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ZKRATKY
AMPK: AMP-aktivovand proteinkindza
ANP: atrialni natriureticky peptid
ATGL: lipdza adipocytarnich triglyceridu
BNP: brain natriureticky peptid
cAMP: cyklicky adenosin monofosfat
CD36: protein CD36, lidsky homolog mysi translokdzy mastnych kyselin
cGMP: cyklicky guanosin monofosfat
CNP: C-typ natriuretického peptidu
DNL: de novo lipogeneza
FABP: fatty acid binding protein
FATP: fatty acid transport protein
HSL: hormon senzitivni lipdza
l1-6: interleukin 6
I1-8: interleukin 8
IRS-1: substrat inzulinoveho receptoru 1
NEFA: neesterifikované mastné kyseliny
NPs: natriuretické peptidy

KRBHA: Krebs Ringer Bicarbonate buffer containing 10 mmol/I HEPES and 2%
fatty acid-free BSA

LPL: lipoproteinova lipdza
PKC: proteinkindza C
PKG: proteinkindza G

PEPCK: fosfoenolpyruvatkarboxykindza



RBP-4: retinol binding protein 4
TAG: triacylglyceroly

TNF-LI: tumor necrosis factor alpha
VLCD: very low calorie diet

VLDL: very-low density lipoprotein



SOUHRN

Tukovd tkdn je davana do souvislosti s etiopatogenezi inzulinové
rezistence a rozvojem metabolickych komplikaci véetné diabetes mellitus 2.
typu a aterosklerdzy. Patofyziologické mechanismy zprostfedkuijici tuto vazibu
jsou jiz delsi dobu intenzivné studovany. Vyzkum v této oblasti se ubird dvéma
hlavnimi sméry — prvnim ze zvazovanych kandiddatu stojicich za asociaci
inzulinové rezistence a nadmérné akumulace tukové tkané jsou volné mastné
kyseliny, které jsou do cirkulace uvolhovany Vv procesu lipolyzy z
triacylglycerolu uskladnénych v tukové bunce. Expozice volnym mastnym
kyselindm pak vede ke vzniku inzulinové rezistence v cilovych orgdnech.
Druhy smér zdjmu je soustfedén na adipokiny - proteiny sregulaéni &i
endokrinni funkci - které jsou tukovou bunkou produkovdany a jejichz uloha je
Vv rozvoji inzulinové rezistence rovnéz predpokldddna. Predlozené prdce jsou
zaméfeny na vyzkum jok metabolické funkce tukové bunky - konkrétné
regulace lipolyzy (prace €. 1 a 2), tak ulohy tukové tkdné jokozto mocného
endokrinniho orgdnu — konkrétné ucinku jednoho zfady secernovanych
adipokinu RBP4 (prace &. 3 a 4).

Prvni ast prdace se zabyva regulaci lipolyzy za ruznych nefyziologickych
podminek na souboru Stihlych a obéznich muzu béhem zdatézoveho
protokolu. V praci &. 1 jsme prokdzali inhibicni ucinek NEFA s dlouhym
fetézcem na alfa2-adrenergni drahu in vitro i in vivo béhem fyzické zatéze,
kdy tento inhibi¢ni ucCinek byl markantnéjsi u obéznich jedincu. NEFA
s dlouhym fetézcem-mediovand suprese antilipolytické drahy predstavuje
dalsi mechanismus, kterym dieta s vysokym obsahem tuku muze zvysit lipolyzu
v fukové tkdani. V publikaci &. 2 jssme demonstrovali pokles lipolytické aktivity
subkutdnni tukové tkané pifi infuzi inzulinu béhem 45-fi minutovée zdatéze
vytrvalostniho typu u S§tihlych jedincu. Tento pokles byl daleko méné
vyjadieny u obéznich jedincu. Zatézi-indukovand elevace plasmatickych
hladin katecholaminu byla u Stihlych muzu narozdil od obéznich pfi
inzulinovém clampu redukovdana. Dospéli jsmsne tedy k zavéru, Zze antilipolyticky
ucCinek inzulinu je pfitomen i béhem fyzické aktivity a Zze nasi obézni muzi jsou
k fomuto antilipolytickému ucinku inzulinu béhem zdatéze rezistentni.

Cilem druhé Casti prace bylo studovat recentné objeveny kandidatni
adipokin RBP4, ktery (na zdkladé vysledku experimentu na zvifecich
modelech) by mohl hrdt vyznamnou roli v regulaci metabolismu glukdzy a
patogenezi inzulinove rezistence. Sledovali jsme plazmatické hladiny a expresi
RBP4 v tukové tkdni jednak béhem longitudindini intervencni studie na
souboru 25 obéznich Zen (publikace &. 3) a v prufezove studii na souboru 59
zen se Sirokym rozmezim BMI a stupném inzulinoveé rezistence (publikace &. 4).
Plasmatické hladiny RBP4 i RBP4 mRNA z podkozni tukové tkané poklesly po 4

tydenni VLCD, korelace mezi dietné-indukovanymi zménami RBP4 a
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inzulinovou senzitivitou jsme nenalezli. Po rozdéleni souboru do dvou skupin
dle stupné inzulinové senzitivity nebyl pozorovdan rozdil v plasmatickych
hladindch RBP4. RBP4 mRNA byly vyrazné nizsi ve viscerdlni nez v subkutdnni
tukové tkdani nezdvisle na stupni obezity & pfitomnosti metabolického
syndromu. Korelace mezi ukazateli RBP4 a stupném obezity &i inzulinové
rezistence nalezeny nebyly. Vysledky nasi prdce tak pfimou souvislost RBP4
sinzulinovou rezistenci narozdil od jinych autord nepotvrzuji. Snizeni
plasmatické hladiny RBP4 béhem kalorické restrikce doprovdzené redukci
hmotnosti pravdépodobné souvisi se snizenou proteosyntézou v jatrech.
Uloha RBP4, daliho ze $kaly adipokini, v patogenezi inzulinové rezistence
zustavd, vzhledem k nekonzistenci dostupnych dat, pfedmétem dalsiho
badani.



SUMMARY

Adipose tissue is associated with insulin resistance and developement
of metabolic complications including type 2 diabetes and atherosclerosis.
Mechanisms responsible for this association have been studied intensively for
a longer period. Research in this branch is focused on two main hypothesis.
The first possible candidate linking insulin resistance with excessive adipose
fissue accumulation are free fatty acids (FFA) released intfo the circulation
from triglycerides stored in adipocyte during lipolysis. Exposition to FFA results
in insulin resistance in target organs. Another candidate to be considered as
mediator of insulin resistance are adipokines, proteins with regulatory or
endocrinous function that are produced by adipocyte. Submitted papers are
focused on investigation of both the metabolic (specifically regulation of
lipolysis, paper n. 1T and 2) and endocrinous (specifically RBP4, paper n. 3 and
4) functions of adipose fissue.

In the first part of the thesis we have studied the regulation of lipolysis
during various nonphysiological conditions in a group of lean and obese men
during exercise. In paper n. 1 we have shown inhibitory effect of long chain
fatty acids (LCFAs) on alpha2-adrenergic pathway in vifro and in vivo during
exercise, this inhibitory effect being more expressed in obese subjects. LCFAs-
mediated suppression of antilipolytic pathway represents another mechanism
whereby a high fat conftent in the diet might increase adipose tissue lipolysis.
In paper n. 2, we have demonstrated decrease of subcutaneous adipose
fissue lipolytic activity when insulin was infused during 45-min period of
endurance physical activity in lean subjects. This decrease was less
pronounced in obese individuals. Exercise-induced elevation of
catecholamines plasma levels was reduced in lean but not in obese during
insulin clamp. We concluded that antilipolytic effect of insulin is present also
during physical activity and that our obese men are resistant to this
antilipolytic effect of insulin during exercise.

The aim of the second part of the thesis was to study retinol-binding
protein 4 (RBP4), a recently characterized potential candidate that may play
a role in the glucose metabolism regulation and the pathogenesis of insulin
resistance. We have studied plasma levels and expressions of RBP4 in adipose
fissue during longitudinal intervention study in a group of 25 obese women
(paper n. 3) and in cross-sectional study in a group of 59 women with a wide
range of BMI and insulin resistance (paper n. 4). RBP4 plasma levels as well as
RBP4 mRNA in subcutaneous adipose tissue decreased in 4 weeks of VLCD.
No correlations between diet-induced changes in RBP4 and insulin resistance
were found. When we divided the whole group of women into two
subgroups according to the degree of insulin sensitivity no difference in RBP4
plasma levels was seen. RBP4 mRNA were dramatically lower in visceral
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compared to subcutaneous adipose tissue independently of the degree of
obesity or presence of metabolic syndrome. Correlations between RBP4
indicators and the degree of obesity or insulin resistance were not found.
Unlike other authors, the results of our work don’t bring evidence for direct
association of RBP4 and insulin resistance. Decrease of RBP4 plasma level
during calorie restriction accompanied by weight loss might be related to the
decreased protheosynthesis in liver. With respect to the inconsistent data, the
role of RBP4 in the pathogenesis of insulin resistance has to be further
elucidated.
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1. Uvod

Obezita, charakterizovdna nadmérnou akumulaci fukové tkdané
v organismu, patfi celosvétové mezi hlavni zdravotni problémy soucasné
doby. Prevalence nadvdhy a obezity se pohybuje vrozmezi 40 - 60%
v prumyslové vyspélych i mnoha rozvojovych zemich (Rona 2007). Svétova
zdravotnickd organizace oznacila v roce 1997 obezitu za globdlni epidemii
ohrozujici zdravi lidské populace zvysenym rizikem pridruzenych chorob
(hypertenze, diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskuldrni onemocnéni).
Prestoze Cetné negativni dusledky obezity jak pro jedince samotného tak pro
celou spolec¢nost byly opakované zcela zietelné prokdzdny, polet obéznich
jedincu stdle progresivné stoupd — podle udaju WHO se k roku 2005 jednd
zhruba o 400 milionu obéznich dospélych jedincu a predpokliaddd se ndrust na
700 milionu do roku 2015 (Clement 2008). Nadvdha a obezita dnes jiz plné
nahrazuji fradic¢ni globdlni zdravotni problémy jako jsou podvyziva a infekeni
choroby (WHO 2000). Rada rozvojovych zemi dnes &eli boji proti infekcim a
malnutrici na strané jedné a rapidnimu ndrustu obezity na strané druhé. Tyto
entity se paradoxné vyskytuji v tésné blizkosti diky nedostateCné vyzive
v prenatdlnim a kojeneckém obdobi s ndslednou nadmérnou expozici
vysokotukové a energeticky densni potravé v kombinaci s nedostatkem
pohybové aktivity (WHO 2000).

Z vysledku fady epidemiologickych studii vyplyvd asociace mezi
obezitou tézkého stupné a mortalitou na kardiovaskuldrni a cerebrovaskularni
pfihody. Hlavni metabolické komplikace provdazejici obezitu joko
dyslipidemie, inzulinovd rezistence a hypertenze jsou spoleéné fazeny do
metabolického syndromu. Ne Vviichni obézni viak témito odchylkami
disponuji. Nezbytnym kriteriern  diagndzy metabolického syndromu je
pritomnost centrdini obezity, kterd je dle souCasného védeckého pozndni
povazovdana za pficinu chorob s obezitou asociovanych. Naopak periferni
ukldddani  tuku v oblasti  gluteofemordini  je  asociovdno s niZsim
kardiovaskularnim rizikem, néktefi autofi dokonce prokdzali negativni asociaci
obvodu boku sinzulinovou rezistenci, incidenci a prevalenci diabetu a
celkovou mortalitou (Lissner 2001, Snijder 2003, Esmaillzadeh 2006). Regiondini
distribuce tukové tkané je dulezitymm indikdtorem metabolickych a
kardiovaskuldrnich odchylek u obezity mirného stupné, kde tyto odchylky
koreluji s BMI nekonstantné (Feinleib 1985, Kandel 1985, Keys 1980, Mann 1974,
Larsson 1991).

Jiz v©580. letech minulého stoleti bylo zndmo, Ze metabolické
komplikace obezity jsou spojeny predominantné s akumulaci tukové tkéané
v oblasti bficha (Vague 1956). S rozvojem zobrazovacich metod v 90. letech
bylo mozZno lokalizovat abdomindini tuk do oblasti intfraabdomindini
(omentdlni a mesentericky souhrnné nazyvany viscerdlni tuk) a subkutdnni,
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ddle méfit mnozstvi tuku v jatrech a svalech (Kvist 1986, Abate 1995).
Ndsledovalo mnoho studii, zkoumajicich souvislost inzulinové rezistence a
rozlozeni tuku v jednotlivych lokalizacich. Navzdory mnohem mensimu
mnozstvi viscerdini tukové tkdné v porovndni s mnozstvim podkozniho tuku
mnoho praci prokdzalo, Ze je to pravé masa viscerdliniho tuku jenz
signifikantné koreluje s inzulinovou rezistenci, DM 2. typu a kardiovaskularnimi
pfihodami (Pouliot 1992, Lemieux 1996, Banerji 1997, Lapidus 1984, Stokes
1985, Ducimetiere 1986, Donahue 1987). Jiné prdce vsak poukazuji na
abdomindlini podkozni tuk jakozto klic¢ovou determinantu inzulinoveé rezistence
(Kvist 1986, Ohlson 1985). Hypotéza viscerdlniho tuku u nemoci asociovanych
s obezitou se velmi rychle ujala, i kdyZz pfic¢innd souvislost i pres intenzivni
vyzkum v této oblasti nebyla dosud prokdzdana.

1.1 Metabolické funkce tukové tkané

Bild tukovd tkdn predstavuje pro lidsky organismus nejvétsi energii
skladujici orgdn, ktery je u neobézniho dospélého jedince zdrojem energie
odpovidaijici cca 135 000 kcal (Large 2004).

Tukovd bunka je uzpusobena na skladovani a mobilizaci
triacylglycerolu (Wajchenberg 2000), zdsobu energetickych substratu, které
jsou v procesu lipolyzy hydrolyzovany na glycerol a neesterifikované mastné
kyseliny. Pfed objevenim leptinu vroce 1994, byly nepfiznivé Ucinky
asociované s obezitou ddavany do souvislosti s metabolickou aktivitou
adipocytu, predeviim pak s uvolhovdnim neesterifikovanych mastnych
kyselin (NEFA) do cirkulace v procesu lipolyzy (Frayn 2005). Lipolyza v tukové
tkani je regulovdna fadou hormonu, mezi nejduleZitéjsi patfi katecholaminy,
inzulin,  atridini natriureticky peptid (ANP), rustovy hormon a nékteré
adipocytokiny. Vyznam jednotlivych hormonu pro regulaci lipolyzy se méni
v zAvislosti na ruznych fyziologickych situacich. Hlavni proménné ovlivaujici
hormondini regulaci jsou dieta a pohybova aktivita (Stich 2004).

Katecholaminy maiji na lipolyzu dudini efekt: cestou beta-adrenergnich
receptoru lipolyzu stimuluji, naopak pusobenim na alphasx-adrenergni
receptory lipolyzu inhibuji. Tento protichudny efekt katecholaminu je dan
odlidnosti postreceptorovych signdinich kaskdd. Beta-adrenoreceptory jsou
spfazeny s Gs-proteinem, jehoZz aktivace spusti signdini drdhu adenyldat-
cyklédza [ produkce cAMP [ proteinkindza A [ fosforylace HSL (hormon
senzitivni lipasa). Alphas-adrenoreceptory jsou sprazeny s Gi-proteinem, jehoz
aktivace vede naopak k supresi produkce cAMP a inhibici lipolyzy (Lafontan
2003, Large 2004). HSL je klicovym enzymem v procesu lipolyzy mediované
katecholaminy a ANP, zatimco bazdini lipolyza (spontdnni lipolytickd akftivita
adipocytu, €ini 0.3-1.0 umol glycerolu/h/g tukové tkané) je stimulovand non-
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HSL lipasami, predevsim pak neddvno objevenou ATGL (adipose triglyceride
lipase) (Langin 2005, Large 2004).

