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Pfedmluva a podékovani

Dis-moi ce que tu manges, je te dirai ce que tu es; fekni mi, co ji§, a ja ti povim, kdo
jsi. Frazi z Fyziologie chuti profesora Brillant-Savarina bychom mohli zacit prfedmluvu
ktématu vlivu nutri¢nich faktor na rozvoj syndromu inzulinové rezistence. Téma je
v Sirsim kontextu na pomezi dvou obor(, diabetologie a dietologie, se kterymi jsem svazal
nejen svou védeckou, ale také klinickou kariéru.

Prevalence diabetu a chorob asociovanych s inzulinovou rezistenci je na vzestupu
a dosahuje v celosvétovém meéfitku pandemickych rozmér(. Je zfejmé, Ze za takovy posun
museji byt zodpovédné environmentalni faktory. Kandidatnich ,toxickych” faktor( v zev-
nim prostredi je pospana celd fada, od nepoméru v pfijmu a vydeji kalorii, pfes expozici
chemickym sloucenindm s ucinky endogennich dysruptor(, az po fyzickou inaktivitu ¢i psy-
chicky stres. Vyznamnou roli pfitom sehravaji pravé faktory nutri¢ni. Jedna se nejen o kvan-
titu pfijmu makronutrient(, ale také kvalitu jednotlivych jejich komponent a komplexni
dietni vzorec, ve kterém se dostavaji do organizmu. Kromé toho, Ze se v béiné stravé
vyskytuje rfada protektivnich a problematickych nutrientd, pfijimédme stravou také radu
vyloZené toxickych substanci. Kromé toho, Ze nutrienty maji svoje funkce metabolické, maji
také ulohy signalni. A kromé toho, Ze plsobi na cilové tkané v lidském organizmu pfimo
svoji dostupnosti, moduluji také strevni mikrobiom, jehoZ secernované plsobky maiji
potom pfimy dopad na makroorganizmus. Jiz ztohoto je zfejmé, Ze problematika je
komplexni, a Ze se vyzkum v oblasti dietologie tési neutuchajici védecké pozornosti.

V zakladnim vyzkumu patofyziologie diabetu na humannich subjektech vychazime
z observacnich dat porovnavajicich modelové populace, které se lisi v parametrech gluké-
zové homeostazy. Tak byly naptiklad definovany zékladni patofyziologické mechanizmy
rozvoje IR na zakladé porovnani mezi hubenymi a obéznimi subjekty, mezi inzulin rezistent-
nimi subjekty s diabetem a bez diabetu a podobné. Analogicky vliv environmentalnich
faktor( bylo mozné popsat na zakladé studii monozygotnich dvojcat diskordantnich pro
diabetes 2. typu. Pro feSeni specifické otazky vlivu nutricnich faktord na inzulinovou
rezistenci (IR) jsme zvolili jako vhodny model populaci vegant. Vegani maji na jedné strané

vyrazné odlisny zplsob stravovani s restrikci celé rady zakladnich slozek “zapadni” diety,




ana strané druhé maji dle rozsahlych epidemiologickych dat nizsi prevalenci stavl
a chorob asociovanych s IR, zejména obezity a diabetu 2. typu, ale také nékterych nadoro-
vych onemocnéni. Skupinu vegan( jsme podrobili detailnéjsi metabolické fenotypizaci
s cilem experimentdlné a kontrolované ovéfit stavajici epidemiologickd data. Tato obser-
vacni studie byla predmétem prvni casti feSeni dizertace. Potvrdili jsme, Ze vegani maji
vy$si inzulinovou senzitivitu, a Ze jsou v lepsi kondici v fadé metabolickych parametrd.
Nasledné byl model ,vegan vs. omnivor” vyuZit v testovani hypotézy, Zze aminokyseliny
s vétvenym retézcem (branched chain amino acids, BCAA) maji kauzalni roli v ¢asné fazi
deteriorace inzulinové senzitivity tukové tkané a kosterniho svalu, jak naznacovala
dostupna literatura.

Fyziologickd ¢ast projektl probihala na Oddéleni klinické fyziologie 2. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a 3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy. Toto
pracovisté se béhem doby mého plsobeni zménilo z vySetfovny funkénich testl v kompeti-
tivni pracovisté charakteru vyzkumného oddéleni, které spliuje pfisné normy akreditace
zdravotnického zafizeni a dobré klinické praxe, kde v bezprostfedni blizkosti vySetfovny je
preanalytickd laboratof s moznosti pripravy vzork(, a kde provoz zajistuje kvalifikovany
personal.

Regeni projektl v rdmci dizertace by nebylo moZné bez instituciondlni (vyzkumny
zamér MSM 0021620814 a PRVOUK P30) a tUcelové (grant IGA NT 14416) financni podpory,
za kterou dékuji.

Zasadni byla spoluprace s kolegy zjinych laboratofi v ramci Centra pro vyzkum
diabetu, metabolizmu a vyZivy 3. lékarské fakulty, jeZ jsou jmenovité uvedeni jako
spoluautofi publikaci dizertace. Této spoluprace si velmi vazim a patfi jim muaj dik.

Diky patfi také lidem, ktefi nejsou uvedeni v seznamu spoluautord publikaci a to
doc. Janu Poldkovi a doc. Frantisku Duskovi, od kterych se mi vzdy dostalo rady a povzbu-
zeni, kdyz ho bylo treba.

Dékuji také viem kolegynim sestram, které asistovaly u funkénich test( a biopsii:
Diané Cmuchdlkové, Blance Hornikové, Ivané Pankové, Tereze Rychtafikové, Zuzané
Jindrové, Anné Racové, Hance Dvorakové a Lence Macounové.

Zvlastni dik patfi technické vedouci oddéleni klinické fyziologie Jané Potockové.

Dékuji ji nejen za technickou podporu pfi realizaci projektl, logistice, pripravé vzork(




a vedeni databdzi, ale zejména za jeji moudry ndhled, se kterym se chape svéta kolem

sebe, a ktery je pfinosem pro vsechny védecké projekty pracovisté.

A last but not least, bych rad podékoval svému uciteli prof. Michalu Andélovi.
Probudil ve mné lasku k fyziologii, byl mi trpélivym rddcem a prlvodcem po nelehkych
cestach kombinovaného doktorského studia a klinické praxe a v neposledni fadé mi byl, je

i bude prikladnym lékafem a védcem kritického a nestarnouciho ducha.




Seznam zkratek

4EBP-1: vazebny protein 1 pro
eukaryoticky iniciacni faktor 4E

AA: aminokyseliny

ACOX: acyl CoA oxidaza

AKT: protein kinaza B

AT: adipose tissue, tukova tkan
ATP: adenosin trifosfat

BCAA: branched chain amino acids,
aminokyseliny s vétvenym fetézcem

BCKDHA, BCKDHB: branched chain keto
acid dehydrogenaza Aa B
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CD3g: cluster of differenciation 3,
povrchovy antigen T lymfocytl

CPT1b: kreatin-palmitoyl tranferdza 1
DAG: diacylglycerol

DGAT-2: diglycerol acyl transferaza
FASN: fatty acid syntdza

FFA: volné mastné kyseliny

GLUT-4: glucose transporter 4

HEC: hyperinzulinemicky euglykemicky
clamp

IS: inzulinova senzitivita

IR: inzulinova rezistence

IRS: inuslin receptor substrate

IU: mezinarodni jednotky

mMTOR: mammalian target of rapamycin

PPARy: peroxisom proliferator activated
receptor gamma

PLIN-1, PLIN-2: perilipiny

ROS: reaktivni formy kysliku

S6K1: p70-S6 kindza 1

SCD-1, SCD-5: stearoyl CoA desaturazy
SM: skeletal muscle, kosterni sval
TAG: triglyceridy

T2DM: diabetes mellitus 2. typu

VO2max: maximalni spotfeba kysliku
béhem zatézového testu




1. Literarni Uvod a prehled problematiky

1.1, Epidemiologie

Obezita a diabetes 2. typu (T2DM) jsou rizikovymi faktory rozvoje aterosklerdzy
a jejich komplikaci (Zimmet et al. 2001) a podileji se tak vyznamnou mérou na kardiovasku-
larni mortalité ve vyspélych zemich (Godsland et al. 2011). Diabetes mellitus 2. typu pred-
stavuje jeden z nejvyznamnéjsich faktord celosvétové nemocnosti a Umrtnosti. Celosvétova
prevalence dosahuje pandemickych rozmérl a podle odhadl International Diabetes
Foundation bylo v roce 2013 evidovan 382 milion( pripadd tohoto onemocnéni. Nejvyssi
incidence je vsoucasné dobé v rychle se rozvijejicich zemich Asie a Latinské Ameriky
(International Diabetes Federation 2015).

V Ceské Republice bylo v roce 2013 evidovano bezmala 862 tisic pacient( s diabe-
tem, z toho prakticky 95 % pacientd ma T2DM (Zvolsky 2015). Meziro¢ni nardst je asi
20 tisic a od roku 1980 pocet pacientd vzrostl 2,5 krat. Oc¢ekdva se, Ze v roce 2035 bude mit
kazdy desaty obyvatel Ceské republiky diabetes. Morbidita a mortalita je dana jednak
makrovaskularnimi komplikacemi a jednak specifickymi komplikacemi, retinopatii, nefro-
patii a neuropatii ¢i jejich kombinaci jako napfiklad syndromem diabetické nohy. | pres
vyznamné lécebné pokroky a komplexni péci, které se diabetikim dostdva, se jejich

ocekdvané doziti zkracuje az 0 12 let oproti obecné populaci (Leal et al. 2009).

1.2. Zdkladni vymezeni pojmu

Diabetes je heterogenni skupina onemocnéni, které sdileji spole¢ny syndromolo-
gicky zaklad v hyperglykemii a jejich symptomech. Dizertace se zabyva specificky diabetem
2. typu, ktery je soucasti tzv. metabolického syndromu, a ktery jevi vysokou podminénost
environmentalnimi faktory. Diabetes je definovan jako pfitomnost lacné glykemie nad
7,0 mmol/| ¢i ndhodna glykemie ¢i glykemie v 2. hodiné OGTT nad 11,1 mmol/I ve vendzni

krvi (minimalné ze dvou méreni). | kdyz diabetes dnes vnimame jako komplexni poruchu




intermediarniho metabolizmu, kterd nevyjimad metabolické osudy ani jednoho ze zaklad-
nich energetickych substrat (sacharidd, lipid0 a protein(), v klinické praxi se zaméfujeme
zejména na defekty v glukoregulaci. Tato prakticka simplifikace ma hned nékolik dlvoda.
Diabetes mellitus je syndrom, ktery se klinicky manifestuje pravé symptomy z hypergly-
kemie (osmotickd symptomatologie), a plvodné byla také tato jednotka definovéna
pritomnosti sladké moci. Glykemie je tésné regulovana a jevi velmi malou interindividudlni
variabilitu, je pfistupnd laboratornimu stanoveni a jeji hodnoty koreluji s metabolickou
kompenzaci diabetu a rizikem jeho pozdnich komplikaci. Hyperglykemie se mechanizmem
glukotoxicity podili na chronickych komplikacich diabetu poskozovanim struktury makro-
molekul ve tkanich. A v neposledni fadé pouzivame mechanisticky glukoregulaéni smycku
(viz dale) k popisu snizené odpovédi hlavnich glukoregulaénich tkani na inzulin, tzv.
inzulinové rezistenci.

Inzulinova rezistence (IR), jako fyziologicky fenomén nizsi metabolické odpovédi
tkani na inzulin je v detailech popsana v pfislusnych kapitolach. Pokud hovofim v textu o IR,
pak se jednd o pokles citlivosti cilovych tkani na inzulin v Sirokém slova smyslu. Pokud
hovofim o syndromu IR, pak mam na mysli tzv. metabolicky syndrom, onemocnéni
charakterizované spole¢nym vyskytem obezity, arteridlni hypertenze, inzulinové rezistence
¢i diabetu a dyslipidemie, které je vyznamnym kardiovaskularnim rizikovym faktorem.
Pokud uZivam v textu dizertace termin diabetes, neni-li uvedeno jinak, mam na mysli

diabetes 2. typu.

1.3. Fyziologie glukézové homeostdzy

Nositeli energie v organizmu jsou makroergni slouceniny na bazi fosfatu, zejména
adenosin trifosfat (ATP), které jsou schopny uvolnit energii pfi exergonni hydrolyze svoji
struktury. Jako energetické substraty pak oznacujeme uhlikaté slouceniny, které mohou
byt v burice pouZity pro genezi makroergnich vazeb. Mezi zakladni energetické substraty
fadime pravé glukdzu. Zdrojem pro glukozu jsou jednoduché ¢&i komplexni sacharidy ze
stravy. Stépeni sacharidC je podminéno aktivitou slinné a pankreatické amyldzy a oligosa-

charidaz karta¢ového lemu, které hydrolyzuji slozitéjsi cukry za vzniku mono a disacharidd.
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Ty jsou nasledné resorbovany do enterocytl a uvolnény do portalni cirkulace. Portdlni krev
pred nabidkou do systémové cirkulace protéka slinivkou, kde omyva B-buriky a stimuluje
sekreci inzulinu. Jednd se o zasadni glukostaticky mechanizmus (viz dale). Glukézu mohou
utilizovat vSechny burky v organizmu, aby ale mohla svoje metabolické a signaini funkce
vykonat, musi se dostat pres cytoplazmatickou membranu. Tak se déje facilitovanou difuzi
pres rodinu GLUT transportér(. V soucasné dobé je jich popsano celkem 14, avsak jen malo
znich ma znamé a definované ucinky v resorpci glukdzy (Thorens a Mueckler 2010).
S ohledem na glukoregulaci ma vyznamné postaveni GLUT-4 transportér, ktery je exprimo-
van zejména na bunkach kosterniho svalu, srde¢niho svalu a adipocytu. Translokaci GLUT-4
na povrch bunék a tedy i jejich transportni kapacitu reguluje inzulinova signdlni kaskada (viz

dale).

Tabulka 1 Schéma zakladnich GLUT receptorll. Km je konstanta Michaelis-
Mentenové, kterd uvadi molarni koncentraci, pfi které je dosazeno 50%

transportni kapacity systému. Adaptovano z (Thorens a Mueckler 2010).

Trasportér | Funkce Km(mmol/l) | Tkarova exprese
GLUT-1 Bazalni odsun glukézy | ~1,5 Ubikvitérni, zejména
neurony
GLUT-2 Glukézovy senzor, ~17 B-bunky, hepatocyt,
exkrece glukdzy tubularni epitelie,
enterocyt
GLUT-3 Bazalni odsun glukézy | ~1,5 Neurony, placenta, krevni
elementy, ubikvitérni
GLUT-4 Inzulinem stimulovany | 5 Kosterni sval,
odsun glukozy kardiomyocyt, adipocyt

Za aerobnich podminek slouzi glukéza jako vychozi substrat pro glykolyzu a aerobni
fosforylaci. Glukéza ma unikatni postaveni mezi energetickymi substraty, protoze je mozné
ji utilizovat i za podminek anaerobnich, vtakovém pripadé je konec¢nym produktem
anaerobni glykolyzy laktat a dvé molekuly ATP. Tkané, které nejsou schopny utilizovat jiné
substraty nez glukézu nazyvame glukdza dependentni, a s jistou rezervou mezi né rfadime
zejména neurony a bunky bez mitochondrii. Napfiklad centrdlni nervovy systém clovéka

za normalnich okolnosti denné spotfebuje v priiméru 100 gram@ glukdzy. Uloha glukdzy
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v organizmu vsak nespociva jen v jejim oxidativnim metabolizmu. Glukdza je vychozim
substratem v radé anaplerotickych reakci, kde je zdrojem uhliku a substratl intermediar-
niho cyklu (Farfari et al. 2000). Déle je vychozim substratem pentofosfatového cyklu (PPC),
ve kterém je jejim osudem preména na pétiuhlikaty cukr (ribdzu, prekurzor pro syntézu
ribonukleovych kyselin). V oxidativni ¢asti PPC NADPH dehydrogendza redukuje NAPDH,
coz je redoxni ekvivalent s redukéni funkci v Fadé syntetickych drah a s podilem na reduko-
vani glutathionu a tedy bunécné antioxidacni kapacité. Je tfeba si uvédomit, Ze glukdza se
stdva modulaci dostupnosti ATP zfejmé nejvyznamnéjsi a nejuniverzalnéjsi signalni moleku-
lou v organizmu (Thorens a Mueckler 2010).

Z téchto Cetnych funkci glukdzy v organizmu je ziejmé, Ze glukdzovd homeostaza
musi byt tésné regulovana. V pravdé je hladina cirkulujici glukdzy regulovdna nejtésnéji
ze vSech energetickych substratd. Klicovym hormonalnim systémem pro regulaci metabo-
lizmu glukdzy je systém inzulinu a jeho kontraregulacnich hormonl (glukagonu, kortizolu,
katecholamin( a ristového hormonu). O prevladajicim metabolickém efektu celého systé-
mu rozhoduji molarni poméry mezi inzulinem a jeho kontraregulaénimi protéjsky, zejména
glukagonem (Unger 1971). Inzulin je produkovan a secernovan v pulzech B-bunikami pan-
kreatickych ostrlvkd. Je tedy vyplavovan do portalniho fecisté, kde dosahuje nejvyssich
koncentraci. Inzulin je obecné anabolickym hormonem, jenZ vykazuje Ucinky metabolické
a prorUstové (Djiogue et al. 2013). Inzulinové receptory se nachazeji prakticky na vSech
bunkach v organizmu (Kahn a Goldfine 1993). Jedna se o pfislusniky rodiny receptor(
insulin-like rGstovych faktorl, kterym je spolecnd tyrozin-kindzova aktivita. Inzulinovy
receptor je transmembrdnovy heterodimer. Vazba ligandu (inzulinu) na receptor vede
k autofosforylaci intraceluldrni porce receptoru a fosforylaci inzulinovych receptorovych
substratl (IRS). Ty nasledné spusti signalizacni kaskadu, kterd zélezi v radé fosforylacnich
reakci ve dvou hlavnich signalnich drahach: pres fosfatidyl inositol trifosfat kindzu (PI13K)
a protein kindzu B (neboli AKT kindzu) a pres ERK kindzovou kaskadu (extra cellular signal
regulated kinase). Uc¢inky kaskad jsou zprostfedkované jak genomicky (cestou aktivace
transkripénich faktorl a exprese genu), tak negenomicky. Efektd inzulinu je popsano
znaéné mnozstvi a jevi vyraznou tkanovou specifitu. Ale vzdsadé se jednd o uclinky
metabolické (vstrebavani substratl, syntéza makromolekul) a mitogenni (rlst, diferen-
ciace, antiapoptdza). Obecné se tedy jednd o efekty zajistujici rlst a obnovu tkani a tomu

odpovidajici U¢inky na zvy$eni dostupnosti substratd. U&inky inzulinu jsou v riznych tkénich
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odlisné a ve vétsiné z nich inzulin vykazuje pouze svoje ucinky proproliferativni. Hlavnimi
organy, kde inzulin vykazuje Ucinky na intermediarni metabolizmus, jsou jatra, kosterni sval

a tukova tkan (Turner 2013).

Obrazek 1 Schematické znazornéni inzulinové signalni kaskady.

Adaptovano z (Turner 2013).
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Vjdtrech neni vstifebavani glukdzy zavislé na aktivaci specifickych prenasecu.
Transport glukdzy do hepatocytu se déje pres inzulin non dependentni GLUT-2 transportér.
Dalsim krokem je enzym glukokindza, ktera fosforyluje vstfebanou glukdézu a udrzuje tak
jeji nizkou intracelularni koncentraci a koncentracni gradient. Vznikly glukdza-6-fosfat je
sméfovan bud k oxidaci ¢i k neoxidativni utilizaci. Inzulin stimuluje syntézu glykogenu
a tlumi jeho hydrolyzu a inhibuje glukoneogenezu. Tedy snizuje jaterni produkci glukozy.
Akceleraci glykolyzy zvySuje dostupnost acetyl CoA a malonyl CoA, které jsou jednak
smérovany k pfimé oxidaci v citratovém cyklu a aerobni fosforylaci, a jednak se stavaji
prekurzory pro syntézu mastnych kyselin a lipogenezi. Inzulin pfimo aktivuje klicovy enzym

acetyl CoA karboxylazu. Déle inzulin zvySenim dostupnosti malonyl CoA inhibuje transport
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FA do mitochondrie (inhibici CPAT, karnitin-palitoyl-acyl-transferazy), snizuje jejich oxidaci
a FA jsou tak sméfovany vinzulinem stimulovaném stavu primarné k lipogenezi. Nizsi
oxidace FA také znamenad snizeni ketogeneze. Inzulin dale aktivuje proteosyntézu cestou
aktivace downstream kaskdad od mTOR (mammalian target of rapamycin) a inhibuje
proteolyzu.

V kosternim svalu vede aktivace inzulinové kaskady k translokaci GLUT-4 receptor(
na sarkoplazmatickou membranu a dochdzi ke zvySeni sekunddrné aktivniho transportu
glukézy do bunék. Glukdza je nasledné fosforylovana hexokindzou a sméfovana bud
k syntéze glykogenu ¢&i glykolyze. Cést t¥iuhlikatych produktl glykolyzy, kterd neni dale
oxidovana, se stava ve svalu prekurzorem pro syntézu lipid( (Van Der Vusse a Reneman
2011) a ¢ast je uvolnéna do cirkulace a stavaji se prekurzory pro jaterni glukoneogenezu.
Inzulin stimuluje facilitovanou difizi aminokyselin do kosterniho svalu (Bonadonna et al.
1993) a syntézu proteinli cestou mTOR (Timmerman et al. 2010).

Inzulin v tukové tkdni aktivuje heparin senzitivni lipoproteinovou lipazu, kterd stépi
triglyceridy (TAG) obsazené v cirkulujicich lipoproteinech, glycerol a FA jsou nasledné
vstiebany adipocytem, kde se stavaji prekurzory pro resyntézu TAG. Inzulin naopak
inhibuje hormon senzitivni lipdzu (resp. je inhibovana nizsi hladinou kontraregulacnich
hormond) a inhibuje lipolyzu (rev. in Murray 2012).

Z hlediska metabolického nastaveni glukoregulacni smycky lIze rozlisit v zasadé dva
krajni stavy: postprandialni (po pfijmu substrat(l) a postabsorptivni (lacnéni). Tomu odpovi-
da i regula¢ni hormonalni a vegetativni milieu. VySe zminény popis metabolickych ucinkd
inzulinu de facto odpovida nastaveni intermediarniho metabolizmu v obdobi stimulované
sekrece inzulinu, tedy postprandidlné. V dobé postprandidlni je intermediarni metaboliz-
mus nastaven na syntézu zasobnich forem substrat( (glykogen, tuky, sjistou rezervou
i visceralni a svalovy protein), ze kterych Cerpa po ukonceni resorpce substratl ze streva.
Naopak v pribéhu laénéni postupné sekrece inzulinu klesa, zvySuje se pomérné mnoZzstvi
cirkulujicich kontraregulac¢nich hormond, a organizmus je pfipraven na katabolizmus zasob.
Dochazi k vystupnovani jaterni produkce glukdzy (glykogenolyza, glukoneogeneza), aby
byla udrZzena glykemie. V tukové tkani je deblokovdna hormon senzitivni lipaza, dochazi
k lipolyze a zvyseni fluxu volnych FA a glycerolu do jater. V jatrech jsou FA oxidovany,
uvoliovany ve formé VLDL lipoproteind do periferie a nadbytecny acetyl CoA se stava

prekurzorem pro syntézu ketoldtek (acetoacetat, B-hydroxybutyrat a aceton). Glycerol pak
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substratem pro glukoneogenezu. Ketoldtky jsou uvolfovany do cirkulace a stavaji se
alternativnim substratem zejména pro glukéza-dependentni tkané. Dochazi k degradaci
visceralniho a svalového proteinu, ktery se stavad zdrojem glukogennich a ketogennich
aminokyselin. | béhem protrahovaného hladovéni je vSak minimalni sekrece inzulinu
zachovdana a drzi tak na uzdé jak jaterni produkci glukdzy, tak lipolyzu v tukové tkani a tedy
i ketogenezu.

