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Abstrakt

Magneticka rezonance spektroskopie (MRS) pfedstavuje neinvazivni metodu, ktera umoziuje
in vivo sledovat metabolické pochody ve vybranych tkanich. Jeji aplikace v diabetologii
predstavuje moznost mapovat metabolismus v cilovych organech ptlisobeni inzulinu a pfispét
tak k objasnéni patofyziologie vzniku inzulinové rezistence.

Dizertatni prace je zaméfena na praktickou aplikaci fosforové (*'P) a vodikové ('H)
spektroskopie pii vySetfeni metabolismu kosterniho svalu u osob s inzulinovou rezistenci
nebo poruchou la¢né glykémie a dale na vySetieni mozkové tkan¢ s pomoci 'H MRS po
navozeni hyperinzulinémie u diabetika 1. typu a zdravych kontrol. VySetfeni byla provedena
pristrojem Siemens Vision 1,5T; k hodnoceni gluk6zového metabolismu a inzulinové
senzitivity byla provedena vySetfeni oralnim gluk6zovym toleranénim testem a
hyperinzulinovym euglykemickym clampem.

Studie 1 byla zaméfena na hodnoceni energetického metabolismu kosterniho svalu (m.
soleus) u potomkl hypertoniki, u kterych byl v porovnani se zdravymi kontrolami prokézan
uréity stupent inzulinové rezistence. Fosforova spektroskopie zde umoznila hodnotit
koncentrace = vybranych makroergnich fosfati  (fosfokreatin, anorganicky fosfat,
adenosintrifosfat, fosfomonoestery a fosfodiestery). Koncentrace téchto latek v kosternim
svalu byly u potomkl hypertonikii srovnatelné se zdravymi kontrolami, ale hrani¢né vyssi
pomér anorganicky fosfat/ATP v této skupiné ukazal na alteraci energetického metabolismu s
konsumpci ATP. Korelace mezi koncentracemi svalovych makroergnich fosfati s ukazateli
inzulinové rezistence a vysi krevniho tlaku tuto alteraci u potomkl hypertonikii potvrdila.
Studie 2 zkoumala charakteristiku kompartmentu intramyocelularnich lipidd (IMCL) v m.
tibialis anterior u osob s poruchou lacné glykémie se sedavym zplsobem zivota a jeho
nasledné ovlivnéni 1é€bou telmisartanem v davce 160mg/den po dobu tii tydni. S pomoci
vodikové spektroskopie byl hodnocen obsah IMCL ve form¢ -CH»- a -CH3 skupin. Prokézali
jsme negativni korelaci mezi obsahem IMCL a sérovym cholesterolem, inzulinovou
senzitivitou a plazmatickym adiponektinem. Podavani telmisartanu nevedlo ke zlepSeni
inzulinové senzitivity, ale snizZilo la€nou glykémii. Telmisartan neovlivnil obsah IMCL v
kosternim svalu. Po 1é€bé telmisartanem ale vymizela plivodni vazba IMCL na nékteré
parametry inzulinové senzitivity a podavani telmisartanu ziejmé ovlivnilo metabolické
charakteristiky tohoto kompartmentu.

Studie 3 byla zaméfena na hodnoceni vlivu akutné navozené suprafyziologické
hyperinzulinémie na mozkovy metabolismus u pacienti s diabetem 1. typu a u zdravych
kontrol. Pfi provedeni vodikové spektroskopie oblasti parietalni bilé hmoty jsme potvrdili
rozdil v bazélnich koncentracich vybranych metaboliti (N-acetylaspartat, cholin, inositol a
kreatin) mezi diabetiky 1. typu a kontrolami, coZ potvrzuje negativni ovlivnéni mozkového
metabolismu pfitomnosti diabetu. Po navozeni hyperinzulinémie jsme zjistili zménu mozkové
koncentrace glukézy a neurotransmiteru glutaminu. Suprafyziologickd hyperinzulinémie
pravdépodobné ovliviiuje mozkovy metabolismus.

Dizertacni prace pfispéla k objasnéni vybranych mechanismii inzulinové rezistence
v kosternim svalu a mozku a ukazala moznosti vyuziti MRS v této problematice.

Klicova slova: magnetickd rezonance spektroskopie, inzulinova rezistence, diabetes mellitus,
hypertenze, kosterni sval, mozek
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Abstract

Magnetic resonance spectroscopy (MRS) is a noninvasive technique that enables to follow
metabolic processes in selected tissues in vivo. Recently the attention has been focused on
metabolic mapping in target organs of insulin action to describe the pathophysiology of
insulin resistance.

The aim of our study was to present the practical application of *'P (phosphorus) MRS and 'H
(proton) MRS in metabolic studies of skeletal muscle in insulin resistant subjects and in
subjects with impaired fasting glucose. The third study was aimed to evaluate the brain
metabolism with 'H MRS in healthy controls and subjects with type 1 diabetes during
hyperinsulinemia. 'H and 3*'P MRS were performed using a MR Scanner Siemens Vision
operating at 1,5 Tesla. To assess the parameters of glucose metabolism and insulin action oral
glucose tolerance test and hyperinsulinemic euglycemic clamp were performed.

The study 1 was aimed to evaluate the skeletal muscle (m. soleus) energetic metabolism in the
offspring of hypertensive parents (OH) with a higher level of insulin resistance. The
concentrations of selected high energy phosphates (phosphocreatine, inorganic phosphate,
adenosintriphosphate, phosphomonoesters, phosphodiesters) were evaluated with *'P MRS.
Their amount in OH was comparable to healthy controls. However we found marginally
higher ratio of inorganic phosphate/ATP in OH and several correlations among phosphate
metabolites and parameters of insulin resistance or blood pressure, which points at the higher
activation of the energy metabolism in OH.

The second study examined the metabolic characteristics of intramyocellular lipids (IMCL) in
m. tibialis anterior in subjects with impaired fasting glucose with sedentary lifestyle. We used
'H MRS to evaluate the signal intensities of -CH»- and -CH3z groups of IMCL. We
demonstrated the negative correlation between the IMCL content and serum cholesterol,
insulin sensitivity and plasmatic adiponectine level. The second goal of the study was to
assess the effect of the telmisartan treatment (160mg/day, 3 weeks) on the IMCL content. The
telmisartan administration did not improve insulin sensitivity but resulted in the lower fasting
glucose. Telmisartan did not affect the IMCL content in skeletal muscle. However the IMCL
compartment lost its association with insulin sensitivity parameters after the treatment and
telmisartan probably influenced its metabolic behavior.

The final study was designed to evaluate the effect of hyperinsulinemia on brain metabolism
in subjects with type 1 diabetes (T1DM) and healthy controls. We performed the '"H MRS of
the parietal white matter and found significant differences in basal concentrations of selected
metabolites (N-acetylaspartate, cholin, inositol and creatine) between T1DM and healthy
controls, which supports the presumption of negative impact of TIDM on brain metabolism.
After the induction of supraphysiological hyperinsulinemia we registered the alteration in
glucose concentration and the increase in glutamine concentration in the whole group. Brain
metabolism is presumably influenced by supraphysiological hyperinsulinemia.

The dissertation helped to clarify the mechanisms of insulin resistance in skeletal muscle and
brain and demonstrated the possibilities of using MRS in this issue.

Key words: magnetic resonance spectroscopy, insulin resistance, diabetes mellitus,
hypertension, skeletal muscle, brain
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1. I'JVQD DO DIZERTACNI PRACE A LITERARNI PREHLED
K JEJI PROBLEMATICE

Inzulinova rezistence (IR) je kliCovou abnormalitou, ktera je zodpoveédna za rozvoj diabetu 2.
typu (T2DM) a zvySuje podstatné riziko rozvoje aterosklerdzy a kardiovaskularnich
komplikaci. Rezistence k uCinku inzulinu je provazena hyperinzulinémii, zhorSenou
glukozovou toleranci, dyslipidémii, hypertenzi, centralni obezitou, endotelialni dysfunkci a
dalSimi projevy v rdmci metabolického syndromu (Reaven G.M., 1997). Inzulinova rezistence
rozvoji diabetu ptedchazi o mnoho let. Porozuméni mechanismim vzniku, které by umoznilo
v€asnou a cilenou lé¢bu, mlze zasadnim zpisobem ovlivnit nastupujici celosvétovou
epidemii tohoto onemocnéni.

Ve vyzkumu IR se uplatituji hlavné biochemické a molekularné genetické metody. Velkou
perspektivu pfindsi ale i nové zobrazovaci techniky, jako je funkéni magnetickd rezonance
(fMRI), magnetickd rezonance spektroskopie (MRS) nebo pozitronova emisni tomografie
(PET), které umoznuji ,,metabolické mapovani®, tj. neinvazivni a opakované posouzeni
metabolismu a slozeni zkoumanych tkani.

Cilem dizertacni prace bylo zaméfit se na objasnéni patofyziologie IR pravé za pomoci
relativné nové zobrazovaci metody, magnetické rezonance spektroskopie. Vyzkum byl
zaméten na kosterni sval, coz je organ tradi¢né spojovany s IR, ve kterém jsme zkoumali
energeticky a lipidovy metabolismus ve vazbé na inzulinovou senzitivitu. Posledni studie je
zamé&fena na zkoumdni vlivu hyperinzulinémie na mozkovou tkan. Mozkovy metabolismus
byl dlouho povazovan za orgdn na inzulin zcela necitlivy, ale vyzkumy z posledni doby

ukazuji, Ze 1 zde se miiZeme setkat s projevy IR.

1.1 INZULINOVA REZISTENCE

Inzulinova rezistence je definovand jako stav, kdy normalni koncentrace volného
plazmatického inzulinu nevyvolava adekvatni odpovéd’ organismu. Porucha u¢inku inzulinu
muze vznikat na kterékoliv urovni inzulinové signaliza¢ni kaskddy od zmény struktury a
funkce receptoru az po defekty postreceptorovych dé&jii. V prvni fadé se tyka metabolismu
glukozy, ale ovlivitluje negativné i dal$i metabolické drahy.

Komponenty inzulinové signaliza¢ni kaskady jsou pfitomny ve vSech buiikach lidského téla.

Po vazbé¢ inzulinu na receptor nasleduje kaskada fosforylaéné-defosforylacnich reakei, ktera
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aktivuje fadu intraceluldrnich proteinti zodpovédnych za naslednou syntézu a aktivaci enzymi
metabolickych drah a aktivaci glukézovych transportérd. Ovlivnénim nuklearnich
transkripcnich faktort fidi 1 mitogenni aktivitu bunék a apoptézu. Po navazani inzulinu na
receptor dochazi k autofosforylaci tyrozinu na beta podjednotce receptoru a signal se dale
pfenasi dvémi zakladnimi cestami. Prvni vede ptes aktivaci fosfatidylinositol 3-kindzy (PI3K)
a druha pfes aktivaci Ras komplexu a MAP kindzu. Prvni drdha odpovidd spiSe za
metabolické ucinky inzulinu a MAP kindazova cesta za ucCinky na bunéény cyklus a
proliferaci, obé drahy se ale ve svém plisobeni prolinaji a vzdjemné ovliviiuji. Aktivace PI3K
indukuje fosforylaci proteinkindzy B (PKB/Akt), kterd dale kontroluje dalsi 3 signalizacni
drahy — ovlivnénim aktivity glykogensynthazakindzy je fizena tvorba glykogenu, aktivace
kindzy mTOR vede k zahajeni proteosyntézy a translokaci gluk6zovych transportérit GLUT 4
k membrané bunék se zvySuje prestup glukézy do bunék. Charakteristickym rysem IR u
diabetu 2. typu nebo metabolického syndromu je defektni signalizace v PI3-kinazové vétvi
inzulinové signalizaéni kaskady. Uginky zavislé na signalizaci vedouci pfes Ras komplex a
MAP kinazu postizeny byt nemusi a vlivem kompenzatorni hyperinzulinémie mohou byt
dokonce zvyseny (Pelikanova T., 2014; Samuel V.T. a Shulman G.I., 2016)

Pficina vzniku IR muze byt geneticky podminéna nebo se jednd o poruchu sekundarni v
disledku hormonélnich (kontraregulacni hormony, adipokiny, cytokiny), metabolickych
(hyperglykémie, zvySeni volnych mastnych kyselin, poruchy acidobazické rovnovéahy) nebo
nervovych zmén (ovlivnéni vegetativnich nervil). K rozvoji IR mohou také vést protilatky
proti inzulinu nebo inzulinovému receptoru. Inzulinové senzitivita se fyziologicky snizuje v
puberté, téhotenstvi, se stoupajicim vékem, pii aktivaci stresové osy a pii hladovéni a zvySuje
se fyzickym tréninkem. Nadmérny pfisun potravy nebo jeji nevhodné sloZeni, mald fyzicka
aktivita, protrahovand stresova zatéZ nebo koutreni mohou indukovat IR u doposud zdravého
jedince. Typicky IR provazi diabetes mellitus 2. typu, obezitu, metabolicky syndrom,
esencialni hypertenzi, aterosklerozu, syndrom spankové apnoe, syndrom polycystickych
ovarii a dalSi endokrinopatie a urCity stupenl je popisovan i u diabetu 1. typu. Dalsi
patologické stavy (rendlni selhéni, jaterni cirhoza, infekéni onemocnéni...) jsou také spojeny
s urcitym stupném IR. T¢Zka forma IR provazi vzacné genetické syndromy.

Inzulin kontroluje hladinu glykémie dvémi zékladnimi cestami — je zodpovédny za sniZeni
tvorby glukozy v jatrech (blokada glukoneogeneze a glykogenolyzy) a umoznuje prestup
glukozy do vSech inzulinsenzitivnich bun¢k v téle. Nedostatecny ucinek inzulinu v blokadé
jaterni glukoneogeneze je zakladnim projevem jaterni inzulinové rezistence a vede k

hyperglykémii nalacno. Na postprandialnim inzulinem stimulovaném odsunu glukozy z
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plazmy se z piiblizné 80% podileji kosterni svaly a inzulinova rezistence zde vznikla
zasadnim zpusobem pfispiva k rozvoji hyperglykémie po jidle. Inzulin déle inhibuje lipolyzu
v tukové tkéni a snizeni koncentrace cirkulujicich volnych mastnych kyselin (FFA)

postprandidln¢ tak umoznuje v organismu preferencni oxidaci glukozy.

1.1.1 INZULINOVA REZISTENCE V KOSTERNIM SVALU

Inzulinova rezistence v kosternim svalu se projevuje sniZenym postprandidlnim
inzulindependentnim odsunem gluko6zy. Klicovym faktorem, ktery je spojeny s rozvojem IR,
je elevace plazmatickych koncentraci FFA. K vychytavani nadbytecnych FFA z cirkulace
slouzi v organismu primarn¢ tukova tkan. V adipocytech jsou mastné kyseliny
reesterifikovany a ulozeny ve formé triglyceridii (TAG). Piekroceni skladovaci kapacity
tukové tkan¢ nebo jeji dysfunkce vede k uklddani nadbyteénych lipidd v ektopickych
lokalizacich, coz vede k funkénimu a morfologickému poskozeni danych tkani (lipotoxicita)
(Brons C. a Grunnet L.G., 2017). Kromé& zvySené hladiny volnych mastnych kyselin se na
ektopické akumulaci tukd mize podilet alterace transportnich systémd, které facilituji vstup
mastnych kyselin do bunék (Krusinova E. a Pelikanova T., 2008). Ektopické lipidy se typicky
ukladaji v bunkach kosterniho svalu, v kardiomyocytech, hepatocytech a v buikach
Langerhansovych ostrivkia. Kumulace intramyocelularnich lipidi (IMCL) v bunikach
kosterniho svalu hraje zdsadni roli v rozvoji svalové inzulinové rezistence.

Za fyziologickych podminek vyuzivd bunka kosterniho svalu mastné kyseliny jako
energeticky substrat béhem pohybové aktivity a pfi hladovéni. Mastné kyseliny vstupujici do
bunky kosterniho svalu mohou bud'to podlehnout 3-oxidaci v mitochondriich a byt vyuzity k
okamzité produkci ATP, byt reesterifikovany a ve form& TAG ulozeny v tukovych kapénkach
v cytoplazmé anebo byt pouzity k syntéze fosfolipidl a dalSich intermediéalnich lipidovych
metabolitli. Pfi nadbytecném piisunu FFA je ptekrocena oxidativni kapacita svalovych
mitochondrii i moznosti skladovani ve formé TAG a mastné kyseliny za¢nou vstupovat do
patologickych metabolickych drah vedoucich k tvorbé intermedialnich metabolitd jako jsou
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem navdzané na acetyl-koenzym A (LCFA-CoA, long chain
fatty acid-coenzyme A), diacylglyceroly (DAG) a ceramidy.

Na zvysené mnozstvi IMCL a negativni korelaci s inzulinovou senzitivitou u diabetikl 2. typu
1 zdravych osob upozornily nejprve bioptické studie (Falholt K. et al., 1988; Pan D.A. et al.,
1997). Pozdé&ji byla vazba potvrzena jiz za pouziti MRS 1 u prvostupnovych piibuznych
diabetiki (Jacob S. et al., 1999; Perseghin G. et al., 1999) a zdravych osob (Krssak M. et al.,
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1999; Virkamaki A. et al., 2001). Negativni vazba mezi IMCL a inzulinovou senzitivitou je
popséana i u diabetikli 1. typu (Perseghin G. et al., 2003). Vysoky obsah IMCL byl ovSem
oproti vSem ocekavanim popsan i1 u trénovanych atleti s vysokou turovni inzulinové
senzitivity (Goodpaster B.H. et al., 2001) a fenomén byl nazvan ,,paradox atleti®. V této
skupin¢ osob dokonce vyssi obsah IMCL koreluje pozitivné s inzulinovou senzitivitou a
vysoka aerobni kapacita (VOamax) je silnym prediktorem obsahu IMCL (Thamer C. et al.,
2003). Kli¢ovou roli zde patrn¢ bude hrat metabolizovatelnost IMCL. Studie provedena na
zvifecim modelu potvrzuje uvedenou hypotézu — krysy léené etoxomirem, inhibitorem
karnitin-palmitoyltransferazy, ktery blokuje vstup mastnych kyselin do mitochondrii,
vykazovaly vzestup IMCL s paralelnim poklesem inzulinové senzitivity (Dobbins R.L. et al.,
2001).

ZvySena nabidka mastnych kyselin interferuje s inzulinovou signaliza¢ni kaskddou a mize
navodit IR fadou mechanismu. Dlouho zndma je kompetice energetickych substratt (Randliv
cyklus), kdy metabolity vznikajici pfi rozkladu mastnych kyselin zpétnovazebné inhibuji
enzymy glykolyzy a glykogenogeneze vcetné hexokinazy, kterd reguluje vstup glukozy do
bunck (Randle P.J., 1998). Dusledkem je poté sniZend schopnost kosterniho svalu
metabolizovat glukozu.

Pomér mezi oxidaci a ukladanim lipidii je ovliviiovan aktivitou AMP-aktivované protein
kindzy (AMPK) a podléha fad¢ regula¢nich vlivi. AMPK je enzym aktivovany zvySenim
poméru AMP/ATP a reaguje na pokles ATP napiiklad pii fyzické aktivité nebo hladovéni.
AMPK pfi zvySené potiebé ATP zvySuje oxidaci lipidil a potlacuje jejich syntézu. Rovnovahu
mezi oxidaci tuk@i a lipogenezou dale ovliviiuji pusobky produkované tukovou tkani
(adipokiny) nebo imunokompetentnimi buitkami vcestovalymi do zanétlivé zménéné tukové
tkané (cytokiny). Nékteré ptusobky (rezistin, RBP4, TNFa) jsou asociované s rozvojem IR a
naopak adiponektin, visfatin ¢i leptin jsou spojovany s U€inky opacnymi. Leptin a adiponektin
zvysuji oxidaci mastnych kyselin v jatrech, svalech a Langerhansovych ostrivcich cestou
aktivace AMPK. Deficit leptinu ¢i leptinova rezistence stejné jako deficit adiponektinu tak
také vede k ektopickému hromadéni tuku ve svalech, jatrech, B-bunkach a k rozvoji IR.
Dysregulace AMPK mitiZe stat v pozadi ektopického hromadéni tukii a je povaZovéna za
dulezity patogeneticky faktor pii vzniku IR (Ruderman N.B. et al., 2013).

Mitochondrialni dysfunkce, kterd se projevi sniZenou kapacitou oxidace mastnych kyselin,
pfedstavuje dal$i moznou pficinu svalové IR (Kelley D.E. et al., 2002; Schrauwen P. et al.,
2010). Schopnost mitochondrii efektivné metabolizovat lipidy je déna jejich poctem a

enzymovou aktivitou. U diabetikl 2. typu jiZ byla naptiklad prokézéna niz$i aktivita enzymu
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zapojenych do oxidativni fosforylace (Mootha V.K. et al., 2003; Patti M.E. et al., 2003).
Otazkou zlstava, zda se jedna o poruchu primarni zodpovédnou za nadmérnou kumulaci
IMCL nebo zda je vznik mitochondridlni dysfunkce poruchou sekundarni, kdy naopak
nadmérna kumulace IMCL a jejich toxickych metabolitti indukuje oxidac¢ni stres a poskozuje
tak mitochondridlni funkci. Pohybovy trénink vede u obéznich osob i u pacientl s diabetem
2. typu ke zvySeni poctu mitochondrii i ke zvySeni aktivity jejich enzymii (Hood D.A. et al.,
2011; van Tienen F.H. et al., 2012; Hesselink M.K. et al., 2016). Posouzeni mitochondrialni
kapacity in vivo je mozné za pomoci fosforové spektroskopie.

Dal$im mechanismem, ktery se podle experimentalnich studii vyraznou mérou podili na
vzniku IR, je toxicky efekt nahromadénych lipidovych metabolitii v cytosolu. Klicovou roli
zfejmé hraji diacylglyceroly (DAG) a ceramidy. DAG funguji intracelularné jako druhy posel
aktivujici urcité izoformy proteinkinazy C (PKC). Aktivita PKC nasledné inhibuje funkci
PI3K a PKB/Akt, coz vede ke snizené translokaci GLUT 4 transportéri k bunééné membrané
a k rozvoji IR (Kitessa S.M. a Abeywardena M.Y., 2016). Kumulace DAG byla prokazana u
obezity, diabetu 2. typu a tréninkové programy s redukci hmotnosti vedou k poklesu jejich
koncentrace. U trénovanych atletll s celkové vy$sim obsahem IMCL byla také zjisténa vySsi
koncentrace DAG, ale v porovnani s osobami se sedavym zplisobem zivota u nich byl
prokazan niz$i stupenn saturace mastnych kyselin (Li Y. et al.,, 2015). Ceramidy inhibuji
inzulinovou signaliza¢ni kaskadu podobnym zplisobem jako DAG, navic pfispivaji k tvorbé
kyslikovych radikalli a jsou spojovany i s mitochondridlni dysfunkci. I u ceramidi byla
popsana kumulace u obéznich osob a negativni korelace s inzulinovou senzitivitou (Larsen
P.J. a Tennagels N., 2014).

Produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku a indukce oxida¢niho stresu je jednim z
mechanismu toxického pisobeni mastnych kyselin (Schrauwen P. et al., 2010), ktery pfimo
poskozuje DNA, strukturalni bilkoviny a lipidy a aktivuje fadu dalSich systému (napt. NF-xB,
p38, MAPK) (Evans J.L. et al., 2003). Mastn¢é kyseliny a jejich acyl CoA mohou také pfimo
ménit genovou expresi stovek gentl. Slouzi jako specifické ligandy fady nuklearnich receptort
a kontroluji expresi mnoha transkripénich faktord, napf. sterol response element-binding
proteins (SREBP) nebo peroxisome proliferator-activated receptortit (PPARs) (Masi L.N. et
al., 2013). Kromé& toho maji funkci strukturalnich lipidd, jsou soucasti bunéénych membran,
ovliviuji jejich fluiditu a funkci receptorii a jsou prekurzorem prostanoida.

Na vzniku svalové inzulinové rezistence se podileji 1 dal§i mechanismy. DileZitou roli hraje
také slozeni svalovych vldken, denzita kapildr a krevni pritok v kosternim svalu. Pfi IR byla

potvrzena porucha vasodilatace a endotel miize byt dalsi strukturou, kterd odpovida za

19



snizeny odsun glukézy do svalu. Kosterni sval je producentem stovek myokinil, z nichz
nékteré svymi parakrinnimi a endokrinnimi u¢inky ovliviiuji citlivost kosterniho svalu k
ucinku inzulinu. Svalovy metabolismus miize byt ovliviiovan fadou dalSich ptisobkl
produkovanych nejen adipocyty, jak bylo vysSe zminéno, ale i hepatocyty, endotelem,

bunkami stfevni sliznice, imunokompetentnimi buiikami nebo CNS.