MNEFA,
glycerol
(b) Atrial natriuretic peptide —
receptor (type A) Mucle
MEFA
\ H:}GC ALEP
:\&x MEFA

cGMP —» PKG —» [HSUH Triglycerides
F: (TAGS)
B 2 s-Adrenoceptor EJ e

3 CAMP —= PKA<—
G } ll"'f* ; Perilipin
5 i
A S Other PKA targets
(a) Catecholamines: 3 }__‘:) PKBE
noradrenaling, Cx -
adrenaline g/ PI3-K
w = :
e IRS-1
01~ ADrENOCEPIOT
(€} Insulin
receptor

Obrdzek €. 1. Regulace lipolyzy v lidskych adipocytech. Signdini fransduk&ni drdahy
pro (a) katecholaminy, (b) ANP a (c) inzulin. (prevzato Lafontan 2003).

Dalsim potentnim stimuldtorem lipolyzy je ANP, jehoZ dloha v regulaci
lipolyzy byla poprvé popsdna teprve vroce 2000. Vazbou na specificky
receptor NPr-A na povrchu adipocytu aktfivuje guanyl-cykldzu a produkci
cGMP s ndslednou aktivaci proteinkindzy G (PKG), kterd fosforyluje a tim
aktivuje klicovy nitrobunécny enzym lipolyzy HSL (Sengenes 2000). ANP patfi
do rodiny natriuretickych peptidu, spolu s BNP (brain natriuretic peptide) a
CNP (C-type natriuretic peptide). Natriuretické peptidy (NPs) vykazuji fadu
biologickych ucinku, pfevdzné na kardiovaskuldmi a rendini funkce.
Lipolyticky efekt vSech 1fi NPs byl prokdzdn na lidskych adipocytech in vitro
s u€innosti ANP > BNP » CNP. In vivo byl dosud prokdzdan lipolyticky efekt
pouze pro ANP metodou mikrodialysy, data o efektu ostatnich NPs
v humannich in vivo experimentech zatim chybi. Lipolyticky ucinek NPs je
specificky pro tukové bunky primatu. (Sengenes 2002, Langin 2006)

Hlavnim antilipolytickym hormonem je inzulin. Inzulin lipolyzu inhibuje a
stimuluje ukladdani triacylglycerolu v adipocytech. Vazbou na tyrosin kindzovy
receptor se aktivuje intraceluldrni signdini drdha vedouci v konecné fdazi
k hydrolyze cAMP, inaktivaci proteinkindzy A a HSL s dusledkem inhibice

lipolyzy (viz obr. 1) (Degerman 1996). Postprandidliné ¢i béhem infuze inzulinu
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pfi euglykemickém hyperinzulinnim clampu dochdzi u zdravych jedincu
k vyrazné redukci lipolyzy. Naopak v prubéhu lacnéni, fyzické aktivity &i po
infuzi somatostatinu, kdy je plasmatickd hladina inzulinu snizena, dochdzi k
dramatickému ndrustu lipolytické aktivity (Lafontan 2005). Plasmatické
hladiny NEFA jsou u obesnich jedincu zvyseny diky rezistenci tukové bunky
k pusobeni inzulinu (Mmd& antilipolyticky ucinek) a vystupnovanému
lipolytickému ucinku katecholaminu ve viscerdinich adipocytech (Opie 1963).
Nadmeérné zvysené koncentrace NEFA vykazuji fadu nepfiznivych dcinku
(Tab.1). Mezi hlavni patfi vznik inzulinové rezistence v kosternim svalu a
inhibice, za fyziologickych podminek pfitomného, suprimujiciho ucinku inzulinu
na produkci glukdzy v jatrech (Randle 1963, Boden 1994, Ferrannini 1983).
Dlouhodobé zvysené hladiny NEFA negativné ovliviuji glukézou stimulovanou
sekreci inzulinu (Zhou 1995). Témito Ucinky lze vysvétlit, proC je zvySend
hladina NEFA povazZzovdana za prediktor rozvoje diabetes mellitus 2. typu.

NEFA jsou substratem pro jaterni produkci triacylglycerolu ve formé
VLDL s ndslednou hypertriacylglycerolemii, kterd je asociovana se zvysenym
kardiovaskularnim rizikem (Hokanson 1996). Ddle se podili na endotelidini
dysfunkci s potencidlnim rizikem vzniku hypertenze a kardiovaskuldrnich
pfihod (Lind 2000).

Systém Zmeény pii elevaci NEFA
[1 glukoneogeneze
Jatra [ jaterni produkce glukdzy u
diabetiku
U inzulinova rezistence
Kosterni sval [ inzulinem stimulovaného odsunu
olukdzy
Pankreas [ sekrece inzulinu (kratkodobé)
U funkce B-bunék (dlouhodobé)
[] endotel-dependentni vasodilatace
Endotel .
[] aktivace endotelu

Tabulka 1: schéma skodlivych ucinku zvysené hladiny NEFA v ruznych tkanich
ve vztahu k IR. (prevzato Jensen MD 2006)
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1.1.1 Poznamky k lipolyze

Na izolovanych lidskych adipocytech a tkdnovych explantech bylo
opakované prokdzdno, ze bazdini lipolyza je vétsi v subkutdnnich nez ve
viscerdlnich adipocytech (Ostman 1979, Hellme™ r 1992, Maurie’'ge 1995,
Reynisdottir 1997, van Harmelen 1997, Richelsen 1991, Fried 1993). Naopak
katecholaminy stimulovand lipolyza je vétsi v adipocytech viscerdinich
v porovndni se subkutdnnimi adipocyty abdomindinimi, glutedinimi i
femordinimi  a anfilipolyticky efekt inzulinu je Vvétsi v adipocytech
subkutdnnich (Hellme™ r 1992, Lafontan 2003). Metabolickd aktivita tukové
bunky je zavisld na jeji velikosti — velké adipocyty syntetizuji vice TAG a
v procesu lipolyzy uvolfuji do cirkulace vice NEFA (Edens 1993, Farnier 2003).
Subkutanni adipocyty jsou Vveétsi nez viscerdini (Ostman 1979, Reynisdottir
1997), coz by svédcilo pro vétsi obrat TAG v subkutdnni lokalizaci a souCasné
bylo v rozporu s Siroce akceptovanou teorii viscerdlnich hyperlipolytickych
adipocytu.

Postprandidlné dochdzi k inhibici lipolyzy a stimulaci ukladddani energie
ve formé TAG, prfedeviim diky Ucinku inzulinu. Inzulin inhibuje HSL a aktivuje
lipoproteinovou lipdzu (LPL), enzym lokalizovany na povrchu endotelovych
bunék v kapildrach tukové tkané, srdce a kosterniho svalu (Kotlar 1979), ktery
hydrolyzuje TAG vyskytujici se v krevni cirkulaci ve formé VLDL a chilomikronu
na glycerol a NEFA. NEFA uvolnéné z krevnich lipoproteinu a plasmatické
NEFA vdzané na albumin jsou zdrojem pro syntézu TAG v adipocytech.
Transport NEFA z cirkulace do bunky zqjistuji specifické transportni proteiny
(FATP, FABP, CD36). Syntéza TAG je proces postupné esterifikace NEFA ve
formé acyl-Co A a glycerolu ve formé glycerol-3 fosfatu. Glycerol-3 fosfat je
tvofen z glukdzy, protoze glycerolkindzovd aktivita je v humdnnich
adipocytech zanedbatelnd. UrCité mnozstvi NEFA ddle vznikd v procesu de
novo lipogeneze (DNL) znonlipidovych substratu, prevdazné z glukdzy,
v tukoveé tkani a jatrech. Vyznam DNL u lidi neni dosud zcela objasnén (Large
2004, Hellerstein 2001).

1.1.2 Portdalni teorie

Viscerdlni adipocyty maji in vitro vétsi lipolytickou aktivitu nez
subkutdnni adipocyty. Zvyiend lipolyza viscerdlnich adipocytu je pricitdna
nizsimu antilipolytickému  U&inku  inzulinu na jedné strané a  vyssi
katecholaminy-indukované lipolytické aktivité na strané druhé. Portdini teorie
predpokladdd zvyseny tok NEFA portdini vénou pfimo do jater, s ndsledné
zvysenou expozici témto NEFA. Vétsi mnoZstvi viscerdiniho tuku pak logicky
znamend vétsi prisun NEFA do jater, akumulaci intrahepatdinich TAG,
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zvysenou produkci a sekreci VLDL, stimulaci jaterni glukoneogeneze a
oblenéni clearance inzulinu s dusledkem vzniku inzulinoveé rezistence. Zvysend
hladina NEFA indukuje periferni i jaterni inzulinovou rezistenci, poskozuje cévni
reaktivitu a funkci pankreatickych beta bunék. V kosternim svalu zpusobuiji
NEFA vznik inzulinové rezistence interferenci s inzulinovou signalizacni drdhou:
prostfednictvim proteinkinasyC (PKC)-indukované fosforylace substratu 1
inzulinového  receptoru  (RS-1) a ndslednym  potlaCenim  IRS-1
zprostfedkovanych déju (Yu 2002). Portdini teorie vSak neni vSeobecné
akceptovana (Bjorntorp 1990, Frayn 2000, Bergman 2006, Miles 2005) o
argumentu proti této teorii stdle pribyva.

1.1.3 _In vivo studie svéddcici proti portalni teorii

Jestlize mira lipolyzy viscerdini tukové tkdné koreluje s mnozstvim
viscerdiniho tuku zdd se logické z pohledu ,first pass® efektu, Ze zvysené
mnoZstvi viscerdliniho tuku bude odpovédné za inzulinovou rezistenci
v jatrech. Otdzkou zustavad, zda je viscerdini tukovd tkdan skutecné zdrojem
vysoké hladiny NEFA u obezity abdomindiniho typu. Pfimé méreni
koncentrace NEFA nebo glycerolu v portdini véné je u lidi mozné pouze za
urCitych specifickych podminek, vysledky nékolika malo takto zrealizovanych
studii jsou shodné - rozdilné portdini a arteridgini koncentrace NEFA Ci
glycerolu prokdzdany nebyly. V portdini  krvi, odebrané béhem
cholecystektomie u 5 subjektu, nebyl nalezen signifikantni rozdil v prumérné
koncentraci NEFA ve srovndani s arteridini krvi (Hagenfeld 1972). Mnozstvi NEFA
z viscerdiniho tuku bylo minimdlni, ackoli béhem ,chirurgického stresu™ je
predpokladdna vétsi lipolytickd aktivita ve viscerdinim tuku.

Jinou moznosti stanoveni NEFA pochdzejicich z utrobniho tuku je pouziti
znacenych izotopu. Né&kolik studii s pouzitim metodiky izotopové diluce
s katetrizaci hepatdini a femordini vény a femordini artérie k méfeni
systémoveé a regiondini kinetiky NEFA provadéla védeckd skupina profesora
Jensena. NEFA v systémovem feclisti (odpovidd koncentraci v arteridini krvi)
pusobi na kosterni sval, pankreatické beta bunky a endotelidini funkce.
Koncentrace NEFA v portdinim fecCisti  (determinovdna  systémovou
koncentraci NEFA a urovni lipolyzy ve viscerdini tukové tkdani) ovliviuje
produkci glukdzy a VLDL v jatrech. Portdlni koncentrace NEFA nebyla méfena
pfimo, ale procento NEFA zlipolyzy viscerdini tukové tkdné jdouci do jater
odvozeno. Autofi demonstrovali, Zze: 1. Abdomindlni non-viscerdlni tuk ma
VEtsi lipolytickou aktivitu nez tuk glutedini oblasti u stihlych i obéznich osob
obou pohlavi. 2. 70% NEFA v systémovem fecisti je puvodem z non-visceralni
tukové tkdné. 3. Srostoucim mnozstvim viscerdini tukové tkané roste
procentudini zastoupeni NEFA jdoucich do jater, které pochdzeji z lipolyzy ve

viscerdini tukové tkani. Odhadnutd jaterni frakce NEFA z viscerdlni lipolyzy &ini
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5-10% u dospélych neobéznich subjektu s narustem na 20-25% u subjektu
s viscerdlinim typem obezity. Zde je nutno zduraznit, Ze i kdyz mnozstvi
viscerdiniho tuku je asociovdno s vétsim potencidlnim fluxem NEFA do jater, i
u subjektu s obezitou viscerdiniho typu pochdzi > 75% jaterni doddavky ze
systémoveé cirkulace (Martin 1991, Jensen 2006).

Zdrojem zvy3ené plasmatické hladiny NEFA u obezity abdomindiniho
typu je tedy abdomindini subkutanni tuk, nicméné viscerdini tuk vyrazné
prispivd  k vysokym portdinim  hladindm NEFA a jaterni expozici u
abdomindiné obeznich jedincu.

Podle téchto zavéru je nepravdépodobné, Zze by viscerdlni tukova tkan
mohla hrat vyznamnéjsi roli v doddvce NEFA kosternimu svalu a fimto
mechanismem zpusobovat inzulinovou rezistenci v perifernich tkanich.

1.2 Endokrinni funkce tukové tkané

Doneddvna se o tukové tkdni uvazovalo pouze joko o energii
skladujicim orgdnu, ale studie z posledni doby zcela zménily nds pohled na
tuto tkan sobjevem mnoha substanci, které jsou zde produkovdny a
secernovany. Tukovd tkan tak ziskala statut endokrinniho orgdnu. V tukové
tkdni je syntetizovana fada bioaktivnich Iatek peptidove i nepeptidové
povahy, souhrnné oznacovanych joko adipokiny &i adipocytokiny. Jsou to
predeviim leptin, adiponectin, visfatin, retinol-binding protein-4, adipsin,
tumor necrosis factor alpha (INF-a) a interleukin 6. Nékteré maiji Ucinek
parakrinni, jiné jsou secernovdny do cirkulace a ovliviuji vzddlené cilové
orgdny (Wajchenberg 2000, Llamas-Alvarez 2007). Jejich hlavni funkce
spocliva predevsim v regulaci energetické homeostdzy a neuroendokrinnich
funkci, ovliviovani imunitnich funkci a zanétlivych procesu v organismu.

Tukovda tkdn je slozena z vlastnich tukovych bunék - adipocytu - a
strommavaskulamni  frakce.  Stromavaskuldrni frakce obsahuje endotelidini
bunky, makrofadgy a fibroblasty, které se vyznamnou mérou podili na
vysledném sekreCnim profilu tukové tkané (Llamas-Alvarez 2007). Makrofagy
produkuji mnohem vice II-6, [I-8, TNF-alpha, visfatinu a rezistinu nez adipocyty,
kdezto adiponektin a leptin jsou produkovany pfedevsim adipocyty.

Adiponektin, leptin, resistin a visfatin jsou povazovdany za dulezity
spojovaci CZlanek mezi obezitou, inzulinovou resistenci a souvisejicich
zanétlivych onemocnéni (Tilg 2006). Ddle bude podrobné diskutovan leptin
(prvni objeveny adipokin), retinol binding protein 4 (je predmeétem naseho
z4jmu v uvedenych publikacich) a adiponektin (nejzndmnéjsi predstavitel
inzulinsenzitizujiciho ucinku).

