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ABSTRAKT (C2)

w1

mohou ovliviiovat rozvoj inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2. typu a dal§ich komorbidit
tvoticich metabolicky syndrom. Schopnost tukové tkané skladovat lipidy a tim chranit ostatni
organy a tkan¢ pred ektopickym uklddanim lipida a rozvojem inzulinové rezistence (IR) je
plné zavisla na adipogennim potencidlu preadipocytl. Pocet a funkce téchto bunck muize hrat
klicovou roli v rozvoji jak ,,zdravé® tukové tkang, tak i pfi vzniku metabolickych poruch typu
diabetes mellitus 2. typu. Regulace mnozstvi télesného tuku ovlivnénim konverze
preadipocyti ve zralé adipocyty muze hrat vyznamnou roli v 1é¢bé obezity i jejich
komorbidit. Jednou z pfi¢in vzniku inzulinové rezistence muze byt inhibice diferenciace
preadipocytil ve zralé adipocyty a nasledné ektopické ukladani lipidd zpisobené sekreci
Preadipocytarniho faktoru — 1 (Pref-1). Pref-1 je nedavno objeveny protein exprimovany
preadipocyty nikoli vSak zralymi adipocyty. Je c¢lenem rodiny proteint podobnych
epidermélnim ristovym faktorim, které reguluji diferenciaci adipocytil a osteoblastl. Inhibice
preadipocytarni diferenciace mize hrat vyznamnou roli v regulaci velikosti adipocytd, jejich
funkce, expandability a citlivosti k pozdéjsim metabolickym komplikacim.

Cilem této prace bylo sledovat zmény hladin Pref-1 u pacientek s riznymi metabolickymi
onemocnénimi jako jsou obezita, diabetes mellitus 2. typu, mentalni anorexie (MA) a téZ u
zdravych Stihlych Zen. Dale sledovat vztah sérovych hladin Pref-1 K antropometrickym a
metabolickym parametriim a vliv riznych intervenci typu nizkokalorické diety (VLCD) resp.
castecné realimentace na hladiny Pref-1. V dal§i ¢asti této prace byl sledovan vliv akutni
hyperinzulinémie a 1é¢by fenofibratem u pacientek s obezitou a diabetes mellitus 2. typu na
sérové hladiny Pref-1.

Ziskané vysledky ukazuji vyznamny rozdil v sérovych koncentracich Pref-1 u sledovanych
skupin pacientek, jez odrazeji nutri¢ni stav organizmu. Obézni pacientky s DM 2. typu se
vyznacovaly zvySenymi hladinami Pref-1 ve srovnani se Stihlymi Zzenami a tfitydenni
nizkokalorickd dieta vedla k signifikantnimu poklesu hladin Pref-1. Ttihodinova akutni
hyperinzulinémie navozena pti hyperinzulinemickém isoglykemickém clampu signifikantné
snizovala sérové hladiny Pref-1 u zdravych kontrolnich Zen a obéznich diabeticek pfed a po
tiimésicni 1écbé fenofibratem. Naopak 46 denni realimentacni program signifikantné zvysil
cirkulujici hladiny Pref-1 u pacientek s MA, zatimco pied realimentaci nebyl nalezen rozdil

v Pref-1 mezi kontrolni skupinou a pacientkami s MA.



Klicova slova: tukova tkan — diabetes mellitus 2. typu — inzulinova rezistence — obezita —
mentalni anorexie — preadipocyty — Preadipocytarni faktor 1 — nizkokaloricka dieta —
fenofibrat

ABSTRAKT (AJ)

Adipose tissue produces numerous adipokines, pro- and antiinflammatory cytokines and
hormones which may influence the development of insulin resistance, type 2 diabetes mellitus

and other comorbidities of the metabolic syndrome.

The ability of adipose tissue to store lipids and thus protect other organs and tissues from
ectopic lipid accumulation and development of insulin resistance (IR) is largely dependent on
the adipogenic potential of preadipocytes. The amount and function of these cells may be the
key factor in creating “healthy” adipose tissue or on the contrary “unhealthy” adipose tissue
eventually leading to metabolic derangements. The regulation of the amount of body fat by
converting preadipocytes into mature adipocytes may be crucial in the prevention and

treatment of obesity and its comorbidities.

One of the reasons for development of insulin resistance can be the inhibition of the
differentiation process of preadipocytes into mature adipocytes with consequent ectopic lipid
accumulation caused by the secretion of preadipocyte factor - 1 (Pref — 1). Pref — 1 has been
discovered recently as a protein produced by preadipocytes but not by mature adipocytes. Pref
— 1 is a member of the protein family sharing similarity with epidermal growth factors which
regulate the differentiation of adipocytes and osteoblasts. The inhibition of preadipocyte
differentiation may play an important role in determination of the size of adipocytes, their

function, expandibility and sensitivity to the potential metabolic disorders.

The aim of this thesis was to explore the changes of Pref — 1 levels in patients with different
metabolic diseases such as obesity, type 2 diabetes mellitus, anorexia nervosa and also in
healthy lean individuals. Furthermore, we studied the relationship between the serum levels of
Pref — 1 and anthropometric and metabolic parameters and the influence of various
interventions such as very low-calorie diet (VLCD), acute hyperinsulinemia or chronic
fenofibrate treatment in patients with obesity or partial realimentation in anorexia nervosa

(AN) patients, respectively, on Pref-1 levels.



The results show that there is a significant difference in serum concentration of Pref-1 among
the above described groups of patients, which reflects their nutritional status. Obese diabetic
patients had higher Pref-1 levels in comparison with lean individuals, and after three weeks of
VLCD the Pref-1 level significantly decreased. A three-hour acute hyperinsulinemia during
hyperinsulinemic-isoglycemic clamp significantly lowered Pref-1 levels in both healthy
control group and diabetic patients before and after the treatment with fenofibrate.

On the other hand, a 46-day realimentation program significantly increased the circulating
levels of Pref-1 in patients with AN while no difference in Pref-1 levels was found between

the control group and patients with AN at baseline.

Key words: adipose tissue — type 2 diabetes mellitus — insulin resistance — obesity — anorexia

nervosa — preadipocytes — Preadipocyte factor - 1 — very low-calorie diet — fenofibrate
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1. UVOD

Obezita spolu s pridruzenymi komorbiditami, zejména diabetes mellitus 2. typu, v poslednich
30 letech ve viech vyspélych svétovych zemich, véetnd Ceské republiky, dosahuje rozméri
epidemie. Podle aktualnich udaji WHO se vyskyt obezity od roku 1980 zdvojnasobil a v roce
2008 bylo na celém svéte vice nez 1,4 miliardy lidi s nadvahou, 200 miliondt muzt a 300
milion Zen bylo obéznich. Alarmujici je vyskyt nadvahy/obezity u déti, ktery dle Setieni
WHO ¢inil v roce 2013 41 miliont déti mladsich 5 let. Predikce obezity dle WHO pro rok
2015 je vice nez 700 milionti obéznich na celém své&te.

Obezita je definovana jako zmnozeni tukové tkané v organizmu, které je nejcastéji zplisobeno
dysbalanci mezi energetickym piijmem a vydejem. Tukova tkan neni jen tepelnym
izolatorem, mechanickou ochranou proti narazu nebo zasobarnou energie, ale je predevsim
nejvét§im endokrinnim organem lidského téla, jehoz hormonalni piisobky maji velky vyznam
v regulaci metabolizmu sacharidd, lipidi i celkového energetického metabolizmu [1-3].
Hypertrofie tukové tkané¢ je charakterizovana zménami v endokrinni funkci adipocytd,
preadipocytli, makrofagii a rozvojem chronického subklinického zanétu. Dysfunkce tukové
tkdné je provazena produkci prozanétlivych, proaterogennich a prodiabetickych adipokinii,
cytokinti a chemokind. Vzhledem k celosvétove vzristajicimu trendu obezity se do poptedi
védeckého zdjmu dostava snaha o pochopeni mechanizml nadmérného ukladani energie v
tukové tkani a modulace endokrinni funkce tukové tkané.

V soucasné dobé¢ je proto vénovana velka pozornost novym, slibnym adipocytarnim faktortim,
které mohou hrat vyznamnou roli v etiopatogenezi ptedevsim inzulinové rezistence, diabetes
mellitus 2. typu, ale i jinych komorbidit spojenych s obezitou. Jednim z téchto faktort je i
nedavno objeveny Preadipocytarni faktor-1 (Pref-1), ktery je c¢lenem rodiny proteint
podobnych epidermalnim rastovym faktoram. Pref-1 hraje vyznamnou roli v regulaci
diferenciace adipocytti a osteoblast [4, 5], odrazi stupen adipocytarni diferenciace in vitro a
In vivo a je proto pouzivan jako preadipocytarni marker [6]. Pref-1 produkovany preadipocyty
nikoli vsak adipocyty, je uvolnovan do cirkulace, kde mize systémové pusobit v dal§ich
tkdnich a orgdnech a ovlivitovat tak lipidovy a gluk6zovy metabolizmus a energetickou
homeostazu. Vysledky experimentalnich studii ukazuji, Ze nadprodukce Pref-1 u mysi vede
ke sniZeni obsahu tukové tkang, hypertriglyceridémii, snizené gluk6zové toleranci a zaroven
snizené inzulinové senzitivité, ¢imz piispiva ke vzniku systémovych metabolickych

onemocnéni [7].
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Objasnéni a pochopeni procestt probihajicich v tukové tkani zdravych jedincii, obéznich
pacientli nebo pacientl trpicich mentalni anorexii mize prispét k optimalizaci preventivnich a
terapeutickych opatfeni. Je proto dulezité¢ detailné objasnit mechanizmy zodpovédné za
regulaci adipocytarni diferenciace a jeji zmény u pacientdl s obezitou ¢i dalSimi

onemocnénimi spojenymi se zménami nutriéniho stavu.

2. INZULINOVA REZISTENCE A METABOLICKY SYNDROM

Inzulinova rezistence (IR) je definovana jako porucha ucinku inzulinu, kdy normalni hladiny
inzulinu v plazmé vyvolaji niz$i biologickou odpovéd’ organizmu. Dusledkem IR je zhorSené
vychytavani glukézy a jeji metabolizace svaly, porucha inhibice uvoliiovani glukézy z jater
a zvysSena lipolyza v tukové tkani [8, 9]. IR byva Casto piitomna u osob trpicich obezitou
spolu s dalsimi komorbiditami jako je arterialni hypertenze, hyperlipidémie, hyperurikémie,
prokoagulacni stav, endotelidlni dysfunkce a zvySeni markerd subklinického zanétu. Tento
soubor klinickych, biochemickych a humoralnich odchylek je oznacovan jako syndrom
inzulinové rezistence, metabolicky syndrom ¢i Reaveniv syndrom X [10]. Mnoho klinickych
studii prokdzalo spojitost mezi obezitou a diabetes mellitus 2. typu, kde inzulinova rezistence
hraje klicovou roli v rozvoji diabetu [11]. Brunecka studie se zabyva prevalenci inzulinové
rezistence u pacienti s porusenou gluko6zovou toleranci, diabetes mellitus 2. typu,
dyslipidemii, hyperurikémii a hypertenzi. Z vysledkl studie je patrné, Ze nejvyssi prevalence
inzulinové rezistence byla u pacientll s hypertriglyceridémii a sniZenou hladinou HDL
cholesterolu [12]. Na zakladé vysledkt klinickych studii je Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO), European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) a National
Cholesterol Education Program—Third Adult Treatment Panel (NCEP ATP III) postulovana
a rozsifovana definice metabolického syndromu. Prvni doporuceni tykajici se charakterizace
metabolického syndromu bylo vyddno WHO v roce 1999 jako soucast definice, diagnostiky
a klasifikace diabetu. I pfes znacné rozSifeni terminu metabolicky syndrom neni definice
dosud jednotna a lisi se jak hrani¢nimi hodnotami, které musi byt pro splnéni kritérii
dosazeny tak i charakteristickymi znaky. VSechny dnes dostupné definice vSak obsahuji
nasledujici kritéria: abdominélni obezita (muzi > 102 cm, Zeny > 88 cm), triglyceridémie >
1,7 mmol/l nebo hypolipidemicka lé¢ba, HDL (muzi < 1,0 mmol/l, zeny < 1,3 mmol/l), krevni
tlak > 130/ > 85 nebo antihypertenzni 1é¢ba, glykémie na lacno > 5,6 mmol/l nebo pfitomnost
porusené gluk6zové tolerance nebo diabetes mellitus 2. typu [13]. Obecné lze fici, Ze
metabolicky syndrom je soubor rizikovych faktorti, které se casto vyskytuji spolecné

a vznikaji velmi pravdépodobné na podkladé¢ inzulinové rezistence.
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2.1 Mechanizmus piisobeni inzulinu

Inzulin je produkovan [ builkami Langerhansovych ostrivki pankreatu a cirkulaci
distribuovan do cilovych tkani, kterymi jsou pficné pruhované svaly, tukova tkan a jatra.
Inzulin je nejprve produkovan ve form¢ preproinzulinu, ktery vznika na ribozomech drsného
endoplazmatického retikula. Preproinzulin je signalni peptidazou Stépen na proinzulin, ktery
je v membranovych vaccich transportovan do Golgiho aparatu, kde je skladovan v sekre¢nich
granulich. Sekrece inzulinu je bifazickd. Prvni faze ma rychly néstup (4-6 minut), je silnd
a rychle odezniva, v nasledné druhé fazi roste sekrece inzulinu pomalu a trva nékolik desitek
minut do doby, nez se hladina glukozy ustali [14]. Sekreci reguluje zejména koncentrace
glukézy v intersticidlni tekutiné obklopujici f butiky pankreatu, ale i aminokyseliny, mastné
kyseliny, ketolatky a né€které hormony a neurotransmitery [15]. VSechny tyto latky indukuji
sekreci pouze v pritomnosti glukézy. Na fyziologicky stimulus (zvySena hladina glukozy)
reaguji B bunky zvySenou koncentraci Ca?* v cytozolu [16], ktera zpisobuje zvySeni poméru
ATP/ADP uvnitf buiiky, uzavieni membranovych K* kanali a v disledku depolarizace
plazmatické membrany otevieni Ca®* kanalt.. V disledku zvysené koncentrace Ca?* dochazi
vlivem aktivace rtuznych proteinkindz ke kontrakcim mikrotubuldrni a mikrofilamentové
bunééné soustavy, jejimz vysledkem je pfesun sekrecnich granuli k mistim exocytozy
nabunééné membrané¢ [17]. Hospodafeni s Ca?* uvnitf bunky ovliviluje cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), ktery pisobi na sekreci inzulinu pouze pfi vysoké glykémii.
cAMP ovliviiuje vtok vapenatych ionti do buiiky, jejich distribuci a akumulaci v cytozolu

tak, aby byla mozna sekrece inzulinu do krevniho feciste.

V disledku specifické vazby inzulinu na receptor je regulovana cela tfada fyziologickych
procest vcetné¢ membranového transportu, bunééného ristu a diferenciace. Inzulinovy
receptor je transmembranovy glykoprotein obsahujici dva typy podjednotek oznaované jako
a a B, které jsou spojené disulfidickymi mustky v B-o-o0-B konfiguraci. Vazba inzulinu
na receptor zpusobuje autofosforylaci  podjednotky, jejiz nitrobunéénd doména ma charakter
tyrozinkinazy. Aktivaci inzulinového receptoru jsou iniciovany
autofosforyla¢né-defosforylacni reakce, probihajici dvéma signdlnimi kaskddami. Prvni je
reprezentovana pirenosem signalu zprostiedkovanym substratem inzulinového receptoru, ktery
pusobi jako druhy posel, jenz nasledné vyvola stimulaci fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K).
Vysledkem této reakce jsou metabolické UCinky inzulinu, reprezentované zvySenou
lipogenezi, proteosyntézou a ukladanim glukézy ve formé glykogenu v jatrech. Vstup

glukozy do buiiky je zprostfedkovan aktivaci PI3K, kdy dochéazi k presunu glukézovych
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transportért GLUT4 z nitra buiiky k jejimu povrchu. Nésledné otevieni transportnich kanala
pro glukozu pak umozni vstup glukézy do bunck. Timto mechanizmem je regulovana
postprandidlni glykémie ve tkanich, které jsou zavislé na inzulinu (tukové a svalova tkan).
Druhé signélni kaskada probihd pies mitogen aktivovanou proteinkindzu, ktera se projevuje
zménami v expresi genl vcetné proteoanabolického uGcinku inzulinu a rustovych ucinkd.
Uvedené fyziologické procesy jsou udrzovany v rovnovaze souborem zpétnych vazeb
zprostiedkovanych interakci mezi glukézou a inzulinem, inzulinem a jeho agonisty
(glukagon, katecholaminy, ristovy hormon, kortizol), ale také hormonalni regulaci

zprostfedkovanou inkretiny a somatostatinem.

Degradace cirkulujiciho inzulinu probiha z 70 % v jatrech, z 30 % Vv ledvinach a také svalech
vlivem enzymatického plsobeni inzulin degradujiciho enzymu (IDE) a proteinové disulfidové
izomerazy (PDI). Degradace inzulinu byla téz prokazana v adipocytech, fibroblastech
a lymfocytech. Degradac¢ni proces inzulinu zacind jiz jeho navazdnim na inzulinovy receptor
lokalizovany na bunééné membrané. Inzulinovy receptor samotny nemd degradacni
schopnost, ale vystavuje inzulin piasobeni IDE. Mala ¢ast inzulinu vazaného na receptor je
degradovana piimo na plazmatické membran¢ [18], ale vétSina inzulinu podléha degradaci po

internalizaci komplexu receptor-inzulin intracelularné v endozomech.

2.2 Regulace glukézového metabolizmu

Glukoéza slouzi jako zdroj energie pro vSechny buiiky lidského téla a ucastni se vzajemné
pfemény sacharidi, lipidl a proteind. Jen mozek spottebuje 120 g glukdzy za den, coz Cini
cca 50 % z celkové denni potieby glukoézy. Mozkové funkce jsou velmi vazné€ ohrozeny,
klesne-li hladina glykémie pod 2,2 mmol/l, pokud tento stav ptetrvava, dochazi k nevratnému
poskozeni mozku a smrti. V piipadé nouze miize mozek vyuzit jako zdroj energie ketolatky
(acetoacetat, hydroxybutyrat) [19-21]. Neni-li gluk6za okamzité vyuzita jako zdroj energie, je
ukladana ve formé& zasobniho polysacharidu glykogenu nebo po pfeméné na tuk ve formé
zasobnich triacylglycerolti. Jaterni glykogen je vyuZzivan pii hladovéni jako zdroj glukozy
pro extrahepatélni tkané. Az 90 % glukdzy v krevnim obéhu je produktem Stépeni glykogenu
nebo pochazi z biosyntetickych reakci z riznych substrath jako napf. laktat, aminokyseliny
a glycerol uvolnénych z jinych tkéni. Dale je jaterni tkdn zodpovédna za syntézu a sekreci
lipoproteind, které jsou vyuZity tukovou a jinymi tkanémi jako zdroj cholesterolu a volnych
mastnych kyselin. Béhem protrahovaného hladovéni jsou zdrojem energie tukové zésoby,

které jsou mobilizovany lipolyzou a metabolizovany oxidaci lipidd.
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Kosterni sval vyznamné ovliviluje metabolizmus gluk6zy uvolilovanim aminokyselin, které
slouzi jako substrat pro jaterni glukoneogenezi. Zdrojem energie pro kosterni sval jsou
glukoza, mastné kyseliny a ketolatky. Sval slouzi také jako zasobarna glykogenu, malého
mnozstvi mastnych kyselin a vyznamného mnozstvi bilkovin, které jsou mobilizovany
Vv piipad¢ nouze. Hlavnim mistem pro ulozeni mastnych kyselin ve formé triacylglycerolu je
tukova tkan. Triacylglycerol je syntetizovan adipocyty z glycerolfosfatu a volnych mastnych
kyselin. Glycerolfosfat je ziskavan z glykolyzy z diavodu chybéni piislusné adipocytarni
kinazy, ktera by zabezpecila fosforylaci volného glycerolu. Glycerol a mastné kyseliny jsou
uvolnovany do cirkulace pro pfipadné vyuziti jatry pii glukoneogenezi, kde slouzi jako

substraty.

