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ABSTRAKT

Obezita a sni spojené¢ komorbidity vedou ke zvySeni rizika mortality. Na tom se
vyznamné spolupodili i rozvoj subklinického zanétu spojeny s obezitou. V praci jsme se
zaméfili na zmény endokrinni a mitochondridlni funkce tukové tkan€ a jejich vztah ke

kardiovaskularnim komplikacim.

Prvni ¢ast dizertacni prace se zaméfuje na stanoveni exprese mitochondrialnich geni a
genit endoplazmatického retikula v epikardialni 1 subkutanni tukové tkani, v tkéni
mezizeberniho svalu ¢i pravé srdecni sin€ u pacientii s aterosklerdzou koronarnich arterii. Bylo
prokéazano, ze pacienti s ateroskler6zou maji snizené exprese fady genli mitochondridlniho
fetézce v epikardialni tukové tkani oproti subkutanni tukové tkani i jinym tkanim, pfi¢emz se
neprokazala zadna zména exprese genii endoplazmatického retikula ve vySe jmenovanych
tkanich. Na zdkladé sniZeni exprese mitochondridlnich genli u pacientll s korondrnim
onemocnéni tepen usuzujeme, ze mitochondrialni dysfunkce epikardialni tukové tkané se miize

spolupodilet na vzniku koronarni aterosklerdzy.

Druhé ¢ast prace je zaméfena na mozny vyznam nového regulatoru energetického
metabolizmu neudesinu u pacientll s obezitou a diabetes mellitus 2. typu (T2DM), kteti
podstoupili rizné redukéni vahové intervence jako je duodeno-jejunalni rukav (DJBL),
gastricka plikace (GP) ¢i akutni hladovéni. Prokézali jsme rozdilné regulace sérovych hladin
neudesinu u pacientll pii akutnim hladovéni v porovnani s pacienty s chronickym vadhovym
ubytkem. U pacientii po zavedeni DIBL byly zvySené hladiny neudesinu po 6 i 10 mésicich,
pricemz se tyto zmény neprojevovaly u pacientii po GP. Pacienti pii akutnim hladovéni méli
niz$i hladiny neudesinu po 48 a 72 hodinach i 2 hodiny po realimentaci. mRNA exprese
neudesinu se docasné zvysila 6 mésict po operaci GP u obéznich pacientti s T2DM oproti
pacientim bez T2DM. Nebyly prokazany rozdily mRNA exprese neudesinu mezi subkutanni a

visceralni tukovou tkani béhem zakroku GP.

Vysledky této dizertatni prace ukazuji SirSi vyznam mitochondridlni i endokrinni
dysfunkce tukové tkané pii regulaci energetického metabolizmu 1 rozvoji aterosklerotickych

komplikaci.

Klicova slova: tukova tkan, subklinicky zanét, energeticky metabolizmus, kardiovaskularni

onemocnéni, obezita, neudesin



ABSTRACT

Obesity and its associated comorbidities increase the risk of mortality. The development
of subclinical inflammation associated with obesity also plays a significant role in this. In our
work, we focused on changes in the endocrine and mitochondrial function of adipose tissue and

their relationship to cardiovascular complications.

The first part of the thesis focuses on determining the expression of mitochondrial and
endoplasmic reticulum genes in epicardial and subcutaneous adipose tissue, intercostal muscle
or right myocardial atrium in patients with atherosclerotic coronary artery disease. Patients with
coronary artery disease had reduced expression of several mitochondrial chain genes in
epicardial adipose tissue compared to subcutaneous adipose tissue and other tissues, while no
change in endoplasmic reticulum gene expression in the above-mentioned tissues has been
demonstrated. Based on decreased mitochondrial gene expression in patients with coronary
artery disease, we conclude that mitochondrial dysfunction of epicardial adipose tissue may

contribute to the development of coronary atherosclerosis.

The second part of the thesis is focused on neudesin, new potentional regulator of energy
metabolism, in obese patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM), who underwent various
weight reduction interventions, such as the duodeno-jejunal sleeve liner (DJBL), gastric
plication (GP) or acute starvation. We demonstrated different regulation of serum neudesin
levels in acutely fasting patients compared to patients with chronic weight loss. In patients with
DIJBL, higher levels of neudesin were detected 6 and 10 months after the insertion of DJBL,
while these changes did not occure in patients after GP. Acutely fasting patients had lower
levels of neudesin after 48 and 72 hours of fasting and 2 hours after refeeding. Neudesin mRNA
expression was temporarily increased 6 months after GP in obese patients with T2DM
compared to patients without T2DM. No differences in neudesin mRNA expression between

subcutaneous and visceral adipose tissue during the GP procedure were demonstrated.

The results of this thesis emphasize the importance of mitochondrial and endocrine
dysfunction of adipose tissue in the regulation of energy metabolism and the development of

atherosclerotic complications.

Key words: adipose tissue, subclinical inflammation, energy metabolism, cardiovascular

disease, obesity, neudesin



SEZNAM ZKRATEK
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Aortokorondrni bypass

Cévni mozkova piithoda

Centralni nervovy systém

C-reaktivni protein

(komplementarni) Deoxyribonukleové kyselina
Duodeno-jejunalni rukdv (Duodeno-jejunal bypass liner)
Epikardialni tukova tkan

Endoplazmatické retikulum

Glukézovy transportér 4

Gastricka plikace

Lipoprotein o vysoké denzité (high density lipoprotein)
Vysoko tukova dieta (high fat diet)
Homeostaticky index inzulinové rezistence
Mezizeberni sval

Ischemicka choroba srde¢ni

Ischemicka choroba dolnich koncetin
Interleukin

Infarkt myokardu

Interferon gamma
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LDL Lipoprotein o nizké denzité (low density lipoprotein)
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1. Uvod

Obezita se v poslednich desetiletich fadi mezi jedno z nejvice zkoumanych onemocnéni,
a to vzhledem k jeji vysoké prevalenci ve vyspélych zemich svéta i fadé komplikaci, které jsou
s ni spjaty. V roce 2016 piesahl dle Svétové zdravotnické organizace (WHO — world health
organisation) pocet obéznich jedinct ve svété vice nez 650 miliont. Vyskyt obezity v populaci
nezadrzitelné roste jiz od détského véku (dle WHO bylo v roce 2020 39 miliont déti do 5 let
s nadvahou nebo obezitou), zejména v disledku nezdravého Zivotniho stylu s nizkou mirou
fyzické aktivity a nadmérnym piijmem potravy bohaté na sacharidy a Zivoc¢isné tuky (WHO.
2021). Obezita predstavuje multifaktorialni poruchu, pfi jejimz rozvoji hraji roli genetické i
environmentalni faktory. Nejednd se zdaleka pouze o estetickou nedokonalost, ale o
onemocnéni zpusobujici fadu vyznamnych zdravotnich problémi. Dochézi mimo jiné k
pretézovani kloubt, otokiim a nésledné artréze. Vyznamnym doprovodnym ptiznakem obezity
je 1 castéjsi vyskyt syndromu spankové apnoe (Drager et al. 2013). Vedle mechanickych
komplikaci jsou k obezité piidruzeny 1 komplikace metabolické zpravidla se vyskytujici ve
formé tzv. metabolického ¢i Reavenova syndromu. Mezi n¢ fadime inzulinovou rezistenci (IR)
v perifernich tkanich, kterd vede k postupnému rozvoji komplikaci obezity, jako je diabetes
mellitus 2. typu (T2DM) (Kahn et al. 2006, Johnson and Olefsky 2013), dyslipidémie, steatoza
jater, nadorova onemocnéni, arterialni hypertenze a dalsi pfidruzené poruchy, na jejichz
etiologii se IR podili (Reaven 1988). Tato onemocnéni pak pfispivaji u pacientii s obezitou k
nariistu pred¢asnych umrti a kardiovaskuldrnich ¢i cerebrovaskuldrnich ptihod (Reilly et al.

2003, Bastien et al. 2014).

V préci jsme se zaméfili na prozkoumani novych mechanizmt souvisejicich s obezitou
a jejimi pfidruzenymi komplikacemi, zejména s diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularnimi
onemocnénimi. Zamétili jsme se na dva potencidlné dalezité mechanizmy. Prvnim z nich bylo
stanoveni mRNA expresniho profilu mitochondridlnich genti a genii endoplazmatického
retikula v tukové (epikardialni a subkutanni) a svalové tkéni (mezizeberni sval a prava srde¢ni
sif) u obéznich pacientl s kardiovaskuldrnimi komplikacemi a druhym bylo blizsi pochopeni
role neurotrofniho faktoru neudesinu ve vztahu k obezité. Neudesin je protein s mnoha
funkcemi popsanymi zejména u mysi. Nés vSak zajimal jeho vliv na energeticky metabolizmus

u pacientd s obezitou podstupujici redukéni intervenci.
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2. Vztah obezity a metabolickych komplikaci

Obezita je zavaznym chronickym onemocnénim, které je zapfi¢inéno dlouhodobou
prevahou energetického piijmu nad energetickym vydejem. U obezity se méni vlastnosti tukové
tkan¢, u niz dochdzi k nadmérnému naristu béznych energetickych rezerv, coz mize vést az k
ektopickému ukladani tukd, tj. k jejich depozici mimo tukovou tkéan. Nejcastéji dochazi
k ukladani tukovych kapének v jatrech, svalech a dalSich perifernich organech (Shulman 2014).
Naruseny lipidovy metabolizmus vede k zvySenému riziku rozvoje ischemické choroby srdec¢ni
(ICHS) a dalsich kardiovaskularnich komplikaci a mize byt doprovéazen inzulinovou rezistenci
(Ravussin and Smith 2002). S IR souvisi ¢asny rozvoj diabetu, hypertriacylglycerolémie a
syndromu polycystickych ovarii (PCOS) (Patni and Garg 2015). Podobné komplikace - IR ¢i
diabetes byly diagnostikovany i u pacientl s lipodystrofii (Robbins and Savage 2015), u nichz
k ektopickému ukladani tuku pfispiva naopak nedostatek ¢i absence tukové tkané (Shulman
2014). K aplné ¢i vyznamné ztraté tukové tkané dochdzi obvykle na zéklad¢ genetickych
faktorti. V disledku dlouhodobé aplikace inzulinu do podkozni tukové tkdn€¢ muze dochazet
k lokélni lipodystrofii s naruSenim metabolizmu a struktury tukové tkané¢. Z vysledka skupiny
Shulmana (Shulman 2014) vyplyva, Ze ektopické ukladani lipidd muaze vést ke zhorSeni
metabolického profilu u relativné §tihlych osob oproti metabolicky zdravym obéznim s tukem
ulozenym ptevazné v subkutdnni tukové tkani. Také bylo potvrzeno, ze jedinci s indexem
télesné hmotnosti (BMI — body mass index) do 25 kg/m? ale s centrdlni obezitou
diagnostikovanou zvysenym pomérem obvodu pasu a bokli maji dlouhodobé vyssi riziko
metabolickych komplikaci oproti ostatnim fenotyptim s BMI nad 25 kg/m? bez prokazané
pfevazné ve visceralni tukové tkani (Hamdy et al. 2006), narusuje metabolickou rovnovahu a
vede k rozvoji T2DM. Oproti tomu podkoZni tukova tkan nachéazejici se zejména v oblasti hyzdi
a stehen md niz8§i metabolickou aktivitu (Karpe and Pinnick 2015) a muze slouzit jako
metabolicky bezpecné ulozisté lipidi. Na zaklade téchto rozdild, tak mizeme odlisit obézni
pacienty s metabolickymi komorbiditami, u nichz dochézi pfevazné k naristu visceralni tukové
tkané. Zaroven muzeme klasifikovat metabolicky zdravé obézni pacienty, kterym se
nadbyte¢ny tuk hromadi v subkutanni tukové tkani a nezptisobuje jim z dlouhodobého hlediska
metabolické komplikace (Stefan et al. 2017). Je vSak nutno poznamenat, Ze koncept

»metabolicky zdravé‘ obezity ma také fadu odptrct (Rhee et al. 2013).
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2.1. Diabetes mellitus 2. typu

T2DM je komplexni metabolické onemocnéni Casto doprovazené obezitou. Jedna se o
nedostate¢nou schopnost organizmu utilizovat glukézu na zakladé relativniho az absolutniho
nedostatku inzulinu. Druhym typickym rysem T2DM je rozvoj IR. Pfestoze u T2DM jsou
B bunky pankreatu zpocatku plné funkéni a produkuji inzulin spiSe v nadbytku oproti zdravym
jedinctim, tkané nejsou schopny v dasledku inzulinové rezistence adekvatné reagovat a glukoza
se hromadi extracelularné, ¢imz nastava hyperglykémie.  buniky na ni reaguji kompenzatorné
zvysenou produkei inzulinu az do doby, kdy dojde k jejich vy€erpani, apoptdze a snizeni

schopnosti produkovat inzulin (Andrikopoulos 2010).

Pii porovnani s diabetes mellitus 1. typu daného zdnikem B bun€k s naslednym Gplnym
deficitem inzulinové sekrece, ktery tvoii asi 5-10 % vSech piipadid diabetu, je T2DM
kvantitativné ve zna¢né pievaze a v poslednich letech jeho prevalence rapidné stoupa.
Prevalence T2DM celosvétoveé vzrostla ze 108 miliont ptipadi v roce 1980 na 422 milioni v
roce 2014 (WHO. 2021) a 537 miliont v roce 2021. Pfedpoklada se, Ze prevalence bude stale
nariistat i v budoucnu s odhadem az 783 miliont lidi s T2DM v roce 2045 (Sun et al. 2022).

Diagnosticka kritéria pro T2DM jsou stanovena dle WHO nasledovné:

e HbAic = 48 mmol/l (= 6,5 % referencni metoda DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial)

e Glykémie nala¢no = 7,0 mmol/l (po 8hodinovém lacnéni)

e Glykémie za 2 hodiny po ordlnim gluk6zovém toleran¢nim testu = 11,1 mmol/l
(po podani 75 g glukézy)

e Nahodna glykémie > 11,1 mmol/l u pacientt s ptiznaky hyperglykémie (Resnick
et al. 2000)

Prevenci T2DM je udrzovani télesné hmotnosti v normé (tj. BMI 18,5-25 kg/m?),
aktivni zpisob Zivota a zdravy zivotni styl. Diagnostikovany T2DM je 1éCen rezimovymi
opatfenimi — snahou o redukci télesné hmotnosti dietou a zvySenim fyzické aktivity
v kombinaci s farmakologickou Iécbou (Crandall et al. 2008). U pacientli, zejména s vySSimi
stupni obezity, u kterych se nedati dostate¢né kompenzovat T2DM, se vyuZziva chirurgickych
zakrokd, tzv. bariatrickych operaci. Ty jsou primarné urceny ke snizeni télesné hmotnosti, ale
kromé& toho mohou velmi vyznamné zlepsit kompenzaci diabetu ¢i vést az k jeho remisi. Jelikoz
u pacienti po téchto vykonech zpravidla dochdzi ke zlepSeni diabetu jest¢ dfive nez

k vyraznému poklesu télesné hmotnosti, je bariatrickd chirurgie dnes ¢asto oznacovéna jako
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tzv. metabolicka chirurgie. Bariatrické vykony se dé€li na metody restriktivni, malabsorb¢ni a
kombinované. Mezi restriktivni patii bandaz ¢i plikace zaludku, pfi nichz je zmensSen objem
zaludku, a tim i omezeno mnozstvi konzumované stravy. Mezi kombinované bariatrické
operace zafazujeme gastricky bypass, u néhoz je provedeno zmenseni zaludku i1 vylouceni ¢ésti
tenkého stfeva z kontaktu s potravou. Jesté radikalngj$im zakrokem s vyfazenim velké Casti
tenkého stfeva z kontaktu s potravou je biliopankreatickd diverze, kterda je velmi G¢innym
zékrokem s pomérné vysokym rizikem malabsorbce zejména tukll a vitaminl rozpustnych
v tucich (Haluzik 2013). V pfipadé plné spoluprace pacienta jsou bariatrické operace velmi
efektivni. Pfedev§im dochazi k vyznamnégjSimu zlepSeni kompenzace diabetu v porovnani
s farmakologicky 1é¢enymi pacienty (Schauer et al. 2012). V soucasné dob¢ je v zajmu védct
vyvijet nové metody metabolickych zakrokl piedev§im endoskopickych, jako je duodeno-
jejunalni rukdv, laserové techniky ¢i tepelné ablace sliznice duodena (Benes et al. 2016).
NeléCeny T2DM negativné ovliviiuje kvalitu 1 délku zivota. ZvySuje vyskyt
kardiovaskularnich komplikaci i komplikaci mikrovaskularnich jako je diabeticka retinopatie,

diabeticka nefropatie ¢i diabeticka neuropatie (Nathan 1993).

2.2. Inzulinova rezistence

Inzulinova rezistence predstavuje jeden ze dvou hlavnich patofyziologickych déji u
T2DM aje uzce spjata zejména s centralni obezitou a ektopickym ukladanim lipida (Guo 2014).
Je charakteristicka snizenou citlivosti inzulin-senzitivnich tkani na pisobeni inzulinu. Mezi tyto
tkan¢ patii jatra, tukova tkan, kosterni sval a centrdlni nervova soustava (Obrazek 1). Za
fyziologickych podminek inzulin po navdzani na specificky membranovy receptor spousti
inzulinovou signalni kaskadu (Saltiel and Kahn 2001). Prvni signalni draha vede pies substrat
inzulinového receptoru, ktery stimuluje fosfatidylinositol-3-kinazu (PI3K). PI3K
zprosttedkovava metabolické uc¢inky inzulinu — syntézu glykogenu, lipogenezu atd. (Copps and
White 2012, Guo 2013). Aktivuje se glukézovy transportér GLUT4, jehoZ pfesun na povrch
bunky umozni vstup glukézy do svalové a tukové tkané s naslednym ovlivnénim aktivity
klicovych enzymt gluk6zového a lipidového metabolizmu. Druhd signélni draha vede od
inzulinového receptoru k aktivaci mitogen aktivované kinazy (MAPK) ovliviiujici zménu

genové exprese, stimulaci diferenciace a rast buné¢k (Guo 2014).

Inzulin aktivuje syntézu glykogenu pomoci fosforylace glykogensyntazy (Cross et al.
1997) a také zvySuje lipogenezu (Guo 2014). Naopak inhibuje glukoneogenezu v jatrech
snizenim aktivity glukoneogenetickych enzymu (pyruvatkarboxyléaza,

fosfoenolpyruvatkarboxykinaza, fruktoza-1,6-bisfosfataza a glukdza-6-fosfataza) (Saltiel and
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Kahn 2001). Déle inhibuje glykogenolyzu, lipolyzu, B-oxidaci mastnych kyselin a katabolické
déje proteinti (Saltiel and Kahn 2001, Guo 2014). Inzulinova sekrece je stimulovana
cirkulujicimi volnymi mastnymi kyselinami a glukézou. Vysoka hladina volnych mastnych
kyselin v cirkulaci pfi IR stimuluje sekreci inzulinu (Reaven 1988) a nasleduje rozvoj
hyperinzulinémie. Pfebytek volnych mastnych kyselin se ektopicky ukladd ve formé
triacylglycerolii (TAG) v jaterni (Banerji et al. 1995) a svalové tkani (Pan et al. 1997) a v okoli
B bunék pankreatu. Tato zvySena infiltrace Langerhansovych ostravka pankreatu

triacylglyceroly vede k apoptdze B bunck a snizené syntéze a sekreci inzulinu (DeFronzo 1988).

IR v kombinaci s nedostatkem inzulinu pak vede k tézké dysregulaci zminénych
procest charakterizované postupnym zvySenim hladiny glykémie postprandidln€ i nalacno a
také zhorSenim dyslipidémie (Saltiel and Kahn 2001). K naruseni fyziologické funkce
inzulinové kaskady tak dochézi na vice trovnich. Principy vzniku IR se ¢asto prolinaji a muze
k nim dochézet kdekoliv od poruchy syntézy ¢i sekrece samotné molekuly inzulinu az po
kterykoliv krok signalni kaskaddy. Poruchy jsou vyvoldny jak genetickymi, tak
environmentdlnimi faktory a miizeme je klasifikovat dle plisobeni na prereceptorové
(inzulinové protilatky), receptorové (defekty inzulinového receptoru, ¢i snizeny pocet receptort
na povrchu bun€k) a postreceptorové (poruchy v signdlni kaskade) (Catalano 2010).
Abnormality receptoru €i protilatky proti receptoriim jsou relativn€ vzacné. Podstatné Castéji se
vyskytuje hormonalni blokdda sekrece inzulinu s vlivem na prereceptorovy i postreceptorovy
mechanizmus (Thorell et al. 1999). Jednim z faktort vzniku IR je odezva na zvysSené hladiny
kortizolu (Rizza et al. 1982). Vyssi hladiny kortizolu jsou vyplavovany do krve zejména pfi
stresovych situacich. Yan et al. (Yan et al. 2016) uvadi, ze zvySené hladiny parametrt IR jako
jsou glukéza, inzulin ¢i HOMA-IR (homeostaticky index inzulinové rezistence) koreluji
s vy§§imi hladinami volného kortizolu. Kortizol zvySuje dostupnost glukézy zvySenim
produkce glukézy v jatrech prostfednictvim transkripéni a post-transkripéni aktivace
glukoneogenetickych enzymii véetné glukdza-6-fosfatdzy a fosfoenolpyruvatu (Lin et al.
1998). Volny kortizol snizuje utilizaci glukdzy svalovou a jaterni tkani (Leboeuf et al. 1962).
Naproti tomu kortizol zhorSuje glukdzovou toleranci a zplsobuje diabetes. Podle nékterych
hypotéz hraje kortizol dominantni ulohu jako regulator stresové zavislé inzulinové rezistence

(Lehrke et al. 2008).

Dalsi pticinou vzniku IR je zvySena hladina prozanétlivych cytokint. Cytokiny vedou
k naruseni postreceptorové inzulinové signalni kaskady, coz vede k rozvoji IR (Martyn et al.

2008). Zejména nadmérnd produkce prozanétlivého cytokinu tumor necrosis factor alpha
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(TNF-a) vyrazné inhibuje postreceptorovou inzulinovou signalni kaskddu (Hotamisligil et al.

1993) a podili se na vzniku inzulinové rezistence u obezity.
Obrazek 1. Inzulinova rezistence v perifernich tkanich u obezity a T2DM.

M Pancreas
(snizena/upravena inzulinova senzitivita)

Endokrinni hormony: inzulin (B-busiky)
glukagon (a-buiiky)

s y : zanétlivé adipoki
A atating T I Mol | \ prozénétlivé adipokiny T

M Jitra M Sval B Tukova tkan
(nedostatecna produkce glukozy) (zhorSené odbourévéni - (zvySend produkee volnych
glukozy pomoci inzulinu) mastnych kyselin a zvy$ena

’ akumulace tukové tkang)

Upraveno dle (Oh et al. 2017).

2.3. Lécebné intervence obezity a T2DM

Lécba obezity je zasadni 1 z hlediska prevalence a zmirnéni jejich komorbidit, mezi
které se fadi T2DM. Dlouhodobé snizeni hmotnosti ma dle tady studii, jako je naptiklad
Svédska studie SOS (Swedish Obese Subjects study) (Sjostrom et al. 2007), &i rozsahla studie
LOOK AHEAD (AHEAD 2007), pozitivni dopad na kompenzaci T2DM. K 1é¢b¢ obezity je
mozné pristupovat konzervativné pomoci Upravy rezimu a farmakoterapie, ale 1 s vyuzitim
bariatrické chirurgie (Obrazek 2). PfiCemZ reZzimova opatfeni se z dlouhodobého hlediska
nepovazuji za zcela efektivni v porovnani s farmakoterapii ¢i bariatrickymi intervencemi

(Haluzik Martin et al. 2020).
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Obrazek 2: Cile 1écby obezity.

!———( Obezita —-—1

Y
Ltk ag i
DM 2. typu | Hypertenze Dyslipidemie
¥ glykemie ¥ systolicky TK i Eé’m&ﬁa‘ﬁﬂf i
v HoA, V diastolicky TK 4 HDL cholesterol
A A A

Diouhodobd reduice hmotnosti |
5 % oviivnéni Zivotniho stylu
5-10 % antiobezitika
1635 % bariatricka chirurgie 9
Prevzato dle: (Haluzik Martin et al. 2020).