18



1.2.1 Leptin

Nejdfive objevenym adipokinem je leptin. Jeho ndzev je odvozen od
feckého slova .leptos® — (slaby, neduzivy), protoze u mysi potlacuje chuf
k jidlu a snizuje télesnou hmotnost (Zou 2007). Gen kdduijici leptin se nazyva
ob, mysi s mutaci genu kodujici leptin (ob/ob mysi) &i kddujici leptinovy
receptor (db/db mysi) jsou fenotypicky obézni a jsou tradicné pouzivany jako
model pro studium obezity (Tilg 2006). Leptin je produkovany hlavné
adipocyty, ale také jinymi tkanémi (Zaludek, jatra, placenta a kosterni sval),
jeho exprese je vétsi v subkutannich adipocytech nez ve viscerdinich (Schoof
2004). Leptin md zdsadni podil na regulaci télesné hmotnosti — pusobenim na
centra sytosti v hypotalamu vede ke snizeni pfijmu potravy a soucasné
stimuluje energeticky vydej. Ke snizeni chuti kjidlu a télesné hmotnosti
dochdzi prostfednictvim zvysené exprese anorexigennich a snizené exprese
orexigennich peptidu v hypotalaomu (Zou 2007). U obéznich jedincu jsou
hladiny leptinu typicky zvySeny, je u nich pfitomna tzv. leptinovd rezistence
podobné jako inzulinovd rezistence u pacientu s diabetes mellitus 2. typu.
Patofyziologie leptinové rezistence neni dosud zcela objasnéna, i kdyz nékolik
mechanismu stojicich za vznikem leptinové rezistence jiz bylo popsdno.
Jednd se o poruchu transportu leptinu prfes hematoencefalickou bariéru,
defekt v leptinové signalizacni kaskaddé a blokdady v neurondini komunikaci
(Banks 2004). Kromé ucinku centrdinich, ma leptin i fadu dcinku perifernich —
v fukové bunce interferuje s UCinky inzulinu na bunécny metabolismus i
s vazbou inzulinu na membrdnoveé receptory. U mysi inhibuje syntézu a
sekreci inzulinu pankreatickymi beta-bufkami a v kosternim svalu aktivuje
klicovy enzym regulace bunécného energetického metabolismu AMP-kindzu
s ndslednym zvysenim oxidace svalovych lipidu (Seufert 2004, Muoio 1997).
Leptin ddle hraje dulezitou ulohu v regulaci hypotalamo-hypofyzo-adrendini,
-thyroiddini, -gonaddini a -somatotropni osy, a je tak pravdépodobné
klicovym proteinem koordinujicim aktivity téchto hormondinich os v&etné
jejich vlivu na energetickou homeostdzu (Gueorguiev 2001). Pro osoby
s deficitem leptinu Ci leptinového receptoru je charakteristicky abnormdalni
pubertaini  vyvoj s biochemickym  koreldtem  hypogonadotropniho
hypogonadismu (Clement 2008). Recentni prdce dokladuji dalsi vyznamnou
funkci leptinu jakozto dulezitého medidtoru imunitnich a zanétlivych procesu.
Jednd se o prozdnétlivy cytokin, strukturdiné podobny jinym prozdanétlivym
cytokinum 1I-6, Il-12 a GCSF, s fadou ucinku ve vrozené i ziskané imunitni a
zanétlivé odpovédi (Tilg 2006).

Poddavani rekombinantniho leptinu jako kauzdlniho terapeutického
prepardtu v IeCbé obezity je vyhrazeno pro extrémné vzacné prlipady
pacientu s kongenitainim deficitem leptinu, protoze efekt leptinové terapie
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nebyl u obéznich jedincu bez této monogenni poruchy prokdzdan (Heymsfield
1999).

&
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Obr. 2. Sekrece adipocytokinu v tukoveé tkani za normalnich podminek a pfi
obezité. (prevzato Zou 2007)

1.2.2 Retinol-binding protein 4

Retinol binding protein 4 (RBP4), jehoz hlavni funkce je transport
aktivnihno metabolitu vitaminu A, all-trans-retinolu, v krevnim recisti byl poprvé
popsan jiz vroce 1968. V klinické praxi je pouzivan jako marker nutricnino
stavu, reaktant akutni faze a indikdtor alkoholické steatohepatitidy (Baeten
2004, Wagnerberger 2006). Strukturdiné patfi do lipokalinové superrodiny
proteinu, které maiji schopnost vazat hydrofobni ligandy. V plasmé dochdzi k
tvorbé komplexu RBP4 s transthyretinem (prealbuminem) ve
stochiometrickém poméru 1:1 joko  prevence nadmémé @ ziraty
nizkomolekuldarnino RBP4 glomeruldmi filtraci (Lewis 2007). Hlavnim mistem
syntézy RBP4 jsou jatra, exprese RBP4 byla opakované prokdzdna i
v extrahepatdlnich tkdnich u zvifat i lidi (fukova tkan, ledviny, plice, srdce,
kosterni sval, slezina, varlata, oko).

Souvislost RBP4 s inzulinovou rezistenci byla popsana teprve v roce 2005,
kdy Yang et al. popsali zvysené hladiny RBP4 u inzulinrezistentnich mysi i lidi.
Na zdkladé série experimentu na geneticky manipulovanych mysich bylo
demonstrovano, ze by RBP4 mohl byt nadéjnym proteinem zodpovédnym za
vznik systémové inzulinové rezistence cestou indukce exprese jaterniho
glukoneogenniho enzymu phosphoenolpyruvat karboxykindzy (PEPCK) a
zdsahem do inzulinové signdlni  kaskddy v kosternim  svalu.  Autofi
demonstrovali, Zze exprese RBP4 je zvySena u GLUT4 (glukdzovy transportér)
knockout mysi. Plasmatické hladiny RBP4 byly normalizovany po écbé

inzulinrezistentnich mysi rosiglitazonem, inzulinsenzitizujicim anfidiabetikem, a
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tfransgenni overexprese RBP4 Ci injekce rekombinantnihno RBP4 normdlnim
mysim vedla k inzulinove rezistenci (Yang 2005).

Vysledky praci sledujici vztah RBP4 a inzulinové rezistence u lidi viak
nejsou konzistentni, a prvotni optimismus tykajici se RBP4 jakoZto sliboného
adipokinu stojicim za vznikem systémové inzulinové rezistence se pomalu
vytraci. Byly nalezeny korelace mezi plasmatickymi hladinami RBP4 a IR u
jedincu s porusenou glukdzovou toleranci, diabetes mellitus 2. typu a
obezitou, plasmatické hladiny RBP4 byly navic pozitivné asociovany s BMI,
WHR, TAG a dalsimi komponentami metabolického syndromu (Graham
2006). Na druhé strané skupina némeckych védcu nenadla rozdil
v plasmatickych hladindch RBP4, kdyz srovndavali  §tihlé jedince, jedince
s nadvdahou a obézni s ruznym stupném inzulinové rezistence. Korelace mezi
plasmatickou hladinou RBP4 a BMI, obvodem pasu i inzulinovou rezistenci
nalezeny nebyly (Janke 2006). Tyto korelace nebyly nalezeny ani v prufezove
studii provedené na nasem pracovisti (Bajzova 2007) a nepiitomnost rozdilu
v plasmatickych hladindch RBP4 ve vztahu ke stupni inzulinové rezistence
byla v souladu s dalsimi autory (Erikstrup 2006, Tan 2007, Broch 2007), ale
v protfikladu s jinymi (Lee 2007, Haider 2007, Balagopal 2007). RBP4 je
v fukové tkdni exprimovdn pfevdzné v adipocytech, exprese ve
stromavaskulami frakci je zanedbatelnd (Vitkova 2007, Janke 2006). Exprese
ve viscerdlni tukoveé tkani je nizsi nez v subkutdanni, nezdvisle na BMI, mnozstvi
viscerdiniho ¢&i subkutdnniho fuku &i pfitomnosti metabolického syndromu
(Bajzova 2007). Vliv redukce hmotnosti na plasmatickou hladinu RBP4 je také
nejednoznacny, vysledky provedenych praci se lisi (Vitkovd 2007, Janke
2006). V souCasné dobé nemdme dostatek dukazu svédcZicich pro jasny
vztah RBP4 k inzulinoveé rezistenci u lidi jok tomu nasveédZovaly experimenty na
zvifecich modelech a objasnéni pfesné ulohy tohoto adipokinu by mélo byt
cilem dalsiho vyzkumu.

1.2.3 Adiponektin

Adiponektin byl poprvé popsdn v roce 1995. Strukturdiné spadd do
rodiny proteinu charakterizovanych amino-termindini kolagenovou doménou
a karboxy-termindini globuldrni doménou. Ackoli je syntetizovan vyhradné
adipocyty, je exprimovan i v bunkdch kosterniho svalu, kardiomyocytech a
endotelich (Tilg 2006). V cirkulaci se vyskytuje v nékolika polymernich
izoformdach. Jednd se o frimer (nizkomolekuldrni adiponektin), hexamer,
slozeny ze dvou trimeru spojenych disulfidickym mustkem (strednémolekuldarni
adiponektin) a vysokomolekuldrni adiponektin, ktery je slozen z polymeru o
vys8si molekulové hmotnosti, 12- az 18-merd. V plasmé se vyskytuje
v koncentracich tvoficich zhruba 0.01% plasmatickych bilkovin, coz je
mnozstvi o tfi fady veétsi nez koncentrace vétsiny hormonu. V in vitro i in vivo
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studiich bylo opakované prokdzdno, Ze adiponektin zlepsuje inzulinovou
senzitivitu, stimuluje oxidaci NEFA, vychytavani glukézy a inhibuje hepatdini
glukoneogenezu. Adiponektin vykazuje svuj inzulinsenzitizujici UCinek v fadé
tkéni a je proto nazyvdn inzulinovym @ senzitizérem, mechanismus
inzulinsenzitizujiciho ucCinku je pravdépodobné zprostfedkovdn cestou
aktivace AMP-kindzy, klicového enzymu bunéfného energetického
metabolismu (Tilg 2006, Combs 2001).

Plasmatické hladiny adiponektinu jsou snizené u pacientu s diabetes
mellitus 2.typu, inzulinorezistentnich a obéznich jedincu a u pacientu
s kardiovaskularnimi - chorobami  (Polak 2007). Determinujicim faktorem
citlivosti  kinzulinu se zdd byt pomér a nikoli absolutni hodnota
vysokomolekularmiho a nizkomolekuldrnino adiponektinu v plasmé (Pajvani
2004). Po redukci hmotnosti navozené nizkokalorickou dietou dochdzi
k elevaci viech tfi foremm adiponektinu (Polak 2007). Adiponektin je ddle
davan do souvislosti se vznikem aterosklerdzy, bylo prokdzdno, Ze snizend
hladina adiponektinu je asociovdna srozvojem aterosklerotickych zmeén
(Maahs 2005). In vitro inhibuje adhezi monocytu k cévni sténé a transformaci
makrofdgu v pénovée bunky (Ouchi 2001). Recentni prdce s poddvdanim
rekombinantnino adiponektinu obéznim a diabetickym mysim prokdzali
hypoglykemizujici a inzulinsenzitizujici u€inek u téchto zvifat (Berg 2002), zda
se bude tento protein pouzivat v terapii metabolickych odchylek u lidi je stale
otdzkou budoucnosti. Hladinu adiponektinu Ize pozitivné  ovlivnit
farmakologicky nékterymi antidiabetiky, napf. rosiglitazonem (Majuri 2007),
vliv rezimovych opatfenich jiz tak pfesvédCivy neni — vysledky praci sledujici
vliv  redukéni diety, pohybové aktivity ¢&i bariatrického zdkroku na
plasmatickou hladinu adiponektinu nejsou konzistentni (Boudou 2003, Esposito
2003, Hulver 2002, Kriketos 2004).

1.3 VyzZiva a pohybova aktivita

Rezimovd opatfeni (kalorickd restrikce a pohybova aktivita) vedouci
k redukci hmotnosti jsou zdkladni modality v prevenci a [éCbé chronickych
onemocnéni jako jsou oberzita, diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskularni
onemochéni. Bylo opakované prokdzdno, Ze jiz mirnd redukce hmotnosti
(5%) u diabetiku 2. typu vede ke snizeni inzulinové rezistence, snizeni lacné
glykemie, hladiny triglyceridu a ke snizeni krevniho tlaku (Klein 2004).

Pfiznivé  UCinky rezimovych opatfeni jsou pficitany zméndm
v metabolismu tukoveé tkané (vCetné lipolyzy), které doprovdzi ubytek tukové
hmoty v organismu. Nékteré prace prokazuji, Ze dietni infervence vede ke
snizeni bazdini lipolyzy a NEFA v cirkulaci, pravdépodobné diky zvysené
citlivosti adipocytu k antilipolytickému efektu inzulinu a snizené velikosti
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adipocytu (Polak 2007), jini autofi prokazuji naopak zvyseni bazdlni lipolyzy po
kalorické restrikci (Hellstrom 1996, Lofgren 2005).

Dietni reZimy

Katecholaminy u obéznich jedincu maji mensi lipolyticky ucinek nez u
jedincu s normdlni hmotnosti diky nizsi beta-adrenergni lipolytické a vy3si
alfa2-adrenergni antilipolytické citlivosti. Hypokalorické dietni rezimy vedou
k ndvratu v rovnovdze mezi beta- a alfa2- adrenergni stimulaci (Barbe 1997,
MauriCge 1999). Inzulin negativhé interaguje se signdlni drdhou beto-
adrenergnich receptoru, snizend hladina inzulinu v dusledku dietniho rezimu
prispivd ke zméndm vV lipolyze. Hypokalorické dietni rezimy tedy vedou ke
zvyseni katecholaminy-indukované lipolyzy. Nizkoenergetickd dieta (2.5-
2.9MJ/den po dobu 28 dni) ddle vede k 80-100% ndrustu NP-indukované
lipolyzy u obesnich Zen in vivo, pravdépodobné diky akcentaci lipolytické
kaskddy na postreceptorové urovni (Sengenes 2002) a in vifro k elevaci
bazdlni lipolyzy, rezistenci kucCinku inzulinu pusobit antilipolyticky a
lipogeneticky v podkoZzni  tukové tkdni bez ovlivnéni katecholaminy
stimulované lipolyzy (Hellstrom 1996). Tyto metabolické zmény indukované
kalorickou restrikci podporuji mobilizaci tuku a redukci hmotnosti. Zda se, ze
sloZzeni nizkoenergetické diety z hlediska makronutrientu nemda na mobilizaci
triacylglycerolu (lipolyzu) a transport glukézy do adipocytu (lipogenezu)
zasadni viiv (Sulikovicova 2002, Lofgren 2005). Akutni expozice mastnym
kyselindm s dlouhym Ffetézcem vede kinhibici alpha-adrenergniho
antilipolytického ucinku v tukoveé tkani in vitro i in vivo (Polak 2007).

Antilipolyticky Ucinek inzulinu po redukéni dieté vykazuje v podkozni
tukové tkani stejny efekt joko u jedincu s normdlni hmotnosti, inzulinovd
rezistence v tukoveé tkani tedy vznikd pfi obezité sekunddarné a je reverzibilni.
Pro objektivizaci antilipolytického uc€inku inzulinu ve viscerdini tukové tkani
neni dostatek dukazu (Polak 2007).

Rada adipocytokini je asociovéna s mnozstvim télesného tuku a je
proto ovlivnitelnd pozitivni &i negativni zménou hmotnosti (Laughlin 1997,
Maffei 1995). Vliv rezimovych opatieni na endokrinni funkce tukové tkdné jsou
v posledni dobé intenzivhé studovany. Vysledky praci, které studuji vliv
redukCnich rezimu na plasmatické hladiny adipokinU a genovou expresi
adipokinu v tukové tkdani nejsou konzistentni. Vétsina praci prokazuje snizeni
plasmatické hladiny leptinu a zyseni plasmatické hladiny adiponektinu po
nizkoenergetické dieté vedouci k redukci hmotnosti (Monzillo 2003, Esposito
2003, Kotidis 2006, Labayen 2004, Polak 2007, Behre 2007), stejné jako po
chirurgické IéCbé obezity (Rizzo , Manco 2007, Yang 2001, Kopp 2005, Kotidis
2006). Jini autofi vdak zménu v plasmatické hladiné adiponektinu po redukeni
dieté nenalezli (Anderlovd 2006, Xydakis 2004). Plasmatické hladiny
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prozdnétlivych cytokinu Il-6 a TNF-L vykazuji po redukci hmotnosti navozené
nizkokalorickou dietou Ci chirurgickym zdkrokem tendenci ke snizeni (Manco
2006, Rizzo , Monzillo 2003, Esposito 2003, Sharman 2004 ), i kdyz nékteré
prace toto snizeni nepotvrdily (Xydakis 2004).

Genova exprese retinol-binding protein 4 (RBP-4) i plasmatické hladiny
RBP-4 signifikantné poklesly po 4-tydenni velmi pfisné nizkokalorické dieté,
béhem ndsledujici faze 8-tydenni nizkokalorické diety genova exprese
stoupla k vychozi hodnotdm, kdezto plasmatickd hladina RBP-4 se vyznamné
nezménila. Vysledky prdce nepotvrdily ulohu RBP4 vregulaci dietou-
indukované zméné v inzulinoveé citlivosti (Vitkova 2007).

Clement and Langin studovali efekt mirné redukce hmotnosti na
genovou expresi zanétlivych faktoru v podkozni tukove tkdni obesnich zen. 4-
tydenni nizkokalorickd dieta vedla ke zméné exprese asi u 100 genu maijicich
vztah k zanétlivym pochodum — exprese byla zvysena u 41% a shizena u 59%
genu. Vétsina téchto genu (75%) byla exprimovdna ve stromavaskularni
frakci tukové tkané (Clement 2007).

