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SHRNUTI

Obezita je celosvétoveé nejrozsifenéjsi metabolické onemocnéni a jeji trvaly vzestup je
alarmujici. Zavaznost obezity spociva vtom, ze je spojena s vyraznym zvySenim rizika
metabolickych chorob jako je diabetes mellitus (DM) 2. typu, hyperlipidémie, kardiovaskularni a
nc¢ktera nadorovd onemocnéni. Obezita se tak podili vyznamné na zvySovani nédkladii celého
zdravotnického systému. Zasadni pro sniZeni této zatéze je prevence vzniku vySe zminénych
chorob. Tato spociva jednak v prevenci obezity samotné, jednak v poznani a nasledném ovlivnéni
mechanismua vzniku metabolickych poruch s obezitou spojenych. Podkladem vzniku téchto poruch
jsou zmény v klicovych metabolickych organech: tukové tkani, jatrech, kosternim svalu a slinivce
brisni. Pfedkladana prace se soustiedila na obezitou vyvolané poruchy tukové tkadné¢ na urovni
metabolické, endokrinni a imunitni, jednotné prezentované jako dysfunkéni tukova tkan. Pozornost
byla specificky vénovana Skodlivému ucinku zvySenych hladin zakladnich makronutrientt
(sacharidd a lipidd) a na stran¢ druhé ptiznivému pusobeni nizkokalorické diety na molekularni
charakteristiky tukové tkané. Ziskané poznatky osvétluji mechanismy plisobeni vyzivovych podnéti
na dysfunkci tukové tkané na molekuldrni a bunécné urovni a poskytuji tak dulezity podklad
k prevenci obezity a s ni spojenych metabolickych poruch. Spojitost mezi rizikovymi faktory
vyzivy a etiologii vzniku dysfunkéni tukové tkané tak poskytuje védecky podlozena fakta nezbytna
k upravé vyzivovych doporuceni. Tento pristup bychom mohli nazvat ,,Molekularni preventivni
I€katstvi®.

Predkladanad dizertatni prace je zpracovdna formou souboru publikaci zabyvajich se ucinkem
intervenci vedoucich k elevaci cirkulujicich hladin nutrient — hyperlipidémie, hyperglykémie na
stran¢ jedné a kalorickou restrikci na stran¢ druhé - na charakteristiky podkozni tukové tkan€.
Zahrnuto je celkem 6 publikaci, které vznikly na Ustavu pro studium obezity a diabetu 3. LF UK
nyni nové piejmenovaném Ustavu patofyziologie 3. LF UK. Ustav se ve své vyzkumné aktivité
dlouhodobé zabyva vyzkumem tukové tkané, obezitou, metabolickymi komplikacemi obezity a
jejich prevenci. Prace je tématicky rozdélena do dvou Casti. V prvni €asti je spolenym tématem
vliv kratkodobych intervenci na prozanétlivy profil jak na Grovni tukové tkané, tak v cirkulaci.
V publikaci €. 1 a 2 je zhodnocen efekt kratkodobé hyperlipidémie a hyperglykémie na imunitni
profil tukové tkané u obéznich Zzen. Publikace ¢. 3 popisuje efekt jednordazové podaného
vysokotukového pokrmu na zanétlivé zmény v cirkulaci u mladych zdravych muza. Publikace €. 4
sleduje regulaci mobilizace mastnych kyselin z tukové tkan¢ behem télesné zatéze pii podani
metforminu. Druhd c¢ast prace zahrnujici publikace €. 5 a 6 je tématicky vénovana efektu
hypokalorické diety a jejich riznych fazi na modulaci metabolickych, endokrinnich a imunitnich

funkci tukové tkané u obéznich zen.



Studie sdruzené v této dizertatni praci poskytuji piispévky k poznani regulace vzniku
prozanétlivého stavu organizmu a tlohy energetického ptijmu i hladiny zakladnich makronutrientt
v tomto procesu. Tyto stiipky védéni mohou pfispét k pochopeni funkénich zmén na Grovni tukové

tkan¢ a vést tak k uc¢innému rozvoji preventivnich a lé¢ebnych strategii.

Klicova slova: obezita, tukova tkan, hyperlipidémie, hyperglykémie, dietni intervence.

SUMMARY

Obesity is the world's most widespread metabolic disease and its continous rise in prevalence is
alarming. The severity of obesity is that it is associated with a significant increase in the risk of
metabolic diseases such as type 2 diabetes mellitus, hyperlipidemia, cardiovascular disease and
some types of cancer. Obesity thus contributes significantly to increasing the cost of healthcare
system. Preventing the aforementioned diseases is essential to reduce this burden. This is based both
on the prevention of obesity itself, on the other hand, on the knowledge and consequent influence
on the mechanisms of metabolic disorders associated with obesity. These disorders are based on
changes in key metabolic organs: adipose tissue, liver, skeletal muscle and pancreas. The present
thesis is focused on obesity-induced disorders of adipose tissue at the metabolic, endocrine and
immune levels, presented as dysfunctional adipose tissue. Special attention was paid to the
detrimental effect of elevated levels of basic macronutrients (carbohydrates and lipids) and, on the
other hand, to the beneficial effects of low calorie diets on molecular characteristics of adipose
tissue. The acquired knowledge illuminates the mechanisms of action of nutritional stimuli on
adipose tissue dysfunction at the molecular and cellular level and thus provides an important basis
for the prevention of obesity and related metabolic disorders. Thus, the link between nutritional risk
factors and the etiology of dysfunctional adipose tissue provides scientifically-based facts necessary
to adjust nutritional recommendations. This approach could be called "Molecular Preventive
Medicine".