Schopnost této adaptivni metabolické fluktuace byla béhem fylogenetického vyvoje
Clovéka nezbytna pro zvladani diskontinualniho pfijmu stravy.

Citlivost na inzulin reflektuje miru biologickych ucinkd inzulinu na periferii. Jen
nékteré ztéchto efektl je vSak moiné experimentdlné ovérit. Lze napriklad stanovit
responzivitu inzulinu na odsunu glukdzy do kosterniho svalu, na inhibici jaterni produkce
glukdzy Ci na lipolyzu v tukové tkani. Citlivost na inzulin je tkafové specificka, kolisa béhem
dne i béhem Zivota. Obecné ale plati, Ze relativné nejcitlivéjsi na inzulin je inhibice lipolyzy,
nasledovana supresi endogenni produkce glukdzy jatry a odsunem glukdzy do kosterniho
svalu (viz také dale).

Sekrece inzulinu. Za syntézu a sekreci inzulinu jsou zodpovédné B-burky Langerhan-
sovych ostrivkd. Inzulin je exprimovan jako preproinzulin. DalSimi posttransla¢nimi modifi-
kacemi v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu vznikd samotnd dvojfetézcova
struktura inzulinu, a v ekvimoldrnim poméru také C-peptid (connecting peptide). Syntéza
inzulinu je pod kontrolou dostupnosti ATP a tedy substratového fluxu do bunky. Inzulin je
deponovan v sekrec¢nich granulech a je pfipraven k exocytdze po stimulaci. Mechanizmus
stimulace sekrece inzulinu je komplexni a existuje hned nékolik drah, které konverguji na
zvyseni intraceluldrni pohotovosti Ca?*, kterd vede k posunu vack( mikrofilamenty a mikro-
tubuly. Primarnim stimulem pro sekreci inzulinu je dostupnost energetickych substratd,
zejména glukdzy, ale také ketolatek, FA i nékterych aminokyselin. Kromé toho se také
uplatiiuje regulace humoraini a vegetativni (Yang et al. 2006). Inzulin je secernovan v pul-
zech v celkové denni ddvce 20-40 IU. Stabilni celodenni trend sekrece oznacujeme jako
bazalni, naopak postprandialni navyseni sekrece oznacujeme jako stimulované.

Stimulovand sekrece. Sekrece inzulinu za normalnich okolnosti béhem dne kolisa
tak, aby byla glykemie udrZzena v normalnim rozmezi. V dobé postprandialni, tedy stimulo-
vané, se zvySuje sekrece inzulinu, zvySuje se odsun glukdzy z extracelularniho poolu a sni-

Zuje jaterni produkce glukozy. Naopak v dobé postabsorptivni pokles inzulinu brani odsunu
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glukdzy z extracelularniho poolu a zvysuje produkci glukdzy v jatrech (DeFronzo et al.

1983). Tento protismérny regulaéni vztah je zndzornén na obrazku 2.

Obrazek 2
Glucase Glucose
2.5 4 production uptake — 12
: 1.5 - :_I.
P =&
= :EL
0.5

I [
10 50 200 1000

plasma insulin pU/ml
Vztah produkce (pfisunu) a odsunu glukdzy z extraceluldrni
pohotovosti v zavislosti na koncentracich inzulinu. Sipky zna-
zorfuji stav inzulinové rezistence, kdy jsou potfeba vyssi
inzulinémie k dosazeni efektu na inhibici produkce glukdzy
a stimulaci odsunu do kosterniho svalu. Podle (Defronzo et al.

1983; Defronzo 2009).

Citlivost na inzulin v perifernich tkanich je oviem proménliva i béhem delSich post-
absorptivnich obdobi. Modifikuje ji celd rada faktor(, naptiklad denni doba (nad ranem je
obvykle IS nizsi), akutni choroby, stres Ci fyzicka aktivita (Ahrén a Pacini 2004). B-bunky
adjustuji svoji sekreci podle ménici se citlivosti, aby udrzely euglykemii. Pokud bychom
stanovili IS u jednoho clovéka béhem dne, ziskdme rozdilné hodnoty odsunu glukdzy.
Pokud je vyneseme proti odpovidajicim hodnotam sekrece inzulinu, ziskame hyperbolicky
vztah senzitivity vs. sekrece (Ahren a Pacini 2005). Tento pomér se vyjadfuje jako takzvany
dispozi¢ni index (disposition index) a je realnym popisem dynamické funkce glukoregulacni

smycky. Je-li glukdzvd tolerance zachovana, cClovék se pohybuje po ,svoji”“ hyperbole,
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ménici se senzitivité odpovidad sekrece (Kahn et al. 1993). V pfipadé zhorseni glukdzové

tolerance se hyperbola posouva doleva a dold, jak je zndzornéno na obrazku 6.
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Vztah inzulinové senzitivity (méfeno pomoci hyperinzulinemického
euglykemického clampu) a akutni inzulinové odpovédi (méfeno
pomoci argininového testu) u 71 Zen s normalni toleranci glukdzy
(NGT) vs. 31 Zen s poruchou tolerance glukdzy (IGT). Regresni linie je
hyperbolickd funkce vynesena u NGT skupiny. Adaptovano z (Ahrén
a Pacini 2004).

1.4. Inzulinova rezistence

IR je mechanisticky definovana jako stav, kdy jsou k vyvolani kvantitativné normalni
odpovedi cilovych tkani potfebna vétsi nez normalni mnozstvi inzulinu (Pacini a Mari 2003;
Kahn et al. 1978). S ohledem na vyse zminéné principy glukoregulacni smycky ji definujeme
jako posun doprava kfivek ddvka-odpovéd pro inzulinem zprostfedkovanou supresi pro-
dukce glukdzy a inzulinem stimulovany odsun glukdzy (viz obrazek 2).

Inzulin vykazuje rozlicné metabolické a prorlstové efekty prakticky ve vsech tkanich
organizmu. S ohledem na tésné sepéti funkce inzulinu a glykemie a historickym klinickym

souvislostem byla niZsi odpovéd na inzulin definovana a zkoumana pravé ve vztahu k jeho
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glukoregulacnim ucinkGm. Jiz ve 30. letech a déle i pozdéji se Krebs zabyval substratovou
kompetici o respiraci mezi glukdézou a aminokyselinami, acetoacetdtem a palmitatem
(Williamson a Krebs 1961). V 60. letech Randle dale rozpracoval cyklus gluk6za-mastné
kyseliny, ktery dodnes nese jeho jméno. V principu znamenad, Ze vyssi dostupnost acetyl-
CoA v mitochondrii inhibuje pyruvat dehydrogenazovy komplex, fosfofruktokinazu a hexo-
kindzu, tedy klicové enzymy glykolytické drahy. Dochazi k poklesu oxidace glukdzy a tedy
k poklesu jejiho vstrebavani do buriky (Randle 1998). Mechanizmus, ktery v dobé hladovéni
zajisti Setfeni glukdézou pro glukdza dependentni tkané. Na druhou stranu T2DM je charak-
terizovan praveé vyssimi cirkulujicimi FFA. Bylo tedy postulovano, Zze pravé vyssi hladiny FFA
inhibuji vstrebavani glukdzy do kosterniho svalu (Ferrannini et al. 1983). Od té doby byla
identifikovana rada defektl v postreceptorové inzulinové kaskadé a v glykolytické draze,
které jsou indukovany vyssi dostupnosti lipidd v bunce (Randle 1998). Obdobné byla sub-
stratova kompetice popsana mezi aminokyselinami a glukézou (Felig et al. 1969; Krebs et
al. 2002). Dalsi konsekvence jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

V rozvoji syndromu IR se uplatfiuje mnoho genetickych a environmentalnich fakto-
rd. Je prokazano, Ze geneticka dispozice hraje vyznamnou roli v rozvoji IR, je zndma rodinna
vazba pro dispozice k T2DM a je zndma cela fada kandidatnich gend, jejichZ polymorfizmy
predstavuji rizikové faktory pro rozvoj tohoto onemocnéni (Abdullah et al. 2014). Za sou-
¢asnou epidemii T2DM jsou vsak jisté zodpovédné faktory environmentalni, zejména zmé-
na Zivotospravy ve vyspélych zemich, nevhodnd skladba jidelni¢ku, fyzicka inaktivita,
ev. dalsi toxické vlivy prostfedi. Defronzo postuloval dnes obecné nejpfijimanéjsi hypotézu
mechanizmu pfirozeného vyvoje T2DM (Defronzo 2009). Obezita, fyzickd inaktivita a dalsi
faktory jsou spojeny se zhorsenim citlivosti na inzulin. V takovém pfipadé je fyziologickych
efektd inzulinu v cilovych tkanich dosazeno jen za cenu zvySovani sekrece B-bunék. V této
fazi jesté dlouhou dobu zlstava normalni glukdzova tolerance a to i pres to, ze jiz obézni

subjekt mUze byt maximalné inzulin rezistentni (viz obrazek 4).

18



Obrazek 4
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Vyvoj diabetu 2. typu. Lean NGT: hubeni s normalni glukézovou tole-
ranci; OB NGT: obézni s normalni glukézovou toleranci; OB IGT: obézni
s poruchou glukdzové tolerance; OB DIAB Hi INS: obézni s diabetem se
zachovalou sekreci inzulinu; OB DIAB Lo INS: obézni s diabetem

s vyhaslou sekreci inzulinu.

Nedojde-li k zasadni Zivotospravné zméné, B-buriky postupné nevyhnutelné vyhasi-
naji ve své sekrecni schopnosti, dochazi k relativnimu nedostatku inzulinu a manifestaci
poruchy glukdzové tolerance. Inicidalné zhorSenim postprandialnich glykemii, nasledné vze-
stupem laénych glykemii a rozvojem diabetu. Tato teorie je postavena na zakladni praci
Felbera a kolegl (Jallut et al. 1990). Obezita je asociovdna s 29% poklesem citlivosti
na inzulin. Pokud obézni, maximalné inzulin rezistentni subjekt progreduje do poruchy glu-
kdzové tolerance (PGT), tak dochazi k dalSimu poklesu citlivosti o0 28 % (tedy 0 57 % celkem
oproti hubenym s normalni inzulinovou citlivosti). Dalsi progrese PGT do T2DM je dana
poklesem sekrecni odpovédi B-bunék a IR se jiz dale nezvysuje (Jallut et al. 1990). A je to
praveé progrese selhavani B-bunék, které urcuje dalsi osud pribéhu diabetu u pacienta (viz

dale).
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| kdyZ existuje znacné mnozstvi evidence, Ze v rozvoji T2DM existuje kontinuum
mezi obezitou — poruchou glukdzové tolerance — T2DM, a Ze primarnim defektem je IR
a z ni rezultujici progresivni selhani B-bunék (Weyer et al. 1999), nelze v tuto chvili s jisto-
tou potvrdit, Ze tato mechanistickd teorie je plné platna. Zndmy je paradox, Zze 20 %
obéznich nema inzulinovou rezistenci Ci jiné metabolické abnormality, a na druhou stranu
18 % pacientl s T2DM neni obéznich (tzv. lean-T2DM pacienti) (lozzo 2009).

Rozvoj IR a T2DM je vyznamné spjat s funkci hlavnich glukoregulaénich orgdnd,
zejména svalové tkané, tukové tkané a jater. Kosterni sval je zodpovédny za nejvétsi podil
inzulinem stimulovaného odsunu glukdzy a podili se v postabsorptivnim stavu kataboliz-
mem aminokyselin na dodavce glukoplastickych substratl pro glukoneogenezu. Tukova
tkan je prvnim pufrem postprandidini ndloze substrat( a jeji plasticita rozhoduje o dostup-
nosti substratl pro dalsi organy, zaroven je také vyznamnym endokrinnim organem secer-
nujicim puasobky s vlivem na intermedidrni metabolizmus a prijem potravy. Hepatocyt je
energetickou tovarnou organizmu, kde probiha glukoneogeneza z necukernych prekurzord.
Dale zde probiha syntéza ketolatek béhem akcelerované lipolyzy v postabsorptivnim stavu.
Hepatocyt disponuje také zdsobou glykogenu, ktery je po degradaci na glukdzu (diky pfi-

tomnosti glukdza-6-fosfatazy) dostupny pro periferni tkané.

1.4.1. Kosterni sval

Kosterni sval je organem, ktery je za normalnich okolnosti zodpovédny za 85% podil
inzulinem stimulovaného odsunu glukézy. Selhani Ucinku inzulinu v aktivaci transportu
glukdzy do SM je tedy nejvyznamnéjsim momentem poruchy glukdzové tolerance. Tento
jev se nazyva periferni IR, aby se odlisil od centralni, tedy hepatalni, rezistence. Hubeni
pacienti s T2DM maji ve srovnani s kontrolami s normalni toleranci glukdzy pfiblizné 50%
snizeni inzulinem stimulovaného odsunu glukdzy do kosterniho svalu, s tim souvisi také
defektni inzulinova signalizace v myocytu. Defekty v inzulinové signalizaci byly popsany na
urovni poruchy transportu, fosforylovani IRS-1 a transdukci signalu. Klesa jak utilizace
neoxidativni (z vétsi ¢asti syntéza glykogenu), tak oxidativni (Defronzo 2009).

Z hlediska substratové preference je SM vcelku flexibilni organ, myocyty mohou
utilizovat jak glukdzu, tak FA &i jiné ketoplastické prekurzory. V duchu pionyrskych praci

zabyvajicich se substratovou kompetici bylo postulovano, Zze vyznamnym faktorem ovliviiu-
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jicim ve svalu citlivost k inzulinu jsou plazmatické hladiny volnych mastnych kyselin a s nimi
spojena ektopicka intramyoceluldrni depozice lipidd (IMCL), resp. depozice produktd
nedokonalé oxidace FA uvnitf svalovych bunék, jak jiz bylo naznaceno (Randle 1998). Prvni
prace vtomto duchu se ubiraly smérem k prlkazu kauzalni vazby mezi dietnim tukem,
resp. hladinami FFA a rozvojem IR. Bylo opakované prokazano, Ze zvySeni hladiny plazma-
tickych FA infuzi lipidové emulze (intralipidu) vede k poklesu odsunu glukézy (Roden et al.
1996). Vstup FA do myocytu je velmi regulovany proces. Podili se na ném hned nékolik
transportnich systému: FA vazajici protein (FABP, fatty acid binding protein), FA translokdza
(fatty acid translocase, CD36) a skupina FA transportnih proteind (fatty acid transport
proteins) (Kazantzis a Stahl 2012). Nejvice studovanym systémem je FA translokaza, jejiz
osud je podobny GLUT-4 transportéru. Je deponovana v intraceluldrni vezikule a na signal
je translokovadna na sarkolemu, kde facilituje vstfebavani FA. Vinzulinizovaném svalu je
transportér permanentné pritomen na membrané a dochazi k setrvalému fluxu FA do sar-
koplazmy, ktery naopak inhibuje aktivitu GLUT-4 translokace a tedy indukuje IR (rev. Turner
et al. 2014). Intraceluldrnim osudem lipidd v SM je bud' B-oxidace, nebo syntéza fosfolipidd
a dalSich lipidovych intermediatd.

Dlouho se predpokladalo, ze SM za fyziologickych okolnosti neni schopen lipidy
ukladat, a Ze jejich osudem je oxidativni ¢i neoxidativni metabolizmus v burice. V takovém
pfipadé jsou intramyoceluldrni lipidy odrazem nadbytku cirkulujicich lipidd, které sval neni
schopen zutilizovat. Bylo postulovano, Ze zahlceni SM exogennimi lipidy vede k IMCL
depozici, poruse inzulinové signalizace a z toho rezultujicimu rozvoj IR (Randle 1998). Bylo
prokdzano, Zze mira inzulinové rezistence koreluje pozitivné s mnozstvim lipidd deponova-
nych v kosternim svalu (Krssak et al. 1999), nehledé na typ vidkna (Malenfant et al. 2001).
Vyssi obsah IMCL byl prokazan také u déti a adolescentl s prediabetem (Sinha et al. 2002;
Weiss et al. 2003). Avsak v této teorii se zahy objevily také kontroverze. Zavislost mezi
IMCL a IR je patrnd pouze u osob s inzulinovou rezistenci. V nékterych studiich u neobéz-
nich inzulin-senzitivnich subjektl IMCL a IR nekoreluji vibec (Misra et al. 2003; Thamer
et al. 2003; Lawrence et al. 2010). Byl také popsan atleticky paradox, tedy prikaz vyssiho
obsahu IMCL u vysoce inzulin-senzitivnich vykonnostnich sportovcl (Goodpaster et al.
2001).

Vztah mezi svalovymi lipidy a inzulinovou rezistenci tedy neni pfimocary. Na jedné

strané bylo prokdzano, Zze deponované IMCL interferuji s inzulinovou intraceluldrni signali-
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zaci (Shulman 2000), a da se predpokladat, Ze jejich akumulace bude jednou z pficin roz-
voje inzulinové rezistence. Dieta s kalorickou restrikci vedla u pacientl s IR (T2DM, obézni
s IGT) ke snizeni IMCL a umérnému zvyseni inzulinové citlivosti (Lara-Castro et al. 2008).
Na druhou stranu vsak u zdravych subjektd sniZzeni tukd v izokalorické dieté sniZilo obsah
IMCL, avsak nezménilo miru citlivosti k inzulinu (Lawrence et al. 2010). Dalsi vyzkum se
v tomto smeéru ubira k blizsSimu definovani IMCL.

U vykonnostnich sportovcl jsou vyssi IMCL zasoby odrazem adaptace na vykon
a predstavuji rychly zdroj substratu pro aerobné pracujici sval. Na této populaci bylo proka-
zano, ze jejich slozeni, denzita a velikost kapének, jakoZ i nitrobunécna lokalizace jsou
rozdilné oproti pacientim s obezitou a T2DM. U inzulinosenzitivnich jedincl v SM prevazuji
TAG (Dubé et al. 2008) a tyto jsou deponovany spise intermyofibrilarné nez subsarkole-
marné (van Loon et al. 2004). Intervence dlouhodobou fyzickou aktivitou vedla u obéznich
subjektd vtomto duchu ke zlepseni IR asociovaném se zménou v lipidovém profilu SM.
Doslo ke zvysSeni poméru TAG/ diacylglyceroly (DAG) a ceramidy (CER) (Dubé et al. 2008).
Tedy ke zméné intracelularniho fluxu smérem od neoxidativniho k oxidativnimu metaboliz-
mu lipidd.

Pravé DAG a CER jsou metabolicky aktivni intermediaty, které maji fadu signalnich
funkci. Oba metabolity napfiklad interferuji s inzulinovou kaskadou: DAG cestou transloka-
ce protein kindzy C a inhibice inzulinového receptoru; CER inhibici protein kinazy AKT.
S ohledem na fakt, Ze sfingomyelind mlze byt v burice odhadem az 60 tisic rdznych druh(
(mezi nimi pravé i CER), je patrani po aktivnim metabolitu stale jeSté otevieno (Kitessa
a Abeywardena 2016).

B-oxidace mastnych kyselin probiha exkluzivné v mitochondriich. Bylo prokazano,
Ze pacienti s IR maji snizenou la¢nou oxidaci lipidl a poruchu suprese lipidové oxidace
v odpovédi na zatéz inzulinem (Kelley a Mandarino 2000). Této tzv. metabolické inflexibilité
odpovida nizsi oxidativni kapacita mitochondrii v SM u pacientll s T2DM (He et al. 2001)
a celkové nizsi mnozstvi svalovych mitochondrii (Ritov et al. 2010). Proto dalsi teorie roz-
voje IR v SM soustrfedi se pravé na poruchu mitochondridlni oxidace. Vztah mezi inzuli-
novou rezistenci SM a poruchou mitochondridlni funkce je znam jiz 40 let (Yamada et al.
1975) a stéle se tési neutuchajicimu védeckému zajmu (Patti a Corvera 2010; Dela a Helge

2013; Montgomery a Turner 2015).
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Termin mitochondridlni dysfunkce je vsak pouzivan k popisu fady parametrd.
Ve vztahu k funkci inzulinu se rozumi zejména kapacita aerobni fosforylace a substratové
oxidace. Realné v experimentech je uzivano genové exprese mRNA pro markery mitochon-
dridIni biogeneze (napf. PGCla), proteomické analyzy ¢i enzymoanalyzy klicovych mito-
chondridlnich komplex( pro oxidativni funkce (napf. citratsyntaza), zmén v mitochondriaini
denzité a morfologii nebo pfimo posouzeni substratové oxidace (Gojda et al. 2017;
Montgomery a Turner 2015).

Snizeni mitochondrialni kapacity substratové oxidace vede k akumulaci energetic-
kych prekurzor( zejména derivatl mastnych kyselin, jak jiz bylo naznaceno. Vznikajici DAG
a CER interferuji s inzulinovou signalizaci inhibici proteinkindzy A, resp. C, coZ lze chapat
jako jakysi ochranny mechanizmus, kterym se mitochondrie brani energetickému stresu.
Dalsim mechanizmem, kterym porucha oxidativni funkce mitochondrii mize pudsobit, je
saknuti elektron z respiracniho fetézce, pokud oxidace bézi na nizsi obratky. Tyto
elektrony indukuji tvorbu superoxidu, ktery se podili na vzniku dalsich kyslikovych radikald,
poskozuje mitochondrii a vede k mitofagii (autofagii poskozenych mitochondrii). Kone¢nym
vysledkem je pak nizsi mitochondridlni denzita (Sarparanta et al. 2016).

Avsak i teorie primarni mitochondridlni dysfunkce ma svoje kontroverze. Existuje
fada observacnich studii, kde asociace mezi IR a mitochondridlni dynsunkci nevysla
(Boushel et al. 2007). Navic hyperalimentace zdravych jedincl indukuje IR, ale nevede
k poruse mitochondridlni oxidace (Samocha-Bonet et al. 2012). Existuji v tuto chvili tfi teo-
rie: snizena, nezménéna Ci kompenzatorné zvysena mitochondridlni funkce u IR a vSechny
dohromady dokladuji, Ze vztah mezi IR, IMCL a mitochondridlni dysfunkci je velmi

komplexni a jsme jesté daleko jeho poznani (Montgomery a Turner 2015).

1.4.2. Tukova tkan

Tukova tkan slouzi jako pufr postprandialni naloze FA. Jeji plasticita tedy rozhoduje
o dostupnosti substratd pro dalsi organy. Adipocyt dokdze akumulovat maximalné
cca 0,8 pg lipidd. Vétsi adipocyty se stavaji inzulin rezistentnimi, dochdzi u nich k selhani
anti-lipolytického plsobeni inzulinu, resp. poruse inzulinem zprostfedkované suprese vyde-

je FFA (Groop et al. 1991; Bays et al. 2008) a dochazi jak k postpradnialnimu , pretékani“ FA

23



do cirkulace, tak k setrvalému interprandialnimu uvolfiovani FA do cirkulace (lozzo 2009).
Vyssi plazmatické hladiny FA rezultuji v indukci hepatdlni glukoneogeneze (Boden et al.
1994), snizeni odsunu glukdzy do kosterniho svalu (Roden et al. 1996) a v neposledni radé
pak ke snizeni sekrecni odpovédi B-bunék (Giacca et al. 2011), mechanizmem zvanym lipo-
toxicita. V inzulin rezistentnim adipocytu dochazi také ke zméné sekrecniho profilu ve pros-
péch prozanétlivych adipocytokinl (Bays et al. 2008) a tukova tkan je ve vyssi mife infiltro-
vana makrofagy s vy$sim proinflamacnim potencidlem (Cancello et al. 2005).