Pohybova aktivita

CviCeni je situace, kdy dochdzi ke zvyseni energetickych ndroku
pracujiciho kosternino svalstva. Jednim z hlavnich energetickych substratu
jsou neesterifikované mastné kyseliny, které jsou do obéhu uvolhovdny z
triglyceridu v procesu lipolyzy. Lipolyza je béhem fyzické zatéze stimulovana.
Beta-adrenergni lipolytickd drdha je preferencné stimulovana narozdil od
alfa2-adrenergni  antilipolytické drahy, kterd je dominantni v klidovych
podminkdch. Na nasem pracovisti bylo prokdzdno, Ze alfa2-adrenergni
antilipolyticky efekt je pfitomen i béhem cviceni, kdyZz po lokdlinim poddni
alfa blokdatoru phentolaminu do mikrodialyzaéni sondy doslo ke zvyseni
lipolyzy béhem fyzické aktivity (Stich 1999). Dalsim potentnim stimul&dtorem
lipolyzy béhem fyzické zatéze je ANP. ANP-dependentni lipolytickd draha se
zdd byt zdsadni pro pacienty s chronickou medikaci betablokdtory, které
inhibuji katecholaminy-indukovanou lipolyzu, ale pozitivné ovliviuji uvolfovani
ANP z kardiomyocytu (Lafontan 2008). Bé&hem cviCeni mirné intenzity je
mobilizace lipidu z podkozni tukové tkdné vice zdvisld na zvyseni ANP a
snizeni inzulinu v plasmé nez na katecholaminy-dependentni stimulaci beta-
adrenergnich  receptoru  (Moro  2007). Sekrece inzulinu, hlavniho
antilipolytického hormonu, je béhem cviceni inhibovdana. Snizeni plasmatickeé
hladiny inzulinu béhem fyzické zatéze prispiva k fyziologické kontrole regulace
lipolyzy a podporuje lipolytickou aktivitu fukovych bunék.

Béhem akutni fyzické zatéZze dochdzi ke snizeni syntézy mastnych
kyselin a zvyseni lipolyzyy, je-li fyzickd aktivita pravidelnd, pak tato cvicenim-
indukovand lipolyza pravdépodobné pfispivd ke shizeni tukovych rezerv.
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Zdali je zvySend nabidka NEFA béhem zdatéZi-indukované lipolyzy ihned
utilizovana kosternim svalem v3ak neni potvrzeno (Stich 2004, Polak 2007).
Molekuldrni mechanismy, které stoji za inhibici syntézy NEFA a stimulaci
lipolyzy v adipocytech béhem zdatéZze nejsou detailné zndmy. Béhem fyzické
aktivity dochdzi k elevaci plasmatické hladiny katecholaminu (adrenalinu),
ktery cestou aktivace PAK fosforyluje HSL s ndslednou hydrolyzou TAG a
cestou inhibice acetyl-CoA karboxylasy inhibuje syntézu NEFA. Enzym AMP-
aktivovand proteinkindza, hlavni reguldtor intraceluldrni  energetické
homeostdazy, je indukovan béhem zatéze v adipocytech potkanu (Ruderman
2003) i lidi (Watt 2006). Recentni prace na potkanech demonstruje, Ze jak
akutni tak chronickd fyzickd aktivita  vyznamné reguluji akfivitu  AMPK
v adipocytech, pravdépodobné cestou zvysené hladiny adrenalinu
(adrenalin ma lipolyticky ucinek in vitro, ktery po priddani blokatoru AMPK mizi)
(Koh 2007). Lipolyza v podkozni tukove tkani béhem fyzické zatéze je vétsi u
Zen neZz u muzu a pfi mirnych intenzitdch zatéze (30% a 50% VOmax) je
zZfejmé vice dependentni na zvyseni plasmatické hladiny ANP a snizeni
plasmatické hladiny inzulinu, nez na katecholaminy-indukované stimulaci
beta-adrenoreceptoru (Moro 2007).

Fyzickd akfivita zlepSuje citlivost kinzulinu nezdvisle na redukci
hmotnosti (Bantle 2008). Zlepseni inzulinové sensitivity po fyzické zatézi bylo
prokdzAno u obéznich jedincu, u jedincu s porusenou glukézovou toleranci,
T2DM, ale i u zdravych jedincu (Ostergard 2007). Mechanismy
inzulinsenzitivnino ucinku fyzické zatéze nejsou dosud i pres extensivni vyzkum
v této oblasti zcela objasnény. Kromé nepfimého vlivu redukce hmotnosti a
zmény télesného sloZzeni se jednd o fadu dilCich efektu na drovni kosterniho
svalu.

Chronicky mirny celotélovy zdnét je charakteristicky pro civilizacni
choroby vcetné oberzity. Pravidelnd pohybovd aktivita snizuje plasmatické
hladiny CRP, dalo by se tedy ocekdvat, Zze pohybovd akfivita bude
suprimovat systémovy zdanétlivy stav prfitomny u obesnich jedincu (Clement
2007). Dostupnd data vsak tuto hypotézu nepotvrzuji — tfimési¢ni vytrvalostni
frénink u obéznich zen vedl ke snizeni inzulinové rezistence, genova exprese
v tukové tkani ani plasmatické hladiny adiponektinu, TNF-a a interleukinu-6
tfréninkem ovlivnény nebyly (Polak 2006). TrimeésiCni dynamicky silovy trénink u
obéznich muzu ved| k podobnym vysledkum - citlivost k inzulinu byla viivem
tfréninku zlepdena, genovd exprese Vv tukové tkdni a plasmatické hladiny
adiponektinu, interleukinu-6, interleukinu-T1b a TNF-a se nezménily (Klimcakova
2006).

V posledni dobé se viak objevily zpravy o pfiznivém protizanétlivém
vlivu fyzického tréninku zprostfedkovaném myokiny. Myokiny jsou definovany
jako cytokiny produkované kontrahujicimi se vidkny kosternino svalu, prvnim
popsanym myokinem je interleukin-6. Interleukin-6 zvysuje plasmatické hladiny
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protizanétlivych cytokinu (lI-Tra, I-10) a inhibuje produkci prozanétliveho TNF-
alpha. Suprese TNF-alpha pravidelnou fyzickou aktivitou md pfiznivy viiv na
inzulinovou rezistenci (Pedersen 2006).

Efekt pohybové aktivity a kalorické restrikce na zdnétlivy stav tukové
tkané je tedy odlisny a dosud neni detailné prostudovan.

Tukova tkdn je soucasné povazovdna za potentni endokrinni orgdn
produkujici do cirkulace, vedle neesterifikovanych mastnych kyselin, fadu
biologicky aktivnich Iatek — adipokinu. Tyto adipokiny pusobi jako reguldtory
metabolismu v mnoha tkanich. OvlivAuiji citlivost k inzulinu v kosternim svalu,
jatrech a tukoveé tkani, podili se na regulaci imunitni a zanétlivé odpovédi a
indukuji tak mirny celotélovy zanétlivy stav organismu. Ten se zdd byt pojitkem
mezi obezitou, kardiovaskuldrnimi chorobami a diabetes mellitus 2. typu.
ReZzimova opatfeni vedou k redukci hmotnosti a snizeni kardiovaskuldrnino
rizika, pro prfedpoklddany pozitivni efekt na celotélovy zdnétlivy stav viak

nemdame konzistentni data.
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3. Cile prace

Tukovda tkdan je ddavana do souvislosti s etiopatogenezi inzulinové
rezistence a rozvojem metabolickych komplikaci v€etné diabetes mellitus 2.
typu a aterosklerdzy. Patofyziologické mechanismy zprostfedkujici tuto vazbu
jsou jiz deldi dobu intenzivné studovany. Vyzkum v této oblasti se ubird dvéma
hlavnimi sméry — prvnim ze zvazovanych kandiddtu stojicich za asociaci
inzulinové rezistence a nadmérné akumulace tukové tkdné jsou volné mastné
kyseliny, které jsou do cirkulace uvolhovany Vv procesu lipolyzy z
triacylglycerolu uskladnénych v fukové bunce. Expozice volnym mastnym
kyselindm pak vede ke vzniku inzulinové rezistence v cilovych orgdnech.
Druhy smér zdjmu je soustfedén na adipokiny - proteiny sregulacni &i
endokrinni funkci - které jsou tukovou burnkou produkovdany a jejichz uloha je
Vv rozvoji inzulinové rezistence rovnéz predpokldddna. Predlozené prdce jsou
zaméfeny na vyzkum jok metabolické funkce tukové bunky - konkrétné
regulace lipolyzy (prace €. 1 a 2), tak ulohy tukové tkdné jakozto mocného
endokrinniho orgdnu — konkrétné ucinku jednoho zfady secernovanych
adipokinu RBP4 (prace &. 3 a 4).

3.1 Metabolické funkce tukové tkéané

3.1.1 Prace é. 1

Akutni expozice mastnym kyselindm s dilouhym fetézcem vede
k supresi antilipolytického alfa,-adrenergniho ucinku v tukové
tkani u lidi

Uvod a cile prace

Vznik obezity je spojen s porusenou rovnovahou mezi energetickym pfijmem
a vydejem. Dostupnost vysokoenergetickych potravin bohatych na tuky
predisponuje k ndrustu hmotnosti. Vliv vyZzivy na lipolyzu, konkrétné akutni
vysokotukoveé zatéze, kterd modifikuje extracelularni hladiny mastnych kyselin,
nebyl u lidi popsdn. U potkanu dochdzi po farmakologickém snizeni
plasmatické hladiny NEFA k signifikantni redukci isoprotenerol-mediované
lipolyzy (Gowri 1999). Expozice potkanich adipocytu NEFA (4-24h) nevede
k alteraci lipolyzy ani inzulinem-stimulované vychytavani glukdzy (Lundgren
2004). Lipotoxicita mastnych kyselin se v tukové tkdni u tohoto zvifeciho
modelu nevyskytuje. Jiné prdce prokdzaly, Zze mastné kyseliny s kratkym
fetézcem rychle prestupuji skrz plasmatickou membrdnu adipocytu pasivni
difdzi a indukuji infraceluldrni pokles pH. Naopak prunik mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem je ve fyziologickych koncentracich zprostfedkovdan

tfransportéry proteinového charakteru. Pokles pH modulujie hormondini
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signalizaci a vede k vzestupu hydrolyzy triglyceridu (Civelek 1996). Narozdil od
in vitro experimentuy na zvifecich modelech, podobné experimenty u lidi
publikovany nebyly. Lidské adipocyty exprimuji jak lipolytické beta- tak
antilipolytické alfa,-adrenergni receptory (Lafontan 1982, Berlan 1982),
zatimco u potkanu funkéni alfax-adrenergni receptory nalezeny nebyly
(Laofontan 1995). Neddvno byla u lidi popsdna dalsi lipolytickd cesta,
stimulovand natriuretickymi  peptidy (NPs). NP-indukovand lipolyza je
specifickd pro primdty a &lovéka (Sengenes 2000, Moro 2004). Vhodny zvifeci
model pro studium regulace lipolyzy vzhledem k akutnimu pfijmu dietniho
tuku tedy chybi. Vneddavné praci u lidi jsme prokdzali, Ze 4-denni
vysokotukovd dieta (65% tuku, 15% proteinu, 20% sacharidu) ovlivhuje alfas-
adrenergni antilipolyticky ucCinek katecholaminu v subkutdanni tukové tkani
béhem fyzické zatéze (Suljkovicova 2002). 48-h in vifro inkubace humdannich
explantu tukové tkdné s bromopalmitdtem vede k supresi anftilipolytického
alfay-adrenergniho ucCinku (Gesta 2001). Efekt akutni expozice mastnym
kyselindm s dlouhym fetézcem na lipolyzu v humdanni tukové tkdani a
cvicenim-indukovanou mobilizaci tuku nebyl dosud popsan.

Cilem této prace bylo: 1) studovat in vifro na humdannich adipocytech akutni
efekt expozice mastnym kyselindm s dlouhym fetézcem na dobre
charakterizované lipolytické drahy. 2) studovat in vivo, zda vysokotukovd
dieta pred fyzickou zdatézi vede ke zméné lipolyzy u Stihlych a obéznich
jedincu. Pri fyzické zatézi dochdzi k aktivaci sympatikem-stimulované lipolyzy
v subkutanni tfukové tkani (Stich 1999). Béhem cviceni jsou antilipolytické
alfay- i lipolytické beta-receptory aktivované katecholaminy, antilipolyticky
uCinek je vétsi u obéznich jedincu (Stich 1999, Stich 2000). Tato studie byla
koncipovana s cilem evaluace mobilizace lipidu u Stihlych a obéznich
jedincu a nastinéni moznych rozdilu v adrenergni regulaci lipolyzy béhem
fyzické zatéze v podminkdch nala¢no a po pfijmu vysokotukovéeho pokrmu,
ktery vede k rapidni elevaci plasmatickych NEFA.

Metody

In vitro studie: Subkutdnni tukova tkan byla ziskdna od 8 subjektu s nadvahou
béhem plastické operace. Isolace adipocytu byla provedena standardnim
zpusobem, isolované adipocyty byly rozdéleny do tfi davek - v prvni
(kontrolni) byla ihned analyzovana lipolyza v NEFA-free mediu, druhd byla po
2h inkubovdna v NEFA-free KRBHA mediu a ftfeti byla po 2h inkubovdana
v mediu s pfidavkem mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (smés kyselin
laurové, myristove, stearové, linoleové, arachidonové). Po 2h preinkubaci
byly adipocyty inkubovany s ANP ¢&i isoproterenolemn a ddle s rostouci
koncentraci epinefrinu osamocené ¢&i s pridavkem selektivniho alfa,-
adrenergniho antagonisty (RX821002). Na konci kazdého protokolu byly
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vzorky media pfipraveny k determinaci glycerolu a NEFA (obé Iatky jsou
pouzZivany jako markery lipolyzy).

In vivo studie: Do studie bylo rekrutovéno 8 zdravych netrénovanych §tihlych
a 7 obéznich muzu. Jedinci byli vySetfeni v nasi laboratofi ve dvou
vysetfovacich dnech v odstupu jednoho tydne. Jedinci podstoupili 45min
fyzickou zatéZz na bicyklovém ergometru pfi intenzité 50% rezervy tepové
frekvence. Aktudini TF béhem fyzické zatéze byla kontinudiné monitorovana.
Vysetteni bylo provedeno za podminek na lacno v jednom vysetfovacim dni
a po pfijmu vysokotukového pokrmu s obsahem 95% tuku a 5% sacharidu (o
energii odpovidajici 50% klidového energetického vydeje) v dal§im
vysetfovacim dnu. SloZzeni mastnych kyselin v pokrmu bylo 66% saturovanych
NEFA, 30% MUFA a 4% PUFA. Lipolyza v subkutanni tukove tkani béhem
fyzické zdatéze byla stanovena za pouziti metodiky mikrodialyzy (standardni
metoda k mérfeni |atek v extraceluldrnim prostfedi) v pfitomnosti Ci absenci
neselektivnino alfa-antagonisty phentolaminu. Dvé 15min frakce dialyzatu
byly sebrany v klidovych podminkdch a za 15, 30 a 45min po zahdjeni fyzické
zatéze. Vzorky krve k pozdéjsi analyze byly odebrdany v klidu, 30 a 45min po
zahdjeni fyzické zatéze.

Detailni popis metod je uveden v publikaci &. 1.
Vysledky

In vitro studie: Tato studie byla provedena s cilem zjistit, zda preinkubace
isolovanych adipocytu s mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem modifikuje
alfas-adrenergni, beta-adrenergni a  ANP-zprostfedkovanou  lipolytickou
odpovéd. Po 2h inkubace medium vstupné zbavené mastnych kyselin
obsahovalo 101£67umol/l NEFA a medium vstupné obohacené o mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem 372+127umol/l NEFA. Po 2h preinkubace doslo
k aktivaci spontdnni lipolyzy v mediu bez i s obohacenim mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem, pficemz tato byla v druném mediu vétsi. Mira stimulace
lipolyzy isoproterenolem &i ANP nebyla vyznamné ovlivnéna. V adipocytech
okamzité inkubovanych v NEFA-free mediu jsme pozorovali oCekdvany ndrust
lipolytického ucinku epinefrinu v pfitomnosti  selektivnino alfa-antagonisty
RX821002. Tento efekt viak nebyl pozorovdn v adipocytech neinkubovanych
v mediu s mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem &i v mediu bez mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem (ale obohacenym NEFA uvolnénych béhem
preinkubace).