1.1.2 INZULINOVA REZISTENCE V CNS

Dlouho se predpokladalo, ze inzulin funguje pouze jako regulator anabolického metabolismu
v perifernich tkanich a nema zadny vliv na mozkovy metabolismus. V poslednich letech se
ale ukazuje, ze inzulin funguje jako neuromodulator, ktery v mozkové tkani plni fadu tukolt, z
nichz nékteré jsou zcela odlisné od jeho periferni funkce.

Mozkovy inzulin funguje jako neuropeptid s neurotropnim a neuromodula¢nim plisobenim s
pozitivnim vlivem na rist, diferenciaci a synaptickou plasticitu neuront (Stockhorst U. et al.,
2004). Mozek hraje klicovou roli v udrzovani metabolické homeostazy a inzulin je jedna z
mnoha signaliza¢nich molekul, které mozek informuji o energetickém stavu organismu.
Inzulin se v mozku pfimo ucastni kontroly energetické bilance, pfijmu potravy, tvorby
télesnych tukovych zasob, metabolismu glukoézy v jatrech, systémové odpovédi na
hypoglykémii, termoregulace a reprodukce (Gerozissis K., 2008; Banks W.A. et al., 2012).
Mezi dalsi funkce inzulinu v mozkové tkdni patii ovliviiovani emoci a vysSich kognitivnich
funkeci jako je u€eni a pamét’.

Inzulinové receptory jsou rozmistény po celém mozku a mozkova tkan exprimuje inzulinovou
signaliza¢ni kaskadu (Havrankova J. et al., 1978). Nejvyssi vyskyt inzulinovych receptori je
popisovan v ¢ichovém laloku, hypothalamu, hippocampu, mozecku, amygdale a v mozkové
ktte. Neurony vykazuji vyssi pocet inzulinovych receptort nez bunky glie a jejich mnozstvi
klesa s vékem (Frolich L. et al., 1998). Periferni inzulinémie ovliviiuje pies rozsahly systém
receptorll koncentraci inzulinu v CNS. Inzulin je transportovan pfes hematoencefalickou
bariéru (HEB) saturabilnim procesem, vaze se na mozkové inzulinové receptory a signal je
dale pfenaSen pfes intracelularni signaliza¢ni kaskddy pomoci drah PI3K/Akt a Ras/MAP
podobné jako v perifernich tkanich (Banks W.A. et al., 2012). U zvifecich modeli se
setkdvame s rozdilnym vzorcem transportnich mechanismi v zavislosti na urovni
inzulinémie. Inhibice transportu byla popsdna u obéznich inzulinorezistentnich Zucker krys

(Baskin D.G. et al., 1985), naproti tomu inzulinopenickd zvifata s alloxanovym nebo

20



streptozocinovym diabetem vykazuji zvySeni transportu inzulinu pfes HEB (Banks W.A. et
al., 1997).

Vliv inzulinu na urCit¢é hypotalamické neurony piimo ovlivituje periferni metabolické
procesy. Mozkovy inzulin snizuje produkci neuropeptidu Y a tim aktivitu celé orexigenni osy
a naopak zvysuje aktivitu anorexigenné¢ pusobiciho proopiomelanokortinu (Kleinridders A. et
al., 2014). Centralné¢ podany inzulin suprimuje v jatrech endogenni produkci glukézy. V
kosternim svalu zvysSuje vychytavani glukézy a jeji ukladani ve formé glykogenu. V tukové
tkani dochazi k inaktivaci hormon-senzitivni lipazy, ke zvysSeni exprese lipogennich proteinti
a k supresi lipolyzy (Roh E. et al., 2016; Kullmann S. et al., 2016; Kleinridders A. et al.,
2014). Experimenty s geneticky modifikovanymi zvifaty (NIRKO - knock out mysi s
odstranénym genem pro inzulinovy receptor v neuronech) prokdzaly, Ze izolovany defekt v
ucinku inzulinu vazany na CNS vede ke zvySenému piijmu potravy, rozvoji obezity, lehké
inzulinové rezistenci a hypertriglyceridémii (Bruning J.C. et al., 2000). Rada zvifecich i
humannich studii potvrzuje po intranasalnim nebo intracerebralnim podani inzulinu
anorexigenni chovani a podporu perifernich anabolickych procesti (Kullmann S. et al., 2016).
Intranasalni podavani inzulinu také zvySuje postprandialni termogenezi a snizuje periferni
inzulinémii (Benedict C. et al., 2011).

Zkoumani inzulinové rezistence v mozkovém metabolismu se v poslednich letech tykalo
hlavn¢ demence Alzheimerovského typu (AD), ale IR se miize tykat i fady metabolickych
funkci a dokonce i prestupu glukozy pfes HEB. S rozvojem AD je spojena periferni
hyperinzulinémie se soucasnym deficitem inzulinu v cerebrospindlni tekutiné. V mozkové
tkdni se v nadbytku uklada amyloid B, ktery je za normalnich okolnosti $tépeny inzulinem.
Nedostatecny efekt inzulinu vede dale ke zvySené fosforylaci tau proteinu, ktery se uklada
intraneurondlné¢ a tvofi zde neurofibrilarni klubka (tangles). Kumulace amyloidu B a
degenerovaného tau proteinu vede k poSkozeni neuronti. U AD byla také v nékterych
mozkovych oblastech (parietalni lalok a hippocampus) popsana hypometabolizace glukdzy.
Mezi dal$i mechanismy zodpovédné za rozvoj AD patii snizena produkce acetylcholinu,
rezistence k IGF-1, oxidacni stres, prozanétlivy stav a mitochondridlni dysfunkce v CNS
(Kullmann S. et al., 2016; de la Monte S.M., 2014). Aplikace inzulinu intranasaln¢ vede u
osob s AD ke zlepSeni kognitivnich funkci (Craft S. et al., 2012; Reger M.A. et al., 2008).
Mozkova inzulinova rezistence byla prokdzéna i v metabolickych efektech. Intranansalni
podavani zvysuje celotélovou inzulinovu senzitivitu ovéfenou clampem, ale pouze u Stihlych
osob (Heni M. et al., 2014). Poziti gluk6ézy vede k utlumu aktivity v paraventrikularnim a

ventromedialnim jadru hypotalamu hodnocené fMRI také pouze u Stihlych osob (Matsuda M.
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et al.,, 1999). Obézni osoby vykazuji mensi katabolickou odpovéd’ na intranasdlné podany
inzulin (Hallschmid M. et al., 2008). Pii magnetoencefalografii byla spontanni beta a theta
kortikéalni aktivita vySs$i pfi hyperinzulinovém euglykemickém clampu u Stihlych osob v
porovnani s osobami obéznimi (Tschritter O. et al., 2006) a s osobami s vysokou hladinou
FFA (Tschritter O. et al., 2009). Po intranasdln¢ podaném inzulinu jsou popsané vyssi
evokované potencialy v urcitych zrakovych aredch jen u Stihlych v porovnani s obéznimi
(Guthoff M. et al., 2011). Nepiimé diukazy o urcit¢ mozkové inzulinové rezistenci podaly i
spektroskopické studie, které budou zminény v kapitole 1.2.2 (Karczewska-Kupczewska M.
etal., 2013; Emmanuel Y. et al., 2013).

Prestup glukozy pres HEB je obecné hodnocen jako inzulin insenzitivni, ale objevuji se prace
upozoriiujici na vyssi akumulaci glukézy v mozku po podani inzulinu (Hertz M.M. et al.,
1981; Bingham E.M. et al., 2002; Anthony K. et al., 2006). Velmi zajimavou otazkou je, zda
by i v transferu glukosy pfes HEB mohl existovat né¢jaky stupeni inzulinové rezistence. Tykal
by se ziejmé jen mensi Casti transferu, ktery je zprostifedkovan inzulinsenzitivnimi GLUT 4
transportéry, které jsou v malé mife v mozku také ptitomny (McEwen B.S. a Reagan L.P.,
2004). Prvni skupinou, kterd upozornila na moznost inzulinové rezistence v piestupu glukdzy
pres HEB, byl kolektiv autorii (Anthony K. et al., 2006), ktery u skupiny rezistentnich osob
zjistil pfi vySetfeni PET pfi inzulinové infuzi (0,3mU/kg/min) mensi vzestup mozkového
metabolismu glukézy v porovndni s osobami senzitivnimi. Zavérem jejich prace je
konstatovani, ze 15-20% mozkového klidového glukézového metabolismu je citlivé na
inzulin a u osob s inzulinovou rezistenci je signifikantné snizeno. Tento vliv je podle autorti
studie nejvice vyjadfen ve ventralnim striatu a prefrontdlnim kortexu, coz jsou mozkoveé
oblasti zapojené do kontroly chuti a motivace, a ziejmé je nejvice patrny pii nizké periferni
inzulinémii. Inzulin samozifejmé nemusi piimo stimulovat piestup glukézy ptes HEB, ale
muze stimulovat metabolismus neuronti a vysledky této studie naznacuji, Ze minimalné v
jednom z téchto procesti bude existovat ur€ity stupen rezistence.

Dalsi zajimavé vysledky pfinaS§i PET studie, ve které vedla clampem navozena
hyperinzulinémie (ImU/kg/min) ke zvySeni mozkového metabolismu glukézy o 12% jen u
osob s poruchou gluk6zové tolerance. U zdravych dobrovolnikii nebylo popsdno zvySeni
mozkového metabolismu a nedoSlo u nich ani ke zvySeni pritoku krve mozkem. Autofi
predkladaji hypotézu, Ze u zdravych osob uz bylo maximalniho efektu inzulinu dosazeno pii
hodnoté odpovidajici lacné inzulinémii a pouze osoby s urCitym stupném inzulinové
rezistence vyzadovaly hyperinzulinémii k dosaZeni zvySeni mozkového metabolismu glukézy

(Hirvonen J. et al., 2011). Nicmén¢ pokud by tato hypotéza méla byt platnd, mély by osoby s
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poruchou glukézové tolerance mit nizs§i bazdlni metabolismus glukézy, coz studie
nepotvrdila. Stejna skupina publikovala dal§i praci, ve které u morbidné obéznich osob
v porovnani se zdravymi kontrolami prokazuje zvySeny mozkovy metabolismus glukozy pii
hyperinzulinovém clampu s normalizaci 6 mésict po bariatrickém zakroku. Bazalni mozkovy
glukozovy metabolismus se mezi obéznimi a kontrolami nelisil (Tuulari J.J. et al., 2013).

Vyskyt urcéitého stupné IR v mozkovém metabolismu je dnes jiz nezpochybnitelny, ale
otazkou samoziejm¢e zatim zlstava, zda se jednd o piic¢inu nebo dusledek pfitomnosti diabetu

a obezity.

23



1.2 MAGNETICKA REZONANCE SPEKTROSKOPIE PRI VYZKUMU
INZULINOVE REZISTENCE

Princip nuklearni magnetické rezonance byl popsén vroce 1946 fyziky Edwardem
Purchellem a Felixem Blochem, ktefi za tento objev obdrzeli v roce 1952 Nobelovu cenu.
V klinické mediciné je magnetickd rezonance vyuzivana od zacatku sedmdesatych let. Bézn¢
jsou pouzivany dvé zékladni techniky - zobrazovani — Magnetic resonance imaging (MRI),
pii kterém ziskdvame anatomické obrazy organti, a spektroskopie — Magnetic resonance
Spectroscopy (MRS), kdy dostavame informaci o zastoupeni vybranych metaboliti ve
zkoumané tkani.

Vysetieni magnetickou rezonanci pfinasi pro vySetiované subjekty fadu vyhod — jedna se o
metodu neinvazivni, nebolestivou, s minimalni zatézi, bez pouZziti rentgenového zafeni.
Nemohou ho absolvovat pouze pacienti s klaustrofobii nebo s pfitomnosti MR
nekompatibilnich implantat v téle. VySetfeni je snadno opakovatelné¢ a tak umoznuje i
provadéni dynamickych a interven¢nich studii a magnetickd rezonance tak nabizi unikatni
moznost hodnotit metabolismus tkani in vivo.

Mnozstvi detekovatelnych metabolitil je ddno obsahem vybranych izotopt (‘H, *'P, *C), které
jsou zobrazitelné pomoci MRS. Limitujici je 1 koncentrace danych latek — je mozné stanovit
pouze nékolik desitek metabolitii s koncentraci vyss$i nez Immol/l. Moderni pfistroje s vyssi
silou magnetického pole (miniméalné¢ 3T) nabizeji vyssi rozliSovaci schopnost. Vystupem
vySetfeni je kifivka - spektrum, kde jsou na ose X vyneseny rezonancni frekvence
zkoumanych izotoptli, a na ose Y odpovidajici intenzity signdlti. Rezonan¢ni frekvence, pod
kterymi se dané metabolity ve spektru zobrazuji, jsou pro né& specifické a jsou urCené
chemickymi vlastnostmi téchto latek. Intenzita signalu je pfimo imérna koncentraci latky ve
zkoumaném objemu tkané. Absolutni koncentraci je mozné zjistit pouze srovnanim se
spektrem standardu o zndmé koncentraci. Mnozstvi danych latek je tedy bézné vyjadfovano
ve vzdjemnych pomeérech anebo je vztahovano k latkdm, u kterych se ptredpoklada stala
koncentrace (coZ je ve svalu napfiklad kreatin).

Vysetfit s pomoci MRS je mozné prakticky vSechny tkané v téle, v biomedicinské praxi se
nejvice pouziva vodikova spektroskopie ("H MRS), pii které zachycujeme rezonancéni
frekvenci funkénich skupin obsahujicich protonové jadro (*H). Diky tomu, Ze 70% lidského
téla je tvofeno vodou, signaly atomt vodiku z molekul vody tvofi hlavni slozku spektra a je

nutné je softwarové potlacit. 'H MRS predstavuje klasickou metodu vyuZivanou v neurologii
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a piibuznych oborech k neinvazivnimu hodnoceni metabolismu mozkové tkang. Dal§im
typickym vyuzitim je kvantifikace obsahu lipidii v kosternim svalu nebo v jaterni tkani.

Velmi ¢asto pouzivanou modalitou je fosforova spektroskopie (*'P MRS). Také izotop *'P se
v ptirodé¢ hojné vyskytuje, takze signal je dobie detekovatelny. Ziskavdme informace
pfedevSim o obsahu makroergnich fosfati s moznosti hodnoceni energetického metabolismu
vybranych tkani. NejCastéji je tato metoda pouzivana k vySetfovani pacienti s metabolickymi
onemocnénimi svalli, ale umoznuje hodnoceni energetického metabolismu i v myokardu,
jatrech nebo CNS.

Uhlikovy izotop *C, ktery je dobfe detekovatelny za pomoci magnetické rezonance, se ve
srovnani s izotopem C ptirozen¢ vyskytuje jen v 1%. Nativné je tedy mozné sledovat jen
metabolismus molekul s vysokym obsahem uhliku jako je napftiklad jaterni glykogen. Podéani
latek obohacenych izotopem '*C a sledovani jeho inkorporace do dalSich molekul ndm ale
umoziuje podrobnéjsi mapovani fady metabolickych drah. Pii pouziti znacené gluk6zy nebo
acetatu je mozné sledovat metabolické reakce citratového cyklu a navazujiciho glutamat —
glutaminového cyklu ve svalu, jatrech nebo v mozkové tkani.

Techniky zaméfené na stanoveni sloucenin obsahujicich jind rezonujici jadra (**N, F, 2Na)
jsou klinicky vyuzivany jen vyjimecné.

Klinicka aplikace MRS v fad¢ medicinskych obort byla v posledni dobé pirehledné popsana
v nékolika pracich (Befroy D.E. o Shulman G.I., 2011; Hannukainen J.C. et al., 2014;
Hwang J.H. a Choi C.S., 2015; Di Gialleonardo V. et al., 2016).

1.2.1 KOSTERNI SVAL

Kosterni sval pfedstavuje jeden z cilovych organt pisobeni inzulinu a zkoumdni jeho
metabolismu s pomoci MRS nabizi Sanci odhalit nékteré patofyziologické mechanismy
zodpovédné za rozvoj svalové inzulinové rezistence. Vodikova spektroskopie umoziiuje
hodnotit metabolismus svalovych lipidii, fosforovd spektroskopie energetické procesy ve

svalu a uhlikova metabolismus glykogenu.

VODIKOVA SPEKTROSKOPIE: 'H MRS kosterniho svalu se zamé&fuje hlavné na oblast
vodikovych signalti patficich methylovym (-CH3) a methylenovym (-CHz-) skupinam
mastnych kyselin. Mimo oblast mastnych kyselin je ve vodikovém spektru viditelny 1 signal

kreatinu, jehoZ koncentrace byva konstantni a povazuje se za interni standard. Intenzita
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vodikovych signalil patiicich mastnym kyselinam byvé proto bézné vyjadiovana jako pomér k
intenzité signdlu kreatinu. Typické 'H spektrum kosterniho svalu je na Obr. 1.2.1.

V kosternim svalu je mozné rozliSit dva kompartmenty lipidii — intramyocelularni lipidy
(IMCL), které ptredstavuji tukové kapénky v cytoplazmé svalovych bun¢k v tésném kontaktu
s mitochondriemi, a déale extramyocelularni lipidy (EMCL), které jsou tvofeny tukovymi
buitkami provazcovité orientovanymi v septech nebo fasciich podél svalovych bun¢k. Oba
kompartmenty predstavuji formu ektopické akumulace tukové tkan€. Myocyty piijimaji
mastné kyseliny z cirkulace, bud’ je znovu esterifikuji a ukladaji ve formé¢ IMCL v cytopazmé
nebo je transportuji k mitochondrialni membrané, kde jsou pfeneseny dovnitf a nasledné
oxidovany a vyuzity k produkci ATP. IMCL slouzi jako energeticky zdroj okamzité dostupny
béhem pohybové aktivity. Obsah IMCL u osob se sedavym zplsobem Zzivota koreluje s
celkovym obsahem télesného tuku (Sinha R. et al., 2002).

Zakladni vysetrovaci metodou ke stanoveni obsahu lipidil ve svalech je svalova biopsie, ktera
je ale invazivni a je zatizena fadou rizik. Pokud chceme rozlisit IMCL a EMCL, je pfti
histologickém zpracovani nutné pouzit specidlni barveni nebo vySetfeni elektronovym
mikroskopem. Protoze oba kompartmenty maji jiné prostorové geometrické uspotadani a
signaly se zobrazi v jiné casti spektra (Schick F. et al., 1993), pfedstavuje magneticka
rezonance elegantni neinvazivni metodu k diferenciaci obou kompartmenti. Reproducibilita
méteni IMCL byla potvrzena jiz v roce 1997, kdy bylo prokazano, Ze kvantifikace je
nezavisla na orientaci svalového vlakna a intraindividuélni variabilita pfi opakovaném méteni
je velmi nizkd (Boesch C. et al., 1997). VySetieni EMCL je bohuzel spojeno s vétsi chybou
metody, protoZze mnozstvi zachyceného ektopického tuku je ovlivnéné orientaci voxelu. 'H
MRS rozlisi diky odlisnému frekven¢nimu posunu i vodikové molekuly patifici skupindm -
CH:- a -CHs. Vysledné spektrum tedy umoziuje podle velikosti peaku kvantifikovat mnoZstvi
-CHz- a -CH3 skupin v extramyocelularnim 1 intramyocelularnim kompartmentu. Moderné;si
piistroje s vyssi rozliSovaci schopnosti (minimalné 3T) umoziuji 1 rozliSeni vodikovych
molekul obklopujicich dvojné vazby (tj. skupiny —CH=).

Vzhledem k nutnosti pfesného prostorového nastaveni vySetfovaného svalu v magnetickém
poli jsou vySetiovany rutinné jen svaly dolnich koncetin (m. tibialis anterior, m. soleus a
event. 1 m. vastus lateralis). M. soleus je tvofen pievazné svalovymi vlakny I. typu, ktera jsou
oxidativni, bohaté prokrvend a obsahuji vice IMCL. Pomalu se kontrahuji a jsou pfednostné
vyuzivana k vytrvalostni aktivité. M. tibialis anterior je tvofen spiSe vlakny typu II, ktera jsou
glykolyticka, rychle se kontrahuji a jsou aktivni pfi rychlé pohybové aktivité. Odlisné

zastoupeni jednotlivych typti vlaken je tfeba brat v uvahu pti hodnoceni obsahu IMCL v
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jednotlivych studii. Vysokd korelace mezi bioptickymi vySetfenimi a 'H MRS byla
opakované ovefena (Howald H. et al, 2002; Szczepaniak L.S. et al., 1999). Nékolik
spektroskopickych studii také potvrdilo negativni korelaci mezi inzulinovou senzitivitou a
obsahem IMCL u osob se sedavym zpiisobem zivota (Jacob S. et al., 1999; Perseghin G. et
al., 1999; Krssak M. et al., 1999; Virkamaki A. et al., 2001).

MRS umoznila provedeni fady dynamickych studii s cilem popsat metabolismus IMCL.
Mnozstvi IMCL je zavislé na dostupnosti substratii a je prokazano, Ze vysokotukova dieta
jejich obsah zvysuje (Decombaz J. et al., 2000; Larson-Meyer D.E. et al., 2008). Intravendzni
podavani lipidii pfi hyperinzulinovém clampu vedlo u zdravych osob k vyznamnému
vzestupu mnozstvi IMCL se soubéznym poklesem inzulinové senzitivity. Samotna
hyperinzulinémie ani hyperlipidémie ovSem obsah IMCL neovlivnila (Brechtel K. et al.,
2001a; Bachmann O.P. et al., 2001). V jiné studii (Boden G. et al., 2001) popisuji autofi
naopak velky vzestup IMCL po samotném intravenéznim podavani lipidi a pokles pfi
izolované hyperinzulinémii. Jednodenni hladovéni snizi obsah IMCL (Machann J. et al.,
2011). Dlouhodobé¢jsi hladovéni vede pii lipolyze tukové tkdné k vzestupu volnych mastnych
kyselin a k paralelnimu nariistu obsahu IMCL (Stannard S.R. et al., 2002; Wietek B.M. et al.,
2004).

IMCL slouzi jako zdroj energie okamzit¢ dostupny béhem pohybu a vysledky dynamickych
studii provadénych za pomoci MRS potvrzuji pokles jejich obsahu po kratkodobé fyzické
zatezi (Brechtel K. et al., 2001b; Egger A. et al., 2013; Bucher J. et al., 2014). Vysledky
dlouhodobé;jsich tréninkovych programti nejsou jednotné. Podle nékterych studii vede trénink
k adaptivnimu zvySeni obsahu IMCL spolu s vzestupem inzulinové senzitivity a
mitochondrialni oxidativni kapacity (Schrauwen-Hinderling V.B. et al., 2003; Dube J.J. et al.,
2008; Meex R.C. et al., 2010). Naopak pokles IMCL po dlouhodobém tréninkovém programu
udéava jina skupina autori (Solomon T.P. et al., 2008). Stejné tak efekt dietnich reduk¢énich
programt na obsah IMCL je nejednoznacny, zda se ale, ze vétsi vahovy pokles je s redukci
obsahu IMCL spojeny (Snel M. et al., 2012). Bariatrickd chirurgie vede k poklesu obsahu
IMCL se soubéznym vzestupem inzulinové senzitivity (Adami G.F. et al., 2005).

