UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
3. LEKARSKA FAKULTA

Autoreferat disertacni prace

Nutricni faktory v rozvoji inzulinové rezistence

kosterniho svalu

Nutritional Factors in Skeletal Muscle Insulin Resistance Developement

MUDr. Jan Gojda
Skolitel: Prof. MUDr. Michal Andél, CSc.



Doktorské studijni programy v biomediciné
Univerzita Karlova a Akademie véd Ceské republiky

Obor, predseda oborové rady: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka, Prof. MUDr. Jaroslav
Pokorny, DrSc.

Skolici pracovidté: Univerzita Karlova, 3. 1ékaFskd fakulta, Centrum pro vyzkum diabetu,
metabolizmu a vyZivy a Il. Interni klinika Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

Autor: MUDr. Jan Gojda
Skolitel: prof. MUDr. Michal Andé&l, CSc., Centrum pro vyzkum diabetu, metabolismu a vyZivy
3. lékarské fakulty a Il. Interni klinika Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a 3. Iékarské

fakulty Univerzity Karlovy

Skolitel konsultant: doc. MUDr. Pavel T&%insky

Prace vznikla za finan¢ni podpory vyzkumného zadméru MSM 0021620814, PRVOUK P3 a IGA
NT 14416.



Obsah

SOUHRN .ottt eee et s s ssss st ess s s st en s s ssssssesnsnsssneans 4
SUMMOARY .ot eteteseses sttt sa s st s st s st e s esasssesas s sneas 5
LITERARNT UVOD ettt estssssses st s st sas st nssnsned 6
CILE RESENT ottt ettt sttt bt sen e 7
METODOLOGIE ..ottt sessssssssssassssssssssssssesssssssssssssssssssssssannes 8
VYSLEDKY oottt sestssssssssssssssssss s sssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnssnssnes 12
DISKUZE vttt st sese st s sttt s st es st sen e 20
ZAVER oottt sttt sttt na st 24
IMPLIKACE PRO DIETOLOGI! w.vuvieieieieeieieteeeseeeses e sesesssssssss s sen e 24
REFERENCE .ottt tse st st s ssss s sss st st sssssssssssssssssnssssssens 26
PUBLIKACNT AKTIVITA oottt sssss s sssss s ssssssssssssssssssssssssssnens 32
SEZNAM ZKRATEK ..ocvevietieieeeesiee s tessesesssesesssssesssssesssssssssssssessssssnssssesesssssasssnsnes 35



Souhrn

Uvod. Strava se Fadi mezi vyznamné environmentalni faktory rozvoje inzulinové rezistence (IR)
asociovanych s IR a predstavuji tak vhodny model pro studium vlivu nutri¢nich faktord na roz-
voj IR. Mezi tyto faktory Ize zaradit také aminokyseliny s vétvenym retézcem (BCAA).

Cile a hypotézy. Cilem observacni studie bylo potvrdit lepsi glukézovou homeostdzu vegan(
a validovat model ,vegan vs. omnivor”. Nasledujici intervenc¢ni studie méla za cil prokazat
na tomto modelu, Ze dietni intervence BCAA povede ke skupinové specifickym posundm
v parametrech funkce inzulinu.

Metodologie. Do observacni studie bylo zafazeno 11 vegant a 10 omnivornich kontrol. Byla
provedena vysetfeni: hyperinzulinemicky euglykemicky clamp (HEC) a svalova biopsie (mnoz-
stvi intramyocelularnich lipidd (IMCL), mnozstvi mtDNA a aktivita citrat syntazy (CS)). Do druhé
studie bylo zarazeno 8 vegan( a 8 kontrol, ktefi byli intervenovani 15, resp. 20 g BCAA denné
po dobu 3 mésicu. VySetreni bylo provedeno vstupné (baseline), nasledné po intervenci (inter-
vence) a po 6 mésiéni vymyvaci periodé (wash-out): antropometrie, HEC, argininovy test,
svalové (SM) biopsie (aktivita CS, aktivity komplext dychaciho fetézce, genové exprese) a tuko-
vé (AT) biopsie (genova exprese).

Vysledky. V observaéni studii se nam podafilo prokdzat, Ze vegani maji signifikantné vyssi
odsun glukézy vHEC (M-hodnota, vegan 8.11+1.51 vs. omnivor 6.31+1.57 mg.kgt.min’,
p=0.014). Obsah IMCL, mtDNA a CS v SM nebyl mezi skupinami signifikantné rozdilny.
Intervence BCAA vedla ve skupiné veganu ke zhorSeni odsunu glukdzy, ktery se normalizoval
po wash-out periodé (M-hodnota: baseline 9.63 vs. intervence 7.99 vs. wash-out
9.64 mg.kgl.mint, p<0.05). V omnivorni skupiné tento efekt pozorovan nebyl, naopak u nich
po intervenci doslo ke zvyseni exprese lipogennich gent (DGAT-2, FASN) v AT.

Zavér. Vegani maji vyssi inzulinovou senzitivitu, ktera vsak nekoreluje se zménami na Urovni
kosterniho svalu. Dlouhodoba intervence BCAA indukuje IR u vegan(, u omnivor( tento efekt
patrny neni, ale dochazi ke zvySeni lipogenni aktivity tukové tkané. Proto lze predpokladat,
Ze navysovani BCAA nad udroven béZznou pro omnivorni dietu jiz k negativnim posunim
v celotélovém odsunu glukdzy nevede, a to pravdépodobné diky kompenzaénim zménam

metabolizmu tukové tkané.

Klicova slova: inzulin, inzulinova rezistence, vétvené aminokyseliny, vegan



Summary

Background. Diet composition ranks among etiological factors of insulin resistance (IR) and
diabetes. Vegans, people consuming exclusively plant-based diet, have significantly lower
prevalence of IR and thus represent a suitable model population for study of nutritional
factors on IR development. Branched chain amino acids (BCAA) ranks among these factors.
Aims and hypothesis. Aim of the observational study was to prove that vegans have better
glucoregulatory functions and thus to validate “vegan vs. omnivore” model. Aim of the
consecutive interventional study was to prove in this model that dietary intervention with
BCAA leads to a group sepcific changes in the insulin function mesures.

Methods. 11 vegans and 10 omnivorous controls were recruited in the observational study.
Hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC) and muscle (SM) biopsies (amount of intra-
myocellular lipids (IMCL), mtDNA and the activity of citrate synthase (CS)) were performed.
8 vegans and 8 omnivores were consequently subjected to the intervention with 15 or 20 g
of BCAA respectively. The examination was performed at the baseline, after the intervention
and after 6 months wash-out period: anthropometry, HEC, arginine test, SM biopsy (CS,
activity of respiratory chain complexes, gene expression) and fat (AT) biopsy (gene
expression) were performed.

Results. We proved in the observational study that vegans have higher glucose disposal in HEC
(M-value vegan 8.11 + 1.51 vs. omnivores 6.31 + 1.57 mg.kg.min™?, p = 0.014). IMCL content
as well as mtDNA and CS did not differ. In vegans the intervention resulted in a deterioration
in the glucose disposal, that normalized after the wash-out period (M value: baseline 9.63 vs
intervention 7.99 vs. washout 9.64 mg.kgt.min, p <0.05). In the omnivores this effect was
not observed but we observed an increase in the expression of lipogenic genes (DGAT-2,
FASN) in AT after the intervention.

Conclusion. Vegans have higher insulin sensitivity, which does not correlate with changes
at the level of SM. Supplementation with BCAA leads to a deterioration in an insulin sensitivity
in vegans. In omnivores the effect was not observed, but the intervention was associated with
increased lipogenic activity of AT. Therefore it can be assumed that increasing the BCAA
intake over the average omnivorous intake does not have a negative impact on whole-body

glucose disposal, probably due to compensatory changes in the metabolism of AT.

Key words: insulin, insulin resistance, branched chain amino acids, vegan



Literarni avod

Choroby asociované s inzulinovou rezistenci (IR), obezita a diabetes 2. typu (T2DM)
jsou rizikovymi faktory rozvoje aterosklerdzy a jejich komplikaci a podileji se tak vyznamnou
meérou na kardiovaskularni mortalité ve vyspélych zemich. Prevalence diabetu je na vzestupu
a dosahuje jiz pandemickych rozmér(. V Ceské republice o¢ekdvame, Ze do roku 2035 bude
diabetem trpét kazdy desaty obyvatel.