Ziskani energie Sté€penim a oxidaci glukozy na pyruvat a jiné meziprodukty vstupujici jako
substraty do dalSich metabolickych drah se nazyva glykolyza. Glykolyza miiZze probihat jak
za aerobnich tak za anaerobnich podminek. Pii aerobnim $tépeni glukézy vzniké v prvni ¢asti
glykolyzy, za enzymatického piisobeni kindz, glukoza-6-fosfat, frukt6za-6-fosfat
a fruktoza-1,6-bisfosfat. Tyto reakce jsou siln¢ exergonické a nevratné. Preména glukdzy
na glukéza-6-fosfat (Glu-6-P) muize byt katalyzovdna 2 enzymy - glukokinazou
a hexokinazou, které se lisi v fad¢ vlastnosti. Glukokinaza vykazuje vysokou specificitu nikoli
vSak afinitu ke glukéze, vyskytuje se v jatrech a B bunikdch pankreatu, neni inhibovéana
Glu 6-P ale fruktoza-6-fosfatem a je zodpovédna za regulaci hladiny glukézy v krvi vlivem
jeji utilizace jatry. Naproti tomu hexokinaza je zodpovédna za fosforylaci riznych hexoz,
vyskytuje se ve vSech tkanich kromé jater a B bun€k pankreatu, vykazuje vysokou afinitu
pro glukézu, je inhibovana Glu-6-P a je zodpovédna za dodavky glukézy jako energetického
substratu do tkani. Pfeména fruktéza-6-fosfatu na fruktoza-1,6-bisfosfat je nejpomale;jsi
ahlavni regulacni reakci glykolyzy. Rozstépenim fruktdza-1,6-bisfosfat vznika
glyceraldehyd-3-fosfat, ktery je dale Stépen na pyruvat a dihydroxyaceton, ze kterého pies
meziprodukt glyceraldehyd-3-fosfat vznika rovnéz pyruvat. Ten je nasledné transportovan
do mitochondrii, pfeménén na acetyl koenzym A (nebo oxalacetat) a odbouran na CO, a H,O.
Za anaerobnich podminek vznika glykolytickou reakci laktat. Celkovy energeticky vytézek
glykolyzy je 2 molekuly adenosintrifosfatu (ATP). Regulaci glykolyzy zajiStuji 3 klicové
regulani enzymy, hexokindza, pyruvatkindza a hlavné fosfofruktokindza, jejichz syntézu
zesiluje inzulin. Inzulin vede ke zvySeni rychlosti glykolytické drahy a zvySené utilizaci
glukozy. Regulace pyruvatkinazy probiha kovalentni modifikaci a uplatiiuje se v hormonalni

regulaci metabolizmu sacharidii glukagonem a adrenalinem. Aktivita fosfofruktokindzy je
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regulovana energetickym stavem bunky, kdy ATP, pyruvat a laktat piisobi inhibicné naopak
AMP aktivacné [22].

Glukoneogeneze je opacnou reakci glykolyzy a vyznacuje se syntézou glukozy z necukernych
prekurzorti jako je napi. laktat, glycerol, glukogenni aminokyseliny (alanin, glutamin)
a 2-oxokyseliny (pyruvat, oxalacetat, 2-oxoglutarat) [23, 24]. Probiha zejména v jatrech
a ledvinach (v mensi mife také ve stfevé) a jejim vysledkem je udrzeni pfiméfené glykémie
v ptipadech, kdy je nedostate¢ny piijem gluk6zy potravou (hladovéni). Glukoneogeneticka
draha se sklada z 11 reakci z ¢ehoZ pouze 4 reakce jsou odlisné od glykolyzy. Ostatni reakce
jsou obracené bézicimi reakcemi glykolyzy. Pokud je vychozim substritem oxalacetat nebo
glycerol, je glukoneogeneze lokalizovana v cytoplazmé, vychazi-li z jinych prekurzoru, je
nejprve lokalizovana v mitochondriich a nésledné v cytoplazmé. Prvni 2 reakce
glukoneogeneze obchazi posledni reakci glykolyzy a pfeménuji pyruvat nejprve na oxalacetat
a nasledn¢ na  fosfoenolpyruvat (PEP) pii  katalyze  pyruvatkarboxylazou
a fosfoenolpyruvatkarboxykindzou. Dalsi pfemény PEP jsou katalyzovany enzymy glykolyzy
az do vzniku fruktoza-1,6-bisfosfatu, jehoz preména na fruktoza-6-fosfat je katalyzovéana
fruktoza-1,6-bifosfatazou. Defosforylaci glukoza-6-fosfatu za katalyzy glukoza-6-fosfatazy
vznikd glukéza. Dal$im substratem pro glukoneogenezi je laktat, ktery vznikd ve svalech
pfi zatézi a je také produkovan erytrocyty. Laktat, ktery je uvoliiovan ze svalli do krevniho
ob¢hu, vstupuje do jater, kde je nésledné laktatdehydrogendzou pieveden na pyruvat, ktery
muze byt vyuzit pro syntézu glukézy de novo. Glycerol, ktery vstupuje do jater (ev. ledvin) je
ucinkem glycerolkindzy pfeveden na glycerol-3-fosfat, ten je dale oxidovan
na dihydroxyacetonfosfat, ktery slouzi jako meziprodukt glykolytické/glukoneogenetické
drahy. Glukogenni aminokyseliny poskytuji pifi degradaci pyruvat nebo meziprodukty
citratového cyklu, které se mohou pies oxalacetat zapojit do glukoneogenetické dréhy.
Regulace glukoneogeneze je zprostfedkovana fosforylaci klicovych regulac¢nich enzymi,
pyruvatkarboxylazy, fosfoenolpyruvatkarboxykinazy, fruktoza-1,6-bisfosfatazy,
glukoza-6-fosfatazy [23, 24], ktera vede k jejich aktivaci za soucasného vyplaveni hormont
glukagonu a adrenalinu. Inzulin, ktery je vyplaven do krevniho ob&hu pti hyperglykémii, vede

k defosforylaci kli¢ovych regulacnich enzymu a tim k inhibici glukoneogeneze.

Glykogeneze je metabolickd draha probihajici v cytozolu za dostate¢ného piisunu energie,
kdy energie je ukladana ve form¢ zasobniho polysacharidu glykogenu. NejvyznamnéjSim
mistem syntézy glykogenu jsou jatra a svalova tkan. Pti poklesu hladiny glukézy v krvi nebo

pii intenzivni fyzické namaze mulze byt energie dodavana Stépenim glykogenu,
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glykogenolyzou. Regulaci metabolizmu glykogenu zajistuji  regulacni enzymy
glykogenfosforylaza a glykogensyntdza a hormony inzulin, adrenalin a glukagon. VSechny
tyto hormony interaguji s receptory na membrané, ¢imz dochazi k ptenosu signalu do buiky

a spusténi kaskady vedouci k fosforylaci ¢i defosforylaci enzymii.

2.3 Role lipidového metabolizmu p¥i rozvoji inzulinorezistence

V soucasné dob¢ se za zakladni pfiCinu vzniku inzulinové rezistence povazuje nadmérny
volné mastné kyseliny (FFA) stimula¢né na sekreci inzulinu a to synergicky s glukézou [25].
Pti hladovéni dochdzi k poklesu hladiny FFA a stimulacniho efektu gluk6zy na B bunky, ¢imz
dochazi k poklesu sekrece inzulinu. Intenzita sekrece inzulinu a citlivost B bunc€k zavisi
na koncentraci gluk6zy a na koncentraci a typu FFA (nasycené vs. nenasycené¢ FFA).
Kratkodobé zvyseni hladin FFA pisobi stimulaéné na sekreci inzulinu. Pii dlouhodobé
ptetrvavajicich vysokych hladinach FFA dochdzi k hyperinzulinémii, jejiz intenzita je vyssi,
neZ odpovida hladin€ glukozy. Sou€asné dochdzi k Gtlumu sekrece inzulinu stimulované
glukézou a snizuje se exprese genu pro inzulin [26]. Pocate¢ni hyperinzulinémie je
kombinovana s inzulinovou rezistenci, kterd vznikd ektopickym ukladanim FFA v jaternich,
svalovych a B buikéach pankreatu. Z vysledkli klinickych studii vyplyva, Ze triglyceridy
ulozené ve svalovych butikach jsou daleko siln€jSim prediktorem svalové inzulinorezistence,
nez cirkulujici FFA [27]. Porusena citlivost bunék k inzulinu je zpasobena tim, ze FFA
uvolnéné z tukové tkané nebo piijaté potravou vstupujici do bunék nejsou oxidovany
vV mitochondriich, ale jejich aktivni forma je vyuZita k syntéze triacylglycerold. Intracelularné
zvySené mnozstvi triacylglycerolli spolu se svymi meziprodukty diacylglyceroly tlumi
metabolizmus gluko6zy a prohlubuje inzulinovou rezistenci [28]. Diacylglyceroly jsou signalni
meziprodukty stimulujici aktivitu proteinkinaz C, které fosforyluji aminokyseliny serin a
threonin v molekulach proteini a tim ovliviiuji intracelularni signalizaci. Vysledky
experimentalnich studii na hlodavcich, kteti méli alteraci v expresi lipidovych transportnich
proteinli, ukazuji na moznou spojitost mezi ektopickym ukladdnim tukli a patogenezi
inzulinové rezistence. Lipoproteinova lipaza (LpL) je klicovy enzym hydrolyzujici cirkulujici
triglyceridy, které jsou transportovany do tkéni pomoci specifickych pfenaSecti mastnych
kyselin (FATPs) spolu s CD36. Nadmérna exprese LpL ve svalech podporuje piijem lipidi
do svalové bunky a zptsobuje svalovou inzulinovou rezistenci [29]. Naopak delece LpL [30]
nebo jinych proteint zahrnutych v transportu tukt véetné CD36 [31] nebo FATP1 [32] ptisobi

protektivné na rozvoj svalové inzulinorezistence u mysi krmenych vysokotukovou dietou.
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Nadmérna exprese LpL zplsobuje jaterni steatozu a inzulinovou rezistenci [29], naopak
delece lipidovych transportérit FATP2 [33] a FATP5 [34] zabranuje vzniku hepatosteatozy a
glukozové intolerance. Zvysena akumulace lipidi v riznych tkénich lidského organizmu a s
tim spojeny rozvoj inzulinorezistence je do jist¢é miry reverzibilni déj, ktery muze byt

ovlivnén spravnou dietni intervenci.

3. FYZIOLOGICKY VYZNAM TUKOVE TKANE V LIDSKEM ORGANIZMU

V dne$ni dob¢ je vSeobecné akceptovano, ze tukova tkan neni jen tepelnym izolatorem,
mechanickou ochranou proti narazu nebo zasobarnou energie, ale je pfedevSim nejveétSim
endokrinnim organem lidského téla, jehoz hormonalni piisobky maji velky vyznam v regulaci
metabolizmu sacharidu, lipidi i celkového energetického metabolizmu (tabulka 1) [1-3].
Podle distribuce v lidském organizmu je rozliSovana podkozni a visceralni (nitrobii$ni)
tukova tkan. Zmnozeni visceralni tukové tkané v organizmu je oznacovano jako centralni
(androidni obezita). Tento typ obezity je povazovan z hlediska kardiovaskularnich komplikaci
za rizikovéjsi nez nariist subkutanni tukové tkané v oblasti bokll a hyzdi (gynoidni obezita)
[35-38].

Tukova tkan je mistem, kde z inaktivnich prekurzorti vznikaji aktivni hormony, naptiklad
kortizol, ktery vznika ptisobenim enzymu 11-OH-steroid dehydrogenazy typu 1 z inaktivniho
prekurzoru kortizonu [39]. Takto tvofeny kortizol se portalnim ob¢hem dostava piimo
do jater, kde mize zvySovat glukoneogenezi a syntézu triglyceridd. Pfi nadmérmné produkeci
kortizolu ve viscerdlni tukové tkani obéznich jedinci mlZe vznikat jaterni inzulinova
rezistence a diabetes mellitus 2. typu. Déle tukova tkan slouzi jako zdroj estrogend (estron,
estradiol) u postmenopauzalnich zen [40]. U obéznich Zen, kde jsou hladiny estrogent

zvySené, je veétsi riziko vyskytu karcinomu prsu a endometria [41, 42].

Tukova tkdn mulze byt také mistem kumulace rtiznych 1€¢iv nebo jinych chemickych
polutantt lipofilniho charakteru [43]. Ptikladem takovychto latek jsou organické pesticidy,
polychlorované bifenyly, dioxiny a dibenzofurany, polybromované zpomalovace hoteni
a dalsi nezatfazené polutanty, které mohou ovliviiovat metabolické pochody v tukoveé tkani.
Predpoklada se, ze pfi masivni redukci télesné hmotnosti a sniZzeni obsahu télesného tuku,
muze dojit k vyplaveni téchto toxickych latek a ovlivnéni systémovych metabolickych

pochodt v lidském organizmu [44, 45].
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3.1 SloZeni tukové tkané a buiiky produkujici hormony

Z hlediska morfologie se tukova tkan déli na bilou, hnédou a v posledni dobé objevenou
bézovou tukovou tkan. Bilad a hnéda tukova tkan vykazuji v energetickém metabolizmu zcela
rozdilnou roli. Bil4 tukova tkan slouzi jako zasobarna energie, zatimco hnéda tukova tkan je
termogennim organem [46], ktery vyznamné ovliviiuje télesnou teplotu a energeticky vydej
[47]. Tukova tkan je pouze z jedné tietiny tvofena diferencovanymi adipocyty (bilé a hnédé),
dalsi dvé tretiny jsou tvofeny kombinaci kapilarni sité, nervovych vlaken, endotelialnich
bunék, imunokompetentnich bunék, makrofagu, fibroblasti a preadipocytt [48]. Slozeni
tukové tkané kolisa v zavislosti na zménach nutri¢niho stavu. Dochazi ke zméndm obsahu
triglyceridii v adipocytech, coz méni jejich velikost a metabolické vlastnosti zejména citlivost
na Uinky inzulinu. Inzulinova senzitivita je niz$i u obéznich jedincii, ktefi maji velké
adipocyty produkujici fadu prozanétlivych cytokint, nez u jedinci $tihlych [49].

Bilé adipocyty jsou sférické o praméru 50 az 150 pum. Jejich vnitini prostor je vyplnén
tukovymi kapénkami obsahujici zasobni triglyceridy, jadrem a malym mnoZzstvim
cytoplazmy. Bila tukova tkan se v lidském téle vyviji jiz v prenatalnim obdobi [50], ov§em
k adipocytarni diferenciaci dochazi az postnatalné [51]. Z hlediska lokalizace jsou
nejdulezitéjsi dveé bila depa tukové tkane, kazdé se svymi jedineCnymi anatomickymi,
metabolickymi, endokrinnimi, parakrinnimi a autokrinnimi vlastnostmi. Jedna se o visceralni
(intra-abdominalni) a subkutanni tukovou tkan [48]. Visceralni tukova tkan vykazuje vyssi
metabolickou aktivitu (lipolyza, lipogeneze). Volné mastné kyseliny vznikajici lipolyzou jsou
dopravovany portalnim obéhem pifimo do jater. Pfi nadmérné produkci volnych mastnych
kyselin viscerdlni tukovou tkéni u obezity vede jejich nadmémé uvoliiovani do jater
ke zvysené syntéze lipidi, glukoneogenezi a inzulinové rezistenci. Vysledkem tohoto
negativniho metabolického procesu je hyperlipidémie, poruSend glukézova tolerance az
diabetes mellitus 2. typu, arteridlni hypertenze a ateroskleréza [52]. ZvySeni volnych
mastnych kyselin komplexnimi mechanizmy snizuje vychytavani glukozy svaly a vede
k periferni inzulinové rezistenci [53]. Vhledem k tomu, Ze pouze mala ¢ast z celkového
télesného tuku, (15 % - 18 % u muzti a 7 % - 8 % u Zen) lezi v nitrobfisni dutin€, podili se
viscerdlni tukova tkan pouze 15 % na celkovych cirkulujicich hladinach volnych mastnych
kyselin, majoritni podil ma tedy podkozni tukova tkan [53, 54].

Kromé subkutanni a visceralni oblasti je bila tukova tkan lokalizovana kolem nékterych
organi (srdce, ledviny, genitalie) [48]. V soucasné dobé je intenzivné¢ zkoumana funkce
epikardialni tukové tkané, kterd obklopuje srde¢ni sval. Nedavné studie provedené u pacienti

s ateroskler6zou prokazaly, ze epikardidlni tukova tkan vykazuje vyssi metabolickou aktivitu
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nez vlastni nitrobfiSni viscerdlni tkan a jeji mnozstvi pozitivné koreluje s metabolickymi
riziky [55, 56].

Hnédé adipocyty jsou mensi nez bilé adipocyty, maji kulaty nebo polygonalni tvar a lipidy
jsou Vv téchto bunikach uloZeny ve formé nékolika malych, ,,multilokularnich® inkluzi [57-59].
Jadro je ulozeno centrdlné a v cytoplazmé je velké mnozstvi mitochondrii s bohaté
vyvinutymi kristami. Pravé velké mnozstvi motochondrii je pfi¢inou hnédého zbarveni téchto
bunék. Hnéda tukova tkan byla poprvé objevena V interskapuldrni oblasti u svist roku 1551
Svycarskym ptirodovédcem Konradem Gessnerem. Na pocatku 20. stoleti byla prokazana
pritomnost hnédé tukové tkané i u lidi [60]. Hnéda tukova tkan se za¢ina vyvijet u plodu jiz
ve 20. tydnu intrauterinniho vyvoje a tento vyvoj pokracuje az do doby kratce po porodu.
Hnéda tukova tkan tvoii az 1 % z celkové télesné hmotnosti novorozence [47, 61, 62] a je
lokalizovana v interskapularni oblasti, okolo krevnich cév, krénich svalti a v podpazi. Dale
muzeme hnédy tuk nalézt podél velkych cév, prudusnice, podél jicnu, kolem bfisni aorty,
slinivky, nadledvin a ledvin [62-64]. V prubéhu vyvoje lidského organizmu dochazi
k morfologické pfreméné, hnédych adipocyti, kdy vlivem akumulace lipida se z nich stavaji
unilokularni bilé adipocyty [65, 66]. Ac¢koliv védci dlouho pochybovali o pfitomnosti hnédé
tukové tkan€ u dospélych lidi, nedavné pouziti pozitronové emisni tomografie prokazalo
piitomnost aktivni hnédé tukové tkané u dospé€lych jedinct [67]. Nakolik maji tyto spiSe
necetné hnédé adipocyty fyziologicky ¢i patofyziologicky vyznam pfi regulaci télesné teploty
a energetické homeostazy je ovSem nejasné. Z vysledkil experimentalnich studii vyplyva, Ze
pokud je hnéda tukova tkan termogenné aktivovana, produkuje celou fadu faktorti podle
nékterych autorti nazyvané ,,batokiny* [68, 69]. Tyto faktory maji odlisnou a ¢asto opacnou
funkci nez faktory uvolfiované z bilé tukové tkang.