Tukova tkan je také za fyziologickych okolnosti zodpoveédna za inzulinem zprostred-
kovany odsun glukdzy. Jeji podil je podle rdznych studii 5 — 20 % (lozzo 2009; Brehm
a Roden 2007). Je zndmo, Ze delece adipocyt-specifického prenasece GLUT-4 vede k rozvoji
IR, zatimco delece myocyt-specifického GLUT-4 stimuluje odsun glukdzy do tukové tkané
(Cahova et al. 2007).

lozzo postulovala, Ze za rozvojem IR muze stat porucha plasticity podkozni tukové
tkané, tedy schopnost nové diferencovanych adipocytl ukladat triglyceridy. Pri prekroceni
skladovacich kapacit podkoZni tukové tkané dochazi k pfetékani FA do cirkulace a k okamzi-
té expanzi ektopickych depozit tuku v primarné netukové tkani, napfiklad ve svalu (lozzo

2009).

1.4.3. JGtra

Jatra jsou organem integrujicim intermediarni metabolizmus. Mozek je z vétsi ¢asti
zavisly na permanentni doddvce glukdzy, kterd muze Cinit za laéného stavu az 50 % z celko-
vé spotfeby organizmu. V obdobi, kdy nejsou dodavany substraty zazivacim traktem, je
tato potreba uspokojovana z endogennich zdroji (Defronzo 2009). V prvni dobé hepataini
glykogenolyzou. Pro tyto Ucely je v hepatocytech deponovano az cca 600 g glykogenu.
Nasledné, v druhé dobé, dochazi k pIné aktivaci hepatdlni glukoneogeneze. Vychozi sub-
straty pro glukoneogenezu jsou zejména glycerol (z lyzy triglyceridd), glukoplastické amino-
kyseliny a laktat.

U subjektl s normalni citlivosti na inzulin je po no¢nim lacnéni hepatalni produkce
glukodzy cca 2 g/kg/min. U pacientl s T2DM se zvysuje na cca 2,5 g/kg/min. To mze pred-

stavovat asi 30 g glukdzy béhem noci, coz ma vliv na ranni la¢né glykemie (Defronzo 2009).
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Vzhledem k tomu, Ze lac¢né inzulinémie jsou u téchto IR pacientd nékolikandsobné vyssi,
znamena to, Ze hepatocyt je rezistentni k Gcinklim inzulinu a tento jev se nazyva centralni
(hepatdlni) inzulinovou rezistenci. Obdobné je hepatocyt rezistentni na postprandialni
supresi glukoneogeneze inzulinem (Rizza 2010). Na centralni IR se podili fada mechanizmd.
Jsou to 1) vyssSi hladiny glukagonu a porucha suprese a-bunék hyperglykemii (D’Alessio
2011), 2) vyssi hladiny FFA, které vedou k aktivaci fosfoenolpyruvat karboxykinazy a pyru-
vat karboxyldzy, klicovych enzymd glukoneogeneze (jev, ktery je nazyvan lipotoxicita)
a 3) vyssi hladiny glukdzy, které vedou k vyssi aktivaci glukéza-6-fosfatdzy a vyssSimu efluxu

glukdzy z bunky (jev, ktery je nazyvan glukotoxicita) (Defronzo 2009).

1.5. Selhani B-bunék

Jak je zfejmé z pfedchoziho, zvySovani inzulinové rezistence je provazeno vzestu-
pem sekrece inzulinu tak, aby byla udrZzena euglykémie. Je zndmo, Ze v pribéhu pfirozené-
ho vyvoje diabetu je sekrece inzulinu nejvyssi v obdobi maximalni inzulinorezistence bez
poruchy glukdzové tolerance (obézni subjekty se zachovalou glukdzovou toleranci). | kdyz
v dal$im pribéhu hladina inzulinu a C-peptidu progresivné klesd, jesté dlouhou dobu po
manifestaci diabetu jevi supranormalni koncentrace a nejsou tedy vhodnym parametrem
pro hodnoceni sekre¢ni funkce B-bunék. Vhodnym méfitkem je zména inzulinémie vztaze-
nd na zménu glykémie (po podani glukdzy ev. jiného sekretagoga) pfi znamé hodnoté IR
(AI/AG/IR). Tento parametr jsme schopni ziskat dynamickym testovanim systému pomoci
oralni ¢i intravenodzni glukdzy (ordlni ¢i IV glukdzovy toleranéni test) a nékterych amino-
kyselin (napf. arginin). Takto stanovend akutni inzulinovd odpovéd (AIR, acute insulin
response) adjustovana na IR odpovidd sekre¢ni kapacité B-bunék, nehledé na absolutni
inzulinémie (Pacini a Mari 2003). Vztah AIR a IR jevi hyperbolickou zavislost a je nazyvan
dispozi¢nim indexem (viz vyse, také obrazek 4) (Kahn et al. 1993).

Na zakladé longitudindlnich dat bylo prokazano, Ze v dobé, kdy se manifestuje dia-
betes hyperglykemii, je jiz sekre¢ni rezerva B-bunék redukovana prakticky o 80 % (Defronzo
2009). Etiologie progresivniho selhavani B-bunék v pribéhu rozvoje inzulinové rezistence

neni pfesné zndma, ale jisté je multifaktoridlni. Jednoducha teorie, Ze IR klade vyssi naroky
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na B-bunku a B-bunka se tak postupné unavi a vyhasing, je sice snadno uchopitelna, ale
neni zaloZzena na evidenci (Defronzo 2009). Faktory, které jsou v literatufe asociovany se
selhavanim B-bunék, jsou mnohé. Patfi mezi né vék, glukotoxicita, lipotoxicita, genetické
pozadi, depozice ostrlvkového amyloidu ¢i defektni enteroinzuldrni osa (Halban et al.
2014; Andel et al. 2014).

Jedna z teorii vysvétlujicich selhdani B-bunék hovofi o tzv. IR B-buriky (Rhodes et al.
2013a). Inzulinové receptory jsou pritomny také na samotnych B-bunkich a je znamo,
Ze existuje inzuldrni autokrinni a parakrinni regulace. Inzulin vykazuje v B-burikach zejména
efekty proliferativni a antiapoptotické (Rhodes et al. 2013b). Pro-proliferacni aktivita inzuli-
nové signalni kaskady v B-bunice je krucidlni v udrzeni kompenzatorni odpovédi na vyssi
potfebu inzulinu na periferii béhem IR stavl. Bylo prokazano, Ze mysi s knock-out genem
pro IRS-2 vyvinou progresivni selhani B-bunék (White et al. 1998). Hyperinzulinizmus, ktery
provazi IR stavy, vede k down regulaci inzulinovych receptord na B-burikach, a ty se tak sta-
vaji rezistentnéjSimi na jeho UcCinky. Je tedy trfeba vysSich inzulinémii k inhibici sekrece

inzulinu.

1.6. Nutri¢ni faktory rozvoje inzulinové rezistence, veganska dieta

Existuje celd fada kandidatnich environmentdlnich faktort, které mohou mit vliv
na rozvoj T2DM. Mezi né se da zaradit také skladba potravy. Z tohoto hlediska zasluhuji
pozornost skupiny lidi na dietdch vyluc€ujicich nékteré bézné potraviny, a modifikujici tak
pfijem nutrientl, ktery je bézny ve vétSinové populaci. Jednémi z téchto restriktivnich diet
jsou diety s vylouc¢enim masa a masnych produktl, véetné ryb (vegetarianska ¢i presnéji
lakto-ovo vegetarianska dieta) ¢i s vyloucenim vsech zivocisnych produktt, tedy kromé
masa navic mléka a mlécnych produktl a vajec (veganska dieta).

V minulosti bylo prokazano, ze prevalence T2DM je v populaci vegetariant nizsi nez
v populaci stravujici se bez omezeni (Key et al. 1998; Aune et al. 2009; Tonstad et al. 2009),
stejné jako mortalita na kardiovaskularni onemocnéni (Key et al. 1998). Recentné byly
publikovany zavéry The Adventist Health Study-2 (Tonstad et al. 2011). V této kohortové
studii s 60,903 participanty bylo zjisténo, Ze mezi vegany je vice nez dvojnasobné nizsi

zastoupeni diabetik( 2. typu. Vyznamnost tohoto vysledku se nezménila, i kdyzZ se preva-
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lence adjustovala na télesnou hmotnost. Zajimavym zavérem také je, Ze prevalence
diabetu v jednotlivych skupindch (vegan, lakto-ovo vegetarian, pesko-vegetarian, semi-
vegetarian, omnivor) stoupa v zavislosti na prijmu masa. Obdobné vysledky poskytuje meta
analyza dvanacti kohortovych studii (Aune et al. 2009), skupiny populace s vysokym pfi-
jmem masa maji vétsi prevalenci T2DM, zejména pak prijem cerveného masa a priimyslové
upravovaného masa je asociovan s vys$si prevalenci T2DM (Aune et al. 2009; Psaltopoulou
et al. 2010; Steinbrecher et al. 2011).

Naopak lidé stravujici se Cisté rostlinnou stravou maji priznivéjsi lipidové spektrum,
parametry glukézové tolerance (lacna glykemie, HbAlc) a niZsi IR v porovnani s kontrolami
stravujicimi se bez omezeni (Kuo et al. 2004; Goff et al. 2005; Valachovicova et al. 2006).
(Yang, 2011), jako znamky ¢asného morfologického substratu endotelové dysfunkce. Vy-
sledky Oxfordské kohorty EPIC studie (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition), ve které byla znacna ¢ast respondentl rekrutovana z rad vegetarian( a vegand,
2006). Obecné maiji vegani nizsi BMI (Spencer et al. 2003, 2002), nizsi prevalenci hyperten-
ze (Appleby, 2002) a nizsi prevalenci diabetu (Agrawal et al. 2014).

V souladu stémito pozorovanimi pak intervencni studie u pacientl s T2DM,
ve kterych byla veganskd, resp. lakto-ovo-vegetarianskd strava porovnavana s konvencni
diabetickou dietou (pfi srovnatelné fyzické aktivité) prokazaly snizeni hmotnosti, zlepsSeni
kompenzace diabetu, zlepseni lipidového spektra (Trapp a Barnard 2010; Kahleova et al.
2011; Huang et al. 2016) a dokonce sniZzeni parametr oxida¢niho stresu a inzulinové rezis-
tence stanovené jako inzulinem stimulovany odsun glukdzy (Kahleova et al. 2011). V jiném
experimentu byl prokazan dlouhodoby (74 tydnl) efekt na redukci télesné hmotnosti
u veganského rezimu bez kalorického omezeni a bez redukce pfijmu sacharid( (Barnard et
al. 2009). Dale bylo prokazano, ze obézni lidé na veganské stravé redukuji hmotnost i pres
absenci kalorickych omezeni (Barnard et al. 2005, 2009).

Data zabyvajici se nutricnimi hodnotami restriktivnich diet jsou omezena. Prakticky
vsechny klasické prace jsou navic zatizeny chybou reduktivni nutri¢ni metodologie, ktera
nebere v potaz vzajemné interakce slozek stravy a kontext jidelnich vzorcd (Clarys et al.
2014). Doposud publikované prace zamérujici se na popsani odlisnosti ve skladbé vegeta-

rianského/veganského jidelnicku vychazeji ze self-reported dotaznik( velkych kohortovych
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studii. EPIC-Oxford (cca 65 tis. respondentl) (Spencer et al. 2003), AHS-2 (cca 61 tis.
respondentll) (Rizzo et al. 2013) a recentné mensi, avsak metodologicky presnéjsi belgicka
studie (1475 respondent(l) (Clarys et al. 2014). Na zakladé vysledkd téchto studii Ize
shrnout zdsadni odliSnosti veganské diety.

Veganska dieta ma nizsi celkovou energetickou denzitu a relativné vys$si pomér sa-
charidd, zejména z komplexnich zdrojl a je vyznamné bohatsi na vldkninu. M3 nizsi zastou-
peni tukd a spektrum jejich FA odpovida spektru rostlinnych oleji. Obsahuje nizsi mnozstvi
SFA a trans mastnych kyselin a naopak vy$si mnozstvi PUFA a MUFA, vyjma arachidonové,
na kterou je veganska dieta chudsi (Spencer et al. 2003; Rizzo et al. 2013; Clarys et al.
2014). Pozoruhodné je zejména nizsi zastoupeni SFA ve veganské dieté. Je totiz znamo, Ze
zvyseni plazmatické hladiny FFA zvySenim podilu SFA ve stravé (Vessby et al. 2001) vede ke
zvyseni IR a ke zvySeni depozice IMCL.

Veganska dieta ma nizsi relativni zastoupeni protein(, v absolutnim pfijmu je srov-
natelnd (Rizzo et al. 2013) &i chudsi (Spencer et al. 2003; Clarys et al. 2014). Specificky ma
zfejmé niz8i obsah vétvenych aminokyselin (BCAA, branched chain amino acids)
(Souci et al. 2000), jak je diskutovano dale. Veganska dieta ma vyznamné nizsi pfijem
sodiku, vapniku a srovnatelny (Spencer et al. 2003) ¢i nizsi (Rizzo et al. 2013; Clarys et al.
2014) prijem Zeleza, vyznamné vyssi pfijem horciku. Veganskd dieta ma vyssi zastoupeni
vitaminu C, E, B1 foldtu a B-karotenu a naopak nizsi zastoupeni retinolu, vitaminu B12 a D

(Spencer et al. 2003; Rizzo et al. 2013; Clarys et al. 2014).

1.7. Vétvené aminokyseliny

Jednim ze substrat(, ktery je v literature spojovan s inzulin rezistentnimi stavy jsou
aminokyseliny s vétvenym fetézcem (branched chain amino acids, BCAA), kam se radi
leucin, valin a izoleucin. BCAA jsou esencialni AA, které bunky lidského organizmu nemo-
hou syntetizovat, a jsou tedy zdavislé na jejich exogenni doddvce. Kromé strukturalni podob-
nosti uhlikatého skeletu, BCAA také sdileji z¢asti stejny metabolicky osud a jejich plazma-
tické hladiny jsou synchronizovéany vrtadé klinickych stavl, fyzické aktivité, lacénéni
(Nair et al. 1987), ale také diabetu (Cole 2015). V organizmu jsou abundantné zastoupeny
zejména v kosternim svalu, kde tvofi az 40 % zcelkového mnoZstvi aminokyselin

(Shimomura et al. 2004). Kromé strukturalni udlohy, maji také funkci vintermedidrnim
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metabolizmu, slouzi jako anaplerotické substraty pro KrebslOv cyklus, ¢i jsou pfimo

oxidovany.
BCAAs
Valine Isoleucine Leucine
NH, NH, CH, NH,
H.C OH OH OH
H,C H,C
CH, O CH, O o]

Obrazek 5. Vétvené aminokyseliny. Adaptovano z (de Campos-Ferraz et al. 2014).

1.7.1.1.Resorpce a metabolizmus BCAA

Po pfijmu BCAA ve formé komplexnich polypeptidd dochazi k jejich hydrolyze v tra-
vicim traktu a nasledné resorpci ve formé di/tripeptidl pomoci vodikovych/proteinovych
kotransportér (PepT1, T2, SLC15A1, A2). Volné BCAA mohou byt sménovany za jiné
neutralni AA pres apikdlni membranu kartacového lemu specifickymi AA transportéry
(SLC3A1, SLC7A9), obdobné také protismérny pfenos déje se pfes membranu bazolateralni
(SLC3A2) (Kohlmeier 2015). BCAA zfejmé nejsou vyznamné resorbovany v colon, kde spise
podléhaji fermentaci bakteriemi (Neis et al. 2015). Az 20 % BCAA je sekvestrovano ve stre-
vé a podléha zde dalsi metabolizaci. BCAA jsou mezi ostatnimi esencidlnimi AA jedinecné
vtom, Ze nepodléhaji primarné ani intestindlnimu, ani jaternimu metabolizmu, protoze
enterocyt ani hepatocyt neobsahuje dva prvni klicové enzymy nutné pro deaminaci BCAA
(viz dale), a jejich systémové cirkulujici koncentrace tedy reflektuji primo podanou davku
BCAA a miru jeji resorpce (Wahren et al. 1976). Tato skutecnost je predurcuje, vedle jejich
ulohy substratu, k roli ,nutrient—sensing” signdl( pro fadu cilovych tkani (Pedroso et al.
2015). BCAA v plazmé cirkuluji jako volné AA a jsou vstfebavany prakticky do vsech tkani
v organizmu specifickymi typy prenasecu.

Vétsina BCAA v bunkach je oxidovana, jejich dusikaty zbytek je pak eventudlné
pouzit pro strukturalni funkce. | kdyz je dalsi metabolicky osud BCAA pro kaZzdou jednu

aminokyselinu jedine¢ny, degradace BCAA sdili dva prvni klicové enzymatické komplexy.
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Prvnim krokem je transaminace katalyzovand BCAA amino transferdzou (BCAT), kdy dojde
k deaminaci a pfenosu amino skupiny na a-keto-glutarat. Existuje mitochondrialni a cytozo-
lickd izoforma BCAT, jejich distribuce se tkan od tkané lisi. Produktem reakce katalyzované
BCAT je keto-analog pfislusné BCAA (a-keto-izokaproat, a-keto-B-metylvalerat nebo keto-
izovalerat). DalSim krokem je oxidativni dekarboxylace katalyzovana BC a-keto-dehydroge-
nazovym komplexem (BCKDH). BCKDH je velky komplex v mitochondridlni matrix, soucdst
rodiny dekarboxylacnich komplex( spolu s pyruvat dehydrogendzou a a-ketoglutarat de-
hydrogendzou. Oxidativni dekarboxylace jednotlivych ketoanalog je nevratna reakce, kter3
je vysoce regulovand a je sprazena se syntézou NADH. Vyslednymi produkty reakce jsou
izovaleryl CoA, izobutyryl CoA a a-methyl-butyryl CoA. Tyto substraty nasledné podléhaji
sérii dehydrogendzovych rekci v mitochondrii, aby kone¢nymi produkty degradace BCAA
byly acetoacetdt, acetyl CoA, propionyl CoA a sukcinyl CoA. V kazdém kroku pod BCKDH
vsak mohou byt intermedidty oxidace pouZity pro syntézu FA ¢i cholesterolu (Cole 2015).

Distribuce BCAT a BCKDH izoenzymU vykazuje vyrazné rozdily v tkanové distribuci
(Cole 2015). Tedy i mira vstrebavani a dalsi subceluldrni osud BCAA se v rliznych tkanich
lisSi. Na celotélové Urovni je nejvétSim odbératelem BCAA z extracelularniho poolu kosterni
sval, ktery katabolizuje az 50 % dietnich BCAA. Neni bez zajimavosti, Ze pravé oxidaci BCAA
hradi kosterni sval zvySené energetické naroky béhem fyzické zatéze (Shimomura et al.
2004).

Obecné lze fici, Ze ucinky BCAA jsou zprostfedkovany komplexem mTOR
(mammalian target of rapamycin), ktery dale aktivuje expresi gend a proteosyntézu. mTOR
je aktivovan vyssi dostupnosti produktl degradace BCAA. Detailni popis aktivity této signal-
ni kaskady presahuje zaméreni prace. Ramcoveé viak je tento komplex Ustfedim, na kterém
konverguje rada signald iniciovanych pfimo nutrienty ¢i hormony podilejicimi se na regulaci
metabolizmu. Hlavnimi cili fosforylaéni aktivity mTOR jsou protein p70-S6 kindza 1 (S6K1)
a vazebny protein 1 pro eukaryoticky iniciacni faktor 4E (4E-BP1) (Pedroso et al. 2015).
Fosforylovana kindza S6K1 fosforyluje také enzymy inzulinové signalizace a snizuje tak citli-
vost na inzulin a inzulin-dependentni vstiebani nutrientd v dobé jejich nadbytku (Tremblay
et al. 2005). Kaskada pod mTOR konci aktivaci transkripénich faktord pro rfadu enzym
intermediarniho metabolizmu zajistujici anabolizmus a proteosyntézu.

V humannich intervencénich studiich fortifikace jidel leucinem zvySuje aktivitu mTOR

a stimuluje postprandialni proteosyntézu v kosternim svalstvu. Mechanizmus, jakym do-
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chazi k BCAA zprostfedkovné aktivaci mTOR, vsak zUstava predmétem badani (Drummond
a Rasmussen 2008).

Leucin stimuluje sekreci inzulinu z B-bunék. Na sekreci se podili jednak vyssi pro-
dukci ATP, je-li oxidovan, ale také cestou alosterické aktivace glutamat dehydrogenazy.
Kromé stimulace uvolfiovani preformovaného inzulinu ze sekrec¢nich granul, leucin také
aktivuje produkci inzulinu mechanizmem stimulace mTOR (Yang et al. 2010).

Signalizace BCAA probiha také v centralnim nervovém systému. Hypotalamickd jad-
ra, nucleus paraventricularis (NP) a arcuatus (NA), se podileji na regulaci pfijmu potravy,
energetické bilance a glukdzového metabolizmu. Anorexigenni efekt zprostfedkovava
populace neuronl umisténych laterdlné v NA, a to cestou exprese a sekrece neuromedia-
tor proopiomelanokortinu (POMC) a kokainem a amfetaminem regulovaného transkriptu
(CART). Jejich exprese je regulovana aktivitou mTOR signaliza¢ni kaskady. Bylo prokazano,
Ze centrdlni podani leucinu u krys vede k anorexigennimu chovani a v jejich hypotalamu
ke snizeni fosforylacni aktivity mTOR. Tyto efekty byly revertovany naslednym podanim
rapamycinu (Zampieri et al. 2013). Nutno vSak podotknout, Ze pfi podani leucinu ordlnég,
vysledky nejsou jednoznacné. Jak shrnuje Pedroso, animalni studie jsou zatiZzeny fadou
metodologickych nejasnosti, zejména vlivem averzivniho chovani s redukci pfijmu stravy
obohacené o leucin (Pedroso et al. 2015). Data z kontrolovanych humannich studii k dispo-

zZici nejsou.

1.7.1.2.Cirkulujici hladiny BCAA a diabetes

Asociace mezi vy$si hladinou BCAA a inzulinovou rezistenci je popsana jiz pres tficet
let (Felig et al. 1969) a dale byla konfirmovana (Kamaura et al. 2010). Hladiny BCAA predi-
kuji riziko rozvoje T2DM dokonce 12 let pred jeho projevenim (Wang et al. 2011). Zivoto-
spravna intervence, ktera revertuje metabolicky syndrom, snizuje plazmatické hladiny
BCAA (Kamaura et al. 2010).