Existuje celd fada kandidatnich environmentdlnich faktor(, které mohou mit vliv
na rozvoj T2DM. Mezi né se da zafadit také skladba potravy. V minulosti bylo prokazano,
Ze prevalence T2DM je nizsi v populaci vegetarian neZz v populaci stravujici se bez omezeni
(Aune et al. 2009; Tonstad et al. 2009), stejné jako mortalita na kardiovaskularni onemocnéni
(Key et al. 1998). Mezi vegany je vice nez dvojnasobné nizsi zastoupeni diabetik( 2. typu.
(Tonstad et al. 2011). Naopak skupiny populace s vysokym pfijmem masa maji vétsi prevalenci
T2DM (Aune et al. 2009). V souladu s témito pozorovanimi pak intervencni studie u pacientd
s T2DM, ve kterych byla veganska, resp. lakto-ovo-vegetaridnska strava porovnavana s kon-
vencni diabetickou dietou (pfi srovnatelné fyzické aktivité), prokdzaly snizeni hmotnosti,
zlepSeni kompenzace diabetu, zlepseni lipidového spektra (Kahleova et al. 2011; Huang et al.
2016) a dokonce snizeni parametrd oxidacniho stresu a zlepseni IR (Kahleova et al. 2011).

Jednim ze substratQ, ktery je v literature spojovan s inzulin rezistentnimi stavy jsou
aminokyseliny (AA) s vétvenym fetézcem (branched chain amino acids, BCAA), leucin, valin
aizoleucin. BCAA jsou esencidlni AA, které bunky lidského organizmu nemohou syntetizovat
ajsou tedy zavislé na jejich exogenni dodavce. Kromé strukturalni podobnosti uhlikatého
skeletu, BCAA také sdileji z¢asti stejny metabolicky osud a jejich plazmatické hladiny jsou
synchronizované elevovany v fadé klinickych stavu, fyzické aktivité, lacnéni (Nair et al. 1987),
ale praveé také IR a diabetu (Cole 2015).

Asociace mezi vys$si hladinou BCAA a IR je popsana jiz pres tficet let (Felig et al. 1969)
a dale byla konfirmovana (Kamaura et al. 2010). Cirkulujici hladiny BCAA predikuji riziko rozvo-
je T2DM dokonce 12 let pred jeho projevenim (Wang et al. 2011). Kauzalita mezi pfijmem
BCAA a jejich vyssimi hladinami vSak neni jasnd. Na jednu stranu jsou BCAA esenciadlnimi AA
a organizmus je zfejmé zavisly na jejich prijmu (Kohlmeier 2015). SloZeni dietniho proteinu ma
u zdravé populace rozhodujici dopad na koncentrace BCAA (Nilsson et al. 2004). Mozna
kauzalni souvislost mezi dietnim pfijmem BCAA a rozvojem IR byla popsana v intervenéni
studii na krysach (Newgard et al. 2009), kdy vyssi obsah BCAA ve vysoko-tukové dieté
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indukoval vys$si IR. Obdobné akutni intervence infuznim roztokem AA/BCAA moduluje u lidi
odsun glukdzy do kosterniho svalu (Everman et al. 2015; Robinson et al. 2014). Na druhou
stranu vSak observacni data z longitudindlnich studii nepodporuji hypotézu, ze by u IR subjek-
t0 byl vyssi prijem BCAA (Wang et al. 2011).

Za vySSi hladiny BCAA by tak mohl byt zodpovédny jejich snizeny odsun a degradace
v tukové a svalové tkani. Bylo prokazano, Ze exprese genl prvnich klicovych enzym( odpovéd-
nych za katabolizmus BCAA (dehydrogendza vétvenych ketokyselin, BCKDH), je v tukové tkani
(AT) IR subjektd down-regulovana (Lu et al. 2013). Pravé AT byla recentné ustavena jako
vyznamny hrac v celotélovém metabolizmu BCAA. AT je jednou z hlavnich tkani, ktera vychy-
tava exces BCAA, ktery neni vyuzit v perifernich tkanich. Uhlikaty skelet derivovany deaminaci
BCAA slouzi v AT jako prekurzor pro de novo lipogenezu. Az 30 % lipogenniho acetyl CoA v AT
je plvodem z BCAA (Green et al. 2016). Nizsi kapacita AT pro metabolizmus BCAA byla
navrzena jako mozny spojujici mechanizmus mezi IR a vy$simi hladinami BCAA (Herman et al.
2010).

Data o chronické expozici BCAA u lidi jsou stdle omezend, coZ znemoziuje ustanovit
kauzalitu, tedy zda dietni pfivod BCAA je sdm o sobé dostacujici k indukci IR, ¢i zda jsou vyssi

hladiny BCAA pouze odrazem vy3si endogenni produkce.

Cile reSeni a hypotézy

1/ Vychodiska observacni studie. Populace veganU s extrémné odliSnym zplsobem pfijmu
nutrientd by mohla predstavovat unikdtni model pro studium inicidlniho zhorSovani IS
ve vztahu k dietnim faktordm. Pokud by se ndm podafilo verifikovat a zpfesnit nalezy dostup-
nych studii a potvrdit, Ze vegani maji vyssi citlivost na inzulin, mohl by se model ,vegan vs.
omnivor” zaradit mezi dalsi standardni modelové populace v diabetologickém vyzkumu.
Primdrni hypotéza. Populace veganl ma vyssi inzulinovou senzitivitu (stanovenou pomoci
HEC) a tomu odpovidajici vyssi mitochondridlni denzitu (jako ukazatel mitochondrialni
biogeneze) a nizs$i obsah IMCL v SM.

Sekunddrni hypotézy. Vegani maji nizsi sérové koncentrace BCAA a maji pfiznivéjsi profil

sérovych lipidd a spektra volnych mastnych kyselin. Vegani maji pfiznivéjsi parametry

cvv/



2/ Vychodiska intervencni studie.

Predpokladame, Ze vyznamnym nutri¢nim faktorem, ktery odlisuje veganskou stravu, je nizsi
pfijem BCAA. S ohledem na Cetné biologické funkce BCAA lze predpokladat, Zze pravé nizsi
pfijem BCAA mUZe mit dopad na rozdilnou metabolickou kondici lidi na Cisté rostlinné stravé.
Navyseni podilu BCAA ve veganské stravé by mohlo modulovat parametry inzulinové citlivosti
veganské populace ve sméru populace stravujici se bez omezeni (omnivord).

Primdrni hypotéza. Suplementace BCAA povede u veganu ke zhorSeni odsunu glukdzy v clam-
povém vysetieni. V omnivorni skupiné nepovede suplementace BCAA k zadnym zménam.
Sekunddrni hypotézy. Suplementace BCAA povede u veganl ke zhorseni parametr( respirace
v kosternim svalu, a tomu odpovidajicim zménam v genové expresi (zvyseni katabolismu
BCAA, snizeni inzulinové signalizace). V tukové tkani veganl povede suplementace ke zvyseni

genové exprese ve smyslu katabolizmu BCAA, zhorSeni inzulinové signalizace a zvySeni lipoly-

zy.

Metodologie

Do observacni studie byl zarfazen soubor 11 vegan( (vylucné stravujici se s Uplnym
vyloucenim zivocisnych produktl déle nez 3 roky) a 10 omnivornich subjektl (stravujici se
béZnou stravou a denné konzumujici masné a mlécné produkty). Kontrolni skupina byla
postavena tak, aby studované skupiné odpovidala v parametrech taktéz asociovanych s IS
(vék, pohlavi, BMI, mira fyzické aktivity, kalkulovany proteino-energeticky pfijem). Do studie
nebyly zafazeny subjekty, jejichz vék je pod 18 let, které trpi chronickymi chorobami (zejména
diabetem, obezitou, tyreopatiemi, chorobami nadledvin apod.) ¢i uZivajici chronickou medika-
ci se znamym vlivem na energeticky metabolismus. Vylouceny byly také subjekty s rodinou
zatézi T2DM (T2DM v pribuzenstvu prvni linie), koufenim a pravidelnou konzumaci alkoholu.

Zarazeny také nebyly subjekty, u kterych byl kontraindikovan odbér svalové tkané.

Do intervencni studie bylo rekrutovano 8 vegan( (déle nez 3 roky na exkluzivni vegan-
ské dieté) a 8 kontrolnich omnivornich subjektd. Kritéria pro vybér omnivornich kontrol odpo-
vidala kritériim uzitym v observacni studii. Intervence predstavovala suplementaci BCAA
v davce 15 graml (Zeny) ¢i 20 gram (muzi). Pouzit byl komercéné dostupny preparat, ktery je
vyroben bez Zivotisnych produktd (BCAA 4:1:1 Fair Power®, Survival Nutrition Supplements,

Czech Rep.).