This thesis is elaborated in the form of a set of publications dealing with the effect of interventions
leading to the elevation of circulating levels of nutrients - hyperlipidemia, hyperglycemia on the one
side, and calorie restriction on the other - on subcutaneous adipose tissue characteristics. A total of
6 publications that were created at the Department for the Study of Obesity and Diabetes, newly
renamed as Department of Pathophysiology on the Third Faculty of Medicine of Charles University
are included. This Department has been engaged in the research of adipose tissue, obesity,

metabolic complications of obesity and their prevention for a long time. The thesis is thematically



divided into two parts. In the first part, the common theme is the influence of short-term
interventions on the pro-inflammatory profile both at the level of adipose tissue and in the
circulation. In publication No. 1 and 2 is evaluated the effect of short-term hyperlipidemia and
hyperglycemia on the adipose tissue immune profile of obese women. Publication No. 3 describes
the effect of a single-dose high-fat meal on inflammatory changes in circulation in young healthy
men. Publication No. 4 is focused on the regulation of fatty acid mobilization from adipose tissue
during exercise influenced by antidiabetic medication - metformin. The second part of the thesis,
which includes publications No. 5 and 6, focuses on the effect of hypocalorie diet and its various
phases on the modulation of metabolic, endocrine and immune functions of adipose tissue in obese
women.

The studies in this thesis provide contributions to the knowledge of the regulation of pro-
inflammatory state of the organism and the role of energy intake and the level of basic
macronutrients in this process. These fragments of knowledge can help to understand the functional
changes at the level of the adipose tissue and thus lead to the effective development of preventive

and treatment strategies.

Key words: obesity, adipose tissue, hyperlipidemia, hyperglycemia, diet intervention.
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1. OBEZITA, JEJi VYSKYT A VYZNAM V PREVENCI

1.1. Epidemiologie obezity

Obezita je charakterizovana nadmérnou akumulaci tukové tkan€ v organismu. Jeji pfi¢inou
je nerovnovaha mezi energetickym piijmem a vydejem. Obezitou se rozumi stav s hmotnostnim
indexem BMI > 30 kg/m”. Dle Svétové zdravotnické organizace je obezita povaZovana za epidemii
21. stoleti nyni pfertstajici do pandemickych rozmért. V roce 2016 se 39 % dospé€lé populace ve
svété nachazelo v pasmu nadvahy (BMI 25,1 -29,9 kg/m? ) a 13% v pasmu obezity. 11 % bylo muzi
a 15 % zen [1]. V Ceské populaci dle kontinualniho prizkumu spolecnosti STEM/MARK z roku
2013 se s nadvahou potyka 35 % a s obezitou 23 % dosp¢lé populace [2]. Obéznich je 20 % muzii a
18 % zen dle dat Ceského statistického tifadu z roku 2018 (viz obrazek ¢.1). Ve vét§iné evropskych

zemich se prevalence obéznich dospélych pohybuje mezi 10 - 20 % , v CR je to 23 %, coZ je



srovnatelné s okolnimi zemémi jako je Némecko, Litva, Belgie i Francie. Nékteré ¢asti Evropy jsou
typické prevalenci obesity nad 30%, napf. jizni Italie ¢ Malta. V ramci Evropské unie se CR
pohybuje na 13. misté z 28 zemi [3]. Oproti vyzkumu v roce 2011 nedoslo vroce 2018 v CR
k vyznamnému nartstu prevalence osob s nadvéhou ¢i obezitou. Vysvétleni mohou byt mnoha.
Jednim znich je, ze naSe populace jiz dosahuje maxima vzhledem k dané genetické vybave,
piipadné také informovanost populace o preventivnich opatienich a rizicich obezity mohou vést

k zastaveni vzestupu [4].

1.2. Etiopatogeneze obezity

Nejvyznamnéjsi etiopatogeneticky faktor vzniku obezity je nerovnovdha mezi energetickym
pfijmem a vydejem. Za poslednich 25 let doslo k vyznamnym zménam jidelnicku: napt. ke sniZeni
spotteby hovéziho a vepfového masa a k nardstu spotieby masa driibeziho. Vice nez o pétinu
stoupla spotieba ovoce a zeleniny. Pfesto je v CR stile vysokd konzumace tuénych jidel a
sekundarné zpracovaného masa. V mladsi populaci se zvySila spotieba sladkych népoja.
Vyznamngj$i zmény jsou patrné v energetickém vydeji, kdy doSlo k dramatickému nartstu

sedavého zpiisobu zivota [4].

1.3. Prevence a lé¢ba obezity

Obezita piedstavuje vyznamny rizikovy faktor vzniku diabetu 2.typu, hyperlipidémie,
kardiovaskularnich, naddorovych a neurodegenerativnich onemocnéni [5, 6]. V disledku téchto
komorbidit dochazi k vyznamnému vzestupu morbidity a mortality [7]. Proto je kladen diraz
pfedev§im na preventivni a lécebnd opatieni obezity a metabolického syndromu. Primérné
preventivni intervence maji pfiznivEjsi efektivitu vloZzenych nakladii ve srovnani s léCbou jiz
vzniklé nemoci. Strategie 1écby obezity zahrnuje nejen redukci hmotnosti, ale pfedev§im snizeni
metabolickych rizik. Modifikace Zivotniho stylu zahrnuje tfi zakladni komponenty: dietu,
pohybovou aktivitu a behavioralni terapii. Komplexni intervence zahrnuje redukci hmotnosti o0 0,5 —
1 kg/ tydné béhem prvnich 12 tydnil a dale udrZzeni hmotnosti po 6-9 mé&sict. Klinicky benefit je
dosazen uz pifi mirné hmotnostni redukci (o 5 -10 % télesné hmotnosti). Dilezité je vénovat
pozornost nejen samotné redukci hmotnosti, ale zméné télesného slozeni s cilem snizeni tukoveé
hmoty a navySeni svalové hmoty. Soucasti 1écebné strategie je zvladnuti komorbidit — kontrola
dyslipidémie, glykémie, udrzeni normalniho krevniho tlaku, 1é¢ba syndromu spankové apnoe a

psychosocialnich omezeni [8].



