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Prehled pouzitych zkratek:

Akt/PKB - protein kinaza B

AOC - celkova antioxidani kapacita

aPKC — atypicka protein kinaza C

BH4 — tetrahydrobiopterinu

CoA — koenzym A

DAG - diacylglycerol

DM — diabetes mellitus

EHC - euglykemicky hyperinzulinovy clamp
ERK - extracelularni reguiai protein kindza

FFA — volné mastné kyseliny

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydroganaza
GLUT4 - insulin-sensitivni transportér glukdzy
GPI - Glycerol-fosfatidylinositol

Grb2 — vazajici protein receptoristového faktoru-2
Grx — glutaredoxin

GS - glykogen syntaza

GSH - redukovany glutathion

GSSG - oxidovany glutathion

HHC — hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp
HTG — hereditarni hypertriglyceridemicky potkan
IPG — Inositol fosfat glycan

IR — inzulinova rezistence

IRS-1 - insulin responzivni substrat 1



MAPK - mitogen aktivovana protein kinaza
MDA — malondialdehyd

MEK - MAP kinazy kinaza

NADP — nikotinamidadenin dinukleotid
NADPH — redukovana forma NADP
NF-kB — nuklearni faktor kB

NO - oxid dusnaty

NOS - oxid dusnaty syntaza

O, - superoxidovy anion

oGTT — orélni glukézovy toler&ni test

OH- - hydroxylovy radikal

ONOQO - peroxynitrit

p110-PI3 — katalyticka podjednotka kinazy
p85-PI3 — regukéni podjednotka kinazy
PARP - poly(ADP-rib6za) polymeraza
PDE 3B - Fosfodiesteraza 3B

PDK1 - fosfoinositid dependentni kindza 1
PI3-kinase — fosfatidylinsoitol 3 kinaza
PKC — protein kindza C

PLCy - fosfolipaza @

PP-1G - protein fosfataza 1G

PTB - fosfotyrosin vazajici doména

Rd — frakni rychlost utilizace glukdzy
ROS - reaktivni formy kysliku

RSK(p90™) - ribosomalni S6 kinaza



SH2 - src homologie 2

Shc - src homologie a kolagen vazajici protein

SOS - Son of sevenless

TBARS — substance reaguijici s kyselinou thiobarbitou
Tg — triglyceridy

Trx — thioredoxin
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1. Uvod

Problematika réfeni a ovlivieni syndromu inzulinové resistence (IR) stoji dlawho
dobu v popedi zajmu tymu I. Interni kliniky FN vedeného d&tiSavym.

Vzhledem k aktualnosti tématu oxiglaho stresu a jeho vlivu na patogenezi
nejriznéjSich onemockni etrg rozvoje inzulinoveé resistence jsem si jej vybral p
svoji dizert&ni praci, ktera byl#eSena na I. interni klinice FN v Plzni ve spoluprac
s Fyziologickym Gstavem AYR v Praze.

Prace jetlenéna obvyklym zfisobem najehled sotsasnych poznatko problematice,
metodiku, vysledky, diskuzi a z&y.

Souasti prace je i popis experimentu nareiriv bdtlém stavu jehoz zavedeni na nase
pracovisé spolu s MUDr. Pavlinou Kyselovou Ph.D. bylo jedrdnakoli mé

postgradualni prace.

2. Prehled dosavadnich znalosti

Inzulinoresistence askteré metabolickédinky inzulinu jsou pedmétem sledovani ve
vysledkovésasti (kapitola 5) a proto povaZzuji zalezité shrnout v &kolika
nasledujicich kapitolach metabolick&nky inzulinu, regulaci jeho sekrece a hlavni

patogenetické mechanismy rozvoje inzulinoveé restse

2.1. Metabolické &inky inzulinu

Presto Ze inzulin ovlikuje Sirokou Skéalu fyziologickych proagsejvice znamym je
pro svou regukni roli gluk6zové homeostéazy. V odpal na zvySenou hladinu
glykémie dochazi ke zvySeni sekrece inzulinu ak#matimulaci vychytavani glukézy,
syntézy glykogenu a naopak inhibici glykogenolyayglukoneogeneze. Krantéchto

kratkodobych a dale popsanych efektinzulin zasahuje difady dalSich metabolickych



cest, z nichz velkéast je zfisobena zrnou exprese vice nez 100 gda). Inzulin
nagiklad reguluje expresi gérzapojenych do vychytavani aminokyselin, do tukavéh

metabolismu svéla tukove tkaa (2), ristu burek, jejich diferenciace arpziti (3-7).

2.1.1. Signalni cesta inzulinu

Raznorody efekt inzulinu je Zigoben multikomponentnim signalnim komplexem, ktery
je do zn&né miry konzervativni ndfg spektremitznych Ziv@isnych druli (8). Vazba
inzulinu na jeho receptor spousti kaskadu,dkteré ovliviuji transport glukozy,
syntézu glykogenu, metabolismus lipjgyntézu proteiln expresi ged, rast burgk,
mitogenezu ai@zivani bupk.

Inzulinovy receptor jefifitomen ve vSech hikach obratlove a jeho poet kolisa od cca
40 na erytrocytech po 200,000 na adipocytech atbeych (9). Receptor se sklada ze
dvou extracelularnich alfa podjednotek obsahuwjigszebné misto pro inzulin a dvou
membranovych beta podjednotek s kmiityrozindzovou aktivitou. Receptor inzulinu
podobnémuistovému faktoru-1 (IGF-1) je strukturélpodobny inzulinovému
receptoru a obsahuje z 80% stejnou aminokyselimgetvenci v kinazové domé&n
IGF-1 receptory sdili spolu s inzulinovymi receptstejné transdui signalni
mechanismy, &oli se v extracelularni doméwyrazreé odlisuji (10).

Je dolse znamo, Ze vniti tyrozin kindzova aktivita inzulinového recept@gunezbytna
pro vlastni efekt inzulinu. Bodové mutace v ATP-efazém mist potlatujici kindzovou
aktivitu kompletrt rusi efekt inzulinu v busgnych kulturach (11, 12). Mutace u lidi,
které zapicinuji ¢ast&nou inhibici kindzy, jsou spojeny &kou inzulinovou resistenci
(13, 14). Mysi bez inzulinovych receptarmiraji kratce po narozeni, zatimco lidé

preZivaji kratkou dobu €Zkou ristovou retardaci a diabetem (15-18).



2.1.2 Tkaiové specifické knockout modely

BlizSi pohled dotwznorodych efekt inzulinu Finasi zvfeci modely s tki#ove
specifickymi knockout inzulinovymi receptory (takall). Mysi s knockout
inzulinovym receptorem ve svalech (MIRKO) maji psamy efekt inzulinu ve svalech a
abnormality v tukovém metabolismu, ktei@pminaji znény u metabolického
syndromu (19). Jeipkvapuijici, Ze zatimco mnozii¥, Ze sval pedstavuje hlavni misto
inzulinoveé resistence u diabetugatto zviat je gluk6zova tolerance i plazmatickée
hladiny inzulinu normalni. Uk&azalo se, Ze kkosvali je nezbytna k udrzeni inzulinem
stimulované gluk6zové homeostaayla tkani. MySi s knockout inzulinovym
receptorem v jatrech (LIRKO) jsou extré&inzulinoresistentni a glukdzo intolerantni,
coz potvrzuje tlezitou roli neporusené signaliad cesty pro inzulin v jatrech

na regulaci gluk6zové homeostazy a inzulinove seityi(20). Nicmérg se u échto
mysSi diabetes nevyvine ani z dlouhodobého pohledlivadu kompenzatorni
hyperinzulinémie. To potvrzuje, Ze k rozvoji dialbge poteba defektu na urovik
bursk.

MysSi s knockout inzulinovym receptorengsbunkach (BIRKO) progresivztraci
prvni fazi sekrece inzulinuipzagzi glukézou a pedstavuji manifestni glukézovou
intoleranci. U &chto mysi se také vyvine inzulinova resistenceezivbu a
hyperinzulinémii (21). kkteré metabolické efekty u BIRKO mySi mohou byt
zpiasobeny i chybnim inzulinového receptorudastech mozku, které ovhuji
hmotnost a fijem energie (22). Mysi s knockout inzulinovym ngtoeem v mozku
(NIRKO) také vyvinou obezitu, inzulinovou resisteaglukdzovou intoleranci (23).
Nicmére tyto studie na tki#ové specifickych knockout modelech pro inzulinovy

receptor ukazuji na podietnych tkéovych defeki na patogenezi diabetu mellitu 2.

typu.



Tabulka 1

Prehled knockout mod&imysi

Mutant

Genotyp

Knockout pro inzulinovy receptor

Kompletni

Normalni intrauterinitist a vyvoj
Tézka hyperglykémie a ketonémie po narozeni vede |

smrti bshem 48-72 hod.

ke

MIRKO

zvySena tukova hmota, Tg a FFA

normalni glykémie, inzulinémie a glukézova toleranc

LIRKO

inzulinova resistencegka glukozova intolerance,
nesuprimovana HGP
hyperinzulinémie zaiitinéna zvysSenou sekreci a

snizenou clearance inzulinu

BIRKO

snizena sekrece inzulinu jako odpdina zakz glukdzou
progresivni vyvoj glukdézové intolerance &esire t¢zke

obezity

NIRKO

rozvoj dietou indukované obezity a inzulinaesistence

hyperinzulinémie a hypertriglyceridémie

porusena spermatogeneze a maturace ovarialni&alfol
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Mutant

Fenotyp

Knockout pro IGF 1

Kompletni

Letalni @i narozeni z @vodu respiraniho selhani

Tezka tistova retardace a rozmanité vyvojove vady

Knockout pro IRS proteiny

IRS-1

Vyznamna inhibiceistu
Lehka inzulinova resistence a glukézova intolerdrez
vyvoje diabetu vzhledem kipomné kompenzatorni

hyperinzulinémii

IRS-2

Inzulinova resistence ve svalech a jatrechesa
s abnormalni funkd-bunek vede k rozvoji diabetu
U muz1 vede dehydratace a hyperosmolarni koma ke

smrti

IRS-3

Télesna hmotnost a plazmaticka hladina inzulinu a

glukozy srovnatelna se zaty bez knockoutu

IRS-4

Lehké tistové defekty u muzského pohlavi
Lehké defekty v reprodukci a lehka porucha gluk@zov,

homeostazy

11



Mutant

Genotyp

Knockout pro signalni protein Inzulin/IGF-1

P13 kinaza Zvysena inzulinova senzitivita, hyptgmie a
zvySeny glukézovy transport @pobeny pepnutim
na alternativni cestu (p50)

p85 regulani Ukazuje roli P1-3 kindzy v metabolismu glukozy

podjednotka

Akt/PKB-2 Inzulinova resistence ve svalech a jdirsgojena
se zvySenim masy pankreatickych okt
Glukdézova intolerance a hyperinzulinismus

p70°%-1 Bez inzulinové resistence

Mensi velikosf3-burgk spojena se snizenim mdsy

burgk, obsahem inzulinu a jeho sekreci

Knockout pro glukézoveé transportéry

GLUT4 Inzulinova resistence s mirnou glukézovou

(kompletni) intoleranci, dstova retardace a sniZzeni tukové tka
Hyperinzulinémie, srdai hypertrofie, pokles
laktatu a FFA

GLUT4 Inzulinova resistence,daa hyperglykémie,

(svaly) glukézova intolerance —€t8i efekt nez u knockoutu
pro inzulinovy receptor ve svalech

GLUT4 Vyznamré poruSené inzulinem navozené

(tukové tkdn) vychytavani glukozy v adipocytech

Inzulinova resistence ve svalech a jatrech vedcaic

glukézové intoleranci a hyperinzulinémii

12
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2.1.3. Proteiny inzulin receptorového substratu

Vazba inzulinu na receptor aktivuje tyrozin kinazoz vede k autofosforylaci
tyrozinovych rezidui n@-podjednotce receptoru. Tent® dede k fosforylaci 8kolika
proteinovych substrat primarré proteini inzulin receptorového substratu (IRS). Tyto
proteiny hraji dlezitou regul&ni roli mezi inzulinovym receptorem a kaskadou
postreceptorovychgii. Do této doby byly identifikovangtyti sawi IRS proteiny (24-
27). IRS-1 ovliwuje rist somatickych buik a zprostedkovava efekt inzulinu ve
svalové a tukove tkani (28-31). IRS-2 hrafdeditou roli v gezivani aidstup-burgk,
efektu inzulinu na jatragst mozku, reprodukci affpem potravy (32-36). IRS-3 a IRS-4
jsou predominanthexprimovany v tukové a neuroendokrinni tkani efepresna
tloha je stalei@dmétem dalSich vyzkuiin (37, 38).

Genoveé knockout experimenty prokazalyéliou roli IRS-1 a IRS-2 v postreceptorove
kaskad deja. Ackoli IRS-1 deficientni mySifezivaji, vykazuji vyznamny defekt

v embryonalnim i postnatalnim vyvoji (28, 29). Tyhysi jsou takeé inzulinoresistentni,
s poruSenou glukézovou toleranci a dalSimi rystabwického syndromu jako je
hypertriglyceridémie a hypertenze (28, 29, 39).m\ct i pres inzulinovou resistenci se
u nich diabetes nikdy nevyvine awbdu Fitomné kompenzatorni hypersekrece
inzulinu (28). Naproti tomu se u IRS-2 deficientniaySi rychle vyvine diabetes a tato
porucha je ¥tSinou fatalni u mladych mysi muzského pohlaviedstvékych mysi
Zenskeého pohlavi (33). IRS-3 a IRS-4 nemaji zavéngtyp. Fje za inzulinovym

receptorem jsou podroBjnpopsany v piloze 1 (strana 56)
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2.1.4. Regulace funkc@-bunék
Plasmaticka koncentrace glukézy je hlavni regnilgednotkou funkc@-burek, atkoli
se na regulaci poditada dalSich faktdrjako ostatni cukry, aminokyseliny, volné

mastné kyseliny, hormonyjstové faktory a &které farmakologické latky.

2.1.4.1. Regulace sekrece inzulinu

Glukdza je kléovym regulatorem sekrece inzulinu. Expozice glukibzeySuje pordr
ATP:ADP a spousti uzaeni ATP-senzitivnich Kkanafi. Tento &j zpasobi
depolarizaci membrény a stimuluje ateni nagtove iizenych C&" kanat. Vysledny
vtok C&* pak zvySuje koncentraci cytosolického?Ca spousti exocytézu. Tento efekt
je mediovany protein kinazou C nebidrpou stimulaci sekemich granul.