Kazdy subjekt splfiujici kritéria pro zafazeni do projektu byl informovan o povaze
protokolu a podepsal informovany souhlas. Design studie, jakoZ i informovany souhlas byl
schvalen etickymi komisemi 3. |ékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady.
Intervencni studie byla registrovdana na vefejném registru clinicaltrials.gov, identifikator:
NTC02684929.

Klinické vySetfeni a antropometrie. Kazdy zafazeny dobrovolnik podstoupil Uvodni lékarské
vySetfeni. U kazdého subjektu byla provedena zdkladni antropometrickd vySetreni. Slozeni
télesnych kompartmentl bylo méfeno pomoci bioimpedancni analyzy za pouziti multifrekven-
¢ni BIA (Nutriguard-M, Data Input GmbH, Frankfurt, Germany).

Hodnoceni dietniho pfijmu. Od kazdého participanta byl ziskdn vypInény prospektivni dotaznik
3- denniho pfijmu (2 vsedni dny, 1 vikendovy den). K hodnoceni nutri¢niho pfijmu bylo pouZito
programu Nutridan. Zvlast byl vypocitan primérny prijem energie, prijem sacharidi (mono
a disacharidll, polysacharidd), mnozstvi protein( a lipidl. Data z dotaznikd byla dale vyuZita
k odhadu podilu BCAA (Souci et al. 2000).

Hodnoceni fyzické aktivity. Fyzickd aktivita byla hodnocena za pomoci Baeckeho dotazniku
fyzické aktivity (Baecke et al. 1982). Maximalni zatéZovy test byl proveden u kazdého ze sub-
jektl zarazenych do intervencni studie. Bylo uZito bicyklového ergometru (Ergoline 800, Bitz,
Germany). Inicialni zatéz 50 W byla zvySovana o 25 W kazdou minutu do plného vycerpani
subjektu. Analyza plynd ve vydechované smési byla méfena za pomoci Vmax, Sensor Medics
(Yorba Linda, CA).

Analyzy ze séra. Rano po 12-ti hodinovém lacnéni byl vySetfovanym subjektidm proveden
odbér vendzni krve. Bylo provedeno zakladni biochemické a hematologické vySetfeni. Ukazate-
le glukdzové homeostazy: sérové hladiny glukdzy, C-peptidu, HbAlc, inzulinu. Parametry meta-
bolizmu vapniku: sérové hladiny Ca, P, PTH. Parametry metabolizmu Zeleza: sérové hladiny Fe,
ferritin, transferrin, VkFe. Lipidové spektrum: sérové hodnoty celkového cholesterolu,
triglyceridd, apo Al, apo B, HDL-cholesterolu, LDL-choleterol byl kalkulovan Friedewaldovou
rovnici.

Sérové hladiny BCAA. Vramci feSeni projektu byla vyvinuta a do experimentdini praxe
zavedena metoda stanoveni BCAA pomoci bezkontaktni vodivostni kapilarni elektroforézy
(CE). Pro detailni popis vyvoje a zavadéni metody odkazujeme na pfilozeny autorsky ¢lanek

(Tdma a Gojda 2015).



Pro stanoveni hladiny sérového hepcidinu a prohepcidinu byly pouzity komercéni ELISA kity EIA-
4644 a EIA-5258 (DRG Instruments GmbH, Germany).

Inzulinova citlivost. Citlivost na inzulin byla stanovovana pomoci 2-hodinového hyperinzuline-
mického euglykemického clampu (DeFronzo et al. 1979). Ke kalkulacim byla pouZita pridmérna
rychlost perflze roztoku glukdzy z péti konsekutivnich méreni po dobu 30 minut na vrcholu
clampu. Vypocet inzulinové senzitivity na dané hladiné inzulinu byl potom dan mnoZstvim in-
fundované glukdzy za jednotku ¢asu vztazené na télesnou hmotnost (M-hodnota, g/min/kg) po
korekcich na zménu poolu glukdzy v extracelularni tekutiné (space correction).

Sekrece inzulinu. Sekrece inzulinu byla hodnocena pomoci intravendzniho argininového testu
za pouZiti jiz popsaného protokolu (Palmer et al. 1976). Akutni inzulinova odpovéd' byla vy-
jadrena jako inkrementalni plocha pod kfivkou (iAUC), kalkulovdna za pomoci trapezoidalniho
modelu.

Biopsie kosterniho svalu. KaZdy subjekt v observacéni studii a ve studii intervencni (pfed a po
intervenci) podstoupil punkéni svalovou biopsii m. vastus lateralis. Byla pouzZita popsana meto-
da odbéru Bergstromovou jehlou (Gojda et al. 2015).

Biopsie podkozZni tukové tkdné. Biospie podkozZni AT byla provedena u kazdého subjektu zafaze-
ného do intervencni studie spolu s biopsii kosterniho svalu. Bylo uZito Bergstromovy metody
(Alderete et al. 2015). PodkoZni tuk se odebiral z periumbilikalni oblasti.

Mitochondridini denzita kosterniho svalu. Aktivita CS byla stanovena podle standardniho proto-
kolu s vyuzitim komer¢né dostupného kitu (Sigma, CS0720). Relativni mnoZstvi mtDNA
ve vzorku bylo stanoveno pomoci kvantitativni PCR (Gojda et al. 2013).

Aktivita komplexd dychaciho retézce. Enzymatické aktivity jednotlivych komplexd dychaciho
fetézce (I-1V) a citrat syntdzy (CS) byly méfeny spektrofotometricky ve svalovych homogena-
tech. Homogenaty byly pfipraveny podle publikovaného protokolu (Spinazzi et al. 2012). Akti-
vita komplex0 I-IV a CS byla stanovena podle publikovanych protokoll (Spinazzi et al. 2012),
které byly modifikovany pro méreni v destickovém spektrofotometru (Infinite M200 PRO,
Tecan) v objemu 200 pl.

Kvantitativni real time PCR (RT-gqPCR). Celkova RNA ze tkané (SAAT, SM) byla izolovana za pou-
ziti komeréné dostupnych kit( Lipid Tissue and Fibrous Tissue RNeasy Mini Kits (Qiagen,
Germany). Koncentrace RNA byla méfena pomoci Nanodrop1000 (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, USA). K real time PCR rekaci byly vyuzity kity Fast Advanced master mix and Gene
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expression assay (IRS1, GLUT4, BCKDHA, BCKDHB, ACOX, CPT1b, PLIN1, PLIN2, PLIN5, FASN,
SCD1, DGAT2, PPAR-y; Applied Biosystems). V detailu zde (Gojda et al. 2017).

Lipidologické analyzy. Mastné kyseliny v kosternim svalu byly po extrakci a transesterifikaci
analyzovany na plynovém chromatografu (GC) dle popsané metodiky (Gojda et al. 2013).
Plazmatické volné mastné kyseliny (FFA) byly extrahovany a esterifikovany. Analyzy byly pro-
vadény na pfistroji GC-17A verze 3 (Shimadzu, Japan) s FID detektorem. V detailech opét
odkazujeme na autorské publikace (Gojda et al. 2013)

Statistické analyzy. Data jsou vyjadiena jako priméry + smérodatna odchylka (SD) a jako
rozdily prdmérd s 95% konfiden¢nim intervalem pro rozdil. Hladina vyznamnosti p<0.05 byla
povazovana za signifikantni. Observacni data byla testovdna na normalitu rozlozeni. Pro nor-
malné distribuovand data bylo pro testovani signifikance mezi nezavislymi skupinami uzito
Studentova t-testu, pro data, kterd nebyl distribuovdna normalné pak Wilcoxonova testu.
Vztahy mezi proménnymi a zménami proménnych byly vyjadieny za poufZiti vypoctu Pearso-
nova korela¢niho koeficientu, resp. Spearmanova koeficientu pro nenormalné rozlozena data.
K analyzdm byl pouzit software Statistica 9.0, StatSoft, Inc. USA. Longitudinalni data interven-
¢ni studie byla analyzovéana pomoci mixed-effect (multilevel) regresniho modelu. Fixni ¢ast
modelu je vidy tvofena interakci mezi skupinou a vizitou. Pro random part bylo pro kazdy
parametr testovano nékolik modell: linearni regrese (bez random part), random intercept,
random slope bez a s covariance s random intercept a bez a s covariance mezi rezidui.
Nejlepsi model byl vybran dle Bayesian information criterion (BIC) a dle likelihood ratio testu.
Vétsina parametr( spliiovala kritéria normalniho rozlozZeni dle Shapiro-Wilkova testu. Vystup
z regresniho modelu je u téchto parametrl prezentovan jako rozdil primérd podskupin s 95%
konfiden¢nim intervalem (Cl). Nékteré parametry (zobrazeno v textu) jsou log-normalné
rozlozené. U téchto parametr( jsme provedli regresi na zlogaritmovanych hodnotach a rozdil
prameérl jsme zpétné exponenciovali. Tim jsme ziskali pomér geometrickych primeérQ, ktery
je opét prezentovan s 95% Cl. Pro analyzy intervencni studie byl pouzit software Stata 14.2,

StataCorp, LP, Texas, USA.