In vivo studie: Zmény v plasmaticke hladiné inzulinu, glukdzy, glycerolu a NEFA
béhem 3h po prijmu vysokotukového pokrmu jsou prezentovany v tabulce C.
1. Plasmatické hladiny NEFA a glycerolu byly v podminkdch na lacéno vyssi u
obéznich nez u §tihlych jedincu. 3h po pfijmu vysokotukovéeho pokrmu doslo

30



k tfrojndsobnému zvyseni plasmatickych hladin NEFA u obou skupin (p=0.003).
Plasmatické hodnoty glycerolu po vysokotukovéem pokrmu vzrostly, narust byl
markantné&jsi u obéznich jedincu. Plasmatické hladiny inzulinu se vyznamné
nezmeénily, glykémie miné stoupla, ale vzestup nedosdhl statisticke
vyznamnosti, ve 120. a 180. minuté.

Time

Farameter {} min Gl min 13 min 18 min 240 min
Lean
Insulin {pll /ml) 19 * 0.5 1.8 = 0.4 5.7 * 0.6 A E 0.4 6.4 = 0.5
Glucose (mmol /1) 28 = 04 5.7 *0.5 4.0 = 0.3 4.5 * 0.7 1.5 = 0.4
Glycerol (pmol/ml) 83 X a0 B3 X 26 91 £ 28 93 = 29° 114 = 39°
NEFA {pmol/ml) 202 = 73 195 * 52 348 = T4° 513 * 1339 RRT * 149°
Oy hese
Insulin {pll /ml) 71 1.8 7.2+ 0.0 6.A 1.4 91+ 5.3 9.2 + 9.4
Glucose (mmol /1) 1.6 = 02 4.4 = 0.1 5.0 = 0.5 40 * 0.3 5.1 = 0.4
Glycerol {(pmol/ml) 140 = 18 145.5 = 19° 2490 + g9 314 = Hoeb 205 + 45328
NEFA {pmol/ml) 392 + 44° 05 + 758 440 = 51% 745 = 700 T6E + AR%E

Tabulka €. 1. Plasmatické hodnoty inzulinu, glukdzy, glycerolu a NEFA po HFM u §tihlych a obéznich
jedincu v klidu. HFM - vysokotukovy pokrm, byl konzumovan v 60. minuté. Hodnoty jsou pruméry + SEM
osmi separdtnich determinant. © P < 0.05 vs. 0 min. © Signifikantni vs. 3tihli jedinci.

Casovy prubéh plasmatickych hladin glycerolu a NEFA b&hem fyzické zat&ze
je prezentovan v grafu €. 1. U §tihlych jedincu plasmatickd hladina glycerolu
béhem zdtéze rostla podobné v oba vysetfovaci dny, zatimco plasmatickd
hladina NEFA se v podminkdch nalaéno nezménila a miné klesla ve 30.
minuté od zacdatku zdatéze po poziti vysokotukoveho pokrmu. U obéznich
jedincu plasmatickd hladina glycerolu mirné stoupla béhem zdatéZze o
plasmatickd hladina NEFA poklesla ve 45. minuté po zahdjeni zatéze v obou
vysetfovacich dnech. Vysokotukovy pokrm nemél vyznamny viiv na zmény
katecholaminu bé&hem zatéZze. Pokles inzulinu béhem zdatéZze byl obdobny
v obou vysetfovacich dnech u §tihlych jedincu. Statisticky vyznamny pokles
plasmatické hladiny inzulinu u obéznich jedincu byl pozorovdn pouze po
prijmu  vysokotukového pokrmu, glykémie se nezménila ani vjednom
protokolu.
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separdtnich experimentu. * P < 0.02 pfi srovndni s klidovymi hodnotami.

Bazdlni lipolyza (bazdlni koncentrace glycerolu v dialyzatu) byla u Stihlych
jedincu podobnd v podminkdch nalac¢no i po vysokotukovém pokrmu.
Lipolyza béhem zdatéze rostla nezdvisle na vysetfovacim protokolu. Zatézi-
indukovand lipolyza byla potencovdna pifi alfa-adrenergni  blokddé
v podminkdch nalaéno, po vysokotukovém pokrmu vSak tento efekt
pozorovdn nebyl. Bazdlni lipolyza u obéznich jedincu byla v obou
vysetfovacich dnech identickd. Zatézi-indukovand lipolyza byla vyrazné
potencovdana alfa-adrenergnim blokatorem (phentolaminem) v podminkach
nala¢no. Naopak po vysokotukovéem pokrmu byla zatézi-indukovana lipolyza
VetsSi nez nalacno. Stimulacni efekt phentolaminu na zdatézi-indukovanou
lipolyzu byl navic po vysokotukovém pokrmu uplné setien.

Zmény v prutoku krve subkutdnni tukovou tkani (hodnocené koncentraci
ethanolu odchdzejiciho z mikrodialyza&ni sondy) nebyly béhem zatéze
signifikantni u stinlych ani obéznich jedincu.

3.1.2 Prace é. 2

Tukovda tkdn miladych obéznich muzu je rezistenini k
antilipolytickému G¢inku inzulinu béhem fyzické zdatéze:
metodika mikrodialyzy

Uvod a cile prace

Lipolyza v humdanni tukové tkani béhem fyzické zdatéZze je regulovana
zvysenou hladinou katecholaminu a soucasnym poklesem plasmatické
hladiny inzulinu (Hagstrom-Toft 1992, Hodgetts 1991, Horowitz 2003). Lipolyza
je v adipocytech aktivovana stimulaci beta-adrenergnich receptoru (beta-
AR) a inhibovdna stimulaci alfa2-adrenergnich receptoru (alfa2-AR) (Berlan
1982). Simultdnni aktivace téchto dvou receptord moduluje produkci
infraceluldrnino  cAMP, ktery aktivuje cAMP-dependentni protein kindzu,
s ndslednou fosforylaci a aktivaci hormon-senzitivni lipdzy (HSL). Nase skupina
prokdzala, Ze natriuretické peptidy (NPs) jsou aktfivatory lipolyzy v lidskych
adipocytech (Sengenes 2000). Fyziologickou relevanci ANP-dependentni
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lipolytické drahy jsme demonstrovali u mladych muzu béhem fyzické aktivity
(Moro 2004). Pokles hladiny inzulinu béhem cviCeni je dalsim faktorem
zasahujicim do regulace mobilizace lipidu u lidi.

Je dobfe zndmo Ze, inzulinovd senzitivita (pokud jde o metabolismus
karbohydrdatu) je u obéznich jedincu snizena, anfilipolyticky Ucinek inzulinu
v tukové tkani je viak stdle pfedmétem diskuze. Inzulin redukuje akumulaci
CcAMP v tukové bunce cestou aktivace fosfodiesterdzy-3B (Hagstrom-Toft
1992) a fosforylace beta-adrenergnich receptoru (Cimmino 1995). Snizeni
plasmatické hladiny inzulinu typické béhem fyzické aktivity tudiz pfispiva
k fyziologické kontrole lipolyzy a potencuje lipolytickou odpovidavost
tukovych bunék. Asociace inzulinové rezistence s diabetes mellitus i
obezitou je dobfe zndma. Fyzickd zatéZz je vhodny model pro studium
inzulinové rezistence, jelikoz pokles plasmatické hladiny inzulinu je vyznamnym
faktorem zasahujicim do mobilizace lipidu.

Cilem na@si prace bylo studovat vliv mirné hyperinzulinémie na mobilizaci
lipidu v podkozni tukové tkdani béhem cviceni u stihlych a obéznich mladych
muzu v podminkdch nalac¢no. Ke studiu lokdlni lipolyzy (jejiz markerem je
glycerol uvolnény ztukové bunky) a zmény v lokdainim krevnim prutoku
v podkozni tukové tkani jsne pouZili metodiku mikrodialyzy (Arner 1990).
Postulovali jsme nulovou hypotézu: 1) hyperinzulinémie vede k redukci zatézi-
indukované lipolyzy v porovndni s kontrolnimi podminkami a 2) inzulinem
zprostfedkovany antilipolyticky Uc€inek bude nizsi u obéznich nez u §tihlych
jedincu.

Metody

Do studie bylo zafazeno 3est zdravych miladych Stinlych a 3est obéznich
muzu. Vsichni méli stabilni hmotnost v poslednich 3 mésicich. Inzulinova
senzitivita byla vypoc&tena pomoci HOMA-IR dle Katze et al. Jeden tyden
pred zahdjenim studie byla u subjektu stanovena maximdini tepova
frekvence na bicyklovém ergometru za pouZziti stupnovité zatéze (30W/3min).

Jedinci byli vySetfeni rdno nalacno ve dvou vysetfovacich dnech
separovanych  Casovym intfervalem jednoho tydne. Studie byla
randomizovand, dvojité zaslepend. Po uloZzeni do horizontdlni polohy byly
zavedeny dva katetry, jeden do Zily na dorsu ruky pro odbéry krve a druhy do
antekubitdlni Zily k infuzi inzulinu a glukdzy (&i fyziologického roztoku). Ddle
byly zavedeny dvé mikrodialyzacni sondy do abdomindini podkozni tukove
tkdné. Sondy byly perfundovdany Ringerovym roztokem, do kterého byl pfidan
ethanol ke sledovani zmény krevniho prutoku. Jedna sonda byla
perfundovdana Ringerovym roztokem a druhd phentolaminem (neselektivni
alfa-adrenergni blokator).
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Pfi kontrolnim vy3etfeni byla jedincum po celou dobu vysetieni aplikovana
infuze fyziologického roztoku. Po 60-ti min ekvilioracni periody, byly odebrdany
dvé 15-min frakce dialyzdtu z obou sond. Ndsledovala fyzickd zdtéZz na
bicyklovém ergometru po 45 min pfi zatézi odpovidajici 50% rezervy tepové
frekvence daného jedince. Dialyzat byl sbirdn v Casech 30 a 45 min zatéze a
30 min po ukonceni zatéze. Tepova frekvence byla monitorovana po celou
dobu cviceni sporttesterem.

PHi druhém vysetfeni byla jedincum aplikovdana infuze inzulinu (8mU/min/m?),
soucasné byla zahdjena aplikace 20% glukdzy. Kazdych 5 min byla méfena
aktudini glykémie a rychlost infuze glukdzy byla upravovdana tak, aby byla
udrzena individudini lacnd glykémie. Dvé 15-min frakce dialyzatu byly
odebrany po 30-ti minutach inzulinové infuze. Za 45min od zahdjeni
inzulinového clampu jedinci podstoupili 45min zatéz joko pfi kontrolnim
vysetfeni.

Detailni popis metod je uveden v publikaci €. 2.
Vysledky:

Antropometrické, metabolické a funkéni charakteristiky subjektu (Tabulka C.
1): Pii prvnim vysetfeni jedinci cviCili za standardnich podminek (kontrolni
vysetfeni). Pfi druhém vysetfeni jedinci cviCili za podminek inzulinového
clampu, ktery mél zabrdnit poklesu inzulinémie béhem cviCeni. Lacné
plasmatické hladiny inzulinu byly 5.7+0.5 u §tihlych a 7.3+1.1 mU/I u obéznich
muzu. Inzulinovy clamp vedl ke stabilnim hladindm inzulinu béhem cviceni
(11.1+2.7 a 15.9+2.5 mU/I u §tihlych a obéznich). Jedinci byli udrzovani na
jejich individudlini lacné glykémii pomoci infuze glukdzy. Prumeérnd glykémie
pfed a béhem cviceni byla (4.73+0.18 a 4.62+0.37 mmol/l u §tihlych a
5.40+0.17 a 4.87+0.29 mmol/l u obéznich muzu, respektive). Rychlost infuze
glukézy v Kklidu byla vyssi u Stihlych nez obéznich jedincu (0.073+0.014 a
0.048+0.006 mmol/min; p=0.03), stejné jako béhem cviceni (0.189+0.039 a
0.120+0.016 mmol/min, p=0.03).
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Lean Dhese P

Age(years) 25 504 d83x1E R
Height { oo 183721 179,550 RE
Weight (k TEI+2 8 100.&£3.0 0.04
BIMI (gim™ 23.6+04 31409 0.01
Fat mazs (Kg 10.1+0.4 23713 0.o01
Fat freemazs (K g) 67 8+23 53302 0.003
Rest

Free fatty acid (pmaoll) 35331 454476 Ma
Glycerol (pmold) BAx15 140+18 0.04
Inality (T Al 5705 Tax11 M3
Glucose (ol 4.9+0.3 4.3+0.2 IR
HOWA-IF. 060006 1.31+0.16 0.03
Heart rate {beatsmin) Ba+3 e IR
Exercise

Heartt rate ( beatzfimin) 127+0.5 126+2 ME
Watts 1304 1260 M=

Tah. € 1. Charalderistiley Stihlych a obéznich jedinch vidids a pil zates
Flasrraticke hladiny glyceroly, tmastngeh koyseling irmuing a gluksdzy byly méfeny pied
infuzd inmulinu. P <0.05; srovhand dtihiycha obéznich jedined

Efekt inzulinoveho clampu na koncentraci glycerolu a etanolu v dialyzatu
béhem cvic¢eni: Pii kontrolnim vysetfeni, v klidu, se prumérmnd bazdlni
koncentrace glycerolu v dialyzatu (DGC) nelisila v kontrolni sondé od sondy s
fentolaminem u §tihlych ani u obéznich muzu. Cvi¢eni vedlo k ndrustu DGC v
kontrolnich sonddach. Celkovy ndrust (prumérny ndarust béhem cviCeni minus
klidové bazdaini hodnoty) byl v kontrolni sondé u stihlych vétsi nez u obéznich
jedincu (67.2+10.4 a 26.4+6.5 umol/l; p=0.005). Pfitomnost phentolaminu v
perfuzatu signifikantné zvysila uvolhovdni glycerolu u obéznich, ale ne u
Stihlych jedincu.

Bé&hem cviceni pfi inzulinovém clampu doslo k signifikantnimu snizeni DGC u
Stinlych muzu v kontrolni sondé i sondé s phentolaminem. U obéznich muzu
také doslo k redukci zatézi indukovaného ndrustu DGC, tato redukce viak
nedosdhla signifikantni vyznamnosti ani v jedné sondé.

Etanol ratio v kontrolni sondé (koncentrace etanolu v dialyzdtu/koncentrace
etanolu v perfuzdtu) byl v klidu vétsi u obéznich nez u stihlych muzu (80+5
and 735, respectively). U §tihlych jedincu, inzulinovy clamp ved| ke snizeni
etanol ratio v klidu (61£7 a 53+6 v kontrolni a sondé s phentolaminem). U
obéznich jedincu nemél inzulinovy clamp vliv na etanol ratio ani v jedné
sonde.

Béhem cviceni etanol ratio signifikantné poklesl pri kontrolnim vysetreni u
Stinlych, nikoli vdak u obéznich jedincu. BEhem cviceni pfi inzulinovém clampu
etanol ratio u S§tihlych poklesl v obou sonddch, tento efekt nedosdhl
signifikantni vyznamnosti u obéznich jedincu.
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Plasmatické hladiny katecholaminu, glycerolu, glukozy a NEFA: Pfi kontrolnim
vysetteni vedla fyzickd aktivita k elevaci norepinefrinu a epinefrinu v obou
skupindch. Inzulinovy clamp neved! k elevaci katecholaminu béhem cviceni
ani v jedné skupiné. V klidu byla plasmatickd hladina glycerolu vyssi u
obéznich neZ u §tihlych muzu, zatimco plasmatické hladiny NEFA, glukdzy a
inzulinu byly podobné.

V klidu a 45min po infuzi inzulinu plasmatické hladiny NEFA a glycerolu
signifikantné poklesly (35321 na 226+6 umol/l u stinlych a 434+71 na 262+81
pmol/l u obéznich pro NEFA a 82+17 na 61+12 umol/l u stihlych a 14716 na
124+13 u obéznich muzu pro glycerol). Narust glycerolu pfi inzulinovém
clampu byl vyrazné snizen u §tihlych, nikoli vdak u obéznich jedincu.
Plasmatické hladiny NEFA béhem inzulinového clampu significantné poklesly
pouze u Stihlych muzu.

