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ABSTRAKT (CZ)

Komponenty osy GH/IGF-1 (rGstovy hormon (GH), receptor riistového hormonu (GH-R),
inzulinu podobny ristovy faktor-1 (IGF-1), IGF-1 receptor (IGF-1R), IGF-vazebné proteiny
(IGFBPs)) hraji ulohu v regulaci glukdézového metabolismu, zanétlivych pochodi stejné jako
v proliferaci a diferenciaci bun¢k vcetn€ adipocytii i monocytil. Cilem predkladané prace bylo
prozkoumat ulohu lokdlnich zmén mRNA exprese komponent osy GH/IGF-1 v podkozni
tukové tkani a perifernich monocytech (PM) pfi rozvoji inzulinové rezistence a v regulaci
obsahu tukové tkané v organizmu u téchto skupin pacientli: u obéznich subjektti sa bez
pritomnosti diabetes mellitus 2. typu a u neléCenych akromegaliki.

V naSich studiich jsme zkoumali celkem 66 subjektli, a to pacientky obézni bez diabetu 2.
typu (OB), obézni diabeticky 2. typu (DM2), nelécené akromegaliky (AC) a zdravé kontrolni
subjekty s normalni hmotnosti (C). U obéznich diabeticek byla provedena intervence
zahmujici 2 tydny nizkokalorické diety (VLCD (very-low-calorie diet)-energeticky obsah
2500 kJ/den).

Dle naSich vysledkli se domnivame, Ze snizena mRNA exprese IGF-1, IGF-1R, IGFBP-2 a
IGFBP-3 v tukové tkani u obéznich diabeticek 2. typu by mohla pfispivat ke zménam
diferenciacni kapacity tukové tkdné¢ a ze zvySend mRNA exprese IGF-1R v perifernich
monocytech téchto pacientek by mohla hrat tlohu v regulaci subklinického zanétu perifernimi
monocyty. ZvySeni IGFBP-2 vséru i v tukové tkani a zvySeni IGFBP-3 v perifernich
monocytech po VLCD u téchto subjektti by mohlo prispivat k metabolickému zlepSeni po této
intervenci.

U pacientl s nelécenou akromegalii jsme v podkozni tukové tkani zjistili GH stimulované
zvySeni IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese, u které jsme neprokazali nezavisly vztah
k mnozstvi celkového nebo trunkalniho tuku ani k HOMA-indexu (homeostasis model
assessment). IGFBP-3 by vSak mohl mit lokalni regula¢ni ulohu pfi ovlivnéni inzulinové

senzitivity v podkozni tukové tkani.

Klicova slova: diabetes mellitus 2. typu — subklinicky zanét - tukova tkan - inzulinova

rezistence — akromegalie — komponenty osy GH/IGF-1 — nizkokaloricka dieta
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ABSTRACT (EN)

GH/IGF-1 axis components (GH, growth hormone receptor (GH-R), IGF-1, IGF-1 receptor
(IGF-1R), IGF-binding proteins (IGFBPs)) participate in the control of glucose metabolism,
inflammatory processes as well as cell proliferation and differentiation, including adipocytes
and monocytes. The aim of the present study was to evaluate the role of local mRNA
expression of GH/IGF-1 axis components in subcutancous adipose tissue (SCAT) and
peripheral monocytes (PM) in the development of insulin resistance and differences of
adipose tissue mass in following groups of patients: obese females with and without type 2
diabetes mellitus and subjects with active untreated acromegaly.

A total number of 66 subjects were included in the study: obese females without type 2
diabetes mellitus (OB), obese females with type 2 diabetes mellitus (T2DM), acromegalic
patients (AC) and healthy lean control subjects (C). T2DM underwent 2 weeks of very-low-
calorie diet (VLCD — energy content 2500 kJ/day).

According to our results we suggest that decreased mRNA expression of IGF-1, IGF-1R,
IGFBP-2 and IGFBP-3 in adipose tissue of T2DM subjects may contribute to changes of fat
differentiation capacity and the increased IGF-1R mRNA expression in peripheral monocytes
in these patients may play a role in the regulation of subclinical inflammation by peripheral
monocytes. The increase of SCAT and circulating IGFBP-2 and of IGFBP-3 in PM after
VLCD in these subjects may participate in metabolic improvements after this intervention. In
SCAT of acromegalic patients we found GH-stimulated increase of IGF-1 and IGFBP-3
mRNA expression, that was not independently associated with percentage of whole body or
truncal fat or with HOMA-index (homeostasis model assessment). However, IGFBP-3 may

still have a local effect in the regulation of insulin sensitivity in adipose tissue in acromegaly.

Keywords: type 2 diabetes mellitus — subclinical inflammation — adipose tissue — insulin

resistance — acromegaly — GH/IGF-1 axis components — very-low-calorie diet
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1. UVOD

Neustale nartstajici prevalence diabetu 2. typu spojeného s obezitou znepokojuje 1ékarské
fady a podnécuje vyzkumniky k hlubSimu studiu etiopatogeneze tohoto onemocnéni a jeho
dalsiho mozného ovlivnéni jak na urovni 1écby, tak prevence. Z Sirokého vyzkumného pole
diabetu a jeho patofyziologie je znamo, Ze jeden z hlavnich patofyziologickych mechanismu
vedoucich k onemocnéni diabetem ptedstavuje inzulinova rezistence a ze zdsadni roli v jejim
rozvoji hraje tzv. subklinicky zanét vznikajici v tukové tkani obézniho jedince, potazmo
diabetika. Dochazi pfi ném k interakci mezi tukovou tkani a monocyty piivodem z periferni
krve a nasledné produkci prozanétlivych cytokinti vedouci k porucham inzulinové signalni
kaskady (Bourlier et Bouloumie, 2009; Xu et al., 2003). Dysfunkce tukové tkané spojena s
poruchou diferenciace adipocytii a nasledné ektopické ukladani lipidii je dalSim moznym
patofyziologickym mechanismem vzniku inzulinové rezistence (Goossens, 2008).

Problematika inzulinové rezistence a jejiho mozného ovlivnéni je relativné Siroce zkoumana
v souvislosti s celou fadou faktorti, jako jsou adipokiny, prozanétlivé cytokiny, cytoadhezivni
molekuly, myokiny, hepatokiny, inkretiny, rastové faktory a dal$i. Nas zaujala molekula
inzulinu podobného ristového faktoru-1 (IGF-1), kterd sdili n€které vlastnosti jak ristového
hormonu (GH), tak inzulinu, tedy dvou metabolicky protichidnych hormont. IGF-1 je
mediatorem rastovych ucinkt GH, ale ma zaroven ucinky podobné inzulinu a oproti GH
zlepsuje glukézovou toleranci a inzulinovou senzitivitu (Moses et al., 1996; Mauras et
Haymond, 2005) a snizuje lipolyzu/stimuluje lipogenezi (Rajpathak et al., 2009). IGF-1
a dalsi komponenty této osy (GH, IGF-1R, IGFBPs) maji vliv na celou fadu pochodt vcéetné
regulace ristu, apoptdzy, proliferace a diferenciace bun¢k (Torres Aleman, 2005), a to véetné
adipocytl a monocytli, maji tedy svou roli pii adipogenezi a regulaci imunitnich a
zanétlivych pochodi (Blither et al., 2005; Wabitsch et al., 1995; Saito et al., 1996).
Komponenty osy GH/IGF-1 jsou Siroce zkoumany v souvislosti sléébou riznych
patologickych stavii spojenych s diabetem, at’ uz je to pfiznivy vliv rekombinantniho
lidského IGF-1 (rthIGF-1) na slozeni téla a inzulinovou senzitivitu (Mauras et Haymond,
2005; Moses et al., 1996), inhibi¢ni vliv IGFBP-1-3 (Rajkumar et al., 1999; Claudio et al.,
2010, Xi et al., 2013; Nguyen et al., 2015) na nartst tukové tkané u obezity, vazoprotektivni a
2015; Zhang et al., 2013 -B; Mohanraj et al., 2013) ¢i protektivni vliv GH antagonistii u
diabetické nefropatie (Chen et al., 1997). Blokatory IGF-1R jsou Siroce zkoumany

v souvislosti s onkologickou lécbou (Liang et al., 2011).
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Je dobfe znamo, ze u poruch gluk6ézového metabolismu byly zjiStény zmény v sérovych
koncentracich komponent osy GH/IGF-1 (Rajpathak et al., 2009). Zmény tkanové exprese
v souvislosti s poruchou glukézové homeostazy vsak byly na klinické urovni zkoumany
zatim spise ojedinéle.

Zajem dale prozkoumat souvislost mezi tlohou komponent osy GH/IGF-1 a inzulinovou
rezistenci nas vedl k mysSlence sledovat tyto vztahy u dalsi klinické jednotky- akromegalie,
jez je podobné¢ jako diabetes 2. typu také doprovazena zménami hladin GH/IGF-1 komponent
(Arosio et al., 2001), zménami mnozstvi tukové tkan¢ (Katznelson, 2009) a inzulinovou
rezistenci (Rodrigues et al., 2011). V fad¢ rliznych mechanismii GH navozené poruchy
inzulinové senzitivity (Castro et al., 2004; Smith et al., 1997) bylo zkouméano také GH
stimulované zvySeni p85alpha regulacni podjednotky fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K)
(p85alpha) (del Rincon et al., 2007). Naopak jeji snizeni bylo navrzeno za moznou
terapeutickou strategii vedouci ke zvyseni inzulinové signalizace (Barbour et al., 2005).

Lepsi porozuméni vztaht mezi lokalni expresi GH/IGF-1 komponent v tukové tkani, resp.
perifernich monocytech, a inzulinovou rezistenci by mohlo oteviit nové moznosti

terapeutického ¢i preventivniho ovlivnéni této metabolické poruchy.
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2. KOMPONENTY OSY GH/IGF

2.1 Komponenty osy GH/IGF

Komponenty osy IGF predstavuji evolucné konzervovany systém tUcastnici se v regulaci
bunécného ristu, diferenciace, proliferace, piezivani ¢i apoptdzy bunék, ktery zasahuje témet
kazdy organovy systém v téle a ma lohu v patofyziologii mnoha nemoci (Rajpathak et al.,
2009). Osa GH/IGF zahrnuje GH, GH-R, GH vazebny protein (GHBP), dva rtstové faktory
IGF-1 a IGF-2 a jejich receptory (IGF-1R, IGF-2R), 6 vazebnych proteini (IGFBP-1-6),
IGFBP proteazy (Lelbach et al., 2005) a 9 IGFBP ptibuznych peptidi (IGFBP-rPs), u nichz se
vSak spekuluje, zda by do rodiny komponent IGF mély vibec pattit diky absenci jasného
fylogenetického vztahu mezi nimi a IGFBP-1-6 (Rodgers et al., 2008). IGFBP proteazy
mohou degradovat IGFBP-1-6 na fragmenty s velice snizenou afinitou k IGF-1(2), ¢imz
zvysuji koncentraci volného IGF (Bunn et Fowlkes, 2003). Za biologické ucinky IGF-1 a
vazbu s IGF-1R je zodpovédna alpha-doména IGF-1, za vazbu s INS-R beta-doména, za
vazbu s IGF-2R gamma-doména a za vazbu se vSemi vazebnymi proteiny delta-doména

(Kolychev, 2010).

Obrazek 1: Komponenty osy GH/IGF (ALS, kysela labilni podjednotka; GH, rustovy hormon; GHBP, GH
vazebny protein; GH-R, receptor ristového hormonu; IGF-1(2), inzulinu podobny rlstovy faktor-1(2); IGF-
1(2)R, IGF-1(2) receptor; IGFBP, IGF-vazebné proteiny; INS-R, inzulinovy receptor).

GH-R IGF-1(2)R| | INS-R

2.1.1 GH, GH-R, GHBP

GH
GH, rtstovy hormon, znamy také jako somatotropin, je peptidovy hormon sestavajici ze 191
aminokyselin a dvou disulfidovych mistki, ktery je syntetizovan, skladovan a secernovan

somatotropnimi buiikami v lateralnich ¢astech ptedniho laloku hypofyzy (Lunde Jorgensen et

16



al., 2010). Transkripce a sekrece GH z hypofyzy je regulovana a urCovana rovnovahou mezi
GH-releasing hormonem (GHRH) a somatostatinem produkovanymi neurosekre¢nimi jadry
hypothalamu. Tato rovnovaha je zaroven ovliviiovana fadou fyziologickych stimulatord (napft.
cvi¢enim, vyzivou, spankem, pohlavnimi hormony, stresem, hypoglykémii, lacnénim, ale i
pfijmem proteini vedoucim ke zvySené hladiné aminokyselin) a inhibitord (napf.
hyperglykémii, GH, IGF-1, volnymi mastnymi kyselinami, glukokortikoidy) GH sekrece
(Bartholomew et al., 2009; Lunde Jorgensen et al., 2010). Sekrece GH je stimulovana také
ghrelinem prostfednictvim stimulace GHRH a inhibice somatostatinu (Lunde Jorgensen et al.,
2010). Somatotropni bunky syntetizuji a secernuji GH pulzatilnim zpisobem a v cirkadiannim
rytmu s nejvyssim podilem sekrece béhem spanku (Tkahashi et al., 1968).

GH maé anabolické ucinky, stimuluje produkci IGF-1 v jatrech, rtst, reprodukci a
regeneraci bunc¢k, ma stimulac¢ni u¢inky také na imunitni systém. Je jednim ze stresovych
kontraregula¢nich hormoni inzulinu, zvySuje koncentraci glukozy a volnych mastnych
kyselin, stimuluje glukoneogenezi v jatrech, lipolyzu, proteosyntézu, inhibuje syntézu
glykogenu ve svalu (Ranabir et Reetu, 2011; King, 2006; Lunde Jorgensen et al., 2010).

Mezi GH a inzulinem existuje zkfizena signalizace (pfes inzulinovy receptorovy substrat
(IRS)), jelikoz oba mohou aktivovat drahy PI3K/Akt (proteinkinaza Akt) a ERKI1/2

(extracelularnim signalem regulované kinazy 1/2) (Xu et Messina, 2009) (Obrazek 5).

GH-R

GH-R je jednoduchy transmembranovy glykoprotein, ktery patfi do rodiny cytokinovych
receptoril, aktivujici Janus kinazu-2 (JAK2) po vazbé GH (Hackett et al., 1995). GH-R je
exprimovan ubikviterné, zvlasté pak v jatrech, tuku a svalu (Melmed et al., 2009) v souhlasu
s mnoha pleiotropnimi ucinky, které po vazbé GH zprostiedkovava (Waters, 2015). U lidi
jsou ve vyznamném mnozstvi exprimovany nejméné¢ dvé formy GH-R. Jednak existuje
receptor plné délky, tzv. full-length (GH-R), druha je zkracena forma, tzv. truncated (GH-
Rtr), kterd postrada vétSinu intracelularni domény. Tento receptor miize inhibovat Gcinek
receptoru plné délky.

Sérovy GHBP je produkt proteolytického Sté€peni z obou téchto receptord. Klinicky vyznam

téchto riznych typl receptori zatim neni pln¢ znam (Fisker et al., 2001).
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Obrazek 2: GH-R (GH, rstovy hormon; GH-R, receptor ristového hormonu; JAK?2, Janus kinaza-2; P, fosfat).
Upraveno podle Herrington et Carter-Su, 2001.

iGHi
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GHBP reguluje biologickou aktivitu GH omezenim vazby volného GH v cilovych tkanich in
vivo. Lim usuzuje, ze snizenim volného GH vazbou na GHBP béhem sekrecnich pulzi GH
spolu s prodlouzenim polocasu cirkulujiciho GH by mohl mit vliv na oplo$téni sekre¢niho
profilu GH na trovni cilové tkan¢ (Lim et al., 1990). U hlodavct vznikd GHBP alternativnim
splicingem transkriptu GH-R a ma shodnou extracelularni ligand-vazajici doménu (Doehner

etal., 2001), ale lisi se v terminalni C-sekvenci (Zou et al., 1997).

2.1.2 IGF-1 a IGF-1R/INS-R

IGF-1

IGF-1, dfive nazyvany somatomedin-C, (NSILA-nesupresibilni inzulinu podobna aktivita ¢i
sulfatacni faktor), je hormon podobné molekularni struktury jako inzulin, sestava ze 70
aminokyselin, mad A a B fetézce, které jsou spojeny tfemi intramolekularnimi disulfidovymi
mustky, C-peptidova oblast je tvofena 12 aminokyselinami (Keating, 2008; Rinderknecht et
Humbel, 1978; Laron, 2001). Témér 80% cirkulujiciho IGF-1 pochazi z jater, ale je
syntetizovan i v extrahepatdlnich tkanich (kostech, svalech, ledvinach, tukové tkéni, hypofyze
a dal$ich) (Laron, 2011; Melmed et al., 2009). Nedavné experimenty s geneticky upravenymi
mysSmi ukazuji, ze kazdy zdroj IGF-1 mtze kompenzovat absenci jiného, byt nenahradi jejich
relativni ulohu v postnatalnim rastu (Ueki et al., 2009; Kl6ting et al., 2008; List et al., 2014).
IGF-1 ucinkuje jak parakrinné piimo v misté své tvorby, tak endokrinné (Binoux et al., 1995).
IGF-1 je znamy ptedev§im jako mediator riistového hormonu a stimuldtor somatického
rastu (Laron, 2001). Na rozdil od GH zlepSuje glukézovou toleranci a inzulinovou

senzitivitu (Moses et al., 1996; Mauras et Haymond, 2005) a snizuje lipolyzu/stimuluje
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lipogenezi (Rajpathak et al., 2009). Podobnosti mezi G¢inky inzulinu a IGF-1 in vitro jsou
dané predevsim zkiizenymi reakcemi diky strukturalni homologii jejich molekul a jejich

receptort (Binoux et al., 1995) (Obrazek 5).

IGF-1R/INS-R

IGF-1R patii do rodiny inzulinového receptoru (60% homologie) a stejné jako INS-R je IGF-
IR transmembranova ligandem-aktivovana glykoproteinova tyrosin-proteinkinaza, ktera je
slozena ze dvou membranovych alfa-podjednotek, vzajemné spojenych disulfidovymi

mustky, a dvou intracelularnich beta-podjednotek (Ullrich et Schlessinger, 1990).
Obrdazek 3: Podobnosti mezi INS-R a IGF-1R. Upraveno podle Larona, 2011.
Inzulinovy receptor IGF-1 receptor

Domeny bohate
«~ nacystein "\

o-podjednotky

] =] 0

R-podjednotky

INS-R a IGF-1R sdileji n€kolik intracelularnich signalnich ligandti (IRS1, SHC (protein
obsahujici Src homologni doménu-2) a dalsi) a né€kolik signalnich drah (MAP-kinazovou
dréhu (mitogenem aktivovana proteinkinaza), PI3K/PKB (proteinkindza B) drahu a dalsi)
(Entingh-Pearsall et Kahn, 2004) (Obrazek 5). IGF-1R jsou pfitomny ubikviterné (Melmed et
al., 2009). Laron sice popsal, Ze piekvapivé chybi na hepatocytech, které jsou dulezitym
zdrojem IGF-1, coz dle n¢j pravdépodobné souvisi se zpétnou vazbou IGF-1 na IGF-1R v
jatrech (Laron, 2011), ale existuji studie popisujici expresi IGF-1R i na jaternich butikach
(Nevado et al., 2006; Kurabayashi et al., 2013).

K IGF-1R maji vysokou afinitu jak IGF-1, tak IGF-2 a pravé vétSina jejich ucéinku je
zprostfedkovana skrze IGF-1R (Ullrich et Schlessinger, 1990). Inzulin i IGF-1 se mohou
vzajemné vazat na IGF-1R, resp. INS-R, i kdyz s nizkou afinitou a pouze ve vysokych

(nefyziologickych) koncentracich (Rajpathak et al., 2009). Za normalnich fyziologickych
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podminek se inzulin po vazbé na INS-R v jatrech, tuku a svalech podili na regulaci
intermediarniho metabolismu a energetické homeostazy (Le Roith et al., 1994) a nema za
fyziologickych koncentraci mitogenni G¢inky (Binoux et al., 1995). IGF-1R je zase obecné
povazovan za receptor spojeny s regulaci rustu, proliferace, diferenciace, migrace (Torres
Aleman, 2005), pfezivani a apoptézy bun€k béhem vyvoje organismu (Vincent et Feldman,
2002). Biologické ucinky zprostiedkované témito receptory vsSak nejsou piesné rozliSené:
IGF-1R ma také dilezité metabolické twcinky (stimuluje proteosyntézu, vychytavani
glukozy, syntézu glykogenu a akumulaci lipidd) (Senthil et al., 2002), zatimco INS-R ma také
dobfe znamé ucinky na bunéény rist, proliferaci a diferenciaci (Combettes-Souverain et Issad,
1998), které jsou stimulovany zvlasté pii vyrazeni funkce IGF-1R, jak ukazaly experimentalni
studie (Entingh-Pearsall et Kahn, 2004), a muze hrat vyznamnou roli v procesu
kancerogeneze (Frasca et al., 1999; Sciacca et al., 1999). V 3T3-L1 adipocytech, které
exprimovaly vysoké hladiny INS-R a IGF-1R se ukazalo, ze alpha-podjednotky obou
receptori maji stejny potencial stimulovat metabolickou 1 mitogenni odpovéd (indukce
mRNA proto-onkogenu-c-fos, zvySeni DNA syntézy, transportu glukdézy a mRNA exprese
GLUT4 (glukézového transportéru-4)) mérou odpovidajici obsazenosti jejich piislusnych
receptortt (Weiland et al., 1991).

I pfes tuto zjevnou podobnost a piekryvajici se funkci obou receptori nejsou funkéné
vzajemné zcela zastupitelné a vzajemné nemohou kompenzovat ulohu druhého pfi jeho
absenci, jak se ukazalo u rozdilnych fenotyp mysi s chybénim INS-R nebo IGF-1R (Accili et
al., 1996; Joshi et al., 1996; Liu et al., 1993). Chybéni INS-R pfi diferenciaci bunécné linie
preadipocytd z hnédé tukové tkang, ktery je zde normalné exprimovan v nizkych hladinach,
blokovalo adipogenezi, zatimco chybéni IGF-1R, ktery je paradoxné exprimovan
v relativnim nadbytku k INS-R, k inhibici adipogeneze nevedlo. Autofi se také domnivaji, ze
spiSe nez celkovy (absolutni) pocet receptort je dilezity pomér hladin expresi INS-R a IGF-
IR u dané buiiky (Entingh-Pearsall et Kahn, 2004).

Jednotlivé alpha/beta heterodimery INS-R a IGF-1R se také mohou kombinovat a tvorit
sulfidovymi mustky spojené hybridni receptory, které také mohou vézat jak inzulin, tak IGF-1
s biologickymi ucinky blizkymi IGF-1R a jejichz exprese byla zjisténa v celé fad¢ tkani (Soos

et al., 1990; Pandini et al., 2002).

2.1.2.1 Faktory ovliviiujici sérové koncentrace IGF-1

V sérovych hladindch celkového IGF-1 a jeho vazebnych proteinli existuje znacna

interindividudlni variabilita (Harella et al., 1996). Hladiny IGF-1 jsou relativné nizké ve
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fetalnim obdobi, vrchol nastava v obdobi pubertalniho rtistového spurtu a poté nasleduje
pozvolny pokles jeho hladin (Hall et al., 1999). Snizené hladiny jsou spojené se starnutim
(O’Connor et al., 1998). Jaterni exprese a sérové koncentrace IGF-1 jsou ovlivnény také
vyzivou (kaloricky pfijem, pfijem proteinil) (Thissen et al., 1994) ¢i uzivanim hormonalni
antikoncepce (snizeni IGF-1) (Jernstrom et al., 2001). V jiné studii korelovaly hladiny IGF-1
inverzné také s celkovym cholesterolem, body mass indexem (BMI), konzumaci alkoholu a
glomerularni filtraci (Lam et al., 2010). Bylo také zjisténo, ze metformin muize snizovat

koncentrace IGF-1 v séru (Fruehwald-Schultes et al., 2002).

2.1.3 IGF-2

IGF-2 je podobné¢ jako IGF-1 strukturaln¢ podobny inzulinu, je produkovan piedevsim jatry,
ale i mnoha dal§imi tkdnémi a jeho ucinky se prekryvaji s u€inky IGF-1. Podili se na regulaci
rustu, diferenciaci, ma ,,insulin-like* U¢inky a mitogenni aktivitu. Jeho regulace je ¢astecné
zavisla na GH. Je vysoce exprimovan béhem embryogeneze, predpoklada se, ze hlavni
ulohou IGF-2 je stimulace ristu béhem fetalniho Zivota na rozdil od IGF-1, ktery je
hlavnim stimulatorem ristu po narozeni (Livingstone, 2013). U prasatek s intrauterinni
rastovou retardaci (IUGR) byla vyvojové jaterni mRNA exprese IGF-2 vys$i intrauterinné a
pfi narozeni nez pozdéji ve 21. a 49. dnu zivota (Kampman et al., 1993). IGF-2 se vaZze na
IGF-1R, INS-R i IGF-2R, posledn¢ jmenovany vsSak ucinkuje jako signalni antagonista
IGF-2 ucinki. Sérové koncentrace IGF-2 jsou 3 krat vyssi nez IGF-1 a bylo zjisténo, ze
vysoké hladiny IGF-2 vséru jsou spojeny se zvySenym rizikem rozvoje rakoviny

(Livingstone, 2013). IGF-2 ma vztah také k reprodukci a paméti (Chen et al., 2011).

2.1.4 IGF-vazebné proteiny, IGFBPs

V krvi jsou koncentrace IGF 100-1000 krat vyssi nez koncentrace inzulinu (Binoux et al.,
1995). Na rozdil od inzulinu, ktery neni vazan na zadnou transportni molekulu, je vSak témér
99% IGF-1 v cirkulaci navazano na jeden ze Sesti IGFBPs (Juul et al., 2003; Rajpathak et
al., 2009). Tyto rezervy mohou byt v pfipadé¢ metabolickych potieb mobilizovany skrze
regulaci proteolyzy IGFBPs serinovymi proteazami (Binoux et al., 1995). IGFBPs vazou IGF
s afinitou vyssi nez IGF-R, chrani ho pied degradaci, brani jeho tc¢inku a transportuji ho
k IGF-R v cilovych tkanich, kde ovliviiuji u¢inek IGF. Nemaji zadnou afinitu k inzulinu,
ktery tak zlstava volny pro vazbu s vlastnim receptorem (Le Roith et al., 1994).

Vétsina IGF-1 (kolem 80%) je ve form¢ tzv. ternarniho komplexu, ktery je tvofen IGF-1,

IGFBP-3 a glykoproteinem ALS (kysela labilni podjednotka) (Rajpathak et al., 2009). Studie
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na mySich prokédzala, Ze sniZeni/chybéni ALS vede kurychlené degradaci IGF-1 a
vyznamnému poklesu plazmatické hladiny IGF-1 (Kim et al., 2006) a k blokovani schopnosti
GH zvysit plazmatickou hladinu IGF-1 i pfes intaktni na GH zavislou stimulaci IGF-1 exprese
v jatrech, tukové tkani a kosternim svalu (Ueki et al., 2009). Malé mnozstvi IGF-1 je vazano
v cirkulaci na ostatni IGFBPs jako bindrni komplex a pouze asi 1% IGF-1 v cirkulaci je
nevazané. Nicméné praveé tato volna (free) IGF-1 frakce je povaZzovana za hlavni bioaktivni
komponentu IGF-1.

Zmeény v hladinach vazebnych proteint tedy souviseji s mnozstvim volného IGF-1 a reguluji
tak jeho biologickou dostupnost (Rajpathak et al., 2009). Uvazuje se také, ze pravé volné, a
nikoliv celkové IGF-1 zpétnovazebné ovlivituje hladiny GH (Chen et al., 2005). Lokaln¢
produkované IGFBPs slouzi jako autokrinni/parakrinni regulitory u¢inku IGF (Chan et
Spencer, 1997), jsou exprimovany v piesné stanoveném case a tkanoveé specifickym
zpusobem (Schneider et al., 2000) a kromé jejich tradi¢ni tlohy prodluzovani polocasu IGF

mohou mit i funkce nezavislé na IGF (Chan et Spencer, 1997).

2.2 Vzajemné regulace GH/IGF-1 komponent

2.2.1 Inzulin a GH/IGF-1 komponenty

Drtivéjsi prace ukazaly, ze inzulin dodavany do jater portalni Zilou zvysuje citlivost jater na
GH zvySenim exprese GH-R, a tim nepiimo stimuluje produkci IGF-1 jatry (Droste et al.,
2014; Leung et al.,, 2000), (s¢imz souvisi nutnost vysSich davek pegvisomantu pro
normalizaci hladin IGF-1 u akromegalikli s diabetem (Droste et al., 2014)). Inzulin zvysil
expresi GH-R asi 0 100% a odpovéd na GH také v adipocytech potkanii po hypofyzektomii, u
kterych byl pocet GH-R snizen (Gause et Edén, 1985). Zjistilo se také, ze prechodna expozice
inzulinu zvysuje aktivaci drahy GH-GH-R-MEK (MAPK/ERK kinazy), zatimco dlouhodoba
expozice inzulinu inhibuje GH signalizaci, a to jak na receptorové, tak postreceptorové urovni
(Xu et Messina, 2009).

ZvysSena sekrece inzulinu in vivo stimuluje IGF-1 syntézu v jatrech a secernovany IGF-1
zpétnovazebné inhibuje inzulinovou sekreci z beta-bunék skrze drahu IGF-1R. Tato draha
je pravdépodobné zvlasté dilezita v piipadé zvysenych hladin glukézy a sekretagog jako je
glukagonu podobny peptid-1 (GLP-1) (Zhao et al., 1997).

V jiné studii u nediabetickych potkanti s GH deficitem se jaterni IGF-1 mRNA nelisila mezi
skupinou léCenou inzulinem a kontrolni skupinou, ve skupiné 1é¢ené inzulinem byla vSak

vyssi oproti skuping€ 1é¢ené IGF-1, a to bez zmény jaternich GH-R. Lécba inzulinem zde vedla
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k poklesu IGF-1 v séru, ale ke zvySeni IGFBP-3 v séru, coz autofi vysvétluji vlivem inzulinu
na clearance IGF-1 z cirkulace (Butler et al., 1996 -A). V pozd¢jsi studii byly u krav v laktaci,
(tedy ve stavu negativni energetické bilance, kdy dochazi k rezistenci jater vici u€inku GH),
nizké hladiny jaterni exprese GH-R a IGF-1, ale zvysily se spolu se sérovym IGF-1 pii
hyperinzulinemickém-euglykemickém clampu. V tukové tkani vSak byly zmény opacné-
snizena GH-R a IGF-1 mRNA exprese (Butler et al., 2003).

U plodt ovci, u nichz byly zajiStény stabilni hladiny gluk6zy a aminokyselin, inhibovala
infuze inzulinu jaterni IGFBP-1 expresi, ale neméla vliv na plazmatické hladiny IGFBP-1,
naproti tomu signifikantné zvysila IGFBP-3 v plazmé, ale neméla vliv na jaterni IGFBP-3
expresi (Shen et al., 2001).

Inzulin zvysil sekreci IGF-1 v izolovanych potkanich hepatocytech, ale zmény koncentrace
glukézy nemély na IGF-1 vliv (Arany et al., 1993). Naopak infaze IGF-1 v jiné studii snizila

inzulinémii u modelu potkantl po intestinalni ischémii/reperfuzi (Haglind et al., 1998).

Obrazek 4: Vzajemné regulace GH, IGF-1, inzulinu (ALS, kysela labilni podjednotka; GH, rlstovy hormon;
IGF-1, inzulinu podobny rlstovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein) Zdroj:(upraveno)
https.://www.google.cz/search? g=IGF+komponenty&biw=1440&bih=809&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ve
d=0CAYQO AUoAWoVChMI2ILYGN2KyAIVyrcUChOW4ggr#tbm=isch&q=GH~+insulin+resistance&imgrc=7-

I9YTLW608KxM%3A
_@_, IGFBP-3fALS
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2.2.2 GH regulace IGF-1 v séru
GH je hlavnim regulatorem sérového IGF-1 (Cingel-Ristic et al., 2004). Hladiny IGF-1

vyznamné klesaji (mRNA a peptid) po hypofyzektomii a normalizuji se pti 16cbé GH (Peter et
al., 1993). IGF-1 naopak zpétné negativné reguluje sekreci GH z hypofyzy (Cingel-Ristic
et al., 2004). Inhibi¢ni vliv IGF-1 na GH expresi se d€je na urovni promotoru a cilova
struktura pro IGF-1R signalizaci je zde vazebny protein CBP (vazebny protein CREB
(vazebny protein cAMP responsivniho elementu)) (Romero et al., 2012). Mysi s vyfazenim
genu pro IGF-1 v jatrech mély o 80% niZ$i hladiny IGF-1 v séru a zvySené hladiny GH v séru
(Sjogren et al., 2002). Mysi s vyFrazenim GH-R v jatrech m¢ly 90% pokles IGF-1 hladin
v séru a 300% zvySeni sérového GH. Lokalni IGF-1 mRNA hladiny ve vybranych tukovych
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depech a kosternim svalu zde byly signifikantné zvySené, ale nestaCily k vyrovnani poklesu
IGF-1 v séru a k zajisténi normalniho vzristu a mnozstvi tuku (List et al., 2014). V jiné studii
u modelu SIGFRKO mysi (s vyfazenim IGF-1R na somatotropnich buitkdch hypofyzy) byla
zjisténa zvysSenad exprese GH v hypofyze a jeho zvysena sekrece, zvySené sérové IGF-1,
snizend mRNA exprese GHRH a zvySend mRNA exprese somatostatinu. Hypothalamicka
negativni zpétna vazba IGF-1 tak rovnéz limituje rozsah uvoliovani GH (Romero et al.,

2010).

2.2.3 GH/IGF-1 regulace IGF-1 mRNA exprese

GH regulace IGF-1 mRNA exprese

U hypofyzektomovanych potkant, ktefi byli l1éceni rekombinantnim lidskym GH (rhGH),
byla zavislost IGF-1 mRNA exprese na GH vyjadiena nejvice v jatrech, kosternim svalu a
bilé tukové tkani (Gosteli-Peter MA et al., 1994). GH byl oznacen za hlavni regulator IGF-1
mRNA exprese v tukové tkani (Louveau et Gondret, 2004). Rada studii ukazala zvySeni IGF-
1 mRNA v tukové tkani po 1é¢bé GH u zvirat (Doglio et al., 1987; Vikman et al., 1991 -A;
Brameld et al, 1996; Coleman et al., 1994; Houseknecht et al., 2000; Wabitsch et al., 1996 -A,
-B) ¢i u osob s GH deficitem (Zhao et al., 2011; Paulsen et al., 2006). Mysi GH stimuloval
vzestup IGF-1 mRNA v diferencujicich se bunikach, ale nikoli v nediferencovanych (Fleenor
et al., 2006). Po hypofyzektomii potkanti doslo k dramatickému poklesu hladin IGF-1 mRNA
a IGF-1 peptidu v tukové tkani a po 1écbé GH se témet opét normalizovaly jak in vivo, tak in

vitro (Peter et al., 1993; Vikman et al., 1991 -A; Boni-Schnetzler et al., 1996).

Podobné jako v tukové tkani byla také v jatrech zjisténa paralelni regulace IGF-1 mRNA
exprese s GH ucinkem jak u GH transgennich, u GH antagonistickych (GHA) , little* (lit/lit),
tak i kontrolnich mysi (Iida et al., 2004). V fad¢ studii byla hypofyzektomie ¢i 1écba
antagonistou GH-R (van Neck et al., 2000) u hlodavct spojena s poklesem IGF-1 mRNA v
jatrech (Domené et al., 1993) a naopak 1écba GH vedla ke zvyseni IGF-1 exprese v jatrech (de
Castro Barbosa et al., 2009; Haglind et al., 1998; Domené et al., 1993; Bates et al., 1993).
Podobné zmény byly zjistény také v kosternim svalu u potkand (Butler et al., 1994) ¢i

prasat (Brameld et al., 1996).

Absence efektu GH na zmény IGF-1 mRNA exprese je tedy spiSe vyjimkou a v

experimentalnich studiich byla zjiSténa v n€kolika studiich v kosternim svalu (Coleman et
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al., 1994; Haglind et al., 1998). Lu et al. také popsal absenci vlivu GH na zvySeni exprese
IGF-1 na makrofazich (Lu et al., 2010).

IGF-1 regulace IGF-1 mRNA exprese

V situacich zvySenych sérovych hladin GH se pfi vlivu na exprese dalSich komponent
kombinuje vliv samotného GH a jim stimulovaného zvySeni IGF-1 v séru. U
hypofyzektomovanych potkani vedla infuze rhIGF-1 k malému zvySeni IGF-1 mRNA
v kosternim svalu a bilé tukové tkani (Gosteli-Peter MA et al., 1994). V jiné studii pfidani
IGF-1 do kultury adipocyti epididymalni tukové tkané potkanti nemélo vliv na jejich IGF-1
mRNA expresi (Vikman et al., 1991 -A). U kontrolnich mysi ve studii Klétinga et al. vedla
stimulace adipocyti pomoci IGF-1 dokonce ke sniZeni IGF-1 mRNA exprese. Naproti tomu
u my$i s vyfazenim IGF-1R na adipocytech IGF-1 zvysil IGF-1 mRNA expresi (Kloting et
al., 2008).

U potkanii s GH deficitem byla 1é€ba IGF-1 (oproti GH) spojena se sniZzenim (Butler et al.,
1994; Gosteli-Peter MA et al., 1994) nebo stendenci k poklesu IGF-1 mRNA exprese
v jatrech (Lemmey et al., 1997), ve svalu se vSak po IGF-1 1é¢b¢ IGF-1 mRNA exprese
zvysila (Lemmey et al., 1997). V jiné studii u potkanti (model stievni ischémie/reperfize) bez
GH deficitu vSak v jatrech exogenni IGF-1 zvysil obsah i mRNA IGF-1 (Haglind et al.,
1998).