11



Vysledky
Observacni studie

Zakladni charakteristiky souboru

Tabulka 1 Charakteristiky observa¢niho souboru

Vegan (n=11) Omnivor (n=10)

P-hodnota

primér £ SD primér £+ SD
Veék (v letech) 30.30+3.93 27.12+£1.10 0.023
Vygka (m) 1.75 + 0.09 1.77 £ 0.07 0.665
Vaha (kg) 68.63 + 14.02 73.15+12.82 0.451
BMI (kg.m2) 22.15 +£3.02 23.24 +2.89 0.412
WHR 0.86+0.10 0.89+0.14 0.583
Délka veganské diety

8.05+3.83
(v letech)
Bioimpedance
Tukova hmota (kg) 9.22 £6.03 11.98 + 8.39 0.419
Netukova hmota (kg) 57.56 £ 13.38 62.01+11.12 0.443
Visceralni tuk — US (cm) 4.11+2.28 296+1.1 0.181
Podkozni tuk — US (cm) 1.33+0.63 2.09+1.32 0.134
Fyzicka aktivita
Baecke score 9.89+1.42 8.88+1.12 0.090
PFijem makronutrientt
Celkova energie (kcal) 2097.67 £531.2 2023.00 + 563 0.771
Lipidy (%) 36.13 £7.65 42.31+8.49 0.116
Sacharidy (%) 48.90 + 10.57 40.39+7.51 0.057
Proteiny (g) 74.78 +22.96 81.10 + 19.63 0.526
Proteiny (%) 14.96 +5.08 17.31+5.23 0.336

Porovnani rozdild prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegan( a 10 omnivornich kontrol. Studentlv t-test pro
nezavislé vybéry byl pouZit k posouzeni signifikanci. * p<0.05, hranice statistické signifikance. BMI, body mass

index; WHR, waist hip ratio, pomér obvodu pasu a bokd; US, ultrazvuk.
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Profil parametra z periferni krve

Tabulka 2 Profil parametr( séra

Vegan (n=11) Omnivor (n=10)

L. oo P-hodnota

prameér + SD prameér + SD
Lipidové spektrum
Cholesterol (mmol.I%) 3.48 +0.58 4.20+0.88 0.038 *
HDL-cholesterol (mmol.I%) 1.38 £ 0.37 1.66+0.40 0.114
LDL-cholesterol (mmol.I) 1.81+0.64 2.22 +0.68 0.167
Triglyceridy (mmol.I%) 0.65+0.26 0.72+0.26 0.527
Volné mastné kyseliny (ug.ml? plazmy)
LA (C18:2n6cc) 40.57 £ 14.29 16.76 £ 8.08 0.001 *
ALA (C18:3n3) 2.18+1.14 0.98 £ 0.64 0.009 *
EDA (C20:2n6) 1.67 £0.13 1.52+0.10 0.009 *
DGLA (C20:3n6) 1.39+0.13 1.24+0.17 0.038 *
Celkové FFA 172.63 +78.43 119.58 + 53.59 0.089
SFA 40.62 £ 18.97 39.18 £15.60 0.852
MUFA 85.08 £45.70 58.85 +30.81 0.144
PUFA 46.94 £ 15.67 21.85+9.03 0.001 *
Metabolizmus vitaminu B12
Transkobalamin (ng.|?) 186.6 + 39.5 342.6+£172.9 0.012 *
Folat (ug.I"%) 10.23 £5.28 5.79 +2.28 0.02 *
Homocystein (umol.I?%) 19.8 +7.87 13.7+5.35 0.135
Kalcio-fosfatovy metabolizmus
Vépnik (mmol.I?) 2.30+0.16 2.27 £0.10 0.706
Fosfat (mmol.I"%) 0.99+0.23 0.94 £0.20 0.724
Parathormon (pmol.I') 596 +2.31 6.47 £ 2.09 0.687
Metabolizmus Zeleza
Zelezo (pmol.I?) 21.8+3.97 19.4 +£8.62 0.546
VkFe (umol.I"%) 59.3 +5.43 60.3 +7.99 0.809
Transferin (g.I%) 2.58 +0.46 2.53+0.32 0.849
Ferritin (pg.I™) 68.42 + 41.59 53.7 £ 82.25 0.605
Hepcidin (ng.ml?) 104.4 £19.1 122.4+9.5 0.014 *
Prohepcidin (ng.ml?) 495.7 +261.4 858.2 + 689.6 0.121
Aminokyseliny s vétvenym fetézcem
Leucin (pug.ml?) 58+1,5 58+1,1 0,98
Izoleucin (pg.ml?) 2,8+1,2 3,3+0,5 0,21
Valin (pg.ml?) 8,9+3,9 11,1+1,4 0,09

Porovnani rozdild prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegan( a 10 omnivornich kontrol. Studentlv t-test pro
nezavislé vybéry byl pouzit k posouzeni signifikanci. * p<0.05, hranice statistické signifikance. FA, mastné kyseliny;
LA, linolova FA; ALA, alfa-linolenova FA; EDA, eikosadienova FA; DGLA, dihomo-gama-linolenova FA; FFA, free fatty
acids, volné mastné kyseliny; SFA, saturované FA; PUFA, polynenasycené FA; MUFA, mononenasycené FA. VkFe,

vazebna kapacita pro Zelezo.
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Parametry glukézové homeostazy

Vysledky parametr( glukdzové homeostdzy shrnuje tabulka 3. V obou skupinach bylo

dosaZzeno srovnatelnych inzulinémii na vrcholu clampu a tyto byly postacujici k supresi endo-

genni produkce inzulinu (data nezobrazena).

Tabulka 3 Parametry glukézové homeostdzy observacniho souboru

Vegan (n=11) Omnivor (n=10)

P-hodnota
primér £ SD primér + SD
Lagna glykémie (mmol.I?) 4.82 £ 0.65 5.46 +0.69 0.040 *
La¢nd inzulinémie (mU.I'%) 2.39+1.01 4.07 £2.29 0.039 *
HbA1lc (%) 3.5+0.31 3.45+0.32 0.722
M-hodnota (mg.kgt.min?) 8.18+1.62 6.36+1.74 0.023 *
M-hodnotakorigovans (Mg.kgt.mint) 8.11+1.51 6.31+1.57 0.014 *
MSM (mg.kgt.min'%) 3.51+0.65 2.44+0.90 0.006 *
Rovnovazné inzulinémie (mU.I%) 31.98+7.86 34.45 + 8.46 0.497

Porovnani rozdild prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegan( a 10 omnivornich kontrol. Studentlv t-test pro

nezavislé vybéry byl pouZit k posouzeni signifikanci. * p<0.05, hranice statistické signifikance. Odsun glukdzy je

vyjadfen jako M-hodnota; MSM, M-hodnota adjustovand na celkové mnoZstvi svalové hmoty hodnocené

bioimpedanci.

Mitochondridlni denzita a mnozstvi intramyocelularnich lipidu

Tabulka 4 MitochondridIni denzita a intramyoceluldrni lipidy

Vegan (n=11) Omnivor (n=10)

P-hodnota
prdmér + SD prdmér + SD
Mitochondrialni denzita
Aktivita CS (umol.gt.mint) 18.43 +5.05 18.16 £5.41 0.906
mtDNA 1.36+0.31 1.13+0.36 0.135
Svalové lipidy (mg FA.g svalu™?)
Celkové IMCL 19.33+11.53 27.81+22.46 0.283

Porovnani rozdild prdmérnych hodnot hodnot + SD u souboru 11 vegan( a 10 omnivornich kontrol. Studentdv t-

test pro nezavislé vybéry byl pouzit k posouzeni signifikanci. * p<0.05, hranice statistické signifikance. CS, citraty

syntdaza; mtDNA, relativni copy number mitochondridlni DNA; IMCL, intramyoceluldrné deponované lipidy; FA,

mastné kyseliny.
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Subjekty

Intervencni studie

Charakteristiky souboru a jejich zmény béhem intervence jsou shrnuty v tabulce 6.