2.3.1. Bariatrické operace

Bariatrické operace maji vyznamnou roli v 1é€b€é morbidni obezity a ji pfidruzenych
komorbidit, zejména T2DM. Jedna se o chirurgické zakroky, ke kterym jsou indikovani pacienti
s obezitou I11. stupn& s BMI>40 kg/m?, ptipadné pacienti s obezitou II. stupné s BMI>35 kg/m?
v kombinaci s pfidruZzenymi komorbiditami obezity. Od roku 2017 1 pacienti s obezitou I.
stupné BMI>30 kg/m? a T2DM (Stenberg et al. 2022). MnoZstvi procedur bariatrické chirurgie
se v dlouhodobém horizontu zvySuje, od roku 2008 do roku 2018 jejich pocet vzrostl témé&f
dvojnésobné (Angrisani et al. 2021). Jednd se o zékroky restrikéni, malabsorbcni c¢i
kombinované. Mezi tyto operace se fadi: gastricky bypass, tubulizace, bandaz zaludku, plikace

zaludku ¢i biliopankreatické diverze (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Typy bariatrickych operaci.
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Upraveno dle (Haluzik et al. 2018).

2.3.2. Duodeno-jejunalni rukav

Duodeno-jejunalni rukav je procedura, kterd napomdha 1é€bé obezity a kni
piidruzenych metabolickych komplikaci jako je T2DM. Jedna se o lécbu na pomezi
konzervativniho pfistupu (farmakologického/fyzického) a bariatrické 1é¢by, pricemz se provadi
endoskopicky a je zcela reverzibilni. Zavedeny implantat dosahuje v tenkém stfevé od duodena
po proximalni ¢ast jejuna a tvoii bariéru mezi stfevnim epitelem a traveninou (Obrazek 4).
Timto procesem dochédzi k malabsorpénimu vyfazeni proximalni c¢asti tenkého stfeva
z kontaktu s chymem. Dochazi ke zvysené sekreci inkretini nasledované zlepsenim sekrece
inzulinu. Vysledkem je snizeni télesné hmotnosti a zlepSeni kompenzace T2DM (Kavalkova et

al. 2016, Ruban et al. 2022).

Obrazek 4. Duodeno-jejunalni rukav.

&

Upraveno dle: http://bariatrictimes.com/wp-content/uploads/burch4.jp
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3. Typy tukové tkané

Tukova tkan je strukturné rtiznorody organ slozeny z vlastnich bunék tukové tkané tzv.
adipocytll a preadipocytl a ze stromavaskularni frakce zahrnujici fibroblasty, endotelové
buniky, neurony, imunokompetentni buiiky a dal$i komponenty pojivové tkané (Divella et al.
2016). Obecné se rozlisuji dva hlavni typy tukové tkané — bila a hnéda. V poslednich letech
byla popsédna i tzv. bézova tukova tkan, jejiz builky nesou sdilené charakteristiky bilych i
hnédych adipocytii (Nedergaard and Cannon 2013). Bila tukova tkan obsahuje unilokuldrni
adipocyty vyplnéné jednou intracelularni tukovou kapénkou obsahujici zdsobni TAG a estery
cholesterolu. Hnéda tukova tkan je charakterizovana ptitomnosti multilokularnich adipocyt
s fadou cytoplazmatickych tukovych kapének a vysokou denzitou mitochondrii a na né
vazanych cytochromi (Lean and Jennings 1989). Hnéda tukové tkan se podili na vytvaieni
tepla u novorozenci procesem netfesové termogeneze. V dospélosti se z velké Casti preménuje
na bilou tukovou tkan, a jeji funkéni vyznam v dospélém véku je ziejme minimalni (Rothwell
and Stock 1997). Bézové adipocyty vznikaji dvojim zplsobem — transdiferenciaénim
mechanizmem mezi hnédymi a bilymi tukovymi bunikami nebo de novo ze specifickych
prekurzorti (Wu et al. 2012). Transdiferenciace zavisi na fad¢ okolnich faktord, jako je teplota
prostiedi, genetické faktory, anatomické umisténi tukové tkané ¢i vek. V zavislosti na
podminkach prostfedi se mohou béZzové adipocyty vyvinout v buiiky blizké hnédym nebo bilym
adipocytlim s moznym termogennim ¢i naopak skladovacim fenotypem (Tran et al. 2012, Zoico

et al. 2019).

3.1. Tukova depa

Tukova depa se nachazeji bud’ v podkozni (subkutanni), nebo v ttrobni (visceralni)
oblasti (Obrazek 5). Ukladani tuku do podkoznich dep ma roli zejména v tepelné izolaci a jako
zasobarna energie. Subkutanni tuk nema ziejmé na lidsky organizmus zasadni negativni vliv
diky své nizké metabolické aktivité. Oproti tomu nadmérné ukladani tuku ve visceralni oblasti
ma tuzkou spojitost s vySSim rizikem vzniku metabolickych (Wajchenberg 2000) ci
kardiovaskularnich poruch (Larsson et al. 1984). Visceralni tuk zahrnuje intraperitonealni
(omentalni a mezenteridlni) a retroperitonealni (oblast ledvin) tukova depa v duting bfisni, kde
parakrinnim a endokrinnim ptsobenim ovliviiuji Gtrobni organy (Wajchenberg 2000). Bylo
prokédzano, ze mira akumulace visceralni tukové tkan¢ vysoce koreluje s tloustkou epikardialni
tukové tkan¢ (EAT) (Iacobellis et al. 2003). Kromé& antropometrickych metod (métfeni obvodu
pasu) se ke kvantifikaci visceralni tukové tkané a piipadné diagnostice visceralni obezity

pouziva pocitatova tomografie a zejména nuklearni magneticka rezonance. Ob¢ tyto metody
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jsou bezpecné a velmi piesné, ale bohuzel i znaéné€ ndkladné. Mezi levnéjsi, ale méné presné
metody lze zatadit kvantifikaci bioimpedance, na které je zalozen Bodystat, Inbody nebo
obdobné pristroje (Martinez et al. 2007). Dalsi levnéjsi metodou je echokardiografie, primarné
pouzivana k posouzeni morfologie myokardu, kterou lze také orienta¢né kvantifikovat

mnozstvi epikardidlniho tuku (Iacobellis et al. 2003).

Obrazek 5. Depa tukové tkané.

Hnéda tukova tkan |\ = /4
7 : 2
A a4 Perivaskularni
k tukova tkan

T“ko"ifk"'“? kostni ' Epikardialni tukova
fené !’ y tea

Ektopicke lipidy v

il : jatrech

i | B e
Subkutanni tukové (T8

thaii =] - - Visceralni tukova

iy = than

Upraveno dle (Fuster et al. 2016).

3.1.1. Epikardialni tukova tkan

Epikardidlni tukova tkan spolecné s perikardidlni obklopuji 80 % povrchu myokardu.
Tukova tkan obklopujici myokard muize predstavovat az 20 % jeho hmotnosti. Epikardialni
a perikardialni tukova tkan maji rizny embryonalni piivod, cévni zasobeni a metabolicky efekt
na myokard (Iacobellis and Bianco 2011). EAT se nachazi mezi myokardem a visceralni
vrstvou perikardu, je pfimo v kontaktu se srdecni svalovinou a zdsobuji ho koronarni cévy.

Oproti tomu perikardialni tukova tkan lezi mezi visceralni a parietalni vrstvou perikardu a
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zasobuje ji vnitfni hrudni tepna (Iacobellis et al. 2005). Epikardidlni tuk ma klicovou roli
v regulaci kardiovaskuldrni fyziologie a patofyziologie. Jeho fyziologicky vyznam je dan
ulozenim v tésné blizkosti k myokardu. Mezi EAT a myokardem ziejmé neni zadné souvisla
anatomickd hranice a ob¢ tkané€ sdili koronarni mikrocirkulaci. Diky tomuto anatomickému
uspofadani maji faktory uvolnéné z EAT, jako jsou adipokiny a cytokiny, vazokrinni a
parakrinni G¢inky na myokard (Cherian et al. 2012). V soucasnosti je EAT Siroce studovéana

pro jeji mozné zapojeni v patofyziologii kardiovaskularnich onemocnéni (KVO).

4. Tukova tkan a subklinicky zanét

Tukové tkan produkuje fadu endokrinné aktivnich latek tzv. adipokinti (Zhang et al.
1994). Dle charakteru se tyto latky déli na hormony ovliviigjici centrdlni nervovy systém
pusobky ovlivitujici citlivost na inzulin a hormony pusobici na kardiovaskularni systém
(Kershaw and Flier 2004). Kromé toho je zde produkovéna i fada dalSich faktorti s jinymi typy

ucinkd.

Sekrece adipokinli ovliviluje zasadné celou fadu d&jti v organizmu, pficemz zmény
jejich produkce ovlivnuji lokalni i celkovy energeticky metabolizmus, funkci CNS, jaterni ¢i
svalové tkan¢ a ftady dalSich tkdni a orgédnt (Havel 2002). Pii dlouhodobé zvySeném
energetickém piijmu dochdzi zpocatku k diferenciaci novych tukovych bunék, k tzv.
hyperplézii tukové tkdn€, pifi niz jsou noveé vzniklé buiiky schopny jesté reagovat na potieby
organizmu. Pfi vyCerpani proliferacni kapacity dochazi k zvétSovani objemu stavajicich
adipocytli neboli k jejich hypertrofii. Diferenciacni kapacita tukovych bunék je vSak znacné
omezena a postupné se vycerpa. Bunky dale hypertrofuji, ale jiz nemaji dostatecnou skladovaci
kapacitu, ¢imz dochazi k ektopickému ukladani tukovych kapének do ostatnich orgdnd (Jo et

al. 2009, Hoffstedt et al. 2010).

Za jednu zklicovych pfi€in vzniku komplikaci obezity je povazovan rozvoj
subklinického zancétu (Yudkin et al. 1999). Subklinicky zanét je obecné definovan jako
chronicka zanétliva reakce s mirnym pritbéhem, jez neni doprovazena typickymi systémovymi
projevy zanétu. Tento zanét je charakterizovan jen mirn¢ zvySenou hladinou C-reaktivniho
proteinu (CRP) a zanétlivych faktorti v cirkulaci negativné ovliviiyjicich inzulinovou
senzitivitu a funkci dalSich tkani a organti (Festa et al. 2000). Vztah mezi tukovou tkani a
chronickym zanétem byl poprvé popsan pifed vice nez dvaceti lety. Hotamisligil a spol.

(Hotamisligil et al. 1993) zaznamenali zvySené hladiny TNF-a a jeho expresi v tukové tkani u
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mys$i s obezitou indukovanou dietou a jeho vliv na inzulinovou senzitivitu, u nichz podani
anti TNF-o protilatky zvyS$ilo inzulinovou senzitivitu. Navazujici studie dale potvrdily
propojeni nadmérného mnozstvi tukové tkdn¢ se zvySenymi hladinami prozanétlivych faktort.
Vedle TNF-a produkuje tukova tkan dalsi prozanétlivé cytokiny, zejména interleukiny (IL)-6,

IL-1 ¢iIL-8 (Hotamisligil 2006). Naopak hladiny protizanétlivych hormonti jako je adiponektin

jsou pfi obezité znacné snizeny (Arita et al. 1999).

4.1. Mechanizmy vzniku subklinického zanétu

Pti pretrvavani nadmérného piijmu potravy dochazi k ptekroceni skladovaci kapacity
Hypertrofie adipocytl je spojena se zvySenymi naroky na okysli¢eni tkdn€, a tudiz se zvySenou
potiebou jeji vaskularizace (Hosogai et al. 2007). Hypertrofie adipocytii se dava do spojitosti
s vy$$i mirou apoptdzy a nekrozy v tukové tkani (Kusminski et al. 2009). Kombinace téchto
procesil se projevuje zménou expresniho profilu adipocytt i dal§ich buné€k ptitomnych v tukové
tkani s nasledujici zménou v produkei adipokint, cytokinti a dalsich faktorti (Skurk et al. 2007).
Dusledkem uvedenych procest je zvySené zastoupeni imunokompetentnich bunék v tukové
tkani, zejména makrofaglh (Cinti et al. 2005). Tyto buinky se dostdvaji do tukové tkané
z cirkulace jako monocyty pod vlivem lokéalné zvySené produkce chemokinti a cytoadhezivnich
molekul. V tukové tkani §tihlych jedinct se makrofagy vyskytuji v niz§im poctu nez u obéznich
jedinc, a to zejména jako tzv. M2 polarizované. M2 neboli alternativné aktivované makrofagy
se podileji na udrZzeni homeostazy tkané, jeji regeneraci, angiogenezi a produkci
tukové tkané podileji 1 dalsi bunécné typy jako jsou Th2 lymfocyty a T regulacni lymfocyty,
které se skrze svou cytokinovou produkci IL-4, IL-13 a IL-10 spolu s M2 makrofagy podileji
na udrzeni inzulin senzitivniho prostfedi (Tiemessen et al. 2007, Kang et al. 2008). U obéznich
jedinct pak dochazi k navyseni po¢tu imunokompetentnich bun¢k i ke zméné jejich fenotypu
na prozanétlivy. Nej€astéji zminovanou populaci jsou klasicky aktivované makrofagy M1,
které jsou hlavnim zdrojem TNF-a v tukové tkani (Aron-Wisnewsky et al. 2009) a jednou z
pric¢in vzniku subklinického zadnétu (Weisberg et al. 2003). TNF-a negativné ovliviuje funkci
adipocytt. Ty zanou produkovat fadu cytokinli s prozénétlivym ptsobenim. Signdlni cytokiny
imunitnich bun¢€k a jejich funkce a vyskyt jsou shrnuty v tabulce 1 (Cinkajzlova et al. 2022).
Vyznamnou roli v podpote M1 polarizace makrofagi hraje také leptin, jenz je ve zvySené miie
produkovan adipocyty (Kern et al. 1995, Zumbach et al. 1997, Liu et al. 1998). Adipocyty a
M1 makrofagy u obéznich jedinct dale rekrutuji, aktivuji a komunikuji s Th1 lymfocyty, Th17
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lymfocyty, T cytotoxickymi lymfocyty a NK buiitkami a navozuji tak produkei prozanétlivého
IFN-y (Interferon gamma) a dalSich cytokini umociiujicich zanétlivou reakci v tukové tkani
(Watford et al. 2004, Koenen et al. 2011, Wensveen et al. 2015). B lymfocyty v tukové tkani
zacnou produkovat protilatky (McDonnell et al. 2012). Buiiky rizného typu v tukové tkani se
vzajemné ovliviiyji. Piikladem je komunikace mezi antigen prezentujicimi buiikami nebo
adipocyty a T pomocnymi lymfocyty prostiednictvim CD40 a CD40 ligandu (Wortis et al.
1995, Poggi et al. 2009).

Tabulka 1. Signalni cytokiny imunitnich bunék tukové tkané a jejich role u obezity,

diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularnich onemocnéni (Cinkajzlova et al. 2022).

Cytokin TNF-a, IL-1p, IL-6
Zdroj Adipocyty, makrofagy (M1/MMe), Thl lymfocyty, NK bunky
Hlavni funkce Indukce systémového zanétu a reakce akutni faze
Vztah k obezité a TNF-a: koreluje se stupném adipozity a HbA |, spojeny s inzulinovou
T2DM rezistenci a T2DM, snizuje expresi inzulinem regulovaného transportéru

glukdzy typu 4 umisténého v adipocytech, kosternich a srde¢nich svalech
IL-1B: mediator metabolického zané&tu, potlacuje inzulinovou signalizaci,
prispiva k selhani B-bun¢k

IL-6: podporuje polarizaci M2 1 Th2 nebo naopak odpovéd M1 v
pritomnosti IFN-y, zprostiedkovavd komunikaci mezi makrofagy a
adipocyty, zvySuje lipolyzu, potlacuje sekreci adiponektinu, zvySuje
glykémii potlacenim vychytavani glukdzy adipocyty, snizuje citlivost

jaterniho inzulinu a syntézu glykogenu

Vztah ke TNF-a: podili se na progresi aterosklerdzy, stimuluje interakci mezi
kardiovaskularnim leukocyty a endotelem prostiednictvim nadprodukce cytoadhezivnich
onemocnénim molekul, stimuluje hypertrofii myocytli prostfednictvim vytvareni
reaktivnich kyslikovych meziprodukti v srde¢nich myocytech, indukuje
remodelaci komor
IL-1B: zvySuje syntézu oxidu dusnatého, coz vede k nizsi produkci energie
a snizené kontraktilit¢ myokardu, stimuluje poinfarktovou zanétlivou
reakci, podili se na remodelaci srdce
IL-6: progrese ateroskler6zy indukci endotelidlni dysfunkce a oxidace

lipoproteind, nezavisly rizikovy faktor pro onemocnéni koronarnich tepen
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Cytokin

IFN-y

Zdroj

Th1 bunky, Tc buiky, NK bunky, NKT bunky, M1 makrofagy

Hlavni funkce

Antivirova a antimikrobialni imunita

Vztah Kk obezité a

Zvysuje produkci makrofagovych mediatort, indukuje produkci adheznich

T2DM molekul leukocyti a chemokinli, zvySuje schopnost makrofagl a
endotelovych bunék prezentovat antigen, narusuje bunécny metabolizmus
a energeticky vydej, zvySuje inzulinovou rezistenci a negativné ovliviiuje
gluk6zovou toleranci.
Vztah ke Zvysuje akumulaci myeloidnich bun€k v infarktové srde¢ni tkani, aktivuje
kardiovaskularnim | srde¢ni makrofagy v ischemickém myokardu, podporuje aterosklerozu a
onemocnénim zvySuje zranitelnost plata.

Cytokin IL-17

Zdroj Th17 bunky, makrofagy, dendritické buiiky, NK buiiky, NKT bunky, yo-T

buiiky, neutrofily

Hlavni funkce

Obrana hostitele proti mikrobtim, zejména extracelularnim bakteriim a

houbam

Vztah Kk obezité a

Inhibuje adipogenezi, podporuje produkci IL-6 v diferencovanych

T2DM adipocytech, zvysSuje obezitu a T2DM, zhorSuje vychytavani glukozy a
citlivost na inzulin, indukuje produkci volnych radikalti u diabetu.
Vztah ke Ptrispiva k aterosklerdze a zranitelnosti platd, remodelaci extracelularni
kardiovaskuldrnim | matrix prostfednictvim navySeni receptoru angiotensinu II typu 1, naristu
onemocnénim akutniho koronarniho syndromu.
Cytokin IL-10
Zdroj M2 makrofagy, Th2 bunky, Treg bunky

Hlavni funkce

Potlaceni prozanétlivych reakci

Vztah Kk obezité a

Snizuje produkci TNF-a, inhibuje expresi adheznich molekul a prezentaci

T2DM antigenu, idi remodelaci tkani, zlepSuje citlivost na inzulin a transport
glukozy.
Vztah ke Snizuje expresi adheznich molekul na endotelidlnich bunkach, chrani pfi
kardiovaskuldrnim | ischemii myokardu nebo reperfuzi, nizké hladiny vedou k rozvoji
onemocnénim rozsahlych a nestabilnich aterosklerotickych 1ézi.
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Cytokin IL-5, IL-4, IL-13

Zdroj M2 makrofagy, Th2 bunky, Treg buiky, ziré bunky, bazofily
Hlavni funkce Homeostatické, antiparazitarni a alergické reakce
Vztah k obezité a Souvisi s alternativni aktivaci makrofagti a rozvojem bézového tuku.
T2DM IL-4: zlepSuje citlivost na inzulin a gluk6ézovou toleranci inhibici

adipogeneze a aktivaci lipolyzy
IL-13: zlepsuje sekreci inzulinu, podili se na piijmu glukdzy a metabolizmu

v kosternim svalstvu

Vztah ke IL-5: ateroprotektivni role, usnadituje obnovu srdecni funkce po infarktu
kardiovaskularnim | myokardu
onemocnénim IL-4: indukuje prozanétlivé prostiedi ve vaskuldrnim endotelu nadmérnou
expresi zanétlivych mediatord, zvySuje expresi adhezni molekuly 1 cévnich
bunék ve vaskularnim endotelu, podporuje tvorbu fibrotické tkané po
infarktu myokardu
IL-13: inhibuje progresi ateroskler6zy, usnadiiuje regeneraci srdce po

infarktu myokardu

4.2. Vztah subklinického zanétu k metabolickym komplikacim

Rozvoj chronického zanétu aktivuje vedle makrofagt i dalsi buniky imunitniho systému,
coz ma za nasledek zvysenou produkci prozanétlivych cytokinti, adhezivnich molekul a faktora
negativné pusobicich na centralni nervovou soustavu ¢i parakrinné ovliviuyjicich dalsi tkané.
Vyznamnym prozanétlivym cytokinem je IL-6. Ten stimuluje zanétlivé procesy, imunitni
reakce, koreluje s hladinami TNF-a a pfimo ovlivituje vyssi produkci CRP jatry (Baumann and
Gauldie 1994). Zvysené koncentrace CRP koreluji s vyskytem T2DM (Hu et al. 2004) a
kardiovaskularnich nemoci (Hansson and Hermansson 2011) a jsou tak charakteristickym

znakem rozvijejiciho se subklinického zanétu, IR a metabolickych komplikaci u obezity.

Nedavno zvetejnéné vysledky meta-analyzy porovndvajici epigenomové asociacni
studie poukazuji na vztah metylace DNA s rozvinutym subklinickym zanétem (Ligthart et al.
2016). U proteinu CRP byla nalezena 6% variabilita v jeho cirkulujicich hladinach. Ligthart a
spol. (Ligthart et al. 2016) identifikovali 218 CpG usekii (iseky DNA, kde guanosinovy
nukleotid nasleduje cytosinovy v linearni sekvenci bazi) napfi¢ evropskou populaci
prokazujicich vztah s CRP a 58 usekd, v nichz dochazelo k metylacim DNA u afroamerické

populace. Cetnost téchto metylaci DNA vyznamné korelovala s hladinami CRP (pozitivni
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korelace se 125 a negativni s 93 Useky CpG). Autofi dale prokéazali vzdjemnou provazanost
mezi DNA metylaci, genovou expresi a sérovymi hladinami CRP, a tedy se subklinickym
zanétem. Prikladem je zvySend metylace cg/0636246 souvisejici s niz§imi sérovymi hladinami
CRP a niz8i expresi AIM2 genu (protein AIM2 — interferonem indukovany protein, ma vyznam
pti zanétech) (DeYoung et al. 1997, Ligthart et al. 2016). Mnoho replikovanych mist CpG
prokézalo asociace s kardiometabolickymi fenotypy, z ¢ehoz plyne, Ze pleiotropni epigeneticka
asociace napfi¢ riiznymi fenotypy muze poskytnout novy pohled na sdilené¢ epigenetické
mechanismy a poskytnout piilezitosti k propojeni chronického zanétu nizkého stupné a

kardiometabolickych fenotypii (Ligthart et al. 2016).

Hypotézu souvislosti chronického zanétu s T2DM prokazuje tfada studii, v nichz
zanétlivé faktory CRP a IL-6 pozitivné koreluji s rozvojem T2DM (Pradhan et al. 2001).
V meta-analyze z dat do roku 2012 (Wang et al. 2013) byl vztah mezi CRP a vyskytem T2DM
potvrzen i pti zahrnuti studii, které tuto hypotézu samostatn¢ nepotvrdily. Z téchto zavért lze

usuzovat na vzajemny vztah mezi tukovou tkani, subklinickym zanétem a T2DM.

5. Makrovaskularni komplikace diabetes mellitus 2. typu

T2DM se kromé& rozvoje subklinického zanétu a vzniku metabolickych komplikaci poji
s dalsi fadou mikrovaskularnich i makrovaskuldrnich komplikaci. Mezi mikrovaskularni
komplikace patii diabeticka retinopatie, nefropatie (nazyvana téz diabetické onemocnéni
ledvin) a neuropatie. Jedna se o komplikace vyskytujici se u obou typii diabetu, pficemz jejich
vznik je u diabetu 1. typu relativné pozdni. Diivodem je fakt, Zze zatimco u T2DM k ptitomnosti
komplikaci pfispiva pozdni diagnoza, piitomnost obezity, dyslipidémie a arteridlni hypertenze,
u diabetu 1. typu je primérni odchylkou hyperglykémie zpravidla pfitomna u pacientd mladsiho
veéku. Mezi makrovaskuldrni komplikace plynouci z akcelerace ateroskler6zy neuspokojiveé
kompenzovanym diabetem patii ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), ischemicka choroba

dolnich koncetin (ICHDK) a cévni mozkové piihody (CMP) (Fowler 2008).