Kauzalita mezi prijmem BCAA a jejich vyssimi hladinami vSak neni jasnd. Na jednu
stranu jsou BCAA esencidlnimi AA, a organizmus je zifejmé zavisly na jejich pfijmu
(Kohlmeier 2015), i kdyzZ se recentné podaril prokazat BCAA biosynteticky potencial stfevni-
ho mikrobiomu (Pedersen et al. 2016). SloZeni dietniho proteinu ma vsak u zdravé popu-

lace rozhodujici dopad na koncentrace BCAA (Nilsson et al. 2004; Calbet a MacLean 2002).
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Mozna kauzalni souvislost mezi dietnim prijmem BCAA a rozvojem IR byla popsana v inter-
vencni studii na krysach (Newgard et al. 2009), kdy vyssi obsah BCAA ve vysokotukové
dieté indukoval vyssi IR. Obdobné akutni intervence infiznim roztokem AA/BCAA moduluje
u lidi odsun glukézy do kosterniho svalu (Everman et al. 2015; Tremblay et al. 2005;
Robinson et al. 2014). Na druhou stranu observacni data z longitudinalnich studii nepodpo-
ruji hypotézu, Ze by u IR subjektl byl vyssi pfijem BCAA (Wang et al. 2011).

Za vys$si hladiny BCAA by tak mohla byt zodpovédnd porucha jejich degradace
v tukové a svalové tkani. Bylo prokdzano, Zze exprese gen(l prvnich klicovych enzym( odpo-
védnych za katabolizmus BCAA (BCKDHA, BCKDHB), je v tukové tkani IR subjektd down-
regulovana (Lu et al. 2013). Pravé AT byla recentné ustavena jako vyznamny hrac v celoté-
lovém metabolizmu BCAA. AT je jednou z hlavnich tkani, kterd vychytdva exces BCAA, ktery
neni vyuzit v perifernich tkanich, zejména v kosternim svalu. Uhlikaty skelet derivovany
deaminaci BCAA slouzi v AT jako prekurzor pro de novo lipogenezu. Podle nékterych je
az 30 % lipogenniho acetyl CoA v AT plvodem z BCAA (Green et al. 2016). Nizsi kapacita AT
pro mezabolizmus BCAA byla navrzena jako mozny spojujici mechanizmus mezi IR a vyssimi
hladinami BCAA (Herman et al. 2010).

Data o chronické expozici BCAA u lidi jsou stale omezend, coz znemozhuje ustanovit
kauzalitu, tedy, zda dietni pfivod BCAA je sam o sobé dostacujici k indukci IR, ¢i zda jsou
vy$si hladiny BCAA pouze odrazem rezistence kosterniho svalu na inzulinem stimulovanou
supresi proteolyzy.

Z tohoto ohledu se jevi zfetele hodna pravé populace vegand. Z veganské stravy
jsou eliminovany hlavni potravni zdroje BCAA: mlécné produkty, vejce a Cervené maso
(Souci et al. 2000). | kdyz velka ¢ast rostlinnych zdrojd poskytuje dostatec¢né mnozstvi BCAA
na gram proteinu (vhodny pomér BCAA/AA), celkovy obsah proteind v dieté a biologicka
dostupnost rostlinnych protein( je nizsi ve srovnani se zdroji zivo¢isSnymi (WHO technical
report). V absolutnich Cislech Ize tedy predpokladat, Zze celkovy prijem BCAA je u vegani

niz$i nez u omnivorda.

32



2. Cile reSeni a hypotézy

2.1. Vychodiska

7o

1/ Observacni studie. Populace vegan( s extrémné odlisnym zpUsobem pfijmu nutrient( by
mohla predstavovat unikatni model pro studium inicidlniho zhorSovani IS ve vztahu k diet-
nim faktorim. Pokud by se ndm podafilo verifikovat a zpfesnit nalezy dostupnych studii
a potvrdit, Ze vegani maji vyssi citlivost na inzulin, mohl by se tento model ,vegan vs.
omnivor” zaradit mezi dalsi standardni modelové populace v diabetologickém vyzkumu.
Dale pokud by se podafilo identifikovat rozdily v metabolickém profilu mezi skupinami, pak
by tento model mohl slouZit k intervencim s cilem popsat inicidlni faze zhorsovani inzulino-

vé senzitivity na celotélové i tkanové drovni ve vztahu k nutri¢nim faktordm.

2/ Intervencni studie. Veganska strava, podle dostupnych dat, mdZe predstavovat protektiv-
ni faktor rozvoje fady onemocnéni asociovanych s inzulinovou rezistenci. Od bézné stravy
se odliSuje v celé fadé parametr(. Pfedpokladame, Ze vyznamnym faktorem, ktery odlisuje
veganskou stravu je nizsi pfijem BCAA. S ohledem na cetné biologické funkce BCAA Ize
predpokladat, Ze pravé nizsi prijem BCAA muize mit dopad na rozdilnou metabolickou kon-
dici lidi na Cisté rostlinné stravé. Navyseni podilu BCAA ve veganskeé stravé by mohlo modu-
lovat parametry inzulinové citlivosti veganské populace ve sméru populace stravujici se bez

omezeni (omnivor().

2.2. Specifické resené okruhy

V rdmci feSeného projektu byly provedeny Ctyfi studie zabyvajicimi se specifickymi
otazkami. Prvni dva feSené okruhy byly metodologického razu, na popis jejich feseni a vy-
sledky v detailech odkazujeme na pfislusné sekce v kapitole ,,Metodologie” a na pfilozené
autorské clanky. Tretim okruhem je pilotni observacni studie a ctvrtym okruhem je pak

samotna studie intervencni.
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1/ V prvni ¢asti feseni projektu bylo tfeba do experimentalni praxe v Centru pro vyzkum
diabetu, metabolizmu a vyZivy 3. Iékarské fakulty UK zavést metodu odbéru vzorku koster-
niho svalu, tzv. svalovou biopsii. Svalova biopsie je metodou diabetologického vyzkumu
umozriujici ziskat vzorek k ex vivo analyzam. O jeji roziiteni v tehdej$im Ceskoslovensku se
zaslouzil prof. Vondra. Planovali jsme, Ze s jeho pomoci budeme schopni metodu zavést

i na naSem pracovisti.

2/ S ohledem na predpokladané dalsi zaméreni studii na humannich subjektech na meta-
bolizmus BCAA, bylo tfeba vyvinout reprodukovatelnou, snadno dostupnou metodu ke
stanoveni BCAA ve velkém souboru. Pfedpokladali jsme, Ze vhodnou metodou by mohla

byt bezkontaktni vodivostni kapilarni elektroforéza.

3/ V prvni ,observacni studii“ jsme planovali porovnat soubor vegan( a omnivor(. Cilem
této studie bylo popsat na vétsim souboru rozdily v metabolickych charakteristikach mezi
exkluzivni skupinou veganU a jim odpovidajicim (vék, hmotnost, antropometrické charakte-
ristiky, fyzicka aktivita) kontrolam, a validovat model ,vegan vs. omnivor” pro planovanou
intervenci. Vysledky jiZ citovanych observacnich studii naznacuji, Ze vegani maji vyssi IS kal-
kulovanou pomoci HOMA index(. Zlatym standardem pro stanoveni miry inzulinové citli-
vosti je vsak hyperinzulinemicky euglykemicky clamp (HEC). Toto vySetfeni podle nam
dostupnych udaji u vegan( zatim nikdo neprovedl. Zarovert mnozstvi IMCL bylo u vegand
zkoumano in vivo pomoci magnetické rezonanéni spektroskopie (MRS) (Goff et al. 2005).
Bylo zjiSténo, Ze takto stanoveny obsah IMCL v m. soleus (oxidativni pomala vldkna) je u ve-
gan( signifikantné nizsi.

Predpokladali jsme, Ze vystupy observacni studie ndm umozni vhled do posloupnos-
ti rozvoje tkanovych defektl inzulinové funkce v ramci inicidlniho zhorSovani inzulinové
citlivosti. Ddle jsme predpokladali, Ze nam zavéry studie poskytnou podklady pro dalsi
pouziti experimentalniho modelu ,vegan vs. omnivor” pro intervence dietnimi modula-

cemi.

4/ V druhé, ,intervencni”, studii jsme planovali na validovaném modelu ,vegan vs. omni-

vor” zkoumat ucinky tfimésicni perordlni suplementace BCAA u vegant a omnivor(, tedy
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u populaci lisicich se v bazalnim pfijmu BCAA a parametrech inzulinové senzitivity. Vegan-
ska dieta ma nizsi podil proteind (Clarys et al. 2014) a je prosta vSech hlavnich dietnich
zdrojl BCAA (Souci et al. 2000). Pritom maiji vegani priznivéjsi parametry glukdzové tole-
rance a nizsi prevalenci T2DM neZ omnivofi (Gojda et al. 2013). Proto vegani predstavuji
vhodny model kintervenci BCAA scilem poukdazat na jejich moZzny vliv na modulaci IS.
Pfedpokladali jsme, Ze dlouhodoba intervence BCAA u dvou skupin, lisicich se v bazalnim
pfijmu a citlivosti na inzulin, ndm umozZni poodhalit moZzny kauzalni vztah mezi dietnim

pfijmem BCAA a rozvojem IR.

2.3. Cile a hypotézy

2.3.1. Observacni studie

Primarni hypotéza. Populace veganl ma vyssi inzulinovou senzitivitu (stanovenou po-
moci HEC) a tomu odpovidajici vy$si mitochondrialni denzitu (jako ukazatel mitochondrialni
biogeneze) a nizsi obsah IMCL v SM.

Sekunddrni hypotézy. Vegani maji nizsi sérové koncentrace vétvenych AA a maiji
priznivéjsi profil sérovych lipidl a spektra volnych mastnych kyselin. Vegani maji nizsi
znamky oxidacniho poskozeni a endotelové dysfunkce a pfiznivéjsi parametry glukdzové

Pfedpokladali jsme, Ze v pfipadé potvrzeni primarni hypotézy, bude moziné vegan-
skou populaci pouzit jako model pro inicidlni faze zhorSovani IS. Sekundarni vysledky by
ndm pak poskytly data o potencidlné problematickych nutri¢nich faktorech omnivorni
stravy, a vytvorily tak prostor pro formulovani hypotéz o predpokladaném kauzalnim vzta-

hu téchto faktord. Tyto hypotézy pak bylo mozno verifikovat v intervenéni studii.
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2.3.2. Intervencni studie

Primdrni hypotéza. Suplementace BCAA povede u veganl ke zhorSeni odsunu glukdzy
v clampovém vysetfeni. V omnivorni skupiné nepovede suplementace BCAA k Zadnym
zménam.

Sekunddrni hypotézy. Suplementace BCAA povede u vegan( ke zhorSeni parametr( res-
pirace v kosternim svalu, a tomu odpovidajici zmény v genové expresi (zvyseni katabolizmu
BCAA, snizeni inzulinové signalizace). V tukové tkani veganl povede suplementace ke zvy-
Seni genové exprese ve smyslu katabolizmu BCAA, zhorseni inzulinové signalizace a zvyseni
lipolyzy.

Predpokladali jsme, Ze intervence BCAA poodhali kauzalitu mezi dietnim pfijmem
BCAA, jejich sérovymi hladinami a jejich vlivem na glukézovou homeostazu a funkci inzulinu
na urovni kosterniho svalu a tukové tkané. V pfipadé, Ze bude potvrzena hypotéza,
Ze BCAA moduluji parametry metabolické homeostazy na celotélové Urovni, bude mozné
detekovat plvod defektu na subceluldrni Urovni a posloupnost zmén v ¢asnych stadiich

deteriorace citlivosti na inzulin.

3. Metodologie

3.1 Design observacni studie a subjekty

Byla provedena observacni case-control studie. Studovanou populaci byl soubor
11 vegant (stravujici se s Uplnym vyloucenim Zivocisnych produktl déle nez 3 roky). Kon-
trolnim souborem byla skupina 10 omnivornich subjektd (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 zarazeny

subjekty, jejichz vék je pod 18 let, které trpi chronickymi chorobami (zejména diabetem,
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obezitou, tyreopatiemi, chorobami nadledvin apod.) ¢i uzivajici chronickou medikaci se
znamym vlivem na energeticky metabolizmus. Vylouceny byly také subjekty s rodinnou
zatézi T2DM (T2DM v pribuzenstvu prvni linie), kourenim a pravidelnou konzumaci alkoho-
lu. Zafazeny také nebyly subjekty, u kterych byl kontraindikovan odbér svalové tkané

(poruchy srazlivosti krevni ¢i uzivani antikoagulancii).

3.2 Design intervencni studie a subjekty

Do intervencni studie bylo rekrutovano 8 veganl (déle nez 3 roky na exkluzivni
veganské dieté) a 8 kontrolnich omnivornich subjektd. Kritéria pro vybér omnivornich kon-
trol odpovidala kritériim uzitym v observacni studii. Intervence predstavovala suplementaci
BCAA v ddvce 15 gramd (Zeny) ¢i 20 gram (muZi). Pouzit byl komeréné dostupny preparat,
ktery je vyroben bez Zivocisnych produktd (BCAA 4:1:1 Fair Power®, Survival Nutrition
Supplements, Czech Rep.) a svym slozenim vhodny pro vegany. Compliance k intervenci
byla u kazdého jednoho dobrovolnika kontrolovana telefonickymi konzultacemi s tydenni

frekvenci po celou dobu experimentu a osobni konzultaci po Sesti tydnech intervence.

Obrazek 6: Design intervencni studie

Antropometrie, BIA Antropometrie, BIA, Antropometrie, BIA,
HEC, argininovy test HEC, argininovy test HEC, argininovy test
Syalova a tukova Svalova a tukova

biopsie biopsie

A B C

INTERVENCE BCAA WASH-OUT

0 3m Om
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3.3. Autorizace a etickd komise

Kazdy subjekt spliujici kritéria pro zarazeni do projektu byl informovan o povaze
protokolu a podepsal informovany souhlas. Design studie, jakozZ i informovany souhlas byl
schvalen etickymi komisemi 3. |ékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohra-
dy a byl realizovan v souladu s pravidly dobré klinické praxe. Intervenéni studie byla regis-
trovana na verejném registru clinicaltrials.gov, identifikator: NTC02684929. Veskera prace
s dobrovolniky probihala na Oddéleni klinické fyziologie 2. interni kliniky Fakultni Nemocni-

ce Kralovské Vinohrady a 3. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy.

34. Metody

Klinické vysetfeni a antropometrie. Kazdy zatazeny dobrovolnik podstoupil Uvodni Iékarské
vySetfeni s odbérem anamnézy a zakladnim fyzikalnim vysetfenim se zamérenim na exklu-
zivni kritéria (viz vySe). Dale byl zaznamenan typ diety a u vegan( doba veganského stravo-
vani. U kazdého subjektu byla provedena zdkladni antropometrickd vysetreni: vyska (m),
hmotnost (kg) a BMI (kg.m™), mé&fen obvod pasu (cm), pomér obvodu pasu a bok{ (waist-
hip ratio, WHR), obvody paze, stehna a lytka ke kalkulaci obvod( svaloviny koncetin. Déle
pomoci graduovaného kaliperu byly zméreny tloustky koznich fas na deviti standardnich
mistech téla (facidlni, submentaini, horni a dolni pektrodlni, subskapuldrni, abdominalini,
suprailicka, femoralni a kruralni). SloZeni télesnych kompartment bylo méfeno pomoci
bioimpedanc¢ni analyzy za pouziti multifrekvencni BIA (Nutriguard-M, Data Input GmbH,
Frankfurt, Germany). MnoZstvi visceralniho tuku bylo stanoveno pomoci sonografického
vySetreni (pfistroj Philips iU22) jako tloustka tukové omentdini vrstvy mezi vnitfni brisni
fascii a aortou na Urovni pupku. Krevni tlak byl méfen standardni auskultacni metodou
za pouziti kalibrovaného rtutového tonometru, tepova frekvence ru¢né pocitdanim hmat-
nych pulsd nad a. radialis. Kazdé z vySe uvedenych méreni bylo provedeno trikrat a zazna-

menana byla primérna hodnota.
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Hodnoceni dietniho pfijmu. Od kazdého participanta byl ziskdn vyplnény prospektivni
dotaznik 3-denniho pfijmu (2 vSedni dny, 1 vikendovy den). K hodnoceni nutri¢niho pfijmu
bylo pouZito programu Nutridan. Vzhledem k tomu, Ze v databazi nejsou dostupna data pro
¢ast specidlnich veganskych produktl, byly od vegan( ziskany obaly takovychto potravin
a byly pouzity vyrobcem deklarované hodnoty obsahu nutrientl. Zvlast byl vypocitan
primérny prijem energie, pfijem sacharidl (mono a disacharidd, polysacharidd), mnoZstvi
proteinl a lipid(. Data z dotaznik( byla dale vyuzita k odhadu podilu BCAA (Souci et al.

2000).

Hodnoceni fyzické aktivity. Fyzicka aktivita byla hodnocena za pomoci Baeckeho dotazniku
fyzické aktivity (Baecke et al. 1982), jehoz skére koreluje dobfe s VO.max (Florindo et al.
2006). V dotazniku se hodnoti zvlast fyzicka aktivita v zaméstnani, sportu a volném case.
Maximalni zatézovy test byl proveden u kazdého ze subjektl zarazenych do intervencni
studie. Bylo uzito bicyklového ergometru (Ergoline 800, Bitz, Germany). Inicidlni zatéz 50 W
byla zvySovdna o 25 W kazdou minutu do plného vycerpani subjektu. Analyza plynl

ve vydechované smési byla mérena za pomoci Vmax, Sensor Medics (Yorba Linda, CA).

Analyzy ze séra. Rano po 12-ti hodinovém la¢néni byl vySetfovanym subjektlim proveden
odbér vendzni krve. Stanoveny byly nasledujici laboratorni parametry (stanoveno v certifi-
kovanych laboratofich Ustavu laboratorni diagnostiky Fakultni nemocnice Kralovské Vino-
hrady). Zakladni biochemické a hematologické vySetieni: krevni obraz a diferencidlni rozpo-
Cet leukocytl, koagulacni vysetreni (APTT, QuicklQv cas, INR, fibrinogen), sérové hladiny
mineral(, kreatinin, urea, kyselina mocova. Ukazatele glukdzové homeostdzy: sérové hladi-
ny glukdzy, C-peptidu, HbAlc, inzulinu. Parametry metabolizmu 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-cholesterol, LDL-cholesterol byl kalkulovan standardni Friedewaldovou rovnici.

Sérové hladiny BCAA. Vramci feSeni projektu byla vyvinuta a do experimentdini praxe
zavedena metoda stanoveni BCAA pomoci bezkontaktni vodivostni kapilarni elektroforézy
(CE). Tato technologie predstavuje pfi analyze neabsorbujicich latek, kterymi AA jsou, fadu

vyhod. Umoznuje rychlou analyzu velkého mnozstvi vzork(, dobrou separaci komplexnich
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zdrojovych matric jako je sérum, relativné vysokou detekéni citlivost vyZadujici pouze mini-
malni mnoZstvi vzorku pro analyzu a také tedy nizsi naklady na chemikalie. Pro detailni
popis vyvoje a zavadéni metody odkazujeme na pfiloZzeny autorsky c¢lanek. K samotné
metodice zpracovani vzork( BCAA vramci humannich studii. Veskera elektroforeticka
méreni byla provedena na elektroforetickém pfistroji HP 3DCE systém (Agilent
Technologies, Waldbronn Germany) vybavenym bezkontaktnim vodivostnim detektorem
(C 4D), ktery je zabudovan do elektroforetické kazety a termostatovan na 25°C. C 4D,
se dvéma 2,5 mm dlouhymi tubularnimi elektrodami od sebe vzdalenymi 1,2 mm, pracuje
se stfidavym sinusovym signdlem o frekvenci 1,8 MHz a efektivni hodnotou napéti 50 V.
Separace aminokyselin s vétvenym postrannim fetézcem byly provedeny v kfemenné kapi-
lafe o délce 31,5 cm, délka k C 4D 14,7 cm, vnitfni prlimér 25 um, vnéjsi prdmér 360 um;
vnitfni sténa kapilary byla pred prvnim pouZitim pokryta INST pokryvacim roztokem
(Biotaq, U.S.A.) pro potlaceni elektroosmotického toku (EOF) (TUma et al. 2010). Separace
aminokyselin byly provedeny v optimalizovaném zakladnim elektrolytu se slozenim 3,2M
kyselina octovd v 20% v/v metanolu, pH 2,0. Vzorky krevni plasmy ziskané od zdravych
dobrovolnikd byly pfed CE stanovenim upraveny pridavkem acetonitrilu; 250 pl vzorku
plasmy bylo deproteinizovano pridavkem 750 ul acetonitrilu, po 30 s protrepani byl vzorek
centrifugovan silou 4 G po dobu 45 s a supernatant byl nasledné pouZit k CE analyze.

Vzorek byl davkovan do kapilary tlakem 50 mbar po dobu 16 s.

Parametry oxidativniho stresu. Z parametrl oxidativniho stresu byly stanoveny pomoci
oxLDL (komer¢ni ELISA kit, Mercodia, Sweden), oxLDL-B.GPI (komercni ELISA kit, Corgenics,
USA) a hladina malondialdehydu. Hladina celkového malondialdehydu ve vzorkach krevni
plazmy byla mérfena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (high-performance
liguid chromatography, HPLC) s UV detekci po derivatizaci 2,4-dinitrofenylhydrazinem, ktera
byla popsana (Matejckova et al. 2011). Ke 100 pl krevni plazmy bylo pfiddno 100 ul
inertniho standardu methylmalondialdehydu a smés byla hydrolyzovana ve 400 pl 1,5M
NaOH pfti 60 °C po dobu 60 minut. Po vychladnuti bylo ke smési pfidano 200 pl 35% HCIOA4.
Nasledné byl vzorek derivatizovan pfidavkem 50 ul 2,4-dinitrofenylhydrazinem pfi teploté
60°C po dobu 30 minut. K vychladlému vzorku byly pfidany 2 pl hexanu a smés byla protte-
pavana po dobu 8 minut. Poté byl vzorek centrifugovan 3 minuty. Extrakce do hexanu byla

opakovana dvakrat. Veskery supernatant byl vysusen proudem dusiku do sucha pfi teploté
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40°C. Ziskany odparek byl rozpustén ve 250 ul mobilni faze (acetonitril:voda, 40:60, v/v).
Chromatografickd méreni byla provedena na pfistroji HPLC (Shimadzu, Japonsko) v sestavé:
pumpa LC-10ADvp, autosampler SIL-10ADvp, UV/VIS detektor SPD-10Avp. K separaci deri-
vatizovaného vzorku byla pouzita kolona Ascentis Express C18, 100 x 3 mm s velikosti ¢astic
2,7 mm (Sigma-Aldrich), ktera byla termostatovana po celou dobu analyzy na 30°C. Separa-
ce probihala izokraticky s mobilni fazi o sloZeni acetonitril:voda s pfidavkem kyseliny octové
(40:60 v/v). Pratokova rychlost byla 0,4 ml.mint. K ddvkovani vzorku byla pouzita davkovaci
smycka o objemu 5 pul. Odezva detektoru byla sledovéna pfi 307 nm. Pro ovladani pfistroje

byl pouZit program LC Solution verze 1.11SP (Shimadzu, Japonsko).

Z parametrl endotelidini funkce byly stanoveny I-CAM1 a E-selektin (komeréni ELISA kit,
Qiagen, Germany). Pro stanoveni hladiny sérového hepcidinu a prohepcidinu byly pouZzity

komeréni ELISA kity (DRG Instruments GmbH, Germany).