2.2.4 GH/IGF-1 regulace IGF-1R

GH regulace IGF-1R

Studie na zvifatech opakované potvrdily absenci vlivu zmén sérovych hladin GH
(hypofyzektomie, 1é¢ba GH) na tkanovou (slezina, jatra, sval) expresi IGF-1R (Domené et al.,
1994; Combes et al., 1997; Butler et al., 1996 -B; Butler et al., 1994). Starsi studie
na adipocytech hypofyzektomovanych potkant zjistila vyssi ,,vazbu“ IGF-2R ve srovnani
s adipocyty kontrolnich zvifat a po pfidani GH do inkuba¢niho média s adipocyty

hypofyzektomovanych potkani se pocet vazebnych mist jesté zvysil (Lonnroth et al., 1987).

IGF-1 regulace IGF-1R

Butler et al. popsal, Ze zmény sérového IGF-1 a lokalni IGF-1 mRNA exprese nemély vliv na

mRNA expresi IGF-1R v extrahepatalnich tkanich u zakrslych (dw/dw) potkand s deficitem
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GH (Butler et al., 1994; Butler et al., 1996 -B). Lécba rhIGF-1 ani hypofyzektomie nemély
vliv na IGF-1R expresi ve slezin¢ potkanti (Domené et al., 1994). V bovinni blastocysté vSak
fyziologické koncentrace IGF-1 zvySily expresi IGF-1R proteinu a IGFBP-3 transkripci
(Velazquez et al., 2011).

Inaktivace IGF-1R v tukové tkani u mysi ve studii Kl6tinga et al. byla spojena se zvySenou
expresi IGF-1 v jatrech a tukové tkani, zvySenou sérovou hladinou IGF-1 a normalni
hladinou GH v séru, coz naznacuje existenci negativni zpétné vazby IGF-1 skrze IGF-1R

na jeho vlastni expresi v adipocytech (Kloting et al., 2008).

2.2.5 GH/IGF-1 regulace GH-R/GHBP

GH regulace GH-R

Vikman et al. popsal, Ze v epididymalni tukové tkani u Sprague-Dawley potkanti je rychla a
na GH zavisla regulace GH-R mRNA exprese. Hypofyzektomie zde vedla ke sniZeni GH-
R (4 a 1,2 kb transkriptu) a jiz jedna injekce GH vedla ke zvySeni mRNA hladin GH-R. Toto
zvySeni bylo zavislé na davce GH a bylo pozorovano i po prodlouzené 1é¢bé po dobu 6 dni
(Vikman et al., 1991 -B). Dalsi experimentalni studie potvrdily pozitivni vliv GH na GH-R
expresi v izolovanych adipocytech jak diabetickych, tak kontrolnich zvitat (Solomon et al.,
1990). Zajimavé je, Ze tukové bunky diabetickych zvirat mély po 1écbé GH vétsi vzestup GH-
R i bez preinkubace s GH, coz naznaCuje vysSi senzitivitu ke GH v tukové tkani
diabetickych potkani, ktera by mohla byt z¢asti zprostiedkovana zvySenim GH-R (Solomon
et al., 1990). U déti s Prader-Williho syndromem a u pacienti s deficitem GH vedla 2-4
mésicni 1écba GH ke zvySeni GH-R mRNA v tukové tkani a v izolovanych adipocytech
(Kamel et al., 1995).

Avsak v nékterych studiich nedoslo ke zvySeni GH-R v tukové tkani po stimulaci GH, napt. u
prasat (Brameld et al., 1996) ¢i u hypofyzektomovanych potkanti po 1é¢bé GH (Gause et
Edén, 1985). Stejné tak nedoslo ke zvySeni GH-R plné délky po 4 mésicni substitucni 1écbé
GH u dospélych s deficitem GH (Fisker et al., 2001).

V jatrech byla také zjisténa paralelni regulace GH-R s GH tudinkem (lida et al., 2004) a
zvySeni GH-R mRNA pii 1écbé GH, a to u prasat (Combes et al., 1997) nebo u GH
transgennich mysi (Bartke et al., 1994 -A; Oberbauer et al., 2004). V nékterych studiich vSak
tento efekt nebyl pfitomny (Domené et al., 1993; Maiter et al., 1992). V jinych studiich u

krmenych, resp. lacnicich potkanti mél GH stimula¢ni vliv na expresi GH-R v jatrech pouze
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prechodné trvani (1 den) a po urcité dob¢ (5 dnli) se GH-R exprese opét normalizovala, resp.

snizila (Ohashi et al., 1995; Kaji et al., 1994).

V kosternim svalu ve studii Combese et al. byly zvysené hladiny GH spojeny dokonce se
snizenim GH-R mRNA (Combes et al., 1997), ale napt. ve studii Bramelda et al. doslo ve
svalu prasat také ke zvyseni GH-R mRNA exprese (Brameld et al., 1996).

GH regulace GHBP

Nélezy u potkanti naznacuji, ze GH-R a GHBP mRNA v jatrech je exprimovéana jinym
zpusobem (Kaji et al., 1994) a ze GHBP mRNA exprese je regulovana v rtznych tkanich
odlisné (Butler et al., 1996 -B; Kaji et al., 1994). Deficit GH po hypofyzektomii napt. u
dw/dw mysi je spojen se sniZzenou expresi GHBP a GH-R v jatrech. Po kontinudlni infuzi
GH doslo k narastu GHBP mRNA v jatrech, ale nedoslo ke zméndm v GH-R mRNA (Maiter
et al., 1992). Transgenni mysi se zvySenou expresi humanniho nebo bovinniho GH mély
signifikantné zvySené plazmatické hladiny GHBP (Bartke et al., 1994 -A). GHBP se zvysil
také po GH 1écbé u dospélych s GH deficitem (Florkowski et al., 1999).

IGF-1 regulace GH-R

V jatrech u potkant, ktefi dostavali GH, nebyla prokazana korelace vazebnych mist pro GH
se sérovymi hladinami IGF-1 (Maiter et al., 1988) a u potkanti s GH deficitem nebyly zjistény
zmény v jaterni GH-R mRNA expresi v reakci na podani IGF-1 (Butler et al., 1996 -A, -B).
Avsak jak u GH transgennich, GHA (lit/lit) i kontrolnich mysi (lida et al., 2004), tak u krav v
laktaci (Butler et al., 2003) byla v jatrech zjiSténa silna korelace mezi GH-R a IGF-1
mRNA hladinami. Podobn¢ prokazal Shoba et al. koordinovanou expresi IGF-1 a GH-R
genu béhem vyvoje potkana a naznacil, ze GH-R exprese pfispiva k tkanové specifické

expresi IGF-1 genu béhem vyvoje (Shoba et al., 1999).

2.2.6 GH/IGF-1 regulace IGFBPs

GH regulace IGFBPs

Peter et al. zjistil, ze bila tukova tkan u potkand exprimuje IGFBP-2-6 mRNA a Ze tato
exprese je regulovana GH (Peter et al., 1993). Na primarnich kulturach stromovaskularnich

bunék odvozenych od praseci tukové tkané stimulovala 1écba GH sekreci v§ech IGFBP-1-4
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(Chen et al., 1996). Hypofyzektomie praseCich féti vedla k poklesu hladin IGFBPs
v podkozni tukové tkani béhem ¢asu a na IGFBPs zavislém zptisobu. V jiné studii v tukové
tkani u ploda prasat vSak 1é¢ba GH neméla zZadny vliv ani na sérové hladiny, ani na hladiny
IGFBPs (Hausman et al., 2000).

Nekolik studii ukazalo stimulaéni vliv GH na IGFBP-3 sérové hladiny (Wester et al., 1998;
McCann et al., 1997) ¢i na genovou expresi v jatrech (Lemmey et al., 1997; Rico-Bautista et
al., 2005; Gosteli-Peter MA et al., 1994) a naopak pokles IGFBP-3 po hypofyzektomii
(Albiston et al., 1992; Gosteli-Peter et al., 1994). GH stimuloval sekreci IGFBP-3 v
lidskych preadipocytech, ale nikoli v adipocytech (Wabitsch et al., 2000).

IGF-1 regulace IGFBPs

Stimulaéni vliv IGF-1 na IGFBP-3 mRNA expresi byl zjistén experimentdlné napf.
v endotelovych bunkach, kde bylo potvrzeno, ze jde o IGF-1R zprostfedkovany proces
(Erondu et al., 1996), nebo v kizi (Lemmey et al., 1997), v jatrech u hlodavct (Gosteli-Peter
MA et al., 1994; Rico-Bautista et al., 2005) ¢i v séru u potkanti/mysi (Butler et al., 1996 -A;
Rico-Bautista et al., 2005). Wass popsal korelace mezi IGF-1 a IGFBP-3 vséru u
akromegaliki (Wass, 1997). Liao et al. uvedl, Ze IGF-1 produkovany v jatrech stimuluje
expresi IGFBP-3 mRNA a stabilizuje IGFBP-3 pri GH deficitu, coz vede k lepsi stabilite
IGF-1 hladin v ob¢hu (Liao et al., 2006).

Podobné¢ jako inzulin ma také IGF-1 a IGF-2 inhibi¢ni vliv na expresi IGFBP-1 (Lee et al.,
1997). IGF-1 analog se snizenou vazebnou schopnosti k IGFBP-1 sniZil IGFBP-1 koncentrace
v médiu HepG2 bunék (Lindgren et al., 1993). Infuze IGF-1 v jiné studii u plodu ovci vSak
zvysila IGFBP-1 (i jeho jaterni expresi) a IGFBP-3 hladiny v séru, coz by dle autord mohlo
slouzit k ochrané¢ plodu pred vystupnovanymi anabolickymi ucinky a k blokaci
hypoglykemizujicich vlivii IGF-1 a inzulinu (Shen et al., 2001).

U IGF-2 transgennich mysi se zvySenou expresi a sérovou hladinou IGF-2 koreloval IGF-2
v séru negativné s IGF-1 hladinou a pozitivné s IGFBP-2 hladinou, coz naznacuje, ze IGF-1 je
vlivem IGF-2 vyfazen z vazby na IGFBPs a Ze IGF-2 je hlavnim reguladtorem IGFBP-2 (Wolf
et al., 1994). I v jiné studii bylo u IGF-2 transgennich mysi nizsi IGF-1 a vyssi IGFBP-2

v séru nez u kontrolnich mysi (Blackburn et al., 1997 -A).
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2.2.7 IGFBP regulace GH/IGF-1 komponent
Ve studii Cingel-Ristica et al. na mySich se po podani lidského IGFBP-1 (hIGFBP-1) hladiny

GH zvysily i1 pfi normalnich IGF-1 hladinach, coz naznacuje ptimy vliv IGFBP-1 na sekreci
GH (Cingel-Ristic et al., 2004). Akutni in vivo zvySeni IGFBP-1 u potkanii (v mife
pozorované u raznych katabolickych stavll) je schopno selektivné snizit proteosyntézu
(snizenim volného IGF-1) u rychle pracujicich kosternich svall a zvysit svou vlastni jaterni a

rendlni syntézu (Lang et al., 2003).

2.3 Signalizace GH-GH-R a IGF-1-IGF-1R

2.3.1 Signalizace IGF-1/inzulinu a jeji vyznam

Ligandy IGF-1R se vazou k domén¢ jeho alpha-podjednotky bohaté na cystein, odkud je
signal pteveden skrze transmembranovou doménu na beta-podjednotku IGF-1R (Obrazek 3).
Ta podstupuje konformacni zménu, kterd stimulaci tyrosin-kindzové aktivity vede k
autofosforylaci skupiny tyrosinovych zbytkt IGF-1R, ¢imz se zvysi jeho vnitini tyrosin-
kinazova aktivita, coz vede k fosforylaci dalSich mist na receptoru a snim spojenych
substratovych proteint, napf. rodiny IRSs (IRS-1-4) a SHC (Mur et al.,, 2002; Torres
Aleman, 2005; Shelton et al., 2004; Kuemmerle et al., 2003).

Tyrosin-fosforylované IRS proteiny poté vaZou proteiny obsahujici Src homologni domény-2
(SH2), jako je napt. p8Salpha regulac¢ni podjednotka PI3K, vazebny protein receptoru
rastového faktoru-2 (Grb-2) a Src homologni fosfatdza-2 (SHP-2) (Mur et al., 2002)
(Obrazek 5).

Aktivovana PI3K katalyzuje konverzi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu  (PIP2) na
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) a reverzni reakce je katalyzovana fosfatizou PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog). PIP3 ve zvySené koncentraci vaze PH (Pleckstrin
Homology) doménu nejméné dvou proteini, Akt a fosfatidylinositol-dependentni kinazy-1
(PDK-1). PDK-1 poté¢ fosforyluje zbytky threoninu (Thr308) na Akt nebo proteiny
proteinkindazy C (PKC) (Kuemmerle et al., 2003). Tyto PKCs spolu s Akt zvySuji rychlost
vychytavani glukézy bunikou pomoci translokace GLUT4 zvezikulu do plazmatické
membrany (Mora et al., 2005). Akt zprostiedkovana fosforylace Rab GTPaza-aktivujiciho
proteinu AS160 (160kDa substrat Akt) také vede ke stimulaci vychytavani glukozy
v adipocytech a svalu pravé umoznénim translokace GLUT4 do plazmatické membrany

(May, 2008).
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Akt zprostfedkovana inhibice kindzy-3f glykogen syntazy (GSK-3p) vede zas k defosforylaci
a aktivaci glykogen syntazy a stimulaci syntézy glykogenu. Inhibice GSK-3f je spojena