Bézové adipocyty vznikaji ze stejné kmenové buiky jako bilé adipocyty. Z vysledkl studii
vyplyva, Ze vlastnosti vétSiny bilych adipocyti je schopnost transdiferenciace na buiky
bézové [70, 71]. BéZzové adipocyty maji velmi nizkou bazalni expresi uncoupling proteinu 1
(UCPI), ale mohou velmi siln¢ odpovidat na CAMP aktivaci termogenniho programu stejné
jako hnédé adipocyty. Pokud piijem energie prevysi energeticky vydej, pfebytek energie
muze byt uloZzen ve formé lipidd a bézovy tuk se morfologicky podobéd bilému. Bézové
adipocyty mohou byt stimulovany fadou faktori, mezi které patii chlad, stimulace sympatiku,
thiazolidindiony (TZDs) a n¢které hormony (v¢etné nedavno objeveného polypeptidu Irisinu),
které zptisobi zvySeni energetického vydeje [72]. Z pohledu klinické mediciny je vSak nutné
zdiiraznit, Ze pfevazna vétSina vySe uvedenych poznatkl byla ziskana v experimentalnich

studiich a jejich vyznam u lidi nelze povazovat za prokazany.
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Tabulka 1: Piehled nejdulezitéjsich faktorti produkovanych tukovou tkani a jejich funkce

Vv organizmu
Skupina faktora Nazev faktoru Funkce v organizmu, vztah k metablickym
Cytokiny TNF-a Regulace zanétu, sniZeni inzulinové senzitivity
Interleukin-1, -6, -10, -18 | Regulace zanétu, modulace inzulinové senzitivity
MCP-1 Regulace migrace a infiltrace monocytid/makrofagi
Resistin SniZeni inzulinové senzitivity, ucast v regulaci zanétu
Progranulin Pozitivni korelace s inzulinovou rezistenci, DM 2.typu a
Adipokiny Leptin Regulace energetické homeostazy
Adiponektin Antiaterogenni u¢inky, zvySeni inzulinové senzitivity
Visfatin Inzulin-mimeticky efekt
Retinol-biding protein 4 | Regulace intracelularniho transportu mastnych kyselin,
ovlivnéni zanétu a inzulinové senzitivity
Apelin Ovlivnéni chuti k jidlu, inhibice sekrece inzulinu v
pankreatu po podani glukézy
Omentin Zvyseni inzulinové senzitivity, ovlivnéni homeostazy
pozitivni korelace s adiponektinem
Lipocalin 2 Regulace lipidového metabolizmu a inzulinové senzitivity
Hemostatické faktory |PAI-1 Protrombogenni ucinky
Tkanovy faktor Protrombogenni G¢inky
Enzymy Lipoproteinova lipaza Regulace lipidového metabolizmu
Adipsin Stimulace gluk6zového transportu, inhibice lipolyzy
Dipeptidylpeptidaza 4 Ovlivnéni metabolizmu glukdézy, degradace inkretinti
Cytoadhezivni VCAM-1 Rozvoj aterosklerozy
ICAM-1 Rozvoj aterosklerozy
Komponenty R-A-A | Renin Regulace krevniho tlaku
systému Angiotenzinogen Regulace krevniho tlaku
Angiotenzin I, Il Regulace krevniho tlaku
Ristové faktory FGF 21 Regulace inzulinové senzitivity, metabolizmu,
adaptace na hladovéni
TGF-p Regulace glukdzového a energetického metabolizmu,
ovlivnéni rozvoje diabetické nefropatie
CNTF Regulace piijmu potravy
MCSF Rozvoj aterosklerozy

3.2 Hormony tukové tkané

Tukova tkan jako endokrinni orgén je zodpovédna za produkci celé tfady faktort, pficemz
obecné prevazuji plisobky s metabolicky negativnimi a prozanétlivymi uc¢inky. Pokud jsou
tyto piisobky secernovany v abnormdlnim mnozstvi, indukuji metabolické, hemodynamické
a hemostatické poruchy [73]. Produkce adipokinii je umérna velikosti a lokalizaci tukové
tkdn¢ (visceralni, subkutanni) a ovliviiuje glukézovy a lipidovy metabolizmus

(napf. adiponektin, resistin), zanét (TNF-a, IL-6), koagulaci (PAI-1), krevni tlak
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(napf. angiotenzinogen, angiotenzin II) a pfijem potravy (leptin) [74-76] (viz tabulka 1).
Aktivni pisobky nejsou secernovany pouze adipocyty, ale i dal§imi bunikami pfitomnymi
Vv tukové tkéni jako jsou preadipocyty, makrofagy, imunokompetentni bunky a dalsi.

Leptin (z feckého leptos — tenky, §tihly) je proteinovy hormon produkovany adipocyty, ktery
byl poprvé popsan roku 1994 v experimentalni praci provedené na morbidné obéznich ob/ob
mysich [77], jejichz obezita je disledkem mutace leptinového genu vedouci k tvorbé
nefunkéniho leptinu. V krevnim obé&hu cirkuluje leptin z vét$i Casti vazany na solubilni
leptinovy receptor a jako signalni faktor ovliviiuje centralni nervovy systém (hypothalamus),
coz mé za nasledek regulaci energetického piijmu a vydeje. Leptin tak ptedstavuje cirkulujici
hormonalni signal, ktery informuje hypotalamické centrum sytosti o stavu tukovych zasob
organizmu. Vztah mezi mRNA expresi, cirkulujicimi hladinami leptinu a mnozstvim
télesného tuku je zfejmy. Cirkulujici hladiny leptinu jsou zvySeny u obéznich a sniZzeny u
stihlych jedinct. Koncentrace leptinu jsou vys$si u Zen nez u muzd a koreluji s BMI [78].
Rozdily v hladinach leptinu u muzt a Zen souviseji s rozdilnou distribuci tukovych dep a
pisobenim pohlavnich hormont na leptinovou regulaci [79]. Exprese mRNA pro leptin je
vys§i v subkutdnni v porovnani s visceralni tukovou tkédni, coz mize byt vysvétleno vétsi
velikosti adipocytl subkutanni tukové tkané [80]. Mnozstvi a rozlozeni tukové tkang, velikost
adipocytll, nutricni a hormonalni faktory ovliviiuji sekreci leptinu. Cirkulujici hladiny leptinu
se zvysuji o 40 % po jidle a snizuji jako odpovéd’ na hladoveéni. U malnutri¢nich stavt, kdy
dochdzi ke snizeni hladin leptinu, nastupuje jeho regulaéni vliv vedouci k Setfeni energie a
umoznujici preziti pti snizeném energetickém ptijmu [81]. Leptin nema jen regulacni vliv na
energetickou homeostazu a piijem potravy, ale patologické zvySeni jeho cirkulujicich hladin
hraje dtlezitou roli pti vzniku inzulinové rezistence a arterialni hypertenze. Patofyziologicka
role leptinu pii vzniku inzulinové rezistence je intenzivné zkoumana jak u lidi, tak na leptin
deficientnich ob/ob mysich trpicich morbidni obezitou, hyperfagii, inzulinorezistenci,
infertilitou a hyperkortizolémii. Ukdzalo se, ze tento patologicky stav mlze byt Vv ptipadé
ob/ob mysi zcela normalizovan podavanim rekombinantniho leptinu [82]. Podavani
rekombinantniho leptinu u lidi trpicich obezitou a inzulinorezistenci se zvySenymi hladinami
leptinu, nepiineslo ocekavané vysledky, coz je pravdépodobné zplisobeno rezistenci na
ucinky leptinu. Druhd moznost je, ze leptin je uren ke zpétnovazebné regulaci a ochrané
organizmu pi1 malnutricnich stavech, kdy spousti procesy vedouci k Setfeni energie.
Z hlediska dlouhodobé historie lidstva totiz silny zpétnovazebny signal branici piejidani

a obezité nebyl s vyjimkou poslednich nékolika desitek let potiebny.
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Adiponektin je protein produkovany pfevazné adipocyty bilé tukové tkané [83]. Cirkulujici
hladiny adiponektinu jsou az tisickrat vyssi nez koncentrace leptinu nebo inzulinu.
Adiponektin navic v krevnim obéhu cirkuluje v riznych izoformach a ma tendenci tvofit
multimery, které maji riznou afinitu a aktivitu v ruznych tkanich [84]. Adiponektin hraje
vyznamnou roli v energetické homeostaze a inzulinové senzitivité a narozdil od ostatnich
adipokinti jsou jeho hladiny snizeny u obezity, inzulinorezistence, diabetes mellitus 2. typu,
dyslipidémie a kardiovaskularnich chorob. ZvySena hladina adiponektinu je spojena s vyssi
hladinou HDL cholesterolu a snizenou hladinou triglyceridi nezéavisle na inzulinové
senzitivit¢ a obezité. Adiponektin negativné koreluje s CRP a fibrinogenem, coz prokazuje
zménu makrofagl na pénové buriky [85] a produkci TNF-a. Hladiny adiponektinu stoupaji po
redukci hmotnosti a vysS§i hladiny nachazime u Stihlych jedincl, sportovcd nebo
malnutri¢nich pacientt [86]. Studie provedena u bélochd a Pima indiant potvrdila spojitost
hypoadiponektinémie s obezitou a DM 2. typu, kdy koncentrace adiponektinu korelovala vice
s inzulinovou senzitivitou a hladinou inzulinu na lacno nez s obsahem tclesného tuku a
glykémii [87]. Doposud neni zcela objasnéno, zda ma snizeni hladin adiponektinu
etiopatogeneticky vztah ke vzniku diabetu 2. typu, inzulinorezistence a ateroskler6zy nebo
zda je pouze markerem rozvoje téchto chorob. Experimentalni poddvani adiponektinu tyto
patologické stavy castecné upravuje. V soucasné dob€ jedna ze skupin peroralnich
antidiabetik, thiazolidindiony, hladiny adiponektinu vyznamné zvySuje, coz miiZze Castené

vysvétlovat jejich antidiabetické ucinky [88].

Resistin je polypeptid, exprimovany a secernovany tukovou tkadni u obéznich jedinct.
Predpoklada se, ze u lidi je produkovan imunokompetentnimi buitkami a u hlodavct zralymi
adipocyty. Byl objeven vroce 2001 jako jeden z faktord, které byly vyznamné sniZeny
po podani thiazolidindiond. Hladiny i lokalni produkce jsou vyrazné zvySeny u pacientd
s akutnim (napf. kriticky nemocni pacienti) [89] nebo chronickym zanétem (napf. revmatoidni

artritida) [90].

Visfatin je adipokin objeveny roku 2004 [91], jehoZ nazev vyplyva z piedpokladaného mista
jeho produkce a sekrece ve visceralni tukové tkdni. Dale byla jeho exprese prokazéana
v lidskych 1 zvitecich hepatocytech a svalech [92, 93], ledvinach a srdci [94-96]. Tento
proteinovy hormon ma molekuldrni hmotnost 52 KDa a jeho gen je kodovan 491
aminokyselinami. Visfatin je identicky s pre-B cell colony-enhancing factor (PBEF)

popsanym v roce 1994, jako cytokin produkovany lymfocyty a podilejici se na zrani
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lymfocyti a regulaci zanétu. Makrofagy infiltrujici tukovou tkan v odpovédi na zanétlivy
podnét produkuji visfatin ve vétsi mife nez adipocyty [97, 98]. Pfedpoklada se, ze visfatin ma
endokrinni, parakrinni a autokrinni funkci, pfiCemz autokrinni ucinek hraje dulezitou roli
v regulaci inzulinové senzitivity v jatrech [95]. Vysledky nékolika studii prokazaly mozné
zapojeni visfatinu v regulaci gluk6zového metabolizmu, ovlivnéni DM 2. typu, inzulinové
sekrece a senzitivity. Dalsi funkci visfatinu je podpora diferenciace adipocyti a ovlivnéni

lipogeneze ve visceralni tukové tkani, ¢imz dochazi ke zvétSeni kapacity adipocytt

rrrrrr

Tumor necrosis factor-a (TNF-a) je cytokin, ktery byl piivodné popsan jako endotoxinem
indukovany faktor zptsobujici nekrézu nadord. Nasledné¢ se ukazalo, ze je identicky
s cachexinem, ktery je in vitro produkovan makrofagy. TNF-a je transmembranovy protein o
velikosti 26 kDa, ktery je St€pen na 17 kDa biologicky aktivni protein, jenz se vdze na TNF-a
receptory typu | a Il. TNF-a je v tukové tkdni exprimovan adipocyty a stromavaskuldrnimi
bunikami [99]. Oba receptory TNF-a jsou exprimovany ve formé vazané na membranu nebo
Vv rozpustné form¢ vyhradné adipocyty [100]. Exprese TNF-a je vyssi v podkozni ve srovnani
s visceralni tukovou tkani a zavisi na celkovém nebo lokalnim mnozstvi tuku [79, 99].
Ackoliv se z pocatku pfedpokladala jeho mozZna role v rozvoji kachexie, nyni se ukazuje
rovnéZ jistd spojitost s obezitou a inzulinorezistenci. Exprese TNF-a je zvySena u obéznich
hlodavca i lidi a pozitivné koreluje s obsahem tukové tkané v organizmu a inzulinovou
rezistenci [100-102]. Dlouhodobé podavani TNF-a indukuje inzulinovou rezistenci in vitro
I invivo, naopak inaktivace TNF-o receptorid zlepSuje inzulinovou senzitivitu u hlodavct
nikoli v8ak u lidi [100]. Stejny vysledek mé&l u hlodavct i knockout genu pro TNF-a nebo
jeho receptorli. Ackoliv TNF-a ovliviiuje mnoho metabolickych procesii, pfimé endokrinni
ucinky mohou byt méné vyznamné neZz ucinky vyplyvajici z autokrinni nebo parakrinni
modulace nenasycenych mastnych kyselin nebo jinych hormonti produkovanych tukovou

tkani.

Interleukin 6 ( IL-6) je dalsi cytokin spojeny s obezitou a inzulinovou rezistenci [103].
Cirkuluje v ob¢hu ve vice glykosylovanych formach o velikosti 22 az 27 kDa. Receptor
pro interleukin 6 (IL-6R) je homologni k leptinovému receptoru a oba se vyskytuji jako 80
kDa membranoveé vazané a piiblizné 50 kDa solubilni formy. IL-6 i jeho receptor jsou
exprimovany adipocyty a v matrix tukové tkané [99]. Exprese a sekrece je 2-3 krat vyssi
Ve visceralni v porovnani se subkutanni tukovou tkani [79, 99]. Na rozdil od TNF-a cirkuluje

interleukin 6 v krevnim ob¢hu ve vysokych koncentracich. Exprese i cirkulujici hladiny 1L-6
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pozitivné koreluji s obezitou, zhorSenou glukdzovou toleranci a inzulinovou rezistenci a jsou
umérné snizeny pii vahovém ubytku [103]. V souvislosti s timto zjisténim se hovoii o 1L-6
jako o mozném predik¢nim faktoru rozvoje diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularnich
onemocnéni [103]. Genetické polymorfizmy v genovém lokusu pro interleukin 6 byly spojeny
s obezitou, energetickym vydejem, inzulinovou senzitivitou a DM 2. typu [103]. Periferni
podani IL-6 zptsobuje hyperlipidémii, hyperglykémii a inzulinovou rezistenci u hlodavci
i lidi [103]. Dale negativné ovliviiuje inzulinovou signalizaci v perifernich tkanich [104],

inhibuje adipogenezi a snizuje sekreci adiponektinu [103].

3.3 Imunokompetentni buiiky v tukové tkani a jejich endokrinni funkce

Imunokompetentni buiikky jsou po adipocytech druhou nejvice zastoupenou bunécnou
populaci v tukové tkani, kterd ptispiva k udrzeni jeji homeostazy. Obezita spolu s nutricnim
stavem organizmu ovlivituje mnozstvi a funkci imunokompetentnich bunék a pfispiva
ke vzniku lokalni (subklinické) a pozdé&ji systémové zanétlivé reakci organizmu, ktera souvisi
srozvojem DM 2. typu, arteridlni hypertenze a ischemické choroby srdec¢ni. Subklinicky
zanét je charakterizovan pouze mirnym zvySenim cirkulujicich prozanétlivych faktori
a absenci celkovych klinickych pfiznakd zanétu [105]. Imunokompetentni buniky v tukové
tkani jsou rozdéleny do dvou velkych skupin — na buiiky vrozené imunity (makrofagy,
neutrofily, eosinofily, Zirné burnky) a ziskané imunity (subtypy T a B lymfocytl). Mimoto
jeden z podtypt lymfocyti - NKT bunky se podileji na regulaci zanétu v tukové tkani
U obéznich jedinci. Makrofagy ptitomné v tukové tkani se podileji na odklizeni bunécné
debris z apoptotickych bunék, regulaci angiogeneze a remodelaci extracelularni matrix [106].
Zatimco makrofagy tvoii 10-15 % z celkového poctu stromavaskuldrnich bunék v tukové
tkani $tihlych jedinct, u obéznich jedinct je jejich pocet vyznamné zvysen na 40-50 % [107].

Monocyty jsou diferencovany na M1 (klasicky aktivované) a M2 (alternativné aktivované)

rrrrr

-----

jsou IL-4, 1L-10 a IL-13 stimuluji polarizaci na M2 makrofagy [106, 108]. Naopak u obéznich
jedincti interferon gama (IFN vy) a lipopolysacharid (LPS) ftidi polarizaci klasicky
aktivovanych M1 makrofagh a podporuji produkei prozanétlivych cytokinii jako jsou TNF-a,
IL-6, IL-1B, IL-12 a MCP-1 [109, 110]. Kli¢ovym znakem M1 makrofagi je povrchova
exprese proteinu CD1lc spolu se specifickym makrofagovym znakem F4/80 a CDI11b.

Hlavnim zdrojem populace M1 makrofagh infiltrujicich tukovou tkan jsou monocyty
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z krevniho ob¢&hu [111]. Obezitou indukovana infiltrace tukové tkané makrofagy je zptisobena
interakci CCR2 a MCP-1 a pfispiva k rozvoji subklinické zanétlivé reakce [112] a inzulinové
rezistence. Pozitivni korelace s BMI byla také nalezena u CD11c¢* CD1c¢" dendritickych bungk
pritomnych v tukové tkani. Vysledky studie prokazaly, ze dieta s vysokym obsahem tuku
zvySuje obsah dendritickych bunék v tukové tkdni u mysi a je zvySend exprese antigeni
dendritickych bun¢k (CDIlc, CDllc, CD83) v subkutanni tukové tkdni u obéznich
Vv porovnani se Stihlymi jedinci [113]. V tukové tkani obéznich lidi i mySi byl nalezen
vyznamné zvySeny pocet zirnych bunék [114] produkujicich Siroké spektrum zanétlivych
mediatord (histamin, heparin), lipidovych mediatort (PGE,, LTB4), protedz (chymaza,
tryptaza) a pro- i protizanétlivych cytokini (TNF-a, IL-1B, TGF-B,IL-4, IL-10) [115].
Vysledky experimentdlnich studii ukazuji, Ze mysi s deficienci Zirnych bunék nebo lécené
stabilizatorem granulace zirnych bunék (kromoglykat sodny) nevykazuji téméef Zzadnou
infiltraci tukové tkdné¢ makrofagy, inzulinorezistenci a maji niz$i hmotnost pii dietou
indukované obezité [114]. Zda se, ze zirné bunky neovliviiuji inzulinorezistenci piimou
regulaci zdnétu v tukové tkéni, ale nepfimo ovlivnénim télesné hmotnosti a obsahu télesného
tuku.