Tloustka intimy-medie karotickych tepen. KaZzdy subjekt podstoupil B-mode sonografické
(pristroj Philips iU22) méreni tloustky intimy-medie arteria carotis communis (IMT, intima-
media thickness). VSechna méreni provadél jeden sonografista. VySetfovana osoba byla
vySetfena v poloze na zadech, krk v mirném zaklonu. IMT byla definovana jako vzdalenost
rozhrani intima-lumen a media-adventicie. Méfeni bylo provadéno automaticky v 10 mm
Usecich za pouZiti programu QLAB 10-15 mm distalné od bifurkace spole¢né karotické
tepny, a to vzdy 10-krat. Zaznamenana hodnota IMT byla pak primérem viech 10 méfeni
na kazdé jednotlivé strané. Zvlast byla zaznamenavana pfitomnost platu, ktery byl defino-

van jako lokalni ztlusténi intimy-medie > 1,00 mm, poptipadé ndlez stendzy.

Inzulinovad citlivost. Citlivost na inzulin byla stanovovana pomoci 2-hodinového hyperinzuli-
nemického euglykemického zamku, neboli clampu. Tato metoda je povazovdna za zlaty
standard ve vysetreni periferni IR a byla detailné popséna (DeFronzo et al. 1979). Principem
je zhodnoceni citlivosti na zakladé odsunu glukdzy pfi intravendznim podani definovaného
mnozstvi inzulinu. Davka inzulinu (1 mlU.kg*.min) byla empiricky stanovena tak, abychom
dosahli konstantni hyperinzulinémie, kterd odpovida pfiblizné postprandialnim koncentra-
cim inzulinu (hyperinzulinemicky clamp). Tato inzulinémie je za idedlnich podminek dosta-

Cujici k inhibici hepatalni produkce glukdzy a k inhibici endogenni sekrece inzulinu. Soubéz-
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né sinfuzi inzulinu je podavan intravendzné roztok glukdzy ve stoupajici rychlosti perfuze
tak, aby byla udrZzena euglykemie (euglykemicky clamp). Obvykle po 60-90 minutach zvysu-
jici se potfeby glukdzy jiz tato dale nestoupa a cely zpétnovazebny systém se dostava
do rovnovaziného stavu (tzv. steady-state ¢i vrchol clampu). MnozZstvi glukdzy (resp. rychlost
infuze roztoku glukdzy o zndmé koncentraci) v této fazi, potfebna pro udrzeni euglykemie,
je ekvivalentni odsunu glukdzy z extraceluldrniho prostfedi do bunék. Vyjadfujeme ho
obvykle jako tzv. M-hodnotu (,metabolized” glucose). M-hodnota je kalkulovana z rychlosti
pritoku roztoku glukdzy béhem poslednich péti konsekutivnich méreni v rovnovazné fazi
clampu. Clamp byl v ramci projektu provadén s modifikacemi. U pacientll s T2DM je znadmo,
ze hepatalni produkce glukdzy nemusi byt inhibovana ani pfi vysokych inzulinémiich. Avsak
vzhledem k tomu, Ze u vSech vySetfovanych subjektl jsme predpokladali dobrou inzulino-
vou citlivost (do studie nebyli zafazeni obézni ani T2DM ¢i jejich pfibuzni) jaterni produkci
glukdzy jsme nestanovovali. Navic byla ke stanovovani glykémie pouZita vendzni misto
arterializované krve.

Samotny test probihal po 12-ti hodinovém lacnéni, kdy byla kazdému subjektu zaka-
nylovana antekubitdlni Zila na kazdé horni koncetiné. Po relaxaci a odbéru bazalnich vzork(
(glykemie, inzulin, C-peptid), byla zahdjena infuze inzulinu (Humulin R, Eli Lilly, CR) vypocte-
nou standardni davkou 1 mIU.kgt.min, s Gvodni 10-ti minutovou ,prime* sekvenci dvojna-
sobnou rychlosti. Ve 4. minuté byla zahajena infuze 15% roztoku glukdzy, jejiz rychlost byla
upravovana tak, aby byla udrZzena euglykemie. Glykémie byla stanovovana kazdych 5 minut
pristrojem Precission PCx (Abbott Laboratories, Némecko). V poslednich 30 minutach byly
provedeny celkem tfi odbéry na stanoveni inzulinémie, ve 120. minuté byla navic stanovena
hladina C-peptidu. Ke kalkulacim byla pouzita pramérna rychlost perfuze roztoku glukozy
z péti konsekutivnich méreni po dobu 30 minut na vrcholu clampu. Vypocet inzulinové
senzitivity na dané hladiné inzulinu byl potom dan mnozstvim infundované glukdzy za jed-
notku Casu vztazené na télesnou hmotnost (M-hodnota, g/min/kg) po korekcich na zménu
poolu glukdzy v extracelularni tekutiné (space correction). Kazdy jednotlivy test byl ex post
validovan dostate¢nym vzestupem inzulinémie a dostatec¢nou supresi C-peptidu na vrcholu
clampu oproti bazalnimu stavu. Skupiny byly vidy porovnany také v hodnotach primérnych

rovnovaznych glykemiich a inzulinémiich.
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Sekrece inzulinu. Sekrece inzulinu byla hodnocena pomoci IV argininového testu za pouziti
jiz popsaného protokolu (Palmer et al. 1976). Stru¢né: po 12-ti hodinovém la¢néni byl sub-
jekt ulozen na lGzko, zakanylovan a relaxovan; nasledné bylo aplikovano 5 g argininu v 50 ml
0.9% fyziologického roztoku (Arginin chlorid 21% 80ml, Ardeapharma, Sevétin, Czech
Republic) jako IV bolus béhem 45 s. Nasledné byly provadény odbéry periferni krve v Case
0,1, 3,5, 7, 10, 20, 30 minut. Byly stanovovany hladiny inzulinu a C-peptidu. Akutni inzuli-
nova odpovéd byla vyjadiena jako inkrementdini plocha pod kfivkou (iAUC), kalkulovana
za pomoci trapezoidalniho modelu. VSechny plochy pod vychozi hodnotou nebyly do vypoc-

t( zarazeny. Test byl provadén v minimalné sedmidennim odstupu od glukdzového clampu.

Biopsie kosterniho svalu. Studium metabolizmu kosterniho svalu vyZaduje snadnou metodu
pro ziskani vzork( tkané, kterou predstavuje perkutdnni punkéni biopsie. Punkéni pristup
ma oproti otevienému pfistupu fadu vyhod. Pfedevsim zachovdva maximalné fyziologické
podminky. Jedna se o rychly a minimalné invazivni vykon, ktery je mozné provadét ambu-
lantné v lokdlni anestezii. Navic osvojeni této techniky nevyZaduje hlubsi chirurgickou pra-
pravu. Vzhledem k tomu, Ze je obvykle velmi dobfe sndsena, je mozné ji provadét opakova-
né béhem intervencnich studii, fyzické zatéze, dokonce také mimo klinické zazemi. V ramci
feSeni tématu disertace byla technika punkéni biopsie m. vastus lateralis zavedena na na-
Sem pracovisti. Na detaily metody a protokolu odkazujeme na autorsky ¢lanek ,Postaveni
perkutanni svalové biopsie v diabetologickém vyzkumu®, ktery je soucasti pfilohy.

Kazdy subjekt v observaéni studii a ve studii intervencni (pfed a po intervenci)
podstoupil punkéni svalovou biopsii m. vastus lateralis. Ve stru¢nosti uvadim metodologii.
Byla pouzita standardni metoda odbéru Bergstrémovou jehlou (Bergstrom 1975; Vondra
1988; Gojda et al. 2015). V ramci protokolu byla technika odbéru nasledujici. Dobrovolnik
se dostavil v den odbéru rano na lacno na operacni salek. Byl informovan o povaze vykonu
a byl ziskan informovany souhlas. Nasledné byl dobrovolnik uloZzen na zakrokové |0zko
a byla pfipravena operacni plocha na rozhrani dolni a stfedni tfetiny stehna. Samotny vykon
byl provadén za prisné sterilnich kautel. Po dezinfekci a zarouskovani byla provedena infil-
traéni anestezie v misté planovaného odbéru, anestezie byla vedena tak, aby nedoslo
k aplikaci anestetika do samotné svalové tkané. Nasledné byla provedena drobnd incize
kize skalpelem a pripadné drobné krvaceni bylo stavéno kompresi. Nasledné bylo preparo-

vano podkozi az na fascii, kterd byla protnuta. Nasledné do takto pripraveného kanalu byla
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zasunuta biopticka jehla a sukénim podtlakem bylo do jehly nasdto malé mnozstvi tkang,
které bylo nasledné oddéleno vnitinim krajecem jehly. Z jednorazového odbéru bylo obvyk-
le mozné vytézit cca 70-80 mg svalu. Odbér byl opakovan ze stejného mista, dokud nebylo
dosazeno pozadovaného mnozstvi 200 mg svalové tkané. Rana byla nasledné komprimova-
na, okraje rany byly sblizeny a dle potfeby byl nalozen naplastovy steh (Steristrip). Nasledné
byla réana sterilné kryta a stehno bylo obvazano elastickym obinadlem a ledovano.
Odebrany vzorek byl hned na misté druhou osobou podroben mikrodisekci pod
binokuldarnim mikroskopem, zvazen, rozdélen pro pfislusné analyzy, zamrazen v tekutém

dusiku na teplotu -80°C ¢i transportovan k dalsi analyze na suchém ledu.

Biopsie podkoZni tukové tkané. Biopsie SAAT byla provedena u kazdého subjektu zafazeného
do intervencni studie spolu s biopsii kosterniho svalu. Bylo uzito Bergstromovy metody
(Alderete et al. 2015). V ramci protokolu byla technika odbéru nasledujici. Po desinfekci
a zarouSkovani byla provedena infiltracni anestezie v misté planovaného odbéru, cca 5 cm
paraumbilikdlné. Nasledné byla provedena drobna incize kliZze skalpelem a pfipadné drobné
krvaceni bylo stavéno kompresi. Nasledné byla do podkozi zasunuta biopticka jehla a pod-
tlakem bylo do jehly nasato malé mnozZstvi tukové tkané, které bylo nasledné oddéleno
vnitfnim krajeCem jehly. Zjednordazového odbéru bylo obvykle moiné vytéZit cca
50-100 mg tuku. Odbér byl opakovan ze stejného mista, dokud nebylo dosazeno
poZadovaného mnoZstvi 300 mg tukové tkané. Rana byla nasledné komprimovana, okraje
rany byly sblizeny, v pfipadé potfeby byl nalozen naplastovy steh (Steristrip) a rana byla
sterilné kryta.

Odebrany vzorek byl na misté druhou osobou preparovan, rozdélen na pfislusné

analyzy a transportovan na suchém ledu.

Mitochondridlni denzita kosterniho svalu. Aktivita CS byla stanovena podle standardniho
protokolu s vyuZitim komeréné dostupného kitu (Sigma, CS0720). Cast vzorku svalu
(cca 30 mg) byla nafedéna 20x v lyzacnim pufru (Sigma, C3228) s protedzovym inhibitorem
(Sigma, P8340) a zhomogenizovana v Dounce homogenizatoru. Homogenat byl zcentrifugo-
van na 14000xg, 10 min. pfi 4°C pro odstranéni pevnych ¢asti a supernatant dale udrzovan
na ledé. Aktivita CS byla méfena spektrofotometricky pfi 25°C. Vzorky byly pfipraveny

v triplikatech. Nejprve byla zmérena endogenni deacetylazova aktivita a po pridani substra-
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tu celkova aktivita CS. Absorbance byla zaznamenavana v 10s intervalech po dobu 1.5 min.
pfi 412 nm. Hodnoty absorbance byly vyneseny v ¢ase a ovérena jejich linearita (indikujici
dostatek substratu). Z vynosu byla odectena aktivita CS za minutu a po odecteni endogenni
aktivity vypocitana aktivita CS v mikromolech za minutu na gram vlhké tkané. Jednotlivé
vzorky byly analyzovany v nahodném poradi.

Relativni mnoZstvi mtDNA ve vzorku bylo stanoveno pomoci kvantitativni PCR.
Z Casti svalové biopsie (cca 20 mg) byla izolovana celkovd DNA pomoci komercéniho kitu
(Qiagen). Pro kvantifikaci mtDNA byl amplifikovan 221 nukleotid’ dlouhy fragment mtDNA.
Pro normalizaci vysledkd byl amplifikovan 142 nukleotidd dlouhy fragment jaderného genu
pro B-globin. Reakéni smés pro PCR, o celkovém objemu 20 pl, obsahovala 15 ng templa-
tové DNA, 200 uM smés nukleotidl, 1.25 mM Mg(OAc)2, 20 pmol sense primeru, 20 pmol
antisense primeru, 1U rTth DNA polymerazy XL (Applied Biosystems) a 2 pg BSA. Sekvence
pouzitych primer0 viz nize. Pro PCR byl pouZit termocycler Bio-Rad C1000TM. Mitochon-
dridIni fragment byl amplifikovan na 15 a jaderny fragment na 26 cykld. Pocet cykld byl
empiricky stanoven tak, aby se nachdazel v exponencidlni fazi, tedy aby nebylo dosaZzeno
plateau reakce. PCR produkt byl kvantifikovan fluorometricky pomoci Qubit fluorometru
(Invitrogen). Vysledny pomér amplifikace (mnoZstvi produktu) mitochondridlniho a jader-

ného fragmentu vyjadfuje potom relativni mnoZstvi mtDNA v bufce.

PRIMERY

Jaderny fragment, 142 nukleotidd (Sigma)

Sense: 5’-CGAGTAAGAGACCATTGTGGCAG-3’
Antisense: 5'-GGGGCTTGTAGGCATTTGCT-3’
Mitochondrialni fragment, 221 nukleotidd (Metabion)
Sense: 5-TTTCATCATGCGGAGATGTTGGATGG-3’
Antisense: 5-CCCCACAAACCCCATTACTAAACCCA-3’

Aktivita komplext dychaciho fetézce. Enzymatické aktivity jednotlivych komplext dychaciho
fetézce (I-1V) a citrat syntazy (CS) byly méreny spektrofotometricky ve svalovych homoge-
natech. Homogenaty byly pfipraveny podle publikovaného protokolu (Spinazzi et al. 2012).
Vzorek kosterniho svalu (pfiblizné 50 mg) byl skalpelem nafezan na drobné kousky, 20x

naredén v homogenizac¢nim pufru (250 mM sachardza, 20 mM Tris, 40 mM KCI, 2 mM
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EGTA, inhibitor protedz, pH 7.4) a zhomogenizovan ve sklenéném 1 ml Dounce homogeni-
zatoru. VSechny kroky byly provadéné na ledé. Homogenat byl zcentrifugovan (10 min,
600 g, 4°C) a supernatant okamzité pouzit k analyze. V alikvotu supernatantu byla stanove-
na koncentrace proteind pomoci bicinchoninic acid (BCA) assay (Sigma).

Aktivita komplext |-V a CS byla stanovena podle publikovanych protokoll (Spinazzi et al.
2012; Janssen et al. 2007; Cooprstein a Lazarow 1951), které byly modifikovany pro méfeni
v destickovém spektrofotometru (Infinite M200 PRO, Tecan) v objemu 200 pl. VSechna
méreni byla provadéna v tetraplikdtech. Aktivita respiracnich komplexd a CS byla vyjadrena
jako nmol/min/mg celkového proteinu, s vyjimkou komplexu IV, jehoz aktivita byla vyjadre-
na jako A log (A550)/min/mg celkového proteinu. Aktivita respiracnich komplext byla také
normalizovdna na aktivitu CS, kterd je povaZovana za marker mnozstvi mitochondrii

ve tkani.

Kvantitativni real time PCR (RT-qPCR). Celkova RNA ze tkané (AT, SM) byla izolovana za pou-
ziti komercné dostupnych kit Lipid Tissue and Fibrous Tissue RNeasy Mini Kits (Qiagen,
Germany). Koncentrace RNA byla méfena pomoci Nanodropl000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, USA). RNA byla oSetfena DNAzou | (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
tak, aby byla odstranéna veskera genomicka DNA. cDNA byla pfipravena z 200-600 ng RNA
za vyuziti High Capacity cDNA archivacniho kitu (Applied Biosystems, Carlsbad CA, USA).
Ekvivalent 5 ng RNA byl pouZit k real time PCR reakci za vyuZiti kitu Fast Advanced master
mix and Gene expression assay (IRS1, GLUT4, BCKDHA, BCKDHB, ACOX, CPT1b, PLIN1,
PLIN2, PLIN5, FASN, SCD1, DGAT2, PPAR-y; Applied Biosystems). VSechny vzorky byly
méreny v duplikdtech. Genova exprese cilovych gen( byla normalizovana na expresi RPS12

(Ribosomal Protein S13) a relativni zmény byly kalkulovany pomoci AACt metody.

Lipidologické analyzy. Mastné kyseliny v kosternim svalu a tukové tkdni. Pfedem zvazeny
a zamrazeny vzorek tukové tkané o hmotnosti 25-50 mg byl pfenesen do tfeci misky spo-
le¢né se 100 ml roztoku interniho standardu (C13 a C17) a 1 ml smési chloroform:metha-
nol (2:1). Po desintegraci tkané byl vznikly extrakt zfiltrovan. Extrakce byla opakovana
celkem 4x 1 ml smési chloroform:methanol. Vznikly extrakt byl odpafen pod proudem du-
siku do sucha a po uzavreni uskladnén pfi -20 °C az do esterifikace a analyzy na plynovém

chromatografu (GC).
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Esterifikace/transesterifikace lipidovych extraktd. Pro analyzu na plynovém chromatografu
(GC) jsou veskeré mastné kyseliny obsazené v ziskanych lipidovych extraktech prevedeny
na jejich methylestery (FAME). Tato derivatizace je provadéna metodou kterou popsali
Lepage a Roy (Lepage a Roy 1986) s naslednou modifikaci Rodriguez-Palmera a kolektivu
(Rodriguez-Palmero et al. 1998). K lipidovému extraktu je priddna esterifikacni smés
obsahujici 3,2 ml metanolu, 0,8 ml toluenu a 0,2 ml acetylchloridu. Po kratkém protfepani
je uzaviena zkumavka umisténa do vodni lazné pfi 100 °C na 1 h. Nasledné je po zchlazeni
pfidano 6 ml 12% roztoku uhli¢itanu draselného. Smés je 15 minut tfepana na horizontalni

tfepacce a centrifugovana. Vrchni organickd faze obsahujici toluen a vzniklé FAME je

odebrana do vialky pro analyzu na GC.

Plazmatické volné mastné kyseliny. Volné mastné kyseliny (FFA) byly extrahovany a esterifi-
kovany metodou kterou popsali Huek, Simek a Tvrzickd (Hugek a Simek 2002). Vytvofi se
smeés 100 pl isooktanu obsahujiciho interni standard (C13 a C17), 200 ul plazmy, 250 ul
srazeciho roztoku (acetonitril:voda, 2:1 + 5 g.I"t kyseliny Stavelové) a 400 pl isooktanu.
Smés se protiepe na vortexu a cetrifuguje. Vrchni frakce se prepipetuje do vialky obsahujici
150 pl reextrakéniho roztoku (acetonitril:vodny roztok hydroxidu sodného 10 g.I%, 9:1).
Smés se znovu promicha a centrifuguje. Horni frakce se odsaje do odpadu. Do vialky se
pfidd 100 pul isooktanu a opét se promicha na vortexu a centrifuguje. Horni frakce se opét
odsaje do odpadu. K takto vyextrahovanym a precisténym FFA se prida 100 ul katalyzac-
niho roztoku. Ten se pfipravi rozpusténim 1 g dimethylaminopyridinu v 1,5 ml smési
methanol:dichlormethan (1:1) v 10 ml barice doplnéné nasledné isooktanem. Dale se prida
50 ml esterifika¢niho roztoku (isooktan:methylchloroformat, 9:1). Smés se promicha na
vortexu a zhruba po 1 min se prida 100 ul Cisticiho roztoku (1 M HCI). Po kratkém promi-
chani je horni organicka faze obsahujici methylestery mastnych kyselin pfipravena k ana-

lyze na GC.

Analyza na plynovém chromatografu (GC). Pripravené FAME byly analyzovany na pfistroji
GC-17A verze 3 (Shimadzu, Japan) s FID detektorem. Byla pouzita kolona Stabilwax 15 m
x 0,25 mm (Restek, USA) s tloustkou stacionarni faze 0,1 mm. Teplotni program zacinal
na 120°C s teplotnim gradientem 10°C/min na 190°C a poté s gradientem 90°C/min

na 250°C. Na této teploté byla kolona drZena pfi analyze FFA 3,6 min a pfi analyze FA tuko-
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vé tkdné a fosfolipidd erytrocytl 15,6 minut. Doba analyzy FFA byla 11,5 minut a 23 minut
pro ostatni analyzy. Teplota nastfikového portu byla 250°C a teplota detektoru 280°C . Jako
nosny plyn bylo pouzito helium o pritoku 1,2 ml.mint. Split byl nastaven na hodnotu 1:10
pro analyzu FFA a 1:100 pro analyzu mastnych kyselin tukové tkané. K ovladani a vyhodno-

covani slouzil software Class-VP verze 4.3 s prevodem dat do MS Excel 97.

Statistické analyzy. Data jsou vyjadrena jako priméry + smérodatna odchylka (SD) a jako
rozdily prdmérd s 95% konfidencnim intervalem pro rozdil. Hladina vyznamnosti p<0.05
byla povazovana za signifikantni.

Observacni studie. Data byla testovana na normalitu rozloZeni. Pro normalné distribuovana
data bylo pro testovani signifikance mezi nezavislymi skupinami uzito Studentova t-testu,
pro data, kterd nebyla distribuovana normalné pak Wilcoxonova testu. Vztahy mezi pro-
meénnymi a zménami proménnych byly vyjadfeny za pouZiti vypoctu Personova korelacniho
koeficientu, resp. Spearmanova koeficientu pro nenormalné rozlozend data. K analyzdam
byl pouZit software Statistica 9.0, StatSoft, Inc. USA.

Longitudinalni data intervencni studie byla analyzovana pomoci mixed-effect (multilevel)
regresniho modelu. Fixni ¢ast modelu je vZdy tvorena interakci mezi skupinou a vizitou. Pro
random part bylo pro kazdy parametr testovano nékolik modeld: linearni regrese (bez
random part), random intercept, random slope bez a s covariance s random intercept bez
a s covariance mezi rezidui. Nejlepsi model byl vybran dle Bayesian information criterion
(BIC) a dle likelihood ratio testu. Pro vétSinu parametrd byl nejlepsSim modelem random
intercept model. U nékolika parametr’ genové exprese nebyl random intercept model sig-
nifikantné odlisny od linearni regrese dle likelihood ratio testu a tyto parametry byly analy-
zovany linedrni regresi. VétSina parametr( splfiovala kritéria normalniho rozlozeni dle
Shapiro-Wilkova testu. Vystup z regresniho modelu je u téchto parametrl prezentovan
jako rozdil prdmér( podskupin s 95% confidencial intervalem (Cl). Nékteré parametry
(zobrazeno v textu) jsou lognormalné rozlozené. U téchto parametr( jsme provedli regresi
na zlogaritmovanych hodnotdch a rozdil priimér( jsme zpétné exponenciovali. Tim jsme
ziskali pomér geometrickych primeérQ, ktery je opét prezentovan s 95% Cl. Pokud byla
variabilita parametru statisticky signifikantné odlisSna mezi skupinami (variance-comparison
test), modelovali jsme random part modelu izolované pro obé skupiny. Vztahy mezi pro-

meénnymi a zménami proménnych byly vyjadreny za pouZiti vypoctu Personova korelacniho
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koeficientu, resp. Spearmanova koeficientu pro nenormalné rozlozena data. Pro analyzy

intervencni studie byl pouZit software Stata 14.2, StataCorp, LP, Texas, USA.

