF — Leukemicky inhibi¢ni faktor

MAFDbx/Atrogin-1 — Muscle atrophy box F

MAMP — Mikrobialni molekularni vzory (microbial-associated molecular patterns)

MAPK — Mitogeny aktivované proteinkinazy (mitogen-activated protein kinases)

MBL — Mandzu vazajici lektin

MCP-1 — Monocytarni chemoatraktantni protein 1 (monocyte chemotactic protein 1)

MHC — Tézky fetézec myozinu (myosin heavy chain)

MIF — Inhibi¢ni faktor migrace makrofagli (macrophage migration inhibition factor)

MLC — Lehky fetézec myozinu (myosin light chain)

mTOR — Cilovéa molekula pro t¢inek rapamycinu u savcli (mammalian target of rapamycine)

MuRF-1 — Muscle ring finger 1

NADH - Nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH — Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF«B — Nuklearni faktor kB

PAF — Krevni desticky aktivujici faktor (platelet-activating factor)

PAR-1 — Proteazami aktivovany receptor 1 (protease-activated receptor 1)

PGE2 — Prostaglandin E2

PI3K - Phosphoinositide-3 kinase

PIF — Proteolyzu indukujici faktor

PKR — Double-strand RNA-dependent protein kinase

PP1 — Proteinfosfataza 1

ROS — Reaktivni derivaty molekulového kysliku (reactive oxygene species)

rT3 — Reverzni trijodtyronin

S6K 1 — Kinaza ribozomalniho proteinu S6 (ribosomal protein S6 kinase-1)

SEM - standardni chyba priméru (standard error mean)

SOL — Musculus soleus



Suc-LLVY-MCA - Sukcinyl-leucyl-leucyl-valyl-tyrosyl-4-methylkumaryl-7-amid

T3 — Trijodtyronin

TAK-1 — Transformujicim rastovym faktorem [ aktivovana kinaza-1 (transforming growth
factor-f-activated kinase 1)

TGF-B — Transformacni rustovy faktor f (transforming growth factor f3)

TIB — Musculus tibialis

TIR — Toll/Interleukin-1 receptor

TLR — Toll-like receptory

TNF — Tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

TRAF-6 — Faktor-6 asociovany s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor (TNF receptor
associated factor 6)

TREM-1 — Spoustéci (trigerring) receptory exprimované na myeloidnich bunkach 1
(triggering receptor expressed on myeloid cells-1)

VEGF — Vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)

Z-FA-MCA - Z-Fenylalanyl-Arginyl-7-amido-4-methylkumarin hydrochlorid

Z-FF-FMK - Z-Fenylalanyl-Fenylalanyl-fluoromethylketon



1. Teoreticky uvod

1.1 Proteokatabolismus, kachexie

Zavaznou komplikaci celé fady vaznych onemocnéni (napf. sepse, nadorovych
onemocnéni, AIDS, srde¢nich vad, selhavani ledvin, revmatoidni artritidy, tuberkulozy,
chronické obstrukéni plicni nemoci, cystické fibrézy, Crohnovy choroby a jinych) je
komplexni metabolicky syndrom, zvany kachexie. Jeho dominantnimi ptiznaky jsou slabost,
unava a ztrata t€lesné hmotnosti, na niz se podili zejména tbytek svalové hmoty, doprovazeny
neékdy ztratou tukové tkané. Kachexie je Casto spojena s anorexii, systémovou zanétovou
odpovédi, inzulinovou rezistenci a poklesem koncentrace anabolickych hormont. Ztrata
proteini postihuje pfedevsim kosterni svalstvo, zatimco ve viscerdlni oblasti lze cCasto
pozorovat pozitivni proteinovou bilanci. Aminokyseliny uvolnéné z bilkovin svalu jsou
vyuzity napft. pro tvorbu proteind akutni faze (C-reaktivni protein, fibrinogen, ceruloplazmin),
cytokinti nebo glukoneogenezi. Zvysené odbouravani nepostihuje bilkoviny kosterniho svalu
rovnomeérné, preferencné jsou degradovany zejména kontraktilni proteiny aktin a myozin.

Kachexie vede ke snizeni kvality Zivota a zvySeni morbidity i mortality. Odhaduje se,
ze jen v USA postihuje ptiblizné¢ 5 milion( osob a je zodpovédna za amrti 10-20 % pacientl
s nddorovym onemocnénim a 15 % umrti zpisobenych organovou dysfunkci u septickych
pacienti. Zavaznou komplikaci kachexie je fakt, ze na rozdil od prostého hladovéni nelze
jejimu rozvoji zabranit pouhou nutrici.

Ackoliv se mnoho védeckych tymi celého svéta intenzivné vénuje studiu kachexie,
mechanismy vedouci k jejimu rozvoji jesté zcela objasnény nebyly. Vzristd vSak pocet
poznatkil poukazujicich na to, Ze na rozvoji proteokatabolismu u kachexie se alespoii caste¢n¢
podili systémova zanétova odpovéd, zprostiedkovand dysregulaci tvorby prozanétovych
cytokinii. Ty vyvolavaji Cetné zmény v metabolismu Zzivin - bilkovin, tuk i sacharidt
(Delano a Moldawer 2006, Morley a kol. 2006, Evans a kol. 2008).

Proteokatabolismus u mnoha odlisnych onemocnéni vykazuje nékteré shodné znaky.
Byla popséana skupina vice nez 100 genti (napf. geny podilejici se na proteolyze, tvorbé ATP
nebo transkripéni faktory), jejichz exprese je aktivovana nebo inhibovana u raznych

proteokatabolickych stavii, nékdy se hovoii o spole¢ném transkripénim programu (Lecker a
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kol. 2004). Piesto lze najit i celou tadu odliSnosti. Proto bude v této praci popisovan

proteokatabolismus u septickych stavii, ackoliv by mnohé poznatky mohly platit i obecné.

1.2 Sepse

Sepse je zavaznym zdravotnickym problémem, navic jeji Cetnost stale vzrista. Mezi
hlavni pficiny patii ve vyspélych zemich zejména starnuti populace, rostouci pocet pacientl
s poruchou imunity a AIDS nebo snizujici se citlivost na antibiotika. VSechny tyto stavy
zvySuji riziko infekce a incidenci sepse. Ro¢ni vyskyt t€zké sepse v USA predstavuje
priblizné 3 pfipady na 1000 obyvatel, coz by znamenalo pii pfepoctu na celosvétovou
populaci pres 18 miliont pfipadii. Navic se predpoklada kazdorocni nartist poctu piipada
tézké sepse o 1,5 % (Angus a kol. 2001). ZvySujici se incidenci septického Soku ukazuji
nasledujici data: zatimco v roce 1993 dosahoval vyskyt septického Soku ve francouzskych
jednotkach intenzivni péce hodnoty 7 %, vroce 2000 jiz 9,7 % (Annane a kol. 2003).
Dulezitost této problematiky doklada fakt, ze pocet umrti nasledkem sepse je srovnatelny
s poc¢tem umrti na rakovinu plic, tlustého stfeva a prsu dohromady. V USA ro¢né zemie na
nasledek sepse asi 215 000 lidi (Angus a kol. 2001), v Evropé asi 135 000, na celém svété to
je vice nez 500 000 lidi. Skute¢ny pocet usmrcenych mize byt az o 50% vysSi nez jsou
soucasné¢ odhady, protoze mnoho septickych pacientii trpi alespon jednou dal§i chorobou
(jako je rakovina nebo zapal plic) a tmrti byva ¢asto pfisuzovano spise t€émto chorobdm nez
sepsi.

Castymi doprovodnymi jevy sepse (ale také jinych vaznych onemocnéni) jsou
kachexie a proteokatabolismus. ProtoZe jednim z cill této prace je sledovani parametrd
metabolismu bilkovin u sepse jako modelu proteokatabolického stavu, nebude zde tematika

sepse diskutovana v celém rozsahu, ale pfedevsim se zaméfenim na tuto problematiku.

1.2.1 Patofyziologie sepse

U pacientll postizenych sepsi dochdzi k rozsahlé aktivaci zanétlivych procesti, coz
vede ke zvySeni koncentraci cirkulujicich cytokinii a aktivaci bun€k imunitniho systému.
Zaroven se projevuji poruchy krevniho srdzeni — od mirné aktivace koagulace, pies pokles
poctu krevnich desti¢ek a prodlouzeni srazlivosti az po diseminovanou intravaskularni

koagulaci. Mezi aktivaci zanétu a krevniho srazeni je uzky vztah — zanétliva aktivita vede
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k aktivaci koagulace, soucasné aktivované protedzy krevniho sraZeni ovliviiuji zanétlivou
odpovéd..

Béhem sepse je cela fada d€ju iniciovana mikroorganismy a od nich odvozenymi
latkami, tzv. mikrobidlnimi molekuldrnimi vzory (MAMP — microbial-associated molecular
patterns), které prekonaji pfirozené bariéry a proniknou do vnitfniho prostiedi organismu.
Mezi né patii mimo jiné lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, peptidoglykan a
lipoteichoova kyselina grampozitivnich bakterii, nemethylovand bakteridlni DNA, mannany
kvasinek, flagellin nebo dvojitd Sroubovice virové RNA (Adib-Conquy a Cavaillon 2007).
Tyto nesavci molekuly jsou rozpoznany tfemi rodinami receptord: Toll-like receptory (TLR),
intracelularnimi  NOD-like receptory a peptidoglykan rozpoznavajicimi proteiny.
Nejvyznamnéjsi z nich jsou TLR, které casto funguji ve spojeni s dal§imi molekulami napf.
CD14 nebo jinymi TLR.

Vazba MAMP na specificky TLR vede k pfenosu signalu Toll/Interleukin-1 receptor
(TIR) signaliza¢ni doménou pies celou kaskadu kinaz. Signalizace vSech znamych TLR je
integrovana ptres myeloidni diferenciacni faktor MyD8S, ktery se podili i na signalnich
drahdch pro aktivaci receptoru pro interleukin-1 (viz obr. 1). MyD88 aktivuje kindzu
asociovanou s receptorem pro interleukin-1 (IRAK), ktera dale stimuluje faktor-6 asociovany
s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor (TRAF-6) a nésledné transformujicim ristovym
faktorem [ aktivovanou kindzu-1 (TAK-1). To vede k aktivaci transkripéniho faktoru
NF«B (nuklearni faktor kB). Mezi geny, jejichz expresi ovliviluje NFkB, patfi napt. tumor
nekrotizujici faktor o (TNF a), inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého (iNOS),
cyklooxygenaza-2 (COX-2) nebo intracelularni adhezni molekula 1 (ICAM-1). Na ovlivnéni
exprese fady prozanétlivych gent, ucastnicich se na patofyziologii sepse, se podili také jiny
transkripcni faktor, aktivacni protein 1 (AP-1). Na jeho regulaci se podili ¢lenové rodiny
mitogeny aktivovanych proteinkindz (MAPK), zejména c-Jun N-terminalni kinadza (JNK) a
p38 MAPK (Matsuda a Hattori 2006). Vysledkem téchto pochodi je aktivace tvorby mnoha
prozanétlivych latek ¢i volnych radikalu:

- cytokin: TNF a; interleukin (IL) 1, 2, 12, 15, 18 a 27; interferon (IFN) 3 a
v; leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF); inhibi¢ni faktor migrace makrofagt
(MIF); granulocyty a mikrofagy stimulujici faktor (GM-CSF)

- chemokinti: CXCLS (= IL-8), CCL5 nebo ligandy CXCR1 a 2, CCR1 a CCR4

- rustovych faktorii: vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF)
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Obrazek 1: Signalni drahy aktivace Toll-like receptoru

vazba ligandu na Toll-like nebo Interleukin-1 receptor

|

myeloidni diferencia¢ni faktor MyD88

|

kinaza asociovana s receptorem pro interleukin-1
(IRAK)

faktor-6 asociovany s receptorem pro mitogeny aktivované protein kinazy
tumor nekrotizujici faktor (MAPK)

(TRAF-6)

transformujicim rustovym faktorem aktivace AP-1

aktivovana kinaza-1
(TAK-1)

NF«B indukujici kinaza
(NIK)

fosforylace IkBa kinazového komplexu

fosforylace (Ser 32 a 36), ubikvitinace a
degradace IkBa

uvolnéni NFkB z vazby na IkBa,
translokace NFkB do jadra

aktivace NFkB

NFkB — nuklearni faktor kB; IkBa — a podjednotka inhibitoru NFkB; AP-1 — aktiva¢ni protein 1
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- bunéénych markeri stresu: High Mobility Group Box-1 protein (HMGB-1),
kyselina mocova, S100

- plazmatickych  faktort: ligandy spoustécich  (trigerring) receptord
exprimovanych na myeloidnich buiikdch 1 (TREM-1), anafylatoxin C5a nebo
manoézu vazajici lektin (MBL)

- lipidovych mediatora: prostaglandiny, leukotrieny, krevni desticky aktivujici
faktor (PAF), oxidované fosfolipidy

- purinovych nukleosidi: adenosin

- neuromediatord: substance P, noradrenalin

- enzymi: COX-2, S5-lipoxygenaza, fosfolipdza A2, dipeptidylpeptidaza 1
zirnych bunék, elastaza, glykogen syntaza kinaza 3 (GSK-3), iNOS, NADPH
oxidaza

- koagulacnich faktora: tkanovy faktor, trombin

Hlavni roli ve sladéni protiinfek¢nich procest hraji cytokiny. ZvySuji mikrobicidni
aktivitu fagocyti, podileji se na smérovani leukocyti do mista infekce, podporuji
hematopoezu a vyvolavaji horecku. Tvorba prozanétlivych cytokint stoupa velmi rychle, coz
endotoxinu. Takové rychlosti je dosazeno uvolnénim ze zirnych bunék nebo tim, Ze v
nékterych buikach (napt. Kupfferovy bunky) dochazi ke konstitutivni transkripci mRNA pro
TNF a, coZ umozni rychlou aktivaci tvorby tohoto cytokinu. Prozanétlivé cytokiny se podileji
na protiinfek¢nich procesech, jejich nadmérna tvorba ale vyvolava vazné nezadouci ucinky.
prostaglandin E2 (PGE2), IL-10 nebo transformacni rustovy faktor B (TGF-B), jejich
nadmérna produkce ovsem muze vyvolat imunodepresi.

K mediatorim pozd¢jSich fazi sepse patii HMGB-1, ktery se fadi mezi endogenni
molekuly signalizujici poSkozeni neboli ,alarminy“. Tento jaderny protein je pasivné
uvolnovan z poskozenych a virem napadenych bunck nebo aktivné sekretovan bunkami
imunitniho systému poté co je acetylovan nebo fosforylovan. Kdyz dosahne extracelularniho
prostoru, vaze se na receptory pro konecné produkty pokrocilé glykace nebo TLR. Mezi
ucinky HMGB-1 patii stimulace aktivace a dozravani bunék imunitniho systému a endotelu
(povzbuzeni migrace; usnadnéni rozpozndvani bakteridlnich produktd; tvorba cytokint,

chemokint, adheznich molekul a reaktivnich forem kysliku), inhibice fagocytozy
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apoptotickych neutrofilii, ale také podpora opravy a regenerace tkani. Na experimentalnim
modelu sepse u zvifat byly prokazany protektivni uc¢inky nizkomolekularnich inhibitort a
specifickych protilatek proti HMGB-1 (4dib-Conquy a Cavaillon 2007, Wang a kol. 2008;
Klune a kol. 2008).

Dulezitou roli v patogenezi sepse a s ni spojenou dysfunkci organt hraje aktivovany
protein C (APC). Cirkulujici zymogen protein C je aktivovan trombomodulinem vazanym na
endotelidlni buiiky (po jeho aktivaci trombinem). Spolu se svym kofaktorem, proteinem S,
degraduje APC esencialni koagulacni faktory Va a VlIlla, vykazuje tedy antikoagulacni
ucinky. Endotelidlni receptor proteinu C (EPCR) urychluje aktivaci proteinu C, vazba APC na
EPCR zesiluje jeho antikoagula¢ni a protizanétlivé ucinky (Levi a van der Poll 2007).

Sepse vede k porucham funkce APC na né€kolika urovnich. Mnozstvi proteinu C
klesa diky degradaci proteolytickymi enzymy jako je neutrofilni elastaza (Eckle a kol. 1991),
spotfebovani nebo snizeni syntézy. ZhorSena aktivace proteinu C je zplisobena downregulaci
trombomodulinu prozanétlivymi cytokiny napt. TNFo a IL-1 (Nawroth a Stern 1986). Uginek
APC je zhorsen diky downregulaci EPCR (Taylor a kol. 2000) a snizeni mnozstvi volné¢ho
proteinu S. Ten je vazan ze 60 % na vazebny protein pro C4 slozku komplementu (C4bBP),
jehoz mnozstvi pii zanétu stoupd, nebot’ patii mezi proteiny akutni faze (Taylor a kol. 1995).

Protizanétlivé ucinky APC jsou ziejmé zprostiedkovany EPCR. Vazba APC na
EPCR ovliviiuje expresi gent inhibici vstupu kalcia do bunky (Hancock a kol. 1995) a
blokadou translokace NFxB do jadra a tudiz jeho aktivace (White a kol. 2000). Také samotny
komplex APC-EPCR se muize translokovat do jadra, a tak modulovat expresi genl. Vazba
APC na EPCR muze vést k aktivaci protedzami aktivovanému receptoru (PAR-1), a tak
ovlivitlovat cytokinovou odezvu — dochazi napf. k upregulaci exprese monocytarniho
chemoatraktantniho proteinu (MCP-1), ktery ma pfi sepsi protektivni ucinky (Riewald a kol.
2002). APC vykazuje také protizanétlivy ucinek v plicich, kde inhibuje sekreci a expresi
rustového faktoru odvozeného z desticek (platelet-derived growth factor) (Shimizu a kol
2003). APC dale brani poruseni bariéry endotelidlnich buné€k pfi sepsi a inhibuje apoptozu
téchto bunck.

Predpoklada se, ze dysregulace apoptdzy lymfocytt v brzliku, slezin€ nebo lymfoidni
tkani spojené se stfevem muZe vést k imunosupresi, a tedy citlivosti k naslednym infekcim
nebo neschopnosti zdolani probihajici sepse. V Casnych fazich sepse jsou postizeny
predevsim T, v pozdgjsich i B lymfocyty. Nartst apoptozy lymfocytl je spojeny s poklesem

proliferace, schopnosti uvolnovat interferon y a narustem mortality (Wesche a kol. 2005).
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V souladu s touto teorii vede podani inhibitort kaspaz k nariistu pteziti septickych mysi
(Hotchkiss a kol. 2000). Vzhledem k nizké specifité a potencialnim vedlejsim u¢inkiim nejsou
inhibitory kaspaz v klinické praxi pouzivany. Na rozdil od lymfocytii se u sepse zvysuje doba
prezivani neutrofila v cirkulaci. Diky aktivaci NFxB a poklesu koncentrace a aktivity kaspazy
3 a 9 totiz dochazi ke zpomaleni apoptézy neutrofilii a tudiz zvyseni rizika poskozeni tkani
(Taneja a kol. 2004).

K dalsim zménam dochazi v neuroendokrinnim systému. Reakce akutni faze
zahrnuje masivni uvolnéni stresovych hormoniti — kortizolu, katecholaminti, ristového
hormonu, antidiuretického hormonu, inzulinu a glukagonu. Cilem je snaha o udrzeni dodavky
kysliku do tkani. Dale to vede k mobilizaci zasob sacharidd, tukl a proteinil ze svalu a jater,
které slouzi k syntéze proteinti akutni faze a glukoneogenezi. Stoupa klidovy energeticky
vydej. Behem pozdéjsi faze sepse klesaji koncentrace cirkulujicich hormonti na normalni,
nékdy az subnormalni hodnoty. Casto dochazi k vyskytu syndromu ,nizkého T3¢
(trijodtyroninu), ktery se projevuje poklesem hladin trijodtyroninu a tyroxinu a nartstem
neaktivniho reverzniho trijodtyroninu (rT3). V této fazi klidovy energeticky vydej opét
narista (Carre a Singer 2008).

1.2.2 Vliv sepse na metabolismus bilkovin

Jednim z charakteristickych projevii sepse je katabolismus proteind kosterniho
svalstva. Z kratkodobého hlediska je navozeni katabolického stavu, a tedy poskytnuti
dostatecného mnozstvi substrati dtlezité pro zachranu organismu. Pokud vsak trva delsi
dobu, vede ke zvySeni morbidity a mortality. Fatalni je vétSinou ztrata vice nez 30 % télesné
hmotnosti, coz odpovida ztratdm az 75 % proteint kosternich svald. Katabolismus bilkovin je
zpisoben zvySenim proteolyzy a/nebo poklesem proteosyntézy, relativni vliv proteosyntézy a
proteolyzy zavisi na mnoha faktorech a miize se liit dle etiologie inzultu (7isdale 2005; Lang
a kol. 2007). Vlivem sepse dochazi ke zménam metabolismu nékterych aminokyselin. Byl
prokazan deficit glutaminu, a to jak v plazmé, tak ve tkanich (Smith a Wilmore 1990; Holecek
a kol. 1997). Glutamin je syntetizovan zejména v kosternim svalu (jako zdroj aminoskupiny
slouzi aminokyseliny s rozvétvenym ftetézcem — BCAA; branched-chain amino acids) a po
uvolnéni ze svalu je utilizovan v ledvinach, enterocytech a bunikach imunitniho systému nebo
je pouzit jako prekurzor pro syntézu nukleotidl. Pokles plazmatické koncentrace glutaminu je

asociovany s vyssi mortalitou (Oudemans-van Straaten a kol. 2001), u kriticky nemocnych
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pacienti méla suplementace glutaminem piiznivé ucinky na mortalitu a snizeni poctu
komplikaci (Novak a kol. 2002). Vlivem sepse dochazi ke zvysené utilizaci BCAA, které jsou
vyuzity jako zdroj energie pro kosterni sval a zdroj aminoskupiny pro syntézu glutaminu a
alaninu (Holecek a kol. 1998). Vyznam BCAA a jejich ovlivnéni sepse bude podrobngji
vysvétlen v kapitole 1.3 Aminokyseliny s rozvétvenym retézcem. K moznym zasahlim pro
upravu proteokatabolického stavu v terapii sepse se fadi podani proteinti, nckterych
aminokyselin (BCAA a glutamin), glukdzy nebo nékterych hormont ¢i jejich syntetickych
analog (inzulin, riistovy hormon, testosteron), nicméné pro rutinni vyuziti v bézné klinické

praxi dosud chybi konsenzus.

1.2.2.1 Vliv sepse na proteosyntézu

Syntéza jednotlivych bilkovin je regulovana v zavislosti na potfebach organismu.
Vlivem sepse stoupa v jatrech syntéza proteinti akutni faze a klesa syntéza albuminu,
v kosternim svalu stoupd syntéza bilkovin ubikvitin-proteazomového komplexu, ovsem
celkova proteosyntéza klesa. U sepse dochazi k ovlivnéni syntézy jak myofibrilarnich, tak
sarkoplazmatickych bilkovin (Lang a kol. 2007).

Zda jsou zmény v syntéze proteinti u sepse zpusobeny zasahem ve fazi transkripce,
neexistuje jednoznacna shoda. Zatimco nékteré prace potvrdily, Ze pokles proteosyntézy je
alesponi z Casti zpusoben poklesem exprese genli pro aktin a tézky fetézec myozinu
(Hasselgren a kol. 1991), jiné to naopak vyvratily (Macallan a kol. 1996). Proto je za hlavni
pric¢inu poklesu proteosyntézy povazovana snizend ucinnost translace.

Ze tifi fazi translace mRNA (iniciace, elongace a terminace) podléhd nejvice
metabolické kontrole iniciace translace, proto se vétSina praci, vztahujici se k ovlivnéni
proteosyntézy sepsi, zabyva sledovanim zmeén v této fazi. Sepse zplsobuje poruchy iniciace
jak ve fazi pfipojeni inicialni methionyl tRNA na malou 40S podjednotku ribozomu (tvorba
43S komplexu), tak pii zavadéni 43S komplexu na Cepicku (,,capped) mRNA. Iniciace
citlivé k hormontim a sloZzkam potravy.

Sepse snizuje mnozstvi fosforylované, tedy aktivni formy kindzy mTOR
(mammalian target of rapamycine), celkové mnozstvi mTOR proteinu se neméni (pfesny
mechanismus dosud zndm neni, mize se na ném podilet jak inhibice autofosforylacni aktivity

mTOR, tak jinych kinaz). To zplsobuje redukci fosforylace kinazy S6K1 (ribosomal protein
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S6 kinase-1) a vazebného proteinu pro elF4E (4E-BP1), coz vede k tomu, Ze se elF4E ve
zvySené mife vaze na 4E-BP1 a v mens$i mife na elF4G, tudiz dochdzi ke zhorSeni tvorby
aktivniho komplexu elF4F a tedy k inhibici proteosyntézy. Mimo to se snizuje mnozstvi
fosforylované formy elF4G, coz negativné ovliviiuje vazbu elF4G na elF4E (viz obr. 2) (Lang
a Frost 2004; Lang a kol. 2007).

Na poklesu proteosyntézy se muze podilet také pokles koncentrace inzulinu
podobného rustového faktoru (IGF-1) vlivem sepse, a to jak cirkulujiciho, tak tkanového
(Frost a kol. 2003). Tuto hypotézu podporuje také zjisténi, ze IGF-1 ma pozitivni uc¢inek na

proteosyntézu v kosternim svalu septickych potkant (Vary 2006).

Obrazek 2: Modelové schéma ovlivnéni iniciace translace pri sepsi

sepse

|

{ fosforylované (aktivni) formy mTOR

/

t fosforylace vazebného proteinu

pro elFAE (4E-BP1) a elF4G ¢ fosforylace kinazy ribozomalniho
‘ proteinu S6 (S6K1)
T tvorba inaktivniho komplexu ¢ fosforvl : sInih tei
oIF4E/4E-BP1 osforylace ribozomalniho proteinu S6
+

¢ tvorba aktivniho komplexu
elF4E/elF4G (= elF4F)

inhibice iniciace translace

mTOR - cilova molekula pro t¢inek rapamycinu u savced (mammalian target of rapamycin); elF — eukaryoticky
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1.2.2.2  Vliv sepse na proteolyzu

Existuje mnoho studii potvrzujicich zvySené odbouravani bilkovin u sepse, a to jak
na riznych zvifecich experimentalnich modelech (Breuille a kol. 1999; Chai a kol. 2003;
Poylin a kol. 2008), tak u pacientti se sepsi (Tiao a kol. 1997 a). Rychlost odbouravani
riznych proteinti se 1isi. ZvysSena degradace proteinii u sepse postihuje zejména myofibrilarni
proteiny aktin a myozin. To potvrzuji studie, které pii porovnani celkové a myofibrilarni
proteolyzy prokazaly, ze vzestup odbouravani myofibrilarnich proteini je vyznamné vyssi nez
narist celkové proteolyzy (Tiao a kol. 1996).