Dalsimi zastupci ze skupiny imunokompetentnich bunék vyskytujicich se v tukové tkéni
a podporujici vznik zanétlivé reakce jsou neutrofily. Obézni jedinci vykazuji vyznamné
zvySeni jak u proteini odvozenych od neutrofili (myeloperoxiddza, kalprotektin), tak
u markerti neutrofilové aktivace (CD66b) [116]. Studie provedena na mysich kratkodobé
(3 dny) krmenych dietou s vysokym obsahem tuku prokazala zvysenou infiltraci tukové tkané
neutrofily [117], coz svéd¢i o prozanétlivém WuCinku v raném stadiu obezity. Naopak
protizanétlivé ucinky v tukové tkani prokazuji eozinofily, které jsou zodpovédné za expresi
IL-4 a zvySenou polarizaci M2 makrofagi vlivem sekrece Th2 typu cytokinu (IL-4, 1L-13)
[118]. Vysledky studii provedenych na eosinofil-deficientnich mysich prokazaly zvyseny

obsah tukové tkané spolu se zvySenou zanétlivou reakci a glukézovou intoleranci.

4. DIFERENCIACE ADIPOCYTU V TUKOVE TKANI

Diferenciace adipocytl je vysoce kontrolovany proces, ktery je intenzivné studovan jiz 25 let.
V soucasné dob¢ lze diky in vitro experimentalnim modelim bunécnych kultur urcovat
zakladni mechanizmy zahrnujici adipocytarni proliferaci, diferenciaci a sekreci adipokind.
K tomu je s tspéchem vyuzivano preadipocytarnich a adipocytarnich bunéénych linii a linii
multipotentnich kmenovych bunék schopnych diferenciace na tukové, svalové a kostni buriky.

K diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék do adipocytarnich linii v€etné koordinace
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slozité sit¢ transkripénich faktord, kofaktort a signdlnich meziproduktl velkého mnozstvi
metabolickych drah pfispiva cela fada rozdilnych udalosti. Nové tukové bunky vznikaji jak
z preexistujici populace nediferencovanych progenitorovych bunék, tak dediferenciaci
adipocytt na preadipocyty, které pak proliferuji a rediferencuji do zralych adipocyti. V obou
ptipadech hraje vznik novych tukovych bun€k klicovou roli v rozvoji obezity. Analyza
adipocytarniho obratu pomoci znaceni uhlikem C14 ukazala, Ze adipocyty jsou dynamickou a
vysoce regulovanou bunécnou populaci. Nové adipocyty vznikaji konstantné jako nahrada
zaniklych adipocyti a kazdych 8 let je nahrazeno ptiblizné 50 % adipocyti lidské subkutanni
tukové tkan¢ [119]. Adipogeneze je vicestupniovy proces zahrnujici kaskadu transkripénich
faktorii a proteinii bunééného cyklu, regulujicich genovou expresi a vedouci k vyvoji
adipocytli. Nekolik pozitivnich a negativnich regulatori této sit€¢ bylo objeveno teprve

v nedavné dobé [120].

4.1. Stupné adipocytarni diferenciace

V soucasné dob¢ jsou popsany 2 zakladni faze adipogeneze: determinacni faze a termindlni
diferenciacni faze.

Determinacni faze je stadium adipogeneze, kdy kmenové buiiky konvertuji na preadipocyty,
které nelze morfologicky odlisit od prekurzorovych bunék, ale které konverzi ztratily
schopnost diferenciace na jiné bunéfné typy. V termindlni fazi diferenciace ziskavaji
preadipocyty znaky zralych adipocyti vcetné funkci nezbytnych pro lipidovy transport,
pusobeni inzulinu a sekreci specifickych adipocytarnich proteind. Molekularni regulace
terminalniho stadia diferenciace je 1épe charakterizovana nez u determinacni faze a to hlavné
diky vyuziti buné¢énych linii, které maji omezenou schopnost diferencovat na jiné typy bunék.
Nekteré preadipocytarni modely jako jsou mysi bunécné linie 3T3-L1, 3T3-F442A potiebuji
jeden nebo dva cykly bunééného déleni pred diferenciaci, zatimco mys$i C3H10T1/2 a lidské
preadipocyty nikoli. Mitoticka klonalni expanze (MCE) je proces probihajici pod vlivem
specifickych ristovych faktori a hormont, ktery je nezbytny pro termindlni adipocytarni
diferenciaci. Ve skute¢nosti zablokovani vstupu 3T3-L1 bunék do S faze v dobé MCE zcela
inhibuje program adipocytarni konverze [121]. Tyto procesy zavislé na komplexni koordinaci
kaskady proteinli bunécného cyklu jako je napt. E2F a retinoblastomovy protein, jsou
nezbytné pro terminalni diferenciaci preadipocytu [122, 123]. Nezbytné rozvolnéni DNA pii
mitoze, umoziuje pristup transkripcnich faktord k regulacnim usekiim DNA a tim prezentaci
geni ucastnicich se procesu diferenciace adipocyti [124]. Proces diferenciace adipocyta muze

byt velmi dobie studovan pouzitim bunécnych kultur a preadipocytarnich kultur, které mohou
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byt ovliviiovany hormonalnimi koktejly obsahujici inzulin, dexametazon a 3-isobutyl-1-
methylxanthin. 3T3-L1 a 3T3-F422A preadipocyty mohou diferencovat na zralé adipocyty
exprimujici specifické adipocytarni geny a akumulujic triacylglycerolové kapénky [124].
Diferenciace vyzaduje aktivaci fady transkripénich faktort, které jsou zodpovédné za aktivaci
a deaktivaci vice nez 2000 gent ovliviiujici morfologii a fyziologii adipocytu [125].

4.2. Jaderna regulace adipocytarni diferenciace

Terminalni adipocytarni diferenciace zahrnuje celou fadu transkripCnich procest. V prvni
fad¢ dochazi pti adipogenezi k prechodné a dramatické indukci C/EBP-B a C/EBP-9, ktera
je in vitro stimulovand hormonalnim koktejlem [126]. C/EBP-B a C/EBP-6 se zacnou
hromadit béhem 24 hodin adipogenni indukce a bunky opakované vstupuji do bunééného
cyklu a vykonavaji synchronné MCE [121]. P#i ptechodu z Gl do S faze je C/EBP-B
hyperfosforylovan a sekvencné aktivovan za pfispéni glykogenové syntazy kinazy-3p a
mitogenem aktivované kinazy (MAPK). Nasledn¢ C/EBP-B a C/EBP-6 indukuji piimo
expresi PPAR-y a C/EBP-a, které jsou klicovymi transkripénimi regulatory adipocytarni
diferenciace [127]. 2. den diferencia¢niho cyklu je akumulovan protein C/EBP-a a nasledné
fosforylovan cyklinem D3 pii navozeni proliferacniho inhibi¢niho G¢inku na buiiky, které
umoziuji nastup kone¢né faze diferenciace adipogeneze [128]. 8. den po zahajeni procesu
diferenciace je jiz vice nez 90 % adipocyti zralych [129]. C/EBP-a indukuje velké mnoZstvi
adipocytarnich gent ptimo a v in vivo studiich hraje dulezitou roli v rozvoji tukové tkané.
Piedpoklada se, Ze PPAR-y, ¢len rodiny jadernych receptorli, hraje vyznamnou roli
v diferenciaci bilé ale i hnédé tukové tkané¢ [130]. Ektopicka exprese C/EBP-o ve
fibroblastech mize indukovat adipogenezi pouze za piitomnosti PPAR-y [131]. Uc&inek
PPAR-y je zprostfedkovan dvémi izoformami: PPAR-y1 a PPAR-y2. PPAR-y1 je na rozdil od
PPAR-y2 konstitutivné exprimovan v tukové tkani. Exprese téchto 2 izoforem je fizena
specifickym promotorem, ktery je urcujici pro odlisnou tkanoveé specifickou expresi a regulaci
[132]. Obé tyto izoformy jsou siln¢ indukovany béhem preadipocytarni diferenciace in vitro a
jsou silné exprimovany V tukové tkani zvifat. PPAR-y1 je produkovan diive neZ PPAR-y2 a je
udrzovan ve vysokych hladinach béhem diferenciace adipocytt [133]. PPAR-y je také velmi
dulezity pro udrzeni diferencovaného stavu adipocytu. Vlozeni adenovirového dominantné-
negativniho PPAR-y do zralych 3T3-L1 adipocytl, zptisobi dediferenciaci adipocyti se
ztratou lipidové akumulace a snizeni exprese adipocytarnich markerd [134].

Dalsimi faktory ovliviiujicimi proces diferenciace adipocytl jsou Kruppel-like faktory (KLF),
které jsou soucasti rozsahlé rodiny C2H2 proteinli S motivem zinkového prstu regulujicich

bunécnou apoptozu, proliferaci a diferenciaci. Rozsah KLF gent, které jsou exprimovany
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Vv tukové tkani, variabilita jejich expresnich vzort béhem diferenciace a jejich Gc¢inek na vyvoj
a genovou expresi adipocyti indikuje, Ze kaskada KLF je funkéni béhem adipogeneze. Pro
tento fakt svéd¢i napi. KLF15, ktery podporuje diferenciaci adipocytu [135] a indukuje
expresi inzulinem regulovaného gluk6zového transporteru GLUT-4, [136], KLF5 je
indukovan C/EBP-3 a C/EBP-6 béhem ¢asné faze adipocytarni diferenciace a aktivuje Pparg2
promoter fungujici spolu s C/EBPs. Dale KLF6 zabranuje expresi Preadipocytarniho faktoru-
1 (Pref-1) v 3T3-L1 bunkach a fibroblastech. A¢koliv nadmérna exprese KLF6 sama o sob&
nedostacuje k tomu, aby podporovala adipocytarni diferenciaci, bunky se snizenym
mnozstvim KLF6 vykazuji snizenou adipogenezi [137]. KLF2 a KLF7 jsou antiadipogennimi
faktory, KLF 2 potlacuje Pparg2 promoter [138-140].

Sterolovy regulacni element vazajici transkripcni faktor 1 (SREBPIc) byl identifikovan jako
proadipogenni transkripéni faktor, ktery indukuje expresi PPAR-y a mlze generovat dosud
neznamy ligand PPAR-y [141, 142]. SREBPIlc také zprostfedkovava biosyntézu lipida
prostiednictvim inzulinu v adipocytech zvySenim genové exprese hlavnich lipogennich gent
jako jsou fatty acid synthasa a acetyl-CoA-carboxylaza [143]. Exprese CREB v 3T3-L1
preadipocytech je nezbytna pro zahajeni adipogeneze, zatimco potlaceni exprese CREB
adipogenezi zabranuje [144, 145].

Mnoho trankripénich faktorii jako jsou napf. rodina transkripcnich faktori schopnych vazat
DNA sekvence GATA, Forkhead Box Ol (FOXO1) a Forkhead Box A2 (FOXA2)
adipogenezi potlacuji. GATA2 a GATA3 jsou exprimovany v preadipocytech a
downregulovany béhem terminalniho stadia zrani [146]. Vynucena exprese GATA2 snizuje
adipogenezi a GATA2 deficientni embryonalni kmenové buiky vykazuji zvySeny adipogenni
potencidl. Exprese GATA2 a GATA3 oslabuje adipocytarni diferenciaci a udrzuje bunky
Vv preadipocytarnim stavu. Tyto inhibi¢ni G¢inky na adipogenezi mohou byt zprostitedkovany
redukci PPAR-y promotorové aktivity.

4.2.1. Trankrip¢ni kofaktory v adipogenezi

Jaderné kofaktory nejsou vazany na DNA ptimo, ale podileji se na formaci koaktivatord nebo
korepresort, které se ucastni spolu s transkripénimi faktory transkripce. Nékteré kofaktory
modifikuji pfimo chromatin jako napf. histonové acetyltransferdzy (HATs) a ATP
dependentni chromatin remodelujici proteiny SWI/SNF rodiny, zatimco jiné kofaktory nemaji
enzymatickou aktivitu, kterd je nutna pro vznik chromatinovych modifikatort. TRAP220
(PPAR-binding protein) je vazebnym partnerem PPAR-y a jeho nepfitomnost v proteinu
zabranuje adipogenezi [147], stejné jako absence koaktivatoru PPAR-interacting protein
[148].
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Komplex cyklin D3-cyclin-dependentni kinaza (CDK6) vaze fosforylovany PPAR-y a vede
k jeho zvyseni transkripéni aktivity, ktera podporuje adipogenezi [149]. Naopak cyklin D1
potlacuje aktivitu PPAR-y a inhibuje diferenciaci adipocytti [150]. Transkripéni koaktivator
TAZ potlacuje aktivitu PPAR-y v adipocytech a aktivuje RUNX2 (Runt-related transcription
factor 2) v osteoblastech [151].

4.3. Mimojaderna regulace adipocytarni diferenciace

Adipogeneze mize byt ovlivnéna pozitivnim nebo negativnim zptisobem hormony, cytokiny,
rustovymi faktory a farmakologickymi substancemi.

4.3.1. Adipogenni faktory

Je znamo, ze inzulin, IGF-1 (insulin-like growth factor-1), hormony Stitné zlazy,
glukokortikoidy, mineralokortikoidy a agonist¢ PPAR-y podporuji diferenciaci. Inzulin a
komponenty inzulin/IGF-1 signaliza¢ni kaskady hraji velmi dulezitou roli v adipogenezi.
Ztrata proteinu inzulinového receptorového substratu (IRS) inhibuje adipogenezi [152, 153].
Efektorové molekuly inzulinové kaskady jako jsou fosfatidylinozitol-3 kinaza, AKT1/2 ale i
uéinné imunosupresivum rapamycin jsou zapojeny do procesu adipogeneze [154, 155].
Hormon §titné Zlazy trijodtyronin (T3) hraje vyznamnou roli v normalnim vyvoji, diferenciaci
a metabolické homeostaze véetné ovlivnéni bazalniho metabolizmu a termogeneze. Tyroidni
hormony jsou rovnéz zapojeny do lipogeneze v lipogennich tkanich jako jsou jatra [156] a
tukova tkan [157, 158] skrze tyroidnimi receptory indukovanou genovou expresi. U savci se
vyskytuji 2 hlavni izoformy tyroidniho receptoru al (TRal) a a2 (TRa2), které maji
vzajemné funk¢ni antagonistické ptisobeni. Vazbou T3 na TRalje indukovana adipogeneze,
zatimco receptor TRa2 mé antagonisticky ucinek. V subkutanni tukové tkani obéznich
pacientl je vyssi exprese TRal a soucasné i T3 nez ve visceralni tukové tkani [159].
Glukokortikoidy jsou vyznamnymi spoustééi adipogeneze in vitro a hyperkortizolismus je
spojen s obezitou a poruchou distribuce télesného tuku v organizmu [160]. Receptory pro
glukokortikoidy jsou pfitomny v preadipocytech a uplatiiuji se v expresi C/EBP-6 a PPAR-y
[161]. Enzym 11-B-hydroxysteroid-dehydrogenaza 1 (11BHSD1), zabezpecujici pieménu
neaktivniho kortizonu na aktivni kortizol (nebo kortikosteron u hlodavci), je exprimovan
v preadipocytech a adipocytech a senzitizuje tak tukovou tkan k plisobeni glukokortikoidi.
Vysledky experimentalnich studii ukazuji, Ze nadmérna exprese 11-B-hydroxysteroid-
dehydrogenazy 1 vtukové tkani u mysi se projevuje hromadénim viscerdlniho tuku,
inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a hypertenzi [162]. Naopak, mysi s chybéjici 11BHSDI1

vykazuji sniZeny obsah télesného tuku [163]. Cetné vysledky studii ukazuji, ze lokalni
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produkce kortizolu parakrinné podporuje adipogenezi ve visceralni tukové tkani a zvySena
exprese 11BHSDL1 je spojena s obezitou u lidi i hlodavci [39].

Dalsimi faktory s proadipogennim tuc¢inkem v lidskych preadipocytech jsou fibroblastové
rustové faktory FGF1, FGF2, FGF10, jejichZ neutralizace zastavuje adipogenezi [164].

4.3.2 Antiadipogenni faktory

Wnt rodina (Wingless/Int-1) glykoproteini pusobici autokrinnim nebo parakrinnim
mechanizmen ovliviiuje vyvoj mnoha typti bunék. Wnt zcela blokuje produkci klic¢ovych
adipogennich transkripénich faktort C/EBP-o a PPAR-y. Naopak zablokovani Wnt
signalizace v preadipocytech vede ke spontanni diferenciaci, coz nasvédCuje tomu, ze
preadipocytarnimi bunikami endogenné produkovany Wnt je silnym inhibitorem diferenciace.
Ektopicka exprese Wnt genu silné potlacuje adipogenezi [165]. Konstitutivni exprese
WNT10b genu, ktery je ve velkém mnozstvi exprimovan v preadipocytech a downregulovan
pii procesu diferenciace, inhibuje adipogenezi [166]. Ektopicka exprese WNT10b stabilizuje
cytozolovy P-catenin a je silnym inhibitorem adipogeneze. In vivo transgenni exprese
WNT10b v adipocytech vede k 50 % snizeni bilé tukové tkané a vyvoj hnédé tukové tkané
zcela chybi. WNT10a a WNT6 jsou urcujici ve vyvoji hnédych adipocytt.

Rustovy faktor-f (TGF-B), BMP a myostatin reguluji diferenciaci mnoha typii bun¢k vcetné
adipocyti. TGF-B je cytokin, stimulujici proliferaci preadipocytti a zastavujici adipogenezi in
vitro. TGF-B a jeho signalizaéni komponenty jsou exprimovany v bunénych kulturach
adipocytt ale i v tukové tkani. Jeho nadmérna exprese narusuje vyvoj tukové tkané [167]
naopak zablokovani jeho signdlni drahy inhibici SMAD3 zvysSuje adipogenezi. SMAD3 se
vaze na k C/EBPs a blokuje jeho transkripéni aktivitu [168]. Vystaveni multipotentnich
mezenchymalnich bunék BMP4 vede tyto buiiky k diferenciaci na adipocyty. U¢inek BMP2
je vice komplexni a je zavisly na pFitomnosti dalSich signalnich molekul. BMP2 stimuluje
adipogenezi multipotentnich C3H10T1/2 bun€k v niZSich koncentracich, ale ve vysSich
koncentracich preferuje vyvoj chondrocyti a osteoblasti. Myostatin muze regulovat
adipogenezi in vitro pozitivnim nebo negativnim zpusobem v zavislosti na typu bunék a
podminkach pro bunééné kultury [169].

Vystaveni preadipocytl uc¢inkiim prozanétlivych cytokinli zabrafiuje adipogenezi sniZzenim
exprese PPAR-y a C/EBP-a a zablokovanim ucinku inzulinu. TNF-a a IL-1 potlacuji
adipocytarni preménu aktivaci TAK1/TAB1/NIK kaskady, kterd nasledné inhibuje ucinky
PPAR-y [170]. Ve skutec¢nosti maji cytokiny potencial snizovat pocet adipocytti jak modulaci
vice bodu v adipogennim procesu, tak aktivaci rtiznych intraceluldrnich signalizacnich drah

[171-173].
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Pref-1 je transmembranovy protein patfici do rodiny proteini podobnych epidermalnim
rastovym faktorGm, ktery je aktivovan proteolytickym Stépenim [174]. Odstépenim
extracelularni ¢asti Pref-1, dochazi k inhibici adipogeneze diky mozné interakci s Notch.
Exprese Pref-1 je vysoka v preadipocytech a snizena pii diferenciaci adipocyti a jeho
vynucend exprese v 3T3-L1 buiikach adipogenezi blokuje.