5.1. Ateroskleroza

cévni stény. V détstvi se zacinaji vytvafet v cévach tzv. lipidové prouzky nachazejici se
pfedevsim v intimé velkych cév. Tyto tukové prouzky neprominuji do lumen cévy a neovliviluji
krevni pritok. Béhem Zivota se mohou vyvijet v dalsi aterosklerotické 1éze. Fibrozni platy
neboli ateromy jsou vétsi ostie ohranicend loziska ve sténé cév. Ateromy prominuji do cévniho

lumen, coz je pfi¢inou Castecné nebo Uplné obstrukce cévniho lumen. Masivni kalcifikaci a
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tézkymi degenerativnimi zménami vznikaji komplikované léze. Ty jsou pak mistem, kde
dochazi k organizaci trombu. Aterosklerotické platy se d€li na stabilni a nestabilni. Stabilni plat
obsahuje niz§i mnozstvi tuki, platy postupné zuzuji cévni lumen. Nestabilni platy jsou bohaté
na lipidy a jsou nachylInéjsi k ruptufe a naslednému vzniku trombdzy. Aterosklerotické zmény
jsou u pacientl s diabetem akcelerovany a vyskyt makrovaskularnich komplikaci je 2-4x
cast¢jsi nez u lidi bez diabetu. Na vzniku aterosklerotickych plath se u diabetikli projevuji dalsi
rizikové faktory. Tyto rizikové faktory délime na ovlivnitelné (koufeni cigaret, dyslipidemie,
T2DM, centralni typ obezity, nizka fyzicka aktivita, psychosocialni faktory) a neovlivnitelné
(vek, pohlavi — muzské, rodinnad anamnéze a genetické faktory, hypertenze, osobni anamnéza
KVO, metabolicky syndrom). Mimo zminéné rizikové faktory se na vzniku aterosklerotickych
plata také podileji 1 dal$i mechanizmy jako je vznik pozdnich produktt glykace (AGE) a jejich
endotelidlnich receptori (RAGE), zvySeny oxida¢ni stres a porucha antioxida¢ni kapacity,
klesajici produkce oxidu dusnatého, nadmérna aktivace renin-angiotenzin-aldosteronového
systému (RAAS) a zanétliva reakce endotelu plisobenou hyperglykémii, hyperinzulinémii,
prekurzory inzulinu a nadprodukci AGE/RAGE (Chawla et al. 2016). Pokud se krevni
srazenina (trombus) dostane do mista aterosklerotického zuzeni cévy, cévu ucpe, ¢imz
zablokuje zasobeni piislusného organu kyslikem. Dochdzi k ischemii, kterou v praxi zname

jako infarkt myokardu nebo cévni mozkovou piihodu.

Kardiovaskularni onemocnéni je nejcastéjsi piicinnou morbidity a mortality u pacientli
s T2DM. Pacienti s diabetem jsou nachylnéjsi k vaskuldrnim komplikacim a zaroven casto
asymptomatické projevy zhorSuji vC€asnou diagnostiku KVO. Nedostatecné kompenzovany
diabetes mellitus 2. typu souvisi nejen s rozvojem ICHS, ale i s CMP ¢i ICHDK, ale také
zhorSuje jejich pribéh a naslednou terapii (Neumann 2009). Za jeden z nejpodstatnéjsich
faktord propojujici diabetes, resp. prediabetes s kardiovaskuldrnim onemocnénim je pokladéna
vlastni hyperglykémie. Rada zdroji poukazuje, Ze stale téméf polovina diabetikdi umira na
KVO (Htay et al. 2019). Z tohoto pohledu se v poslednich letech povazuje piisna kontrola
hladiny glykémie u diabetiki za kli¢ovou, piicemz dobrd kompenzace T2DM muze snizit

vyskyt KVO (Chawla et al. 2016).

5.1.1. Ischemicka choroba srde¢ni
Pii aterosklerotickém poSkozeni véncitych tepen dochdzi k nedostatecnému prokrveni a
okysli¢eni myokardu oznacovanému jako akutni nebo chronickd ischemické choroba srde¢ni

(Fejfarova and Jirkovska 2009). Akutni infarkt myokardu (AIM) se u diabetikl projevuje Casto
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nebolestivym pribéhem zplsobenym poruchou nervového vedeni sympatiku a poruchou
vnimani bolesti (Pelikdnova and Barto§ 2018). Pti prasknuti nestabilniho aterosklerotického
platu ve véncCité tepné s nasedajici intralumindlni tromboézou dochédzi k tzv. akutnimu
korondrnimu syndromu. Patii sem akutni infarkt myokardu (Obrdzek 6) a nestabilni angina
pectoris (AP). U AIM dochazi k nekréze myokardu, u nestabilni AP nikoliv. Jedna se o Zivot-
ohroZzujici stav a mize se projevit i u zdravého jedince bez predchozich zndmek kardidlnich
obtizi. AIM se dé¢li dle hodnot elektrokardiogramu na STEMI (infarkt myokardu s ST
elevacemi) a NSTEMI (infarkt myokardu bez ST elevaci). K infarktu myokardu s ST elevaci
dochdzi po uzavieni proximalniho Useku koronarni tepny dodavajici krev srdci. STEMI je
udalost, pii které transmuralni ischemie myokardu vede k poskozeni nebo nekrdéze myokardu
(Foth and Mountfort 2019). U NSTEMI vznika akutné vyznamna sten6za nebo uzaveér periferni
tepny. Mezi chronické ICHS patii i stav po prodélaném IM, dale stabilni AP, néma ischemie,

variantni AP, mikrovaskularni AP a srdecni selhani v disledku ICHS (Hussain et al. 2021).

Obrazek 6: Akutni infarkt myokardu.
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Pievzato z: https://www.trombofilik.cz.

5.1.2. Ischemick4 choroba dolnich koncetin
Ateroskleréza se netykd pouze véncitych tepen, ale k ukladani lipidovych slozek
dochazi i v cévach prokrvujicich dolni koncetiny. Pti nedostatecném prokrveni tkani dolnich

koncetin se rozvine onemocnéni zvané ischemicka choroba dolnich konéetin. Cévy v dolnich
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koncetinach se nejcastéji na zakladé aterosklerotickych zmén z0Zi nebo posléze zcela uzaviou

a okyslicena krev nemuze zadsobovat tkan¢.

ICHDK muze zpocatku probihat asymptomaticky, v pozd¢jSich stadiich mtze vznikat
svirava a ktecovitd bolest pii chiizi, kdy se k pracujicimu svalu nedostava dostatek kysliku.
Dalsi faze se vyznacuje trvalou bolesti projevujici se nejvice v noci. A posledni faze je faze
defektt, atrofii svalové tkang, ktera mtize skoncit az nekrézou tkéni, Casto koncici az amputaci

(Karetova et al. 2018).

5.1.3. Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova piihoda mé dva zdkladni typy — hemoragickou (krvaceni do mozku)
nebo Castéjsi ischemickou (uvolnéni krevni srazeniny ze sklerotizujiciho platu cévy a zaneseni
do mozkovych tepen pomoci cévniho feciste). Je zplisobend Spatnym prokrvovanim mozkové
tkané nedostateCnym piisunem kysliku a dochazi pfi ni k neurologickym porucham, jako je

porucha feci, ochabnuti ¢asti obli¢eje, omezeni hybnosti.

Epidemiologické studie ukazaly, ze diabetes plisobi jako rizikovy faktor pro oba typy
CMP (Janghorbani et al. 2007, Khoury et al. 2013). Zejména diabetes mellitus 1. typu prokéazal
zvysené riziko pro oba subtypy CMP. V dlouhodobé prospektivni studii bylo prokdzano az 6,3x
vys$$i riziko pro vznik ischemické CMP a 4x vyssi riziko pro rozvoj hemoragické CMP u zen
s diabetem oproti nediabetickdm. Naopak T2DM zvySuje riziko pouze pro vznik ischemické
CMP, doprovazeno vétsim funkénim postiZzenim, delSim pobytem v nemocnici a zvySenou
umrtnosti (Janghorbani et al. 2007, Shou et al. 2015, Tun et al. 2017). Pacienti s diabetem, tak
maji vysSi podil ischemické mrtvice ve srovndni s hemoragickymi mrtvicemi, pfiCemz
nejbéznéj$im typem jsou arteriopatie malych cév (mikroarteriopatie — lakunarni infarkty).
Muze to byt zplisobeno vyssi prevalenci mikrovaskularniho onemocnéni a soubéZnou existenci

hypertenze pozorované u této skupiny pacienti (Vaidya et al. 2015).

6. Dysfunkce tukové tkané

Dysfunkce tukové tkané se projevuje zménou produkce adipokinti, ektopickym
ukladanim tuki a zvySenym uvolnovanim mastnych kyselin s porusenym antilipolitickym
uc¢inkem inzulinu. K ukladani lipidit mimo tukovou tkan dochazi zejména do jater, slinivky
bfisni, svalové tkané a myokardu. Zvysena lipolyza v tukové tkani vede k uvolnéni vyssiho
mnozstvi mastnych kyselin, coz zplsobuje akumulaci triacylglyceroli v jatrech. To dale
zvySuje produkci glukdzy v jatrech. Zaroveil muze dojit k destrukci f bunék v pankreatu

doprovazenou snizenou produkci inzulinu. Nakonec se triacylglyceroly ukladaji v cévach.
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VSechny tyto procesy vedou k metabolickym porucham, jako je inzulinovéd rezistence,

hyperglykémie, aterosklerdza a rozvoj T2DM (Hajer et al. 2008).

6.1. Endokrinni dysfunkce
Tukova tkan jakozto velmi aktivni organ produkuje fadu adipokint, hormont a jinych
markertt ovlivitujicich homeostazu organizmu a metabolické déje. Zmeéna produkce téchto

pusobkil vytvarenych zejména adipocyty, prispiva k rozvoji fady onemocnéni a poruch.

6.1.1. Leptin

Proteinovy hormon leptin byl objeven v roce 1994 (Zhang et al. 1994). Hladiny tohoto
hormonu jsou vyrazn€ zvySené u obéznich jedinch oproti Stihlym. Jeho hladiny pozitivné
koreluji s mnoZstvim tukové tkané€, naopak jeho uplné chybéni vede k t€Zké obezité. Leptin je
kédovany obese (ob) genem, vaze se na Ob-receptory, a tim spousti signalni kaskady podilejici
se na regulaci energetické homeostazy. Jednim z hlavnich mist pasobeni leptinu je CNS, kde
tento hormon ovliviiuje centrum sytosti a fidi tak pfijem potravy. V CNS je povazovan za hlavni
reguldtor piijmu a vydeje energie hypotalamus, ktery obsahuje i nejvice Ob receptorti. Leptin
plsobi na hypotalamus ve ventrikulomedialni oblasti, v lateralnich hypotalamickych jadrech a
v misté obloukovitého jadra (nucleus arcuatus), kde stimuluje neurony k sekreci neuropeptidu
proopiomelanokortinu (Fei et al. 1997), ktery je prekurzorem melanocyty stimulujiciho
hormonu o (a-MSH). Hormon a-MSH se zvySuje spole¢né s leptinem a ma anorexigenni
ucinky, coz znamena, Ze snizuje chut’ k jidlu a zvySuje vydej energie (Balthasar et al. 2004).
Leptin také plisobi v pankreatu na produkeci inzulinu, a to pfimo vzhledem k expresi leptinovych
receptori na B buiikdch pankreatu. Inzulinem je také zpétnovazebné zvySovana leptinova
sekrece, stejné tak jako estrogeny, mastnymi kyselinami, glukokortikoidy nebo androgeny

(Ahima et al. 1996).

Podavani leptinu u obéznich lidi s hyperleptinémii nevede ke sniZzeni t€lesné hmotnosti
(Shetty et al. 2011). U té€chto jedincli dochézi k tzv. leptinové rezistenci. Leptin je z evolu¢niho
hlediska primarné urcen k adaptaci na dlouhodobé hladovéni a ne na okamzitou regulaci pfijmu
potravy (Sainz et al. 2015). Leptinova rezistence mize mit rozdilné mechanizmy, jednim je
vznik rezistence na urovni transportu leptinu pfes hematoencefalickou membranu, druhym je
inhibice signalni kaskady leptinu v neuronech v konkrétnich oblastech mozku, dale moZnost
»defenzivni® snizeni exprese leptinovych receptort ¢i naruSena postreceptorova draha (Martin

et al. 2000, Sainz et al. 2015).

29



6.1.2. Adiponektin

Dal$im zajimavym hormonem je adiponektin, adipokin podilejici se na regulaci
metabolizmu lipidii a sacharidt. Pasobenim adiponektinu se prostfednictvim zvysené f-oxidace
MK ve svalech a utlumu glukoneogeneze v jatrech, zvySuje citlivost tkani k inzulinu a zlepSuje
se jaterni a svalova inzulinova rezistence. Zaroven adiponektin pomaha zlepsit endotelialni
dysfunkci a blokovat prozanétlivou aktivitu (Haluzik 2005, Kadowaki et al. 2008). V porovnani
s jinymi adipokiny jsou jeho sérové hladiny snizené u pacientl s obezitou a T2DM a negativné

koreluji s parametry IR.

Adiponektin se vaze na své dva zakladni transmembranové receptory AdipoR1 a
AdipoR2, které jsou pfitomny v organech prakticky v celém organizmu s pievahou AdipoR2
v jatrech a AdipoR1 v kosterni svalovin¢ (Kadowaki et al. 2006). Adiponektin ma inzulin-
senzitizujici (Cnop et al. 2003), antiaterogenni (Antoniades et al. 2009) a vaskuloprotektivni
ucinky (Ouchi et al. 2003). Zaroveil ma vysoce protektivni t¢inek na kardiovaskularni systém
(Ghantous et al. 2015). Potlacuje rozvoj aterosklerdzy, pozitivné koreluje s hladinami HDL

cholesterolu a potlacuje zanét.

Pii zvySeném mnozstvi tukové tkan€, zejména visceralni, koncentrace adiponektinu
klesaji a zvysuji se hladiny zanétlivych cytokint, jako jsou TNF-a a IL-6. Dochazi ke snizeni
lipidového metabolizmu (snizuje se oxidace mastnych kyselin a zvySuji se plazmatické hladiny
volnych mastnych kyselin a TAG) a stoupa tak riziko rozvoje obezity a jejich komplikaci
(Fruebis et al. 2001, Shimada et al. 2004). Klinické studie prokazaly souvislost mezi niz§imi
hladinami cirkulujiciho adiponektinu a KVO. Nizké hladiny adiponektinu negativng korelovaly
s intimo-medialni tloustkou karotid, jenZ je povazovadna za indikator Casné aterosklerdzy
(Nilsson et al. 2006). Nizsi hladiny adiponektinu byly prokézany u pacientli s ischemickou
chorobou srde¢ni oproti zdravym kontrolnim subjektim stejného véku a BMI (Kumada et al.
2003). Trvale nizké hladiny plazmatického adiponektinu po akutnim infarktu myokardu by
mohly byt prediktorem recidivy srde¢ni ptihody (Kojima et al. 2007, Shibata et al. 2017).

6.2. Mitochondrialni dysfunkce

Mitochondrie jsou membranové organely slouzici jako energetické centrum
eukaryotickych bun¢k. Hraji ustiedni roli pii tvorbé adenosintrifosfatu (ATP), vydeji energie a
likvidaci volnych radikala (ROS). Zisk energie ve formé¢ ATP v mitochondriich probiha formou
oxidativni fosforylace, pficemz i maly piebytek elektronti zptsobuje redukei kysliku, coz ma

za nasledek vznik potencialné toxickych volnych radikalid. Kromé& toho za urcitych podminek
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mohou byt protony znovu zavedeny do mitochondrialni matrix pomoci odpfahujicich protein.
To vede ke zméné¢ pfi regulaci produkce volnych radikali v mitochondriich (Manna and Jain
2015). Prebytek energetického substratu zplsobuje pii del§im ptisobeni mitochondrialni
dysfunkci Gzce se pojici s dysregulaci sekrece adipokinti (Koh et al. 2007), defekty oxidace
mastnych kyselin, zvySenou produkci ROS (Gao et al. 2010) a zhorSenim gluk6zové

homeostazy (Sutherland et al. 2008).

Mitochondrialni dysfunkce spole¢né s oxidacnim stresem je vyznamnou soucasti fady
metabolickych poruch, jako je obezita, T2DM, inzulinova rezistence, ale také mnoha
kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni (Kostis and Sanders 2005, Luque-
Contreras et al. 2014, Das et al. 2016). U mysi s obezitou dochézi k zvySené produkci ROS v
tukové tkani doprovazené zvysSenou expresi NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
oxidazy a snizenou expresi antioxida¢nich enzymii (Furukawa et al. 2017). Centralni obezita je
spojena s defektni mitochondrialni biogenezi projevujici se zhorSenou mitochondrialni funkei,
oxida¢nim stresem, nizkou expresi mitochondridlnich genti a snizenou tvorbou ATP u hlodavct
11idi (Nisoli et al. 2007, Bhatti et al. 2017). Dalsi studie (Morino et al. 2005) poukazuje na fakt,

ze pacienti s obezitou a T2DM maji snizeny pocet a velikost mitochondrii v kosternim svalstvu.

Mitochondrialni dysfunkce a oxidacni stres mize byt u pacientd s ICHS spojen se
zvysenym poSkozenim mitochondridlni DNA (mtDNA). Bylo prokdzano, Ze v myokardu miize
byt ROS generovan v srde¢nich myocytech, endotelidlnich buiikach a neutrofilech. Nedavna
zjisténi (Suematsu et al. 2003) prokézala roli ROS a prozanétlivych cytokind, véetné TNF-a,
pfi zméné mitochondrialni biogeneze a poSkozeni mtDNA. To se projevuje na strukturalnich a
morfologickych zménéach mitochondrii. Tyto mitochondridlni zmény se projevuji zejména pii
rozvoji a progresi srdeCnich chorob, jako je srdeni selhani a srde¢ni dysfunkce. U
kardiovaskularnich onemocnéni se fada studii zabyvéa i moznou tlohou epikardidlni tukové
tkané, pricemz lokalni mitochondrialni dysfunkce této tkan€é miize byt jednim z vyznamnych
mechanizmi vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni. Vztah mezi mitochondridlni funkci a
tukovou tkani vSak stile vyzaduje dal$i objasnéni pfesnych mechanizml a vzijemnych
souvislosti, zejména pak se zaméefenim na visceralni tukovou tkan, kterd méa metabolicky vyssi

aktivitu a jeji produkty jsou zilnim systémem dopravovany piimo do jater.

6.2.1. Mitochondrialni geny
Mitochondrie jakozto semiautonomni organely maji vlastni mitochondrialni DNA

(mtDNA). Diky své Castecné samostatnosti kdduje mtDNA této bunécné organely syntézu
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nékterych svych klicovych proteinli. Geneticky kdd mtDNA neni vSak totoZzny s jadernou
DNA, ktera je ale pro spravnou funkci a kddovani syntézy vétSiny mitochondridlnich proteint
zasadni. Existuje vSak vzajemnd interakce mezi mt a jadernym genomem. Mitochondrialni
proteiny kodované jadernymi geny jsou transportovany do mitochondrii z cytoplazmy a tim si
jaderny genom udrZuje ¢aste¢nou kontrolu urcitych vlastnosti mitochondrii (Anderson et al.
1981).

Pro na$8i studii jsme vybrali jiZ popsané geny mitochondrialniho dychaciho fetézce
(Tabulka 2) a citratsyntazu (CS), kterd je povazovana za marker celkového mnozstvi
mitochondrii (Hood et al. 1989). Je to enzym Krebsova cyklu trikarboxylové kyseliny, ktery
katalyzuje syntézu citratu z oxaloacetatu a acetylkoenzymu A a nachazi se v mitochondrialni
matrix (Cheng et al. 2009, Christe et al. 2013). Dalsi studované geny se nachéazeji ve vnitini
membrané mitochondrii. Konkrétné podjednotka NADH dehydrogenazy (NDUFA12) a
mitochondridlné koédovana NADH dehydrogenazy 5 (MT-NDS), které jsou soucasti
enzymatického komplexu NADH-koenzym Q10 reduktazy (komplex I). Dale flavoproteinova
podjednotka A sukcinatdehydrogendzového komplexu (SDHA) — tento gen koéduje hlavni
podjednotku sukcinat-ubichinon oxidoreduktazy (komplex II). Dalsi gen je soucasti cytochrom
c oxidazy (komplex IV) a jedna se o podjednotku cytochrom c oxidazy 4/1 (COX4/1)
(Kadenbach and Hiittemann 2015) a poslednim genem je cytochrom ¢ 1 (CYCI), ktery
v mitochondriich ptisobi jako respira¢ni podjednotka Ubiquinol Cytochrom c¢ reduktazy

(komplex IIT) (Gaignard et al. 2013, Urbanova et al. 2017).
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Tabulka 2. Zakladni mitochondrialni geny zahrnuté vtéto praci a jejich lokace

(Kratochvilova et al. 2021).

Geny mitochondrii DNA lokace Mt komplex lokace Mt lokace
Citratsyntaza (CS) Jaderna DNA Krebstv cyklus matrix
podjednotka NADH Mt DNA NADH-coenzymeQo vnitini mt
dehydrogenazy (NDUFA12) reduktaza (komplex I) | membrana
mitochondrialné koédovana Mt DNA NADH-coenzymeQio vnitini mt
NADH dehydrogenaza 5 reduktaza (komplex I) | membrana
(MT-ND5)
flavoproteinova podjednotka | Mt DNA sukcinat-ubichinon vnitini mt
A oxidoreduktazy membrana
sukcinatdehydrogenazového (komplex II)
komplexu (SDHA)
podjednotka 4/1 cytochrom ¢ | Mt DNA cytochrome c oxiddza | vnitini mt
oxidazy (COX4/1) (komplex 1V) membrana
cytochrom ¢ 1 (CYC1) Mt DNA Ubiquinol Cytochrom ¢ | vnitfni mt
reduktaza (komplex III) | membrana

6.3. Stres endoplazmatického retikula

Stres endoplazmatického retikula (ER) je povazovan za jeden z faktorti souvisejicich
s poruchou mitochondridlni funkce. ER je buné¢na organela, ve které dochézi k posttranslacnim
modifikacim proteind, jejich transportu dale do buiiky nebo jejich sekreci. ER pfispiva i k
syntéze triacylglycerold, maturaci proteinti, detoxikaci 1€k, pufrovani vapenatych ionti, ¢imz
zajistuje Ca’" homeostizu a signalizaci, a vzdjemné se funkéné ovliviiuje s jinymi organelami,
jako jsou mitochondrie, peroxisomy, lysozomy a dal$i (Bogdanovic et al. 2015). Porucha
metabolické rovnovahy vede k nedostatecné nebo nespravné konformaci proteint a dochazi ke
stavu zvanému stres ER projevujici se aktivaci signdlni kaskady (UPR — unfolded protein
response). Ta prostfednictvim aktivace tfi transmembranovych receptorii v membran¢ ER:
transkripcniho faktoru 6 (ATF6), inositolu vyzadujiciho enzym la (IREla) a proteinové kinazy
RNA podobné endoplazmatické kinaze retikula (PERK) by méla potlacit stres ER,
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znovuobnovit homeostadzu buiiky a zabranit jeji apoptoze (Bogdanovic et al. 2015, Oakes and
Papa 2015). NaruSena funkce ER vede k spusténi dalSich kompenza¢nich mechanizmi, jako
jsou stresové kinazy, inhibice translace proteind, zvySeni degradac¢nich procest s bunéénym
poskozenim a zvySenim produkce ROS. Na zdkladé klicové role ER v organismu, pii bunééném
chovani a interakci s ostatnimi bunéénymi kompartmenty, je dysfunkce ¢i stres ER povaZzovan
za ustiedni proces v rozvoji patologickych zmén. Pii vaznych popaleninovych traumatech bylo
prokdzano, ze vyvolany stres ER v jatrech je doprovazen dal§imi metabolickymi zménami, jako
hyperglykémie, zvySena lipolyza ¢i hepatomegalie (Jeschke et al. 2012). Stres ER se projevuje
1 v tukové tkéni, kde se stale vice projevuje jako diilezity stimulacni mechanizmus vedouci ke
zvyseni lipolyzy. Pti dlouhodobém stresu ER v tukové tkani dochdzi k chronickému zvyseni

rrrrrr

ledviny ¢i kosterni sval (Gregor and Hotamisligil 2007, Deng et al. 2012).

6.3.1. Geny stresu endoplazmatického retikula

Mezi geny stresu endoplazmatického retikula, které byly zahrnuty v nasi studii, patii
HSPAS, DDIT3, ATF4 a ATF6 (Tabulka 3). ATF4 je stresem indukovany transkripéni faktor
a je jednim z hlavnich regulatorii bunééné stresové reakce, kterd podporuje adaptaci bunék na
omezenou dostupnost zivin. V rakovinnych buiikach a jinak narusenych buiikach dochazi ¢asto
k jeho nartistu (Wortel et al. 2017). ATF6 je transkripcni faktor umistény v membrané ER, ktery
snima stres ER. Bez stresovych podminek se ATF6 vyskytuje jako 90 kDA transmembranovy
glykoprotein (p90ATF6). Za stresovych podminek je protein S§t€pen za vzniku 50 kDA proteinu
(pSOATF6), ktery se dostane do bunécného jadra, kde ptimo ovlivituje expresi cilovych genti
odezvy na protein (Chen et al. 2002). Protein kodovany genem HSPAS5 je Clenem rodiny
proteinu tepelného Soku 70 (HSP70). Je lokalizovan v lumen ER a podili se na skladani a
sestavovani proteini v ER. Tento protein interaguje s mnoha proteiny ER a ovliviiuje jejich
prichod v ER (Wang et al. 2017). Posledni gen DDIT3 a jeho protein se G€astni adipogeneze a
erytropoézy, je aktivovan stresem ER a podporuje apoptézu (Ramji and Foka 2002).
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Tabulka 3. Zikladni geny endoplazmatického retikula zahrnuté v nasi praci a jejich
lokace (Kratochvilova et al. 2021).