Z vyznamnych proteolytickych systémt hraje u sepse (stejné jako u jinych
aktivace ubikvitin-proteazomového systému. Béhem sepse vzrlsta exprese rlznych gent
souvisejicich stimto systtmem — napf. geni pro ubikvitin, rtzné podjednotky 20S
proteazomu (vlastni katalytické¢ jadro), ubikvitin konjugac¢ni enzymy (enzymy nesouci
ubikvitin podilejici se na vyb&ru substratu) nebo ubikvitin ligdzy E3 (enzymy katalyzujici
prenos ubikvitinu na specificky substrat) MAFbx/Atrogin-1 (muscle atrophy box F) a MuRF1
(muscle ring finger 1) (Hasselgren a kol. 2005). Nékteré prace ale poukazaly na to, Ze zvyseni
exprese na urovni mRNA nevede vzdy k odpovidajicimu zvyseni na urovni proteint (Hobler
a kol. 1999). Kromé zvyseni exprese se u sepse zvysuje 1 vlastni katalyticka aktivita 20S
proteazomu.

Ackoli aktivace proteazomu u sepse hraje dulezitou roli ptfi zvySeni degradace
proteinli, zejména myofibrilarnich, je nutné podotknout, Ze bylo prokazano, Ze intaktni
myofibrily nejsou substratem pro degradaci proteazomem. Proto degradaci myofibrilarnich
proteini  proteazomem piedchazi jejich uvolnéni z myofibril. Timto krokem je ziejme
degradace proteinti souvisejicich se Z diskem (titin, o-aktinin) pomoci kalpaint (kalcium
dependentni cysteinové proteazy), jejichz aktivita béhem sepse stoupa (Hasselgren a Fischer
2001; Goll a kol. 2008). Existuje také nazor, ze tento krok katalyzuji spiSe nez kalpainy
kaspazy (Du a kol. 2004).

Stimulace degradace proteintl vlivem sepse je spojena se zvySenim exprese mnoha
genu regulujicich proteolyzu. K tomu dochazi diky zménam v expresi a aktivité rtiznych
transkripcnich faktor. Byla popsana zvySena exprese a aktivita AP-1 a CCAAT/enhancer
binding protein (C/EBP) vlivem sepse (Penner a kol. 2001 a 2002). Aktivita NF-xB

v ¢asnych fazich sepse je aktivovana, v pozdéjSich spiSe inhibovana. Také pokusy na
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transgennich zvitatech prokazaly, ze aktivace NF-kB vedla ke zvyraznéni svalové atrofie,
naopak inhibice mirnila ztratu svalt (Cai a kol. 2004). Promotory genti ubikvitin-

proteazomového proteolytického systému obsahuji vazebna mista pro tyto transkripcni

faktory (Penner a kol. 2001 a 2002).

1.2.2.3  Vliv sepse na metabolismus bilkovin u riiznych typt svali

Metabolismus proteinti se lisi u riznych typt svalii v zavislosti na slozeni svalovych
vlaken jak za normalnich podminek, tak za riznych patologickych stavli vcetné sepse.
Ackoliv jsou nekteré dilc¢i poznatky zndmy, mnoho praci se touto tematikou detailngji
nezabyva.

Kosterni svaly mohou tvofit az témét polovinu hmotnosti lidského téla i mnozstvi
proteinti. Tato tkan je velice heterogenni a je tvotfena fadou typi svalovych vlaken. Svalové
vlakno je tvofeno jednou mnohojadernou bunkou, rhabdomyocytem, ktera obsahuje
v cytoplazmé (sarkoplazmé) myofibrily, které se dale dé€li na funkcni jednotky, sarkomery.
Zakladni slozkou sarkomery jsou myofibrilarni proteiny myozin a aktin, umoziujici svalovou
kontrakci, a regulatorni proteiny (troponin, tropomyozin, titin, nebulin, aktinin, C- a M-
proteiny). Molekula myozinu se sklada ze 6 polypeptidti — 2 tézkych a 4 lehkych fetézct (2
regulatorni a 2 alkalické). Tézké fetézce obsahuji myozinové hlavicky, interagujici s aktinem
pii kontrakci, vazebné misto pro ATP, slouzici také k hydrolyze ATP (zdroj energie pro
kontrakci) (Scott a kol. 2001).

Svalova vldkna lze dé¢lit dle n€kolika riznych kritérii — dle rychlosti kontrakce,
histochemického barveni pro myozinovou ATP-4zu, metabolickych vlastnosti nebo typu
tézkého fetézce myozinu (MHC — myosin heavy chain). Déleni dle rznych kritérii se ne vzdy
jednoznaéné shoduji.

Podle rychlosti stahu Ize rozliSit vlakna rychla a pomala. Rychla vlakna (typ I) se
také oznacuji jako bila, pomala (typ II) jako Cervena, diky vysSimu obsahu myoglobinu a
zasobeni kapilarami, proto maji vyssi kapacitu oxidativniho metabolismu a jsou odolné&jsi
viici tnave.

Dle histochemického barveni pro myozinovou ATP-azu se puvodné rozliSovaly 3
zakladni typy vlaken, pozdéji byly identifikovany dalsi, takZe se rozliSuje u ¢lovéka 7 typt
vlaken: I, IC, IIC, ITAC, ITA, ITAB a IIB (fazeno od nejpomalejsich k nejrychlejSim).
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Dalsi Casto uzivana klasifikace je zaloZena na biochemické identifikaci enzymi
energetického metabolismu. Dle této klasifikace se rozliSuji 3 zakladni typy vlaken: rychla
glykolytickd (anaerobni), rychld oxidativni (aerobni) a pomald oxidativni. Zatimco u
pomalych oxidativnich vlaken existuje dobra korelace s vlakny typu I, u vlaken typu II (resp.
jejich podtypti) je situace komplikovanéjsi a chybi vyznamna korelace s rychlymi
glykolytickymi i oxidativnimi vldkny. Se vzristajici rychlosti a se zvétSujicim se primérem
svalového vlakna roste aktivita a-glycerofosfatdehydrogenazy, naopak klesa aktivita
sukcinatdehydrogenazy (Rivero a kol. 1998). Rychla vlakna obsahuji vice fosfokreatininu a
ATP nez pomald. Také hodnoty fosforyla¢niho potencidlu nebo ATP-azova aktivita jsou u
rychlych vladken vyssi (Pette a kol. 1999).

Svalova vlakna lze klasifikovat také dle typu ptfitomného MHC. Ackoliv genom
¢lovéka obsahuje alespon 10 genti pro MHC, u dospélych jsou exprimovany pouze 3 (MHCI,
MHCIIa a MHCIIb). U malych savct je exprimovana navic izoforma MHCIIx/d, ktera lezi
svymi vlastnostmi mezi izoformami MHCIla a MHCIIb. Analyza DNA ovSem prokazala, ze
izoforma popisovana u ¢loveka jako MHCIIb odpovidé u malych savct izoformé MHCIIx/d a
k expresi nejrychlejsi izoformy MHC u ¢lovéka nedochazi. Kazdé vlakno mize obsahovat
vice nez jednu isoformu MHC, takova vlakna jsou pak oznaovana jako smisend nebo
hybridni. Proto se rozliSuje vétsi pocet typtl nez by odpovidalo v ptipad¢ exprese praveé jedné
izoformy MHC (Pette a kol. 1999; Scott a kol. 2001).

Svalova vldkna se neli$i pouze diky expresi rGznych izoforem MHC, také dalsi
proteiny existuji v riznych izoformach, které ovliviuji vlastnosti dané¢ho vladkna. Vldkna
homogenni z hlediska exprese izoformy MHC mohou byt heterogenni z hlediska exprese
izoforem lehkého fetézce myozinu (MLC — myosin light chain). Piesto se ,,rychlé” izoformy
MHC spojuji vétsinou s ,,lehkymi* izoformami MLC a ,,t¢7ké* izoformy MHC s ,,t€Zkymi‘
izoformami MLC. Spolu s MHC a MLC jsou koexprimovany i dalsi ,,rychlé nebo pomalé*
proteiny, a tak mtizeme mluvit o specifickém programu genové exprese proteinti typickému
pro dané svalové vlakno (Bottinelli a Reggiani 2000).

Nezavisle na pouzitém typu klasifikace, typ svalového vlakna se mize v pifipadé
potfeby zménit zjednoho na jiny. Tato pfizpuisobivost metabolickych a kontraktilnich
vlastnosti svalu vreakci na podnét dovoluje adaptaci na rizné podminky (inervace,
mechanické a hormonalni faktory). Snizené uzivani kosternich svalii nebo jejich denervace
vede k pteméné¢ smérem k rychlej$im svalovym vlaknlim, dochazi také k poklesu aktivity
enzymu oxidativniho metabolismu. Naopak vytrvalostni trénink vede ke zvySovani oxidativni

kapacity a konverzi smérem k pomalejS$im svalovym vldknim (Scott a kol. 2001). Expresi
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MHC ovliviiyji také hormony $titné zlazy — hypotyredza zvysuje expresi pomalych izoforem,
hypertyredza ji naopak inhibuje. Kromé zmén izoforem MHC miize dochézet také ke zménam
exprese izoforem MLC (Soukup a Jirmanova 2000).

Jednotlivé kosterni svaly se 1isi dle zastoupeni typt vladken, tyto rozdily jsou dany jak
geneticky, tak faktory prostfedi. Pomala vldkna jsou uzptisobena pro izometrické kontrakce,
spotfebovavaji malé mnozstvi ATP a diky pfevazujicimu aerobnimu metabolismu maji velkou
vydrz, ovsem vyviji pouze nizkou silu. Proto jsou zastoupeny nejvice u svali zajistujicich
pomalé opakované kontrakce — dychaci svaly, svaly zajistujici vzptimené drZeni téla nebo
uzivané pfi chtizi napt. m. soleus (SOL). Naproti tomu rychla vlakna jsou schopnd vyvinout
intenzivni silu, ovSem délka kontrakce je kratka, nebot’ vyuZzivaji ve vétsi mife anaerobni
metabolismus a snadnéji se unavi. Jsou tedy vice zastoupeny ve svalech zajist'ujicich rychlé
intenzivni kontrakce — okohybné svaly nebo svaly koncetin podilejicich se na béhu nebo
pohynu prstl napt. m. extensor digitorum longus (EDL).

Mezi svaly liSicimi se ve svém slozeni existuji vyznamné rozdily v jejich
metabolismu, ale také reakci na rizné humoralni faktory ¢i fyziologické a patologické
podminky. Tyto rozdily lze vysvétlit na prikladu svalt SOL a EDL. SOL je za normalnich
podminek metabolicky aktivnéjs$i nez EDL, coz prokazuji vyssi absolutni hodnoty rtznych
parametrl metabolismu proteinti (tykajicich se jak proteosyntézy, tak proteolyzy) (Kadlcikova
a kol. 2004; Muthny a kol. 2008). Naproti tomu je SOL vice odolny ke zménam metabolismu
vlivem rtiznych patologickych podminek jako jsou sepse (Tiao a kol. 1997 b), popaleniny
(Fang a kol. 1998), hyperinzulinémie (Larbaud a kol. 2001) nebo zanét vyvolany aplikaci
terpentynového oleje (Muthny a kol. 2008). Tyto rozdily mohou byt zplsobeny odlisnou
mirou odpoveédi na n€které mediatory podilejici se na rozvoji proteokatabolismu jako jsou
cytokiny nebo glukokortikoidy, znamy jsou také rozdily v aktivaci ubikvitin-proteazomového
proteolytického systému (Tiao a kol. 1997 b).

U sepse jsou inhibici proteosyntézy intenzivnéji postizeny svaly obsahujici pfevahu
rychlych (bilych) nez svaly s pfevahou pomalych (Cervenych) svalovych vlaken (Vary a
Kimball 1992; Kadlcikova a kol. 2004), pii tézkém prubeéhu sepse vSak muze byt pozorovan
spiSe generalizovany pokles proteosyntézy, nezavisly na typu svalu (Lang a kol. 2007).
Podobné jako v ptipadé proteosyntézy zavisi mira ovlivnéni rychlosti degradace proteinti u
sepse na typu svalu. Proteolyza je aktivovana vyraznéji ve svalech s pievahou rychlych
svalovych vlaken nez ve svalech slozenych predevsim z pomalych vlaken (Tiao a kol. 1997

b).

22



1.2.3 Experimentalni modely sepse

Idedlni experimentalni model sepse by umoznoval ptfenést poznatky ziskané na
pokusnych zvifatech na podminky sepse u lidi. Sepse je vSak velice variabilni onemocnéni,
navic zadny model nedokdze plné simulovat komplexnost sepse u lidi. Proto se pouziva

mnoho riznych modell sepse, z nichz kazdy ma své vyhody a nevyhody.

1.2.3.1 Injekce latky vyvolavajici nekrozu

Zdroj zénétu je lokalizovan nejcastéji ve svalu nebo subkutanné a je zajistén
injekénim podanim latky vyvolavajici nekrézu. Piikladem je subkutanni aplikace
terpentynového oleje, ktera vyvola lokalni zanét a rozvinutou reakci akutni faze (Wusteman a
kol. 1990; Muthny a kol. 2008). Vzhledem k tomu, ze zanét neni infekcni povahy, neni ovsem

terminologicky spravné hovofit v tomto ptipad¢ o modelu sepse.

1.2.3.2 Modely toxémie

Modely toxémie zahrnuji intravenozni nebo intraperitonedlni podani agonisty TLR,
které vyvold zanét az Sokovy stav. Mezi pouzivané agonisty patfi zejména
endotoxin/lipopolysacharid (glykolipid ze stény gramnegativnich bakterii), CpG DNA
(ekvivalent bakteridlni DNA bohat¢ na nemethylované CG dinukleotidy), syntetické
lipopeptidy nebo zymosan. VétSinou se podava dana latka jednorazoveé ve vysoké davce,
klinickou situaci ov§em Iépe vystihuje kontinudlni nizkodavkova infuze. K vyhodam modela
toxémie patii jednoduchost provedeni, vysoka homogenita a tedy dobra reprodukovatelnost.
Na druhou stranu je ale nutné podotknout, ze selhdvaji v plném napodobeni sepse pfi jeji
komplikovanosti, nebot’ poddvame pouze jednu z mnoha latek podilejicich se na patogenezi
sepse.

Nejvice rozsifenym modelem je jednorazové podani vysoké davky endotoxinu. To
vyvola rychly, ale pouze piechodny narist systémové koncentrace prozanétlivych cytokint. U
septickych pacienti dochazi spiSe k trvalejsSimu zvySeni produkce cytokint, absolutni
koncentrace dosahuji ale vyrazné¢ nizSich hodnot (Remick a Ward 2005). Citlivost

laboratornich zvitat na endotoxin (a zejména hlodavci) je také vyznamné mensi nez u lidi.
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Ucinky endotoxinu navic siln€ zavisi na zvolené davce, v nekterych ptipadech tak dochazi
k vyskytu ptiznakd opacnych ve srovnani s témi, které se nachazi v klinické praxi — napf.
misto zvySeni srde¢niho vydeje je pozorovano spise jeho snizeni (Nemzek a kol. 2008; Dyson

a Singer 2009).

1.2.3.3 Podéani zivych bakterii

Modely podani zivych bakterii se lisi zpltisobem podani (i.v., i.p., i.m., s.c.),
frekvenci podani (bolus vs. kontinuadlni podani), pouzitym kmenem bakterie ¢i velikosti
inokula. Oproti toxemickym modelim je vyhodou imunitni odpovéd na celou bakterii.
Exogenni podani bakterii ovSem casto nevede k infekci diky aktivaci imunitniho systému a
lyze bakterii komplementem, tudiz tento typ modelu nelze vzdy povazovat za model infekce,

ale v nékterych ptipadech spise toxémie (Buras a kol. 2005).

1.2.3.4 Abdominalni sepse

Tyto modely zahrnuji chirurgicky zékrok v abdominalni oblasti s cilem vytvorit
peritonitidu. Z hlediska provedeni jsou sice narocné, navic vyzaduji anestezii, nicméné lépe
vystihuji klinicky stav.

Vytvoteni peritonitidy se mize dosahnout implantaci infek¢niho materialu. Ackoliv
se k implantaci pouzivaji riizné infikované materialy (bakterialni suspenze, fekalni pelety...),
nejvice je rozsifend implantace fibrinové srazeniny impregnované bakteriemi do peritonealni
dutiny, ktera slouzi jako zdroj infekce.

Jinou moznosti je poruseni gastrointestinalni bariéry s naslednym prinikem bakterii.
Toho se nejcastéji dosahuje podvazem slepého stfeva a jeho naslednou perforaci (CLP — cecal
ligation and puncture). Podvazané stfevo je propichnuto pomoci jehly. Po priniku stfevnich
bakterii se rozviji infekce. Stupen postizeni zavisi na poctu vpichd, velikosti pouzité jehly a
délce podvéazaného stfeva. Mezi dalsi faktory ovlivilujici symptomy vyvolané CLP patii typ
pouzitého anestetika, pfipadné korekce postoperacni hypotermie, podani antibiotika nebo
hydratace organismu (ta se doporucuje pro rozvoj hyperdynamické faze sepse). Uziti techniky
CLP vyvolava zanétlivé, imunitni, hemodynamické a biochemické zmény bliZici se sepsi u

lidi (Otero-Anton a kol. 2001; Singleton a Wischmeyer 2003).
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Alternativou CLP je CASP (colon ascendens stent peritonitis) — kontinualni prichod
obsahu stfeva do peritonea je zajistén zavedenim stentu. Mortalitu lze regulovat pomoci
nastaveni priuméru stentu (Krarup a kol. 1999), ptipadné odnétim stentu po urcité dob¢ (Zantl
a kol. 1998). Pii srovnani s CLP, byly zjiStény pfti pouziti CASP vyssi koncentrace cytokini
v séru i tkanich a vyrazngjs$i pranik bakterii (Lustig a kol. 2007). Vyhodou oproti CLP je

nepiitomnost nekrotické tkdné nebo abscesu.

1.3  Aminokyseliny s rozvétvenym retézcem

BCAA, jmenovité leucin, isoleucin a valin patii mezi esencidlni aminokyseliny, tedy
aminokyseliny, jejichZ de novo syntéza v organismu je nedostateCna, a tudiz musi byt
ptijimany potravou. Obsah BCAA v béznych potravinach je dostatecn¢ vysoky, takze dosud
nebyl popsan syndrom vyvolany jejich deficitem v potravé.

Na rozdil od jinych aminokyselin, je za normalnich podminek vétSina potravou
ziskanych BCAA vyuzita na proteosyntézu, jen malé ¢ast (10 - 15 %) je oxidovana (Harper a
kol. 1984). O tom jak dulezitym substratem pro syntézu bilkovin jsou BCAA svéd¢i fakt, ze
tvoii pfiblizné tietinu obsahu esencidlnich aminokyselin v bilkovinach svalové tkané. BCAA
nejsou pouhym substratem pro tvorbu bilkovin, podileji se také na regulaci proteosyntézy a
proteolyzy a slouzi jako zdroj aminoskupiny pfi tvorb¢ alaninu a glutaminu ve svalu (Kimball

a Jefferson 2006).

1.3.1 Metabolismus aminokyselin s rozvétvenym retézcem

Metabolismus BCAA je zahajen reverzibilni transaminaci katalyzovanou specifickou
BCAA aminotransferazou (BCAT), z aminokyselin vznikaji ptislusna ketoanaloga (BCKA —
branched-chain keto acids) — zleucinu kyselina a-ketoisokapronova (KIC), zisoleucinu
kyselina a-keto-B-methylvalerova (KMV) a zvalinu kyselina a-ketoisovalerova (KIV),
souCasn¢ se preménuje o-ketoglutarat na kyselinu glutamovou (viz. obr. 3). Neni znam
specificky mechanismus regulace BCAT, rychlost transaminace zavisi na mnozstvi enzymu,
substratu a produktu.
Byly popsany mitochondrialni a cytosolické isoenzymy BCAT. Mitochondrialni

isoenzym BCAT je exprimovan ubikvitné (vysoka exprese ve svalu, ledvinach a GIT, nizka
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Obrazek 3: Metabolismus aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
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v jatrech) v kolokalizaci s komplexem BCKD (branched-chain keto acid dehydrogenase) a
podili se na zahdjeni katabolismu BCAA. Naproti tomu cytosolicky isoenzym BCAT je
exprimovan vyhradné¢ v mozku (u potkana i v placenté, vajecnicich a perifernich nervech),
kde neni exprimovana BCKD (Suryawan a kol. 1998). Jeho funkci tedy ziejmée neni oxidace
BCAA, ale spiSe funguje jako soucast dusikového Clunku v glutamatergnich neuronech
(Sweatt a kol. 2004).

DalSim a rychlost urCujicim krokem metabolismu BCAA je ireverzibilni
dekarboxylace ketoanalog aminokyselin mitochondrialnim komplexem BCKD za vzniku
ptislusného thioesteru koenzymu A — z KIC vznikd isovaleryl koenzym A, z KMV a-
metylbutyryl koenzym A a z KIV isobutyryl koenzym A. Enzymovy komplex BCKD se
sklada zBCKA dekarboxylazy, dihydrolipoamid acyltransferdzy a dihydrolipoamid
dehydrogenazy.

Aktivita tohoto komplexu podléha ptisné regulaci, a to jak kovalentni, tak alosterické.
Alostericky je inhibovan NADH a thioestery koenzymu A vznikajicich z BCKA (inhibice
produktem). Kli¢ovou slozkou regulace aktivity je BCKD kinaza, kterd fosforylaci BCKA
dekarboxylazy inhibuje jeji aktivitu (BCKD fosfataza pomoci defosforylace reaktivuje
BCKD). BCKD kinaza je alostericky inhibovana KIC, jeji aktivita je také regulovana vazbou
na komplex BCKD (viz obr. 4) (Brosnan a Brosnan 2006). Exprese a aktivita BCKD kinazy
je ovlivnéna nutricnim stavem, hladinou hormonti nebo riznymi onemocnénimi, lisi se také
mezi tkdnémi — nejvyssi aktivita byla zjisténa v ledvinach, jatrech, mozku a srdci (Suryawan a

kol. 1998; Shimomura a kol. 2001).

Obrazek 4: Regulace aktivity BCKD komplexu
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Dekarboxylaci vzniklé thiostery koenzymu A jsou dale metabolizovany na
intermediaty citratového cyklu, kde jsou preménény na oxid uhli¢ity a vodu. Z leucinu vznika
B-hydroxy-p-methylglutarylkoenzym A (HMG-CoA), zisoleucinu propionylkoenzym A a
acetylkoenzym A, z valinu pak sukcinylkoenzym A.

Alternativni cestu oxidace KIC popsali na pocatku 80. let 20. stoleti Sabourin a Bieber
(1982). Podle ni je KIC oxidovan cytosolickou KIC-dehydrogenazou za vzniku -hydroxy-§3-
methylbutyratu (HMB), pfeméné na HMB podléha asi 5-10 % leucinu (viz obr. J5).
Minoritnim zdrojem HMB mitiZe byt i B-methylkrotonyl koenzym A, ale pouze pti nadmérné
zvySenych koncentracich (deficit biotinu). Van Koevering a Nissen (1992) popsali, Ze alespoi
u prasete je jedinym zdrojem pro syntézu HMB leucin.

Nejpravdépodobnéjsi cestou metabolismu HMB je pfeména na HMG-CoA, bud'to
pfimou karboxylaci nebo ptes B-methylkrotonylkoenzym A. Metabolismus HMB je kromé
kondenzace acetylkoenzymu A s acetoacetylkoenzymem A jedinym zdrojem HMG-CoA,
substratu pro klicovy enzym syntézy cholesterolu, HMG-CoA reduktazu. In vivo studie
ukazuji, Ze leucin mize byt vyznamnym zdrojem pro syntézu cholesterolu ve svalu (Nissen a
Abumrad, 1997). Pteména HMB na cholesterol je v literatufe popsana, kvantitativni podil

HMB na syntéze cholesterolu vSak dosud stanoven nebyl.
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Obrazek 5: Schéma metabolismu leucinu

NH,
~—COOCH

L-leucin

BCAA aminotransferaza T
COOH

—
o-ketoisokaproat NAD*
{ (KIS) \_~ NADH:H"
HS-CoA™ ™\

(0]
Co,
OH coom >\)LS-COA
enoyl-CoA hydrataza
isovaleryl-CoA

B-hydroxy-p-methylbutyrat
(HMB)

I:\\\

a-ketoglutarat

~glutamat

lo
I

isovaleryl-CoA

\ dehydrogenaza

o) (0]
OH
= S-CoA
renalni exkrece S-CoA

30 % - - ’
(cca 30 %) B-hydroxy--methylbutyryl-CoA B met?,\%'ck_rgéo;‘\g" CoA
(HMB-Co A)

biotin
co
2 co ) MC-CoA karboxylaza
5 MG-CoA hydréza ’

0]

H,0

|

j.

0 HO_ & 0
: S-CoA Y S-CoA
H,O
HO ’ HO
(S)-B-hydroxy--methylglutaryl-CoA trans-p-methylglutakonyl-CoA
(HMG-Co A) (MG-Co A)

HMG-CoA reduktaza HMG-Co A:x
0 0

0
. PN
HO, )J\ + S-CoA

S-CoA
S-CoA
HO acetyl-CoA acetoacetyl-CoA

(R)-mevalonat

cholesterol

BCAA - aminokyseliny srozvétvenym fetézcem (branched-chain amino acids); BCKA - ketoanaloga

aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (branched-chain keto acids)



1.3.2 Vliv aminokyselin s rozvétvenym retézcem a jejich metabolitii na

metabolismus bilkovin

BCAA nejsou pouze substratem pro tvorbu proteintl, ale piisobi také jako regulatory
proteosyntézy, proteolyzy nebo biosyntézy a sekrece inzulinu. V regulaci téchto procest je ze
vSech tfi BCAA nejucinngjsi leucin (Kimball a Jefferson 2006). Proteoanabolickou aktivitu
vykazuji kromé leucinu také nékteré jeho metabolity, zejména KIC a HMB, a dodnes neni
jasné, které¢ z pozorovanych uCinkl jsou zpusobeny piimym ptisobenim leucinu a které

nepfimym ucinkem prostfednictvim jeho metabolitii.