Omnivori méli vyssi vstupni dietni pfijem BCAA (BCAA: vegan 10.33 + 2.3 vs. omnivor

16.5 + 3.2 g, p=0.03). Vegani byli na vylu¢né veganské dieté 7.7 + 3.8 let. Vegani se od omni-

vornich kontrol nelisili v mife fyzické aktivity (Beackeho skore: vegan 9.6 + 0.4, vs. omnivor

9.8 + 0.3. p=0.8) a v celotélové aerobni kapacité (VOamax vegan 40.6 + 2.2, vs. omnivor 37.8

+2.8 ml.min, p=0.5). Nebyly také zachyceny rozdily ve vstupni hodnoté hladiny holotrans-

kobalaminu: vegan 38.7 + 23.0, vs. omnivor 49.8 + 19.3 pmol/I, p=0.17.

Tabulka 5 Charakteristiky intervencniho souboru a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% ClI Zmény v ramci skupiny s 95% CI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% Cl] Vizita Vegan Omnivor
Véha (kg) Om 723+132 753 t16.4 -3.0[-16.2;10.3]
3m 719+128  749+16.0 -3.0[-16.3;10.3] 3-0m -0.48 [-2.0;1.1] -0.45 [-2.0;1.2]
9m 71.7+12.7  75.7+153 -4.0 [17.2;10.3] 9-3m -0.1[-1.6;1.4] 0.8 [-0.7;2.3]
WHR Om 0.9 £0.09 0.87 £ 0.05 0.03 [-0.04;1.0]
3m 0.89+0.08 0.92 +0.08 0.03 [-0.1;0.04] 3-0m 0.0 [-0.06;0.05] 0.06 [-0.01;0.1]
9m 0.87+0.1 0.9+0.05 0.02 [-0.1;0.05] 9-3m 0.02 [-0.07;0.03] 0.03 [-0.08;0.03]
BMI (kg.m?) Om 235+2.2 245+4.9 -1.0 [-4.4;2.3]
3m 23.5+2.0 24.4+4.8 -1.0[-4.3;2.4] 3-0m 0.03 [-0.6;0.6] -0.1[-0.7;0.5]
9m 234+2.0 24.8+4.6 -1.4 [-4.8;2.0] 9-3m 0.04 [-0.6;0.6] 0.4 [-0.2;1.0]
Tukova hmota Om 17.3+7.8 16.6 +12.2 -1.7 [-11.3;8.0]
(%) 3m 16.7+7.5 17.0+£12.3 -2.6[-12.1;6.9] 3-0m -0.7 [-2.2;0.8] 0.2 [-1.2;1.6]
9m 15.1+6.9 17.2 £12.0 -3.7 [-12.9;5.5] 9-3m 0.9 [-2.5;0.6] 0.2 [-1.2;1.6]
Celkovy pFijem Om  1715+162 1882+682 -167 [-568;234]
kalorii . 3m  1721+177 1881+507  -160[-561;241] | 3-Om 6 [-94;106] -1[-101;99]
e 9m 1769 + 136 1910+593 -141 [-542;260] 9-3m 48 [-52;148] 29 [-70;129]
Ptijem protein( Om 626 74 + 14 -13[-30;5]
(g.den”) 3m 64+13 7819 -14 [-31;4] 30m 2[-2;6] 3[-1;7]
9m 65+ 18 79421 -14[-31;4] 9-3m 1.5 [-2;5] 1.0 [-3;5]

Osm veganll a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzeni

signifikanci rozdill mezi navstévami a mezi skupinami byla pouZita multilevel regresni analyza. Signifikance rozdil{

jsou vyjadreny jako 95% konfidencni interval (Cl). BMI, body mass index; WHR, pomér obvodu pasu a bok.
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Sérové hladiny BCAA

Tabulka 6 Hladiny vétvenych aminokyselin v séru a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% ClI Zmény v ramci skupiny s 95% CI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% Cl] Vizita Vegan Omnivor
Leucin (pg.ml- 0Om 108.1+25.6 122.9+13.8 -14.8 [-35.2;5.7]
K 3m 125.5+28.8 129.4+31.3 -3.9 [-24.4;16.6] 3-0m 17.4 [4.6;30.1] * 6.5 [-6.2;19.2]
9Im 104.4 £ 16.0 113.0+9.4 -8.6 [-29.1;11.9] 9-3m -21.1 [-33.9;-8.4] * -16.4 [-29.1;-3.6] *
Izoleucin Om 53.5+14.7 57.6+7.7 -4.1[-14.7;6.4]
(kg.ml) 3m 50.1+14.2 52.3+14.4 -2.1[-12.7;8.4] 3-0m -3.4[-9.4;2.7] -5.4 [-11.4;0.7]
9m 52.1+8.1 55.0+6.91 -2.9 [-13.4;7.7] 9-3m 2.0 [-4.0;8.0] 2.8 [-3.3;8.8]
Valin om 181.5+39.3  216.8+26.2 -35.3 [-65.0;5.5]
(ug.ml™) 3m 180.8 +26.9 197.3 + 46 -16.5[-46.2;13.2] | 3-0m -0.8[-18.1;16.6] -19.5 [-36.9;-2.1] *
9m 179.9 +28.9 194.8 +20.3 -14.9 [-44.6;14.9] 9-3m -0.9 [-19.9;14.9] -2.5[-19.9;14.9]

Osm veganl a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésic¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzeni

signifikanci rozdild mezi navstévami a mezi skupinami byla pouZita multilevel regresni analyza. Signifikance rozdill

jsou vyjadreny jako 95% konfidenéni interval (Cl).

Glukézova homeostaza

Vysledky jsou pfehledné zobrazeny v tabulce 8. M-hodnota v celém vzorku nekorelo-

vala s hladinami rovnovaznych inzulinémii (R=0.05, p=0.73).

Tabulka 7 Parametry glukdzové homeostazy a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% CI Zmény v ramci skupiny s 95% CI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% Cl] Vizita Vegan Omnivor
Glykémie om 4.29+0.2 4.31+0.3 -0.03 [-0.31;0.26]
(mmol.I?) 3m 4.48+0.4 4.65+0.3 -0.2 [-0.48;0.14] 30m  0.19[0.0;0.38] * 0.33 [0.15;0.52] *
9m 4.79+0.3 4.62+0.4 0.2[-0.18;0.51] 93m  0.31[0.12;0.5] * -0.03 [-0.21;0.16]
Inzulinémie 0Om 5.05 +2.53 436+1.01  0.15[-0.35;0.64] t
(mU.I%) 3m 4.24+1.49 569+4.01  -0.18[-0.67,0.31]t | 3-0m  -0.14[-0.48;0.2]t  0.19[-0.15;0.53] t
9m 4.58 +2.79 6.16+3.94  -0.25[-0.74;,024]t | 9-3m  0.01[-0.33;0.36] t  0.09 [-0.26;0.43]
C-peptid Om  3166+67.6  289.1+765  27.5[-71.4;126.4]
(pmol.I%) 3m  2858+703 337.8+139.9 -52.0[-150.9;46.9] | 3-0m  -30.9[-99.0;37.2]  48.6[-19.6;116.7]
9m  307.6+99.4  348.4+158  -40.8[-139.6;58.1] | 93m  21.9[-46.2;90.0] 10.6 [-57.5;78.7]
HbA1c Om  3275%249  32.37+4.75 0.38 [-2.97;3.72]
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(mmol.mol) 3m 34.0+1.93 32.13+4.39 1.88 [-1.47;5.2] 3-0m 1.25 [-0.07;2.57] -0.25 [-1.57;1.07]
9m  33.25:+1.83  32.13%5.0 1.13[-2.22;4.47] | 93m  -0.75[-2.07;0.57] 0[-2.07;0.57]

M-hodnota om 9.6%2.4 7.1%2.4 2.5[0.25; 5.0] *

(mg.kg*.mint) 3m 8.0+3.1 7.9+2.6 0.1[-2.4; 2.6] 30m -1.64[-2.5;-0.75] *  0.77 [-0.12;1.66]
9m 9.6%2.5 8.1+3.1 1.5 [-0.9; 4.0] 93m  1.65[0.75; 2.54] * 0.2 [-0.68;1.1]

MCR om  11.22+3.07 8.04+2.7 3.19 [0.55;5.82] *

(ml.kg™.mint) 3m 8.04 % 3.30 9.23+2.63 1.19[-3.98:1.6] | 3-0m  -3.18 [-4.27;-2.1]* 1.19 [0.1;2.28] *
9m  10.62+3.29  8.69+4.00 1.95[-1.38;528] | 93m  2.58[1.32;3.85]*  -0.56[-1.82;0.71]