.....

~~~~~

inzulinu skrze regulaci nukledrniho faktoru kappa B (NFkB) (Dugo et al., 2007; Dugo et al.,
2006). GSK-3B je sama o sobé negativnim regulatorem inzulinové signalizace
prostiednictvim fosforylace IRS-1 na serinu 332, coz inhibuje INS-R zprostfedkovanou
fosforylaci tyrosinu IRS-1 (Martyn et al., 2008).

mTOR (mammalian target of rapamycin) je dal$im fosforylacnim substratem Akt, ktery se
faktoru 4E (4EBP1) a aktivace kinazy ribozomalniho proteinu 70S6 (p70S6K) podili na
zvyseni proteosyntézy (Senthil et al., 2002).

Aktivovana Akt také fosforyluje a inaktivuje nékteré proteiny, které se ucastni apoptozy.
Snizenim exprese Fas ligandu (FasL) sniZzuje Fas-indukovanou apoptézu, vede k expresi
antiapoptotického transkripcniho faktoru NFkB skrze degradaci kindz I-KappaB (IKK-f)
(Mora et al., 2005) ¢i brani aktivaci c-Jun N-termindlni kindzy (JNK), ktera stimuluje
apoptozu (Mora et al., 2005; Zheng et al., 2002).

Jak IRS, tak tak¢ SHC proteiny mohou po fosforylaci tyrosinovych zbytkll vlivem aktivace
IGF-1R/INS-R vazat adapta¢ni protein Grb-2, ¢imz se navaze protein SOS (son of sevenless)
nezavisle na IRS. Tento komplex pak aktivuje Ras (Rat sarcoma) a iniciuje sekvencni
fosforyla¢ni kaskady zahrnujici serin/threonin kindzu Raf (Rapidly accelerated fibrosarcoma),
ktera dale aktivuje threonin/tyrosin kinazu MEKI1/2, ktera posléze aktivuje MAPK a
ERK1/2. Tato draha IGF-1R je nejvice spojovana s regulaci bunééného ristu, diferenciaci,
migraci a proliferaci bunék a v nékterych pripadech mize také regulovat mechanismy

apoptozy (Mora et al., 2005; Zheng et al., 2002).

2.3.2 Signalizace GH a jeji vyznam

GH tcinkuje vazbou na extracelularni doménu transmembranového glykoproteinu GH-R, kdy
jedna molekula GH vaze dvé molekuly GH-R (Obrazek 2). Dimerizace GH-R umozni
aktivaci a asociaci cytoplazmatickych tyrosin-kindz, které fosforyluji tyrosinové zbytky
intracelularni domény GH-R. Hlavni skupinou téchto tyrosin-kinaz je proteinova rodina JAK,
zvlasteé pak JAK2 (Herrington et Carter-Su, 2001). Uvazuje se, Ze vSechny dalsi signaly
z GH-R jsou zavislé na pocatecni aktivaci JAK2 (Campbell, 1997). Aktivovana JAK?2 posléze

fosforyluje dalSi tyrosinové zbytky ve své struktufe a na cytoplazmatické doméné GH-R,
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které jsou pak vazebnymi misty s vysokou afinitou pro fadu signalnich proteint (signalni
transducery a aktivatory transkripce (STATSs), SHC, IRS), které obsahuji vazebné molekuly
(motivy) pro fosfo-tyrosin (jako napf. SH2 domény) (Herrington et Carter-Su, 2001).

Mezi substraty (proteiny s SH2 doménami) GH-R-JAK2 aktivace patii STATs. STAT
proteiny jsou fosforylovany na tyrosinech pfevdzné prostfednictvim JAK2, vytvafi homo-
nebo heterodimery a presouvaji se do jadra, kde se vazi ke specifické DNA sekvenci v oblasti
promotoru riznych geni a reguluji jejich transkripci (Carter-Su et al.,, 1996). Aktivace
STATSD je klicova pro transkripci gend véetné IGF-1 (Yang et al., 2004).

Dalsi skupinou kinaz je Sre rodina, ktera také mize fosforylovat GH-R (Herrington et Carter-
Su, 2001) a je zapojena napt. do regulace adheze, proliferace, ristu a diferenciace bunék
(Frame, 2002).

DalSim substratem GH-R-JAK2 aktivace jsou adaptérové proteiny SHCs, které¢ vedou
k aktivaci Ras-Raf-MEK-MAPK drahy a transkripce (Carter-Su et al., 2000). GH skrze
drahu SHC-Grb2 aktivuje také ERK1/2, ktera je spojovana s genovou expresi c-fos,
bunéénou proliferaci a interakcemi mezi signalnim systtmem GH a epidermalniho
rastového faktoru (EGF) (Yang et al., 2004).

Za jistych podminek mize GH vykazovat ,.,insulin-like* stimula¢ni i¢inky na metabolismus
sacharidi a lipidi. GH stejné jako inzulin/IGF-1,2 mutze po vazbé GH-R-JAK2 také
fosforylovat IRSs, coZz ma za nasledek aktivaci PI3K a dalSich molekul fidicich
metabolismus. GH také stimuluje vazbu p8Salpha regula¢ni podjednotky PI3K s IRS-1.
Bylo také naznaceno, ze JAK2 je nutna nejen pro fosforylaci IRS, ale spiSe nez GH-R slouzi
také jako vazebné misto pro IRS. IRS-1 a PI3K se podili na akutni stimulaci glukézového
transportu inzulinem v adipocytech a predpoklada se, ze rychly prechodny stimulaéni efekt
GH na glukézovy transport v adipocytech vyuziva pravé této IRS-1-PI3K drahy (Carter-Su
et al., 1996).

Utinky vyvolané GH mohou byt inhibovany riiznymi proteiny, které kontroluji aktivitu GH a
zabranuji neregulovanému rstu. GH-R mize byt inhibovan supresory cytokinové signalizace
(SOCS), které se vazou na JAK proteiny, ¢imz potlacuji jejich kindzovou aktivitu. Anebo
mize byt GH-R inhibovan riznymi tyrosin-fosfatdzami, jako napt. SHP, které defosforyluji

jak GH-R, tak JAK2, ¢imz potlacuji jejich signalni aktivitu (Herrington et Carter-Su, 2001).
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Obrazek 5: Signalizace GH, IGF-1, inzulinu (Akt, proteinkinaza Akt; AS160, Akt substrat 160kDa; 4EBP,

Foxo, forkhead box O; GAS, gamma-aktivovana mista; GH, rdstovy hormon; GH-R, receptor ristového
hormonu; GHRE, GH responsivni elementy; Glc, glukoza; GLUT, glukézovy transportér; Grb2, vazebny protein
receptoru pro rastovy faktor-2; GSK3, kinaza-3f glykogen syntazy; IGF, inzulinu podobny ristovy faktor; IGF-
R, receptor inzulinu podobného ristového faktoru; IRS, inzulinovy receptorovy substrat; JAK, Janus kindza;
INK, c-jun N-terminalni kinaza; MAPK, mitogenem aktivovana proteinkinaza; MEK, MAPK/ERK kinazy;
mSOS, protein ,,son of sevenless*; mTOR, mammalian target of rapamycin; p90rsk, 90kDa ribozomalni S6
kindza; p70S6K, kinaza ribozomalniho proteinu 70S6; p85, p85alpha podjednotka PI3K; p110, p110
podjednotka PI3K; PI3K, fosfatidylinositol-3-kinaza; PIP2, fosfatidylinositol-difosfat; PIP3, fosfatidylinositol-
trifosfat; PTEN, phosphatase and tensin homolog; PDK1, fosfatidylinositol-dependentni kinaza-1; Pkb,
proteinkinaza B; PKC, proteinkinaza C; Raf, serin/threonin kinaza (Rapidly accelerated fibrosarcoma); Ras,
protein (Rat sarcoma); SHC, protein obsahujici Src homologni doménu-2; SHP2, Src homologni protein-tyrosin-
fosfataza-2; Src, proteinkinaza (od ,,sarcoma“); STAT, signalni tranducery a aktivatory transkripce; SOCS,
supresory cytokinové signalizace). Upraveno podle: Alberini et Chen, 2012, Herrington et Carter-Su, 2001 a
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3. AKROMEGALIE

Akromegalie se vyskytuje vzacng€, jeji incidence se odhaduje na 3-4 nové piipady na
1 000 000 obyvatel za 1 rok a prevalence na 40-60 na 1 000 000 obyvatel. Tato Cisla jsou
vSak povazovéana spiSe za mirné podhodnocena. Diagnoza akromegalie byva obvykle
stanovena az po fadé let trvani onemocnéni, (odhadem az za 7-10 let), vzhledem k tomu, ze
klinické ptiznaky akromegalie se vyvijeji velmi pomalu. Za tuto dobu se vsak rozvine fada
zmén, znichz jsou nékteré jiz Caste€né nebo zcela ireverzibilni a které se podileji na
vyznamné zvySené morbidité a mortalité, a to prevazné z duvodu kardiovaskularniho

onemocnéni nebo nadort (Holdaway et al., 2004; Krsek, 2015; Rajasoorya et al., 1994).

K akromegalii vede nadmémé konstantni tvorba ristového hormonu (GH) po uzavfeni
rustovych §térbin dlouhych kosti (Krsek, 2011), doprovazena zvySenou sekreci mediatoru
rastového hormonu IGF-1 a ¢asto i IGFBP-3 (Wass, 1997). Etiopatogenetickym podkladem
akromegalie je zpravidla adenom hypofyzy (Zakovicova et Zamrazil, 2009). Ve 30% piipadi
jsou zaroveni zvySeny i sérové hladiny prolaktinu (PRL), bud’ vlivem smiSené¢ho tumoru
secernujiciho jak GH, tak PRL, nebo utlakem stopky hypofyzy a inhibici sekrece dopaminu
(Melmed et al., 2009). K projevim akromegalie patii nejen zvétSovani akralnich Casti téla
spojené se zménou vzhledu obliceje, véetné rustu dolni Celisti, nado¢nicovych oblouki atd.,
ale také vnitinich organtl, vcetn¢ jater a srdce (Zakovicova et Zamrazil, 2009). Disledkem
koncentrické hypertrofie myokardu je relativni insuficience srde¢nich chlopni, diastolicka i
systolicka dysfunkce a srdeéni insuficience (Wang et al., 2014; Colao et al., 2004). Casto se
vyskytuje také arteridlni hypertenze, poruchy lipidového metabolismu, hyperkalciurie,
hyperhidroza, struma, osteoartropatie, chronické bolesti hlavy a patete, psychické zmény,
zejména deprese, poruchy periferniho vidéni, nékdy i bitemporalni hemianopsie (Zakovicova
et Zamrazil, 2009), spankova apnoe obstrukéniho typu (Davi et al., 2008) a dal$i zmény

vcetné poruchy glukézové homeostazy (viz dale).

Pro diagnézu akromegaliec svéd¢i zejména absence poklesu GH v pribéhu dne pod
stanovenou hodnotu (za hranici se obvykle povazuje hodnota 0,4 ug/l) (Soucek, 2011).
V praxi se osvédcilo vysetfovani IGF-1, jehoZ vyluCovani na rozdil od GH (Sala et Ho, 2007)
nepodléha zménam v prib¢hu dne, a to jak pro screening, tak pro sledovani Gc¢innosti 1éCby
(Brooke et Drake, 2007). Hladina IGF-1 je u akromegalie zvySena nad horni mez podle
ptislusné veékové kategorie. Za rozhodujici kritérium pro stanoveni diagndzy akromegalie je
povazovan oralni glukézovy tolerancni test, pti kterém nedochazi po zatizeni glukézou k jinak

zjistovanému poklesu hladiny GH <0,4 ng/ml (Tzanela, 2006). Za remisi je oznaCovan stav,
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kdy je nahodné sérova hladina GH <2,5 ug/l (RIA, nebo <0,1ug/l (ultrasenzitivni kity)) a je
normalni hladina IGF-1 (Giustina et al., 2014). Snizeni hladin GH <2,5ug/l snizuje riziko

mortality na troven obecné populace (Holdaway et al., 2008).

Pti 1é€bé akromegalie je zpravidla tieba kombinovat vice terapeutickych postupti (Marek,
2014). Zékladem lécby je neurochirurgicky ziakrok (Guinto et al., 2012; Sala et al., 2014),
ktery pii pfitomnosti hormonalné aktivniho rezidua byva dopliiovan radioterapii (Rim et al.,
2011). V ptipadé¢ mikroadenomi hypofyzy (s nejveétSim rozmérem <1 cm) je Sance na
kurativni vykon 80-90%. Pokud se vSak jednd o makroadenomy (>1 cm), je to jiz pouze asi
50% (Fahlbusch et al., 1997; Krsek, 2015). Preferovana radiacni lécba je stereotaktické
ozareni Leksellovym gamanoZem, resp. konformni frakcionovana stereotakticka
radioterapie a nove i protonova lécba. Doba do plného uplatnéni ucinku zafeni je nékolik let a
po tuto dobu je nutné tlumit aktivitu onemocnéni medikamentozni 1écbou (Jezkova et al.,
2006; Wattson et al., 2014), ktera v terapii akromegalie zaujima stale vyznamnéjsi misto
(Gustina et al., 2014). Celkové okolo 50% pacientli dosdhne biochemické remise po 10 letech
od ozareni (Melmed et al., 2009). Nejdostupn€j$im a pro pacienta i zdravotni pojistovnu
nejméné zatézujicim medikament6znim piipravkem je dopaminergni agonista kabergolin. Pti
podavani kabergolinu nemocnym s hladinou IGF-1 >750 ng/l vsak lze ocekavat jen minimalni
uspéch (Marek, 2014), kabergolin se ovSem osvédCil vkombinacni 1éCbé se
somatostatinovymi analogy. U hormonalné aktivnéjSich tumorti jsou indikovana depotni
somatostatinova analoga oktreotid (Sandostatin LAR) a lanreotid (Somatulin Autogel),
podavana v ptiblizn¢ 4 tydennich intervalech, hluboko subkutanné (Espinosa de los Monteros
et al., 2014; Caron et al., 2014). Jejich pouziti vede k poklesu koncentraci GH do oblasti tzv.
safe limits a k normalizaci IGF-1 u 70% pacientii selektovanych na zaklad¢ odpovédi na 1écbu
a az u 44% neselektovanych (Lamberts et al., 1986). Nejucinnéj$im 1ékem hormonalné aktivni
akromegalie je blokator receptorii pro rustovy hormon-pegvisomant (Somavert),
podavany podkozné (Trainer et al., 2000), kterym lze v zavislosti na davce teoreticky zcela
zablokovat ucinky riistového hormonu. Jde ovSem o lécbu finanéné naro¢nou. V posledni
dobé je navic moznost lécby pacienti multiligandovym somatostatinovym analogem
pasireotidem, ktera vSak bude urCena ziejmé€ jen pro mens$i Cast pacientl s akromegalii
rezistentnich na oktreotidovou 1é¢bu (Petersenn et al., 2010).

K zavaznym komplikacim nelécené nebo nedostateéné 1éCené akromegalie patii diabetes
mellitus zplsobeny zvySenou inzulinovou rezistenci (Zakovicova et Zamrazil, 2009). Za

mozné pfi¢inné faktory inzulinové rezistence se u akromegalie uvazuje zvySena lipolyza a
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hladina volnych mastnych kyselin, porucha inzulinové signalizace, zmény exprese
adipokinii a snad také zanét v tukové tkani (Moller et al., 2009; Olarescu et al., 2012).
Prevalence diabetes mellitus a porusené glukozové tolerance se u akromegalie udava
vrozmezi 16-56 % (Resmini et al., 2009). Pacienti s akromegalii a diabetem maji horsi
prognozu onemocnéni (Droste et al., 2014). Zda se, Ze stupen glukozové tolerance koreluje
s hladinou GH v séru, vékem a trvanim choroby a rodinnou anamnézou diabetu (Resmini et
al., 2009). Nabarro zjistil, ze GH hladiny byly u akromegalikt s diabetem 19 krat vyssi nez
horni normalni hranice ve srovnani s 10 ndsobnym zvySenim u pacientti bez diabetu (Nabarro,
1987). Dulezité je, ze pacienti s akromegalii spojenou s diabetem 2. typu maji exponencialné
zvySenou mortalitu, jelikoz jak nelécend akromegalie, tak zvySené plazmatické hladiny
inzulinu u diabetu jsou spojeny se zvysenou kardiovaskularni mortalitou a zvySenou incidenci
karcinomt (Droste et al., 2014).

Niculescu et al. popsal, Ze tésngji s inzulinovou rezistenci a gluk6zovou intoleranci u pacientt
s akromegalii koreluje IGF-1 v porovnani s GH (Niculescu et al.,, 2013). Uspésna 1é¢ba
akromegalie s redukci cirkulujiciho ristového hormonu a hladin IGF-1 vede ke zlepSeni
kompenzace, snizeni dennich davek inzulinu a perordlnich antidiabetik (Zakovicova et

Zamrazil, 2009).

4. ULOHA KOMPONENT OSY GH/IGF-1 V METABOLISMU GLUKOZY A PRI
VZNIKU INZULINOVE REZISTENCE

4.1 GH, GH-R/GHBP a inzulinova rezistence

Inhibi¢ni vliv GH na 0¢inek inzulinu potvrdila cela tada studii (Foster et al., 1988), vcetné
studii u akromegaliki (Hansen et al., 1986; Bolinder et al., 1986). Antagonisticky u¢inek GH
k inzulinu je dle pfedchozich studii zfejm¢ dan jednak neptimym vlivem, tj. sekundarné skrze
GH indukovanou hyperinzulinémii (reakce na relativni inzulinovou rezistenci) a
downregulaci INS-R (Lerario et al., 1989; Muggeo et al., 1983; Pav et al., 1986) a jednak
pfimym vlivem sniZenim tyrosin-kindzové aktivity INS-R (Dominici et Turyn, 2002;
Dominici et al., 2005) a aktivity postreceptorovych signalnich molekul (IRS/PI3K) (Hansen
et al., 1986), ptipadné je pritomna kombinace téchto mechanismti. Inzulin a GH spolu sdileji
nékteré postreceptorové signalni pochody, kde dilezitym mistem konvergence mezi signaly je

dréha vedouci k aktivaci PI3K (Dominici et Turyn, 2002).
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4.1.1 Tukova tkan

Pfi analyze metabolickych u¢inktt GH na tukovou tkan je tfeba zminit mj. vysledky studie
Lista et al.,, ktery popsal, ze mys$i scilenym chybénim GH-R pouze v tukové tkani
(FaGHRKO) byly obézni se zvySenym mnozstvim celkového tuku, ale mnevykazovaly
zlepSeni v glukézové homeostize v porovnani s kontrolni skupinou (List et al., 2013). V jiné
studii Johansen et al. uvadi, ze extenzivni redukce tukové tkané u obéznich potkanti vyssiho
véku 1é¢enych GH nezlepSila parametry inzulinové rezistence (Johansen et al., 2005). Na
zaklade téchto vysledkd bychom se mohli domnivat, Ze omezeni vlivu GH na tukovou tkan,
at’ uz redukci mnozstvi tukové tkané po 1é€bé GH nebo odstranénim ucinku GH na tuk
vytazenim GH-R, nem4 vliv na celkovou gluk6zovou homeostazu. Inzulinové rezistence dana
zvySenym ucinkem GH v tukové tkani tedy ziejmé nema tak zasadni podil na celkové
inzulinové rezistenci. Piekvapivy byl také vysledek studie, kde odstranéni visceralni tukové
tkané u mysi s cilenym vytazenim genu pro GH-R nejen Ze nebylo spojeno s ocekavanym
zlepSenim inzulinové senzitivity, jak bylo patrné u normalnich mysi, ale mélo dokonce
opacny ucinek (Masternak et al., 2012). Masternak tak naznacil, Ze pfi chybéni signalizace
GH je sekrecni aktivita visceralniho tuku zfejmé vyznamné zménéna a piekvapivé se podili na
zvySovani inzulinové senzitivity (Masternak et al., 2012). Nicméné pies vySe uvedené
vysledky (List et al., 2013; Johansen et al., 2005), které mozna vyznam tukové tkané
v patogenezi inzulinové rezistence navozené GH mohou zpochybnovat, existuje cela fada
studii, které popisuji pfimé mechanismy, kterymi GH naruSuje uc¢inek inzulinu v tukové
tkani (viz dale).

Piisobeni GH v tukové tkani potkant vedlo k poklesu koncentrace IRS-1, IRS-3, PI3K, ke
sniZzené asociaci PI3K s IRS-1 a IRS-3 po kratké stimulaci inzulinem a sniZené fosforylaci
IRS-3 (Castro et al., 2004). U potkant se streptozotocinovym (STZ) diabetem snizoval GH
mnozstvi glukézovych transportéri GLUT1 a GLUT4 v epididymalnich adipocytech (Smith
et al., 1997). GH pravdépodobné snizoval inzulinovou senzitivitu v lidské podkozni tukové
tkani také zvySenim fosforylace Stat5 (Nielsen et al., 2008). V 3T3-L1 adipocytech mysi
stimuloval GH také expresi SOCS-2 a SOCS-3 (Fleenor et al., 2006), které pfispivaji
k inzulinové rezistenci napt. zprostiedkovanim proteasomalni degradace proteinti IRS
(Howard et Flier, 2006). GH snizoval sekreci adiponektinu v lidské tukové tkani in vitro a u
mys$i in vivo. GH také snizil expresi receptoru pro adiponektin (AdipoR2) v kultufe lidské
tukové tkané. Naopak mysi s GH deficitem mély zvysSené hladiny adiponektinu (Nilsson et
al., 2005). Také stimulace lipolyzy (hormon senzitivni lipazy-HSL), inhibice lipogeneze a

zvysena produkce volnych mastnych kyselin (VMK) a jejich snizena reesterifikace (Le Roith
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et Yakar, 2007) vlivem GH mtze mit v adipocytech negativni vliv na inzulinovou senzitivitu
stimulaci akumulace monocyto-makrofagi (Yeop Han et al., 2010) nebo kompetici
s glukézou jakozto substratem pro oxidaci, naruSenim inzulinové signalizace ¢i poruchou

funkce beta-bunck (Olarescu et al., 2014).

4.1.2 Jatra

Jatra byla v nékterych studiich, (mj. vySe uvedena studie Johansena et al.), navrzena za
primarni misto inzulinové rezistence navozené GH (Johansen et al., 2005; Dominici et al.,
2005).

Vyrazeni GH-R pouze v jatrech (LIGHRKO) vedlo u mysi k poklesu sérovych hladin IGF-1,
ale ke zvySené produkci IGF-1 ve svalu a tuku a k narGstu sérového GH a hladin leptinu,
rezistinu a adiponektinu (List et al., 2014). V jiné studii u mysi byla absence GH-R v jatrech
spojena se zvySenym mnoZstvim INS-R a zvySenou inzulinem navozenou fosforylaci
tyrosinu na INS-R, coz by mohly byt adaptacni zmény zodpovédné za zvySenou inzulinovou
senzitivitu (Dominici et al., 2000). Naopak v jatrech u mysi se zvySenou expresi GH byly
nadbytek GH a s nim spojena sekundarni hyperinzulinémie spojeny se sniZenou koncentraci
INS-R, pficemz fosforylace INS-R a IRS-1, asociace IRS-1/PI3K a aktivita PI3K byly
maximalné aktivovany za bazalnich podminek, a tedy necitlivé k dalsi stimulaci exogennim
inzulinem in vivo (Dominici et al., 1999). V jatrech vede GH ke zvySeni sekrece lipoproteinil
s velmi nizkou denzitou (VLDL), zvySuje aktivitu jaterni lipazy (HL), snizuje expresi
receptori PPARa (receptor a aktivovany peroxisomovymi proliferatory), zvySuje tvorbu a
vychytavani lipoproteinti se stfedni (IDL), nizkou (LDL) a vysokou (HDL) denzitou, coz vse
také miize pfispivat k inzulinové rezistenci (Le Roith et Yakar, 2007).

Ukazalo se, ze v podminkéch inzulinové rezistence v tukové tkani a svalech navozené GH
maji jatra dulezitou kompenzacni roli ve smyslu zvySené¢ho vychytavani glukozy a syntézy a
akumulace glykogenu a lipidl skrze zvySenou signalizaci IRS-2 v jatrech (Cho et al., 2006).
V fad¢é studii u inzulin-dependentniho diabetu se nedostatek portalniho pfivodu inzulinu
povazuje za pti¢inu GH rezistence spojené se snizenym mnozstvim GH-R v jatrech (Bereket
et al., 1999; Mercado et al., 1992), potazmo se snizenou produkci IGF-1 jatry a snizenym

linearnim rstem (Menon et al., 1994).

4.1.3 Kosterni sval

Na rozdil od Zadné zmény v celkové glukézové homeostaze v pripadé GH-R-KO v tukové

tkani bylo cilené vyrazeni genu GH-R v kosternim svalu (mGHRKO) spojeno s lepsi
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inzulinovou senzitivitou u obezity mysi vyvolané dietou. mGHRKO mys$i mély na

v

vysokotukové diet¢ vyznamné mensi mnozstvi tuku, nizsi stupen systémového zanétu, pokles
triglyceridic ve svalu a jatrech a niz$i inzulinovou rezistenci v porovnani s obéznimi
kontrolami (Vijayakumar et al., 2012). Mezi mechanismy, kterymi GH ptisobi inzulinovou
rezistenci ve svalu, byly popsany GH stimulace SOCS proteinti, které zprostfedkovavaji
proteasomalni degradaci IRS proteind, zvySeny piivod volnych mastnych kyselin do svalu a
jejich nasledna reesterifikace na triglyceridy s tvorbou intermediatt jako jsou diacylglyceroly
(DAG) a ceramidy, které inhibuji inzulinovou signalizaci aktivaci PKC (Vijayakumar et al.,
2012), dale fosforylace serinu na IRS-1, ktera zabranuje jeho vazb¢ k INS-R (Dominici et al.,
2005), inhibice fosforylace INS-R a IRS-1 (Smith et al., 1997), zvySena asociace IRS-1
s JAK2 (Johansen et al., 2005) ¢i zvySeni exprese p85alpha podjednotky PI3K (Barbour et al.,

2005).

Obrazek 6: Principy GH indukované inzulinové rezistence (adipoR2, receptor pro adiponektin 2; DAG,
diacylglycerol; GH, ristovy hormon; glc, glukéza; GLUT, glukdzovy transportér; HDL, lipoproteiny s vysokou
denzitou; HL, jaterni lipaza; HSL, hormon senzitivni lipaza; IDL, lipoproteiny se stiedni denzitou; INS-R,
inzulinovy receptor; IRS, inzulinovy receptorovy substrat; LDL, lipoproteiny s nizkou denzitou; LPL,
lipoproteinova lipaza; PI3K, fosfatidylinositol-3-kindza; PKC, proteinkindza C; PPARa, receptor o aktivovany
peroxisomovymi proliferatory; p85alpha, p85alpha podjednotka PI3K; SOCS, supresory cytokinové signalizace;
STATS, signalni transducer a aktivator transkripce 5; Tg, triglyceridy; VLDL, lipoproteiny s velmi nizkou

&

denzitou; VMK, volné mastné kyseliny).

Tukova tkan Jatra Sval
-Snizuje IRS-1, IRS-3, PI3K -Zyysuje glukoneogenezi -Zyysuje SOCS expresi-degradaci IRS
-Snizuje GLUT1, GLUT4 -SniZuje INS-R expresi -Zyysuje aktivitu LPL, beta-oxidaci,
-Zvysuje fosforylaci STATS -Zvysuje syntézu Tg VK tok do svalu-tvorbu Tg-
-Zyysuje SOCS atim v jatrech a jejich sekreci DAG, ceramidi-aktivaci PKC
degradaci IRS {wydej VLDL) -Inhibuje fosforylaci INS-R, IRS-1
-SniZzuje adiponektin, adipoR2 -Zvysuje aktivitu HL -Zvysuje fosforylaci serinu IRS-1
-Zyysuje VMK-kompetice s -Zvysuje produkci a -Zyysuje p85alpha expresi
glukdzou vychytavani IDL, LDL, HDL -SniZuje vychytavani glc, syntézu
-Snizuje reesterifikaci VMK, -SniZuje PPARalpha expresi | glykogenu
lipogenezi
-Zyysuje lipolyzu, aktivitu HSL
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4.1.4 GH a priznivy vliv na metabolismus glukézy a inzulinovou rezistenci

Ve vétsing studii tak plati, ze GH je spojovan s redukci tukové tkan€ a zhorSenim inzulinové
senzitivity. Nicméné za ur¢itych podminek miize byt vliv GH i opacny. 4 hodinova inkubace
s lidskym GH (hGH) prechodné stimulovala vychytavani a oxidaci glukézy a akumulaci
lipidi v diferencovanych adipocytech. Pii prodlouzeni inkubace na 48 hodin hGH jiz tyto
procesy glukozového metabolismu inhiboval (Schwartz et Carter-Su, 1988). Existuji i dalsi
studie, ve kterych byla 1écba GH spojena s pfiznivym vlivem na glukdézovy metabolismus a
inzulinovou rezistenci, napt. u obéznich KK-Ay mysi (Hioki et al., 2004) nebo u potomki
potkanich samic s podvyzivou béhem gestace (Reynolds et al., 2013). Ptiznivy efekt GH na
chronicky zanét a inzulinovou rezistenci spojenou s dietou indukovanou obezitou ukazal
Kubota et al. ve studii na mysich, kde nizka davka GH snizovala zvySenou populaci adipocyti
koexprimujicich toll-like receptor/tumor nekrotizujici faktor a (TLR/TNFa) (Kubota et al.,
2008).

4.1.5 GHBP a inzulinova rezistence

U potkanti se STZ indukovanym diabetem byly signifikantn¢ sniZené exprese GH-R a
GHBP v jatrech ve srovnani s kontrolni skupinou (Menon et al., 1994). Studie u inzulin-
dependentniho diabetu popisuji GH rezistenci vlivem snizeného mnozstvi GH-R (spolu
s GHBP expresi) v jatrech reflektovaného snizenou hladinou GHBP v séru (Bereket et al.,
1999; Mercado et al., 1992; Landau et al., 2000). Ve studii u obéznich pacienti vSak byly
sérové hladiny GHBP vyssi u obéznich pacientli s nealkoholickou steatdozou jater (NAFLD)
s vy$§im stupném inzulinové rezistence nez u obéznich kontrol bez NAFLD (Fusco et al.,
2012). Frystyk také zjistil zvySené sérové hladiny GHBP u obéznich pacientu s diabetem
2. typu (Frystyk et al., 1999).

4.2 IGF-1 a jeho metabolické a¢inky

Peptidova struktura hormonu IGF-1 méa aminokyselinovou sekven¢ni homologii s inzulinem
(Rinderknecht et Humbel, 1978) a méa tedy i inzulinu podobné ucinky. Za normalnich
fyziologickych podminek je hlavnim regulatorem glukézového a lipidového metabolismu
inzulin, nicméng¢, jak se ukazalo, IGF-1 a komponenty jeho osy sehravaji dilezitou piidatnou
ulohu v gluk6zové a lipidové homeostaze, inzulinové senzitivité a patogenezi diabetes
mellitus (Le Roith, 1994; Rajpathak et al., 2009).

Po podani IGF-1 je typicky pozorovano sniZeni glykémie, zlepSeni inzulinové senzitivity a

znacné sniZeni inzulinu vséru. Stejné¢ jako inzulin také IGF-1 sniZuje glukézou
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stimulovanou sekreci inzulinu z beta-bunék pankreatu, na kterych jsou exprimovany
ptedevsim IGF-1R (Zhao et al., 1997). Mezi ,,insulin-like* metabolické tc€inky IGF-1 patii
ptedevsim zvySeni vychytavani glukézy (zvySenim exprese GLUT4) (Valverde et al., 1999)
a mastnych kyselin v perifernich tkanich (Russell-Jones et al., 1995; Rajpathak et al., 2009).
Ackoli vyznam tohoto efektu ¢ini pouze asi 4-7 % Uc¢inku inzulinu, molarni koncentrace IGF-
1 v plazmé je 100-1000 nasobné vyssi nez koncentrace inzulinu (Rajpathak et al., 2009).
Pfedchozi studie také wukazaly, ze IGF-1 potlacuje jaterni produkei glukézy
(Pratinapanawatr et al., 2002; Rajpathak et al., 2009) skrze sniZeni exprese enzymu
glukoneogeneze fosfoenolpyruvat karboxykinazy (PEPCK) v jatrech (Di Cola et al., 1997).

Stejn€ jako GH stimuluje IGF-1 proteosyntézu a piiznivé ovliviiuje slozeni t€la u pacientil
s deficitem GH ¢i pii katabolickych stavech, napt. i pii 1é¢bé glukokortikoidy. Na rozdil od
GH zvySuje IGF-1 oxidaci lipidd, pouze kdyz je podavan chronicky pravdépodobné jako
vysledek chronické inzulinopenie (Mauras et Haymond, 2005). Melmed et al. popsal, Ze GH a
IGF-1 maji vzdjemné aditivni G€inky umoziujici rlst stim, Ze IGF-1 mize zmirfovat

metabolické ¢inky GH (Melmed et al., 2009; Fan et al., 2009).

4.2.1 Vyznam lokalni exprese IGF-1 ve vztahu k diabetu

Ve studii se specifickym vyrazenim genu IGF-1 v jatrech u mysiho modelu popsala Yakar
et al. snizeni sérovych hladin IGF-1 o 75% a inzulinovou rezistenci vlivem sekundarn¢
zvySenych hladin GH (Yakar et al., 2005 -A, -B). Rezistence k inzulinu vSak byla pfitomna
specificky pouze ve svalu. Lécba rhIGF-1 stejné jako antagonistou GHRH nebo zkiizeni
téchto mysi s GHA (antagonistickymi) transgennimi mySmi (Yakar et al., 2004) vedouci ke
sniZzeni hladin GH bylo spojeno se sniZenim hladin inzulinu a se zlepSenim inzulinové
senzitivity (Yakar et al., 2001). Tyto nalezy potvrzuji, Ze chronické zvySeni GH se podili
na inzulinové rezistenci a také, ze IGF-1 hraje roli v udrzeni jemné rovnovahy mezi GH a
inzulinem k zajiSténi normalniho sacharidového a lipidového metabolismu (Yakar et al.,
2004). Normalizace IGF-1 v séru u mysi s uplnym vyfazenim GH-R také vedla ke zlepseni
mnozstvi télesného tuku a normalizaci gluk6zové tolerance (Wu et al., 2013).

Transgenni mysi se zvySenou expresi IGF-1 v jatrech mély o 50-60 % zvySené sérové
hladiny IGF-1 a snizené sérové hladiny GH, zlepSenou glukézovou toleranci a vice svalové
a kostni hmoty (Liao et al., 2006).

IGF-1 byl dlouho povazovan za riistovy faktor beta-bunék pankreatu. Zvysena exprese IGF-
1 specificky v ostriivkach stimulovala regeneraci beta-bunék u diabetickych mysi, vedla

k oddaleni diabetu (Liu, 2007) ¢i k rezistenci ke STZ vyvolanému diabetu (Robertson et al.,
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2008) u mysi nebo Castecnym obnovenim mnoZstvi beta-bunck skrze jejich hypertrofii
zlepsila glukézovou toleranci a sekreci inzulinu u mysi s vyfazenim genu GH-R (GH-R (-/-))
s témét nepiitomnou expresi IGF-1 genu (Guo et al., 2005). Velmi zajimava studie Casellase
et al. ukazala, ze lokalni exprese IGF-1 v pankreatu miiZe chranit beta-buiniky pied
diabetem 1. typu (blokaci exprese Fas, lymfocytarni infiltrace a apoptdzy beta-bunck)
(Casellas et al., 2006). Liu et al. se vSak domniva, ze za patologickych podminek nebo pfi
vyvoji organismu lokalné produkované a systémové IGF-1 pravdépodobné nema pozitivni
vliv na rist beta-bunék, ale je spiSe negativnim regulatorem uvoliiovani GH a inzulinu,
hyperglykémie nebo exprese rodiny regeneracnich gent (Reg) (Liu, 2007). Existuje i studie,
ve které byl oddaleny vznik diabetu 2. typu na podkladé vysokotukové diety a vétsi mnozstvi
beta-bungk, produkce inzulinu a zachovana citlivost na inzulin u mysi se specifickou deleci
IGF-1 v pankreatu (Lu et al., 2004).

IGF-1 je také pravdépodobnym mediatorem remise diabetu 1. typu po transplantaci
embryonalni hnédé tukové tkané neobéznim diabetickym mysim. Tukova tkan piijemct
transplantati konzistentn¢ exprimovala IGF-1 ve srovnani s zddnym nebo pouze s malym
mnozstvim exprese u kontrolni skupiny a zvySené sérové hladiny IGF-1 negativné korelovaly
s glykémii, glukagonem a zanétlivymi cytokiny. Autofi tohoto experimentu se domnivaji, Ze
tukové tkang€, ktera mize nasledné¢ secernovat hypoglykemizujici adipokiny, které Castecné
nahradi inzulin. IGF-1 také mutze pifimo snizit glykémii aktivaci INS-R (Gunawardana et
Piston, 2015).

Zatimco inzulin a IGF-1 jsou metabolicky stejné ucinné ve svalu nediabetikil, u diabetiki
jsou svalové buiiky znacné vice rezistentni k inzulinu nez k IGF-1. V bunkéch kosterniho
svalu u diabetikii byla maximalni stimulace vychytdvani glukozy a syntézy glykogenu

inzulinem polovi¢ni nez u stimulace IGF-1 (Ciaraldi et al., 2002).

4.2.2 Diabetes a hladiny IGF-1

Nekolik studii u potkant s experimentalnim diabetem a obezitou ukdzalo sniZené hladiny
IGF-1 v séru i sniZzenou mRNA expresi IGF-1 v jatrech (Pao et al., 1992; Menon et al.,
1994; Luo et Murphy et al., 1994), srdci (Menon et al., 1994; Luo et Murphy et al., 1994),
tukové tkani (véetné IGF-2 mRNA) (de Sevilla et al., 1994; Luo et Murphy et al., 1994),
svalu a ledvin¢ (Luo et Murphy, 1991). Lécba inzulinem byla spojena s normalizaci IGF-1
v séru (Menon et al., 1994) a nesignifikantnim vzestupem exprese v jatrech a ledviné (Luo et

Murphy, 1991). U vysoce obéznich Berlin Fat Mouse Inbred (BFMI) mysi byly zjistény
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zvysené sérové hladiny IGF-1, které korespondovaly s jeho expresi v jatrech, ale nikoli ve
svalu. Autofi se domnivaji, Ze tyto vysoké hladiny IGF-1 (a inzulinu) pravdépodobné
chrani BFMI mySi pred diabetem (Schafer et al., 2011). Podobny ptedpoklad, ze zvySené
IGF-1 v séru vede ke zlepSeni glukdzové tolerance, byl i v jiné studii u obéznich mysi (Wan
etal., 2003).

V Kklinickych studiich zlepSovalo podani rhIGF-1 inzulinovou senzitivitu jak u zdravych
jedinct (Russell-Jones et al., 1995), tak u pacientd s inzulinovou rezistenci a diabetem 2. typu
(Moses et al., 1996), zvysilo sekreci inzulinu u jedinci s porusenou glukézovou toleranci
(Dunger et al., 2004) a v komplexu s IGFBP-3 zlepsilo glukézovou toleranci u HIV (human
immunodeficiency virus) nakazenych jedinct (Rao et al., 2010). Nizké bazalni hladiny IGF-
1 predikovaly rozvoj porusené glukézové tolerance, diabetu 2. typu a kardiovaskuldrnich
onemocnéni u dospélych osob (Dunger et al., 2004). To, ze ma IGF-1 u¢inky zesilujici
inzulinovou senzitivitu, které jsou nezavislé na jeho schopnosti potlacovat sekreci GH,
ukazala studie O’Connela et al., kde byli akromegalici s inzulinovou rezistenci 1éceni GH-R
antagonistou spolu s IGF-1/IGFBP-3, pii kterém se inzulinova senzitivita zlepSila

signifikantné vice nez pouze pfi 1écbé s GH-R antagonistou (O‘Connell et Clemmons, 2002).

4.3 IGF-2 a glukézovy metabolismus

Béhem embryonalniho vyvoje ma IGF-2 klicovou roli v diferenciaci a organogenezi véetné
adipogeneze a vyvoje pankreatu (Chistiakov et al.,, 2012) a podili se na regulaci rastu
pankreatickych ostrivki a jejich diferenciaci (Devedjian et al., 2000). Zvysena exprese IGF-2
ve fetalnim obdobi u mysi vedla k hyperplazii beta-bunék a snizeni jejich apoptézy bez zmeén
hladin inzulinu a glukozy v séru (Petrik et al., 1999). U PEPCK-IGF-2 transgennich mysi se
zvySenou expresi a sérovou hladinou IGF-2 byla signifikantné snizena inzulinémie nala¢no,
ale glykémie se neliSila od kontrol (Wolf et al., 1994). V jiné studii vedla zvySena exprese
IGF-2 v beta-buitkkdch u mysi k hyperinzulinémii, inzulinové rezistenci a poruse gluk6zové
tolerance a asi ve 30% piipadl k diabetu po vyskotukové dieté (Devedjian et al., 2000).

Diabetes byl u mladych Goto Kakizaki (GK) potkani spojen se zvySenou mRNA expresi
IGF-2 mRNA v ostravkach, coz by mohl byt disledek diabetu a zaroven mozna pficina
strukturalnich zmén ostravka vcetné fibrézy a nepravidelné konfigurace (Hoog et al.,
1996). U potkanti se STZ diabetem byly snizené hladiny IGF-1 v séru, ale zvySené IGF-2 ve
srovnani s kontrolni skupinou a tyto zmény se normalizovaly po 1écb¢ inzulinem (Han et al.,

2006). Lécba IGF-1 snizila sekreci inzulinu a C-peptidu z bunc¢k diferencovanych v buitky
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secernujici inzulin, kdezto IGF-2 vyrazné zvySila obé sekrece. Diferenciace stimulovana
IGF-2 byla zprostfedkovana INS-R (Kang et al., 2011).

Z klinick¢ho hlediska jsou dtlezit¢é IGF-2 produkujici tumory, které jsou vétSinou
mezenchymového nebo epitelidlniho pltivodu a u kterych se klinicky mize projevovat
hypoglykémie, a to zejména u naddor metastazujicich do jater. U téchto nadorti byva zvysena
sérova hladina IGF-2 a sniZzené hladiny inzulinu, C-peptidu, IGF-1 a IGFBP-3, nebo mize byt
ptitomen ,,velky IGF-2 (,,big-IGF-2), ktery piisobi negativni zpétnou vazbou na sekreci
inzulinu a GH (Skrha, Hypoglykemicky syndrom v klinické praxi-ZDN, 2002).

4.4 IGF-1R a glukézovy metabolismus

U mysi s vyfazenim INS-R (-/-) sice rekombinantni IGF-1 (rIGF-1) snizil glykémii, avSak
tyto my$i po 2-3 dnech zemfely, coz naznaCuje, ze IGF-1R nemohou efektivné
zprostiedkovavat viechny metabolické ucinky INS-R (Di Cola et al., 1997). Uloha
signalizace prostfednictvim IGF-1R je nejlépe patrnd na experimentalnich modelech
s vyfazenou nebo zvySenou expresi tohoto receptoru specificky v daném organu.

Asociaci mezi vyrazenim genu IGF-1R v kosternim svalu a zhorSenim inzulinové
senzitivity popsalo shodné nékolik studii (Kim et al., 2006; Yakar et al., 2005 -B; Yakar et
al., 2005 -A). Mysi s vyfazenim IGF-1R v kosternim svalu (neobézni diabetické mysi) jsou
stihl¢, ale maji hyperlipidémii, hyperinzulinémii, hyperglykémii a tézkou inzulinovou
rezistenci a zvySené hladiny triglyceridii v jatrech a kosternim svalu (Li et al., 2011). Za
pfi¢inu inzulinové rezistence u tohoto modelu popisuji autoii vliv lipotoxicity a zvyseni
hladin triglyceridli v séru a tkanich (Yakar et al., 2005 -B; Yakar et al., 2005 -A), formaci