1.3.2.1  Vliv aminokyselin s rozvétvenym fetézcem na metabolismus bilkovin

BCAA se podileji na aktivaci proteosyntézy zasahem do signalnich drah regulujicich
iniciaci translace. NejucinnéjSim aktivatorem je leucin; isoleucin a valin jsou mnohem méné
ucinné. To lze demonstrovat napt. na pokusu, kdy potkantim drzenym 18 hodin o hladu byla
podana néktera z BCAA — zatimco podani leucinu vedlo ke stimulaci proteosyntézy,
v pripadé isoleucinu nebo valinu pozitivni uc¢inek na tvorbu bilkovin pozorovan nebyl. Leucin
vyvolal také mirné prechodné zvysSeni sérové koncentrace inzulinu. Ta sama o sob¢ nevedla
ke stimulaci proteosyntézy, ale mela permisivni €¢inek na pasobeni leucinu. Nasledna studie
studujici vliv inzulinu na u¢inek leucinu prokazala, ze ¢ast i¢inkd leucinu na proteosyntézu je
zpisobena mechanismy nezavislymi na inzulinu (4nthony a kol. 2000 a, 2002).

Pfi studiu mechanismu c¢inku leucinu na aktivaci proteosyntézy bylo zjisténo, Ze
leucin stimuluje tvorbu komplexu elF4F, kli¢ového komponentu iniciace translace ve fazi
vazby mRNA. Dochazi ke zvySené fosforylaci 4E-BP1, coz vede k uvolnéni eIF4E z vazby na
inaktivni komplex s4E-BP1. Volny elF4E pak asociuje s elF4G za tvorby aktivniho
komplexu elF4F. K stimulaci proteosyntézy leucinem vede také zvysena fosforylace elF4G,
S6K1 a jejiho substratu S6, které se podileji na selektivni translaci mRNA obsahujicich
polypyrimidinovy fetézec, dulezitych pro tvorbu translacniho aparatu a elongacnich faktort
(Anthony a kol. 2000 a; Bolster a kol. 2004). Fosforylace 4E-BP1, elF4G a S6K1 je zcasti
mediovana pomoci kindzy mTOR, ktera se ucastni na signalnich drahach vedoucich k aktivaci
proteosyntézy. Zapojeni této kindzy potvrzuje také blokada ucinkli leucinu pomoci
rapamycinu, specifického inhibitoru mTOR (Anthony a kol 2000 b). Na ovlivnéni

proteosyntézy leucinem se tedy podili jak mechanismy zavislé na inzulinu (signalizace ptes
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mTOR na 4E-BP1 a S6K1), tak mechanismy na inzulinu nezavislé (nejsou pln¢ objasnény,
ziejmé zahrnuji fosforylaci elF4G ¢i jeho asociaci s elF4E).

Pii podani malého mnozstvi leucinu bylo popsano, ze zmény proteosyntézy koreluji
se zménami fosforylace elF4G a asociace elF4G s elF4E. Naproti tomu signalizace ptes
mTOR na 4E-BP1 a S6KI1 roste se zvySujicimi koncentracemi leucinu (a také se zvySujicimi
se koncentracemi inzulinu), ackoliv proteosyntéza uz od urcité koncentrace leucinu dale
neroste (Crozier a kol. 2005).

Za urcitych podminek neni leucin schopen aktivovat tvorbu bilkovin v kosternim
svalu. Signalni drdhy vedouci k aktivaci proteosyntézy po podani leucinu jsou kompletné
blokovany napt. endotoxinem (lipopolysacharidem). Endotoxin brani fosforylaci mTOR, 4E-
BP1 a tvorbé aktivniho komplexu elF4F (Lang a Frost 2005). Také aktivace 5°-AMP
aktivované proteinkinazy (AMPK) vyvola zabranéni rozvoje leucinem indukovanych zmén
v proteosyntéze (Pruznak a kol. 2008).

BCAA, zvlasté leucin, se krom¢ ovlivnéni tvorby proteinll podileji také na regulaci
jejich odbouravani. Na modelu nadorové kachexie (adenokarcinom MACI16) bylo zjisténo, ze
podavani leucinu, ne vSak isoleucinu nebo valinu, ¢astecné tlumi proteolyzu v kosternim
svalu. Vzhledem k tomu, ze podavani leucinu soucasné aktivovalo proteosyntézu, vzrostla
vlhké vaha sledovanych svalll a doslo k zmirnéni tibytku télesné hmotnosti. Tyto zmény byly
ziejme zpusobeny inhibici aktivace PKR (double-strand RNA-dependent protein kinase), tedy
sniZzenim pomeéru fosforylované a nefosforylované formy. Tuto hypotézu potvrzuje také fakt,
ze byla zjiSténa snizena exprese protein fosfatazy 1 (PP1), jejimz zndmym substratem je praveé
PKR (Eley a kol. 2007 a).

Pti sledovani vlivu leucinu na expresi (na trovni mRNA) genli souvisejicich se
zakladnimi proteolytickymi systémy bylo zjisténo, Ze leucin inhibuje expresi ubikvitinu a C2
podjednotky proteazomu, pouze vysoké davky leucinu inhibuji expresi velké podjednotky m-
kalpainu, exprese katepsinu B neni leucinem ovlivnéna. Uginky leucinu byly sledovany jak
vin vitro, tak in vivo pokusech (Nakashima a kol 2005). O dulezité¢ roli ubikvitin-
proteazomového systému pii u¢inku BCAA na proteolyzu svédci i studie Herningtyase a kol.
(2008), prokazujici snizeni exprese ubikvitin-ligdz MAFbx/Atrogin-1 a MuRF1 v kosternim
svalu vlivem BCAA (na modelu hladovéni). Pomoci uziti specifickych inhibitori bylo
zjiSténo, Ze na snizeni exprese ubikvitin-ligdzy Atrogin-1 se podilela kindiza mTOR, ne PI3K
(phosphoinositide-3 kinase). Naproti tomu nebylo zjiSténo, Ze by se na ovlivnéni exprese
MuRF1 podilela mTOR. V otdzce mechanismu ucinku leucinu, resp. BCAA pii tlumeni

proteolyzy ovSem nepanuje shoda, nebot’ prace Nakashimy a kol. (2005) vyvraci podil mTOR
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na tlumeni myofybrilarni proteolyzy a expresi proteazomu vlivem leucinu. Uginek leucinu dle

této prace zavisi na signalnich drahach PI3K a proteinkinazy C.

1.3.2.2  Vliv kyseliny a-ketoisokapronové na metabolismus bilkovin

KIC, ketoanalog leucinu, vykazuje schopnost ovliviiovat jak syntézu, tak degradaci
proteind. Bylo zjisténo, ze po in vivo podani KIC byla stimulace proteosyntézy v kosternim
svalu potkana stejné intenzivni jako v pfipadé leucinu, a to diky zvySeni fosforylace 4E-BP1 a
S6K1. U¢inek KIC na proteosyntézu v kosternim svalu viak mize byt zptsoben zpétnou
pfeménou na leucin, nebot’ v jatrech, kde je nizka aktivita BCAT (enzymu katalyzujiciho
pfeménu leucinu na KIC a opacné€), vykazovala KIC vyznamné niz§i ucinnost nez leucin
(Yoshizawa a kol. 2004). Proti této domnénce ovSem svédci fakt, Ze v kultufe hepatocytl byl
pozorovan srovnatelny ucinek KIC a leucinu na stimulaci proteosyntézy. Za pomoci uziti
specifickych inhibitort bylo zjisténo, Ze se na tomto ucinku podili fosfolipaiza C a
proteinkinaza C (Yagasaki a kol. 2002).

Jiz v 80. letech 20. stoleti byl vysloven predpoklad, Ze leucin ovliviiuje proteolyzu
predevsim nepiimo, pomoci svych metabolitd. Tischler a kol. (1982) zjistili, Ze po ptidani
cykloserinu, inhibitoru transaminace leucinu, vymizel inhibi¢ni t¢inek leucinu na proteolyzu
v inkubovaném kosternim svalu. To potvrzuje také prace Nakashimy a kol. (2007), ktera
ukazuje vyrazngjsi pokles myofibrilarni proteolyzy v kosternim svalu hladovéjicich kuiat po
podani KIC neZ po podani leucinu. Na rozdil od leucinu, KIC sniZzuje expresi mRNA pro
ubikvitin, pokles exprese mRNA pro katepsin B je po podani KIC vyraznégjsi nez po podani
leucinu. V piipad¢ snizeni exprese mRNA pro C2 podjednotku proteazomu a m-kalpain jsou
KIC a leucin stejné¢ ucinné. Také na modelu myotubii (mnohojaderné valcovité trubice,
vznikajici splyvanim rostoucich myoblastl, v jejichz sarkoplazmé se postupné tvori
myofibrily) byla prokdzdna minimaln¢ stejna, ne-li vétsi uc¢innost na sniZeni proteolyzy u KIC
nez u leucinu (Mitchell a kol. 2004).

O tom, jak ovliviiuje KIC metabolismus proteinti u sepse, mame dodnes pouze kusé
informace. Inkubace kosternich svali ziskanych ze septickych potkant s KIC neprokéazala
inhibici proteolyzy (Hasselgren a kol. 1988 a), stejné tak infuze KIC nevedla k upravé
dusikové bilance septickych potkant (Hasselgren a kol. 1988 b). Naproti tomu byl zjistén

ptiznivy vliv infuze KIC na piezivani septickych potkant, jez byl ddvan do souvislosti se
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sniZzenim pomeéru oxidovaného a redukovaného glutathionu v plazmé (Yonekura a kol. 1993)

¢i zvysenou produkci ketolatek (Hirokawa a Walzer 1999).

1.3.2.3  Vliv B-hydroxy-f-methylbutyratu na metabolismus bilkovin

HMB je pfirozenym metabolitem leucinu, jenz vykazuje antikatabolické/anabolické
imunitni systém ¢i zlepSuje hojeni ran. Mechanismus pisobeni HMB nebyl dodnes zcela
objasnén. Dlouhou dobu byl vysvétlovan teorii spojujici jeho G¢inky se syntézou cholesterolu.
HMB mitiZze slouzit jako zdroj HMG-CoA, prekurzoru pro syntézu cholesterolu, zejména
v situacich, kdy builka potfebuje jeho zvySené mnozstvi pro syntézu novych nebo
poskozenych bunécnych membran (Nissen a Abumrad 1997). V recentnich pracich je Gcinek
HMB vysvétlovan zasahem do riznych signalnich drah napt. NF-xB (Smith a kol. 2004),
mTOR (Eley a kol. 2007 b), PKR (Eley a kol. 2008 a) ¢i MAPK (Kornasio a kol. 2009).

HMB stimuluje proteosyntézu obdobnymi mechanismy jako leucin. Na modelu
kachexie navozené podanim proteolyzu indukujiciho faktoru (PIF) (in vitro na modelu
myotubll) ¢i adenokarcinomem MAC 16 (in vivo) bylo zjisténo, ze se HMB podili na
fosforylaci mTOR a nésledné 4E-BP1 a S6K1 a tedy aktivaci proteosyntézy na urovni iniciace
translace. Dal$im cilem aktivovaného mTOR je elongacni faktor eEF2. Fosforylace eEF2
vede k inhibici jeho aktivity zabranénim jeho interakce s ribozomem. HMB diky fosforylaci
(aktivaci) mTOR a S6K1 inhibuje eEF2 kinazu, takze eEF2 zlstava v aktivnim
(defosforylovaném) stavu. Nezavisle na aktivaci mTOR vyvolava HMB také fosforylaci
elF4G a tedy jeho aktivaci, aktivovany elF4G se muze vazat na elF4E, a tak dochdzi k tvorbé
vétstho mnozstvi aktivniho komplexu elF4F. HMB také blokuje aktivaci PKR a naslednou
tRNA na 40S podjednotku ribozomu (zdkladni schéma popisujici mechanismy ovlivnéni
iniciace translace jsou uvedeny na obr. 2 v kapitole 1.2.2.1 Viiv sepse na proteosyntézu) (Eley
a kol. 2007 b). Na modelu myotubi bylo prokazano, ze HMB ucinn¢ brani inhibici
proteosyntézy vyvolané angiotensinem II, endotoxinem ¢i kombinaci TNFa s INFy (Eley a
kol. 2008 b), tyto vysledky vSak dosud nebyly potvrzeny za podminek in vivo.

Utinky HMB na proteolyzu v izolovanych svalech potkana a kufete popsal
Ostazsewski a kol. (2000). Vlivem HMB doslo k inhibici degradace proteinti, ktera

vykazovala zavislost na ddvce HMB a typu svalu. Maximalni sniZeni proteolyzy nastalo po

33



ptidani HMB o koncentraci 1 mmol/l do inkuba¢niho média. HMB potlacilo proteolyzu vice
ve svalech slozenych z bilych nez ¢ervenych svalovych vlaken. Na rozdil od HMB, ptidavek
leucinu do inkubacniho média proteolyzu vyznamné nesnizil. Na modelu mysich myotubti byl
nalezen ptiznivy vliv HMB na degradaci proteinti navozenou aplikaci PIF. Efekt HMB na PIF
indukovanou aktivaci proteazomu a degradaci proteini byl porovnavan s ucinkem
ikosapentaenové kyseliny (EPA), znamého inhibitoru PIF. Pii pokusu byly pouzity
koncentrace 25 a 50 pmol/l u obou zkousenych latek. Pii koncentraci 50 pmol/l branily HMB
1 EPA aktivaci celkové proteolyzy, ucinek 25 pumol/l HMB byl maly a projevil se jen u nizsich
hladin PIF. Hodnoty 50 umol/l EPA a 25 i 50 pumol/l HMB kompletn¢ zabranily PIF
indukovanému nartstu proteolytické aktivity proteazomu. Podobné 50 pmol/l koncentrace
HMB i EPA tlumily zvySenou expresi a- a -podjednotek proteazomu, u koncentrace 25
umol/l nebyla zjisténa zména exprese. Co se tyka mechanismu ucéinku, EPA na rozdil od
HMB mirnila upregulaci cytosolické fosfolipdzy A2, a tim také uvolnéni arachidonové
kyseliny a tvorbu 15-hydroxyikosatetraenové kyseliny. Na druhou stranu HMB i EPA
inhibovaly PIF navozenou aktivaci proteinkindzy C, naslednou degradaci IkBa (o
podjednotka inhibitoru NFxB) a nuklearni akumulaci NFxB. Potlacovaly také fosforylaci
p42/44 MAPK (Smith a kol. 2004). Piedpokladany mechanismus ¢inku HMB na modelu
kachexie navozené aplikaci PIF je zndzornén na obr. 6. Tlumivy uc¢ineck HMB (50 pmol/l) na
proteolyzu na modelu mySich myotubti byl potvrzen také po aktivaci degradace proteini po
podani TNFa, IFNy, endotoxinu ¢i angiotensinu II. Aplikace téchto latek zptsobila aktivaci
kaspaz 3 a 8 a naslednou autofosforylaci (aktivaci) PKR, ktera vedla diky aktivaci p38 MAPK
ke zvySené tvorbé reaktivnich derivati molekulového kysliku (ROS — reactive oxygene
species). Je znamo, ze zvySend produkce ROS indukuje proteolyzu aktivaci ubikvitin-
proteazomového systému (Russell a kol. 2007). HMB tyto déje dokazal inhibovat (Eley a kol.
2008 a; Russel a Tisdale 2009). Podobné jako v pfipadé proteosyntézy je ovSem nutné

podotknout, Ze tyto poznatky je nutné porovnat s in vivo pokusy.
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Obrazek 6: Predpokladany mechanismus ti¢inku HMB na modelu kachexie navozené

aplikaci proteolyzu indukujiciho faktoru

Proteolyzu indukujici faktor

+~

aktivace fosfolipazy A,

uvolnéni kyseliny arachidonové z fosfolipida ~—— aktivace fosfolipazy C

l ¢ - HMB
15-HETE

aktivace proteinkinazy C
(translokace z cytozolu na membranu)

/ - HVB
~hvB

aktivace ERK/MAPK signalni drahy

aktivace (fosforylace) IxBa kinazového komplexu

¢ - HMB
P

fosforylace (Ser 32 a 36), ubikvitinace a
degradace IkBa

-HMB - HMB

L FLUS

uvolnéni NFkB z vazby na IkBa,
translokace NFkB do jadra

- HMB

RN

indukce exprese a aktivity proteazomu

¢ - HMB

indukce proteolyzy

15-HETE —15-hydroxyikosatetraenova kyselina; NFkB — nuklearni faktor kB; IkBa — o podjednotka inhibitoru

NF«B; ERK — extracelularnimi signaly regulované kinazy; MAPK — mitogenem aktivované proteinkinazy
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V praxi je HMB v soucasnosti vyuzivan ptfedev§im jako potravni doplnék pro
sportovce. Rada studii se zabyvala uzitim HMB pii silovém tréninku, jejich vysledky ovsem
nejsou jednoznacné. Zatimco nékteré studie poukazaly na piiznivy vliv suplementace HMB
vedouci ke zvySené depozici netukové (svalové) hmoty, zvyseni sily, poklesu proteolyzy a
plazmatickych koncentraci enzymu indikujicich poSkozeni svalu (kreatin fosfokinaza a laktat
dehydrogenaza) (Nissen a kol. 1996; Knitter a kol. 2000; Kraemer a kol. 2009), jiné tyto
ptiznivé ucinky vyvraci (Kreider a kol. 1999; Hoffman a kol. 2004, Nunan a kol. 2010).
Vyznamny narast netukové télesné hmoty a sily vlivem HMB, doprovazeny snizenim
cvicenim navozené¢ho vzrustu sérové kreatin fosfokinazy a mnozstvi dusiku
vylou¢eného mo¢i ve formé mocoviny, prokdzala metaanalyza zkoumajici vliv dietnich
suplementti pti silovém tréninku (Jowko a kol. 2001). Jind metaanalyza porovnavajici ucinek
HMB u trénovanych a netrénovanych osob ovSem zjistila pouze malé zvySeni sily u
netrénovanych osob, zatimco vliv suplementace HMB u trénovanych jedincii byl
zanedbatelny (Rowlands a Thomson 2009).

V poslednich letech se zkouma moznost terapeutického vyuziti HMB pii 1écbe a
prevenci rozvoje kachexie. Uginky HMB byly popsany na modelu kachexie navozené
adenokarcinomem MACI16 u mysi. Davka HMB vétsi nez 0,125 g/kg vyznamné snizila
pokles télesné hmotnosti, mirn¢ sniZila i rychlost ristu nadoru. Zmeéna v pfijmu potravy nebo
tekutin nebyla pozorovana. Podani HMB nebo kombinace se suboptimalni davkou EPA (0,6
g/kg) mélo mirné nizsi G€innost nez samotné podani EPA. U vSech pokusnych skupin byl
zjistén vzrist vlhké hmotnosti m. soleus oproti kontrole. Degradace proteinti v tomto svalu
byla sniZena pfiblizn¢ stejn¢ jak u HMB tak EPA, kombinace nevykazovala synergisticky
efekt. Analyza télesné skladby prokazala, Zze HMB zvysil mnozstvi netukové tkané. U zvitat s
tumorem snizovaly HMB i EPA zvySenou aktivitu a expresi o,  a ATPazovych podjednotek
proteazomu. Kombinace HMB a EPA sniZovala expresi téchto podjednotek vyraznéji nez
v ptipad¢ jednotlivych latek. HMB na rozdil od EPA byl schopny kromé snizeni degradace
proteind také stimulovat proteosyntézu (Smith a kol. 2005). Suplementace HMB zmirnila u
potkanti negativni zmény vyvolané rozvojem kachexie indukované karcinosarkomem Walker
256 diky zasahu do intermediarniho metabolismu, navic prodlouzila dobu pfeziti téchto zvirat
(Caperuto a kol. 2007).

V klinické praxi se pii studiu terapie kachexie pouziva nejcastéji podani kombinace
HMB s n¢kterymi aminokyselinami (tyto studie vSak byly provedeny na relativné malém
vzorku osob). U pacienti sAIDS ¢i rozvinutym solidnim tumorem (nejCastéji

gastrointestinalni lokalizace) podavani smési HMB s argininem a glutaminem potlacilo rozvoj
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kachexie - bylo pozorovano zvySeni mnozstvi netukové (svalové) tkan€ a télesné hmotnosti
téchto pacienti (Clark a kol. 2000; May a kol. 2002); naproti tomu u pacientd s rhevmatoidni
arthritidou nebyla prokdzana vys$si ucinnost této smési ve srovnani s placebem (Marcora a
kol. 2005). U kriticky zranénych osob vedlo podavani smési HMB s argininem a glutaminem
ke zlepSeni (negativni) dusikové bilance, jesté ucingjsi vSak bylo podani samotného HMB
(Kuhls a kol. 2007). Suplementace smési HMB, argininu a lysinu pfiznivé ovlivnila
sarkopenii (ubytek svalové hmoty ve staii) — doslo ke zvySeni sily a mnozstvi netukové tkang,
vzrostl také obrat proteint (Flako!! a kol. 2004, Baier a kol. 2009). Z vysledkl experimenttl a
n¢kolika klinickych studii dosud nelze urcit presny mechanismus u¢inku HMB a zda je jeho

podani skute¢né efektivni.
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2. Cile prace

Hlavnimi cili této prace jsou:
. Studium vlivu endotoxinu na metabolismus bilkovin a aminokyselin v raznych
typech kosterniho svalu a davkové zavislosti téchto zmén.
. Posouzeni vlivu vybranych metaboliti leucinu (KIC a HMB) na metabolismus
bilkovin a aminokyselin a porovnani u¢inku:
- zapodminek in vitro a in vivo,
- u zdravych potkanti a v proteokatabolickych podminkach;

- narizné typy kosternich sval.
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3. Material a metody

3.1 Pokusna zvirata

Pokusy byly provedeny na samcich laboratorniho potkana kmene Wistar (BioTest
Kondrovice, CR), chovanych za standardnich svételnych a teplotnich podminek
(dvanactihodinovy cyklus osvétleni, teplota 22°C, vlhkost vzduchu 55 — 65 %) ve vivariu
Lékarské fakulty University Karlovy v Hradei Kralové (LF). Pied pokusy byli Ziveni
standardni laboratorni dietou (Velaz-Atromin 1320) a vodou ad [libitum. Pro vylouceni
diurnalnich rytmd byly pokusy zahajovany mezi sedmou a devatou hodinou ranni.

Experimenty byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani LF.

3.2 Endotoxinovy/lipopolysacharidovy model sepse

K navozeni proteokatabolického stavu byl vybran endotoxinovy model sepse, ktery
byl indukovan intraperitonealni aplikaci endotoxinu/lipopolysacharidu (E£. coli 0127:BS8)
v davce 1-5 mg endotoxinu/kg télesné hmotnosti (2,5 mg endotoxinu/ml fyziologického
roztoku). Kontrolni skupiné byl podan fyziologicky roztok. Po 24 hodinach od aplikace byla
pokusna zvitata vyuZita ke stanoveni parametrit metabolismu aminokyselin a bilkovin. Davka
5 mg/kg endotoxinu byla na zakladé pokust zkoumajicich zavislost mnozstvi aplikovaného
endotoxinu na metabolismus bilkovin v kosternim svalu vybrana jako nejvhodné;jsi pro dalsi
pokusy, nebot’ vyvolala nejvyznamnégjsi narast degradace myofibrilarnich proteini v poméru

k proteosyntéze, ale nebyla letalni (detailnéji viz kapitola 4.1).
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3.3 Stanoveni parametrii metabolismu aminokyselin a bilkovin

za podminek in vivo

3.3.1 Metabolismus leucinu a bilkovin za podminek in vivo

Parametry metabolismu leucinu a bilkovin za podminek in vivo byly hodnoceny
pomoci infuze znaceného leucinu (Wolfe a kol. 1982; Vazquez a kol. 1985), jedné
z nejvhodnéjSich metod pro posouzeni zmén metabolismu proteinilt (Rennie a kol. 1994). Do
jugularni zily byla zavedena polyethylenova kanyla, po jejim zavedeni bylo zabranéno piijmu
potravy pro vyloucCeni jejiho vlivu na sledované parametry. Po 18 hodinach byli potkani
umisténi do sklenéné metabolické klece a byl jim infundovan fyziologicky roztok obohaceny
o L-[1-"*C] leucin (2,0 pCi/ml). Pocate¢ni davka v objemu 0,7 ml byla infundovéna v
pribéhu 4 min a 35 sekund, nasledovala udrzovaci infuze o rychlosti 0,4 ml/h. Ve 210. minut¢
od zahgjeni infuze byli potkani usmrceni v celkové anestezii étherem vykrvacenim z bfisni
aorty.

Vydechovany oxid uhli¢ity byl vychytavan po dobu 5 minut monoethanolaminem v
desetiminutovych intervalech mezi 125. a 185. minutou infuze. Primér ze Sesti méfeni
radioaktivity '*CO, v setrvalém stavu byl pouZit pro vypo&et rychlosti oxidace leucinu. Ve
vzorcich krevni plazmy ziskané bezprostiedné po ukonceni infuze byla stanovena koncentrace
leucinu. Korekéni faktor (KF) byl stanoven pomoci infuze ['*C] bikarbonatu a jeho hodnoty
byly vyssi nez 90 %. Specifickd aktivita, obrat, clearance a oxidace leucinu byly vypocteny

pomoci nasledujicich rovnic:

Specificka aktivita leucinu (SA;,) radioaktivita leucinu (dpm/ml)
(dpm/pmol) koncentrace leucinu (pmol/ml)
Obrat leucinu (Q, ) rychlost infuze (dpm/h)
(umol/h) -

specificka aktivita leucinu (dpm/pumol)

Clearance leucinu (C, ) obrat leucinu (umol/h)

(m/h) plazmaticka koncentrace leucinu (pmol/ml)
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Oxidace leucinu (D) uvolnény *CO, (dpm/h)

(nmol/h) specificka aktivita leucinu (dpm/pumol) - KF

Byl pouzit model jednokompartmentového metabolického poolu leucinu
reprezentovaného volnym leucinem krevni plazmy. Pokud je exogenni pfijem (E) leucinu
nulovy, je obrat leucinu (Q) ukazatelem proteolyzy (B) tak, jak ukazuje rovnice:

Q=In+D=B+E

Pomoci této rovnice byly vypocteny hodnoty inkorporace leucinu do proteinti (In),

oxidovana frakce leucinu (OF) a frakce inkorporovana do bilkovin (IF):

D- 100 In- 100
F = —Q IF = Q
Oxidace leucinu za podminek nulového exogenniho piijmu potravy odpovida
proteinové bilanci, tedy rozdilu mezi proteolyzou a proteosyntézou. Proteinova bilance
vypovida o metabolismu proteinii 1épe nez dusikova bilance, ktera mulze byt vyznamné
ovlivnéna korekei deficitu poolu volnych aminokyselin (Walser 1991).