Moznosti medikamentézniho ovlivnéni obsahu IMCL byly také zkoumdany, ale ne vSechny
studie s léky s inzulinsenzitizujicim u¢inkem redukci IMCL popsaly: prvni skupina autor
(Teranishi T. et al., 2007) popisuje pokles IMCL po metforminu, ale dal$i autofi (Tamura Y.
et al., 2008; Huang Z. et al., 2013) zddnou zménu v obsahu IMCL po 1é¢b¢ metforminem
nepopisuji. Pfi podavani pioglitazonu je u pacienti s diabetem 2. typu opakované popisovano

zlepSeni inzulinové senzitivity se soubéZnym poklesem IMCL (Teranishi T. et al., 2007;
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Ravikumar B. et al., 2008; Bajaj M. et al., 2010), naopak podéavani rosiglitazonu ke snizeni
obsahu IMCL nevede ani pies zlepSeni inzulinové senzitivity (Mayerson A.B. et al., 2002;
Schrauwen-Hinderling V.B. et al., 2008). Lécba telmisartanem u obéznich osob neovlivnila
obsah IMCL (Chetty V.T. et al., 2014). Podavani simvastatinu diabetikim 2. typu nevede ke
snizeni obsahu IMCL (Szendroedi J. et al., 2009a)

Obsah IMCL negativné koreluje s plazmatickou koncentraci adiponektinu, ktery stimuluje
oxidaci lipidl v kosternim svalu (Thamer C. et al., 2002; Perseghin G. et al., 2007; Koska J. et
al., 2008). Zajimavé jsou vysledky recentni studie, ktera prokazuje pozitivni korelaci mezi
koncentraci acetylkarnitinu transportujiciho mastné kyseliny do mitochondrii a inzulinovou

senzitivitou (Lindeboom L. et al., 2014).
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Obrazek 1.2.1: Typické 'H spektrum kosterniho svalu (m. tibialis anterior)
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Vysvétlivky: CHaze, signal odpovidajici extracelularnim CH:2 skupinam; CHai, signal odpovidajici intracelularnim CH2
skupinam; CHse, signal odpovidajici extracelularnim CHj3 skupinam; CHasi, signal odpovidajici intracelularnim CHs

skupinam; signal kreatinu je pouzivan jako referen¢ni
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FOSFOROVA SPEKTROSKOPIE: Fosfor je v kosternim svalu piitomen zejména v
makroergnich fosfatech a za pomoci *'P MRS mtzeme tedy nepiimo hodnotit energeticky
metabolismus svali (Kurkova D. et al., 1997). Ve spektru (Obr. 1.2.2) se zobrazuje signal
odpovidajici fosfomonoesterim (PME), fosfodiestertim (PDE), fosfokreatinu (PCr),
anorganickému fosfatu (Pi) a adenosintrifosfatu (ATP). Signdl PME odpovida lipidovym
prekurzorim jako je fosfoetanolamin a fosfocholin, které slouzi k tvorbé bunécénych
membran. Signdl PDE piedstavuje slouceniny typu glycerol-3-fosfocholin a glycerol-3-
fosfoetanolamin, které jsou povazovany za degradacni produkty bunéénych membran.
Fosfokreatin (PCr) ptedstavuje nejvyssi peak ve fosfaitovém spektru a slouzi se svou
vysokoenergetickou fosfitovou vazbou jako zasobarna energie pro regeneraci ATP.
Anorganicky fosfat (Pi) vznikd St€épenim ATP. Signal ATP je tvofen 3 peaky, které
odpovidaji jednotlivym atomim fosforu v molekule ATP (a, B, vy ATP). Peak BATP byva
minimaln¢ kontaminovan sousednimi signaly a nejlépe odrazi celkovy obsah molekul ATP v
tkani. Mezi dopocitatelné parametry patii koncentrace intracelularniho magnesia (Mg?") a
intracelularni pH.

ATP ptedstavuje zakladni energeticky zdroj pro svalovou kontrakci. Za uvolnéni energie je
Stépeno na ADP a anorganicky fosfat (Pi). Diky kreatinfosfatdzové reakci se ani béhem
cviceni koncentrace ATP neméni, kreatinfosfat uvolnuje fosfat k okamzité regeneraci ATP z
ADP. Béhem fyzické aktivity tedy stoupd koncentrace anorganického fosfatu a kreatinu, z
kterych se po ukonceni fyzické aktivity znovu resyntetizuje kreatinfosfat a energeticky cyklus
ve svalu se tak uzavira. Pii fyzické aktivité tedy typicky dochazi k poklesu koncentrace PCr a
ke komplementarnimu vzestupu koncentrace Pi a ADP, po ukonceni pohybu se koncentrace
vraceji k vychozim hodnotam.

ZjednoduSené schéma reakci v kosternim svalu:

ATP «— ADP + Pi
kreatinfosfat + ADP « kreatin + ATP

Pi + kreatin < kreatinfosfat

Ze statickych fosforovych spekter je mozné urcit poméry mezi ur€itymi singaly, zejména se
hodnoti pomér PCr/BATP a Pi/BATP. Jiz bazaln€ jsou u diabetikii popisovany niZsi
koncentrace PCr, Pia BATP v porovnani se zdravymi kontrolami (Wu F.Y. et al., 2012).

Ze zatézovych spekter pti fyzické aktivité je mozné odecitat zmeény v koncentraci PCr a Pi

behem pohybu. Po skonceni je z rychlosti resyntézy PCr (PCr recovery rate constant), ktera
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probiha Cisté oxidativné, mozné nepiimo hodnotit funkéni kapacitu svalovych mitochondrii.
Dalsi moznosti hodnoceni mitochondrialni funkce je méfeni klidové rychlosti syntézy ATP
(ATP synthetic flux) za pomoci tzv. saturacni transfer metody (saturation transfer method)
(Kemp G.J. a Brindle K.M., 2012). Jiz byla ovéfena korelace mezi mitochondrialni kapacitou
zjisténou za pomoci *'P MRS a bioptickym hodnocenim aktivity vybranych enzymu
dychaciho fetézce (Praet S.F. et al., 2006). Podle autord studie (Larson-Meyer D.E. et al.,
2000) koreluji spektroskopicky zjisténé parametry svalové mitochondridlni funkce
s maximalni aerobni kapacitou VO2max. Niz§i mitochondridlni oxidativni kapacita je na
zaklad¢ vysSetfeni *'P MRS popisovana u diabetikii 2. typu (Szendroedi J. et al., 2007;
Schrauwen-Hinderling V.B. et al., 2007; Wu F.Y. et al., 2012) i jejich inzulinrezistentnich
potomkii (Petersen K.F. et al., 2004; Petersen K.F. et al., 2005b). Ne vSechny prace ale pfti
vySetieni *'P MRS sniZenou svalovou mitochondrialni kapacitu u diabetiki 2. typu potvrzuji

(De Feyter H.M. et al., 2008; Bajpeyi S. et al., 2011).
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Obrazek 1.2.2: Typické *'P spektrum kosterniho svalu (m. soleus)
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Vysvétlivky: PME, signal odpovidajici fosfomonoestertim; Pi, anorganicky fosfat; PDE, fosfodiestery; PCr, fosfokreatin; a,
B ay APT, signaly odpovidajici jednotlivym fosfatim v molekule ATP
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UHLIKOVA SPEKTROSKOPIE: V kosternim svalu je vzhledem k vysokému poétu
uhlikovych atomilt mozné stanovit koncentraci glykogenu i bez pouziti znacené glukozy. Byla
jiz provedena fada studii mapujicich kinetiku svalového glykogenu v rtznych klinickych
situacich (Roden M., 2001). SniZena syntéza svalového glykogenu muze byt zodpovédna za
rozvoj inzulinové rezistence u diabetikii 2. typu (Shulman G.I. et al., 1990).

Pouziti znaceného acetatu (**C acetat), ktery vstupuje do citratového cyklu a nasledné se méni
na glutamat, umoziuje za pomoci *C MRS sledovat rychlost obohaceni glutamatového poolu
znaCenymi izotopy uhliku a tak nepfimo hodnotit rychlost oxidativnich pochodl ve svalu. I
BC MRS piinasi nepiimé dikazy o snizené mitochondrialni oxidativni kapacité u potomku
diabetikl - po infuzi zna¢eného acetatu byla prokazana snizend rychlost inkorporace *C do
glutamatu (Befroy D.E. et al., 2007).

Zajimavé vysledky pfinasi i kombinované spektroskopické studie — naptiklad skupina autori
(van der Graaf M. et al., 2010) prokazala v kosternim svalu za pouziti 'H/"*C MRS negativni
korelaci mezi obsahem IMCL a rychlosti syntézy svalového glykogenu.

1.2.2 MOZKOVA TKAN

Vysetiovani mozkové tkan¢ a jejiho metabolismu za pomoci MRS se pouziva velmi Casto v
fad¢ klinickych oborid. Nejcastéji se pouzivd vodikové spektroskopie k hodnoceni
metabolismu vybranych aminokyselin, podstatné méné casto je pouzivana fosforova
spektroskopie k hodnoceni energetického metabolismu mozku. Uhlikova spektroskopie s
vyuzitim znaceného izotopu glukdézy umoziuje sledovat metabolismus glukozy, glykogenu a
dalSich latek z glukozy vznikajicich. Prvni spektoroskopicka prace zkoumajici mozkovy

metabolismus u diabetikl byla publikovéna jiz pted 25 lety (Kreis R. o Ross B.D., 1992).

VODIKOVA SPEKTROSKOPIE: 'H MRS umoziuje detekovat subklinické metabolické
abnormality mozkové tkané provazejici diabetes 1. 1 2. typu. Pfi pouZziti magnetického pole o
intenzité¢ 1,5T je moZzné dobife zobrazit signaly myoinositolu, cholinu, kreatinu, kyseliny
gama-aminomaselné (GABA), N—acetylaspartatu (NAA) a s urCitymi omezenimi vzhledem k
nizké koncentraci 1 signal glukozy. Signaly glutamatu a glutaminu byvaji pii pouziti 1,5T od
sebe obtizn¢ odlisitelné a prezentuji se jako sumarni signdl (GIx). Pfi pouZiti poli s vyssi

rozliSovaci schopnosti je rozliSeni signalt glutamatu a glutaminu mozné a jsou zachytitelné 1
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signaly dalSich molekul jako je alanin, glycin, taurin, laktat, glutathion, fosfoetanolamin a
askorbat. Typické vodikové spektrum je na Obrazku 1.2.3.

Myoinositol (pfevazujici stereoizomer inositolu) se nachdzi témet vyluéné v astrocytech, kde
tvofi souCast membran a je povazovan za marker glidlnich bun¢k (Govindaraju V. et al.,
2000). Vznika ptimo z glukozy polyolovou cestou pies glukozu-6-fosfat a inositol-1-fosfat a
pfi hyperglykémii dochazi k jeho nadmérné kumulaci. Myoinositol funguje také jako
intracelularni druhy posel a osmoregulator a piedpokladd se, ze koncentrace myoinositolu
muze byt zvySena ve spojitosti s poruchami osmolality pfi hyperglykémii. Doba trvani
hyperglykémie by méla pozitivné¢ korelovat s nadbytkem myoinositolu v mozku a vétSina
studii také tento predpoklad potvrzuje. Autoti (Kreis R. a Ross B.D., 1992) popisuji elevaci
myoinositolu u diabetikli obou typt v bilé i Sedé hmoté€. Vyssi signal myoinositolu byl popsan
v nekolika studiich u diabetikii 1. typu (Makimattila S. et al., 2004; Heikkila O. et al., 2009;
Northam E.A. et al., 2009), 2. typu (Sahin I. et al., 2008) a dokonce i u pacienti s pouhym
metabolickym syndromem (Haley A.P. et al., 2010).

N-acetylaspartdt (NAA) je volnd aminokyselina, kterd se v mozkové tkani vyskytuje ve
vysoké koncentraci (pfedstavuje také nejvyssi signal v '"H MR spektru mozkové tkan€) a
povazuje se za neurondlni marker. Jeho hodnota odrdzi neurondlni denzitu, viabilitu i
funkcionalitu. Dlouhodoba hyperglykémie mtize vést k poSkozeni neuront a snizené hodnoty
NAA jsou pak odrazem neuronalni dysfunkce, ztrdty neuronil nebo abnormalit v neuronalni
struktufe (Govindaraju V. et al., 2000). Vé&tsina publikovanych praci popisuje snizeni signalu
NAA u diabetikt 1. typu (Kreis R. o Ross B.D., 1992; Heikkila O. et al., 2009; Northam E.A.
et al., 2009) 1 2. typu (Sahin I. et al., 2008). Podle dalsi studie (Makimattila S. et al., 2004)
negativné koreluje vypoctena hodnota celoZivotni expozice glukdze s hodnotou NAA ve
frontalni bilé hmot€. Skupina autortt (Wootton-Gorges S.L. et al., 2007) popisuje reverzibilitu
sniZzené koncentrace NAA po uspésné 1écbe diabetické ketoacidozy u déti.

Cholin je nutny k syntéze neurotransmiteru acetylcholinu zapojen¢ho v kognitivnich
procesech a déale k syntéze fosfocholinu, ktery je hlavni soucasti bunénych membran
(Govindaraju V. et al.,, 2000). Predpoklada se, Ze vyssi koncentrace cholinu muize byt
markerem zvySeného obratu nebo poskozeni bunécnych membran. VétSina praci popisuje u
diabetikt zvySenou koncentraci cholinu v bilé 1 Sedé hmoté (Kreis R. a Ross B.D., 1992;
Geissler A. et al., 2003; Makimattila S. et al., 2004; Northam E.A. et al., 2009), nékteré studie
ale popisuji niz8i hodnoty (Sarac K. et al., 2005; Sahin I. et al., 2008).

Celkovy kreatin je v '"H MR spektru sumou kreatinu a fosfokreatinu. Ob&é molekuly jsou

zapojené do energetického metabolismu bunck a odrdzi tak mozkovy energeticky status.
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Fosfokreatin slouzi i zde jako zasobarna pro produkci ATP. ZvySeny kreatin je popisovan v
souvislosti se zvySenym oxidativnim metabolismem a snizené hodnoty jsou pozorovany ve
stavech hypometabolismu, u tumortit a mozkovych piihod (Govindaraju V. et al., 2000).
Skupina autorti (Heikkila O. et al., 2008) zjistila vyssi hladinu kreatinu v thalamu u osob s
metabolickym syndromem, coz vysvétluji ur€itym stupném alterace energetického
metabolismu ve spojeni s naruSenym metabolismem glukdzy.

Glutamat je nejvice zastoupenou aminokyselinou v lidském mozku a funguje zde jako
excitani neurotransmiter (Govindaraju V. et al., 2000). Je prekurzorem pro aspartat, dalsi
excitacni neurotransmiter, a pro inhibi¢ni neurotransmiter GABA. Glutamin je prekurzorem
glutamatu a je uskladnén v astrocytech. Velky vzestup glutaminu byva popisovan pfi alteraci
glutamato - glutaminového cyklu pifi hyperamonémii. Elevace glutaminu v mozku se
povazuje za dobry indikator jaterniho onemocnéni (Govindaraju V. et al., 2000). Vyssi
hladina glutamatu byla zmétfena v okcipitoparietalni Sedé hmoté u osob s metabolickym
syndromem (Haley A.P. et al., 2010). U diabetiki 1. typu byla zjisténa vyssi hodnota Glx v
prefrontalni kife (Lyoo LK. et al., 2009). Naproti tomu u pacientl s diabetem a depresi byly
popsany niz$i koncentrace Glx v subkortikalnich oblastech v porovnani se zdravymi
kontrolami a s diabetiky bez deprese (Ajilore O. et al., 2007). GABA funguje v mozku jako
inhibi¢ni neurotransmiter a zmény v jeji koncentraci jsou zminovany jen ziidka. Recentné
byla publikovana prace o relativné vyssi koncentraci GABA v hypotalamu v porovnani s
ostatnimi regiony a byl zaznamenan trend k poklesu pfi akutni hypoglykémii (Moheet A. et
al., 2014).

Detekce signalu glukézy je vzhledem k jeji nizké koncentraci v mozkové tkani (Immol/l) pii
koncentraci v mozkové tkani u diabetikti (Kreis R. a Ross B.D., 1992; Makimattila S. et al.,
2004; Heikkila O. et al., 2009). Tento nalez je logicky, protoZe hlavni mnoZstvi glukdzy se
dostavad do mozku ptes hematoencefalickou bariéru difuzi podle koncentraéniho gradientu
proporciondlné ke své periferni koncentraci. Skupina autort (Seaquist E.R. et al., 2001)
zjistila linearni vztah mezi plazmatickou a cerebralni hladinou glukézy pro rozmezi
plazmatické glykémie 5-24 mmol/l. Také molekula laktatu je v mozkové tkani pfitomna v
nizké koncentraci a je tudiz velmi obtizn¢ detekovatelnd. Signal se objevuje az za
patologickych okolnosti naptiklad pii ischemickém poskozeni mozkové tkané (Govindaraju
V. et al., 2000).

Podle kolektivu autort (Raininko R. a Mattsson P., 2010), ktery zkoumal s pomoci MRS

koncentrace mozkovych parametri v zavislosti na véku, dochdzi v prabehu starnuti k
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vzestupu myoinositolu, k poklesu NAA a GIx a zda se tedy, ze zmény mozkovych struktur
zjisStované u diabetikll odpovidaji urychlenym zménam béznym pfi starnuti mozku.

S pouzitim '"H MRS je mozné provadét 1 fadu dynamickych studii. Velmi zajimavou je otazka
vlivu inzulinu na mozkovy metabolismus. Studie autorti (Seaquist E.R. et al., 2001)
zkoumala, zda inzulin ovlivituje transport glukézy pies HEB. Porovnavala koncentraci
glukozy v mozku pfi hyperglykémii pfi poddvani inzulinu i bez néj a neprokdzala zadny vliv
soubézn¢ podavaného inzulinu. Dalsi autoii (Karczewska-Kupczewska M. et al., 2013)
hodnotili vliv hyperinzulinémie na koncentrace vybranych metaboliti pomoci MRS. Skupinu
zdravych dobrovolnikl rozdélili podle inzulinové senzitivity a zjistili, ze k ur¢itym zménam
pti inzulinové infuzi (vzestup NAA a Glx, pokles myoinositolu a cholinu) doslo pouze v
inzulinsenzitivni skupiné. Inzulinova senzitivita dokonce pozitivné korelovala s hodnotou
NAA a GIx a negativné s hodnotou myoinositolu. Studie potvrzuje urcity stupeil inzulinové
rezistence v metabolismu mozkové tkdn¢ a vzhledem k faktu, ze NAA funguje jako marker
neuronalni viability a funkcionality, je mozné, Ze inzulinorezistentni osoby vykazuji zhorSeny
neurondlni metabolismus.

Hyperglykemicky clamp s dosazenim glykémie 18mmol/l vedl u diabetiki k menSimu
vzestupu glykémie v nékolika mozkovych oblastech vyjma cerebella (Heikkila O. et al.,
2010a; Heikkila O. et al., 2010b). Vysledky by mohly svédcit pro protektivni adaptaci HEB
na dlouhodobou hyperglykémii u diabetikii 1. typu. Naproti tomu dalsi autofi (Seaquist E.R.
et al., 2005) popisuji pii hyperglykemickém clampu (16mmol/l) pouze nesignifikantni pokles
mozkové koncentrace glukozy u Spatné kompenzovanych diabetikd 1. typu v porovnani se
zdravymi kontrolami. Akutni navozeni hyperglykémie ovliviiuje 1 koncentraci dalSich
metabolith méfitelnych pomoci MRS. Studie autorti (Mangia S. et al., 2013) porovnavala
koncentrace mozkovych metabolitii pfi hyperglykemickém clampu (16 mmol/l) provedeném
pti 4T. Popisuji 6% sniZeni koncentrace NAA a glutamatu ve skuping€ diabetikd 1. typu v
porovnani se zdravymi kontrolami, coz interpretuji jako ztratu nebo spiSe dysfunkci neuront
pii hyperglykémii.

Akutné navozend hypoglykémie u zdravych dobrovolnikli nevede pii nasledném
hyperglykemickém clampu ke zvySeni koncentrace glukdézy v mozku hodnocené MRS
(Criego A.B. et al., 2005a). Naproti tomu u diabetiki 1. typu s poruchou rozeznavani
glykémie popisuji autoii (Criego A.B. et al., 2005b) v mozku vyssi hladinu glukozy béhem
nasledujiciho hyperglykemického clampu (16mmol/l) v porovnani se zdravymi dospélymi.
Toto pozorovani pfipisuji aktivaci protektivnich mechanismii spusténych opakovanymi

hypoglykémiemi. Adaptace pacientli s TIDM na opakované hypoglykémie byla prokazana i
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ve studiich hodnoticich koncentraci mozkového glutamatu, ktery vzniké z glukdzy, po akutné
navozené hypoglykémii. U diabetikii byla na rozdil od zdravych kontrol koncentrace

glutamatu v mozku zachovana (Bischof M.G. et al., 2006; Terpstra M. et al., 2014)

Obrazek 1.2.3: Typické 'H spektrum mozkové tkané (parietalni bila hmota)

Signal N AA

Cr/PCr

Lac+Lip

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04

Chemical Shift (ppm)

Vysvétlivky: Glc, glukéza; Ins, inositol; Cho, cholin; Cr/PCr, kreatin + fosfokreatin, NAA, N-acetylaspartait + N-
acetylaspartatglutamat; Glu + Gln + GABA, signaly glutamatu, glutaminu a GABA; Lac, laktat; Lip, signaly lipidd a

makromolekul, $eda linie odpovida sumaci signald makromolekul
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FOSFOROVA SPEKTROSKOPIE: Fosforova spektroskopie umoziuje hodnotit mozkovy
energeticky metabolismus. Snizeny pomér PCr/ATP byl jiz popsédn u diabetikii 1. typu
(Bischof M.G. et al., 2004) a odrazi zde zfejm¢ alteraci energetického metabolismu. Dalsi
studie popisuje po navozeni hyperglykémie vzestup hodnoty PCr v mozkové tkani (Oltmanns
K.M. et al., 2008). Nepiimo je za pomoci *'P spektroskopie mozné hodnotit i inzulinovou
rezistenci — studie autord (Emmanuel Y. et al., 2013) porovnavala pomér PCr/ATP v
hippocamu u zdravych dobrovolnikli. Po 4-hodinovém podavani lipidové infaze (autofi
vzhledem k pfestupu volnych MK pies HEB ptedpokladaji navozeni IR i v mozkové tkani)
doslo k signifikantnimu snizeni poméru PCt/ATP. Dle autorti chybéla v buiikach po navozeni
ur¢itého stupné inzulinové rezistence glukoza, coz omezilo naslednou produkci zasobni
energetické molekuly PCr. Intranasalné podany inzulin, ktery obchazi HEB a pisobi pfimo
na mozkovou tkan, zvysil v mozku hladinu ATP i1 PCr a vedl nasledn¢ k menSimu

peroralnimu pifijmu (Jauch-Chara K. et al., 2012).

UHLIKOVA SPEKTROSKOPIE: Koncentrace mozkové glukézy i glykogenu je nizka,
takZe k metabolickym studiim je tfeba vyuzivat gluk6zu znacenou izotopem *C. Na zvifecich
modelech bylo potvrzeno, ze po ptfestupu HEB je znaceny uhlik inkorporovan do
aminokyselin N-acetylaspartatu, glutamatu, glutaminu, GABA, alaninu a laktatu (Kanamatsu
T. a Tsukada Y., 1994). Studie tedy umoziiuji sledovat metabolické procesy v citratovém
cyklu nebo glutamat — glutaminovy cyklus mezi neurony a astrocyty.

S pomoci *C MRS bylo provedeno nékolik studii zkoumajicich mozkovy metabolismus pfi
bylo potvrzeno (van de Ven K.C. et al., 2013). Pfi hypoglykémii bylo popsano zrychlené
uvoliovani gluk6zy z glykogenu a nasledné kompenzatorné zvySend syntéza glykogenovych
zasob (Gruetter R. et al., 2003; Tesfaye N. et al., 2011; Oz G. et al., 2012). Jako alternativni
energeticky substrat pfi hypoglykémii muaze slouzit laktat (De Feyter H.M. et al., 2013) i
acetat (Gulanski B.I. et al., 2013). Laktat jakoZto alternativni zdroj energie pifi hypoglykémii
byl potvrzen i v recentni studii (Wiegers E.C. et al., 2016) za pomoci vodikové spektroskopie.
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1.2.3 DALSI ORGANY

JATRA: Zikladni vySetfovaci metodou uréenou ke kvantifikaci jaterniho tuku je 'H MRS,
ktera umoziuje i uptesnéni diagnézy non-alkoholické steatohepatitidy (Szczepaniak L.S. et
al., 2005; Thomas E.L. et al., 2005). Metabolickd situace v jaterni tkani je v nckterych
ohledech podobnd pomérim v kosternim svalu a ektopicka akumulace lipidi je i zde spojend
s inzulinovou rezistenci. Opakované¢ byla prokazana negativni korelace mezi obsahem
intrahepatéalniho tuku (IHCL) a parametry inzulinové senzitivity (Seppala-Lindroos A. et al.,
2002; Tiikkainen M. et al., 2002). Podobné jako v kosternim svalu vede kratkodobé hladovéni
k vzestupu IHCL (Moller L. et al., 2008), ale dlouhodobé redukéni programy obsah IHCL
snizuji (Petersen K.F. et al., 2005a; Larson-Meyer D.E. et al., 2008). Jednorazova fyzicka
zatéz obsah IHCL zvySuje, coz je zésadni rozdil oproti IMCL (Egger A. et al., 2013; Bucher
J. et al., 2014). Dlouhodobé tréninkové programy obsah IHCL snizuji (van der Heijden G.J. et
al., 2010; Yoshimura E. et al., 2011). Pokles IHCL byl popsan po podavéani glitazond
(Mayerson A.B. et al., 2002; Phielix E. et al., 2013) a exenatidu (Dutour A. et al., 2016).