hybridnich receptorii mezi mutantnimi a endogennimi IGF-1R a INS-R (Fernandéz et al.,
2001), event. dysfunkci beta-bun€ék ve smyslu spiSe poruchy sekrece inzulinu nez jeho
syntézy (Asghar et al., 2006).

Vyiazeni genu IGF-1R v tukové tkani u mySiho modelu (IGF-IRaP 2Cre

) nevedlo ke zlepSeni
glukoézové tolerance a inzulinové senzitivity 1 pies 20% zvySeni sérovych hladin IGF-1
(Kloting et al, 2008). Adipocyty téchto mysi vSak byly citlivéj§i k inzulinem
stimulovanému vychytavani glukézy. U téchto mysi byl také zjistén sniZzeny pocet
hybridnich IGF-1R/INS-R vedouci ke zvySené formaci holo-INS-R v tukové tkani (Kl6ting
et al., 2008). Podobn¢ chybéni IGF-1R v adipocytech hnédé tukové tkané plodit mysi bylo
spojeno s vyssi inzulinovou senzitivitou skrze drahu INS-R/IRS-1/Grb-2/MAPK vedouci ke

zvysené mitogenni odpovédi (Mur et al., 2002).
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Zvyseni IGF-1R proteinové exprese v jatrech spolu s GLUTI1 byla pfi¢inou tézkych
hypoglykémii spojenych s imrtim u mysi s vyfazenim von Hippel-Lindau (VHL) genu
(Kurabayashi et al., 2013). ZvySena exprese IGF-1R v neonatalnich lidskych hepatocytech
zvySila bazalni vychytavani glukozy prostfednictvim GLUT1 nebo GLUT2 jak u hepatocyti
s INS-R, tak bez nich (Nevado et al., 2006).

Inhibice aktivace inzulinu/IGF-1R spolu s aktivaci AMP-aktivované proteinkinazy
(AMPK) jsou mechanismy antiproliferativnich u¢inkéi metforminu na rakovinné buiky
pankreatu. Expozice téchto bun¢k hyperglykémii vSak vedla ke snizeni antiproliferativnich a
apoptotickych U¢inkd metforminu vlivem silngjsi odpovédi IGF-1 a aktivace Akt korelujici s
fosforylaci AMPK na serinu (Karnevi et al., 2013). Cornu et al. déle zjistil, ze zvySeni
exprese IGF-1R a jeho signalizace, zavislé na autokrinni sekreci IGF-2, je mechanismus,
kterym GLP-1 zprostiedkovava ochranny antiapoptoticky ucinek na beta-buiky
pankreatu (Cornu et al., 2010). Specifické vyrazeni genu pro IGF-1R v beta-buiikich
nevedlo ke zménénému mnoZzstvi beta-bunék, ale bylo spojeno s hyperinzulinémii a
glukozovou intoleranci (Kulkarni et al., 2002 -A, -B).

Haploinsuficience IGF-1R (heterozygotni mutace) u ¢lovéka vedouci ke snizené expresi IGF-
IR nebyla spojena s porusenou glukozovou toleranci nebo hypoglykémii, coz mohlo byt dano
vlivem sniZeného mnozstvi IGF-1R/INS-R hybridnich receptord, a tedy zvysené hladiny INS-
R/INS-R homodimert pravdépodobné spojené se zvySenou odpovédi na inzulin (Raile et al.,
2006). Naopak vysSi exprese hybridnich receptoru skladajicich se z heterodimerti INS-
R/IGF-1R, jejichz mnozstvi negativné korelovalo sin vivo inzulinovou senzitivitou
v tukové tkani a kosternim svalu diabetikii 2. typu, mohla c¢aste¢né pfispivat k inzulinové
rezistenci, jelikoz tyto receptory vazi IGF-1 s vyssi afinitou neZ inzulin (Federici et al., 1997;

Sesti et al., 2001).

4.5 IGFBP-1 a glukézovy metabolismus

IGFBP-1 je jednim ze 6 homolognich vazebnych proteind, produkovanych jatry, které
specificky vaZzou a moduluji mitogenni a metabolické ucinky IGF-1 a -2 (Lee et al., 1993).
IGFBP-1 je zfejm¢ primarnim determinantem volného IGF-1 v séru a jeho inhibi¢ni vliv na
IGF byl potvrzen fadou in vitro studii a nékterymi in vivo studiemi na zvitatech (Lee et al.,
1997). Skrze ovlivnéni hladin volného IGF-1 mtze IGFBP-1 akutné¢ regulovat hladiny
glukézy v krvi, a to ve smyslu kontraregulacniho tc¢inku vii¢i inzulinu (Rajpathak et al.,
2009). Ze 6 IGFBPs je IGFBP-1 jedinym, ktery je tak dynamicky regulovan a v zavislosti na

ptijmu potravy se jeho sérové hladiny mohou ménit az 10 nasobné. Jaterni produkce IGFBP-1
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je snizovana dodavkou inzulinu portalni Zilou. Inzulin je primarnim regulitorem exprese
IGFBP-1 a jeho primarnim u¢inkem je rychld inhibice transkripce IGFBP-1 (Lee et al.,
1993). Inkubace bun¢k odvozenych z dobte diferencovaného H35 hepatomu s inzulinem
vedla ke snizeni mRNA exprese IGFBP-1 0 50% skrze INS-R (Orlowski et al., 1991). Vedle
inzulinu ma na expresi IGFBP-1 inhibi¢ni vliv také IGF-1 a IGF-2 (Lee et al., 1997).
Transkripce IGFBP-1 je naopak stimulovana napt. glukagonem (Lee et al., 1993), akutnim
lacnénim (Ooi et al., 1992) ¢i akutni fyzickou namahou (Hoene et al., 2010; Koistinen et al.,

1996), kdy snad brani hypoglykemizujicimu vlivu IGF-1.

4.5.1 Asociace mezi snizenim IGFBP-1 a poruchou gluk6zové homeostazy

V mnoha studiich byla potvrzena silnd inverzni asociace mezi IGFBP-1 a koncentracemi
inzulinu (Rajpathak et al., 2009). V experimentalnich studiich u mysi byla obezita a
hyperinzulinémie spojena se snizenou jaterni expresi IGFBP-1 (i GLUT4) (Hoffler et al.,
2009). Naopak zvySena IGFBP-1 exprese v jatrech byla zjisténa u mySich modelt zvysené
inzulinové senzitivity a glukdzové tolerance (Younis et al., 2011) a u Nrf2-null (nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2) mysi byla mozna jednim z mechanismd, které sice nezabranily
obezité vyvolané dietou, ale vedly ke zlepSeni gluk6zové homeostazy (Zhang et al., 2012).

V klinickych studiich napt. u diabetikii 1. typu s deficitem inzulinu byly zjistény vysoké
hladiny IGFBP-1 a snizené hladiny volného IGF-1 (Frystyk et al., 1999; Krsek et al., 2003).
V jinych studiich nizké hladiny IGFBP-1 predikovaly dlouhodobé rozvoej diabetu 2. typu
a poruSené glukozové tolerance u populace stfedniho véku (Petersson et al., 2009) a také
mortalitu na ischemickou chorobu srde¢ni (Laughlin et al., 2004) a byly spojeny
s metabolickym syndromem (Kalme et al., 2005), poruSenou gluk6zovou toleranci a diabetem
(Rajpathak et al., 2008; Heald et al., 2001). Byla také popsadna inverzni asociace mezi IGFBP-
1 vséru a kardiovaskularnimi rizikovymi faktory (Heald et al., 2001) a makrovaskuldrnimi

komplikacemi (Wheatcroft et al., 2003).

4.5.2 Asociace vysokych hladin IGFBP-1 a inzulinové rezistence

Existuji vSak také studie, kde jsou vysoké hladiny IGFBP-1 spojeny se stavy inzulinové
rezistence. U potkanli s experimentalnim diabetem byl diabetes spojen vétSinou se
vzestupem IGFBP-1 vséru a jeho expresi v jatrech a tyto zmény byly normalizovany
lécbou inzulinem (Han et al.,, 2006; Pao et al., 1992, Luo et al.,, 1992). U IGFBP-1
transgennich mysi v jiné studii byla zjiSténa rtistova retardace, porusend tolerance glukozy a

mirnd inzulinova rezistence v kosternim svalu a jatrech (Murphy, 2000). Chirurgické
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odstranéni visceralniho tuku u mirn€ obéznich potkanti bylo spojeno s asi 70% poklesem

IGFBP-1 v séru a se zlepSenim jaterni inzulinové senzitivity (Barzilai et al., 1999).

Z uvedenych studii vyplyva, ze vztah mezi hladinami IGFBP-1 a stavem glukozové
homeostazy neni jednoznalny. Rajpathak et al. se domnivd, Ze s ndriistem inzulinové
rezistence u obezity a diabetu vedou rostouci hladiny inzulinu ke zvyseni produkce jaterniho
IGF-1 a zaroven ke sniZeni produkce IGFBP-1 a jeho sérovych hladin, a tim ke zvySeni
hladin volného bioaktivniho IGF-1, coz by mohl potencidln¢ byt kompenzacni
mechanismus pii inzulinové rezistenci. Popisovany byly vsak také zvySujici se hladiny
IGFBP-1 béhem trvani diabetu 2. typu ziejmé v dasledku nartistajici inzulinové rezistence
(Rajpathak et al., 2009). Vysoka jaterni inzulinova rezistence byla zfejm¢ také dtvod, proc¢
intenzivni inzulinovéa 1é¢ba u pacientll na intenzivni pé¢i nemela vliv na jaterni ani sérové

hladiny IGFBP-1 (Mesotten et al., 2002).

Obrazek 7: Kompenzaéni zvySeni volného IGF-1 pri inzulinové rezistenci a jeho ,insulin-like“ ucinky
(IGF-1, inzulinu podobny rustovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein; MK, mastné kyseliny, PEPCK,

fosfoenolpyruvat karboxykinaza).

Obezita
Diabetes 2. typu

Insulin-like uéinky IGF-1:
+ Vychytavani glukézy, MK
| Exprese PEPCK (inhibice glukoneogeneze)

Inhibice lipolyzy
Zvyseni proteosyntézy -
Efekty:

Snizeni glykémie, inzulinémie
Zvyseni inzulinové senzitivity

4.6 IGFBP-2 a glukézovy metabolismus

Fyziologicka tuloha IGFBP-2 a jeho metabolicka regulace u lidi zlstava stale objasnéna jen
castecné. Z nekterych predchozich studii se zda, ze hladiny IGFBP-2 jsou spise nez akutnimi
zménami inzulinu, (jako je tomu u IGFBP-1) (Arafat et al., 2009), ovliviiovany chronicky
zvySenymi hladinami inzulinu, napf. u inzulin-rezistentnich jedincti. Sérové hladiny IGFBP-
2 se u zdravych subjektll nezménily po zvySeni inzulinémie postprandidlné, po infuzi glukozy,

po akutni stimulaci inzulinem (Clemmons et al., 1991) ani po oralnim glukézovém
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toleran¢nim testu (Chen et al, 2006), zatimco la¢néni bylo v jiné studii spojeno
s prechodnym vzestupem IGFBP-2 v séru (Chen et al., 2005; Clemmons et al., 1991).

Ve studii Arafata et al. byl IGFBP-2 nezavisly prediktor bioaktivity IGF-1 a inzulinové
senzitivity. Subjekty s poruSenou glukézovou toleranci zde mély sniZené hladiny IGFBP-
2 v séru (spolu s IGFBP-1) (Arafat et al., 2009). Nizké hladiny IGFBP-2 byly zjiStény dale
napf. u metabolického syndromu (Heald et al., 2006), u déti narozenych jako SGA (small for
gestational age) negativné korelovaly s kardiovaskularnimi rizikovymi faktory vcetné
HOMA-indexu (de Kort et al., 2010). Yau a Wheatcroft popisuji, ze IGFBP-2 byva sniZen u
obezity a diabetu 2. typu a Ze zvySena exprese IGFBP-2 u mysi chrani pied obezitou a
inzulinovou rezistenci/diabetem 2. typu (Yau et al., 2014; Wheatcroft et al., 2007).

U obéznich prepubertadlnich déti koreloval sérovy IGFBP-2 pozitivné s inzulinovou
senzitivitou (Claudio et al., 2010). Tyto nalezy se mohou zdat prekvapivé v tom smyslu, Ze
IGFBP-2 by m¢l snizovat biologickou dostupnost IGF-1 (Wheatcroft et al., 2007), ktery ma
metabolicky pfiznivé ucinky. IGFBP-2 mRNA exprese v podkozni tukové tkani bficha
obéznich prepubertalnich déti v této studii pozitivné korelovala s procentem tukové tkané
nezavisle na inzulinové senzitivité, s kterou vsak korelovala negativné (Claudio et al., 2010).
Nékolik studii také ukazalo, ze hladina IGFBP-2 je pozitivné ovliviiovdna leptinem. Leptin
zvySil IGFBP-2 mRNA i protein v lidskych svalovych buiikach i u ovci v kosternim svalu
paralelné se zvySenim inzulinové signalizace a zlepSenim glukézové tolerance (Yau et al.,

2014).

Obrdazek 8: IGFBP-2 a glukézovy metabolismus (IGFBP-2, IGF-vazebny protein-2).

Metabolicky syndrom

Obezita ]
Diabetes 2. typu — | | IGFBP-2 v séru

Porucha glukézové tolerance

Ochrana pred obezitou,
— inzulinovou rezistenci

TIGFBP-2 diabetem 2. typu

2Zvyseni inzulinové senzitivity

Lacnéni — |} IGFBP-2 v séru
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4.7 IGFBP-3 a glukézovy metabolismus

IGFBP-3 je nejvice zastoupenym vazebnym proteinem IGF-1 v séru, vaze asi 80-90%
cirkulujiciho IGF-1 v tzv. ternarnim komplexu (Rajpathak et al., 2009; Hall et al., 1999), ¢imz
sniZuje jeho biologickou dostupnost, a tak potencialné zvysuje riziko diabetu (Rajpathak et
al., 2009). Biodostupnost IGF-1 mutze byt u subjektd sinzulinovou rezistenci zvysena
stimulaci IGFBP-3 proteolytické aktivity (IGFBP-3 PA), ktera je také regulovana inzulinem
(Bang et al., 1998).

Jak studie experimentalni, tak klinické vsak pfinaseji z hlediska vzajemného vlivu poruch
glukézového metabolismu a hladin IGFBP-3 nesourodé vysledky.

Podle nékterych experimentalnich studii je transgenné zvySena exprese IGFBP-3 u mysi
spojena s porusenou glukozovou toleranci, inzulinovou rezistenci, snizenym vychytavanim
glukézy ve svalu a tukové tkani (Chan et al., 2005; Silha et al., 2002; Kim et al., 2007) a
snizenim syntézy glykogenu (Kim et al., 2007). IGFBP-3 v tukové tkani také sniZzoval
translokaci GLUT4 na plazmatickou membranu, snizoval fosforylaci Akt (Chan et al., 2005),
fosforylaci INS-R a expresi adiponektinu v adipocytech (Kim et al., 2007). ZvySena exprese
hIGFBP-3 v beta-buitkdch pankreatu u mysi zpomalila clearance inzulinu a snizila sekreci
inzulinu stimulovanou glukézou v ostriivkach (Nguyen et al., 2011). Mys$i se zvySenou
expresi mutovaného IGFBP-3, bez schopnosti vazby IGF-1, mély inzulinovou rezistenci
v souvislosti s hyperplazii beta-bun¢k, ale mysi se zvySenou expresi normalniho IGFBP-3
mély mensi mnozstvi beta-bunék a snizenou sekreci inzulinu (Nguyen et al., 2015). Zajimavé
je, ze zvySené hladiny inzulinu a glukézy nala¢no mély také mysi s vyfazenym genem pro
IGFBP-3. Vytazeni tohoto genu zde vsak pravdépodobné souviselo s relativné normalni
glukézovou toleranci po stimulaci inzulinem (zachovanou citlivosti na inzulin) i pfes snizeny
bazalni metabolismus, vy$s§i hmotnost, zvySenou bazalni jaterni produkci glukozy a jaterni
steatozu téchto mysi (Yamada et al., 2010).

se, Ze miiZze mit ilohu v rozvoji inzulinové rezistence vyvolané cytokiny. Ve studii Kima et
al. zabranil blokator IGFBP-3 ¢aste¢né inhibicnimu vlivu TNFa na gluk6zovy transport (Kim
et al., 2007). V jiné studii na lidskych adipocytech vSak IGFBP-3 naopak blokoval TNFa
indukovanou inhibici vychytavani glukézy na IGF nezavislém zptisobu (Mohanraj et al.,
2013).

Na rozdil od IGFBP-1 koreluje IGFBP-3 pozitivné s hladinami inzulinu a C-peptidu
nalac¢no a uvadi se, ze vysoké hladiny IGFBP-3 mohou byt rizikovym faktorem inzulinové

rezistence a diabetu 2. typu (Rajpathak et al., 2009). U potkani se STZ indukovanym
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diabetem byly vSak zjistény snizené hladiny IGFBP-3 v séru i v jatrech a tyto zmény byly
lécbou inzulinem normalizovany (Han et al., 2006). Cordain et al. ale popsal, Ze
hyperinzulinémie snizuje IGFBP-3 (Cordain et al., 2003). Existuji klinické studie, kde byly u
pacientu s diabetem 2. typu (Yamada et al., 2010) ¢i obezitou (Krsek et al., 2003) zjiStény
snizené sérové hladiny IGFBP-3, ale také zvySené sérové hladiny IGFBP-3 (Frystyk et al.,
1999). U obéznich adolescentl byla pozitivni korelace mezi IGFBP-3 proteloyzou a ukazately
obezity a inzulinové rezistence (Mohanraj et al., 2013). Pacienti s diabetem 1. typu méli bud’
normalni (Frystyk et al., 1999) nebo snizené hladiny IGFBP-3 (Thrailkill, 2000; Krsek et al.,
2003).

Obrazek 9: 1IGFBP-3 a glukézovy metabolismus (GLUT, glukézovy transportér; IGFBP-3, IGF-vazebny

protein-3; INS-R, inzulinovy receptor).

Porucha glukézové tolerance
Inzulinova rezistence
| Vychytavani glukoézy
I Syntéza glykogenu

TIGFBPé exprese umysi | —

} GLUT4

IGFBP-3 v tuku — ! fosforylace Akt
|} fosforylace INS-R

| exprese adiponektinu

Pokud shrneme zavéry z dosud provedenych praci, ukazuje se, ze u pacienti s obezitou a
diabetem 2. typu jsou nejcastéji zjistovany normalni (Frystyk et al., 1999) nebo sniZené
(Rasmussen et al., 2006) hladiny celkového IGF-1, zvySené hladiny volného IGF-1,
sniZené hladiny IGFBP-1 a -2, normalni nebo zvySené hladiny IGFBP-3, sniZené hladiny
GH a zvySené hladiny GHBP (Scacchi et al., 1999; Frystyk et al., 1999).

4.8 Regulace IGF komponent hladinou glukézy

V kultufe hepatocytl potkanich féti vedla glukéza (5-20 mmol/l) ke zvySeni IGF-1 a IGF-2
mRNA exprese a paralelné¢ i sekrece jejich peptidi (Goya et al., 1999). V ostrivcich
pankreatu u potkanti vedla 24 h expozice hyperglykémii (25 mmol/l) ke zvySeni genové
exprese IGF-1R a INS-R (Raile et al., 2005).

Expozice ptrechodné vysoké koncentraci glukézy snizila uvoliiovani IGF-1 a IGFBP-2
v kultuie fetalnich neuroepitelidlnich bunék a potlacdila rist indukci apoptozy, ¢imz by

hyperglykémie mohla piispivat k rozvoji diabetické neuropatie (Giannini et al., 2008).
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V jiné studii bylo zjisténo, ze hyperglykémie zplsobuje signalni ,,switch® u endotelialnich
vaskularnich bun¢k a bunék hladkého svalstva, ktery naopak vede ke zvySené citlivosti
k ristovym u€inkim IGF-1, coz se mulze uplatiiovat v patogenezi retinopatie a
aterosklerozy (Clemmons et al., 2011).

Hladiny glukézy samy o sobé nezavisle na hladinach inzulinu hraji také roli v regulaci IGF-
IR v ledvin¢é potkanl s chronickym trvanim diabetu (Weiss et al., 1995). Vysoka hladina
glukézy (25 mmol/l) zvysila exprese proteini IGF-1, IGF-1R a IRS-1 v mezangialnich
buiikach jak u experimentalniho modelu ROP (glomerulosclerosis-prone ragged,
olygosyndactilism, pintail) my$i nachylnych ke glomeruloskleroze, tak u kontrolnich mysi
rezistentnich ke glomeruloskleréze (Fornoni et al., 2006). V jiné studii pak vysoka
koncentrace glukdzy (25 mmol/l) v mysich mezangialnich bunkach snizila mRNA expresi i
sekreci IGFBP-2, coz by mohlo souviset se zvySenim citlivosti mezangialnich bunék k IGF-1
a proliferacni odpovédi vedouci k rozvoji diabetické glomerulosklerézy (Horney et al.,
1998). Studie na prasecich epitelidlnich buiikdch proximalnich tubulG zas naznalila, ze
zvyseny oxidacéni stres dany vysokou glykémii zvysSuje IGFBP-3 expresi vedouci k apoptdze
téchto bun¢k (Yoo et al., 2011).

Zajimavé je, Ze inhibi¢ni vliv inzulinu na mRNA expresi a sekreci IGFBP-1 z izolovanych
potkanich hepatocytl vymizel s rostouci koncentraci glukézy (Arany et al., 1993).

Sekrece IGFBPs z fetalnich potkanich ostrivk(l pankreatu byla pozitivné spojena

s koncentracemi glukdzy nad fyziologické rozmezi (Hill et al., 1992).

5. VYZNAM PS85ALPHA PODJEDNOTKY PI3K (FOSFATIDYLINOSITOL-3-
KINAZY) VMETABOLISMU GLUKOZY A PRI VZNIKU INZULINOVE
REZISTENCE

PI3K patii do tfidy 1A 3-kinaz (Sheperd et al., 1998), je ustfedni komponentou evolucné
konzervované signalni drahy GH/IGF-1 a inzulinu a pfenosem signalit z odpovidajiciho
receptoru na dalsi signalni molekuly (Wang et al., 2013) zprostfedkovava a reguluje jak

metabolické u¢inky inzulinu, tak a¢inky GH/IGF-1 stimulujici rast (Luo et al., 20006).

5.1 Podjednotky PI3K

PI3K je heterodimericky enzym slozeny z regula¢ni podjednotky p85 (p85alpha, p55alpha,
p50alpha nebo p85beta), kterda je pevné spojena skrze C-terminalni strukturu, sestavajici ze

dvou SH2 domén, s katalytickou podjednotkou p110 (p110alpha nebo p110beta) (Ueki et
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al., 2000), pricemz kazdd znich existuje v n€kolika izoformach. Dvé¢ hlavni regulacni
izoformy jsou p85alpha (Pik3rl) a p85beta (produkty dvou genil) a tfeti genovy produkt je
pS5gamma. Navic jsou znamy tii varianty splicingu p85alpha, a to p85alpha, p55alpha a
p50alpha, které tvoii 70-80% celkové regulaéni podjednotky PI3K. P8Salpha se z nich vSak
jevi jako nejzastoupenéjsi izoforma (Draznin, 2006). Varianty splicingu pS50alpha a
p55alpha jsou podobné jako p85alpha také exprimovany ve tkanich citlivych na inzulin jako
je tuk, svaly a jatra a maji diileZitou ulohu p¥i inzulinové signalizaci (Chen et al., 2004).
P50alpha také tvori heterodimer s p110 a ma znacné vyssi kapacitu aktivovat asociovanou

PI3K po stimulaci inzulinem a méa vyssi afinitu k IRS-1 fosforylovanému na tyrosinu nez jiné

varianty (Inukai et al., 1997).

5.2 Interakce p85alpha s ostatnimi molekulami inzulinové signalni kaskady

PI3K je stimulovana asociaci s receptory pro tyrosin-kinadzu a intracelularnimi substraty
fosforylace tyrosinu (Inukai et al., 1997). Interakce mezi IRS proteiny a PI3K je soucasti
vsech tii signalnich drah inzulinu, IGF-1 a GH (Trobec et al., 2011) (Obrazek 5).
V adipocytech hnédé tukové tkané potkanich plodi inzulin/IGF-1 stimuloval fosforylaci
tyrosinu na IRS-1 a IRS-2, jejich asociaci s p85alpha a aktivaci PI3K (Valverde et al., 1998).
V jiné studii inzulin/IGF-1 stimuloval vazbu INS-R/IGF-1R k IRS-1/IRS-2 a vazbu IRS-
1/IRS-2 k p85alpha (Talbot et al., 2012). V nékolika studiich se pokles hladin p85alpha
vyskytoval simultanné s poklesem dalSich intermediarnich molekul a s PI3K spojenych
proteinti zapojenych v inzulinové signalni draze véetné INS-R (Colomiere et al., 2009;
Fernandez-Twin et al., 2014; Ishizuka et al., 1999). Pfi inhibici PI3K v izolovanych
adipocytech doslo ke zvySeni inzulinem stimulované fosforylace IRS-1 na tyrosin-vazebnych
mistech pro p85alpha, coz bylo spojeno se zvySenou asociacis p85alpha. To naznacuje

zpétnovazebnou regulaci mezi p85alpha a INS-R-IRS-1 (Hers et al., 2002).

5.3 Mechanismy primého negativniho ucinku p85alpha na signalni drahu PI3K/Akt

vvvvvv

pracech zdivodnovan nékolika mechanismy, a to jak na PI3K zavislymi (Draznin, 2006), tak
na PI3K nezavislymi (Chagpar et al., 2010).

Luo et al. popsal, Ze p85alpha regulac¢ni podjednotka je nutna k zajisténi na inzulinu zavislém
presunu PI3K do plazmatické membrany (Luo et al., 2005). Yu et al. popsal dva vlivy
p85alpha na pllOalpha: konformacni stabilizaci katalytické podjednotky a inhibici jeji

kindzové aktivity (Yu et al., 1998). Ueki i Brachmann déle naznacili, Ze optimalni signalizace
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dréhy PI3K zéavisi na kritické molekularni rovnovdze mezi regulacnimi a katalytickymi
podjednotkami a proteiny IRS (Ueki et al., 2002 -B; Brachmann et al., 2005).

Jedna hypotéza negativniho vlivu p85alpha na PI3K aktivitu piedpokladd, ze za normalnich
okolnosti existuje regulacni podjednotka ve stechiometrickém nadbytku ke katalytické
podjednotce, coz vede k urcitému poctu volnych monomert p85alpha, které nejsou spojeny
s p110alpha katalytickou podjednotkou. Dle autorti tak zvySeni nebo sniZeni exprese p85alpha
posouva rovnovahu bud’ ve prospéch volné p85alpha nebo p85alpha-p110alpha komplexi,
pricemz pouze komplexy jsou zodpovédné za aktivitu PI3K. A jelikoz p85alpha monomer
a p85alpha-pl10alpha heterodimer soutézi spolu o stejné vazebné misto na tyrosin-
fosforylovaném IRS proteinu, tato nerovnovaha pak mize vést bud’ ke zvySené nebo ke
snizené PI3K aktivité (Draznin, 2006).

Luo dale naznacil dal$i moznost pfimého inhibi¢niho vlivu p85alpha na PI3K signalizaci, a to
sice formaci sekvestracniho komplexu mezi p85alpha a IRS-1, ktera vede k signalni inhibici

IRS-1 (Luo et al., 2005).

5.4 Mechanismy neprimého negativniho ucinku p85alpha na signalni drahu PI3K/Akt
Ueki vSak ve studii, kde p85alpha (-/-) buitky mély 50% snizeni aktivity PI3K, ale jen 30%

snizeni aktivity Akt (Ueki et al., 2003), naznacil existenci mechanismd, kterymi regulacni
podjednotky upravuji signaly vedené PI3K nezavisle na jeji kindzové aktivité, distaln¢ od
PI3K, prostfednictvim interakce s dalSimi signalnimi molekulami (Ueki et al., 2000). Také
Brachmann naznacil, ze p85 podjednotky mohou hrat negativni roli v inzulinové
signalizaci nezavisle na jejich roli coby mediatory PI3K aktivace (Brachmann et al.,
2005), a to n¢kolika dal§imi mechanismy, napt. skrze JNK (Taniguchi et al., 2007), glykogen
syntazu (Ueki, 2003), akumulaci nukledrniho X-box-vazebného proteinu-1 (XBP-1) (Winnay
et al., 2010) aj.

Jina a asi pravdépodobnégjsi hypotéza (Chagpar et al., 2010) piedpoklada, ze p85alpha je
dualni regulacni protein jak pro p110-PI3K, tak pro PTEN-PIP3 fosfatazu. P110-PI3K vede
k tvorbé klicového signalniho lipidu PIP3, ktery je defosforylovan PIP3-fosfatazou-PTEN
na PIP2 (Obrazek 5). Chagpar et al. prokazal, ze p85alpha se miize piimo vazat a stimulovat

aktivitu fosfatazy PTEN, coz vede k defosforylaci PIP3, a tedy ke sniZeni aktivity Akt.
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Obrazek 10: Utinky p85alpha na aktivitu Akt (Akt, proteinkindza Akt; p85alpha, p85alpha podjednotka PI3K
(fosfatidylinositol-3-kindzy); pl10alpha, pll0alpha podjednotka PI3K; PTEN, phosphatase and tensin

p85alpha Jp110alpha) — T Akt
p85alpha | PTEN |—»| | Akt

Inhibi¢ni ucinek p85alpha na pl10alpha katalytickou aktivitu se ukazal byt zavisly na p85 N-

homolog).

konci (SH3-BH (Bcl-2 homologni) doména p85alpha), coz je v souhlasu stim, ze PTEN
interaguje prave s touto oblasti p85alpha, jak se dfive spekulovalo. Tato oblast vSak neni
pfitomna u mensich izoforem p55alpha a p50alpha (Chagpar et al., 2010). P85alpha vaze a
stablizuje preferencné pl10alpha, proto kdyZ je p85alpha v nizké koncentraci, je vSechna
vazana na pl10alpha (Ueki et al., 2002 -B). Ve chvili, kdy je p110alpha saturovana, miiZe
se prebyvajici volna p85alpha vazat na PTEN a pozitivné regulovat jeji fosfatazovou
aktivitu. PI3K signalizace je u normalnich mysi pfechodna jako vysledek rovnovahy mezi
produkci PIP3 stimulovanou komplexem p85alpha-pl10alpha a defosforylaci PIP3
stimulovanou komplexem p85alpha-PTEN (Chagpar et al., 2010). Taniguchi zjistil, Ze mysi
se snizenou expresi p85alpha v jatrech mély zvySenou aktivitu Akt, coZ bylo spojeno se
zlepsenou inzulinovou senzitivitou, a tato zvySend aktivita Akt korelovala se zvySenim
hladiny PIP3, které bylo dano alesponl ¢aste¢né snizenou aktivitou PTEN (Taniguchi et al.,

2006).

5.5 Vliv zmén exprese p85alpha na inzulinovou/IGF-1 signalizaci-experimentalni studie

Pokud jsou tedy hladiny p85alpha sniZené, napt. pii heterozygotnim vyfazeni
Pik3r1/p85alpha (-/+), dochazi k selektivnimu poklesu komplexu p85alpha-PTEN, ale k
témét normalnimu mnozstvi komplexu p85alpha-pl10alpha, coz vede k poruse PTEN
zprostiedkované PIP3 defosforylace a k trvale zvySenym hladinam PIP3, zvySené aktivit¢ Akt
a zvySené inzulinové senzitivité (Chagpar et al., 2010).

V experimentdlnich studiich pak heterozygotni vyfazeni p85alpha (p85+/-), resp. snizZeni
p85alpha, vedlo k zachovani inzulinové senzitivity u mysi i pfes té¢zkou obezitu (McCurdy et
al., 2012), ochran¢ pred diabetem u inzulin-rezistentnich mysi (Mauvais-Jarvis et al., 2002),

zlepSeni inzulinové senzitivity u obéznich mysi (Moriarty et al., 2009) ¢i ke snizeni
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akumulace makrofagli do tukové tkané, prozanétlivé genové exprese a sekrece chemokinti u
mysi s obezitou (McCurdy et al., 2012).

Ueki uvedl, ze heterozygotni vytazeni Pik3rl vedouci ke zvySeni produkce PIP3 a aktivity
Akt je spojeno také se sniZenou apoptézou vlivem zvysené signalizace IGF-1 (Ueki et al.,
2002 -B). Snizeni mnozstvi p85alpha tak bylo navrzeno jako mozna strategie jak zvysit
signalizaci inzulinu/IGF-1 a piipadna cesta k prodlouZeni prezivani bunék, prevenci
apoptozy bunék (Ueki et al., 2002 -B) nebo k 1é¢bé diabetu 2. typu (Mauvais-Jarvis et al.,
2002).

Pokud p85alpha uplné chybi pii homozygotnim vytazeni (p85alpha (-/-)), mlze ji nahradit
pS0alpha a regulovat aktivitu pl10alpha. P50alpha vSak neni schopna pozitivné regulovat
PTEN, jelikoz postradd pro tuto vazbu nezbytnou SH3-BH doménu, coz v kone¢ném
disledku usti také ve zvySenou a trvalou aktivitu PI3K Akt a zvySenou inzulinovou
senzitivitu (Chagpar et al., 2010). U mysi s uplnym vytazenim genu pro p85alpha (Pik3r1 (-/-
)) bylo zvySeno vychytavani glukozy v bilé tukové tkani a kosternim svalu a lepsi inzulinova
senzitivita vlivem zvySené produkce PIP3 (Terauchi et al.,, 2004; Terauchi et al., 1999).
Zajimavé je, ze 1 pSS5alpha/pS0alpha dvojity knockout ve svalu u mysi byl spojeny se
zvysenou inzulinovou senzitivitou (Chen et al., 2004).

V Hallmanové studii na ,,p85alpha null“ embryonalnich kmenovych buikach byla ztrata
p85alpha spojena s narusenou IGF-1 signalizaci, menSim vzriistem, poruchami regulace
bunécného cyklu a zvysenou apoptdzou (Hallman et al., 2003). Ztrata kompletni signalizace
tiidy 1a PI3K (p85alpha/pS5alpha/pS0alpha i p85beta) v kosternim svalu u mysi vedla
k tézké poruSe signalizace PI3K, inzulinové rezistenci ve svalu, celotélové glukdzové
intoleranci, zvySenému obsahu tuku v téle a ke sniZzeni hmotnosti svalll a velikosti svalovych
vlaken (Luo et al., 2006). Uplny ,,PI3K knockout* pak byl letalni.

V nékolika studiich naopak zvySena exprese p8Salpha vyznamn¢ inhibovala aktivitu PI3K
ve svalu u transgennich mysi nebo v kulturach svalovych bun¢k (Barbour et al., 2004;

Giorgino et al., 1997; Singleton et al., 2000).
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Obrazek 11: Vlivy zmén exprese p85alpha na aktivitu Akt (Akt, proteinkindza Akt; p85alpha, p85alpha
podjednotka PI3K (fosfatidylinositol-3-kinazy); PIP3, fosfatidylinositol-3-fosfat; PTEN, phosphatase and tensin
homolog).

| p85alpha — | pesaphaPTEN — | defosforylace PIPE . I Akt

T pBaalpha _.T p8oalpha:PTEN —> T defosforylace PIP3 —— lAkt

5.6 Vliv inzulinové rezistence na expresi p85alpha-experimentalni i klinické studie

Avsak nejen, Ze p85alpha reguluje uc¢inek inzulinu/IGF-1, plati i opa¢na interakce, ze inzulin
je vyznamnym regulatorem p85alpha podjednotky.

P85alpha v kontextu inzulinové rezistence zkoumalo velky pocet studii s tim, Ze inzulinova
rezistence byla spojena jak se zvySemou (Catalano et al., 2002; Friedman et al., 1999;
Bandyopadhyay et al., 2005; Cornier et al., 2006), tak s¢ sniZenou nebo nezménénou
(Colomiere et al., 2009; Colomiere et al., 2010; Anai et al., 1998; Kerouz et al., 1997;
Ishizuka et al., 1999; Shao et al., 2000) p85alpha mRNA expresi.

5.6.1 ZvyvSena bazalni hladina exprese p85alpha u inzulinové rezistence

ZvySena bazalni hladina exprese p85alpha byla zjisténa v klinickych pracech napt. v tukové
tkani u zen s gestacnim diabetes mellitus (GDM) (spolu se snizenim IRS-1) (Catalano et al.,
2002), dale v kosternim svalu u diabetikii 2. typu a obéznich (Tsuchida et al., 2002;
Bandyopadhyay et al., 2005), v kosternim svalu u osob na vysokotukové dieté (Adochio et al.,
2009), u téhotnych Zen nebo u Zen s GDM (Friedman et al., 1999). ZvySeni exprese p85alpha
v kosternim svalu oznacil Cornier et al. za jednu z moznych prvnich molekularnich poruch
v mechanismu inzulinové rezistence spojené s piejidanim u lidi (Cornier et al., 2006).
Ukazalo se, ze zvySeni p85alpha exprese hraje také kliCovou roli v inzulinové rezistenci a
svalové atrofii vyvolané glukokortikoidy (Kuo et al., 2012; Singleton et al., 2000).
Experimentalné pak byla zvysena p85alpha také v tukové tkani u obéznich mysi krmenych

vysokotukovou dietou (McCurdy et al., 2012).

5.6.2 Snizena bazalni hladina exprese p85alpha u inzulinové rezistence

Nekteré klinické prace vsSak ukazaly snizenou p85alpha expresi Casto spolu s dal§imi

molekulami inzulinové signalni kaskady, véetné GLUT4 (Colomiere et al., 2009; Colomiere
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et al.,, 2010; Vaag et al., 2006), IRS-1 a pl110 (Ozzane et al., 2006) u obezity ¢i inzulin-
rezistentnich stavi, napt. v placenté (Colomiere et al., 2009) nebo kosternim svalu (Colomiere
et al., 2010) Zzen s GDM lé¢enych inzulinem s jesté nizsi expresi u obéznich z nich (Colomiere
et al., 2009) ¢i v tukové tkani u muzd s nizkou porodni hmotnosti (Ozzane et al., 2006) nebo
ve svalu u osob narozenych jako SGA (Vaag et al., 2006). Experimentalné pak v tuku u
potomkil obéznich mysi (Fernandez-Twinn et al., 2014), v jatrech mysSiho ob/ob modelu
inzulinové rezistence a obezity/diabetu 2. typu (Kerouz et al., 1997; Anai et al., 1998) nebo
v kosternim svalu u mys$i s GDM (Ishizuka et al., 1999).

5.6.3 Vliv akutni stimulace inzulinem na expresi p85alpha

U zdravych stihlych kontrolnich subjektii vedla akutni hyperinzulinémie (clampy) v n¢kolika
studiich ke zvySeni exprese p85alpha v podkoZni tukové tkani (Faraj et al., 2008; Faraj et
al., 2006; Ducluzeau et al., 2001; Andreelli et al., 1999) nebo ve svalu (Lefai et al., 2011,
Ducluzeau et al., 2001, Andreelli et al., 1999), a to i u dospélych s GH deficitem pted i po 1
roce 1écby thGH (Khalfallah et al., 2001). AvSak u diabetiku 2. typu ¢i osob s inzulinovou
rezistenci nebyla tato stimulace ziejmée pro defekt v regulaci a i€inku inzulinu na p85alpha
pritomna (Lefai et al., 2001; Ducluzeau et al., 2001; Andreelli et al., 1999).

V nékterych studiich vSak byl pozorovan stimulacni efekt inzulinu na p85alpha i u subjektd
s obezitou, inzulinovou rezistenci a/nebo diabetem (Anai et al., 1999; Tsuchida et al., 2002),
konkrétné¢ napf. ve studii u inzulin-rezistentnich nediabetickych obéznich pacient, u
hyperglykemickych diabetikti 1. typu ve svalu a tukové tkani (Ducluzeau et al., 2001) a ve
svalu u muzii s nizkou porodni hmotnosti (Jensen et al., 2008).

Experimentalné byla sniZzena inzulinem stimulovana fosforylace tyrosinu p85alpha ve svalu
a tukové tkani u modelu mysi s obezitou, inzulinovou rezistenci a diabetem 2. typu (Shao et
al., 2000). U jiného potkaniho modelu inzulinové rezistence nevedl inzulin ke zméné
mnozstvi p85alpha asociované s fosfo-tyrosinem IRS oproti kontrolnim potkantim (Furuhata
et al., 2002). Nicméné v jatrech potkanti na vysokotukové dieté inzulin zvysil p85alpha a

aktivity spojené s aktivaci PI3K a IRS-1 a -2. (Anai et al., 1999).

5.7 GH regulace p85alpha exprese a vztah k inzulinové rezistenci

P85alpha je jednim ze souboru identifikovanych genii regulovanych GH (napf. spolu
se SOCS2, IGF-1 aj.) (Chen et al., 2009). Dulezita uloha GH pii regulaci exprese p85alpha
podjednotky byla prokdzana v bilé tukové tkani u mysi. Exprese p85alpha byla snizend v bilé
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tukové tkani mysi s izolovanym deficitem GH a doslo k rychlému navyseni jeji exprese po
podani GH. Naopak u mysi s chronickym nadbytkem GH byla p85alpha exprese v tuku
zvySend a ke zvySeni doslo také v 3T3-F442A adipocytech pfi jejich 1écbé/inkubaci s GH.
Ukazalo se, ze GH skrze regulaci exprese p85alpha ovliviiuje aktivitu PI3K v tukové
tkani. Inzulinem stimulované zvyseni aktivity PI3K bylo signifikantni u mysi s GH deficitem,
ale nikoli u mysi s nadbytkem GH (del Rincon et al., 2007).

I dalsi studie naznalily pfimy vztah mezi nadbytkem GH a stimulaci tkinové exprese
p85alpha a naslednym rozvojem inzulinové rezistence (de Castro Barbosa et al., 2009;
Barbour et al., 2005). Napf. u potkan se zvySenou produkci GH byla zvySena exprese
p85alpha ve svalu spolu se snizenim GLUT4 ve svalu a tukové tkani, snizenim fosforylace
IRS-1, -2 a Akt a naopak zvySenim fosforylace tyrosinu JAK2 a STATS ve svalu (de Castro
Barbosa et al., 2009). V jiné studii mély mysi p85beta (-/-) v reakci na GH zvySenou expresi
p85alpha a snizenou inzulinem stimulovanou aktivitu PI3K ve svalu. Na rozdil od toho mély
myS$i p85alpha (-/+) se sniZenou expresi p85alpha zachovanou inzulinovou senzitivitu a
aktivitu PI3K. Barbour zde naznacuje moznost inhibice p85alpha jakozto terapeutické
strategie pro zvySeni inzulinové senzitivity ve svalu (Barbour et al., 2005). V pfedchozi studii
téchto autortt vedl u my$i lidsky placentdrni GH také k vysoce signifikantnimu nartstu
p85alpha v kosternim svalu, zaroven ke snizené inzulinem stimulované translokaci GLUT4
do plazmatické membrany, snizené expresi INS-R a ke snizené schopnosti inzulinu stimulovat
asociaci p110alpha s IRS-1 (Barbour et al., 2004).

Predpoklada se, ze PI3K zvySuje sekreci adiponektinu z 3T3-L1 adipocytt (del Rincon et al.,
2007; Pereira et al., 2005). Ve studii del Rincona et al. zvysila zvySena exprese GH u mysi
expresi p85alpha, (¢imzZ se snizuje aktivita PI3K), a zna¢n¢€ snizila adiponektin, zatimco GH
deficit snizil p85alpha, (zvysila se aktivita PI3K), a zvysil adiponektin v epididymalnim tuku
u mys$i (del Rincon et al., 2007).

6. VYZNAM KOMPONENT OSY GH/IGF-1 PRO TUKOVOU TKAN

6.1 GH/GH-R/GHBP a tukova tkan

6.1.1 GH a jeho uloha v adipogenezi

Garten et al. oznacil tukovou tkan jako hlavni cil u¢inku GH (Garten et al., 2012). GH
zprostiedkovava své ucinky na tukovou tkan ptes své specifické receptory (GH-R) pfitomné

jak na preadipocytech, tak na zralych adipocytech (Richelsen, 1997). Béhem diferenciace