Analogicky muizeme vypocitat i specifickou aktivitu, obrat a clearance fenylalaninu,

ovsem ne jeho oxidaci.

3.3.2 Proteosyntéza ve tkanich za podminek in vivo

Vzorky tkani pro stanoveni inkorporace leucinu do bilkovin byly odebrany
bezprostiedné po usmrceni potkana. Vzorek o hmotnosti cca 0,5 gramu byl promyt a
homogenizovan ve 2% (v/v) kyseliné chloristé. Ziskany supernatant byl pouZit pro stanoveni
specifické aktivity L-[1-"*C] leucinu. Vzorky byly zbaveny mozné kontaminace KIC pomoci
30 % peroxidu vodiku, ktery vyvolal uvolnéni uhliku karboxylu KIC ve formé oxidu
uhli¢itého. Sediment byl tiikrat promyt ve 2% (v/v) kyselin¢ chloristé a nasledné
hydrolyzovan ve 2 mol/l hydroxidu sodném. Takto vznikly hydrolyzat byl pouzit pro analyzu
obsahu bilkovin a stanoveni radioaktivity. Frakéni syntéza bilkovin byla vypoctena pomoci

rovnice odvozené Garlickem a kol. (1973):

Sb 7\,i 1 - eKst K

S

Si A - K 1 -ehit A -K

S,
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kde Sb je specificka aktivita leucinu vazaného v bilkovinach (dpm/umol); Si - specificka
aktivita volného leucinu v dané tkéani; A; - rychlostni konstanta narustu specifické aktivity; t -
doba infuze znacené aminokyseliny (den); Ks — frakce nov€ syntetizovanych proteind
(%/den). Pro A; byla na zéklad¢ literarnich 0daji zvolena hodnota 38/den. Analogicky lze
vypotitat frak&ni proteosyntéza i pii pouziti znageného L-[3,4,5-°H] fenylalaninu. Pro vypo&et
specifické aktivity aminokyselin vazanych v bilkovindch tkani byly pouzity nasledujici
literarni hodnoty: 663 mmol leucinu/g bilkovin a 274 mmol fenylalaninu/g bilkovin (Welle

1999).

3.4 Stanoveni parametrii metabolismu aminokyselin a bilkovin

na izolovanych kosternich svalech

S vyuzitim metody inkubace izolovaného kosterniho svalu 1ze posuzovat vliv riznych
humoralnich i fyzikalnich faktori pfimo na metabolismus kosterniho svalu (s vyloucenim
regulacnich zdsahii v organismu). S cilem posoudit rozdily v u€incich na svaly liici se ve
slozeni svalovych vldken pouzivame pro inkubaci SOL, tedy sval tvofeny pievazné z vldken
typu I (pomalych, Cervenych vlaken), a EDL, sval slozeny pievazné z vlaken typu II
(rychlych, bilych vlaken). Aby byla umoznéna dostate¢na vyména dychacich plynt, zivin,
kataboliti a biologicky aktivnich latek mezi buitkami a inkuba¢nim médiem, je nutné pouzit

svaly z mladych zvitat o hmotnosti cca 40-70 g.

3.4.1 Izolace kosternich svalu

Izolace kosternich svalti probihd v celkové anestezii pentobarbitalem (6 mg
pentobarbitalu na 100 g télesné hmotnosti intraperitonealné) po vykrveni ptes abdominalni
aortu. Z obou zadnich koncetin se co nejrychleji a nejSetrnéji vyjmou svaly SOL a EDL.

Nejdfive je odstranéna kiize ze zadnich koncetin tak, aby byla odkryta svalovina od
kotnik@ do poloviny stehen. Poté je tupou preparaci odstranéna povrchova fascie musculus
tibialis cranialis (TIB) pod¢l jejiho medidlniho okraje. Jemnymi nizkami je rozstfizeno
retinaculum flexorum, a tim uvolnény distalni Slachy TIB a EDL. Po této piipravné preparaci
jsou flektovany ob¢ zadni koncetiny v kycelnich kloubech az do krajni polohy a pomoci lepici

pasky ptipevnény k opera¢nimu stolku. Tim je usnadnén piistup ke strukturdm na zadni strané
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lytka. Nejdiive je odstranéna povrchova fascie a umistén podvaz na Achillovu Slachu, ktera je
prestiizena distalné od tohoto podvazu. Pomoci tupé preparace a tahem za Achillovu Slachu je
uvolnén m. gastrocnemius a SOL od ostatnich struktur. Jemnymi ntizkami jsou odstfizeny
Slachy flexorti stehna tak, aby byla co nejvice odkryta proximalni Slacha SOL, na kterou je
umistén podvaz, Slacha je co mozna nejproximalnéji prestiizena. Kombinaci tahu, tupé a ostré
preparace je oddélen SOL od m. gastrocnemius a rozstfizenim distalni Slachy je sval Uplné
uvolnén. Po vyjmuti obou SOL jsou zadni konéetiny opét extendovany, pod distalni §lachu
TIB anterior je umistén podvaz, ktery po medidlnim odtaZzeni odkryje EDL. Jemnymi
nlizkami je odstfizena medialn¢ od proximalni §lachy EDL svalovina ptekryvajici jeji upon.
Poté je podvazana proximalni i distalni Slacha, rozstiizena a vyjmut sval pomoci tahu a tupé
preparace. Vyjmuté svaly jsou okamzit€¢ ponofeny do ledové chladného fyziologického
roztoku, ve kterém jsou navazany pomoci ligatur na dratky z inertniho materialu tak, aby byly
pod napétim piiblizn€é odpovidajicim klidovému napéti v organismu (viz obr. 7) (Maizels a

kol. 1977). Potkani byli usmrceni cervikalni dislokaci.

Obrazek 7: 1zolované svaly navazané na dratek z inertniho materialu

EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus

3.4.2 Inkubace izolovanych svali

Navazané svaly jsou co nejrychleji pteneseny do inkubacnich lahvicek (do kazdé
lahvicky pravé jeden sval) s 2,5 ml inkuba¢niho média nasyceného karbogenem (smés 95 %
kysliku a 5% oxidu uhli¢itého), po uzavieni lahvicek je médium karbogenem dosyceno.
Inkubaéni médium odpovida slozenim Krebs-Heinseleitovu bikarbonatovému pufru o pH 7,4,
modifikovanému o ptidavek 6 mmol/l glukoézy a 2 mU/ml inzulinu. Dals§i komponenty jsou

pridavany v zavislosti na méfeném parametru (budto proteolyza nebo proteosyntéza a oxidace
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leucinu). Slozeni inkuba¢niho média je podrobné popsano v tabulce [. Svaly jsou
preinkubovany v termostaticky kontrolované vodni lazni (37°C) s tfepacim zafizenim (70
cyklt/minutu), aby byla zajiSténa stabilni intramuskularni koncentrace slozek ptitomnych
v médiu. Po 30 minutach jsou svaly oplachnuty ve fyziologickém roztoku, kratce osuSeny a
pfeneseny do inkubacnich lahvicek obsahujicich cerstvy inkubacni roztok (identického
slozeni). Viabilita izolovanych svalli byla potvrzena jak v nasi laboratofi (Safranek a kol.

2003), tak jinymi autory (Fang a kol. 2005).

Tabulka I: SloZeni inkubaéniho média

Kationty | Koncentrace | Anionty | Koncentrace | Organické latky | Koncentrace
(mmol/l) (mmol/1) (mmol/1)
K" 4,2 HCO;5 26,0 Glukoza 6,0
Mg 0,8 H,PO4 2,0 Inzulin 40 pU/ml
Na' 144,0 cr 122,8 Aminokyseliny * 3,5
S04~ 0,8 Cykloheximid * 0,5

* - aminokyseliny pfitomny v inkuba¢nim médiu pouze pfi méfeni proteosyntézy a oxidace leucinu;

cykloheximid pfitomen pouze pfi méteni proteolyzy

3.4.3 Proteosyntéza a oxidace leucinu v izolovanych svalech

Do inkuba¢niho média pro stanoveni proteosyntézy a oxidace leucinu je ptidavana
smés aminokyselin (aminoplasmal 15 s pfidavkem cysteinu, glutaminu, lysinu, serinu,
threoninu a tyrozinu), aby vysledné koncentrace piiblizn€¢ odpovidaly fyziologickym
plazmatickym koncentracim. Celkovd koncentrace aminokyselin v médiu je 3,5 mmol/l.
Presné aminokyselinové slozeni média je uvedeno v tabulce 2. Pfidanim aminokyselin do
meédia je dodan zakladni substrat pro proteosyntézu a zaroven je tak podpotfeno udrzeni
intracelularni koncentrace aminokyselin. Médium je dale obohaceno o L-[1-'*C] leucin
v davce 0,6 pCi/ml. Celkova koncentrace znaceného a neznaceného leucinu je 150 pmol/l,
aby doslo k vyrovnani intracelularni specifické aktivity a specifické aktivity v inkubacnim
médiu.

Celkova délka inkubace svalu je 60 minut. Hodinova inkubace je pouzita kvali
minimalizaci ovlivnéni vysledkti degradaci proteinti. Piesné po dosazeni Casu inkubace je

ptidan hydroxid hyaminu do kelimku umisténého nad inkuba¢nim médiem (viz obr. §) a
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Tabulka 2: Koncentrace aminokyselin v inkuba¢nim médiu pro stanoveni proteosyntézy

a oxidace leucinu

Aminokyselina ¢ (umol/l) | Aminokyselina | ¢ (umol/l)
Alanin 433 Leucin 150
Arginin 159 Lysin 403
Cystein 50 Methionin 66
Fenylalanin 60 Prolin 110
Glutamin 610 Serin 219
Glycin 441 Threonin 182
Histidin 58 Tryptofan 18
Isoleucin 77 Tyrozin 80
Kyselina asparagova 103 Valin 106
Kyselina glutamova 190 Celkem 3515

Obrazek 8: Inkubaéni lahvi¢ka s kelimkem pro pfidani hydroxidu hyaminu

Vstup plynti (syceni karbogenem)

Vystup plynt

Kelimek pro ptidani
hydroxidu hyaminu

Inkubaéni médium
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metabolismus svalu je ukon¢en pfidanim 0,2 ml 35% (v/v) kyseliny chloristé do inkuba¢niho
média. Poté se inkubacni lahvi¢ky nechaji hodinu tfepat, aby se dosahlo kompletni absorbce
C0O, do hydroxidu hyaminu. Z inkubaénich lahviek jsou vyjmuty kelimky s hydroxidem
hyaminu a svaly.

Hydroxid hyaminu v kelimku béhem vytiepavani vychyta vSechen oxid uhlicity
pritomny v inkubacni lahvitce véetnd '*CO, vzniklého oxidaci L-[1-'*C] leucinu. Mnozstvi
vychytaného "co, je kvantifikovano na scintilaénim detektoru a s vyuzitim specifické
aktivity leucinu je vyjadfeno jako mnozstvi zoxidovaného leucinu v nmol leucinu/g svalu/h.
Svaly jsou po vyjmuti z inkubac¢nich lahvicek zbaveny podvazi a §lach, omyty v 6 % (v/v)
kyselin€ chloristé, osuSeny a zhomogenizovany v 6% (v/v) kyselin€ chloristé. Homogenat se
centrifuguje 5 minut pii 12 000 g, sediment je tfikrat promyt 1 ml 6 % (v/v) kyselin€ chloristé,
do zpracovani se uchovava pii -30°C. Inkorporace L-[1-'*C] leucinu do precipitovanych
proteinti se stanovuje po hydrolyze v 1 mol/l hydroxidu sodném. Cast hydrolyzatu je pouzita
pro stanoveni aktivity L-[1-'*C] leucinu, &ist pro stanoveni koncetrace proteinil.
Proteosyntéza je vyjadiena v nmol inkorporovaného leucinu/g proteinu/h.

Pfi kazdém experimentu je také méfena v kazdém svalu aktivita volného L-[1-'*C]
leucinu. Tento parametr dovoluje posoudit, zda mezi experimentalnimi skupinami nedoslo

k rozdilné mife vstupu leucinu do svalu.

3.4.4 Celkova a myofibrilarni proteolyza v izolovanych svalech

Inkubacni médium pro stanoveni proteolyzy je obohaceno o 0,5 mmol/l
cykloheximidu (synonyma aktidion, naramycin A), inhibitoru proteosyntézy eukaryotnich
organismi (vaze 80S podjednotku eukaryotniho ribosomu). V naSich podminkach inhibici
proteosyntézy znemoznime reinkorporaci aminokyselin, uvolnénych pii rozpadu bilkovin, do
proteind svalu. Doba inkubace svalu je pfi tomto stanoveni 120 minut, po uplynuti tohoto
casu je sval vyjmut z inkuba¢niho média. Médium je pouzito pro stanoveni koncentrace
tyrozinu (a ostatnich aminokyselin) a 3-methylhistidinu. Svaly je mozné zamrazit v tekutém
dusiku a pouzit pro stanoveni aktivity proteolytickych enzymi (chymotrypsin-like aktivita
proteazomu nebo aktivita katepsini B a L).

Tyrozin se v kosternim svalu nesyntetizuje ani nemetabolizuje, a tudiz zlstava
intracelularni pool tyrozinu béhem inkubace konstantni, a tak mnozstvi uvolnéného tyrozinu

odpovida celkové proteolyze ve svalu. Uvolnovani tyrozinu do inkubac¢niho média je

46



zjisStovano na zakladé jeho koncentrace a vlhké vahy svalu. Koncentraci tyrozinu
stanovujeme pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) po ptedkolonové
derivatizaci s 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamatem (viz kapitola 3.4.5
Stanoveni koncentrace aminokyselin). Celkova proteolyza je vyjadiena v nmol uvolnéného
tyrozinu/g svalu/h.

3-methylhistidin (N;-methyl-L-histidin) vznika posttranslacni methylaci histidinu a
vyskytuje se specificky v myofibrilarnich proteinech (aktinu a myozinu), a proto mnozstvi 3-
methylhistidinu uvolnéné do inkubacniho média slouZzi pro zjisténi myofibrilarni proteolyzy.
Myofibrilarni proteolyza je vyjadiena v nmol uvolnéného 3-methylhistidinu/g svalu/h.
Koncentrace 3-methylhistidinu stanovujeme pomoci HPLC metody zalozené na reakci
s fluorescaminem (4-fenylspiro[furan-2-(3H),1 -naftalan]-3,3"-dion) (Wassner a kol. 1980,
Lowell a kol. 1986). Ke 100 pul odebraného média (uchovavaného az do vlastniho stanoveni
pti -30°C) se ptida 75 pl 0,2 mol/l boratového pufru o pH 8,5 a 125 pl roztoku fluorescaminu
v acetonitrilu (2,4 mmol/l vreakéni smési). Po 5 minutach inkubace je smés okyselena
ptidavkem 20 pl 70 % kyseliny chloristé a inkubovana 60 minut pii 80°C. Poté jsou vzorky
ochlazeny na pokojovou teplotu a neutralizovany 200 pl 0,5 mol/l citronanu sodného.
Zneutralizovana reak¢éni smés je analyzovana pomoci HPLC (Waters: separacni modul 2695,

fluorescen¢ni detektor 2475, software Empower 2; Milford, MA, USA).

Chromatografické podminky:
Nasttik: 50 ul vzorku
Kolona: C18 4 x 3 mm (pfedkolona) + Kromasil C18 (ODS) 150 x 3,2 mm; 5 pum
(Phenomenex)
Detekce: fluorescence - A excitaeni = 250 NM; A emisni = 395 nm
Teplota: kolona — 37°C; vzorek — 20°C
Pratok: 0,7 ml/min
Mobilni faze:
A — 50 mmol/l hydrogenfosfore¢nan sodny (pH = 6,5): destilovana voda:
acetonitril v poméru 20:59:21

B — 70% acetonitril
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Gradient:

Cas (min) | % A | % B
0,0 100 0
11,0 100 0
11,5 20 80
17,0 20 80
17,5 100 0
27,0 100 0

3.4.5 Stanoveni koncentrace aminokyselin

Koncentrace aminokyselin byly stanovovany v plazmé, inkubacnim médiu a
homogenatu svalu. Plazma byla deproteinovana stejnym objemem 8% kyseliny
sulfosalicylové s pfidavkem 100 umol/l norleucinu jako vnitiniho standardu. Deproteinovana
plazma byla neutralizovéana piidavkem stejného objemu 0,2 mol/l kyseliny borité v 0,2 mol/l
hydroxidu sodném. Médium po inkubaci SOL nebo EDL bylo deproteinovano 8% kyselinou
sulfosalicylovou s pfidavkem 100 pmol/l norleucinu v poméru 9:1 (9 dili média, 1 dil
kyseliny sulfosalicylové). Deproteinované médium bylo neutralizovano pfidavkem stejné¢ho
objemu 0,2 mol/l boratového pufru o pH 8,8. Sval byl homogenizovan v 0,4 ml
deproteinacniho ¢inidla (100 pmol/l norleucinu v 0,34 mol/l kyselin¢ chloristé) a
centrifugovan 5 minut pifi 13 400 ot/min. (12 000g). Supernatant byl neutralizovan ptidavkem
stejného objemu 0,2 mol/l kyseliny borité v 0,2 mol/l hydroxidu sodném Takto upravené
vzorky plazmy nebo média byly skladovany az do analyzy pfi teploté -80°C.

Stanoveni aminokyselin pomoci HPLC (Waters: separa¢ni modul 2695, fluorescencni
detektor 2475, software Empower 2; Milford, MA, USA) bylo provedeno po predkolonové
derivatizaci s 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamatem. Ke vzorkim byl ptidan
0,2 mol/l boratovy pufr o pH 8,8 s ptidavkem 5 mmol/l EDTA a roztok 6-aminochinolyl-N-
hydroxysukcinimidyl karbamatu v acetonitrilu v poméru 1 : 3 : 1. Po promichani byla smés
vlozena do termostatu, kde byla inkubovana 10 minut pii 55°C (Cohen a Michaud 1993;
Reverter a kol. 1997).
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Chromatografické podminky:
Nasttik: 5 pl vzorku
Kolona: NovaPak C18 (ODS) 150 x 3,9 mm; 4 pm (Waters)
Detekce: fluorescence - A oxcitacni = 250 nmM; A omisni = 395 nm
Teplota: kolona — 37°C; vzorek — 20°C
Pratok: 1 ml/min
Mobilni faze:
A — acetonitril
B — destilovana voda
C — pufr o pH 5,75 (140 mmol/l octan sodny, 13 mmol/l kyselina fosforecna,

17 mmol/l triethanolamin, 2,7 pmol/l edetan disodny)

Gradient:
Cas (min) | % A | % B | % C
0 0,0 | 80,0 | 20,0
1 1,0 | 79,0 | 20,0
17 3,0 | 85,0 12,0
26 6,0 | 87,0| 7,0
30 9,6 | 80,4 10,0
31 10,5 | 19,5 | 70,0
36 15,0 | 15,0 | 70,0
45 16,5 | 13,5 | 70,0
46 60,0 | 40,0 | 0,0
51 0,0 | 80,0 | 20,0
60 0,0 | 80,0 | 20,0

3.5 Stanoveni aktivity a exprese proteolytickych enzymiu

3.5.1 Chymotrypsin-like aktivita proteazomu

Chymotrypsin-like aktivita proteazomu (ChTLA) byla stanovovdna s vyuZitim

specifického fluorogenniho substratu Sukcinyl-leucyl-leucyl-valyl-tyrosyl-4-methylkumaryl-
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7-amidu (Suc-LLVY-MCA) a inhibitoru proteazomu MG132 (Gomes-Marcondes a Tisdale
2002). Po inkubaci ur¢ené pro stanoveni proteolyzy je sval (SOL, EDL) homogenizovan v 0,4
ml chlazeného 20 mmol/l Tris pufru pH 7,5, obsahujicim 2 mmol/l ATP, 5 mmol/l chloridu
hotecnatého a 1 mmol/l dithiotreitolu. Pfi stanoveni ChTLA v jinych tkanich se pouZije na
100 mg ptislusné tkané 1 ml homogeniza¢niho média. Homogenat se centrifuguje 10 minut
pti 18 000 g a 4°C. 100 pl odebraného supernatantu se inkubuje v ledové 1azni paralelné ve 2
sériich — v jedné s pridavkem 100 pl substratu Suc-LLVY-MCA (0,05 mmol/l), v druhé
s ptidavkem 100 pl smési substratu Suc-LLVY-MCA (0,05 mmol/l) a inhibitoru MG132
(0,02 mmol/l). Po 1 hodiné se zastavi reakce pfidanim 1 ml 100 mmol/l octanového pufru o
pH 4,3. Poté se ihned stanovuje fluorescence vzorki pii excitacni vinové dléce 340 nm a
emisni vinové délce 440 nm (Tecan Infinite™ 200). Kalibra¢ni kiivka byla stanovena pomoci
7-amino-4-methylkumarinu, aktivitu vyjadfuyjeme v nmol uvolnéného 7-amino-4-
methylkumarinu/g proteinu/h. Obsah proteinti byl zjistén metodou dle Lowryho. Vysledna

aktivita v daném vzorku se zjisti odectenim aktivity neinhibované a inhibované série.

3.5.2 Aktivita katepsini B a L

Aktivita lysozomalnich proteolytickych enzymdu, katepsintt B a L, byla zjistovana
s pomoci specifického fluorogenniho substratu  Z-Fenylalanyl-Arginyl-7-amido-4-
methylkumarin  hydrochloridu (Z-FA-MCA) a inhibitoru Z-Fenylalanyl-Fenylalanyl-
fluoromethylketonu (Z-FF-FMK) (Koohmaraie a Kretchmar 1990, Tardy a kol. 2004). Asi 20
mg vzorku méfené tkan¢ se zhomogenizuje v 0,6 ml vychlazeného 300 mmol/l octanového
pufru o pH 5,0, obsahujicim 4 mmol/l EDTA, 8 mmol/l dithiothreitolu a 0,2 % (v/v) Tritonu
X-100. Homogenat se necha stat 30 min v ledové lazni a poté se centrifuguje 30 min pfi
18 000 g a 4°C. Dalsi postup se lisi v zavislosti na typu métené tkané. V ptipad¢ kosterniho
svalu se 10 pul odebraného supernatantu inkubuje paralelné ve 2 sériich v termostatované
vodni lazni (pii 37°C) s tiepacim zatizenim (70 cykli/minutu) — v jedné s pfidavkem 190 ul
specifického substratu Z-FA-MCA (0,04 mmol/l), v druhé s ptidavkem 190 pl smési substratu
Z-FA-MCA (0,04 mmol/l) a inhibitoru Z-FF-FMK (0,1 mmol/l). Pfi méfeni jiného typu tkane¢,
nez je kosterni sval, je nutné nejprve odebrany supernatant desetindsobné nafedit
homogeniza¢nim pufrem. Teprve takto nafedény supernatant 1ze pouzit pro inkubaci. Po 15
minutach se zastavi reakce pfidanim 1 ml 100 mmol/l octanového pufru o pH 4,3. Nasledné

méteni fluorescence vzorku a vypocet aktivity vzorkd je shodné se zjistovanim ChTLA.
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3.5.3 Exprese a-podjednotek proteazomu

Vzorky obsahujici 15 pg cytosolickych proteinti, pfipravené nafedénim supernatantu
ziskaného ze vzorki pro stanoveni ChTLA, byly smichany s Laemliho vzorkovym pufrem a
separovany za vyuziti SDS-PAGE elektroforézy (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za
pritomnosti dodecylsiranu sodné¢ho) na 12% gelu. Proteiny byly poté pieneseny na
nitrocelul6zovou membranu o velikosti port 0,45 um. Nespecificka vazebna mista byla pres
noc blokovana 5% odtuénénym mlékem ve fosfatovém pufru pti 4°C. Primarni protilatky
(mys$i monoklonalni protilatky proti al+2+3+5+6+7 podjednotkam 20S proteazomu) byly
pouzity v fedéni 1:1000, sekundarni protilatky konjugované s peroxidazou (kozi IgG
protilatky proti mySim protilatkdm) v fedéni 1:4000. Inkubace s protilatkami probihala 1
hodinu pfi pokojové teploté. Vizualizace proteini bylo dosaZzeno vyuzitim
chemiluminiscen¢ni detekce. Denzita proteini byla nésledné kvantifikovana pomoci GS-800
kalibrovaného denzitometru a softwaru Quantity One v. 4.2.2 (Bio Rad Laboratories,

Hercules, Kalifornie, USA).

3.6 Ostatni metody

3.6.1 Stanoveni bilkovin

Koncentrace proteinti byla méfena dle Lowryho a kol. (1951). Principem metody je
tvorba komplexti dvojmocnych iontd meédi s dusikem peptidové vazby za redukce na
jednomocné ionty médi. Ty spolu s radikdlovymi skupinami cysteinu, tryptofanu a tyrozinu
reaguji s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem za vzniku modrého zbarveni s maximalni absorbci pfi
vlnové délce 730 nm (microplate reader model 680; Bio Rad Laboratories, Hercules,

Kalifornie, USA).
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3.6.2 Méreni radioaktivity

Radioaktivita vzorkli byla méfena ve scintilatnim roztoku SLD41 pomoci
scintilatniho pocitace radiaktivity LS 6000 (Beckman Instruments, Kalifornie, USA)

v Radioizotopovych laboratofich LF.

3.6.3 Biochemické vySetieni krve

Biochemicka vysetfeni z krve potkant byla provadéna na Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Plazmatické koncentrace glukozy, lipidu a
mocoviny byly stanoveny komerc¢nimi kity (Boehringer, Mannheim, Némecko; Elitech, Sées,

Francie; Pliva-Lachema, Brno, CR).

3.6.4 Stanoveni poméru suché a vlhké hmotnosti

Pomeér suché a vlhké hmotnosti vnitinich organd byl vypocitan po stanoveni vlhké
hmotnosti ihned po vyjmuti orgdnu a suché hmotnosti po 3 dnech suseni v susarné pfi teplot¢

55°C.