2. TUKOVA TKAN

2.1. Tukova tkan a jeji bunécné sloZeni

Tukova tkan v lidském organismu je tradi¢né€ povazovéna za ulozisté piebytecné energie v
podobé¢ lipidii pro jejich pozdé€jsi uvoliovani, dale je zndma jeji termoizolacni a ochranna funkce.
V dnesnim pojeti je tukova tkan povazovana za heterogenni, multifunkéni orgén s endokrinnimi,
parakrinnimi a imunitnimi funkcemi [9]. Tukova tkan (TT) je sloZzena z tukovych bun¢k - adipocytii
a stromovaskuldrni frakce (SVF), ktera zahrnuje mesenchymalni kmenové buiiky, preadipocyty,
imunitni buniky, endotelie a extracelularni matrix [10]. Prave tato ne-adipocytarni bunécné frakce
sehrava svou sekrecni aktivitou zasadni roli v patofyziologii obezity [11]. Adipocyt ma oproti

jinym bunkdm proménlivou velikost v zavislosti na fyziologickych okolnostech.

2.3. Adipocytokiny

Podrobné patofyziologické mechanismy a mediatory zprostfedkujici vazbu mezi nadmérnym
mnozstvim tukové tkdné€ a zvySenou morbiditou a mortalitou jsou pfedmétem intenzivniho studia
v poslednich nékolika desetiletich. Pfimé propojeni etiopatogeneze mezi obezitou a zménami
funkce tukové tkané zacalo byt odhalovano v 90. letech 21.stoleti, kdy byla poprvé popséana sekrece
prozanétlivého cytokinu tumor necrosis factor (TNF o) tukovou tkani [12]. Tukova tkan je
povaZovéana za aktivni endokrinni organ, ktery uvolituje do cirkulace cytokiny podilejici se na
regulaci systémového metabolismu a ovliviiujici funkci imunitnich bunék 1 adipocytli samotnych
[12]. Dle soucasnych poznatki je znamo vice nez 600 pisobkti produkovanych tukovou tkani [13].
Tyto plisobky se obecné nazyvaji adipokiny ¢i adipocytokiny, jsou produkovany nejen adipocyty,
ale také imunokompetentnimi bufikami, endotelidlnimi bunikami, fibroblasty a dal$imi bunikami
v tukové tkani. Jsou popsany stovky adipokini zahrnujici protizdnétlivé (naptf. adiponectin) i
prozanétlivé ptisobky (tumor necrosis factor a: TNFa, monocyte chemoattractant protein 1: MCP1,

interleukin 6: 1L6).

2.4. Zanét v tukové tkani

Obezita je asociovana s chronickym mirnym prozanétlivym stavem organismu spojenym
s produkci a uvollovanim prozanétlivych molekul do cirkulace a do vlastni tukové tkan€ a se
zvySenou infiltraci TT imunitnimi butikami [14]. Poruchy funkce TT jsou spojeny s metabolickymi

odchylkami na celotélové urovni, jak dokladaji prace, kdy inzulinova rezistence koreluje s infiltraci



podkozni TT makrofagy a s expresi a sekreci prozanétlivych cytokinti [15, 16]. Fenotyp imunitnich
bunék je ovlivilovan cytokiny produkovanymi pfimo adipocyty nebo bunkami stromovaskuldrni
frakce. Imunitni bunky v tukové tkani S$tihlych jedinct vyjadiuji  protizénétlivy fenotyp
v zastoupeni T- helper (Ty) a T-reg lymfocyty a M2 typ makrofagh [17]. U obéznich jedinct
pievazuje prozanétlivy fenotyp imunitnich bunék - Tyl lymfocyty, cytotocické T-lymfocyty (Tc) a
M1 typ makrofagh [18]. Je nutno brat v ivahu Ze tyto dobie odliSitelné skupiny makrofagh M1 a
M2 byly popsany ve zvifecim experimentu [19], ale v lidské tukové tkani zfejmé neni toto
piredpokladéa celé¢ kontinuum fenotypu od M1 k M2 makrofaghm. Ackoli se za hlavni faktor v
,»osidleni TT imunitnimi bunkami dlouhou dobu povazovaly pravé makrofagy, které svymi
pusobky pfitahovaly dal$i imunitni buiiky do tukové tkang, pti dalSim studiu se ukézalo, ze
akumulaci makrofadgii predchazi infiltrace T- lymfocyty, které pravdépodobné reaguji na
metabolické stimuly jako je vysokotukova dieta diive nez makrofagy [20]. Jiné studie poukazuji na
to, ze dalSim moznym stimulem infiltrace tukové tkané imunitnimi buiikami mohou byt volné
mastné kyseliny, které se uvoliluji z hypertrofickych adipocytii a vedou k expresi chemoatraktantt
(MCP -1, IL-8) [21]. Dilezitymi stimuly ovlivitujicimi vstup imunokompetentnich bun¢k do TT
jsou také: lipotoxicita [22], zvySend apoptoza hypertrofickych adipocyt v disledku hypoxie [23] a
produkovanych imunitnimi buiikami ptsobi zpétné na adipocyty a podili se na vzniku dysfunkce
tukové tkan€. Vliv nutricni a dietni intervence na infiltraci tukové tkan¢ imunitnimi bunikami je

jednim z cilt této prace.