4.3.2.1 Farmakologické antiadipogenni faktory

Nekteré 1éky maji silny vliv na adipogenezi. Vysoce uc¢inna 1écba infekce lidskym
imunodeficientnim virem (HIV), je spojena s metabolickym syndromem, inzulinovou
rezistenci, dyslipidémii, periferni lipodystrofii a visceralni obezitou [175]. Vysledky studii
provedenych na bunéCnych kulturach wukazuji, ze nelfinavir a indinavir, snizuji
preadipocytarni diferenciaci a lipogenezi a soucasné zvySuji apoptozu a lipolyzu [172, 176,
177]. Studie provedené u pacientt s HIV a lipodystrofii ukazaly zvySeni hladin
prozanétlivych cytokini v tukové tkéni coz naznacuje, ze redukcni ucinek protedzovych
inhibitord na adipogenezi muze souviset se zvySenou lokalni produkei téchto cytokint [178,
179].

Metformin, ktery je jiz 40 let s uspéchem pouzivan k 1é¢bé diabetes mellitus 2. typu,
zabranuje diferenciaci mySich 3T3-L1 bunéfnych linii a primarnich lidskych adipocyti,
sniZzenim lipogenni genové exprese a zvySenim aktivity AMPK a vstupu glukozy do bunky
[180-182]. U¢inek metforminu na lidské adipocyty je pravdépodobné zprostfedkovan
organickym kationtovym transportérem 1, ktery je tvofen b&hem diferenciace adipocytii
[183]. Metformin je dale zodpovédny za zvySeni aktivity gluk6zového pienasece GLUT-4,
translokaci GLUT-1 a normalizaci funkce enzymatického systému v intracelularni inzulinové
signalni kaskadé a stimulaci tyrozinkindzové aktivity  podjednotek inzulinovych receptori.
Vlivem sniZeni zvySenych hladin plazminogenového aktivatoru 1, b&Zné se vyskytujicich
u inzulinorezistentnich jedincl, snizuje metformin riziko trombogennich komplikaci [184]
a vlivem antiapoptotického Uc¢inku na endotelové bunky ovliviiuje vyskyt makrovaskularnich
komplikaci. Metformin rovnéz snizuje tvorbu kyslikovych radikala a chrani endotelové buiiky

pted poskozenim vyvolanym oxida¢nim stresem vlivem hyperglykémie.
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5. PREADIPOCYTARNI FAKTOR - 1
5.1 Struktura Pref-1

Pref-1 je syntetizovan jako protein skladajici se z 380 aminokyselin obsahujicich signalni
sekvence na N termindlnim konci a jednoduchou membranovou doménu slozenou z 300-322
aminokyselin. Nejvyraznéjsi strukturalni prvek Pref-1 se nachazi v extracelularni doméné
s EGF-like motivem [4]. EGF-like motiv byl ptivodné popsan pro epidermalni rustovy faktor
(EGF) a dalsi rstové faktory, které se vazi na EGF receptor a puisobi jako signaly bunécné
proliferace a diferenciace. Pref-1 neobsahuje konzervovana rezidua aminokyselin, ktera jsou
nezbytna pro vazbu na EGF receptor. Pref-1 spiSe sdili strukturalni charakteristiky s jinou
tiidou signalnich proteini podobnych EGF jako jsou Notch/Delta/Serrate rodiny, které se
podileji na bunécné signalizaci a urCeni osudu bunky [185], ackoli Pref-1 postrada DSL
(Delta/Serrate/LAG-2) doménu, ktera je obsaZena ve vSech klasickych Notch ligandech pro
zprostiedkovani receptor-ligandové interakce pro Notch [186, 187].

V bunééné membrané preadipocyti se v dusledku postranslacnich modifikaci nachazeji
vicenasobné transmembranové formy Pref -1 o velikosti 50 do 60 kDa, které obsahuji N-
vazané oligosacharidy a zbytky kyseliny sialové v extracelularni doméné. Kromé toho existuji
Ctyfi hlavni alternativni sestfihové produkty Pref-1 (Pref-1A-D) [188]. Kromé nejvétsi plné
délky Pref-1 formy, vytvaii alternativni sestfih tifi hlavni kratsi formy Pref-1. Relativni
mnozstvi riznych sestfizenych forem se lisi v zavislosti na tkani nebo vyvojovém stadiu
zkoumaného materialu [189].

Proteolytickym $tépenim Pref-1 na 2 mistech extracelularni domény vznikd rozpustna forma
Pref-1 [190]. To znamena, ze dvé vétsi alternativni formy sestiihu Pref-1, Pref-1A a Pref-1B
(50kDa), jsou $tépeny v juxtamembranovém misté. Mensi Pref-1C a Pref-1D, v dtsledku
vétsi delece se $tépi pouze na N-konci, kdy vznika mensi 25kDa rozpustna forma. V tomto
ohledu, fetalni antigen 1, bilkovina v krevnim obéhu plodu, pravdépodobné odpovida vétsi
rozpustné form¢ lidského Pref-1 [191-193]. Jeden z ¢lent ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) rodiny proteinti, TNF-a-konvertujici enzym (TACE, ADAM 17), muze
Stépit Pref-1 v juxtamembranové oblasti za vzniku velké rozpustné formy Pref-1 [194].
Bazalni i1 stimulované Stépeni miZe byt inhibovano pomoci metaloproteindzového inhibitoru
GM6001, coz ukazuje, Ze St€peni membranového Pref-1 je zavislé na metaloproteindze. Déle
lentivirem zprostiedkovana exprese TACE zvysuje Stépeni Pref-1 za soucasného vzniku velké
solubilni formy Pref-1. Naopak siRNA zprostiedkovava snizeni TACE a tim dochazi k

niz§imu uvoliovani velké solubilni formy [194]. Kromé toho, toto Stépeni nebylo
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detekovatelné nebo bylo znacné snizené v builkdch nesoucich mutovany TACE, nebo v
bunkach transfekovanych siRNA TACE. Tato data jasné ukazuji, Ze §tépeni v juxtamembrané
pomoci TACE generuje velkou 50 kDa solubilni formu Pref-1. ZvySené uvoliiovani 50 kDa
extracelularni domény Pref-1 mize byt vyrazné zvySeno pouzitim forbolesteru a regulovano

aktivaci proteinkinazy C [190].

5.2  Produkce a funkce Pref-1

Preadipocytarni faktor-1 (Pref-1) je ve velké mife exprimovan preadipocyty, snizen pii
diferenciaci adipocytl a Gplné€ chybi u zralych adipocytt [4, 5]. Pref-1 je také exprimovan v
riznych tkanich v priibéhu embryogeneze a jeho exprese mizi po narozeni [4, 193, 195]. Pref-
1 odrazi stupen adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo a je proto pouzivan jako
preadipocytarni marker, podle néhoz mohou byt preadipocyty dobie rozpoznavany [5]. Jeho
exprese je snizena pisobenim adipogennich faktorii (dexametazon) a naopak zvySena
antiadipogennim puasobenim ristového hormonu, jehoz stimulaéni ucinek je zplisoben
aktivaci FoxA2 [196]. Byla prokazana tésna korelace mezi dexametazonem zprostitedkovanou
down-regulaci Pref-1 a u¢inkem dexametazonu na diferenciaci 3T3-L1 preadipocytd [197,
198]. Exprese Pref-1 inhibuje adipogenezi a zaroven hraje vyznamnou roli v udrZzovani
preadipocytarniho stavu [4]. Pref-1 inhibuje diferenciaci adipocyti aktivaci MEK/ERK [199],
akumulaci lipidd, expresi adipocytarnich transkripénich faktort jako jsou PPAR-y a C/EBPa a
dalsich markert véetné FAS (fatty acid synthase), stearoyl - coenzym A desaturazy a
FABP4/aP2. ZvySené hladiny Pref-1 jsou spojeny se zhorSenou adipocytarni diferenciaci

nebo dediferenciaci zralych adipocytt a inzulinovou rezistenci [200].
5.3  Pref-1v experimentalnich studiich

Uloha Pref-1 v procesu adipogeneze je velmi dobie prokazatelna na mysich modelech se
snizenou [201] nebo naopak zvysenou expresi Pref-1 [6, 7]. V experimentalnich studiich
provedenych na Pref-1-null mySich byla prokdzana vice nez 50 % perinatalni letalita a
prezivsi zvirata vykazovala retardaci rastu, malformace skeletu a jiné defekty vcetné zvyseni
obsahu télesného tuku [201]. Ob& pohlavi Pref-1-null mysi vazily pti odstaveni méné nez
wild-type mysi [201], ale velice rychle pfibyvaly na vaze. Hmotnost vyznamnych tukovych
dep Vv organizmu (inguinalni, retroperitonealni a gonadalni) byla signifikantn¢ vyssi u Pref-1-
null mysi, coz ukazovalo, Ze rychly pfirastek télesné hmotnosti u Pref-1-null mysi byl v
dasledku zvySeni hmotnosti tukové tkané€. Histologickd analyza tuku odhalila vétsi velikost

adipocytii u Pref-1-null mysi na rozdil od jejich wild-type sourozenci. Vysledky dalsiho
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podrobného zkoumdni ukédzaly vys$si hladiny mRNA pozdniho markeru adipocytarni
diferenciace stearoyl-koenzymu A desaturazy a syntazy mastnych kyselin v tukové tkani Pref-
1-null mysi, coz svéd¢i pro zvySenou adipogenezi. U Pref-1-null mysi bylo rovnéz prokazano
zvysené ukladani tuku v jatrech, zvyseni cirkulujici hladin triglyceridd, cholesterolu, volnych
mastnych kyselin. Vysledky provedené na Pref-1-null mySich demonstruji zvySeni
adipogeneze in vivo a podporuji pfedpokladanou roli Pref-1 jako negativniho regulatoru
adipogeneze.

Transgenni mysi modely exprimujici ve zvySené mife rozpustnou formu Pref-1 maji vyrazné
snizeny obsah tukové tkané a redukovanou expresi adipocytarnich markeru a faktort [6, 7].
Snizeny rozvoj tukové tkané, typicky pro model mysi lipodystrofie, vyvolava u téchto mysi
hypertriglyceridémii, snizenou glukézovou toleranci a inzulinovou senzitivitu. Mysi
ektopicky exprimujici Pref-1/hFc vyhradné v jatrech pod kontrolou albuminového promoteru
také vykazuji snizeni obsahu télesného tuku a adipocytarniho markeru exprese, které
naznacuje potencialni endokrinni zptisob ucinku Pref-1 [6]. Vysledky studii provedenych na
mySich modelech se snizenou nebo zvySenou expresi Pref-1 prokazuji rozvoj inzulinové
rezistence a porusené¢ glukozové tolerance a soucasné poukazuji na to, ze spravny vyvoj
tukove tkané je nezbytny pro udrZeni glukdzo/inzulinové homeostazy.

5.4  Pref-1v klinickych studiich

Klinické studie zabyvajici se metabolickym vyznamem Pref-1 v organizmu jsou provadény
zejména u dvou skupin pacientl trpicich poruchami pfijmu potravy. Je to mentalni anorexie
reprezentovana malnutrici a zdroven ubytkem tukové tkané a obezita reprezentujici pozitivni
kalorickou bilanci s hypertrofii tukové tkan¢. Zda se, ze oba tyto extrémni metabolické stavy
ovlivituji produkci Pref-1 v tukové tkani, ktery miiZze mit vliv na dal§i metabolické pochody

Vv organizmu jako je napt. kostni nebo glukdézovy metabolizmus.

55  Vztah Pref-1 k obezité a diabetes mellitus 2. typu

Studie provedena na metabolicky zdravych a metabolicky nemocnych obéznich pacientech
prokazala vyznamny rozdil v tukové tkani téchto pacientii. ZvySend exprese Pref-1
v subkutanni a visceralni tukové tkani byla spojena s nezdravym metabolickym profilem a
hladiny Pref-1 pozitivné korelovaly s velikosti adipocyti. Vyssi hladiny Pref-1 nalezené
Vv metabolicky nezdravé tkdni mohou omezovat diferenciaci preadipocytli. Déle byla
prokazana pozitivni korelace s metabolicky nezadoucimi parametry a inverzni korelace
s metabolicky pozitivné ptsobicimi adipokiny jako je adiponektin, coz ukazuje na mozné

spojeni snizené adipogenni kapacity a systémové metabolické dysfunkce [202]. Snizena
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hladina Pref-1 u metabolicky zdravych jedinci muze odrazet zvySenou adipogenni kapacitu
jak v subkutanni tak ve visceralni tukové tkani. To by umoznilo hyperplastické, nikoli v§ak
hypertrofické, tukové tkani expanzi, coz by nepochybné vedlo ke vzniku malych ,,zdravych*
adipocyti a redukci volnych mastnych kyselin a ektopickému ukladani tuku v jatrech,
pankreatu a svalech [203]. Pacienti s diabetem méli Vv jiné studii vétsi velikost a zaroven nizsi
pocet adipocytll ve srovnani s obéznimi pacienty bez diabetu [204]. Preadipocytarni faktor-1
pozitivné¢ koreluje s poctem makrofagi [202]. To mize vést ke zvySené inhibici
preadipocytarni diferenciace vlivem Pref-1, nasledné hypertrofii adipocytl, hypoxii a
zvysenému vzniku makrofagi. ZvySeny pocet makrofag je spojeny s produkci
prozéanétlivych faktort, které mohou navodit fenotypové zmény v preadipocytech, vedouci ke
zvySené expresi Pref-1 a tim kinhibici diferenciace preadipocytt. Lidské preadipocyty
kultivované v makrofagovém mediu vykazovaly sniZenou adipogenezi jak bylo zjiSténo
vlivem sniZzeni akumulace lipidi v buiice a redukce genové exprese adipogennich a
lipogennich markerd [202]. Aktivace makrofagii zvySuje genovou expresi a uvoliiovani
prozanétlivych cytokinli a chemokinil a indukuje proliferaci preadipocytii. Tato data ukazuji,
ze faktory produkované makrofdgy zabraniuji vzniku zralych adipocytli, coz naznacuje
moznou roli pfi omezovani expanze tukové tkan¢ u lidi [205] a v kone¢ném disledku vznik
inzulinové rezistence.

5.6  Vztah Pref-1 k lipodystrofii

Lipodystrofie je soubor vrozenych nebo ziskanych onemocnéni, ktera jsou charakterizovana
Caste¢nym nebo celkovym ubytkem tukové tkané [206]. Lipodystrofi¢ti pacienti jsou ohrozeni
metabolickymi komplikacemi vcetné inzulinové rezistence, hyperlipidémie a diabetes
mellitus 2. typu. Etiopatogeneze lipodystrofie neni zcela objasnéna, pivod kongenitalni
lipodystrofie mize byt v mutaci nékterych gend (lamin A/C, AGPAT2, seipin, PPAR-y) [207,
208]. Tyto geny mohou regulovat rizné funkce tukové tkané jako je metabolismus,
diferenciace, pfeZivani, zrani a spravnou funkci adipocytli, které jsou nezbytné pro udrzeni
glukézove a lipidové homeostdzy organizmu. Zatim vSak nebyla prokazana piima souvislost
mezi expresi Pref-1 a vrozenou lipodystrofii. Exprese Pref-1 je zvySena v tukové tkani HIV
pozitivnich pacientd, ktefi podstupuji 1é¢bu HAART (highly active antiretroviral treatment),
ktera je spojena s lipodystrofii [209], ubytkem subkutanni tukové tkané, hyperlipidémii a
inzulinovou rezistenci [210]. Vysledky klinickych studii provedenych u pacientek trpicich
mentalni anorexii prokazaly zvySené hladiny Pref-1, ve srovnani se zdravymi Zenami s
normalnim BMI. Zvysena hladina Pref-1 korelovala s mnozstvim tukové tkané obsazené v

kostni dfeni a snizenou kostni denzitou v této populaci [211]. Vzhledem k tomu, Ze
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osteoblasty a adipocyty vznikaji ze stejnych progenitorovych, mezenchymalnich bun¢k
(hMSC), je mozné predpokladat ovlivnéni tohoto procesu zvysenou produkci Pref-1.

Zatim neni zfejmé, jakym zplisobem mize Pref-1 ovliviiovat metabolizmus jak obéznich, tak
lipodystrofickych pacientt, kteti vykazuji poruchy v lipidovém a gluk6zovém metabolizmu,
véetné zmén endokrinni funkce tukové tkang. Je proto nezbytné nalézt receptor Pref-1, kterym

je zprostiedkovavan biologicky Géinek tohoto metabolického faktoru.

6. HYPOTEZA A CiLE DISERTACNI PRACE

Jednou z pfi¢in vzniku inzulinové rezistence mize byt inhibice diferenciace preadipocytd
faktoru — 1 (Pref-1). Prace je zalozena na hypotéze, Zze sérové koncentrace Pref-1 se budou
signifikantné liSit u pacientek S obezitou a inzulinovou rezistenci a pacientek s mentdlni
anorexii a Stihlych zdravych kontrolnich subjekti. Déle predpokladame, ze tyto hladiny
budou asociovany s parametry inzulinové rezistence, glukézového metabolizmu a
subklinického zanétu a budou signifikantné¢ ovlivnény snizenim hmotnosti u obéznich

pacientek, respektive ¢aste¢nou realimentaci u pacientek s mentalni anorexii.

Specifické cile disertacni prace jsou proto nasledujici:

1. Sledovat zmény hladin Pref-1 a dalSich parametri endokrinni funkce tukové tkané
U pacientek s obezitou a diabetes mellitus 2. typu ve srovnani s kontrolni skupinou
Stihlych zdravych Zen. Dale sledovat vztah hladin Pref-1 k metabolickym
a antropometrickym parametrim a vliv riiznych intervenci typu nizkokalorické diety
na hladiny Pref-1 a metabolické parametry.

2. Sledovat vliv akutni hyperinzulinémie a 1é¢by fenofibratem na sérové koncentrace
Pref-1 u pacientek s obezitou a diabetes mellitus 2. typu.

3. Sledovat zmény hladin Pref-1 a dalSich parametrii endokrinni funkce tukové tkané
U pacientek s mentalni anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou. Dale sledovat vztah
hladin Pref-1 Kk metabolickym a antropometrickym parametrim a vliv cCastecné

realimentace pacientek s mentalni anorexii na hladiny Pref-1 a metabolické parametry.

7. METODIKA STUDI{
Vsechna uvedena klinicka vysSetfeni a laboratorni méteni byla provedena na 3. interni klinice
1. LF UK a VFN ve spolupraci s Psychiatrickou klinikou 1. LF UK a VFN a Ustavem

klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.
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7.1. Antropometricka vysetieni a odbéry krevnich vzorki

U vsech subjektti zatazenych do studie byla méfena vyska, vaha a vypocitan Body mass Index
(BMI — hmotnost v kg/vyska v m?). Obsah télesného tuku byl mé&fen bioimpedanéni metodou
(Bodystat 1500, Bodystat Ltd., UK) a zaroven dvouenergiovou rentgenovou absorpciometrii
(DEXA Hologic, Waltham, MA, USA). Kostni denzita byla rovnéz méfena pomoci kostniho
denzitometru (DEXA). Bazalni metabolizmus byl méfen metodou nepiimé kalorimetrie
(Vmax EncoreViasys " HEALTHCARE, SensorMedics BV, Netherlands). Krevni vzorky
byly odebirany u studijnich subjektl za standardnich podminek, mezi 7. a 8. hodinou ranni
nala¢no (po celono¢nim la¢néni), do tficeti minut byly centrifugovany (10 min pii 1000 x g) a
nasledné byla séra a plazmy ulozeny do hlubokomraziciho boxu, kde byly uchovavany pti
teploté -70°C do vySetfeni. HOMA (homeostasis model assessment) index byl vypocitan
pomoci vzorce: sérovda koncentrace inzulinu nalacno (U/ml) * glykémie nalacno
(mmol/l)/22.5.