3.1.3 Zavéry predloZenych praci

1. Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem stimuluji bazdaini lipolyzu a inhibuiji
alfa2-adrenergné zprostiedkovany antilipolyticky ucinek in vitro.

2. In vivo, in situ v podkozni tukové tkdni vede perordini pfijem
vysokotukového pokrmu k supresi alfa2-adrenergniho antilipolytického ucinku
béhem fyzické aktivity; tento efekt je vyraznéji vyjadien u obéznich jedincu.

3. Inzulin vykazuje antilipolyticky Ucinek i béhem fyzické aktivity.

4. Obézni jedinci jsou k antilipolytickému ucinku inzulinu béhem fyzickeé zatéze
rezistentni.

3.1.4 Diskuze k predloZenym pracem

Studovali jsme vliv metabolicky nepfiznivych  situaci  (vliv
hyperinzulinémie a zvysené plasmatické hladiny mastnych kyselin) na
lipolytickou odpovéd tukoveé bunky béhem fyzické aktivity na souboru stihlych
a obéznich muzu.

Lipolyza v tukové bunce je vysledkem vzdjemného pusobeni fady
hormonu - katecholaminu, inzulinu, ANP, rustového hormonu, nékterych
adipokinu. Katecholaminy vykazuji v zavislosti na relativni afinité k jednotlivym
subtypum adrenergnich receptord dudini lipolyticky ucinek, kdy cestou
stimulace betal,2-adrenergnich receptoru lipolyzu stimuluji a cestou
stimulace alfa2-adrenergnich receptoru lipolyzu inhibuji. Alfa2-adrenergni
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antilipolyticky ucCinek se zdd byt klicovym protektivnim faktorem z hlediska
progrese metabolickych abnormalit u obéznich pacientu. Alfa2-adrenergni
antilipolytick& aktivita je v klidu vyssi u obéznich jedincu (Mauriege 1999).
Tento antilipolyticky ucinek zprostfedkovany alfa2-AR byl prokdzdan v podkozni
tukové tkani i béhem télesné zatéze (Stich 1999), u obéznich jedincu je toto
antilipolytické pusobeni katecholaminu vyssi ve srovndni s neocbéznimi (Stich
2000), a to i pfi arteficielné udrzované mirné hyperinzulinémii (Bajzova 2008) -
inzulin tedy s alfa2-adrenergni lipolytickou drdhou neinterferuje.  Zvyseni
plasmatické hladiny NEFA po perordinim pfijmu  vysokotukového pokrmu
vede k supresi antilipolytického alfa2-adrenergniho ucinku béhem ndasledujici
fyzické akfivity jak u Stihlych tak u obéznich muzu, nicméné tento efekt je vice
vyjadfeny u obéznich jedincu, u nichz je za kontrolnich podminek pfitomen
vyrazny alfa2-adrenergni ucinek.

Klinicky dopad aktivace alfa2-adrenergnich receptoru a jejich mozné
terapeutické ovlivnéni antagonistou v IeéCbé obéznich pacientu neni
jednoznacné. Antilipolyticky alfa2-AR ucinek v podminkdach fyzické inaktivity
zZfejmé predstavuje pro obézniho pacienta ochranny mechanismus proti
nadmeérnému  uvolfovani mastnych kyselin  do cirkulace s dusledkem
lipotoxicity (indukce periferni i jaterni inzulinové rezistence, poskozeni cévni
reaktivity a funkce pankreatickych beta bunék apod.). Pfitomnost vyrazného
alfa2-AR antilipolytického Ucinku béhem fyzické aktivity se zdd byt naopak
nezdadouci z hlediska snizeného pfisunu energetického substratu pracujicimu
kosternimu svalu. NedostateCnd mobilizace lipidu béhem fyzické aktivity
spolu s metabolickou inflexibilitou kosternino svalu by mohla do jisté miry
vysvétlovat snizeni tolerance zatéze obéznich jedincu (Hulens M 2001). Nabizi
se tedy mozZnost preskripce fyzické aktivity pod clonou alfa2-blokdtoru
pusobiciho selektivné v tukové tkdni. Suprimujici alfa2-antilipolyticky ucinek
mastnych kyselin jsme prokdzali in vifro po inkubaci humdnnich adipocytu
s mastnymi kyselinami s dlouhym fetézcem (LCFA) i in vivo pifi fyzické zatézi,
kterd ndsledovala 3h po perordinim pfijmu standardniho vysokotukového
pokrmu obsahujiciho mastné kyseliny ve slozeni 66% nasycené, 30%
mononenasycené a 4% polynenasycene. Viiv vysokotukové diety na beta-
adrenergni lipolytickou drdhu nebyl prokdzdan (Suljkovicova 2002). Nékteré
prace prokdzaly, ze obézni jedinci maji snizenou kapacitu kosterniho svalu
utilizovat tuky béhem fyzické zdtéze mirné intenzity (Zunquin 2008); pfinos
stimulace lipolyzy alfa2-blokatorem &i mastnymi kyselinami béhem fyzické
zGtéZze pro obézniho pacienta by ve svém dusledku tedy nebyl pfiznivy
z hlediska negativniho Ucinku zvysené plasmatické hladiny NEFA. Jini autofi
viak snizeni oxidace mastnych kyselin pfi zatéZzi u obéznich jedincu
neprokdzali (Kanaley 2001, Laozzer 2007, Goodpaster 2002). Otdzka
izolovaného vlivu nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin na regulaci
lipolytickych drah zustava predmétem dalsiho vyzkumu.,

37



Inzulin, antilipolyticky pusobici hormon, se uplatiuje postprandidiné
v podminkdch, kdy hlavnim energetickym substratem je glukdza. Pro obézni
pacienty charakteristickd zvysend lacnd hladina inzulinu a soucasné zvysend
bazdini lipolyza svédcZi pro rezistenci k pusobeni inzulinu na Urovni adipocytu.
Pokles inzulinu béhem fyzické zd&té&Ze vede ke zvySeni lipolyzy u
inzulinsenzitivnich  jedincu. V nasi prdaci jsme prokdzali, Zze mimnad
hyperinzulinémie vede ke snizeni zatézi-indukované elevace extraceluldrniho
glycerolu v podkozni tukové tkani i plasmatického glycerolu u S§tihlych
jedincu. Snizend lipolyza v podminkdch zvysené plasmatické hladiny inzulinu
u inzulinsenzitivnich jedincu tak demonstruje pfitomnost antilipolytického
ucCinku inzulinu i béhem fyzické zatéze. Alfa2-blokdtor phentolamin nemél na
miru zatézi-indukované lipolyzy béhem hyperinsulinémie signifikantni viiv —
antilipolytickd inzulinem stimulovand drdha je tudiz béhem fyzické zatéze u
inzulinsenzitivnich jedincu nadfazena alfa2-antilipolytické drédze. U obéznich
jedincu nebyla redukce zdatézi-indukované lipolyzy (extraceluldrni glycerol
v podkozni tukove tkani i plasmaticky glycerol) béhem hyperinzulinémie
signifikantné vyznamnd. Antfilipolyticky ucinek inzulinu je tudiz u obéznich
jedincu béhem fyzické zatéze vyrazné oslaben a tito jedinci jsou rezistentni
k antilipolytickému pusobeni inzulinu pfi fyzické akfivité. V mikrodialyzani
sondé s pfidavkem alfa2-blokdatoru doslo k signifikantné vyznamné elevaci
extraceluldrnino glycerolu v dialyzatu, pritomnost  alfa2-antilipolytického
UCinku je fedy u obéznich pacientu vyraznd béhem fyzické zdatéze i pifi
hyperinzulinémii. Alfa2-adrenergni antilipolytickd cesta je u obéznich na rozdil
od §tihlych jedincu pfi fyzické aktivité dominantni. Dalsim prukazem inzulinové
rezistence v tukové tkdani obéznich jedincu je porusend regulace lokdiniho
krevnino prutoku. Ke zvyseni krevniho prutoku v tukové tkdani dochdzi
v situacich metabolické aktivity tukové tkdné - pfi hladovéni, postprandidiné
a béhem fyzické aktivity (Frayn 2003). Snizeny prutok v intersticiu fukoveé tkané
je povazovan za dalsi marker inzulinoveé rezistence (Dimitriadis 2007, Karpe
2002). Krevni prutok v tukové tkdani (hodnoceny jako pomér koncentrace
etanolu v dialyzatu/perfuzatu — tzv. etanol ratio) byl u obéznich nizsi nez u
Stinlych jedincu, pfi hyperinzulinémii doslo ke snizeni etanol ratio (svédcici pro
narust intersticidlniho prutoku) pouze u §tihlych jedincu. Absence inzulinem-
indukované vasodilatace v intersticiu tukové tkdné je dalsi zndmkou
inzulinorezistence v tukové tkdni obéznich jedincu a mohla by Zcdasteéné
prispivat k nizké efektivité redukCnich rezimu u nékterych obéznich pacientu.

V kontrolnich  klidovych podminkdch se koncentrace glycerolu
v dialyzatu nelisila u Stihlych a obéznich jedincu na rozdil od podminek fyzické
zatéze pfi hyperinzulinémii. Inzulinova rezistence v tukové bunce nebyla u
nasich obéznich pacientu v klidu vyjaddfena, ale byla jiz detekovatelnd
b&hem fyzické aktivity. Casnd detekce inzulinové rezistence v tukové tkani
béhem zatézoveho protokolu a suprese alfa2-antilipolytického dcinku alfa2-
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blokdtorem i dietni intervenci souCasné s pohybovou terapii by mohla
prispét k lepsim vysledkum konzervativni leCby obéznich pacientu.

3.2 Endokrinni funkce tukové tkané

3.2.1 Prace ¢é. 3

Plasmatické hladiny a exprese Retinol-binding proteinu 4 v tukové
tkani jsou snizeny po redukci hmotnosti navozené dietou u
obéznich jedincl, ale nejsou asociovdny se zménou inzulinové
senzitivity

Uvod a cile prace

Diabetes mellitus 2. typu je charakterizovan inzulinovou rezistenci a relativnim
deficitem inzulinu. Rezistence k UcCinku inzulinu se vyskytuje v fadé tkdani, v
jatrech je spojena se zvysenou glukoneogenezou a v kosternim svalu se
snizenim utilizace glukdzy. Inzulinovd rezistence je vyznamnym kauzdlnim
faktorem metabolického syndromu a rizikovym faktorem kardiovaskularnich
onemocnéni. Obezita je jednou z hlavnich pficin inzulinové rezistence a
rizikovym faktorem pro rozvoj diabetes mellitus 2. typu. Nadmeérné mnozstvi
tfukové tkané je asociovdno s produkci Cetnych molekul s parakrinni &i
endokrinni funkci, které mohou pfispivat k rozvoji inzulinové rezistence (Arner
2003). Neddavno popsand kandidatni molekula je RPB4 (Yang 2005). Exprese
RBP4 v tukové tkani a plasmatické hladiny RBP4 jsou zvyseny u mysich modelu
inzulinové rezistence. Selektivni geneticky knockout inzulinem stimulovanych
glukozovych fransporterd 4 v adipocytech vede ke zhorSeni celotélovée
inzulinové senzitivity (Abel 2001). JelikoZz adipocyty pfispivaji pouze malou
mérou k celotélovému odsunu glukdzy, predpoklddd se existence faktoru
produkovaného adipocyty, ktery pusobi na jatra a kosterni sval. Timto
faktorem se zdd byt RBP4 (Yang 2005). Overexprese RBP4 Ci injekce
rekombinantnihno RBP4 indukuje inzulinovou rezistenci u mysi, zatimco
farmakologicky snizené hladiny RBP4 vedou ke zlepseni inzulinové senzitivity u
mysi Zivenych vysokotukovou dietou. RBP4 poskozuje inzulinovou signalizaci v
kosternim svalu a ovliviiuje produkci glukdzy v jatrech,

RBP4 je protein s kratkym biologickym polocasem, v klinické praxi pouzivan k
hodnoceni kratkodobé fluktuace nutricnino stavu (Quadro 1999). ZvySené
plasmatické hladiny RBP4 byly popsdny u jedincu s inzulinovou rezistenci a
diabetiku 2. typu (Basualdo 1997, Graham 2006, Cho 2006). Korelace mezi
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plasmatickymi hladinami RBP4 a stupném inzulinové rezistence byly nalezeny
u ruznych populacnich skupin (Graham 2006). Aviak kauzdini dloha RBP4 v
patogenezi inzulinové rezistence a diabetes mellitus 2. typu v dosud
provedenych prufezovych klinickych studiich prokdzdna nebyla (Polonsky
2006). V této prdaci jsme studovali RBP4 u obéznich jedincu rekrutovanych do
vicefGzového redukéniho programu slozeného ze 4-tydenni velmi pfisné
nizkokalorické diety (very-low-calorie diet — VLCD), 2-mé&sini nizkokalorické
diety a 3 az 4-mésicni faze stabilizace hmotnosti. RBP4 mRNA exprese v
subkutanni tukové tkani a plasmatické hladiny RBP4 byly stanoveny pfed a
po skonceni kazdé fdze a vztazeny k antropometrickym a biologickym
parametrum v&etné glucose disposal rate stanovenym euglykemickym
hyperinsulinnim klempem.

Metody

In vifro studie: Subkutdnni tukovd tkan byla natrdvena kolagendzou, zralé
adipocyty separovany od stromavaskularni frakce centrifugaci. Byly izolovany
jednotlivé bunécné subtypy stromavaskuldrni frakce (endotelie, preadipocyty
a makrofagy). V den 13, 60-80% bunék bylo diferencovdno v adipocyty s
obsahem lipidovych inkluzi. Explanty tfukové tkdné byly kultivovany v DMEM
F12 mediu, preinkubovany k odstranéni bunécného debris z poskozenych
bunék béhem preparace, v den 2 byly promyty a inkubovdany v Cerstvém
mediu po 24h. Aliquoty byly uchovany v -80C do doby analyzy.

Klinicky protokol. Do studie bylo rekrutovdno 24 obéznich premenopauzdlnich
Zen se stabilni hmotnosti v poslednich tfech mésicich. Prvni 4 tydny
infervencniho programu dostavaly Zzeny VLCD o 800kcal/den. Dalsich 8
tydnu byly instruovany, aby dodrzovaly nizkokalorickou dietu o celkové
energetické hodnoté o 600 kcal/den nizsi nez individudlné odhadnuty bazdalni
energeticky vydej (stanoveny pfi vstupnim vysetfeni) ndsobeny 1,3. Treti
obdobi byla faze stabilizace hmotnosti trvajici 3-4 mésice, béhem této fdze
byly pacientky instruovdany, aby dodrzovaly habitudini dietu. Konzultace
dietologa byla 1x tydné v prvni a druhé fdaz, 1x mésicné ve ftreti fdzi
programu. Pfi kazdé konzultaci odevzdaly pacientky 3-denni jidelniCek. Na
zacdatku programu a na konci kazdé faze podstoupily pacientky komplexni
klinické vysetfeni vCetné jehlové biopsie podkozni tukové tkané z oblasti
bficha a stanoveni inzulinové senzitivy pomoci euglykemického clampu.

RNA analyza, determinace hladin z kultivacniho media a plasmy. Extrakce
celkové RNA, reversni transkripce a real time gPCR byla provedena ze vzorku
tukové tkdané, kousku a bunék. Byla stanovena hladina glukdzy, inzulinu,
neesterifikovanych mastnych kyselin, adiponektinu, RBP4,

Detailni popis metod je uveden v publikaci €. 3
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Vysledky

Exprese RBP4 v tukové tkani. Rada adipokinu je produkovana jinymi buriikami
tukové tkdné nez adipocyty. Porovndnim RBP4 mRNA exprese ve zralych
adipocytech a bunkdach stromavaskularni frakce z humdnnich subkutdnni
tfukové tkdné jsme 7zjistili, Ze RBP4 je exprimovan témér vyhradné v
adipocytech. Pfimou detekci v izolovanych endotelich, makrofdzich o
preadipocyte-like bunkdch jsme potvrdili, Ze exprese RBP4 byla velmi nizkd v
porovndni se zralymi adipocyty. Exprese RBP4 byla indukovana béhem
konverze z preadipocytu na adipocyty. Na primdrnich kulturdch explantu
tukové tkané jsme ukdzali, Ze produkce RBP4 in vitro je srovnatelnd s produkci
adiponektinu, ktery je produkovdan adipocyty ve velké mife.