2.5. Dysfunkce tukové tkané

Z pohledu metabolickych komplikaci je zcela zasadni schopnost tukové tkané ukladat lipidy
a jejich metabolity, aby nedochazelo k jejich ektopickému ukladani mimo tukovou tkan [25]. Jsou
dva zékladni principy expanze tukové tkan€. Hyperplasticky typ je charakterizovan tvorbou novych
[26] adipocytl s vysokou schopnosti uklddat tukové kapénky. Tento typ expanze neni spojen
s metabolickymi komplikacemi obezity a pfedstavuje jedno z vysvétleni tzv. metabolicky zdravych
obéznich [27]. Hypertroficky typ je Castéjsi cesta uklddani nadmérného mnozstvi energie zalozena
na zvétSovani adipocytli . Tyto zvétSené adipocyty vSak podléhaji stresovym podminkam jako je
mechanicky stres, lokalni hypoxie v disledku nedostate¢né vaskularizace [28] a stres
endoplazmatického retikula. Dochazi tak k aktivaci kaskad, které svymi pusobky pfiispivaji
k prozanétlivému stavu organismu [29]. Schopnost expanze podkozni tukové tkdné pii nadmérném

kalorickém piijmu tak mize hrat zasadni roli v rozvoji metabolickych komplikaci u obéznich



pacientl. Studie naznacuji, ze snizeni télesné hmostnosti navozené dietnim rezimem pozitivné

ovliviiuje schopnost expanze a adipogenni potencial tukové tkané¢ [30].

3. POPIS VYBRANYCH METODIK

3.1.  Jehlova biopsie podkoZni tukové tkané

Tato metoda spociva v odbéru malého mnozstvi (1-2g) podkozniho tuku z oblasti bficha. Po
znecitlivéni lokdlni anestezii (1% Mesocain Zentiva, Praha) zavadime punkéni jehlu s 20 ml
stiikackou, kterda ndm vytvofi podtlak. Takto nékolik minut odsavame podkozni tuk, ktery je

nasledné procistén a rozdélen pro nésledné analyzy.

3.2. Euglykemicky a Hyperglykemicky clamp

Euglykemicky hyperinzulinovy clamp (zamek) je ,zlaty standart“ ke zjisténi periferni

inzulinové rezistence organismu a jeho protokol detailné popsal v roce 1979 DeFronzo [31].
Principem je zhodnotit inzulinovou citlivost na zédklad€ rychlosti odsunu glukozy pii intravendznim
podani pfedem definovaného mnozstvi inzulinu (1 mIU.kg-1 .min-1). Rychlost infuze glukézy
potfebna k udrzeni euglykémie odpovidé odsunu glukozy z extracelularniho prostiedi do bunék a je

méfitkem ucinku inzulinu. Tato hodnota je vyjadiena jako tzv. M-hodnota[32]. Hyperglykemicky

clamp, ktery se standartné¢ vyuZziva k testovani sekrece inzulinu, jsme pouzili ve studii ¢. 2
k navozeni experimentalni hyperglykémie. Po bolusové davce 0,33 g/kg glukdzy jsme intravendzné
podali roztok 20% glukozy k dosazené stabilnich hodnot glykémie v rozmezi 15 — 18 mmol/l po

dobu tfech hodin.

3.3. Mikrodialyza

Mikrodialyzacni technika je mini-invazivni metoda umoziujici monitorovani metaboliti v
extracelularni tekutin€ in vivo. Mikrodialyzacni sonda je vybavena semi-permeabilni membranou,
ktera umozinuje prichod latek po sméru osmotického gradientu, tedy z tkané¢ do dialyzatu, ve
kterém jsou posléze tyto latky analyzovany. Nejcastéji jsou stanovovany nizkomolekularni
metabolity, cytokiny apod. Ve studii ¢. 4 jsme analyzovali hladinu metforminu, laktatu a glycerolu

v tukové tkani béhem akutni télesné zatéze.

3.4. Priitokova cytometrie
Pritokova cytometrie je laboratorni metoda umoziujici analyzu riznych bunéénych subpopulaci

béhem priachodu laserovym paprskem. Typizace jednotlivych bunéénych populaci vyuziva reakce
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antigen-protilatka, kdy reakce je vizualizovana oznacenim protilatky fluorochromem. Metodickou
originalitou nasi laboratofe bylo pouziti prutokové cytometrie ke stanoveni zastoupeni imunitnich

bunek v malém vzorku podkozni tukové tkané (500mg).

3.5. Analyza metabolitii a cytokint v plasmé

Vzorky plasmy a séra byly pfipravovany z nesrazlivé periferni krve a nésledné centrifugovany a
rozdéleny do alikvoti. Zakladni biochemické parametry byly stanovovany v certifikovanych
laboratotich (FNKV, Spadia Lab). K analyze plasmatickych hladin cytokinti jako IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a MCP-1, FGF-21, IL-1B , leptin, VEGF-A , sICAM , sVCAM byly stanovovany metodou
ELISA ( Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) za pouziti komeréniho setu (eBioscience, USA)
nebo byl pouzit multiplexovy analyzator Luminex 200 (High Sensitivity Human Cytokine Milliplex
panel; Merck, USA). Pro stanoveni hladiny glycerolu a neesterifikovanych mastnych kyselin v séru
byly pouzity komercni analytické soupravy na principu kolorimetrie ,,RX Monza“ (Randox
Laboratories Ltd., UK). Jedna se o spektrofotometrickou metodiku zalozenou na pfimé umeére mezi
absorbanci a koncentraci roztoku pii konstantni vinové délce. Porovnanim absorbanci naSeho

vzorku se vzorkem o zndmé koncentraci mizeme vypocitat koncentraci latky v naSem vzorku.