7.2 Hormonalni a biochemicka vySetieni krevnich vzorki

Biochemicka vysetfeni (glukédza, glykovany hemoglobin, lipidovy profil, jaterni testy, CRP)
byla provedena v Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

M¢teni sérové koncentrace Pref-1 bylo provedeno metodou ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, USA). Senzitivita kitu byla 12 pg/ml a intra a interassay variabilita byla mén¢
nez 5 respektive 15 %. Rozmezi standardni kiivky bylo 0,16-10,00 ng/ml.

Sérova koncentrace inzulinu byla méfena metodou RIA (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette
Cedex, Francie). Senzitivita kitu byla 2,0 ulU/ml a intra a interassay variabilita byla 4,2 a 8,8
%.

Sérova koncentrace adiponektinu byla méfena metodou ELISA (Linco Research, St. Charles,
Missouri, USA). Senzitivita byla 0,78 ng/ml.

Sérova koncentrace leptinu byla méfena metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceské
republika). Senzitivita kitu byla 0,12 ng/ml a intra a interassay variabilita byla 1,7 a 8,0 %.
Sérova koncentrace MIC-1 byla méfena metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceska
republika). Senzitivita kitu byla 22 pg/ml a intra a interassay variabilita byla 6,75 a 9 %.
Rozmezi standardni kiivky bylo 70-4480 pg/ml.

Sérova koncentrace FABP-4 byla méfena metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceska
republika). Senzitivita byla 0,1 ng/ml, intra a interassay variabilita byla 5 a 10 %.

Sérova koncentrace resistinu byla méfena metodou ELISA (BioVendor, Brno, Ceské

republika). Senzitivita byla 0,12 ng/ml, intra a interassay variabilita byla 5 a 10 %.
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7.3 Hyperinzulinemicky isoglykemicky clamp

V soucasnosti jsou clampové techniky povazovany za zlaty standard v testovani sekrece
inzulinu, inzulinové rezistence a sekrece kontraregulacnich hormonti. Clampova metoda je
technikou, kterd umoznuje navodit a libovoln¢ dlouhou dobu udrzovat pozadovanou hladinu
glykémie ev. inzulinémie in vivo pomoci infuzi glukdzy a inzulinu, které mohou byt podavané
samostatné nebo vkombinaci. Podle hladiny cilové glykémie rozliSujeme testy
hyperglykemické, euglykemické (normoglykemicke), isoglykemické a hypoglykemické.

V na$i studii jsme provadéli hyperinzulinemicky isoglykemicky clamp [212], kterym byla
hodnocena mira u¢inku inzulinu dle podaného mnozstvi glukozy pii standardné zvolené
hyperinzulinémii vyvolané kontinualni infuzi inzulinu o konstantni rychlosti, tak abychom
udrzeli glykémii na pozadované hodnoté. Za cilovou hodnotu glykémie byla povazovana
vstupni glykémie na lacno. Relativni davka inzulinu byla vztazena na jednotku télesné
hmotnosti nebo té€lesného povrchu. Inzulin senzitivni osoby maji na rozdil od inzulin
rezistentnich osob vyssi spotfebu glukézy k udrzeni pozadované glykémie.

7.3.1 Praktické provedeni clampu

Po celono¢nim laénéni byly pacientovi do obou piedlokti zavedeny kanyly, jedna pro
kontinudlni infuzi inzulinu (20 1U kratkodobého lidského inzulinu HMR ve 20 ml 0,9 %
NaCl, rychlost infuze 1 mIU/kg/min u pacienti BMI<30 kg/m? a 40 mIU/m?/min pii BMI>30
kg/m?) a druhé k podani roztoku 20 % glukézy (v infuzich po 500 ml 20 % glukézy + 20 ml
7,45 % KCI). Rychlost infundované glukézy se ménila v zavislosti na zménach glykémie za
ucelem udrzeni isoglykémie (vstupni glykémie na lacno). Kanyla v druhém ptedlokti slouzila
k odbérim krevnich vzorkl k stanoveni glykémie v ¢asovych intervalech 5 minut a
inzulinémie vstupné a pii rovnovazném stavu. Glykémie byla méfena kapesnim glukometrem
(Super Glucocard II, Japonsko). Cely hyperinzulinemicky izoglykemicky clamp trval 3
hodiny, kdy rovnovazny stav glykémie v cilovém rozmezi byl nastolen po 150 minutach
clampu a trval nejméné 30 minut.

7.3.2 Vzorce pro vypocet rychlosti infuze glukézy a inzulinu

Rychlost infuze glukézy byla vypoétena dle vzorce:

pro pacientky s BMI < 30 kg/m?: Vglc (ml/hod) = (hmotnost v kg x 60)/150

pro pacientky s BMI > 30 kg/m% Vglc (ml/hod) = (tél. povrch v m? x 2400)/150

Béhem clampu byla rychlost gluk6zové infuze upravovana dle naméfené glykémie.

Rychlost infuze inzulinu byla vypoc¢tena dle vzorce:

pro pacientky s BMI < 30 kg/m? : Vins (ml/hod) = (hmotnost v kg x 60)/1000, rychlost
inzulinu je 1 mIU/kg/min
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pro pacientky s BMI > 30 kg/m?: Vins (ml/hod) = (tél. povrch v m* x 2400)/1000, rychlost
inzulinu je 40 mIU/m%/min

7.4 Statisticka analyza ziskanych dat

Statistické zpracovani ziskanych dat bylo provedeno pomoci statistického softwaru SigmaStat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Vysledky jsou uvadény jako primér + SEM
(standard error of the mean — stiedni chyba priméru). Neparovy t-test nebo Mann-Whnitney
test byly pouzity ke srovnavani sérovych koncentraci mezi kontrolni skupinou a skupinou
pacientek s mentalni anorexii resp. obezitou. Parovy t-test nebo Wilcoxntv test byly pouzity
K porovnani koncentraci Pref-1, biochemickych a antropometrickych parametri u pacientek
s mentalni anorexii pfed a po Castecné realimentaci respektive pied a po absolvovani
nizkokalorické diety. Dale byla také pouzita Spearmanova korelace ke zhodnoceni vztahu
mezi koncentraci Pref-1 a dalS§imi sledovanymi parametry. Za statisticky vyznamné byly

povazovany rozdily a korelace, kde p bylo mensi nez 0,05.

8. PROTOKOLY DILCiCH STUDI{
8.1 Vliv nizkokalorické diety, akutni hyperinzulinémie a fenofibratové 1é¢by na sérové
koncentrace Pref-1 u pacientek s obezitou a diabetes mellitus 2. typu

Do studie bylo zafazeno 19 pacientek s obezitou (BMI: > 30 kg/m?) bez diabetes mellitus 2.
typu (OB skupina), 22 obéznich pacientek s diabetes mellitus 2. typu (DM2T skupina) a 22
zdravych kontrolnich zen (BMI: 20-25 kg/m?) odpovidajiciho v€ku. T¢lesnd hmotnost vSech
vySetfovanych subjekti byla stabilni po dobu 3 mésict pted zatazenim do studie. Pacientky s
diabetem byly léCeny peroralnimi antidiabetiky (metforminem nebo kombinaci metforminu a
glimepiridu) po dobu zafazeni do studie. Antidiabetickd lécba nebyla ménéna po dobu 3
mésicti pred zafazenim do studie. Zadna z vySetiovanych Zen netrpéla endokrinologickym,
infekénim nebo naddorovym onemocnénim. VSechny obézni Zeny bez diabetu a 12 obéznich
zen s diabetem podstoupilo tfitydenni nizkokalorickou dietu (600Kcal/den) na oddéleni 3.
interni kliniky 1. LF UK a VFN. Podskupina 11 obéznich Zen s diabetes mellitus 2. typu a 10
kontrolnich $tihlych Zzen byla zatazena do substudie s fenofibratovou 1écbou. Pacientky byly
l[éCeny PPAR-a agonistou fenofibratem (Lipanthyl 267 M) po dobu 3 mésict. Jejich
inzulinova senzitivita byla vySetifovana hyperinzulinemickym isoglykemickym clampem.
Zdravé zeny z kontrolni skupiny netrpély obezitou ani malnutrici, hypertenzi ani jinym

metabolickym onemocnénim.
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Informovany souhlas podepsaly vSechny studijni subjekty pted zafazenim do studie. Studijni
protokol byl schvalen Etickou komisi 1. LF UK a VFN a byl v souladu s Helsinskou
deklaraci.

8.2 Vliv ¢asteéné realimentace na sérové koncentrace Pref-1 u pacientek s mentalni

anorexii

Do této studie bylo zafazeno 18 dosud nelécenych pacientek s mentalni anorexii (vék: 24,39 +
1,21 let, BMI: 15,58 + 0,28 kg/m?) a 16 zdravych Zen odpovidajiciho véku (v&k: 22,69 + 0,76
let, BMI: 21,80 £ 0,51 kg/mz). Pacientky s mentalni anorexii byly hospitalizované na odd¢leni
Psychiatrické kliniky 1. LF UK a VFN, kde podstoupily program ¢aste¢né realimentace
V trvani 46 + 2 dny. Realimentacni program obsahoval 3 hlavni jidla, 2 svaciny a 1 druhou
vecefi, dieta obsahovala 50 % sacharidd, 25 % tukt, 25 % bilkovin a celkovy denni pfijem
ginil 2300kcal. Pacientky konzumovaly viechna jidla pod dohledem. Zadna z téchto Zen
nem¢la diabetes mellitus, netrpéla onemocnénim S§titné zldzy, akutnim infekénim
onemocnénim ani alergii. Zadna pacientka neméla maligni onemocnéni. Mentalni anorexie
trvala u sledovaného souboru zen v priméru 9 + 1,8 roku. Pacientky byly vySetfovany na
zacatku a na konci realimenta¢niho programu a zdravé Zeny pouze jednou.

Zdravé Zeny tvorici kontrolni skupinu neuZivaly zaddnou medikaci a v minulosti netrpély
malnutrici, poruchou pfijmu potravy, obezitou, hypertenzi, gastrointestinalnim nebo
psychiatrickym onemocnénim. Zeny z kontrolni skupiny mély pravidelny menstruaéni cyklus.
Vsechny studijni subjekty podepsaly informovany souhlas pied zafazenim do studie. Studie
byla provedena se souhlasem Etické komise 1. LF UK a VFN a byla v souladu s Helsinskou

deklaraci.

9. VYSLEDKY

9.1 Sérové koncentrace Preadipocytarniho faktoru - 1 (Pref-1) u obéznich Zen a Zen
s diabetes mellitus 2. typu: vliv nizkokalorické diety, akutni hyperinzulinémie a
fenofibratové 1é¢by

9.1.1. Srovnani antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametri obéznich

Zen a Zen s DM 2. typu s kontrolni skupinou zdravych Zen

Zékladni antropometrické, biochemické a hormondlni charakteristiky sledovanych obéznich

Zen nebo Zen s DM 2. typu jsou ukazany v tabulce 2. Dle oc¢ekavani byl BMI, glykémie,

triglyceridémie, inzulinémie, leptinémie, CRP, FABP-4, MIC-1 a HOMA index signifikantné

vys$i u obou skupin obéznich Zzen — si bez DM 2. typu ve srovnani s kontrolni skupinou

zdravych, $tihlych zen. Naopak sérové koncentrace adiponektinu a HDL cholesterolu byly
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signifikantn¢ snizeny u obou téchto skupin. Hladina glykovaného hemoglobinu byla
signifikantné zvysena u skupiny obéznich zen s DM 2. typu ve srovnéni s kontrolni skupinou
zen. Pti porovnavani skupin pacientek trpicich obezitou vs. skupina pacientek s DM 2. typu,
mély pacientky s diabetem signifikantné niz§i BMI, zatimco glykémie, glykovany
hemoglobin, triglyceridémie, inzulinémie a HOMA index byly signifikantn¢ vyssi u skupiny
zen s diabetem ve srovnani s obézni skupinou zen bez diabetu. Sérové koncentrace leptinu a
adiponektinu se neliSily mezi skupinami obéznich s nebo bez diabetu. Sérové koncentrace
celkového cholesterolu a resistinu se mezi sledovanymi skupinami nelisily.

Tabulka 2: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny

zdravych, Stihlych zen, obéznich zen bez DM2T nebo obéznich s DM2T.

Skupina Kontrolni Obézni DM2T
Pocet subjekti 22 19 22

Vék (roky) 45,6 +2,5 47,8 +3,1 542+1,8
BMI (kg/m?) 232+04 48,2 +2,3%* 443 £ 2 5%%°
Glykémie (mmol/l) 4.47+0,16 5,14 £ 0,22%* 9,49 £+ 0,75%*°
HbA1lc (%) 3,69 + 0,09 4,13 +0,18 8,30 + 1,04%%*°
Cholesterol (mmol/l) 5,03+0,14 4,82 +0,25 4,85 +0,20
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,51 +0,07 1,21 £ 0,06** 0,94+0,04*3*°
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,06 +£0,15 2,94 +0,20 2,71 £0,20
Triglyceridy (mmol/l) 1,03+£0,11 1,50 £ 0,10%** 3,22 £ 0,83**°
Inzulin (mIU/) 13,7+1,5 27,3 £+ 3,8%* 51,8 £10,8**°
HOMA index 2,83+ 0,34 6,46 £ 0,98** 20,46 £ 3,49**°
Leptin (ng/ml) 13,5+ 1,7 50,7 £ 3,8%* 43,5 £ 5,3%*
Adiponektin (ng/ml) 23,622 17,2 £2,3* 16,2 +2,0*
Resistin (ng/ml) 7,11 +0,73 7,30+ 0,56 7,48 £1,51
CRP (mg/l) 53+0,8 14,2 + 2,2%* 13,2 £3,5%%*
FABP-4 (ng/ml) 18,0+ 3,16 77,8 + 17,0%* 106,6  11,6**
MIC-1 (ng/ml) 336 + 30 627 + 83** 1211 + 216%*

Hodnoty jsou vyjadieny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci ANOV A on ranks

a neparovym t-testem nebo Mann-Whitney testem.

*p<0,05 vs. kontrolni skupina
** p<0,01 vs. kontrolni skupina

° p<0,01 T2DM vs. 0bézni
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9.1.2 Srovnani antropometrickych, biochemickych a hormonélnich parametrii obéznich
Zen pred a po VLCD vs. kontrolni skupina Zen
Vliv 3 tydenni nizkokalorické diety (VLCD — very-low-calorie diet) na antropometrické,
hormonalni a biochemické parametry skupiny obéznich Zen je ukazan v tabulce 3. VLCD
signifikantn¢ snizila BMI, sérové koncentrace celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
resistinu a C reaktivniho proteinu. Sérové hladiny Fatty acid binding proteinu-4 (FABP-4) a
Macrophage inhibitory cytokine 1 (MIC-1) byly signifikantné vyssi pied a po VLCD
V porovnani s kontrolni skupinou, ale VLCD na jejich sérové koncentrace vliv nem¢la.
Glykémie, triglyceridémie, inzulinémie, leptinémie, sérova koncentrace HDL cholesterolu a
adiponektinu zustaly po 3 tydenni VLCD beze zmény.
Tabulka 3: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny

zdravych, stihlych Zen, obéznich Zen bez DM2T pted (obézni 1) a po (obézni 2) 3 tydenni

VLCD.

Skupina Kontrolni Obézni

Obézni 1 Obézni 2
Pocet subjektii 22 19 19
BMI (kg/m?) 232+04 48,2 £2.3%*% | 457 +2,0%*°
Glykémie (mmol/l) 447 +0,16 5,14 £0,22%* | 5,09+ 0,25%*
HbALc (%) 3,69 + 0,09 4,13+0,18
Cholesterol (mmol/l) 5,03+0,14 4,82 +0,25 |4,16+0,34%*°
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,51 £0,07 1,21 £0,06** | 1,05+ 0,06**
LDL-cholesterol (mmol/Il) 3,06 +£0,15 2,94+ 0,20 2,31 +£0,22%°
Triglyceridy (mmol/l) 1,03+0,11 1,50 £0,10* | 1,58 +0,29*
Inzulin (mIU/) 13,7+ 1,5 27,3 +3,8%*% | 26,3 +2, 8**
HOMA index 2,83 0,34 6,46 £ 0,98%* | 5,68 +0,67**
Leptin (ng/ml) 13,5+ 1,7 50,7 + 3,8%* 45,7 £ 5,0%*
Adiponektin (pg/ml) 23,6 £2.2 17,2 £2,3%* 18,723
Resistin (ng/ml) 7,11 +£0,73 7,30 £ 0,56 6,16 +0,40°
CRP (mg/l) 53+0,8 14,2 +2,2%* 58+1,3°
FABP-4 (ng/ml) 18,0+3,16 77,8 £17,0%% | 114,3 + 1,3%*
MIC-1 (ng/ml) 336 + 30 627 + 83%* | 749 + 123%*

Hodnoty jsou zobrazeny jako pruméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci one-way

ANOVA a parového t-testu.

* p<0,05 obézni vs. kontrolni skupina

** p<0,01 obézni vs. kontrolni skupina
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° p<0,05 obézni 1 vs. obézni 2

9.1.3 Srovnani antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametri obéznich

Zen s diabetes mellitus 2. typu pied a po VLCD a vs. kontrolni skupina Zen
Vliv 3 tydenni nizkokalorické diety (VLCD — very-low-calorie diet) na antropometrické,
hormonalni a biochemické parametry skupiny obéznich zen s diabetes mellitus 2. typu je
ukazan vtabulce 4. VLCD signifikantné¢ snizila BMI, glykémii, celkovy cholesterol,
inzulinémii, HOMA index, leptinémii, a sérovou koncentraci C reaktivniho proteinu. Naopak
VLCD neméla vliv na sérové koncentrace HDL a LDL cholesterolu, adiponektinu, resistinu.
Sérové hladiny Fatty acid binding proteinu-4 (FABP-4) a Macrophage inhibitory cytokinu 1
(MIC-1) byly signifikantné zvySeny pted a po VLCD v porovnani s kontrolni skupinou, ale
VLCD na jejich sérové koncentrace vliv neméla.

Tabulka 4: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny
zdravych, Stihlych Zen a obéznich zen s DM2T pted (DM2T 1) a po (DM2T 2) 3 tydenni
VLCD.

Skupina Kontrolni skupina DM2T

DM2T 1 DM2T 2
Pocet subjektii 22 12 12
BMI (kg/m?) 232 +0,4 50,9 £2,9%* | 47.4+27%*°
Glykémie (mmol/l) 4,47+0,16 10,48 + 1,1%* | 7,43 + 0,80%*°
HbAlc (%) 3,69 + 0,09 8,30 & 1,04%*
Cholesterol (mmol/l) 5,03+0,14 4,7+ 0,25 3,76 £ 0,24%*°
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,51 £0,07 0,94+0,05** 0,84 &+ 0,04**
LDL-cholesterol (mmol/Il) 3,06 £0,15 2,71+ 0,20 2,10+0,27
Triglyceridy (mmol/l) 1,03+0,11 3,43 £ 1,45%*% | 2,32 +0,68**
Inzulin (mIU/) 13,7+ 1,5 55,7+£16,8%* | 31,4 +£52%%*°
HOMA index 2,83 +0,34 22,51 +£5,32%% | 9 68 + |, 44%%*°
Leptin (ng/ml) 13,5+ 1,7 52,77+ 7,7%% | 452+ 7,0%*°
Adiponektin (png/ml) 23,6 £2,2 16,2 £2,7 15,5+2.4
Resistin (ng/ml) 7,11 £0,73 748 £ 1,51 6,81 + 0,90
CRP (mg/l) 53+0,8 13,2 £3,5%* 7.1 +£2,4°
FABP-4 (ng/ml) 18,0 £3,2 106,6 = 11,6%* | 180,7 + 45,6**
MIC-1 (ng/ml) 336 + 30 1211 +216%* | 1654 + 288**

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci one-way ANOVA

a parového t-testu.