Krome glukdzy jako hlavniho stimulu se na sp@uasisekrece riive podiletada dalSich
molekul jako FFA, aminokyseliny a ketokyseliny (4&,). Navic se na sekreci inzulinu
podili mnozstvi hormain a neuromediatérjako GLP-1, ktery zvySuje hladinu cAMP a
aktivuje protein kinazu C prasidnictvim specifickych G protein(48). Jina aktivéni
cesta zé&ina vazbou cholinergnich agoriista muskarinové receptory , coz stimuluje
produkci inositol trifosfatu (IP3) a diacylglyceto(DAG) a tim zvySeni intracelularni

koncentrace kalcia a aktivaci protein kinazy C-$49.

2.1.4.2 Regulace produkce inzulinu

Proinzulin, prekursor molekuly inzulinu je regulovdadinou glukozy na transkeipi i
posttranskripni Urovni (52). Stimuléni efekt glukozy je specificky pro inzulin, jelikoz
biosyntéza proinzulinu éize byt az 30x zvySena na trasidrovni, zatimco celkova
syntéza proteinu je zvySena jen 2x (53-55). Glukdndukované zvySeni mRNA

preproinzulinu je spojeno se zvysenim biosyntépyngulin konvertujiciho enzymu

14



(PC2 a PC3) (56, 57). Paralelk proinzulinu zvySena biosyntéza PC2 a PC3 &tlige
schopnost B-butk reagovat na zimy gluk6zové homeostazy.

Za normalnich podminek stimuluje glukoza jak bidéyn proinzulinu, tak i sekreci
inzulinu. Na tomto procesu se ale mohou podilelSichutrienty. ZvySena hladina FFA
nagiklad zvySuje bazalni sekreci inzulinu u potk#b8). Nicmér zvySena hladina
FFA nestimuluje proporcion&n syntézu proinzulinu a tim ve svénastedku vede

k poklesu celkového mnoZzstvi inzulingabunce (58, 59). Tento mechanismus pak
muze vys¥tlovat jak se chronicky zvySené FFA podili na mjzdysfunkcep-bunky a

patogenezi diabetu mellitu 2. typu (58).

2.1.4.3 Regulace mnozst@i-bunék

Dynamicka rovnovaha mnozstdburek je dilezitym faktorem v udrzeni glukézové
homeostazy. Ret f-burék ovliviiuje mnozstvi faktar, nagiklad: zneény v rychlosti
replikace, neogenezi a bitmé smrti (nekréza i apoptoza) (60Xkdli jsou B-bunky u
dosglého jedince obe@ndolre diferencovany s asi pouze 0,5% &um mitdze, nize
byt proliferaceB-bunék zvySena nutrienty jako gluk6za a aminokyseliny, &2).
Normalni fist burgk je ovliviiovan glukézou na nejergjSich Urovnich zahrnujicich
mitogenezu, syntézu DNA a htimou proliferaci. Akt/PKB a p78¥ transgeni mysi
modely ukazuji, Ze velikog:burek maze byt kontrolovana signalnimi cestami
Akt/PKB, mTOR a p78* pies aktivaci kinazy IRS-2/P| 3 (43, 44, 63).

IGF-1 stimuluje proliferacp-burgk az 50-ti nasobnym zvySenim stimulace mitogeneze
(64). ZvySena proliferacg-burgk je sice gluk6zo-dependentni, ale vyZaduje také
aktivaci PI 3 kinazy a IRS-2, co? vede k aktivadARK a p76° (64). Tato data

ukazuji na dlezitou roli IRS-2 v regulaci mnozstgibungk. Navic se k efektu IGF-1

15



uplatiuje i stimulace gluk6zo-dependentni mitogengbeintk cestou istového
hormonu (GH).

Nedavné experimenty pomohly objasnit povahu glukéztependence IGF-1
stimulované proliferacp-burék. Glukéza je schopna nezavisle na ostatnich faktor
aktivovat MAPK (64, 65). | kdyZ ize glukéza do zremé miry zvysit aktivitu P13
kindzy, Festo tento & nevede k aktivaci Akt/PKB B-buinkach (66). Navic, Akt/PKB
muze byt aktivovanipmo gres IGF-1 nezavisle na glukézgbunce. Nicmeg

glukéza pes Akt/PKB gimo aktivuje cestu mTOR/pT (66). Nutrienty aistové
faktory tedy reguluji mitogenezu Zmami jemné rovnovahy mezi signalnimi cestami

MAPK a PI1 3 kinazy \-bunce (66).

2.1.5. Inzulinova resistence a dysfunkdg&bunék

Data ziskana od knockout mysSich madekazuji, Ze defekty v klovych signalnich
proteinech jako IRS-1 a IRS-2 vedou ke vzniku iiteaNé resistence v perifernich
tkanich (28, 29, 33). Tento pohled posiluji znalostlivu porusené signalni cesty
inzulinu na rozvoj periferni inzulinové resisterc@keé o vlivu zvySenych koncentraci
FFA a akumulaci tuk intracelularg na snizenou inzulinovou senzitivitu (67). ZvySené
hladiny cirkulujicich FFA jsou spojeny s mn@etnymi abnormalitami v inzulinové
signalni kaskaglzahrnujici snizenou tyrozinovou fosforylaci IRSsthiZenou aktivitu
Pl 3 kindzy a zvySenou aktivitu PKC (68, 69). Kbmgm disledkem je pak snizena
translokace GLUT4, coz vede k vyznamnému pokleamsportu glukdzy ve svalech
(68).

Ackoli je koncept inzulinové resistencg\buinkach relativi novy, dikazy ziskané od
IRS-2, Akt/PKB a p7%" knockout mysi podporuiji hypotézu vzniku dysfunReeunsk

u diabetu mellitu 2. typu vidledku defektni signalni kaskady IGF-1 (70, 33,68),

16



Zatimco se hromadiuazy o inhibici signalni kaskady inzulinu v kostienrsvalu
zvySenou hladinou tulk stale neni zcela jasné, zda akumulace tudbuikach takée
inhibuje signalni cestu inzulinu ve slinivce. Zvg8glasmatické hladiny FFA, které
jsou Ezre pritomné u paciefits diabetes mellitus 2. typu, maiji lipotoxickginek na
pankreas a objevuji seukbzy o podilu FFA na zvySené apopt@zieurck a tim i
rozvoji dysfunkcep-burgk (71, 72). Nedavno se objevila i hypotéza, Ze ézolch
jedinai intracelularg akumulovany tuk B-bunkach nmize vest k inhibici zvySeni masy
B-burgk a tim zabragni kompenzace periferni inzulinoveé resistence aajpdiabetu
mellitu 2. typu u &chto jedindé (73). Navic se k efektu tuku na signalni cestylimu a
IGF-1 vB-bunce gidava i toxicky efekt vysokych hladin glukdzy (ghtlxicita) na
rozvoj apoptozyp-bunsk (74). Ri zvySenych koncentracich glukdzy je snizen gluk6zo
dependentni IGF-1 stimuai efekt na proliferaci3-bunk, coz ukazuje na dalsi

nezadouci efekt hyperglykémie na funigebunky (64, 75).

2.2. Oxida‘ni stres
Vybrané parametry oxidaiho stresu jsourpdmétem sledovani ve vysledkovésti
(kapitola 5) a proto jsou v nasledujich kapitolgcipsany hlavni oxidoreduaki cgje,

jejich regulace a propojeni se syndromem inzulimegéstence.

2.2.1. Od redox rovnovahy po oxidéni stres

Chemie oxidoredutnich pochod je pro zivotni pochody zcela zasadni, protoZze pouz
piesun elektrofb nebo vodikovych protdnje spojen se ziskavanim energie ve form
ATP. Proto neni jigtprekvapenim, Ze jsou redoxni reakce zapojeny ddaegu
mitochodrialnich a glykolytickych pochadPatofyziologicky koncept porusené redoxni

rovnovahy je ozngovan jako oxidani stres.
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Tento pojem oznauje situaci, ve které fyziologicky redoxni stavimié&ch burcnych
oxidoreduknich systém jako glutathion, askorbat, vitamin E, lipoova Kysa,
NADPH a NADP je posunut strem k oxidovanému stavu. Bky tento stav nedokazi
dlouho tolerovat, coz vede k rogziiym patofyziologickym konsekvencim jako je
peroxidace lipid, zlomy vlaken DNA a oxidace protéinSituace, ve které jsou tyto
parametry ntitelné, ukazuje nadtSinou ireverzibilni poskozeni oxidativnim
mechanismem. Naproti tomu redoxni regulace poprayerzibilni fazi kratkodobych
fyziologickych reakci. Oxidéni reakce vedouci k posttrangtém modifikacim proteit
(glutathiolace, S-nitrosilace, methionin sulfoxidatormace disulfitl) nebo ke
zmeénam v oxidénim stavu kow je za podminek furtki redoxni regulace navracena

zpet do klidového stavu reddkimi pochody.

2.2.2 Zakladni kameny: oxid dusnaty a superoxid

Do objevu oxidu dusnatého (NO) jako intra a interiégeniho posla (78), byly znalosti o
bung¢né redoxni chemii omezeny na elektronovy transpéetézec, tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS) a jejich interakce s makromalakni a antioxidénim systémem
(78). Jako hlavni ROS odpé&dné za nekrozu a apoptozu byly identifikovany p&tox
vodiku a hydroxylové radikaly odvozené od superoxé&ho anionu za katalyzy

zelezem (viz rovnice).

20, + 26 - 20y
20, +H —» 0+ 00H  (k=7x16mol* s%)
"OOH + Fé" — "OH + FE'OH’

FE +'0, » FE€ + O,
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Dle sokasného konsenzu dochati prekraieni bur¢nych antioxidanich kapacit

k napadani buiné organické hmoty vysoce reaktivnimi radika@H". Ogividnou
diskrepanci staleiistava zéazeni ‘O, do ROS, akoli chemické vlastnosti tohoto
radikalu jsou spiSe redtki nez oxidani. Proto byla také dlouho nejasna role superoxid
dismutazy (SOD), nelvqpii pH 7 Zistadva chemickaipnena superoxidovych radikil
dostateén¢ rychla k udrzeni jeho mnozstvi v mikromolarnimpét Tento pohled se
dramaticky znanil po objevu role oxidu dusnatéh®Q) jako signalni molekuly (79,
79).

Jeho rychla reakce se superoxidem, ktéexysuje rychlost katalyzy Cu,Zn-SOD,
efektivre sniZzuje intracelularni hladinu oxidu dusnatého pom/ei pottebnou

k aktivaci guanylat cyklazy a timdni funkci superoxidu na intracelularniho
antagonistu oxidu dusnatého (80, 81).

"NO +°0; — ONOO k~9x 10 mol*s*

Po zdazeni superoxidu jako selektivniho oxidantu pt@, byla také objevena jeho
inhibi¢ni schopnost bazalni aktivity guanylyl cyklazy (82)tedy tvorba cGMP
guanylat cyklazou maze byt blokovananpo i negimo pres superoxid a oxid dusnaty.
Podobny fenomén byl nalezen i pro calcineurin (83)

Obrazek 2 ukazuje schéma moznych reakci oxidu déisna superoxidu.
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Obrazek 2

Reakce mezi superoxidem a oxidem dusnatym

Nadbytek superoxidu Nadbytek oxidu dusnatého
'OH -5 H,0,«— %320 NO—°%— I'Gmool%gr 2'NO,
@

ONOO | ,
OF 0, +NO___ N,O
NO,+Q @® @

1 - Hlavni produkt reakce mezi adekvatnim mnozstwkidu dusnatého a superoxidu je
peroxynitrit (ONOO).

2, 3- F¥i lehkém nadbytku jedné z forem dochazi k posunéresm k produkci
dusikatych radikdl (NO,).

4 - VétSi nadbytek NO vede k produkcp®s a k nitrosylaci.

5 - Relativre vysoké koncentracéNO a Q jsou nezbytné pro autoxidadiO.

6 - Jestlize’O, prevysi "NO miaze dojit k formovani peroxynitritu (DNOQO) nebo
nitritu.

7 - Vyssi koncentracéO, nez'NO vede cestou Fentonovy reakce k formovani
radikali ‘"OH a tim navozeni toxicity se vSemi znamkami oxidlao stresu.

8 - F¥itomnost vysokych koncentraci oxidu witiho v biologickém systému (az 1

mmol) posunuje degradiai drahu ONOOsnerem k tvork "NO,.
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2.2.3. Redoxni regulace systémeiNO/ Oy

Radikaly jsou obecahvelmi reaktivni molekuly, cozZ je dandifpmnosti neparového
elektronu. Ale v fipadt ‘NO a’O; je neparovy elektron dostéte stabilni a reaguje
jen s omezenym spektrem kiinych molekul. Tyto molekuly jsou dusami o sob
radikaly nebo pechodné kovy s neparovym elektronem. Dokondenigkych
hladinachNO a’O;’ je jejich reaktivita sémito molekulami vysoka, zatim co se reakce
s molekulami s parovym elektronem objevuiji jétdka. Ri fyziologicky nizkych
intracelularnich koncentracicNO a’O, tak miZe byt jednoducha chemie popsana na
obrazku 2 vys#tlenim burcnych redoxnich reakci a fyziologické regulace. $pek
moznych chemickych redoxnich stavak gedstavuje moznosti s pouzdtpmnym
‘NO, s nadbytkenNO nad'O;, s adekvatnim mnoZstvim obou radikaebo

s nadbytekmO;". Z téchto staw pak prameni mozné fyziologické reakce jako
nitrosylace, nitrozace, oxidace thipmethionionova sulfoxidace a nitrace tyrosinu a
v pripact nadbytku superoxidového radikalu i vlastni kaskaxidacniho stresu a
posSkozeni volnymi radikaly.

Vzhledem k dosud ziskanym poznatklze odvodit scérdbunicné regulace, ve
kterém je redoxni signalizace rovnocena rofi‘Geebo fosforylaci. Nehbvsichni
zmireni hré&i spolu utvai sit vztahi a propojeni jako G4 spoudtna oxidace nebo &
a superoxidem regulovany calcineurin (83). PKC slije NADPH oxidazu a jeji
produkt superoxidovy radikal dale zvySuje aktivitkiC. Mnoho bugk obsahuje enzym
NO syntazu (NOS-1 nebo NOS-3) a pokiiijhpeme za prokazanou i existenci
mitochondrialni NOS, pak vSechnyitky uvoliuji ‘NO po stimulaci C& (84). Tento
d¢j pak vede k aktivaci kaskadMO/ Oy jak jiz bylo zmirgno vyse.