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preadipocyti v adipocyty 3T3-L1 mysi byla exprese GH-R vyznamné zvySena (Zou et al.,
1997). GH muze pusobit také nepiimo skrze GH indukovanou sekreci IGF-1 (Richelsen,
1997; Coleman et al., 1994). Zjistilo se, ze GH zvySuje zasobu preadipocyti stimulaci
jejich proliferace/mitogeneze prostiednictvim stimulace IGF-1. Po pfidani monoklonalni
protilatky anti-IGF-1 byl tento mitogenni efekt hGH potlacen (Wabitsch et al., 1996 -A). Ve
studii Fleenora et al. stimuloval GH zvysSeni IGF-1 mRNA v diferencujicich se, ale nikoli
v nediferencovanych buiikdch (Fleenor et al., 2006).

Naproti tomu GH inhiboval diferenciaci bovinnich preadipocyti ve zralé adipocyty, a to
skrze inhibici exprese C/EBPa (vazebny protein a CCAAT enhanceru) zavislou na STAT5b a
skrze inhibici exprese PPARy na STATS5b nezavislou (Zhao et al., 2014). Lidsky GH snizoval
pocet diferencujicich se lidskych preadipocytii a potlacoval v nich expresi glycerol-3-fosfat
dehydrogenazy (GPDH), markeru diferenciace tukové tkané¢ (Wabitsch et al., 1996 -A). V jiné
studii vSak GH v diferencujicich se 3T3-F442A preadipocytech aktivitu lipogenniho enzymu
GPDH stimuloval, ale mél zanedbatelny ucinek na jeho aktivitu v diferencovanych
adipocytech (Dietz et Schwarz, 1991). Podani anti-IGF-1 nepotlacilo snizeni diferenciace
preadipocytd indukované hGH (Wabitsch et al., 1996 -B), coz svéd¢i pro efekt GH nezavisly
na IGF-1. V nov¢ diferencovanych adipocytech mél GH pifimou antiadipogenni aktivitu, vedl
k potlaceni vychytavani glukézy a lipogeneze, stimuloval lipolyzu (Wabitsch et al., 1996 -A).
GH tak sniZuje objem zralych adipocyti, ¢imz potlacuje expanzi tukové tkan¢€ a snizuje

mnozstvi télesného tuku (Bliiher et al., 2005).

Obrazek 12: Utinky GH na vyvoj tukové tkané (C/EBPa, vazebny protein « CCAAT enhanceru; GH, ristovy
hormon; IGF-1, inzulinu podobny rastovy faktor-1; PPARy; receptor y aktivovany peroxisomovymi

proliferatory).
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6.1.2 Vliv iéinku GH na mnozstvi tukové tkané
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(Berryman et al., 2004; Oberbauer et Murray, 1998).
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Lécba in vivo a inkubace in vitro tukové tkan¢ nebo izolovanych adipocyti s GH vede ke
snizeni transportu glukézy a snizeni lipogeneze, predevsim na Girovni genu syntazy mastnych
kyselin (Louveau et Gondret, 2004). U transgennich mys$i se zvySenou expresi bGH (bovinni
GH) byla naznacena urcita odolnost viic¢i dietou indukované obezité oproti kontrolnim a GH-
R (-/-) my$im (Berryman et al., 2006).

Podobné snizovala 1é¢ba GH mnozstvi tukové hmoty u divek s Turnerovym syndromem
(Gravholt et al., 2002). Podani GH u pacientti s GH deficitem snizilo celkovy a visceralni tuk
(Beauregard et al., 2008) a zvysilo beztukovou télesnou hmotu (lean body mass-LBM)
(Cuneo et al., 1998). Plockinger a Reuter pak u pacientli s akromegalii popsali snizené
mnozstvi tukové tkan¢ prave vlivem GH zprosttedkované suprese akumulace lipidd a zvysené
lipolyzy (Plockinger et Reuter et al., 2008).

Naopak mysi s deficitem nebo nizkymi hladinami GH m¢ly abnormaln¢ velké zasoby tuku
i pres normalni piijem energie (Donahue et Beamer, 1993), resp. vyss§i mnozstvi bilého tuku
ve srovnani s kontrolni skupinou (Oberbauer et Murray, 1998). List et al. popsal u GH-R (-/-)
mysi jejich dvé nejzietelnéjSi charakteristiky- extrémni inzulinovou senzitivitu
v pritomnosti obezity a mimo to také dlouhovékost (List et al., 2011). Zajimavé je, ze tyto
myS$i nemaji zadny prospéch z kalorické restrikce, co se tyCe inzulinové senzitivity a
dlouhovékosti (Bonkowski et al., 2009). Odstranéni tuku témto mysim zaroven nezlepsilo, ale
spise zhorsilo inzulinovou signalizaci na rozdil od normalnich mysi, coz naznacuje, Ze p¥i
absenci signalizace GH je sekreé¢ni aktivita visceralniho tuku zna¢né zménéna a necekané
vykazuje zvySenou inzulinovou senzitivitu (Masternak et al., 2012).

Déti s deficitem GH mély zvétsené adipocyty a jejich pocet byl nizsi ve srovnani se zdravymi
détmi, tyto zmény se po podani GH upravily do normalu (Wabitsch et al., 1996 -A). Olarescu
et al. ve své studii popsala signifikantni zlepSeni inzulinové rezistence a pokles vaskularniho
endotelového rustového faktoru (VEGF) a monocytarniho chemoatrakéniho proteinu-1
(MCP1) po 1écbé akromegalie i pres nariist celkového mnoZstvi tuku. Domniva se, Ze
expanze tukové tkané nemusi byt nutn€ spojena s poruSenim inzulinové senzitivity, jelikoz
normalné funkéni tukova tkéan chrani pted diabetem pfedevsim tim, Zze slouzi ke skladovani

VMK (Bays, 2011; Olarescu et al., 2014).

6.1.3 Paradoxni ,,insulin-like* u¢inek GH

Ucinek GH na tukovou tkan viak zavisi na dobé jeho efektu. Jiz v roce 1991 poukazali Meller

a Jorgensen na zaznamy o paradoxnich ,insulin-like* ucincich GH pozorovanych na
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pacientech s dlouhodobym nedostatkem GH v ivodu po podani GH. To, zda souvisely se
zvySenim aktivity IGF-1, nebylo jasn¢ vysvétleno (Meller et Jorgensen, 1991).

Cetné studie ukazaly, ze ve tkanich s pFedchozi deprivaci GH je kratkodoba stimulace
pomoci GH schopna napodobit ufinky inzulinu, vcetné¢ stimulace vychytavani
aminokyselin, glukézy a lipogeneze (Perrini et al, 2008). 4 hodinovd inkubace
diferencovanych adipocytti s hGH prechodné zvysila oxidaci glukdzy a akumulaci lipida, ale
po 48 hodinach jiz hGH tyto procesy inhiboval (Schwartz et Carter-Su, 1988). Také
Oberbauer et al. zjistil, ze Casna prfechodna expozice zvySenym hladinam GH u mysi vedla asi
k 300% nartstu bilé tukové tkané vlivem hypertrofie a hyperplazie adipocytli a Ze tento efekt
byl spojen se zvySenim hladin inzulinu (Oberbauer et al., 1997). Inkubace izolovanych
adipocytti podkozni tukové tkan¢ s GH u déti s GH deficitem vramci Prader-Williho
syndromu vedla ke stimulaci inzulinem indukované lipogeneze, ale nemé¢la vliv na inzulinem
indukovanou inhibici lipolyzy (Kamel et al., 1998). Bjorgell et al. uvedl, Ze antilipolyticky,
»insulin-like* efekt GH je zptsoben defosforylaci HSL (Bjorgell et al., 1984).

GH paradoxné zvySoval preadipocytarni diferenciaci 3T3-L1 bunék a lidskych
preadipocytd z btisni tukové tkané také vlivem sniZeni sekrece interleukinu-1p (IL-1p)
(inhibitoru adipogeneze) z makrofagli. Tento efekt byl ale patrny také pouze béhem prvni
(casné) faze diferenciace adipocytii. Zvyseni adipogeneze/preadipocytarni diferenciace bylo
nezavislé na IGF-1 (Lu et al., 2010).

Zajimavé vysledky pfinesla také studie Coshigana et al., ktera ukazala, jak rizny stupen
blokady signalizace GH miize vést k dramaticky rozdilnym fenotypim. Naznacila tak, ze GH
by mohl hrat paradoxni roli v metabolismu tukové tkang, tim, Ze je zapotiebi na zacatku pro
vytvoieni adipocytii a poté ma dileZitou roli v inhibici ukladani tuku ve zralych
adipocytech. Uvadi také, ze GHA mysi s pouze snizenym ucinkem GH, ktery vSak mtze byt
jesté dostatecny ke spusténi diferenciace adipocyti, mély vice tuku nez GH (-/-) mysi
s Uplnym vytazenim genu pro GH pravdépodobné proto, ze kompletni chybéni uc¢inku GH
muze jiz tvorbu adipocytl blokovat (Coshigano et al., 2003). K podobnému zavéru dosel i
Davies ve studii, kde zdvazny nedostatek GH u (dw/dw) mysi s GH deficitem vedl 1 pres
normalni pfijem potravy k paradoxni Stihlosti abdominaln€, coz by mohl byt vysledek praveé

poruchy diferenciace preadipocytii a proliferace adipocytti (Davies et al., 2007).

6.1.4 Stimulace lipolyzy

Okamzité zvySeni sérové koncentrace VMK po expozici GH poukazuje pravé na lipolyzu,

jako na hlavni efekt GH in vivo (Zhao et al., 2011).
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Jednim z kli¢ovych enzymt zodpovédnych za lipolyzu, tedy za uvolnéni VMK z tukové
tkané, je hormon senzitivni lipaza (HSL). Inhibice lipolyzy farmakologickou supresi HSL
rusi vliv GH na VMK, coz ukazuje, ze HSL je cilem t¢inku GH (Zhao et al., 2011). Ve studii
na kulture 3T3-F442A adipocyti bylo zvySeni aktivity HSL indukované GH spojeno se
zvysenym uvoliiovanim glycerolu v zavislosti na davce (Dietz et Schwarz, 1991).

Dalsi enzym, jehoz aktivitu GH ovliviuje, je lipoproteinova lipaza (LPL). LPL hydrolyzuje
na triglyceridy bohaté chylomikrony a ¢astice VLDL v krevnim obé&hu tukové tkané a vede
k formaci IDL a LDL, a tak poskytuje VMK k akumulaci triglyceridi do zasob tukové
tkané a pro kosterni sval pro oxidaci a tvorbu energie. GH ma vyrazny inhibi¢ni vliv na
aktivitu LPL v tukové tkani (Richelsen, 1997; Richelsen, 1999). (LPL aktivita v tukové
tkani a kosternim svalu je obecn¢ regulovana recipro¢né) (Richelsen, 1999).

Lécba GH u obéznich déti a dospélych snizovala mnozstvi tuku a akumulaci triglycerida
inhibici LPL a zvySovala lipolyzu jak skrze aktivitu HSL, tak skrze indukci beta-adrenergnich
receptorit (Nam et al., 2000). V lidskych adipocytech in vitro je popisovana bud’ zadna zména
nebo sniZzeni aktivity LPL vreakci na GH (Simsolo, 1995; Richelsen et al., 2000).
V podkozni tukové tkani u pacienti s akromegalii vSak byla zjisténa signifikantné¢ zvySena
exprese LPL (Hochberg et al., 2015) a zvySeni exprese LPL v reakci na GH bylo také
prokazano na kulturach preadipocyti (Pradines-Figueres et al., 2015) a v tukové tkani
pacientii s GH deficitem po 1écbé GH (Khalfallah et al., 2001).

U bGH transgennich mys$i vSak bylo men$i mnozstvi tukové tkané spojeno se zvySenou
aktivitou LPL v tuku a srdci a beta-adrenergni stimulovanou lipolyzou (Frick et al., 2001).
Aktivita LPL se snizila vlivem IGF-1, ale zvySila podanim inzulinu v tukové tkani u
hypofyzektomovanych potkant (Oscarsson et al., 1999 -A).

Jaterni lipaza (HL) je piibuznym lipolytickym enzymem s jasnéjsi tkanovou distribuci nez
LPL a pfispiva k regulaci plazmatickych hladin triglyceridi. Mutace v HL genu mohou byt
spojeny se zvySenou triglyceridémii. HL zvySuje clearance triglyceridii z VLDL a chybéni HL
je spojeno se zvySenymi hladinami HDL. Jedna z jejich hlavnich funkci je konverze IDL na
LDL (Chatterjee et Sparks, 2011). Néekolik studii na potkanech ukazuje, Ze GH zvySuje post-
heparinovou-plazmatickou aktivitu HL (PHP-HL) a HL aktivitu v jatrech. U lidi mél GH
variabilni uc¢inky na PHP-HL aktivitu (Oscarsson et al., 1999 -B). Ve studii u potkani
zvySoval GH jaterni syntézu triglyceridii a zvySoval jejich sekreci a snizoval ucinek PPARa
(Ljungberg et al., 2007).

Ve studii Zhao et al. v§ak 1é¢ba GH u muzt s GH deficitem nevedla k signifikantnim zméndm

expresi enzymu lipolyzy v tukové tkani vcetné lipazy triglyceridi tukové tkané (ATGL),
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HSL, lipazy monoglyceridii (MGLL) a ani LPL. M¢la v§ak vliv na jiné, nové enzymy. Autofi
zde navrhli, Ze mechanismem inhibice CIDEA (nového skladovaciho proteinu tukovych
kapének, cell death-inducing DFFA-like effector a) vede GH Kk inhibici ukladani
triglyceridi v buince a usnadnuje tak dostupnost triglyceridii pro hydrolyzu prostifednictvim
hydrolazy triglyceridi PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain containing-3) spolu se
stimulaci syntézy DAG (Zhao et al., 2011).

Obrazek 13: Vliv GH na enzymy lipolyzy (GH, rustovy hormon; HSL, hormon senzitivni lipaza; LPL,
lipoproteinova lipaza; Tg, triglyceridy; VMK, volné mastné kyseliny).

t AktivitaHsL — VMK

GH — l Aktivita LPL v tuku —» | Inhibice toku VMK pro syntézu Tg v tuku

T Aktivita LPL ve svalu —| Tok VMK do svalu k tvorbé Tg a oxidaci

6.1.5 Dalsi mechanismy uéinku GH na tukovou tkan

Ukézalo se, zZe GH by mohl negativné¢ regulovat expresi UCP1 (uncoupling protein-1)
v hnédé tukové tkani. Ve studii u GHA transgennich mysi nebo u mys$i s vyfazenim genu pro
GH-R/GHBP byla hladina UCP1 zvySena a naopak niz$i byla u velkych (bGH transgennich)
zvitat v porovnani s kontrolni skupinou (Li et al., 2003).

Nadbytek GH/IGF-1 muze také snizovat sérovou hladinu leptinu snizenim mnozstvi
télesného tuku nebo jinym neznamym mechanismem. U akromegalikll byla sérova hladina
leptinu signifikantné niz§i nez u normalnich subjektl 1 po korekei na procento télesného tuku
(Miyakawa et al., 1998).

Mozny podil na redukci tukové tkan¢ u akromegalikii mtize mit také inhibice enzymu HSD1
(hydroxysteroid-dehydrogenazy-1) zprosttedkovand GH, kdy dochéazi k inhibici konverze
kortizonu na kortizol. Naopak u GH deficitu dochazi ke zvySené konverzi inaktivniho
kortisonu na aktivni kortisol v jatrech a tukové tkani, coZ by mohlo vést ke zvySeni jaterni
produkce glukdzy a k visceralni obezité¢ (Moore et al., 1999).

Dulezitym negativnim reguldtorem GH signalizace v tukové tkani se ukazal byt SOCS2,
jehoz zvySend exprese v prasecich adipocytech signifikantné snizila GH indukovany nartst

mRNA exprese PPARY, FAS (syntazy mastnych kyselin), ATGL a HSL (Yang et al., 2012).
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6.1.6 Lokalni diverzita aéinki GH na tukovou tkan

Bylo zjisténo, ze preadipocyty lidské podkozni tukové tkané maji nejveétsi diferenciacni
kapacitu, stfedni je u mezenterialnich preadipocytil a nejnizsi v omentalnim tuku (Tchkonia et
al., 2005). Existuji Cetné zaznamy o tom, Ze tukova tkan neni prostiednictvim GH
ovliviioviana uniformné (Berryman et al., 2011; Flint et al., 2006; Gardner et al., 2012), ale
v zavislosti na lokalité, véetné rozdilti mezi visceralni a subkutanni tukovou tkani.

Ve studii Berrymana et al. byly GH-R (-/-) mysi charakterizovany zvySenym procentem
télesného tuku s nejvétsim nardstem tukové hmoty v podkozi (Berryman et al., 2004). Flint et
al. popsal, ze GH-R-KO myS$i mély snizeny pocet adipocytli visceralnich, zatimco pocet
subkutannich adipocytl byl zvysen. I ptes to byla jejich télesna hmotnost snizena o 40-50 %
(Flint et al., 2006). Lécba GH u déti SGA byla spojena s prohloubenim deficitu podkoZniho
tuku (Ibanez et al., 2010).

Pacienti s akromegalii méli vice snizené mnozstvi visceralni oproti subkutanni tukové tkani a
toto snizeni korelovalo s vyssi aktivitou onemocnéni. Intramuskularni tukova tkan vsak byla
zvysena, coz by dle autor mohlo pfispivat k inzulinové rezistenci pritomné u akromegalie
vlivem GH (Freda et al., 2008). Podobné snizeni podkozniho a visceralniho tuku, ale zvySeni
intramuskularniho obsahu lipidi bylo popsédno také po 6 mésicni lécbé GH u
premenopauzalnich obéznich Zen (Bredella et al., 2012). Ve studii Plockingera a Reutera byla
1éCba pacientl s akromegalii antagonistou GH-R (pegvisomantem) spojena se zvysSenim
mnozstvi tukové tkané intraabdominalné, ale nikoliv subkutanné (Pldckinger et Reuter, 2008).
U osob s GH deficitem bylo vyssi mnozstvi subkutanni abdominélni tukové tkdn€ nez u osob
s aktivni akromegalii (Lin et al., 2012). Lécba GH u dospélych pacient s deficitem GH vedla
k poklesu celkového mnozstvi tuku, ptedevsim ale k poklesu trunkalniho tuku (Biller et al.,
2011). Vjiné studii u pacienti s GH deficitem byla 1écba GH spojena se sniZzenim

visceralniho tuku o 30 % a subkutanniho o 13 % (Bengtsson et al., 1993).

6.1.7 GHBP a tukova tkan

GHBP ma uzky vztah k télesnému sloZeni a viscerdlnimu télesnému tuku (Doehner et al.,
2001). GHBP hladiny byvaji zvySené u obezity (Frystyk et al., 1999; Scacchi et al., 1999).
U dospélych s GH deficitem na GH 1écb¢ byla zjisténa silné pozitivni korelace mezi GHBP a
leptinem a procentem télesného tuku (Florkowski et al., 1999). V jiné studii byla 4 mési¢ni
substitucni 1écba GH dospélych s deficitem GH spojena s redukci télesného tuku a poklesem

GHBP v séru (Fisker et al., 2001).
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6.2 IGF-1 a tukova tkan

6.2.1 IGF-1 a diferenciace adipocytu - experimentalni studie

Jiz starsi studie Petera et al. popisuje, Zze IGF-1 mRNA hladiny v bilé tukové tkani u potkana
jsou v podobném rozmezi jako jeho exprese v jatrech (hlavni zdroj sérového IGF-1) a daleko
vyss§i nez v jinych tkanich a ze lokalné produkovany IGF-1 spolu s IGFBPs, které moduluji
ucinek IGF-1 v tukové tkani (Hausman et al., 2002; Boney et al.,, 1994), maji klicovou
parakrinni/autokrinni ulohu (Richelsen, 1997; Wabitsch et al., 1995) pfi in vivo diferenciaci
tukovych bunék ze stromovaskularnich bunék (Peter et al., 1993). O schopnosti IGF-1
indukovat a regulovat adipogenezi a diferenciaci preadipocyti svéd¢i cela fada
experimentalnich studii in vivo a in vitro (Boney et al., 1994; Peter et al., 1993; Chen et al.,
1995; Smith et al., 1988; Scavo et al., 2004; Lorenzo et al., 1993). hGH stimuloval proliferaci
potkanich i lidskych preadipocytt skrze zvyseni produkce IGF-1 (Wabitsch et al., 1994 -A, -
B). Fetalni potkani adipocyty hnédé tukové tkan€ inkubované s IGF-1 a inzulinem mély
zvySenou mRNA expresi gent spojenych s adipogenezi — FAS, GPDH, GLUT4 a sniZenou
expresi PEPCK. Také zvysily vychytavani glukozy a lipida (Teruel et al., 1996). Inzulin/IGF-
1 stimuluje diferenciaci hnédych preadipocytt skrze fosforylaci IRS-1 a aktivaci dvou
signalnich kaskad: 1) Ras-ERK1/2 draha k aktivaci CREB a 2) draha PI3K-Akt k deaktivaci
FoxO1. Tyto dvé drdhy v kombinaci vedou k potlaceni exprese necdinu (protein regulujici
bunéény cyklus) a umozni klonalni expanzi a koordinovanou genovou expresi nutnou

k dokonceni diferenciace adipocytti hnédé tukové tkane (Cypess et al., 2011).

Obrazek 14: Vliv IGF-1 na vyvoj tukové tkané (Akt, proteinkindza Akt; CREB, vazebny protein cAMP
responsivniho elementu; ERK1/2, extracelularnim signalem regulované kinazy 1/2; FoxO1, forkhead box Ol;
IGF-1, inzulinu podobny rustovy faktor-1; IRS, inzulinovy receptorovy substrat; PI3K, fosfatidylinositol-3-

kindza; Ras, Ras protein (Rat sarcoma)).

/' Ras-ERK1/2-CREB
Inzulin/IGF-1 |— IRS-1 _, | Diferenciace preadipocytd

PI3K-Akt-deaktivace FoxO1

U fetdlnich adipocytli hnédé tukove tkané potkanti bylo na PI3K zavislé vychytavani glukozy,
IGF-1 stimulovana exprese adipogennich genti jako FAS, GPDH, acetyl-koenzym A-
karboxylaza a UCP a diferenciace adipocytii, naproti tomu IGF-1 stimulovana proliferace

adipocytt byla na PI3K nezéavisla (Valverde et al., 1997). Fyziologické koncentrace inzulinu a
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IGF-1 synergicky ptisobily na diferenciaci mezenterickych stromalnich vaskularnich bun¢k
v mezenterické visceralni adipocyty. Samotny IGF-1 byl schopen indukovat expresi
C/EBPalpha a adipocytarniho lipidového vazebného proteinu (aP2), ale nikoli uz akumulaci
tukovych kapének, ktera souvisi s maturaci adipocytii (Sato et al., 2008). IGF-1 také chrani
lidské tukové buiniky pied apoptézou udrZzovanim exprese antiapoptotickych proteind
(Fischer-Posovszky et al., 2004). V primarni kultufe preadipocytt Stihlych prepubertalnich
déti stimuloval IGF-1 diferenciaci vice ve viscerdlnich nez podkoznich buiikach. Odstranéni
inzulinu z diferencia¢niho média vedlo k zastaveni adipogeneze jak u visceralnich, tak u
podkoznich preadipocytli (Grohmann et al., 2005).

U mysi korelovaly sérové koncentrace IGF-1 pozitivné a IGFBP-3 negativné s mnozstvim

télesného tuku (Rogozina et al., 2009).

6.2.2 IGF-1 a tukova tkan- klinické studie

Nekteré prace ukazaly, ze 1ééba IGF-1, napt. u Laronova syndromu (deficitu GH-R) u déti,
muze prispivat ke zvySeni mnoZstvi tukové tkané (Laron et al., 2006). IGF-1 stimuloval
adipogenezi také u endokrinni orbitopatie zvySenim PPARy skrze aktivaci IGF-1R a drahu
PI3K (Zhao et al., 2013). Lécba IGF-1 zmirnila zvySenou delipidaci a apoptézu adipocyti
spojenou s lécbou HIV ritonavirem. Lécba IGF-1 pacientii s lipodystrofii v souvislosti s
infekci HIV vSak nevedla ke zvyseni mnozstvi podkozni tukové tkan€, ale proporcné snizila
abdominalni tuk (Kim et al., 2013). V jiné studii dlouhodoba 1é¢ba Laronova syndromu u déti
i dospélych pomoci IGF-1 také snizila mnozstvi podkozniho tuku (Laron et al., 1993). Mauras
a Haymond uvedli, ze IGF-1 miiZe pii dlouhodobém piisobeni zvySovat oxidaci lipidu

pravdépodobné jako vysledek chronické inzulinopenie (Mauras et Haymond, 2005).

6.3 IGF-2 a tukova tkan

IGF-1 a IGF-2 maji zfejmé rozdilné ucinky pfi vyvoji tukové tkané. U 7 dennich prasatek
byla v podkozni tukové tkdni mRNA exprese IGF-2 o mnoho vyssi ve stromovaskularnich
buitkach oproti izolovanym adipocytiim, zatimco IGF-1 mRNA exprese byla vyssi
v adipocytech. Béhem prvnich 6 dnl zivota exprese IGF-2 klesala a naopak se zvySovala
exprese pozdnich ukazatel diferenciace adipocytii a také IGF-1, inzulinu a IGF-1R (Gardan
et al., 2008). V podkozni tukové tkani u prasat Landrace byly také mRNA hladiny exprese
IGF-2 signifikantn¢ vyssi 30. den po narozeni nez pozd¢jsi dny, kdy postupné klesaly az do

v v
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narozeni, rychle se zvysil 120. den a poté opét klesal. Pokles IGF-2 by snad mohl byt spojen
s hyperplazii adipocytd (Guo et al., 2008).

Obézni divky mély stejné hladiny IGF-2 jako $tihl¢, po redukci hmotnosti se hladiny IGF-2 a
IGFBP-2 zvysily (Wabitsch et al., 1996 -C).

6.4 IGF-1R a INS-R a adipogeneze

Z hlediska diferenciace preadipocytti a akumulace tukové tkané je v tad¢ studii zkoumana
nejen uloha IGF-1 a jeho vazebnych proteinti, ale také tloha IGF-1R a INS-R. Porucha
diferenciace preadipocytii hnédé tukové tkan¢ mysi byla pfitomna u mysi s vyrazenim INS-
R, nicméné zvySena exprese INS-R také vedla k inhibici diferenciace téchto bunck a ke
snizeni exprese adipogennich markerdt PPARy, GLUT4 a FAS (Entingh et al., 2003). V jiné
praci byla diferenciace kontrolnich preadipocytli inhibovana zvySenou expresi INS-R, avSak
zvysSena exprese IGF-R ve stejné mife k inhibici adipogeneze nevedla. V preadipocytech
hnédé tukové tkan€ mysi stimuloval inzulin fosforylaci homodimeru INS-R, zatimco IGF-1
aktivoval jak homodimer IGF-1R, tak hybridni receptory. Zajimavé je, Ze u mysi s vyfazenim
INS-R (INS-R-KO) bylo pfi nizkych koncentracich IGF-1 naruseno zvyseni fosforylované
Akt stimulované IGF-1, coz naznacuje, ze INS-R je nutny jak pro fosforylaci Akt
stimulovanou inzulinem, tak i prostfednictvim IGF-1. V kontrolnich bunkach mél IGF-1
pfi stejné davce oproti inzulinu silnéjsi stimulac¢ni vliv na fosforylaci Akt a MAPK. Entingh-
Pearsall a Kahn uvadi, ze INS-R je potieba pro diferenciaci preadipocytti hnédé tukové tkang,
zatimco IGF-1R nikoli. Déle vSak naznacili, ze pfi signalizaci obéma receptory pfi
adipogenezi vznikaji rozdilné signaly a ze jak INS-R, tak IGF-1R maji nezavislé role
v adipogenezi, které nemohou byt vzijemné nahrazeny, a Ze pro adipogenezi mohou byt
dilezité jak mnozstvi, tak rovnovaha mezi témito dvéma receptory (Entingh-Pearsall et Kahn,
2004).

Vyznam ulohy IGF-1R exprimovaného v tukové tkani poodhalila dale studie Kldtinga et al.,
kde model mysi IGF-1R*™™ s vyfazenim IGF-IR v tukové tkani m&l zvySené mnoZstvi
tukové tkané, coZ naznacuje, Ze signalizace IGF-1R v tukové tkani neni kliCova pro vyvoj
a diferenciaci tukové tkané in vivo. IGF-1 mRNA exprese byla prekvapive v tukové tkani (i
v jatrech) signifikantné zvySena a déle se jesté zvysila po stimulaci IGF-1. Tyto vysledky
naznacuji existenci negativni zpétné vazby IGF-1 skrze IGF-1R na jeho vlastni expresi
v adipocytech (Kldting et al., 2008).

Chybéni IGF-1R ve fetalnich hnédych adipocytech v jiné studii bylo vSak pii stimulaci

inzulinem spojeno s absenci zvySeni markeri adipogeneze a diferenciace (FAS,
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ADDI/SREBP (adipocyte determination and differentiation-dependent factor 1/sterol
regulatory element-binding protein), UCP1 a C/EBPalpha (Mur et al., 2003). Kl6ting vSak
zminuje studii Entingh-Pearsalla a Kahna, kde vétSina preadipocyti hnédé tukové tkané
s vyfazenim IGF-1R byla schopna normalni diferenciace a markery adipogeneze (PPARY
a GLUT4) zde byly exprimovéany, pfiCemz autofi navrhuji, Ze ucinky IGF-1 (rtst a
diferenciace) by mohly byt zprostfedkovany INS-R, ktery byl u téchto mysi v tukové tkani
zvySen (Kloting et al., 2008; Entingh-Pearsall et Kahn, 2004). V hnédych adipocytech
s deficitem IGF-1R byla v jinych studiich také zjisténa vys$si inzulinova senzitivita (Kl6ting

et al., 2008; Mur et al., 2002).

Obrazek 15: Vyznam IGF-1R a INS-R pfi diferenciaci preadipocyti (IGF-1R-KO, vyfazeni genu pro IGF-
IR; INS-R, inzulinovy receptor; INS-R-KO, vytazeni genu pro INS-R)

Normalni diferenciace
IGF-1R-KO — T INS-R exprese —> predipocytu
T Inzulinova senzitivita

INS-R-KO __, | Porucha ({iferengiace
preadipocytu

6.5 IGFBP-1 a tukova tkan

Mysi se zvySenou expresi IGFBP-1 s dietou se zvySenym obsahem sacharozy zvysily
hmotnost signifikantné mén¢ a mnoZzstvi epididymalni tukové tkané bylo signifikantné
mensi ve srovnani s kontrolnimi mySmi. M¢ly také mensi velikost adipocytli a nizsi
mitogenni odpoveéd’ téchto bunék v reakci na IGF-1 a snizenou stimulaci GPDH (ukazatele
miry adipocytarni diferenciace) (Rajkumar et al., 1999). ZvySeni mRNA exprese IGFBP-1 i
jeho proteinu v bilé tukové tkani bylo zjisténo pii pfijmu zeleného ¢aje u kontrolnich a
vysokotukovou dietou krmenych mysi a tato exprese korelovala negativné s hmotnosti tukové
tkané. Expresi IGFBP-1 zvySoval pfijem zeleného caje a jeho hlavni polyfenol
(epigallocatechin gallat) také v 3T3-L1 adipocytech. IGFBP-1 tak mtze hrat roli v prevenci
obezity spojené s pitim zelené¢ho caje (Ueda et Ashida, 2012).

6.6 IGFBP -2 a tukova tkan

IGFBP-2 byl oznacen za hlavni vazebny protein secernovany diferencujicimi se preadipocyty
bilé tukové tkang, coz svédci pro jeho vyznam v autokrinni regulaci adipocyth (Wheatcroft et
al., 2007) a v modulaci IGF-1 u¢inku p¥i adipogenezi (Boney et al., 1994). V in vitro
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studiich inhiboval IGFBP-2 proliferaci bun¢k zavislou na IGF a jeho negativni regulacni vliv
na postnatalni rist se projevil ve dvou studiich u transgennich mysi se zvySenou expresi
IGFBP-2 a zpomalenym rtistem a niz§i LBM (Hoeflich et al., 1999; Rehfeldt et al., 2010). Ve
studii Rehfeldta et al. vSak mély tyto mysi vyssi procento tuku, coz vSak mohlo byt jen
relativni vzhledem ke snizeni LBM (Rehfeldt et al., 2010). Inbredni mysi s nizkou hmotnosti
m¢ély oproti kontrolnim mySim a my$im s vysokou hmotnosti signifikantné zvysené IGFBP-2
v séru a IGFBP-2 mRNA expresi v jatrech. Mysi s vysokou hmotnosti mély jaterni expresi
IGFBP-2 mRNA signifikantné snizenou oproti kontrolnim mysim (Hoeflich et al., 1998). Li a
Picard ve své praci u obéznich ob/ob, diabetickych db/db mySi a mysi na vysokotukové dieté
nalezli signifikantné niz§i mRNA expresi IGFBP-2 ve visceralni, (ale nikoli v podkozni) bilé
tukové tkani ve srovnani se Stihlymi zvifaty (Li et Picard, 2010).

Ballerini et al. zjistil niz8i sérové hladiny IGFBP-2 a pomér IGFBP-2/IGF-1 u obéznich déti
nez u kontrol. BMI a inzulin zde inverzné predikovaly IGFBP-2 v séru. Popsal, Ze sniZeni
IGFBP-2 v séru u obéznich déti miize naznacovat zvySeni tkaniové dostupnosti IGF-1 a
jeho ucinku (Ballerini et al., 2004). V jiné studii u obéznich déti vsak IGFBP-2 mRNA
exprese v podkozni tukové tkani korelovala (pfekvapiv€) pozitivn€é s procentem télesné¢ho
tuku, nezéavisle na stupni inzulinové senzitivity, s kterou korelovala negativné (Claudio et al.,
2010). Jak Claudio, tak Li a Picard se domnivaji, Ze IGFBP-2 exprese a sekrece z adipocyti
v bilé tukové tkdni by mohla byt jednim zlokdlnich mechanismt adipocytii vedoucich
k omezeni dalS§iho hromadéni tuku (Claudio et al., 2010) a k prevenci dietou navozené
obezity a s vékem spojené inzulinové rezistence (Li et Picard, 2010). I Wheatcroft popsal u
transgennich mys$i se zvySenou expresi IGFBP-2 niz§i vnimavost k obezité a zlepSeni
inzulinové senzitivity pifi vysokotukové/vysokoenergetické dieté. Jeho in vitro studie ukdzala
také piimy efekt IGFBP-2 v prevenci adipogeneze, kdy rekombinantni IGFBP-2 (rIGFBP-
2) blokoval diferenciaci 3T3-L1 bunék (Wheatcroft et al., 2007). To, zda podani IGFBP-2
muze regulovat adipogenezi in vivo, a mechanismy, resp. domény IGFBP-2, které by tento
efekt zprostredkovavaly, zkoumala studie Xi et al. (Xi et al.,, 2013). Lidské visceralni
adipocyty produkovaly signifikantné vice IGFBP-2 nez subkutanni adipocyty. Pfi inkubaci
s IGFBP-2 doslo k signifikantnimu snizeni adipo/lipogeneze ve visceralnich, ale nikoli
subkutannich adipocytech, a to nezavisle na IGF-1. Tato inhibice zahrnovala asociaci IGFBP-
2 s bunécnymi povrchy a aktivaci signalnich drah integrind (Yau et al., 2015). Ve studii Li a
Picarda (Li et Picard, 2010) visceralni exprese IGFBP-2, avsak nikoli podkozni ve studii
Claudia et al. (Claudio et al., 2010) vyznamn¢ korelovala s jeho cirkulujicimi hladinami, coz

by svédcilo o diilezitosti visceralni tukové tkané jako zdroje cirkulujiciho IGFBP-2.
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Obrazek 16: IGFBP-2 a tukova tkan (IGF-1, inzulinu podobny rastovy faktor-1; IGFBP-2, IGF-vazebny

protein-2).

IGFBP-2 v séru, v tuku . T Tkanové dostupnosti IGF-1
l u obezity a adipogeneze

Inhibice diferenciace 3T3-L1 preadipocyti
T IGFBP-2 exprese v tuku — Prevence dietou navozené obezity
Zvyseni inzulinové senzitivity

6.7 IGFBP-3 a tukova tkan

IGFBP-3 je dtlezitym modulatorem anabolickych a mitogennich Gc¢ink IGF-1. Mnoho studii
ukdzalo, ze také IGFBP-3 by mohl mit ulohu v regulaci metabolismu tukové tkané¢ (viz dale).
IGFBP-3 je produkovan tadou tkani véetné preadipocytti a diferencovanych adipocytd lidské
podkozni tukové tkanég, kde se jeho hladiny spolu s IGF-1 zvySuji béhem jejich diferenciace
(Wabitsch et al., 2000). Zatimco vSak IGF-1 tento proces stimuluje, IGFBP-3 inhibuje jak
diferenciaci preadipocyti, tak funkci diferencovanych adipocytd (Baxter et al., 2009).
Podobné Chan et al. popsal, Ze pfidani exogenniho IGFBP-3 k adipocytiim a exprese IGFBP-
3 v lidskych preadipocytech inhibuje diferenciaci adipocytti skrze inhibici heterodimerizace
PPARy sretinoidnim X receptorem o (RXR a) in vitro (Chan et al, 2009). Dalsim
mechanismem by mohla byt aktivace Smad signalizace v 3T3-L1 bunkach zprostfedkovana
IGFBP-3, ktera je spojena s inhibici adipogenni diferenciace (de Silva et al., 2012).

Na druhou stranu bylo vSak také popsano, Ze u prepubertalnich déti IGFBP-3 stimuloval
diferenciaci, a to ve visceralnich i v subkutannich adipocytech (Grohmann et al., 2005).
Odliseni vlivu schopnosti IGFBP-3 vazat IGF-1 a jeho samostatné na IGF-1 nezavislé role
v adipogenezi zkoumaly studie mysSi se zvySenou expresi mutovaného IGFBP-3
postradajiciho schopnost vazat IGF-1 (Tg-mut). Mnozstvi viscerdlniho a hnédého tuku se
zvySovalo vékem u mysi Tg-mut, ale nikoli u mysi se zvySenou expresi normalniho IGFBP-3
(Tg-norm), ktery schopnost vazby k IGF-1 mél. Tg-norm mysi mély vyssi expresi UCP1
v hnédé tukové tkani a snizené mnozstvi tuku, naproti tomu Tg-mut my$i mély poruchu
exprese UCP1 v hnédém tuku a zvySené mnozstvi tuku (Nguyen et al., 2015). Z této studie
tedy ztejmée vyplyva, ze IGFBP-3 by mohl mit protektivni roli pfi vzniku obezity pravé

vlivem sniZeni biodostupnosti volného IGF-1.
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Avsak podobné jako u vlivu IGFBP-3 na glukézovy metabolismus ani studie zkoumajici
vztahy IGFBP-3 s tukovou tkani nejsou jednoznac¢né.

Mohanraj ve své praci zminila studii Palau et al., kde potkani s dietou indukovanou obezitou
méli sniZzenou expresi IGFBP-3 v mezenterialnim tuku, oproti kontrolnim potkaniim, coz dle
autord naznacuje, ze IGFBP-3 by mohl mit protektivni vliv proti obezit¢ (Palau et al., 2012;
Mohanraj et al., 2013). Naproti tomu ale vjiné studii u obézmnich mysi krmenych
vysokotukovou dietou byla zjisténa zvySena exprese IGFBP-3 ve visceralni tukové tkani a
kaloricka restrikce vedla k jejimu poklesu jak u obéznich, tak u §tihlych mysi (Kurki et al.,
2012).

V klinické studii u obéznich Zen bylo vSak sniZeni hmotnosti spojeno s tendenci ke zvySeni
exprese IGFBP-3 v podkozni tukové tkani (Campbell et al., 2013). Podobn¢ De Pergola et al.
popsal zvysSeni sérovych hladin IGFBP-3 po hmotnostni redukci u obéznich zen (De Pergola
et al.,, 1998). V dalsi studii u Zen s vysokym stupném obezity byly zjistény niz$i sérové
hladiny IGFBP-3 ve srovnani s kontrolni skupinou (De Marinis et al., 2004). V jinych
klinickych studiich vSak byly popisovany zvysené (Frystyk et al., 1999) nebo normalni (Nam
et al,, 1997) sérové hladiny IGFBP-3 u obezity s tendenci k poklesu po hmotnostni
redukci (Wabitsch et al., 1996; Argente et al., 1997; Giusti et al., 2005).

Obrazek 17: IGFBP-3 a tukova tkan (IGFBP-3, IGF-vazebny protein-3; PPARYy, receptor y aktivovany
peroxisomovymi proliferatory; RXRa, retinoidni X receptor o; Smad, kombinace MAD (mothers against

decapentaplegic) a proteinu SMA (gen sma pro small body size)).

| PPARy+RXRa

- . Diferenciace

IGFBP-3 T Smad l preadipocytu
] _,4 |IGFBP-3 vtuku a ‘H‘_ .
Obezita H v S8ru Redukce hmotnosti

7. KOMPONENTY OSY GH/IGF-1 A ZANET

7.1 Patofyziologie subklinického zanétu u obezity a diabetes mellitus 2. typu

Obezita je spojena s chronickym zanétem mirného stupné (tzv. subklinickym zanétem), ktery,
jak se ukazalo, je jednim z mechanisml vedoucich k inzulinové rezistenci (Xu et al., 2003).

Ke vzniku subklinického zanétu v tukové tkani u metabolického syndromu pfispivaji jak
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adipocyty, tak imunokompetentni buniky ptitomné v tukové tkani (Xu et al., 2003; Cancello et
al., 2005, Suganami et al., 2005). ZvySené mnozstvi tukové tkdné u obezity je spojeno s
hypertrofii adipocyti v disledku pietiZeni triglyceridy vedouci k jejich nadmérné apoptéze.
Nasledna zvySena infiltrace makrofagy doprovazena zvySenou produkci prozanétlivych
faktoru vysvétluje spojeni mezi obezitou, dysfunkci tukové tkané, ptitomnosti chronického
zanétu a vznikem inzulinové rezistence (Cinti et al., 2005). Makrofagy v tukové tkani
predstavuji dva rtzné fenotypy, M1 a M2. V tukové tkani Stihlych jedinct exprimuji
(IL-10). Naproti tomu tukova tkan u obéznich jedincti a u zvifecich modeli obezity je
infiltrovana velkym poctem makrofagl, které exprimuji M1 znaky a secernuji prozanétlivé
cytokiny, jako je TNFa, IL-6, IL-1B, IL-2 (Fujisaka et al., 2009; Sica et Mantovani, 2012),
které dale spousti lokalni zanétlivou reakci a ovliviiuji endokrinni funkci adipocyt ve smyslu
zvyseni produkce metabolicky negativnich faktor (Bourlier et Bouloumie, 2009). Ty se pak
spolupodileji na vzniku inzulinové rezistence prostfednictvim inhibice postreceptorové
inzulinové signalni kaskady (Zeyda et Stulnig, 2009) a akceleruji rozvoj endotelialni
dysfunkce, potazmo aterosklerozy (Berg et Scherer, 2005). Makrofagy mohou také hrat roli
v poruse adipogeneze, ktera je pfitomna u obéznich jedinci. Inkuba¢ni médium z makrofaga
inhibovalo diferenciaci 3T3-L1 i lidskych preadipocytii, a tim snizovalo schopnost tukové
tkan¢ fungovat jako rezervoar mastnych kyselin (Constant et al., 2006; Lacasa et al., 2007),
coz muze prispivat k redistribuci mastnych kyselin do jater a svalu a k systémové
inzulinové rezistenci (Jensen, 2008). Suganami et al. popsal, ze komunikace mezi adipocyty a
makrofagy zahrnujici VMK a TNFa vytvari zacarovany kruh rozvoje zanétu v tukové tkani

vedouciho k systémovému zanétu mirného stupné (Suganami et al., 2005).

Bylo prokazano, ze vétSina makrofagi pritomnych v tukové tkani pochazi z cirkulujicich