Pii pouziti fosforové spektroskopie byla u diabetu 2. typu popsdna naruSena energetika
jaternich bunék. Byl zji$tén niz§i obsah ATP v hepatocytech (Szendroedi J. et al., 2009b;
Schmid A.L et al., 2011) i nizsi vzestup koncentrace ATP po jidle (Fritsch M. et al., 2015).
Vysokéd koncentrace jaterniho glykogenu zde umoziiuje mapovat jeho metabolismus bez
pouziti znacené¢ho izotopu "*C (Roden M. et al, 2001). SniZzend postprandidlni syntéza
glykogenu byla popsana u pacientd s diabetem 1. (Hwang J.H. et al., 1995) i 2. typu (Krssak
M. et al., 2004). Pouziti znacenych mastnych kyselin umoznilo u diabetikii 2. typu pritkaz

zvySené postprandialni akumulace tuk v jaterni tkani (Ravikumar B. et al., 2005)

MYOKARD: Situace v myokardu je v fadé¢ ohledi podobnd situaci v kosternim svalu.
Vodikové spektrum umoziuje kvantifikovat intramyocelularni lipidy a i zde byla prokézana
vazba na poruchu gluk6ézové tolerance nebo pfimo diabetes 2. typu (McGavock J.M. et al.,
2007). U diabetiki 2. typu byla zjisténa asociace mezi obsahem IMCL a diastolickou
dysfunkci (Korosoglou G. et al.,, 2012). Fosforova spektroskopie prokazuje u pacientli s
diabetem 1. typu bez prikazu srde¢niho onemocnéni niz§i pomér PCr/ATP v porovnani se
zdravymi kontrolami (Metzler B. et al., 2002). Podobné vysledky prezentuje studie dalsi
skupiny autori (Diamant M. et al., 2003) a u diabetiki 2. typu navic popisuje korelaci

parametril mitochondrialni a diastolické dysfunkce. Autofi (Scheuermann-Freestone M. et al.,
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2003) zjistili u diabetikti 2. typu také nizsi klidovy pomér PCr/ATP s priikkazem pomalejsi

resyntézy po fyzické zatézi.

TUKOVA TKAN: Perspektivni se zda i spektroskopie tukové tkang. SloZeni mastnych
kyselin je mozné zkoumat za pomoci 'H MRS podobné jako v kosternim svalu (Ren J. et al.,
2008). Vzhledem k vysoké koncentraci uhlikovych atomt je ale mozné pouzit i *C MRS
(Hwang J.H. et al., 2003). Pouziti magnetického pole o vyss$i intenzit€¢ umoznuje i rozliSeni
uhliki sousedicich s dvojnymi vazbami s moznosti posoudit procento nasycenych a
nenasycenych mastnych kyselin. Zajimavé perspektivy ptinasi i analyza tukové tkané v kostni

dfeni (Machann J. et al., 2008).
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem prace je prispét k objasnéni inicidlnich patofyziologickych pochodi

zodpovédnych za vznik inzulinové rezistence.

Hypotéza: Inzulinova rezistence je spojena s metabolickymi abnormalitami bunék kosterniho

svalu a mozkové tkané jiz v preklinickych fazich onemocneni.

Diléi cile:

1. Zhodnotit energeticky metabolismus kosterniho svalu (m. soleus) s pomoci *'P MRS u
potomkii hypertonikii a zdravych kontrol a testovat vztahy k mifre inzulinové rezistence

(studie 1)

Hypotéza: Potomci hypertonikii vykazuji vysSsi miru inzulinové rezistence. Energeticky status
m. soleus ve skupiné potomkii hypertonikii je odlisny od kontrolni skupiny. Existuje vazba

mezi alterovanym svalovym metabolismem, stupném inzulinové rezistence a hypertenzi

2. Zhodnotit obsah intramyocelulirnich lipidii s pomoci "H MRS v kosternim svalu (m.
tibialis anterior) u subjektid s poruchou la¢né glykémie a testovat vliv podavani
telmisartanu (160mg/den, 3 tydny) formou randomizované, zaslepené, placebem
kontrolované studie, na zménu parametri inzulinové senzitivity a na obsah

intramyocelularnich lipida (studie 2)

Hypotéza: U osob s poruchou lacné glykémie existuje korelace mezi obsahem
intramocelularnich lipidii a inzulinovou senzitivitou. Podavani telmisartanu vede ve srovnani
s placebem ke zvyseni inzulinové senzitivity a k poklesu obsahu intramyocelularnich lipidii v

m. tibialis anterior.
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3. Hodnoceni bazilnich koncentraci vybranych metaboliti v mozkové tkani s pomoci 'H
MRS u subjekti s diabetem 1. typu a zdravych kontrol. Testovani vlivu akutni

suprafyziologické hyperinzulinémie (2mU/kg/min) na mozkovy metabolismus (studie 3)

Hypotéza: U pacientit s diabetem 1. typu existuji zmény v koncentracich vybranych metabolitii
v mozkové kure. Akutni hyperinzulinémie vede k vzestupu koncentrace glukozy v mozkove
tkani. Inzulinem indukovany vzestup koncentrace glukozy v CNS je rozdilny mezi diabetiky a

kontrolami a je zavisly na stupni inzulinové senzitivity.
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3. POPIS VYBRANYCH METOD POUZITYCH
V JEDNOTLIVYCH STUDIICH

3.1 ORALNI GLUKOZOVY TOLERANCNI TEST

V testu po podéani 75g glukézy byly stanoveny hodnoty gluk6zy, imunoreaktivniho inzulinu
(IRI) a C peptidu v ¢asech 0, 30, 60 a 120 minut. Suma jednotlivych hodnot glukézy, IRI a C
peptidu (3 Gly, YIRI a Y Cpep) byla pouzita jako jedno z kritérii hodnoceni glukézového

metabolismu ve studii 1.

3.2 HYPERINZULINOVY EUGLYKEMICKY CLAMP

Vysetieni hyperinzulinovym euglykemickym clampem bylo provedeno s cilem kvantifikovat
inzulinovu senzitivitu a ve studii 3 i s cilem navodit hyperinzulinémii a zkoumat jeji vliv na
metabolismus mozkové tkané. Pacienti byli vySetfovani ambulantné po celono¢nim lacnéni
znamou metodikou (DeFronzo R.A. et al., 1979). Rychlost kontinudlni inzulinové infuze
(Actrapid HM 100 U/ml, Novo Nordisk, Kodaii, Dansko) byla ve studiich 1 a 2 udrzovana na
ImU/kg/min (dosazena konstantni hyperinzulinémie pfiblizn¢ 75uU/ml) a ve studii 3 na
2mU/kg/min (dosaZzena konstantni hyperinzulinémie pfiblizn¢ 140pU/ml). Rychlost infuze s
15% glukosou byla upravovdna s cilem udrZet glykémii Smmol/l. Délka clampového
vySetieni ve studii 1 byla deset hodin, ve studii 2 dvé hodiny a ve studii 3 tfi hodiny.
VySetteni ve studii 3 bylo provedeno ptimo v prostorech magnetické rezonance.

Citlivost na inzulin byla hodnocena nasledujicimi parametry: spotieba glukozy (M),
metabolickd clearance glukozy (MCR) a index inzulinové senzitivity (M/I). Hodnota M byla
ziskana vydélenim stfedni rychlosti gluk6zové infuze béhem urcené periody clampu télesnou
hmotnosti (mg/kg/min). MCR byla zjiSténa vydélenim hodnoty M primérnou glykémii
béhem dané clampové periody (ml/kg/min). Index M/I byl vypocten vydélenim hodnoty M
pramérnou inzulinémii béhem sledovaného clampového useku (mg/kg/min/mIU/). Ve studii
1 byla v rdmci hodnoceni vazby inzulinové senzitivity a spektroskopickych parametrii

pouzivana i suma hodnot M, MCR a M/I z jednotlivych clampovych period.

3.3 SPEKTROSKOPIE MAGNETICKOU REZONANCI
Vysetieni MRS byla provadéna po celono¢nim la¢néni ptistrojem Siemens Vision (Erlangen,
Némecko) se silou magnetické indukce 1,5T. Pacienti byli vySetfovani v poloze vleze na

zadech.
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Fosforové spektrum kosterniho svalu ve studii 1 bylo ziskdno za pomoci dudlni povrchové
civky '"H/3'P. Spektrum bylo ziskdno z celého objemu m. soleus za pomoci FID sekvence (TR
Ss, 16 akvizic, 512 bodu, Sife spektra 4000Hz). Spektra byla vyhodnocena za pomoci
standardniho softwaru Siemens Numaris. Ke statistickému hodnoceni byly pouzity poméry
intenzit signall jednotlivych makroergnich fosfati. Hodnota intracelularntho pH a
koncentrace intracelularniho Mg2+ (Mgi) byla dopocitana podle publikovanych vzorci
(Gupta R.K. et al., 1978; Thompson C.H. et al., 1995). Typické fosforové spektrum je na
Obr. 1.2.2.

Vodikové spektrum kosterniho svalu (studie 2) bylo méfeno v jednokandlové cirkularné
polarizované hlavové civce. Méfeni probihalo v m. tibialis anterior, pro lokalizaci byly
pouzity T1 vaZzené obrazy ve tfech kolmych rovinach. Objem voxelu byl piiblizné 4,2ml.
Pozice voxelu byla upravena tak, aby obsahovala co nejméné viditelné intersticialni tkané
nebo tuku. Byla pouzita méfici sekvence single voxel PRESS s parametry TR/TE
2000ms/270ms, pocet akvizic byl 256 anebo 512 podle velikosti voxelu. Spektra byla
analyzovéna za pomoci LCModelu (LCModel web page), signal kreatinu byl pouzit jako
interni standard a ke statistickému hodnoceni byly pouzity poméry signalli methylovych a
methylenovych skupin ke kreatinu. Typické vodikové spektrum je na Obr. 1.2.1.

Vodikova spektra mozkové tkané (studie 3) byla métena v cirkuldrné polarizované hlavové
civece. Bylo pouZzito méftici sekvence single voxel s lokalizaci pomoci stimulovaného echa
(STEAM) s parametry TR/TE/TM= 5000/10/15 ms. M¢feni probihala z oblasti parieto-
okcipitalni bilé hmoty s objemem voxelu ptiblizné 10ml. Pocet akvizic byl 220, celkova doba
méfeni jednoho spektra byla 18,5minuty. Pro lokalizaci meétfené oblasti byly pouzity
standardni T2 vazené obrazy ve tfech kolmych rovinach. Absolutni kvantifikace spekter byla
provedena metodikou LCModel (LCModel web page). Koncentrace metaboliti byly uvadény

jako molarni koncentrace. Typické vodikové spektrum mozkové tkané je na Obr. 1.2.3.

3.4 NEPRIMA KALORIMETRIE

Utilizace substratl a energeticky vydej byl hodnoceny nepiimou kalorimetrii (Ferrannini E.,
1988). Spotieba O2 a vydej CO; byl méfen béhem 45 minutového intervalu pied zahajenim
clampovych vySetfeni (metabolicky monitor VMAX, Sensor Medics, Anaheim, CA, USA).
Odpady dusiku do moci byly stanoveny z bazalniho vzorku moci. Neoxidativni spotieba

glukozy (NEOX) byla spocitana po odecteni rychlosti gluk6zové oxidace od M.
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3.5 LABORATORNI STANOVENI

Plazmaticka glykémie béhem clampu byla méfena s pouzitim gluk6zo-oxiddzové metody
(Beckman Glucose Analyzer; Beckman Instruments, Fullerton, California, USA). Plazmaticka
hodnota imunoreaktivniho inzulinu byla stanovena metodou RIA — radioimunoassay (Insulin
IRMA Kit, Immunotech, Praha, Ceska republika). C peptid byl hodnocen stejnou metodou (C
peptid IRMA Kit, Immunotech, Praha, Ceska republika). Celkovy cholesterol, frakce HDL
cholesterolu a sérové triglyceridy byly méfeny enzymatickou metodou s pouzitim CHOD-
PAP testu (Hoffmann-LaRoche, Basel, Svycarsko). Hodnota frakce LDL cholesterolu byla
dopocitana s pouzitim modifikované verze Friedwaldovy rovnice.

Hodnota volnych mastnych kyselin byla stanovena half-micro testem (Roche Diagnostics
GmbH; Penzberg; Némecko). Plazmatickd koncentrace TNFo byla méfena imunoeseji
(Human TNFa UltraSensitive RIA kit; BioSource International, Camarillo, CA, USA).
Plazmaticka koncentrace rezistinu byla méfena Human Resistin Elisa kitem (BioVendor
Laboratory Medicine Inc., Brno, Ceska republika). Plazmatickd koncentrace leptinu byla
méfena Human Leptin ELISA kitem (BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Ceska
republika). Plazmatickd koncentrace adiponektinu byla méfena Human Adiponectin ELISA
kitem (BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Ceska republika). Hodnota glykovaného
hemoglobinu ve studii 1 (DCCT) byla stanovena metodou vysokoucéinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s pouzitim Bio-Rad Hemoglobin Alc Column Testu (Bio-Rad
Laboratories GmbH; Munich, Germany). Hodnota glykovaného hemoglobinu ve studii 3 byla
stanovena stejnou metodou, ale vysledky byly standardizovany na jednotky IFCC (Goodall 1.,
2005). Hodnota glykovaného hemoglobinu ve studii 2 byla stanovena HPLC metodou (Tosoh
HLC-723 G7; Tosoh Corporation, Tokyo, Japan) a metoda byla kalibrovdna na jednotky
IFCC. Koncentrace sérového magnesia byla stanovena fotometricky s pouZitim xylidinové

modii.

3.6 STATISTICKA ANALYZA

Hodnoty jsou uvadény jako prumér + SD. Ke zhodnoceni vazeb mezi antropometrickymi,
metabolickymi a spektroskopickymi parametry v jednotlivych studiich byl pouzit Pearsontiv
nebo Spearmantliv korelacni koeficient, ve studii 1 byla pouZzita i vicenasobna linedrni regresni
analyza. Ve studii 1 pfi parametrické distribuci zkoumané veli¢iny byl pouzit k porovnani
dvou skupin parovy T test. Ve studii 2 byl pifi porovnavani dvou meéteni u téhoz pacienta
vzhledem k neparametrické distribuci zkoumané veliiny pouzit Wilcoxonliv parovy test.

Vliv inzulinémie na vybrané parametry byl ve studii 1 a 3 hodnocen analyzou rozptylu
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(ANOVA — analysis of variance with repeated measures). Hodnota P < 0,05 byla povaZovana
za statisticky signifikantni. Ke statistické analyze byl pouzit software Statgraphics Plus 5.1 a

GraphPad Prism 5.
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4. USPORADANI STUDIi, PREHLED VYSLEDKU A DISKUSE

4.1 STUDIE 1
Metabolické charakteristiky m. soleus ve vztahu k inzulinové

senzitivité u potomkii hypertoniki (priloha €. 1)

Hypertenze patii spolu s inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a glukézovou intoleranci mezi
zakladni komponenty metabolického syndromu. Patogeneze vzniku metabolického syndromu
neni doposud objasnéna, ale pfedpoklada se, Ze inzulinova rezistence v ni hraje zasadni roli.
potomkii hypertonikt (Beatty O.L. et al., 1993; Facchini F. et al., 1992; Ferrari P. et al., 1991;
Endre T. et al., 1994; Vlasakova Z. et al., 2004). V patogenezi hypertenze pravdépodobné
hraji roli 1 abnormality v koncentracich nékterych iontd jako je natrium, kalium, kalcium nebo
magnesium. Nektefi autofi piedpokladaji také vazbu mezi deficitem intracelularniho
magnesia a rozvojem diabetu (Paolisso G. o Barbagallo M., 1997; Barbagallo M. et al., 2003).
Kosterni sval je jednim z cilovych organt inzulinového piisobeni a myocyty maji podobnou
bioenergetiku jako buiiky hladkého svalu ve sténach cév, které se regulace krevniho tlaku
pfimo Uc€astni. Kazdy biochemicky proces, ktery se odehrdva v myocytech, ovliviiuje
energeticky status buniky. Rozdil v plisobeni inzulinu v kosternim svalu u inzulinsenzitivnich
a rezistentnich osob ma tedy pifimy dopad na energetiku bunky. Vysledné koncentrace
makroergnich fosfatli jsou zavislé také na funkci mitochondrii a fada praci popisuje vyskyt
mitochondrialni dysfunkce ve spojitosti s inzulinovou rezistenci (Kelley D.E. et al., 2002;
Schrauwen P. et al., 2010). Koncentrace makroergnich fosfati mohou byt detekovatelné
fosforovou spektroskopii (*'P MRS). Spektrum umoZiluje hodnotit koncentrace
fosfomonoesterti (PME), fosfodiesterti (PDE), fosfokreatinu (PCr), anorganického fosfatu (P1)
a ATP (sumarni signal Patp a signdl BATP) a je moZzné i dopocitat koncentraci
intracelularniho magnesia (Mgi) z chemického posunu mezi signadlem o ATP a BATP (Gupta
R.K. et al., 1978; Bock J.L. et al., 1985). Hodnota intracelularnitho pH mize byt urcena z
chemického posunu mezi Pi a PCr (Thompson C.H. et al., 1995).

U pacientl s primarni juvenilni hypertenzi jiz byly za pomoci *'P MRS detekovany rozdily v
energetickém statusu kosterniho svalu (Hajek M. et al., 2002). Energeticky metabolismus

kosterniho svalu u osob v preklinickém stadiu hypertenze doposud nebyl zkoumén. Cilem
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nasi studie bylo porovnat za pomoci *'P MRS metabolické charakteristiky m. soleus u
potomkti hypertonikti (OH) a zdravych kontrol (C) a zjistit, zda existuje vazba mezi stupném

citlivosti na inzulin a metabolismem makroergnich fosfat ve svalu.

Charakteristika subjektii a schéma studie: Skupina OH byla tvofena 10 mladymi zdravymi
dobrovolniky, ktefi méli minimalné¢ jednoho z rodi¢l s diagnostikovanou hypertenzi.
Kontrolni skupinu tvofilo 13 osob bez rodinné anamnézy hypertenze, diabetu, obezity nebo
ICHS. Vsechny osoby zatfazené do studie mély normalni vysledky v oGTT podle kritérii The
Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus (Genuth S. et al.,
2003). Hodnoty krevniho tlaku byly u vSech v pasmu normy podle kritérii The European
Society for Hypertension (European Society of Hypertension-European Society of Cardiology
Guidelines C., 2003). Klinické a laboratorni charakteristiky obou skupin jsou uvedeny v
tabulce 4.1.1. Ke zhodnoceni inzulinové senzitivity byly pouzity sumarni hodnoty M, MCR a
M/1 z jednotlivych period 10-ti hodinového hyperinzulinemického euglykemického clampu
(perioda 1: minuty 100-120, 2: 180-200, 3: 280-300, 4: 360-380, 5: 480-500, 6: 580-600). K
posouzeni glukézového metabolismu byly pouZity i sumarni hodnoty glykémie, C peptidu a
IRI z oGTT (Casy 0, 30, 60 a 120 minut). Energeticky metabolismus m. soleus byl hodnocen
za pomoci *'P MRS (parametry Pi, PCr, Patp, BATP, PDE, PME a jejich poméry, dopocitano

bylo pH a Mgi).
Tabulka 4.1.1: Charakteristika souboru
POTOMCI KONTROLY P
HYPERTONIKU
(n=10) (n=13)

Vék (roky) 27,4+3.8 26,6 £4.,8 NS
BMI (kg/m2) 25,1+34 244 +1,5 NS
WHR 0,89 +0,1 0,85+ 0,1 NS
TK s (mmHg) 129,7 £ 6,0 115,6 £4,0 koK
TK d (mmHg) 78,8 +4,7 67,8 +5,1 ok
HbAlc (%) (DCCT) 5,14+0,2 5,08+0,3 NS
Chol (mmol/I) 4,65+1,2 4,46 £ 1,1 NS
HDL (mmol/1) 1,22+0,2 1,11+0,2 NS
LDL (mmol/l) 2,68+ 1,1 2,6+0.8 NS
TAG (mmol/l) 1,76 £ 0,9 1,76 £ 0.8 NS
MgS (mmol/l) 0,78+ 0,1 0,83 +0,1 NS

Vysvétlivky: BMI, body mass index; WHR, pomér pas-boky; TKs, systolicky krevni tlak; TKd, diastolicky krevni tlak;
HBAIlc, glykovany hemoglobin, DCCT, kalibrace glyk. hemoglobinu; Chol, celkovy cholesterol; HDL, high-density
lipoprotein cholesterol; LDL, low-density lipoprotein cholesterol; TAG, sérové triglyceridy; MgS, sérové magnesium

**% p < 0.001; NS, neni signifikantni
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Vysledky: Klinické a biochemické charakteristiky obou skupin se neliSily (Tabulka 4.1.1),
pouze hodnota systolického a diastolického krevniho tlaku byla signifikantné vyssi ve skupiné
OH (P < 0,001). Vysledky oGTT a clampii jsou uvedeny v Tabulce 4.1.2. VSechny hodnoty
OH byla zjisténa nizsi hodnota Y M/I (p = 0,011) béhem clampu a behem oGTT vyssi hodnota
> C peptidu (p = 0,015) a trend k vyssi hodnoté Y IRI (p = 0,055). Koncentrace metabolit
stanovenych *'P MRS jsou uvedeny v tabulce 4.1.3. Mezi skupinami nebyly zjistény rozdily v
koncentraci makroergnich fosfati. Hrani¢ni rozdil byl zjistén pouze v poméru Pi/BATP s
vys$$i hodnotou ve skupiné OH. Korela¢ni koeficienty mezi vybranymi antropometrickymi,
metabolickymi a spektroskopickymi parametry jsou uvedeny v tabulce 4.1.4.