Bylo prokazano, Ze vedle uvmvani oxidu dusnatého, hraje v redoxni regulaci

klicovou roli pra¥ formovani superoxidu. Proto vSechny systémy tujodi ‘O,
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potrebuji rekolikastupiovou kontrolu. Jednak systéemy jako NADPH oxidaza,
mitochondrie, xantin oxidaza nebo NO syntazagdmiji specialni aktivani
mechanismus. A dale jejich aktivace probiha kaskiétis postup# se zvysujici
hladinou superoxidu, ktera odpovida aktualnimuwstauecné aktivace. Obvykle jsou
NADPH oxidazy nizko vykonné systémy, které jsoepgorow spoustny fosforylaci
cytosolické podjednotky (85). Protrahované a zvgdsavohiovani superoxidu ize
vést k oteveni mitochondrialnich permeabilnich pdPTP) a tim umozmi vzniku
dalSich superoxidovych radik&{86). Nasled& mize dojit k aktivaci xantin oxidazy,
oxidaci tetrahydrobiopterinu (BH4), konverzi NOSaadovanou formu a tim dalSi
tvorbe superoxidu.

Aby proces oxidénich postranstaich modifikaci astal reverzibilni, musi zde byt
moznost aktivace rednich dju k obnoveni vychoziho stavu. A dale zde musi byt
zachovana moznost aktivace redilch dju v libovolném bod oxidatnich modifikaci
s vyjimkou proteolyzy, nap proteolyticka konverze xantin oxidazy nebo kagpaz
BohuzZel gesny mechanismus redinich pochod redoxnich éji neni doposud pin
pochopen a popsan a neexistuje jasnédendreverzibilnich redoxnich pochindd
ireverzibilniho oxidaniho stresu.

DalSim nevyeSenym bodem je mechanismus smyslupiné regulade/oxdukinich
pochodi k zabragni redukce pokud ma dale pokoaat oxid&ni d&j a op&né. Podle
souwasnych poznatkje moznéa hypotéza redoxni regulace vlastnimi postageli
redukéniho ekvivalentu, jako je inhibice NADRIependentni isocitrat dehydrogenazy
S-nitrozaci (87). Zahrnutim pozorované aktivacezabdreduktdzy S-nitrozacitheme
odvodit efektivni regukeni mechanismus formovani cytosolického NADPH, ktery

slouzi jakoridici jednotka redulnich kaskad (obrazek 3).
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Obrazek 3

Redukni slozky redoxni regulace

NaDP' Trx™ i
/ Trxperoxidara
Trx

proteinové disulfidy

peroxiredoxiny
NADP-isocitrat . proteinové disulfidy
deh;,m:;:;am mdu]ﬁilzi mfﬂmmmre sulfoxidy
Vitamin €
ox *_.-«" n n
maleenzym >> NADPH Trx L e selina
GSSG e Lipoova el
glukézo-6-fosfit // peroxidaza
dehydrogenara glutathion
redulitara
er red
. ‘_/ \_). — Grx -\
NADP GSH 7 redukisza
NADP ™~
/N— X '-r/
NADPH Grx

NADPH predstavuje hlavnidiny reduktant. Je kontinu&megenerovan NADP
dependentni isocitrat dehydrogenazou, maleenzymglnmkézo-6-fosfat
dehydrogenazou. Sytémy thioredoxinu (Trx) a gkedaxinu (Grx) spolu

s redukovanym glutathionem (GSH) jsdiinpo spojeny s hladinami b&ného
NADPH.

Redukované formy Trx a Grx poskytuji redak ekvivalent pro redukci disulfig
methioninovych sulfoxitl, peroxiredoxifi a Trx peroxidazy.

Oba mohou regenerovat oxidovanou GSH peroxidataminy C, E a lipoovou

kyselinu.
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2.2.4. Oxid&ni stres jako podklad inzulinové resistence a dialhe mellitu 2. typu
Hlavnimi tkardmi patogeneze inzulinové resistence jsou svalkevtutka. Kdyz
piisun kalorii pesahne energeticky vydej dojde ke generovani mviozst
mitochondrialniho NADH (mMNADH) a ROS mechanismerhstatem indukovaného
zvysSeni aktivity cyklu trikarboxylovych kyselin (88Jako prevence formovani ROS
funguje NADP dependentni inhibice inzulinem stiowainého vychytavani nutrient
(pyruvat, FFA) a jejich vstup do mitochondrie. 4dgrimarnim zdrojem energie
piekrmovaného svalu glukéza nebo FFA nebylo dosutbeané vyreSeno a je
zdrojem kontroverznich nazorV obou gipadech vedeifsun substratu do citratového
cyklu ke generovani mitochondrialniho acetyl-CoNADH (88). Acetyl-CoA ziskany
bud’ z glukdzy es pyruvat nebo @g-oxidace mastnych kyselin je pak sten

s oxaloacetatem za vzniku citratu, ktery vstupweitratového cyklu a je konvertovan
na isocitrat. NAD dependentni isocitrat dehydrogenaza generuje NADptipads, ze
excesivni pisun NADH nendze byt metabolizovan oxidativni fosforylaci neboyjn
mechanismem, dochazi ke zvySovani mitochondridlpfbtonoveho gradientu

s presunem singletovych elektibna kyslik a formovani volnych kyslikovych radikal
jako je superoxidovy anion (89). Jednou z cestzgkranit generovani velkého
mnozstvi NADH je inhibice oxidace FFA (90). Intr&dérni vzestup koncentrace FFA
vede k poklesu translokace GLUT4 receptioa plasmatickou membranu, coz vede

k rozvoji resistence na inzulinem stimulované vyakgni glukozy ve svalech a tukové
tké&ni (91-93). V tomto fipact pak inzulinova resistence funguje jako kompenrétor
ochranny mechanismusggu oxid&nim poSkozenim, které by bylo navozeno dalSim

inzulinem stimulovanym vychytavanim glukozy.
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Tato teorie byla také podfEna mnoha in vitro a zigcimi studiemi, kde antioxidanty
dokazaly zlepSit inzulinovou senzitivitu (94). $tejak klinické studie prokazaly
zlepSeni inzulinové senzitivity u inzulin-resistdoh jedind po I&b¢ vitaminem E,

vitaminem C nebo glutathionem (94, 95).

2.2.5. Oxid&ni stres jako spojovacilanek inzulinové resistence, diabetu a
endotelialni dysfunkce

Situace, p které znamé mnozstvi inzulinu navodi v organismbo in vitro systému
mensSi biologicky tinek nez se &ekava, je ozngena terminem inzulinova resistence
(IR). V klinickém pojeti swd¢i pro IR sodasny nalez hyper a/nebo euglykémiie p
hyperinzulinémii vyvolané jako kompenzatorni odgdiwa sniZzeny biologickydinek
inzulinu. Ri¢iny IR jsou podrobéi rozebrany v piloze 2 (strana 58).

Z patatku je v pipadt inzulinoresistence zachovana normalni glukozoleéxaoce
kompenzatorni hyperinzulinémii. PoruSena glukdzolérance vznikne vifpad
dalSiho zhorSeni inzulinoresistence a/nebtipapt poklesu kompenzatorni
hypersekrece inzulinu. Vzestup hladiny inzulinuARFglykémie nize zvysit produkci
ROS a oxidéni stres, steghjako aktivovat stres senzitivni kaskady (96). Teeosvém
dusledku pak mze zhorSit inzulinovou sekreci i viastni efekt iliau a tim zrychlit
vyvoj diabetu mellitu 2. typu.

PoruSena glukézova tolerance (IGT), to znamendparsdialni hyperglykémie s
normalni glykémii na kno, je spojena s oxidai stresem (97). U paciéns IGT &zre
dochazi ke ztrétcasné faze sekrece inzulinu (98).

Sekrece inzulinu v odpedi na intraven6z& podanou glukozu je bifazicka. Prvni faze
je rychlé uvolrni inzulinu do krevniho aihu jako reakce na wgtbavani cukr nebo

smiSeného jidla (99). Rychlé zvySeni koncentrazelinu v portélni krvi a jeho vazba
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na receptory jaternich békje nezbytna k promptni supresi jaterni produko&agy a
snizeni rychlosti vzestupu glykémie (98). Narfewich a lidskych experimentech bylo
prokazano, ze selektivni kgzenicasné faze sekrece inzulinu u zdravych jeidivede

k IGT s velkymi vykyvy glykémii (98). U nediabetigéh subjeki je ztratatasné
sekrece inzulinu determinantou p&@&iho vyvoje diabetu (98). Tato zasadni r&dsné
faze sekrece inzulinu byla podpaa i ptikazem zlepSeni glukbézové toleranée p
zatizeni glukézou i smiSenym jidlem po obnovasiné faze sekrece inzulinu (98).
Oxidani stres postihuje specificky in vivo pgaasnou fazi sekrece inzulinu, jelikoz
pozdni faze riize byt obnovenadinkem antioxidant (94). Navic bylo prokazano, ze
nadprodukce ROS v mitochondriich je potentnim meizmaem poskozeni glukézou
navozen&asné faze sekrece inzulinu (100).

Rada studii prokazala, Ze postprandialni glykémlepéi predikéator
kardiovaskularniho rizika nez glykovany hemoglolkiery v soks odrazi jak
postprandialni tak i amou glykémii (97). Postprandialni glykémie takie gimo
ovliviovat kardiovaskularni komplikaceégs oxid&nim stresem zpragtdkovanym
toxickym efektem na endotel (101).

Opakovana expozice hyperglykémii a zvySené hiaBPA miZze casem veést

k ireverzibilni dysfunkcp-burgk (102). V p&ateenich fazich je toto poSkozeni
charakterizované defektni expresi inzulinového gktaué je reverzibilni (103).
Glukozové a lipidova toxicita vede k postépmaristajicimu ireverzibilnimu poSkozeni
burg¢nych komponent produkce inzulinu (98).

Posledni studie na zecich modelech diabetu 2. typu prokazaly, Ze psigné sniZzeni
poctu B-burek je spojeno se zvySenym oxiadm stresem (104).iPdelSim getrvavani
hyperglykémie zde glukotoxicita vedla k poSkozeskirece inzuling-bunkou, jejimu

selh&ani a progresivni ztémasyp-bunck (104).
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U zvitecich moddi i lidi byly v posledni dobintenzivre zkoumany také vaskularni
funkce. Konstantnim nalezem u idich modei s diabetem navozenym alloxanem
nebo streptozotocinem byla poskozena endotelemavezath vasodilatace (105, 106).
Stejre tak byla prokazana endotelialni dysfunkce u ligizsilin depnedentnim i inzulin
non-dependentnim diabetem (107, 108). A axidatres se ukazuje jako hlavni
mediator endotelialni dysfunkce u diabetu.

S ohledem na s@asné znalosti iZzemetict, Ze oxidani stres hraje ktobvou roli ve
vzniku diabetu mellitu 2. typu a kardiovaskulamimemaoci.

Vztah hyperglykémie a FFA k poSkozeni Bkioxidainim stresem je ukazan na

obrazku 4.
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Obrazek 4

| FFA, hyperglykémie |

!

Mitochondria
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W ¥ T

MADPH oadase NOS
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| |
Adhezivni molekuly Pero:vmtrl‘-f
Inflamace LAt

/ Mitrotyrosines

DMA damage —y. PARP

GAPDH
Adipoeyty GLUTY | ? Inzulinovi rezisience
Sval GLUTH4 | ? Inzulineva rezisience

Endotel  Endotelialni dysfunkce
PB-buiiky FPorucha produkce/sekrece inzulinu

V bunkach zmisobuje hyperglykémie a FFA nadprodukci superoxiaeitechondriich a
nadprodukci oxidu dusnatého cestou NOS, zatimdeakiné PKC a NF-kB vedou k expresi
enzymu NADPH.

NADPH generuje velké mnoZstvi superoxidu. Superspiolu s oxidem dusnatym formuje
siln¢ reaktivni peroxynitrit, ktery posSkozuje DNA.

Poskozeni DNA je stimulem pro aktivaci jadernéhnyemu poly(ADP-rib6za) polymerazu
(PARP).

Aktivace poly(ADP-ribéza) polymerazy vede k pokleddivity glyceraldehyd-3-fosfat
dehydroganazy (GAPDH).

Vysledkem této kaskady je sniZzeni exprese GLUTdiparytech a svalech a tim navozeni
inzulinoveé resistence.

Dale endotelialni dysfunkce v tkéch endotelu a pokles produkce a sekrece inz@linu
buikami.
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3. Metody méreni inzulinové senzitivity

M¢éteni inzulinové senzitivity (IS) nebo inzulinovéistsnce (IR) ma velky vyznam pro
vyzkum patogeneze hyperglykémie a IGT u DM 2. typnedikci rizika metabolickych
poruch, a hodnocenicimnosti terapeutického rezimu u diabetu mellitu t@pu.
Inzulinova senzitivita kvantifikuje dinek inzulinu na metabolismus glukézy (jaterni

produkci glukozy a jeji utilizaci perifernimi tkémi).

3.1. Clampové metody

Clampoveé ,zamkové" metody jsou povazovany za "z&gnhdard" réeni IS (111).
Glykemicky clamp je vysSéeni, které umaiuje navodit a libovolnou dobu udrzovat
pozadovanou hladinu glykémie a inzulinémie pomamitikualniho infuzniho podani
inzulinu a glukdzy.

Podle hodnot cilové glykémie rozliSujeme testy hmgpdkemicke, euglykemické,

izoglykemické a hypoglykemicke.

3.1.1. Hyperinzulinovy euglykemicky clamp (EHC) a HNperinzulinovy

izoglykemicky clamp (IHC)

Euglykemicky clamp je testfipkterém je hladina glykémie udrZzovana na hodmatné

normoglykémie zdravého jedince tj. 4,5-5 mmol/Lkdazoglykemicky clamp je
ozna&ovano vysdeni, @i kterém je cilovou hodnotou &placnd glykémie daného
jedince, ale ta nemusi byt fyziologickd — hapglykémie 10 mmol/L u nemocného

s diabetem.
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EHC a IHC umoiuji kvantifikaci utilizace glukézy — uzivaji se kéheni inzulinove
senzitivity (1S)¢i inzulinové rezistence (IR).