Geny ER

Lokace

Funkce proteinu

ATF4 (aktivacni
transkrip¢ni faktor 4)

Sav¢i protein vazajici

DNA

Stresem indukovany transkripéni faktor, hlavni
regulator bunécné stresové reakce, ktery
podporuje adaptaci bun¢k na omezenou

dostupnost zivin.

ATF6 (aktivacni Membrana ER Za stresovych podminek se dostane do bun¢éného

transkripéni faktor 6) jadra, kde ptisobi jako transkripcni faktor
umoziujici transkripci chaperont ER.

HSPAS (¢len 5 rodiny | Lumen ER Baleni a sestavovani proteinti v ER.

A proteini teplotniho

Soku (Hsp70))

DDIT3 (Transkript 3 | Clen rodiny CCAAT: | Podili se na adipogenezi a erytropoéze, je

indukovatelny DNA-vazebnych aktivovan stresem endoplazmatického retikula a

poskozenim DNA) transkrip€nich faktori | podporuje apoptozu.

7. DalSi nové markery vztahujici se k subklinickému zanétu, epikardialnimu tuku,

diabetes mellitus 2. typu a obezité

Na endokrinni funkci tukové tkané se vedle adipocytl podili i ostatni buniky zastoupené
v tukové tkani. Kostra tukové tkané se sklada ze sité kolagennich vlaken, kterou obklopuji
primarn¢é adipocyty a dale pak preadipocyty, fibroblasty, bunky, tzv. stromavaskularni frakce
(SVF —bunky v okoli krevnich cév) ¢i imunokompetentni buiiky — leukocyty, makrofagy a jiné.
Z hlediska zéanétlivé reakce v tukové tkani ma nezastupitelny vyznam interakce mezi
imunokompetentnimi bunkami a adipocyty, pfi niz se parakrinnim plisobenim tyto bunky
vzajemné ovliviiuji. Tyto aspekty jsou zavislé na sloZeni tukové tkan€. Pomérné zastoupeni
jednotlivych slozek se zasadné méni, jak s obezitou, tak s diabetes mellitus 2. typu ¢i s dal§Simi
metabolickymi i1 kardiovaskularnimi onemocnénimi. Endokrinni funkce tukové tkané a jeji
zmeény interaguji bud’ ptimo s CNS, ¢i s perifernimi organy a zaroven jsou zpétné regulovany
z CNS 1 perifernich organti. Z tohoto divodu je stale snaha identifikovat nové faktory at’ jiz
produkované tukovou tkani, ¢1 jinymi tkdnémi majici potencialni vliv na metabolické zmény.
Mezi takovéto nové pusobky je mozné zafadit sekre¢ni protein neudesin, ¢i nedavno

identifikovany novy adipokin omentin-1.
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7.1. Neudesin

Neudesin je nedavno objeveny negativni regulator energetického vydeje u zvifecich
experimentalnich modelt; jeho role u lidi vSak zlstdva neobjasnéna. Pivodné byl neudesin
identifikovan u myS$ich embryi jako sekretovany protein s neurotropni aktivitou (Kimura et al.
2005). Neudesin je clenem rodiny receptoril progesteronu asociovanych s membranou, ktera se
sklada ze cCtyt proteinti charakterizovanych spole¢nou cytochromu 5 podobnou hem/steroid
vazajici doménou. Z této proteinové rodiny jsou neudesin a neuferricin sekretované proteiny,
dalsi dva proteiny (komponenty progesteronovych membranovych receptori 1 a 2) jsou
umistény na bunécnych membranach (Kimura et al. 2012). Lidsky neudesin méa 172 dlouhou
aminokyselinovou sekvenci vysoce podobnou s ostatnimi obratlovci (Kimura et al. 2005).
Neudesin aktivuje signalni drahy MAPK a PI3K a hraje roli v diferenciaci nervovych bunék,

bunécné proliferaci a tumorigenezi (Han et al. 2012, Ohta et al. 2015).

Neudesin je primarné exprimovan v CNS, kde podporuje diferenciaci nervovych bunck
(Kimura et al. 2013). Kromé neurotropnich uc¢inki mize také snizit chut’ k jidlu v hypotalamu
(Byerly et al. 2013) nebo ovliviiovat uizkostné chovani fizené hipokampem (Novais et al. 2013).
Neudesin byl také detekovan v jinych tkanich véetné tukové tkan¢, srdce, plic a ledvin (Ohta et

al. 2015).

Experimentalni studie naznacuji, Ze neudesin hraje mnohostrannou roli zejména v
regulaci nervovych funkci a energetického metabolizmu (Kimura et al. 2013, Kratochvilova et
al. 2019). Mysi s knockoutem (KO) pro neudesin byly rezistentni vii¢i obezité a metabolickym
dysfunkcim spojenym s dietou s vysokym obsahem tuku (HFD — high fat diet) (Ohta et al.
2015). Avsak piijem potravy neni u neudesin KO mys$i krmenych HFD zéasadné ovlivnén.
Z tohoto vysledku vyplyva, Ze rezistence na metabolické dysfunkce spojované s obezitou neni
zavisla na pfijmu potravy, ale ziejm¢ se zde podileji jiné mechanizmy. Naopak akutni
intracerebroventrikularni podavani neudesinu sniZilo pfijem potravy a télesnou hmotnost a tyto
ucinky byly oslabeny u mysi s obezitou vyvolanou HFD (Byerly et al. 2013). Tyto nesoulady
v experimentalnich vysledcich mezi fyziologicky vySetfovanymi neudesin KO mySmi a
farmakoterapeutickymi analyzami pomoci podavaného rekombinantniho neudesinu, jsou
otazkou detailngjsiho vyzkumu (Ohta et al. 2015). Nedavné experimentdlni studie naznacuji
komplexni propojeni mezi zménami energetické homeostazy a cirkulujicimi koncentracemi
neudesinu se zfetelnymi u¢inky akutniho vs. chronického omezeni pfijmu energie a rozdilnym
vlivem postupli ovlivilyjicich rizné ¢asti zazivaciho traktu (Kratochvilova et al. 2019). Na

zéklad¢é téchto studii lze uvazovat o neudesinu, jakozto o potencidlnim novém regulatoru
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energetické homeostazy a piijmu potravy s moznou ulohou pfi rozvoji obezity a jejich

komplikaci (Kratochvilova et al. 2019).

7.2. Omentin

Omentin je hydrofilni protein s molekulovou hmotnosti 35 kDA ptivodné identifikovany
ve visceralni tukové tkani a popsany rovnéz ve stievnich Pannethovych buitkach (Komiya et
al. 1998). Jeho produkce pievazuje ve viscerdlni tukové tkdni. V malé mite je produkovan i
subkutanni a epikardiadlni tukovou tkéani. Jeho exprese byla déle popséna v endotelidlnich
bunkach, v bunkach tenkého stieva, brzliku, plicich nebo placenté (Tan et al. 2015). Omentin
je kodovan dvéma geny: omentin 1 a omentin 2, pficemz omentin 1 je hlavni cirkulujici forma
(Moreno-Navarrete et al. 2010). Omentin se uvoliiuje do ob¢hu a jeho hladiny jsou snizeny u
pacientil trpicich obezitou a dal$imi metabolickymi komplikacemi (Matloch et al. 2018).
Inverzni vztah maji hladiny volného omentinu s glukézovou intoleranci, zvySenym krevnim
tlakem, dyslipidémii, hladinami leptinu, BMI, HOMA indexem ¢i obvodem pasu (de Souza
Batista et al. 2007). Svou roli ve sniZeni omentinu u pacientil s obezitou hraje i subklinicky
zanét, resp. zvyseni hladin prozanétlivych cytokinli. RovnéZ pacienti s T2DM maji hladiny
omentinu snizené¢ (Bergmann and Sypniewska 2013). Omentin ma protizanétlivé,
antiaterogenni a antidiabetické vlastnosti, zplisobuje vazodilataci krevnich cév a zeslabuje

angiogenezi indukovanou CRP (Tan et al. 2015).

Omentin se jevi jako jeden z metabolicky pozitivné pilisobicich adipokinli a muze
potencidlné ptedstavovat vhodny biomarker rozvoje i terapeuticky cil pro 1é¢bu ICHS.
V nedavnych studiich cirkulujici hladiny omentinu predikovaly kardiovaskuldrni ptihody
nezavisle na pfitomnosti a rozsahu angiograficky charakterizované ICHS a byly uzity jako
prediktor kardiovaskularnich ptihod u pacientti s ICHS (Saely et al. 2016). Epikardialni tukova
tkan sdili spolecny embryologicky ptivod s mezenterickou a omentélni tukovou tkdni. Omentin
muze hréat dilezitou roli v patogenezi ICHS, vzhledem k tomu, Ze neexistuje zddna vlaknita
fascialni vrstva branici $ifeni volnych mastnych kyselin a adipokinii mezi epikardialni tukovou

tkani a cévni sténou ¢i myokardem (Fain et al. 2008).

Je zajimavé, ze systémové podavani lidského omentinu u mysi snizilo rozsah infarktu
po I/R (ischémie/reperfuze) posSkozeni ovlivnénim fosforylace AMP-aktivované protein kinazy
a Akt (protein kindza B)-dependentnich mechanismt (Kataoka et al. 2014), coz naznacuje
moznou piimou roli omentinu v regulaci metabolizmu myokardu. Je vSak tkolem dalSich studii
prokdzat ptesné mechanizmy a signalni drahy propojujici metabolické zmény u pacientl

s vy$§imi a niz8imi hladinami omentinu. Metabolizmus je zaloZen na rozsahlych komplexnich
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drahach a kazdy z dalSich potencialnich novych biomarkerti by mohl znamenat krok bliZe

k jeho pochopeni jako celku (Matloch et al. 2018).
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8. HYPOTEZA A CILE PRACE

8.1. Hypotéza

Predpokladame, ze dysfunkce tukové tkané prispiva k makrovaskularnim komplikacim
spojenym s obezitou a diabetem. Pacienti bez uvedenych komplikaci budou mit odlisSny
zanétlivy profil tukové tkané oproti pacientim s pfitomnosti obezity a diabetu. Endokrinni
dysfunkce tukové tkané€ se bude odrazet ve zvySenych hladinach cirkulujicich prozanétlivych a
protizanétlivych cytokinti, hormond, adipokinl 1 dalSich faktort ovliviiyjicich energetickou
homeostazu a metabolizmus. Soucasné se jednotlivd depa tukové tkan¢ 1iSi mezi sebou
v metabolické aktivité. Visceralni tukova tkan, kam fadime i epikardialni tukovou tkan, bude
vice metabolicky aktivni a bude mit vice prozanétlivy profil oproti tukové tkani subkutanni

zaroven se zménami gend endoplazmatického retikula.

Epikardialni tukova tkan se podili na kardiovaskularnich onemocnénich u diabetiki a
obéznich pacientl s ischemickou chorobou srdec¢ni. U téchto pacientti dochazi ke zvysSeni
zanétlivého profilu epikardidlni tukové tkdn€ a zaroven k rozvoji mitochondrialni dysfunkce
v této tkani. Lze proto ocekavat, ze pacienti bez ischemické choroby srde¢ni maji lepsi celkovy
metabolicky profil a zaroven u nich nedochazi k vyznamné mitochondrialni dysfunkci a rozvoji
subklinického zadnétu oproti pacientiim s ischemickou chorobou srde¢ni. Tyto parametry tizce

souvisi s progresi diabetes mellitus 2. typu a dalSich metabolickych poruch.

8.2. Cile prace

1. Posoudit zmény miry relativni mRNA exprese vybranych mitochondridlnich genti a
gentl endoplazmatického retikula v subkutanni a epikardialni tukové tkéni, kosterni a srdecni
svaloving u pacientl s 1 bez ischemické choroby srdecni a s 1 bez pfitomnosti diabetes mellitus

2. typu.

2. Zhodnotit zmény vybranych cirkulujicich adipokinti a cytokind i jejich mRNA
expresi v tukové a svalové tkani v souvislosti s pfitomnosti diabetes mellitus 2. typu a

ischemické choroby srdec¢ni.

3. Posoudit mozny vliv a korelaci novych biomarkerti a adipokint s pfitomnosti diabetes

mellitus ev. dalSich metabolickych komplikaci obezity se specifickym zaméfenim na neudesin.
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9. METODIKA

VSsichni pacienti podepsali pfed vstupem do studie informovany souhlas. Studie byly
schvaleny etickou komisi 1. lékatské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze a Institutem klinické a experimentalni mediciny a Thomayerovy nemocnice
v Praze. Byly provadény v souladu s doporuc¢enimi Helsinské deklarace Svétové 1€karskeé

asocilace.

Dizertacni prace je tématicky ¢lenéna na dvé €asti — prvni zabyvajici se stanovenim
mRNA exprese vybranych genli mitochondrii a endoplasmatického retikula v epikardialni
tukové tkani a druhou zabyvajici se stanovenim nového markeru neudesinu potencidlné

regulujiciho energetickou homeostazu.

9.1. Soubory vySetfovanych osob, protokoly studii a odbér vzorki

9.1.1. Zmény exprese gent mitochondrii a stresu ER v tkanich

Studie tykajici se exprese mitochondridlnich genti a gent stresu ER se zucastnilo
38 pacientli podstupujicich pldnovanou kardiochirurgickou operaci. Vstupni kritéria pro
pacienty zahrnovaly vék mezi 40 a 80 lety a ochota a schopnost podpisu informovaného
souhlasu. U 13 pacientl byl proveden aortokoronarni bypass (CABG), 17 pacientim byla
provedena chlopenni ndhrada a 8 pacientli podstoupilo kombinaci obou téchto zakrokt. Pacienti
byli rozdeleni do dvou skupin podle pfitomnosti ischemické choroby srdecni, hodnocené
predchozi koronarografii — 11 subjekt bez ICHS (tfi Zeny a osm muzi) a 27 subjektii s ICHS
(pét Zen a 22 muzl). Deset ze zG€astnénych pacienti mélo T2DM, 33 mélo arteridlni hypertenzi
1é¢enou antihypertenzivy a 32 mélo dyslipidémii 1é¢enou statiny. Zadny z pacientl netrpél
akutnim nebo chronickym onemocnénim ledvin, malignim onemocnénim, onemocnénim §titné
zlazy nebo akutni infekci. Planovany kardiochirurgicky vykon byl proveden po no¢nim
hladovéni a byl zahajen mezi 7-8 hodinou rdano u vSech subjektii. Deset pacientli dostalo
peroperacné infuzi dobutaminu a norepinefrinu v maximalni davce 7 pg/kg/min, respektive 0,2

pg/kg/min, s délkou 1é€by od 8 do 33 hodin.

VSichni pacienti zahrnuti do studie byli zméfeni a zvazeni a jejich index télesné
hmotnosti byl vypocten jeden den pied operaci. Byly zméfeny obvody pasu a bokti a vypocten
jejich pomér. Vzorky krve pro biochemické a hormonalni méfeni byly odebrany po celono¢nim
hladovéni pred zahajenim anestezie (zacCatek operace) a na konci operace. Tloustka EAT byla
meéfena transtorakdlni echokardiografii pied sténou pravé komory z pohledu parasternalni

dlouhé osy (PLAX). Vzorky subkutanni (hrudni oblast, misto sternotomie) (SAT) a epikardialni
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(pfedni interventrikularni sulcus nebo pravy okraj srdce) tukové tkdné€, mezizeberniho svalu
(ICM) a pravé siné myokardu (RA) pro analyzy exprese mRNA byly odebrany na zacatku a na

konci operace pfiblizné ze stejného mista u vSech pacientt.

9.1.2. Stanoveni sérovych hladin neudesinu

Vstupni kritéria pro pacienty vstupujici do studie méteni sérovych hladin neudesinu
byly vék mezi 18 a 65 lety. Bylo zde zatazeno 15 obéznich pacientli s T2DM (n=5/10; Zena/muz
[f/m]) podstupujicich endoskopickou implantaci duodeno-jejunilniho rukédvu (DJBL), 17
obéznich pacienti (11 s T2DM [8/3; f/m], 6 bez T2DM [4/2; f/m]) s planovanym bariatrickym
zékrokem — Zalude¢ni plikace (GP), a dale 15 jedincti s funkéni hypoglykémii (n=7/8; f/m) po
72hodinové hladovéni a 12 zdravych kontrol (8/4; f/m).

Pacienti podstupujici DJBL méli diagnostikovany T2DM nejméné rok pted implantaci,
stabilni 1é¢bu vice jak 3 mésice a zarovenn HbAlc> 5,3 % pfi stavajici 1é€bé. Antropometrické
méteni a stanoveni sérovych biochemickych parametrti byly provedeny pted zavedenim DJIBL,
1, 6 a 10 mésict po implantaci a odbér podkozni tukové tkané byl proveden pied a 6 a 10 mésict
po zavedeni DJBL. Pacienti indikovani ke gastrické plikaci se navic d¢lili dle pfitomnosti
T2DM. Antropometrickd stanoveni, krevni vzorky a odbér tukové tkan¢ byl proveden pred
operaci, 6 a 12 mésicli po operaci. Pacienti s podezfenim na hypoglykémické epizody
podstoupili 72hodinovy hladovkovy test k vyloucCeni organické hyperinzulinémie. VSichni
s negativnim vysledkem. Bylo provedeno antropometrické méteni pred lacnénim a zaroven
krevni odbéry pted zacatkem la¢néni, 24, 48 a 72 hodin probihajici lacnéni a nasledné 2 hodiny
po realimentaci. Kontrolni jedinci byli zdravé, $tihlé osoby bez T2DM neuzivajici Zadnou

medikaci.

Vzorky SAT byly ziskany jehlovou aspiracni biopsii z bfisni oblasti nebo z oblasti
laparoskopického kanalu nebo laparotomii v ptipadé operace po celono¢nim hladovéni. U osob
podstupujicich bariatrickou operaci byly na zac¢atku vykonu odebrany vzorky visceralni tkané
(VAT) z dutiny bfisni. Vzorky tkani byly odebrany pro nasledné stanoveni miry exprese
mRNA.

9.2. Antropometrické méreni a zpracovani odebranych vzorku

U vSech sledovanych osob bylo provedeno antropometrické méfeni a byl vypocitan
BMI. Vzorky krve byly odebrany po celono¢nim la¢néni a nésledné do 30 minut po odebrani
centrifugovany po dobu 10 minut pii 3000 x g. Vzorky séra a plazmy byly nasledn¢ skladovany
v alikvotech pii -80 °C az do dalsi analyzy.
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Vzorky tkani (50-100 mg) byly vloZeny do 1 ml cinidla RNAlater® (Ambion®
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a skladovany pfi teploté -80 °C az do dalsi analyzy.

9.3. Hormonalni, cytokinova a biochemicka stanoveni

Hladiny neudesinu v séru byly méfeny sendvi¢ovou enzymovou imunoanalyzou za
pouziti komeréni soupravy ELISA (Neudesin Human ELISA, BioVendor, Bmo, Ceska
republika). Testy vcetné fedéni séra byly provedeny podle protokolu vyrobce. Citlivost byla
0,01 ng/ml. Koncentrace leptinu v séru byla métena pomoci komercni sady ELISA (BioVendor,
Brno, Ceska republika). Citlivost byla 0,2 ng/ml. Koncentrace inzulinu byla méfena soupravou
RIA (Cis Bio International, Codolet, Francie). Citlivost byla 2,0 u[U/ml. Variabilita v ramci

méfeni byla <5,0 % a mezi méfenimi <10,0 %.

Hladiny cytokinil v séru byly méteny multiplexnim testem MILLIPLEX MAP Human
High Sensitivity T Cell Panel a Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (HSTCMAG-
28SK-05, HCYTOMAG-60K-06, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). Senzitivita pro IFN-y
byla 0,8 pg/ml, pro IL-10 0,56 pg/ml, pro IL-23 3,25 pg/ml, pro MIP-1a 0,94 pg/ml, pro
MIP-1p 0,67 pg/ml, pro IL-6 0,9 pg/ml, pro IL-8 0,4 pg/ml, pro MCP1 1,9 pg/ml a pro
TNF-a 0,7 pg/ml. Intra- a inter-testové variability pro vSechny testy byly mezi 5,0 a 15,0 %.

Rutinni biochemické parametry (glykémie, HbAlc, celkovy a HDL cholesterol a
triglyceridy) byly méfeny a LDL cholesterol byl vypocitan standardnimi laboratornimi
metodami na Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky Vieobecné fakultni
nemocnice a 1. lékafské fakulty Univerzity Karlovy a na Oddéleni klinické biochemie v

Institutu klinické a experimentalni mediciny, Praha, Ceska republika.

9.4. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case (QRT-PCR)

Vzorky SAT, EAT, ICM a RA byly homogenizovany na pfiistroji MagNA Lyser s
kulickami MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).
Celkova RNA z homogenizované tkané¢ byla extrahovana na pfistroji MagNA Pure za pouZiti
Magna Pure Compact RNA Isolation kit (tissue) (oboji Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Némecko). Koncentrace RNA byla stanovena z absorbance pii 260 nm na NanoPhotometer
(Implen, Munchen, Némecko). Reverzni transkripce byla provedena s pouzitim 0,25 ug celkové
RNA k syntéze prvniho vldkna cDNA s pouzitim ndhodnych primerd podle instrukei
vysokokapacitniho cDNA Reverse Transscription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Genova exprese gent zanétlivych, mitochondrialnich a endoplazmatického retikula byla

provedena na piistroji ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s pouzitim

42



specifickych komeréné dostupnych sond TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) — tabulka 4. cDNA byla fedéna vodou bez obsahu nukledz
(Fermentas Life Science, Litva). Pro reakci byla pouzita smés TagqMan® Universal PCR Master
Mix II, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), vody bez obsahu
nukledz (Fermentas Life Science, Litva) a specifické expresni sondy TagMan® Gene
Expression Assays. Nartist fluorescence byl méfen v redlném cCase a byly stanoveny hodnoty
CT (treshold cycle). Beta-2 mikroglobulin (B2M) byl pouzit jako endogenni reference pro
kompenzaci nepiesnosti pipetovani a rizné ucinnosti reverzni transkripce. Pro vypocet relativni

genové exprese byl pouzit vzorec 294,

Tabulka 4. Seznam sond pouzitych pro qRT-PCR.

Gen Pouzivana Oznaceni sondy
zkratka

Aktivacni transkrip¢ni faktor 4 ATF4 Hs00909569 g1

Aktivacni transkripéni faktor 6 ATF6 Hs00232586_m1
Beta-2-mikroglobulin B2M Hs99999907 m1
Cytochrom c oxidaza podjednotka 4/1 COX41 Hs00971639 m1
Citrat syntdza CS Hs02574374 s1

Cytochrom cl CYC1 Hs00357717_ml
Transkript 3 indukovatelny poskozenim DNA DDIT3 Hs01090850 m1
Clen 5 proteinti tepelného $oku rodiny A HSPAS Hs99999174 ml1
Mitochondrialn¢€ kédovana NADH dehydrogenaza 5 MT-NDS5 Hs02596878 ¢l

Podjednotka NADH dehydrogenazy NDUFA12 Hs00276572 ml
Neudesin - Hs00203435 ml
sukcinatdehydrogenazovy komplex flavoproteinova SDHA Hs00188166_m1
podjednotka A

9.5. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v programu SigmaPlot 13.0 (Systat Software Inc.,
San Jose, CA, USA) a grafy byly nakresleny pomoci GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Vysledky jsou vyjadieny jako primér + standardni chyba priméru
(SEM) nebo median (interkvartilové rozpéti) podle normality rozptylu dat. Normalita vSech dat
byla hodnocena Shapiro—Wilkovym testem. K posouzeni rozdilli mezi dvéma skupinami byl

dle potieby pouzit neparovy t-test nebo Mann—Whitneyho test u nenormalové rozdélenych dat,
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rozdily v rdmci skupin byly testovany parovym t-testem nebo Wilcoxontv test (nenormalova
data). Pro porovnani vice skupin byla vyuzita jednosmérna analyza rozptylu (ANOVA) pro
zavislé 1 nezavislé vybéry nebo pro neparametrickd data Kruskal-Wallisova jednosmérna
analyza rozptylu ¢i Friedmanova analyza rozptylu pro opakované vybéry, vzdy s ndvaznosti na

post-hoc testy (Holm-Sidak test ¢i Dunn test).