Mezi dal§imi korelacemi neuvedenymi v tabulce jsou podstatné pozitivni korelace mezi
pomérem PDE/PME a hmotnosti (r = 0,45; p < 0,05) a hodnotou C peptidu 0 (r =0,45; p <
0,05). Pomér Pi/BATP koreloval s obvodem pasu (r = 0,44; p < 0,05). Pomér PCr/BATP
koreloval s hmotnosti (r = 0,51; p < 0,05). Hodnota Mgi negativné korelovala s WHR (r = -
0,44; p < 0,05), obvodem pasu (r = - 0,43; p < 0,05) a celkovym cholesterolem (r = -0,43; p <
0,05). Silnd pozitivni korelace byla déale zjiSt€éna mezi hodnotou MgS a inzulinovu
senzitivitou vyjadienou jako > M (r = 0,63; p = 0,001), > MCR (r =0,59; p <0,01) i Y M/I (r =
0,51; p <0,01). Hodnota diastolického krevniho tlaku korelovala negativné s Y M (r = - 0,42;
p <005 asXMI (r=-0,54; p <0,01). Podle vysledkii vicecetné regresni analyzy s
fosfatovymi metabolity jako nezavislymi proménnymi zévisela hodnota systolického i

diastolického tlaku na poméru Pi/BATP.
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Tabulka 4.1.2: Vysledky oGTT a hyperinzulinového clampu

POTOMCI KONTROLY P
HYPERTONIKU
(n=10) (n=13)

Gly 0 min (mmorn) 4,99 +0,5 5,01 +£0,3 NS
> Gly (mmol/) 23,7+3,1 222+29 NS
IRI 0 min miun) 10,0 £ 4,4 8,85+2,8 NS
Y IRI (mruny 199,3 £ 97,4 129,8 £ 36,2 NS; p=0,055
C pep 0 min (pmol/ml) 0,69 £0,2 0,6 0,2 NS
>'C pep (pmol/ml) 9,78 +0,7 7,24 £0,7 *
> M (mg/kg/min) 62,12+ 13,3 75,58 £16,8 NS
>MCR (m/kg/min) 68,38 £ 16,0 82,17 £ 18,3 NS
> M/I(mg/kg/min/miun) 0,74 £ 0,47 1,42 £ 0,65 *

Vysvétlivky: Gly, glykémie; > Gly; suma glykémii behem oGTT; IRI, imunoreaktivni inzulin; Y IRI, suma hodnot IRI béhem

oGTT; C pep, C peptid; > Cpep, suma hodnot C peptidu béhem oGTT; M, spotieba glukdzy; MCR, metabolicka clearance

gluko6zy; M/L, index inzulinové senzitivity; * p < 0,05; NS, neni signifikantni

Tabulka 4.1.3: Parametry svalového metabolismu v m. soleus hodnocené *'P MRS

POTOMCI KONTROLY P
HYPERTONIKU
(n=10) (n=13)
PCr/Pi 7,05+ 1,21 7,63 £ 1,07 NS
PCr/Patp 1,63 + 0,08 1,38 £ 0,08 NS
PCr/PME 19,7 + 8,1 18,84 + 4,19 NS
PCr/PDE 84+39 7,58 + 1,93 NS
PCr/BATP 6,9+ 13 6,47 + 0,77 NS
Pi/PME 2,75+ 1,02 2,49 + 0,56 NS
Pi/PDE 1,21 £ 0,57 1,02 £0,27 NS
Pi/PATP 1,00 +£ 0,21 0,86 +0,15 NS; p=0,08
Pi/Patp 0,24 + 0,05 0,21+ 0,03 NS
PDE/BATP 1,03 0,49 0,93 £ 0,24 NS
PDE/PME 2,47 +0,77 2,59 +0,77 NS
PME/BATP 0,42 +0,22 0,36 = 0,08 NS
Patp/BATP 425+0,79 4,08 + 0,38 NS
Patp/PME 12,03 + 4,97 11,8 £2,54 NS
Patp/PDE 5,11 +2.45 478 +1,18 NS
Mgi 608,8 + 81,2 632,4 +123,9 NS
pH 7,07 £ 0,02 7,06 + 0,03 NS

Vysvétlivky: PCr, fosfokreatin; Pi, anorganicky fosfat; Patp, sumarni signal ATP; BATP,

fosfomonoestery; PDE, fosfodiestery; Mgi, ionizované intracelularni magnesium; pH, intracelularni pH

NS, neni signifikantni

jeden ze signala ATP; PME,
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Tabulka 4.1.4: Korelace mezi vybranymi antropometrickymi, metabolickymi a

spektroskopickymi charakteristikami

SCpep | SIRI | TAG | chol | TKs TKd WHR | BMI
PCr/Pi 0,2 0,27 0,22 004 |-026 |-0,15 |-027 |-0,07
PCr/Patp | 0,14 0,06 |-033 |-027 | 043* | 0,08 |-033 |-0,04
PCr/Batp | 0,51* | 0,53** | 027 0,05 | 033 037 |-0,03 | 0,45
Pi/Patp 0,23 0,21 0,34 |-0,17 | 0413* | 0,18 0,11 | 0,02
Pi/Batp 0,54** | 0,60** | -0,02 | -0,02 | 048* | 042* | 0,17 | 0,408
PDE/PME | 027 0,15 045* | 025 |-028 |-0,1 0,03 | 0,38
Mgi 0,21 0,1 0,22 | -042% | 0.1 0,05 | -0,44% | 0,12
BMI 0,61%* | 0,68%** | 043* | 047* | 0,28 037 0,08 |/
WHR 0,36 0,32 0,47* | 0,58%* | 0,15 014 |/ /
TKs 0,5* 0,51* | -0,08 014 |/ 0,75%** | / /
TKd 0,5* 0,62** | 0,13 02 | 0,75%% |/ / /
chol 0,43* | 043* | 0,66%** | / / / / /
TAG 0,33 0,414% |/ / / / / /
IRI 0,84%*% | / / / / / / /
> Cpep / / / / / / / /

Vysvétlivky: Y Cpep, suma hodnot C peptidu béhem oGTT; Y IRI, suma hodnot IRI béhem oGTT; TAG, sérové
triglyceridy; Chol, celkovy cholesterol; TKs, systolicky krevni tlak; TKd; diastolicky krevni tlak; WHR, pomér pas-
boky; BMI, body mass index; PCr, fosfokreatin; Pi, anorganicky fosfat; Patp, 3 signadly ATP; PME, fosfomonoestery;
PDE, fosfodiestery; BATP, signal BATP; Mgi, ionizované intracelularni magnesium

*<0,05; ** <0,01; ***<0,001;

Diskuse: V nasem souboru jsme prokdzali korelaci mezi metabolickymi parametry jako je
YIRI a Y Cpep s krevnim tlakem. Hodnoty D IRI a Y C peptid piedstavuji silny prediktor
predispozice k rozvoji inzulinové rezistence u osob s doposud normalni glukézovou toleranci.
Hodnota MgS se mezi skupinami neliSila, ale zjistili jsme silnou korelaci mezi inzulinovou
senzitivitou vyjadfenou jako > M, Y MCR nebo Y M/I a MgS. Hodnota Mgi byla mezi
skupinami také srovnatelna, nekorelovala s hodnotou TK ani s inzulinovou senzitivitou, ale
byla zjiSténa negativni korelace mezi Mgi a WHR 1 obvodem pasu a dale mezi Mgi a
celkovym cholesterolem.

Hypomagnesemie provazi diabetes mellitus 2. typu (Gommers L.M. et al., 2016). Deficit
intracelularniho magnesia v buiikdch krevnich elementt je dlouhodobé zndmy 1 u hypertenze
(Resnick L.M. et al., 1988; Barbagallo M. et al., 1997; Mo Z. et al., 1999) 1 diabetu 2. typu
(Resnick L.M. et al., 1988; Resnick L.M. et al., 1993a; Barbagallo M. et al., 1997; Barbagallo

M. et al., 2003; Mo Z. et al., 1999) a ve vétsin€ piipada byla zjiSténa pfimo negativni korelace
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mezi hodnotou TK a Mgi (Resnick L.M. et al., 1988; Resnick L.M. et al., 1991; Mo Z. et al.,
1999). Studie autort (Corica F. et al., 1998) prokdzala nejvétsi pokles Mgi v krevnich
destickach u pacientli s kombinaci hypertenze a diabetu. Jina studie naopak povazuje diabetes
za zakladni podminku vedouci k poklesu Mg a neprokazuje ptidatny vliv hypertenze (Mo Z.
et al., 1999).

V pfipad¢ svalovych bunék byla deplece magnesia prokazdna na zvifecich modelech s
hypertenzi v hladkych svalovych bunikach v aort€¢ a v kosternim svalu (Jelicks L.A. a Gupta
R.K., 1990; Ng L.L. et al., 1992; Kisters K. et al., 2000). Naproti tomu jini autofi (Sebekova
K. et al., 1999) nenasli zadny rozdil v hladin¢ Mgi v kosternim svalu u inzulinrezistentnich
osob se snizenou renalni funkci a dalsi skupina (Hajek M. et al., 2002) nezjistila Zadnou
signifikantni zménu v hladin€ Mgi v kosternim svalu u hypertenznich osob.

Inzulin podstatnym zpGsobem ovliviluje koncentraci intracelularniho magnesia. Inkubace
erytrocytll s inzulinem vede k vzestupu Mgi u normotenznich, ale nikoliv hypertenznich
pacientdl (Barbagallo M. et al., 1997). Naopak deplece Mgi mlize byt navozena po inkubaci
erytrocytll v roztoku s vysokou koncentraci glukozy (Barbagallo M. et al., 1997; Resnick
L.M. et al., 1993b). Hyperglykémie navozena v oGTT vede k redukci Mgi v erytrocytech a
Mgi negativné koreluje s integrovanou inzulinovou odpovédi v oGTT (Resnick L.M. et al.,
1990).

Vsechny hodnoty sérového magnesia v nasi studii byly ve fyziologickém rozmezi, ale
korelace s inzulinovou senzitivitou byla pfesto zjevnad. Hodnota sérového magnesia nemusi
vzdy odpovidat celotélovym intracelularnim zasobam. Intracelularni pool je pravdépodobné
vice chranén vzhledem ke svym biologickym funkcim. Negativni korelace mezi Mgi a WHR
nebo obvodem pasu v nasi studii ale ukazuje, Zze i obsah Mgi mize byt béhem rozvoje
metabolického syndromu alterovan. Limitaci nasi studie je fakt, ze jsme zarovenn nehodnotili
koncentraci sérového ionizovaného magnesia. Magnesium funguje jako kofaktor fady
enzymatickych reakci v€etné reakci zapojenych do homeostazy glukézy a inzulinu. Otazka
suplementace magnesia mtize byt diilezita z terapeutického hlediska, protoze podle vysledk
recentnich metaanalyz zlepSuje parametry glukézového metabolismu a inzulinovou senzitivitu
(Simental-Mendia L.E. et al., 2016; Veronese N. et al., 2016; Morais J.B.S. et al., 2017).
Suplementace magnesia ma dle dal§i nové metaanalyzy 1 maly pozitivni vliv na pokles
krevniho tlaku (Zhang X. et al., 2016).

Pti hodnoceni energetického metabolismu se predpokladd, ze i kdyz myocyty kosterniho
svalu nejsou piimo vystaveny u€inku zvysSené¢ho krevniho tlaku, i jejich metabolismus bude

odrazet zmény, ke kterym dochazi pii hypertenzi v hladkych svalovych buiikach cév.
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Kosterni sval je navic klasickym cilovym orgédnem pusobeni inzulinu a IR je typicky spojena
s rozvojem hypertenze.

Mezi skupinami OH a C jsme nezjistili zadné rozdily v energetickém metabolismu, hrani¢né
vyssi byl pomér Pi/BATP ve skupiné OH. Tento pomér také vykazoval nejvice korelaci s
parametry inzulinové senzitivity (3 Cpep, > IRI, obvod pasu) i s hodnotou systolického a
diastolického krevniho tlaku. Vys$i pomér Pi/BATP odrazi konsumpci APT a zvySenou
produkci anorganického fosfatu, ktery pii rozkladu ATP vznikd. ZvySeni krevniho tlaku mtze
vést k aktivaci energetického metabolismu se zvySenou utilizaci ATP a jeho pomalejsi
resyntézou, coz vede k prechodné kumulaci Pi. Reakce na hrani¢ni hypertenzi by mohla byt
analogicka reakci na fyzickou zatéz, pii které také dochézi ke konsumpci ATP. Alternativnim
vysvétlenim miize byt vyskyt urcité lehké formy mitochondridlni dysfunkce, kterd provazi IR
a kterd je spojend s niz$i produkci ATP v dychacim fetézci. Alterace energetického
metabolismu by zde odrazela priméarni dysfunkci zodpovédnou za rozvoj IR, nikoliv reakci na
pritomnost hypertenze. Soucasné zjisténa pozitivni korelace mezi pomérem PCr/BATP a
parametry inzulinové senzitivity (3 Cpep, Y IRL, hmotnost a BMI) opét ukazuje na moznost
nizsi produkce ATP ve vazb¢ na IR.

Zjistili jsme 1 pozitivni korelaci mezi TKs a PCr/Patp. PCr funguje jako energeticky rezervoar
pro resyntézu ATP. Prvni reakci na zatéz ve skupiné mladych a zatim jesté prehypertenznich
osob muze byt také neoformace PCr tak, aby byla jeho hodnota udrzovana na stabilni nebo
spiSe vyssi urovni pro ptipad zvySené potieby. Podobny mechanismus byl popsan ve skupiné
profesionalnich cyklistt, ktefi méli v kosternim svalu vyssi hladinu PCr (Hug F. et al., 2005).
Ptesnéjsi odpovédi by nam nabidlo hodnoceni absolutnich koncentraci danych makroergnich
fostatli nikoliv pouze hodnoceni jejich pomért.

Mitochondrialni dysfunkce v kosternim svalu ve spojeni s inzulinovu rezistenci byla jiz
popséna u starSich osob (Petersen K.F. et al., 2003) i u potomkii diabetikii (Petersen K.F. et
al.,, 2004). Alterace energetick¢ého metabolismu byla popséna také u myokardu, kde byla
prokézéna jasna negativni korelace mezi pomérem PCr/Patp a myokardidlni funkci pfti
dilata¢ni kardiomyopatii, ischemické chorobé& nebo chlopenni vad¢ a pfi 1écbé byla prokézana
parcidlni reverzibilita (Beer M., 2004). Podobné zmény byly zjistény 1 u asymptomatickych
diabetiki (Scheuermann-Freestone M. et al., 2003; Metzler B. et al., 2002; Diamant M. et al.,
2003) nebo hypertonik (Lamb H.J. et al., 1999) pfti diastolické dysfunkci. Uvedené vysledky
potvrzuji aktivaci energetického metabolismu s niz§i schopnosti resyntézy PCr. OvSem byla
publikovana 1 studie, kterd Zadné rozdily v koncentracich PCr a ATP v myokardu u

hypertonikii neprokazala (Beer M. et al., 2002). Neni jasné, zda jsou tyto vysledky
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aplikovatelné také na metabolismu kosterniho svalu. U pacientl s neléCenou hypertenzi byla v
klidu popsédna nizsi hodnota PCr a po fyzické zatézi doslo k vétSimu poklesu koncentrace PCr
a kjeho pomalejsi resyntéze. Podobné byl popsan vétsi pokles poméru ATP/Pi také s
pomalejsi regeneraci podobné jako v myokardu (Ronquist G. et al., 1995). Autoti (Hajek M.
et al., 2002) popisuji v kosternim svalu hypertenznich osob vyssi poméry PCr/Pi, PCt/BATP,
PCr/Patp a PDE/BATP a nizsi poméry Pi/PDE, PCr/PME a Pi/Patp. Skupina (Sebekova K. et
al., 1999) popsala v kosternim svalu inzulinorezistentnich pacientii se snizenou renalni funkci
nizs§i pomér ATP/Pi a vyssi pomér PCr/ATP. Vysledky publikovanych studii ukazuji na urcity
stupen relativniho nedostatku ATP v kosternim svalu, ktery miize odpovidat snizené funkci
svalovych mitochondrii.

Bylo provedeno také nékolik dynamickych studii k posouzeni role inzulinu ve svalovém
fosfatovém metabolismu. Skupina autorti (Taylor D.J. et al., 1991) popisuje zvySeni Pi v
bunkach lidského kosterniho svalu po infuzi inzulinu a jeho snizeni v plazmé. Autofi (Fisher
M.J. a Dillon P.F., 1989) popisuji vzestup PCr a pokles Pi pti perfuzi krysiho moc¢ového s
meéchyfe inzulinem.

Hodnota PDE se zvySuje s v€kem a odrazi nahradu myofibril tukovou tkéni (Kurkova D. et
al., 1997). Hodnota PME je naopak vysoka v détstvi a postupné klesa (McCully K. et al.,
1999). Pomér PDE/PME koreloval v nasi studii s vahou, C peptidem a TAG a zda se tedy, ze

na koncentrace PDE a PME maji vliv i jiné faktory nez pouze vék.

Zavér: U osob s predispozici k rozvoji hypertenze je vyjadien v porovnani se zdravymi
kontrolami urcity stupent inzulinové rezistence. Hodnota sérového magnesia koreluje pfimo se
stupném inzulinové senzitivity. Hodnota intracelularniho magnesia v kosternim svalu koreluje
negativné pouze s vybranymi ukazateli metabolického syndromu, nikoliv pfimo s inzulinovou
senzitivitou. Korelace mezi vybranymi svalovymi energetickymi charakteristikami, vysi
krevniho tlaku a parametry inzulinové senzitivity ukazuje na alteraci energetického
metabolismu kosterniho svalu ve spojeni s rozvojem hypertenze a / nebo inzulinové

rezistence.

54



4.2 STUDIE 2

Vliv telmisartanu na obsah intramyocelularnich lipidi u

0sob s poruchou la¢né glykémie (priloha ¢. 2)

Rozvoj inzulinové rezistence je spojen s ektopickou akumulaci tukti. Kosterni sval je jednim
z organd, kde se inzulinova rezistence typicky projevuje a je zde provazena kumulaci IMCL.
Mechanismus, ktery je za ektopickou akumulaci lipidd zodpovédny, neni pfesné zndmy, ale
pravdépodobné c¢astecné souvisi s naruSenou funkci podkozni tukové tkané. Dysfunkéni
tukova tkan neni schopna pojmout a zpracovat zvySenou nabidku triglyceridt. Cirkulujici
triglyceridy vstupuji do myocytii, a pokud je zde piekrocena mitochondridlni oxidativni
kapacita, dochézi ke kumulaci lipidovych kapének v cytoplazmé.  Vazba ektopické
akumulace IMCL na inzulinovou rezistenci je dlouhodobé znama (Jacob S. et al., 1999;
Perseghin G. et al., 1999).

Telmisartan je blokator receptoru pro angiotensin II. V literatufe je popisovan pozitivni vliv
blokady systému renin-angiotensin-aldosteron (RAS) na inzulinovou senzitivitu (Scheen A.J.,
2004; McGuire D.K. et al., 2008; Das U.N., 2016). V tukové tkani jsou exprimovany vSechny
komponenty systému RAS a po jeho blokad¢ dochazi ke stimulaci adipogeneze (Sharma
AM., 2006; Kalupahana N.S. a Moustaid-Moussa N., 2012). Angiotenzin II je negativnim
regulatorem adipogenenze a jeho plisobeni vede k tvorb& velkych dysfunkénich adipocytt,
které jsou spojovany s IR a chronickym zanétem (Slamkova M. et al., 2016). Naopak pIné
funk¢ni malé diferencované adipocyty jsou schopny kumulovat nadbyte¢né mnozstvi lipida a
bréni tak jejich ektopickému ukladani.

Telmisartan funguje také jako parcidlni modulator receptoru PPARY, ktery reguluje expresi
fady gend zapojenych do intermediarniho metabolismu glukézy a lipidi a pozitivné tak
ovlivituje inzulinovou senzitivitu. PPARy je exprimovan hlavné v tukové tkani, kde reguluje
adipogenni a lipogenni metabolické drahy. Po stimulaci PPARy dochéazi k diferenciaci
adipocytll z preadipocytl. Disledkem je opét zvysend kapacita tukové tkané, ktera brani
ektopické akumulaci lipidd (Monsalve F.A. et al., 2013). Osoby s dominantni negativni
mutaci v receptoru PPARy trpi parcidlni lipodystrofii, inzulinovou rezistenci a dalSimi

komponentami metabolického syndromu (Savage D.B. et al., 2003).
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Nase skupina jiz u osob s poruchou lacné glykémie prokdzala pozitivni vliv terapie
telmisartanem na snizeni lacné glykémie (Wohl P. et al., 2010; pfiloha ¢. 4). O efektu
telmisartanu na ektopickou akumulaci lipidit doposud existuje v literatufe jen minimum tudajt
a nebyl zkouman ve skupin€ osob s poruchou la¢né glykémie. Cilem nasi studie je vyhodnotit
vliv telmisartanu na ektopickou akumulaci lipidl v kosternim svalu (m. tibialis anterior) v této
skupiné€ osob. Piredpokladali jsme, ze prokdzeme korelaci mezi stupném inzulinové senzitivity
a kumulaci IMCL. Dale jsme ocekavali, Zze pozitivni vliv telmisartanu na diferenciaci
podkozni tukové tkané zprostiedkovany bud’'to inhibici RAS nebo aktivaci PPARy bude mit
dopad i na redukci obsahu IMCL v kosternim svalu.

Charakteristika subjekti a schéma studie: Do studie bylo zafazeno 10 osob s
metabolickym syndromem a poruchou lacné glykémie definovanymi podle kritérii NCEP-
ATPII (Grundy S.M. et al., 2005). Antropometrické a metabolické charakteristiky jsou

uvedeny v tabulce 4.2.1.

Tabulka 4.2.1: Charakteristika souboru

N 10
Vék (roky) 49,5+ 6,1
BMI (kg/m2) 293+44
Obvod pasu (cm) 103,9+ 8,2
Systolicky krevni tlak (mmHg) 134,0+ 12,6
Diastolicky krevni tlak (mmHg) 90,0+ 10,8
HbAlc (mmol/mol) (IFCC) 37,8 £3,6
Celkovy cholesterol (mmol/1) 5,70 £ 0,93
HDL cholesterol (mmol/1) 0,99+ 0,12
LDL cholesterol (mmol/1) 3,61 £0,91
Sérové triglyceridy (mmol/l) 2,55 +£1,56
Plasmaticka gluk6za Omin, oGTT (mmol/l) 6,08 £0,36
Plasmaticka glukoza 120min, oGTT (mmol/l) 6,90 + 2,0

Vysvétlivky: BMI, body mass index; oGTT, oralni gluk6zovy toleranéni test; HbAlc, glykovany hemoglobin, IFCC,
kalibrace glykovaného hemoglobinu; HDL, high-density lipoprotein cholesterol; LDL, low-density lipoprotein cholesterol

Pacienti neuzivali Zadnou antidiabetickou medikaci, antihypertenzni terapie byla upravena
béhem 4-tydenniho tvodniho obdobi: inhibitory ACE a sartany byly vysazeny a v piipadé
potieby nahrazeny metabolicky neutralnimi blokatory kalciovych kanalt. Studie byla

randomizovand, placebem kontrolovana, dvojit€é zaslepend, cross-over se dvémi
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terapeutickymi periodami. Po 4-tydennim vstupnim obdobi byli ucastnici randomizovani k 3-
tydennimu uzivani 160mg telmisartanu (Micardis 80mg; Boehringer Ingelheim Pharma
GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany) nebo placeba. Po 2-tydennim vymyvacim obdobi
byla lécba na dalsi 3 tydny vyménéna. Na konci kazdého testovaciho obdobi byla provedena
'H MRS m. tibialis anterior a 2-hodinovy hyperinzulinovy euglykemicky clamp spolu s
nepiimou kalorimetrii. Pfi vySetfeni MRS byl hodnocen obsah IMCL (skupiny CHz; a CH3;) a
obsah EMCL (skupiny CHaze a CH3.) a jejich vzajemné poméry.

Vysledky: Podavani telmisartanu neovlivnilo télesnou hmotnost (89,9 + 19,6 vs 89,8 + 20,1
kg; NS) ani systolicky krevni tlak (127,2 + 11,5 vs 134,4 + 13,3 mmHg; NS), ale vedlo ke
sniZzeni diastolického krevniho tlaku (81,7 = 7.5 vs 90,0 = 10,9 mmHg; p = 0,03) a la¢né
glykémie (5,20 + 0,59 vs 5,58 + 0,45 mmol/l; p = 0,04). Vysledky clampového vySetfeni byly
srovnatelné véetné inzulinové senzitivity: MCR (4,28 £+ 1,8 vs 4,46 = 1,5 ml/kg/min; NS) a M
(4,28 £ 1,6 vs 3,92 £ 1,0 mg/kg/min; NS). Kalorimetrické parametry jako je energeticky
vydej, respiracni kvocient, utilizace substratii a NEOX se také neliSily. Nebyly zaznamenany
ani rozdily v bazalnich koncentracich plazmatickych adipokinti (Tabulka 4.2.2). Podavani
telmisartanu neovlivnilo obsah IMCL: CHa; (3,47 + 2,15 vs 2,82 + 1,23; NS) a CH3; (0,67
0,42 vs 0,52 + 0,25; NS) ani EMCL: CH2¢ (9,97 £4,78 vs 9,61 &+ 7,38; NS) a CHz. (1,6 £ 0,98
vs 1,6 = 1,29; NS). Pomér EMCL/IMCL se mezi skupinami neli§il. Pomér CH»/CHj3 byl vyssi
v extracelularnim kompartmentu po telmisartanu (CH2¢/CH3e vs CH2i/CH3i: 6,66 £ 1,4 vs 5,45
+ 1,21; p = 0,02 1 po placebu (CH2e/CH3e vs CH2i/CHai: 6,42 £ 1,53 vs 5,53 £ 0,82; p = 0,04).

Korelace mezi metabolickymi a spektroskopickymi ukazateli jsou uvedeny v tabulce 4.2.3.