Hyperinzulinémii navodime konstantni infazi inzulim poklesu glykémie branime
sowasnou variabilni infazi glukozy. Uvedena infazeulau navodi supresi endogenni
produkce glukézy jatry a na druhé stravysi utilizaci glukézy v perifernich tkanich.
Za tchto podminek je veSkeré mnozstvi infundované glykdtilizovano tkasmi a

plati proto nasledujici vztah (77)

GIR=ARd -AHPG
GIR - rychlost infuze glukdzy (glucose infusionept
ARd - inzulinem navozené zvySeni utilizace glukozy

AHPG - navozeny pokles v endogenni produkci gluléty.

Inzulinova inflze: Pouziva se kratkodgliisobici inzulin v mnozstvirppaiitaném na
vék, pohlavi, hmotnost &lesny povrch pacienta. Lze si zvolitzné infuzni rychlosti
podle poZzadované cilové koncentrace inzulinu vnmasktera niize byt v oblasti
fyziologickych hodnot, ale i submaximalnich a supaximalnich hodnot.. Konstantni
rychlost inzulinové infuze se uvadiddw mU na &esny povrch ( 40 mU/m = cca 100
uU/ml koncentrace inzulinu v plagin nebo v mU vztazenych na hmotnostasovou
jednotku (naps 1 mU.kg".min™® = 60-70 uU/ml). Vzhledem k adsorbci inzulinu néngt
infGzniho setu je nutné k zamezeni tohoto jevu ahbhloztok s inzulinem o malé
mnoZstvi krve pacienta, plasmy nebo albuminu.

Nekteri autdi jeS€ doporduji sowasnou intravendzni aplikaci noradrenalinu a
propranololu (112) nebo somatostatinu (113, 114pokiateni endogenni produkce

inzulinu.
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Monitorovani glykémie a apravu rychlosti infaze kizy je nutno provad casto,
nejlépe v ptiminutovych intervalech, aby se zabranilo n&dmym vykyvim glykémie

od pozadované hodnoty.fiBlizn¢ po 2 hodinach byva dosazen rovnovazny stav
"steady state”, kdy se rychlost infuze glukézy @wiychlosti metabolismu glukdzy
celého organismu, to znamena, Ze mnoZzstvi glukddyndované do organismu
vyjadituje miru inzulinem zprostdkované utilizace glukézy (M-hodnota, vyjada

v mg.kg.min?). Vysledna M-hodnota se koriguje na hmotnost gtei, jeho dlesny

povrch a ztraty glukézy nsd(cca 0,2 mg.kg.min™) (111).

P¥i Uplné supresi endogenni produkce glukozy jatrynsezstvi glukdzy infundované
(GIR) v pribthu clampu (mg.kd.min™) rovna jeji utilizaci organismem. Podle
DeFronza se rychlost infuze glukézy u zdravych rjetlipohybuje v rozmezi 4,5-9
mg.kg.min. U pacient s inzulinovou rezistenci je na udrZzeni euglyképu#eba
infundovat mnohem mensi mnoZstvi glukézy, maxim&® mg.kg.min™. U pacient

s porusenou glukdzovou toleranci jeipba glukdzy redukovan&iplizné o 24 %, u
pacienti s DM 2. typu aZ 0 58 % v porovnani se zdravymineid115).

EHC pouziva konstantni hladinu glykémie pro vSgohysetované jedince. Cilem této
metody je n¥nit rychlost infaze glukdzy tak, aby hodnota eug@yke byla udrzovana
na fyziologické hladi&n normoglykémie 5 mmol/L, nezavisle od bazalni giyik€ na
pocatku clampu. Vyhodou tohoto vy$eni je, Ze i porovnavani vysledk mame k
dispozici M-hodnotu ziskanou od paciemti stejné hodndat glykémie. Nevyhodou je
VétSi pracnost a delSi doba trvani clampu, nez séhesfaze plateau (po cca 120 min.
clampu). Déle se musi brat v tvahu i fakt, Ze \JekeM-hodnoty je ovlivein bazalni
glykémii na poatku clampu. Je vSeobe&cmnamo, Ze samotna hyperglykémie vede k

sniZzeni inzulinosenzitivity (toxicky ¢inek glukézy) (116). Pokud ma totiz pacient
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bazalni glykémii nad 7 mmol/L, pak je praypddobné, Ze dhem snizovani glykémie
na 5 mmol/L niZe dojit k vyplaveni kontraregwaich hormoil. K tomu dochazi
piedevsim u pacietits dlouhodobou hyperglykémii, kiehodnotu 5 mmol/L mohou
vnimat jiz jako hypoglykémii.

Proto byla vypracovana metoda IHC &pajici ve vySatvani pacienta na hodrot
jeho bazalni glykémie na pétku clampu. Pro objektivizaci vysleillse pak pouziva
hodnota metabolické clearance glukézy. Ta se &iypgako pondr rychlosti utilizace

glukoézy k hodnat aktualni glykémie (Rd/G). Zabrani se tak nasilnésmizovani

glykémie a riziku vyvolani kontraregwai odpowdi na inzulinovou infazi. Uvedeny
vztah vSak neni proporcionalni a nezohlgd situaci, kdycast utilizace glukézy je
saturovatelna jiz ip glykémii nal&no. Proto neni mozné pouzit vyd metabolické

clearance glukozy u jedifics rozdilnymi glykémiemi naémo (117).

3.1.2. Hyperglykemicky clamp (HGC)

Technika HGC je dadie reprodukovatelna metoda hodnoceni senzitivityuBsk na
glukézu a kvantifikaci inzulinové senzitivity. PoogioHGC miZzeme také hodnotit
¢asnou a pozdni fazi sekrece inzulinu, poznatkygsné pro zkoumani patogeneze DM
2. typu.

Podstatou HGC je akutni zvySeni koncentrace plazkéaglukozy ve fazi plateau na
predem stanovenou hyperglykemickou hodnotucasdjji 12 mmol/L) a udrzovat tuto
glykémii pomoci variabilni kontinualni infaze glukpnejmér po dobu 2 hodin.
M-hodnota Bhem za¢recné 30 min. periody HGC vyjdidje miru tolerance glukézy (
rozdil od EHC, kde je #titkem &inku inzulinu a IR). A vtomto ifjpac je také

nezbytna korekce M- hodnoty ztratami glukdzy w¢imo
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Koncentrace IRI v plastnbshem HGC je nifitkem sekrece inzulinuCasnou fazi
sekrece hodnotimeé¢bem prvnich 10 min. clampu, pozdni fazi sekrecdadih IRI

meienych obvykle v 90.-120. minuiclampu. Sekr@i odpowd na hyperglykéemii Ize
vyjadiit jako plochu pod #ivkou IRI (AUC) vypaitanou lichokZznikovou metodou

(118).

3.1.3. Hypoglykemicky clamp (HYC)

Je metodou, ktera je povazovana za zlaty standtst@vani reakce kontraregtiéch
hormoni na hypoglykémii (119). Pro vydewvaneho je tato metoda bezZpgSi nez
inzulinovy toleragni test (120), nehbje spojena s nizSim rizikem vzniku zavazné
hypoglykémie. Reakce na hypoglykémii je zavisla s@pni hypoglykémie a
k hormonalni odpasdi dochazi s witou latenci. Jiz $ glykémii 3,7 mmol/L dochazi
k vzestupu koncentrace glukagonu, adrenalinuastového hormonu v plasm pri
nizsich hodnotach, kolem 3,2 mmol/L stoupa kortigbl9).Také rychlost nastupu
odpowdi na hypoglykémii je rychlejSi u glukagonu a addaru (asi od 20. minuty,
s maximem v 30.-40. mintitod navozeni hypoglykémie). Kortizol astovy hormon
maji vzestup s maximem mezi 50.-70. minutou. Reakcihypoglykémii sledujeme
béhem HYC i jedné zvolené hladinglykémie, po nejmén20 minutoveé stabilizaci,

po niZ nasleduji odioy vzorka krve (118).

3.2. Hodnoceni in vivo metodik zaréenych na hodnoceni IS

EHC mel pavodre slouzit k hodnoceni IS, zatimco pomoci HGC se’ajidla hodnota
glukdzou stimulovana sekrece inzulinu. DeFronzgal. gzjistili vyznamnou korelaci
(r=0,816, p< 0,001) mezi mnozstvim podané glukddy bchem EHC a mnoZstvim

glukézy infundované po dobu HGC. ®thodnoty se &i aktualni plasmatickou
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koncentraci inzulinu (M/I poim) (111). Tato korelace umidje pouzivani HGC jak k
hodnoceni inzulinové sekrece, tak i k iBtlS u toho stejného pacienta v ten samy den
vySeteni. EHC i HGC tak poskytuji srovnatelné hodnotyptS metabolismus glukdzy

v pripac, ze se vysledky vyjadji v hodnotach clearance glukézy na koncentraci
plasmatického inzulinu. To umidje pouzivat HGC také jako metodu pro hodnoceni
IS u pacientadhem jediného vyssgni (121).

Technika clampu poskytuje vyznamné vyhody v porovrsgaruting pouzivanymi non
steady state technikami:

1. udrzovanim bazalni hladiny glykémie po podanizuiinu se vyhneme
hypoglykemickym reakcim a s nimi spojenym nevhodnymeuroendokrinnim
odpowdim.

2. stanoveni "staedy state " hladiny inzulinu sptadovoluje vypd@itat metabolickou
clearanci inzulinu. Rychlost metabolismu glukézyzeme vypgitat kazdych 5 minut
(vzhledem k 5ti minutovym intervain méteni glykémie), mizeme proto sledovat
casovy piibeh zmen tk&ové senzitivity inzulinu. To f¥e poskytnout informace o
mechanismu inzulinové resistence.

3. clampové techniky na rozdil od jinych vy&eti ve spojeni s podanim izotopem
znaené glukézy umailji kvantifikaci endogenni produkce glukozy a jgjiizace.

4. Clampové metody nabizeji celadadu kombinaci s dalSimi technikami, které
umoziuji detailni pohled nejen na jednotlivé Urévglukoregulace a intermedialniho
metabolismu, ale i poché@douvisejicich gizenim dalSich bugtnych funkci.

DalSi metody réeni inzulinové senzitivity jsou zminy v piiloze 3 (strana 62)
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4. ZviFeci modely

Vzhledem k tomu, Ze inzulinoresistence je velicetetogenni polygerin
determinované onemoémi, jsou pro jeji vyzkum pouzivanyiané zvieci modely.
Limitujicim faktorem interpretace vysletlkna €chto modelech je vSak fakt, Ze tyto
skupiny zvfat jsou oproti lidské populaci geneticky homogenni.

Inzulinoresistentni stavy u laboratornich favise dli do i zakladnich kategorii:
geneticky podmi&né, nutréné indukované a farmakologicky navozené (122).

V nasem experimentu jsme pouzili inbredni polygenoniel metabolického syndromu
v podolg hereditars hypertriglyceridemického potkana (hHTG). hHTG potkbyl
vySlech&n doc. Vranou v Praze selektivnirtizenim Wistar potkains vySSi odposdi
plasmatickych triglyceridl na zatz v podole krmeni vysokosachardsovodi
fruktésovou dietou (149). Endogenni hypertriglydémie je u hHTG potkdnpritomna
nalatno i postprandiakh Zvysena in vivo lipogeneza v jatrech, zvySenaemsk Tg z
jater a nezrnéna postheparinova aktivita lipoproteinové lipazyptasné u hHTG
potkari poukazuji na hyperprodaki typ hypertriglyceridémie (149). KranTg jsou v
séru zvySeny i hladiny FFA (150). In vivocidek inzulinu néfeny pomoci
euglykemického hyperinzulinémického clampu je u KEHWiZSi. SniZzeni inzulinem
indukované utilizace glukdzy muze higste&ne vysledkem redukce schopnosti inzulinu
prijimat glukézu do cilovych tkani (kosterni svalyk} (151), a/nebo sniZzeni ¢a
glukbézovych transportéru (152). Sketelem na to, Ze v jatrech nebyly nalezené rozdily
ve sloZzeni membranovych ligid fluidity plasmatické membrany, autofosforylace
inzulinového receptoru a ani aktivity tyrozin kigad53) se pedpoklada, Ze snizeny
acinek inzulinu in vivo neni v jatrech lokalizovan aeovni inzulinovych receptar ale
na postreceptorové urovni (154). U hHTG potkdayly dale zjiS¢ény zvySené hodnoty

systolického, diastolického afstiniho tlaku (155, 156), které koreluji s hladifiayv
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plasné a se zvySenym obsahem sodiku v erytrocytech (18Bmeni hHTG potkain
vysokosacharosovou dietou vede k prohloubeni higlteridémie a ke zhorSeni
biologického dinku inzulinuin vivo. ZvySenym pisunem®-3 mastnych kyselin s
dlouhym tfettzcem se hypertriglyceridémie upravuje (157) a w@rodochazi ke
zlepSeni biologickéhodinku inzulinuin vivo. To potvrzuje kifovou udlohu zminéné
dostupnosti cirkulujicich Tg a ve tkanich akumuloyeh Tg pro regulaci biologického
acinku inzulinu (152).

DalSi zviteci modely inzulinové resistence jsdegstaveny v illoze 4 (strana 65)
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5. Uvod k experimentu

Na naSe pracovistbyla ve spolupraci s dr. Kyselovou zavedena mktodlamg na
Zivém zvteti, ktera je Ceské republice unikatni a umnge nmeieni nejiizréjsich
parametit in vivo. V prvni fazi jsme se dnovali otazce Skodlivosti kratkodobé
hyperinzulinémie a hyperglykémie na potkanech km#&vistar. Pod#élo se nam
prokazat, ze kratkodoba hyperinzulinémie sniZujetaré parametry oxidaiho stresu
(182) a proto by mohlo byt u diabeiikk. typu s postprandialnimi hyperglykémiemi
vhodnécasné zahajeni inzulinoterapie.

V posledni dob je vtnovana znéna pozornost otazce vlivu normoglykémie a inzulinu
na morbiditu a mortalitu nemocnych (prace hkawnoblasti intenzivni mediciny) a
dosud nebylo jednoziae rozhodnuto o podilu normoglykémie a infaze inzulfrer se
na snizeni morbidity a mortality kriticky nemocnyc¥izhledem k zarteni naSeho
pracovis¢ na n&reni inzulinové senzitivity, oxidaiho stresu, inzulinu a glykémie u

diabetiki bylo cilem dizertéeni prace:

Cile prace

1. Zavedeni a rozvoj &eni inzulinové resistencen vivo metodou clamp na
laboratornich potkanech.

2. Stanoveni inzulinové resistence hHTG potkabez pedchozi stimulace
vysokosacharidovou dietou.

3. ZjiS&ni zda exogenni ifke inzulinu nize zlepSit parametry oxidaiho stresu
béhem kratkodobé hyperglykémie a euglykémiecgampovém vySéeni na modelu

metabolického syndromu u laboratorniho potkana.
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5.1. Metodika

Euglykemicky hyperinzulinovy clamp a hyperglykenyicklamp je klasicky uZzivan
k testovani inzulinové resistence.