*p<0,05 kontrolni skupina vs. DM2T 1
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** p<0,01 kontrolni skupina vs. DM2T 1
°p<0,05 DM2T 1 vs. DM2T 2

9.1.4 Srovnani antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametrii pacientek
zahrnutych do substudie s fenofibratovou lé¢bou

Zakladni antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky pacientek 1é¢enych
fenofibratem jsou ukazany vtabulce 5. Pii vstupu do studie byly BMI, glykémie,
triglyceridémie, inzulinémie, HOMA index, aterogenni index, leptinémie a glykovany
hemoglobin signifikantné vyssi u skupiny diabetic¢ek 2. typu ve srovnani s kontrolni skupinou,
naopak HDL cholesterol byl signifikantné snizen. Tiimési¢ni 1é¢ba fenofibratem vedla
k signifikantnimu poklesu triglyceridémie, zatimco glykémie, glykovany hemoglobin a
HOMA index byl signifikantné zvySen. Dalsi parametry véetné BMI, celkového cholesterolu,
HDL cholesterolu, inzulinu, adiponektinu a aterogenniho indexu nebyly 1é¢bou ovlivnény.
Sérova koncentrace leptinu nebyla po 1écbé fenofibratem stanovena. Inzulinova senzitivita,
méfena hyperinzulinemickym isoglykemickym clampem, byla signifikantné niz§i u skupiny
diabeticek ve srovnani s kontrolni skupinou a 1é¢ba fenofibratem na ni neme¢la vliv, jak bylo
ukazano diive [213]. Sérové koncentrace celkového cholesterolu a adiponektinu se nelisily.
Tabulka 5: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny
zdravych, Stihlych Zen a obéznich Zen s DM2T pted (DM2T baseline) a po tfiméesicni 1é€bé
PPAR-a agonistou — fenofibratem (DM2T fenofibrat).

Skupina Kontrolni DM2T

Baseline Fenofibrat
Pocet subjektii 10 11 11
BMI (kg/m?) 23,7+0,8 36,7 + 2,9% 36,5+ 2,7*
glykémie (mmol/l) 497 +0,19 8,48 + 0,68* 9,43 + 0,84*°
Glykovany hemoglobin (%0) 38,1+0,8 57,7 +5,6* 61,0 £ 5,8%°
Cholesterol (mmol/l) 5,39+0,24 5,22 +0,32 5,09 +£ 0,25
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,55+0,28 1,17+ 0,11* 1,20+ 0,11%*
Triglyceridy (mmol/l) 0,98 £0,12 2,96 + 0,39* 2,17 £ 0,24%°
Inzulin (mIU/) 23,0+29 442 +7,1* 47,5 £ 8,0*
HOMA index 5,08 £ 0,56 16,66 £ 0,21* 20,12 +0,30*°
Adiponektin (ng/ml) 22,41 +1,82 17,46 £ 4,04 16,53 £ 2,56
Leptin (ng/ml) 11,7 +2,68 32,25 £3,41*% NA
Aterogenni index 1,88 +0,09 3,17+ 0,37* 3,02 +£0,75%
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Hodnoty jsou vyjadieny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypo¢itina pomoci one-way ANOVA
a parového t-testu.
*p<0,05 vs. kontrolni skupina

° p<0,05 vs. DM2T baseline

9.1.5 Sérové koncentrace Preadipocytarniho faktoru-1 u obéznich Zen s nebo bez
diabetes mellitus 2. typu a kontrolni skupiny Zen a jeho vztah k antropometrickym a
metabolickym parametrim
Sérové koncentrace Pref-1 byly signifikantn¢ vyss$i u skupiny pacientek s diabetem (0,334 +
0,027 ng/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (0,230 £+ 0,019 ng/ml, p<0,001), zatimco u
skupiny obéznich bez diabetu vs. kontrolni skupina statisticky signifikatni rozdil nebyl
nalezen (0,269 + 0,026 ng/ml, p = 0,143. RovnéZ nebyl prokazan zadny rozdil v sérovych
koncentracich Pref-1 mezi skupinou obéznich s a bez diabetu (p = 0,060) viz obrazek 1.
V kombinované populaci Stihlych zdravych Zen a obéznich zen s DM 2. typu cirkulujici
hladiny Pref-1 pozitivné korelovaly s inzulinem, HOMA indexem, glykémii, leptinémii nikoli
vsak s BMI, celkovym cholesterolem a adiponektinem, jak ukazuje tabulka 6.
Obrazek 1. Sérové koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny (Cerny sloupec, n = 22), obézni
skupiny bez diabetu (svétle Sedivy sloupec, n = 19) a obézni skupiny s diabetem (tmavée
Sedivy sloupec, n = 22).

Sérové koncentrace Pref-1

04

I Kontrolni skupina *
/I oB
N DM2T

0,3 1

0,2 1

Pref-1 (ng/ml)

0,1 1

0,0 -

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci ANOVA on ranks.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina,
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Tabulka 6: Vztah cirkulujicich hladin Pref-1 s antropometrickymi, biochemickymi a
hormondlnimi parametry v kombinované populaci zdravych, Stihlych Zen, a obéznich Zen
s diabetes mellitus 2. typu.

R p
BMI (kg/m?) NS
Glykémie (mmol/l) 0,348| 0,01
Celkovy cholesterol (mmol/l) NS
Triglyceridy (mmol/l) NS
Inzulin (mIU/I) 0,39 {0,004
HOMA-index 0,426 0,002
Leptin (ng/ml) 0,384 0,003
Adiponektin (ug/ml) NS

Statisticka signifikance je vypogitana pomoci Spearmanova nebo Pearsonova korelacniho testu, NS =
nesignifikantni

9.1.6 Vliv VLCD, fenofibratové 1é¢by a hyperinzulinémie béhem clampu na sérové
koncentrace Pref-1

Ttitydenni VLCD signifikantné snizila cirkulujici sérové hladiny Pref-1 u obou sledovanych
skupin, obéznich (0,269 + 0,026 ng/ml vs. 0,206 = 0,021 ng/ml, p = 0,005) a skupiny
s diabetem (0,299 + 0,021 ng/ml, p = 0,010) viz obrazek 2, zatimco 1écba fenofibratem na
cirkulujici hladiny Pref-1 u skupiny diabeticek vliv neméla (0,209 £+ 0,020 ng/ml vs. 0,231 +
0,029 ng/ml, p = 0,057) viz obrazek 3.

Ttihodinova akutni hyperinzulinémie navozena pii hyperinzulinemickém isoglykemickém
clampu signifikantné snizovala cirkulujici sérové hladiny Pref-1 u zdravych kontrolnich
subjektt a diabeticek pred a po tiimési¢ni 1é¢bé fenofibratem (obr. 4). Pokles hladin Pref-1
v 90. minuté clampu byl signifikantné vyrazné&jsi u skupiny diabetic¢ek 1é¢enych fenofibratem
ve srovnani s kontrolni skupinou a diabetickami neléenymi fenofibratem (p < 0,026).
Podobny trend cirkulujicich hladin Pref-1 byl pozorovan ve 180. minuté, ackoli rozdil mezi

sledovanymi skupinami nebyl signifikantni (obr. 4).
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Obrazek 2: Sérové koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny, obézni skupiny pted VLCD a po 3

tydenni VLCD, skupiny s diabetem pied VLCD a po 3 tydenni VLCD.

Vliv VLCD

na sérové koncentrace Pref-1

0,3 1

0,2 4

Pref-1 (ng/ml)

0,1 4

0,0

I Kontrolni skupina
[ OB pfed VLCD
I DM2T pred VLCD

tZZ2 OB po VLCD
B DM2T po VLCD

*

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypoc¢itana ANOVA (obézni, DM2T

vs. kontrolni skupina nebo parového t-testu (obézni pred VLCD vs. obézni po VLCD resp. DM2T pied VLCD a
DM2T po VLCD), * p<0,05 DM2T vs. kontrolni skupina, ° p<0,05 DM2T po VLCD nebo obézni po VLCD vs.
DM2T nebo obézni pted VLCD.

Obrazek 3. Vliv tfimésiéni 1écby fenofibratem na sérové koncentrace Pref-1 u skupiny

pacientl s diabetes mellitus 2. typu. Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry = S.E.M.

Vliv lIé€by fenofibratem
na sérové koncentrace Pref-1 u DM 2T

0,5

0,4 A

Pref-1(ng/ml)

0,1 A

0,0 -

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. NS — nesignifikantni.

0,3 A

0,2 A

I DM2T pred lécbou fenofibratem
[ DM2T po Iécbeé fenofibratem

NS
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Obrazek 4. Relativni zmény koncentrace Pref-1 bchem hyperinzulinemického
isoglykemického clampu u kontrolni skupiny zdravych zen (Cerna kolecka), obéznich Zen
s DM2T pted (prazdné kolecka) a po 3 mésicich 1écby PPAR-a agonistou fenofibratem (Cerné
trojihelniky).

Sérové hladiny Pref-1 béhem

0.3 hyperinsulinemického isoglycemického clampu

—e— Kontrolni skupina
=0 -- DM2T pred léEbou
—v— DM2T po lécbeé

0,25 -

=~

=

>

= *
<= 0,20 -

< | r— T~ _ KT T == *
o

(O]

S

o

T*
0,15 4

0,10 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (min)
Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statistické signifikance byla vypocitana pomoci RM ANOVA.

* p<0,05 vs. baseline pfislusné skupiny

9.2 Vliv ¢astecné realimentace na sérové koncentrace Pref-1 u pacientek s mentalni
anorexii

Antropometrické, hormonélni a biochemické parametry kontrolni skupiny zdravych Zen a
pacientek s mentalni anorexii pfed a po ¢aste¢né realimentaci ukazuje tabulka 7. Pti vstupu do
studie byla télesna hmotnost, BMI, obsah télesného tuku, glykémie na la¢no, sérova
koncentrace inzulinu, TSH, volného T4, celkové bilkoviny, leptinu, klidového energetického
vydeje, kostni denzity v bederni oblasti patete a stehenni kosti u pacientek s mentalni anorexii
(MA) signifikantn€ nizsi v porovnani se zdravymi zenami z kontrolni skupiny.

Caste¢na realimentace pacientek s mentalni anorexii vedla k signifikantnimu zvyseni télesné
hmotnosti, BMI, obsahu télesného tuku, glykémie na la¢no, sérové koncentrace inzulinu,
leptinu, celkové bilkoviny, albuminu a klidového bazalniho energetického vydeje.

Sérova koncentrace Pref-1, je ukazana na obrazku 5. Sérova koncentrace pied zahajenim
realimenta¢niho programu u pacientek s mentalni anorexii (MA) se nelisila od kontrolni
skupiny zdravych zen (0,26 + 0,02 vs. 0,32 &= 0,05 ng/ml, p = 0,295), taktéZ se nelisila sérova

koncentrace Pref-1 po ¢aste¢né realimentaci u MA na rozdil od kontrolni skupiny zdravych
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zen (0,35 £ 0,04 vs. 0,32 = 0,05 ng/ml, p = 0,578). Caste¢na realimentace vedla
k signifikantnimu zvyseni sérové koncentrace Pref-1 (p = 0,015) (obrazek 6).

Vztah mezi sérovou koncentraci Pref-1 a antropometrickymi, biochemickymi a hormonalnimi
parametry byl vyjadien pomoci Spermanova korelacniho testu ve skupinach mentéalnich
anorekti¢ek pied a po Castecné realimentaci a kontrolni skupinou zdravych zen. Nebyl nalezen
zadny vztah mezi cirkulujicimi sérovymi hladinami Pref-1 a sledovanymi parametry na
zaCatku studie pred zahdjenim realimentatniho programu. Totéz plati i pro vztah sérové
koncentrace Pref-1 a BMI po ¢asteéné realimentaci (p=0,161). Naopak pozitivni korelace byla
nalezena mezi cirkulujici hladinou Pref-1 po castecné realimentaci a zménou BMI po
realimentaci u pacientek trpicich mentalni anorexii (obrazek 7).

Tabulka 7: Antropometricka, hormonalni a biochemicka charakteristika kontrolni skupiny

zdravych Zen a pacientek S mentalni anorexii pied a po parcialni realimentaci.

Kontrolni AN pied AN po
Vék (roky) 22,69 +0,76 24,39+ 1,21 24,39+1,21
Télesna hmotnost (kg) 64,23 £1,91 4259+0,98°% | 47,63+0,91%°
Body mass index (kg/m?) 21,80+ 0,51 | 1558+0,28% | 17,44+024°%"
Obsah télesného tuku (bodystat) (%) 20,07 + 1,4 1031 +1,8% | 133+1,322%P
Obsah télesného tuku (DEXA) (%) 26,19+ 1,52 | 14,86+ 1,582 | 18,71 +1,413P
Klidovy energeticky vydej (kcal/day) 1405,75+30,63 | 1055,44+35,81% 1166,00+24,02 *°
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,32 +£0,19 7,64 + 3,10 5,18+0,24%
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,76 + 0,09 1,57 +0,10 1,63 +0,1
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,15+£0,13 2,37+0,17 2,9+0,20°
Triglyceridy (mmol/l) 0,91+0,12 1,52+0,162 1,46 +0,172
Glykémie (mmol/l) 4,38 +0,08 3,97+0,07° 4,26 + 0,08 °
Inzulin (nUI/ml) 19,29 £ 1,12 15,79 +0,75 2 16,1 £0,95 ab
TSH (mIU) 2,25+0,27 1,450,212 -
Volny T4 (mIU) 14,19+ 0,50 | 12,35+0,51°2 -
Leptin (ng/ml) 11,8 +1,78 0,97+023% | 2,62+0,66>°
Celkova bilkovina (g/1) 78,4+ 1,28 69,66 + 1,842 75,26 +£0,97 g
Albumin (g/l) 46,36 +£0,99 | 4423+1,03 4732 +0,66"
Celkova BMD (g/cm’) 1,08 + 0,02 1,05 + 0,02 1,04+ 0,022
BMD femoralni (g/cm?) 0,96 + 0,02 0,78 £ 0,03 2 -
BMD lumbalni (g/cm?) 0,99 + 0,03 0,86 £ 0,03 2 -
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Hodnoty jsou vyjadieny jako prameér + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci neparového nebo
parového t-testu nebo Mann-Whitneyova testu

4P < 0,05 vs. kontrolni skupina Zen

PP < 0,05 vs. anorexia nervosa pred ¢astecnou realimentaci

Obrazek 5. Sérova koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny (Cerny sloupec) a u pacientek

s mentalni anorexii pted (bily sloupec) a po Castecné realimentaci (Sedivy sloupec).

Sérova koncentrace Pref-1

0,5
HE Kontrolni skupina
(1 MA pred realimentaci
B MA po realimentaci *
0,4 -
ey
£ 0,3 -
~~
(@]
A=
=
5 0.2 7
S
o
0,1 A
0,0

Hodnoty jsou vyjadfeny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance byla vypocitana neparovym nebo
parovym t-testem nebo Mann-Whithey testem.

* p < 0,05 vs. anorexia nervosa pred ¢aste¢nou realimentaci
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Obrazek 6: Vliv Caste¢né realimentace na sérové koncentrace Pref-1 zobrazeno individualné u

jednotlivych pacientek s mentéalni anorexii.

Vliv realimentace
na sérové koncentrace Pref-1

0,7
Anorexia Nervosa
0,6 - (n =18)
p =0,015

= 057
£
~~
D 0,4 -
=
N—r
—
w 0,3
3
p—
(Al

0,2 A

0,1 A

0,0 . .

pred realimentaci po realimentaci

Obrazek 7. Vztah sérovych koncentraci Pref-1 po Castecné realimentaci a zménou BMI
behem nutri¢ni 1éCby u pacientek s mentalni anorexii.
Vztah Pref-1 po realimentaci s delta BMI

béhem nutri¢ni lé€by u MA

Anorexia nervosa (n=18)
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Statisticka signifikance byla vypocitana pomoci Spearmanovy korelace.
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10. DISKUZE

Ptredchozi studie ukazaly, ze Pref-1 hraje dilezitou roli v regulaci konverze preadipocytii ve
zralé adipocyty a pusobi jako inhibitor adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo [214].
Downregulace nebo inhibice Pref-1 je spojena s indukci a stimulaci adipocytarni diferenciace
a adipogeneze [215-217]. ZvySené hladiny Pref-1 jsou spojeny s inzulinovou rezistenci a
inhibici adipocytarni diferenciace nebo dediferenciace zralych adipocyta [200]. Signifikantné
zvySené bazalni sérové hladiny Pref-1 u obéznich pacientek s DM 2. typu ve srovnani se
zdravymi, $tihlymi Zenami naznac¢uji moznou spojitost mezi zvySenymi koncentracemi Pref-1
a zhorSenou adipocytarni diferenciaci a zaroven inzulinovou rezistenci u obéznich
diabetickych pacientek. Vysledky nasi studie prokézaly, ze vyssi cirkulujici hladiny Pref-1 u
pacientek s diabetem pozitivné koreluji se sérovymi hladinami inzulinu, glukdzy, leptinu a
HOMA indexem, coz je v souladu s experimentalnimi daty ukazujici zvySené hladiny Pref-1 u
myS$iho modelu lipodystrofie vyznacujiciho se nadmérnou expresi Pref-1 [6], nNSREBP-1c
[218] a leptinového receptoru —b [219] spojeného s inzulinovou rezistenci. Celkové tyto
poznatky naznacuji, ze zvySené hladiny Pref-1 u obéznich inzulinrezistentnich jedinctt mohou
prispivat k omezeni preadipocytarni diferenciace a snizeni poctu ,,zdravych, S$tihlych®
adipocytarnich dep, coz nésledné vede k nadmérnému ukladéani tukti ve zralych adipocytech
[202]. Snizena kapacita tukové tkané pro ukladani tukd vede k jejich ektopickému ukladani
Vjaterni a svalové tkani, coZ muze predstavovat mozny mechanizmus, kterym zvySené
hladiny Pref-1 pfispivaji k rozvoji inzulinové rezistence. Tézka inzulinova rezistence a
hypertriglyceridémie u myS$i s nadmérnou expresi Pref-1 byla pficitina hlavné sniZeni
inzulinem stimulovaného vychytavani glukézy v kosternim svalu a tukové tkani a byla
spojena se zhorSenou inzulinovou signalizaci a zvySenym obsahem diacylglycerold
Vv kosternim svalu [6]. Nase vysledky ziskané za pouziti clampu ukazuji, ze pacientky
s diabetes mellitus 2. typu se zvySenymi hladinami Pref-1 maji signifikantné snizené
celotélové vychytavani glukdzy, coz mizeme za téchto podminek pficist svalové IR (sval je
V podminkéch hyperinzulinemického clampu zodpovédny za 70-80 % spotiebované glukozy).
Jak ukazuji vysledky nedavno provedenych studii, niz§i exprese Pref-1 v tukové tkéni
metabolicky zdravych, obéznich jedinct v porovnani s metabolicky nezdravymi jedinci odrazi
zvysenou adipogenni kapacitu a tudiz velmi pravdépodobné hraje vyznamnou roli v ochrané
organizmu proti nezddoucimu metabolickému profilu spojeného s nadmérnym ektopickym
ukladanim tuku [202]. V nasi studii se hladiny Pref-1 obéznich pacientek bez DM 2. typu

nelisily od hladin zdravych kontrolnich subjektt, ale soucasné byla zaznamenana tendence
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(nesignifikantni) k niz§im hodnotam u téchto jedincl ve srovnani Se skupinou s DM 2. typu
navzdory signifikantné¢ vyssimu BMI. Tento fakt mize byt ¢astecné vysvétlen velikosti
vysetiované skupiny subjekti bez metabolickych onemocnéni.