Tabulka 4.2.2: Hladiny plazmatickych adipokini po telmisartanu a placebu

TELMISARTAN PLACEBO VYZNAMNOST
N 10 10
Adiponektin (ug/ml) 6,21 +£2,01 6,35+2,55 NS
Leptin (ng/ml) 16,36 + 6,59 13,94 +£5,22 NS
TNFa (pg/ml) 8,30 £3,15 8,39 + 2,02 NS
Resistin (ng/ml) 3,2+1,03 2,95 £0,91 NS

Vysvétlivky: NS, neni signifikantni
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Tabulka 4.2.3: Korelace mezi vybranymi metabolickymi a spektroskopickymi ukazateli po

podavani placeba a telmisartanu

TELMISARTAN | TELMISARTAN | PLACEBO PLACEBO

CHo; CHsi CHoi CHsi
BMI +0,37 +0,59 +0,53 +0,42
CHOL - - - 0,98 *** - 0,86 **
TAG +0,45 +0,48 -0,1 +0,02
FFA +0,39 +0,50 +0,21 +0,30
FPG +0,18 +0,23 +0,76 * +0,44
M - 0,36 - 0,47 - 0,47 - 0,39
MCR - 0,31 - 0,38 -0,70 * - 0,49
Adiponektin - 0,60; p=0,07 -0,54 -0,77 * -0,70 *
Leptin +0,25 +0,43 +0,47 +0,36
TNFa +0,45 +0,65 * +0,27 +0,23

Vysvétlivky: BMI, body mass index; CHOL, celkovy cholesterol; TAG, sérové triglyceridy; FFA, volné mastné kyseliny; M,
spotieba glukozy béhem clampu; MCR, metabolicka clearance glukdzy béhem clampu

*p <0.05; ** p<0,01; **p <0,001

Diskuse: Nezjistili jsme zadny vliv poddvani telmisartanu na obsah IMCL v m. tibialis
anterior u osob s poruchou la¢né glykémie. Informaci o plisobeni sartanii na obsah IMCL je
velmi mdlo, doposud byla publikovéna jen jedna studie — u osob s abdomindlni obezitou (z
nichz mélo 15% poruchu glukézové tolerance nebo zvysenou lacnou glykémii) nebyl popsan
zadny vliv podavani 160mg telmisartanu po dobu 24 tydni na obsah IMCL v m. soleus
(Chetty V.T. et al., 2014).

Obsah IMCL odrézi u osob se sedavym zplisobem Zzivota stupenn inzulinové rezistence.
Podavani sartanu v naSi studii vedlo sice k poklesu lacné glykémie, ale neovlivnilo
signifikantné inzulinovou senzitivitu hodnocenou hyperinzulinovym clampem, jejiz jasné
zvyseni by k redukci obsahu IMCL zfejmé bylo nutné. Piehlednd prace autorii (Snel M. et al.,
2012) hodnotici vliv dietnich opatfeni na obsah IMCL popisuje redukci tohoto kompartmentu
az pii dosazeni relativné velkého hmotnostniho ubytku, pfestoze 1 mensi pokles vahy vedl ke
zlepSeni 1inzulinové senzitivity. Podobné jsou znamy vysledky studii, kdy podéavani
metforminu neovlivnilo obsah IMCL 1 pfes jasny pozitivni vliv na inzulinovou senzitivitu
(Tamura Y. et al., 2008; Huang Z. et al., 2013). Zda se tedy, ze IMCL ptedstavuje relativné
stabilni metabolicky kompartment a roli nemusi hrat jen samotnd akumulace IMCL, ale 1
nasledna tvorba DAG a ceramidt, které negativné ovliviiuji inzulinovou senzitivitu.
Telmisartan plsobi jako c¢astecny PPARy agonista. PPARy ligandy ovliviiuji podporou

diferenciace tukovych bun¢k redistribuci lipidi z ektopickych lokalizaci do adipocyti v

58




tukové tkani. Déle byla na zvifecim modelu po podani telmisartanu v porovnani s losartanem
a valsartanem popséana vyssi oxidace palmitatu v kosternim svalu a tato oxidace byla in vitro
zablokovana podanim PPARY antagonisty (Sugimoto K. et al., 2008). U glitazonti, které také
stimuluji PPARY receptor, byla popsédna v ptipad¢ pioglitazonu redukce obsahu IMCL spolu s
vzestupem inzulinové senzitivity (Teranishi T. et al., 2007; Ravikumar B. et al., 2008; Bajaj
M. et al., 2010; Rasouli N. et al., 2005). Podavani rosiglitazonu pacientiim s diabetem 2. typu
piekvapivé nevedlo k poklesu IMCL 1 pfes vzestup inzulinové senzitivity (Mayerson A.B. et
al., 2002; Schrauwen-Hinderling V.B. et al., 2008). ZlepSeni inzulinové senzitivity je
pravdépodobné pro redukci obsahu IMCL podminkou nutnou, ale nikoliv vzdy postacujici.
Limitaci na$i studie bylo jen kratkodobé ovlivnéni receptoru PPARY, které nemuselo byt
dostate¢né pro dosazeni maximalniho efektu. V ptipad¢ jinych ektopickych lokalit (visceralni
tuk) byla jiz redistribuce tukové tkané po 1écb¢ telmisartanem popsana (Chujo D. et al., 2007;
Shimabukuro M. et al., 2007). Efekt telmisartanu byl vyraznéj$i nez u valsartanu nebo
losartanu (Murakami K. et al., 2013; Huang G.Z. et al., 2011).

Metabolismus IMCL mohou ovliviiovat ale také jiné mechanismy. Experimentdlni studie
supiny autor (Takeuchi K. et al., 2013) prokazala aktivacni efekt telmisartanu na
mitochondrialni funkei v bunikach hladkého svalu, ktery nezavisel na stimulaci PPARy. Pokud
by bylo podobné ptisobeni prokazano i v kosternim svalu, mohlo by vyznamnym zptisobem
ovliviovat oxidaci IMCL.

Jak bylo jiz vySe uvedeno, aktivace PPARY vede k diferenciaci podkozni tukové tkané, ktera
svou zvysenou kapacitou brani ektopické kumulaci lipidi. Podavani aktivatord PPARy by
mélo tedy vést k poklesu obsahu IMCL a naopak k absolutnimu nebo relativnimu vzestupu
EMCL, kter¢é jsou analogické k podkozni tukové tkani. Dvé studie s podavanim rosiglitazonu
také tento presun potvrdily (Mayerson A.B. et al., 2002; Godoy-Matos A.F. et al., 2010).
Hodnota EMCL ani pomér EMCL/IMCL se v nas$i studii nelisil. Distribuce tukovych bunék
ve formé EMCL podél svalovych vldken ale neni homogenni a zméfeny obsah EMCL je na
rozdil od IMCL vyznamn¢ ovlivnén pozici voxelu. VétSina autorti v soucasné dobé absolutni
hodnotu EMCL ani nehodnoti.

V nasi studii jsme také hodnotili pomér CH2/CH3 v intraceluldrnim 1 extraceluldrnim
kompartmentu. Z uvedeného poméru bychom mohli ziskat podrobné&jsi informace o sloZeni
mastnych kyselin tvoficich IMCL a EMCL. Signal CH3; odpovidd koncovym methylovym
skupindm v fetézcich mastnych kyselin a signdl CH> odpovida metyléniim uvnitt fetézct.
RozliSovaci schopnost magnetické rezonance pii pouziti 1,5T ndm bohuzel neumozZiuje

vérohodné zachytit signal skupin —CH= obklopujicich dvojné vazby. Nejvice zastoupené
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mastné kyseliny v lidském téle jsou kyselina palmitovd, stearovd a olejova s pomérem
CH»/CH3 14, 16 a 14. Porovnani intenzit signaltt CH3 a CHz neodpovida diky J modula¢nimu
efektu skutecnému fyziologickému poméru danych skupin, ale piesto slozeni fetézci
mastnych kyselin do urcité¢ miry odrazi. Pomér CH»/CHj3 v extracelularnim kompartmentu byl
signifikantné vyssi po podavani telmisartanu i placeba a zda se tedy, ze v extracelularnim
kompartmentu jsou obsazeny mastné kyseliny s delSim nebo vicenasycenym fetézcem. V
literatuie je jiz popsdna vazba mezi skladbou intramyocelularnich lipidd a inzulinovou
rezistenci — skupina autortt (Manco M. et al., 2000) popisuje vyssi zastoupeni saturovanych
mastnych kyselin u pacientll s vys$S§im stupném inzulinové rezistence. Podobné je nizsi
procento polynenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidech v membraniach myocytt
spojovano s inzulinovou rezistenci (Borkman M. et al., 1993).

Po podéni placeba bylo zachyceno nékolik signifikantnich korelaci mezi metabolickymi a
svalovymi parametry. Zjistili jsme piekvapivé velmi silnou negativni korelaci mezi IMCL
(CH2 1 CH3) a celkovym cholesterolem, ale nebyla zjiSténa zadna korelace s hodnotou
triglyceridi nebo volnych mastnych kyselin. Popsali jsme negativni korelaci mezi CH2i a
inzulinovou senzitivitou (MCR) podobné¢ jako v literatufe (Jacob S. et al., 1999; Perseghin G.
et al., 1999). Pozitivni korelace mezi CH2i a lacnou glykémii podporuje existenci vazby mezi
IMCL a inzulinovou rezistenci. Negativni korelace mezi IMCL (CH2i i CH3i) a
adiponektinem je opé&t analogicka k literarnim udajim u obéznich osob (Weiss R. et al., 2003;
Koska J. et al., 2008) nebo potomku diabetikli (Perseghin G. et al., 2007). Negativni vazba
mezi adiponektinem a obsahem IMCL je logickd, protoze adiponektin stimuluje v kosternim
svalu oxidaci mastnych kyselin (Liu Y. a Sweeney G., 2014). Po podavani telmisartanu jsme
zjistili z pivodnich korelaci pouze trend k negativni vazbé mezi adiponektinem a CH2i. Nové
byla popsdna pozitivni korelace mezi CH3i a plazmatickou hodnotou TNFa. Hodnota
cholesterolu po 1é¢bé telmisartanem nebyla zjiStovana, ostatni vazby mezi IMCL, MCR a
lacnou glykémii zmizely. Oxidace lipida zjisténa nepiimou kalorimetrii nekorelovala s IMCL
ani po 1écb¢ placebem ani telmisartanem. Podle skupiny autort (Lattuada G. et al., 2005)
ovSem ani jasny vztah mezi celotélovou oxidaci lipidi a oxidabilitou kompartmentu IMCL

neexistuje.

Zavér: U osob s poruchou lacné glykémie se sedavym zplsobem zivota jsme prokézali
negativni vazbu mezi obsahem IMCL na jedné strané¢ a inzulinovou senzitivitou,
adiponektinem a celkovym cholesterolem na stran€ druhé. Hodnota lacné glykémie pozitivné

korelovala s obsahem IMCL. Kratkodobé podavani telmisartanu nemélo Zadny vliv na obsah
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IMCL, piestoze pozitivné ovlivnilo la¢nou glykémii. Po 1é¢bé telmisartanem ztratil IMCL
kompartment svoji ptivodni vazbu na nékteré parametry inzulinové senzitivity. Podavani
telmisartanu ziejmé vedlo ke zméné typickych metabolickych charakteristik IMCL. Pokles
latné¢ glykémie po 1éCbé telmisartanem byl dosazen pozitivnim ovlivnénim jinych

metabolickych drah.
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4.3 STUDIE 3
Vliv akutni hyperinzulinémie na mozkovy metabolismus

(priloha ¢. 3)

Inzulin nefunguje pouze jako regulator energetického metabolismu v perifernich tkéanich, ale
vyznamnou roli hraje i v metabolismu centrdlni nervové soustavy (CNS). Mimo
neurotropniho a neuromodula¢niho plisobeni v CNS je stézejni tlohou mozkového inzulinu
kontrola energetické bilance a ptijmu potravy, kdy svym plisobenim v hypotalamu moduluje
zvitecich modelech urcity stupeni inzulinové rezistence v centralnim metabolickém pisobeni,
které se projevuje zvySenym piijmem potravy, rozvojem hypotalamického hypogonadismu,
hypotermie, snizenou tvorbou bilé¢ tukové tkané, zvySenou jaterni produkeci glukdzy a
sniZzenou systémovou odpovédi na hypoglykémii (Kleinridders A. et al., 2014). Neni doposud
znamé, zda je mozkova inzulinova rezistence primarni pri¢inou rozvoje diabetu a obezity
nebo se jiz jedna o dusledek patologickych perifernich procest.

Definitivné také zatim neni zodpovézena otdzka, zda inzulin néjakym zplsobem ovliviiuje
transfer glukozy pfes HEB a zda i zde hraje néjakou roli IR. Glukoza je zakladnim
energetickym substratem pro neurony a jeji nepfetrzitd dostupnost je nutna k udrzeni funkce
mozkovych bun€k. Hladina glukézy v mozku je urCovana dodavkou krevnim feciStém,
transportem pfes HEB a dale metabolickym obratem v mozkové tkani. Glukoéza vstupuje do
mozku ptes HEB procesem facilitované difuze podle koncentracniho gradientu. Transport
glukozy je regulovany prosttednictvim sit¢ GLUT transportérii, z nichZ jednotlivé tfidy maji
riznou distribuci, funkei 1 troven inzulinové senzitivity (McEwen B.S. a Reagan L.P., 2004).
GLUT -1 transportér je hlavni izoformou glukézovych transportéri v HEB, je pfitomny na
astrocytech a funguje nezavisle na U¢inku inzulinu. Transportéry GLUT-3 zajiStuji uptake
glukozy z intersticia do neuronil a jsou také inzulin-insenzitivni. V mozku jsou ale pfitomné 1
transportéry GLUT 4, které jsou citlivé na inzulin a jsou lokalizované zejména v nékterych
bunikach mozecku, hippocampu a hypotalamu (Banks W.A. et al., 2012). Ve vétSin¢ studii
nebyl zjistén vyssi prestup glukozy pres HEB pfi fyziologické nebo lehce suprafyziologické
inzulinémii (Eastman R.C. et al., 1990; Cranston I. et al., 1998; Hasselbalch S.G. et al., 1999;
Seaquist E.R. et al, 2001) a transport glukézy ptes HEB je hodnocen jako inzulin

independentni. Vys$s§i akumulace glukézy v mozku po podédni inzulinu byla ale jiz také
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popséna (Hertz M.M. et al., 1981; Bingham E.M. et al., 2002; Anthony K. et al., 2006),
recentni studie popisuje vyssi mozkovy glukézovy metabolismus pii hyperinzulinémii jen u
morbidn¢ obéznich osob (Tuulari J.J. et al., 2013).

Mnohaletd piitomnost diabetu vede k alteraci mozkového metabolismu a diabeticka
encefalopatie byva v poslednich letech fazena mezi pozdni komplikace diabetu. Jedna se o
heterogenni jednotku, kterd je charakterizovana humordlnimi, elektrofyziologickymi a
strukturdlnimi zménami ve spojeni s kognitivni dysfunkci, depresivnimi a uzkostnymi
poruchami. Primarni postiZzeni je zpiisobené hyperglykémii a snizenym ucinkem inzulinu. V
patofyziologii hraje roli ovlivnéni funkce CNS kumulaci metabolitii glukozy. Vyskytuje se v
zavislosti na dobé trvani onemocnéni a v kone¢né fazi vede k apoptdze neuront. Sekundarni
postizeni mozkové tkané je disledkem aterosklerotickych zmén mozkovych cév a
opakovanych hypoglykemickych ptihod. Dal§imi faktory spolupodilejicimi se na vzniku
encefalopatie jsou oxidacni stres, poruchy hematoencefalické bariéry, hyperosmolalita,
ketoacid6za, neuroendokrinni a neurochemické zmény (Gerozissis K., 2008; Banks W.A. et
al., 2012; Brands A.M. et al., 2004).

Postizeni CNS zlstdva u mnoha pacientli na subklinické urovni a specifické vysetfovaci
metody nejsou bézné uzivané. Strukturdlni zmény mozkové tkané vazané na pokrocilejsi
stadia diabetické encefalopatie jsou detekovatelné ve formé kortikalni atrofie, 1ézi bilé hmoty
a mozkovych infarkti. Experimentalni studie se snazi odhalit funkéni nebo metabolické
postizeni mozkové tkané jesté pied vznikem ireverzibilnich strukturadlnich zmén a 'H MRS je
jednou z metod, ktera umoziiuje méenim koncentrace mozkové glukozy a dalSich metaboliti
odhalit doposud subklinicka postizeni spojena s diabetem.

Cilem nasi studie bylo posoudit bazalni abnormality mozkové tkané zjistitelné MRS a déle
zhodnotit vliv akutni suprafyziologické hyperinzulinémie navozené in vivo clampem na
mozkovy metabolismus u osob s diabetem 1. typu, u kterych je také popisovan urcity stupen
IR (Greenbaum C.J., 2002), a u zdravych kontrol. Vliv hyperinzulinémie na metabolismus
CNS u zdravych osob v porovnani s diabetiky 1. typu doposud nebyl zkouméan. Predpokladali
jsme, Ze hyperinzulinémie ovlivni transport gluk6zy ptfes HEB a vliv hyperinzulinémie bude
odliSny mezi diabetiky a kontrolami. Ocekévali jsme také, Ze hyperinzulinémie ovlivni 1
metabolismus dalSich molekul zobrazitelnych 'H MRS. Predpokladali jsme rozdilné

metabolické dopady podle trovné inzulinové senzitivity.

Charakteristika subjektii a schéma studie: Do studie byla zatazena skupina diabetikd 1.

typu (D) lé€enych bud’to intenzifikovanym inzulinovym rezimem nebo inzulinovou pumpou a
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skupina zdravych kontrol (C) s negativnim oGTT a s negativni rodinnou anamnézou diabetu.

Klinické a biochemické charakteristiky obou skupin jsou uvedeny v tabulce 4.3.1.

Cel¢ vysSetieni probihalo v prostorach magnetické rezonance. Pfed zahdjenim clampu

probéhla vstupni 'H MRS parietalni bilé hmoty. Hyperinzulinémie byla navozena clampem

(2mU/kg/min; Smmol/l; 3 hodiny). Béhem clampu byla provedena jesté dalsi 3 spektra v
trvani 18,5 minuty v ¢asech 14, 87 a 158 minut (Obr 4.3.1)

Obrazek 4.3.1: Schéma studie:

Hyperinzulinowy sughvkemicdor clamp

MR MR

5 {min) 0 15

T

MR

o0

Tabulka 4.3.1: Charakteristika souboru

MR

160

DIABETICI KONTROLY
N 4 4
VEk (roky) 24,0+23 27,0+£2,2
Trvani diabetu (roky) 7,5+4,7 /
BMI (kg/m2) 23,7+2,1 24,9 +3.8
'WHR 0,83 + 0,09 0,88 + 0,04
HbA1lc (mmol/mol) (IFCC) 51+11 29+5
Systolicky TK (mmHg) 115,0 £4,1 118,3+7,7
Diastolicky TK (mmHg) 76,3 +£4,8 75,5+ 6,4
Cholesterol celkovy (mmol/I) 44+1,0 4,8 +0,6
HDL cholesterol (mmol/I) 1,5+0,2 1,5+0,2
LDL cholesterol (mmol/l) 2,609 3,0£0,9
TAG (mmol/l) 0,96 £ 0,4 0,78 +0,3
M (mg/kg/min) 8,66 £3,1 9,29 +£3.,0
MCR (ml/kg/min) 9,11 £3,2 9,49 £ 3,6

Vysvétlivky: BMI, body mass index; WHR, pomér pas-boky; HbAlc, glykovany hemoglobin,

IFCC, kalibrace glykovaného
hemoglobinu; TK, krevni tlak; TAG, sérové triglyceridy; M, spotieba glukézy; MCR, metabolicka clearance glukdzy
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Vysledky: Bazalni koncentrace nékolika metabolitd byla vyssi u C: N-acetylaspartat (p =
0,02), cholin (p = 0,03), kreatin (p = 0,002) a inositol (p = 0,007) (Obr. 4.3.2 a 4.3.3). Bazalni
koncentrace glukozy, GABA, glutaminu, glutamatu a laktatu byly srovnatelné. Po navozeni
hyperinzulinémie zustaly koncentrace cholinu, kreatinu, GABA, inositolu, laktitu a NAA
stabilni po celou dobu clampu. Kompozitni signal glutamin/glutamat (GIx) zGstal také
stabilni, ale dle analyzy dat v LCModelu doslo na konci clampu k vzestupu v koncentraci
glutaminu (p=0,04) (Obr. 4.3.4) a byl zjistén 1 trend k poklesu koncentrace glutamatu
(p=0,08) (Obr. 4.3.5). Reakce na hyperinzulinémii byla uniformni v celém souboru (n= 8).

Koncentrace glukoézy béhem clampu byla velmi nizka, takze detekce signalu byla
komplikovana. Po navozeni hyperinzulinémie doslo v celém souboru k alteraci koncentrace
glukézy (p = 0,003). Inicidln€ lehce zvySena koncentrace glukdézy v D béhem clampu klesla.
Vstupné niz$i koncentrace glukézy v C po navozeni hyperinzulinémie stoupla (Obr. 4.3.5).
Vliv hyperinzulinémie se mezi skupinami ligil (p = 0,015). Uroveii inzulinové senzitivity byla

mezi skupinami stejna a na koncentraci mozkovych metaboliti neméla vliv.
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Obrazek 4.3.2: Koncentrace NAA (N-acetylaspartat + N-acetylaspartatglutamat) a inositolu
v mozkové tkdni béhem hyperinzulinového clampu (¢asy 0, 14, 87 a 158 minut) ve skupin¢ C
(bily sloupec) a D (Sedy sloupec). Bilé a Sedé sloupce predstavuji retransformované stiedni
hodnoty s 95% konfidenénimi intervaly. Hodnota F odpovidd vysledku Fisherova testu.
Hodnota P vyjadiuje statistickou vyznamnost mezi bazalnimi koncentracemi ve skupiné C a
D.

*<0.05; **<0.01

Factor F-ratio p-value Factor F-ratio p-value
Status 6.4 0.0216 % Status 9.25 0.0074 ewe
Subj(Status) 348 0.0199 Subj(Status) 24.24 0.0000
Stage 047 0.7045 Stage 245 0.0988
StatusxStage 0.2  0.8923 StatusxStage  0.95  0.4366
14 4 8 -
2 * *%k
— 5
=i =
3
3 :
E =
= -
— —
< 2
< 7]
= =}
=

0 14 a7 158

Cas (min) Cas (min)
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Obrazek 4.3.3: Koncentrace cholinu a kreatinu v mozkové tkani béhem hyperinzulinového
clampu (Casy 0, 14, 87 a 158 minut) ve skupiné C (bily sloupec) a D (Sedy sloupec). Bil¢ a
Sedé sloupce ptedstavuji retransformované sttedni hodnoty s 95% konfiden¢nimi intervaly.
Hodnota F odpovida vysledku Fisherova testu. Hodnota P vyjadtuje statistickou vyznamnost
mezi bazalnimi koncentracemi ve skupiné C a D.

*<0.05; ** <0.01

Factor F-ratio p-value Factor F-ratio p-value
Status 571 00287 Status 1321 00021 *%
Subij(Status) 6.48 0.0011 Subj(Status) 964 0.0001
Stage 0.65 0.5912 Stage 02 08972
StatusxStage  0.54 0.6583 StatusxStage  0.93  0.4496
3 10 1
E_
e = R
— e
Q 5 =}
= £
E, E
Q @
c c
= 2
O s o
o ; I
U] 14 7
Cas (min) Cas (min)
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Obrazek 4.3.4: Koncentrace Glx (kompozitni signal glutaminu a glutamatu), glutaminu a
glutamatu v mozkové tkani béhem hyperinzulinového clampu (¢asy 0, 14, 87 a 158 minut) ve
skuping C (bily sloupec) a D (Sedy sloupec). Bilé a Sedé sloupce piedstavuji retransformované
sttedni hodnoty s 95% konfiden¢nimi intervaly. Hodnota F odpovid4d vysledku Fisherova

testu. Hodnota P vyjadiuje statistickou vyznamnost mezi bazalni a stimulovanou hodnotou.