V naSsem experimentu jsme k atiehi efektu glykémie a infuze inzulinu pouzili jiz
popsany euglykemicky hyperinzulinovy clamp (EHC) pgho modifikaci
hyperglykemicky hyperinzulinovy clamp (HHC). Jeds&é o modifikaci originalniho
postupu zavedeného prof. KlimeSem na Ustavu expeti@ini endokrinologie SAV
v Bratislav¥. Po navozeni stabilizovanych podminek @uglykémii a hyperglykémii

pak byly provedeny krevni odty ke stanoveni paramétoxidatniho stresu.

5.1.1. Pouzity fyziologicky model

K experimentu byli pouziti samci laboratornich otk kmene hHTG a Wistar
(kontrolni skupina) ve st 3 mésiai, o hmotnosti 300-350 g. Potkani Wistar byli
dodani firmou AnLab s.r.o. (PrahdR) a potkany hHTG jsme ziskali z pracovist.
Kazdové (IKEM, Praha,CR). Zvitata byla chovana za standardnich podminek
s dvanactihodinovym stelnym rezimem, krmena standardni peletovou dietou
napajena vodoad libitum

Béhem ctrnactidenni aklimatizace v naSem chovatelskétizeai byla zviata zvykana

na €sny kontakt s experimentatorem, manipulaci s nimiaa pobyt v metabolickych
klecich, aby byly vyloteny stresové reakce af bthem experimentu. VSechny

experimenty byly provaghy po schvaleni Etickou komisi.
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5.1.2. Metodika clampu na zvtecim modelu:
VSem zvfatim byla operén¢ zavedena kanyla do v. jugularis (podavani infazrt.

car. comm. (od¥r vzorki) — podrobny postup operace je popsatiilope 5 (strana 73)

Pouzité roztoky béhem clampu:

Roztok inzulinu: 20 IU (200 ul) kratkodobého inzulinu (Actrapid HREenfill, Novo
Nordisk, Koda, Dansko) ngectno ve 20 ml fyziologického roztoku pdigani cca 5
kapek krve potkana k zabiérn adheze inzulinu nagsty infuzniho setu.

Roztok glukézy:40% glukoza (Glucosum, Eia, Praha,CR) byla ndedtna 10%
gluk6zou v pondru 2,5:1 na vyslednou koncentraci roztoku 30%.

Fyziologicky roztok:0,9g/L NaCl (B Braun, Bmecko)

Pristroje:
infuzni pumpy B Braun (Bmecko)

gluk6zovy analyzator Hemocue (Svédsko)

Priprava pokusnych zviat pred clampem:

Clampoveé vyséeni jsme provadli po 3 denni rekonvalescenci gai po operaci. ied
vlastnim experimentem Zei lainilo min 12 hodin.

V den experimentu byla obnovenaighodnost kanyl u zvat. Kanyla do v. jugularis
slouzila k podavani kontinualni konstantni infumeulinu a variabilni infaze glukdzy.
Kanyla z a. carotis communis slouzila k édbkontrolnich vzork krve. Zviata byla
po té umisina po jednom do metabolickych kleci a ponechanaiddt v klidu, aby se
adaptovala na zénu prostedi. BBhem pobytu v metabolickych klecichéla zvirata

neomezeny ifistup k vod.
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5.1.3. Design experimentu
Celkem 40 laboratornich potkan(20 potkat kmene hHTG a 20 potkankmene

Wistar) podstoupilo po nahodném relamhi jeden z nasledujicich tyglampu.

Clamp 1 - EHC v trvani P0min 5 nasledujicim HHC takeé v trvani 90min

Glykéemie 6 mmol1 Glykémie 12 mmol1
T =90 min T = 90 min
l ] ]
"o Ton 1180 min

Clamp 2 - HHC v trvani ?0min 5 nasledujicim EHC takeé v irvani P0min

Glykémie 12 mmol/1 Glykémie 6 mmol/1
T =90 min T =90 min
l | |
"o lop 1180 min
Kmen
Experiment | Pocet zvirat (n) Clamp 1 Clamp2
potkana
1 5 hHTG inzulin | --mmmmmmememee e
2 5 hHTG | - inzulin
3 5 hHTG fyziologicky roztok ---------------=-mmno--
4 5 hHTG | - fyziologicky roztk
5 5 Wistar inzulin = | =memmmmemmeeeee
6 5 Wistar | ------mmemmeeeeeee- inzulin
7 5 Wistar fyziologicky roztoK -------------=--=-mm---
8 5 Wistar | ------mmemeemeeeeee- fyziologicky rotok
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V experimentech s fyziologickym roztokem byla induzinzulinu nahrazena

fyziologickym roztokem o stejné rychlosti infuze.

Prekiizeni glykémii bylo pouzito k zamezeni oviém nangrenych hodnot dobou
trvani clampu a padim glykémii v clampu (6 a poté 12 mmol/L nebcalri?asledé 6
mmol/L). Fred vlastnim hodnocenim pak byly steny nangirené hodnoty i

odpovidajich glykemiichdhem clampu 1 a 2. Tim jsme ziskali nasledujiciupsky:

skupina Cislo provedeného experimentu
hHTG — inzulin 1+2
hHTG — fyziologicky roztok 3+4
Wistar — inzulin 5+6
Wistar — fyziologicky roztok 7+8
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Vlastni provedeni clanipa casovani odéra krve (1 mL) k laboratornim vyS@&nim je

patrné z nasledujiciho obrazku.

Design clampu

Konstantni infuze inzulinu 50 mU.Kgnin™

v

Variabilni infuze 30% gluk6zy od 3. minuty

v

-10 min 0 min 90 min 180 min

Odhker vzorku Odber vzorku Odber vzorku

Glykémie byla kontrolovana v 5 minutovych intencie
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5.1.4. Biochemické metody @¥eni
Z odebranych vzork krve byla stanovena hladina: MDA, celkové antiekid

kapacity, glutathionu oxidovaného i redukovanéhbuminu, triglyceriai a kyseliny

mocove.
Parametr Zkratka | Souprava Vyrobce Jednotky
Malondialdehyd MDA Elisa reader mmol/L
Celkova antioxidéni | AOK TAS Randox mmol/L
kapacita
Redukovany GSH Bioxytech Oxis pumol/L
glutathion
Oxidovany glutathion| GSSG Bioxytech Oxis pmul/L
Albumin -- Human 10560 Human g/L

Gesellschaft

Triglyceridy Tg Dialab D96386 Dialab mmol/L
Kyselina m@ova - DOT AAU803 DOT pmol/L

Komentaie k laboratornim stanovenim:

AOK: ABTS inkubované s peroxidazou a peroxidem vodikii tkadikal ABTS+ . Ten
je relativre stabilni a je mozné hodfit pti 600 nm. Antioxidanty séra potaji vznik
tohoto radikalu. AOK je vyjadvana jako ekvivalent standardu Troloxuéiehi se

provadi na analyzatoru Hitachi 717.
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MDA: Malondialdehyd a jiné degratta produkty peroxidace reaguji sétvi
molekulami kyseliny barbiturové (TBA) v kyselém pti@di na barevny produkt, ktery

se po extrakci n-butanolemein pii 532 nm pouzitim Elisa-readru.

GSH/GSSG:Redukovany glutathion (GSH) s volnou thiolovou skop predstavuje
hlavni tkd&ovy antioxidant, ktery poskytuje redirk ekvivalent pro
glutathionperoxidazu. &em tohoto procesu je GSH oxidovan na GSSG. GSSG je
nasleds redukovan na GSH prdstnictim glutathionreduktazy. ZvySeny oxidastres
pak vede v biikach k poklesu po#nu GSH/GSSG, coz je dano hrongadn
oxidovaného GSSG.

Statisticka analyza:Vzhledem k neparametrickému rozlozZeni dat bylaZgou
Wilcoxonova testu pro paroveé v@hy a Mann-Whitney testu pro neparove. VSechny

vysledky jsou vyjateny jako median a interquartilove rétip
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5.2. Vysledky

Ke studii metabolickych z#m v ramci syndromu inzulinové resistence jsme Mybra
potkany knene hHTG, kitepredstavuji neobézni model metabolického syndromu s
hypertenzi, hypertriglyceridémii a inzulinovou stenci (156). Potkani kmene Wistar
byli zvoleni jako kontrolni skupina zit z fyziologickymi metabolickymi posgny.
Velikost souboru byla volena tak, aby po skeni nandtenych hodnot odpovidajicich
skupin za stejné glykémie vznikla dostakepacetna skupina umaijici statistické

zpracovani s dostate nizkou variabilitou.

Vstupni charakteristika

V ramci Wistar a hHTG potkdmebyly zjiSény statisticky vyznamneé rozdily v
pocateEni hladirgé albuminu, Tg a kyseliny néoveé. Statisticky vyznan#vyssi byly
bazalni hladiny Tg, kyseliny ndové a porr GSH/GSSG u hHTG potkérve srovnani

s Wistar potkany (tabulka 1).

Tabulka 1

Biochemické parametry za bazalnich podminek

Albumin (g/L) Triglyceridy (mmol/L)
median (low — high) median (low — high)
hHTG — inzulin 36.2 (35.6 - 36.7) 0.43 (0.41 - 90.50
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hHTG — fyz. roztok 37.1(36.5 - 37.4) 0.43 (0.4049)
Wistar — inzulin 36.3 (35.8 - 37.4) 0.28 (0.2630)*
Wistar — fyz. roztok 36.4 (35.2 - 37.3) 0.29 (0-2B31)

*p<0.05 v porovnéni s odpovidajicimi skupinami hHTG

Kyselina motova (umol/L) GSH/GSSG
median (low — high) median (low — high)
hHTG — inzulin 29.0 (25.0 - 43.8) 9.43 (7.60 - 1).0
hHTG — fyz. roztok 28.5.7 (23.8 - 41.2) 8.54 (6-7889)
Wistar — inzulin 18.5 (12.1 - 2022) 1.85(1.16 - 2.52)
Wistar — fyz. roztok | 17.8(13.0-18%9) | 1.94(1.42-2.1%

*p<0.05 v porovnéni s odpovidajicimi skupinami hHTG
# p<0.01 v porovnani s odpovidajicimi skupinami hHG

VySetieni inzulinové senzitivity

Jako parametr hodnoceni inzulinové sensitivity jpmeZili M-hodnotu (mg.kg.min™)

meétenou v pitbéhu poslednich 30 minut kazdého clampu (graf 1).

Graf 1
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M-hodnota

median; sworka: interkvartilove rozpéti
= ]
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* # |
O TT HTG
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30+

20

Glykemie 6 mmaoli Ghykemie 12 mmaoli

* p=0.05 v poravnani glykémie & mmaoldl vs. 12 mmaol/|
# p=<0.05 v porovnani hHTG ws.\Wistar

Jak je patrné z grafu M-hodnota hHTG potkéryla statisticky vyznamnnizsi v

porovnani s Wistar potkany a to na obou vg@etnych hladinach glykémie.

Pti glykémii 6 mmol/L byla 25.46 (23.41 - 28.45) v8.30 (27.49 - 50.42) &ip
glykémii 12 mmol/L byla 57.18 (50.78 - 60.63) v8.@0 (63.61 - 85.92). To znamena,

Zze hHTG potkani byli inzulinoresistentni i bez silate vysokosacharézovou dietou.

Antioxida ¢éni kapacita

Celkova antioxideni kapacita (AOK) se za bazalnich podminek neli$iéi potkany

hHTG a Wistar. Ke statisticky vyznamnym &mam nedoslo ani v fibcha clampi s
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raznymi hladinami glykémie (tabulka 2). Koeficientrieee metody stanoveni AOK byl

2.9%.

Tabulka 2

Celkova antioxidéni kapacita (AOC)

AOC (mmol/L)

median (low — high)

Skupina PaAtENT Sstay Glykémie 6 Glykémie 12
mmol/L mmol/L
hHTG — insulin 0.83 (0.80-0.89)0.81 (0.77 - 0.90) 0.77 (0.72 - 0.89)

Wistar — insulin

0.85 (0.80 - 0.99

) 0.81 (0.7591).

0.88 (0.79 - 0.93

hHTG — fyz. roztok

0.86 (0.82 - 0.89)

0.83 (0.8D86)

0.84 (0.81 - 0.86

Wistar — fyz. roztok

0.89 (0.83 - 0.96)

0.86 (0-8L95)

0.90 (0.86 - 0.94

Redox stav

Pomery GSH/GSSG byly signifikantnvyssi v ptibéhu vSech clampu hHTG potkan

ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar potk#tabulka 3 a graf 2). Dale doslo u
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hHTG potkard pii glykémii 6 mmol/L k signifikantnimu zvySeni pam GSH/GSSG

béhem infuze inzulinu. Tento efekt byl si¢@st&n¢ potlaten glykémii 12 mmol/L, ale

zustal statisticky vyznamin vysSi oproti bazalnim hodnotam. U Wistar potkgme

nepozorovali Zadné signifikantni 2ny (tabulka 3 a graf 2). Koeficient variace metody

stanoveni GSH byl 3.11% a pro GSSG 7.61%.

Tabulka 3

Pontr redukovaného/oxidovaného glutathionu (GSH/GSSG)

GSHI/GSSG
Skupina median (low — high)
Glykémie 6 mmol/L Glykémie 12 mmol/
10.02 7.42
hHTG — inzulin
(9.90 - 11.42)"* (7.15 - 7.89)
HHTG — vz 6.01 } P=0.002 6.16 } P=0.003
roztok (5.83 — 6.43f (5.74 - 7.05f
3.18 2.11
Wistar — insulin
(1.44 — 3.69) } NS (1.69 - 2.93) } NS
Wistar- fyz. 2.93 3.08
roztok (2.24 - 3.42) (2.10 - 5.30)

$ p<0.05 v porovnani s glykémii 12 mmol/L

* p<0.01 v porovnani s glykémii 12 mmol/L

# p<0.01 v porovnani s odpovidajicimi skupinamkpat Wistar

Graf 2
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Poner redukovaného/oxidovaného glutathionu (GSH/GSSG)

GSH/GSSG

bedian; svarka: interkvartilove rozpéti

12

10 F %*

M M

GSHIGSSG (relativni jednothky)

5] 12
Glykemie (mmaol/)

# p<0.01 pi glykémii 12 mmol/L

* p<0.01 @i glykémii 6 mmol/L

T hHTG-inzulin
“& hHTG-fyz. roztok
“A Wistarinzulin
& Wistar-fyz. roztok

K rozliSeni efektu glykémie od inzulinové uizie jsme pouzili podr GSH/GSSG

meéifeném Bhem infize inzulinu k GSH/GSSGhem infize fyziologickym roztokem.