Klinické  ukazatele obéznich Zen béhem redukéniho  programu.
Antropometrické parametry a plasmatické hladiny byly stanoveny na
zaCatku programu a na konci kazdé intervencni faze (Tabulka 1). Télesnd
hmotnost a BMI poklesly béhem VLCD a LCD fdze, télesnd hmotnost se
béhem fdze stabilizace hmotnosti stabilizovala. Hmotnostni dbytek byl
zpusoben predevsim redukci tukové tkdné. Beztukovd hmota nepatné
poklesla béhem VLCD fdaze, béhem dalsich period se jiz neménila. Pokles
plasmatické hladiny inzulinu byl pozorovédn na konci kazdé faze. Hladiny
triglyceridu a neesterifikovanych mastnych kyselin se sniZzily (mimo NEFA
béhem VLCD), zatimco glykemie zustala v prubéhu protokolu nezménéna.
Spotfeba glukozy evaluovdna pomoci euglykemického hyperinzulinniho
clampu béhem VLCD vzrostla a zustala zvySena po dobu LCD i stabilizacni
faze.

Tabulka &. 1. Klinické parametry 24 obéznich Zen vstuné a na konci jednotlivych fazi
redukéniho programu
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VLoD LCD WH

Parameter Bagal 4wk & wk 1510 wk
Weight (kz) a7 = 18 @0 = 18° BT £ 1587 BT £ 15°
BMI i kg'm* 35 x5 A5 32 £ 4F A2+ 5
Fat masa (kg 40 + 12 AR+ 110 31 =0 A2 +110
Fat-free mass (kg BE+h EE+TH 56 + 8° R+ 7"
Waist (crm) 104 = 13 @0+ 15 5 & 13° 5 £ 13°
Glueose (rmolliter) 56 =04 53 x0ge 54=x07 E2x08
Insulin imUditer) 136 =83 6.8 = AT BB =26 6.8 £ 28
Glyecarol { pmolditer) 27T =77 180 = ag* 145 = BO° 150 + 437
Nonestarified fatty acid { pmolditer) 693 + 144 T41+ 126 580 + 1702 S84+ 171=
g-hydroogybutyrate (mmal/iter) 016 = 0.08 085 £ 0.38° 027 £ 0.16° 016+ 017
Total cholestarol (mmolditer) 4.82 + 066 .90 x 0.76° 4.29 + 0.60° 4.56 = 066"
Triglyeerides (mmalditer) 143 =050 106 = 0.35° 1.08 £ 037" 1003 = 0.20°
Leptin (ngfml) 41 = 15 20+ 15° 24+ 1 27 + 15°
Adiponectin (pgml S84 38 B4 +23 5a+348 02+248
Cortizal (nmolditer) 205 + Og 157 = 87" 146 = 617 177 = 102
Glueose dispogal rate (mgkzmin) 2.08 = 156 361+ 165" 4.05 + 1.66° 416+ 1. 74
Glueoge dispoeal rate (mg'kg fat-free mazsmin) 4.88 = 2.20 BT6 £ 2437 6,15 £ 2.31° 648 £ 251°

Hodnoty jsou pruméry + SD. a P<0.05. b P<0.01. ¢ P<0.001 vs. basalni hodnoty.

Exprese mRNA RBP4 v tukove tkani béhem redukcéniho programu. RBP4 mRNA
exprese se béhem VLCD snizila. BEhem LCD fdaze doslo ke zvyseni RBP4 mRNA
tak, Ze na konci LCD a faze stabilzace hmotnosti se hladiny RBP4 mRNA
nelisily od bazdlnich hodnot.

Plasmatickeé hladiny RBP4 béhem redukéniho programu. Plasmatické hladiny
RBP4 se snizily béhem VLCD. LCD faze a fdaze stabilzace hmotnosti byly
charakterizovany mirnym postupnym vzestupem RBP4 v porovndni s VLCD
periodou, nicméné hladiny RBP4 byly na konci programu nizsi nez vstupni
hodnoty. Vyvoj RBP4 hladin se odlisoval od hodnot spotfeby glukdzy, které se

béhem intervence vyrazné neménily.
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Graf 1. mRNA RBP4 a GLUT4 v subkutanni fukové tkani, plasmatické hladiny RBP4 a glucose disposall
rate béhem redukEniho programu u obéznich zen (n=24). A, RBP4 mRNA v tukové tkani. B, GLUT4 mRNA
v tukové tkani. C, plasmatické hladiny RBP4. D, glucose disposal rate. Hodnoty jsou pruméry + SEM. **,
P<0.01. ***, P<0.001 vs. basalni hodnoty.

Vztah mezi plasmatickou hladinou RBP4 a inzulinovou rezistenci. 24 obéznich
Zzen jsme rozdélili do dvou skupin dle bazdiniho stupné inzulinové rezistence.
Rozdily v bazdlnich plasmatickych hladindch RBP4 ani dietou-indukovanym
poklesem plasmatickych hladin RBP4 jsme mezi skupinami nepozorovali.
Pferozdélenim subjektu do dvou skupin dle zmény ve spotfebé glukdzy po
reduk&nim programu jsme ziskali obdobné vysledky — z toho vyplyva, Ze
dietou navozend zména v plasmatické hlading RBP4 neni ve skupindch
rozdiind. Korelace mezi hladinami RBP4 a markery inzulinové rezistence jsme
nenalezli a to jak pred zahdjenim dietniho programu tak po VLCD fdazi &i na
konci dietniho programu.
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Tabulka €. 2

Dietou navozené zmény v expresi RBP4 v tukové tkdni a plasmatickych hladin RBP4 u 2 podskupin
rozdélenych dle stupné basdini inzulinové senzitivity

Do mubjerte. with Do mubjerts with
loesirenilin seretivily  high-iren lin sansitivity

n= 12 n= 12

Gluncse dispoaal rate 177 +0.12 4.18 = 0.35=
i imindg

Bagzal plaama FEEP4 203 =l
levals | pgrinl )

Dierrease of plazma REF4 2B x4
levels during YVLODH%

Dierrease of plazma REF4 17 =5 18 +4

lewals during Whi (%)

Hodnoty jsou pruameéry + SEM. ***, P<0.001

3.2.2 Prace é. 4

Exprese Retinol-binding proteinu 4 ve viscerdini a subkutanni
tukové tkani u obéznich jedincu

Uvod a cile prace

Oberzita je povazovdana za jednu z hlavnich pficin inzulinové rezistence a
vyznamny rizikovy faktor pro vznik diabetes mellitus 2. typu. Nadmérné
mnozstvi tukove tkdné v organismu je asociovano s produkci nékolika latek
s parakrinni a/nebo endokrinni aktivitou, které pfispivaji k rozvoji inzulinové
rezistence. Neddvno objeveny kandiddatni adipokin je retinol-binding protein
4 (RBP4) (Yang 2005). Exprese RBP4 mRNA v tukové tkdani a cirkulujici
plasmatické hladiny jsou zvyseny u nékolika mysich modelu inzulinové
rezistence. Over-exprese RBP4 Ci injekce rekombinantninho RBP4 indukuje vznik
inzulinové rezistence u mysi, zatimco farmakologicky snizené hladiny RBP4
inzulinovou senzitivitu u mMysi na vysokotukové dieté zlepsuji (Yang 2005).
Geneticky knockout inzulinem-stimulovaného glukézového fransportéru
(GLUT4) selektivné v adipocytech mda za ndsledek zhordeni celotélové
citlivosti k inzulinu, tento efekt je pravdépodobné zprosttedkovan RBP4 (Abel
2007). U lidi byly popsany zvysené plasmatické hladiny RBP4 u
inzulinorezistentnich jedincu a u diabetiku 2. typu (Yang 2005, Cho 2006,
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Graham 2006). RBP4 je produkovdn hepatocyty, ale i adipocyty potkanu
(Tsutsumi 1992) a lidi (Janke 2006). V recentni prdci jsme prokdzali, Ze RBP4 je
secernovan z explantu humanni tukové tkané a exprimovan témér vyluéné
ve zralych adipocytech (exprese ve stromavaskuldarni frakci tukové tkané
byla zanedbatelnd) (Vitkova 2007). Neddvno bylo demonstrovdno, Ze
exprese RBP4 mRNA je down-regulovana v subkutdnni tukové tkani obéznich
Zzen (Janke 2006) a up-regulovana u zen se syndromem polycystickych ovarii
ve srovnani se §tihlymi kontrolami (Tan 2007). Béhem nékolikastupnove dietni
infervence nebyly zmény v expresi RBP4 asociovdny se zménou inzulinové
senzitivity (Janke 2006). Vztah mezi plasmatickymi hladinami RBP4 a expresi
MRNA RBP4 v subkutdnni tukové tkani nebyl nalezen (Janke 2006). Z téchto
dat vyplyva pravdépodobnad role viscerdinino tuku v produkci RBP4. Cilem
nasi prace bylo studovat expresi RBP4 v pdrovych vzorcich subkutdnni a
viscerdini tukové tkdné u skupiny pacientek se Sirokym rozmezim BMI @
mnozstvim viscerdini tukové tkdné a ruznym stupném inzulinové rezistence.
Na tomto souboru jsme ddle sledovali vztah mezi plasmatickou hladinou RBP4
a indikatory obezity a plasmatickou hladinou RBP4 a inzulinovou rezistenci.

Metody

Do studie bylo zahrnuto 59 Zen (v&k 21 oz 66 let, BMI 19.6 a? 48.5 kg/m?),
které byly indikovany k chirurgickému vykonu v dutiné bfisni. Vylu€ovaci
kritéria zahrnovaly malignitu, zanétlivé onemocnéni, srdecni selhavani, ICHS v
anamnéze, endokrinopatie, chronické rendini &i jaterni onemocnéni a
psychiatrické onemocnéni. Viechny pacientky mély minimdainé 3 mésice
pred vstupem do studie stabilni hmotnost. Pied operaénim vykonem byly
pacientky vysetfeny — byla provedena antropometrickd méfeni, pocitacovou
tomografii byla stanovena plocha viscerdini a subkutdnni abdomindini
tukové tkané. Citlivost k inzulinu byla vysetfena standardni metodou
euglykemického hyperinzulinového clampu. BEhem operacniho vykonu byly
odebrany pdroveé vzorky viscerdini a subkutdnni tukovée tkané k pozdéjsi
analyze RNA RBP4, leptinu a GLUT4. Biochemické parametry byly stanoveny
standardnimi  metodami, plasmatickd hladina RBP4 byla stanovena
sandwichovou ELISOU.

Detailni popis metod je uveden v publikaci €. 4.
Vysledky

Soubor 59 pacientek byl rozdélen na skupinu neobéznich (n = 26) a obéznich
(n = 33). Obézni skupina byla ddle stratifikovana dle pfitomnosti (n = 17) &i
nepritomnosti (n = 16) metabolickeého syndromu, ktery byl diagnostikovdn na
z&kladé kritérii  IDF  (Alberti  2005). Antropometrické a metabolické
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charakteristiky jednotlivych skupin jsou prezentovdany v tabulce €. 1. Obézni
pacientky s metabolickym syndromem mély vétsi  relativni  mnoZstvi
viscerdiniho tuku (vztazené k subkutdnnimu tuku) a vyssi plasmatické hladiny
triglyceridu nez obézni bez metabolického syndromu. Obézni bez
metabolického syndromu se v uvedenych parametrech nelisily od
neobéznich jedincu. Glucose disposal rate (M) bylo niZsi u skupiny obéznich
jedincu nez u neobéznich.

Tabulka 1

Anthropometrické and metabolické characteristiky u neobéznich (nonOB) a obéznichpacientek bez (OB) a s (MS)
metabolickym syndromem

=roup nooJS (= = 26 CBiz=1T MS(n=14&]
Age [vears) 402=23 4l 6=24 484=17
BMI (ke'm™) 24.5=073 37,1=14" 138=12"F
Woadst fiom) £353=21 loEE=27T" 107,32 26"
Far mass (%) 0.2 =13R 45 3=116" £]16=113%"
Visceral far (em™) 74.1=10,1 121.4=95" 156,2=128"
Suboetanecns St (cm® 230,2= 253 FlO5=303% 4002 =12850C
Visceral ‘subcutangcos far 02E=10,11 G24=007 0421=0,13"
EEDL -ckolestural (m=oll) LAE=0104 L40=0.07 1,25 =q05"
LDL- ctolestarol {ezmel ') 113=1014 1EF=0.27 30=033
THglvoardes (mzoolT) Lol=012 l.x2=000 136 =056k
Blood ghhoose (zamal ) 4 TE=008 TIE=013" §21=0,447
msulm (meolT) IEE=034 mE=17" 13,3=15"
Glucose disposal mate - B

(g kg min =) £17=0,44 1E80=034" 2Bl=0337
EEP4 plasezz {oze'l] ITE=13 E0=106 82=1%

Hodnoty jsou pruméry + SEM. Skupiny jsou porovnany one way ANOVA s Bonferroni’s mulfiple t-test post-hoc
analysis: ® p < 0,05 OB vs. nonOB, P p < 0,05 MS vs. nonOB, °p < 0,05 MS vs. OB

RBP4 exprese ve viscerdlni a subkutanni tukove tkani: Hladiny mRNA RBP4 byly
signifikantné nizZsi ve viscerdini nez v subkutdnni tukoveé tkdni ve viech tfech
skupindch i vcelém souboru (2.0 £ 0.2 vs 8.0 £ 0.7 arbitrary units, p < 0.001).
Rozdily v hladindch mRNA RBP4 ve viscerdini Ci subkutdnni tukové tkani mezi
jednotlivymi skupinami nalezeny nebyly. Byla prokdzdana signifikantni korelace
mezi MRNA RBP4 ve viscerdlni a subkutdanni tukové tkdani v celém souboru (r =
0.347, p < 0.05).

Exprese GLUT4 a leptinu ve viscerdalni a subkutanni tukové tkani: Exprese
leptinu byla nizsi ve viscerdlni nez subkutdanni tukové tkani ve viech tfech
skupindch, exprese GLUT4 bya signifikantné nizsi ve viscerdini nez v subkutanni
tukové tkdani pouze u obéznich bez metabolického syndromu.
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Plasmatické hladiny RBP4: Rozdily v plasmatickych hladindch RBP4 mezi
jednotlivymi skupinami nebyly pfitomny, ani korelace mezi plasmatickou
hladinou RBP4 a viscerdlni &i subkutdnni mRNA RBP4 v jednotlivych skupindch
Ci celém souboru nebyly nalezeny.

Vztah mezi ukazateli RBP4 a antfropometrickymi a metabolickymi parametry:
V celém souboru byla nalezen slabd  korelace mezi plasmatickou hladinou
RBP4 a triglyceridy a plasmatickou hladinou RBP4 a glykémii. Jiné korelace
nalezeny nebyly.

Vztah mezi expresi GLUT4 a RBP4: GLUT4 mRNA ve viscerdlnim tuku korelovala
s RBP4 mRNA ve viscerdinim i subkutdnnim tuku v celém souboru pacientek.

3.2.3 Zavéry predloZenych praci:

1) kaloricka restrikce spojend s redukci hmotnosti vede k poklesu plasmatické
hladiny RBP4 i exprese RBP4 mRNA v tukové tkani.

2) exprese RBP4 mRNA ve viscerdlni fukovée tkani je nizka v porovndni se
subkutanni tukovou tkani, a to nezdvisle na stupni inzulinové rezistence Ci
pritomnosti metabolickeého syndromu.

3) vztah mezi plasmatickou hladinou RBP4 a inzulinovou senzitivitou stejné
jako mezi expresi RBP4 mRNA ve viscerdlni Ci subkutanni tukoveé tkani a
inzulinovou senzitivitou nebyl prokdzan.

3.2.4 Diskuze k predloZenym pracem

Retinol binding protein 4 byl navrzen joko adipokin zahrnuty do
regulace systémového metabolismu glukozy a patogeneze inzulinové
rezistence (Yang 2005, Graham 2006, Cho 2006, Janke 2006). Zvysené
plasmatické hladiny RBP4 byly popsdny u jedincu s inzulinovou rezistenci a
diabetes mellitus 2. typu, ackoli vztah mezi RBP4 a inzulinovou rezistenci
v jinych prufezovych studiich na jedincich s normaini glukdézovou toleranci Ci
mirnym stupném inzulinové rezistence prokdzan nebyl. Exprese RBP4 byla
prokdzana v subkutdnni tukové tkani a neddavno také ve viscerdini tukoveé
tkani u lidi (Tan 2007). Na nasem pracovisti jssne demonstrovali (Vitkova 2007)
ze: 1) RBP4 je exprimovdn prevdzné v adipocytech, exprese ve
stromavaskuldrni  frakci tukové tkdné je zanedbatelnd a 2) RBP4 je
secernovan z explantu lidské tukové tkané.