*<0.05

Factor F-ratio p-value Factor F-ratio p-value Factor F-ratio p-value
Status 0.03 0.8538 Status 0.72 0.4064 Status 1.19  0.2896
Subj(Status) 10,97 0.0000 Subj(Status) 4.82 0.0042 Subj(Status) 1.86 0.1436
Stage 042 07381 Stage 3.29 0.0445 % Stage 26 00839
StatusxStage  1.09  0.3809 StatusxStage  0.48 0.6979 StatusxStage  0.93  0.4477
10 T 2
] =4 =
Ly — =
o . O &1
= 7 E £
Q LilE | E 5 E 54
E — 7 ——
5 D @ 4
= £ - 5
* £ £
== 1/ m 2 o~
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N 0 G .
a4 o o4
1] 14 a7 158 L] 14 8T 158
Cas (min) Cas (min) Cas (min)
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Obrazek 4.3.5: Koncentrace glukdzy v mozkové tkani béhem hyperinzulinového clampu

(¢asy 0, 14, 87 a 158 minut) ve skupiné C (bily sloupec) a D (Sedy sloupec). Bil¢ a Sedé

sloupce ptedstavuji retransformované stfedni hodnoty s 95% konfiden¢nimi intervaly.

Hodnota F odpovida vysledku Fisherova testu. Hodnota P vyjadiuje statistickou vyznamnost

mezi bazélni a stimulovanou hodnotou a rozdilnou reakci na hyperinzulinémii mezi C a D.

*<0.05; ** <0.01
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0.8

8
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Factor F-ratio p-value
Status 0.02 0.8900
Subj(Status) 1.5 02342
Stage 6.61 0.0033 %%

StatusxStage 4.56 00152 %
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Diskuse: Bazaln¢ jsme zjistili niz§i koncentraci NAA, inositolu, cholinu a kreatinu ve
skupiné¢ D. Velikost naSeho souboru byla mald, ale tada jiz dfive publikovanych studii
upozorinuje na rozdily v bazalni koncentraci vybranych metaboliti v mozkové tkani mezi
pacienty s diabetem a kontrolami. NaSe vysledky odpovidaji publikovanym pracim jen
¢astecné. V nasi studii byly k prezentaci vysledkli pouzivany absolutni koncentrace danych
metabolith v mmol/l ziskané pomoci LCModelu (LCMmodel web page). Vétsina
publikovanych praci povazuje signal kreatinu v mozkové tkani za konstantni a k prezentaci
hodnot pouzivd poméry ke kreatinu. Koncentrace kreatinu se ale mlize za patologickych
okolnosti ménit (Govindaraju V. et al., 2000), coz mize vysledky uvadéné formou pomérii
zkreslovat. I v nasi studii jsme zjistili niz8i koncentraci kreatinu ve skupiné D, coz potvrzuje
nas predpoklad.

Elevace inositolu (myoinositolu) byl u diabetikli obou typl v literatufe zminéna jiz né€kolikrat
(Kreis R. a Ross B.D., 1992; Heikkila O. et al., 2009; Makimattila S. et al., 2004; Cameron
F.J. et al., 2005; Sahin L. et al., 2008; Geissler A. et al., 2003). Z vySe uvedenych praci ale jen
Maikimattila, Kreis a Cameron porovnavaji pfimé intenzity signalu myoinositolu a nikoliv jen
pomeéry k signalu kreatinu nebo vody. V nasi studii jsme zjistili signifikantni pokles hodnoty
jak myoinositolu tak kreatinu — pokud bychom k hodnoceni pouzili pomér
myoinositol/kreatin, nezjistili bychom mezi skupinami zadny rozdil. Pokles koncentrace NAA
odpovida vysledkiim z vétSiny publikovanych studii, ovSem vétSina autort opét pouzivala k
hodnoceni pomér NAA/kreatin (Kreis R. a Ross B.D., 1992; Heikkila O. et al., 2008; Sarac
K. et al.,, 2005; Sahin I. et al., 2008; Wootton-Gorges S.L. et al., 2007). Data ohledné&
koncentrace cholinu nejsou tak jednoznacna — nékolik praci (Kreis R. o Ross B.D., 1992;
Makimattila S. et al., 2004; Geissler A. et al., 2003 a Modi S. et al., 2008) popisuje elevaci
cholinu v bilé i Sedé¢ hmot¢ mozkové u diabetikli obou typt a dokonce i u pacientli s poruchou
glukézové tolerance (Sahin I. et al., 2008). Oproti tomu jind prace (Sarac K. et al., 2005)
popisuje nizs$i hladinu cholinu v parietdlni bilé hmoté u déti se Spatné¢ kontrolovanym

diabetem.

Po navozeni hyperinzulinémie ziistaly koncentrace cholinu, kreatinu, inositolu a NAA
stabilni. Intenzita kompozitniho signalu Glx (glutamat + glutamin) zistala také stejna, ale u
signalu glutaminu doSlo k signifikantnimu vzestupu a u signalu glutamatu byl v prabéhu
clampu zjistén trend k poklesu koncentrace. Vyvoj koncentraci glutaminu a glutamatu byl
stejny v celém souboru bez ohledu na diagnézu diabetu. Kvalita rozliSeni téchto metaboliti je

ovsem pii méteni 1,5T limitovana.
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Hyperinzulinémie méla rozdilny vliv na koncentraci mozkové glukézy u diabetikti a u
kontrol. Koncentrace glukézy v mozku se ovSem blizi 1 mmol/l, coZ omezuje moznosti
rozliSeni jejiho signalu pfi pouzivani 1,5T skeneru. Bazaln¢ byla zjisténa lehce zvySena
hodnota u diabetiki, ktera v pribéhu clampu klesla. U kontrol oproti tomu byla vstupné nizsi
koncentrace glukdzy, kterd béhem clampu stoupla. Stupen inzulinové senzitivity v nasi studii
vysledky neovlivnil, ale hodnoty M a MCR byly v obou skupindch srovnatelné a pohybovaly
se v uzkém rozmezi. Vyssi bazalni koncentrace mozkové glukézy u diabetikii je v souhlasu s
doposud publikovanymi daty (Kreis R. a Ross B.D., 1992; Makimattila S. et al., 2004;
Heikkila O. et al., 2009). Skupina autord (Seaquist E.R. et al., 2001) popsala linearni vztah
mezi plazmatickou a cerebralni hladinou glukézy pro rozmezi plazmatické glykémie 5-24
mmol/l a plazmatickd glykémie byla u subjektii ve skupiné D pfed zahdjenim clampu
skuteéné¢ o 2,6mmol/l vyssi. Hladina glukézy v mozku je vyslednici dodavky krevnim
feCistém, transportu pres HEB (ktery zéavisi na rychlosti difuze podle koncentra¢niho
gradientu a ptipadném vlivu inzulinu) a rychlosti jejiho dalsiho metabolizovani. Otazka, zda
ovliviiuje inzulin pfestup glukézy pres HEB a jeji dal$i metabolizaci, doposud nebyla
definitivné objasnéna.

Doposud provedené MRS studie zkoumajici pfimy vliv inzulinu na ptestup glukozy pies HEB
pfinaseji negativni vysledky (Seaquist E.R. et al., 2001). Pfi vySetfeni MRS je ale méfena
pouze aktudlni koncentrace nativni glukdézy v mozku. V piipadég, ze by cast glukdzy byla po
prestupu HEB ihned zmetabolizovéana, nebylo by moZné tento rozdil za pomoci MRS zjistit.
PET studie umoznuji kvantifikovat celkové mnozstvi znacené glukozy, ktera prestoupi HEB
bez ohledu na jeji dal§i metabolicky osud. Bylo publikovano n€kolik studii, které povazuji
prestup glukézy pres HEB za alespon castecné inzulinsenzitivni. Podle skupin autort
(Bingham E.M. et al., 2002) a (Anthony K. et al., 2006) je asi 15-20% klidového mozkového
metabolismu glukézy inzulinsenzitivni. Recentni PET studie pfipousti zvySeni mozkového
metabolismu glukozy pii hyperinzulinémii jen u morbidné obéznich osob (Tuulari J.J. et al.,
2013). Jiné PET studie uvedené vysledky nepotvrdily, ale popisuji pii infuzi inzulinu
zvySenou rychlost defosforylace glukozy (Eastman R.C. et al., 1990; Hasselbalch S.G. et al.,
1999), takZe hyperinzulinémie patrné néjakym zplsobem opravdu ovlivitluje mozkovy
metabolismus.

Po ptfechodu ptes HEB vstupuje gluk6za bud’to do neuronti nebo astrocytli. Astrocyty neurony
pocetné vyrazné pievySuji a jsou hlavnim mistem jeji dal$i pfemény. VétSina glukozy je
rychle zmetabolizovana k zajisténi produkce ATP. Prvnim krokem je glykolytickd konverze

na pyruvat, ktery bud’to vstupuje do citratového cyklu nebo podléhé transaminaci za vzniku
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alaninu. V citratovém cyklu a naslednych metabolickych pochodech je z glukézy tvofena i
fada dalSich aminokyselin, hlavnimi jsou neurotransmitery glutamat, glutamin, GABA a
aspartat. V citratovém cyklu se z alaninu tvofi alfa-ketoglutarat, ktery mize byt nasledné
transformovan na glutamat. Glutaméat pak vstupuje do glutamin-glutamatového cyklu nebo
podléha transaminaci zpét na alanin a uzavird tak metabolicky cyklus (Obr. 4.3.6). Pfi
sledovani gluk6zy znacené izotopem C bylo na zvifecich modelech potvrzeno, ze po
prestupu HEB je inkorporovana do aminokyselin N-acetylaspartatu, glutamatu, glutaminu,
GABA, alaninu a laktatu (Kanamatsu T. a Tsukada Y., 1994; Tyson R.L. a Sutherland G.R.,
1998; Qu H. et al., 2000). Glukéza muze byt také skladovana v astrocytech ve formé
mozkového glykogenu. Uklddani mozkové glukozy ve formé glykogenu je piimo
podporovano inzulinem, coZ bylo potvrzeno na zvifecim modelu za pomoci infize znacené
BC glukozy (Choi LY. et al., 2003).

Je otdzkou, zda se ptipadny zvyseny piestup glukozy pres HEB mulze odrazit ve zméné
koncentraci jinych metabolitli, které jsou z ni tvofeny. V nasi studii doslo po navozeni
hyperinzulinémie k alteraci koncentraci glutaminu a glutamatu. NaSe vysledky vzhledem k
niz8i ptesnosti méteni pfi pouziti 1,5T nejsou definitivni, ale ukazuji na moznosti dal§iho
zkoumani nepiimych vlivil inzulinu na mozkovy metabolismus. Alternativnim vysvétlenim
muze byt zména aktivity neuronti indukovana inzulinem, kterd by se projevila zménou
koncentraci urcitych neurotransmiterd. Je zndmo, Ze inzulin moduluje aktivitu inhibi¢nich a
excitacnich receptort jako jsou receptory pro glutamat a GABA (Zhao W.Q. et al., 2004).
Zavér: V nasi studii jsme potvrdili rozdil v bazalnich koncentracich vybranych metabolitd
(NAA, cholin, inositol, kreatin) v mozkové tkani mezi diabetiky 1. typu a kontrolami, coz
potvrzuje negativni ovlivnéni mozkového metabolismu pfitomnosti diabetu. Prokazali jsme
vliv hyperinzulinémie na zménu mozkové koncentrace glukozy, glutaminu a glutamatu
(trend), coz jsou neurotransmitery syntetizované ptimo z glukézy. Do budoucna bude potiteba
doplnit studie na vétSim souboru pacientd a na moderngjSich MR pfistrojich. Zda se ale, ze
transfer nebo metabolismus gluk6ézy v mozku je n&jakym zplsobem ovliviiovan inzulinem a
to u diabetikl 1. typu i u zdravych kontrol. Inzulin mlize pifimo zvySovat prestup glukdzy pies
HEB nebo miiZze ovlivilovat aktivitu neuront, ktera se pak odrazi ve zménach koncentraci

neurotransmiter glutaminu a glutamatu.
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Obrazek 4.3.6: Schéma glutamato-glutaminového cyklu mezi astrocyty a neurony (upraveno
podle Zwingmann C. et al., 2000). Sipkami jsou ozna¢eny zmény koncentraci zji§téné v nasi

studii (vzestup koncentrace glutaminu a trend k poklesu koncentrace glutamatu)

ASTROCYT NEURON

1
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5. SOUHRNNA DISKUSE

Diabetes mellitus 2. typu ptedstavuje jeden z klicovych rizikovych faktord kardiovaskuldrnich
onemocnéni, kterd v rozvinutych zemich predstavuji hlavni pfi¢inu morbidity a mortality
(Paneni F. et al., 2014; Zhang P.Y., 2014). Inzulinova rezistence je silnym prediktorem
pozdéjsiho rozvoje T2DM a rozviji se v fad¢ organt jako je kosterni sval, jaterni a tukova
tkan, myokard a CNS (Pelikanova T., 2014). Primarni pfi¢ina IR neni zndma, ale vime, ze
manifestaci T2DM predchazi o fadu let a pravé v této fazi existuje nejveétsi Sance na dosazeni
zvratu v nepiiznivém metabolickém vyvoji. Identifikace osob s rizikovym fenotypem a
moznost ovlivnit inicidlni patofyziologické pochody zodpoveédné za rozvoj IR by tak mohla
dramaticky omezit negativni dopady pozdé&jsiho vzniku diabetu.

Dopady IR jsou bézné detekovany laboratornimi metodami a jsou dobfe prokazény zmény
v koncentracich vybranych biochemickych parametrl, adipokini nebo gastrointestinalnich
peptidd ve vazbé na sniZenou ucinnost inzulinu. Zobrazovaci metody v minulosti nikdy
primarn¢ neslouzily k detekci c¢asnych fazi IR, vyuzivany byly az k diagnostice
mikrovaskularnich a makrovaskuladrnich komplikaci diabetu. Az metody jako je celotélova
denzitometrie, CT nebo MRI ptinesly moznost piesného posouzeni distribuce tukové tkané
v téle a odhalily rizikovost kumulace metabolicky aktivniho visceralniho tuku (Thomas E.L.
et al., 2013). Dalsi moderné&jsi zobrazovaci metody jako je PET, fMRI nebo MRS dale
roz$ifily spektrum naSich vySetfovacich moznosti a umoznily nam piimo sledovat
biochemické procesy probihajici ve vybranych tkdnich hrajicich klicovou roli v metabolismu
glukozy in vivo.

Cilem naSi prace bylo pfispét k pochopeni patofyziologie vzniku inzulinové rezistence u osob
v preklinické fazi onemocnéni s vyuzitim soucasnych diagnostickych moZznosti magnetické
rezonance spektroskopie. Zadmeérem bylo popsat u zkoumanych subjektii antropometrické a
biochemické charakteristiky, pfesné kvantifikovat stupenl inzulinové senzitivity metodou
hyperinzulinového euglykemického clampu a detekovat subklinické metabolické odchylky
zobrazitelné in vivo spomoci MRS. V naSich studiich jsme pouzili dv€ nejb&zné;si
vySetfovaci modality — fosforovou a vodikovou spektroskopii. Subklinické projevy IR jsme
zkoumali v kosternim svalu — organu typicky spojovaném s dusledky sniZzené funkce inzulinu
- a dale v mozkové tkani, jejiZ role v patogenezi IR je objevovéna teprve v poslednich letech.
Kosterni svaly hraji klicCovou roli v postprandialni inzulinem stimulované clearance gluké6zy.
IR v kosternim svalu se projevuje sniZenou spotiebou glukdzy, kterd vede k postprandialni

hyperglykémii a nésledné k rozvoji diabetu 2. typu. Typickym znakem rezistentnich myocytl
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u osob se sedavym zplisobem zivota je kumulace IMCL. ZvySeny obsah lipidu koreluje s IR
jiz v preklinickych fazich onemocnéni, jak prokéazaly studie u potomka osob s T2DM (Jacob
S. et al., 1999; Perseghin G. et al., 1999). Pfed zavedenim MRS do klinické praxe byla
prakticky jedinou metodou vhodnou k jejich kvantifikaci svalova biopsie, ktera je samoziejmée
invazivni a neumoziuje vzdy spolehlivé rozliSeni IMCL a EMCL. Pies mnoho let zkoumani
neni doposud jasné, zda kumulace IMCL predstavuje pfi¢inu IR nebo zda se jednd jen o
dasledek probihajici patologie. Jiz je prokézéno, ze za zvySenou kumulaci je zodpovédna
zvysena nabidka plazmatickych mastnych kyselin (Brechtel K. et al., 2001a; Bachmann O.P.
et al., 2001; Boden G. et al., 2001). DalSim faktorem ovliviiujicim kumulaci IMCL je snizena
schopnost jejich metabolizace. Za odbouravani mastnych kyselin procesem betaoxidace se
soubéznou produkci energie jsou zodpovédné mitochondrie. Mitochondridlni dysfunkce
v buiikach kosterniho svalu provazi IR 1 T2DM (Kelley D.E. et al., 2002; Schrauwen P. et al.,
2010; Di Meo S. et al., 2017) a opét neni jasné, zda se jedna o primarni pfi¢inu rozvoje
diabetu a kumulace IMCL nebo zda se jedna o dusledek toxického piisobeni lipidovych
meziproduktii a kyslikovych radikalt vznikajicich pravé pti hromadéni IMCL.

Energie uvolnénd pii zpracovani mastnych kyselin v mitochondriich je vdazana
v makroergnich fosfatovych vazbach a pravé zmény koncentraci makroergnich fosfatl
detekovatelné *'P MRS mohou nepfimo na mitochondridlni dysfunkci ukazovat. Podobné
jako v ptipad¢ IMCL i zde jiz byl za pomoci *'P MRS prokdzan urcity stupent mitochondrialni
dysfunkce ve vazbé na IR u potomki diabetikl (Petersen K.F. et al., 2004; Petersen K.F. et
al., 2005b). Provazanost metabolismu IMCL a svalovych mitochondrii pfimo potvrzuje
experimentalni zviteci studie, kdy 1é¢ba etoxomirem s blokddou vstupu mastnych kyselin do
mitochondrii vedla k vzestupu IMCL a paralelnimu poklesu inzulinové senzitivity (Dobbins
R.L. et al., 2001). Spektroskopické studie autorti (Brehm A. et al., 2006; Brehm A. et al.,
2010) prokazaly sniZzenou tvorbu ATP v kosternim svalu po navozeni chronické, ale nikoliv
akutni elevace FFA.

V nasi prvni studii jsme se zaméfili na hodnoceni energetického metabolismu kosterniho
svalu (m. soleus) za pomoci *'P MRS u mladych zdravych osob, které mély v rodinné
anamnéze vyskyt arteridlni hypertenze. Arteridlni hypertenze se typicky vyskytuje v clusteru
s dal§imi abnormalitami v rdmci metabolického syndromu a potomci hypertonikil piedstavuji
jednu ze skupin osob, u kterych mame pftilezitost studovat preklinické faze onemocnéni.
V nasem souboru pacientll jsme dle o¢ekavani v porovnani se zdravymi kontrolami prokazali
vy$$i stupenl inzulinové rezistence (niz§i hodnota > M/I béhem hyperinzulinového clampu;

vys8i hodnota ) C peptidu a trend k vyssi hodnoté ) IRI béhem oGTT). Pii hodnoceni
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energetického metabolismu jsme nezjistili rozdily v bazdlnich klidovych koncentracich
svalovych makroergnich fosfat (i kdyz pomér Pi/BATP byl ve skupiné¢ OH hrani¢né vyssi).
Pomér Pi/BATP vykazoval i nejsiln€j$i korelace s vybranymi parametry inzulinové rezistence
(O Cpep z oGTT, YIRI z oGTT, obvod pasu) i hodnotou systolického a diastolického krevniho
tlaku. Signal BATP odrazi nejptesnéji koncentraci svalového ATP, signal Pi odpovida volnym
fosfatim uvolnénym pfi rozkladu ATP. Vyssi pomér Pi/BATP tedy odrazi vyssi konsumpci
ATP se zvysenou produkci anorganického fosfatu. Svalova bunka rezistentnich osob vykazuje
patrn¢ snizenou schopnost resyntetizovat potfebné mnozstvi ATP. Pfi¢inou miize byt nizsi
pfestup substrati (glukézy) do rezistentniho myocytu nebo urcitd forma mitochondridlni
dysfunkce. Zatézovou situaci se zvySenymi pozadavky na myocytarni energetiku muze
predstavovat pravé rozvijejici se arterialni hypertenze. Soucasné zji§téna pozitivni korelace
mezi pomérem PCr/BATP a parametry inzulinové senzitivity (3 Cpep, > IRI, hmotnost a BMI)
opét ukazuje na moznost nizsi produkce ATP ve vazbé na IR, muze zde ale ukazovat i na
vy$$i koncentraci zasobni energetické molekuly fosfokreatinu. Limitaci pfi hodnoceni
klidovych fosforovych spekter je fakt, Ze mame k dispozici pouze intenzity signalti danych
molekul, nikoliv jejich pfimé koncentrace, a k hodnoceni pouzivime vzijemné pomcry
danych intenzit signald. Interpretace vztahti mezi témito poméry a parametry IR neni tedy
vzdy jednoznacna.

Jak jiZ bylo vySe zminéno, niz§i mitochondrialni oxidativni kapacita je na zaklad¢ vySetieni
3P MRS popisovéana u diabetikll 2. typu (Szendroedi J. et al., 2007; Schrauwen-Hinderling
V.B. etal., 2007; Wu F.Y. et al., 2012) i jejich inzulinrezistentnich potomkt (Petersen K.F. et
al., 2004; Petersen K.F. et al., 2005b). Ne vSechny prace ale pti vySetfeni *'P MRS sniZenou
svalovou mitochondridlni kapacitu u diabetiki 2. typu potvrzuji (De Feyter H.M. et al., 2008;
Bajpeyi S. et al.,, 2011). I u osob sjuvenilni hypertenzi byly popsdny abnormality
v koncentracich makroergnich fosfati v kosternim svalu (Hajek M. et al., 2002), dalsi data u
hypertenznich osob nejsou k dispozici. Idedlni by bylo u potomkd hypertonikii doplnéni
zatézové studie se sledovanim rychlosti obnoveni poolu fosfokreatininu po fyzické zatézi,
které by nam mohlo podat dalsi informace o svalové mitochondrialni kapacite.

Na$im primarnim zamérem v této studii nebylo hodnotit vliv koncentraci iontl na arteridlni
hypertenzi a IR, ale z chemického posunu mezi signalem aATP a BATP je mozné dopocitat i
koncentraci intracelularniho magnesia (Gupta R.K. et al., 1978; Bock J.L. et al., 1985).
Hypomagnesemie je popisovana u osob s manifestnim diabetem (Gommers L.M. et al., 2016).
V nasem souboru jsme rozdil v koncentracich Mgi jesté neprokazali, ale jiz zde jsme zachytili

negativni korelaci mezi koncentraci Mgi a obvodem pasu a Mgi a celkovym cholesterolem.
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Koncentraci sérového ionizovaného magnesia k porovnani nemdme k dispozici. Hodnota
celkového sérového magnesia se mezi skupinami neliSila a byla ve fyziologickém rozmezi,
ale silna korelace mezi MgS a inzulinovou senzitivitou potvrdila dalezitou roli, kterou hraje
magnesium v udrzovani gluk6zové homoestazy (Gommers L.M. et al., 2016).

Nase druhd studie byla zaméfena na hodnoceni metabolismu IMCL za pomoci 'H MRS.
Zamérem bylo kvantifikovat obsah IMCL v m. tibialis anterior u osob metabolickym
syndromem a poruchou la¢né glykémie se sedavym zplsobem Zivota. Vazba mezi mnozstvim
IMCL a parametry inzulinové senzitivity v této skupiné osob jest¢ nebyla zkoumadna.
Potvrdili jsme, Ze i u osob s poruchou la¢né glykémie (a tedy s pfedpokladanou pievazujici
hepatalni IR) vykazuje kompartment IMCL stejné charakteristiky jako u jinych skupin v
preklinickych fazich diabetu stran negativni korelace s inzulinovou senzitivitou (Jacob S. et
al., 1999; Perseghin G. et al., 1999) i s adiponektinem (Perseghin G. et al., 2007). Popsali
jsme 1 velmi silnou negativni korelaci mezi IMCL a celkovym cholesterolem, nebyla ale
zjisténa zadna vazba mezi IMCL a hodnotou triglyceridii nebo volnych mastnych kyselin.
Vysledek je piekvapivy, protoze mezi zdkladni charakteristiky metabolického syndromu patfi
elevace triglyceridi a volnych mastnych kyselin a nejsou popisovany vazby k celkové
cholesterolémii. Korelace mezi vyssi lacnou glykémii, kterd odrazi spiSe hepatalni slozku IR,
a IMCL potvrdila komplexnost metabolickych vztahl pti poruse ucinku inzulinu. Vazba mezi
zvySenym obsahem IMCL a snizenou citlivosti na inzulin u osob se sedavym zplsobem
Zivota je jiz natolik presvédciva, ze 'H MRS kosterniho svalu by mohla byt pouzivana jako
screeningova metoda k identifikaci rizikovych osob nebo k posuzovani efektu reZimovych
opatieni u téchto subjekti.