Jak je patrno z vysledk sumarizovanych v tabulce 4j glykémii 6 mmol/L byl
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poner GSH/GSSG tégt 2x zvysSen u hHTG potkannfundovanych inzulinem, zatim
co u Wistar potkainjsme podobny efekt nepozorovali. A dale hyperghgkél2
mmol/L navozeny pokles pairu GSH/GSSG u hHTG potkarbyl signifikantré
zmirrén infazi inzulinu. A ogt u skupin Wistar potkannedoslo k Zzadnym

sifnifikantnim znénam (tabulky 3 a 4 a graf 3).

Tabulka 4

Pomeér GSH/GSSG &hem inzulinové infze ku GSH/GSSGipinfuzi fyziologickym

roztokem
Pomer GSH/GSSG
Skupina median (low — high)
Glykémie 6 mmol/L Glykémie 12 mmol/L
hHTG 1.76 (1.57 - 1.93) 1.14 (1.09 - 1.36)
Wistar 0.84 (0.69 - 1.40) 0.62 (0.44 - 1.15

* p<0.05 v porovnani s glykémii 12 mmol/L

# p<0.05 v porovnani s odpovidajicimi skupinamkpat Wistar

Mezi potkany kmene Wistar nedoslo k signifikantramenam

Graf 3
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Fomér GSH/GE5H skupin infundovanych inzulinem ku GEH/GSSG skupin
infundovanych fyziologickym roztakem

hedian; svarka: interkvartilove rozpéti

20
1.8

15 b *

_x _L
T2 =
T T

_;
™
;

relativni jednotky

08 r

oG r

04} ]
O Glykémie B mmal
& Glykémie 12 mmaoli

0z . .
hHTS Wistar

----- zobrazuje hodnotu stejného efektu inzulinove infuze a fyziologickeha
roztoku, wyEEi hodnoty znamenaji
vEtEi efekt inzulinu

* p<0.05 v porovnani s glykémii 12 mmol/L
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5.3. Diskuze

Hereditarni hypertrygliceremicky potkan (hHTGegdstavuje model neobézniho
metabolického syndromu s hypertenzi, hypertrighg&amii a inzulinoresistenci. Tento
kmen je relevantnim modelem familiarni hyperch@edémie a metabolického
syndromu a je ddie pouzitelny pro rreni metabolismu lipidl a inzulinové resistence
(156). Skupiny hHTG a Wistar potkase za bazalnich podminek mezi sebou neliSily v
hladirg albuminu adlesné hmotnosti. VySSi hodnoty triglycetid kyseliny meéové
swedcily pro pritomnost metabolického syndromu u hHTG potkdnzulinoresistence
hHTG potkari byla potvrzena naéienymi M-hodnotami jak ip normoglykémii 6

mmol/L tak i @i hyperglykémii 12 mmol/L. Inzulinoresistence patik&kmene hHTG

byla prokazana i bez@dchozi stimulace vysokosacharidovou dietou, keecdvykle

uzivana ke zvyrazmi metabolickych vlastnosti tohoto €iho modelu (149, 175).

Celkova antioxidéni kapacita se signifikantmengnila v pribéhu clamgh u obou
kmen zvirat (hHHTG a Wistar) a nebyla ovligna glykémii ani infuzi inzulinu. Tento
nélez odpovida i vysledkn nasich pedchozich praci (182). Stéjtak jsme nerili
ani hladiny TBARS jako markeru peroxidace lippighrotoZze Bhem naSich minulych
experimeni jsme pozorovali pouze minimalni 2y v hladire MDA v prab¢hu
clampi (182). Nalez pouze nevyznamnych&mnv hladinach MDA je v souladu i

z dalSimi pracemi provedenymi na pacientech s tésbmellitus 2. typu (183).

Jiz za bazalnich podminek signifikatizvyseny porr GSH/GSSG u hHTG potkén
ve srovnani s potkany kmene Wistaé@ii pro chronickou aktivaci antioxidaiho
systému fi vySSi produkci ROS v ramci metabolického syndroPongr GSH/GSSG
zastaval Bhem clamp u potkari kmene hHTG vySSi jak s inzulinovou infuzi, talezb

ni. Inzulinova infuze ale byla schopna dale sigaifitreé zvysit ponér GSH/GSSG nad
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hodnoty dosazené bez inzulinové infuze. Navic inznizil hyperglykémii navozeny
pokles pormiru GSH/GSSG. Oproti tomu jsme nepozorovali Zadatssicky vyznamné

zmeény u kontrolni skupiny potk@nkmene Wistar.

VySe popsané zénmy by mohly byt vys¥tleny inzulinem, protoZe inzulin dokaze
suprimovat prozaitlivé transkrigni faktory (184, 185). Navic inzulin suprimuje
produkci ROS a expresi pA'?, klicové komponenty NADPH oxidazy, coZ je enzym,
jehoz pisobenim vznika superoxidovy radikal. VySe uvedean&arzuje potentni
antioxidani efekt inzulinu (184, 186). Mezi dalildzité &inky inzulinu patti
vasodilatace a inhibice agregace trombocyito efekty jsou zfisobeny zvySenym
uvoliovanim oxidu dusnatého (NO) a zvySenim aktivity 8i@tazy endotelu a

trombocyti (190, 191).

Infuze gluk6zy méa prozé&tlivy efekt, ktery mize byt gitomen i bez zvySeni glykémie
nad fyziologické hranice a dokoncerep zachovalou endogenni sekreci inzulinu (192,
193). Glukoza aktivuje kibve, inzulinem suprimovatelné prozéivé transkrigni
faktory (193, 186) a vede ke zvysené produkci R@8ydeni exprese p¥?* (192).
Dochazi pak k poklesu biologické dostupnosti NOledem ke zvySeni hladiny
superoxidového radikalu, ktery formuje NO na perotit. A tedy, hyperglykémie

indukuje oxid&ni stres, zattlivou odpovd’, vasokonstrikci a agregaci tromboityt

V poslednich letech byl prokazéan relativni defiétd u samaé potkari kmene hHTG ve
srovnani s normotenznimi potkany Lewis (187). D@lenamo, Ze oxidai stres je
spojen s nadprodukci superoxidového radikalu. Ryokdkce NO se superoxidem pak
efektivre snizuje intracelularni hladiny NO pod Uraveutnou k aktivaci guanylat
cyklazy. Navic v pipact nadbytku superoxidu nad NOuge dochazet k tvoh

peroxynitritu a hydroxylovych radik&l(188, 189). Stimulace NO synt4zy inzulinem s

54



naslednym zvysenim hladin NO, by pak mohlo ¥#wnami pozorovany vzestup

poneru GSH/GSSG u potka@rkmene Wistar.

V poslednich letech se objevilo mnozstvi klinickygthdii, které prokazaly benefit
infuze inzulinu Bhem kardiochirurgickych vykan(194), u pacierits popaleninami

(195) a u kriticky nemocnych (196, 197).

Na podklad vySe uvedenych datieme odvodit, Ze inzulin je schopen sniZovat
intracelularni oxidéni stres cestou zvySeni pdm GSH/GSSG. Podobnych vysleédk
bylo dosazeno i v humannich experimentech, kd@imkézan vliv inzulinu na snizeni

oxidatniho stresu cestou zvySeni pgmnGSH/GSSG u diabetilk?2. typu (183).

S ohledem na naSe vysledky (jaké................. )e zdaozdipni ovlivnéni porréru
GSH/GSSG je spiSe apobeno inzulinemer senez udrzenim normoglykémie u

inzulinoresistentnich zkAt.
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5.4. Zakry

1) Na naSe pracoviSse pod#lo zaveést ve spolupraci s dr. Kyselovou metodiku
clampového vysSéeni na zvieti v badtlém stavu, ktera je ve &¢ ojedirgla pro svou

naranost. Podobné vydeni nebylo dosud provédo na zadném pracovistiGR.

2) Experiment prokazal inzulinoresistenci u potkkmene hHTG bezipdchozi
stimulace vysokosacharidovou dietou — model kompegizého metabolického

syndromu.

3) Experimentalni vysledky ukazuji signifikantniegtup oxidaniho stresu u hHTG
potkari bez exogenni infuze inzulindgi pnyperglykémii. Exogenni infuze inzulinu

vyznamm zlepSila redox stav hHTG potkapii normoglykémii i hyperglykémii.

4) Experiment jashprokazal v posledni déluznanou hypotézu, Ze hyperglykémie je
rizikovéjSim faktorem oxidéniho stresu nez kratkdoba hyperinzulinémie. Expenim
tedy podporuje saiasny klinicky postup i Ié¢bé diabetiki 2. typu stasnym pevodem

na inzulinoterapii po selhanicley peroralnimi antidiabetiky.

5) Experiment je v souladu se gaanym pohledem na udrzovani normoglykémie inflzi
inzulinu u skupiny kriticky nemocnych paciénkde bylo prokazédno vyznamné snizeni
mortality. Dosud vSak nebylo jednozina zjiSttno, zda pozitivnim efektem je sama
normoglykémieti inzulin per se Experiment prokazal, Ze zlepSeni paratetr
oxidatniho stresu {b inzulinovou infuzi navozené normoglykémii, je &dano

inzulinemper se,nez normoglykémii.

Prace byla podporovana grantem Karlovy Univerzi§JK v Plzni MSM 21620814
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Piloha 1

Déje za inzulinovym receptorem

Zatimco IRS proteiny jsou séasticasnych dja inzulinové signalni kaskady, je to
praw tvorbarady dalSich signalnich protéinkteré jsou odpasdné za unikatni
odpowd rozlicnych burk a tkani na inzulin. V jibéhu stimulace inzulinem dochazi
k vazle tyrozin fosforyl&nich mist IRS proteihna Src-homology-2 (SH2) domény
raznorodych postreceptorovych signalnich molekul jska fofatidylinositol 3-kinaza
(PI 3 kinaza), istovy faktor receptor vazajiciho proteinu 2 (GrleZH2-obsahujici
protein-tyrozin fosfatazu 2 (SHP-2) — obrazek §siMdny efekt inzulinu v kazdé
jednotlivé buice zavisi na tom, které efektorové molekuly jsopremovany a zahrnuty
do signalniho komplexu a ktera signalni cesténjeviysledr aktivovana (8). Ve
svalech skeletu a tukové tkaniigobuje inzulinem stimulovana P1 3 kinaza zvyseni
exprese nebo translokace GLUT4 a GLUT1 transpioeéim i zvySeni utilizace
glukozy (40-42). V pankreatickydhbunkach pravédpodobr ovliviiuje prezivanip-
burgk PI 3 kindzova kaskada (34, 43, 44). A koneckontzulinem stimulovana Pl 3
kindza silk aktivuje syntézu proteinve WtSin¢ burek, které jsou regulovany mTOR
(mammalian target of rapamycin) cestou. Alternatidachazi aktivaci proteinu Grb-2
ke stimulaci genové transkripce cestou kaskadygernaktivované proteinove kinazy

(MAPK) (45).
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Obrazek 1

Schématicky model signalizai kaskady inzulinu

Insulin
AL receptor
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B
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GLUT4

translokace

@ PI3-Kinase

— [:_EL-'PK@ CAFECY {ﬁ?-} 56 Kinase)

() ' ,——-S m&x

/';Enscripljonfgz‘c} ‘m@'-‘ ;‘@
{o-jun. c-myc etc.) -,‘.
) ~" Mucleus ! "y
7 Syntéza GLUT4
- . ghkogenu | translokace |
MWitogenesa Antilipotiza Regulace
translace
Legenda:

IRS-1 - insulin responzivni substrat 1
P13-kinase — Fosfatidylinsoitol 3 kinaza

p85 - PI3 — regukmi podjednotka kindzy
pl110 - PI3 — katalyticka podjednotka kinazy
PDK1 - Fosfoinositid dependentni kindza 1
aPKC — atypicka protein kindza C

Akt/PKB - protein kinaza B
PP-1G - protein fosfataza 1G
GS - glykogen syntaza

PDE 3B - Fosfodiesteraza 3B

Shc - src homologie a kolagen vazajici protein
Grb2 — vazajici protein receptoristového faktoru-2

SOS - Son of sevenless

MAPK - Mitogen aktivovana protein kinaza
ERK - extracelularni regutai protein kinaza

MEK - MAP kinazy kinaza

RSK(p90™) - ribosomalni S6 kinaza

PLCy - fosfolipaza @

GPI - Glycerol-fosfatidylinositol
IPG — Inositol fosfat glycan
DAG — Diacylglycerol

PTB - fosfotyrosine vazajici doména

SH2 - src homologie 2
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GLUT4 - insulin-sensitivni transportér glukdzy

Piiloha 2

PFi¢iny inzulinové resistence

Primarni pric¢iny IR
Primarni poruchy biologickéhociinku inzulinu jsou projevem genetické dispozice a
mohou byt lokalizované kfina Urovni cilovych tk&dni nebo mime.n
Mimo cilové tkar jde o geneticky podménou tvorbu anomalni molekuly inzulinu
nebo o neudplnouipmeEnu proinzulinu na inzulin. Vifpad tohoto defektu je patrna
hyperinzulinémie, resp. hyperproinzulinémig pormalnici zvySené glykémii natano.
Podéani exogenniho inzulinu tuto metabolickou pandampletr upravi.
Receptorové mechanismy IReglstavuji asi 1-2% vSecttipadi. Je pro & typicky
rodinny vyskyt atasny nastupskych forem IR typu A jiZ v &stvi. Doposud je znamo
pies 70 dznych mutaci genu pro inzulinovy receptor. Usuzsge Ze mutace alfa
podjednotky maji mirsi klinické projevy nez mutace beta podjednothy.disledku
mutaci dochazi ke snizeni mnozstvi mRNA pro inowijrreceptor, k defektnifpmené
proreceptoru na alfa a beta podjednotku, zvySengdiuravani receptoru, porucham
vazby inzulinu¢i k ovlivnéni tyrozinkinazy inzulinového receptoru. Klinickg $yto
mutace inzulinového receptoru projevuji syndromBntypu A a jeho variantami.
Syndrom inzulinoresistence typu A je charakterirovayraznou endogenni
hyperinzulinémii s poruchoti bez poruchy tolerance glukdzy, acanthosis nigigca
(kozni léze s hyperpigmentaci a hyperkeratézoupickym vyskytem v axille, na
zatylku, v antekubitalnich a poplitealnich jamk&&znamé etiopatogeneze) a ovarialni

hypergonadismus.
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Rabson-Mendehdil’ syndrom zahrnuje pinealni hyperplazii, dentalpépdazii a jiné
dysmorfie.