MCR/I (ml.kg" Om  0151+0.06  0.138+006  0.13[-0.06;0.08]

el G 3m  0.117+0.03  0.127+0.05  0.01[-0.08;0.06] | 3-0m  -0.03 [-0.08;0.1] 0.01 [-0.06;0.03]
9m  0218+0.11  0.190+0.11 0.03[-0.04;0.1] | 93m  0.1[0.04;0.16] * 0.06 [0.01;0.12] *

Rovnovazné om 78.1+19.6 64.5+20.8 13.6 [3.55;30.7]

Ty | g 68.4 +16.1 77.6 +19.1 9.24[-264;79] | 30m  -9.7[-26.9;7.43] 13.1 [-4.0;30.3]
9m 54.4+16.8 53.3+19.4 1.14[-16.0;18.3] | 93m  -14.0[-31.1;3.2]  -24.3[-41.5;-7.2] *

AR Om  2149+73.6  171.0+81.0  43.0[-56.4;144.3]

(mIU.I.mint) 3m  2409+89.3 281.3+201.9 -40.5[-140.8;59.9] | 3-0m  25.9[-55.7;107.6]  110.3 [28.7;192.0]*
9m  2365+344  251.9+99.8  -15.4[115.7;84.9] | 93m  -4.4[-86.0;77.3] -29.4 [-111.1;52.2]

Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzeni
signifikanci rozdil mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni analyza. Signifikance rozdil{
jsou vyjadreny jako 95% konfidencni interval (Cl). Odsun glukdzy je vyjadien jako M-hodnota; MCR, metabolic
clearance rate, M-hodnota adjustovana na rovnovainé glykemie; MCR/I, MCR adjustovand na rovnovaziné
inzulinémie; AIR, acute insulin response, AUC pro 30-min inzulinémie béhem argininového testu. T Log-normalné

rozloZena data, k analyzam byl pouzit geometricky pramér.

Charakteristika podkozni tukové tkané

Efekty intervence na mRNA expresi jednotlivych gent v SAAT jsou shrnuty na obrazku 1.
Signifikantni zmény v expresi bylo dosazeno pouze u DGAT-2 a FASN genu, ktery byl po inter-
venci zvysené exprimovan u omnivor(. Zména v expresi DGAT-2 genu pozitivné korelovala se
zménami ve FASN (R 0.91, p=0.002), SCD-1 (R=0.85, p=0.008) a PPAR-y (R 0.76, p=0.03).

Ve spektru plazmatickych lipidd a celkovych FFA nebyly mezi soubory zachyceny zadné
rozdily, ani intervence nevedla ksignifikantnim zménam: celkové FFA, vegan vstupni
162.6 + 54 vs. intervence 170.5 + 41.2 pg.ml?, p=0.7; omnivor vstupni 210 + 62.4 vs. interven-
ce 173.3 + 54.5 pg.ml?, p=0.2. Zadnych signifikanci nebylo také dosazeno v hladinéch triglyce-

rid0 a celkového cholesterolu ani vstupné, ani béhem intervence (data nezobrazena).

17



Obrazek 1 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani v rekci na intervenci.
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3 after the intervention

Osm vegan(l a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzeni

signifikanci rozdill mezi navstévami a mezi skupinami byla pouZita multilevel regresni analyza. * p<0.05.

Charakteristiky kosterniho svalu, genova exprese, aktivita komplexu respiracniho retézce
Mitochondridlni funkce. ZvySeni aktivity komplexu Il korelovalo v celém souboru se zména-

mi v komplexu Il (R 0.75, p=0.0008) a CS (R 0.55, p=0.03) (viz tabulka 8 a obrazek 2).
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Tabulka 8 Parametry mitochondrialni funkce kosterniho svalu

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% Cl Zmény v ramci skupiny s 95% CI

Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% CI] Vizita Vegan Omnivor
cs Om  2103+688 2047+49.3  5.6[44.9;56.1] - -
(umol.g*.min) 3m  207.8+43.7 2154544 -7.6[-58.2:429] | 3-0m -2.5[41.3;36.2] 10.7 [-28.1;49.5]
Komplex | Om 29.6+18.9 37.6+7.4 -8.0 [-21.1;5.0] - -
(nmol.min"t.mg protein-) 3m  41.7+143 412+137  05[-12.513.6] | 30m  12.2[-0.8;25.2] 3.6 [-9.4:16.6]
Komplex Il 0Om 6.9+1.4 7.1+0.7 -0.2 [-1.4;1.0] - -
(nmol.min"t.mg protein-) 3m 81+1.4 92+16 -1.1[-2.3;01] | 3-0m  1.2[0.3;2.4]* 2.1[0.9;3.3] *
Komplex I Om  109.6+20.5 120.3+258 -10.1[-36.7;15.1] - -
(nmol.min".mg protein-t) 3m  113.7+20.6 130.7+41.1 -17.0[-43:0;8.9] | 3-0m  4.1[-21.8;30.0]  10.4[-15.5;36.3]
Komplex IV (Alog om 52+2.1 47+13 0.4 [-1.1;2.0] - -
e Rt T [ 48+12 46+1.8 015[-1.4;1.7] | 3-0m  -0.4[-1.9;1.2] -0.1[-1.6;1.4]

Osm veganl a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésic¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzeni

signifikanci rozdill mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni analyza. Signifikance rozdil{

jsou vyjadreny jako 95% konfidencni interval (Cl). CS, aktivita citrat syntdzy.

Obrazek 2 mRNA exprese v kosternim svalu v rekci na intervenci.
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Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy. K posouzent

signifikanci rozdill mezi navstévami a mezi skupinami byla pouZita multilevel regresni analyza. * p<0.05.
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Diskuze

Observacni studie

V observacni studii jsme zkoumali vliv dlouhodobé veganské diety na celotélovou citli-
vost kinzulinu, na obsah IMCL a mitochondridlni denzitu v kosternim svalu. NasSe hypotéza
byla, Ze vegani budou mit vyssi IS, cemuZ bude na tkanové urovni SM odpovidat nizsi obsah
IMCL a vyssi mitochondridini denzita. Ddle jsme predpokladali, Ze tato unikatni populace by
mohla poslouZit jako vhodny model ke studiu inicidlnich stadii zhorSovani IS, a Ze modifikaci
skladby stravy ve sméru omnivorni diety by bylo mozné studovat vliv vybranych nutrientd na
parametry glukdzové homeostazy.

Glukdzova homeostdza. Ukazali jsme, ze vegani maji nizsi lacné glykemie a inzulinémie,
a Ze maji vyssi inzulinem stimulovany odsun glukdzy v clampovém vySetieni. Toto je pravdépo-
jiz byla publikovana (Hua et al. 2001; Goff et al. 2005). Byli jsme vSak prvni, kdo pouzil
k posouzeni inzulinové senzitivity metodu HEC, ktera je zlatym standardem pro posouzeni SM
IR. Profil cirkulujicich lipid a FFA. V minulosti jiz bylo popsano, Ze vegani maji pfiznivéjsi
lipidovy profil, nizsi koncentrace celkového a LDL-cholesterolu a triglyceridd (Yang et al. 2012;
Kim et al. 2012). NaSe nalezy jsou podobné, vegani méli signifikantné nizsi hladinu celkového
cholesterolu. V profilu FFA jsme ukazali, Ze vegani maji vyssi hladiny PUFA a vyssi mnoZstvi
omega 6 mastnych kyselin LA, EDA a DGLA. Zachytili jsme také vyssi hladiny omega 3 mastnych
kyselin u vegan(, coZ nebylo doposud popsdno. Obsah intramyocelularnich lipidd. Predchozi
studie prokazaly, Zze obsah IMCL koreluje pozitivné s IR u zdravych nediabetickych subjekt(
(Roden et al. 1996), a Ze vegani maji nizsi obsah IMCL v porovnani s omnivory (Goff et al.
2005). Nizsi obsah IMCL byl nicméné zachycen pouze ve svalu s pfevahou oxidativnich vldken
(m. soleus) a nikoli ve svalu s vlakny prevazené glykolytickymi (m. tibilais anterior). V nasi studii
jsme zkoumani podrobili biopticky vzorek m. vastus lateralis, tedy sval prevazné glykolyticky
a v souladu s predchozi praci jsme nenalezli mezi skupinami statisticky signifikantni rozdil, ac je
patrny trend knizSimu IMCL obsahu u veganl. Mitochondridlni denzita. Mitochondridini
aerobni kapacita kosterniho svalu je hlavnim kontributorem celotélové IS, kosterni sval je
zodpovédny za prakticky 85 % inzulinem zprostfedkovaného odsunu glukdzy (Brehm & Roden,
2007). Je znamo, ze IR subjekty maji nizsi mitochondridlni oxidativni kapacitu a nizsi mitochon-

dridlni obsah (Ritov et al. 2010). Doposud vsak u vegan( nebyla zadna data o mitochondrialni
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funkci publikovana. V predkladané praci jsme hodnotili mitochondridlni denzitu pomoci mére-
ni aktivity CS (mitochondridlni enzym kdédovany v jadru bunky) a relativniho mnoZstvi mito-
chondridlni DNA v kosternim svalu. V naSem souboru jsme nezachytili Zadné signifikantni roz-
dily mezi skupinami. Nicméné byl patrny trend k vyssimu mnozstvi mtDNA u vegand.