3.7 Material

HMB (vapenaté sil) byl darovan spolecnosti Metabolic Technologies, Inc. (Ames,
IA, USA). L-[1-'*C] leucin byl zakoupen od GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire,
Velka Britanie); L-[3,4,5-°H] fenylalanin od American Radiolabeled Chemical, Inc. (St.
Louis, MO, USA), ['“C] bikarbonat od Du Pont-NEN (Bad Homburg, Némecko)
lipopolysacharidy z E. coli 0127:B8 (endotoxin), aminokyseliny, cykloheximid, Folin-
Ciocalteuovo fenolové ¢inidlo, Suc-LLVY-MCA, Z-FA-MCA, Z-FF-FMK a albumin od
Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA); Aminoplasmal 15 od B. Braun Medicals
(Melsungen, Némecko); MG132 od Biomol (Hamburg, Némecko); osmotické pumpy 2001D
od Alzet Osmotic Pumps (Cupertino, CA, USA); mys$si monoklonalni protilatky proti 20S
podjednotkdm proteazomu ol+2+3+5+6+7 (klon MCP231) a kozi antimyss$i protilatky od

Abcam (Cambridge, Velkd Britanie). Zbyvajici chemikalie byly pofizeny od Sigma
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Chemicals (St Louis, MO, USA), Bio-Rad (Hercules, CA, USA), Amersham Biosciences
(Little Chalfont, UK), Waters (Milford, MA, USA) a Pliva Lachema (Brno, CR).

3.8 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana pomoci statistického programu NCSS 2001 a PASS (NCSS
Raysville, UT, USA). Jsou uvadéna jako prumér + smérodatna chyba priméru (SEM —
standard error mean). Rozdily byly povaZovany za statisticky vyznamné pii hladiné
vyznamnosti P < 0,05. Pouzité testy jsou uvedeny vzdy u piislusnych vysledkd, nejcastéji jde
o kombinaci jednocestné analyzy variance (ANOVA) s Tukey-Kramerovym post-hoc testem
nebo o neparovy t-test. Parametrické testy byly pouzity pouze v piipadé, kdy nebylo

vylouceno normalni rozdéleni dat.
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4. Vysledky

4.1 Vliv endotoxinu na metabolismus bilkovin a aminokyselin

v kosternim svalu — davkova zavislost

Cilem této pilotni studie bylo urcit vhodnou davku endotoxinu, jez neni letalni a jejiz
aplikace potkanim navodi zvySenou degradaci proteint kosterniho svalu a mohla by slouzit
jako model proteokatabolického stavu.

Pokusna zvitata byla rozdélena do 4 experimentalnich skupin. Potkanim byl
intraperitonealné injikovan endotoxin v davce 1, 3 a 5 mg/kg télesné hmotnosti, kontrolni
skupiné fyziologicky roztok. U ¢asti zvitat byly po 24 hodinach od aplikace izolovany svaly
(EDL a SOL) pro stanoveni parametrti metabolismu bilkovin a aminokyselin, odebrany
vnitini organy (srdce, jatra, slezina, ledviny) ke zjisténi pfipadnych zmén ve vlhké a suché
hmotnosti téchto organd a plazma pro stanoveni koncentrace aminokyselin, glukozy, lipidi a
mocoviny. U dal$i ¢asti byla injikovana po 24 hodinach od aplikace do vena saphena smés
znateného a nezna¢eného fenylalaninu v objemu 0,5625 ml/ 100 g (50 pCi L-[3,4,5-°H]
fenylalaninu; 168,75 umol/100 g). Po 10 minutach byla zvifata usmrcena a odebrana plazma a
svaly (EDL a SOL) pro stanoveni proteosyntézy.

Interval 24 hodin byl zvolen, protoze se osvédc¢il nejen u endotoxinového, ale i
obdobnych modelti proteokatabolismu (ligace a punkce céka ¢i aplikace terpentynového
oleje) a je dostacujici i pro sledovani vlivu riznych latek na metabolismus proteind u téchto
stavl, v neposledni fad¢ je také vyhodny a prakticky pro vlastni zajisténi pokust.

Zvitata z kontrolni skupiny ptibrala za 24 hodin po aplikaci fyziologického roztoku
primérné 4 gramy, coz odpovida 8 % télesné hmotnosti. U potkant, kterym byl aplikovan
endotoxin o davce 1 mg/kg, nedoslo k nariistu télesné hmotnosti, vyssi davky endotoxinu
zpisobily jeji ubytek, nejvyraznéjsi v ptipadé davky 5 mg endotoxinu/kg (-2 gramy resp. -4
%). U vSech davek endotoxinu dosahl rozdil télesné hmotnosti 24 hodin po aplikaci statistické
vyznamnosti ve srovnani s kontrolou, vyznamné se lisil i pfi srovnani skupin 1 a 5 mg

endotoxinu/kg (viz tabulka 3).
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Tabulka 3: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na télesnou hmotnost pokusnych zvirat

Télesna hmotnost
Experimentalni skupina
my (g) my4 () Am (g) Am (%)
Kontrola (n=20) 55+2 59+2 4+£0 8+ 1
Endotoxin 1 mg/kg (n=20) 55+£2 55+£2 0+1*% 0+1*%
Endotoxin 3 mg/kg (n=20) 61 +4 60 + 4 BESER 2+ %K
Endotoxin 5 mg/kg (n=20) 60+3 58+£2 2+ 15T 4 xR

m, — hmotnost zvitete v dobé aplikace endotoxinu/fyziologického roztoku; m,, — hmotnost zvitete 24 hodin po
aplikaci endotoxinu/fyziologického roztoku; Am — zména hmotnosti zvifete (m,4 - my)
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * b signifikantni rozdil vs.

Endotoxin 1 mg/kg pfi P < 0,05 (jednocestnda ANOVA + Tukey-Krameriv test).

Podéani endotoxinu vyznamné neovlivnilo vlhkou ani suchou hmotnost sledovanych
vnitinich orgéni (jatra, ledviny, slezina, srdce) pokusnych zvitat, v tabulce 4 je zaznamenan

pomeér suché a vlhké hmotnosti téchto organi.

Tabulka 4: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na pomér suché a vlhké hmotnosti vnitinich

organu

Pomér suché a vilhké hmotnosti (%)
Experimentalni skupina

Jatra Ledvina Slezina Srdce

Kontrola (n=8) 28,5+0,7 21,3+0,8 21,604 20,8 £0,8

Endotoxin 1 mg/kg (n=8) 27,6 1,1 21,7+0,3 21,1+0,2 20,1+ 1,1

Endotoxin 3 mg/kg (n=8) 27,6 +0,3 22,3+0,6 21,4+0,7 20,6 1,4

Endotoxin 5 mg/kg (n=8) 26,6 1,2 21,4+ 04 21,4+0,8 202+1,1

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM.

Po podani endotoxinu vdavce 3 a 5 mg/kg vyznamné vzrostla plazmaticka
koncentrace celkového cholesterolu (zvySeni o 27, resp. 28 %), koncentrace triacylglycerold
pouze v piipadé davky 5 mg/kg (nariist o 42 %). Plazmatické koncentrace gluk6zy, mocoviny,
HDL a LDL cholesterolu se vyznamné mezi jednotlivymi skupinami nelisily (viz tabulka 5).
Zmény plazmatickych koncentraci aminokyselin jsou zndzornény v tabulce 6. Plazmatické
koncentrace alaninu, asparaginu, glycinu, methioninu, serinu, threoninu a vsech tii BCAA

(tedy leucinu, isoleucinu a valinu) oproti kontroldam vzrostly, naproti tomu koncentrace

55




kyseliny glutamové poklesla. Celkova koncentrace aminokyselin v plazmé se vyznamné

nezmeénila.

Tabulka 5: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na plazmatickou koncentraci lipidi, glukozy a

mocoviny
Plazmaticka koncentrace (mmol/l)
Kontrola E 1 mg/kg E 3 mg/kg E 5 mg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glukoza 10,69+0,39 | 11,12+0,29 10,80 = 0,08 11,28 £ 0,34
Mocovina 6,0 0,4 6,3+0,2 59+0,5 6,2+0,4

Celkovy cholesterol | 1,35+0,08 1,59 +£ 0,09 1,72£0,11%% | 1,73+0,13* %

HDL cholesterol 1,02 + 0,06 1,17+ 0,03 1,11 +0,11 1,10+ 0,10

LDL cholesterol 0,34+ 0,03 0,39+ 0,03 0,39 + 0,04 0,41 +£ 0,04
Triacylglyceridy 0,53 +£0,03 0,56 £ 0,07 0,62 £ 0,09 0,75 + 0,09* ¥

E — endotoxin; HDL — high density lipoproteins; LDL — low density lipoproteins

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola.

V EDL vlivem endotoxinu poklesla koncentrace vétSiny aminokyselin (arginin,
citrulin, fenylalanin, glutamin, histidin, kyselina glutamova, lyzin, methionin, prolin, serin,
threonin a vSechny BCAA), jedinou vyjimkou byl alanin, jehoZ koncentrace naopak vzrostly.
Celkova koncentrace aminokyselin se vSak (pfes zjevnou tendenci poklesu) vyznamné
nezménila (viz fabulka 7). V SOL doslo ke zménam koncentraci aminokyselin v mensim
rozsahu nez v ptipadé EDL — pokles koncentrace kyseliny asparagové, ornitinu a prolinu a
zvySeni koncentrace alaninu a glutaminu (viz tabulka §).

Béhem inkubace svali EDL zvifat, kterym byl podan endotoxin, dochézelo ke
zvySenému uvolilovani celé fady aminokyselin (alanin, asparagin, citrulin, fenylalanin, glycin,
lyzin, methionin, ornitin, prolin, serin, threonin, tyrozin a vSechny BCAA) do inkubacniho
média, snizené uvoliiovani do média bylo zjisténo pouze u kyseliny glutamové. Vzrostlo také
celkové mnozstvi aminokyselin uvolnénych do média (viz fabulka 9). V SOL byly zmény
v uvoliiovani aminokyselin vyvolané vlivem endotoxinu mirnéjsi. Doslo ke zvySenému
uvoliiovani alaninu, asparaginu, glycinu a serinu do média, snizilo se uvoliiovani kyseliny
asparagové a glutamové a ornitinu. Celkové mnozstvi uvolnénych aminokyselin se vyznamné
nezménilo (viz tabulka 10).
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Tabulka 6: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na koncentraci aminokyselin v plazmé

Koncentrace aminokyselin v plazmé (umol/l)
Aminokyselina Kontrola E 1 mg/kg E 3 mg/kg E 5 mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alanin 472 + 49 67745 | 621 £56%F | 67745+ %
Arginin 240 + 16 214+ 17 234 + 34 191+ 15
Asparagin 70 £ 4 90 + 8* © 85+ 10 83+2
Citrulin 202 + 24 180 + 13 247 +39* 1 | 174+ 9%
Cystein 82+ 10 60 £ 4 69 + 14 69+ 5
Fenylalanin 64 £ 12 95+ 14 90 £ 19 68 £2
Glutamin 626 + 36 646 = 36 617 + 63 633 +51
Glycin 220 + 31 286 + 24 328 £40%* | 234+ 5%°
Histidin 81+ 12 97 + 10 103+ 17 89 + 6
Isoleucin 77+£5 108 + 10% © 95+ 11 94+ 5
Kyselina asparagova 19+1 162 19+£2 14+1
Kyselina glutamova 76+ 8 50 +3%K 79 £ 9% ! 59 £ 7% 3
Leucin 117+ 12 201 £26% * 161 +21 164+9
Lysin 435+ 21 444 + 22 461 + 51 433+ 17
Methionin 53+4 73 £8% K 53 £5% ! 54+3% !
Ornitin 120 £ 15 131+ 26 112+ 18 98 + 6
Prolin 369 + 29 375+ 14 360 + 32 342+ 16
Serin 251+ 13 344 +23* % [ 331 +36*F | 311+13
Threonin 211+ 18 30632+ | 278+34 274 £2
Tyrozin 125+ 11 123 +21 110+ 11 98 £ 6
Valin 152 + 10 242 £25% K 197 +22 198 + 11
Odvozené hodnoty
BCAA 388 +43 550 £ 60* X | 45352 456 + 21
AK celkem 4291 + 99 4889 +£258 | 4767+476 | 4489+ 163

E — endotoxin; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem; AK — aminokyseliny

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * ! vs. E1; * * vs. E3 pii P <

0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test).
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Tabulka 7: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na koncentraci aminokyselin v homogenatu EDL

Koncentrace aminokyselin v homogenatu svalu (umol/g) - EDL

Aminokyselina Kontrola E 1 mg/kg E 3 mg/kg E 5 mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alanin 2,15+025 | 3,04+£030*% | 220+0,22%" | 3,11 +0,15%°
Arginin 0,74+0,09 | 0,34+0,03*F | 0,41+0,08*F [ 0,26+0,01*F
Asparagin 0,48 + 0,04 0,47 + 0,04 0,43 + 0,04 0,44 + 0,01
Citrulin 0,55+0,09 | 0,28+0,05%" 0,41 +0,11 0,25+ 0,02% ©
Fenylalanin 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,07 + 0,01 0,06 +0,01* ©
Glutamin 097+0,11 | 0,62+0,08** | 0,46+0,13*% [ 054+0,07*"
Glycin 3,76 + 0,45 3,83+0,17 4,49 + 0,44 4,30 +0,21
Histidin 0,31£0,05 | 021+0,01*" 0,26 + 0,04 0,19+0,01% %
Isoleucin 0,10 £ 0,01 0,09 + 0,01 0,08 +£0,01* © 0,08 + 0,01
Kys. asparagova 1,01 £0,18 0,92+0,13 0,79 +£ 0,09 0,89 £ 0,08
Kys. glutamova 3,73 £ 0,54 3,04 £ 0,33 2,85+ 0,33 2,66 +0,15%
Leucin 0,16 + 0,02 0,13+ 0,01 0,12£0,01*% [ 0,12+0,01*%F
Lysin 1,54+0,13 | 0,77+0,05*" | 0,88+0,15*% | 0,63+0,04*"
Methionin 0,05+0,02 | 0,02+0,00% % 0,03 £ 0,01 0,02+0,01% %
Ornitin 0,17 + 0,04 0,14 + 0,02 0,15 + 0,02 0,12+ 0,01
Prolin 0,75£0,03 | 047+0,04*% | 0,45+0,08*" | 0,44 +0,25*"
Serin 1,31+0,16 1,06 + 0,08 1,05+0,11 0,99 + 0,08* ©
Taurin 7,64 + 0,53 8,49 + 0,58 8,13+ 0,55 8,59 + 0,39
Threonin 0,70£0,04 | 0,54+0,01*° | 0,56+£0,04*% | 0,58+0,00%"
Tyrozin 0,12+ 0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,10 + 0,01
Valin 0,15 +0,02 0,13+ 0,01 0,11£0,01*" [ 0,12+0,00% "
Odvozené hodnoty
BCAA 0,41 + 0,05 0,35+ 0,02 0,31£0,03*" [ 032+0,01*"
AK celkem 28+2 25+1 26+3 261

EDL — m. extensor digitorum longus; E — endotoxin; Kys. — kyselina; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym

fetézcem; AK — aminokyseliny

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * ' vs. E1; * * vs. E3 pii P <

0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test).
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Tabulka 8: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na koncentraci aminokyselin v homogenatu SOL

Koncentrace aminokyselin v homogenatu svalu (umol/g) - SOL

Aminokyselina Kontrola E 1 mg/kg E 3 mg/kg E S mg/kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alanin 1,14+0,12 1,49 + 0,15 1,55+ 0,08* © 1,53 +0,15*% %
Arginin 0,48+0,05 | 0,39+0,02 0,48 + 0,08 0,37 + 0,05
Asparagin 0,48+0,04 | 0,48+0,03 0,52 + 0,04 0,45 + 0,04
Citrulin 0,35+0,09 | 0,22+0,05 0,38 + 0,08 0,23 + 0,06
Fenylalanin 0,07 + 0,01 0,05 =+ 0,00 0,07 + 0,01 0,06 + 0,01
Glutamin 0,38+0,03 | 0,45+0,03 0,81+0,17* %" | 0,36 £0,03*°
Glycin 1,76 £ 0,09 1,85+0,11 1,97 £0,12 1,79+ 0,14
Histidin 0,20+0,04 | 0,17+0,02 0,22 + 0,04 0,17 + 0,03
Isoleucin 0,07 + 0,01 0,06 =+ 0,00 0,06 + 0,01 0,07 + 0,01
Kys. asparagova | 0,98 +0,05 | 0,88 +0,06 0,75+0,04* < | 0,66+0,12% %!
Kys. glutamova | 3,74+0,43 | 4,12+0,20 3,58 +0,25 3,51+ 0,44
Leucin 0,13+ 0,01 0,10+ 0,01 0,10 + 0,00 0,12 + 0,02
Lysin 0,78+0,07 | 0,63 +0,02 0,78 + 0,12 0,62+ 0,10
Methionin 0,03 + 0,01 0,01 0,01 0,01 + 0,00 0,03 + 0,01
Ornitin 0,07+0,01 | 0,04+0,03*% 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01
Prolin 0,49+0,03 | 031+001*" | 038=005*% | 032+0,03*"
Serin 1,22+0,11 1,18 + 0,06 1,37+0,11 1,16+ 0,06
Taurin 595+0,85 | 7,94+0,66%F 6,87 + 0,34 7,34+ 0,82
Threonin 0,48+0,03 | 0,47+0,02 0,48 + 0,02 0,46 + 0,03
Tyrozin 0,10+ 0,01 0,08 + 0,01 0,10 + 0,01 0,09 + 0,01
Valin 0,11+0,01 0,09 + 0,01 0,11+ 0,01 0,11+0,01
Odvozené hodnoty
BCAA 0,31+0,03 | 0,25+0,01 0,31 + 0,03 0,29 + 0,03
AK celkem 2142 21+1 2242 21+£3

SOL — m. soleus; E — endotoxin; Kys. — kyselina; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem; AK —

aminokyseliny

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * ' vs. E1; * * vs. E3 pii P <

0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test).
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Tabulka 9: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na uvoliiovani aminokyselin z EDL do

inkubac¢niho média

Uvolnéni aminokyselin do inkuba¢niho média — EDL

. . (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Kontrola E 1 mg/kg E 3 mg/kg E 5 mg/kg
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Alanin 718 + 38 1586 £ 120%* | 1339+ 121*F" | 1686 57*°
Arginin 252+ 11 266+ 15 273 + 44 260+ 9
Asparagin 136 £ 6 254+ 22% K 230+21* % 249 £ 11* K
Citrulin 133+ 16 118+ 38 164+ 11% T 134 + 4%
Fenylalanin 180+ 5 272+ 19% K 249 £ 16* ¥ 270 £ 12% %
Glutamin 1789 + 93 1627 + 89 1676 + 86 1733 £ 90
Glycin 820+ 71 1012 + 60* © 1145 + 74* © 1111 +57*%
Histidin 185+ 8 208+ 13 207 + 8 207 + 11
Isoleucin 161 +4 281 +£21% % 244 + 17+ % 265+ 9% F
Kyselina asparagova 64+8 87+ 14 67+4 96 £ 18
Kyselina glutamova | 217+ 11 147 £ 12%© 198 + 17+ 170 + 15*% ¢
Leucin 333+8 552+ 39% % 485 +30% 525+ 18% %
Lysin 539 +22 595 +27 619 +31% % 610+ 19% ¥
Methionin 95+ 4 163+ 11% % 142+ 11% % 156 + 7% *
Ornitin 54+5 76+ 11 70+ 8 82+9* K
Prolin 531+20 616+ 43* % 586 + 21 614+ 15+ %
Serin 476 + 28 713 £51% % 718 £ 52+ X 753 £39% K
Taurin 376 + 55 322 +39 286 + 22 294 + 41
Threonin 451 +33 643 £ 41* 597 £35% % 640 £20* ©
Tyrozin 162+3 232+ 17%K 217+ 12% % 229+ 9% K
Valin 264+ 6 427 £29% * 378 £22% 408 + 13* ¥
Odvozené hodnoty
BCAA 758 £ 17 1260 + 88* ¥ 1107 = 68* ¥ 1198 £ 40* ¥
AK celkem 8015+318 | 10136£562* % | 9926 +459* % | 10516+ 317+ "

EDL — m. extensor digitorum longus; E — endotoxin; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem; AK —

aminokyseliny

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * ' vs. E1; * * vs. E3 pii P <

0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test).
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Tabulka 10: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na uvoliiovani aminokyselin ze SOL do

inkubaéniho média

Uvolnéni aminokyselin do inkubaéniho média — SOL
Aminokyselina (nmol AK/g svalu/h)
Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Alanin 850 +£ 101 1051 + 85 1068 £ 59 1230+ 101* ©
Arginin 364 + 32 320+ 14 372 + 38 367 +29
Asparagin 190 + 17 220+ 13 223+£9 245+ 14% %
Citrulin 107 + 17 804 129 + 13* ! 96 + 3
Fenylalanin 257+ 18 256+ 13 265+ 16 283 £ 20
Glutamin 1814 + 189 1647 + 87 1749 + 134 1914 £ 175
Glycin 779 + 71 867 + 41 1032+£79* % | 1027+91*%
Histidin 230 £21 214+ 10 252 £23 235+ 14
Isoleucin 226 + 18 245+ 12 247 + 17 269 £ 22
Kyselina asparagova 92+£13 61 +7+% 75+£9 68£5
Kyselina glutamova 324+54 | 196+ 12%% | 324 +54%! 270 + 19
Leucin 448 + 35 481 +24 488 £32 530 +42
Lysin 596 + 45 538 £26 532 +£18 612 +£50
Methionin 136 + 10 144 +7 145+ 8 155+ 11
Ornitin 56 +4 42 £4* % 49 + 4 55£4%"
Prolin 542 £42 519 £22 548 + 39 563 £ 39
Serin 541427 | 657+39%"% | 764+52%F" | 761 £35% %!
Threonin 459 + 35 497 £ 24 508 +27 557 £35% %
Tyrozin 232 +53 216 £ 11 226+ 14 241 + 18
Valin 376 + 30 383+ 19 390 + 25 422 +32
Odvozené hodnoty
BCAA 1079 + 86 1109 + 54 1124 £ 74 1221 £ 96
AK celkem 9362 +£912 | 9203 £475 9929 + 748 10514 =752

SOL — m. soleus; E — endotoxin; Kys. — kyselina; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem; AK —
aminokyseliny
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér = SEM. * ¥ - signifikantni rozdil vs. Kontrola; * ' vs. EI pii P < 0,05

(jednocestna ANOVA + Tukey-Krameruv test).
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Na obr. 9 a 10 je demonstrovan vliv endotoxinu na celkovou, resp. myofibrilarni
proteolyzu v kosternim svalu. V EDL potkanti, kterym byl podan endotoxin, byl pozorovan
vyznamny narust celkové proteolyzy (vice nez o 30 %), nezavisle na zvolené¢ davce.
Ovlivnéni myofibrilarni proteolyzy v EDL jevilo davkovou zavislost — byl pozorovan rtst
myofibrilarni proteolyzy se zvysujici se davkou endotoxinu, pouze davka 5 mg/kg vsak
vyvolala statisticky vyznamny narist (vice nez dvojndsobny) ve srovnani s kontrolni
skupinou. Naproti tomu v SOL nebyly zjistény mezi jednotlivymi skupinami vyznamné
rozdily v proteolyze (pouze tendence vzrustu myofibrildrni proteolyzy).

Ackoliv v SOL nebyl na rozdil od EDL prokazdn vliv endotoxinu na nartst
proteolyzy, bylo v obou téchto svalech zjisténo zvySeni ChTLA proteazomu az o 30 % (viz
obr. 11). Proteolyticka aktivita lysozomalnich katepsinti B a L nebyla vyznamné ovlivnéna
v ani jednom ze svall (viz obr. 12).

Bylo zjisténo také ovlivnéni tvorby bilkovin v kosternim svalu po podani endotoxinu.
V EDL doslo k nartistu frakéni proteosyntézy u vSech sledovanych déavek endotoxinu, naproti

Vypocitany pomér relativni zmény myofibrilarni proteolyzy a frakéni proteosyntézy
vykazoval davkovou zavislost (korela¢ni koeficient dosahoval hodnoty 0,97 a 0,99 pro EDL,
resp. SOL). Davka 1 mg endotoxinu/kg vyvolala vétsi relativni nariist proteosyntézy nez
myofibrildrni proteolyzy (pomér zmény myofibrilarni proteolyzy a proteosyntézy nizsi nez 1),
se zvysujici davkou endotoxinu uz nartst myofibrilarni proteolyzy pievySoval narust
proteosyntézy (pomér zmény myofibrilarni proteolyzy a proteosyntézy s davkou endotoxinu
roste) (viz obr. 14).

Zaveér: Na zaklade vysledka této pilotni studie byla vybrana jako nejvhodnéjsi pro

dalsi experimenty davka 5 mg endotoxinu/kg t€lesné hmotnosti.
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Obrazek 9: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na celkovou proteolyzu v kosternim svalu

Celkova proteolyza
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus, Tyr - tyrozin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM (n=12). * - signifikantni rozdil vs. Kontrola pii P < 0,05 (jednocestna
ANOVA + Tukey-KramerQv test).

Obrazek 10: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na myofibrilarni proteolyzu v kosternim svalu

Myofibrilarni proteolyza
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; 3-MH — 3-methylhistidin
Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM (n=8). * - signifikantni rozdil vs. Kontrola pii P < 0,05 (jednocestna
ANOVA + Tukey-KramerQv test).

63




Obrazek 11: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na chymotrypsin-like aktivitu proteazomu

v kosternim svalu

Chymotrypsin-like aktivita proteazomu
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; AMC — 7-amino-4-methylkumarin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM (n=10). * - signifikantni rozdil vs. Kontrola pfi P < 0,05; # -
signifikantni rozdil vs. Endotoxin 1 a 3 mg/kg pii P < 0,05 (jednocestnd ANOVA + Tukey-KramerQv test).

Obrazek 12: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na aktivitu katepsint B a L v kosternim svalu

Aktivita katepsini B a L
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EDL — m. extensor digitorum longus; AMC — 7-amino-4-methylkumarin

Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM (n=6).
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Obrazek 13: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na frakéni proteosyntézu v kosternim svalu

Frakéni proteosyntéza
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM (n=10). * - signifikantni rozdil vs. Kontrola pfi P < 0,05 (jednocestna

ANOVA + Tukey-KramerQv test).

Obrazek 14: Vliv endotoxinu (1-5 mg/kg) na pomér myofibrilarni proteolyzy a frakéni

proteosyntézy v kosternim svalu

Pomér relativni zmény myofibrilarni proteolyzy ku proteosyntéze
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[
(9}
I

/

=
(9}

A frakéni proteosyntézy (%)
=

=
S

A myofibrilarni proteolyzy (%) .