Pseudoakromegalii charakterizuji zh&léorysy tvae, rozsteni mezizubnich &tbin a
svalova hypertrofieip normalnich hladinachistového hormonu a IGF-I.
Leprechaunismuge vzacny kongenitalni syndrom typicky intrauteiimetardovanym
rastem, dysmorfickou t¥# acanthosis nigricans a extrémni IR. Leprechaoeis
postizena novorozena éetatka mohou mit polycysticka ovaria, hirsutismus
klitorimegalii.

Lipodystrofie vede u pacieintk absenci tukové tk&n(Uplna kongenitalni lipoatrofie
nazyvana syndrom Berardinelli-Seip) nebo u parciédnmy k variabilni regionalni
lipoatrofii ¢i hypertrofii.

K zakladnim projeirm syndromu IR typu A péti vyrazna hypertriglycerolémie a
hepatosplenomegalie.  Kr@mporuch vazby inzulinu, exprese recepioaktivity
tyrozinkinazy a postreceptorovéhoreposu inzulinového signalu byla navicéaehto
pacienti zjiSttna resistence na antilipolytickyciaek inzulinu. Pesny mechanismus
vzniku tohoto syndromu vSak neni dosud znam.

Také defekty mitochondrialni DNA jsodipinou vzacnych onemoéni spjatych s IR.
Jako piklad Ize uvést Wolfrariv syndrom, vzacné autozomalrecesivni onemoeni
vzniklé mutaci mitochondrialni DNA, zvané téz DIDMO: diabetes insipidus,
diabetes mellitus, optick& atrofie, senzorineurhlothota (deafiness).

It

Sekundarni pri¢iny IR

Sekundarni faktory ovliwijici citlivost cilovych tkani na inzulin a pro dtny
charakter &chto poruch s¥dci to, Ze po odstrami pficiny vétSinou dojde k obnoveni

fyziologického inku inzulinu. ZvySend sekrece  glukokortikoidu,ulggonu,
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katecholamifi a ristového hormonu, ke které dochazi v ramci spégitic
endokrinopatii neboipstresu, vede k IR. Glukagorigobi proti inzulinu fedevsim na
jaterni Urovni, ostatni kontraregtfd hormony dinkuji i na arovni perifernich cilovych
tkani. Ristovy hormon sniZzuje get inzulinovych receptér a inhibuje transport
glukozy. Glukokortikoidy indukuji IR bdi pfimo snizenim mnozstvi nebo aktivity
glukézovych transportér nebo nefimo zvySenim hladin glukagonu a FFA.
Katecholaminy antagonizujiimek inzulinu stimulaci glukoneogeneze, glykogemgly
lipolyzy a inhibici periferni utilizace glukozy lmetdrenergnim mechanismem.
Samotna hyperinzulinémie vede k snizendtpanzulinovych receptdrna povrchu
burgk (down-regulace). IR najdeme proto také u padieninzulinomem nebo ji Ize
navodit u zdravych paciantinfuzi inzulinu. Inzulinoresistence se vyskytugké i
raiznych patofyziologickych stavech jako je diabedidketoacid6za, urémie, jaterni
raiznorodé a zahrnuji vlivy od zimy pH, ges tvorbu uremickych pepfidnhibujicich
utilizaci glukozy, az po kolisani hormonalnich hiag procesu dospivani, starndgti
tehotenstvi.
Jako syndrom inzulinoresistence typu B @xpeme IR vzniklou nasledkem tvorby
autoprotilatek proti inzulinovému receptoru. Jeds® &tSinou o polyklonalni 1gG
protilatky vznikajici v ramci jinych autoimunitnicétavi. Protilatky vedou k inhibici
vazby inzulinu a/nebo k urychleni degradace inpwi@mo receptorwi postreceptorové
desenzitizaci cilovych bék. V typickém gipac vznikd dekompenzovany diabetes,
ancanthosis nigricans a ovarialni hypergonadismus pemenopauzalnich Zen).
Protireceptorové protilatky se mohou chovat nejakojantagonisté, ale také jako
agonisté inzulinu, v tomtofipad® stav pacierit kolisa mezi diabetem, remisi a

hypoglykémii. U ¥tSiny pacieni se nachazeji klinické nebo laboratorni znamky
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systémoveho autoimunitnino onemeéch (lupus erythematodes, primarni biliarni
cirhéza apod.)
Priciny inzulinorezistence

Primarni poruchy mimo cilovych tkani (G¢inek inzulinu po exogennim podani je
normalni)

Abnormalni molekula inzulinu
NeUplna pemena proinzulinu

Primarni poruchy na arovni cilovych tkani (porucha pretrvava i po aplikaci
exogenniho inzulinu)

Mutace geil pro inzulinovy receptor

Syndromy IR Typu A a jeho varianty

Defekty jinych gen dilezitych pro @inek inzulinu

Glukozové transportéry
Glukokinaza a jeji regutai protein
Mitochondrialni t-RNA

Substraty pro tyrozinkinazu inzulinového receptoebo meziproduktyignosu
inzulinového signalu

Enzymy usklad#éni a oxidace glukozy
Enzymy metabolismu glycid lipida a proteinu

Sekundarni faktory ovliviiujici citlivost tkani na inzulin
(porucha se miZze normalizovat po odstrani vyvolavajici priciny)

Patofyziologickeé situace

Stres, Hladogni
Urémie, Cirhdza, Ketoacid6za
Obezita, diabetes nebo hyperglykémie

Fyziologickeé situace

Puberta, Senium, Gravidita

Specifické hormonalni nebo metabolické faktory

Glukokortikoidy (nap. Cushingv syndrom)
Rastovy hormon (akromegalie)
Katecholaminy (feochromocytom)
Glukagon (syndrom glukagonomu)
Hormony §titné ZIazy (tyreotoxik6za)
Hyperinzulinémie (inzulinom)
Hyperglykémie (diabetes mellitus)
Neesterifikované mastné kyseliny

Autoprotilatky proti inzulinovému receptoru

Syndromy IR Typu B
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Priloha 3

DalSi metody néieni inzulinové senzitivity

Index IR nala¢no (FIRI)

jedna se o pomm souinu latné glykémie a inzulinémie nal@o ku sodinu
piedpokladané glykémie 5 mmol/L a inzulinémie 5uU/nalvrzeny Duncanem pro

epidemiologické a prospektivni studie.

Glykémie natao x Inzulinémie nakno

FIRI= - SR ——

25

Oralni gluk6zo toleranéni test (0GTT) se soBasnym stanovenim hladiny
imunoreaktivniho inzulinu (IRI)

Jde o nejjednodussi metoduieni IS, pomoci které ziskame pgmmezi glukbézou a
inzulinem (G/I), ktery dale slouZi k vyt indexu tk&ové senzitivity. Tato metoda ma
velmi nizkou reprodukovatelnost a vana koeficient jednotlivych vyS&ni se
pohybuje az okolo 20%. DalSi nevyhodou je vzajemapitnovazebni vztah
inzulinémie a glykémie, které navic nejsou konstgrdle dynamicky se &ni, coz ma

dopad na interpretaci vysledku.

Inravendzni glukdzo-tolerareni test (ivGTT)
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IVGTT se pouziva s dost&teou Fesnosti na hodnocetasné a pozdni faze sekrece
inzulinu po bolusovém intraven6znim podani 5-25 Wykagy. Vzhledem k
intravenoznimu podani neposkytuje tato metoda maxinstimul pro hodnoceni IS. Z
dosazenych koncentraci glukézy v plgsmizeme vypégitat cistou rychlost frakniho
mizeni glukozy- frakni clearance glukdzy, pro kterou se pouzivaji hodmantiené
mezi 10.-30. minutou vySeni (rychlost poklesu glykémieslvem prvnich 10 minut je
vyrazre dana distribuci glukézy). Hodnota fuimtk clearance glukozy vyjadie sodet
poklesu produkce glukézy a s@msre zvySeni jejiho vychytavani a utilizace, to
znamena dvou &li podilejicich se spote¢ na snizovani koncentrace glukézy a
zavislych na IS.

Hlavni nevyhodou testu je fakt, Ze jakykoliv stiipeeficitu inzulinové sekrece se
automaticky odrazi na vySSim stupni inzulinové #Bfiy. Test nerozliSuje mezi
sekreci a &inkem inzulinu. Hodnota clearance glukozy je ouiva jednak stupim
inzulinové odpo¥di na bolus glukozy, jednak senzitivitou tkani ranly inzulinu a

gluk6zy. Navzdorydmto nevyhodam p#&tmeieni ivGTT k rutinni metodice &teni IS.

Minimalni model

Bergman a spol. uvedli v roce 1987 tzv. minimalnddel (intravenozni glukdzo-
tolerartni test s castym odbrem vzorki - FSIGTT) ktery slouzi k vypiu
kvantitativniho indexu (76, 77).

Index IS (SI) reprezentuje zvySeni féak rychlosti utilizace glukézy (Rd) i&mé
jednotce zvySeni plasmatické koncentrace inzuliturar.min). K vypastu indexu
IS je nutny peitacovy software (nap MINMOD, Copyright R.N. Bergman).
Schopnost gluk6zy per se sniZovat svoji vlastnickotraci nezavisle na inzulinu du

inhibici jaterni produkce glukézy nebo zvySovanirariferni utilizace glukézy je
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definovana jako "glukézovéa efektivnost" (SG).aRerné hodnoty S jsou 5,1 x T0
uU.mrt.min* a SG rovno 0,036 mih(77).

Pro gesné hodnoceni indexu IS je vSakipbha adekvatni sekrece inzulinu, co¥Zm
byt problémem u jedinics vysSim stupfm poruchy glukézové tolerance (109). Pro tyto
piipady se fistupuje k uéitym modifikacim testu s podanim tolbutamidu nebo
somatostatinu. dmito postupy se vyrazrelepSila pesnost hodnoceni indexu Si a bylo
dosazeno poamné slusné korelace s hodnotami IS ziskanymi pomaenpbvych studii

u lidi (r=0,89, P<0,001) (110).
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Ptiloha 4

Zvireci modely inzulinové resistence

Geneticky podminéné modely IR

1. Jednoduché modely obezity a/nebo DM 2.typu

Vznikly spontanni genovou mutaci v inbrednim chd<tasickym gikladem jsou ob/ob
(obese) mysi, u kterych je znam deficit leptinu3)La které se vyskytuji véRolika
fenotypovych variacich vzniklych genovymi mutaceMap’. kmen C 57 BL/Ks ob/ob
mysSi je typicky diabetem a inzulinopenii, zatimcG%i7BL/6J ob/ob mySi se vyskytuje
jen prechodnd inzulinoresistence, ktera je kompenzovdpertrofiii B-burek (124).
Tize diabetického postiZzeni je tedy zavisla na ggolo mutacich v dané inbredni linii
(125).

hyperfagie a hypometabolismu (124). Krowbezity se u tohoto modelu vyskytuje i
celd fada metabolickych a hormonalnich abnormadiete defektni termogeneze a
poSkozené sekrece gonadotropinu vedouci k inteér{ili24). Zajimavosti je, Ze ob/ob
mySi jsou do odstavu inzulinosenzitivni s normahfadinou glukosy a inzulinu v
cirkulaci a ve ¥ku 4 tydm, kdy se z#&ne projevovat deficit leptinu, se vyviji
hyperglykemie a hyperinzulinémie (126).

Db/db mySi pedstavuji fenotyp, ktery je metabolicky podobnyadibimysim (124.).
Byla u nich prokdzana mutace v oblasti leptinovédaeptoru, ktera znemidje prenos

signdlu (127, 128). Byla tak potvrzena damke, Ze ob/ob a db/db mySi jsou
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fenotypov¥ podobné, H ¢emz jedna linie nedokaze tofunkeni leptin a druha je
leptin nesenzitivni (129).

U fa/fa potkaii (130) se nachazi jind mutace na leptinovém recepiejiz efekt je
extracelularni a redukuje afinitu receptoru praitegl31, 132, 133, 134). Metabolicky
profil fa/fa potkari je charakterizovan obezitou z hyperfagie a snizemdergetického
vydeje, hyperglykemii, hyperinzulinémii a progrddujinzulinovou resistenci po
odstavu. Dale hyperlipidemii, jmeno¥ihypertriglyceridemii a hypercholesterolemii a
hypoglukagonemii (135). Dale u nich byla zji# sniZzena exprese lipoproteinlipazy a
dalSich enzyrh lipidového metabolismu (136) a zvySena lipogenertrech a tukové

tkani (137) a polydipsie (138).

Fat/fat mySi jsou charakteristické pomalu se vyidje obezitou pedchazejici
hyperinzulinémii (139). #¢inou je defekt genu pro carboxypeptidazu E (CPBR)ist
mutace (Ser202Pro). CPE se podili tteangné prohormonu, ¥etné proinzulinu a u
mutaci postizenych zkdt chybi v pankreatu a v hypofyze (140). Defektréngna
proinzulinu zgpsobi kompenzami hyperinzulinémii, ale je zachovana inzulinova
senzitivita. Ne vSechny zédhto mysi jsou hyperglykemické. Tento fakéddi o tom,

Ze na vzniku tohoto fenotypu se podili mechanisndie$ektni pemény nejen
proinzulinu, ale i neuroendokrinnich horniortetre POMC (prekursor MSH), které se
spolé&né podileji na regulaci energetické bilance organismajichz dysbalance vede
ke vzniku obezity (140).

Tub mutace vznikla spontém mysi linie C57BL/6J a Zigobuje pomalu vznikajici
obezitu a hyperinzulinémii, bez vzniku hyperglykéminebo hyperkortikosteronemie
(141). Funkce tub genu neni dosud uspokaivama, k jeho expresi dochazi v mozku,

testes, ovariu, tlustémiste a oku (142, 143).
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2. Inbredni polygenni modely obezity a diabetu 2ypu

Polygenni zvieci modely se velice podobajoveku a poskytuji tak moznost zkoumat
interakce, piciny a nasledky.