4. CILE PRACE A HYPOTEZY

Porucha metabolickych, endokrinnich a imunitnich funkci TT se podili na rozvoji
inzulinové rezistence u obéznich jedincli a nasledném zvySeném riziku rozvoje metabolickych a
kardiovaskularnich chorob. Pfedmétem intenzivniho vyzkumu ftady pracovist' je identifikovat
molekuly a mechanismy zprostfedkovavajici regulaci vySe zminénych funkci TT tak, aby se mohly
stat potencialnim cilem preventivniho i 1é¢ebného ovlivnéni metabolickych disledkl obezity.

Cilem tohoto projektu bylo pfispét k poznani regulace vySe zminénych funkci TT rlznymi
nutriénimi  podnéty: od restrikce energetického piijmu az knavozeni hyperlipidémie ¢i
hyperglykemie. Byly sledovany zékladni charakteristiky prozanétlivého stavu v TT tj. a)
zastoupeni a/nebo aktivace makrofagii a dalSich bunécnych populaci v tukové tkani, b) produkce
prozanétlivych cytokinii buitkami tukové tkané.

Poznatky ziskané uvedenymi studiemi poukazuji na mechanismy vzniku nutrici vyvolanych
metabolickych zmén v tukové tkani na molekularni urovni otevira cestu k u¢innéj$i prevenci a

1é¢be obezity.
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Specificke cile:
CAST A)

¢ Objasnit nekteré z mechanismu lipotoxicity resp. glukotoxicity sledovanim uc¢inku kratkodobych

parenteralnich intervenci vedoucich k hyperlipidémii a hyperglykémii na imunitni stav TT,
prozanétlivy stav organismu a vztah k ateroskler6ze u obéznich zen (Publikace €. 1 a 2)
Hypotéza: Hyperlipidéemie a hyperglykémie imituji obezitogenni prostiedi a vedou k rozvoji

prozanétlivého stavu na urovni organismu i tukové tkané.

¢ Analyzovat prozanétlivou reakci v cirkulaci vyvolanou jednordzovym vysokotukovym pokrmem
u mladych zdravych muzi (Publikace €. 3)
Hypotéza: Vysokotukovy pokrm vede k rozvoji prozanétlivého stavu, na kterém se podili aktivace

stresu endoplasmatického retikula.

¢ Sledovat regulaci mobilizace MK z TT béhem télesné zatéze pti podani insulin-sensibilizujiciho
a antilipolytického agens - metforminu- u mladych zdravych muzt (publikace ¢. 4)

Hypotéza: Metformin inhibuje lipolyzu aktivovanou fyzickou aktivitou u zdravych muzu.

CAST B)

¢ Sledovat ucinek nekolikafazové kalorické restrikce na regulaci lipolyzy v TT na Grovni exprese
regulacnich genti v TT u obéznich Zen (Publikace €. 5)

Hypotéza: Jednotlivé faze lisici se dobou trvani a mirou kalorické restrikce jsou charakterizovany

rozdilnou regulaci liolyzy v TT tj. rozdilnou expresi genii regulujicich metabolismus a lipolyzu.

e Porovnat efekt 2-denni a 28-denni velmi piisné kalorické restrikce na metabolické a
prozanétlivé charakteristiky v cirkulaci a v podkoZni tukové tkani u obéznich Zen (Publikace €. 6)

Hypotéza: a)Jiz po dvou dnech trvani prisné nizkokalorické diety dochazi ke zménam jak na
urovni molekuldrnich charakteristik tukové tkané tak na urovni systémovéeho metabolického stavu
organismu b) Odpoved’ tukové tkané na 2-denni a 28-demni kalorickou restrikci se lisi jak

v metabolickych, tak v imunitnich odpovédich.
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5. VYSLEDKY

Publikace ¢. 1: Akutni hyperlipidémie vede k prozanétlivym a proaterogennim zménam

v cirkulaci a v tukové tkani u obéznich Zen.

Vysledky: Akutné zvySena hladina MK vyvoland infuzi Intralipidu zptsobila zvySeni relativniho
zastoupeni T-lymfocytl, a to pfedevSim populace Th lymfocytt (CD45+/3+/4+) v cirkulaci. Ackoli
v tukové tkani nedoslo k vyznamnym zméndm v populacich T-lymfocytl, doslo zde ke zvyseni
exprese markeru RORC (Thl7 prozanétlivé lymfocyty). Relativni zastoupeni monocyti
CD45+/14+ a CD45+/14+/16+ v krvi bylo vlivem zvySenych hladin lipidt snizeno. Zaroven doslo
ke zvyseni plasmatickych hladin n¢kterych cytokinti (IL-6, MCP-1), adhesivnich molekul (sICAM,
sVCAM) a angiogenniho markeru VEGF-A. V tukové tkani doslo k nartstu populace CD14+/206-
a populace CD14/TLR4+ monocytii/makrofagi, a ke zvysené expresi cytokinii IL-6 a MCP-1.

Publikace ¢. 2: Experimentalni hyperglykémie vede ke zvySeni obsahu monocytia a T-

lyvmfocytu v tukové tkani u obéznich Zen

Vysledky: Akutni hyperglykémie vyvolala zvySeni monocytii/makrofagii charakterizovanych
expresi CD45+/14+ v tukové tkani. Tyto zmény byly nezavislé na obsahu granulocytd v TT (17.8 £
2.3% pted a 17.4 + 1.9% po infuzi). Rezidencni makrofagy exprimujici manosovy receptor CD206
vTT nebyly ovlivnény hyperglykémii. V cirkulaci nedoSlo ke zméndm v obsahu
monocytl/makrofagii. Populace T-lymfocyti (CD45+/3+ «cells; T helper subpopulace
CD45+/3+/4+; T cytotoxické lymfocyty- CD45+/3+/8+) se v cirkulaci nezménily, ale doSlo
k nartstu obsahu téchto buné€k v TT. Soucasné doslo ke zvySené mRNA exprese prozanétlivych
cytokinli (CCL2, TLR4, TNFa) a lymfocytarnich markerdt (CD3g, CD4, CD8a, TBX21, GATAS3,
FoxP3) v TT (p<0.05). Kontrolni infuze octreotidu ani fyziologického roztoku nevyvolala Zadné

z vyse uvedenych zmén v cirkulaci ani v TT.