perifernich mononuklearnich bunék mimo tukovou tkan (Curat et al., 2004). Ty jsou do
tukové tkané pritahovany nékterymi chemoatraktanty produkovanymi hypertrofickymi
adipocyty, rezidennimi stromalnimi makrofagy a T-lymfocyty (Suganami et al., 2005;
Bourlier et Bouloumie, 2009). V ptedchozich studiich, v€etné nasi studie (Mraz et al., 2011),
byla zjiSténa zvysena genova exprese celé fady chemokint a jejich odpovidajicich receptorti u
obéznich subjektd v tukové tkani (Dahlman et al., 2005; Huber et al., 2008), coz naznacuje, Ze
obezita samotna zvySuje chemoatrakéni potencial podkozni tukové tkané. Spektrum
chemokini se zvySenou expresi bylo pak jesté Sirsi u diabetickych pacientd (Mraz et al.,

2011). Zvysenda mRNA exprese téchto chemokinti korelovala pozitivné s mnozstvim tukové
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tkan¢ (Kamei et al., 2006). SoucCasn¢ pritomna niz$i exprese protizanétlivého a inzulin-
senzitizujiciho adiponektinu a AdipoR1 a naopak zvySena exprese prozanétlivého faktoru
rezistinu v tukové tkani spolu se zvySenou expresi né¢kolika chemokinovych receptorti, ale
také dalSich receptor ti€astnicich se regulace produkce chemokint a cytokinii (TLR-2, -4, IL-
6 receptor atd.) v perifernich monocytech u jedincii s diabetem 2. typu svéd¢i o silné
prozanétlivém a chemoatrakénim stavu podkozni tukové tkan¢ pro makrofagy, T-lymfocyty a
dal$i imunokompetentni buiiky a o intenzivnim vzajemném piisobeni hormoni a cytokinu

mezi podkozni tukovou tkani a perifernimi monocyty (Mraz et al., 2011).

Kratkodobd dietni intervence spojend sredukci hmotnosti vedla k vyznamnému poklesu
mRNA exprese téméf vSech méfenych chemokinovych a cytokinovych receptord
v perifernich monocytech, které byly pred intervenci zvySené, coz naznacuje moznost snizeni
reaktivity na chemotaktické signaly spolu se sniZzenim infiltrace tukové tkané monocyty

vlivem kratkodobé dietni intervence (Mraz et al., 2011).

Obrazek 18: Mechanismy vzniku subklinického zanétu v tukové tkani u obezity (TNFa, tumor nekrotizujici

faktor a; IL-2, interleukin-2; IL-6, interleukin-6; IL-1p, interleukin-1p).

OBEZITA
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7.2 Uloha GH/IGF-1 v imunitnim systému

U hypofyzektomovanych hlodavch byly pozorovany defekty jak v humoralni, tak bunécné
imunité. Podani GH nebo IGF-1 normalizovalo imunodeficit u Snell zakrslych mysi. U
pacienti s GH deficitem vSak nebyla zjisténa zadna klinicky signifikantni imunodeficience,
coz muze byt také dano normalnim mnozsvtim PRL, vzhledem k tomu, ze lidsky GH aktivuje
také PRL-receptor na lidskych neutrofilech a PRL s GH sdili vyznamné imunoregula¢ni
vlastnosti. Dlouhodoby dopad chybéni vlivu IGF-1 na imunitni pochody ziistdva neznamy
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z toho duvodu, ze téméf vSechny mysi s nulovou mutaci IGF-1R umiraji kratce po narozeni

(Kelley et al., 2007).

7.2.1 GH/IGF-1 a imunitni buniky-stimulace proliferace a diferenciace

GH je exprimovan nejen v prednim laloku hypofyzy, ale také imunitnimi bunikami vcetné
perifernich mononuklearnich bunék, T-lymfocytd, B-lymfocytl, monocyti, makrofagi a
neutrofilti. Tyto bunky také nesou GH-R (Hattori et al., 2009; Zarkesh-Esfahani et al., 2000;
Fernandéz-Peréz et al., 2010; Rapaport et al., 1995; Lu et al., 2010) a jsou tedy cilem ucinku
GH (Warwick-Davies et al., 1995 -A; Chappel, 1999). Sekrece GH z imunitnich bun¢k je
stimulovana cytokiny a mitogeny (Hattori et al., 2009).

Molekuly IGF-1 a IGF-2, které se obé mohou vazat na IGF-1R, mohou také modulovat urcité
funkce imunitniho systému. Koojiman et al. studoval expresi IGF-1R na subpopulacich
perifernich mononuklearnich bunék. IGF-1R byly hojné¢ zastoupeny na monocytech, NK
buiikach (natural killer cells, pfirozeni zabijeci) a CD4+ Th builkach, stfedni mnozstvi
receptorit bylo zjisténo na CD8+ supresorovych/cytotoxickych bunkach a relativné malo
receptort na B-buiikdch. IGF-1 mél v této studii skrze IGF-1R pozitivni efekt na stimulaci
cytotoxicity NK bun¢k (Koojiman et al., 1992 -A). V jiné studii doSel Stuart et al. k zavéru, ze
se IGF-1 vaze na IGF-1R pfevazné na monocytech a na B-lymfocytech (Stuart et al., 1991).
Za hlavni typ leukocytt, které syntetizuji a secernuji IGF-1, byly ozna¢eny makrofagy véetné
mikroglii (Arkins et al., 1993).

GH a IGF-1 maji fadu imunoregula¢nich uéinki. Stimuluji maturaci myeloidnich bunék,
migraci fagocytli (neutrofili a monocytd), tvorbu reaktivniho kysliku a peroxidu vodiku,
v makrofazich zvySuji aktivitu opsoninli a obsah lysozomalniho enzymu (Saito et al., 1996).
GH zvysuje aktivitu NK bun¢k a zabijeci kapacitu neutrofilti a makrofagti (Kooijman et al.,
1996; Weigent, 1996; Kelley et al., 2007), proliferaci makrofaga (Lu et al., 2010; Smith et
al., 2000), thymopoezu a vyvoj T-bunék, ¢ehoz se zkousi vyuzivat u pacienti s T-buné¢nou
imunodeficienci a s AIDS (aquired immunodeficency syndrome). GH dale moduluje produkci
cytokinti, podporuje vyvoj B-bun¢k a produkci protilatek, zvySuje adhezi neutrofilii a migraci
monocytl, ma antiapoptoticky efekt (Hattori et al., 2009) a u lymfocytl stimuluje produkci
interferonu y (IFNy) (Kelley et al., 2007).

IGF-1 stimuloval proliferaci lidskych perifernich mononuklearnich bunék, T-lymfocyta
(Koojiman et al., 1992 -B) a lidskych myeloblastickych leukemickych bun¢k (Li et al., 1998).
V pritomnosti IGF-1 se monocyty izolované od pacientd s GH deficitem diferencovaly v

makrofagy (Serri et al., 2004). IGF-1 byl také zkouman v souvislosti s posilenim neonatalni
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imunity, kdy stimuloval maturaci pupec¢nikovych T-bun¢k a za ptispéni IL-6 inhiboval jejich
apoptozu (Law et al., 2008). IGF-1 a lidsky GH m¢ly pozitivni vliv na stimulaci proliferace a
maturace lidskych difenovych myeloidnich bun¢k v granulocyty in vitro (Merchav et al.,
1988). IGF-1 také inhiboval spontanni apoptdzu lidskych granulocytii z periferni krve in vitro
(Koojiman et al., 2002). V jiné studii IGF-1 zvysil fagocytézu a tzv. ,respiratory burst
(respiracni vzplanuti) a snizil hladiny TNFa v séru neutrofili a monocytt (Balteskard et al.,

1998).

Tabulka A: GH, IGF-1 stimulované imunitni procesy (GH, rastovy hormon; IGF-1, inzulinu podobny rtstovy
faktor-1; IFNy, interferon y; NK buiiky, pfirozeni zabijeci (natural killer cells)).

GH. IGF-1 stimulované imunitni procesy

GH IGF-1

Maturace myeloidnich bunék Proliferace mononukleamich bunék, T-
lymfocyta

Proliferace makrofagu Diferenciace monocyt{l v makrofagy

Migrace monocyttl Maturace T-bunék

Aktivita NK bunék Maturace myeloidnich bunék v
granulocyty

Vyvoj T- a B-bunék Stimulace fagocytozy

Produkce cytokintl, protilatek, IFNy Inhibice apoptozy

Adheze neutrofili

7.2.2 Stimulaéni (nepriznivé) uéinky GH na zanét

Arikan uvedl, Ze akromegalie podobné jako obezita nebo diabetes mellitus 2. typu by také
mohla byt spojena se subklinickym zanétem (Arikan et al., 2008). Ueland et al. zjistil, ze
pacienti s akromegalii méli zna¢n¢ snizené sérové hladiny antagonisty receptoru pro IL-1
(IL-1Ra) a zvysené IL-1pB, coz naznacuje zvySenou IL-1 aktivitu. IGF-1/GH v makrofazich
signifikantné snizovaly uvoliiovani IL-1Ra a zvySovaly IL-1p (Ueland et al., 2010).

Olarescu et al. uvedla, Ze u akromegalie jsou makrofagy a dal$i imunitni buiiky v tukové
tkani vystaveny vysokym lokalnim koncentracim VMK uvolnénych vlivem GH stimulované
lipolyzy a ze VMK mohou potencialn¢ ucinkovat samy o sob¢ jako signaly aktivujici zanét
v makrofazich interakci s TLR-4-NFKB/JNK zéanétlivymi signalnimi drahami. Déle také
popsala, ze GH primym zvySenim zanétlivého potencialu zralych adipocyti miize

stimulovat inzulinovou rezistenci v tukové tkani u aktivni akromegalie. V lidskych
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adipocytech u akromegalikti stimuloval GH, ale nikoli IGF-1 zanét zvySenim VEGF (hlavni
regulator angiogeneze) a MCP1 (rekrutuje imunitni buniky do mista zanétu) exprese in vitro a
byla prokazana korelace mezi sérovymi hladinami VEGF a inzulinovou rezistenci (Olarescu
fosforibosyltransferdzy (NAMPT, visfatinu) v séru u aktivni akromegalie 1 jeji in vitro
exprese v adipocytech po GH stimulaci a naznacila, ze NAMPT by mohl byt prozanétlivy
mediator piispivajici k infiltraci monocyti do tukové tkan¢ (Olarescu et al., 2012). Na
druhou stranu Hochberg et al. v nedavné studii u akromegalikil zjistil nizSi mRNA expresi
prozanétlivé proteinkinazy IKK[P a tendenci k nizsi expresi prozanétlivych cytokint IL-1p,
IL-6 a MCP1 v podkozni tukové tkani a naznacil tak, Ze inzulinova rezistence u téchto
GH ve vysokych davkach zvysil produkei IL-1a, IL-6 a TNFa v lidskych lipopolysacharidem
(LPS) aktivovanych monocytech z plné krve kriticky nemocnych dospélych, coz mohlo byt
divodem jejich zvySené morbidity a mortality spojené se septickym Sokem a infekcemi
(Uronen-Hansson et al., 2003). Vysoké davky GH v jiné studii u zdravych dobrovolnikl vSak
nemély vliv na sekreci prozéanétlivych cytokinti (TNFo, IL-6 a IFNy) z aktivovanych
perifernich monocytii (Zarkesh-Esfahani et al., 2000).

V 3T3-F442A preadipocytech zvySoval GH aktivitu NFkB, ¢imz se zvySila zanétliva
odpoveéd’ stimulaci produkce cytokini véetné TNFa, IL-6 a MCP1, v makrofazich vsak GH
aktivitu NFkB snizoval (Kumar et al., 2014).

U GH-R-KO dlouhovékych mysi s dobrou inzulinovou senzitivitou byly snizené hladiny
prozanétliveho IL-6 v epididymalni a perinefrické tukové tkami v porovnani s kontrolni
skupinou. Podobné tendence byla v téchto tukovych depech i u TNFa (Wang et al., 2006).
Masivni zvySeni hladin GH u GH transgennich mysi bylo spojeno se zvysenim prozanétlivych

cytokinti v adipocytech (Wang et al., 2007).

7.2.3 Inhibi¢ni (prfiznivé) ucinky GH na zanét

Nicméné v fad€ jinych studii mél GH ptiznivy vliv na zénét. Za ptredpoklddany piiznivy vliv
GH u sepse prasatek se pokladalo sniZeni sérového TNFa (Balteskard et al., 1997).
V lidskych monocytech inhiboval GH nukledrni translokaci NFkB stimulovanou LPS
(Haeffner et al., 1997). Vlivem inhibice NFKkB v makrofazich potlacoval GH také sekreci
IL-1B (inhibitoru adipogeneze) z makrofagi (Lu et al., 2010). Vyfazeni genu pro GH-R na
makrofdzich u mys$i (MacGH-R-KQO) s dietou indukovanou obezitou mélo necekané

negativni vliv na glukézovou homeostazu, coz bylo dano akcentaci zanétu, zvySenym
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mnozstvim makrofagl se shiftem k M1 polarizaci spolu se zvySenou expresi prozanétlivych
cytokinii (TNFa, IL-1p, IL-6 a osteopontinu) v tukové tkani (Lu et al., 2013).

V adipocytech (Reynolds et al., 2014; Reynolds et al., 2013 -A) a v diferencovanych
makrofazich z hematopoetickych bun€k kostni diené (Reynolds et al., 2013 -B) potkanich
potomkli samic s podvyzivou béhem gravidity zabranilo predlééeni GH prozanétlivému
fenotypu (zvysené sekreci prozanétlivych cytokinl, zvySené expresi cytokinil a jejich
receptorii a zvysené signalizaci TLR-4/NFkB). Podavani GH v nizké davce snizovalo expresi
TLR-2 a TNFa na adipocytech ve visceralnim tuku mysi, a tak ziejmé skrze ucinek IGF-1
inhibovalo zmény vyvolané vysokotukovou dietou spojené s inzulinovou rezistenci (Kubota
et al., 2008). V jiné studii u muzi s GH deficitem snizil GH v tukové tkani signalizaci a
expresi genl kédujicich komponenty extracelularni matrix a transformacni rtstovy faktor f3
(TGFB), coz naznacuje ptiznivy vliv na zanét v tukové tkani (Zhao et al., 2011).

Rada studii potvrdila sniZeni hladin vysoce senzitivniho C-reaktivniho proteinu (hsCRP)
(Deepak et al., 2010), event. i IL-6 po 1é€bé GH (Sesmilo et al., 2000; Franco et al., 2007)
nebo sniZeni hsCRP u akromegalie (Andreassen et al., 2007). Naopak 1é¢ba akromegalie
(Lin et al., 2012) nebo stavy s GH deficitem byly spojeny se zvySenim sérovych hladin
hsCRP a YKL-40 (reaktantu akutni faze) (Andreassen et al., 2007).

7.2.4 Stimula¢ni (nepfiznivé) acinky IGF-1 na zanét

Che et al. uvedl, ze IGF-1 je stimulujici faktor pro cytokiny indukovany zanét endotelovych
bunék a miize hrat roli v casnych fazich aterogeneze, napt. zvySenim TNFo indukované
exprese adheznich molekul v endotelovych buitkach vedouci ke zvyseni adheze monocyti
(Che et al., 2002). Ve studii Klugeho et al. se zvySila mRNA exprese IGF-1 na
monocytech/makrofazich z mista zanétu po mikroembolizaci srdce a IGF-1 se ucastnil
zanétem indukovanych angiogennich a reparacnich procest (Kluge et al., 1997).

Uloha IGF-1 v regulaci zanétlivych a imunitnich pochodli je viak zfejm& komplexnéjsi.
V nékterych piipadech se ukazalo, Ze pri nizkych koncentracich IGF-1 stimuluje
proliferaci hladkych svalovych bunék arterii a p¥i vysokych koncentracich ji inhibuje, coz
naznacuje, ze IGF-1 by mohl byt jak proaterogenni, tak protiaterogenni faktor (Mohanraj et

al., 2013).

7.2.5 Inhibi¢ni (priznivé) ucinky IGF-1 na zanét

antiapoptotické¢ ucinky na cévni systém spojené se snizenim aterosklerotickych plati a
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stimulaci stabilizace ateroplatiu (Higashi et al., 2014). Anwar et al. popsal, Ze TNF«
indukované snizeni exprese IGF-1 v hladké svaloving cév v aterosklerotickych platech muize
hrat roli u akutniho infarktu myokardu zvySenim nestability plati (Anwar et al., 2002). V jiné
studii v aortach obéznich potkanii exacerboval chronicky deficit GH/IGF-1 vysokotukovou
dietou indukovany zanét, endotelovou dysfunkci, oxidacni stres a expresi zanétlivych
markertl (TNFa, intercelularni adhezni molekuly-1 (ICAM-1)) (Bailey-Downs et al., 2012).
IGF-1 miZze byt klicovym regulatorem neonatdlnich imunitnich reakci pfi maturacnich
procesech a zanétu prostfednictvim inhibice prozanétlivych Thl odpovédi. Piidani IGF-1 do
kultury plné pupecnikové krve inhibovalo sekreci IFNy ze stimulovanych mononuklearnich
bunék (Puzik et al., 2012). IGF-1 produkovany monocyty/makrofagy pii svalovém poranéni
je klicovym faktorem hojeni a polarizace makrofagl pii zanétlivé fazi a regeneraci (Tonkin et
al., 2015).

Také v jiné studii sniZovaly nizké davky GH skrze ucinek IGF-1 populaci TLR-2/TNFa
koexprimujicich adipocytu ve viscerdlnim tuku u mys$i na vysokotukové dieté. IGF-1, ale
nikoliv GH inhiboval na 3T3-L1 bunkach expresi TNFa a TLR-2 stimulovanou VMK
(Kubota et al., 2008). IGF-1 je také pravdépodobnym mediatorem pii remisi diabetu 1.
typu mysi po transplantaci embryonalni hnédé tukové tkané diky svym adipogennim a
nikoli omentéalnich preadipocytech obéznich jedincti snizoval IGF-1 mastnymi kyselinami
indukovanou fosforylaci JNK1 a expresi TNFa skrze aktivaci Akt (Neacsu et al., 2013).
Inverzni asociace mezi IGF-1 hladinami a zanétlivymi ukazately véetné hsCRP a IL-6 byly
zjistény u akromegalie (Lohr et al., 2014) a v dalSich subpopulacich ze studii SHIP (Study of
Health in Pomerania) (Lohr et al., 2014), resp. CHS (Cardiovascular Health Study)
(Rajpathak et al., 2008) ¢i u starSi populace (Andreassen et al., 2010).

Osa GH/IGF-1 mlze modulovat zanétlivé procesy, nicméné€, jak je patrné z vySe
uvedenych studii, tyto vztahy jsou komplikované a nelze jasn¢€ stanovit, zda jsou in vivo

s 1. w

ucinky GH/IGF-1 pfedevsim pro- nebo protizanétlivé (Andreassen et al., 2012).

4

7.2.6 IGFBP-3 a protizanétlivy a antiproliferacni vliv na imunitni bunky

Bylo zjisténo, ze na rozdil od IGF-1 ma IGFBP-3 antiprolifera¢ni aktivitu proti
myeloidnim leukemickym buiikam, a to prostfednictvim zesileni u¢inku retinoidi (Ikezoe et

al., 2004). Z vysledku studii vyplyva, ze IGFBP-3 hraje vyznamnou roli v regulaci apoptézy
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monocytarnich bunék na IGF-1 nezavislém zpdsobu, ale také Ze moduluje biologickou
dostupnost IGF-1 a jeho antiapoptotické ucinky. Exprese IGFBP-3 byla vyznamné zvysSena
pfi apoptoze stimulované LPS (Agnese et al., 2002).

Uvadi se, Ze IGFBP-3 ma protinadorové a protizanétlivé u¢inky nezavislé na IGF-1 skrze
specificky IGFBP-3 receptor (IGFBP-3R), které zahrnuji aktivaci drahy kaspazy a interakci
s NFkB signalizaci (Han et al., 2011; Ingermann et al., 2010; Mohanraj et al., 2013). N&kolik
studii ukazalo, ze IGFBP-3 je schopny inhibovat NFkB drahu (Williams et al., 2007).
V lidskych adipocytech IGFBP-3 inhiboval TNFa indukovanou aktivitu NFkB na IGF
nezavislém zplsobu, snizoval MCP1 hladiny, potla¢il TNFo indukovanou inhibici
vychytavani glukézy a normalizoval hladiny IRS-1, GLUT4 a adiponektinu. V lidskych
aortalnich endotelovych buiikich (HAEC) IGFBP-3 také inhiboval TNFa, CRP a vysokou
glykémii indukovanou aktivitu NFkB a nésledné skrze IGFBP-3R potlacoval adhezi
monocytll k témto bunkadm inhibici TNFa indukovanych adheznich molekul ICAM-1,
VCAM-1 (adhezni molekula cévnich bunék-1) a MCPI1 distalné od NFkB drahy, a to
nezavisle na IGF-1 (Mohanraj et al., 2013). Mohanraj et al. také ukazala, ze M2 makrofagy
(metabolicky pozitivni) exprimuji vyssi hladiny IGFBP-3 nez M1 makrofagy a naznacila, ze
nizsi exprese IGFBP-3 makrofagy u obezity vcetné vyssi proteolyzy IGFBP-3 muze pfispivat
k obezité a inzulinové rezistenci (Mohanraj et al., 2013).

Rajpathak demonstroval inverzni vztahy také mezi IGFBP-3 v séru a hsCRP a IL-6 u
star$i populace (Rajpathak et al., 2008). Vysoké plazmatické hladiny CRP a IL-6 u starSich
pacientli s podvyzivou byly spojeny s vysokymi hladinami proteolyzovaného IGFBP-3
(Raynaud-Simon et al., 2002).

Uvazuje se také o potencidlnim 1é¢ebném vlivu IGFBP-3 u diabetické retinopatie pro jeho
mozny protektivni vliv (Lau et al., 2013) dany napt. snizenim adheze monocytl k endotelu
retiny snizenim hladin ICAM-1 (Zhang et al., 2013 -A), inhibici apoptdzy retinalnich
endotelovych bun¢k skrze aktivaci IGFBP-3R (Zhang et al., 2013 -B), sniZenim exprese
TNFo (Zhang et al., 2014) ¢i obnovenim integrity cév (Kielszewski et al., 2011).
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Tabulka B: Protizanétlivé ucinky IGF-1 a IGFBP-3 (HAEC, lidské aortalni endotelové bunky; ICAM-1,
intercelularni adhezni molekula-1; IFNy, interferon y; IGF-1, inzulinu podobny rtustovy faktor-1; IGFBP-3, IGF-
vazebny protein-3; JNK1, c-Jun N-termindlni kinaza-1; MCP1, monocytarni chemoatrakéni protein-1; NFkB,
nuklearni faktor kappa B; TLR-2, toll-like receptor-2; TNFa, tumor nekrotizujici faktor o; VCAM-1, adhezni
molekula cévnich bunék-1).

Protizanétlivé ucinky IGF-1 a IGFBP-3

IGF-1 IGFBP-3

Inhibice exprese TLR-2/TNFa indukované | Antiproliferacni ucinky proti myeloidnim
VMK na adipocytech burikam

Inhibice JNK1 fosforylace, TNFa exprese | Apoptéza monocytil (skrze na IGF-1

indukované VMK v preadipocytech zavislé i nezavislé mechanismy)

SniZeni prozanétlivé odpovédi Th1 u SniZeni TNFa indukované NFKB aktivity

novorozenctl v adipocytech, v HAEC

SniZeni sekrece IFNy z monocytt SniZeni TNFa indukované exprese

pupecnikoveé krve ICAM-1, VCAM-1, MCP1, sniZeni adheze
monocytt k HAEC

7.3 Inhibi¢ni vliv zanétu na osu GH/IGF-1

Jak akutni zanét (napi. LPS indukovana sepse) (Wojnar et al., 1999; Papastathi et al., 2013),
tak chronické zanétlivé stavy (Savage et al., 2011), kterym muze byt napf. i obezita Ci
nadvéha (Savastano et al., 2011), jsou spojeny se zvySenou hladinou prozanétlivych
cytokini (TNFa, IL-6, IL-1B) a zaroven se sniZenymi hladinami GH/IGF-1.
Experimentalni modely zanétlivych chorob u zvifat odhalily nékolik mechanismi vedoucich
ke sniZené aktivité GH/IGF-1: TNFa stimulované snizeni mnozstvi (downregulace) GH-R
(DiFidele et al., 2005), proteolytické Stépeni GH-R (Wang et al., 2008), zvySeni GHBP
(O’Leary et al., 2000), snizeni fosforylace/aktivace STATS (DiFidele et al., 2005), dale
porucha vazby STATS5b k DNA (Ahmed et al., 2007; Chen et al., 2010), snizené GH mRNA
hladiny v hypofyze (Lopez-Calderon et al., 1999). Nékteré zanétlivé cytokiny véetné TNFa a
IL-6 mohou zvysit jaterni mRNA expresi Cis (SH2 doménu obsahujiciho proteinu
inducibilniho cytokiny) a SOCS1-3 a ty zas mohou inhibovat signalizaci GH zabranénim
fosforylace STATSb zavislé na GH-R/JAK2 (Colson et al., 2000) nebo mohou stimulovat
proteasomalni degradaci JAKs (Zhang et al., 1999).

Béhem zanétu vede rezistence jater k uCinkim GH ke sniZzeni exprese IGF-1, k aktivaci
katabolismu a ptipadné k porucham rastu. Kriticky nemocné déti maji Casto nizké hladiny

IGF-1 a -2 a IGFBP-3 spolu se zvySenymi hladinami GH (Gardelis et al., 2005). V nékterych
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katabolickych stavech se vSak mize kombinovat periferni rezistence ke GH a somatotropni
insuficience (Gianotti et al., 1998). Hladiny GH také pravdépodobné zavisi na délce trvani
zanétu/stresu. Akutni stres (i.v. administrace IL-1f a TNFa potkaniim) byl nasledovan
signifikantnim sniZzenim plazmatickych hladin GH snad souvisejicim se stimulaci CRH
(corticotropin releasing hormone). Po chronickém stresu (indukovana artritida) doslo naopak

k signifikantnimu zvyseni GH hladin (Corsi et al., 1997).

Obrdazek 19: Mechanismy sniZeni GH/IGF-1 vlivem zanétu (Cis, protein obsahujici SH2 doménu inducibilni
cytokiny; DNA, deoxyribonukleova kyselina; GH, ristovy hormon; GHBP, GH vazebny protein; GH-R,
receptor rustového hormonu; IGF-1, inzulinu podobny ristovy faktor-1; IL-6, interleukin-6; IL-1f, interleukin-
1B; JAKSs, Janus kinazy; LPS, lipopolysacharid; TNFa, tumor nekrotizujici faktor a; STAT, signalni transducer a

aktivator transkripce; SOCS, supresory cytokinové signalizace).

Akutni zanét (LPS)
Chronicky zanét
(Obezita)

Zvysena produkce S
TNFa, IL6, IL-1B - | exprese

t Stépeni GH-R

t GHBP

| Fosforylace STAT
Porucha vazby
— STAT5b k DNA

| GH,IGF-1
(katabolismus,
porucha ristu)

} GH mRNA v hypofyze

t Cis, SOCS1-3—»
| STATSb fosforylace
tJAKs degradace

7.3.1 Obezita a komponenty osy GH/IGF-1

Obezita je Casto popisovana jako stav suprese GH a je spojena se znaénym snizenim
spontanni sekrece GH a niz§imi hladinami IGF-1 (Rasmussen et al., 1995; Rasmussen et al.,
2010), coz muze souviset pravé se zvySenou hladinou prozéanétlivych cytokinli u obezity
(Savastano et al., 2011). Patofyziologicky mechanismus odpovédny za nizkou sekreci GH u
obezity je vSak pravdépodobné multifaktoridlni. Mezi dal§imi zvazovanymi faktory se uvadi
chronicky stav zvySené sekrece somatostatinu, zvySené hladiny VMK nebo snizena sekrece
ghrelinu (Alvarez-Castro et al.,, 2011). Nam a Marcus popisuji, Ze snizend sekrece GH u
obezity se povazuje za konsekvenci a nikoli za pti¢inu obezity (Nam et Marcus, 2000). Avsak
napt. autoii vySe zminéné studie Lu et al., ve které GH zvySoval adipocytarni diferenciaci

vlivem sniZeni sekrece IL-1p (inhibitoru adipogeneze) z makrofagl, se domnivaji, Ze
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snizeni sekrece a u¢inku GH u obezity miize sniZenim poctu adipocytli a omezenim kapacity
tukové tkané pro skladovani mastnych kyselin pfispivat k inzulinové rezistenci a ze GH miize
chranit pi‘ed nepfiznivymi u¢inky obezity na metabolismus (Lu et al., 2010). Poskytuji tak
mechanistické vysvétleni pro pozorovany pokles poctu adipocyti u déti s GH deficitem (Lu et
al., 2010). Ackoli sniZzend sekrece GH u obezity miZe snizit tvorbu IGF-1 v jatrech iv
adipocytech, u pacienti s obezitou byly popsany vedle sniZenych a normalnich také
vysoké hladiny IGF-1 pravdépodobné v dusledku zvySené produkce IGF-1 (a GHBP)
nadmérnym mnozstvim tukové tkané (Nam et Marcus, 2000).

Erman et al. u obéznich Zzen demonstroval GH rezistenci vlivem sniZené exprese GH-R na
adipocytech (Erman et al., 2011 -A, -B), coz by mohlo souviset s tim, pro¢ podavani GH neni
ucinnou 1écbou pro jedince s idiopatickou obezitou. Naznadil dale, ze GH-R transkripce mtze
byt v tukové tkani u obéznich ovlivnéna vlivem zvysené aktivity TNFa, hypoxii inducibilniho
faktoru lo (HIF-1a) a glukokortikoidl (tii nejzasadnéjSich promotortt GH-R) (Erman et al.,
2011 -A). Buijs et al. také uvedl, ze hyposomatotropismus u obezity neni kompenzovan
zvySenou odpovidavosti tukové tkané k uc¢inku GH, coz vede k omezeni lipolyzy (Buijs et al.,

2002).

7.3.2 Vliv zanétu na IGFBPs

Akutni zanét u potkant snizil také sérové hladiny IGFBP-3, a to spiSe snizenim jeho syntézy
v jatrech nez zvysenim jeho proteolyzy. Tento efekt se zdal byt nezavisly na GH a IGF-1
(Priego et al., 2003). Pacienti s ulcerdzni kolitidou nebo Crohnovou chorobou méli také
sniZené sérové koncentrace IGFBP-3 (Katsanos et al., 2001).

Artritida u potkant vSak zvySila sérové hladiny IGFBPs (Lopez-Calderon et al., 1999). Jini
autofi uvedli, ze zvySena akumulace IGFBP-1 v kosternim svalu pii infekci miize potencialné
inhibovat na IGF zavislou proteosyntézu (Frost et Lang, 2004). Chronické podani LPS u
potkand snizilo sérové IGF-1 a obsah GH v hypofyze, ale zvySsilo sérové IGFBP-1-4. Tyto
zmény by mohly byt dilezitymi mechanismy v poklesu télesné hmotnosti béhem chronického

zanétu (Soto et al., 1998).

81



8. VLIV KALORICKE RESTRIKCE NA KOMPONENTY OSY GH/IGF-1

8.1 Vliv kalorické restrikce/laénéni na GH/IGF-1 komponenty

To, ze pfijem proteinit a zvlast¢ energeticky pfijem jsou dilezitymi regulatory sérovych
hladin IGF-1, je znamo jiz déle (Isley et al., 1983). U&inky GH/IGF-1 osy mohou byt
regulovany podle nutriéniho stavu a tkanové specificky, kdy la¢néni vede k omezeni rist
stimulujicich uc¢inkit GH a tvorby IGF-1 a naopak k podpoie ucinki mobilizujicich
lipidy/ lipolyze. Piesné mechanismy této regulace vSak zlstavaji nejasné (Norbeck et al.,

2007; Mgller et al., 2009).

8.1.1 Experimentalni studie-sérové hladiny i exprese

U laénicich ryb byla zjisténa snizena mRNA exprese GH-R v jatrech a Zzabrech, v tukové
tkani vsak byla tato exprese zvySena a doslo k depleci lipidid. S tim bylo spojeno sniZeni
IGF-1 mRNA exprese v jatrech, tuku a zabrech a snizeni jeho sérové hladiny (Norbeck et
al., 2007). U lac¢nicich potkant doslo po 5 dnech 1é¢by bGH k poklesu mRNA exprese GH-R
v jatrech. Paralelni zmény probihaly i u sérovych hladin IGF-1 (Ohashi et al., 1995; Kaji et
al., 1994). 1 Butler et al. popisuje refrakternost jater k pusobeni GH béhem negativni
energetické bilance u skotu (Butler et al., 2003). Kaloricka restrikce je tedy zpravidla
spojena s poklesem exprese IGF-1 v jatrech a jeho sérovych hladin. Refrakternost ke GH
v trvalém lacnicim stavu mize byt vyhodna k zabranéni anabolickych ucinki GH (Ohashi

et al., 1995; Kaji et al., 1994).

Dlouhodoba kaloricka restrikce snizila mRNA expresi IGF-1 v kosternim svalu jak u
normalnich, tak u GH-R-KO mysi. V jatrech u GH-R-KO mysi vedla vSak tato restrikce ke
zvySeni IGF-1 mRNA exprese (Masternak et al., 2005). Prasata malého vzristu vlivem vyzivy
meéla nizsi IGF-2 a GH-R mRNA expresi ve svalu, naproti tomu v tukové tkani byly IGF-1 a
IGF-2 mRNA nejvyssi u téchto prasat (Matteri et al., 2000). U ploda prasat se spontdnni
intrauterinni rdstovou retardaci byla snizena IGF-1 mRNA, ale zvySena IGF-2 mRNA
v podkozni tukové tkani ve srovnani s prasaty se stfedni porodni hmotnosti (Gondret et al.,

2013).

Delsi 28 denni restrikce energetick¢ého ptfijmu u lachtanti vedla vedle poklesu sérovych
koncentraci IGF-1 navic také ke vzestupu hladin GH a IGFBP-2 (Richmond et al., 2010).

48 hodinové la¢néni potkanid ¢i matek plodl potkanti u nich vedlo ke snizeni IGF-1 mRNA,
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ale ke zvySeni IGFBP-1 mRNA v jatrech, s ¢cimz mohou byt spojeny zjisténé zmény
v hladinach inzulinu a glukozy a coz mize pfispivat k ristové retardaci u plodi (Li et al.,
1999; Straus et al., 1991). U plodt potkanii podvyzivenych matek byla oproti kontrolnim
plodiim snizena jaterni mRNA exprese IGFBP-1. Po porodu se sniZila sérova hladina IGF-1 a
zaroven se u obou skupin zvySily sérové hladiny IGFBP-1 a -2 paralelné s jejich mRNA
expresi v jatrech (Rivero et al., 1995). Hladovéni u PEPCK-IGF-2 transgennich mysi se
zvySenou expresi a sérovou hladinou IGF-2 vedlo k vyraznéjSimu poklesu IGF-1 a zvySeni

IGFBP-2 v séru v porovnani s kontrolni skupinou (Wolf et al., 1994).

8.1.2 Klinické studie-sérové hladiny

Jak bylo uvedeno vyse, sérové hladiny IGF-1 jsou zavislé na dieté a slozeni stravy. Je znamo,
ze hladiny IGF-1 jsou niz§i u veganti ve srovnani s lakto-ovo-vegetariany a omnivory (Allen

etal., 2002).

Kombinace la¢néni a podani GH u zdravych muzi vedlo ke snizeni rychlosti clearance GH,
zvysené lipolyze, snizené aktivité IGF-1 a sniZzené inzulinové senzitivité¢ a poruse aktivity
JAK/STAT drahy (Mgller et al., 2009). SniZeni sérovych hladin IGF-1 bylo pozorovano po
kalorické restrikci u obéznich divek (Wabitsch et al., 1996), kratké nizkotu¢né dieté
doprovazené rychlym poklesem hmotnosti u obéznich zen (De Pergola et al., 1998) ¢i po 4
dennim la¢néni u neobéznich jedinci (Bang et al., 1994). U obéznich bez diabetu zde nastalo
mirné snizeni hladin, zatimco u obéznich diabetikl 2. typu nebyla pozorovana zadna zména,

coz autofi prisuzuji mozné inzulinové rezistenci (Bang et al., 1994).

Ve studii Banga et al. se po 4 dennim la¢néni také zvySilo IGFBP-1 v séru u obéznich a
zdravych subjektd, ale nikoli u diabetiki 2. typu (Bang et al., 1994). Kaloricka restrikce vedla
ke zvySeni IGFBP-1 u dospélych, ale nikoli u déti (Smith et al., 1995). La¢néni zvysilo
IGFBP-1 v séru jak u kontrolnich subjektti, tak u akromegalikii, kde byly ale hladiny nizsi nez
u kontrolni skupiny (Grottoli et al., 2008). Ke zvySeni IGFBP-2 hladin v séru vedla restrikce
proteinl ve strave, a to jak u dospélych, tak u déti (Smith et al., 1995). IGFBP-2 v séru se
zvysilo také po 9 dennim la¢néni u zdravych subjekti (Clemmons et al., 1991). Rasmussen et
al. uvedl, ze IGFBP-2 by tak mohl mit ulohu v regulaci dostupnosti IGF-1 béhem
kratkodobé kalorické restrikce (Rasmussen et al., 2006).
Po kratké nizkotucné diet€¢ doprovazené rychlym poklesem hmotnosti u obéznich jedinci
doslo ke zvySeni IGFBP-3 v séru (De Pergola et al., 1998). Kaloricka restrikce byla vSak u
déti spojena s poklesem IGFBP-3 v séru (Smith et al., 1995). U akromegalickych pacientl ve
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studii Grottoli et al. byly zjistény podobné sérové hladiny IGFBP-3 jako u kontrolni skupiny a
nezménily se ani po 36 hodinach la¢néni u Zadné ze skupin (Grottoli et al., 2008).

Pokles volného IGF-1 pii absenci zvySeni snizenych hladin GH a IGFBP-1-3 proteolytické
aktivity nastal u obéznich subjektl po 4 denni nizkokalorické dieté. Autor zde naznacuje, Ze
volné IGF-1 ziejmé neni hlavnim regulitorem zpétnovazebného sniZeni hladin GH u
obeznich jedincu s dietou (Rasmussen et al., 2006). V jiné studii Goya et al. naznacuje, Ze
IGF/IGFBP by mohly byt regulovany nezavisle na GH, ale zprostiedkovan¢ skrze rovnovahu

mezi inzulinem a nutricnim stavem (Goya et al., 1996).

8.1.3 Snizeni IGF-1 po kalorické restrikci jako protinidorovy mechanismus

Mnoh¢ metabolické disledky energetické restrikce prameni praveé ze snizeni hladin inzulinu a
IGF-1. Tento efekt snizeni IGF-1 a jeho proliferacnich schopnosti byl studovan hlavné
v kontextu protinadorového ucinku energetické restrikce (Giovannucci et al., 2001).

U samic mys$i byla intermitentni kaloricka restrikce spojena se signifikantné niz§im sérovym
IGF-1 a pomérem IGF-1/IGFBP-3 nez u mysi s chronickou kalorickou restrikci a zdala se tak
ucinnéjsi v prevenci vzniku tumoru prsu u mysi (Rogozina et al., 2009). Ketogenni dieta
s vysokym obsahem tuku bez obsahu sacharidi u mysi s karcinomem prostaty byla spojena
se snizenymi sérovymi hladinami inzulinu, IGF-1, pomérem IGF-1/IGFBP-1 a pomérem IGF-
1/IGFBP-3 a prodlouZenym pieZivanim oproti mySim s dietou s vyrovnanym pomérem
sacharidi a tukt. Byly také potlaceny drahy spojené s inhibici apoptdzy, zanctem,
inzulinovou rezistenci a obezitou (Mavropoulos et al., 2009). Kaloricka restrikce sniZila
pocet experimentalné indukovanych tumori tlustého stifeva u mysi, hladinu prozanétlivych
cytokinti, IGF-1 a proliferaci a zvysila IGFBP-3 a apopt6zu (Olivo-Marston et al., 2014). 48
hodinové laénéni vedlo u potkant k poklesu hmotnosti, IGF-1 a GLP-2 v plazm¢, poklesu
jejunalni mukézni bunécnosti a jejunalni IGF-1 mRNA (Nelson et al., 2008).

Naopak dieta s vysokym obsahem sacharézy u mysi s mutaci Apc genu s mnohocetnou
sttevni neoplazii (Min) zvySila intestinalni epitelidlni bunécnou proliferaci a tumorigenezi
a jaterni IGF-1 mRNA a ve stfeve také zvysila IGF-2 a snizila IGFBP-3 expresi (Wang et al.,
2009).

8.2 Vliv zvySeného kalorického prijmu na GH/IGF-1 komponenty

IGF-1 byl signifikantné zvySeny v séru a v jatrech u mysi s vysokou hmotnosti a u mysi na

vysokoproteinové diet¢ (Timtchenko et al., 1999). Protein ve stravé zvysil IGF-1 také
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v tukové tkéni u prasat (Brameld et al., 1996). Vysokoproteinova dieta nezvysila IGF-2 v séru
u kontrolnich mysi, ale pouze u IGF-2 transgennich mysi (Blackburn et al., 1997 -A).

Vyssi piijem mlécnych bilkovin, soji a kalcia ve stravé u premenopauzélnich Zen byl také
pozitivné spojen s koncentracemi IGF-1 (Gann et al., 2005).

Sebert et al. uvedl, ze zvysené sérové koncentrace IGF-1 spolu se zménami exprese PPARa, y
ve svalu u obéznich mladych prasat prekrmovanych dietou zapadniho typu se mohou castecné
podilet na ptiznivé regulaci jejich glykémie a hladin triglyceridi skrze zvySeni mnoZstvi
tuku, coz u nich udrzuje vysokou citlivost k inzulinu (Sebert et al., 2005). Preventivni vliv
vysokych hladin inzulinu a IGF-1 v séru na rozvoj diabetu, které korespondovaly s jejich
expresi v jatrech, byl popsan také u berlinskych vysoce obéznich mysi (Schafer et al., 2011).
Star$i obézni mySi krmené vysokotukovou dietou mély kromé hyperglykémie a
hyperinzulinémie také snizenou IGFBP-1 mRNA expresi v jatrech (Hoffler et al., 2009).
Obezita u mysi krmenych vysokotukovou dietou byla spojena se zvySenou expresi IGFBP-3
ve visceralni tukové tkani a kaloricka restrikce vedla k jejimu poklesu jak u obéznich, tak

u §tihlych mysi (Kurki et al., 2012).
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9. HYPOTEZA A CILE PRACE

Na zaklad¢é vyse uvedenych poznatkd predpokladame, Ze zmény lokalni exprese komponent
osy GH/IGF-1 v tukové tkani (a cirkulujicich monocytech) se mohou vyznamné podilet na
etiopatogeneze poruchy glukézové tolerance, mimo jiné i prostiednictvim regulace
subklinického zanétu, a prispivat ke zménam metabolismu tukové tkan¢ ve smyslu poruchy
jeji diferenciace a zmén v jejim mnozstvi u pacientt s diabetes mellitus 2. typu a obezitou,
potazmo i u akromegalikl. Dale predpokladame, ze zmény sérovych hladin nebo lokalni
mRNA exprese IGF-1 komponent vlivem kalorické restrikce mohou alespon c¢astecné
prispivat k pozitivnim metabolickym u¢inkiim nizkokalorické diety. Tyto zmény prakticky
nebyly u lidi dosud systematicky zkoumany. Déle piedpokladame, ze u akromegalie je
mRNA exprese GH/IGF-1 komponent a p85alpha podjednotky PI3K v podkozni tukové tkani
ovlivnéna dlouhodobé zvysenymi sérovymi hladinami GH/IGF-1/inzulinu a Ze tyto zmény
exprese by mohly sehravat roli pfi rozvoji inzulinové rezistence nebo pii snizeni mnoZzstvi

tukové tkané u akromegalie.

Specifické cile nasi prace byly nasledujici:

1.Zkoumat  ulohu  komponent osy GH/IGF-1 v  dysregulaci  glukézového
metabolismu prostiednictvim ovlivnéni subklinického zanétu a mnozstvi tukové tkané, a to
primarn¢ na urovni tkanové exprese IGF-1 komponent v podkozni tukové tkani a perifernich