Pro korela¢ni analyzu byly pouzity kombinované skupiny vSech studovanych subjektti
s kontrolnimi subjekty stejného veku. Korelace byly analyzovany pomoci Spearmanova nebo
Pearsonova korelacniho testu podle normality dat. Vicenasobna linearni regresni analyza s
pouzitim metody zpétného postupného vybéru proménnych byla provedena v kombinované
skupiné vSech subjektl studie s pouZzitim parametrll se statisticky vyznamnymi vysledky ze
Spearmanovych nebo Pearsonovych korelacnich testi. Hodnoty byly adjustovany na

pritomnost T2DM.

Ve vsech statistickych testech byly p-hodnoty <0,05 povazovany za vyznamné.
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10. VYSLEDKY

10.1. Rozdilné miry exprese mitochondridlnich genii a genii stresu endoplazmatického
retikula v epikardialni tukové tkani zavisi na koronarni ateroskleréze

Vysledky studie byly publikovany v roce 2021 v Casopise International Journal of
Molecular Sciences. Origindlni text clanku je pfilozen v piiloze této dizertaéni prace

(Kratochvilova et al. 2021).

10.1.1. Bazalni charakteristika pacienti zarazenych do studie

Pred planovanou kardiochirurgickou intervenci nebyly mezi skupinami (ICHS a bez
ICHS) ptitomny rozdily v zakladnich antropometrickych parametrech zahrnujicich vék, vahu,
vysku, BMI, a obvod pasu a bokii. Pouze u skupiny s pfitomnosti ischemické choroby srdecni
byla zaznamenana vétsi tloustka epikardidlni tukové tkan€. Dale méla tato skupina vétsi
prevalenci T2DM, arteridlni hypertenze a dyslipidémie oproti skupiné¢ bez ICHS.
V biochemickych parametrech se skupina s ICHS odliSovala zvySenou glykémii na la¢no a
HbA . Skupiny se vSak nelisily v dalSich biochemickych parametrech jako jsou koncentrace

inzulinu a C-peptidu a lipidovy profil (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Charakteristika vySetfovaného souboru pacientii ped kardiochirurgickym

vykonem.

Skupina bez ICHS ICHS P

Pocet vySetiovanych (f/m) 11(3/8) 27 (5/22) X

Vék (roky) 59,8+4,8 67,6+1,65 0,421
Viha (kg) 80,5+3,98 87,7£3,07 0,193
Vy3ka (cm) 17243,09 175+1,55 0,348
Body mass index (kg/m?) 27,1+0,96 28,6+0,91 0,339
Obvod pasu (cm) 99,2+3,53 104+2,42 0,332
Obvod bokii (cm) 102:+3,08 107£1,51 0,149
Pomér pas/boky 0,96+0,01 0,96+0,02 0,872
Tloust’ka EAT (mm) 3,00 (2,00-3,00) | 4,00 (3,00-4,00)° 0,014
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,12+0,29 3,76+0,18 0,237
Triglyceridy (mmol/l) 1,33+0,16 1,45+0,18 1

LDL cholesterol (mmol/l) 2,36+0,24 1,99+0,14 0,163
HDL cholesterol (mmol/l) 1,2520,12 1,15+0,09 0,126
Glykémie na laéno (mmol/l) 5,4+0,17 6,76+0,33° 0,011
HbA 1. (mmol/mol) 35,4+1,18 43,6+1,98° 0,012
Inzulin (uIU/ml) 18,4 (14,4-20,2) 242 (16,7-37,5) 0,095
C peptid (ng/ml) 2,76+0,32 3,05+0,22 0,497
Diabetes mellitus (n, %) 0(0%) 10 (37,0%) 0,021
Arterialni hypertenze (n, %) 7(63,6%) 26 (96,3%) 0,008
Dyslipidémie (n, %) 6 (54,5%) 26 (96,3%) 0,002

Data jsou uvadéna jako primér + SEM nebo jako medidn (interkvartilové rozpéti). Statisticka
vyznamnost je stanovena neparovym t-testem: °p <0,05 vs. bez ICHS; ICHS — jedinci s ischemickou
chorobou srdecni; bez ICHS — bez ischemické choroby srdecni, f~zena; m-muz; EAT — epikardialni
tukova tkan

10.1.2. mRNA exprese v SAT a EAT u pacientii s ICHS i bez ICHS podstupujicich
planovanou kardiochirurgickou operaci

Porovnani mitochondrialni exprese v epikardidlni (A) a subkutdnni tukové tkéani (B)
mezi skupinami ICHS a bez ICHS vcetné jejich porovnani na zacatku a konci operace jsou

shrnuta v obrazku 7. Bazalni mRNA exprese témét vSech vySetfovanych mitochondridlnich
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gent (NDUFA12, CS, SDHA, CYC1, COX4/1) byly vyznamné niz8§i v EAT ve skupiné¢ ICHS
oproti skupin¢ bez ICHS. Jen u genu MT-NDS5 byla pouze tendence nizsi exprese u ICHS
skupiny bez prokazané statistické vyznamnosti. V SAT byla v pfedoperacnim méfeni
prokéazana signifikantn€ niz§i mRNA exprese genu SDHA v ICHS skupiné oproti skupiné bez
ICHS. Pfi porovnani obou tukovych tkani EAT a SAT byla pozorovana vy$$i mRNA exprese
genu NDUFA12 v EAT u skupiny bez ICHS. Operace méla vyznamny vliv na snizeni mRNA
exprese geni CS, NDUFA12 a MT-ND5 v EAT bez ohledu na skupinu. V SAT se snizila
exprese MT-NDS5 postoperacné u skupiny s ICHS.
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Obrazek 7. mRNA exprese mitochondrialnich genii v EAT (A) a SAT (B).
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Data jsou uvadéna jako priimér = SEM. Statistickd vyznamnost je stanovena neparovym t-testem a
parovym t-testem (T1 vs. T2): *p <0,05 vs. T1;°p <0,05 vs. bez ICHS T1. Data byla adjustovana na
ptitomnost T2DM. Relativni mRNA exprese byla stanovena jako zména exprese v daném vzorku
normalizovana k endogenni kontrole beta-2-mikroglobulin. ICHS — s ischemickou chorobou srde¢ni;
bez ICHS — bez ischemické choroby srdecni; T1-pfed operaci; T2-po operaci.
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10.1.3. mRNA exprese mitochondrialnich gent v srdecni a meziZeberni svaloviné

V pravé sini myokardu se u skupiny ICHS prokéazala vyznamné niz$i exprese genu CS
oproti skuping bez ICHS. Zadné dalsi signifikantni rozdily ve vysetfovanych mitochondrialnich
genech nebyly zjistény v srde¢ni ani mezizeberni svaloviné mezi skupinami ptfed operacné ani

po operaci.

10.1.4. mRNA exprese genii stresu endoplazmatického retikula

Piedoperaéni mRNA exprese genil stresu endoplazmatického retikula neprokazala
zadné rozdily mezi skupinami v zadné z tkdni s vyjimkou zvysené exprese genu DDIT3 v SAT
oproti EAT u skupiny bez ICHS (p=0,023). Operace méla vliv pouze na EAT, ve které doslo
k nartistu mRNA exprese HSPAS5 a ATF6 u skupiny s ICHS a genu ATF4 v obou skupinach
(Obrazek 8).

Obrazek 8. mRNA exprese genti stresu ER v EAT (A) a SAT (B).
A) Epikardialni tukova tkan

2.5+ HSPA5 2.5+ DDIT3 2.5+ ATF4 2.5+ ATF6
@ b b @
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bez ICHS ICHS bez ICHS ICHS bez ICHS ICHS bez ICHS ICHS
B) Subkutanni tukova tkan
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T T2 T T2

bez ICHS ICHS

T T2 T T2

bez ICHS

ICHS

T T2 T

T2
bez ICHS ICHS

Data jsou uvadéna jako priimér = SEM. Statistickd vyznamnost je stanovena neparovym t-testem a
parovym t-testem (T1 vs. T2): *p <0,05 vs. T1;°p<0,05 vs. SAT bez ICHS T1. Relativni mRNA exprese
byla stanovena jako zmeéna exprese v daném vzorku normalizovdna k endogenni kontrole beta-2-
mikroglobulin. ICHS — s ischemickou chorobou srde¢ni; bez ICHS — bez ischemické choroby srdecni;
T1-pred operaci; T2-po operaci.
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10.2. Role neudesinu u obezity a diabetu mellitu 2. typu: efekt akutniho hladovéni a
redukénich vahovych intervenci

Tato prace byla publikovana v roce 2019 v ¢asopise Diabetes, Metabolic Syndrome
and Obesity: Targets and Therapy. OtiSténé vydani tohoto ¢lanku je pfiloZzeno v plné verzi

v piiloze dizertacni prace (Kratochvilova et al. 2019).

10.2.1. Bazalni charakteristiky pacientii zarazenych do studie

Zakladni antropometrickd a biochemickd data pacientli zafazenych do studie jsou
shrnuta v tabulce 6. Pacienti s T2DM doporuceni k zavedeni duodeno-jejundlniho rukédvu méli
pfed intervenci vysS§i BMI, CRP, glykémii na lacno, HbAc, triglyceridy, hladiny inzulinu a
leptinu v porovnani se zdravou kontrolni skupinou. Zaroven oproti zdravym jedincim méli

nizsi hladiny HDL cholesterolu.

Pacienti bez T2DM podstupujici gastrickou plikaci méli vys$si BMI, CRP, hladinu
leptinu a sniZzené hladiny HDL cholesterolu oproti zdravym subjektim. U pacienti s T2DM
indikovanym na gastrickou plikaci byly navic nalezeny zvysené hladiny glykémie a HbAc

oproti kontrolni skupinég.

Pacienti podstupujici test na funk¢ni hypoglykémii byli pfed pocatkem 72hodinového

hladovéni parametrove srovnatelni s kontrolni skupinou.

Pied operaci méli vSichni obézni pacienti s i bez T2DM indikovani na GP a DJBL,
stejné tak 1 pacienti s funkéni hypoglykémii, srovnatelné¢ hladiny sérového neudesinu

s kontrolnimi zdravymi pacienty.
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Tabulka 6. Charakteristika vySetfovaného souboru pacientii pied intervencemi.

GP . .
‘ DJBL Akutl:l ) Kontr.olnl
Skupina hladovéni skupina
T2DM + T2DM -
ff‘/’;f)t vySetfovanych (n) 15 (5/10) 11(8/3) 6(4/2) 15 (7/8) 12 (8/4)
Vék (roky) 50,5+10,3 51,5+8,22 492+11,8 45,7+12,7 43,249,51
Body mass index (kg/m?) 42,8+6,50¢ 43,24+4,87¢ 40,3+5,43¢ | 26,5+£7,20'23 | 24,2+1,86
Glykémie na laéno (mmol/l) 11,443,34¢€ 9,2743,11¢ 5,2340,83! 5,16+1,07! 4,58+0,58
HbA 1. (mmol/mol) 73,4+17,1 € 60,1£16,2€ 37,3+5,09 NP 33,2+4,09
Cholesterol (mmol/l) 4,58+0,87 4,70+1,13 5,65+3,12 5,12+0,74 5,12+1,22
Triglyceridy (mmol/l) 1’32(1’%2_2’37) 1,36(0,94-2,22)| 1,51(0,69-7,13) 0’914 (303)7 3 0’719 (195)6 4-
HDL cholesterol (mmol/l) 1,12+0,21¢ 1,21+0,25¢ 1,17+0,16¢ NP 1,76+0,36
LDL cholesterol (mmol/l) 2,91+1,02 2,72+0,89 2,66+0,48 NP 2,94+1,13
; d c | 18,8(9,08-
Inzulin (mIU/1) 66,8(38,1-204) 4 53(30,2-63,7)“|31,5(19,2-90,0)| 24,2(19,7-43) 22.4)
Leptin (ng/ml) 23,7+£12,5¢ 38,7+16,6€ 24,6+£16,9¢ | 10,5+8,60'? 10,346,28
o . 2,72(1,79-3,78)| 1,27(0,48-3,03)| 1,84(1,41- 0,22(0,12- 0,25(0,17-
C-reaktivni protein (mg/1) c C 3.78)C 0.50) 0.62)
Neudesin mRNA expr. v 1,120,53 0,9940,21 1,1140,19 NP NP
SAT
Sérovy neudesin (ng/ml) 1,77+0,86 2,27+0,75 2,62+0,98 1,74+0,54 1,87+0,70

Data jsou uvadéna jako primér + SEM nebo jako median (mezikvartilové rozpéti). Statisticka
vyznamnost je stanovena jednosmérmnou analyzou rozptylu nebo neparametrickou verzi testu dle

normality dat:

€p<0,05 vs. Kontrolni skupina; 'p<0,05 vs. DJBL; ?p<0,05 vs. GP T2DM+; *p<0,05 vs. GP T2DM-
DJBL - duodeno-jejunalni rukdv; GP — gastricka plikace; T2DM — diabetes mellitus 2.typu; NP —
nezmeéfeny parametr; f-female (Zena); m-male (muz).

10.2.2. Vliv zavedeni duodeno-jejunalniho rukavu

U pacientli, ktefi podstoupili DJBL doslo ke snizeni BMI, obvodu pasu, poklesu

glykémie na la¢no i HbA ., celkového 1 LDL cholesterolu jiz 1 mésic po operaci a tento proces

snizovani uvedenych markert jesté navysili nebo si udrzeli minimalné do 10. mésice po

implantaci (Tabulka 7).
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Implantace DJBL se projevila zvySenim hladin sérového neudesinu jiZ po 6 mésicich a
zvySené hladiny byly patrné i 10 mésict po zavedeni rukdvu (Obrazek 9A). mRNA exprese

neudesinu nebyla timto zdkrokem ovlivnéna (Tabulka 7/Obrazek 9B).

Tabulka 7. Efekt DJBL u pacienti s obezitou a diabetes mellitus 2. typu.

Skupina Kontrolni V1 V2 V3 V4
skupina

Pocet vySetiovanych (n) 12 15 15 15 15

Vek (roky) 43,249,51 50,5+10,3 NP NP NP

Body mass index (kg/m?) 24,2+1,86 42,7+6,53 ¢ 40,5+6,92 1€ 37,5555 | 36,5+4,91 1%
2,C c

Obvod pasu (cm) 83,3+8,94 131+14,5 127+12,81 120+£11,8% | 118+11,7 %2
2
Obvod bokti (cm) 98,6+9,09 131+17,4 127+16,7 122+12,71 120 11,552
Glykémie na laéno 458+0,58 | 11,4+334C | 809843,10°C | 847+2,19 | 7,09+1,86"C
(mmol/l) L.C
HbA . (mmol/mol) 33,2+4,09 73,4+417,1€ 63,8415,9 ¢ 5244112 | 50,0+12,6 -%
c c
Cholesterol (mmol/l) 5124122 | 4,58+0,87 3.97£0.60°C | 429+0.73 | 3,86£0.73 -C
Triglyceridy (mmol/l) 0,79(0,64- | 132(122- | 1,34(1,13-1,86)C | 1,39(1,10- | 1,07(0,84-
1,15) 2,37)¢ 2,00)€ 1,92)!
HDL cholesterol 1,76+0,36 1,12+0,21 ¢ 1,01+0,15 %€ 1,09+0,18€ 1,07+0,28 €
(mmol/l)
LDL cholesterol (mmol/l) | 2,94+1,13 2,91+1,02 2,31+0,63 ! 2,48+0,65 2,1540,64!
Inzulin (mIU/) 18,8(9,08- | 66,8(38,1- | 46,1(30,8207)C | 51,4(38,0- | 59,7(24,3-
22,4) 204)€ 234)C 213)C
Leptin (ng/ml) 10,3+6,28 | 23,7+12,5C 18,648,01 189+13,4 | 17,1114
C-reaktivni protein (mg/l) | 0,25(0,17- | 2,72(1,79- | 2,48(1,59-3,6)C | 1,67(1,44- | 1,76(1,18-
0,62) 3,78) € 3,95)€ 2,23)¢
Neudesin mRNA expr. v NP 1,12+0,53 NP 1,08+0,39 1,13+0,43

SAT
Data jsou uvadéna jako primér + SEM nebo jako medidn (mezikvartilové rozpéti). Statisticka
vyznamnost je stanovena jednosmérnou analyzou rozptylu nebo neparametrickou verzi testu dle
normality dat: “p <0,05 vs. Kontrolni skupina; ' p <0,05 vs. V1; 2p<0,05 vs. V2

V1 — pted DJBL, V2 — 1 mésic po DJIBL, V3 — 6 mésict po DJBL, V4 — 10 mésicti po DJBL; NP —
neméfeny parametr. DJBL — duodeno-jejunalni rukav; T2DM - diabetes mellitus 2.typu; NP —
nezméfeny parametr.
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Obrazek 9. A) sérové koncentrace neudesinu u pacientii s DJBL; B) mRNA exprese

neudesinu (NENF) u pacienti s DJBL

A) Sérové koncentrace neudesinu:

B) mRNA exprese neudesinu:
pacientis DJBL pacientis DJBL
)
3.5 @ 2.0
2
= 3.0 1.2 [-%
» Lol
E 2.5 2 v 1.5
= 2-
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=
— 2.0 1 z
= & 1.0
2 1.5 £
it -
= 1.0 =
) ! Z 0.5
Z .51 =
)
0.0- T &z 0.0-

Vi V2 V3 V4 KS Vi

Data jsou uvadéna jako primér + SEM. Statistickd vyznamnost je stanovena jednosmérnou analyzou
rozptylu nebo neparametrickou verzi testu dle normality dat: 'p <0,05 vs. V1; ?p <0,05 vs. V2;

V1 —pied DJBL, V2 — 1 mésic po DJIBL, V3 — 6 mésicti po DJIBL, V4 — 10 mésicti po DJBL;

KS — kontrolni skupina; DJBL — duodeno-jejunalni rukav.

10.2.3. Vliv gastrické plikace

Po provedeni gastrické plikace doslo u obéznich pacientt s i bez diabetu k poklesu BMI
a snizeni hladin leptinu 6 mésicti po zakroku s pietrvavajicim efektem minimalné do 12. mésice
po zékroku. 12. mésicti po vykonu doslo i k navySeni hladin HDL cholesterolu. U pacientt
s T2DM doslo dale ke sniZzeni HbA ¢ a u pacientli bez T2DM k poklesu C-reaktivniho proteinu,
pricemz stejny trend prokazovali 1 pacienti s T2DM (Tabulka 5).

Gastricka plikace neméla efekt na sérové hladiny neudesinu (Obrazek 10). mRNA
exprese neudesinu nebyla ovlivnéna vahovou redukci a nevykazovala ani zadné korelace s jeho
sérovymi hladinami. Rozdily v mRNA expresi neudesinu mezi subkutanni a visceralni tukovou
tkani pred operaci nebyly prokdzany (Obrazek 11b). Pouze doslo k do¢asnému navySeni
mRNA exprese neudesinu 6 mésici po provedeni gastrické plikace u obéznich pacientii bez

T2DM v porovnani s pacienty s T2DM (Obréazek 11a).
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Tabulka 5. Efekt gastrické plikace u pacientii s obezitou bez a s T2DM.

OB T2DM
Skupiny Kontrolni V1 V2 V3 Vi V2 V3
skupina
Pocet 12 6 6 6 11 11 11
subjekti (n)
Vék (roky) 43,249,51 49,2+11,8 NP NP 51,5+8,22 NP NP

Body mass 24,2+1,86 | 40,3+5,43C | 33,746,34" | 34,2£6,24 | 43,2+4,87 | 35,4+5,52 | 35,1£5,57
index ¢ 1L,C ! !

(kg/m?)

Glykémie 4,58+0,58 5,23+0,83 4,63+0,58 | 4,66+0,87 | 9.27+3,11% | 7,314£2,17 | 7,44+3,67
na la¢no ’ c* G
(mmol/l)

HbAlc 33,2+4,09 37,3+5,09 35,0626 | 32,8+3,97 | 60,1£16,2€ | 49,7+14,6 | 51,1+16,1
(mmol/mol) LG LG

Cholesterol 5,12+1,22 5,65£3,12 | 4,61+0,91 | 4,57+0,72 | 4,70+1,13 | 4,51+0,81 | 4,90+0,96
(mmol/l)

Triglyceridy | 0,79(0,64- | 1,51(0,69- | 1,08(0,61- | 1,01(0,60- = 1,36(0,94- | 1,34(0,78- | 1,11(0,80-

(mmol/l) 1,15) 7,13) 1,88) 1,75) ! 2,22) 1,55) 2,01)

HDL 1,76+0,36 | 1,1740,16€ | 1,28+0,11¢ | 1,47+0,21 | 1,21+0,25€ | 1,31+0,24 @ 1,48+0,41

cholesterol 1.2 ¢ L.C

(mmol/l)

LDL 2,94+1,13 2,66£0,48 | 2,76+0,86 | 2,58+0,70 | 2,72+0,89 | 2,58+0,58 | 2,71+0,76

cholesterol

(mmol/l)

Inzulin 18,8(9,08- | 31,5(19,2- | 27,2(11,9- | 24,4(16,4- 53(30,2- 30,7(24,2- 32,6

(mIU/) 22.4) 90,0) 45,3) 66,5) 63,7)°¢ 35,3) (25,7-
48.,4)

Leptin 10,3+6,28 24,6+£16,9 | 16,2+18,7 @ 15,4+14,4 | 38,7+16,6€ | 19,8+12,1 | 20,8+10,6

(ng/ml) 1 1 1 1

C-reaktivni 0,25(0,17- 1,84(1,41- | 0,92(0,46- | 0,53(0,23- | 1,27(0,48- | 0,93(0,23- | 0,81(0,36-

protein 0,62) 3,78)¢ 1,72)! 1,98)! 3,03)€ 1,62) 3,89)

(mg/1)

Neudesin NP 1,11+0,19 | 1,64+0,44 | 1,14+0,37 | 0,99+0,21 | 1,08+0,32 | 1,29+0,52

mRNA *

expr. v SAT

Data jsou uvadéna jako primér + SEM nebo jako median (mezikvartilové rozpéti). Statisticka
vyznamnost je stanovena jednosmérnou analyzou rozptylu nebo neparametrickou verzi testu dle
normality dat: “p <0,05 vs. Kontrolni skupina; 'p <0,05 vs. V1; ?p <0,05 vs. V2; neparovy t-test/Mann-
Whitney rank sum test: *p <0,05 vs. Obézni jedinci bez T2DM.

V1 —pied gastrickou plikaci, V2 — 6 mé&sicti po gastrickou plikaci, V3 — 12 mésici po gastrické plikaci;
NP — neméteny parametr. OB — obézni jedinci bez T2DM; T2DM — jedinci s diabetes mellitus 2.typu.
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Obrazek 10. Sérové koncentrace neudesinu u pacientt indikovanych k GP.

Sérové koncentrace neudesinu:

pacienti indikovani k GP

Neudesin (ng/ml)

Vi V3 V4 KS
T2DM/OB  T2DM/OB  T2DM/OB

Data jsou uvadéna jako priimér = SEM. Statistika je vyhodnocena jednosmérnou analyzou rozptylu nebo
neparametrickou verzi testu dle normality dat; dale neparovym t-test ¢i Mann-Whitney testem.

V1 —pied gastrickou plikaci, V3 — 6 mésict po gastrickou plikaci, V4 — 12 mésict po gastrické plikaci;
KS — kontrolni skupina; OB — obézni jedinci bez T2DM; T2DM — jedinci s diabetes mellitus 2.typu;
GP — gastricka plikace.

Obrazek 11. A) mRNA exprese neudesinu v SAT u pacientii po GP; B) mRNA exprese
neudesinu v SAT vs. VAT u pacientit béhem GP

A) mRNA exprese neudesinu: B) mRNA exprese neudesinu:
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Data jsou uvadéna jako primér + SEM. Statistika je vyhodnocena jednosmérnou analyzou rozptylu nebo
neparametrickou verzi testu dle normality dat, dale pak parovy t test v porovnani tkani SAT a VAT;
statisticka vyznamnost hodnocena neparovym t-testem ¢i Mann-Whitney testem OB x T2DM;

'p <0,05 vs. V3-T2DM; V1 — pred gastrickou plikaci, V3 — 6 mésicti po gastrické plikaci, V4 — 12
mesict po gastrické plikaci; OB — obézni jedinci bez T2DM; T2DM - jedinci s diabetes mellitus 2.typu;
SAT — subkutanni tukova tkan; VAT — visceralni tukova tkan
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10.2.4. Vliv akutniho hladovéni u pacientii s funkéni hypoglykémii
Tito pacienti méli snizené hladiny sérového neudesinu po 48 1 72 hodinach la¢néni a

nasledné i 2 hodiny po realimentaci v porovnani se zdravymi kontrolnimi subjekty

(Obrazek 12).