Kontrola Endotoxin 1 Endotoxin 3
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EDL ESOL

Endotoxin 5
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus

Hodnoty jsou uvedeny jako primeér £ SEM (n=8-10).
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4.2 VIiv metabolitu leucinu na metabolismus bilkovin a

aminokyselin u intaktnich zvirat a pri zatéZovych stavech

4.2.1 Vliv KIC na metabolismus bilkovin a aminokyselin

4.2.1.1 Vliv KIC na metabolismus bilkovin a aminokyselin intaktnich a

endotoxemickych zvitat — studie in vivo

Pro tento experiment byly vytvofeny 4 skupiny po 9-10 zvitatech: 1) intaktni; 2) KIC;
3) endotoxin; 4) endotoxin a KIC. Endotoxin byl injikovan intraperitonealn¢ v davce 5 mg/kg
télesné hmotnosti, kontrolni skupiné byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (viz
kapitola 3.2 Endotoxinovy/lipopolysacharidovy model sepse). KIC byl aplikovan pomoci
osmotické pumpy, ktera byla implantovana subkutanné do dorsolumbalni oblasti v etherové
narko6ze (dle pokynti vyrobcee), tésné pred aplikaci endotoxinu nebo fyziologického roztoku.
Osmotickd pumpa umoziovala kontinualni uvoliiovani KIC, celkova uvolnéna davka byla
0,25 gramu/kg t€lesné hmotnosti/den. Po 24 hodinach byly izolovany svaly (EDL, SOL) obou
dolnich koncetin — pravy sval byl vzdy vyuzit ke stanoveni (celkové a myofibrilarni)
proteolyzy, ChTLA proteazomu a mnozstvi uvolnénych aminokyselin do inkuba¢niho média;
levy sval ke stanoveni proteosyntézy a oxidace leucinu. Soucasné byly odebrany vzorky
dalsich tkani (m. tibialis; jatra, ledvina, slezina a srdce) ke stanoveni ChTLA proteazomu a
aktivity lysozomadlnich katepsini B a L. Byly také odebrany vzorky plazmy ke stanoveni
koncentrace glukdzy, lipida, aminokyselin a mocoviny.

Podani KIC a endotoxinu vyznamné ovlivnilo plazmatické koncentrace cholesterolu
experimentalnich zvifat. Koncentrace celkového cholesterolu vzrostla vlivem KIC jak u
intaktnich, tak endotoxemickych potkant asi o 25 %. Podéani endotoxinu vyvolalo nartst
plazmatického HDL cholesterolu o 31 %, kombinace endotoxinu a KIC pak o 81 % ve
srovnani s intaktnimi zvifaty. Koncentrace LDL cholesterolu vzrostla pfi aplikaci kombinace
endotoxinu a KIC oproti intaktnim potkanim témer o polovinu. Ackoliv byly zjistény mezi
skupinami vyznamné zmény koncentraci cholesterolu, nedoSlo k vyznamnym rozdilim
v hodnotach aterogenniho indexu. Vyznamné se neménily ani plazmatické koncentrace

glukézy, mocoviny nebo triacylglycerolt (viz tabulka 11).
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Tabulka 11: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci glukézy, lipidi a

mocoviny
Plazmaticka koncentrace
Intaktni KIC Endotoxin Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Glukéza (mmol/l) 8,46 £ 0,44 8,40 £ 0,28 8,90 + 0,20 9,04 +£0,19
Mocovina (mmol/1) 7,8+ 0,6 7,9+0,7 8,9+0,5 7,7+£0,3
Triacylglyceroly 0,48 £ 0,06 0,71+£0,12 0,44 + 0,05 0,50+ 0,08
(mmol/1)
Celkovy cholesterol | 2,35+0,17 | 2,93 +0,14* 2,52+0,15 2,92 +0,06*
(mmol/1)
HDL cholesterol 0,88 0,05 1,14+ 0,07 1,16 £ 0,08%* 1,61 £0,07* ¥
(mmol/1)
LDL cholesterol 0,48 0,05 0,55+0,07 0,58 £ 0,03 0,70 + 0,02*
(mmol/l)
Aterogenni index 1,7+0,2 1,7+0,3 1,3+0,3 09+0,1

KIC — a-ketoisokaproat
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05; T - signifikantni

rozdil Endotoxin + KIC vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)

Aterogenni index byl vypocitan dle rovnice:

celkovy cholesterol - HDL cholesterol

Aterogenni index =
HDL cholesterol

Podani endotoxinu vedlo ke sniZeni plazmatickych koncentraci citrulinu, ornitinu,
prolinu a taurinu ve srovnani s intakty. Podani KIC endotoxemickym potkantim vedlo
k normalizaci koncentrace prolinu a zvySeni koncentraci glycinu, leucinu a threoninu;
v plazmé téchto zvitat byly zjistény zvysené koncentrace glycinu, lysinu, threoninu, valinu a
celkového mnozstvi BCAA ve srovnani s intakty (viz tabulka 12).

Podéani KIC zdravym potkantim zvySilo mnozstvi uvolnéného glutaminu z EDL do
inkuba¢niho média. Podani KIC endotoxemickym potkaniim snizilo mnozstvi uvolnéného
argininu z EDL oproti endotoxemickym zvifatim a mnoZstvi uvolnéného histidinu oproti
intaktnim zvitatim (viz tabulka 13). KIC vyznamné¢ neovlivnilo uvolilovani aminokyselin ze

SOL do inkubac¢niho média (viz tabulka 14).
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Tabulka 12: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci aminokyselin

Plazmaticka koncentrace aminokyselin (pmol/l)

Aminokyselina Intaktni KIC Endotoxin | Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Alanin 556 £ 47 616 +47 552+6 618 £ 46
Arginin 172+ 6 132 +20 203+ 19 215+£10
Asparagin 61=+2 65+5 58+4 61+3
Citrulin 153+9 176 £ 10 101 + 6* 118 £ 7*
Fenylalanin 55+4 47+3 61=£5 58+4
Glutamin 629+ 16 663 £ 48 597 £25 557+ 17
Glycin 262 + 14 258 +13 283 + 17 381 £26* F
Histidin 74+ 4 67+6 68+4 60+ 4
Isoleucin 80+3 74+4 82+3 85+2
Kyselina glutamova 768 73+£6 57+4 61+2
Leucin 130+ 8 138+ 7 128+ 5 152 + 37
Lysin 300+ 14 283 +£22 345 +£21 414 £ 20*
Methionin 52+1 56+5 53+£3 54+2
Ornitin 101+ 11 79+ 6 74 £+ 5% 72 £+ 3*
Prolin 316 £ 18 326 £25 248 £ 11* 271 £10
Serin 243+9 226+9 233+ 18 264 + 17
Taurin 141+ 10 139+5 101 + 8* 110 + 8*
Threonin 154+ 10 155+ 17 173+ 10 224 £ 7* §
Tyrozin 67+5 65+4 62+2 71+£2
Valin 143 £8 135+£8 165+8 178 £3*
Odvozené hodnoty
BCAA 354 +£18 347+ 17 369+9 417 £ 5*
AK celkem 3765+ 111 | 3920+ 26 3738 + 88 4115+ 154

KIC - oa-ketoisokaproat; AK — aminokyselina;, BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (leucin,

isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05; T - signifikantni

rozdil Endotoxin + KIC vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)
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Tabulka 13: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na uvoliiovani aminokyselin z EDL do inkuba¢niho

média
Uvoliiovani aminokyselin - EDL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni KIC Endotoxin Endotoxin + KIC

(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)

Alanin 1085+ 131 1128 £ 78 1110+ 73 1189 + 123
Arginin 212+ 11 193 + 12 249+9 210 £ 7%
Asparagin 161+ 18 152+ 6 144 + 8 177+ 19
Citrulin 127+£9 160+ 9 121+ 14 105+ 6
Fenylalanin 196 + 14 187+5 187+ 7 209 £15
Glutamin 1566 +£108 | 1997 + 89* 1507 + 107 1356 + 33
Glycin 799 + 48 836+ 51 827 + 35 1000 + 79
Histidin 185+12 194+9 162+9 144 + 4*
Isoleucin 204 + 18 203+ 7 190 +9 211+ 17
Kyselina glutamova 141+ 15 158+ 16 113+8 120+9
Leucin 387+ 31 383+ 12 362+ 15 398 + 30
Lysin 392 +£37 388 £ 15 450+ 13 479 +£23
Methionin 111+9 108 +3 110+5 118+ 10
Prolin 438 + 35 431 +20 377+ 14 403 +22
Serin 583 £51 490 + 25 466 + 35 443 + 30
Tyrozin 163+ 11 158 +4 153+6 168 + 12

Odvozené hodnoty

BCAA 906 + 73 897 + 30 848 + 40 937 +71

AK celkem 7697 £552 | 8329 + 84 7485 + 295 7376 + 306

EDL — m. extensor digitorum longus; KIC — a-ketoisokaproat; AK — aminokyselina; BCAA — aminokyseliny

s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; - signifikantni

rozdil Endotoxin + KIC vs. Endotoxin pii P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)

69




Tabulka 14: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na uvolfiovani aminokyselin z SOL do inkubac¢niho

média
Uvoliiovani aminokyselin - SOL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni KIC Endotoxin Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Alanin 98771 1042 + 71 1036 + 59 1103 £28
Arginin 334+ 15 308 +23 341 £ 17 348 £ 11
Asparagin 209 + 12 205+ 11 193+ 11 193+6
Citrulin 119+13 123 +£10 91+6 92+4
Fenylalanin 239+ 7 225+9 238+ 11 233+6
Glutamin 2094 + 134 2180 + 141 1792 + 98 1760 + 51
Glycin 872 + 44 912 +48 879 £ 41 944 + 27
Histidin 253 +13 241+ 16 213 +12 220+ 7
Isoleucin 242 +5 225+8 240+ 11 226+ 6
Kyselina glutamova 376 + 53 340 + 42 264 + 37 290 +24
Leucin 450+ 9 428 £ 16 444 + 20 432 £ 11
Lysin 501 £23 487 + 24 496 + 23 53116
Methionin 134+ 4 126 +5 134+ 6 132+3
Prolin 487 £ 18 452 + 17 430 + 21 425+ 12
Serin 688 + 44 636 + 42 590 + 34 588 £18
Tyrozin 200+ 6 190 + 8 193+9 191+5
Odvozené hodnoty
BCAA 1068 + 23 1007 + 39 1011 + 33 1018 + 25
AK celkem 9598 + 498 9407 + 488 8871 +428 9770 + 173

SOL — m. soleus; KIC — a-ketoisokaproat; AK — aminokyselina; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym

fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM.
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Jak dokladaji tabulka 15 a 16, podani KIC nemélo vyznamny vliv na metabolismus
proteint, tedy (celkovou a myofibrilarni) proteolyzu, ChTLA proteazomu, proteosyntézu a
oxidaci leucinu v ani jednom ze sledovanych typt kosterniho svalu (EDL a SOL).

Podani KIC soucasn¢ s endotoxinem vedlo ke zvySeni ChTLA ve vSech méfenych
tkanich s vyjimkou m. tibialis (jatra, ledviny, slezina, srdce) a aktivity lysozomalnich
katepsint B a L v jatrech a ledvinach, ve srovnani s tkanémi intaktnich zvitat. K nartistu
ChTLA v ledvinach a aktivity katepsini B a L v jatrech doslo i oproti endotoxemickym
zvitatim (viz tabulky 17 a 18).

Tabulka 15: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na metabolismus aminokyselin a proteinu

v EDL
Parametry metabolismu v EDL
Intaktni KIC Endotoxin | Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Celkova proteolyza 163+ 11 158+4 153+6 168+ 12
(nmol Tyr/g svalu/h)
Mpyofibrilarni proteolyza 1,08+ 0,07 | 1,12+0,09 | 1,18 £0,07 1,36 £ 0,14
(nmol 3-MH/g svalu/h)
ChTLA 3,1£0,2 2,7+0,2 2,6 0,3 2,3+0,2
(nmol AMC/mg proteinu/h)
Proteosyntéza 1123 +£93 | 1384+ 173 | 1076+ 66 976 + 47
(nmol Leu/g proteinu/h)
Oxidace leucinu 60+5 58+7 71+9 76 +7
(nmol Leu/g svalu/h)

EDL — m. extensor digitorum longus; KIC — a-ketoisokaproat; Tyr — tyrozin; 3-MH — 3-methylhistidin; ChnTLA

— chymotrypsin-like aktivita proteazomu; AMC — 7-amino-4-methylkumarin; Leu - leucin

Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM.
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Tabulka 16: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na metabolismus aminokyselin a proteini

v SOL
Parametry metabolismu v SOL
Intaktni KIC Endotoxin | Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Celkova proteolyza 200+ 6 190 £8 193+£9 191£5
(nmol Tyr/g svalu/h)
Mpyofibrilarni proteolyza 1,38+ 0,11 | 1,26+0,06 | 1,25+0,10 1,33 £ 0,08
(nmol 3-MH/g svalu/h)
ChTLA 3,8+0,2 4,1+0,3 4,0+0,2 43+0,2
(nmol AMC/mg proteinu/h)
Proteosyntéza 1387176 | 1532+173 | 151179 1367 £ 53
(nmol Leu/g proteinu/h)
Oxidace leucinu 5845 54+4 60+ 10 59+6

(nmol Leu/g svalu/h)

SOL — m. soleus; KIC — a-ketoisokaproat; Tyr — tyrozin; 3-MH — 3-methylhistidin; Ch'TLA — chymotrypsin-like

aktivita proteazomu; AMC — 7-amino-4-methylkumarin; Leu - leucin

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM.

Tabulka 17: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na chymotrypsin-like aktivitu proteazomu ve

tkanich
Chymotrypsin-like aktivita proteazomu
Tk (nmol AMC/mg proteinu/h)
Intaktni KIC Endotoxin Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)

Jatra 54+0,2 6,1 £0,8 7,9+0,3 10,1 £1,1*

Ledviny 6,9 + 0,4 8,1+£0,5 9,5+0,4 143+ 1,7* 1
M. tibialis 4,0+0,1 4,7+0,5 3,4+0,1 4,7+0,5

Slezina 7,5+ 0,4 8,7+1,0 9,1+0,2 11,6 £ 0,7*

Srdce 5,1+£0,2 54+0,5 6,1 £0,3 7,7+0,8%

KIC — a-ketoisokaproat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; - signifikantni
rozdil Endotoxin + KIC vs. Endotoxin pii P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)
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Tabulka 18: Vliv KIC (0,25 g/kg/den) na aktivitu katepsinii B a L ve tkanich

Aktivita katepsini B a L
Tk (nmol AMC/mg proteinu/h)
Intaktni KIC Endotoxin Endotoxin + KIC
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Jatra 217 +27 243 +£25 220+ 35 335+ 27*
Ledviny 655+ 69 825 +33 925+ 56 1084 + 119*
M. tibialis 34+8 44 +£7 40+ 8 54+7
Slezina 168 £ 45 126 +£28 214+ 38 200 + 24
Srdce 131+ 12 168 £ 50 85+ 18 138 £21

KIC — a-ketoisokaproat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; - signifikantni
rozdil Endotoxin + KIC vs. Endotoxin pii P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)

4.2.2 Vliv HMB na metabolismus bilkovin a aminokyselin

4.2.2.1 Viv . HMB na metabolismus bilkovin a aminokyselin intaktnich

zvitrat — studie in vivo

K pokusu byli pouziti samci potkana o hmotnosti cca 260 grami, ktefi byli rozdéleni
do 2 experimentalnich skupin (n=8-9). Prvni skupiné¢ byl podan HMB v davce 0,1 g/kg
télesné vahy (polovina davky) pomoci kanyly zavedené do kréni zily, stejné mnozstvi HMB
bylo podéno subkutanné. Kontrolni skupina obdrzela misto HMB odpovidajici mnozstvi
fyziologického roztoku. Po 18 hodinach hladovéni byl potkaniim umisténym do metabolické
klece infundovan fyziologicky roztok obohaceny o L-[1-"*C] leucin (2,0 pCi/ml) a L-[3,4,5-
*H] fenylalanin (10,0 pCi/ml), v ptipadé pokusné skupiny také o HMB v davce 0,1 g/kg
télesné vahy. Pocatecni davka v objemu 0,7 ml byla infundovana v pribé¢hu 4 min a 35
sekund, nésledovala udrzovaci infuze o rychlosti 0,4 ml/h. Podminky a metody stanoveni
celoté¢lového metabolismu proteind a aminokyselin jsou blize popsany v kapitole 3.3.1
Metabolismus leucinu a bilkovin za podminek in vivo. Ve 210. minuté od zah4jeni infuze byli
potkani usmrceni v celkové anestezii étherem vykrvacenim z bfi$ni aorty. Thned poté byly

odebrany vzorky plazmy ke stanoveni koncentrace glukézy, lipidl, aminokyselin a mocoviny
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a vzorky tkani (m. gastrocnemius, jatra, ledviny, slezina, srdce, tenké a tlusté stievo) ke
stanoveni proteosyntézy a ChTLA.

Aplikace HMB vyvolala pokles celotélového obratu proteintl, tedy snizeni celotélové
proteolyzy i proteosyntézy, byl zjistén také pokles clearance leucinu. Zmény proteinové
bilance a oxidace leucinu pozorovany nebyly. Pfi pouziti infuze L-[3,4,5-°H] fenylalaninu
nebyly sledovany rozdily v proteolyze ani clearance fenylalaninu (viz tab. 19).

Po podani HMB vzrostla plazmaticka koncentrace celkového cholesterolu o 14 %,
zatimco koncentrace HDL a LDL cholesterolu, triacylglyceroli, mocoviny nebo glukézy se
vyznamn¢ neliSily (viz tab. 20). Po podani HMB také vzrostly plazmatické koncentrace
citrulinu, leucinu a souhrnného mnozstvi BCAA, poklesly naopak koncentrace alaninu,
glutaminu, kyseliny glutamové a serinu (viz tab. 21).

Ve svalu (m. gastreocnemius) zvitrat, kterym byl aplikovin HMB jsme zjistili pokles
ChTLA témé&f o 50 % ve srovnani s intaktnimi zvifaty. V ostatnich méfenych tkanich nebyly
pozorovany vyznamné zmeény ChTLA (viz tab. 22).

V jatrech zvitat, kterym byl podan HMB, vzrostla frak¢éni proteosyntéza zjistovana
pomoci L-[1-"*C] leucinu i L-[3,4,5-’H] fenylalaninu. Frakéni proteosyntéza zjistovana
pomoci L-[1-"*C] leucinu poklesla v ledvinach, slezing, srdci a tlustém stifevu zvirat, kterym
byl podan HMB, pokud vsak byla stanovena pomoci L-[3.4,5-*H] fenylalaninu, klesla

vyznamn¢ pouze v tlustém stievu (viz tab. 23).
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Tabulka 19: Vliv HMB (0,3 g/kg/den) na celotélovy

metabolismus aminokyselin a

proteint
Intaktni HMB
(n=9) (n=8)
Proteolyza (umol leucinu/kg/h) 172+ 9 144 + 8*
Proteosyntéza (umol leucinu/kg/h) 107 £8 84 + 5%
Proteinova bilance (umol leucinu/kg/h) -65+4 -60+4
Oxidace leucinu (umol leucinu/kg/h) 65+4 60 + 4
Zoxidovana frakce leucinu (%) 38+2 42 +1
Clearance leucinu (ml/kg/h) 1053 £36 870 £ 52*
Proteolyza (pmol fenylalaninu/kg/h) 51+3 44 £ 1
Clearance fenylalaninu (ml/kg/h) 749 + 20 668 + 24

HMB - B-hydroxy-p-methylbutyrat

Hodnoty jsou uvedeny jako primér +£ SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (neparovy t-test)

Tabulka 20: Vliv HMB (0,3 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci glukézy, lipidi a

mocoviny
Plazmaticka koncentrace
Intaktni (n=9) HMB (n=8)
Glukéza (mmol/l) 9,13 +0,30 8,69 +0,40
Mocovina (mmol/l) 53+0,4 5,0+£0,3
Triacylglyceroly (mmol/1) 1,21 £0,11 1,35+ 0,29
Celkovy cholesterol (mmol/I) 2,04 £ 0,08 2,33 £0,08*
HDL cholesterol (mmol/l) 1,43 £0,08 1,53 £0,08
LDL cholesterol (mmol/l) 0,22 £0,02 0,29 £ 0,04
Aterogenni index 0,5+0,1 0,6 +0,1

HMB - B-hydroxy-p-methylbutyrat

Hodnoty jsou uvedeny jako primér +£ SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (neparovy t-test)

Aterogenni index byl vypocitan dle rovnice:

celkovy cholesterol - HDL cholesterol

Aterogenni index =

HDL cholesterol
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Tabulka 21: Vliv HMB (0,3 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci aminokyselin

Plazmaticka koncentrace aminokyselin (umol AK/I)

Aminokyselina
Intaktni (n=9) HMB (n=8)
Alanin 366 + 23 301 + 14*
Arginin 140+ 7 131+8
Asparagin 51+£2 48 +2
Citrulin 57+2 68 + 4%
Fenylalanin 68 £3 66+2
Glutamin 677 + 37 574 + 25%*
Glycin 273 £18 273 +£23
Histidin 67+3 66+ 3
Isoleucin 94+5 113+9
Kyselina glutamova 71+£3 54 £ 4%
Leucin 164 +9 219+ 12*
Lysin 366 + 14 383 £27
Methionin 48 £ 1 44 £ 1
Ornitin 44 £2 53+£2
Prolin 120+ 5 105+6
Serin 224+ 10 190 + 12*
Taurin 123 £8 138+9
Threonin 201 +£10 180+ 12
Tyrozin 62+£5 53«3
Valin 168 +12 202+ 18
Odvozené hodnoty
BCAA 424 + 18 522 + 18%*
AK celkem 3469 £ 117 3339+ 84

HMB — B-hydroxy-B-methylbutyrat; AK — aminokyselina; BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem

(leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako primér +£ SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05 (neparovy t-test)
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Tabulka 22: Vliv HMB (0,3 g/kg/den) na chymotrypsin-like aktivitu proteazomu ve

tkanich

Chymotrypsin-like aktivita proteazomu

Tkan (nmol AMC/mg proteinu/h)

Intaktni (n=9) HMB (n=8)

Jatra 1,8 £0,1 1,7+0,2
Ledviny 3,5+0,3 2,7+0,2
M. gastrocnemius 3,5+0,5 1,9 +0,2%
Slezina 0,6 £0,1 0,7+0,1
Srdce 0,8+0,1 0,9+0,1
Tenké stfevo 0,4+0,1 0,5+0,2
Tlusté stfevo 0,9+0,3 0,5+0,1

HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (neparovy t-test)

Tabulka 23: Vliv HMB (0,3 g/kg/den) na proteosyntézu ve tkanich

Frakéni proteosyntéza (%/den)

L-[1-"*C] leucin

L-[3,4,5-"H] fenylalanin

Tkan

Intaktni HMB Intaktni HMB

(n=9) (n=8) (n=9) (n=8)
Jatra 2,97 +0,26 3,81 £0,28* 5,34+0,32 7,09 £+ 0,56*
Ledviny 5,63+0,22 4,59 £0,28% 3,31+0,29 2,97+0,19
M. gastrocnemius 0,35+0,03 0,29 £ 0,02 0,52 +£0,04 0,45 +£0,03
Slezina 4,32+0,52 2,76 £ 0,24% 7,53+0,72 5,93 +0,42
Srdce 1,L19+0,12 0,79 + 0,08* 1,59+ 0,16 1,34 +0,08
Tenké stfevo 6,28 £ 0,83 4,58 + 0,70 10,30 + 1,12 8,63 +1,20
Tlusté stievo 6,32 +0,97 3,91 £0,75% 10,54 + 1,67 6,63 £0,79%*

HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat

Hodnoty jsou uvedeny jako primér +£ SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (neparovy t-test)
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4222Vliv. HMB na metabolismus bilkovin a  aminokyselin

endotoxemickych zvirat — studie in vivo

K pokusu byli pouziti potkani rozdéleni do 4 skupin po 9-10 zvitfatech: 1) intaktni;
2) HMB; 3) endotoxin; 4) endotoxin a HMB. Endotoxin byl injikovan intraperitonealné
vdavce Smg/kg télesné hmotnosti, kontrolni skupiné byl aplikovan stejny objem
fyziologického roztoku (viz kapitola 3.2 Endotoxinovy/lipopolysacharidovy model sepse).
HMB byl aplikovan pomoci osmotické pumpy, ktera byla implantovana subkutanné¢ do
dorsolumbélni oblasti v etherové narkéze (dle pokynid vyrobce), tésné pied aplikaci
endotoxinu nebo fyziologického roztoku. Osmotickda pumpa umoziovala kontinualni
uvolnovani HMB, celkova uvolnéna davka byla 0,5 gramuw/kg télesné hmotnosti/den. Po 24
hodinach byly izolovany svaly (EDL, SOL) obou dolnich koncetin — pravy sval byl vzdy
vyuzit ke stanoveni (celkové a myofibrilarni) proteolyzy, ChTLA proteazomu, exprese o
podjednotek 20S proteazomu a mnozstvi uvolnénych aminokyselin do inkubac¢niho média,
levy sval ke stanoveni proteosyntézy a oxidace leucinu. Soucasné byly odebrany vzorky
dalsich tkani (m. tibialis; jatra, ledvina, slezina, srdce, tenké a tlusté stievo) ke stanoveni
ChTLA proteazomu a aktivity lysozomalnich katepsinii B a L. Byly také odebrany vzorky
plazmy ke stanoveni koncentrace glukézy, lipidd, aminokyselin a mocoviny.

Jak podani HMB, tak endotoxinu ovlivnilo plazmatické koncentrace zivin (viz tab.
24). Aplikace endotoxinu vyvolala pokles glykemie (primérné snizeni glykémie o 13 %
oproti intaktnim zvifatim), naopak poddni HMB zvysSovalo hodnoty glykemie (u zdravych
zvitat vzrast o 14 %, u endotoxemickych na hodnoty neliSici se od zdravych zvifat).
Koncentrace mocoviny vzrostly po podani endotoxinu téméf dvojnasobné, vlivem HMB vsak
doslo k jejich normalizaci. Koncentrace triacylglycerolt vzrostly jak diky podani endotoxinu
(o 111 %), tak HMB (o0 72 %), aditivni u¢inek endotoxinu a HMB ovSem pozorovan nebyl.
Plazmatické hladiny celkového a LDL cholesterolu se mezi pokusnymi skupinami nelisily, u
endotoxemickych zvitat v§ak doslo k tfetinovému poklesu koncentrace HDL cholesterolu, coz
vedlo také ke zvyseni hodnot aterogenniho indexu u téchto zvitat.