4. Vysledky

4.1, Observacni studie

4.1.1. Zakladni charakteristiky souboru

Tabulka Cislo 2 shrnuje zakladni charakteristiky obou skupin. Obé skupiny se signifi-
kantné neliSily v zastoupeném pohlavi, antropometrickych parametrech (BMI, WHR), BIA
charakteristikach, tedy tukové a netukové télesné hmoté. Ve skupiné vegand je patrny
trend k vy$Simu mnozstvi visceradlniho tuku (vegani 4.11 + 2.28 vs. kontroly 2.96 + 1.1 cm,
95% Cl: -0.587 az 2.875, p = 0.181) a nizSimu mnozstvi tuku podkozniho (vegani 1.33 + 0.63
vs. kontroly 2.09 + 1.32 cm, 95% Cl: -1.779 aZz 0.258, p = 0.134) a trend k vyssi mife fyzické
aktivity (vegani 9.89 + 1.42 vs. kontroly 8.88 + 1.12, 95% Cl: -0.172 az 2.180, p = 0.09).
Signifikantni rozdil byl zaznamenan u véku, skupina vegan( je v priméru starsi (vegani
30.30 £ 3.93 vs. kontroly 27.12 + 1.10 let, 95% Cl: -5.881 a7 -0.483, p<0.05). Skupiny se ne-
liSily v celkovém prijmu energie (karbohydrazy a lipidy) ani v pfijmu proteind. Vegani se stra-

vovali ¢isté rostlinnou dietou v priméru 8,05 + 3,831 let.
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Tabulka 2 Charakteristiky observa¢niho souboru

Vegan (n=11)

Omnivor (n=10)

P-hodnota

primér £ SD primér + SD
Vék (v letech) 30.30+3.93 27.12+1.10 0.023
Vyika (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 (v letech) 8.05 +3.83
Bioimpedance
Tukovd 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 pramérnych hodnot + SD u souboru 11 vegani a 10

omnivornich kontrol. Studentllv 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 bok0; US, ultrazvuk.

4.1.2. Profil parametrt z periferni krve

Lacny sérovy profil parametr( z periferni krve shrnuje tabulka 3. Vegani méli nizsi
hladiny celkového cholesterolu (p<0.05). Ostatni parametry (hladiny triglyceridi, LDL
a HDL-cholesterolu) se signifikantné mezi skupinami nelisily. Dale méli vegani nizsi hladinu

Apo Al v porovnani s kontrolami (p<0.05). Ve spektru FFA méli vegani signifikantné vyssi
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hladiny celkovych PUFA (p<0.001) a nesignifikantné, ale sjasnym trendem vyssi celkové
hladiny FFA. Dale byly patrné vyssi hladiny omega-3 alfa-linolenové kyseliny (ALA, p<0.001)
a omega 6 linolové kyseliny (LA, p<0.01), eicosadienové kyseliny (EDA, p<0.01) a dihomo-
gamma-linolenové kyseliny (DGLA, p<0.05) u vegan(. Vegani méli dale signifikantné nizsi

hladinu celkového vitaminu B12 (p<0.05) a vyssi hladinu foldtu (p<0.05).

Tabulka 3 Profil parametr( séra

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

P-hodnota

primér + SD primér + 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.I) 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 (umol.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
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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

Porovnani rozdill prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegan(

a 10 omnivornich kontrol. Student(v 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, eikosadie-
nova 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.

4.1.3. Parametry glukézové homeostazy

Vysledky parametr( glukézové homeostdzy shrnuje tabulka 4. Vegani méli nizsi
lacné plazmatické glykemie a inzulinémie (p<0.05), glykovany hemoglobin vsak nevykazoval
mezi soubory rozdil. Konsumpce glukdzy béhem steady-state HEC je nazorné zobrazena
na obrazku 7. Vegani méli vyssi korigovanou M-hodnotu (p<0.05), signifikance je jesté vy-
raznéjsi, pokud je M-hodnota adjustovana na celkové mnozZstvi kosterniho svalstva kalkulo-
vané pomoci obvodu paZe, stehna a lytka (p<0.01). V obou skupinach bylo dosazeno srov-
natelnych inzulinémii na vrcholu clampu a tyto byly postacujici k supresi endogenni produk-

ce inzulinu (data nezobrazena).
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Tabulka 4 Parametry glukézové homeostazy observaéniho souboru

Vegan
Omnivor (n=10)

(n=11) P-hodnota
pramér £ SD

prdmér + SD

Lagnd glykémie (mmol.I%) 4.82 £ 0.65 5.46 £ 0.69 0.040 *
Laénd inzulinémie (mU.I?) 2.39+1.01 4.07 £2.29 0.039 *
HbAlc (%) 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 (Mmg.kg.min?)  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 omni-
vornich kontrol. Student(yv t-test pro nezavislé vybéry byl pouzit k posouzeni
signifikanci. * p<0.05, hranice statistické signifikance. Odsun glukdzy je vyjad-
fen jako M-hodnota; MSM, M-hodnota adjustovana na celkové mnozstvi sva-

lové hmoty hodnocené bioimpedanci.

Obrazek 7 Inzulinem stimulovany odsun glukézy (M-hodnota, mg.kg*.min?).
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Porovnani rozdild pramérnych 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.
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4.1.4. Mitochondrialni denzita a mnozstvi intramyocelularnich lipid

Vysledky shrnuje tabulka 5. Ukazatele mitochondridlni denzity ve svalu (aktivita CS

a relativni mnozstvi mtDNA) nevykazovaly signifikantni rozdil, i kdyzZ je patrny trend k vyssi-

mu mnoZstvi mtDNA a nizSimu obsahu IMCL u vegan(. Vegani méli niz$i koncentrace penta-

dekanové kyseliny (PDA, p<0.01) a dokosahexaenové kyseliny (DHA, p<0.01) ve svalu.

Tabulka 5 MitochondridIni denzita a intramyoceluldrni lipidy

Vegan (n=11)

Omnivor (n=10)

P-hodnota

pramér + SD pramér + SD
Mitochondridlni 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
SFA 5.27 £2.32 8.07 £6.03 0.169
MUFA 7.04 £6.30 12.80 £ 13.95 0.231
PUFA 7.02 £3.22 6.94 £+ 2.60 0.952
PDA (C15:0) 0.01 £0.02 0.06 £ 0.05 0.009 *
DHA (C22:6n3) 0.09 £+ 0.05 0.17 £ 0.05 0.003 *

Porovnani rozdild prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegand a 10 omni-

vornich kontrol. Studentlv t-test pro nezavislé vybéry byl pouzit k posouzeni

signifikanci. *

p<0.05, hranice statistické signifikance. CS, citrat syntdza;

mtDNA, relativni copy number mitochondridlni DNA; IMCL, intramyocelular-

né deponované lipidy; FA, mastné kyseliny; SFA, saturované FA; MUFA, mo-

nonenasycené FA; PUFA, polynenasycené FA; PDA, pentadekanova FA; DHA,

dokosahexaenova FA.
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4.1.5. Markery oxidativniho stresu a endotelidlni funkce

Tabulka 6 shrnuje nalezy ukazatel oxidativniho stresu a endotelidlni funkce, véetné

sonograficky stanovené tloustky rozhrani intima-medie vnitfnich karotid.

Tabulka 6 Parametry endotelidlni funkce a oxidativniho stresu

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

P-hodnota
prdmér + SD pramér £ SD

Malonyldialdehyd (umol.I%) 4.97 +0.83 6.05 + 0.95 0.012 *
oxLDL (U.I'}) 26.46 £+ 7.63 30.92 £9.09 0.236
oxLDL-B2GPI (U.ml?) 9.06 £ 5.88 12.85+6.92 0.191
ICAM-1 (ng.ml}) 111.6 £20.1 122.58 +57.24 0.555
E-selectin (ng.ml?) 20.9+13.3 19.97 £5.23 0.831
Tloustka rozhrani intima-media karotické tepny

IMT dx. (mm) 0.42 £ 0.07 0.46 + 0.05 0.115

IMT sin. (mm) 0.40 £ 0.07 0.46 £ 0.05 0.041 *

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. IMT, tloustka rozhrani intima-media karotidy,

intima media thickness.

4.1.6. Hladiny a spektrum sérovych aminokyselin

Tabulka 7 shrnuje hodnoty hladin sérovych aminokyselin. V porovnani mezi soubory
byly zachyceny pouze trendy ke statistické signifikanci mezi hladinami valinu (p=0,09)

a tryptofanu (p=0,07).
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Tabulka 7 Hladiny sérovych aminokyselin

Vegan (n=11)

Omnivor (n=10)

P-hodnota
pramér £ SD pramér £ SD

Leucin (pg.ml?) 5.8+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
Serin (pg.ml?) 3.5+0.8 3.6+£0.8 0.87
Lysin (ug.ml?) 42+1.1 4.7+0.9 0.26
Arginin (ug.ml?) 3.0£0.8 3.3+0.5 0.25
Histidin (pg.ml) 3.2+05 3.4+0.3 0.26
Glycin (ug.ml?) 69+1.8 7.0+19 0.82
Alanin (ug.ml?) 10.8+0.5 11.7+2.2 0.3

Threonin (ug.ml?) 46+13 4.8+0.8 0.77
Metionin (ug.ml?) 0.8+0.3 1.0+0.3 0.24
Glutamin (pg.ml?) 23.3+1.5 244+54 0.6

Glutamat (ug.ml?) 25+1.0 2.4+0.6 0.79
Fenyalanin (ug.ml?) 2.7+0.6 3.1+£0.5 0.12
Prolin (ug.ml?) 5.5%3.0 7.8+2.3 0.06
Tryptofan (ug.ml?) 18.9+5.3 22.1+25 0.07
Tyrosin (pug.ml™?) 6.1+1.8 6.6+1.4 0.46

Porovnani rozdill prdmérnych hodnot + SD u souboru 11 vegand a 10 omnivornich
kontrol. Studentlv t-test pro nezavislé vybéry byl pouZit k posouzeni signifikanci. *

p<0.05, hranice statistické signifikance.

4.1.7. Korelace

Mnohocetné korelace souhrnnych dat obou skupin ukazaly, Ze plazmatické hladiny
inzulinu negativné koreluji s mnozstvim mtDNA ve svalu (R=0.55, p<0.05). Byl patrny trend
k signifikanci v negativni korelaci mezi glykémii a mtDNA (R=0.30, p=0.180), pozitivni
korelaci M-hodnoty a mtDNA (R=0.30, p=0.191), pozitivni korelaci Baecke skére a mtDNA
(R=0.34, p=0.07) a pozitivni korelaci CS a mtDNA (R=0.33, p=0.15). V souboru veganu byla

M-hodnota prekvapivé pozitivné korelovana s IMCL obsahem (R=0.85, p<0.001).
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4.2, Intervencni studie

4.2.1. Subjekty

Osm vegan( a osm omnivord (5 muzl a 3 Zeny v kazdé skupiné) bylo zarazeno do
studie intervencni. Charakteristiky souboru a jejich zmény béhem intervence jsou shrnuty
v tabulce 8. Omnivori méli vyssi vstupni dietni prijem AA a 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.
Compliance s intervenci byla 100% a nevyskytly se Zadné nezddouci efekty. Vegani se od
omnivornich kontrol nelisili ve vstupnich hodnotéach pfijmu protein(i/energie, miry fyzické
aktivity (Beackeho skére: vegan 9.6 + 0.4 vs. omnivor 9.8 + 0.3. p=0.8) a v celotélové aerob-
ni kapacité (VO,max vegan 40.6 + 2.2 vs. omnivor 37.8 + 2.8 ml.kgt.min, p=0.5). Nebyly
také zachyceny rozdily ve vstupni hodnoté hladiny holotranskobalaminu: vegan 38.7 + 23.0

vs. omnivor 49.8 + 19.3 pmol.I"}, p=0.17.
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Tabulka 8 Charakteristiky intervencniho souboru a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% Cl Zmény v ramci skupiny s 95% CI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% ClI] Vizita Vegan Omnivor
Vaha Om 72.3+13.2 75.3+16.4 -3.0 [-16.2;10.3]
(kg)
3m 719+12.8 74.9+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+15.3 -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 Om 23.5+2.2 245+4.9 -1.0 [-4.4;2.3]
(kg-m?2)
3m 23.5+2.0 244+4.8 -1.0 [-4.3;2.4] 3-0m 0.03 [-0.6;0.6] -0.1 [-0.7;0.5]
9m 23.4%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]
Tukovd hmota | Om 173+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 Om 17151162 1882 +682 -167 [-568;234]
prijem kalorii
(kcal.den?) 3m 1721177 1881 £ 507 -160 [-561;241] 3-0m 6 [-94;106] -1[-101;99]
9m 1769 £ 136 1910593 -141 [-542;260] 9-3m 48 [-52;148] 29 [-70;129]
PFijem Om 6216 74t 14 -13[-30;5]
proteind
(g.den?) 3m 64113 78 £19 -14 [-31;4] 3-0m 2 [-2;6] 3[-1;7]
9m 65+ 18 79421 -14[-31;4] 9-3m  1.5[-2;5] 1.0 [-3;5]

Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésicni intervenci per os BCAA suplementy.

K posouzeni signifikanci rozdilll 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 boka.
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4.2.2. Sérové hladiny BCAA

Skupiny se nelisily ve vstupnich hladinach celkovych sérovych BCAA (vegan
343.1 £ 28 vs. omnivor 397.3 + 16 ug.ml?, 95% Cl [-122;13.8]). Intervence BCAA vedla
k mirnému vzestupu hladin leucinu, statisticky signifikantné pouze u vegand a k signifi-
kantnimu poklesu v hladinach valinu u omnivord. Hladiny izoleucinu byly béhem intervence

beze zmény v obou skupinach (Tabulka 9).

Tabulka 9 Hladiny vétvenych aminokyselin v séru a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% ClI Zmény v ramci skupiny s 95% ClI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% ClI] Vizita Vegan Omnivor
Leucin Om 108.1 £ 25.6 122.9+13.8 -14.8 [-35.2;5.7]
(ng-ml?)
3m 125.5+28.8 129.4+31.3 -3.9[-24.4;16.6] 3-O0m 17.4 [4.6;30.1] * 6.5[-6.2;19.2]
9m 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]
(ng-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 (ug.ml- | Om 181.5+39.3 216.8+26.2  -35.3[-65.0;5.5]
1)
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 vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy.
K posouzeni signifikanci rozdild mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni

analyza. Signifikance rozdil jsou vyjadreny jako 95% konfidencni interval (Cl).

4.2.3. Glukozova homeostaza

Vysledky jsou prehledné zobrazeny v tabulce 10. Intervence BCAA vedla u vegani
k vyznamnému poklesu odsunu glukdzy (M-hodnota). M-hodnota se po wash-out periodé
navratila zpét ke vstupnim hodnotdm. Zédnou takovou zménu jsme nezaznamenali u omni-
vornich kontrol (p<0.001 pro signifikanci interakce ¢as vs. skupina M-hodnoty). M-hodnota
v celém vzorku nekorelovala s hladinami rovnovaznych inzulinémii (R=0.05, p=0.73). Akutni

odpovéd inzulinu (AIR) byla po intervenci zvysSena, signifikantné pouze u omnivoru.
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Tabulka 10 Parametry glukdzové homeostazy a jejich vyvoj béhem intervence

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% Cl Zmény v ramci skupiny s 95% ClI
Vizita Vegan Omnivor Rozdil [95% ClI] Vizita Vegan Omnivor
Glykémie Om 4.29+0.2 431+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] 3-0m  0.19[0.0;0.38] * 0.33 [0.15;0.52] *
9m 4.79+0.3 462+0.4 0.2[-0.18;0.51] 9-3m 0.31[0.12;0.5] * -0.03 [-0.21;0.16]
Inzulinémie Om 5.05+2.53 436+1.01 0.15 [-0.35;0.64] t
(mU.I)
3m 4.24 +1.49 5.69 + 4.01 -0.18[-0.67;0.31]+ | 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;0.24]+ | 9-3m  0.01[-0.33;0.36] t  0.09 [-0.26;0.43] +
C-peptid Om 316.6 £ 67.6 289.1+76.5 27.5[-71.4;126.4]
(pmol.I?)
3m 285.8 +70.3 337.8+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] 9-3m 21.9 [-46.2;90.0] 10.6 [-57.5;78.7]
HbAlc Om 32.75+2.49 32.37+4.75 0.38 [-2.97;3.72]
(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] 9-3m -0.75 [-2.07;0.57] 0 [-2.07;0.57]
M-hodnota 0Om 9.6+2.4 7124 2.5[0.25; 5.0] *
(mg.kg.min?)
3m 8.0+3.1 7.9+2.6 0.1[-2.4; 2.6] 3-0m -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] 9-3m  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.kgt.min-1)
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;5.28] 9-3m  2.58[1.32;3.85] * -0.56 [-1.82;0.71]
MCR/I (ml.kg™. Om 0.151 £ 0.06 0.138 £ 0.06 0.13 [-0.06; 0.08]
min/mu.l?)
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 0.218 £ 0.11 0.190+0.11 0.03 [-0.04; 0.1] 9-3m 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]
inzulinémie (mu I1)
3m 68.4+16.1 77.6 £19.1 -9.24 [-26.4;7.9] 3-O0m -9.7 [-26.9;7.43] 13.1 [-4.0;30.3]
9m 54.4+16.8 53.3+194 1.14 [-16.0;18.3] 9-3m -14.0 [-31.1;3.2] -24.3 [-41.5;-7.2] *
AIR Om 2149+73.6 171.0+81.0 43.0 [-56.4;144.3]
(mIU.I'1.min1)
3m 240.9£89.3 281.3+201.9 -40.5 [-140.8;59.9] 3-O0m 25.9[-55.7;107.6] 110.3 [28.7;192.0]*
9m 236.5+34.4 251.9+99.8 -15.4 [-115.7;84.9] 9-3m -4.4 [-86.0;77.3] -29.4 [-111.1;52.2]
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Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésicni intervenci per os BCAA suplementy.
K posouzeni signifikanci rozdilli mezi nadvstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni
analyza. Signifikance rozdild jsou vyjadreny jako 95% konfidencni interval (Cl). Odsun glukdzy je
vyjadren jako M-hodnota; MCR, metabolic clearance rate, M-hodnota adjustovana na rovnovaziné
glykemie; MCR/I, MCR adjustovana na rovnovazné inzulinémie; AIR, acute insulin response, AUC pro
30-min inzulinémie bé&hem argininového testu. T Log-normalné rozloZend data, k analyzdm byl

pouZit geometricky primeér.

4.2.4. Charakteristika podkozni tukové tkané

Pro srovnani metabolickych charakteristik SAAT byla méfena mRNA exprese rfady
genl specifickych metabolickych drah: odsun glukdzy (inuslin receptor substrate: IRS-1,
glucose transporter 4: GLUT-4), BCAA metabolizmus (branched chain keto acid dehydroge-
naza A a B: BCKDH A, BCKDH B) a lipogeneze (peroxisom proliferator activated receptor
gamma: PPAR-y, fatty acid syntaza: FASN, stearoyl CoA desaturdzy: SCD-1, SCD-5, diglyce-
rol acyl transferaza: DGAT-2, perilipiny: PLIN-1, PLIN-2) a CD3g.

Efekty intervence na mRNA expresi jednotlivych gen( v SAAT jsou shrnuty na obraz-
ku 8. Signifikantni zmény v expresi bylo dosazeno pouze u DGAT-2 a FASN genu, ktery byl
po intervenci zvySené exprimovan u omnivorl. 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). Zaddné obdobné zmény u vegand nebyly pozorovény, naopak doslo

k patrnému signifikantnimu poklesu v expresi SCD-5 po intervenci.
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Obrazek 8 mRNA exprese v podkozni tukové tkani v rekci na intervenci.
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3 0, baseline

B 3, after the intervention

Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mési¢ni intervenci per os BCAA suplementy.
K posouzeni signifikanci rozdilll mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni

analyza. * p<0.05.

Ve spektru plazmatickych lipidd a celkovych FFA nebyly mezi soubory zachyceny
zadné rozdily, ani intervence nevedla k signifikantnim 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. inter-
vence 173.3 + 54.5 pug.ml, p=0.2. Zadnych signifikanci nebylo také dosaZeno v hladinach
triglyceridd a celkového cholesterolu ani vstupné, ani béhem intervence (data nezobra-

zena).
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4.2.5. Charakteristiky kosterniho svalu, genovd exprese, aktivita komplexii

respiracniho retézce

Mitochondridlni funkce. V analyze efektu intervence na mitochondrialni funkce byl

zaznamenan signifikantni vzestup komplexu Il dychaciho retézce v obou skupinach, u omni-

vorl byl vzestup vyjadrenéjsi (Tabulka 11). ZvySeni aktivity komplexu Il korelovalo v celém

souboru se zménami v komplexu Il (R=0.75, p=0.0008) a CS (R=0.55, p=0.03).

Tabulka 11 Parametry mitochondrialni funkce kosterniho svalu

Parametr Rozdily mezi skupinami s 95% ClI Zmény v ramci skupiny s 95% ClI

Vizita Vegan Vizita Vegan Vizita
CS Om 210.3+68.8 204.7+49.3 5.6 [-44.9;56.1] - -
(umol.gt.min1)

3m  207.8+43.7 215.4+544 -7.6[-58.2;42.9] 3-0m  -2.5[-41.3;36.2] 10.7 [-28.1;49.5]
Komplex | (nmol.min- 0Om 29.6+18.9 37.6+7.4 -8.0 [-21.1;5.0] - -
1.mg protein?)

3m 41.7 £14.3 41.2+13.7 0.5 [-12.5;13.6] 3-0m 12.2 [-0.8;25.2] 3.6 [-9.4;16.6]
Komplex Il (nmol.min Om 69+1.4 7.1+£0.7 -0.2 [-1.4;1.0] - -
1.mg protein?)

3m 81+14 9.2+16 -1.1[-2.3;0.1] 3-0m  1.2[0.3;2.4]* 2.1[0.9;3.3] *
Komplex Il (nmol.min- Om 109.6 £+ 20.5 120.3+25.8 -10.1[-36.7;15.1] - -
1.mg proteint)

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+21 47+13 0.4 [-1.1;2.0] = -
(A550).min"t.mg
proteint)

3m  48+12 46+1.8 0.15 [-1.4;1.7] 3-0m  -0.4[-1.9;1.2] -0.1[-1.6;1.4]

Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésicni intervenci per os BCAA suplementy.

K posouzeni signifikanci rozdilll mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni

analyza. Signifikance rozdild jsou vyjadieny jako 95% konfidencni interval (Cl). CS, aktivita citrat

syntazy.

Genovd exprese. Pro srovnani metabolickych vlastnosti kosterniho svalu byla stano-

vena exprese mRNA klicovych gen( pro odsun glukdzy (IRS-1, GLUT-4), BCAA metabolizmus

(BCKDHA, BCKDHB) a metabolizmus mastnych kyselin (acyl CoA oxiddza: ACOX, creatin-
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palmitoyl transferdza: CPT1b, PLIN-1, PLIN-2). Vysledky jsou zobrazeny na obrdzku 9.
Statisticky vyznamnych zmén po intervenci bylo dosazeno pouze ve skupiné omnivor(, kde
doslo k poklesu IRS-1 a naopak vzestupu GLUT-4 mRNA exprese (mezi parametry nebyla

zadna korelace, R=0.08, p=0.84).