Publikace ¢. 3: Postprandialni zanétliva reakce neni asociovana se stresem endoplazmatického

retikula v perifernich monocytech u zdravych $tihlveh muzi.

Vysledky: HFM indukoval zvySeni vSech populaci leukocytl v krvi - granulocytl, lymfocytt i
monocytll. Z monocytarnich populaci doslo ke zvySeni exprese predev§im CD1lc+ na povrchu
monocytl. Soucasné doslo v nasi praci ke zvySené mRNA expresi prozanétlivych cytokint IL-6,

IL-1B, IL-8, TNF-a a MCP-1. HFM neovlivnil expresi markerit ER stresu na PBMC. Podani
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ursodeoxycholové kyseliny pred konzumaci HFM neovlivnilo zmény v mRNA expresi zadnétlivych

markertu ani markeru ER stresu.

Publikace ¢. 4: Metformin neinhibuje lipolvzu v tukové tkani béhem cviceni u mladych

zdravvch muza

Vysledky: Hladina metforminu v plazmé se kontinualné zvySovala béhem 3 hodin po podani 2550
mg p.o.metforminu a maximalni hladiny bylo dosaZeno po 3,5 hodinach (koncentrace 4ug/ml).
Podobnou dynamiku dosahovaly hladiny metforminu v dialyzatu ztukové tkané s maximalni
koncentraci 1,3 ug/ml. Mira lipolyzy v tukové tkani byla meéfena jako mmnozstvi glycerolu
v dialyzatu. Béhem cviceni se zvysila lipolyza oproti bazalnimu stavu (4.3 nasobné + 0.5 vs. basal;
p = 0.002) a nedoslo k supresi po podani p.o. ani lokdln¢ podaného metforminu. Hladina laktatu
rostla béhem cviceni v plazm¢ i v dialyzatu po 30-ti a 60-ti minutach cviceni (3.6 ndsobn¢ vs. basal;
p = 0.015; 2.75 nasobn¢ vs. basal; p = 0.002). Metformin nemél efekt na hladinu laktatu béhem

cvideni.

Publikace ¢. 5: Exprese lipolytickveh genu v tukové tkani je rozdilné regulovana béhem

jednotlivvch fazi dietni intervence u obéznich Zen.

Vysledky: Dietni intervence vedla ke sniZeni hmotnosti o 9,8%, které bylo dano piedev§im
ubytkem tukové hmoty. Na konci dietni intervence doSlo ke snizeni plasmatickych hladin
triglyceridil, snizeni hladiny bazalniho inzulinu a ke zlepSeni inzulinové citlivosti méfené metodou
clampu. Exprese mRNA adrenergniho B2-receptoru v TT signifikantn€ vzrostla na konci VLCD a
navratila se k bazalnim hodnotam béhem LCD a ve fazi udrzeni hmotnosti. Exprese adrenergniho
a2 receptoru se signifikantné snizila na konci VLCD a LCD a k plivodnim hodnotdm se vréatila
béhem faze udrZzeni hmotnosti. Exprese HSL a ATGL byla ovlivnéna podobné: doslo
k signifikantnimu sniZeni na konci LCD a k plivodnim hodnotdm se vratila béhem faze udrzeni
hmotnosti. Na konci VLCD byla niz8i exprese ATGL, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny
(p=0.076). Exprese fosfodiesterazy — 3B a insulinového receptoru se béhem jednotlivych fazi dietni

intervence nezmeénila.

Publikace ¢. 6: Porovnani ¢asné (2 dny) a pozdni (28 dnu) odpovédi tukové tkané na velmi

nizkokalorickou dietu u obéznich Zen.

Vysledky: Dle ocekdvani doSlo po 2 dnech VLCD ke zvySeni plasmatickych hladin MK, které
ptetrvavalo az do 28. dne diety. Insulinova resistence hodnocendi HOMA-IR indexem byla, ve
srovnani s basalnim stavem, sniZena jiZ po 2 dnech intervence a sniZena zustala i po 28 dnech. Po 2

dnech VLCD bylo pozorovano zvySeni exprese lipolytickych enzymt (HSL, ATGL), po 28 dnech
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doslo k jejich poklesu na bazalni hodnoty. Po 2 dnech VLCD se zvysily hladiny cirkulujicich
cytokint (IL-6, MCP-1), po 28 dnech se hodnoty vratily k basalnimu stavu pied dietou. Sekrece a
mRNA exprese cytokinli v tukové tkani nebyla po 2 dnech zménéna, vzestup sekrece a exprese

cytokinti (IL-6, MCP-1, TNF-a) v tukové tkani byl pozorovan po 28 dnech VLCD.