Goto-Kakizaki potkan (GK) byl vysSledlt z Wistar potkaf selektivnim kizenim
(bratr x sestra) zv@t s porusenou glukézovou tolerancfedhosti GK potkal je
skute&nost, Ze pokles biologickéhatigku inzulinu neni provazen obezitou. Potkani
maji zvySenou aktivitu hepatalnich glykolytickych  alukoneogenetickych

metabolickych drah s naslednou inzulinoresistéived).

Cohenuv neobézni hyperinzulinemicky inzulinoresiste potkan byl vysSleckih
inbrednim KiZzenim normalnich potkan kteri méli po dvoungsiéni syntetické
sachardsoveé dies deficitem midi nejtSi poruchu glukozove tolerance (145).

U KK mysi se vyviji na $ku a die¢ zavisla obezita, inzulinova resistence a lehka
hyperglykémie v zavislosti na hypertrofii a degriacii B-burek pankreatu (145).
Diabetes 2. typu je uéthto zviat spojen s polyfagii, polyurii a vzrustajici
glukoneogenezou. Lehka obezita u KK mysi se zmnadaini pi kiizeni s linii Ay, kde
potom generace AAy mysi je typickA monstrézni dloezia na diét nezavislym
diabetem (145). Tato zwta edstavuji vhodny model ke studiu fyziologickych a
metabolickych faktar obezity.

Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty rat (OLETF) jeréuni linie potkaf, u kterych
se v dosplém wku vyviji hyperglykémie pouze u sathc(146). Zvfata jsou

kongenitalg hyperfagicka a oproti kontrolnim 2aftim samci akumuluji vice tuk v
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abdominalni oblasti (147). Tento stav je provazenypehinzulinémii,

hypertriglyceridémii a hyperglykémii (148).

3. Indukovani mutanti

Chemicka nebo elektrolyticka destrukce v hypothalgendlouho znamym zakrokem k
navozeni obezity u hlodafrc Nagiklad mySim je podavana thioglukosa obsahujici
zlato, ktera selektivh destruuje centra metabolismu v hypothalamu a diatak
hyperfagii s naslednou obezitou, hyperinzulinémiyperglykémii (158) také Zgobi
defektni termogenezu v &mé tukoveé tkani (159) a zvysi se syntéza volnycktnyah
kyselin v porovnani se zdravymi tafy (160). Adrenalektomie @dhto zviat zpisobi
redukci tlesné hmotnosti, pokles inzulinémie a glykémie ged signifikantnimu
zlepSeni glukdzoveé tolerance (161).

DalSi moznosti navozeni hypotalamickych Iézi jekéi podani glutamatu sodného a
piima elektrolyticka destrukce (122).

S rozmachem molekularni biologie vznikaji dalSicsglai zvieci laboratorni modely.
Ptimym zasahem do genetické vybavyieté vznikaji transgenni modely (jedna se o
zvirata exprimujici ve zvySené tfaigen pro &aky specificky enzym) nap SREBP
mySi  (162). Zablokovanim exprese genu proiturenzym vznikaji tzv. knock-out

zvifata (163), nap NPY knockout mysi (164).

Zvirata s nutriéné indukovanou IR

Jako nutrin¢ indukovana inzulinoresistence se aanja porucha biologickéhocinku
inzulinu, ktera se projevi duv disledku zvySeného kalorickéhdijmu anebo f
zmenéném slozeni zakladnich Zivin v dietTento stav je mozné dosahnout: 1.

krmenim normalnich laboratornich potkamebo mysSi vysokoenergetickou dietou (122,
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165). 2. v pipact poustniho potkana "Psammomys obesus” je moznénoeesistenci
(plus obezitu, hyperinzulinémii a hyperlipidémii zZoehypertenze) vyvolat krmenim
standardni dietou ad libitum (166), 3. u mysi kmed&7BL/6J vznika IR po

vysokotukoveé digt kombinované s vysokosacharésovu dietou (167).

Vysokotukova dieta

Krmeni zvtat dietou obsahujici az 70 kalorickych procent tskujiz po 14-21 dnech
projevi zvySenim Tg a NEMK v plagm(168) a vznikem inzulinoresistence jak v
perifernich tkanich, tak i v jatrech (169). InzohN@ resistence v tomtdaipadt vznika
pravdépodobré na podklad zvySené nabidky mastnych kyselin, které inhibtijizaci
glukézy v kosternim svalu (170) a zaravetimuluji tvorbu glukézy v jatrech (171).
Nekteré studie prokazaly snizeni sekrieaktivity B- burgk pankreatu i dlouhodobém
zvySeni hladiny MK a/nebo Tg (172).

Efekt diety s vysokym obsahem nasyceného tuku yard@o souvislosti s poruSenim
metabolické rovnovahy ve prasih akumulace étesného tuku, ktery se hromadi v
dusledku poruchy jeho energetického vyuziti (168)ys8na nabidka zasobnich lipid
shiZzuje v souladu s Randlovym cyklem utilizaci glak v kosternim svalu a zasahuje i
do procesu oxidativni a neoxidativni utilizace glak v jatrech a svalech.

Cetné studie prokazaly, Ze biologick¥itiek inzulinu, za fedpokladu,ze se celkovy
obsah tuku v diétnen®ni (zvirata jsou krmena izokalorickou dietou), zavisi t& n
sloZzeni mastnych kyselin v déetDieta bohat4 na saturovany tuk (Bpivluj) zagicini
prikaznou inzulinoresistenci. Také diety s deficitei® polynenasycenych MK a/nebo
s vysokym porérem n-6/n-3 PNMK mohouifspivat ke vzniku inzulinové resistence
(169). Na druhé strarsubstituce n-3 PNMK s dlouhyretzcem do diety bohaté na n-

6 PNMK zlepSuje biologicky &inek inzulinu (169).
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Vysokosacharosova dieta

Jiz od poloviny naSeho stoleti (173) je znamo, Behaceni diety o sachar6ézu nebo
fruktézu @i zachovani jejiho kalorického obsahunigpbi zvySeni plasmatickych hladin
Tg a NEMK (174, 175) vlivem nadprodukce VLDL- trygleridi v jatrech (149, 176) s
jejich naslednym uvoklnim do cirkulace. Jelikoz se celkové mnoZstvi Tgatvech
nezvysuje, nastava po krmeni vysokosacharézovaoulieyraznd akumulace Tg v
kosternich svalech a v srdci (177, 154). Dale kromaestupu NEMK nakno i
postprandialne (149) dochazi k hyperinzulinémiiaéyad (pravépodobré jako projev
kompenzani reakce B-bukk pankreatu na IR)ipsowasné euglykémii. Akumulace Tg
(po tukové i sacharozové digta nadbytek Tg v cirkulaci po krmeni sachar6zou
pozitivné koreluje se snizenim biologickéhocinku inzulinu (165). Bhem
dlouhodobého krmeni potkarvysokosachar6zovou dietou byla pozorovéamatadia
rozvoje metabolického syndromu IR (178). Po 3 aydhech se vyvinula faze indukce,
kdy zvirata byla hypertriglyceridemicka a hyperinzulinendick poruchou glukézové
tolerance, mezi 5 az 8 tydny nastalo obdobi nomaeé vySe popsanych paranmiedrpo

8 tydnu se rozvinula vyrazna porucha glukézové ramlee s hyperglykémii a

hypertriglyceridémii.

Farmakologicky navozené zuieci modely

K experimentalnimu navozeni diabetu se uziva laedktivre toxickych pro B-biky
pankreatu. Jedna se hlava streptozotocin obsahujici vysoce reaktivni siireu ve
svémietzci (122).

Diabetogenni &inek streptozotocinu byl objeven v Upjohn LaboresriEhem jeho

testovani jako potencionalniho antibiotika produkaoého Streptomyces achromogens.
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Zjistilo se, Ze krora Sirokeho spektra antibiotickychéiakt selektivié destruuje B-
buiky pankreatu jiz po jednom injékim podani ( 122). Jeho efekt je zavisly na druhu
zvirete a podané davce, ktera se pohybuje od 50 dong@y hmotnosti. Diabetes lIze
navodit u potkaf, psi, mysi, Kecki, opic, miniprasat a kralik Podanim STZ dojde
vétSinou k navozeni tak velkého inzulinového deficite zvfata po aplikaci fezivaji
jen kratkodoBk. Snizenim podané davky na 35 mg/kg u paikadojde k zriieni vSech

B- burgk a prodlouzi se fezivani pokusnych zkdt. Diabetes mellitus 2. typu lze

experimentalé navodit kolika zpisoby:

1. Streptozotocinovy diabetes vyvolany v neonataimiobdobi

Tento model Ize navodit intraperitonealni apliksitéptozotocinu v davce 90 mg/kg ve
2. den Zivota. Jednorazové podani STZ v neonatabhidobi se projevi po 8 tydnech
poruchou sekrece inzulinu a hyperglykémii diagkosatelnou pouze v nasyceném
stavudi pii zagzi glukdzou. Za bazalnich podminek majitaté hladinu glykémie a
inzulinu v rozmezi fyziologickych hodnot (179)fi#na je v tom, Ze B- hiky
pankreatu novorozenych potkamaji na rozdil od dosfych zvirat schopnostasténé
regenerace (180).

Pokud se vSak poda stejné celkové mnoZzstvi strefaioinu novorozenym potké&m
roz&klené do dvou davek po 45 mg/kilesné hmotnosti s tydennim odstupem, navodi
se u experimentalnich gt trvala hyperglykémie jiz v prébu prvniho nisice jejich

Zivota (181). V dalSich #sicich jejich zivota se pak glykémie jzirySuje.

2. DM 2. typu navozeny v dosgiém véku vysokotukovou dietou a aplikaci STZ

Dospglé potkany je nutno krmit 2-3 tydny vysokotukovoietdu s obsahem 70

kalorickych procent nasyceného tuku. Po 3 tydneeh high-fat diet se poda
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intravenoz® (nejlépe do ocasni veény) streptozotocin v davc&9 Ommol/kg.
Streptozotocin se$re pired podanim rozpousti v 0,1 mol/L citratovém pufroHb=4,5.
Béhem 3 did dojde k ireverzibilnimu vzestupu glykémie na hagnokolo 20-30

mmol/L za sotasné inzulinoresistence navozené dietou s vysokgahem tuk.
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Pt¥iloha 5

Technika permanentni kanylace a. carotis communis &. jugularis

Byla pouzita modifikovana metodika podle Koopmanal€991.
Roztoky a anestetika

Fyziologicky roztok s heparinem : 0,9 % roztok Na& heparin 10 1U/ml

Anestetika:

2% ROMETAR (xylazin hydrochlorid, Spofa, Prai@R) v davce 10 mg/kgekesné
hmotnosti potkana

5% NARKAMON (ketamin hydrochlorid, Spofa, PralgR) v davce 75 mg/kgskesné
hmotnosti potkana

Ok¢ slozky byly smichany v pofnu 1:3 a podany intraperitonedligimz byla zajistna

dostaténé hluboka anestézie v trvani cca 45 min.

Material:

- pinzeta @ni zahnuté 2 ks

- pinzeta @ni rovna 1 ks

- chirurgické rizky rovné ostré

- o¢ni nizky zahnuté (k néshu cév)
- cévni svorky 2 ks

- jehelec

- Sici jehly chirurgické
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- cévni silikonové kanyly

1. pro v.jugularis: Silastic 0,025 x 0,047 inch §&i1 x vnittni &) 508-002, Dow
Corning, USA

2. pro a. carotis : Silastic 0,020 x 0,037 inch &®h x vnittni @) 508-003, Dow
Corning, USA

- jehly Luercerné 0,7 x 35 mm (jehla je zkracena na cca 3 aji &rpot je ztupeny)

- jehly Luer Zluté 0,9 x 38 mm (jehla je zkracen&oa 3 cm a jeji hrot je ztupeny)

- filtra¢ni papir, buriina, chirurgické hedvabi, obvazoveé tampdny

Postup:

1. Minimaln¢ 8 hod. l&nici zvie je uspano i.p. aplikaci anestetik.

2. Potkan se polozi na zadagiopotkana se ikryji tampony namoéenymi ve
fyziologickém roztoku (ochranai@d vysychanim rohovky aigd intenzivnim
z&enim operéni lampy)

3. Opera&ni misto na krku se zbavi srsti a paramedi&jpravo se provede cca 1 cm
dlouhy nastih kaze.

4. Pomoci zahnutychdmich pinzet se tupvypreparuje v. jugularis.

5. Kranialrg se provede podvaz vény a kaud&e po nepatrném nébiu vény zavede
piipravend kanyla nap#na sterilnim fyziologickym roztokem s heparinem.

6. Kanyla se zavede asi 3,5-4 cm do vény a fixujeuglckym hedvabim.

7. Aspiraci a naslednou aplikaci nepatrného mnozstriolbgického roztoku se
otestuje piichodnost kanyly.

8. Chirurgickou niti se kanyla velmi jeranjesg fixuje k okolnim tkanim, aby se
zabranilo jeji event. dislokaci.

9. Opét s pomoci zahnutychtnich pinzet se tupvypreparuje a. carotis communis.
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10.Kranialre se provede podvaz tepny a kaudae vySe popsanym @gobem zavede
kanyla cca 3 cm kaudalmo cévy.

11.Po kontrole pichodnosti kanyly ot provedeme jeji fixaci k céva jeS¢ pojistnou
fixaci k okolnim tkanim.

12.Na dorsu lebky zvéte provedeme cca 3 mm velky rfdskize, kterym zavedeme
rovnou pinzetu a v podkoZzi vytkione tunel vedouci k opefiai rare.

13.0k¢ kanyly zasvorkujeme cévnimi svorkami, jejich volkénce uchopime do
zavedené pinzety a podkoZnim tunelem vyvedemd&izaviiete.

14.0pet napojime kanyly, znovu vyzkouSime jejichignodnost. Upravime kotieou
délku obou kanyl, ktera by ¢a byt cca 3 cm octla zvirete.

15.0ke kanyly zakodime uzlikem a obalime lepici paskou, aby si jeezviemohlo
v pooperani doke odkousat.

16.Nakonec zaSijeme opera ranu ikolika stehy.

17.0Operované zwe umistime do specialni vfllané nadoby v poloze na boku a

sledujeme az do uplného probuzeni z narkdzy.

Naoperovana ziéta je nutno umistit jednotiivdo grimérere velkych gepravek, aby

nedoSlo k vzajemnému odkousani kanyliatyi. Musi byt zaji%n bezproblémovy

piistup zvfat k vodt a potra¥ ad libitum.
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