V prospektivni intervencni studii jsme sledovali obézni inzulinorezistentni
Zeny Vv prubéhu trifdzového redukéniho programu. U subjektu dodlo k
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vyznamneé redukci hmotnosti a tukové hmoty béhem VLCD faze s ndslednym
mirnym poklesem béhem LCD fdze a stabilizace hmotnosti béhem posledni,
hmotnost stabilizacni, faze programu. Inzulinovd senzitivita (vyjaddfena jako
glucose disposal) béhem jednotlivych fazi postupné vzrustala. Plasmatickeé
hladiny RBP4 vyznamné poklesly po VLCD fdzi a ndsledné stoupaly béhem
dalich fdzi, nicnéné zustaly nizsi nez bazdini hodnoty. Profil plasmatické
hladiny RBP4 nebyl zavisly na zméndch markeru inzulinové sensitivity. Kdyz
jsme nds soubor rozdélili do dvou skupin podle stupné inzulinové rezistence,
nenalezli jsme rozdil v plasmatické hladiné RBP4 mezi skupinami. Tato
skuteCnost ddle podporuje neexistujici vztah mezi inzulinovou rezistenci a
RBP4. Korelace mezi RBP4 a glucose disposal v hasem souboru zen nalezeny
nebyly. Zdd se tedy, Zze RBP4 je regulovan kalorickou restrikci a redukci
hmotnosti, ale neni asociovdn s inzulinovou senzitivitou ve sledované
populaci.

Sérové hladiny viscerdinich proteinu jsou pouzivany k hodnoceni
klinického stavu pacientu s malnutrici. RBP4 je v klinické praxi pouzivan jako
vyhodny nutri€ni marker pro jeho kratky biologicky poloc¢as a maly distribucni
objem v organismu. Z tohoto pohledu je pokles plasmatické hladiny RBP4
béhem VLCD pIné v souladu s dfive publikovanymi pracemi. Porovnani
plasmatické hladiny RBP4 a mRNA z tukové tkané svédcZi pro to, ze
energeticky deficit navozeny kalorickou restrikci je jednim z determinant
poklesu RBP4, ktery je alespon CdasteCné zpusoben poklesem produkce v
tukové tkdni. V prubéhu LCD a fdze stabilizace hmotnosti se hladiny RBP4
MRNA z tukové tkané vrdtily k basdainim hladindm zatimco ndrust plasmatickeé
hladiny RBP4 byl mnohem pozvolngjsi. Tato data naznacuji, Ze shizené
plasmatické hladiny RBP4 béhem redukCnich program mohou souviset se
snizenou proteosyntézou v jatrech, jez jsou povazovana za nejvetsi zdroj RBP4
u lidi.

Vjiné, prufezové, studii jsme na souboru Zen se Sirokym rozmezim BMI a
stupném inzulinoveé rezistence prokdzali, Ze exprese RBP4 je ve viscerdlni
tukoveé tkdani vyrazné nizsi nez v subkutdnni tukove tkani a to nezdvisle na BMI,
mnozstvi viscerdlni i subkutdnni tukové tkaneg, &i pfitomnosti metabolického
syndromu u studovanych subjektu. Rozdily v expresi RBP4 ve viscerdlni Ci
subkutanni tukove tkani mezi jednotlivymi skupinami stratifikovanymi dle
stupné obesity a pfitomnosti metabolického syndromu nalezeny nebyly. Nase
vysledky podporuji skuteCnost, ze humanni viscerdini tukovda tkan neni
zahrnuta do RBP4 mediovanych ucinku v metabolismmu sacharidu a/nebo
pusobeni inzulinu, respektive neni pravdépodobné, Ze by RBP4 byl pojitkem
mezi viscerdlnim tukem a inzulinovou rezistenci.

Ddle jsme sledovali vztah mezi hiadinami RBP4 mRNA ve dvou tukovych
depech ve vztahu k parametrum obezity, v€etné absolutnino a relativniho
mnozstvi viscerdlni fukové tkané, stupné inzulinove rezistence a dalsich
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s obesitou asociovanych metabolickych abnormalit.  Korelace mezi RBP4
MRNA v téchto dvou tukovych depech a kterymkoli z markeru obezity,
plasmatické hladiny lipidu, glukdzy Ci glucose disposal rate béhem clampu
jssme nenalezli. Down-regulaci RBP4 mRNA v subkutdnni tukové tkani u
obéznich Zen, jak bylo dfive prezentovdno (Janke 2006), tudiz nase prdace
nepotvrzuje: tuto diskrepanci lze snad castecné vysvétlit rozdily ve vékovém
rozpéti, stupni obesity, distribuci tukové tkdné a stupnéi inzulinové sensitivity
mezi Nasim souborem a citovanou praci.

Recentné publikovand prdace (Klotig 2007) je v3ak v rozporu s nasimi
vysledky — autofi nalezli vy3si hladiny RBP4 mRNA ve viscerdini nez subkutanni
tukové tkani. ACkoli jejich soubor zahrnoval jak Zzeny tak muze a obézni jedinci
meéli vyssi vékovy prumeér, vztah mezi RBP4 expresi ve viscerdini a subkutdanni
tfukové tkani se nezménil v podskupindch rozdélenych dle pohlavi, stupné
oberzity &i glukdzové tolerance. Duvody vyse zminéné diskrepance mezi
studiemi nejsou zfejmé, je mdlo pravdépodobné, Ze by rozdil ve vékovém
slozeni mohl hrat vyznamnéjsi ulohu.

Analyzou vztahu mezi plasmatickou hladinou RBP4 a markery obezity,
inzulinové rezistence a metabolického syndromu jssme nepotvrdili rozdily v
plasmatické hladiné RBP4 v jednotlivych skupindch. Korelace mezi
plasmatickou hladinou RBP4 a vyde zminénymi antropometrickymi a
metabolickymi proménymi jsse také nenalezli jak v celém souboru tak v
jednotlivych skupindch, s vyjimkou slabé pozitivni korelace s plasmatickou
hladinou TG a glykémii, coZ je v souladu s ostatnimi autory (Erikstrup 2006,
Takashima 2006). Nepfritomnost rozdilu v plasmatické hladiné RBP4 ve vztahu
ke stupni inzulinové rezistence je v souladu s nékolika jinymi pracemi (Erikstrup
2006, Janke 2006, Broch 2007, Tan 2007), ale v protikladu s dalsimi (Cho 2006,
Graham 2006, Balagopal 2007, Haider 2007, Lee 2007). Diskrepance ve
vysledcich muze byt diky rozdiiné velikosti sledovaného souboru, rozdiinému
stupni a typu obezity, stupni inzulinové rezistence a stupni dalsich parametru
metabolickeého syndromu. Navic, ve vétsiné uvedenych praci nebyla narozdil
od nasi prace inzulinova sensitivita stanovena euglykemickym hyperinzulinnim
clampem. Neddvno byla téz diskutovdna role RBP4 assay na variabilitu
vysledku (Graham 2007). V nasi prdci byla pouzita sandvicovd ELISA assay
identickd s assayi pouzitou ve studii Graham et al., kterd prokazovala siiné
korelace s inzulinovou senzitivitou. Tuto assay lez tudiz povazovat za
vérohodnou pro stanoveni vztahu mezi stupném inzulinové rezistence a
plasmatickou hladinou RBP4,

Uloha RBP4, recentn& objevného adipokinu, v patogenezi inzulinové
rezistence u lidi zustava kontroverzni. Slibné vysledky experimentu na zvifecich
modelech vzbudily zdjem odborné verejnosti o tento protein, ktery se zddl byt
klicovym markerem inzulinorezistentnich stavu a terapie zacilend na snizeni
plasmatické hladiny RBP4 jako esencidlni pro 1éCbu pacientu s T2DM. Nékolik
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praci studujicich souvislost RBP4 s inzulinovou rezistenci u lidi vdak pfinesla
zcela nekonzistentni vysledky a uUloha tohoto ,nadéjného adipokinu™
v patogenezi inzulinové rezistence a sni spojenych metabolickych
onemocnéni tak zustava predmétem dalsiho vyzkumu.
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4. Zavéer:

Vysledkem soucasného Zivotniho stylu populace je tendence
k akumulaci tukové tkdné na ukor akfivni svalové hmoty. Obezita je
asociovana s inzulinovou rezistenci a Cetnymi metabolickymi komplikacemi
jako diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskuldrni onemocnéni. Incidence
obezity celosvétové dramaticky stoupd. Molekuldrmni  mechanismy
zprostfedkujici  vznik inzulinové rezistence a ndslednych metabolickych
onemochéni nejsou dosud zcela objasnény i prfes recentni extenzivni vyzkum
v této oblasti. Rada praci prokdzala, e normdiniinzulinovd senzitivita a
homeostdza glukdzy Uzce souvisi s funkCni tukovou tkani, kterd je
proporciondlni k télesné hmotnosti. Dvé klicové role funk&ni tukoveé tkané
Vv rozvaji inzulinoveé rezistence jsou: 1. uvolhovani neesterifikovanych mastnych
kyselin (NEFA) do obéhu z friacylglycerolu v procesu lipolyzy a 2. sekrece
adipokinu, Iatek hormondlni povahy, ovliviujicich energeticky metabolismus
a jidelni chovani. Cilem této disertacni prdce je prispét k dalsimu pochopeni
mechanismu a regulaénich pochodu, které se podili na slozitém vztahu
dysfunkéni tukové tkdné a vzniku metabolickych abnormalit, zejména
inzulinové rezistence a jejich konsekvenci, a jejich ovlivnénim dietni intervenci
Ci pohybovou aktivitou.

Prvni Cast prdce se zabyva regulaci lipolyzy za ruznych nefyziologickych
podminek na souboru Stihlych a obéznich muzu béhem zdatéZzového
protokolu. V publikaci €. 2 jssmne demonstrovali pokles lipolytické aktivity
subkutdnni tukové tkané pfi infuzi inzulinu béhem 45-ti minutové zdatéze
vytrvalostnino typu u Stihlych jedincu. Tento pokles byl daleko méné
vyjadieny u obéznich jedincu. Zatézi-indukovand elevace plasmatickych
hladin katecholominu byla u Stihlych muzu narozdil od obéznich pifi
inzulinovém clampu redukovana. Dospéli jsme tedy k zaveéru, ze antilipolyticky
Ucinek inzulinu je pfitomen i béhem fyzické aktivity a Zze nasi obézni muzi jsou
k fomuto antilipolytickému ucinku inzulinu béhem zdatéze rezistentni. Ddle jse
prokdzali, Ze antilipolyticky ucinek zprostfedkovany cestou stimulace alfa2-
adrenergni drahy je pfi mirmné hyperinzulinemii béhem télesné zatéze u
obéznich jedincu vyssi ve srovnani se Stihlymi. Dominantni alfa2-adrenergni
antilipolyticky uc€inek u obéznich muzu s dusledkem neadekvatni mobilizace
lipidu béhem fyzické aktivity by se mohl do jisté miry spolupodilet na snizené
toleranci zatéZze a selhdni reZzimovych opatfeni v terapii obéznich jedincu.
V dalsi praci studujici regulaci lipolyzy v adipocytech (publikace &. 1) jsme
prokdzali inhibicni ucinek NEFA s dlouhym fetézcem na alfa2-adrenergni
drdhu in vitro i in vivo béhem fyzické zatéze, kdy tento inhibicni ucinek byl
markantngjsi u obéznich jedincu. NEFA s dlouhym fetézcem-mediovand
suprese antilipolytické drdhy predstavuje dalsi mechanismus, kterym dieta
s vysokym obsahem tuku muze zvysit lipolyzu v tukové tkani.
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Cilem druhé Casti prace bylo studovat recentné objeveny kandidatni
adipokin RBP4, ktery (na zdkladé vysledku experimentu na zvifecich
modelech) by mohl hrat vyznamnou roli v regulaci metabolissmu glukdzy a
patogenezi inzulinové rezistence. Sledovali jsne plazmatické hladiny a expresi
RBP4 v tukové tkdni jednak béhem longitudindini intervencni studie na
souboru 25 obéznich Zen (publikace €. 3) a v prufezove studii na souboru 59
Zen se Sirokym rozmezim BMI a stupném inzulinoveé rezistence (publikace C. 4).
Plasmatické hladiny RBP4 i RBP4 mRNA z podkozni tukové tkané poklesly po 4
tydenni VLCD, korelace mezi dietné-indukovanymi zménami RBP4 a
inzulinovou senzitivitou jsme nenalezli. Po rozdéleni souboru do dvou skupin
dle stupné inzulinové senzitivity nebyl pozorovdan rozdil v plasmatickych
hladindch RBP4, RBP4 mRNA byly vyrazné niZsi ve viscerdini nez v subkutdanni
tfukové tkdani nezdvisle na stupni obezity &i pfitomnosti metabolického
syndromu. Korelace mezi ukazateli RBP4 a stupném obezity &i inzulinové
rezistence nalezeny nebyly. Vysledky nasi prdce tak pfimou souvislost RBP4
sinzulinovou rezistenci narozdil od jinych autord nepotvrzuji. Snizeni
plasmatické hladiny RBP4 béhem kalorické restrikce doprovdzené redukci
hmotnosti pravdépodobné& souvisi se snizenou proteosyntézou v jatrech.
Uloha RBP4, daliho ze $kdaly adipokinu, v patogenezi inzulinové rezistence
zustavd, vzhledem k nekonzistenci dostupnych dat, pfedmétem dalsiho
badani.

Zrecentnich praci vyplyvd, Zze na metabolické a endokrinni funkce
tukové tkdné nelze pohlizet izolované joko na dvé samostatné entity, ale
naopak je nutno chdpat je jako komunikujici a vzdjemné se ovliviujici funkeni
systémy. Vin vitro experimentech na zvifecich bunkdch mastné kyseliny
ovliviuji expresi a sekreci adipokinu — EPA (eicosapentaenovd) a DHA
(docosahexaenovd) inhibuji expresi leptin MRNA (Reseland 2001), kys.
palmitova stimuluje sekreci TNF-L1 a inhibuje sekreci II-10 (Bradley 2008).
Nékteré adipokiny reguluji pfimo &i nepfimo metabolismus triglyceridu a
mastnych  kyselin v adipocytech. Napfiklad  MCP-1 (monocyte-
chemoattractant protein-1) a TNFL1 moduluji zanétlivou reakci tukové tkané,
kterd ndsledné zasahuje do metabolismu fukové bunfky. Hypertrofické
adipocyty obéznich jedincu secernuji velké mnozstvi MCP-1, ktery atrahuje
do tukoveé tkdné makrofagy a prispiva tak k prozanétlivému stavu. Adipocyty
a makrofagy pak ve zvysené mite secernuji MCP-1, TNFLI, IIT] (interleukin-
10D, cytokiny, které vtukové bunce stimuluji lipolyzu a inhibuji syntézu
triglyceridu (Langin 2006). Dusledkem je zvysend plasmatickd hladina NEFA se
svym lipotoxickym ucinkem na kosterni sval, jatra a beta-bunky. Hypotéza
chronického subklinického zdanétlivého stavu predpokiddd, Ze dlouhodoby
nadmérny kaloricky pfijem vede k zanétlivé reakci tukove tkané, kterd ma za
ndsledek metabolickou dysfunkci adipocytu a indukci inzulinoveé rezistence.
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Nase vysledky prezentované v této disertacni prdaci posunuiji aktudini
znalosti o regulaci lipolyzy v podkozni tukoveé tkani a o uUloze retinol-binding
proteinu 4, jednoho z fady adipokinu, v etiopatogenezi inzulinové rezistence
o kru€ek ddle. V kontextu s fadou dalsich vyznamnych poznatku Cetnych
vyzkumnych tymu mohou pfispét k poskladddani slozité mozaiky patogeneze
hlavnich civilizac&nich onemocnéni dnesni doby a jejich efektivhéjsi prevenci
a terapii.
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