Obrazek 9 mRNA exprese v kosternim svalu v reakci na intervenci.
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W 3, after the intervention

Osm vegan( a osm omnivornich kontrol podstoupilo 3-mésicni intervenci per os BCAA suplementy.
K posouzeni signifikanci rozdill mezi navstévami a mezi skupinami byla pouzita multilevel regresni

analyza. * p<0.05.
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5. Diskuze

Predmétem dizertacni prace byl vliv vybranych nutri¢nich faktor( na rozvoj inzuli-
nové rezistence (IR). Syndrom IR je fazen mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory rozvoje
kardiovaskularnich chorob a pfispiva znacnou mérou k morbidité a mortalité v celosvéto-
vém meéfitku. Skladba stravy se pfitom Ffadi mezi vyznamné environmentalni faktory
rozvoje metabolickych chorob, diabetes nevyjimaje. Proto také nutri¢ni intervence patfi do
portfolia tvlrcl |éCebné-preventivnich opatfeni pro obecnou populaci. Lze predpokladat,
ze vhodné zvolenym dietnim pfistupem, spolu s dalSimi Zivotospravnymi intervencemi,
bychom byli schopni branit rozvoji diabetu, mirnit rychlost progrese diabetickych kompli-
kaci Ci eventudlné v ¢asnych stadiich diabetes i revertovat.

Dizertace se vénuje specifické populaci vegand, tedy lidi, ktefi se stravuji dlouho-
dobé Cisté rostlinnou stravou. Opakované bylo prokdzano, Ze tato skupina lidi ma vyznam-
né nizsi prevalenci obezity a diabetu. Nasim cilem bylo tuto populaci pfesnéji fenotypizovat
s ohledem na funkci inzulinu na celotélové Urovni a na Urovni hlavnich glukoregulacnich
tkani. Toto bylo pfedmétem reSeni observacni studie.

Existuje fada definovanych rizikovych sloZek stravy, které mohou spoluzodpovidat
za rozdilné metabolické charakteristiky vegant a omnivor(. S ohledem na recentni védecky
zajem a vysledky predeslych studii jsme nasi pozornost zaméfili na aminokyseliny s vétve-
nym fetézcem (BCAA). V intervencni studii jsme suplementovali srovnatelnou skupinu ve-
ganl a omnivorl oradlnimi BCAA po dobu tfi mésici a opét sledovali zmény ve funkci
inzulinu na urovni celotélové a na Urovni jednotlivych tkani.

V nasledujicich kapitolach diskutujeme vysledky observacni a intervenéni studie.

5.1. Observacni studie

svv/

asociovanych s inzulinovou rezistenci (IR). Podkladem tohoto je jejich vétsi citlivost na inzu-
lin, nizsi bazalni inzulinémie a vyssi inzulinem stimulovany odsun glukdzy. Tato unikatni

populace by tedy mohla poslouzit jako vhodny model ke studiu inicidlnich stadii zhorSovani
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IS. Pokud by se podafilo popsat funkéni rozdily, které jsou asociovany s touto extrémni
Zivotospravou, mohli bychom se pfibliZit poznani mechanizm( rozvoje IR a posloupnosti
jednotlivych patofyziologickych zmén na Urovni tkani. Dale by tato populace mohla pred-
stavovat vhodny model pro dalsi nutri¢ni intervence.

Kosterni sval je organem s nejvétSim podilem na celotélovém, inzulinem stimulo-
vaném odsunu glukdzy, a proto je jeho metabolickd homeostdza klicova v udrzeni IS. O je-
ho funkci u vegand vsak neni doposud mnoho znamo. Citlivost k inzulinu na drovni koster-
niho svalu je dana zejména jeho kapacitou oxidativniho a neoxidativniho odsunu a meta-
bolizmu glukdzy. Je zndmo, Ze u IR koreluje pozitivné s ektopickou depozici IMCL ve svalu.

Doposud vSak nebyla prokazana zadna kauzalita mezi jevy IR na celotélové Urovni,
poruchou mitochondriadlni biogeneze a depozici IMCL v kosternim svalu. Biologicky plausi-
bilni hypotéza je, Ze chronicky nadmérny ptivod energetickych substratl do buriky a nizka
fyzicka aktivita predstavuji prooxidacni stav s tvorbou reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species, ROS), ktery dosahuje limitl intracelularnich anti-oxidac¢nich systému. Myo-
cyt ve snaze redukovat produkci dalSich ROS sniZzuje oxidativni metabolizmus. Toto vede
k neuplné degradaci lipidd, které jsou za normalnich okolnosti energetickym substratem
pro sval, a vznikaji intermediarni produkty (ceramidy a diacylglyceroly), které interferuji
s inzulinovou signalizaci a snizuji Uc¢inek inzulinu na kosterni sval. Pokud v progresi IR jsou
vy$e popsané jevy konsekutivni a pfichazeji v priibéhu rozvoje patologického stavu v defi-
nované posloupnosti, bylo by tuto posloupnost moZné popsat pravé za pouZiti modelové
populace vegand.

V observacni studii jsme zkoumali vliv veganské diety na IS a fenomény asociované
s IS v kosternim svalu, zejména vliv na mitochondridlni funkce s cilem validovat model
L,vegan vs. omnivor” pro intervencni studii. Prokazali jsme, Ze vegani maji vyssi inzulinem
stimulovany odsun glukdzy v clampovém vysetfeni a srovnatelny obsah IMCL a mitochon-

dridlni denzitu v kosternim svalu.

5.1.1. Glukézova homeostaza

Ukazali jsme, Ze vegani maji nizsi lacné glykemie a inzulinémie, a Ze maji vyssi inzuli-

nem stimulovany odsun glukdzy v clampovém vySetieni. Toto je pravdépodobné podkla-

cvv/
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publikovdna (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 periferni IR.

5.1.2. Profil cirkulujicich lipid( a FFA

V minulosti jiz bylo popsano, Ze vegani maji pfiznivéjsi lipidovy profil, nizsi koncen-
trace celkového a LDL cholesterolu a triglycerid( (Yang et al. 2012; Kim et al. 2012). Nase
nalezy jsou podobné, vegani méli signifikantné nizsi hladinu celkového cholesterolu. V pro-
filu FFA jsme ukazali, Ze vegani maji vyssi hladiny PUFA a vy$si mnoZstvi omega 6 mastnych
kyselin LA, EDA a DGLA. Zachvytili jsme také vyssi hladiny omega 3 mastnych kyselin u vega-
nd, coz nebylo doposud popsano. Naopak podle literatury by méli vegani mit nizsi hladiny
EPA a DHA (Rosell et al. 2005). Dietni prijem EPA a DHA je u vegand velmi nizky, protoze
prakticky vSechny potravni zdroje téchto FA, maji plvod v rybim oleji. Vegani jsou tedy
zavisli na jejich endogenni syntéze z ALA. BohuZel nejsme schopni na zakladé vlastnich dat
komentovat hladiny cirkulujicich EPA a DHA, protoze jejich koncentrace byly v obou soubo-
rech pod detekénim limitem pouzité metody (EPA=1 pg/ml a DHA=2,2 ug/ml). Na druhou

stranu jsme nalezli nizsi obsah DHA v kosternim svalu vegan( (viz niZe).

5.1.3. Obsah intramyocelularnich lipidd

Pfedchozi studie prokazaly, Ze obsah IMCL koreluje pozitivné s IR u zdravych ne-
diabetickych subjektl (Roden et al. 1996), a Ze vegani maji nizsi obsah IMCL v porovnani
somnivory (Goff et al. 2005). Nizsi obsah IMCL byl nicméné zachycen pouze ve svalu
s prevahou oxidativnich vldken (m. soleus) a nikoli ve svalu s vlakny prevazené glykolytic-
kymi (m. tibilais anterior). V nasi studii jsme zkoumani podrobili m. vastus lateralis, tedy sval
prevazné glykolyticky a v souladu s pfedchozi praci jsme nenalezli mezi skupinami statistic-
ky signifikantni rozdil, a¢ je patrny trend k nizSimu IMCL obsahu u vegani a trend k pozitivni
korelaci mezi IMCL a M-hodnotou. Biochemické metody stanovujici IMCL jsou zatizeny
potencialni kontaminaci podkoZni a extramyocelularni tukovou tkani. Proto byly vzorky pfed
analyzami podrobeny mikrodisekci, abychom toto riziko minimalizovali. Naopak vyhodou
biochemickych metod je moZnost stanoveni zastoupeni jednotlivych FA v extrak-

tu intramyoceluldrnich lipidd. Nalezli jsme, Ze vegani maji nizsi mnozstvi DHA a srovnatelné
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mnozstvi ALA a EPA. Toto je podle nadich znalosti prvni potvrzeni nizsiho tkanového obsahu

DHA u vegand. Potencidlni klinické dopady tohoto nélezu zasluhuiji jisté dalsi pozornost.

5.1.4. Mitochondrialni denzita

Mitochondridlni aerobni kapacita kosterniho svalu je hlavnim kontributorem celoté-
lové IS, kosterni sval je zodpovédny za prakticky 85 % inzulinem zprostfedkovaného odsunu
glukdézy (Brehm & Roden, 2007). Je zndmo, Ze IR subjekty maji nizsi mitochondridini
oxidativni kapacitu (Ritov et al. 2010; He et al. 2001) a nizsi mitochondridlni obsah (Ritov et
al. 2010; Boushel et al. 2007). Doposud vsak u vegant nebyla zddna data o mitochondrialni
funkci publikovana. V predkladané praci jsme hodnotili mitochondridlni denzitu pomoci
méreni aktivity CS (mitochondridlni enzym kdédovany v jadru burky) a relativni mnozstvi
mitochondridlni DNA v kosternim svalu. V naSem souboru jsme vSak nezachytili Zadné signi-
fikantni rozdily mezi skupinami. Nicméné byl patrny trend k vy$Simu mnoZstvi mtDNA
u veganu a korelaci mezi mtDNA a CS. V celém souboru byl dale zachycen trend k pozitivni
korelaci mezi mtDNA a M-hodnotou. To by mohlo naznacovat, ze pokles IS a s nim aso-
ciovana vyssi hladina inzulinu koreluje s poklesem mtDNA a ztratou mitochondridlni oxida-

tivni kapacity.

5.1.5. Limitace studie

Hlavnim omezenim observacni studie je relativné maly vzorek. S ohledem na pfisna
inkluzni kritéria jsme nebyli schopni do studie zafadit vice subjektl. Zamérem bylo postavit
skupiny tak, aby si odpovidali v hlavnich parametrech asociovanych s IR. | pfes tento zamér
jsou v charakteristikach soubor( patrné trendy k rozdilim zejména v podkoznim/visceral-
nim tuku a véku. Nemutzeme vyloucit, Ze tyto rozdily ovlivnily nase vysledky. Vegani byly
v nasem vzorku asi o tfi roky star$i nez omnivofi, avSak zde se nedomnivame, vzhledem
k nizkému véku celého souboru, Ze by tento rozdil vysledky ovlivnil. Fyzicka aktivita
a VO;max hraji vyznamnou roli v udrzeni IS organizmu, stejné jako v akumulaci IMCL a mito-
chondriadlni biogenezi. Co se tyce UcCinkd nutri¢nich faktord na rozvoj IR, fyzicka aktivita
predstavuje potencialné vyznamny confounder. Proto jsme skupiny veganl a omnivor(

srovnali podle miry fyzické aktivity. Nestanovovali jsme vsak VO,max, ale Baeckeho dotaznik
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habitualni fyzické aktivity. AC je VO,max presnéjsim parametrem k popsani fyziologickych
zmén indukovanych fyzickou aktivitou, v minulosti bylo prokazano, Ze koreluje dobfe pravé

se skore Baeckeho dotazniku (Florindo et al. 2006).

5.1.6. Shrnuti observacni studie

Prokazali jsme, Ze vegani maji vyssi inzulinem stimulovany odsun glukézy do svalu
a srovnatelné mnoZstvi IMCL, mnozZstvi mitochondrialni DNA a aktivitu CS ve porovnani
s jejich omnivornimi kontrolami. Tyto nalezy poukazuji na to, Ze pokles IS na celotélové
Urovni predchazi akumulaci lipidG v kosternim svalstvu a bioenergetické selhani mitochon-
drii v prilbéhu rozvoje syndromu IR. Akumulace IMCL a mitochondridlni dysfunkce jsou,
na zakladé nasich dat, tedy spiSe konsekvenci ¢i epifenomenem asociovanym s IR a mohou
hrat roli v jeji perpetuaci ¢i progresi. Mimo to jsme prokazali, Ze vegani maji pfiznivéjsi
parametry glukézové homeostdzy a lipidového profilu, coz je v souladu s predchozi literatu-
rou. Ddle vegani maji vyssi hladiny PUFA, presné LA, ALA, EDA, DGLA a nizsi obsah DHA
ve svalu.

Rozdilnd metabolicka kondice mezi skupinami, zejména rozdilna citlivost na inzulin,

umozZnuje pouZiti modelu ,vegan vs. omnivor” pro navazujici dietni intervence.

5.2. Intervencni 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 na modelu ,vegan vs. omnivor” prokazat moznou
kauzalni souvislost mezi dietnim privodem BCAA a deterioraci IS. Prokazali jsme, Ze suple-
mentace BCAA vedla k poklesu odsunu glukdzy u vegand, nikoli vsak u omnivord. U omni-
vorl jsme prokazali zmény naznacujici zvySenou lipogenezi v AT a zvySenou aktivitu enzy-

mu dychaciho fetézce mitochondrii v SM.
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5.2.1. Hladiny BCAA, IR a sekrece inzulinu

BCAA patfi mezi AA, které nejsou primarné metabolizovany v jatrech, a proto
postprandidlné jejich periferni hladiny odrazeji jejich podanou a vstfebanou davku
(van Loon et al. 2000). Nase hypotéza tedy byla, Ze dojde v pribéhu intervence 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 prijmu BCAA) podilu
BCAA v dieté jsme prokazali pouze mirny, le€ statisticky signifikantni vzestup v hladiné leu-
cinu. NaSe pozorovani je v rozporu se starsimi daty (van Loon et al. 2000; Wahren et al.
1976), ktera vsak byla ziskdna béhem akutnich intervenci. Data z dlouhodobych intervenci
jsou nemnoha. Jedna skupina dosdhla po dvanactimési¢ni intervenci BCAA u pacientd
s hepatitidou obdobnych vysledkl jako my, tedy zvyseni sérového leucinu bez korespondu-
jiciho vzestupu valinu a izoleucinu (Takeshita et al. 2012). Nase data tedy neimplikuji, Ze by
dlouhodoby dietni privod BCAA byl zodpovédny za jejich vyssi cirkulujici hladiny, které byly
U pacientld s T2DM popsany. Zda se tedy, Ze cirkulujici BCAA jsou odrazem selhani inzuli-
nem zprostredkované suprese proteolyzy ¢i poruchy oxidace BCAA, jak jiz bylo navrzeno
(Lynch a Adams 2014). Recentné se objevila jesté jedna ldkava hypotéza. Bylo popsano,
Ze cirkulujici hladiny fady metabolitt, véetné BCAA, moduluje stfevni mikrobiota. Byly iden-
tifikovany bakteridlni kmeny, které interferuji s transportem BCAA a maji vyssi kapacitu pro
syntézu BCAA z jinych prekurzor( (Pedersen et al. 2016).

| pfes relativné maly vliv suplementace na cirkulujici BCAA, intervence vedla k vy-
znamnému poklesu inzulinové citlivosti u vegan(. Zajimavé je, Ze pokles odsunu glukdzy
u veganu dosahl vstupnich hodnot omnivorni kontrolni skupiny, a Ze po wash-out periodé
doslo ve skupiné k navratu zpét na vstupni hodnoty. Toto pozorovani podporuje hypotézu,
ze BCAA mohou mit pfimy negativni dopad na IS u zdravych lidi. Obdobé byl pokles IS
pozorovan v jiz publikovanych vysledcich intervencnich studii, kdy bylo pouZito IV infuze AA
roztoku obsahujiciho BCAA (Tremblay et al. 2005; Robinson et al. 2014). Zddné negativni
zmeény IS jsme vsak nepozorovali v omnivorni skupiné. Takova skupinové specifickd odpo-
véd na dlouhodobou intervenci BCAA u dvou kohort, které se lisi ve svych nutriénich
zvyklostech, by mohla vysvétlovat predchozi konfliktni vysledky animalnich studii (Newgard
et al. 2009; Macotela et al. 2011). V rozporu s nasimi vysledky, které byly ziskany na skupi-

né metabolicky zdravych a mladych jedincich, jsou vysledky intervencnich studii, které byly
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naopak provadény na IR dobrovolnicich, a které prokazaly zlepSeni odsunu glukdzy po na-
vyseni 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 Gcinky BCAA (van Loon et al. 2003). BCAA stimuluji sekreci
inzulinu z B-bunky jak pfimo, tak cestou inkretinG (Yang et al. 2010; Jakubowicz et al.
2014). V tomto smyslu také suplementace BCAA u pacientll s T2DM zvysila AIR a vedla ke
zlepseni kompenzace postprandialnich glykemii (Jakubowicz et al. 2014). U zdravych jedin-
cl 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). V souladu
s témito Uvahami jsme také my prokazali zvySeni AIR po intervenci pouze ve skupiné

omnivord, ktefi jsou méné senzitivni nez vegani.

5.2.2. Mitochondridlni kapacita a genova exprese v kosternim svalu

NasSe hypotéza byla, Ze zmény v IS, které detekujeme na celotélové Urovni po inter-
venci, budou se odrazet ve zménach v mitochondridini respiraci kosterniho svalu a/nebo
v expresi klicovych genl pro inzulinovou signalizaci a metabolizmus BCAA. Je znamo,
Ze zmény v mitochondridlni respiraci SM jsou asociovany s IR (Tumova et al. 2015). Navic
BCAA patfi mezi hlavni substraty oxidované v SM. Po intervenci jsme neshledali Zadné
rozdily mezi skupinami v mitochondrialni denzité (aktivité CS) ani u jedné ze skupin. Zvyseni
aktivity komplex( RC byly naopak zachyceny u obou skupin, ac vice vyjadfeny byly ve skupi-
né omnivord. Statisticky signifikantni zvySeni bylo zachyceno v aktivité komplexu Il, u omni-
vorU tato zména navic korelovala se zménami v komplexu Il a CS. U omnivor( tedy zvyseni
aktivity komplext RC po intervenci koresponduje se vzestupem odsunu glukdzy do SM.
Navic intervence vedla u omnivor( ke zvySeni exprese GLUT-4 v SM, coz mUze ke zlepSeni
IS prispivat. Na druhou stranu nase vysledky nepoukazuji na to, Ze by pokles IS u vegant byl
asociovan s odpovidajicimi zménami v mitochondrialni respiraci v SM. Ve srovnani se skupi-
nou omnivor méli vegani méné vyjadreny zmény v BCKDH A, coz mulzZe naznacovat,

Ze po intervenci neindukuji BCAA katabolizmus v SM.
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5.2.3. Genova exprese v tukové tkani

V minulosti bylo prokdzano in vitro, Zze BCAA slouzi jako vyznamny prekurzor pro
de novo lipogenezu v adipocytech (Green et al. 2016). Na druhou stranu stavy charakteri-
zované poruchou glukézové homeostazy jsou charakterizovany down-regulaci kli¢ovych
enzymU v katabolizmu BCAA v AT (Lackey et al. 2013). Nase hypotéza tedy byla, Ze inter-
vence BCAA bude modulovat expresi gend pro metabolizmus BCAA a lipogenezu v AT.
V rozporu s touto hypotézou jsme nepozorovali Zzadné signifikantni zmény v expresi gend
pro metabolizmus BCAA, které by odrdzelo pokles IS po intervenci u vegan(. Nicméné
nemUzeme vyloudit, Ze zvySena nabidka BCAA v SM mohla mit dopad na translaci téchto
genU &i primo ovlivnila aktivitu pfislusného enzymu.

Na druhou stranu suplementace BCAA vedla ve skupiné omnivor( ke zvyseni expre-
se genl pro lipogenezu: syntézu mastnych kyselin (FASN) a syntézu triglyceridd (DGAT-2).
Zmény v expresi DGAT-2 navic korelovaly se zménami v genech dalsSich lipolytickych
enzymU, PPARy 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 prokazana také v souvislosti s vy$si IS (Obata et al. 2016). ZvySeni exprese
lipogennich gend u omnivor( tedy mlze predstavovat adaptivni mechanizmus na zvyseny
privod BCAA, které by jinak negativné ovlivnily IS v SM.

NaSe data ndm neposkytuji vysvétleni pro rozdilnou metabolickou odpovéd
na suplementaci BCAA u veganU a omnivord. Jedna z hypotéz mUzZe zdleZet v rozdilném
vstupnim privodu AA a BCAA mezi skupinami. U BCAA nizkopfijmové skupiny (tedy u vega-
nd) mohou byt BCAA pfijaté stravou sméfovany primarné do SM, kde jsou pouzity jako
substrat pro proteosyntézu. Toto mlze vysvétlovat pokles IS po intervenci u vegand, proto-
ze bylo jiz v minulosti prokazano, zZe leucin snizuje inzulinovou signalizaci cestou stimulace
mTORC1-SK61 komplexu a zpétnovazebnou inhibici IRS-1 a IRS-2 v SM (Krebs et al. 2007).
V BCAA vysokopfijmové skupiné (omnivori) je exces BCAA pufrovan tukovou tkani, kde jsou
BCAA deaminovany a uhlikaty skelet je pouZit pro lipogenezu. Jelikoz jsme vsak ve studii
nestanovovali ani miru proteosyntézy v SM, ani aktivitu mTORC1 nemUlzeme dat v této
hypotéze konkluzivni zavér.

Dalsi hypotézou vysvétlujici rozdilnou metabolickou odpovéd na intervenci BCAA je

rozdil v pfijmu a zasobach kobalaminu (vitaminu B12). Je zndmo, Ze veganska dieta je chu-

72



dad na kobalamin, a zasoby kobalaminu jsou u veganl vyznamné snizeny (Pawlak et al.
2014), coz jsme prokazali i my v observacni studii (Gojda et al. 2013). Naproti tomu
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 muize byt
pficinou horsi lipogenni kapacity AT, coz vede k pretékani excesu BCAA do kosterniho
svalstva, kde BCAA interferuji s glukdzovym metabolizmem. V intervencni studii jsme vsak

zachytili ve vstupnich hladinach kobalaminu pouze trend k nizsim hodnotam u vegan(.

5.2.4. Limitace

Hlavni limitaci predkladané intervencni studie je mald velikost soubor(, ktera je
v téchto typech intervenci béznym omezenim. Determinace velikosti vzorku (sample size
determination) pfed samotnou studii byla zaloZzena na ocekdvané smérodatné odchylce
v distribuci M-hodnoty podle observaéni studie (Gojda et al. 2013). V intervenéni studii
vsak byly zjistény vyssi smérodatné odchylky M-hodnot a zejména MCR/I, kde byla navic
distribuce hodnot ovlivnéna vysokou variabilitou rovnovaznych inzulinémii. Statisticka sila
(power) experimentu ukazat rozdil mezi soubory v parametru MCR/I byla pouze 7%. Presto
jsme nenalezli Zadnou korelaci mezi M-hodnotou ¢i MCR a rovnovaznymi inzulinémiemi,
coz vylu€uje moznost ovlivnéni vysledku clampovych studii signifikantné rozdilnymi rovno-

vaznymi inzulinémiemi mezi skupinami a vizitami.