6. ZAVERY A DISKUZE

Obezita je charakterizovana zvysenou akumulaci tukové tkan¢ a je spojena se zvySenym rizikem
vzniku metabolickych poruch vedoucich k inzulinové rezistenci a nasledné¢ diabetu mellitu 2.typu,
kardiovaskularnim a nadorovym onemocnénim [5, 6]. Mechanismy zprostfedujici vztah mezi
obezitou a jejimi komplikacemi nejsou stale zcela zfejmé, nicméné jejich poznéani je zasadni pro
prevenci a lécbu obezity a nasledné také prevenci jejich komplikaci. Moznym pojitkem mezi
obezitou a chorobami s ni spojenymi je dysfunkce tukové tkdné projevujici se jak na Urovni
metabolismu tukovych bunék (lipolyza a lipogeneze), tak na urovni endokrinni ¢i imunitni.
Dysfunkce na Grovni imunitni je vyjadiena prozanétlivym stavem tukové tkané, ktery se podili na
vzniku prozanétlivého stavu na urovni celého organismu. Mezi poruchami na vySe zminénych
urovnich existuje zkd souvislost: napt. metabolicka porucha spocivajici ve zvySeném uvoliiovani
mastnych kyselin v procesu lipolyzy v adipocytech vyvolava zménu v endokrinni funkci samotnych
adipocyti a v atrakci imunitnich bunék z cirkulace do TT. Nasledn¢ se zvySuje produkce
prozanétlivych pusobkt jak v migrujicich imunitnich buiikédch, tak adipocytech samotnych [33].
Soubor hypertroficky adipocyt + zvySena pfitomnost imunitnich bun¢k + jejich prozanétlivy
fenotyp + fibrosa tukové tkang tvoii zdkladni charakteristiky dysfunkéni tukové tkané u obézniho
jedince. Cilem této disertacni prace je prispét k pochopeni mechanismi a regulacnich pochodu,
které zprostfedkovavaji spojeni mezi zvySenymi hladinami nutrientd (gluk6za a mastné kyseliny) a
prozanétlivym stavem organismu u obéznich jedincl. K dosazeni vysSi hladiny nutrientd jsme
zvolili bud’ podani exogenni (lipidy, glukéza ¢i vysokotukovy pokrm) nebo endogenni navozenou
bud’ dietni intervenci ¢i fyzickou zatézi. Studie si kladly za cil objasnit nékteré¢ z mechanismu, jimiz
nutricni podnéty vyvolavaji metabolické poruchy u obéznich jedinch a pfispet tak k poznani

rizikovych faktorii vyZzivy a tim i k G€inné&;j8i prevenci a 1écbé obezity v budoucnu.

V prvni ¢asti této prace byla sledovana akutni reakce imunitnich bun¢k na experimentalné zvysené
hladiny nutrientd. V publikaci €. 1 jsme se vénovali vlivu hyperlipidémie na zanétlivé a
proaterogenni charakteristiky v tukové tkani 1 cirkulaci. Zvolenym modelem bylo vyvolani

hyperlipidemie exogennim podanim lipidi infuzi 20% Intralipidu. Uk&zali jsme, Ze parenteralni
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s metabolickym syndromem, vyvolava aktivaci proaterogennich zmén v cirkulaci, kdy monocyty
ziejmée adheruji k endotelu cévni stény, coz je v souladu s dosavadnimi poznatky [34, 35]. Soucasné
dochazi ke zvySeni hladin adheznich molekul v cirkulaci (sSICAM, sVCAM). Vysledky mohou
nasvédcovat tomu, Ze hyperlipidémie vyvolava oxidacni stres a endotelidlni dysfunkci, v souladu
s praci Gowera at al. [36]. Prozanétlivé zmény byly patrné i v tukové tkani. Osvétlen byl tak jeden
z mechanismil lipotoxicity: expozice akutni hyperlipidémii ptisobi u obeznich Zen proaterogenni

zmeény na Urovni cirkulace a prozanétlivé zmény v tukové tkani a na systemové trovni.

V publikaci €. 2 jsme jako model mozného toxického plisobeni glukdzy - tj. glukotoxicity - zvolili
kratkodoby hyperglykemicky klemp tj. hyperglykémii navozenou parenterdlnim podanim exogenni
glukézy. Hyperglykémie vyvolala prozénétlivou imunitni reakci vyjaddienou zvysSenim populace
makrofagi v TT. Zaroveni doSlo ke zvySeni populace T-helper a T-cytotoxickych lymfocyti a
zvySeni mRNA exprese markerdt T-lymfocytt v TT. Vysledky potvrzuji, Ze kratkodoba
hyperglykémie indukuje prozanétlivou reakci v tukové tkani a mulze tak piispivat ke zhorSeni
prozanétlivého stavu u populaci jak s vyssi lanou, tak s postprandialné zvySenou glykémii napft. u
obéznich jedincl s prediabetem. Vysledky jsou dalSim elementem potvrzujicim fenomén
glukotoxicity a nasledn¢ 1 dilezitost dostatecné kompenzace hladin glykémie u pacientd
s prediabetem a diabetem mellitem 2.typu. V publikaci €. 3 jsme studovali vliv hypoerlipidémie
v kontextu vzniku zanétlivého stavu tukové tkdné. Tentokrat bylo zvySené hladiny lipidi dosazeno
podanim vysokotukového vysokokalorického pokrmu (HFM). Tento pokrm vyvolal postprandidlni
leukocytézu a prozanétlivou reakci detekovanou v krevnich monocytech. Hypotéza o tom, Ze
podkladem prozanétlivé reakce je stres endoplasmatického retikula (ER stres) vSak potvrzena
nebyla. Ukazatelé ER stresu nebyly po poddni HFM zménény, ani podéani inhibitoru ER stresu
neprokdzalo Zadny efekt na sledované parametry. Tato studie doklada lipotoxické plisobeni
vysokotukového pokrmu a potvrzuje dilezitost dietnich doporuceni a osvéty jako vyznamného
faktoru prevence metabolickych onemocnéni. V dalsi publikaci ¢.4 jsme k dosazeni zvySené
hladiny volnych MK zvolili model aktivace lipolyzy kratkodobou pohybovou aktivitou. Metformin
je Siroce pouzivany lék prvni volby u prediabetu a diebetu 2.typu a bylo prokazéano, ze vykazuje
anti-lipolyticky efekt [37, 38]. Znalost jeho pisobeni na TT beéhem cvi€eni je zasadni pro preskripci
pohybové aktivity u prediabetikii a diabetikii jako soucast prevence i 1€€by. Proto jsme testovali
hypotézu, zda metformin mulze inhibovat cvi¢enim indukovanou lipolyzu v tukové tkani.
Origindlnim metodickym piinosem prace bylo sledovani distribuce metforminu v podkozni TT
metodou mikrodialyzy. Hypotézu o inhibici lipolyzy béhem cviceni jsme nepotvrdili. Metformin