monocytech u obéznich jedincti s a bez diabetu 2. typu.

2. Zjistit mozné zmeény sérovych hladin a tkanovych mRNA expresi IGF-1 komponent
vyvolané nizkokalorickou dietou u obéznich diabeti¢ek a zkoumat jejich moznou souvislost s

pozitivnim ovlivnénim metabolismu.

3. Zkoumat efekt zvySenych hladin GH/IGF-1 komponent v séru u akromeglie na mRNA
expresi komponent osy GH/IGF-1 v podkozni tukové tkani a piipadné souvislosti

s inzulinovou rezistenci nebo zménami mnozstvi tukové tkané u téchto pacientu.

4. Overit, zda plati pfimy vztah mezi zvySenymi sérovymi hladinami inzulinu a GH a

zvysenim tkanové mRNA exprese p85alpha podjednotky PI3K i mimo experimentalni studie,
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tj. také u pacientll s akromegalii, a zda lze timto mechanismem castecné vysvétlit rozvoj

inzulinové rezistence v tukové tkani akromegalik.
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10. METODIKA STUDIE

Vsechna klinicka a laboratorni vySetieni byla provadéna na 3. interni klinice VFN ve

spolupréci s Ustavem klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

10.1 VyS$etieni antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametru

U vsech vySetfovanych subjektti byla zméfena télesna vyska a hmotnost a vypocitan body
mass index (BMI — hmotnost v kg/vyska v m?). Té&lesné slozeni bylo uréeno pomoci DEXA
(Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (DEXA, Hologic Discovery, USA)). Odbéry krevnich
vzorkil byly provedeny za standardnich podminek po celonocnim lacnéni mezi 7. a 8. hodinou
ranni. Do 30 minut byly vzorky zpracovany pomoci centrifugace (10 min pti 1000 x g) a séra
byla dale uskladnéna pii teploté -80°C k dalSimu vySetieni.

Zakladni biochemické parametry byly stanoveny standardnimi laboratornimi metodami.
Hodnota LDL-cholesterolu byla wvypocitina podle Friedwaldova vzorce. Glykovany
hemoglobin byl analyzovan vysokovykonnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na
analyzéru Variant II BioRad (BioRad). HOMA index (HOmeostasis Model Assessment) byl
vypocitan pomoci vzorce: sérova koncentrace inzulinu nalacno (mlIU/l) x glykémie
nalacno/22,5 (Matthews, 1985).

Sérove hladiny celkového IGF-1 a GH byly méteny IRMA kity (Immunotech, Prague, Czech
Republic). Plazmatické hladiny volného IGF-1 byly méfeny ELISA kitem (Diagnostic
Systems Laboratories, Inc., Webster, USA). Hladiny IGFBP-1, IGFBP-2 a IGFBP-3 byly
méfeny ELISA kity (DiaSource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgie). Sérové hladiny
adiponektinu byly méfeny komerénim ELISA kitem (Linco Research, St. Charles, Missouri,
USA). Sérové hladiny leptinu byly méfeny komerénim ELISA kitem (Biovendor, Brno,
Ceska republika). Sérové hladiny CRP byly mé&feny vysoce senzitivnim ELISA kitem (Bender
Medsystems, Videni, Rakousko). Sérové hladiny inzulinu byly méteny RIA kitem (Cis Bio
International, Gif-sur-Yvette, Francie). Sérové hladiny estradiolu byly méfeny
chemiluminescentni  imunnoassay technologii (CMIA) ChemiflexTM (ABBOTT
laboratoriem, USA).

Intra- a interassay variabilita vSech méfeni byla do 10 % resp. 15 %.

10.2 Biopsie podkozni tukové tkané

Biopsie podkozni tukové tkdn€ byla u pacientlii provadéna v rannich hodindch soucasné

s krevnimi odbéry po 10-12 hodinovém la¢néni. Vzorky tukové tkan€ byly odebirany z oblasti
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biisni stény cca 10-15 cm lateraln¢ od pupku. Po zarouskovani a dezinfekci mista odbéru bylo
provedeno lokalni znecitlivéni 20 ml 1% trimecainu (Mesocain 1% inj. sol.). Nasledné byl
skalpelem proveden kratky tez (3-4 mm), kterym byla paraleln¢ s biiSni sténou zavedena
plastova kanyla s kovovym zavadécem (Brauniile MT, 12G, délka 80 mm, vnitini/vng&jsi
pramér 2,2/2,7 mm, Braun Melsungen, Némecko). Po opatrném rozruSeni podkozni tukové
tkané byl odstranén kovovy zavadé¢, na kanylu byla pfipojena 20 ml stiikacka a pomoci
podtlaku bylo odebrano pozadované mnozstvi tukové tkané (200-1000 mg). Vzorky tkané
byly rozdéleny do plastovych zkumavek (Eppendorf AG, Némecko, obsah 1,5 ml) s 1 ml
RNA stabilizujiciho ¢inidla (RNAlater, Quiagen, Némecko), okamzité zamrazeny na -80°C a

ulozeny k dal$imu zpracovani.

10.3 Izolace krevnich monocyta

Krevni vzorky pouzité k izolaci perifernich monocytd byly odebirany do média obsahujiciho
Na-EDTA a zpracovany do 2 hodin po odbéru. Leukocyty se ze vzorkl ziskavaly pomoci
Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Biosciences AB, Svédsko). Do 50 ml zkumavky Falcon bylo
napipetovano 3,5 ml Ficoll-Paque™ Plus a nasledné bylo pomalu ptidano 5 ml krevniho
vzorku. Po centrifugaci byly agregaty leukocytl pteneseny do dal$i zkumavky obsahujici 10
ml PBS (0,001M PBS, pH 7,4) a opétovné centrifugovany. Supernatant se odsal a bunécna
peleta byla rozpusténa v roztoku DE-GAS (0,01 M PBS ph 7,4; 0,5 M EDTA ph 8,0 a 1%
BSA). Monocyty byly dale izolovany magnetickou izola¢ni metodou za pouziti magnetickych
mikrokulicek znacenych monocytovym antigenem CD14 (MiniMacs Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Némecko). Poté byla zCDI14" monocytl na pfistroji MagNA Pure
instrument pomoci izola¢niho kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation kit (Roche
Diagnostics GmbH, Némecko) izolovéana celkova RNA.

10.4 Stanoveni exprese mRNA

Vzorky podkozni tukové tkané byly homogenizovany na automatickém homogenizatoru
MagNA Lyser pouzitim kulicek MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics GmbH,
Némecko). Celkovd RNA byla extrahovana z homogenizovanych vzorkt na pfistroji MagNA
Pure Instrument pouzitim kitu Magna Pure Compact RNA Isolation kit (tissue) (Roche
Diagnostics GmbH, Némecko). Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickym
métfenim absorbance pfi 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Némecko nebo

NanoPhotometer, Implen, Mnichov, Némecko). Integrita RNA a jeji piipadna kontaminace
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DNA byly kontrolovany elektroforeticky vizualizaci 18S a 28S ribozomalnich pruhid na 1%
agardzovém gelu s ethidium bromidem.

Pro reverzni transkripci bylo pouzito 0,25 pg celkové RNA. Pro syntézu prvni vétve cDNA
byly pouzity nahodné primery, postup byl podle navodu High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Ziskana cDNA byla pouzita
pro stanoveni relativni genové exprese IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGF-2R, IGFBP-1, IGFBP-2,
IGFBP-3, GH, GH-R, p85alpha, INS-R a beta-2-mikroglobulinu (B2M) pomoci qRT-PCR
pomoci TagMan® Universal PCR MasterMix, NO AmpErase® UNG a specifickych TagMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, CA, USA). PCR pro kazdy gen byla
amplifikovana zvlast. Vzorky cDNA byly do dalsiho zpracovani skladovany piti -20°C.
Stanoveni genové exprese bylo provedeno na pfistroji ABI PRISM 7500 Instrument (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Bylo provedeno 45 cyklu s nasledujicimi parametry: 2
minuty pii 50°C, 10 minut pti 95°C a v kazdém cyklu 15 s denaturace pii 95°C a 1 minuta pii
60°C pro elongaci. VSechny vzorky byly méteny alesponn v duplikatu. Data byla vyjadrena
jako prahové hodnoty (Cr), tzn. jako zména fluorescence v realném c¢ase. Pro kazdy vzorek
byla z diivodu kompenzace rozdili v mnozstvi pouzité RNA v reakéni smési a proménlivé
ucinnosti reverzni transkripce stanovovana také endogenni kontrola beta-2-mikroglobulin.
Vysledky byly normalizovany na prumér téchto hodnot. Relativni genova exprese

sledovanych genii byla vypogitana podle vzorce 27" (A Ct= Ctiarget - Cteam).

10.5 Nizkokaloricka dieta (VLCD — very-low-calorie diet)

Obézni pacientky s diabetes mellitus 2. typu podstoupily v ramci redukéniho pobytu na 3.
interni klinice VFN dvoutydenni hospitalizaci s nizkokalorickou dietou o energetickém

obsahu 600 kcal (2500 kJ)/den.

10.6 Statisticka analyza dat

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat (SPSS Inc., USA).
Pfed analyzou byly vsSechny kontinualni proménné zhodnoceny z hlediska normality
(Kolmogorov-Smirnov test). Antropometrické, biochemické a hormondlni parametry byly
vyjadieny jako primér + SD (smérodatna odchylka priméru), pokud neni uvedeno jinak.

K vyhodnoceni dat byly dle typu dat v jednotlivych podstudiich pouzity nasledujici metody a
testy: parovy a neparovy ¢-test resp. Mann-Whitney Rank Sum Test nebo Wilcoxontv Signed-
Rank Test, jednocestna analyza rozptylu (One-Way ANOVA) nésledovanad Holm-Sidakovym

nebo Dunnovym testem.
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Zavislost mezi jednotlivymi faktory byla hodnocena pomoci Spearmanova korelacniho testu
(Rho) a mnohocetné (Backward stepwise) regresni analyzy. Za statisticky vyznamné byly

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

11.1 Sérové koncentrace a tkanova mRNA exprese komponent osy IGF-1 u Zen

s diabetem 2. typu a obezitou: vliv nizkokalorické diety

Cil prace: Komponenty osy GH/IGF-1 se podileji na regulaci glukézové homeostazy a
imunitnich a zanétlivych pochodi a hraji dalezitou roli v diferenciaci imunitnich i
adipocytarnich bunék. Cilem nasi studie bylo stanovit sérové koncentrace a mRNA expresi
téchto komponent v podkozni tukové tkani a perifernich monocytech u obéznich zZen s a bez
diabetu 2. typu a zjistit jejich moznou ulohu pii regulaci subklinického zanétu perifernimi
monocyty, v dysregulaci glukézového metabolismu a mnozstvi tukové tkané a v pozitivnim
metabolickém efektu dietni intervence.

Metodika: Do studie bylo zatazeno 13 obéznich pacientek s diabetes mellitus 2. typu (DM2),
11 obéznich Zen bez diabetes mellitus 2. typu (OB) a 18 zdravych §tihlych Zzen (C). Sérové
hladiny vybranych metabolickych parametri byly stanoveny standardnimi laboratornimi
metodami. Sérové hladiny hormontt a GH/IGF-1 komponent byly stanoveny pomoci
komerc¢nich kiti ELISA, IRMA, RIA. mRNA exprese vybranych gent byla stanovena pomoci
RT PCR ve vzorcich podkozni tukové tkané a izolovanych perifernich monocytech za
bazalnich podminek a u DM2 skupiny po 2 tydnech nizkokalorické diety (energeticky piijem
2500 kJ/den).

Vysledky:

Za bazalnich podminek meély obézni DM2 zeny signifikantné snizenou IGF-1, IGF-1R,
IGFBP-2 a IGFBP-3 mRNA expresi v podkozni tukové tkani (Graf 24-D) a zvySenou IGF-
IR mRNA expresi v perifernich monocytech (Graf 14) ve srovnani s C skupinou. U OB
skupiny mély IGF-1R v perifernich monocytech (Graf 14) a 1GF-1 (Graf 24) a IGFBP-2
(Graf 2C) v podkozni tukové tkani nesignifikantni tendenci ke stejnym zméndm jako u DM2.
IGF-1R (Graf 2B) a IGFBP-3 (Graf 2D) exprese v podkozni tukové tkani byly srovnatelné
mezi OB a C skupinou. Dva tydny nizkokalorické diety vedly u obéznich diabeticek ke
snizeni hmotnosti (138,3 + 6,3 vs. 128,8 £ 5,9 kg, p<0,05) a ke zlepSeni metabolického
profilu (HOMA-index 12,07 £1,93 vs. 8,75 £ 1,43, p<0,05). Doslo u nich zaroven ke zvyseni
IGFBP-2 v séru (232+ 30 vs. 259+£23 ng/ml, p<0,05) a v podkozni tukové tkani (Graf 2C) a
ke zvyseni IGFBP-3 v perifernich monocytech (Graf 1B).

Zavér: Snizena exprese IGF-1, IGF-1R, IGFBP-2 a IGFBP-3 v podkozni tukové tkani u DM2

by mohla pfispivat ke zménam diferenciacni kapacity tukové tkdné€ a zvySena IGF-1R exprese
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v perifernich monocytech u DM2 by mohla hrat Glohu v regulaci subklinického zanétu
perifernimi monocyty. Zvyseni IGFBP-2 vséru a v podkozni tukové tkani a IGFBP-3

v perifernich monocytech by zas mohlo pfispivat k metabolickému zlepSeni po VLCD.

Vysledky této prace byly publikovany v ¢asopisu Molecular and Cellular Endocrinology, plny

text ¢lanku v otisténé verzi je uveden v priloze.

11.2 Mozna uloha zmén lokalni mRNA exprese komponent osy GH/IGF-1/inzulin

v podkoZni tukové tkani v metabolickych odchylkach u pacientu s akromegalii

Cil prace: Nasim cilem bylo zjistit vliv chronicky zvysenych sérovych hladin GH/IGF-1 na
mRNA expresi vybranych komponent osy GH/IGF-1/inzulin vcetné p85alpha regulacni
podjednotky PI3K, (jejiz zvySeni po stimulaci GH bylo v experimentalnich studiich spojeno
s inzulinovou rezistenci), v podkozni tukové tkdni u pacientl s nové zjiSténou akromegalii a
srovnat tyto nalezy s kontrolnimi zdravymi subjekty za u¢elem nalezeni pfipadnych asociaci
téchto zmén s poruchou inzulinové senzitivity a snizenim mnozstvi tukové tkané ptitomnych
u pacientd s akromegalii.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 12 pacientl s aktivni akromegalii (AC) a 12 zdravych
stihlych kontrolnich subjektti (C). Sérové hladiny hormonti a GH/IGF-1 komponent byly
stanoveny pomoci komer¢nich kiti ELISA, IRMA, RIA. mRNA exprese vybranych gentl ve
vzorcich podkozni tukové tkané byla stanovena pomoci RT PCR.

Vysledky: AC skupina méla v porovnani s C skupinou signifikantn¢ snizené procento
celkového (21,4 £5,7 vs. 29,3 +£5,1 (%), p=0,021) a trunkalniho (20,3 £ 5,1 vs. 27,7 £ 4,9 (%),
p=0,019) télesného tuku a zvySeny HOMA-index (10,01 (8,03-13,69) vs. 1,88 (1,35-2,81),
p=0,006). V podkozni tukové tkdni meli AC signifikantné zvySené mRNA exprese IGF-1 a
IGFBP-3 (Graf 3), které ob¢é pozitivné korelovaly s hladinou GH v séru (Tabulka 4).
P85alpha mRNA exprese v podkozni tukové tkani se signifikantné nelisila mezi skupinami
(Graf 3). IGF-1 a IGFBP-3 exprese v podkozni tukové tkdni nebyly nezavisle spojeny
s procentem celkového a trunkélniho tuku ani s HOMA-indexem (Tabulka 5 a 6). IGFBP-3
exprese vSak byla nezdvislym prediktorem exprese inzulinového receptoru (INS-R) a
p85alpha v podkozni tukové tkani (Tabulka 6).

Zavér: Tyto vysledky naznacuji, Zze zvySena produkce GH u akromegalie vede ke zvySeni
IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese v podkozni tukové tkani, zatimco vliv na p85alpha mRNA
expresi nebyl signifikantni. ZvySeni IGF-1 a IGFBP-3 v podkozni tukové tkani
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pravdépodobné nepfispiva k systémovym zménam inzulinové senzitivity a mnozstvi tukové
tkan¢ u akromegalie. IGFBP-3 by vSak vzhledem k nezavislé asociaci s INS-R a p85alpha

mohl mit lokalni vliv na inzulinovou senzitivitu v podkozni tukové tkani u téchto pacientti.

Vysledky této prace byly pfijaty k publikaci v Casopisu Physiological Research, plny text

¢lanku je uveden v priloze.
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12. DISKUZE

Mezi cirkulujicimi monocyty a tukovou tkani byly pfi rozvoji systémového subklinického
zanétu, diabetu 2. typu a jeho aterosklerotickych komplikaci v pfedchozich studiich popsany
slozité interakce (Mraz et al., 2011; Bourlier et Bouloumie, 2009; Suganami et al., 2005).
Signifikantné zvySena mRNA exprese IGF-1R v monocytech u pacientek s diabetem 2.
typu ve srovnani jak s obéznimi, tak kontrolnimi subjekty, kterou jsme prokazali v nasi praci,
naznacuje mozny podil komponent osy IGF-1 na regulaci zanétlivého stavu perifernich
endotelialni dysfunkce zvySenim prozanétlivé signalni transdukce cytokiny (Che et al., 2002).
Byly popséany také pozitivni vlivy IGF-1 na stimulaci maturace myeloidnich bunék, migraci
fagocytli (neutrofili a monocyt) (Saito et al., 1996), proliferaci lidskych perifernich
mononuklearnich bun¢k a T-lymfocyti (Koojiman et al., 1992 -B) i na zrani a inhibici
apoptozy T-bunek z pupecnikové krve (Law et al., 2008). V ptitomnosti IGF-1 se monocyty
izolované od pacientti s GH deficitem diferencovaly v makrofagy (Serri et al., 2004). Tyto
nalezy naznacuji, ze IGF-1 ma ziejm¢ obecnéjsi ulohu v regulaci zanétlivych a
imunologickych procesti. ZvySena vazebna kapacita pro IGF-1 dana zvySenim IGF-1R
exprese na perifernich monocytech u obéznich pacientek a pacientek s diabetem 2. typu,
zjisténa v na$i praci, by tak mohla naznaCovat novou regulacni ulohu IGF-1 v rozvoji
subklinického zanétu prostiednictvim prozanétlivé aktivace perifernich monocyti.

V nasi predchozi praci (Mraz et al., 2011) m¢li pacienti s diabetem 2. typu vyraznéjsi expresni
profil riznych prozanétlivych chemokinti, cytokinl a prozanétlivych receptorti na perifernich
monocytech nez obézni subjekty bez poruchy glukézového metabolismu, coz naznacuje
dalezitou ulohu perifernich monocytll v progresi metabolické poruchy od prosté obezity a
inzulinové rezistence ke zjevné poruse glukozového metabolismu. Podobné nalezy byly
zjiStény v nasi studii u mRNA expresi komponent osy IGF. Na rozdil od signifikantné
zvysené IGF-1R mRNA exprese v perifernich monocytech a signifikantné snizené¢ IGF-1 a
IGFBP-2 mRNA exprese v podkozni tukové tkani obéznich pacientek s diabetem 2. typu byl
prokéazan pouze nesignifikantni trend k t€émto zméndm u obéznich subjektli bez diabetu. Tyto
nalezy poukazuji na moznou ulohu lokalnich zmén mRNA exprese komponent osy IGF-1 v
postupné progresi metabolické poruchy. Prifezovy design naSi studie vsak nedovoluje
vyloucCit alternativni moznost, tj. ze rozdily v hladinach inzulinu a glukézy mezi DM?2
skupinou a obézni skupinou bez DM2 mohly pfispét ke zméndm mRNA exprese komponent

osy IGF-1.
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Zatimco zmény exprese komponent osy IGF-1 v perifernich monocytech byly vétSinou méné
vyjadiené, obezita a diabetes 2. typu byly spojeny s vyrazngj§imi zménami exprese
komponent osy IGF-1 v podkozni tukové tkani. Zjistili jsme sniZzenou IGF-1, IGFBP-2,
IGFBP-3 a na rozdil od perifernich monocytli také sniZenou IGF-1IR mRNA expresi v
podkoZni tukové tkani u pacientll s diabetem 2. typu, coz naznacuje rozdilnou regulaci
téchto molekul v tukové tkani a v perifernich monocytech. Piedchozi studie prokazaly
dilezitou roli IGF-1 a IGF-1R v adipogenezi, pii stimulaci proliferace a diferenciace
preadipocytd a adipocytd (Bliiher et al., 2005; Peter et al., 1993; Sato et al., 2008; Mur et al.,
2003; Valverde et al., 1997), akumulaci lipidt in vitro (Grohmann et al., 2005) a pii modulaci
expanze bilé tukové tkan€ (Kloting et al., 2008). Neékteré studie sice snizuji vyznam IGF-1R
pti diferenciaci adipocytli v porovnani s INS-R (Kléting et al., 2008; Entingh-Pearsall et
Kahn, 2004), je vSak pravdépodobné, ze pii signalizaci obéma receptory pii adipogenezi
vznikaji rozdilné signaly a ze INS-R i IGF-R maji nezavislé role v adipogenezi, které
nemohou byt vzajemné¢ nahrazeny (Entingh-Pearsall et Kahn, 2004). Snizena IGF-1 a IGF-1R
mRNA exprese v podkozni tukové tkani, zjisténa v nasi studii, by tak mohla pfispivat ke
sniZzené diferencia¢ni kapacité tukové tkané u obéznich diabetikli 2. typu. Tato porucha by
tak mohla vést k nadmémé akumulaci lipidd ve tkanich mimo tukova depa a napomahat

rozvoji inzulinové rezistence a dalSich ptidruzenych metabolickych poruch.

Ackoli Grohmann et al. prokdzal stimulacni vliv IGFBP-3 na diferenciaci viscerdlnich a
subkutannich adipocytti u déti (Grohmann et al., 2005), dalsi prace potvrdily inhibi¢ni vliv
IGFBP-3 na diferenciaci preadipocytti i na funkci diferencovanych adipocytt (Baxter et al.,
2009; Chan et al., 2009; de Silva et al., 2012). SniZena IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZni
tukové tkani u naSich obéznich pacientek s diabetem je v souhlasu se snizenou expresi
IGFBP-3 v mezenterialnim tuku u potkanti s dietou indukovanou obezitou, coz dle autort této
studie naznacuje, Ze IGFBP-3 by mohl mit protektivni vliv proti obezité (Palau et al., 2012;
Mohanraj et al., 2013).

Snizené IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese v podkozni tukové tkdni mohou také souviset s
nizkou sérovou hladinou GH zjisténou u obéznich diabeticek 2. typu v nasi studii, jelikoz
minulé studie ukazaly stimula¢ni vliv GH na sérové i tkanové hladiny téchto komponent

(Vikman et al., 1991; Wester et al., 1998; Lemmey et al., 1997).
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Obrazek 20: Vliv diabetu 2. typu a obezity na lokalni expresi komponent osy IGF-1 a moZné dopady téchto
zmén (IGF-1, inzulinu podobny rdstovy faktor -1; IGF-1R, receptor inzulinu podobného rastového faktoru-1;

IGFBP, IGF-vazebné proteiny).

Diabetes 2. typu a obezita

v N

Perifermni monocyty PodkoZni tukova tkan
IGF-1 IGFBP-2
I IGF-1R } GFaR IGFBP-3
Mozny vliv na aktivaci Moznv vii . e .
) . o y vliv na Mozné snizeni
a proliferaci monocytu shizeni diferenciace inhibiéniho
prispivajici k zanétu adipocytl a adipogeneze viivu IGFBPs
vedouci k naslednému na adipogenni
ektopickému aginky IGF-1

ukladani tuku

Dva tydny piisné kalorické restrikce signifikantné snizily télesnou hmotnost, zlepSily
metabolické parametry a snizily hladiny CRP, coz svéd¢i o snizeni subklinického zanétu u
naSich pacientek s diabetem 2. typu. V naSich pfedchozich pracich (Dolinkova et al., 2008;
Mraz et al., 2011) u podobnych skupin obéznich Zen s a bez diabetu 2. typu vedla VLCD ke
konzistentnimu poklesu mRNA exprese témét vSech stimulovanych chemokini a
cytokinovych receptori v perifernich monocytech, coz naznacuje jejich snizenou
odpovidavost vici chemotaktickym signalim. Tento pokles by ndsledné mohl snizit mnoZzstvi
monocytl vstupujicich do tukové tkan¢ a Castecné tak vysvétlit pozitivni metabolicky efekt
kratkodobé VLCD. Zajimavé je, ze jsme v aktudlni studii nepozorovali zddny vliv VLCD na
IGF-IR mRNA expresi v perifernich monocytech. Na druhou stranu jsme zjistili
signifikantni zvySeni IGFBP-3 mRNA exprese v perifernich monocytech po VLCD, ktera
dosahla dokonce vysSich hladin nez u kontrolni skupiny. Tento nalez mutze byt dilezity
vzhledem k popsané loze IGFBP-3 pii stimulaci zastavy rlstu a apoptdzy bunék a jeho
antiproliferativni aktivit¢ u myeloidnich leukemickych bunék (Ikezoe et al., 2004). IGFBP-3
byl zvysen u lipopolysacharidem indukované apoptozy lidskych monocytli (Agnese et al.,
2002). Mohanraj pak poukazala také na protizanétlivé na IGF-1 nezévislé ucinky IGFBP-3
skrze interakci s NFkB signalizaci (Han et al., 2011; Ingermann et al., 2010; Mohanraj et al.,
2013). Domnivame se proto, ze zvySeni IGFBP-3 exprese v perifernich monocytech po
VLCD v nasi studii by mohlo pfispivat ke sniZeni prozanétlivé monocytarni aktivity

spojené s metabolickym zlepSenim po VLCD.
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Dalsim vyznamnym efektem VLCD, zjisténym v nasi studii, byla normalizace vyznamné
sniZzené IGFBP-2 mRNA exprese v podkozZni tukové tkani u obéznich subjektti s diabetem
2. typu. Bylo naznaceno, ze IGFBP-2 je dulezitym modulatorem ucinku IGF-1 pfi
adipogenezi (Boney et al., 1994). V tad¢ in vitro studii se ukazalo, ze IGFBP-2 inhibuje IGF
dependentni proliferaci bunék (Hoeflich et al., 1999; Rehfeldt et al., 2010). U geneticky
obéznich ob/ob, db/db mysi a mysi s obezitou vyvolanou vysokotukovou dietou byla také
zjisténa signifikantné niz$i IGFBP-2 mRNA exprese ve visceralni, ale nikoli podkozni tukové
tkani ve srovnani se $tihlymi zvitaty (Li et Picard, 2010). Wheatcroft popsal, ze transgenni
IGFBP-2 mysi byly rezistentni k rozvoji obezity a inzulinové rezistence. Jeho in vitro studie
ukizala také ptimy efekt IGFBP-2 v prevenci adipogeneze, kdy rIGFBP-2 blokoval
diferenciaci 3T3-L1 bunék (Wheatcroft et al., 2007). Na zaklad¢ téchto idaji byla vyslovena
hypotéza, ze IGFBP-2 secernovany z bilé tukové tkané pfispiva k prevenci dietou navozené
obezity a s v€kem spojené inzulinové rezistence u mysi (Li et Picard, 2010). Nekteré
predchozi studie ukazaly zvySeni sérovych hladin IGFBP-2 po la¢néni (Clemmons et al.,
1991) nebo po restrikei proteind ve stravé (Smith et al., 1995). Vyznamné zvySeni IGFBP-2
v séru a jeho exprese v podkozni tukové tkani v nasi studii po VLCD je tak v souhlasu s jeho
navrhovanou tlohou modulatoru pozitivnich metabolickych u¢inki jak na lokalni, tak na
systémové urovni pravdépodobné skrze regulaci adipogenni kapacity tukové tkané,
omezeni dalSiho priristku hmotnosti (Claudio et al., 2010) a regulaci biodostupnosti IGF-

1 béhem kratkodobé kalorické restrikce u obéznich subjektti (Rasmussen et al., 2006).

Obrazek 21: Vliv Kkalorické restrikce na hladiny komponent osy IGF-1 a moZné dopady téchto zmén (IGF-
1, inzulinu podobny rustovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein; VLCD, nizkokaloricka dieta).

Kaloricka restrikce

(2 tydny VLCD)

Periferni monocyty Sérum PodkoZni tukova tkar
% IGFBP-3 t IGFBP-2 t IGFBP-2
Mozny vliv na Potencialni pfiznivy Mozné zvyseni

zvySeni apoptozy metabolicky efekt inhibi¢niho
a snizeni proliferace vlivu IGFBP-2
monocytu na adipogenni
zmirfidjici zanét ucinky IGF-1
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V nasi studii jsme neprokazali signifikantni zménu IGFBP-3 mRNA exprese v podkozni
tukové tkani po VLCD, avsak v jiné studii u obéznich Zen bylo snizeni hmotnosti spojeno
s tendenci ke zvyseni exprese IGFBP-3 v podkozni tukové tkani (Campbell et al., 2013).
Naopak u mysi byla obezita spojena se zvySenou expresi IGFBP-3 ve visceralni tukové tkani

a kaloricka restrikce vedla k jejimu poklesu (Kurki et al., 2012).

V prvni ¢asti nasi prace jsme tedy ukazali, ze obézni Zeny s diabetem 2. typu maji v porovnani
s kontrolni skupinou snizenou mRNA expresi IGF-1, IGF-1R, IGFBP-2 a IGFBP-3 v
podkozni tukové tkani, coz by mohlo prispivat ke zménam v diferenciaéni kapacité tukové
tkané¢ a jejiho mnozstvi, a zaroven zvySemou IGF-IR mRNA expresi v perifernich
monocytech, kterd by se mohla podilet na regulaci subklinického zanétu perifernimi
monocyty. Zjistili jsme také signifikantni zvySeni IGFBP-2 v séru i v tukové tkani a
zvySeni IGFBP-3 v perifernich monocytech po VLCD. Tyto zmény by mohly hrat roli v
metabolickém zlepSeni po VLCD. Presny mechanismus regulace exprese komponent osy
IGF-1 v podkozni tukové tkéni nebo perifernich monocytech, jeho klinicky vyznam a
kauzalni vztah k regulaci metabolickych zmén a subklinického zanétu u obezity a diabetu 2.

typu je vSak tfeba zkoumat v dalSich studiich.

2. Ve druhé casti nasi prace nas zajimal vliv dlouhodobé zvysenych hladin GH/IGF-1 u
nelécenych akromegalikii na mRNA expresi vybranych komponent osy GH/IGF-1/inzulin
v podkozni tukové tkdni a mozné souvislosti téchto zmén s poruchou inzulinové senzitivity a
snizenim mnozstvi tukové tkané pifitomnych u téchto pacientii. V porovnani se zdravymi
Stihlymi subjekty jsme nalezli u akromegalikii v podkoZni tukové tkani signifikantné
zvySenou mRNA expresi IGF-1 a IGFBP-3. Jak IGF-1, tak IGFBP-3 mRNA exprese
pozitivné korelovala se sérovou hladinou GH, coZ naznacuje pfimy stimula¢ni vliv GH na
lokalni produkci IGF-1 a IGFBP-3 v podkoznim tuku. V predchozich studiich byla produkce
IGF-1 tukovou tkédni po stimulaci GH zjiSténa v experimentalnich podminkéch i u zdravych
osob (Vikman et al., 1991; Peter et al., 1993; Wabitsch et al., 1996; Jargensen et al., 2006).
Peter et al. popsal, Ze v tukové tkani u potkanii je mRNA exprese vSech IGFBPs, vcetné
IGFBP-3, regulovana GH (Peter et al., 1993). Dalsi experimentalni studie ukazaly stimula¢ni
vliv GH na IGFBP-3 expresi v jatrech, svalu a ktizi u potkanti s GH deficitem (Lemmey et al.,
1997), na sérovou hladinu IGFBP-3 u prasat (Wester et al., 1998) nebo na jeho sekreci
z praseCi tukové tkané (Chen et al., 1996) nebo z lidskych preadipocyt (Wabitsch et al.,
2000). Nedavna studie u akromegaliki také zjistila zvySenou IGF-1 a IGFBP-3 mRNA
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expresi v jejich podkozni tukové tkani (Hochberg et al., 2015). V nasi studii byl GH jednim
z nezavislych prediktori IGFBP-3 mRNA exprese v podkozni tukové tkani, coz
potvrzuje ptimou regula¢ni tlohu GH.

vvvvvv

al., 1997) nebo v jatrech (Gosteli-Peter et al., 1994), avSak pokud je ndm znamo, zadna
podobna zjisténi dosud neexistuji pro tento efekt v tukové tkani. V nasi studii byla IGF-1
mRNA exprese nezavislym prediktorem IGFBP-3 mRNA exprese v podkozni tukové

tkani a obracené, coZ poukazuje na jejich mozné vzajemné lokalni interakce.

U akromegalickych pacienti jsme podle ocekavani zjistili signifikantné niZ§i procento
celkového a trunkalniho tuku a zvysSené procento LBM ve srovnani s kontrolni skupinou,
coz je vsouhlasu snalezy zptedchozich studii (Katznelson et al., 2009). Déle jsme
pozorovali inverzni vztah mezi IGFBP-3 expresi v tukové tkdni a procentem celkového a
trunkalniho tuku a mezi IGF-1 expresi v tukové tkani a procentem trunkalniho tuku, coz
naznacuje mozny kauzalni vztah. Pfedchozi prace ukazaly, ze behem diferenciace lidskych
preadipocytd dochazi ke zvySovani exprese IGF-1 i IGFBP-3 (Baxter et al., 2009). Zatimco
vsak IGF-1 stimuluje tento proces a adipogenezi (Peter et al., 1993; Chen et al., 1995),
IGFBP-3 ma na tyto procesy inhibi¢ni ucinky (Baxter et al., 2009; Chan et al., 2009).
V souhlasu s timto efektem IGFBP-3 mély v prvni studii nasi prace obézni Zeny s diabetem
snizenou mRNA expresi IGFBP-3 v podkoznim tuku. I kdyZ se mySlenka lokalni regula¢ni
ulohy IGF-1 a IGFBP-3 v podkozni tukové tkani zda lakava, IGF-1 ani IGFBP-3 mRNA
exprese v podkoZznim tuku nebyly v na$i studii nezavislymi prediktory procenta

celkového nebo trunkalniho tuku. Tento koncept by vSak jisté zasluhoval dalsi zkoumani.

Za ucelem podrobngjsiho porozuméni mozné regulacni ulohy lokdlnich zmén mRNA exprese
IGF-1 a IGFBP-3 v systétmovych metabolickych zménach u akromegalie jsme zkoumali
vztahy mezi IGF-1 a IGFBP-3 mRNA expresi vpodkozni tukové tkani a vybranymi
parametry gluk6zového metabolismu a inzulinové rezistence. V predchozich studiich byla
metabolickymi vlivy u diabetickych mysi (Gunawardana et Piston, 2015). Jak IGF-1 (Kubota
et al., 2008; Neacsu et al., 2013), tak IGFBP-3 (Mohanraj et al., 2013) vykazovaly
ukazalo, ze IGFBP-3 miZze v adipocytech riznymi mechanismy snizovat inzulinovou
senzitivitu (Kim et al., 2007; Chan et al., 2005). V nasi studii jsme nezjistili nezavislou

asociaci IGF-1 nebo IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZznim tuku s HOMA-indexem,
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ktery byl u AC skupiny signifikantn€ zvysen, zjistili jsme vSak, Ze IGFBP-3 exprese byla
nezavislym prediktorem INS-R a p85alpha exprese v podkoZznim tuku. To by mohlo
poukazovat na moznou lokéalni ulohu IGFBP-3 v regulaci inzulinové senzitivity v tukové

tkani u akromegalikd.

U akromegalie je zvySena inzulinova rezistence Casto pifitomna paradoxné i pfes snizené
mnozstvi tukové tkané. Vedle fady studii dokladajicich rGzné lokalni mechanismy GH
navozené inzulinové rezistence v tukové tkani (Castro et al., 2004; Smith et al., 1997) vsak
nékteré experimentalni prace naznacily, ze G€inek GH v tukové tkéni neni klicovy z hlediska
efektu na celkovou inzulinovou rezistenci (List et al., 2013; Johansen et al., 2005). V nasi
studii nebyla prokazana signifikantni asociace HOMA-indexu se sniZenym procentem
celkového nebo trunkilniho tuku. Tyto nalezy mohou podporovat hypotézu, ze u
akromegalie pravdépodobné tukova tkan neni hlavnim Cinitelem pfispivajicim k celkové
télesné inzulinové rezistenci, a poukazuji tak na jatra nebo na kosterni sval jako na dalsi
diilezité hrace.

Rada predchozich experimentalnich studii naznacila ddlezitou wlohu nadbytku GH pii
stimulaci exprese p85alpha regula¢ni podjednotky PI3K a nésledny rozvoj GH navozené
inzulinové rezistence (del Rincon et al., 2007; de Castro Barbosa et al., 2009; Barbour et al.,
2005). Snizeni p85alpha exprese bylo na druhou stranu navrzeno jako jeden z
moznych mechanisml pro 1écbu diabetu 2. typu (Mauvais-Jarvis et al. 2002). Dal$im
dilezitym regulatorem p85alpha je inzulin. Inzulin-rezistentni stavy byly v piedchozich
studiich spojeny s nesourodymi vysledky ukazujicimi jak zvySenou (Adochio et al., 2009;
Cornier et al., 2006), tak snizenou (Anai et al., 1998) tkanovou (jatra, svaly) expresi p85alpha
a také poruchu stimula¢niho vlivu akutni hyperinzulinémie na p85alpha expresi (Lefai et al.,
2001). V nasem souboru vedly dlouhodobé zvySené sérové hladiny GH/inzulinu u
pacientii s akromegalii pouze k nesignifikantnimu zvySeni p8S5alpha mRNA exprese
v podkozni tukové tkani ve srovnani s kontrolni skupinou, coz je v souhlasu s vysledkem
nedavné studie u pacientll s akromegalii (Hochberg et al., 2015). Nenalezli jsme ani zadné
signifikantni korelace mezi sérovymi hladinami GH/IGF-1/inzulinu a expresi p85alpha, ani
mezi p85alpha a metabolickymi parametry (HOMA-index, glykémie nala¢no, inzulinémie
nala¢no, HbAlc). P85alpha exprese byla pozitivné spojena s expresi INS-R v podkoZnim

tuku, coz naznacuje moznou paralelni regulaci jejich expresi.

Souhrnné Ize fici, Ze ve druhé ¢asti nasi prace jsme zjistili signifikantné zvySenou mRNA

expresi IGF-1 a IGFBP-3 v podkoZni tukové tkani u pacientll s akromegalii. Ani jeden
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z téchto faktori vSak nezavisle nepredikoval zmény v télesném slozeni nebo v systémové
inzulinové senzitivité u téchto pacientd. Jejich lokalni icinek na adipogenezi a inzulinovou
senzitivitu v podkoZni tukové tkani vSak mize byt pfitomny a k jeho dal§imu zkoumani je
tteba dalSich studii. Nase wvysledky zaroven nepodporuji zvyseni exprese p85alpha
podjednotky PI3K jako mechanismus GH navozené inzulinové rezistence v podkozni tukové

tkani u pacientt s akromegalii.
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13. ZAVER A SHRNUTI VYSLEDKU PRACE

Soucasna pandemie obezity a diabetes mellitus 2. typu jakoZto rizikovych faktorii rozvoje
kardiovaskularnich, onkologickych i dalSich onemocnéni pfedstavuje v dnesni dob¢ jeden
z nejpalcivéjSich  medicinskych i socioekonomickych  problémt.  Jednim  ze
zasadnich patogenetickych mechanismt piispivajicich ke glukézové intoleranci a diabetu 2.
typu je inzulinova rezistence. Mezi pficiny inzulinové rezistence patii mj. subklinicky zanét
v tukové tkani spojeny se zvysenou infiltraci tukové tkan€ imunokompetentnimi bunikami a
zvySenou produkci prozanétlivych cytokinii potencidlné interferujici s inzulinovou
signaliza¢ni kaskdadou. Dal$im mechanismem, ktery mize zhorSovat inzulinovou senzitivitu,
mize byt ektopické ukladani tukové tkané jako nasledek poruSené diferenciace
adipocytu. IGF-1 je molekula s pleiotropnimi Uc¢inky, kterda miZze zasahovat do kazdého
z téchto procest. Diky podobnosti struktur molekuly IGF-1 s molekulou inzulinu a jejich
odpovidajicich receptord vykazuje IGF-1 pfiznivé Géinky na glukdézovou homeostazu, coz
ukdzala fada experimentalnich i klinickych studii. IGF-1 zaroven disponuje vyznamnymi
stimula¢nimi ucinky na proliferaci a diferenciaci celé fady bunck vcetné adipocyti a
monocyti, a tim ovliviluje adipogenezi a zanétlivou aktivitu. Jeho ucinky jsou pak
modulovany jeho vazebnymi proteiny, které vSak vykazuji také fadu na IGF-1 nezavislych
efektd.

Cilem nasi prace bylo pfinést dalsi poznatky o tloze GH/IGF-1 a dalSich komponent této osy
v regulaci téchto procest v kontextu dvou inzulin-rezistentnich jednotek diabetu 2. typu a
akromegalie.

V nasi praci nas zajimalo, jak se 1isi lokalni mRNA exprese IGF-1 komponent u obéznich
diabeti¢ek a obéznich zen bez diabetu ve srovnani se §tihlymi zdravymi osobami. Cel4 fada
zejména experimentalnich studii prokazala stimulaé¢ni vliv IGF-1 na adipogenezi, konkrétné
na proliferaci a diferenciaci preadipocytii zprostfedkovanou skrze IGF-1R. Obézni
diabeticky 2. typu v nasi studii mély vyznamné snizenou mRNA expresi IGF-1 i IGF-1R
v podkozZni tukové tkani, coz by mohlo souviset s potencidlnim sniZenim prolifera¢ni a