5.2.5. Souhrn intervenéni studie

Chronické navyseni BCAA v dieté vedlo k poklesu IS pouze u vegand. U omnivor(
suplementace BCAA vedla k indukci lipogenni aktivity AT a mitochondridlni respirace SM.
Prokdzali jsme tedy negativni dopad suplementace BCAA pouze u subjektl s vysokou IS
a nizkym bazalnim prijmem AA/BCAA. Efekt suplementace BCAA na IS u veganl miZe byt

Castecné vysveétlen jejich neschopnosti zvysit katabolizmus BCAA v AT a SM.
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Implikace pro dietologii

Skutecnost, Ze nékteré aminokyseliny maji také jiné nez jen strukturalni funkce
na syntézu proteind je zndma jiz desitky let. Vétvené aminokyseliny maji v tomto ohledu
mezi ostatnimi esencidlnimi AA exkluzivni postaveni. Po absorpci BCAA ve stfevé nepodlé-
haji primarnimu metabolizmu ani v enterocytu, ani v hepatocytu, ale jsou z portdlniho
fecisté v nezménéné koncentraci uvolfiovany do systémové cirkulace. SlouZi proto jako
vyznamné nutricni signaly v rfadé tkani. Leucin pdsobi pfimo na B-bunku, kde stimuluje
sekreci inzulinu (Yang et al. 2010), v kosternim svalu aktivuje mTOR a proteosyntézu (Gran
a Cameron-Smith 2011) svalovych vlaken, a bylo navrzeno, Zze mize ovliviiovat pfijem stra-
vy cestou signalizace v anorexigennich centrech hypotalamu (Zampieri et al. 2013).

BCAA jsou vyznamné zastoupeny v syrovatkovém proteinu (Layman 2003). Pfitom
v minulosti jiz bylo prokazano, Ze pokud je u pacientd s diabetem pred jidly podana
syrovatka, je dosazeno lepsi postprandidlni kompenzace glykemii (Nilsson et al. 2004, Frid
et al. 2005). Suplementace smési AA (obsahujici také BCAA) vede u pacientd s T2DM
v dlouhodobém horizontu ke zlepSeni HbAlc (Solerte et al. 2008).

Prokazali jsme, Ze BCAA mohou protektivné pUsobit hned na nékolika Urovnich
metabolizmu. U obecné populace s normainim prijmem AA/BCAA a horsi bazalni citlivosti
k inzulinu, BCAA zlepSuji postprandialni odsun glukdzy a stimuluji lipogenni aktivitu v tuko-
vé tkani. Za vyznamné vsak povaZujeme, Ze BCAA také vykazuji pfi dlouhodobé suple-
mentaci inzulinotropni Ucinky. Skute¢nost, Ze AA maji inzulinotropni vlastnosti je znama jiz
desitky let (Berger a Vongaraya 1966; Floyd JC et al. 1966). Existuje fada praci dokladujici
efekt intravendzné i oralné podané smési AA ¢i proteinl na sekreci inzulinu (Gannon
a Nuttall 2010).

Selhani B-bunék v kompenzaci IR je pfitom Ustfednim rozvojem manifestace a pro-
grese diabetu. Proto dietni manipulace s cilem zvysit sekreci inzulinu predstavuji potencial-
né ldkavy mechanizmus k prekonani IR a kompenzaci glykemii u pacientl s diabetem.

AC jsme v soucasné dobé jesté daleko od moznosti formulace jednoznacnych diet-
nich doporuceni, je zfejmé, Ze nase vysledky podporuji obecny trend v dietoterapii diabetu,
ktery spociva v redukci pfijmu sacharidd na Ukor protein a tuk(l (Jirkovska et al. 2012;
American Diabetes Association 2017). Suplementace BCAA i jejich zdroji se zda byt

vyhodnad az u stavl, kdy dochazi k poklesu v sekreci inzulinu a manifestaci diabetu. Naopak
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u skupin obyvatelstva s vysokou citlivosti na inzulin mohou BCAA pfedstavovat potencidlni
riziko.

Obdobné také nase vysledky podporuji protektivni efekt diet zaloZzenych na rostlin-
nych zdrojich. Vegetaridnska dieta je dnes povaZovana za védecky podloZenou alternativu
diety diabetické, co? se promitlo také v poslednim doporuéeni Ceské diabetologické spo-

le¢nosti pro diabetickou dietu (Jirkovska et al. 2012; Kahleova a Pelikanova 2015).

Diabetes 2. typu a jeho kardiovaskuldrni 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 zfejmé,
zda jsou tyto dva jevy v kauzdlni souvislosti, a zda je zdroj cirkulujicich BCAA exogenni
(dieta ¢i produkce ve stfevé) nebo se jedna o télesny protein. Cilem nasi prace bylo proka-
zat vztah mezi témito jevy v intervencni studii.

Pfed samotnou intervenci, jsme vyvinuli unikdtni model ,vegan vs. omnivor”.
Predpokladali jsme, Ze populace veganl ma dlouhodobé nizsi dietni pfivod BCAA a zaroven
lepSi parametry funkce inzulinu. Tento model byl validovan v prvni observacéni studii.
Nasledné byl model pouZit k intervenci perordlnimi preparaty BCAA po dobu tfi mésica.
Zjistili jsme, Ze navySeni BCAA v dieté vedlo k poklesu IS pouze u veganld. U omnivord
suplementace BCAA vedla k indukci lipogenni aktivity AT a mitochondridlni respirace SM.
Prokazali jsme tedy negativni dopad suplementace BCAA pouze u subjektl s vysokou IS
a nizkym bazalnim prijmem AA/BCAA. Efekt suplementace BCAA na IS u veganl muZe byt
Castecné 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 zfejmé vylucuje kauzalni vliv dietnich BCAA v progresi diabetu.

Dietni BCAA by vSak mohly mit vliv v inicidlnich fazich zhorsovani IS.
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Souhrn

Dizertace se zabyva aktualnim tématem vlivu nutri¢nich faktord na rozvoj syndromu
inzulinové rezistence (IR). Teoreticka ¢ast prace se vénuje fyziologii glukoregulace a jejimu
postaveni v intermedidarnim metabolizmu, aktudlnimu pohledu na patogenezi IR, vlivu diet
s restrikci ZivociSné stravy na parametry asociované s IR a specifickému postaveni aminoky-
selin s vétvenym Fetézcem (BCAA). Céast praktickd pak predstavuje hlavni vychodiska
a hypotézy dizertace. Dale popis jednotlivych realizovanych studii: metodologickych (prak-
tické zavedeni biopsie kosterniho svalu, analyzu BCAA pomoci bezvodivostni elektroforézy
a observacni studii k validaci modelu ,vegan vs. omnivor”) a studie s chronickou intervenci
BCAA.

Diabetes 2. typu (T2DM) je vyznamnym rizikovym faktorem rozvoje kardiovaskular-
nich onemocnéni a podili se tak vysokou mérou na mortalité a morbidité v celosvétovém
méfitku. V patogenezi rozvoje T2DM hraji klicovou ulohu dva konsekutivni kroky a to rozvoj
inzulinové rezistence a selhani B-bunék v jeji kompenzaci. Inzulinova rezistence (IR) je defi-
novana jako snizena odpovéd hlavnich glukoregulacnich orgdnd na inzulin. BEhem inzuli-
nem stimulovaného stavu dochdzi v kosternim svalu (SM) k poklesu odsunu glukdzy, v tu-
kové tkani (AT) dochazi k poklesu suprese lipolyzy a v jatrech k poklesu suprese produkce
glukdzy. To rezultuje ve zvySeni cirkulujici glukdzy a volnych mastnych kyselin. B-burnky
dlouhou dobu kompenzuji rezistenci vyssi sekreci inzulinu a jeho vys$si nabidkou na periferii
a glykemie z(stdva v normalnim rozmezi. S dalsi progresi stavu vSak dochazi k jejich selha-
vani, a poklesne-li jejich rezervni sekrec¢ni kapacita pod 50 %, manifestuje se hypergly-
kemie. Syndrom IR jevi vysokou miru asociace s visceralni obezitou, dyslipidemii, arterialni
hypertenzi a vyssim kardiovaskularnim rizikem. Etiologie rozvoje IR je multifaktorialni
a podileji se na ni jak vlivy genetické, tak vlivy environmentalni. Mezi vyznamné faktory lze
zaradit také skladbu stravy. Z tohoto hlediska predstavuji zfetele hodny vyzkumny podklad
lidé s extrémnimi stravovacimi ndvyky. V minulosti bylo prokazano, Ze vegani, lidé stravujici
se exkluzivné rostlinnou stravou, maji vyznamné nizsi prevalenci chorob asociovanych s IR,
obezity a diabetu. Veganska strava pritom jevi znac¢né rozlicnou skladbu nutrientl v porov-
nani se stravou omnivorni a definovat konkrétni faktor zodpovédny za protektivni vliv této
zZivotospravy nelze. Recentné se vsak objevila fada praci hodnotici mozny vliv BCAA

na rozvoj IR. Bylo prokazano, Ze vyssi hladina BCAA je asociovana s IR a dokonce predikuje
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rozvoj diabetu. Zaroven po zivotospravné Ci lécebné intervenci dochazi k normalizaci hladin
BCAA. Vyssi dostupnost BCAA v bunkdch glukoregulacnich organt pdsobi IR zfejmé cestou
anaplerotického stresu, tedy vyssi nabidky intermediatl citratového cyklu, na ktery jsou
jejich uhlikaté skelety metabolizovany. Intervencni studie s BCAA viak pfinesly rozporuplné
vysledky a data z dlouhodobych intervenci u zdravych lidi nejsou k dispozici viibec. Dopo-
sud tedy neni ziejmé, zda jsou vyssi hladiny BCAA u diabetikl odrazem jejich vyssiho
exogenniho prijmu &i vy$si endogenni produkce odrazejici akcelerovanou proteolyzu. Pravé
veganskd strava je povaZzovana za nizko bilkovinnou a je prosta hlavnich dietnich zdrojl
BCAA, coz muze byt jeden z faktorl jejiho protektivniho vlivu.

Byly provedeny dvé humanni studie. Prvni, observacni, méla za cil porovnat skupinu
veganU a odpovidajicich omnivornich kontrol v parametrech inzulinové senzitivity, ukazate-
lich mitochondridlni biogeneze kosterniho svalu a intramyoceluldarné deponovanych lipi-
dech (IMCL). Nasi hypotézou bylo, Ze se vegani budou od omnivor( lisit vy$si mirou inzu-
linem stimulovaného odsunu glukdzy do svalu, coZ bude na tkarnové Urovni odpovidat vyssi
mitochondridlni biogenezi a nizsi depozici IMCL. Do studie bylo zarfazeno 11 vegan(
a 10 kontrol (soubory byly srovnany dle véku, pohlavi, BMI, fyzické aktivity a proteino-
energetického prijmu). Subjekty byly podrobeny nasledujicim vysetfenim: antropometrie,
bioimpedance, ultrazvukové hodnoceni vrstvy podkoZniho a visceralniho tuku, bazalnim
odbérem vendzni krve k analyze statickych parametrd glukdzové a lipidové homeostazy,
hyperinzulinemicky euglykemicky clamp (HEC) a svalova biopsie. Ve vzorku svalu bylo
analyzovano mnozstvi IMCL (plynova chromatografie), mnoZzstvi mtDNA (PCR) a aktivita
citrat syntazy (CS; spektrofotometrie). Podafilo se nam prokdzat, ze vegani maji
signifikantné vyssi odsun glukdzy v HEC (M-hodnota, vegan 8.11+1.51 vs. omnivor
6.31+1.57 mg.kgt.min"!, 95% konfidenéni interval: 0.402 - 3.212, p=0.014). Obsah IMCL
(vegan 13.91 (7.8 - 44.0) vs. omnivor 17.36 (12.4 - 78.5) mg.g* svalu, 95% konfidenc¢ni
interval: -7.594 to 24.550, p=0.193), mtDNA (vegan 1.36+0.31 vs. omnivor 1.13+0.36, 95%
konfidencni interval: -0.078 to 0.537, P=0.135) a CS (vegan 18.43%+5.05 vs. omnivor
18.16+5.41 mmol.gt.mint, 95% konfiden¢ni interval: -4.503 to 5.050, P=0.906). Potvrdili
jsme, Ze vegani maji vyssi inzulinovou senzitivitu, kterd vsak nekoreluje se zménami na
urovni kosterniho svalu. To mZe naznacovat, Zze ¢asné zmeény celotélové senzitivity v roz-

voji IR pfedchdzeji zméndam v kosternim svalu.
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Intervenéni studie vychazela z pfedpokladu, Ze vegani a omnivofi maji rozdilny
pfijem BCAA, a Ze dietni intervence témito aminokyselinami u nich mdze indukovat IR
na urovni celotélové a na Urovni AT a SM. NasSe hypotéza byla, Ze intervence BCAA povede
u BCAA-nizko pfijmové skupiny (vegani) ke zhorSeni IR na uUrovenn omnivornich kontrol,
a Ze tyto zmény budou korelovat se zménami ve funkci inzulinu v AT a SM. Byla provedena
kontrolovana cross-over studie. Do studie bylo zafazeno celkem 8 veganl a 8 odpovidajicich
(vék, BMI, BIA, antropometrie, proteino-energetickd bilance, VO,max) omnivornich kontrol.
Intervence byla provadéna 15, resp. 20 g BCAA denné po dobu 3 mésicl. VySetreni bylo
provedeno vstupné (baseline), nasledné po intervenci (intervence) a po 6 mési¢ni vymyvaci
periodé (wash-out): antropometrie, BIA, hyperinzulinemicky euglykemicky clamp, arginino-
vy test, svalova biopsie (aktivita citrat-syntazy (CS), aktivity jednotlivych komplexd dycha-
ciho fetézce, genové exprese IRS1, GLUT4, BCKDHA, ACOX, CPT1b, PLIN2, PLIN5) a tukova
biopsie (genova exprese adiponectin, CD3, BCKDHA, BCKDHB, GLUT4, IRS1, FASN, SCD1,
DGAT2, PLIN1, PPARy). Obé skupiny byly pfed intervenci srovnatelné ve svém proteino-
energetickém pfijmu, VO2max a antropometrickych charakteristikdch. Vegani méli vstupné
vySSi inzulinem stimulovany odsun glukézy (M-hodnota: vegan 9.63 vs. omnivor
7.13 mg.kgt.mint p = 0.057, MCR vegan 9.63 vs. omnivor 7.13 ml.kg'.min, p<0.05).
Ve skupiné vegan( intervence vedla k signifikantnimu zhorSeni odsunu glukodzy, ktery se
normalizoval po wash-out periodé (M-hodnota: baseline 9.63 vs. intervence 7.99 vs. wash-
out 9.64 mg.kgt.min?, p<0.05). V omnivorni skupiné tento efekt pozorovan nebyl. V obou
dvou skupinach doslo ke zvySeni sekrece inzulinu. Intervence nevedla k signifikantnim
zménam v genové expresi SM, v aktivité CS ani v aktivité komplexd respira¢niho fetézce,
vyjma zvyseni aktivity komplexu Il v obou skupinach, signifikantné pouze u kontrol, kde
zména korelovala také se zménami v dalSich komplexech. V AT po intervenci doslo
ke zvyseni exprese lipogennich gent (DGAT-2, FASN) pouze u omnivorU.

Dlouhodobé navyseni obsahu BCAA ve veganské dieté vede ke zhorSeni citlivosti
na inzulin. U omnivord navySeni BCAA nemélo na citlivost k inzulinu negativni efekt, ale
bylo spojeno se zvysenim lipogenni aktivity tukové tkané. Proto |ze predpokladat, Zze navy-
Sovani BCAA nad Uroven béZnou pro omnivorni dietu jiz k negativnim posuniim v celoté-
lovém odsunu glukdzy nevede, a to pravdépodobné diky kompenzaénim zménam metabo-

lizmu tukové tkané. Tyto vysledky zasluhuji dalsi védeckou pozornost.
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V ramci feSeni dizertace jsme pfed samotnymi humannimi studiemi do klinicko-
experimentalni praxe zavedli na naSem pracovisti metodu biopsie kosterniho svalstva
Bergstromovou technikou. Tato metoda umoznuje nizce traumaticky a reprodukovatelny
pristup ke svalové tkani. Dale byla vyvinuta metoda k analyze BCAA vyuZivajici bezkontaktni
vodivostni elektroforézy, ktera umoznuje snadnou a rychlou analyzu vétsiho mnozstvi

vzorkd.

Summary

The thesis deals with an actual subject of nutritional factors that influence on
insulin resistance (IR) development. The theoretical part of the thesis focuses on
a physiology of glucoregulation and its role in an intermediary metabolism, a current view
of the pathogenesis of IR, the influence of a diet with restriction of animal food on the
parameters associated with IR and specifically on the role of dietary branched chain amino
acids (BCAA). The practical part presents the main assumptions and hypotheses of the
thesis. Detailed description of completed studies follows: methodological studies (practical
implementation biopsy of skeletal muscle, BCAA analysis using contactless electrophoresis
and observational study to validate “vegan vs. omnivore” model) and long-term
interventional study with BCAA supplementation.

Type 2 diabetes (T2DM) is a major risk factor for cardiovascular diseases and
therefore contributes highly to mortality and morbidity in economically developed
countries. In the pathogenesis of the development of T2DM, two consecutive steps play
a key role: development of insulin resistance (IR) and B-cell failure in its compensation. IR is
defined as a reduced response of the major glucoregulatory tissues to insulin. There is
a decrease in skeletal muscle (SM) glucose disposal, adipose tissue (AT) suppression
of lipolysis and a suppression in hepatic glucose production in an insulin-stimulated state.
This results in an increase in circulating glucose and free fatty acids. B-cells compensate for
higher resistance with an increase in insulin secretion and higher insulin availability in the
peripheral tissues so that glucose remains in the normal range. With further progression

of the status, however, B-cells start to fail and decrease its reserve secretory capacity.
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When it drops below 50 %, hyperglycemia manifests. Syndrome of IR shows tight
association with visceral obesity, dyslipidemia, hypertension and cardiovascular risk.
Aetiology of IR development is multifactorial and both genetic and environmental
influences are proposed. Diet composition ranks among the important etiological factors.
From this perspective, groups of people with extreme eating habits could be viewed as an
important research substrate. It was shown in the past that vegans, people consuming
exclusively plant-based diet have significantly lower prevalence of diseases associated with
IR, obesity and diabetes. Vegan diet yet shows quite a different composition of nutrients
compared to omnivorous diet and to define a specific factor responsible for a protective
effect of this diet is not possible. Recently a number of studies evaluate a possible impact
of BCAA on the development IR. It was demonstrated that higher circulating levels of BCAA
is associated with IR and even predict the development of diabetes. At the same time,
after lifestyle or medical interventions BCAA levels normalize. Increased availability of
BCAA in cells of glucoregulatory tissues could cause IR by inducing anaplerotic stress, i.e.
causing high availability of tricarboxylic acid cycle intermediates from degraded carbon
skeletons of BCAA that interfere with Ac CoA entry to the cycle. Interventional studies with
BCAA, however, showed conflicting results, and long-term data from healthy human
studies are missing. It is not clear so far whether the higher levels of BCAA in diabetics
reflect their higher exogenous intake or increased endogenous production reflecting the
accelerated proteolysis.

Explicitly vegan diet is considered as a low protein and is free of the major sources
of dietary BCAA, which could be one of the factors of its protective effect. Two human
studies were conducted. First, observational study was designed to compare a group of
vegans and corresponding omnivorous controls in parameters of insulin sensitivity,
markers of mitochondrial biogenesis of SM and intramyocelullar lipids (IMCL). Our
hypothesis was that vegans will differ from omnivores in higher insulin-stimulated glucose
disposal, which will correspond to the increased mitochondrial biogenesis and lower
deposition of IMCL in SM. Eleven vegans and ten omnivorous controls (compared by age,
sex, BMI, physical activity and protein-energy intake) were recruited. Following
examinations were performed: anthropometry, bioimpedance, ultrasound evaluation of
subcutaneous and visceral fat, basal venous blood sampling for analysis of static

parameters of glucose and lipid homeostasis, hyperinsulinemic euglycemic clamp (HEC)
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and muscle biopsy. In the sample of SM the amount of IMCL (gas chromatography), mtDNA
(PCR) and the activity of citrate synthase (CS; spectrophotometry) was analysed. We
proved that vegans have a significantly higher glucose disposal in HEC (M-value vegan 8.11
+ 1.51 vs. omnivores 6.31 + 1.57 mg.kgt.min, 95% Cl: 0.402 to 3.212, p = 0.014). IMCL
content (vegan 13.91 (7.8 to 44.0) vs. omnivore 17.36 (12.4 to 78.5) mg.g™* muscle, 95% Cl:
-7.594 to 24.550, p = 0.193), mtDNA (vegan 1.36 + 0.31 vs. 1.13 + omnivore 0.36, 95% Cl: -
0.078 to 0.537, P = 0.135) and CS (vegan 18.43 + 5.05 vs. 18.16 = omnivore 5.41 mmol.g
1 min, 95% Cl: -4.503 to 5.050, P = 0.906). We confirmed that vegans have higher insulin
sensitivity, which, however, did not correlate with changes at the level of SM. This may
indicate that the early changes in the development of whole body sensitivity IR precede
changes in skeletal muscle.

Interventional study was based on the assumption that the vegans and omnivores
have different BCAA intake and stores, and that dietary intervention with these amino
acids could induce IR at the whole body level and at the level of AT and SM. Our hypothesis
was that the intervention with BCAA supplements would result in a deterioration of insulin
measures in BCAA-low-intake groups to the level of omnivorous controls, and that these
changes would be correlated with changes in insulin function in AT and SM. Controlled
cross-over study was performed. Eight vegans and eight matched (age, BMI, BIA,
anthropometry, protein-energy balance, VO.max) omnivores were recruited. The
intervention comprised of a daily supplementation with 15 or 20 g of BCAA respectively.
The examination was performed at the baseline (baseline), after the intervention
(intervention) and after 6 months wash out period (washout): anthropometry, BIA,
hyperinsulinemic euglycemic clamp, the arginine test, muscle biopsy (activity of citrate
synthase (CS) activity of individual respiratory chain complexes, gene expression IRS1,
GLUT4, BCKDH, ACOX, CPT1lb, PLIN2, PLIN5) and fat biopsy (gene expression of
adiponectin, CD3, BCKDH, BCKDHB, GLUT4, IRS1, FASN, SCD1, DGAT2, PLIN1, PPAR-y) was
performed. Both groups were comparable at baseline in their anthropometry, protein-
caloric intake, physical activity and VO,max. Vegans have higher insulin stimulated glucose
disposal at baseline (M-value: vegan 9.63 vs. omnivore 7.13 mg.kgt.min, p = 0.057, MCR
vegan 9.63 vs. omnivore 7.13 ml.kg.min?, p <0.05). In vegans interventions resulted in a
significant 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
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omnivores, this effect was not observed. In both groups, there was an increase in insulin
secretion. The intervention did not lead to significant changes in the gene expression in
SM, in the activity of CS, or in the activity of the complexes of the respiratory chain except
in the complex Il, that increased activity in both groups significantly only in controls, where
the change correlated also with changes in other complexes. We observed an increase in
the expression of lipogenic genes (DGAT-2, FASN) after the intervention only in omnivores.
To conclude, long-term supplementation with BCAA leads to a deterioration in 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. These results merit further scientific attention.

Within the framework of thesis two methodological works were performed.
Barnstorm technique of skeletal muscle sampling was introduced to our experimental
clinical practice. This method enables low-traumatic and reproducible approach to obtain
muscle tissue. Further, a sampling method was introduced for analyzing serum BCAA using
contactless conductivity electrophoresis, which enables easy and rapid analysis of large

numbers of samples.
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