Souhrnné jsme v observacni studii prokdzali, Ze vegani se odliSuji od omnivor( v fadé
parametrd glukézové homeostdzy, a Ze je tedy mozné pouZit model ,vegan vs. omni-

vor” v intervencni studii.

Intervenéni studie

V minulosti jiz bylo prokazano, Ze cirkulujici hladiny BCAA koreluji s IR a rizikem rozvoje
T2DM (Wang et al. 2011). Avsak kauzalita mezi témito jevy je stale predmétem debat. Cilem
intervencni studie bylo prokdzat moznou kauzalni roli dietnich BCAA na zhorSovani citlivosti
na inzulin. Vychazeli jsme z predpokladu, Ze vegani maji nizsi prijem BCAA, a Ze toto je podkla-
dem jejich lepsi inzulinové citlivosti.

Hladiny BCAA, IR a sekrece inzulinu. BCAA patfi mezi AA, které nejsou primarné meta-
bolizovany v jatrech, a proto postprandialné jejich periferni hladiny odraZeji jejich podanou
a vstfebanou davku (van Loon et al. 2000). Nase hypotéza byla, Ze také béhem dlouhodobé
intervence dojde ke zvySeni hladin BCAA, a Ze tato zména bude korelovat s poklesem IS a se
zvysenim sekrece inzulinu. | pfes vyznamné navyseni (vice neZ dvojndsobek bazalniho dietniho
pfijmu BCAA) podilu BCAA v dieté jsme prokdazali pouze mirny, lec statisticky signifikantni
vzestup v hladiné leucinu. Toto nase pozorovani je v rozporu se starSimi daty (van Loon et al.
2000; Wahren et al. 1976), kterd vsak byla ziskdna béhem akutnich intervenci. Data
z dlouhodobych intervenci jsou nemnoha. Jedna skupina dosahla po dvanactimésicni inter-
venci BCAA obdobnych vysledk( jako my, tedy zvySeni sérového leucinu bez korespondujiciho
vzestupu valinu a izoleucinu (Takeshita et al. 2012). Nase data tedy neimplikuji, ze by dlouho-
doby dietni prfivod BCAA byl zodpovédny za jejich vyssi cirkulujici hladiny, které prova-
zeji T2DM. Zda se tedy, Ze cirkulujici BCAA jsou odrazem selhani inzulinem zprostfedkované
suprese proteolyzy ¢i poruchy oxidace BCAA, jak jiz bylo navrzeno (Lynch a Adams 2014).

| pfes relativné maly vliv suplementace na cirkulujici BCAA, intervence vedla k vyznam-
nému poklesu inzulinové citlivosti u vegan(. Zajimavé je, ze pokles odsunu glukdzy u vegani

dosahl vstupnich hodnot omnivorni kontrolni skupiny, a Ze po wash-out periodé doslo ve
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skupiné k navratu zpét na vstupni hodnoty. Toto pozorovani podporuje hypotézu, Zze BCAA
mohou mit pfimy negativni dopad na IS u zdravych lidi. Obdobé byl pokles IS pozorovan v jiz
publikovanych intervencénich studiich, kdy bylo pouZito IV infuze AA roztoku obsahujiciho
BCAA (Robinson et al. 2014). Zadné negativni zmény IS jsme viak nepozorovali v omnivorni
skupiné. Takova skupinové specifickda odpovéd na dlouhodobou intervenci BCAA u dvou
kohort, které se lisi ve svych nutri¢nich zvyklostech, by mohla vysvétlovat pfedchozi konfliktni
vysledky animalnich studii (Newgard et al. 2009; Macotela et al. 2011). V rozporu s nasimi
vysledky, které byly ziskany na skupiné metabolicky zdravych a mladych jedincd, jsou vysledky
intervencnich studii, které byly naopak provadény na IR dobrovolnicich, a které prokazaly
zlepSeni odsunu glukdzy po navyseni pfijmu stravy s vysokym obsahem BCAA (Ouellet et al.
2007; Jakubowicz et al. 2014). Zda se tedy, Ze jen IR subjekty mohou profitovat z BCAA
suplementace. Tento efekt mize byt podminén inzulinotropnimi Gc¢inky BCAA (van Loon et al.
2003). BCAA stimuluji sekreci inzulinu z B-bunky jak pfimo, tak cestou inkretin( (Yang et al.
2010; Jakubowicz et al. 2014). V tomto smyslu také suplementace BCAA u pacientl s T2DM
zvysila AIR a vedla ke zlepSeni kompenzace postprandidlnich glykemii (Jakubowicz et al. 2014).
U zdravych jedincl vSak nemuseji byt tyto inzulinotropni efekty nutné pozitivni, protoze
hyperinzulinémie sama o sobé zhorsuje inzulinovou signalizaci v jatrech a v SM (Ueno et al.
2005). Vsouladu s témito Uvahami jsme také my prokdzali zvySeni AIR po intervenci pouze
ve skupiné omnivorq, ktefi jsou méné senzitivni nez vegani.

Mitochondridlni kapacita a genova exprese v SM. Nase hypotéza byla, Ze zmény v IS,
které detekujeme na celotélové Urovni po intervenci, budou se odrazet ve zméndach v mito-
chondrialni respiraci kosterniho svalu a/nebo v expresi klicovych genl pro inzulinovou signali-
zaci a metabolizmus BCAA. Je zndmo, Ze zmény v mitochondridlni respiraci SM jsou asocio-
vany s IR (Tumova et al. 2015). Navic BCAA patfi mezi hlavni substraty oxidované v SM.
Po intervenci jsme neshledali Zadné rozdily mezi skupinami v mitochondridlni denzité (aktivité
CS) ani u jedné ze skupin. Zvyseni aktivity komplex RC byly naopak zachyceny u obou skupin,
ac vice vyjadreny byly ve skupiné omnivor(. Statisticky signifikantni zvyseni bylo zachyceno
v aktivité komplexu Il, u omnivord tato zména navic korelovala se zménami v komplexu I
a CS. U omnivorl tedy zvyseni aktivity komplex( RC po intervenci koresponduje se vzestupem
odsunu glukdzy do SM. Navic intervence vedla u omnivord ke zvyseni exprese GLUT-4 v SM,
coz muze ke zlepSeni IS pfispivat. Na druhou stranu nase vysledky nepoukazuji na to, zZe by

pokles IS u veganl byl asociovan s odpovidajicimi zménami v mitochondrialni respiraci v SM.
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Ve srovnani se skupinou omnivord méli vegani méné vyjadfeny zmény v BCKDH A, co? mize
naznacovat, Ze po intervenci neindukuji BCAA katabolizmus v SM.

Genova exprese v AT. V minulosti bylo prokazano in vitro, Zze BCAA slouzi jako vyznam-
ny prekurzor pro de novo lipogenezu v adipocytech (Green et al. 2016). Na druhou stranu
stavy charakterizované poruchou glukdézové homeostdzy jsou charakterizovany down-regulaci
klicovych enzym( v katabolizmu BCAA v AT (Lackey et al. 2013). Nase hypotéza tedy byla,
Ze intervence BCAA bude modulovat expresi genl pro metabolizmus BCAA a lipogenezu v AT.
V rozporu s nasi hypotézou jsme nepozorovali Zzadné signifikantni zmény v expresi genl pro
metabolizmus BCAA, které by odrazely pokles IS po intervenci u vegant. Nicméné nemUizeme
vyloucit, Ze zvySena nabidka BCAA v SM mohla mit dopad na translaci téchto gend ¢i pfimo
ovlivnila aktivitu pfislusného enzymu.

Na druhou stranu suplementace BCAA vedla ve skupiné omnivor( ke zvyseni exprese
gen( pro lipogenezu: syntézu mastnych kyselin (FASN) a syntézu triglycerid( (DGAT-2). Zmény
v expresi DGAT-2 navic korelovaly se zménami v genech dalsich lipolytickych enzym, PPAR-y
a SCD-1. Tato pozorovani podporuji hypotézu, Ze exces exogennich BCAA je utilizovan v AT
a slouzi jako substrat pro de novo lipogenezu. Vyssi lipogenni kapacita AT byla v minulosti pro-
kdzana také v souvislosti svyssi IS (Obata et al. 2016). ZvySeni exprese lipogennich gen(
u omnivor( tedy mdze predstavovat adaptivni mechanizmus na zvySeny privod BCAA, které by
jinak negativné ovlivnily IS v SM.