Vitab. 25 je mozné porovnat rozdily v plazmatickych koncentracich jednotlivych
aminokyselin mezi pokusnymi skupinami. Koncentrace kyseliny glutamové a taurinu poklesly
oproti intaktnim zvifatim jak vlivem aplikace endotoxinu, tak HMB. Po podani endotoxinu

vzrostly koncentrace asparaginu, fenylalaninu, histidinu, methioninu, threoninu a vsSech tii
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Tabulka 24: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci glukézy, lipidi a

mocoviny
Plazmaticka koncentrace
Intaktni HMB Endotoxin | Endotoxin +
(n=10) (n=10) (n=9) HMB
(n=9)
Glukéza (mmol/l) 8,55+£0,18 9,77+0,48* | 7,43+£0,21* | 7,83+0,40
Mocovina (mmol/l) 6,4+0,5 7,1+0,3 11,9 +3,0* 6,8+ 0,77
Triacylglyceroly (mmol/l) | 0,57 +0,03 0,98+0,13* | 1,20+0,24* | 1,08+0,13*
Celkovy cholesterol 297+0,17 3,46+ 0,13 3,07+ 0,28 2,99 +0,11
(mmol/1)
HDL cholesterol (mmol/l) | 1,42+ 0,05 1,38+ 0,06 |0,93+0,07*| 1,13+0,06*
LDL cholesterol (mmol/l) | 0,53 + 0,06 0,62 + 0,05 0,73 £ 0,06 0,72 £ 0,08
Aterogenni index 1,1+0,1 1,6+0,2 2,44+ 0,3% 1,7+0,2

HMB — -hydroxy-f-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05; T - signifikantni
rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)

Aterogenni index byl vypocitan dle rovnice:

celkovy cholesterol - HDL cholesterol

Aterogenni index =
HDL cholesterol

BCAA (tedy isoleucinu, leucinu a valinu) oproti intaktnim zvifatim. U zvifat, kterym byl
aplikovan endotoxin i HMB, jsme pozorovali zvySeni koncentraci argininu, fenylalaninu,
methioninu, threoninu a valinu oproti intaktnim zvifatim; koncentrace glycinu a lysinu
dosahovaly vysSich hodnot nejen v porovnani s intaktnimi, ale i endotoxemickymi zvitaty,
koncentrace valinu byla vys$i nez u intaktnich, ale nizs$i nez u endotoxemickych zvitat.
Aplikace endotoxinu zvysila hodnoty celkové proteolyzy v kosternich svalech ve
srovnani s intaktnimi zvifaty (cca o tetinu v SOL, vice nez dvojndsobné¢ v EDL). Zatimco
podani HMB zdravym potkaniim neovlivnilo degradaci proteinii v zadném ze sledovanych
svalli, podani endotoxemickym zvifatim vyvolalo snizeni celkové proteolyzy — v SOL na
hodnoty neliSici se od svalt intaktnich potkanti, v EDL sice na hodnoty asi o dv¢ tfetiny vyssi
nez u svalil intaktnich zvifat, nicméné¢ vyznamné nizsi nez u svalii endotoxemickych zvirat

(viz obr. 15).
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Tabulka 25: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na plazmatickou koncentraci aminokyselin

Plazmaticka koncentrace aminokyselin (umol AK/I)

Aminokyselina Intaktni HMB Endotoxin | Endotoxin + HMB
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8)
Alanin 598 £15 535+57 626 + 89 678 £52
Arginin 116 £11 128 17 172+ 17 188 + 16*
Asparagin 66 + 2 72+3 93 + 10* 86+ 5
Citrulin 134+ 6 165+8 136 + 24 105+7
Fenylalanin 52+£2 45+3 89 + 5% 83 £ 2%
Glutamin 610 + 32 609 + 33 584 +21 625 +25
Glycin 184+ 11 182+ 12 213+13 299 + 14*f
Histidin 64+2 66+ 5 83 £ 5% 77+2
Isoleucin 864 93+4 114 £ 10* 105+4
Kyselina glutamova 91+4 72 £ 4% 69 £ 8* 59 £2%
Leucin 137+8 131+6 209 + 23* 175+ 10
Lysin 345+ 12 363 £11 392 £40 492 + 15%7
Methionin 49+ 1 52+2 70 £ 5* 62 + 2%
Ornitin 72+4 102+ 10 91 +13 65+2
Prolin 283+9 318+ 8 293 £39 275+ 19
Serin 264 +4 218+ 11 305 +40 313+ 18
Taurin 160 + 10 121 + 4% 92+ 11%* 88 £ 10*
Threonin 166 + 7 175+ 13 249 + 29* 255 £ 18*
Tyrozin 62+2 67=£5 72+9 68+2
Valin 153 +£7 156 £ 8 289 +27* 213 £ 20*7
Odvozené hodnoty
BCAA 373 +£18 379+ 13 593 £ 62%* 493 + 24
AK celkem 3638 + 84 3667 + 82 4371 + 424 4300 + 177

HMB — B-hydroxy-B-methylbutyrat; AK — aminokyselina;, BCAA — aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem

(leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05; T - signifikantni

rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Kramerav test)
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Obrazek 15: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na celkovou proteolyzu v kosternim svalu

Celkova proteolyza
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EDL BSOL

EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — -hydroxy-p-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; T -
signifikantni rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Krameriv test)

Aplikace endotoxinu zpisobila vice nez zdvojndsobeni degradace myofibrilarnich
proteinti v SOL a vice neZ ztrojnasobeni v EDL oproti svalim intaktnich zvifat. Podani HMB
snizilo vyznamné myofibrilarni proteolyzu pouze v SOL endotoxemickych potkanti, v EDL
nevyvolalo vyznamné zmény. Ty nebyly zjistény ani po podani HMB zdravym zvifatim (viz
obr. 16).

ChTLA vyznamné vzrostla v obou typech svali endotoxemickych zvifat (vice nez
trojnasobny nartist ChTLA v EDL, asi dvoutfetinovy v SOL) ve srovnani se svaly intaktnich
zvitat. Podani HMB endotoxemickym potkantim vyvolalo pokles ChTLA v EDL na hodnoty
vyznamné se neliSici od hodnot intaktnich zvifat, v SOL sice poklesla ChTLA oproti
endotoxemickym potkantim, ale stale byla o 40 % vysSi neZ u intaktnich zvifat. Podani HMB
intaktnim potkaniim vyznamné ChTLA neovlivnilo (viz obr. 17).

Jak je mozné vidét na reprezentativnim piikladu blotu (viz obr. 18), o podjednotky

20S proteazomu jsou detekovany jako 2 pasy odpovidajici pfiblizné velikosti 29 a 32

kilodaltonti. V expresi o podjednotek 20S proteazomu nebyly mezi jednotlivymi skupinami
zjistény vyznamné zmeény ani v EDL ani v SOL (viz obr. 19).

Nebyly zjistény vyznamné rozdily v proteolytické aktivité lysozomalnich katepsinii B

a L v m. tibialis mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami (viz obr. 20).
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Obrazek 16: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na myofibrilarni proteolyzu v kosternim svalu

Myofibrilarni proteolyza
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — B-hydroxy-fB-methylbutyrat; 3-MH — 3-
methylhistidin

Hodnoty jsou uvedeny jako pramér £ SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; { -
signifikantni rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Krameriv test)

Obrazek 17: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na chymotrypsin-like aktivitu proteazomu

v kosternim svalu

Chymotrypsin-like aktivita proteazomu
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat; AMC — 7-amino-4-
methylkumarin

Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; T -
signifikantni rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Krameriv test)
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Obrazek 18: Exprese o. podjednotek 20S proteazomu v SOL — priklad blotu

Dréhy: 1 — Intaktni; 2 -HMB; 3 — Endotoxin; 4 — Endotoxin + HMB;
HMB — B-hydroxy-fB-methylbutyrat

Obrazek 19: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na expresi o podjednotek 20S proteazomu

v kosternim svalu

Exprese o podjednotek proteazomu
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako primeér £ SEM (n=9-10).
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Obrazek 20: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na aktivitu katepsini B a L v kosternim svalu
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TIB — m. tibialis; HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM (n=8-10).

Podani endotoxinu zptisobilo zvysSené uvoliiovani téméf vSech aminokyselin z EDL
do inkuba¢niho média (vzrostlo i celkové mnozstvi uvolnénych aminokyselin), pouze
koncentrace glutaminu, kyseliny glutamové a taurinu v médiu nebyly zvySeny v porovnani
s intaktnimi zvifaty. U zdravych potkanti vrostlo vlivem HMB uvolfovani kyseliny
glutamové a taurinu do média, u endotoxemickych se snizilo uvoliiovani tyrozinu do média
(viz tab. 26).

Podani endotoxinu zpusobilo zvySené uvoliovani argininu, fenylalaninu, glycinu,
methioninu, threoninu, tyrozinu i BCAA ze SOL do inkubaéniho média oproti intaktnim
zvitfatim, vzrostlo i celkové mnozstvi uvolnénych aminokyselin. Podani HMB
endotoxemickym potkaniim zvysilo mnozstvi uvolnéného alaninu do média oproti intaktnim
zvifatim, na druhou stranu mnozstvi uvolnéného fenylalaninu, methioninu, tyrozinu a BCAA
se jiz na rozdil od endotoxemickych nelisilo od hodnot intaktnich potkani (viz tab. 27).

V EDL endotoxemickych zvifat byl pozorovan pokles syntézy proteini o 31 %
oproti svalim intaktnich potkanti, podani HMB neovlivnilo proteosyntézu ani u
endotoxemickych, ani u zdravych zvifat. V SOL nebyly zjistény vyznamné zmény

proteosyntézy mezi jednotlivymi skupinami (viz obr. 21).
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Tabulka 26: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na uvoliiovani aminokyselin z EDL do inkuba¢niho

média
Uvoliiovani aminokyselin - EDL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB
(n=10) (n=10) (n=8) (n=8)
Alanin 830 + 56 996 + 60 1689 + 139* 1599 + 46*
Arginin 145+ 8 173 +£7 326 +26* 285+ 10*
Asparagin 134+5 141 £5 345 £ 38* 291 + 14*
Fenylalanin 1575 171+ 4 356 £41* 284 + 12*
Glutamin 1493 + 77 1441 £ 36 1527 + 141 1477 £ 46
Glycin 539 +37 561 £ 31 1208 + 103* 1214 + 32*
Histidin 140+ 9 151+7 250 £27* 207 £ 9*
Isoleucin 186 +7 199+ 6 372 + 44* 322 + 15%*
Kyselina glutamova 142 + 13 236 = 10* 135+ 13 133+ 17
Leucin 305+ 13 334+ 12 690 + 82* 586 + 26*
Lysin 361 £15 456 = 13 747 £ 91* 661 +24*
Methionin 94 +4 102 +3 235 +£29* 187 + 8*
Serin 479 £ 25 507 +£37 847 + 55% 735 +£25%
Taurin 163 + 28 307 + 46* 244 + 35 278 + 35
Threonin 301 +£13 342 £11 690 + 59* 615 £20*
Tyrozin 133+4 150 + 4 297 £ 35* 225 + 9%F
Valin 257+10 281+9 575+ 61* 477 £ 20*
Odvozené hodnoty
BCAA 748 £+ 30 814 £27 1637 + 187* 1385+ 61*
AK celkem 6592 + 321 7486 + 217 11832 +998* 10714 £291*

EDL — m. extensor digitorum longus; HMB — B-hydroxy-B-methylbutyrat; AK — aminokyselina; BCAA —

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; { - signifikantni
rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-KramerQv test)

85




Tabulka 27: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na uvolfiovani aminokyselin z SOL do inkubac¢niho

média
Uvoliiovani aminokyselin - SOL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB
(n=10) (n=10) (n=9) (n=9)
Alanin 1325+ 72 1336 + 76 1559 + 100 1770 + 87*
Arginin 366 £ 20 399 £ 39 537 £24%* 498 + 33*
Asparagin 296 £ 13 307 +31 378 + 20 361+ 19
Fenylalanin 325+13 328+24 445 + 28* 383+24
Glutamin 2608 = 114 2479 + 150 2328 + 129 2608 + 114
Glycin 889 +45 886 + 48 1537 + 98* 1516 + 56*
Histidin 300 + 12 311 +32 342 £24 330+ 18
Isoleucin 337+ 10 339+ 21 415 £ 24* 392 +22
Kyselina glutamova 462 + 32 524 +49 354 +42 442 + 57
Leucin 630 £ 20 626 + 38 810 + 46* 742 + 41
Lysin 676 £ 29 783 £ 65 807 +£41 799 + 41
Methionin 195+8 191+ 13 270 £ 12* 233+ 15
Serin 876 + 49 876 £ 115 1020 + 80 1052 + 71
Taurin 724 + 106 668 + 123 805 + 147 1082 +228
Threonin 527+25 529 +48 806 + 50* 755 + 30%*
Tyrozin 274+ 10 278 £ 20 364 + 25%* 319 +22
Valin 514+ 17 517 +£35 689 +41* 620 +33
Odvozené hodnoty
BCAA 1481 + 46 1481 + 94 1914 £ 110* 1754 + 96
AK celkem 12273 £ 512 12415+ 948 | 15411 £ 772%* 15677 £ 759*

SOL — m. soleus; HMB — B-hydroxy-fB-methylbutyrat; AK — aminokyselina; aminokyseliny s rozvétvenym

fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér = SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05 (jednocestna

ANOVA + Tukey-Kramerav test)
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Obrazek 21: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na proteosyntézu v kosternim svalu
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — -hydroxy-f-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05
(jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test)

Oxidace leucinu byla u endotoxemickych zvifat vyznamné zvysSena oproti intaktnim
(v EDL téméf trojnasobny nartst, v SOL zvySeni témét o polovinu). Podani HMB zdravym
potkaniim nemélo vyznamny vliv na oxidaci leucinu, podani endotoxemickym ji snizilo az na
hodnoty intaktnich zvifat v obou typech svalu (viz obr. 22).

Tab. 28 ukazuje zmény proteolytické aktivity proteazomu meétené jako ChTLA
v jednotlivych tkanich. V jatrech a sleziné jsme pozorovali asi tfetinové zvySeni ChTLA
vlivem endotoxemie, v ledvinach doslo ke zvyseni asi o 20 % jak vlivem endotoxemie, tak
HMB (aditivni ucinek vSak pozorovan nebyl). V srdci ani tenkém a tlustém stfevu jsme
vyznamné zmény ChTLA mezi experimentalnimi skupinami nezjistili.

Zmeény proteolytické aktivity lysozomalnich katepsinti B a L vyjadtuje tab. 29. Podani
HMB zdravym zvitatim vedlo témét ke tfetinovému sniZeni aktivity katepsind v ledvinach,
naproti tomu podani HMB endotoxemickym potkanlim vedlo ke zvySeni aktivity katepsint
v srdci vice nez dvojnasobné. Po aplikaci endotoxinu vzrostla dvojnasobné aktivita katepsint

v tenkém stieveé, podani HMB vedlo k normalizaci hodnot.
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Obrazek 22: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na oxidaci leucinu v kosternim svalu
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — -hydroxy-p-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako primér £ SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; T -
signifikantni rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Krameriv test)

Tabulka 28: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na chymotrypsin-like aktivitu proteazomu ve

tkanich
Chymotrypsin-like aktivita proteazomu
Tk (nmol AMC/mg proteinu/h)
Intaktni HMB Endotoxin | Endotoxin + HMB
(n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Jatra 2,8+0,2 1,8+0,2 3,8 £0,2% 3,6 £0,2%
Ledviny 42+0,2 5,0+ 0,2% 5,0+0,1%* 53+0,1%*
Slezina 3,9+0,1 3,8+0,1 5,6 £0,2* 53+0,2*
Srdce 2,8+0,2 3,3+0,1 3,2+0,1 3,1+0,2
Tenké stfevo 3,1+0,9 4,7+ 0,6 51+£1,0 23+0,8
Tlusté stievo 6,7+2,7 59+2,0 1,9+0,8 43+1,9

HMB - B-hydroxy-f-methylbutyrat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin
Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pii P < 0,05
(jednocestna ANOVA + Tukey-Kramertv test)
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Tabulka 29: Vliv HMB (0,5 g/kg/den) na aktivitu katepsinii B a L ve tkanich

Aktivita katepsinii B a L

Tk (nmol AMC/mg proteinu/h)

Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB
(n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Jatra 540 £ 35 538 £51 525+ 84 717 £ 137
Ledviny 4910 + 301 3363 + 354* 5189 + 366 4510 + 450
Slezina 391 +£70 457 + 67 608 £ 102 712 £ 161

Srdce 228 +£38 381 +£83 357+£79 541 £ 83*

Tenké stfevo 1395 +£135 1326 + 160 2780 £ 412* 1625 + 228+
Tlusté stievo 905 + 207 786 £ 139 1071 £ 226 495 + 163

HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat; AMC — 7-amino-4-methylkumarin
Hodnoty jsou uvedeny jako pramér £ SEM (n=9-10). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05; { -
signifikantni rozdil Endotoxin + HMB vs. Endotoxin pfi P < 0,05 (jednocestna ANOVA + Tukey-Krameriv test)

4.2.2.3 Vliv HMB na metabolismus bilkovin a aminokyselin intaktnich a

endotoxemickych zvitat — studie in vitro

Potkanim byl intraperitonedlné¢ injikovan endotoxin vdavce 5 mgkg tclesné

hmotnosti  nebo  stejny objem  fyziologického roztoku (viz  kapitola 3.2
Endotoxinovy/lipopolysacharidovy model sepse). Po 24 hodindch byly odebrany svaly (EDL,
SOL) a vyuzity ke stanoveni (celkové a myofibrilarni) proteolyzy a mnozstvi uvolnénych
aminokyselin do inkubacniho média nebo ke stanoveni proteosyntézy a oxidace leucinu.
Vyslednéd koncentrace HMB v inkuba¢nim médiu byla 2 mmol/l. Tato davka byla zvolena dle
studie Ostazsewského a kol. (2000) a ptedbéznych testG. Vzdy byly odebrany oba
kontralateralni svaly — k pravému svalu bylo pfidano pfislusné inkubac¢ni médium obohacené
o HMB, k levému svalu médium neobsahujici HMB. V kazdé skuping bylo alespon 6 zvitat.
Pfidani 2 mmol/l HMB do média rychlost degradace proteinii neovlivnilo v ani
jednom typu sledovanych svali.. Podani endotoxinu vedlo k asi 50% zvySeni celkové (viz obr.
23) a asi 70% naristu myofibrilarni (viz obr. 24) proteolyzy v EDL ve srovnani se svaly
intaktnich zvifat, v SOL nebyly pozorovany vyznamné zmeény proteolyzy vlivem

endotoxemie.
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Obrazek 23: Vliv HMB (2 mmol/l) na celkovou proteolyzu v kosternim svalu

Celkova proteolyza
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EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — -hydroxy-p-methylbutyrat
Hodnoty jsou uvedeny jako primeér + SEM (n=6). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05 (jednocestna
ANOVA + Tukey-KramerQv test).

Obrazek 24: Vliv HMB (2 mmol/l) na myofibrilarni proteolyzu v kosternim svalu

Myofibrilarni proteolyza

nmol 3-MH/g svalu/h

Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB

EDL B SOL

EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; 3-MH — 3-methylhistidin; HMB — [-hydroxy--
methylbutyrat

Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM (n=6). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (jednocestna
ANOVA + Tukey-KramerQv test).

90



Proteosyntéza v kosternim svalu nebyla pfidanim 2 mmol/l HMB do inkubacniho
média vyznamné ovlivnéna jak u intaktnich, tak u endotoxemickych zvifat. Ani podani
endotoxinu nevyvolalo vyznamnou zménu tohoto parametru, a¢ v SOL endotoxemickych
zvitat byla sledovana tendence zvyseni proteosyntézy (viz obr. 25).

Piidani 2 mmol/l HMB do inkuba¢niho média snizilo oxidaci leucinu v SOL
intaktnich zvitat o 23 %. Naopak ve svalech endotoxemickych zvifat vedlo k vice nez 50%
nartistu oxidace leucinu v SOL a 70% nartstu v EDL ve srovnani s intaktnimi potkany.
Zvyseni oxidace leucinu vlivem endotoxinu nedosahlo statistické vyznamnosti (viz obr. 26).

Mnozstvi uvolnénych aminokyselin do média zaviselo na typu svalu, ve kterém bylo
stanovovano. Vlivem endotoxemie doslo ke zvySenému uvoliiovani vétSiny aminokyselin
(jmenovité alaninu, asparaginu, fenylalaninu, glycinu, methioninu, serinu, threoninu, tyrozinu
a vSech tii BCAA) do média z EDL ve srovnani s intaktnimi zvitaty, vyssi bylo i celkové
mnozstvi uvolnénych aminokyselin (viz tab. 30); v ptipadé¢ SOL podani endotoxinu
vyznamné neovlivnilo uvolnovani Zzadné ze stanovovanych aminokyselin (viz tab. 31).
Ptidani 2 mmol/l HMB do média nevedlo ke zménam v uvolniovani aminokyselin do média

v ani jednom typu svalu.

Obrazek 25: Vliv HMB (2 mmol/l) na proteosyntézu v kosternim svalu

Proteosyntéza
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Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB

EDL B SOL

EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — B-hydroxy-f-methylbutyrat;
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM (n=7).
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Obrazek 26: Vliv HMB (2 mmol/l) na oxidaci leucinu v kosternim svalu

Oxidace leucinu

125

100

75

nmol leucinu/g svalu/h

Intaktni HMB Endotoxin Endotoxin + HMB

EDL B SOL

EDL — m. extensor digitorum longus; SOL — m. soleus; HMB — -hydroxy-f-methylbutyrat;
Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM (n=7). * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pfi P < 0,05 (jednocestna

ANOVA + Tukey-KramerQv test).
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Tabulka 30: Vliv HMB (2 mmol/l) na uvoliiovani aminokyselin z EDL do inkubac¢niho

média
Uvoliiovani aminokyselin - EDL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni HMB Endotoxin | Endotoxin + HMB
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Alanin 865 + 88 928 + 82 1683 + 149* 1648 + 141*
Arginin 206+ 14 270+ 53 258+ 16 261 £ 14
Asparagin 138+ 6 175+26 279 + 34* 283 £ 32%*
Citrulin 1518 153£5 136 £9 132+ 11
Fenylalanin 182+6 211+29 284 +29* 286 £ 25%*
Glutamin 1627 + 76 1920 + 148 1481 + 102 1575 +43

Glycin 760 £ 27 908 £ 85 1081 £ 47* 1061 £ 51*
Histidin 126+ 6 153 £20 185 +21 178 £ 16
Isoleucin 172+ 6 201 £27 269 + 15* 272 £30*
Kyselina glutamova 187 + 20 208 + 44 173+ 19 146 + 15
Leucin 331+ 12 384 +49 495 + 28* 508 + 50%*
Lysin 492 +23 550 + 39 607 + 67 624 + 59
Methionin 103+5 121+ 16 187 + 20* 187 + 18*
Prolin 394+ 12 451 + 44 496 + 25 506 +28
Serin 541 +22 614 + 54 772 + 35% 772 £ 42%*
Threonin 365 + 21 397 + 28 605 + 39* 604 + 38%*
Tyrozin 146 + 6 171 +23 223 +21* 224 +20*
Valin 296 + 12 341 £40 443 £ 27* 456 + 42%

Odvozené hodnoty
BCAA 800 + 29 926 + 115 1207 + 69* 1237 £ 122*
AK celkem 7065 + 192 8154+ 726 | 9657 £ 613* 9723 £ 581*

EDL — m. extensor digitorum longus; HMB — B-hydroxy-fB-methylbutyrat; AK — aminokyselina; BCAA —

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako primér = SEM. * - signifikantni rozdil vs. Intaktni pti P < 0,05 (jednocestna

ANOVA + Tukey-KramerQv test).
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Tabulka 31: Vliv HMB (2 mmol/l) na uvoliiovani aminokyselin z SOL do inkubaéniho

média
Uvoliiovani aminokyselin - SOL (nmol AK/g svalu/h)
Aminokyselina Intaktni HMB Endotoxin | Endotoxin + HMB
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Alanin 1487 + 175 1578 £ 210 1518 + 98 1676 + 87
Arginin 494 £ 82 535+£60 472 £27 526 +43
Asparagin 340 + 47 361 +45 375+ 50 395+ 29
Citrulin 190 + 30 183+ 19 132+5 140+ 13
Fenylalanin 365+ 31 392 +49 410+ 21 407 + 29

Glutamin 2515+ 233 2827 + 357 2361 +217 2716 +202
Glycin 1296 + 124 1264 £+ 126 1415+ 74 1341 + 87
Histidin 282 +29 303 £39 263 £ 21 294 + 18
Isoleucin 351 +27 375 +45 398 +23 365 +20
Kyselina glutamova 612 +93 545+ 74 329+ 62 423 £ 65
Leucin 652 +53 700 + 38 738 + 40 687 + 38
Lysin 896 + 108 1002 + 134 771 £35 839+ 71
Methionin 210+ 18 225 +28 237+ 17 242 + 19
Prolin 699 + 65 740 + 84 672 +38 691 + 36
Serin 1092 £ 118 1096 + 142 1002 + 58 1055 £ 47
Threonin 600 + 60 628 + 81 748 + 52 748 + 41
Tyrozin 292 +£25 311 +38 321+ 17 321+24
Valin 578 +46 626 +76 636 + 32 635+ 41

Odvozené hodnoty

BCAA 1581 + 126 1700 + 204 1771 + 94 1687 + 99

AK celkem 12949 + 1272 | 13690 + 1635 | 12795 + 729 13503 + 800

SOL — m. soleus; HMB — pB-hydroxy-B-methylbutyrat; AK —

s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin)

Hodnoty jsou uvedeny jako prumér £ SEM.
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5. Diskuze

5.1 Vliv endotoxinu na metabolismus bilkovin a aminokyselin

Vysledky pilotni studie, jejimz cilem bylo vybrat vhodnou davku endotoxinu
k vyvolani proteokatabolického stavu v kosternim svalu, potvrdily ptredpoklad, ze ucinky
endotoxinu zavisi na zvolené davce. Jiz 24 hodin po aplikaci endotoxinu byl patrmy nizsi
ptirtstek télesné hmotnosti ve srovnani s intaktnimi zvitaty. Nejvyrazné¢jsi ubytek télesné
hmotnosti byl sledovan pti podani davky 5 mg/kg. Porovnani poméru suché a vlhké hmotnosti
riznych organti neprokazalo mezi jednotlivymi skupinami vyznamné rozdily, takze se na
ztrat¢ télesné vahy podilela spiSe ztrata bilkovin, tukd ¢i glykogenu a ne dehydratace
organismu, ac je ¢asto popisovana po podani endotoxinu (Nemzek a kol. 2008).