Je zajimavé, ze vysledky experimentalnich studii provedenych na mySich se snizenymi
hladinami Pref-1 neukazuji jednozna¢né ptiznivy metabolicky efekt, coz naznacuje slozitost
pusobeni Pref-1. Mysi s Gplnym chybénim Pref-1 se vyznacuji retardaci ristu, vysokou
perinatalni mortalitou, abnormalitami skeletu a zvySenym mnoZstvim télesného tuku, jsou-li
krmeny dietou s vysokym obsahem tuku. VySetteni tukové tkané Pref-1-null mysi odhalilo, ze
ke zvyseni obsahu télesného tuku pfispiva zvyseni diferenciace adipocytil a jejich zvySené
zrani [201]. Celkové vSak mohou byt metabolické vysledky u téchto zvitat jisté modifikovany
komplexnimi fenotypickymi vlivy chybéni Pref-1 v jinych tkanich a organech.

Potlaceni exprese Pref-1 a nésledné¢ obnoveni adipocytarni diferenciace byly zkoumany
v nékolika studiich. Pouziti dexametazonu, slozky diferenciacnich ¢inidel, inhibuje transkripci
Pref-1 a tim podporuje adipogenezi, z ¢ehoz vyplyva, ze downregulace Pref-1 je nezbytna pro
spravnou konverzi preadipocytd na adipocyty [220]. Vysledky studie zkoumajici vliv
oxidovaného LDL na rovnovahu mezi diferenciaci a proliferaci v 3T3-L1 preadipocytech
ukazaly, ze preadipocyty 1é¢ené oxidovanym LDL vykazovaly vysokou rychlost proliferace,
nizkou uroven apoptdzy, a zhorSenou diferenciaci za souCasného zvySeni exprese Pref-1.
Inhibice exprese Pref-1 pouzitim zvySené koncentrace dexametazonu doslo k diferenciaci
preadipocytd jako obvykle, coz ukazuje na kli¢ovou roli Pref-1 v procesu adipogeneze [221].
Potlaceni inhibicniho efektu Pref-1 na adipogenni diferenciaci svalovych bunék je
zprostiedkovana inzulinem piitomnym v diferenciatnim mediu [222]. V nasi studii bylo
ukdzano signifikantni sniZzeni hladin Pref-1 zprostfedkované akutni hyperinzulinémii pfi
hyperinzulinemickém izoglykemickém clampu jak u zdravych jedinct, tak u diabeti¢ek 2.
typu pied i po 1écbé PPAR-a agonistou fenofibratem, coz potvrzuje ptimy vliv inzulinu na
hladiny Pref-1. Nase data vSak neumoznuji vysvétlit piesny mechanizmus pusobeni inzulinu
na regulaci Pref-1 a jeho modulaci fibratovou 1é¢bou. K#ivka zmén hladin Pref-1u zdravych
subjektti a diabetickych pacientd po fenofibratové 1écbé byla podobna a vyznacovala se
prudkym poklesem hladin Pref-1 po 90. minuté hyperinzulinémie nésledované stabilizaci
hladin Pref-1. Naopak hladiny Pref-1 u diabeti¢ek nelécenych fenofibratem ukazaly pomaly
rust na konci clampu. Tyto vysledky mohou naznafovat, ze fenofibratova 1écba zlepSuje
sekre¢ni odpovéd’ Pref-1 na inzulin. Zajimavé je, Ze supresivni u¢inek inzulinu na hladiny
Pref-1 prokazany pii clampu je v rozporu s bazalnim zjisténim nejvyssich hladin Pref-1 u

hyperinzulinemickych pacientek, kterymi jsou diabeticky 2. typu. Toto paradoxni zjisténi
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muze byt vysvétleno vyznamnym rozdilnym vlivem akutni a chronické hyperinzulinémie na
cirkulujici hladiny Pref-1, ackoliv pfesné vysvétleni mechanizmu tohoto rozporu bude
vyzadovat dalsi analyzy.

V dalsi c¢asti nasi prace, jsme zkoumali vliv snizeni télesné hmotnosti na cirkulujici hladiny
Pref-1 béhem VLCD u obéznich pacientek s a bez diabetes mellitus 2. typu. Z vysledki nasi
studie vyplyva, ze sérové hladiny Pref-1 jsou po VLCD snizené za soucasného zlepsSeni
parametrii inzulinové rezistence (pokles glykémie, inzulinémie, HOMA-indexu, leptinémie) u
diabeticek 2. typu a snizeni télesné hmotnosti a celkového cholesterolu u obou sledovanych
skupin. Tyto vysledky naznacuji, ze downregulace Pref-1 se muze podilet na pozitivnim
metabolickém ucinku kalorické restrikce diky zvySeni diferenciace preadipocytu v prostiedi
nizkych hladin Pref-1.

V nasi préci jsme se také zabyvali vlivem 1écby PPAR-a agonistl na cirkulujici hladiny Pref-
1. Aktivace PPAR-a u zvifecich modelti obezity a inzulinové rezistence ma za nasledek
zlepseni inzulinové rezistence stimulaci oxidace mastnych kyselin ve svalové a jaterni tkani,
ktera vede ke snizenému ektopickému ukladani tukt v téchto tkanich [223]. ZvySené hladiny
Pref-1 jsou pozorovany spolecné se zvySenou stimulaci oxidace mastnych kyselin, ktera je
zptisobena PPAR-a a je doprovazena snizenim syntézy triglyceridi a mRNA exprese PPAR-y
v potkanich adipocytech béhem 1éCby bezafibratem [224] nebo b&hem hyperleptinémie
navozené adenovirem a doprovazené ztratou obsahu té€lesného tuku u potkani [225]. V nasi
studii vedla 1é¢ba fenofibratem Kk nepatrnému zhorSeni kontroly diabetu, projevujici se
zvySenim hladin glykovaného hemoglobinu, ackoliv hladiny triglycerid byly snizené.
Nedostate¢na diabeticka kompenzace po fenofibratové 16¢bé byla popsana i v nékolika dalSich
studiich [226, 227]. Jako mozné vysvétleni tohoto faktu se jevi jak nizsi exprese PPAR-a
Vv jaterni tkani u lidi ve srovnani s potkany, tak i chybéni vlivu 1é¢by fenofibratem na télesnou
hmotnost [228]. Tento vliv totiz u lidi neni na rozdil od hlodavct pfitomen. Vysledky nasi
studie neprokazaly vliv 1é¢by fenofibratem na cirkulujici hladiny Pref-1 u diabeticek 2. typu,
ptestoze zde byla patrna zvySena hladina Pref-1. Tento fakt mize byt Caste¢né vysvétlen
malym poctem pacientek ve sledované skupiné podstupujici 1é¢bu fenofibratem a relativné
kratkym trvanim této farmakologické intervence. Jak jiz bylo dfive zminéno, ackoli vedla
1é¢ba fenofibratem ke zvySeni Pref-1 a zarovenl zhorSeni inzulinové rezistence, byl prokazan
pozitivni supresivni efekt akutni hyperinzulinémie na cirkulujici hladiny Pref-1, coz dokazuje
existenci regulaéniho mechanizmu zodpovédného za sekreci a ucinek Pref-1. Obecné lze
shrnout, ze obézni, diabetické Zzeny maji signifikantné zvysené cirkulujici hladiny Pref-1

V porovnani se zdravymi, Stihlymi zenami, coZz potvrzuje teorii, ze Pref-1 zhorSuje
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adipocytarni diferenciaci spolu s rozvojem inzulinové rezistence, obezity a diabetes mellitus
2. typu. Spojitost mezi inzulinovou rezistenci a hladinami Pref-1 je potvrzena faktem, ze
zlepseni inzulinové senzitivity je zaroven doprovazeno snizenymi hladinami Pref-1 po

kalorické restrikei.

Ve druhé ¢asti naseho vyzkumu jsme se zaméfili na sledovani cirkulujicich hladin Pref-1 u
metabolického onemocnéni, které se radi stejn¢ jako obezita mezi poruchy piijmu potravy, ale
lezi na opacném konci spektra téchto chorob. Jde o mentalni anorexii, kterd je
charakterizovana Umyslnym odmitdnim potravy, malnutrici, Ubytkem tukové tkané¢ a
zvySovanim energetického vydeje. Pfi¢ina tohoto onemocnéni neni zatim zcela objasnéna,
proto i jeji 1é¢ba zlstava velmi obtizna. Pacienti trpici mentalni anorexii vykazuji zmény
Vv cirkulujicich hladinach hormont fidicich pfijem potravy vcetné leptinu, ghrelinu a dalSich v
kombinaci s dal§imi metabolickymi a hormonalnimi abnormalitami [229-231]. Typickym
znakem tohoto onemocnéni je zna¢né snizeni obsahu télesného tuku [232] a s tim souvisejici
alterovand endokrinni funkce tukové tkdné€ projevujici se napf. snizenymi sérovymi hladinami
leptinu nebo naopak zvySenymi hladinami adiponektinu [233, 234]. Pref-1 hraje dileZitou roli
v adipocytarni a osteoblastové diferenciaci [4, 5] a muZe nepiimo ovliviiovat regulaci
kostniho metabolizmu a kostni denzitu. Dosud existuje jen velmi malo tdaja o regulaci
cirkulujicich hladin Pref-1 u pacientli s MA a vlivu parcidlni realimentace na jeho hladiny. Na
zaklade€ experimentalnich dat ukazujicich sniZeni obsahu télesného tuku a zmén v energetické
homeostdze u mysi nadmérné exprimujicich Pref-1, vznikla naSe hypotéza, Ze zmény
v sérovych koncentracich Pref-1 mohou pfispivat k etiopatogenezi mentalni anorexie nebo
Kk objasnéni metabolickych abnormalit doprovazejici toto onemocnéni.

Dulezitym zjisténim nasi studie je, Ze Castecnd realimentace u pacientek s mentdlni anorexii
signifikantn¢ zvysila cirkulujici sérové hladiny Pref-1. Naopak hodnoty Pref-1 u MA pred a
po realimentaci se neliSily od hodnot zdravych Zen. Tento fakt mize byt vysvétlen tim, ze
koncentrace pfi procesu realimentace. Pref-1 je protein obsahujici 385 aminokyselin, ktery je
u lidi exprimovan preadipocyty (nikoli vSak adipocyty) a jinymi tkdnémi vcetné bunck
pankreatickych ostrivkd, stromalnich bunék brzliku a bun¢k nadledvin [235]. Experimentalni
a lipidového a gluk6zového metabolizmu [6, 7, 201]. Mysi s knockoutem genu pro Pref-1
krmené vysokotukovou dietou vykazuji retardaci rlstu, kosterni abnormality, zvySeny obsah

tuku [201], coz podporuje roli Pref-1 v regulaci adipocytarni diferenciace. Naopak mladé,
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dospélé mysi s nadmérnou expresi Pref-1 vykazuji zna¢nou redukci bilé tukové tkané jako
vysledek zhorSené adipocytarni diferenciace [6]. Tyto mysi jsou rezistentni k obezité
vyvolané vysokotukovou dietou, ale naopak se u nich vyviji hypertriglyceridémie, zhorSena
gluk6zova tolerance a inzulinova rezistence v diisledku nemoznosti spravného vyvoje tukové
tkan¢ 1épe feceno jeji kapacitni nedostatecnosti [7]. Velice malo studii se zabyva cirkulujicimi
hladinami Pref-1 u lidi s malnutrici. Ve studii provedené Fazelim a kol. byly zjistény
signifikantné vyssi cirkulujici hladiny u skupiny nelécenych pacientek s mentalni anorexii ve
srovnani se zdravymi Zenami s normalni té€lesnou hmotnosti [211]. V této studii je uvadéna
pozitivni korelace cirkulujicich hladin Pref-1 s mnozstvim tuku kostni difené v proximalni
casti stehenni kosti. Na rozdil od téchto vysledkt jsme v nasi studii neprokdzali signifikantni
rozdil mezi cirkulujicimi hladinami Pref-1 u pacientek s MA a zdravych Zen. Rozdil mezi
vysledky nasi studie a vysledky studie provedené Fazelim mize byt vysvétlen niz§i hmotnosti
u naSich pacientek s MA oproti skupiné vysetfované Fazelim a odliSnou dobou trvani
onemocnéni. Vysledky nasi studie ukazuji, ze CasteCna realimentace signifikantné zvySuje
cirkulujici hladiny Pref-1, coz naznacuje, ze zmény v nutri¢énim stavu mohou signifikantné
ovliviiovat produkci Pref-1 a jeho uvoliovani ztukové tkané. Toto zjisténi je zajimavé
vzhledem ktomu, ze jsme neprokazali signifikantni souvislost s antropometrickymi,
biochemickymi nutriénimi parametry v naSem studovaném souboru pacientek. Tyto nase
vysledky ukazuji, Ze dynamické zmény nutricniho stavu ovliviiuji koncentrace Pref-1
podstatné vice nez dlouhodoby stav nutrice. NaSe vysledky byly ziskany testovanim
dynamickych zmén Pref-1 u skupiny pacientek s mentalni anorexii po ¢astecné realimentaci,
zatimco nadmérna alimentace u kontrolni skupiny nebyla provadéna. Proto zmény nalezené u
skupiny Zen trpicich mentélni anorexii nemohou byt obecné extrapolovany na jiné stavy jako
je napf. obezita spojena s pozitivni energetickou bilanci. ZvySené hladiny Pref-1 u pacientek
S MA po castecné realimentaci signifikantné koreluji se zménami BMI. Tato souvislost
ukazuje, Ze produkce Pref-1 v tukové tkani po realimentaci velmi pravdépodobné odrazi jeji
diferenciacni kapacitu a/nebo pocet preadipocytii. Pacienti vykazujici vyssi hladiny Pref-1 a
vyssi pocet preadipocytl v tukové tkdni mohou mit vys$Si hmotnostni ptirastky ve srovnani
S pacienty Sniz§im poctem preadipocyti v tukové tkani a stim souvisejicimi niz§imi
hladinami Pref-1. Lze tedy shrnout, ze cirkulujici hladiny Pref-1 u nami sledovanych
nelécenych pacientek s mentalni anorexii se nelisi od zdravych Zen, ale jsou naopak zvySené

po Castecné realimentaci, ktera koreluje se zménami BMI.
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11. ZAVER A SHRNUTI VYSLEDKU PRACE

Obezita, spolu s jejimi komorbiditami a celosvétové se zvySujici prevalenci predstavuje
zavazny zdravotni, celospoleCensky a v neposledni fadé i ekonomicky problém. Obezita je
charakterizovana hypertrofii a hyperplazii tukové tkané, ktera ve zvySené mife produkuje
celou fadu pasobki s endokrinnim, exokrinnim a parakrinnim pasobenim. Tyto faktory maji
velky vyznam vregulaci metabolizmu sacharidt, lipidd 1 celkového energetického
metabolizmu. Dysbalance v produkci téchto pusobki piispiva ke vzniku piidruzenych
onemocnéni doprovazejici obezitu (inzulinova rezistence, diabetes mellitus 2. typu, arterialni
hypertenze, hyperlipidémie, hyperurikémie, prokoagulacni stav, endotelidlni dysfunkce a
zvySeni markerii subklinického zanétu). Z tohoto divodu se do poptedi vyzkumného zajmu
dostavd studium novych faktori produkovanych tukovou tkani, které mohou mit
etiopatogenetickou souvislost s témito chorobami. Jednim ztéchto faktort muze byt i
Preadipocytarni faktor-1. Sledovani jeho cirkulujicich hladin, funkce a ptsobeni u dvou
nutri¢né odliSnych stavii — obezity a mentéalni anorexie, se stalo pfedmétem nasi prace.
Preadipocytarni faktor-1 (Pref-1) je nedavno objeveny faktor, ktery je ve velké mite
exprimovan preadipocyty, snizen pfi diferenciaci adipocytl a tplné chybi u zralych adipocyt
[4, 5]. Pref-1 odrazi stupen adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo a je proto pouzivan
jako preadipocytarni marker. Jeho exprese je snizena plisobenim adipogennich faktorQ
(dexametazon) a naopak zvySena antiadipogennim pusobenim ristového hormonu, jehoz
stimulacni ucinek je zpasoben aktivaci FoxA2 [196]. Pref-1 inhibuje diferenciaci adipocyti
aktivaci MEK/ERK [199], akumulaci lipidd, expresi adipocytarnich transkripénich faktori
jako jsou PPARy a C/EBPo a dalsich markeri véetné FAS (fatty acid synthase),
stearoyl - coenzym A desaturazy a FABP4/aP2. ZvySené hladiny Pref-1 jsou spojeny se
zhorSenou adipocytarni diferenciaci nebo dediferenciaci zralych adipocytli a inzulinovou
rezistenci [200]. V nasi studii jsme ukazali, ze cirkulujici sérové koncentrace Pref-1 byly
signifikantné¢ vys$§i u skupiny obéznich pacientek s diabetem ve srovnani s kontrolni
skupinou, zatimco u skupiny obéznich bez diabetu nebyl ve srovnani s kontrolni skupinou
rozdil zaznamenan. V kombinované populaci Stihlych, zdravych Zen a obéznich Zen s DM 2.
typu cirkulujici hladiny Pref-1 pozitivné korelovaly s hladinou inzulinu, HOMA indexem,
glykémii, leptinémii nikoli vSak s BMI, celkovym cholesterolem a adiponektinem. Sledovani
vlivu tfitydenni VLCD prokazalo, signifikantni snizeni cirkulujicich sérovych hladin Pref-1
jak u obéznich, tak u obéznich s diabetem. Zmény v cirkulujicich hladinach Pref-1, u

pacientek podstupujicich tfimési¢ni 1écbu fenofibratem, nebyly prokazany. Vysledky nasi
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studie dale prokédzaly, ze tfithodinovd akutni hyperinzulinémie navozend pfi
hyperinzulinemickém isoglykemickém clampu signifikantné snizovala cirkulujici sérové
hladiny Pref-1 u zdravych Zen a diabeticek pied a po tiimési¢ni 1é¢bé fenofibratem. SniZeni
hladin Pref-1 v 90. minuté clampu bylo signifikantné vyraznéjsi u skupiny diabeticek
léCenych fenofibratem ve srovnani s kontrolni skupinou a diabeticek nelééenych
fenofibratem. Podobny trend cirkulujicich hladin Pref-1 byl pozorovan ve 180. minuté, ackoli
rozdil mezi sledovanymi skupinami nebyl signifikantni.

V dal8i ¢asti studie, kde jsme sledovali cirkulujici hladiny Pref-1 u pacientek s mentalni
anorexii, jsme neprokazali rozdil cirkulujicich hladin Pref-1 mezi skupinou s MA a skupinou
zdravych zen z kontrolni skupiny. Naopak ¢éastecnd realimentace vedla k signifikantnimu
zvySeni sérové koncentrace Pref-1. Nemén¢ vyznamnym zjisténim je nalez pozitivni korelace
mezi hladinami Pref-1 po ¢aste¢né realimentaci a zménou BMI taktéZ po realimentaci u
pacientek s MA.

Zavérem lze shrnout, ze produkce Pref-1 preadipocyty v tukové tkani a jeho nasledné
plisobeni v organizmu neodrdzi pouze akutni nutriéni stav, ale je soucasti dynamickych
metabolickych zmén organizmu, které musi byt chapany jako soucdst celkového
dlouhodobého stavu sledovaného organizmu. Hledani patofyziologickych souvislosti mezi
pusobky produkovanymi tukovou tkani a vznikem metabolickych onemocnéni bude

vyzadovat dalsi intenzivni vyzkumy jak in vitro tak i in vivo.
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