Nase data nam neposkytuji vysvétleni pro rozdilnou metabolickou odpovéd na suple-
mentaci BCAA u vegan( a omnivord. Jedna z hypotéz mUze zalezet v rozdilném vstupnim pfi-
vodu AA a BCAA mezi skupinami. U BCAA nizko-pfijmové skupiny (tedy u vegant) mohou byt
BCAA pfijaté stravou sméfovany primarné do SM, kde jsou pouzity jako substrat pro proteo-
syntézu. Toto maze vysvétlovat pokles IS po intervenci u vegand, protoze bylo jiz v minulosti
prokdzano, zZe leucin snizuje inzulinovou signalizaci cestou stimulace mTORC1-SK61 komplexu
a zpétnovazebnou inhibici IRS-1 a IRS-2 vSM (Krebs et al. 2007). V BCAA vysoko-pfijmové
skupiné (omnivofi) je exces BCAA pufrovan tukovou tkani, kde jsou BCAA deaminovany a uhli-
katy skelet je pouzit pro lipogenezu. JelikoZ jsme vsak ve studii nestanovovali ani miru proteo-
syntézy v SM, ani aktivitu mTORC1 nemUzeme dat v této hypotéze konkluzivni zavér.

Dalsi hypotézou vysvétlujici rozdilnou metabolickou odpovéd na intervenci BCAA je
rozdil v pfijmu a zdsobdach kobalaminu (vitaminu B12). Je zndmo, Ze veganska dieta je chuda

na kobalamin, a zasoby kobalaminu jsou u vegan( vyznamné snizeny (Pawlak et al. 2014), coz
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jsme prokazali i my v observacéni studii (Gojda et al. 2013). Pfitom prdvé de novo lipogeneza
a diferenciace adipocytl v AT je dependentni na dostupnosti pravé kobalaminu-4 (Green et al.
2016). Nizsi dostupnost kobalaminu u vegan( tedy mUze byt pfi¢inou horsi lipogenni kapacity
AT, coz vede k pretékani excesu BCAA do kosterniho svalstva, kde BCAA interferuji s odsunem
glukodzy. Vintervencni studii jsme vSak zachytili ve vstupnich hladinach kobalaminu pouze

trend k nizsim hodnotam u vegan(.

Zaver

Diabetes 2. typu a jeho kardiovaskularni komplikace patfi celosvétové v soucasnosti
mezi nejvyznamnéjsi priciny mortality. Podstatnou mérou k tomu prispiva také skladba stravy.
Existuje vztah mezi IR a vyssi hladinou plazmatickych BCAA. Dosud vsak neni ziejmé, zda jsou
tyto dva jevy v kauzalni souvislosti, a zda je zdroj cirkulujicich BCAA exogenniho ¢i endogen-
niho pavodu. Cilem nasi prace bylo prokazat vztah mezi témito jevy v intervenéni studii.

Pfed samotnou intervenci, jsme vyvinuli unikatni model ,vegan vs. omnivor”. Pfedpo-
kladali jsme, Ze populace vegani ma dlouhodobé nizsi dietni privod BCAA (vegani) a zaroven
lepsi parametry funkce inzulinu. Tento model byl validovan v prvni observacni studii. Nasledné
byl model pouZit k intervenci peroralnimi preparaty BCAA po dobu tfi mésicl. Zjistili jsme,
Ze navyseni BCAA v dieté vedlo k poklesu IS pouze u vegant. U omnivorl suplementace BCAA
vedla kindukci lipogenni aktivity AT a mitochondridlni respirace SM. Prokazali jsme tedy
negativni dopad suplementace BCAA pouze u subjektd svysokou IS a nizkym bazalnim
prijmem AA/BCAA. Efekt suplementace BCAA na IS u veganl mlze byt ¢astecné vysvétlen
jejich neschopnosti zvysit katabolizmus BCAA v AT a SM. Zaroven suplementace BCAA neméla
vyznamny efekt na zvySeni cirkulujicich BCAA, ani na jejich tkanovy metabolizmus, coz
vylu€uje kauzalni vliv dietnich BCAA v progresi IR u diabetu. Dietni BCAA by vSak mohly mit vliv

v inicidlnich fazich zhorsovani IS.

Implikace pro dietologii

Skutec¢nost, ze nékteré aminokyseliny maji také jiné nez jen strukturalni funkce na syn-
tézu proteinl je zndma jiz desitky let. Vétvené aminokyseliny maji vtomto ohledu mezi
ostatnimi esencidlnimi AA exkluzivni postaveni, protoZe nejsou metabolizovany v jatrech

a slouzi jako vyznamné nutri¢ni signaly v radé perifernich tkani. Leucin pUsobi pfimo na
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B-buriku, kde stimuluje sekreci inzulinu (Yang et al. 2010), v kosternim svalu aktivuje mTOR
a proteosyntézu svalovych vldken, a bylo navrzeno, Ze mlze ovliviiovat pfijem stravy cestou
signalizace v anorexigennich centrech hypotalamu (Zampieri et al. 2013).

Prokazali jsme, Ze BCAA mohou protektivné plsobit hned na nékolika Urovnich meta-
bolizmu. U obecné populace s normainim prijmem AA/BCAA, BCAA zlepsuji postprandialni
odsun glukdzy a stimuluji lipogenni aktivitu v tukové tkani. Za vyznamné povaZzujeme, Ze BCAA
také vykazuji pfi dlouhodobé suplementaci inzulinotropni Ucinky. Tato jejich vlastnost je zna-
ma z akutnich pokust jiz desitky let (Floyd JC et al. 1966). Selhani B-bunék v kompenzaci IR je
pfitom Ustfednim rozvojem manifestace a progrese diabetu. Proto dietni manipulace s cilem
zvysit sekreci inzulinu predstavuji potencialné lakavy mechanizmus k prekonani IR a kompen-
zaci glykemii u pacientl s diabetem. V minulosti jiZz bylo prokazano, Ze pokud je u pacient(
s diabetem pred jidly podana syrovatka, bohaty zdroj BCAA (Layman 2003), je dosazeno lepsi
postprandialni kompenzace glykemii (Frid et al. 2005). Obdobnych vysledk( bylo dosazeno
také suplementaci smési AA (obsahujici také BCAA) (Solerte et al. 2008).

Ac jsme v soucCasné dobé jesté daleko od moznosti formulace jednoznacénych dietnich
doporuceni, je zirejmé, Ze naSe vysledky podporuji obecny trend v dietoterapii diabetu, ktery
spociva v redukci prijmu sacharidd na Ukor proteint a tukl (American Diabetes Association
2017). Suplementace BCAA ¢i jejich zdroji se zda byt vyhodna az u stavl, kdy dochazi k pokle-
su v sekreci inzulinu a manifestaci diabetu. Naopak u skupin obyvatelstva s vysokou citlivosti
na inzulin mohou BCAA a jejich inzulinotropni vlastnosti predstavovat potencialni riziko.

Nase vysledky také podporuji protektivni efekt diet zaloZzenych na rostlinnych zdrojich.
Vegetarianska dieta je dnes povaZovana za védecky podloZenou alternativu diety diabetické,
coz se promitlo také v poslednim doporuceni ¢eské diabetologické spole¢nosti pro diabetic-

kou dietu (Kahleova a Pelikanova 2015).
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Seznam zkratek

AA: aminokyseliny

ACOX: acyl CoA oxidaza

AT: adipose tissue, tukova tkan

BCAA: branched chain aminoacids, aminokyseliny s vétvenym fetézcem
BCKDHA, BCKDHB: branched chain keto acid dehydrogendza Aa B
CD3g: cluster of differenciation 3, povrchovy antigen T lymfocyt(
CPT1b: kreatin-palmitoyl tranferdza 1 beta

DGAT-2: digylcerol acyl transferaza

FASN: fatty acid syntdza

GLUT-4: glucose transporter 4

IS: inzulinova senzitivita

IR: inzulinova rezistence

IRS-1: inuslin receptor substrate

PPAR-y: peroxisom proliferator activated receptor gamma

PLIN-1, PLIN-2: perilipiny

SCD-1, SCD-5: stearoyl CoA desaturazy

SM: skeletal muscle, kosterni sval

T2DM: diabetes mellitus 2. typu
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