DalSim cilem studie bylo testovat vliv podavani telmisartanu na zménu parametrti inzulinové
senzitivity a na obsah IMCL. Telmisartan pozitivné ovliviiuje inzulinovou senzitivitu a naSe
predchozi préace jiz popsala v této skupin€ osob vliv na snizeni laéné glykémie i na inzulinem
stimulovany adipokinovy profil (Wohl P. et al., 2010). Telmisartan blokuje systém RAS
mimo jiné 1 v tukové tkani, kde nasledné¢ dochazi ke stimulaci adipogeneze (Sharma A.M.,
2006; Kalupahana N.S. a Moustaid-Moussa N., 2012; Slamkova M. et al., 2016) s tvorbou
malych funkénich adipocytl, které jsou schopny vychytavat nadbyte€né volné mastné
kyseliny z cirkulace a branit tak jejich ektopické kumulaci ve formé¢ IMCL. Telmisartan
pusobi 1 jako parcialni modulator receptoru PPARYy, ktery také stimuluje adipogenezi a
zvySend kapacita tukové tkané by opét méla bréanit ektopické akumulaci lipidd (Monsalve
F.A. et al.,, 2013). Predpokladali jsme, Ze tento synergicky dudlni efekt telmisartanu na

diferenciaci podkozni tukové tkan¢ by mél omezit ektopickou kumulaci tuka a vést tak 1 ke

77



sniZzeni obsahu IMCL v buiikach kosterniho svalu. Vliv telmisartanu na ektopickou kumulaci
lipidd byl doposud zkoumdn jen miniméalné a to s negativnim vysledkem u osob s
abdominalni obezitou (Chetty V.T. et al., 2014).

Po tritydennim podavani telmisartanu v davce 160mg denné jsme nezjistili Zadny vliv na
obsah IMCL v m. tibialis anterior u osob s poruchou la¢né glykémie. Nas vysledek potvrzuje
zaveéry vyse uvedené prace (Chetty V.T. et al., 2014). Kli¢ovou roli hral patrn¢ fakt, ze béhem
nasi studie nedoslo k pfimému ovlivnéni inzulinové senzitivity hodnocené clampem, byt po
interven¢nim obdobi dosSlo k poklesu lacné glykémie. Je také mozné, Ze doba podéavani
telmisartanu byla piili§ kratka a ze k plnému rozvinuti jeho efektu by doslo az po delsi dobé
podavani. Po 1écbé telmisartanem doslo ale pravdépodobné k alteraci metabolickych
charakteristik kompartmentu IMCL. Z plivodné popisovanych korelaci jsme zjistili jen trend k
negativni vazbé mezi IMCL a adiponektinem, korelace mezi IMCL a inzulinovou senzitivitou
Hodnota celkového cholesterolu po podavani telmisartanu nebyla bohuzel zjistovana.

Zda se tedy, Ze pii vzniku svalové IR nehraje roli jen mnozstvi IMCL, ale 1 metabolické
vlastnosti tohoto kompartmentu. Roli by mohlo hrat 1 sloZeni mastnych kyselin, které dle fady
praci ovlivituje stupent IR (Borkman M. et al., 1993; Manco M. et al., 2000; Pelikanova T.,
2014). Nase studie jako vedlejsi nalez prezentuje odlisné poméry CH2/CH3 v intracelularnim
a extracelularnim komparmentu svalovych buné€k, coz je neptimy ukazatel odlisného sloZeni
mastnych kyselin v téchto kompartmentech. Pomér CH2/CH3 extracelularné byl signifikantné
vys$8i po podavani telmisartanu i placeba a zd4 se tedy, Ze jsou zde skladovadny mastné
kyseliny s del§im nebo vicenasycenym fetézcem. Vyznam tohoto néalezu je zatim nejasny, k
dal§imu zkoumani sloZeni mastnych kyselin v IMCL by bylo vhodné vySetfovani 'H MRS s
vys$si rozliSovaci schopnosti (tj. alespoit 3T) s moznosti rozliSeni atomil vodiki navazanych
kolem dvojnych vazeb (-CH=) nebo vyuziti uhlikové spektroskopie. Pozitivni efekt
telmisartanu na gluk6zovy metabolismus (Scheen A.J., 2004; McGuire D.K. et al., 2008; Das
U.N., 2016) je mediovan jinym zpiisobem nez redukci ektopické akumulace tuk.

Obé naSe studie potvrdily kli¢ovou roli, kterou hraje kosterni sval a jeho metabolismus v
rozvoji IR a to jiz v preklinickych stadiich onemocnéni. Zjisténa alterace se tykala jak
energetického metabolismu myocytii v piipadé potomkl hypertonikt, tak zvySené kumulace
IMCL u osob s metabolickym syndromem a poruchou lacné glykémie. Energeticky
metabolismus myocytli s kumulaci IMCL pfimo souvisi a idedlni vySetfovaci metodou by
bylo soubézné provadeéni vodikové a fosforové spektroskopie u jedné skupiny osob nejlépe v

rdmci dynamickych studii hodnoticich rizné druhy intervenci. Tyto kombinované studie jsou
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za vznik IR v kosternim svalu primarné¢ zodpovédna mitochondridlni dysfunkce, kumulace
IMCL nebo se jedna o dasledek jinych patofyziologickych mechanismu.

Metabolismus kosterniho svalu je v souvislosti s IR zkoumén jiz desitky let. Naproti tomu
uloha mozkové tkan¢€ v rozvoji IR je odhalovana az v poslednich letech a proto jsme nas
vyzkum zaméfili 1 timto smérem. Mozek je centralnim organem kontrolujicim energetickou
homeostazu organismu. Mozkova tkan byla tradicné povazovana za organ inzulin-
insenzitivni, ale inzulinové receptory jsou v CNS pfitomny difuzné s nejvétsi Cetnosti
v hypotalamu a v ¢ichovém laloku, kde ovliviiuji energetickou bilanci a télesnou véahu, a dale
v hippocampu a temporalnim laloku s vlivem na modulaci kognitivnich funkei (Banks W.A.
et al., 2012; Kleinridders A. et al., 2014). V poslednich letech bylo publikovano nékolik praci,
které prokazuji rozdilné (a vétSinou sniZzené) piisobeni inzulinu v nékteré z vySe uvedenych
oblasti u osob s obezitou, IR nebo diabetem (Tschritter O. et al., 2006; Hallschmid M. et al.,
2008; Tschritter O. et al., 2009; Guthoff M. et al., 2011; Hirvonen J. et al., 2011; Heni M. et
al., 2014). Neptimé ditkkazy o mozkové IR byly zjistény 1 ve spektroskopickych studiich
(Karczewska-Kupczewska M. et al., 2013; Emmanuel Y. et al., 2013).

Vazba mezi centralni a periferni IR tedy existuje, ale opét neni objasnéna otazka, zda rozdilné
centralni ptisobeni inzulinu u téchto osob je zodpovédné za rozvoj onemocnéni nebo zda se
jedna jiz o dusledek probihajici patologie. Spotieba glukdzy mozkem je nejvyssi ze vSech
organt lidského téla a vzhledem k faktu, Ze jsou zde pfitomny i glukézové transportéry
GLUT 4, kter¢ jsou citlivé na inzulin (Banks W.A. et al., 2012), nabizi se otazka, zda se IR
nemtize projevit i v prestupu glukézy do CNS.

poznatkl, které o centralnim plsobeni inzulinu mame, pochdzi pouze ze zvifecich studii.
Metody funkéniho zobrazovani umoznuji provadét vyzkum mozkové IR i u lidi. 'H MRS
nam umoziuje sledovani mozkové koncentrace glukozy i dalSich metabolitli obsahujicich
vodikoveé atomy, znichz nékteré navic z glukézy ptfimo vznikaji (Govindaraju V. et al.,
2000). Problémem u soucasnych pfistroji s niz§i rozliSovaci schopnosti je urcita
nespecificnost vySetieni, kdy je nutné hodnotit koncentrace danych latek ve vétSim objemu
tkdn¢ a neni zatim mozné se pfimo zaméfit na mozkova jadra kontrolujici energetickou
bilanci a pfijem potravy.

V nasi treti studii jsme se zaméfili na zkoumani vlivu suprafyziologické hyperinzulinémie na
parietalni bilou hmotu u osob s diabetem 1. typu v porovnéani se zdravymi kontrolami. N&s

projekt byl zamysSlen jako pilotni a vzhledem k technické naro€nosti vySetfeni provadéného
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pfimo v prostorach magnetické rezonance a k vysokému stupni nepohodli pro zkoumané
subjekty jsme jako cilovou skupinu vybirali mladé dobrovolniky a vékové odpovidajici
pacienty s diabetem 1. typu. U pacientii s diabetem 1. typu je také popisovan urcity stupei
inzulinové rezistence (Greenbaum C.J., 2002) a ocekavali jsme tedy, Ze u této skupiny
pacienti bychom po navozeni suprafyziologické hyperinzulinémie mohli v porovnani se
zdravymi kontrolami zaznamenat rozdily v ptestupu glukézy ptes HEB nebo v jejim dal$im
metabolismu v CNS. Ve skupiné diabetiki jsme v mozkové tkani opravdu zjistili bazalné
lehce vyssi koncentraci glukézy, coz odpovida jejimu vysSimu prestupu pies HEB podle
koncentra¢niho spadu pfi soucasné zjisténé lehce vyssi periferni glykémii. Nélez odpovida 1
literarnim udajim (Kreis R. o Ross B.D., 1992; Seaquist E.R. et al., 2001; Makimattila S. et
al., 2004; Heikkila O. et al., 2009).

Navozena hyperinzulinémie méla u diabetikii a kontrol na koncentraci mozkové glukozy
rozdilny vliv. V prib¢hu clampu koncentrace mozkové glukozy ve skupiné diabetikti klesla,
naopak ve skupiné kontrol byla bazalné koncentrace mozkové glukozy velmi nizké a stoupla
az béhem clampu. Vyslednd mozkova koncentrace glukoézy nezavisela na trovni inzulinové
senzitivity, pouze na diabetickém statusu. Uroveii inzulinové senzitivity hodnocena clampem
byla ale v celém souboru srovnatelna a u zadné vysetfované osoby nebyla v pasmu IR.
Koncentrace mozkové glukézy bohuzel zlstala na hranici rozliSeni po celou dobu clampu a
bude tfeba doplnit dalsi studie k ovéteni naSich vysledk.

V nékolika publikovanych pracich se setkdvame s popisem vysSiho pfestupu glukdzy pies
HEB po podani inzulinu (Hertz M.M. et al., 1981; Bingham E.M. et al., 2002; Tuulari J.J. et
al., 2013; Anthony K. et al., 2006) a posledni zminéné studie dokonce uvazuje o urcitém
stupni IR v pfestupu glukézy pres HEB. Stejné tak ale existuji prace, které ptimy vliv inzulinu
na piestup glukézy pies HEB popiraji (Cranston 1. et al., 1998; Seaquist E.R. et al., 2001).
Dalsi dvé studie provedené s pomoci PET také popiraji vliv inzulinu na pfestup glukézy do
CNS, ale popisuji pii hyperinzulinémii zvySenou rychlost defosforylace glukézy (Eastman
R.C. et al., 1990; Hasselbalch S.G. et al., 1999), takze hyperinzulinémie patrné¢ né&jakym
zpiisobem mozkovy metabolismus opravdu ovliviluje. Pi#imé porovnani pacienti s TIDM a
zdravych dobrovolnikl dle naSich poznatk doposud nebylo provedeno.

Co se tyce reakce ostatnich molekul, pokud opomeneme jiz bazdlné zjisténé rozdily v
koncentracich nékterych latek ve skupiné diabetiki (N-acetylaspartat, cholin, kreatin,
inositol), byla reakce na hyperinzulinémii v celém naSem souboru uniformni a mezi
kontrolami a pacienty s TIDM jsme nezaznamenali rozdil. Koncentrace cholinu, kreatinu,

inositolu a N- acetylaspartatu ziistala stejnd, intenzita kompozitniho signalu Glx (glutamat +
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glutamin) byla také srovnatelna, ale ptfi analyze dat v LCModelu (LCModel web page) u
signadlu glutaminu doslo k vzestupu a u signalu glutamatu byl v pribéhu clampu zjistén trend
obou skupinach. Neurotransmitery glutamat i glutamin jsou tvotfeny z glukézy, coz potvrzuji i
spektroskopické studie sledujici osud znacené glukézy *C (Kanamatsu T. o Tsukada Y.,
1994; Tyson R.L. o Sutherland G.R., 1998; Qu H. et al, 2000). Fakt, Ze navozeni
hyperinzulinémie indukovalo zménu v koncentraci glutamatu a glutaminu, by mohl odrazet
vliv hyperinzulinémie na piestup glukozy pres HEB, ale také ovlivnéni neurondlni nebo
glialni aktivity vedouci k rozdilim v koncentraci téchto latek.

Efekt inzulinu v CNS se tedy pravdépodobné netyka jen urcitych specifickych oblasti
zapojenych do kontroly energetické bilance a kognitivnich funkci, ale je zfejm¢e globélni. V
budoucnu bude potieba doplnit dalsi studie na vét§im souboru pacientl a na pfistrojich s vyssi
rozliSovaci schopnosti k ovéfeni tohoto ptredpokladu a k ptesné specifikaci u¢inku inzulinu

v CNS ve skupinach osob s riiznou trovni inzulinové senzitivity.
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6. ZAVERY DIZERTACNI PRACE

U osob s predispozici k rozvoji hypertenze a metabolického syndromu jsme pii
hodnoceni oGTT a hyperinzulinového clampu prokazali v porovnani se zdravymi
kontrolami wur€ity stupeit inzulinové rezistence. Hodnota sérového magnesia
korelovala v této skupin¢ pfimo s vysi inzulinové senzitivity. Hodnota intraceluldrniho
magnesia v myocytech korelovala negativné s vybranymi ukazateli metabolického
syndromu, nikoliv pfimo s inzulinovou senzitivitou. Koncentrace makroergnich
fosfati v kosternim svalu jsou u potomkt hypertonikli srovnatelné se zdravymi
kontrolami, hrani¢né vyssi pomér Pi/BATP v této skupin¢ ukazuje na vyssi aktivaci
energetického metabolismu v kosternim svalu s konsumpci ATP nebo na projev urcité
formy mitochondrialni dysfunkce. Korelace mezi koncentracemi nékterych svalovych
makroergnich fosfatll, ukazateli inzulinové rezistence a vysi krevniho tlaku alteraci

energetického metabolismu v kosternim svalu u potomka hypertonikti potvrzuji.

U osob s poruchou lacné glykémie se sedavym zplsobem Zivota jsme prokazali
negativni vazbu mezi obsahem IMCL na jedné stran€ a inzulinovou senzitivitou,
plazmatickym adiponektinem a celkovym cholesterolem na stran¢ druhé. Hodnota
laéné glykémie pozitivn¢ korelovala s obsahem IMCL. Kratkodobé podéavani
telmisartanu nemélo Zadny vliv na obsah IMCL ani na inzulinovou senzitivitu,
pfestoze pozitivn€ ovlivnilo lacnou glykémii. Po 1é¢bé telmisartanem ztratil IMCL
kompartment svoji pivodni vazbu na nékteré parametry inzulinové senzitivity.
Podavani telmisartanu ziejmé vedlo ke zméné typickych metabolickych charakteristik

tohoto kompartmentu.

Zjistili jsme rozdil v bazdlnich koncentracich vybranych metaboliti (NAA, cholin,
inositol, kreatin) v mozkové tkani mezi diabetiky 1. typu a kontrolami, coz potvrzuje
negativni ovlivnéni mozkového metabolismu pfitomnosti diabetu. V celém souboru
jsme prokézali vliv akutné navozené suprafyziologické hyperinzulinémie na zménu
mozkové koncentrace gluk6ézy a neurotransmiterti glutaminu a glutamatu (trend). Je
pravdépodobné, ze transfer nebo metabolismus glukozy v mozku je n&jakym
zptisobem ovliviiovan hyperinzulinémii. Inzulin miZe pfimo zvySovat ptestup glukozy

pfes HEB nebo miiZe ovliviiovat neuronalni aktivitu.
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7. SOUHRN

Magneticka rezonance spektroskopie svou neinvazivitou a moznosti zachytit metabolické
procesy v fad¢ tkani in vivo vyznamnym zpusobem rozsifuje paletu vySetfovacich metod v
soucasné¢ medicingé. Diabetes mellitus 1. 1 2. typu pifedstavuje komplexni metabolické
onemocnéni s negativnimi dopady na latkovou preménu sacharidd, lipidii 1 proteint v celém
organismu. Vznik inzulinové rezistence piedstavuje kli¢ovou poruchu, ktera je zodpoveédna za
rozvoj diabetu 2. typu, ale negativné zasahuje 1 do pribéhu diabetu 1. typu. Soucasny vyzkum
se zamétuje na odhaleni piesnych patofyziologickych mechanismu, které negativné ovliviuji
inzulinovu senzitivitu a pfispivaji k rozvoji onemocnéni. Zkoumény jsou i bezprostfedni
metabolické dusledky nedostate¢ného pusobeni inzulinu a také mechanismy zodpovédné za
rozvoj pozdnich komplikaci.

Magnetickd rezonance spektroskopie ndm velmi dobfe umoziluje mapovat tkaiovy
metabolismus na molekularni tirovni, sledovat koncentrace vybranych latek a jejich zmény v
interven¢nich dynamickych studiich. Pozornost se zamétuje na organy, které jsou typickym
cilem inzulinového piisobeni, jako je kosterni sval a jatra, metabolické zmény jsou ovSem
detekovatelné i v organech, kde se diive neptedpokladaly, jako je naptiklad mozkova tkan.
Cilem naseho vyzkumu bylo ptispét k pochopeni patofyziologie vzniku inzulinové rezistence
ve skupindch subjektl, které jesté nemaji rozvinuty diabetes 2. typu, ale maji jasnou
predispozici k jeho vzniku. Zaméfili jsme se na zkoumdni metabolismu kosterniho svalu u
potomki hypertonikli a na pacienty s poruchou laéné glykémie. Porucha energetického
metabolismu svalovych bunék je popisovdna u manifestniho diabetu i manifestni hypertenze.
S jasné¢ rozvinutou svalovou inzulinovou rezistenci je spojovdna akumulace
intramyocelularnich lipidi. Nasim zamérem bylo prozkoumat, zda tyto typické abnormality
jsou zjistitelné jiz v preklinickych stadiich téchto onemocnéni — za pomoci *'P MRS jsme tedy
hodnotili energeticky metabolismus kosterniho svalu u potomki hypertoniki a s pouZitim 'H
MRS metabolismus intracelularnich lipidii u osob s poruchou la¢né glykémie.

Energeticky metabolismus kosterniho svalu u osob v preklinickém stadiu hypertenze doposud
nebyl zkoumén. Prokézali jsme hrani¢ni abnormality v koncentracich vybranych
makroergnich fosfatl v myocytech a korelace s ukazateli inzulinové rezistence a s vysi
krevniho tlaku. Nase néalezy ukazuji na alteraci energetického metabolismu kosterniho svalu v
této skupin€ osob. Alterace energetického metabolismu miiZze byt ptfi¢inou 1 disledkem

rozvijejici se poruchy inzulinové citlivosti. V nasi druhé studii jsme prokazali negativni
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vazbu mezi parametry inzulinové senzitivity a koncentraci adiponektinu a hodnotou
intramyocelularnich lipidii ve skupiné osob s poruchou lacné glykémie, kde tato vazba jeste
nebyla zkoumana. Neprokazali jsme zadny vliv podavani telmisartanu na kumulaci IMCL. O
efektu telmisartanu na ektopickou akumulaci lipidi doposud existuje v literatuie jen
minimum udaji a nebyl zkouman ve skupiné osob s poruchou la¢né glykémie.

Nasim dal$im cilem bylo zkoumani vlivu suprafyziologické hyperinzulinémie v méné
typickém cilovém orgénu, a to v mozkové tkdni. Podle poslednich vyzkumi je 1 v CNS
vyjadien urcity stupenn inzulinové rezistence, ktery miize odrazet rezistenci celotélovou, ale
muze predstavovat i jeden z primarnich patofyziologickych mechanismii zodpovédnych za
rozvoj diabetu. Vzhledem k mensi rozliSovaci schopnosti 'H MRS a k ptedpokladanému
diskrétnéjSimu efektu inzulinu u diabetiki 2. typu jsme ke zkouméani zvolili skupinu diabetikil
1. typu, u kterych je také popisovan ur€ity stupen inzulinové rezistence, a zdravych kontrol.
Jiz bazaln¢ jsme zjistili zmény v koncentracich né€kterych metabolitl, coz potvrzuje
predpokladany negativni dopad piitomnosti diabetu na mozkovy metabolismus. Vliv
hyperinzulinémie na metabolismus CNS u zdravych osob v porovnani s diabetiky 1. typu
doposud nebyl zkouméan. Po navozeni hyperinzulinémie jsme v na$i studii zjistili v obou
skupinach zmény v koncentracich glukézy a neurotransmiteru glutaminu. Vliv inzulinu na
globalni mozkovy metabolismus je velmi pravdépodobny, ale k pfesné specifikaci bude nutné
doplnit MRS studie s vyssi rozliSovaci schopnosti.

Pouziti magnetické rezonance spektroskopie predstavuje s nové pouzivanymi piistroji s vyssi
rozliSovaci schopnosti a se stdle se rozSifujicim spektrem zachytitelnych latek obrovsky

potencial pro budouci metabolické studie.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD — demence Alzheimerovského typu

AMP — adenosinmonofosfat

AMPK - AMP aktivovana kindza

ATP — adenosintrifosfat

BATP —jeden ze signald adenosin trifosfat ve fosforovém spektru
BMI — body mass index

C — kontrolni skupina

CNS — centralni nervova soustava

D — skupina diabetikil ve studii 3

DAG - diacylgylceroly

DCCT - kalibrace glykovaného hemoglobinu podle Diabetes Control and Complications Trial
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EMCL - extramyocelularni lipidy

FFA — volné mastné kyseliny

fMRI — funkéni magneticka rezonance

GABA — kyselina y-aminomdselna

Glx - kompozitni signal glutaminu a glutamatu
GLUT - gluk6zové transportéry

HDL - frakce cholesterolu high-density lipoproteins
HEB — hematoencefalickd bariéra

HbAlc — glykovany hemoglobin

Chol - cholesterol

ICHS — ischemicka chodoba srde¢ni

IFCC — kalibrace glykovaného hemoglobinu podle The International Federation of Clinical Chemistry
IHCL - intrahepatocelularni lipidy

IMCL — intramyocelularni lipidy

IR- inzulinova rezistence

IRI — hladina imunoreaktivniho inzulinu

LDL — frakce cholesterolu low-density lipoproteins
M — spotieba glukédzy pti clampu

MAPK- mitogen aktivovana proteinkindza

MCR — metabolicka clearance glukézy v clampu
Mgi — intracelularni magnesium

MgS — sérové magnesium

M/I - index inzulinové senzitivity
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MRI — magneticka rezonance zobrazovani

MRS — magneticka rezonance spektroskopie

NAA — N-acetylaspartat

NEOX — neoxidativni spotieba glukozy

NS — nesignifikantni

OH - skupiny potomkui hypertoniktl ve studii 1

Patp — celkovy signal adenosintrifosfatu ve fosforovém spektru
PCr - fosfokreatin

PDE - fosfodiestery

PI3K- fosfatidylinositol-3-kindza

PET — pozitronova emisni tomografie

Pi — anorganicky fosfat

PKB- proteinkinidza B

PKC- proteinkinaza C

PME - fosfomonoestery

PPARYy — receptor peroxisme proliferator-activated gamma
RAS — sytém renin angiotensis aldosteron

SD — smérodatna odchylka

TAG - triacylglyceroly

TKs — systolicky krevni tlak

TKd — diastolicky krevni tlak

TNFa — tumor necrosis factor o

T1DM - diabetes mellitus 1. typu

T2DM - diabetes mellitus 2. typu

VOzmax — maximalni aerobni kapacita

WHR - pomér pas - boky

'"H MRS - vodikovéd magneticka rezonance spektroskopie

13C MRS - uhlikova magneticka rezonance spektroskopie

3P MRS - fosforova magneticka rezonance spektroskopie
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