tedy nehraje zdsadni roli v mobilizaci lipidiit béhem cviceni a pozitivni vliv cviceni na redukci
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tukové hmoty neni metforminem negativné ovlivnén. Vysledek je tak pfinosem pro preskripci

pohybové aktivity jako soucast prevence a 1éCby prediabetu a diabetu mellitu 2. typu.

Ve druhé casti této dizertacni prace bylo snahou prohloubit znalosti o pozitivnich efektech redukce
hmotnosti jakozto zdkladnim preventivnim i1 léCebném opatienim obezity a jejich komplikaci.
V publikaci €. 5 jsme prokdzali, Zze mira a regulace lipolyzy béhem redukéniho rezimu je zavisla na
mife a dobé trvani kalorické restrikce. Ukazali jsme, ze ve zménach lipolyzy béhem kalorické
restrikce hraje pravdépodobné roli rozdilnd exprese genl spojenych s adrenergni signalizaci a
naslednou regulaci lipolyzy. Vysledky jsou ve shodé¢ s diivejsi studii, kde byla demonstrovéana
zména v adrenergni regulaci lipolyzy béhem dietni intervence pomoci in vivo mikrodialyzy tukové
tkané [39]. V souladu s klinickou zkuSenosti tato regulace pravdépodobné souvisi s vyraznou
redukci tukové hmoty v prvnim mésici poddvani nizkoenergetickych diet a adaptaci na
nizkoenergeticky rezim v dalSich fazich, dale také souvisi se zavislosti redukce tukové hmoty na
mife kalorické restrikce. V publikaci €. 6 jsme sledovali zmény Sir§iho spektra metabolickych a
endokrinnich charakteristik TT pfi velmi kratkém — dvoudennim - pasobeni vyrazné kalorické
restrikce. Tato situace je vhodnym modelem ke sledovani plisobeni kalorické restrikce per se tj. bez
priavodni redukce tukové tkdné. Z publikovanych studii i1 z klinickych zkuSenosti je zndmo, Ze
k metabolickym zméndm po bariatrickych intervencich dochézi jiz v prvnich dnech po zékroku
[40], ovSem podklad téchto zmén neni stale zfejmy. V nasi studii byly zmény v TT po dvou dnech
kalorické restrikce srovnany se zménami po 28 denni intervenci, pfi niz dochazi k jiz vyznamné
redukci télesného tuku. V naSem souboru doslo jiz po dvou dnech kalorické restrikce ke sniZeni
inzulinové rezistence hodnocené indexem HOMA-IR. Na urovni TT vysledky ukazaly, ze jiz po 2
dnech byla zvySena exprese gend podilejicich se na regulaci lipoyzy v TT, na druhé strané po dvou
dnech diety nedoSlo k indukci prozanétlivého stavu v TT, zatimco po 28 dnech diety byl
prozanétlivy stav TT spiSe zvySen. Tyto vysledky naznacuji, ze v dynamické fazi vyrazné kalorické
restrikce mohou byt charakteristiky zanétlivého stavu zcasti determinovany remodelaci tukoveé
tkan¢: zmenSenim adipocytli, zménami v infiltraci ¢i polarizaci makrofagli, stupném fibrosy a
prokrvenim TT. NaSe pfedchozi studie [41, 42] ukazaly, ze ke zlepSeni prozanétlivého stavu TT
v souvislosti s redukci tukové hmoty je tfeba rezimil trvajicich alespoii 3 mésice, obsahujici nejlépe
1 fazi udrzeni hmotnosti. V téchto studiich bylo téz ukazano, Ze zmény v zanétu tukové tkané nejsou

jedinou determinantou zlepSeni metabolického stavu obezniho jedince pfi dietnich intervecich.

Lze shrnout, ze na zdklad¢ analyz ucinkii kratkodobych intervenci byla potvrzena hypotéza o
toxickém prozanétlivém plsobeni jak zvySenych hladin glukozy (charakteristické pro
dekompenzovaného diabetika), tak zvySenych hladin volnych MK (charakteristické pro obézni

jedince) na urovni TT 1 celého organismu. Nizkoenergetickd dieta zlepSuje metabolicky stav
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organismu obézniho jedince jiz po n€kolika dnech trvani, nicméné toto metabolické zlepsSeni neni
asociovano s odpovidajicimi zménami v ukazatelich prozanétlivého stavu tukové tkané€. Pro toto
zlepSeni je tfeba intervenci dlouhodobéjsich. Kalorické restrikce ovlivnila vyznamé mechanismy
regulace lipolyzy TT, coz mize byt podkladem pozitivnich zmén spojenych s redukci hmotnosti.

Vysledky studii zahrnutych v této praci piispély k pochopeni regulace vzniku prozanétlivého stavu
organismu a ulohy energetického pfijmu i hladiny zakladnich makronutrientd v tomto procesu.
Dalsi vyzkum funkénich zmén na urovni tukové tkdné je nadale nezbytny k pochopeni mechanismu

a dal$i implikace pro preventivni a 1é¢ebna doporuceni.
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