Obrazek 12. Sérové koncentrace neudesinu: efekt akutniho hladovéni.
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Data jsou uvadéna jako primér + SEM. Statistickd vyznamnost je stanovena jednosmérnou analyzou
rozptylu nebo neparametrickou verzi testu dle normality dat: 'p <0,05 vs. pfed; ¥p <0,05 vs. KS.
KS-kontrolni skupina.

10.2.5. Vztah mezi neudesinem a dalSimi sledovanymi parametry

Sérové hladiny neudesinu pozitivné korelovaly s hladinami inzulinu (R=0,434;
p=0,001) a negativn¢ s BMI (R=-0,314; p=0,016) u pacientii podstupujicich DJBL a s BMI
(R=-0,770; p=0,009) a hladinami inzulinu (R=-0,579; p=0,002) u jedincti podstupujicich
akutni hladovéni. Dale jsme prokazali i pozitivni korelaci mezi mRNA expresi neudesinu
v subkutanni tukové tkani a hladinou HbA . (R=0,398; p=0,014) u subjektl indikovanych na
DIJBL.

Hladiny neudesinu negativné korelovaly s koncentraci CRP (R=-0,396; p=0,006) u
obéznich pacientli s 1 bez T2DM ve skupiné pacientli podstupujicich GP, pficemZ pouze u
pacientll s T2DM byla pfitomna negativni korelace s hladinami HbA . (R=-0,501; p=0,034).
mRNA exprese neudesinu v SAT negativné korelovala s BMI (R=-0,352; p=0,041) a glykémii
na la¢no (R=-0,424; p=0,013) u skupiny pacientd s provedenou GP.
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10.2.6. Sérové hladiny neudesinu u pacientii s nebo bez ICHS podstupujicich
elektivni kardiochirurgickou operaci

Pro doplnéni vysledkii k dizertaci jsme zméfili také sérové koncentrace neudesinu u
pacienti s nebo bez ICHS podstupujicich elektivni kardiochirurgickou operaci. Hladiny
sérového neudesinu byly vyznamné vyssi ped operaci v porovnani s poopera¢nim stavem, ale
mezi skupinami jsme rozdil nezaznamenali. Nutno podotknout, Ze jsme pacienty tentokrat

rozdélili na 3 skupiny: bez ICHS, s ICHS bez T2DM a s ICHS s T2DM (Obrazek 13).

Obrazek 13. Sérové hladiny neudesinu u pacientii indikovanych ke kardiochirurgickému
zakroku.

Sérové hladiny neudesinu: Sérové koncentrace neudesinu:
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Data jsou uvadéna jako pramér £ SEM. Statistickd vyznamnost je stanovena parovym t-testem:
'p <0,05 vs. pied; Data mezi skupinami porovnany pomoci testu jednosméma ANOVA.
ICHS — ischemicka choroba srde¢ni; T2DM — jedinci s diabetes mellitus 2.typu.
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11. Diskuze

Obezita a s ni ptidruZzené zdravotni komplikace jsou neustéle se zvySujici hrozbou pro
lidstvo. Jednd se o celosvétovy problém, kdy obéznich pacientd neustile pribyva a spolu
s obezitou vzrista i nardst v poctu nemocnych s jejimi metabolickymi a dal§imi komplikacemi
jako je arteridlni hypertenze, dyslipidémie, diabetes mellitus 2. typu. Pfitomnost téchto
komorbidit vede k rozvoji zejména chronickych kardiovaskularnich onemocnéni. VSechny tyto
zdravotni komplikace ovliviiuji jak kvalitu zivota téchto pacienttl, tak i zvySuji jejich morbiditu
a mortalitu (Dai et al. 2020). Zejména obezita a jeji metabolické komplikace jsou podminény
zménami v kvalit€ a mnozstvi tukové tkané v organizmu. Je také jasné prokazano, ze tato
souvislost je 1 mezi tukovou tkani a kardiovaskularnimi poruchami (Patel et al. 2017). V nasi
praci jsme se zaméfili zejména na patofyziologii tukové tkané u pacientl s obezitou a zmény
jejich charakteristik v kontextu obezity a pfitomnosti metabolickych a kardiovaskularnich
komplikaci. Diilezitym aspektem této prace je zaméteni na epikardidlni tukovou tkan, ktera
muze mit velky vyznam pfti rozvoji onemocnéni srdce véetné aterosklerdzy koronarnich tepen.

Tukova tkan obklopujici srde¢ni sval mlize zdsadnim zptusobem ovlivnit spravnou
funkeci tohoto organu. Jedna se o epikardialni a perikardialni tukovou tkan, které obklopuji srdce
az z80 %. Prvni cCast této prace je zaméfena na méfeni zmén v mRNA expresi
mitochondrialnich genti. Mitochondrie patifi mezi nepostradatelné soucasti bunécného
energetického metabolizmu a maji v organizmu i fadu dalSich dtlezitych funkei. V obecné
rovin¢ je mitochondridlni dysfunkce predevsim ve svalové tkani spojovdna s nedostate¢nou
metabolizaci tkadnovych lipidi a s ektopickym ukladdnim mimo tukovou tkan vedouci
k inzulinové rezistenci (Petersen et al. 2003, Sangwung et al. 2020).

V nasi praci jsme potvrdili, Ze dysregulace funkce mitochondrii projevujici se zménou
exprese mitochondridlnich genli se mize spolupodilet i na patofyziologii ischemické choroby
srdecni. Exprese mRNA pro vybrané mitochondridlni geny je v epikardialni tukové tkani
podstatné niz8i u pacientll s ICHS oproti pacientiim bez ICHS. Zaroveinl v subkutanni tukové
tkani, v meziZzebernim ani srde¢nim svalu nejsou tyto zmény v expresi mitochondrialni mRNA
patrné. Z toho usuzujeme, ze dochazi k lokdlnim zméndm, pfi nichz se sniZzuje kapacita
mitochondrialniho fetézce a fada dalSich dalezitych mitochondridlnich funkei. Jak jiz bylo
prokdzano v fad¢ studii, buiiky epikardidlni tukové tkané tzce komunikuji a vzidjemné se
ovliviiuji s buitkkami koronarnich arterii skrze endo- a parakrinni sekreci fady faktort, jako jsou
cyto-, adipo- a chemokiny, pfipadné 1 dalSimi mechanizmy, které nejsou prozatim zcela

objasnény (Kunimura et al. 2016, Matloch et al. 2018).
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Pro nas$i studii jsme zvolili 5 vyznamnych mitochondridlnich gentt (NDUFA12, MT-
NDS5, CYC1, COX 4/1 a SDHA), které jsou soucasti dychaciho fetézce mitochondrii a gen citrat
syntazy, ktery se vyskytuje na vnéjsi membrané mitochondrii a spole¢né se podili na zékladnich
funkcich mitochondrii (Hood et al. 1989, Cheng et al. 2009, Urbanova et al. 2017). Nizsi
mitochondridlni mRNA expresi u pacientll s ICHS jsme prokazali u vSech gent, vyjma MT-
al. 2019), v niz autofi prokazali niz8i kapacitu mitochondrialniho fetézce v epikardidlni tukoveé
tkani u pacienti s ICHS. Nase prace i prace Nakajimy a spol. tak spole¢né naznacuji snizenou
mitochondrialni aktivitu i funkci v epikardidlni tukové tkani u pacienti s ICHS, zatimco
v podkozni tukové tkani nebyly v nasi praci tyto zmény prokdzany (Nakajima et al. 2019). Nase
vysledky tak naznacuji, Ze specifické zmény v epikardialni tukové tkani mohou byt odlisné od
jinych tukovych dep a podilet se naptiklad na rozvoji ICHS.

Je zfejmé, Ze u pacientl s ischemickou chorobou srdecni se na jejim rozvoji podili také
chronicka zanétliva reakce. Tukova tkan zejména ta metabolicky aktivnéjsi, v tomto piipadé
epikardidlni, produkuje fadu pro- i proti- zanétlivych faktorti. Pro normalni funkci EAT je mimo
jiné klicova i fyziologicka funkce mitochondrialni genové exprese a aktivity (Aldiss et al.
2017). Nase vysledky prokazuji, ze existuje vzajemny vztah mezi EAT dysfunkci a koronarni
aterosklerozou (Patel et al. 2017). Zajimavé vSak je, Ze jsme u pacientl s ICHS nenalezli zadné
vyznamné rozdily v mitochondrialni genové expresi v subkutanni tukové tkéni oproti rozdilim
nalezenym v epikardialni tukové tkani, coz je vsouladu s jiz publikovanymi rozdily
v zanétlivych markerech mezi témito tkanémi (vice prozanétlivy profil viscerdlniho tuku). Nase
vysledky tak naznacuji mozny blizky vztah mezi zménami v EAT a jeho vlivem na rozvoj ICHS
(Vyas et al. 2021). Neékteré studie poukazuji na podobnost zanétlivého profilu v subkutanni a
perikardialni tukové tkani, coZ dopliuje informaci, Ze epikardialni tukova tkan je oproti
perikardialni tukové tkani metabolicky aktivnéjsi a ma jednoznacné blize odrazejici zanétlivy
profil v kontextu s myokardem (Akra et al. 2022).

V na$i praci jsme kromé zmén v expresi mitochondridlnich genl v tukové tkani
zaznamenali snizeni mRNA exprese citratsyntazy v myokardu pravé siné¢ v ICHS skuping.
Citratsyntaza je enzym katalyzujici prvni krok Krebsova cyklu v matrix mitochondrii. Tento
pokles lze tak pokladat za ndznak celkového snizeni mitochondridlni funkce. Tyto vysledky by
mohly pomoci k lepSimu porozuméni vztahu mezi ICHS a dal§imi onemocnénimi srdce jako
jsou fibrilace sini ¢i srde¢ni selhani (Ozcan et al. 2019). Prave ob¢ tato onemocnéni jsou velmi

tésné svazana s obezitou, kterd vyznamné zvysuje riziko jejich vzniku.
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Primérné jsme se zaméfili na porovndni pacientli s ICHS a bez ICHS bez ohledu na
pritomnost diabetu. Tento primarni cil byl stanoven zejména z divodu nedostate¢ného
mnozstvi pacientti s T2DM, ktefi tvofili jen 37 % ze skupiny ICHS a zadny z pacientli bez
ICHS nemél diagnostikovan T2DM. Data jsme vSak u téchto pacientl adjustovali na pfitomnost
diabetu a dle naSich vysledkid pfitomnost T2DM v nasi praci nemélo zadny vliv na mRNA
expresi stanovovanych mitochondrialnich genii nad ramec piitomnosti, respektive
neptitomnosti ICHS. Studie, které by specificky studovaly vliv diabetu na mitochondrialni
funkci v EAT nejsou dosud k dispozici. Nase vysledky jsou v rozporu s diive publikovanou
praci védcii ze Svédska (Dahlman et al. 2006), ktefi prokazali niz$i expresi gendl elektron
transportniho fetézce u obéznich pacientii s T2DM oproti Stihlym jedinctim. Jelikoz se soubory
pacientti vyrazné lis§i v parametru BMI a rozsahu raznych ptidruzenych komorbidit, v nasi
studii jsme se zaméfili primarné na ICHS. Je tézké vyvozovat zavery ve vztahu mitochondridlni
exprese v epikardidlni tukové tkani a pifimého vlivu T2DM, i pfestoze byla jiz publikovéana data
prokazujici silnou korelaci mezi mitochondrialni dysfunkci a metabolickymi onemocnénimi,
zahrnujici obezitu a T2DM (Lee et al. 2019). Vyse popsané rozdily vS§ak mohou byt vyznamné
modulovany piitomnosti dalSich komorbidit, naptiklad obezity.

Oproti zménam v mitochondrialni expresi jsme nezaznamenali rozdily v expresi genti
stresu endoplazmatického retikula v zddné z vySetfovanych tkanich ani u jedné skupiny
pacientti.  Souvislosti mezi  kardiovaskularnimi  poruchami a zménami ve
fyziologii endoplazmatického retikula jsou popsany, nékteré prace prokazuji i akumulaci
Spatn¢ sbalenych ¢i nesbalenych proteinti v kardiomyocytech vedouci ke stresu
endoplazmatického retikula (Cominacini et al. 2015, Zhu and Zhou 2021). I ptesto jsou n¢které
vysledky ve vztahu stresu endoplazmatického retikula a ICHS nejasné a protichtidné, zejména
z divodu omezeného poctu klinickych studii v porovnani s experimentalnimi pracemi (Liu et
al. 2016). V nasi studii jsme oproti n¢kterym experimentalnim pracim nezaznamenali Zadné
zvySeni exprese gend stresu endoplazmatického retikula v Zddné z vySetfovanych tkani.
Céstecné by se to dalo vysvétlit faktem, Ze v experimentu byl stres endoplazmatického retikula
primarn¢ asociovdn s degenerujicimi kardiomyocyty (Azfer et al. 2006). Stres
endoplazmatického retikula méa nezpochybnitelnou funkci u vSech kardiovaskularnich poruch
zahrnujicich i ICHS (Mozzini et al. 2017). Z nasich vysledkd vSak vyplyva, ze exprese genil
stresu endoplazmatického retikula v EAT nemaji v tomto pfipadé tak zdsadni vztah k ICHS
jako mitochondridlni dysfunkce. Tyto vysledky mRNA expresi je vSak tieba doplnit o dalsi

studie potvrzujici tyto zmeny i1 na Grovni proteint.
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Jednim z neddvno objevenych faktorli s moznou ulohou v regulaci metabolizmu a
energetické homeostazy je neudesin, ktery byl piivodné identifikovan v centralnim nervovém
systému, kde m¢l vliv v fad¢ regulacnich drah zahrnujicich pfijem potravy, energetickou
homeostazu, chovani ¢i aktivitu sympatiku (Kimura et al. 2005). Neudesin je vSak produkovan
a exprimovan i v perifernich tkanich jako je tukova tkan, srdce, plice a ledviny (Kimura et al.
2005). Jeho exprese byla také potvrzena i u fady naddorti (Ohta et al. 2015). Jeho Cetné funkce
jsou stale intenzivné zkoumany at’ jiz v oblasti energetického metabolizmu, onkologie (Ohta et
al. 2015) ¢i syndromu polycystickych ovarii (Bozkaya et al. 2020).

Experimentalni studie na neudesin knockout mysich prokézala rezistenci téchto my$i na
dietou-indukovanou obezitu a sni spojené metabolické komplikace. Je to vysvétlovano
zvysSenou aktivitou sympatiku s dopadem na nasledny nartist energetického vydeje, lipolyzou
bilé tukové tkané€, produkci tepla a oxidaci volnych mastnych kyselin v hnédé tukové tkani
(Ohta et al. 2015). Je ale zajimavé, Ze intracerebroventrikularni podavani rekombinantniho
neudesinu snizilo pfijem potravy a télesnou hmotnost, coz naznacuje jeho komplexni roli v
regulaci energetické homeostazy s potencidlnimi rozdily v perifernich a centralnich tc¢incich.
Kromé toho bylo podévani neudesinu uc¢inné pouze u stihlych mysi, zatimco jeho Gc¢inky na
piijem potravy byly oslabeny u obéznich mysi s obezitou indukovanou pomoci vysokotukové
diety (Byerly et al. 2013).

Presnd uloha neudesinu v regulaci energetické homeostazy tak dosud stale neni
definitivné stanovena. Na zékladé dostupné literatury, jsme neobjevili informace o
potencialnich rozdilech v cirkulujicich hladinadch neudesinu mezi obéznimi a §tihlymi pacienty
a jeho mozném vlivu a vztahu k energetickému metabolizmu u lidi. To nés vedlo ke zkoumani
moznych rozdila cirkulujicich koncentracich neudesin u pacient s obezitou s piitomnosti nebo
bez ptitomnosti T2DM. V nasi studii jsme vSak nezjistili signifikantni rozdily v hladinach
sérového neudesinu u obéznich jedinci s T2DM, bez T2DM ani u zdravych Stihlych
kontrolnich subjekti. Pro lepsi piehled a dynamicky aspekt v regulaci hladin sérového
neudesinu jsme do nasi studie zvolili jedince podstupujici tfi rlizné intervence ovlivitujici
energetickou homeostdzu. Obézni diabeti¢ti pacienti podstupujici DJBL méli vyznamné
zvysené hladiny cirkulujiciho neudesinu 6 mésicii po zavedeni rukavu, které pretrvavalo az do
10. mésice, kdy doslo k vyjmuti rukdvu z duodena. Zavedeni rukédvu vedlo dale ke snizeni
télesné hmotnosti a ke zlepSeni gluk6zové tolerance a kompenzace diabetu. V nasi praci jsme
prokézali pozitivni korelaci mezi sérovymi hladinami neudesinu a inzulinu, coz je zajimavé s
ohledem na jejich spole¢nou efektorovou drahu véetné aktivace MAPK a PI3K signalnich

kaskad (Saltiel and Kahn 2001, Ohta et al. 2015). Nicmén¢ tento potencialni pfimy vztah
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neudesinu a metabolického zlepSeni po DJBL nepotvrzuji nase vysledky pacienti s T2DM a
obezitou podstupujici bariatricky zakrok. U nich doSlo taktéz ke snizeni télesné hmotnosti a
zlepSeni gluk6zové tolerance, podobné jako u pacientti po DJBL, ale jejich hladiny sérového
neudesinu neukdzaly Z4dné vyznamné zmény po operaci béhem cel¢ 12mési¢ni doby
pozorovani. Tteti skupina pacienti zahrnovala §tihlé jedince podstupujici 72hodinové akutni
hladovéni za ucelem vylouceni organické hyperinzulinémie. U téchto pacient doslo k poklesu
sérovych hladin neudesinu, coz naznacuje, ze ncékteré zmeny energetické homeostizy jsou
spojeny i se zménami sérovych hladin neudesinu. Nicméng, tento vztah neni konzistentni a neni
pozorovatelny u vSech intervencnich zasahi.

Tukova tkan byla popsana jako jeden ze zdrojti neudesinu u mysi (Kimura et al. 2009).
Jeho specificky receptor vSak nebyl doposud identifikovan. Predpoklada se, Ze neudesin ptlisobi
specificky aktivaci receptoru neudesinu exprimovaného v perifernich neuronech v tukové tkani
nebo v jeji blizkosti a potlacuje tak aktivitu sympatiku (Ohta et al. 2015). Na zakladé tohoto
poznatku jsme stanovili mRNA exprese neudesinu v tukové tkani pacientii po bariatrické
operaci. Neprokdzali jsme vSak zadné rozdily mezi mRNA expresi neudesinu v SAT oproti
VAT. Presto jsme vSak zaznamenali pfechodny narist mRNA exprese neudesinu v SAT
6 mésicli po operaci u obéznich pacientl s T2DM v porovnani s pacienty bez T2DM. U
pacientli po DJBL k Zadnym zmé&nam v expresich neudesinu v SAT nedoslo. Je vSak zajimavé,
ze tato data jsou v rozporu s vysledky experimentalnich studii prokazujicich zvysené exprese
neudesinu v bilé tukové tkani u mysi na HFD, pficemz v hnédé tukové tkani se zmény
nepotvrdily (Ohta et al. 2015). Kimura a spoluautofi (Kimura et al. 2009) popsali pomoci
kultivovanych preadipocyt 3T3-L1 potlaceni adipogeneze vyvolané zvySenou expresi mRNA
neudesinu. Je tedy mozné, Ze toto prechodné zvyseni exprese neudesinu mRNA v tukové tkani
by mohlo souviset se zménami v adipogenezi vyvolanymi ztrdtou hmotnosti po bariatrické
operaci. K ovéfeni takovéhoto mozného propojeni jsou jisté potieba dalsi studie.

Nase studie byla prvni, kterd popisuje zméeny v cirkulujicich hladindch neudesinu u lidi.
Primérné€ jsme méfili hladiny cirkulujiciho neudesinu s plivodem v perifernich organech, které
by nemusely pifimo ovliviiovat zmény v CNS. Jak bylo dfive dokazano, neudesin kromé
primarniho efektu v CNS ma4 1 u€inky v dalSich tkanich mimo CNS (Kimura et al. 2009, Han
et al. 2012). V soucasné¢ dobé nejsou k dispozici zadné experimentalni tdaje o podavani
periferniho neudesinu, a proto neni mozné ucinit zavér, zda plisobeni neudesinu v perifernich
tkanich mtize ptispét ke zlepSeni po DJBL. Dulezité je, Ze v nasi studii byly hladiny neudesinu
zvysSeny pouze po DIBL, ale ne po gastrické plikaci (restriktivni bariatricka operace zmensujici

objem zaludku), a to i pies vcelku srovnatelny pokles télesné hmotnosti a zlepSeni kompenzace
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diabetu po obou intervencich. Tato zjisténi naznacuji, Ze zmény v gastrointestinalnim traktu
vyvolan¢ DJBL, napf. vylouCeni dvanactniku ze vstiebavani potravy, modulace hladin
zlu¢ovych kyselin nebo jiné ucinky specifické pro DIBL, které se u pacientii po gastrické
plikaci nevyskytuji (Madsbad et al. 2014, Haluzik et al. 2018), mohly pfispét ke zvySenym
hladindm neudesinu v séru. SniZzené koncentrace neudesinu po akutnim hladovéni poukazuji na
mozné rozdily v regulaci neudesinu pii akutnich a chronickych intervencich snizujicich ptijem
potravy. Ziskand data ndm neumoziiuji jednoznacné vysvétlit rozdilné trendy mezi hladinami
neudesinu v séru a jeho expresi mRNA v subkutanni tukové tkani se zvySenou expresi u
obéznich subjekti po gastrické plikaci a beze zmény u jedincti po DJBL; nalezy nicméné
naznacuji, ze tukova tkan nemusi byt primarnim zdrojem systémového neudesinu, a Ze kromé
zvySené adipozity mize v lokélni regulaci produkce neudesinu v tukové tkani hrat roli také
pritomnost diabetu.

Podobné vysledky publikoval i v roce 2022 Celikkol a spol. (Celikkol et al. 2022).
Meéfili se sérové hladiny neudesinu u Stihlych, obéznich a tézce obéznich adolescent a
sledovali jejich vztah k metabolickym komplikacim. Jejich data poukazuji na vyznamné nizsi
hladiny neudesinu u adolescentd s obezitou, stejné jako negativni korelaci mezi hladinami
neudesinu a BMI. U pacientl s diagnostikovanym metabolickym syndromem m¢ly hladiny
neudesinu tendenci vzristat, ale nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi obéznimi
adolescenty s metabolickym syndromem a bez metabolického syndromu. Tedy ani z této studie
neni ziejmy piimy vztah metabolickych poruch a hladin neudesinu. Podobn¢ Polkowska a
spoluautofi (Polkowska et al. 2019) méfili sérové hladiny neudesinu u déti s diabetem 1. typu,
pfiCemz prokézali statisticky vy$8i primérné koncentrace neudesinu u diabetickych déti a
zaroven vyznamnou korelaci mezi BMI a hladinami neudesinu. U d¢ti s diabetem je vyssi IR
nez u jejich zdravych vrstevniki a tento rozdil miize vysvétlovat, pro¢ byly hladiny neudesinu
vy$si u déti s diabetem 1. typu nez u déti bez diabetu (Polkowska et al. 2019).