Hyperlipidemie po podani endotoxinu byla pozorovana i v pracich jinych autort
(Roelfsema a kol. 2001; Casanovas a kol. 2009). Bylo popsano, Ze je zpiisobena inhibici
aktivity lipoproteinové lipadzy na posttranslaéni Grovni — nitraci tyrozinovych zbytkl tohoto
enzymu oxidem dusnatym. Skutecnost, ze zvyseni koncentraci celé fady aminokyselin bylo
pozorovano zejména pii podani davky 1 mg endotoxinu/kg, l1ze vysvétlit rozdilnou odpovedi
kosterniho svalu a viscerdlnich tkani. U vysSich koncentraci endotoxinu bylo ziejmé
visceralnimi tkdnémi utilizovano vétsi mnozstvi aminokyselin uvolnénych z bilkovin svalu
pro tvorbu bilkovin, napf. proteinti akutni faze nebo cytokinti. ZvySena produkce cytokini je
znama a byla doloZena jak po podani endotoxinu (Dehoux a kol. 2003), tak u modelt sepse
(Safranek a kol. 2006 a; Lustig a kol. 2007), v nasSi praci jsme se stanovenim cytokinl
nezabyvali.

Podani endotoxinu vyvolalo v kosternim svalu proteokatabolicky stav (nejvice
rozvinuty pii nejvyssi davce endotoxinu). Byl pozorovan nardst jak celkové, tak myofibrilarni
proteolyzy. Zatimco celkova proteolyza vzrostla nezavisle na dédvce endotoxinu, ovlivnéni
myofibrildrni proteolyzy v kosternim svalu jevilo davkovou zavislost (stejné jako u zmény
télesné hmotnosti jsme maximalni nartist myofibrilarni proteolyzy zaznamenali pii davce 5
mg/kg). V souladu s aktivaci proteolyzy bylo pozorovano také zvySené uvolnovani vétSiny
aminokyselin ze svalu do inkuba¢niho média, snizend koncentrace glutaminu ve svalu a
zvySend oxidace leucinu, jev popisovany charakteristicky pfi nemocech doprovazenych

ztratou proteinl (Yoshida a kol. 1991; Holecek a kol. 1997). Na rozdil od proteolyzy jsme u
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proteosyntézy pozorovali nejednoznacné vysledky — v zavislosti na pouzité metodice
stanoveni. Zatimco v piipad¢ stanoveni frakéni proteosyntézy in vivo (pomoci infuze izotopu
leucinu) jsme pozorovali indukci syntézy proteintl, v piipad¢ stanoveni v uspotadani in vitro
(na izolovaném svalu) v ramci studie s HMB byla zjisténa inhibice proteosyntézy vlivem
endotoxinu. V literatuie je vétSinou popisovana po podani endotoxinu inhibice proteosyntézy
(Lang a kol. 2007), nicmén¢ existuji i prace dokladajici jeji nartst (Holecek a kol. 1997).

Stanoveni aktivit hlavnich intraceluldrnich proteolytickych systémt, ubikvitin-
proteazomového a lysozomalniho, prokazalo, ze pficinou proteokatabolického stavu
v kosternim svalu, navozeného podanim endotoxinu, je aktivace proteazomového systému.
Nase vysledky se shoduji se soudobymi piedstavami, ze proteazomovy systém hraje klicovou
ulohu pfi aktivaci intracelularni proteolyzy za mnoha katabolickych stavi, jako jsou sepse
(Fischer a kol. 2000), nadory (Khal a kol. 2005), popaleniny (Chai a kol. 2002), chronicka
onemocnéni ledvin (Rajan a Mitch 2008) nebo denervacni atrofie (Wing a kol. 1995). Jelikoz
spolu se zménou aktivity proteazomu nebyly zjiStény zmény v expresi oa-podjednotek
proteazomu (znamka nezménéné exprese proteazomu jako celku), predpokladame, Ze jsou
uvedené zmény zpusobeny ovlivnénim katalytické aktivity proteazomu. To je v souladu
s pozorovanim, ze zmény proteolytické aktivity a transkripce riznych slozek proteazomu na
urovni mRNA ne vzdy koreluji se zménami exprese na trovni proteinu (Hobler a kol. 1999).
Prace na jinych modelech proteokatabolického stavu ovSem ukazuji, ze na regulaci
proteolytické aktivity proteazomu se mohou také podilet zmény exprese jeho slozek (Smith a
kol. 2004). Regulace aktivity proteazomu je tedy komplexni jev a za rGznych podminek se
mohou na ni podilet rizné mechanismy. Aktivace proteazomu vlivem aplikace endotoxinu se
neomezovala pouze na kosterni sval, ale sledovali jsme ji i v jinych tkanich napt. jatrech,
ledvinach nebo sleziné. Pokud bychom ovSem zohlednili kvantitativni hledisko, pak
k nejintenzivnéjsi aktivaci doslo v kosternim svalu, zejména ve svalech s pfevahou bilych,
rychlych vldken.

Z porovnani davkové zavislosti endotoxinu na sledované parametry metabolismu
bilkovin a aminokyselin je patrné, ze davka 5 mg/kg vyvolava po 24 hodinach nejvyraznéjsi
zmény mnoha z téchto parametri napf. pokles telesné hmotnosti, nartist myofibrilarni
proteolyzy, zvySené uvoliiovani aminokyselin z kosterniho svalu ¢i pomér relativni zmény
myofibrildrni proteolyzy a proteosyntézy. Tato davka byla tudiz zvolena jako nejvhodné&jsi
k vyvolani proteokatabolického stavu v kosternim svalu potkana a pouzita v dalSich

experimentech.
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5.2 Vliv metabolitu leucinu na metabolismus bilkovin a

aminokyselin

5.2.1 Vliv KIC na metabolismus bilkovin a aminokyselin

5.2.1.1 Vliv KIC na metabolismus bilkovin a aminokyselin intaktnich a

endotoxemickych zvirat — studie in vivo

Vzhledem k tomu, Ze KIC je v organismu metabolizovan na HMG-koenzym A,
prekurzor pro syntézu cholesterolu, neni uplné piekvapivé zjisténi, ze podani KIC navodilo
zvySeni plazmatickych koncentraci cholesterolu u zdravych i endotoxemickych zvitat (Nissen
a Abumrad 1997). Zvysena plazmaticka koncentrace leucinu mohla byt zptisobena reaminaci
podaného KIC.

V souladu s tim, ze podani KIC vyznamné neovlivnilo zZadny z nami sledovanych
parametrii metabolismu proteint, bez ohledu na typ kosterniho svalu, nebyly pozorovany ani
zmeény v uvolilovani aminokyselin ze svalu do inkuba¢niho média (az na vyjimku glutaminu a
argininu). Existuji prace jinych autorti popisujici ovlivnéni metabolismu proteinti vlivem KIC,
a to jak zasahem do proteosyntézy, tak proteolyzy v kosternim svalu (Yoshizawa a kol. 2004,
Nakashima a kol. 2007). V téchto pracich ovSem, na rozdil od naseho experimentu, nebyly
stanovovany parametry metabolismu proteini piimo, na jejich ovlivnéni bylo poukazano
pomoci stanoveni exprese slozek proteolytickych systémil na irovni mRNA nebo fosforylace
faktori podilejicich se na iniciaci translace.

Mechanismus zvySeni aktivity proteolytickych systémt v mimosvalové tkani — jak
ubikvitin-proteazomového (méfeno jako ChTLA), tak lysozomalniho (méteno jako aktivita
katepsinti B a L) — pii aplikaci kombinace KIC s endotoxinem nezname. Nebot’ tento jev
dosud nebyl popsan a podani samotného KIC ani endotoxinu proteolytickou aktivitu
vyznamné neovlivnilo. Navic prace zabyvajici se vlivem KIC na proteolyzu se omezuji

predevs§im na kosterni sval, ptipadné jatra.
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5.2.2 Vliv HMB na metabolismus bilkovin a aminokyselin

5.2.2.1 Vliv. HMB na metabolismus bilkovin a aminokyselin intaktnich

zvirat — studie in vivo

Zvyseni plazmatické koncentrace cholesterolu po podani HMB Ize vysvétlit tim, ze
HMB je v organismu metabolizovan na HMG-koenzym A. Toto tvrzeni dale posiluje fakt, ze
podobny nartst plazmatické koncentrace cholesterolu jsme popsali i pfi podavani KIC,
prekurzoru HMB. Navic jiz dfive bylo pomoci radioizotopovych metod prokazano, ze HMB
slouzi jako prekurzor pro syntézu cholesterolu (Bloch a kol. 1954). Naproti tomu vysledky
toxicitni studie neprokazuji, Ze by mélo poddvani HMB vliv na hladiny zékladnich zivin ¢i
vyskyt nezadoucich ucinkt (Baxter a kol. 2005).

Hlavnim mechanismem, ktery se podili na pfibyvani svalové tkdné¢ po podani HMB,
je spiSe pokles proteolyzy a ne narGst proteosyntézy, nebot’ jsme po aplikaci HMB
zaznamenali snizeni celotélového obratu proteinti (pokles proteolyzy i proteosyntézy).
Vysledky této studie jsou v souladu s praci Ostaszewského a kol. (2000), kde ptidani HMB do
inkuba¢niho média snizilo proteolyzu v izolovanych svalech, ale nezptsobilo nartst
proteosyntézy. HMB ziejmé nema vliv na aktivitu BCKD, klicového enzymu metabolismu
BCAA, protoze neovlivnilo oxidaci leucinu (KIC, tedy prekurzor HMB zvySuje aktivitu
BCKD diky inhibici BCKD kinazy).

Jelikoz kosterni sval tvoti velkou Cast zasoby proteinil organismu, reflektuji zmény
celotélového obratu proteini vlivem HMB zejména zasah do metabolismu proteint
v kosternim svalu. Tuto hypotézu podporuje zjisténi, ze HMB zptisobuje pokles aktivity
za degradaci intracelulamich proteintl) v kosternim svalu. Naproti tomu v jinych tkénich jsme
zmeény aktivity tohoto systému nezaznamenali. Pficinu poklesu aktivity proteazomu vyhradné
v kosternim svalu nezname. Jednim z moznych vysvétleni mohou byt rozdily mezi
jednotlivymi tkanémi v aktivité enzyma podilejicich se na syntéze a metabolismu HMB.
Napft. vysokd aktivita BCAT v kombinaci s nizkou aktivitou BCKD ve svalu mulze vést
k preméné vétsiho mnozstvi KIC na HMB pomoci KIC-dioxygenazy. Bohuzel na rozdil od
BCAT a BCKD, chybi prace detailn¢ se zabyvajici tkanovymi rozdily v aktivit¢ KIC

dioxygenazy.
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V souladu s poklesem celotélové proteosyntézy jsme zjistili po podani HMB pokles
proteosyntézy v témét vSech méfenych tkanich (srdce, ledviny, slezina, tlusté stfevo). Na
poklesu proteosyntézy se mohla podilet snizend dostupnost nékterych aminokyselin,
zplisobend poklesem proteolyzy v kosternim svalu. Tomu odpovidaji snizené plazmatické
koncentrace alaninu, glutaminu, kyseliny glutamové a serinu (naproti tomu plazmatické
koncentrace citrulinu, leucinu a sumy vSech BCAA vzrostly). Jedinou tkani, ve které jsme
pozorovali zvySeni proteosyntézy, byla jatra. Mechanismus zvySeni proteosyntézy v jaterni
tkani neni znam, stejn¢ tak zda dochazi ke stimulaci tvorby nékteré selektivni skupiny

proteinti.

5222Vliv. HMB na metabolismus bilkovin a  aminokyselin

endotoxemickych zvirat — studie in vivo

Z vysledku vyplyva, ze podani HMB septickym potkantim zmirnilo degradaci proteint
(celkova 1 myofibrilarni proteolyza), aktivovanou aplikaci endotoxinu, zatimco pokles
proteosyntézy vyznamné neovlivnilo. Poklesu myofibrilarni proteolyzy odpovidala inhibice
proteolytické aktivity proteazomu (stanovena jako ChTLA), zatimco aktivita lysozomalnich
enzymd vyznamné ovlivnéna nebyla. Proto mizeme soudit, Ze hlavnim mechanismem
tlumivého uc¢inku HMB na proteolyzu je pravé inhibice ubikvitin-proteazomového systému.
Podobné zavéry vyplynuly i zprace provedené na kosternim svalu mysi s tumorem
indukovanou proteolyzou (adenokarcinom MAC16) (Smith a kol. 2005).

O mechanismu, jakym aplikace HMB snizila oxidaci leucinu (indikujici oxidaci vSech
tti BCAA) ve svalech endotoxemickych zvifat, mizeme pouze spekulovat, je to novy
poznatek. Klicovy enzym oxidace BCAA, BCKD je alostericky aktivovana KIC (Brosnan a
Brosnan 2006). Vznik KIC zleucinu je katalyzovan BCAT, kterd je aktivovana svym
substratem, leucinem (detailni popis viz kapitola 1.3.1 Metabolismus aminokyselin
s rozveétvenym retézcem). Domnivame se, ze podanim HMB vyvolany pokles proteolyzy a
snizené uvolnovani leucinu (i dalSich BCAA) z proteinti svalu zpisobuje snizeni dostupnosti
KIC a pokles oxidace BCAA. Hypotézu o nepiimém vlivu HMB na oxidaci BCAA podporuje

také fakt, ze podani HMB zdravym zvitatiim oxidaci leucinu vyznamné neovlivnilo.
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5.2.2.3 Vliv HMB na metabolismus bilkovin v kosternim svalu — studie in vitro

Neprokazali jsme piimy vliv HMB na metabolismus proteint, protoze piiddni HMB o
koncentraci 2 mmol/l do inkuba¢niho média neovlivnilo proteolyzu a proteosyntézu
v kosternim svalu intaktnich a endotoxemickych zvifat ani uvolfiovani aminokyselin
z inkubovanych svalti do média. Na$ zaveér je v rozporu se studii Ostaszewskeho a kol. (2000),
ve které byla popsana inhibice proteolyzy ve svalech intaktnich zvifat po pfidani HMB do
inkuba¢niho média. Nelze ovSem vylou¢it moznost, ze by se pfimy vliv HMB na
metabolismus bilkovin prokazal az po del§im plsobeni. Pozorovali jsme snizeni oxidace
leucinu v SOL zdravych zvitat a pfipadna zména koncentrace leucinu by mohla metabolismus

bilkovin ovlivnit.

5.3 Porovnani metabolismu bilkovin mezi EDL a SOL - vliv

endotoxinu a metabolitu leucinu

Mezi svaly liSicimi se ve slozeni svalovych vlaken jsou patrné rozdily v metabolismu
proteind. Z porovnani ndmi zkoumanych svali, EDL (sval sloZzeny pfevazné z bilych,
rychlych vldken) a SOL (sval slozeny pfevazné z Cervenych, pomalych vladken), vyplyva, ze
v SOL je vyssi obrat proteinit nez v EDL (vyssi rychlost jak proteolyzy, tak proteosyntézy).
Utinek endotoxinu byl viak vyrazngjsi v EDL nez v SOL — byla pozorovana intenzivn&jsi
aktivace proteolyzy i oxidace leucinu a zaroven intenzivnéjsi inhibice proteosyntézy. Vyssi
senzitivita svalli obsahujicich prevazné bila, rychla vldkna byla popsana také na jinych
modelech zanétu napft. aplikace terpentynového oleje (Muthny a kol. 2008) nebo ligace a
punkce caeca (Tiao a kol. 1997 b; Safranek a kol. 2006 b). Pti¢inou odlisSného ovlivnéni
riznych typu svalu je ziejmé rozdilna senzitivita vii¢i mediatorim produkovanych v pribéhu
sepse, at’ uz jde o glukokortikoidy (Larbaud a kol. 2001) nebo cytokiny (Fang a kol. 1995).

Zatimco rozdily uc¢inku KIC na rtizné svaly prokazany nebyly, je z naSich vysledkt
patrné, ze ucinek HMB vyznamné zavisel na typu svalu. Je ovSem nutné vzit v potaz, Ze ani
samotné podani KIC vyznamné neovlivnilo metabolismus proteinti, a tak se potencidlni rozdil
v ucinku na jednotlivé svaly zfejm& nemél moznost projevit. Tuto hypotézu potvrzuje také to,
ze rozdily v u¢inku HMB se projevily u septickych zvitat a ne u zdravych. Ackoliv aplikace

HMB endotoxemickym potkaniim vyvolala vyraznéjsi pokles vétSiny parametr degradace
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proteini (celkova proteolyza, ChTLA, oxidace leucinu) v EDL, vyraznéjsi utlum
myofibrilarni proteolyzy jsme pozorovali v SOL. Vzhledem k tomu, Ze myofibrilarni proteiny
jsou obzvlast citlivé k degradaci vlivem sepse (Hasselgren a Fischer 1998), zda se, ze vice
prospésny bude ucinek HMB u sepse ve svalech obsahujicich vy$$i mnozstvi Cervenych,
pomalych vldken nez ve svalech obsahujicich pievahu bilych, rychlych vlaken. Protoze jsou
cervend, pomald vldkna dilezitou a podstatnou slozkou dychacich svalt (Polla, 2004), které

jsou zivotné dulezité pii zdvazném onemocnéni, miize mit toto zjisténi i prakticky dopad.
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Zavéry

1) Prokazali jsme rozvoj proteokatabolického stavu po podani endotoxinu v kosternim

svalu,

nejvyrazngji se zmeény metabolismu bilkovin projevily u davky 5 mg

endotoxinu/kg télesné hmotnosti. Vici G¢inku endotoxinu byl vice senzitivni EDL.

2) Neprokazali jsme vliv KIC na metabolismus bilkovin v kosternim svalu.

3) Potvrdili jsme pokles celotélového obratu bilkovin po podani HMB u zdravych zvirat

a pfiznivy ucinek na metabolismus bilkovin kosterniho svalu v proteokatabolickych

podminkach. Pfimy u¢inek HMB na kosterni sval vSak zjistén nebyl. Prokazali jsme

rozdilny i¢inek HMB na svaly liSici se ve sloZeni svalovych vlaken.

Pro zavér Cislo 1 svédcei, Ze podani endotoxinu vyvolalo:

pokles télesné hmotnosti zvifat umérny davce endotoxinu (maximum u davky
5 mg/kg télesné hmotnosti)

narust plazmatické koncentrace triacylglycerolu, celkového cholesterolu,
mocoviny a celé fady aminokyselin a pokles koncentrace glukézy, HDL
cholesterolu, kyseliny glutamové a taurinu

stimulaci celkové i myofibrilarni proteolyzy v kosternim svalu (absolutné i
relativné ve srovnani se zménami proteosyntézy) (maximum u davky 5 mg/kg
télesné hmotnosti)

narust oxidace leucinu v kosternim svalu

zvySené uvoliovani aminokyselin ze svalu do inkuba¢niho média

stimulaci proteolytické aktivity proteazomu v kosternim svalu i mimosvalové
tkani (v jatrech, ledvinach a slezing)

vzrist aktivity katepsind B a L v tenkém stieve

intenzivngj$i inhibici proteosyntézy a aktivaci proteolyzy a oxidace leucinu

v EDL

Pro zavér Cislo 2 svédci, Ze podani KIC:

nemé¢lo vyznamny vliv na proteosyntézu v kosternim svalu zdravych ani
endotoxemickych zvitat
nemé¢lo vyznamny vliv na proteolyzu v kosternim svalu zdravych ani

endotoxemickych zvifat
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Pro zavér Cislo 3 sveédci, ze:

e podani HMB zdravym potkantim vyvolalo:

nariist plazmatické koncentrace celkového cholesterolu, citrulinu a leucinu a
pokles koncentrace alaninu, glutaminu, kyselinu glutamové a serinu

pokles celotélového obratu bilkovin (inhibice proteosyntézy i proteolyzy) a
clearance leucinu

inhibice proteosyntézy v ledvinach, slezing, srdci a tlustém stfevé a stimulace
proteosyntézy v jatrech

utlum proteolytické aktivity proteazomu v kosternim svalu

e podani HMB endotoxemickym potkantim vyvolalo:

pokles plazmatické koncentrace mocoviny

sniZeni celkové i myofibrilarni proteolyzy v kosternim svalu

inhibici proteolytické aktivity proteazomu v kosternim svalu

utlum oxidace leucinu v kosternim svalu

vyrazn€jsi pokles hodnot vétSiny parametri degradace proteintt v EDL a vétsi

pokles myofibrilarni degradace v SOL

e pridani HMB do inkuba¢niho média:

nema vliv na metabolismus proteinii v kosternim svalu u zdravych ani
endotoxemickych zvitat (neovlivnilo proteolyzu ani proteosyntézu)

sniZzilo oxidaci leucinu v SOL zdravych zvitat
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8. Souhrn

Proteokatabolismus a ztrata svalové hmoty jsou zakladnimi znaky charakterizujicimi
komplexni metabolicky syndrom, zvany kachexie. Ta je zavaznou komplikaci celé fady
onemocnéni, na jejichz patogenezi se cCasto podili systémova zancétova odpoved a
endotoxemie.

Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin) nejsou pouze
vyznamnym substratem pro tvorbu bilkovin, ale podileji se také na regulaci metabolismu
bilkovin, biosyntézy a sekrece inzulinu a slouzi jako zdroj aminoskupiny pii tvorb¢ alaninu a
glutaminu ve svalu. Proteoanabolickou aktivitu vykazuji kromé leucinu také nékteré jeho
metabolity, kyselina a-ketoisokapronova (KIC) a B-hydroxy-B-methylbutyrat (HMB), a tudiz
nékteré ze znamych ucinkl leucinu mohou byt navozeny t€émito metabolity. V posledni dob¢
je pozornost zaméfena na HMB, uzivany jako potravni dopln€k pro sportovce, ale zkoumany
také pro své potencidlni vyuziti v terapii kachexie.

Cilem naSich experimenti bylo: 1) studium vlivu endotoxinu na metabolismus
bilkovin a aminokyselin u riiznych typt kosterniho svalu a davkové zavislosti téchto zmén;
2) posouzeni vlivu vybranych metabolitii leucinu (KIC a HMB) na metabolismus bilkovin a
aminokyselin — u riznych typt kosternich svald; za podminek in vitro a in vivo; u zdravych
potkani a v proteokatabolickych podminkéach.

Pokusy byly provedeny na potkanech kmene Wistar. S cilem posoudit rozdily
v ucincich na svaly lisici se ve sloZzeni svalovych vlaken jsme pouzili m. soleus (SOL), sval
tvoteny pfevazné z vladken typu I (pomalych, ¢ervenych vlaken), a m. extensor digitorum
longus (EDL), sval slozeny pievazné¢ z vlaken typu II (rychlych, bilych vlaken). Jako hlavni
parametry metabolismu bilkovin slouzily celkova a myofibrilarni proteolyza, proteosyntéza,
oxidace leucinu, proteolyticka aktivita proteazomu ¢i katepsini B a L a exprese o-
podjednotek proteazomu.

Aplikace endotoxinu navodila proteokatabolismus v kosternim svalu zvysenim
proteolyzy, a to zejména stimulaci proteolytické aktivity proteazomu. Vici u¢inku endotoxinu
byl vice senzitivni EDL nez SOL. Proteolyticka aktivita proteazomu byla stimulovana nejen
ve svalu, ale i v dalSich tkanich. Jako nejvhodnéjsi k vyvolani proteokatabolismu ve svalu

byla stanovena davka 5 mg endotoxinu/kg télesné hmotnosti.

119



Nebyl prokazan vliv KIC na nami sledované parametry metabolismu proteinii u
zdravych ani septickych zvifat. Podani HMB zdravym potkanim vedlo k poklesu
celotélového obratu proteini (pokles proteosyntézy i proteolyzy) a proteolytické aktivity
proteazomu v kosternim svalu; podani septickym zvifatim mirnilo nardst proteolyzy
v kosternim svalu a proteolytickou aktivitu proteazomu. Vyraznéjsi pokles hodnot vétSiny
parametri degradace proteini byl pozorovan v EDL, naproti tomu myofibrilarni proteolyza
klesla vyraznéji v SOL. Tyto vysledky ukazuji na pfiznivy vliv HMB na metabolismus
bilkovin kosterniho svalu u potkana v proteokatabolickém stavu indukovaném aplikaci

endotoxinu.
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9. Summary

Protein catabolism and muscle wasting are basic features characterizing the complex
metabolic syndrome, called cachexia, which is a severe complication of many diseases, in
whose pathogenesis are often participant the systemic inflammatory response and
endotoxemia.

Branched-chain amino acids (leucine, isoleucine and valine) are not only an
important substrate for protein synthesis, but they are also involved in the regulation of
protein metabolism, insulin synthesis and secretion, and serve as the source of amino group in
the alanine and glutamine formation in the muscle. Not only leucine but also some of its
metabolites, a- ketoisocaproic acid (KIC) and B-hydroxy-f-methylbutyrate (HMB), have
protein anabolic activity and thus some of leucine effects could be induced by these
metabolites. In the last years there is paid attention to the HMB, which is used as a
supplement for athletes and tested for its potential use in cachexia treatment.

The aim of our experiments was to study: 1) endotoxin-induced effect on metabolism
of proteins and amino acids in different types of skeletal muscle and the dose dependence of
these changes; 2) effects of selected leucine metabolites (KIC and HMB) on the metabolism
of proteins and amino acids — in different types of skeletal muscle; under in vivo and in vitro
conditions; in healthy rats and in the endotoxin model of sepsis.

The Wistar rats were used in our experiments. We used two types of skeletal muscles
with the aim of assessment of differences in effects on muscles varying in muscle fibre
composition — m. soleus (SOL) composed mostly of type I (slow-twitch, red) fibres and m.
extensor digitorum longus (EDL) composed mostly of type II (fast-twitch, white) fibres. As
the main parameters of protein metabolism we used the total and myofibrillar proteolysis,
protein synthesis, leucine oxidation, proteolytic activity of proteasome and cathepsins B and L
and proteasome o.-subunits expression.

The endotoxin application induced the protein catabolism in skeletal muscle due to the
increase in proteolysis and it was especially caused by proteasome proteolytic activity
stimulation. EDL was more sensitive against the endotoxin effect than SOL. The proteasome
proteolytic activity was stimulated not only in the skeletal muscle, but also in other tissues.
The dose 5 mg of endotoxin/kg of body weight was the most suitable for protein catabolism

development in skeletal muscle.
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We have not demonstrated the effect of KIC on the measured parameters of protein
metabolism in healthy and septic animals. HMB treatment of healthy rats lead to the decrease
in the whole-body protein turnover and the proteasome proteolytic activity in skeletal muscle;
treatment of septic rats attenuated the increase in skeletal muscle protein degradation and
proteasome proteolytic activity. More intensive decline of values of the most parameters of
protein degradation was observed in EDL; on the other hand the myofibrillar proteolysis
decreased more dramatically in SOL. These results demonstrate the positive effect of HMB
on rat skeletal muscle protein metabolism in protein catabolic state induced by endotoxin

treatment.
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