Za zminku stoji 1 studie zabyvajici se vztahem mezi hladinami cirkulujiciho neudesinu
a onemocnénim pacientek syndromem polycystickych ovarii. Yasar a spol. (Yilmaz Yasar et
al. 2021) prokazali niz8i hladiny neudesinu u pacientek s PCOS a jeho pozitivni korelaci
s progesteronem. Spekuluje se nad moznosti jeho pfimého vlivu v patofyziologické draze
PCOS, ackoliv nenti jisté, jestli niz§i hladiny neudesinu ovliviiuji patogenezi PCOS nebo jsou
jeho nasledkem. PCOS ma blizky vztah s metabolickymi poruchami a abnormalitami jako jsou
obezita, hypertenze, dyslipidémie, pfiCemz zminéné poruchy zvysuji 1 kardiovaskularni riziko

(Cakir et al. 2013).
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Z vysledki nasi studie tedy vyplyvd, Ze hladiny neudesinu v séru se zvysily po
implantaci DJBL u obéznich pacienti s T2DM a snizily se po akutnim hladovéni u neobéznich
subjektl. Na druhé strané sérovy neudesin nebyl ovlivnén bariatrickym vykonem restriktivniho
typu — gastrické plikace. Celkové naSe data naznacuji komplexni propojeni mezi zménami
energetické homeostdzy a koncentracemi cirkulujiciho neudesinu s odliSnymi u¢inky akutni a
chronickeé energetické restrikce a rozdilnym vlivem procedur ovlivitujicich rtizné ¢asti traviciho

traktu.
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12. Zavér

V poslednich letech je na l1écbu a prevenci obezity kladen zvySeny diraz, nicméné jeji
vyskyt v populaci stale stoupa. U obéznich pacientli dochdzi ke zménam nejen mnozstvi, ale 1
fyziologické funkce tukové tkan€ a ke zvysené produkcei prozanétlivych faktorti adipocyty i
pritomnymi imunokompetentnimi buitkami. Pti zvySenych hladindch cirkulujicich zanétlivych
cytokinli dochdzi k rozvoji systémové chronické zanétlivé reakce nizkého stupné tzv.
subklinického zanétu. Ten ptedstavuje podklad pro rozvoj fady komplikaci obezity, vcetné
inzulinové rezistence a diabetes mellitus 2. typu. Tento stav je dale podpofen endokrinni
dysfunkeci tukové tkdn€ charakterizovanou zvySenim hladin leptinu a prozanétlivych cytokint.
Dochazi také k ovlivnéni metabolizmu na bunétné urovni v disledku poskozeni funkce
mitochondrii i endoplazmatického retikula. Pfi naruseni fyziologickych déji zejména ve
viscerdlni tukové tkani dochazi k rozvoji metabolického syndromu charakterizovaného
obezitou, inzulinovou rezistenci, T2DM, dyslipidémii a zvySenym rizikem kardiovaskularnich
komplikaci.

Nase studie piinesla informace ohledné mRNA exprese mitochondridlnich gent
v epikardidlni tukové tkani pacientll podstupujicich kardiochirurgickou operaci. Pacienti
s ICHS oproti pacientim bez ICHS méli vyznamné sniZzenu miru mRNA exprese
mitochondrialnich genti pouze v epikardialni tukové tkéni, ale nikoli v subkutanni tukové tkani.
Ani v jedné z téchto tkani nebyla pfitomnost ICHS ovlivnéna mRNA exprese gentil stresu
endoplazmatického retikula. Vétsi tloustka EAT u skupiny ICHS také poukazuje na jeji
zvétseni, které mize vést k endokrinni dysfunkci a tim podpofit vznik ICHS a dalSich srde¢nich
onemocnéni. Vysledky naznacuji, ze pacienti s ICHS maji bud’ mensi denzitu nebo zhorSenou
funkci mitochondrii. To mlze zdsadné ovlivnit jejich energeticky metabolizmu a vést k fad¢
vyznamnych poruch. Neni v§ak znamo, zda je ICHS faktorem ptimo ovliviiujicim mitochondrie
v epikardidlni tukové tkani, nebo se jedna o duasledek téchto zmén. Je vSak ziejmé, ze tyto
patofyziologické zmény jsou v tizké ndvaznosti.

Druhé cCast prace se zaméfila na neudesin, faktor primarné produkovany v CNS, ale
zéaroven 1 v dalSich tkanich, jako je tukova tkan, s moznym vlivem na regulaci energetické
homeostazy. Sledovali jsme vliv riznych intervenci ovliviiujicich hmotnost ¢i energetickou
homeostdzu na hladiny neudesinu. U pacientll podstupujicich vdhovou redukci zavedenim
DIJBL byl vyznamny nartst sérovych hladin neudesinu. U téchto pacienti zaroven doslo
k poklesu BMI a ke zlepseni glykémie nalacno a HbA ., stejné jako u pacientli po bariatrické
operaci (gastrické plikaci), u kterych vSak hladiny neudesinu nebyly ovlivnény. U pacientti po

DJBL nebyly prokdzany zmény v mRNA expresi neudesinu v SAT. Naopak u obéznich
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pacientil po gastrické plikaci doslo ke snizeni mRNA exprese neudesinu v SAT. Mozny vztah
neudesinu a energetického metabolizmu naznacuji snizené hladiny neudesinu u Stihlych
pacientd pfi akutnim hladovéni. Zmény v sérovych koncentracich neudesinu jsou vsak u
riznych intervenci rozdilné a naznacuji jeho komplexni vztah k regulaci energetického

metabolizmu.
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Abstract: The aim of our study was to analyze mitochondrial and endoplasmic reticulum (ER) gene
expression profiles in subcutaneous (SAT) and epicardial (EAT) adipose tissue, skeletal muscle,
and myocardium in patients with and without CAD undergoing elective cardiac surgery. Thirty-
eight patients, 27 with (CAD group) and 11 without CAD (noCATD group), undergping coronary
artery bypass grafting and/or valvular surgery were included in the study. EAT, SAT, intercostal
skeletal muscle, and right atrium tissue and blood samples were collected at the start and end
of surgery; mENA expression of selected mitochondrial and ER stress genes was assessed using
qRT-PCR. The presence of CAD was associated with decreased mRMA expression of most of the
investigated mitochondrial respiratoty chain genes in EAT, while no stich changes wete seen in SAT
or other tissues. In contrast, the expression of ER stress genes did not differ between the CAD and
noCAD groups in almost any tissue. Cardiac surgery further augmented mitochondrial dysfunction
in EAT. In our study, CAD was associated with decreased expmession of mitochondrial, but not
endoplasmic reticulum stress genes in EAT. These changes may contribute to the acceleration of
coronary atherosclerosis,

Keywords: coronary artery disease; epicardial fat; mitochondrial dy sfunction; endoplasmic reticulum
stiess; gene expression; diabetes mellitus; inflammation; cardiac surgery

1. Introduction

Cardiovascular diseases are the most common cause of death worldwide [1]. The
rising prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) and obesity worldwide is significantly
contributing to increased cardiovascular risk. Both disorders are closely interconnected
with other diseases, such as arterial hypertension and hyperlipidemia, leading to the
development of atherosclerosis and my ocardial ischemia due to coronary artery disease
{CAD).
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A dose association between CAD and the quality, volume, and overall layout of
adipose tissue is well-established [2]. Yet, not all adipose tissue compartments play an
equally important rele in the development of CAD. It is, in particular, the epicardial adipose
tissue depot, localized in the vicinity of coronary arteries and producing a vast array of
endocrine- and paracrine-acting adipo-, cyto-, and chemokines and other factors, that
seems to be primarily involved in coronary atherosclerosis and the development of not
only CAD, but also other cardiac pathologies [3-5].

Mitochondrial metabolism is an essential component of cellular energetic homeostasis,
and its derangements play an important role in a number of diseases, induding obesity,
T2DM, and CAD. The amount of energy in the form of adenosine triphosphate (ATF)
depends on the expression of genes in each of the four main enzymatic complexes [7].
Ohbese patients with insulin resistance and with T2DM were found to have reduced expres-
sion of mitochondrial complexes [8]. Decreased expression of mitochondrial membrane
proteins was also detected in patients with heart failure, highlighting the importance of
mitochondrial function for myocardial remodeling [9].

Mitochondrial oxidative stress coexists with endoplasmic reticulum (ER) stress [10].
ER stress is an evolutionary conserved mechanism of mammalian cells closely connected
with different pathologies, including inflammation, atherosclerosis, heart failure, obesity,
and T2DM [11,12]. The main functions of ER are protein synthesis and folding, quality
control and secretion of proteins, synthesis of fatty acids and phospholipids, assembly of
lipid barriers, and metabolism of saccharides [12]. A large number of different signaling
pathways from the ER are able to initiate modulations of organism homeostasis. Mutations
of genes important for the correct function of ER or changes in their mRNA expression can
lead to ER stress and subsequent disorders [15,14].

Whether and how ER and mitochondrial stress interact is unknown. Their accurrence
in epicardial adipose tissue and potential contribution to coronary atherosclerosis remain
largely unexplored. Based on the prevalence of both ER and mitochondrial dysfunction
in subcutaneous and visceral adipose tissue in obesity, T2ZDM, and CAD, as well as the
recently suggested importance of epicardial adipose tissue in coronary atherosclerosis, we
hy pothesized that both mitochondrial and ER stress will be present in EAT of patients
with CAD. To this end, we performed a comparison of mENA expression of selected
mitochondrial and ER genes in subcutaneous and epicardial adipose tissue, skeletal muscle,
and right atrial myocardium in subjects undergoing elective cardiac surgery with and
without established CAD.

2. Results
2.1. Antrapometric and Biochemioal Characteristics

At baseline, no differences between the CAD and noCAD groups in any of anthro-
pometric characteristics were present, including age, weight, height, BMI, and waist and
hip circumference, except for greater epicardial adipose tissue thickness in patients with
CAD (Table 1). Additionally, patients with CAD had a higher prevalence of T2DM, arterial
hy pertension, and dyslipidemia, as well as increased fasting blood glucose and HbA 1,
compared to the noCAD group, while showing no difference in serum insulin, C-peptide,
or lipid parameters (Table 1).
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Table 1. Baseline characteristics of study subjects. Normally distribiited data are shown as the mean
=+ SEM. Non-parametric data are shown as the median (interquartile range). Statistical significance is
from an unpaired ftest; p< (.05 vs. no CAD, statistically significant comparisons are highlighted
in bold.

Group noCAD CAD P

No. of subjects (f/m) 11(3/8) T (5/22) x
Apge (year) 5984+ 458 676+ L65 0.421
Weight (kg) 8054+ 395 877 307 0.193
Height (cm) 172 + 309 175 £ 1.55 0.348
Body mass index fkg.f’mz] 27,1+ 0.9 286+ 091 0.339
Waist circumference (cm) 99.2 4 3.53 104 £ 242 0.332
Hip circumference (cm) 102 £ 3.08 107 £1.51 0.149
Waist/ hip ratio 0.96 + 0.01 0.96 4+ 0.02 0.872
Epicardial adipose tissue (mm) 3.00 (2.00-3.00) 4.00 (3.00—4.00) 0.014
Total cholesterol (mmaol/ L) 4124+ 029 A76+ 018 0.237

Triglycerides {mmol,/L) 133+ 016 145+ 018 1
LDL cholesterol (mmal /L) 2364+ 024 1994014 0.163
HOL cholestero] (mmol/ L) 125+ 012 115+ 009 0.126
Fasting glucose (mmol,/L) 544017 6.76 £ 033 0.011
HbA; . (mmol/meol) 3544 118 4364+ 198 0.012
Insulin (pIU /L) 184 (14.4-20.2) 24.2 (167-37.5) 0.095
C-peptide (ng/mL) 276+ 032 3054022 0.497
T2DM {n, %) 0 (0%) 10 (37.085) 0.021
Arterial hy pertension (1, %) 7 (63.6%) 26 (96.3%) 0.008
Dyslipidemia (1, %) 6 (54.5%) 26 (96.3%5) 0.002

CAD, coronary ariery disease; TXDM, type 2 diabetes mellitus; F, female; m, male.

2.2. Mitochondrial and Endoplasmic Reticulum Stress GenemRNA Expression in Adipose Tissue,
Myocardium, and Intercostal Muscle

2.2.1. Mitochondrial Gene mENA Expression in SAT and EAT

Basal mRMA expression of almest all assessed mitochondrial genes (NDLEALZ, 5,
SDHA, CYC1, COX4/T) in EAT was significantly lower in the CAD compared to the no-
CAD group (Figure 1). At the same time, MT-ND5 mENA expression showed a similar
tendency, but the difference did not reach statistical significance. In contrast, in SAT of
CAD patients, decreased baseline mENA expression was found only for SDHA (Figure 1),
while the expression of other mitochondrial genes did not differ between the groups. When
comparing both adipose tissue depots, only NDUEA12 showed differences between EAT
and SAT, with higher expression in EAT in the noCAD group (p= 0004). Surgery tended to
decrease the mENA expression of all mitochondrial genes in EAT, regardless of CAD, with
C5, NDUFA12, and MT-ND'5 showing significant differences. In contrast, no such pattern
was present in SAT, with only MT-ND5 expression in CAD subjects being significantly
reduced post-operatively (Figure 1). None of these changes could be seen when comparing
diabetic and nondiabetic subjects (data not showny).

2.2.2. Mitochondrial Gene mRINA Expression in the Myocardium and Intercostal Muscle

In the right atrial myocardium, mRNA expression of CS was significantly lower in the
CAD compared to the noCAD group (p = 0.036), while no other significant differences in

the myocardium or I[CM could be observed before or after the surgical procedure between
the groups in any of the other examined mitochondrial genes (data not shown).
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Figure 1. Mitochondrial gene mRMA expression in epicardial (EAT, A) and subciitaneous (SAT, B} adipose tissue. Values
are shown as the mean £ SEM. Statistical significance is from an unpaired itest and paired f-test (T1 vs. T2);* p< 005 vs
TL,; p< 0.05 va no CADTL Values were adjusted for the presence of type 2 diabetes mellitus Relative mRMNA expression

= changes in gene expression in a given sample relative to the reference sample (beta2-microglobulin), CAD, coronary
artery disease; T1, beginning of the surgery; T2, end of the surgery; C5, citrate synthase; NDLIFA1 2, MADH dehydrogenase
subunit; SDHA, succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A; COX4/1, cytochrome ¢ oxidase subunit 4,/1;
CYCl, cytochrom ¢ 1; MT-NDS, NADH-ubiquincne cxidoreductase chain 5.
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2.2.3. Endoplasmic Reticulum Stress Gene mRMNA Expression

Atbaseline, the expression of all assessed ER stress genes did not show any differences
between the groups in any tissue, except for significantly higher mRNA expression of
DDIT3 in SAT compared to EAT in noCAD subjects (p = 0.023). Surgery affected only EAT,
with increased expression of HSPA5 and ATF6 in CAD and ATF in both CAD and no CAD
groups (Figure 2-data for SAT and EAT and data for ICM and RA are not shown).
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Figure 2, ER stress gene mRMNA expression in epicardial (EAT, A) and subcutaneous (SAT, B) adipose tissue. Values are
showh as the mean + SEM. Statistical significance is from an unpaired f-test and paired f-test (T1vs. T2} * p < 0.05 vs. T1;
p< 005 vs no CAD T1. Relative mRNA expression = changes in gene expression in a given sample relative to the teference
sample (betaZ-microglobulin). CAD, coronary artery disease; T1, beginning of the surgery; T2, end of the surgery; HSPAS,
heat shock protein family A (Hsp?70) member 5; DDIT3, DMA damage inducible transcript 3; ATF4, activating transcription
factor 4; ATF8, activating transcription factor &,

3. Discussion

Adipose tissue surrounds the heart on 80% of its surface and forms up to 20% of total
heart weight [2,15]. This adipose tissue around the myocardium is divided into epicardial
and pericardial adipose tissue [2]. Our study focused primarily on epicardial adipose
tissue. The presented data demonstrate that mitochondrial mBMNA expression in EAT is
substantially and consistently lower in patients with CAD compared to subjects without
CAD, while SAT and other examined tiszues do not show the same results. In contrast, no
change in mRMNA expression of ER stress genes was observed throughout the study.

For our study, we have chosen six main mitochondrial genes (CS, NDUFA12, MT-ND5,
CYCI, COX 41, and SDHA ), which have a primary role in mitochondrial respiratory chain
complexes, and thus in mitochondrial function. Lower expression in EAT in patients
with compared to without CAD was demonstrated in all selected mitochondrial genes
except MT-ND5. These findings are in line with previous data published by Nakajima
et al., who showed lower mitochondrial respiratory capacity in EAT in CAD patients [16].
Here, we confirm and complement these data based on mitochondrial activity with the
results from gene expression. Correct mitochondrial gene expression and Amction has been
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linked to the retention of healthy anti-inflammatory and anti-atherosclerotic phenotype
of epicardial adipose tissue [17,18]. Our data thus further strengthen the suggested close
relationship between EAT dysfunction and coronary athe rosclerosis [2]. Interestingly, no
such changes could be seen in SAT, expanding the previously reported difference in pro-
inflammatory status between EAT and SAT, also to mitochondrial gene expression, and
again underscoring the relevanoe of EAT in the development of CAD. To these results, we
can also add the observed decreased mRNA expression of citrate synthase in the right
atrial myocardium in the CAD group, which suggests a reduction in allover mitochondrial
content. These findings might contribute to a better understanding of the interconnection
between CAD and other cardiac pathelogies, as mitochondrial dysfunction was shown to
be associated with diseases, such as atrial fibrillation and heart failure [19,20].

Qur study primarily compared subjects with and without CAD, regardless of T2DM,
as diabetes was present only in 37% of CAD subjects and in none of the subjects without
CAD. However, after adjusting for its presence, our data show that T2DM did not influence
mENA expression of investigated mitochondrial genes. Although data on mitochondrial
function of EAT, specifically in T2DM, are virtually non-existent, this seems to be in contrast
with the results of Dahlman et al.,, who observed a downregulation of electron transport
chain genes in visceral adipose tissue of obese T2DM subjects relative to non-obese healthy
subjects [21]. However, as their and our cohort differ significantly with respect to BMI,
comorbidities, and other factors, no clear conclusions can be drawn from this discrepancy,
and further research on larger T2DM cohorts is needed to gather more information about
the relationship between mitochondrial dysfunction in EAT and T2DM.

Surprisingly, we did not detect any relevant mRNA changes in ER stress genes, either
in EAT or in any other investigated tissue, regardless of the presence of CAD. It is well-
known that cardiovascular disorders are associated with disturbances in ER and abnormal
accumulation of misfolded proteins in cardiomyocy tes [22], although the available results
on the relationship of ER stress with CAD are conflicting [23]. In contrast to previous
studies on mice, we did not find any upregulation of ER stress genes, which might be at
least partially explained by the fact that the available murine data show the association of
ER stress primarily with degenerating cardiomyocy tes [24]. This together with our other
data suggests that EAT-associated ER stress might not play as important of a role in the
development of CAD as mitochondrial dysfunction. At this stage, we were not able to
confirm the mRNA findings with data on proteins, which nevertheless remains a plan for
the near future.

Cardiac surgery, usually coupled with extracorporeal circulation, comprises an intense
stressor for the organism, and is associated with increased systemic and local inflammatory
and metabolic responses [25]. Here, we show that, in EAT, mRNA expression of half of
the six mitochondrial genes decreased substantially after cardiac surgery, regardless of
the presence of CAD, while this was the case for only one gene in SAT of the CAD group.
This finding further strengthens the differences between SAT and EAT with regards to
mitochondrial dysfunction. Interestingly, in spite of a comparable baseline expression of ER
stress genes, cardiac surgery increased the expression of three out of four genes assessed in
EAT of CAD subjects, and only one gene in EAT of noCAD subjects {(while having no effect
in SAT of both groups), suggesting that CAD-derived EAT might still be more susceptible
to ER stress than the one not associated with coronary atherosclerosis.

In summary, in our study, CAD was associated with mitochondrial dysfunction in
EAT, as assessed by decreased expression of mitochondrial genes, but not with ER stress.
Further studies are needed to confirm these findings in larger cohorts and to define the
exact mechanisms of interaction between EAT mitochondrial dysfunction and CAD, which
may lead to the identification of novel therapeutic targets and strategies in the treatment
of CAD.
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4. Materials and Methods
4.1. Study Subjects

This shudy included 38 patients undergoing elective cardiac surgery with cardiopul-
monary bypass (coronary artery bypass grafting (CABG) in 13 subjects, valve replacement
in 17 subjects, and combination of CABG and valve replacement in eight subjects). Patients
were divided into two groups according to the presence of CAD, assessed by previous
selective coronarography—11 subjects without CAD (noCAD group: three females and
eight males) and 27 subjects with CAD (CAD group: five females and 22 males). Ten of
the participating patients had T2DM, 33 had arterial hypertension treated with antihy-
pertensives, and 32 had dyslipidemia treated with statins. Mone of the patients suffered
from acute or chronic kidney disease, malignancy, thyroid disease, or acute infection.
All participants signed written informed consent prior to enrollment into the study. The
study was approved by the Human Ethics Review Board, Institute for Clinical and Experi-
mental Medicine and Thomayer Hospital, Prague, Czech Republic, and was performed
in accordance with the guidelines proposed in the Declaration of Helsinki {2000) of the
World Medical Association. Elective cardiac surgery was performed after overnight fasting
and was started between 7-8 AM in all subjects. Ten patients received infusion of dobu-
tamine and norepinephrine perioperatively, with a maximum dose of 7 ug/kg/ min and
0.2 ug/ kg/ min, respectively, with the freatment duration from 8 to 33 h.

4.2, Anthropometric Examination and Blood and Tissue Sampling

All subjects included in the shudy were measured and weighted, and their body mass
index (BMI) was calculated one day prior to surgery. Waist and hip circumferences were
measured, and their ratio was calculated. Blood samples for biochemical and hormonal
measurements were taken after overnight fasting prior to initiation of anesthesia (beginning
of surgery) and at the end of surgery. Blood samples were centrifuged for 10 min at 3000x
g within 30 min after withdrawal. Serum samples weme subsequently stored in aliquots at
—50°C until further analysis. The thickness of EAT was measured by transthoracic echocar-
diography in front of the right ventricular wall from the parasternal long axis (PLAX) view:
Samples of subcutaneous (thoracic region, sternotomy site) (SAT) and epicardial (anterior
interventricular sulcus or right margin of the heart) adipose tissue (EAT), intercostal muscle
(ICM), and the myocardial right atrium (RA) for mENA expression analysis were taken
at the start and end of the surgery from approximately the same location in all patients.
Tizsue samples (50-100 mg) were collected with 1 mL of RMAlater® reagent (Ambion®
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and stored at —80 “C until further analysis.

4.3, Hormonal and Biodhemical Assays

Serum levels of cytokines were measured by a multiplex assay MILLIPLEX MAP
Human High Sensitivity T Cell Panel and Cytokine /Chemokine Magnetic Bead Panel
(HSTCMAG-285K-05, HCYTOMAG-60E-06, Merck KGaA, Darmstadt, Germany ). Sensi-
tivity for IFN-y was 0.8 pg/mL, for IL-10 0.56 pg/mL, for IL23 3.25 pg/mlL, for MIP-1a
0.94 pg/mL, for MIP-1p 0.67 pg/mL, for IL-6 0.9 pg/mL, for IL-8 0.4 pg/mL, for MCP1
1.9 pg/ml, and for TNF-cx 0.7 pg,/mL. The intra- and inter-assay variabilities for all assays
were between 5.0 and 15.0%. C-reactive protein (CRP) levels were measured by a high sensi-
tivity assay (Bender Med Systems, Vienna, Austria), with a sensitivity of 3 pg/mL. Routine
biochemical parameters wene measured at the Department of Biochemistry, Institute for
Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic by standard laboratory meth-
ods. LDL cholesterol was calculated using the Friedewald equation. Insulin levels were
measured by an RIA kit (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette, France). Sensitivity was
2.0 pIU/ mlL.
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5. Quantitative Real-Time PCR
5.1. Determination of mENA Expression

Samples of SAT, EAT, ICM, and RA were homogenized on a MagMA Ly ser instrument
with MagMNA Lyser Green beads (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany ). Total
RNA from homogenized tissue was extracted on a MagNA Pure instrument using a Magna
Pure Compact ENA Isolation kit (tissue) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germary).
The RNA concentration was determined from absorbance at 260 nm on a NanoPhotome ter
{Implen, Munchen, Germany}. Reverse transcription was performed using 0.25 pg of total
RMA to synthesize the first strand cDINA using random primers per the instructions of
the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Gene expression of inflammatory, mitochondrial, and endoplasmic reticulum stress
genes was performed on a ViiAT Instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
using TaqMand:' gene expression assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A mix
of TagMan™ Universal PCR Master Mix I, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), nuclease-free water (Fermentas Life Science, Lithuania), and specific
TagManGene expression assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used
for the reaction. Beta-2 microglobulin (B2M) was used as the endogenous reference. The
formula 2799 35 used to calculate relative gene expression. The complete determination
process is described in detail elsewhere [26].

5.2 Mitochondrial and Endoplasmic Reticulum Stress Genes

For our study, we have chosen the most abundant genes of the mitochondrial respira-
tory chain (Supplementary Table 51). Cilrake synthase (C5), which is considered a marker of
total mitochondria, is a tricarboxylic acid cycle enzyme that catalyzes the synthesis of citrate
from oxaloacetate and acetyl coenzyme A (acetyl-CoA), and is located in the mitochon-
drial matrix [27,28]. Other shady genes are located in the inner mitochondrial membrane,
including nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen (NADH) dehydrogenase subunit
(NDUEA1 2} and mitochondrially encoded MADH dehydrogenase 5 (MT-ND5), which are
both part of an enzymatic complex NADH-coenzyme(}yy reductase (Complex I), succinate
dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (SDHA), which encodes a major subunit
of succinate-ubiquinone oxidoreductase (complex II), cytochrome ¢ oxidase subunit 4,1
(COX4/T), which is part of cytochrome c oxidase {(complex IV} [29], and cytochrom c 1
(CYC1), which is a respiratory subunit of ubiquineol oytochrome ¢ reductase (complex
1) [20] [31).

Assessed genes of ER stress include HSPAS, DDIT3, ATF4, and ATF6 (Supplementary
Table 52). ATF4 is a stress-induced transcription factor and one of the master regulators
of the cellular stress response that promotes adaptation of cells to a limited availability of
nutrients [32]. ATF6 is a transcription factor located in the ER membrane and sensing ER
stress. Without stress conditions, ATF6 accurs as a 90 kDA trans-membrane glycoprotein
(p90ATF8). Under stress conditions, the protein is cleaved to give a 50 kDA protein
(pS0ATEE), which will get into the cell nucleus, where it directly affects the expression of
the uncoupling protein response target genes [33]. The protein encoded by the HSPAS gene
is a member of the heat shock protein 70 (HSF70) family. It is localized in the lumen of the
endoplasmic reticulum (ER) and is involved in the folding and assembly of proteins in the
ER [34]. The DDIT3-encoded protein is implicated in adipogenesis and erythropoiesis, is
achivated by endoplasmic reticulum stress, and promotes apoptosis [35].

6. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed, and graphs were drawn using SigmaPlot 13.0
(Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Results are expressed as means + standard
errors of the mean (SEM) or median (interquartile range), according to the normality of
the data. Normality of all data was assessed by the Shapiro-Wilk test. An unpaired i-test,
Mann-Whitney rank sum test, paired test, or Wilcoxon signed rank test were used for
the assessment of intra- and intergroup differences, as appropriate. Correlations were
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analyzed using Spearman’s or Pearson’s correlation test, according to the normality of
the data. Multiple linear regression analysis using a backward stepwise variable selection
method was performed in the combined group of all study subjects, using parameters with
significant results from Spearman or Pearson correlation tests. Values were adjusted for
the presence of T2DM. In all statistical tests, p-values < 0.05 were considered significant.

Supplementary Materials: The follow ing ate available online at https: / / www mdpi.com/ article,/ 10
L3390/ ijms22 094538/ c1, Table 51: Mitochondrial genes assessed in the study, Table 52 Endoplasmic
retictilum stress genes assessed in the study.
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Context: Nendesin has recently been identified as a novel regulator of energy expenditure in
experimental animals; however, its role in humans remains unexplored.

Objective: The aim of this study was to assess the effects of obesity and type 2 diabetes mel-
litus {T2DM) along with selected weight reducing interventions on serum neudesin levels and
adipose tissue mENA expression.

Patients and methods: Fifteen obese subjects with T2DM undergoing endoscopic duodenal-
jejunal bypass liner (DJBL) implantation, 17 obese subjects (11 with T2DM, 6 without T2DM)
scheduled for gastric plication (GP), 15 subjects with functional hypoglycemia subjectad to
72-hour acuts fasting (AF), and 12 healthy controls were included in the smdy.

Results: Baseling nendssin levels were comparable between all groups. DIBL increasad nendesin
at 6 and 10 months after the procedure (1.77+0.86vs 2.28+1.27 vs 2.13+1.02 ng/mL, P=0.001
for baseline vs 6 vs 10 months) along with reduction in body weight and improvement of HbA
without any effect on neudesin mRNA expression in subcutaneous adipose tissue. Conversely,
GP did not affect nendesin levels despite marked reduction in body weight and improvement of
HbA . Incontrast, AF decreased neudesin levels during the entire period (1.7440.54 vs 1.4640.48
ng'mL, P=0.001 for baseline vs 72 hours) with no impact of subsaquent re-alimentation on
neudesin concentrations.

Conclusion: Nendesin levels are differentially regulated during AF and chronic weight reduc-
tion induced by DJBL or GE Further sidies are needed to assess its possible significance in
energy homeostasis regulation in humans.

Keywords: neudesin, obesity, type 2 diabetes mellitus, bariatric surgery, acute fasting, weight
reduction, energy homeostasis

Introduction
Increasing prevalence of obesity and its metabolic complications, in particular type 2
diabetes mellitus (T2DM), represents one of the most significant challenges of cur-
rent health care systems." It is well known that the clustering of diabetes, obesity,
and other comorbidities referred to as metabolic syndrome markedly increases the
risk of chronic cardiovascular complications, thus impacting both quality of life and
life expectancy of patients.>* Changes in the central nervous system (CNS) including
disturbances of neuropeptides regulating energy homeostasis significantly contribute
to the development of obesity and its complication.®” Itis thus of utmost importance to
better understand the factors involved in the central regulation of energy homeostasis.
Neudesin is a newly identified factor contributing to the complex control of energy
homeostasis® It was originally identified in mice embryos as a secreted protein with
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neuroirophic activity.” Neudesin is a member of the mem-
brane-associated progesterone receptor family that consists
of four proteins characterized by common cytochrome 5S-like
heme/steroid binding domain. Of this protein family, neude-
sin and neuferricin are secreted proteins, whereas two other
members — progesterone receptor-membrane components |
and 2 — are located on cell membranes.' Human neudesin
has a 172 amino acid sequence with high similarity to other
vertebrates.” Neudesin activates mitogen-activated protein
kinase (MAPK) and phosphoinositide 3-kinase (PI3K) sig-
naling pathways and has been shown to play a role in neural
cell differentiation, cell proliferation, and tumorigenesis.*!!

Neudesin is preferentially expressed in the CNS and
spinal cord where it promotes neural cell differentiation.™
In addition to neurotrophic effects, it can influence appetite
control in the hypothalamus® or anxious-like behavior con-
trolled by the dentate gyrus of the hippocampus.™ Neudesin
mRNA expression was also documented in other tissues
including adipose tissue, heart, lungs, and kidney.”

Studies suggest that neudesin plays a multifaceted role
mainly in neural function and energy metabolism regula-
tion.'*"* Neudesin-knockout (KO) mice were resistant to high
fat diet (HFD-induced obesity and obesity-related metabolic
dysfunctions.” By contrast, acute intracerebroventricular
administration of neudesin decreased food intake and body
weight and these effects were attenuated in obese mice that
were fed an HFD."

Taken together, experimental studies suggest that neude-
sin could be a novel regulator of energy homeostasis and food
intake with potential role in the development of obesity and
its complications. As no data concerning changes in nendesin
levels in humans are available, we tested the hypothesis that
serum neudesin concentrations may be affected by obesity
and T2DM. To this end, we measured serum neudesin levels
and its mRINA expression in subcutaneous (SAT) and vis-
ceral adipose tissue (VAT) in obese subjects with or without
T2DM. We also explored the effect of acute fasting (AF) and
selected weight reducing interventions on neudesin levels and
its relationship to anthropometric, metabolic, and hormonal
parameters to gain more insight into its possible role in the
development of obesity-related metabolic disturbances.

Materials and methods

Study subjects and interventions

Fifteen obese subjects with T2DM (n=5/10; female/male
[fm]) undergoing endoscopic duodenal-jejunal bypass liner
(DJBL) implantation, 17 obese subjects (11 with T2DNM [8/3;
fim], 6 without T2DM [4/2; fm]) scheduled for bariatric

surgery — gastric plication (GF). 15 subjects with functional
hypoglycemia (n=7/8; f'm) subjected to 72-hour AF, and 12
healthy controls (8/4; ffm) were included in the study. Writ-
ten informed consent was signed by all participants prior to
enrollment. The study was approved by the Human Ethics
Review Board, First Faculty of Medicine and General Univer-
sity Hospital, Prague, Czech Republic, and was performed in
accordance with the guidelines proposed in the Declaration
of Helsinki (2000} of the World Medical Association.

Anthropometric examination, blood and
adipose tissue sampling

All subjects included in the study were measured and
weighted, and their body mass index (BMI) was calculated.
Blood samples for biochemical and hormonal measurements
were taken after overnight fasting and were centrifuged for
10 minutes at 3,000xg within 30 minutes after withdrawal.
Aliquots were stored at —B0°C.

Samples of SAT were obtained by needle aspiration
biopsy from the abdominal region or from the laparoscopic
channel or laparotomy in case of surgery after overnight fast-
ing. In subjects undergoing bariatric surgery, VAT samples
were taken from the abdominal cavity at the beginning of
the procedure. Tissue samples were collected to 1 mL of
RNAlater® reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and stored at —80°C until further analysis.

DJBL
Fifteen obese subjects with T2DM were included in the DJBL
treatment group. Patient visits were conducted at baseline
— before DIBL insertion (V1) and 1 (V2), 6 (V3), and 10
months (V4) after the implantation of DJBL. Anthropometric,
serum biochemical, and hormonal parameters were measured
and SAT samples were collected at each visit.

Bariatric surgery

Seventeen obese subjects (11 with T2DM, 6 without T2DM)
underwent GF. Anthropometric measurements and blood
and SAT samples were taken at baseline (V1), 6 (W3, and
12 months (V4b) after surgery. In addition to SAT obtained
during each visit, samples of SAT and VAT were taken dur-
ing surgery for the evaluation of depot-specific differences.

Fasting in subjects with functional
hypoglycemia

Fifteen subjects with suspected hypoglycemic episodes under-
went a supervised T2-hour fasting test to rule out organic hyper-
insulinism, all of them with negative results. Serum neudesin
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was measured at the beginning (T1), at 24 (T2) and 48 hours
(T3) of fasting, at the end of fasting (ie, after 72 hours —T4),
and at 2 hours after re-alimentation (T35).

Hormonal and biochemical assays

Serum neudesin levels were measured by sandwich enzyme
immunoassays using a commercial ELISA kit (Neudesin
Human ELISA, BioVendor, Brno, Czech Republic). The
assays including serum dilution were carried out according
to the manufacturer’s protocol. Sensitivity was 0.01 ng/mL.
Serum leptin concentrations were measured by the com-
mercial ELISA kit (BioVendor). Sensitivity was 0.2 ng/mL.
Serum C-reactive protein levels (hsCRF) were measured by
high-sensitive ELISA (Bender Medsystems, Vienna, Austria)
with a sensitivity of 3 pg/mL. Insulin concentrations were
measured by RIA kit (Cis Bio International, France). Sensi-
tivity was 2.0 plU/mL. The intra- and inter-assay variabilities
were <5.0% and 10.0%, respectively.

Biochemical parameters (blood glucose, HbA, , total and
HDL cholesterol, and triglycerides) were measured and LDL
cholesterol was calculated by standard laboratory methods at
the Department of Biochemistry, General University Hospi-
tal, Prague, Czech Republic.

Quantitative real-time PCR

SAT and VAT samples were homogenized on MagNA Lyser
Instrument (Hoffman-La Roche Ltd Basel, Switzerland). Total
RMA from homogenized tissue was extracted on a MagNA
Pure instrument using a MagNa Pure Compact RNA Isolation
kit (tissue) (Hoffman-La Roche Ltd). RNA concentration was
determined from absorbance at 260 nm on a NanoFPhotometer
(Implen, Munchen, Germany). Reverse transcription was per-
formed using random primers according to the manufacturer’s
protocol of the High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Thermo Fisher Scientific). The input amount of RNA
was 0.25 pg per reaction. Gene expression was performed on
a ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).
For reaction, a mixture of TaqMan® Universal PCR. Master Mix
II, NO AmpErase® UNG (Thermo Fisher Scientific), nuclease-
free water (Fermentas Life Science, Vilnius, Lithuania), and
specific TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher
Scientific) were used. Beta-2 microglobulin was applied as
endogenous reference. The formula 273 was used to calculate
the relative gene expression.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SigmaPlot 13.0
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Anthropometric,
biochemical, and hormonal results are expressed as mean +

SD for parametric data or median (interquartile range) for
nonparametric data. One-way ANOVA/one-way repeated
measures (RM) ANOVA followed by Holm—Sidak test,
one-way AMOVA on ranks/one-way RM ANOVA on ranks
followed by Dunn's method, unpaired ¢-test or Mann—Whitney
rank sum test, and paired test or Wilcoxon signed-rank test
were used for the assessment of intergroup differences, as
appropriate. Spearman or Pearson correlation test was used
to calculate the relationships between serum neudesin and
mRNA expression and other parameters. Combined groups
of all study subjects with age-matched control subjects were
used for correlation analysis. Statistical significance was
considered at P<0.05.

Results

DJBL

Anthropometric, biochemical, and hormonal characteristics
are shown in Table 1. At baseline, patients with T2DM had
higher BMI, blood glucose, HbA, , CRP, triglycerides, insu-
lin and leptin levels, and lower HDL cholesterol compared
to healthy study control subjects. DJBL decreased BMI,
improved glucose control and lipid profile, and reduced the
levels of insulin and leptin compared to baseline (Table 2).

GP

At baseline, all subjects undergoing GP had higher BMI,
leptin level, and CRP and reduced HDL cholesterol compared
to control subjects, while T2DM patients had also increased
blood glucose and HbA | (Tables 1 and 3). GP reduced
anthropometric parameters and leptin levels and increased
HDL cholesterol in both obese and T2DM subjects. In addi-
tion, T2DM subjects had lower HbA . while obese subjects
without T2DM had decreased triglycerides and CRP after
the procedure (Table 3).

Functional hypoglycemia — AF test

Patients with functional hypoglycemia undergoing the AF test
for 72 hours had comparable baseline fasting blood glucose
and lipid levels and anthropometric parameters relative to
the control subjects (Table 1).

Effect of interventions on serum
neudesin levels and adipose tissue mRNA
expression

At baseline, all obese subjects with and without T2DM
undergoing GP or DJBL implantation, as well as subjects with
functional hypoglycemia, had comparable serum neudesin
levels with healthy control subjects (Table 1).
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Table 1 Anthropometric and biochemical characteristics of study subjects at baseline
Group DjBL GP AF Controls
TIDM+ TIDM-—
Subjects (n) {female/male) 15 {5/10) 11 (83) & (4/2) 15 (718) 12 (84}
HAge (years) 50.5+10.3 51.5+8.22 49.2+11.8 4574127 43245951
Body mass Index (kg/m?) 4186500 4320487 4031543 26.547.20%° 24.241 .86
Blood glucose (mmolL) | 1443 340 prre R 523+H083 5.1 &+ 0™ -4 58H) 58
HbA _ (mmolimol) TIALIT I B0 1+16. 2 ITIL5.09 MNP 33.4:4.09
Chalesteral {mmol/L) 4. 584087 AT0£0.13 5.6543.12 5.1 24074 5.12+1.22
Trighcerides (mmel/L) 1.32(1.22-2.37p 1.36 (0.94-2.22) .51 {0.69-7.13) 0.94 (0.73-133) 0.79 (0.64-1.15)
HDL cholesterad (mmol/L) LI12021° 1.2110.25" 1174016 MNP 1.7610.36
LD choleseerol {mmol/L) 2.91+1.02 2T 8BS 2 66048 NP 25944113
Insulin {miUVL) 668 (38.1-204p | 53 (30.2-63.7) 315 {19.2-50.0) 242 (19.7-43 18.8 (9.08-224)
Leptin {ng/mL} 2374125 387+ 6.6 46169 10548 60k 10.34+56.28
CRP {mg/L) 272(1.79-3.78¢ | 1.27 (048-3.03p | I B4 (L41-378p | 0.22 (0.12-050) | 0.25 (0.17-0.62)
Mewdesin mRMNA expression in SAT 1124053 0.9940.21 1114019 MNP MNP
Serum neudesin (rg'mL} LTr0.86 L27H0.75 1624098 1.7410.54 | 870.70
Motes: distributed data are shown as mean + S0, nonparametric dat as median (interquartile rangs). P05 vs controk %005 vs DJBL; P<0.05 vs GP TIDM+

F=0.05 vs GP TIDM-. Statistical significance is from one-way AMOVA
Abbrevi: DJEL, ducdenaljejunal bypass liner; GP, gastric plication; AF, acute fasting: TIDM, type 2 diabetes mallitus; MNP, non-measured parameter; CRP. C-reactive
protein; SAT. subsutanecus adipose tissue.

Table 2 Effect of endoscopic DJBEL on anthropometric, biochemical, and hormonal characteristics

Group Controls vi Y2 ¥i V4

Subjects (n) 12 15 Is [ IS

Age (years) 434951 5054103 NP NP NP

Body mass Index (kg/m?) 24241 86 4274653 4054692 37 54555 36.504.91%
Walst elreumference (cm) B3.348.94 131+145 127412.8% 12011 8% | 181 1,78

Hip circurnference (cm) 98.619.09 1314174 1274167 122412.7* 12011 5%
Blood glucose (mmaelL) 4584058 1144334 BOBRL3. 0% BATED 19 7.09+1 864
HbA,_ (mmalimol) 33.244.09 T3ALIT.I* 63.8415.9% 524112 50.0+12.6%
Chalesteral (mmeliL) 5124122 4584087 1.5740 60 4294073 3860 T
Triglycerides (mmolL) 079 (064-1.15) | 132 (122-237p | 134 (L13-188p | 139(110-200F | 1.07 (0.84-1.92p
HDL cholestarol (mmeol/L) 1.7620.36 1.1240.21* 1.0140.15 1.09:0.18° 1.07+0.28

LDL ehslesteral (mmelL) 2944113 291+1.02 1314063 248D 65 2.15:0.64%
Insulin (miLVL) 188 (9.08-224) | 668 3R1-204F | 461 (308-207 | 514 (3WO-234p | 59.7 (243213
Leptin {ng/mL) 10.345.28 2374125 18.618.91 18.9:13.4 FAFIE]

CRP (mg/L) 025 (0.17-0.62) | 272 (1.79-3.78p | 248 (1.59-3.6p 167 (1.44-3.95p | .76 (1.18-2.23p
Meudesin mRMA expression in SAT WP 1124053 MNP 1.08::0.39 1.13£0.43

Motest Mormally distributed data are shown as mean + 50 and nonparametric data as median (interquartile range). P<0.05 vs controls, one-way ANOVAIANCVA on ranks:
Yl 05 vs V1, one-way repeated measures AMOY Alone-way repeated measures AMOVA on ranks; 'P<0.05 vs V2 one-way repeated mexsures AMCVA/one-way repeated

mesures AMOVA, on ranks,

At sl N sl mrea il

NP, : DfBL.
meonth after DJBL: ¥3, & months after DJBL: ¥4, 10 months afver DJBEL.

DIBL increased neudesin levels after 6 months relative
to baseline and the levels remained elevated 10 months after
implantation (Figure 1). GP had no effect on serum neude-
sin (Figure 2). Patients with functional hypoglycemia had
decreased neudesin levels after 48 and 72 hours of fasting
as well as 2 hours after partial re-alimentation compared to
the baseline and control group (Figure 3).

jejunal bypass rner; CRP. C-reactive protein: SAT. subcutaneous adipose tissue; V1, before DJBL; V2. |

Neudesin mRNA expression in SAT was not affected by
weight reduction and did not show any correlation with serum
neudesin levels. There was no difference in baseline neudesin
mBNA expression between SAT and VAT in subjects undergoing
GP (Figure 4). A temporarily higher neudesin mRNA expression
in SAT was observed in obese patients without T2DM relative
to those with T2DM at 6 months after GP(Figure 4).
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Figure | Serum neudesin levels: the effect of DJBL.
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P=0.016) in patients undergoing DJBL and with BMI
(R=0.770, P=0.009) and insulin levels (R=0.579, P=0.002)
in subjects undergoing the AF test. There was a positive cor-
relation between neudesin mRMA expression in SAT and
HbA (R=0.398, P=0.014) in DIBL subjects.

Neudesin levels inversely correlated with CRP (R=0.396,
FP=0.006) in obese subjects with/without T2DM in the GP
group, while negative correlation of neudesin levels with
HbA  (R=0.501, P=0.034) was observed in obese patients
with T2ZDM. Neudesin mRNA expression in SAT was
inversely related to BMI (R=—0.352, P=0.041) and blood glu-
cose (R=0.424, P=0.013) across the groups undergoing GP.

Discussion

Neudesin is a novel neurotrophic factor originally identified
in the CNS with multiple functions in organisms including
regulation of food intake and energy homeostasis, behavior,
and sympathetic activity.” Similar to other hypothalamic
neuropeptides that play a role in food intake and energy
metabolism regulation,'® neudesin is also produced in
numerous peripheral tissues including adipose tissue, heart,
lung, and kidney.®'" Experimental studies showed that
neudesin- KO mice were resistant to diet-induced obesity and
obesity-related metabolic dysfunction'® owing to increased
sympathetic nervous activity with subsequent augmentation
of energy expenditure, lipolysis in white adipose tissue, and
heat production and free fatty acid oxidation in brown adipose

tissue." Interestingly, another study by Byerly etal' showed
that intracerebroventricular administration of recombinant
neudesin decreased food intake and body weight suggest-
ing its complex role in the regulation of energy homeostasis
with potential differences in peripheral and central effects.
Furthermore, neudesin administration was only efficacious
in lean mice while its effects on food intake were blunted in
obese mice that were fed an HFD."

To the best of our knowledge, no data describing changes
of circulating neudesin levels and its possible significance in
the regulation of energy homeostasis in humans are avail-
able. In our study, baseline serum neudesin concentrations
in obese subjects both with and without T2DM did not differ
from healthy lean control subjects. To gain further insight into
the dynamic regulation of serum neudesin concentrations we
explored the influence of three interventions affecting energy
homeostasis. In obese diabetic patients undergoing DIBL
implantation circulating neudesin concentrations significantly
increased 6 months after its insertion and remained elevated
until month 10 when DIBL was removed. It is important to
note that DJBL implantation led to a marked body weight
loss and improvement of glucose control suggesting a pos-
sible interconnection of increased neudesin levels with
these changes. This was further corroborated by the positive
correlation between neudesin and serum insulin, which is
especially interesting with regard to their common effector
pathway including the activation of MAPK and PI3K signaling
cascades.®'* Nevertheless, the universality of a direct relation-
ship between neudesin and metabolic state was not confirmed
by our other data from obese diabetic subjects undergoing
bariatric surgery. These patients, similar to DJBL patients,
experienced marked weight loss and improvement in ghucose
control but their serum neudesin levels remained inchanged
throughout the 12-month follow-up period. Finally, AF in
nonobese individuals decreased neudesin levels again pointing
out to its possible interconnection with energy homeostasis.

Adipose tissue has been described as one of the sources
of neudesin in mice.”” To this end, we explored neudesin
mRENA expression in patients undergoing bariatric surgery.
Although we did not detect any differences between SAT
and VAT neudesin mRNA expression, we found a transient
increase in neudesin mRNA expression in SAT 6 months
after GP in obese patients without T2DM, while no such
change was detected in obese diabetics. Interestingly, these
data differ from experimental results showing increased
neudesin mRNA expression in white adipose tissue of mice
that were fed an HFD.” Using cultured 3T3-L1 preadipo-
cytes, Kimura et al"® described suppression of adipogenesis
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induced by increased neudesin mRNA expression. It is
thus plausible that this transient increase in adipose tissue
neudesin mRNA expression could be connected to changes
in adipogenesis induced by weight loss after bariatric surgery.
Further studies are certainly needed to verify such a possible
interconnection.”

As our study is the first to describe changes in circulat-
ing neudesin levels in humans, caution is necessary in data
interpretation. Firstly, we measured circulating levels of
neudesin that are very likely of peripheral origin and may
not reflect its changes in the CNS. Currently, no experimental
data with peripheral neudesin administration are available
and it is thus not possible to conclude if actions of neudesin

in peripheral tissues can contribute to the improvements
after DJBL. Importantly, in our study, neudesin levels were
increased only after DJBL but not after GP (a restrictive-type
bariatric procedure) despite comparable drop in body weight
and improvement in glucose control after both interventions.
These findings suggest that changes in the gastrointestinal
tract induced by DIBL, eg, duodenal exclusion, modulation of
bile acids or other DIBL-specific effects that are not present
in patients after GP**' could have contributed to increased
serum neudesin levels. Decreased neudesin concentrations
after AF point out to possible differences in the regulation
of neudesin under acute vs chronic interventions decreasing
food intake. The obtained data do not enable us to explain
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the different trends between serum neudesin levels and its
mRMNA expression in SAT with increased expression in
obese GP subjects and no change in DIBL individuals; the
findings nevertheless suggest that adipose tissue is not the
primary source of systemic neudesin and that, in addition to
increased adiposity, diabetic state might play a role in local
adipose tissue regulation of neudesin production.

Taken together, serum neudesin levels increased after
DIBL implantation in obese patients with T2DM and
decreased after AF in nonobese subjects. On the other
hand, serum nendesin was not affected by the restrictive-
type bariatric procedure of GP. Overall, our data suggest
a complex interconnection between changes in energy
homeostasis and circulating neudesin concentrations with
distinct effects of acute vs chronic energy restriction and
differential influence of procedures affecting different parts
of the digestive tract.
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