diferencia¢ni schopnosti tukové tkané. Soucasné byla u téchto subjektli nalezena
signifikantné snizena mRNA exprese IGFBP-2 a IGFBP-3. V experimentalnich studiich
blokoval IGFBP-2 adipogenezi a ztrata schopnosti IGFBP-3 vazat IGF-1 byla v jiné studii u
mysi spojena se zvySenym mnozstvim tukové tkané€. Praveé vzhledem ke schopnosti IGFBPs
vazat volné IGF-1 a blokovat jeho ucinky by uvedené snizeni vazebnych proteinti v nasi studii

mohlo pfispivat ke zvySeni proadipogenniho vlivu IGF-1 u obéznich diabeti¢ek. Celkovy
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potencialni vliv téchto zmén na metabolismus tukové tkané, resp. na inzulinovou rezistenci u
obezity a diabetu je vsak tieba ovéfit v dalSich studiich i vzhledem k tomu, Ze tukova tkan
mize mit z hlediska inzulinové rezistence jak ptiznivy vyznam k zabranéni ektopického
ukladani tuku, tak negativni vyznam pfi vyrazném zvyseni jejtho mnoZstvi.

ZvySeni IGFBP-2 v séru a v podkozZni tukové tkani, kter¢ nastalo po nizkokalorické dieté
inhibi¢ni vlivy IGFBP-2 na adipogenezi a jednak asociace mezi zvySenymi hladinami IGFBP-
2 a zlepSenim inzulinové rezistence, do zlepSeného metabolického profilu téchto pacientek
po této intervenci. To, zda se zvySeni IGFBP-2 v séru a podkoznim tuku mohlo kauzalné
piimo podilet na zlepseni metabolického profilu a snizeni hmotnosti, nebo zda jde o zmény
sekundarni, zasluhuje pozornost dalsich studii.

IGF-1 se podili také na stimulaci proliferace, diferenciace a naopak na inhibici apoptozy
imunokompetentnich bun¢k vcetné perifernich mononuklearnich bunék. Dalsi zménou u
obéznich diabeticek 2. typu v nasi studii byla signifikantné zvy§Sena mRNA exprese IGF-1R
v perifernich monocytech, coz by mohlo vypovidat o pfipadné zvySené prolifera¢ni
aktivité téchto imunokompetentnich bunék, které jsou pti diabetu a obezité rekrutovany do
tukové tkané, kde se podileji na rozvoji chronického zanétu mirného stupné. Naopak
vyznamnou roli v regulaci apoptézy monocytarnich bunék. Nizkokalorickd dieta u obéznich
diabeticek vnasi praci meéla za nasledek signifikantni zvySeni IGFBP-3 exprese
v perifernich monocytech, coz by dle pfedchozich nalezii mohlo naznacovat potencialni

zmirnéni aktivity subklinického zanétu na Grovni perifernich monocyti.

U akromegalikii jsme oproti kontrolnim subjektim nalezli signifikantni rozdily v mRNA
expresi v podkoznim tuku pouze u dvou komponent osy GH/IGF-1/inzulin, a to u IGF-1 a
IGFBP-3, které byly u akromegalikt signifikantné zvySené, a jejich pozitivni korelace se
sérovymi hladinami GH podporuje moznost primého stimula¢niho vlivu GH na tyto
exprese. Vzhledem k lokalnim ucinkiim, byt pravdépodobné protichidnym, obou téchto
komponent v tukové tkani ve smyslu ovlivnéni adipogeneze, dokumentovanym
v pfedchozich studiich, jsme testovali, zda zmény jejich expresi zjisténé v podkozni tukové
tkani nemohou souviset s celkové snizenym mnozstvim tukové tkané u akromegalikd. Ani
jeden parametr nekoreloval nezavisle s procentem celkového nebo trunkalniho tuku, pficemz
pravdépodobné nejsilngjsim kointerferujicim faktorem se jevi sérova hladina GH (negativni

korelace sérového GH a procenta celkového a trunkalniho tuku).
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Ta se pravdépodobné projevila také ve sniZeni IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese
v podkozZni tukové tkani u obéznich diabeti¢ek v prvni ¢asti nasi prace, u kterych byla
naopak snizena.

Podobné tomu bylo pfi testovani vlivu zvySeni téchto dvou expresi na ovlivnéni celkové
inzulinové senzitivity. U IGF-1 by se na zéklad¢ pfedchozich studii dalo ocekavat priznivé
ovlivnéni glukézového metabolismu, zatimco u IGFBP-3 jsou nalezy tykajici se vlivu na
inzulinovou rezistenci v tukové tkani nékdy protichiidné. Zpétnou regresni analyzou v nasi
studii nebyl prokazan nezavisly vliv zvySené¢ IGF-1 nebo IGFBP-3 exprese na systémovou
inzulinovou rezistenci hodnocenou v nasi studii pomoci HOMA-indexu. Exprese IGFBP-3
vSak byla jednim z nezavislych prediktori INS-R a p85alpha exprese v podkoZni tukové
tkani. To by mohlo svédéit o mozné lokalni uloze IGFBP-3 pii regulaci inzulinové
senzitivity v podkoZni tukové tkani u akromegalikti. Konkrétni mechanismy této regulace
mohou byt podnétem pro dal$i zkoumani v této oblasti.

Koneéné, zajimalo nas, zda také u akromegalie dochazi ke zvysSeni tkanové exprese p85alpha
regulac¢ni podjednotky PI3K vlivem stimulace GH a zda by toto pfipadné zvySeni mohlo byt
jednim z mechanismti inzulinové rezistence, tak jak to bylo dokumentovano v n¢kolika
pfedchozich experimentalnich studiich s nadbytkem GH. Absence signifikantniho rozdilu
v mRNA expresi p85alpha v podkozni tukové tkani mezi akromegaliky a kontrolni skupinou
stejn¢ jako signifikantnich korelaci mezi p85alpha a sérovou hladinou GH nebo parametry

inzulinové rezistence vSak tento koncept u nasich pacientti s akromegalii nepodporuje.

Terapeutické vyuziti komponent osy GH/IGF-1 je pravdépodobné castecné limitovano
vysokou mirou riznorodosti u¢inku jednotlivych molekul. Napti. IGF-1 ma sice diky
podobnosti své struktury molekule inzulinu pfiznivy vliv na glukézovy metabolismus, event.

na slozeni téla, coz se ukazalo i v klinickych studiich, avSak limitaci v jeho uziti mize byt

vvvvvv
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v tukové tkani a jeho inhibi¢ni vliv na adipogenezi diky vyvazani volného IGF-1. Na druhou
stranu v tukové tkani v jinych studiich vykazoval u¢inky snizujici inzulinovou senzitivitu. [ u
IGFBP-1 jsou nalézany vzajemné protichiidné vysledky, co se tyce jeho hladin u poruch

metabolismu gluko6zy. V neposledni fad¢ jsou to studie tykajici se ulohy GH/IGF-1 v regulaci

-----

ucincich obou komponent. Snad nejnadéjnéji by se mohl jevit IGFBP-2, ktery m¢l
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v experimentélnich studiich preventivni vliv na rozvoj obezity a zaroven jeho zvySené hladiny
byly spojeny v fadé studii s pfiznivym stavem glukézového metabolismu.

Interpretace vysledka studii je ¢asto komplikovana neschopnosti odlisit nasledek od pficiny a
predpokladanymi soucasné se vyskytujicimi kompenza¢nimi mechanismy. [ pfes
rozporuplnost nékterych vysledkl svéd¢i vSak dosavadni nédlezy o nesporném vyznamu
komponent osy GH/IGF-1 v regulaci glukézového metabolismu, adipogeneze i1 zanétlivych
pochodli. A pravé tato rozporuplnost mize podnécovat motivaci k dalsimu zkoumani jejich

ulohy sméfujicimu k jejich ptipadnému terapeutickému vyuziti u inzulin-rezistentnich stavii.
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We explored serum concentrations and mRNA expression of insulin-like-growth factor-1 (IGF-1) axis
components in subcutaneous adipose tissue (SCAT) and peripheral monocytes (PM) of 18 healthy
females, 11 obese non-diabetic females (OB) and 13 obese women with type 2 diabetes (T2DM) examined
at baseline and after very-low-calorie diet (VLCD). T2DM women had decreased expression of IGF-1, IGF-
1 receptor (IGF-1R), IGFBP-2 (IGF binding protein-2) and IGFBP-3 in SCAT and increased expression of
IGF-1R in PM compared to control group. IGF-1R and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT of OB was com-
parable to control group. In T2DM women VLCD increased serum levels and SCAT expression of IGFBP-2
and PM expression of IGFBP-3. We conclude that decreased IGF-1, IGF-1R and IGFBP-3 expression in SCAT
and increased IGF-1R expression in PM of T2DM subjects might contribute to changes of fat differentia-
tion capacity and to regulation of subclinical inflammation by PM, respectively. Increased SCAT and cir-
culating IGFBP-2 and IGFBP-3 in PM might participate in metabolic improvements after VLCD.

Adipose tissue
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1. Introduction

Previous studies have shown that type 2 diabetes and predia-
betic states are associated with altered circulating levels of IGF-1
and its binding proteins (IGFBPs) (Rajpathak et al., 2009). Most of
cross-sectional studies have found that free IGF-1 levels are ele-
vated in patients with impaired glucose tolerance and T2DM, while
total IGF-1 levels are within normal range (Frystyk et al., 1999) or
slightly decreased (Rasmussen et al., 2006). IGFBP-1 levels were
low in these patients (Dunger et al., 2004). Furthermore, increased
circulating IGFBP-3 may be a risk factor for insulin resistance and
T2DM (Rajpathak et al., 2009). In contrast to changes of circulating
levels of IGF-1 and its binding proteins, little is known about the
relationship between tissue mRNA expression of IGF-1 axis compo-
nents and the disturbances in glucose metabolism which are
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closely interconnected with the development of subclinical
inflammation.

In previous studies, low-grade subclinical inflammation arising
in adipose tissue in obesity has been proposed to play an important
role in the development of insulin resistance and diabetes (Wellen
et Hotamisligil, 2003; Xu et al., 2003; Hotamisligil, 2006) with both
adipocytes as well as adipose tissue macrophages contributing to
this inflammatory process (Mraz et al., 2011; del Pozo et al.,
2011). It has been suggested that most of the adipose tissue mac-
rophages in fat are derived from circulating monocytes recruited to
adipose tissue by various chemoattractants (Cancello et al., 2005).
Our previous study has shown that the interplay between adipose
tissue and circulating monocytes may be critically important in the
development of the systemic subclinical inflammation and type 2
diabetes (Mraz et al., 2011). In the present work we therefore tried
to explore, whether IGF-1 axis components contribute to dysregu-
lation of glucose metabolism and the development of subclinical
inflammation on the level of mRNA expression in peripheral mono-
cytes and subcutaneous adipose tissue.

Previously, IGF-1 has been suggested as an important regulator
of glucose and lipid metabolism in humans (Frystyk et al., 1997), a
mediator of hormonal effects on the immune system (Koojiman
et al.,, 1992b) and a potential modulator of responses to a variety
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of immunological challenges (Stuart et al., 1991). Several studies
have shown that IGF-1 has a regulatory role in inflammatory pro-
cesses (Kluge et al., 1997; Che et al,, 2002) and is, together with
other IGF axis components, implicated in the regulation of adipo-
cyte differentiation and lipid accumulation in vitro (Kloting et al.,
2008).

In the current study, we hypothesized that IGF-1 axis compo-
nents might have a role in the interplay between adipose tissue
and peripheral monocytes in the development of subclinical
inflammation in obesity and type 2 diabetes mellitus and might
contribute both to underlying metabolic disturbances in T2DM pa-
tients and the positive metabolic effect of dietary intervention. To
this end, we measured serum levels and subcutaneous adipose tis-
sue (SCAT) and peripheral monocytes (PM) mRNA expression of se-
lected components of the IGF-axis in obese non-diabetic and obese
type 2 diabetic patients at baseline and studied its modulation by
short-term dietary intervention in patients with type 2 diabetes.

2. Materials and methods
2.1. Study subjects

Thirteen obese women with type 2 diabetes mellitus (T2DM
group), 11 obese non-diabetic females (OB group) and 18 healthy
normal-weight age-matched women (C group) were included in
the study. Because of possible gender-related differences in the
studied factors that might affect the results, only one gender was
selected for investigation. The reason for choosing females over
males was that the proportion of females in our Obesity and Diabe-
tes Department is higher than males, which made patient recruit-
ment easier.

Five out of thirteen T2DM patients had been treated with oral
antidiabetic drugs (metformin, sulphonylurea derivatives or thia-
zolidinediones), 4 were treated with insulin and the rest by diet
only. The antidiabetic treatment remained unchanged for at least
three months prior to the start of the study.

Twelve out of thirteen diabetic patients were on antihyperten-
sive treatment, 5 patients were treated by statins, one by fibrate. 3
patients received thyroid hormone substitution therapy. None of
the patients had acute decompensation of diabetes, malignant tu-
mor or acute infectious disease. In the obese non-diabetic group, 4
patients were treated with antihypertensives and one of them was
on lipid-lowering medication with a statin. Control subjects had no
history of obesity and/or diabetes mellitus, arterial hypertension or
lipid metabolism disturbances and received no medication. Blood
tests confirmed normal blood count, biochemical and hormonal
parameters.

Both T2DM subjects and non-diabetic OB subjects were consec-
utively hospitalized in the 3rd Department of Medicine, General
University Hospital, Prague for planned intensive in-hospital inter-
vention aimed at body weight reduction using very-low-calorie
diet and complex reeducation of the patients. All T2DM patients
underwent a 2-week very-low-calorie diet (VLCD) with energy in-
take of 2500 kJ/day (600 kcal/day). The diet consisted of 50 g (33%)
of saccharides (15-20 g of mono- and disaccharides, 30-35 g of
polysaccharides), 20 g (31%) of lipids (6-8 g of saturated fatty
acids, 12-14 g of unsaturated fatty acids) and 55 g of proteins
(36%) per day. The diet contained 20 g of fiber per day.

The body weight of all study participants remained stable for at
least 3 months before the beginning of the study. Written informed
consent was signed by all participants before being enrolled in the
study. The study was approved by Human Ethical Review Commit-
tee, 1st Faculty of Medicine and General University Hospital, Pra-
gue, Czech Republic, and was performed in accordance with the
guidelines proposed in Declaration of Helsinki.

2.2. Anthropometric examination, blood and adipose tissue sampling

All patients with type 2 diabetes mellitus were examined twice;
at basal state before the beginning of any intervention and after two
weeks of VLCD, while obese non-diabetic and normal-weight
healthy women were examined only once. All subjects were mea-
sured and weighted and their body mass index (BMI) was calculated.
Percentage of total body fat was examined by bioimpedance analysis
(Multi-frequency Bodystat QuadScan 4000, Douglas, UK) at body
current flow of 5, 50, 100 and 200 kHz, respectively. Blood samples
for IGF-1, IGFBPs, insulin, and biochemical parameters measure-
ment were withdrawn between 07:00 and 08:00 h after 12 h of
overnight fasting. Blood samples were separated by centrifugation
for 10 min at 1000g within 30 min from blood collection. Serum
was subsequently stored in aliquots at —80 °C until further analysis.

Blood samples for monocyte isolation were collected in Na-
EDTA anticoagulant from all subjects and processed within 1-2 h.

Samples of subcutaneous adipose tissue for mRNA expression
analysis were obtained from the abdominal region as described
previously elsewhere (Dolezalova et al., 2007). Approximately
100 mg of tissue was collected to 1 ml of RNA stabilization Reagent
(RNA later, Qiagen, Germany) and stored at —-80 °C until further
analysis.

2.3. Hormonal and biochemical assays

Serum levels of total insulin-like growth factor-1 (IGF-1) were
measured by IRMA kit (Immunotech, Prague, Czech Republic).
LOD (Limit of detection) and LOQ (Limit of quantitation) were
12.0 ng/ml. Plasma levels of free insulin-like growth factor-1 (Free
IGF-1) were measured by ELISA kit (Diagnostic Systems Laborato-
ries, Inc., Webster, USA). LOD and LOQ was 0.015 ng/ml. Serum
IGFBP-1, IGFBP-2 and IGFBP-3 levels were measured by ELISA kits
(DiaSource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgium). LOD was 0.4 ng/
ml for IGFBP-1, 0.2 ng/ml for IGFBP-2 and 10 ng/ml for IGFBP-3.
LOQ was 6.4 ng/ml for IGFBP-1, 4.2 ng/ml for IGFBP-2 and 10 ng/
ml for IGFBP-3. Growth hormone (GH) levels were measured by
IRMA kits (Immunotech, Prague, Czech Republic). LOD and LOQ
were 0.10 mIU/l. Insulin concentrations were measured by RIA
kit (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette, France). LOD and LOQ
were 2.0 plU/ml. Serum adiponectin levels were measured by com-
mercial ELISA kit (Linco Research, St. Charles, Missouri, USA). LOD
was 0.78 ng/ml and LOQ was 390 ng/ml. Serum leptin concentra-
tions were measured by commercial ELISA kit (Biovendor, Brno,
Czech Republic). LOD and LOQ were 0.2 ng/ml. Serum C-reactive
protein (CRP) levels were measured by high sensitive ELISA (Bend-
er Medsystems, Vienna, Austria) with a LOD of 3 pg/ml and LOQ
1.5 ng/ml. Serum estradiol concentrations were measured by
chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) technology,
referred to as ChemiflexTM (ABBOTT Laboratories, IL 60064 USA).
LOD and LOQ were 0.04 nmol/l.

The intra- and interassay variabilities for all methods were less
than 5.0 and 10.0%, respectively.

Biochemical parameters (glucose, total and HDL-cholesterol and
triglycerides) were measured in the Department of Biochemistry of
General University Hospital, Prague by standard laboratory meth-
ods. The value of LDL-cholesterol was calculated according to
Friedewald formula.

Glycated hemoglobin was analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC) on Variant Il BioRad analyzer (BioRad).

2.4. Peripheral monocyte separation and total RNA isolation from
monocytes and adipose tissue

Peripheral blood leukocytes were obtained from blood sample
using Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Biosciences AB, Sweden).
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Monocytes were isolated from cell pellet with magnetic activated cell
sorting technique (MiniMacs Miltenyi Biotec, Germany) using micro-
beads coated with CD14 antibody (MACS CD14 MicroBeads; Miltenyi
Biotec, Germany). Total RNA was extracted from CD14 + monocyte
samples on MagNA Pure instrument using MagNA Pure Compact
RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Germany) as described
in detail previously elsewhere (Mraz et al., 2011).

Samples of subcutaneous adipose tissue were homogenized on
a MagNA Lyser Instrument using MagNA Lyser Green Beads (Roche
Diagnostics GmbH, Germany). Total RNA was extracted from the
homogenized sample using RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) as described in detail previously
(Lacinova et al., 2008). The RNA concentration was determined
from absorbance at 260 nm on a BioPhotometer (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany). The integrity of the RNA was checked by
visualization of 18S and 28S ribosomal bands on 1% agarose gel
with ethidium bromide.

2.5. Determination of mRNA expression by quantitative real-time PCR
(qRT-PCR)

Total RNA was used for reverse transcription to synthesize the
first strand cDNA. Reverse transcription was performed using
0.25 pg of total RNA to synthesize the first strand cDNA using the
random primers as per the instructions of the High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Further cDNA was used for determination of relative gene
expression of IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGFBP-1, IGFBP-2 and IGFBP-3
by qRT-PCR using TagMan®Universal PCR MasterMix, NO AmpEr-
ase® UNG and specific TagMan Gene expression Assays (Applied Bio-
systems, Foster City, CA). The catalogue numbers for the assays were
as follows: IGF-1 (Hs01547656_m1), IGF-2 (Hs01005963_m1), IGF-
1R (Hs99999020_m1), IGFBP-1 (Hs00426285_m1), IGFBP-2
(Hs01040719_m1) and IGFBP-3 (Hs00426289_m1). Measurements
of gene expression were performed on an ABI PRISM 7500 instru-
ment (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Forty-five cycles
were run with the following parameters: 2 min at 50 °C, 10 min at
95 °C and for each cycle 15 s at 95 °C for denaturation and 1 min at
60 °C for elongation. Controls with no template cDNA were per-
formed with each assay and all samples were run in duplicate at a
minimum. The increase in fluorescence was measured in real time
and threshold cycle (Ct) values were obtained. To compensate for
variations in the amount of RNA used and the variable efficiency of
reverse transcription, the target gene Ct number was normalized
to the endogenous reference beta-2-microglobulin (B2M) and the
formula 274 (ACt = Ctyargec — Ctaam) Was used to calculate relative
gene expression. Quantification of mRNA was performed as de-
scribed in detail previously elsewhere (Dolezalova et al., 2007).

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed on SigmaStat software (SPSS
Inc., Chicago, IL). Anthropometric, biochemical, hormonal and gene
expression results are expressed as means + SEM (standard error of
the means). Differences of serum parameters and gene expression
between obese with/without T2DM and non-obese were evaluated
using One-Way ANOVA followed by Holm-Sidak method or ANOVA
on Ranks followed by Dunn'’s test as appropriate. Differences be-
tween obese women with T2DM before and after VLCD were eval-
uated using paired t-test or Wilcoxon Signed-Rank test as
appropriate. Statistical significance was assigned to p < 0.05.

Spearman correlation test was used to calculate the relation-
ships between serum IGF-1, IGFBP-1, IGFBP-2 levels, relative gene
expression of IGF-1, IGFBP-3, IGF-1R in adipose tissue or relative
gene expression of IGF-1R, IGFBP-3 in peripheral monocytes and
other parameters. A p value < 0.05 denoted statistical significance.

3. Results
3.1. Clinical, hormonal and metabolic characteristics of study subjects

Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of all
study groups are summarized in Table 1. As expected, body weight,
BMI, waist circumference and % of total body fat, circulating CRP and
leptin levels were increased in both OB and T2DM patients relative
to control group. On the contrary, circulating adiponectin levels
were decreased in both OB and T2DM subjects compared to control
group. Serum concentrations of insulin, glucose, HbA1c, triglycer-
ides and HOMA-IR index were significantly increased and serum
HDL-cholesterol levels were decreased in T2DM patients compared
with control group. Serum levels of total and LDL-cholesterol did not
differ among the groups (data not shown). Estradiol levels did not
significantly differ among the groups. Serum levels of total IGF-1,
IGFBP-1 and GH were significantly lower in obese women both with
and without T2DM compared to controls. IGFBP-2 level was signif-
icantly decreased in obese women without diabetes, while in obese
diabetic women IGFBP-2 level did not significantly differ from the
control group. Similarly, levels of IGFBP-3 and free IGF-1 did not sig-
nificantly differ among the groups.

3.2. Clinical, hormonal and metabolic characteristics of T2DM patients
after VLCD

The influence of VLCD on anthropometric, biochemical and hor-
monal parameters is summarized in Table 1. Two weeks of VLCD in
T2DM subjects significantly reduced BMI, body weight, waist cir-
cumference, HOMA-IR, levels of glucose, CRP, total cholesterol
(data not shown), leptin and further reduced serum total IGF-1
concentrations. On the contrary, IGFBP-2 levels significantly in-
creased after VLCD. Serum insulin, HDL-cholesterol, LDL-choles-
terol, triglycerides, adiponectin as well as free IGF-1, IGFBP-1
and-3 levels were not significantly affected by VLCD. HbA1lc was
not assessed after VLCD.

3.3. mRNA expression of IGF-axis components in peripheral monocytes
and subcutaneous adipose tissue

In peripheral monocytes, mRNA expression of IGF-1R was sig-
nificantly increased in T2DM women compared to control group
(Fig. 1A) and did not differ between OB and control group.
IGFBP-3 and IGFBP-2 mRNA expression in PM did not significantly
differ among the groups (data for IGFBP-2 not shown). mRNA
expression of IGF-1, IGF-2 and IGFBP-1 was not detected in PM
in any of the studied groups. Two weeks of VLCD did not change
the IGF-1R and IGFBP-2 mRNA expression. After VLCD the IGFBP-
3 mRNA expression in T2DM group became significantly higher
compared to control and obese non-diabetic group (Fig. 1B).

In subcutaneous adipose tissue, IGF-1 and IGFBP-2 mRNA
expression was decreased in T2DM women compared to control
group (Fig. 2A and C) and IGF-1R and IGFBP-3 mRNA expression
was significantly decreased in T2DM women compared to control
and obese non-diabetic group (Fig. 2B and D). After VLCD, IGF-1,
IGF-1R and IGFBP-3 expression did not change, whereas IGFBP-2
mRNA expression increased (Fig. 2C). mRNA expression of IGFBP-
1 was not detected in SCAT. IGF-2 expression did not differ among
the groups and was not affected by VLCD (data not shown).

3.4. Relationship of circulating IGF-axis components and its expression
in PM and SCAT to other parameters

The relationship of circulating IGF-axis components and its
mRNA expression in PM and SCAT to other parameters was
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Table 1
Clinical, hormonal and metabolic characteristics of study subjects.
Controls Obese non-diabetic Obese T2DM
Before VLCD After VLCD
Number (n) 18 11 13 13
Age (years) 49.5+23 48.7£3.0 542+2.0 54.2+2.0
Body mass index (kg/m?) 23.8+04 45.0 +3.5* 51.8 £2.5* 49.1 £2.3%
Body weight (kg) 679+ 1.6 1248 +7.7* 138.3+£6.3* 128.8 £5.9*
Waist circumference (cm) 812 126 +5* 137 +5* 133+ 5%
CRP (mg/l) 0.27+0.10 1.57 £0.30* 244 +0.59* 1.55 £ 0.44*
Fasting insulin (mIU/1) 18.7+1.1 283+4.0 30.8+3.4" 27.3+39
Fasting blood glucose (mmol/l) 4,77 £0.09 5.08 +0.27 8.35+1.16* 6.45 + 0.68*°
HbA1c (% IFCC) 3.58+0.13 443+0.39 6.58 +0.53* Not assessed
HOMA-IR index 3.97+0.26 6.45 £1.02 12.07 £1.93* 8.75+1.43*
HDL cholesterol (mmol/l) 1.67 £0.09 1.29+0.15 1.04 +0.04* 0.95 +0.06"
Triglycerides (mmol/l) 1.19+0.14 1.73£0.36 1.91+£0.18* 1.68 £0.16
Leptin (ng/ml) 164+26 56.1+3.9" 60.8 £10.1* 52.4+10.4"*
Adiponectin (mg/l) 132+13 84+1.1" 79+13" 7.5+0.8"
Estradiol (nmol/l) 0.24 £ 0.07 0.09 £ 0.01 0.22 +£0.07 Not assessed
Free IGF-I (ng/ml) 1.06 £0.22 0.72+£0.21 1.04£0.12 0.89+0.12
Total IGF-I (pg/l) 200 £ 26 111+23* 143 +14* 116 £ 13*
IGFBP-1 (ng/l) 7.03+1.18 2.13+£0.52 2.25+0.50* 2.50+0.79
IGFBP-3 (mg/l) 2.95+0.12 3.14+0.21 2.86+0.18 2.78+0.15
IGFBP-2 (ng/ml) 344 + 44 178 £36* 232+30 259 +23°
GH (mlIU/1) 14.18 +£3.73 1.00 £ 0.33* 0.99+0.23* 0.99 +0.20*

T2DM: type 2 diabetes mellitus, VLCD, very-low-calorie diet, IFCC, International Federation of Clinical Chemistry; IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFBP, insulin-like

growth factor binding protein; GH, growth hormone.

Values are means + SEM. Statistical significance is from One Way ANOVA or ANOVA on ranks as appropriate. Differences between obese women with T2DM before and after
VLCD were evaluated using paired t-test or Wilcoxon Signed-Rank test as appropriate. Statistical significance was assigned to p < 0.05.

*p < 0.05 vs. non-obese controls, ‘p < 0.05 vs. T2DM before VLCD.
NS, non-significant.

assessed in a combined population of healthy controls and obese
subjects both with and without T2DM. Serum concentrations of
IGF-1, IGFBP-1 and IGFBP-2 correlated inversely with BMI, serum
insulin levels and HOMA index (p <0.014). IGF-1, IGF-1R and
IGFBP-3 mRNA expression in SCAT correlated inversely with BMI
and glycaemia (p <0.04). Moreover, IGF-1 and IGF-1R mRNA
expression in SCAT negatively correlated with serum insulin levels
and HOMA index (p < 0.04). IGF-1R and IGFBP-3 mRNA expression
in PM positively correlated with BMI, glycaemia and HOMA index
(p<0.045). Serum insulin concentrations correlated positively
with IGF-1R mRNA expression in PM (p < 0.045).

4. Discussion

Previous studies documented the complex interactions between
circulating monocytes and adipose tissue in the development of
systemic subclinical inflammation, type 2 diabetes mellitus and
its atherosclerotic complications (Mraz et al., 2011; Bourlier et
Bouloumie, 2009; Suganami et al., 2005). Significantly increased
IGF-1R mRNA expression in monocytes in T2DM patients relative
to both OB and control groups documented in this study suggests
a possible contribution of IGF-1 axis components to the regulation
of peripheral monocytes inflammatory status in T2DM patients.
Previously it has been reported that IGF-1 was involved in inflam-
mation-induced angiogenic processes in the porcine model of ster-
ile heart inflammation (Kluge et al., 1997) and in the development
of endothelial cell dysfunction by enhancing pro-inflammatory
cytokine signal transduction (Che et al., 2002). Positive effects of
IGF-1 have been described on the stimulation of natural killer cell
cytotoxicity and proliferation of human peripheral blood mononu-
celar cells (Koojiman et al., 1992a) as well as on the maturation and
inhibition of apoptosis of cord blood monocyte-derived dendritic
cells (Law et al., 2008). Moreover, in the presence of IGF-1 mono-
cytes isolated from GH-deficient patients differentiated into mac-
rophages (Serri et al., 2004). These findings suggest that IGF-1
has a more general role in the regulation of inflammatory and
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Fig. 1. mRNA expression of IGF-1R (A) and IGFBP-3 (B) in peripheral monocytes of
control lean women (black bars; n=18), obese non-diabetic women (dark gray
bars; n=11) and obese women with T2DM before VLCD (gray bars) and obese
women with T2DM after VLCD (shaded gray bars; n = 13). Values are means + SEM.
*p < 0.05 vs. control group. ‘p < 0.05 T2DM vs. obese non-diabetic patients.
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Fig. 2. mRNA expression of IGF-1 (A), IGF-1R (B), IGFBP-2 (C) and IGFBP-3 (D) in subcutaneous adipose tissue (SCAT) of control lean women (black bars; n = 18), obese non-
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gray bars; n=13). Values are means + SEM. *p < 0.05 vs. control group. ‘p < 0.05 T2DM vs. obese non-diabetic patients, *p < 0.05 vs. T2DM before VLCD.

immunological processes. Therefore, increased binding capacity for
IGF-1 due to elevated IGF-1R expression in peripheral monocytes
of obese and T2DM patients documented in this study may suggest
a novel regulatory role of IGF-1 in the development of subclinical
inflammation through the proinflammatory activation of periphe-
ral monocytes.

In our previous study (Mraz et al., 2011) T2DM subjects had a
more pronounced expression profile of several proinflammatory
chemokine, cytokine and other proinflammatory receptors in
peripheral monocytes than obese subjects without glucose metab-
olism disturbances suggesting important role of monocytes in the
progression of metabolic disturbances from simple obesity and
insulin resistance to overt disturbances of glucose metabolism.
Similar results were found in our present study as far as mRNA
expression of IGF axis components is concerned. In contrast to sig-
nificantly increased IGF-1R mRNA expression in peripheral mono-
cytes and decreased IGF-1 and IGFBP-2 mRNA expression in
subcutaneous adipose tissue of obese T2DM patients only a non-
significant trend towards these changes was found in OB subjects
without diabetes. These findings indicate a possible role of the
changes in mRNA expression of local IGF axis components in grad-
ual progression of metabolic disturbances. Nevertheless, the cross-
sectional design of our study does not allow us to exclude the alter-
native possibility i.e., that the differences in insulin and glucose
levels between T2DM and OB group contributed to the alterations
in IGF-1 axis component$ mRNA expression.

While the changes in IGF-1 axis components in peripheral
monocytes were mostly subtle, obesity and T2DM were associated
with more pronounced alterations of IGF-1 axis components in

subcutaneous adipose tissue. We observed decreased IGF-1,
IGFBP-2, IGFBP-3 and, in contrast to peripheral monocytes, also de-
creased IGF-1R mRNA expression in subcutaneous adipose tissue of
T2DM patients suggesting different regulation of these molecules
in fat relative to both peripheral monocytes and its circulating
levels. Previous studies have documented an important role of
IGF-axis components in the stimulation of differentiation of pre-
adipocytes (Bliiher et al., 2005; Peter et al.,, 1993; Sato et al,,
2008; Wabitsch et al., 2000), in the regulation of adipocyte differ-
entiation (Mur et al, 2003) and lipid accumulation in vitro
(Grohmann et al., 2005) and in modulation of the expansion of
white adipose tissue mass (Kloting et al., 2008). Decreased IGF-1,
IGF-1R and IGFBP-3 mRNA expression in subcutaneous fat found
in our study thus could have contributed to the reduced differenti-
ation capacity of adipose tissue in obese T2DM patients. This defect
may in turn lead to excessive lipid accumulation in non-adipose
tissues and promote the development of insulin resistance and
other accompanying metabolic pathologies.

Two weeks of stringent caloric restriction significantly decreased
body weight, improved metabolic parameters and reduced CRP lev-
els documenting the reduction of low-grade inflammation in our
T2DM patients. In our previous studies (Dolinkova et al., 2008; Mraz
etal. 2011) on similar study groups of obese females with and with-
out T2DM VLCD induced a consistent decrease in mRNA expression
of almost all up-regulated chemokine and cytokine receptors in
peripheral monocytes suggesting its reduced response to chemotac-
tic signals. This decrease could subsequently reduce monocyte
recruitment into adipose tissue and partially explain positive meta-
bolic effects of short-term VLCD. Interestingly, we did not observe
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any effect of VLCD on IGF-1R mRNA expression in peripheral mono-
cytes in this study. On the other hand, we detected an increase in
IGFBP-3 mRNA expression in peripheral monocytes after VLCD
reaching even higher levels than in control group. This finding could
be important since IGFBP-3 was reported to be involved in the
induction of growth arrest and apoptosis and to exert antiprolifera-
tive activity against myeloid leukemia cells (Ikezoe et al., 2004) and
to be induced by LPS (lipopolysaccharide) stimulated apoptosis of
human monocytic cells (Agnese et al., 2002). We therefore suggest
that the increase of IGFBP-3 expression in peripheral monocytes
after VLCD found in our study could have contributed to the down-
regulation of proinflammatory monocytic activity associated with
VLCD-induced metabolic improvement.

Another profound effect of VLCD found in our study was the
normalization of markedly decreased IGFBP-2 mRNA expression
in subcutaneous adipose tissue of obese T2DM subjects. It has been
suggested that IGFBP-2 is an important modulator of IGF-1 action
on adipogenesis (Boney et al., 1994). IGFBP-2 has been shown to
inhibit IGF-dependent cell proliferation in a number of in vitro
studies (Hoeflich et al., 1999). Significantly lower IGFBP-2 mRNA
expression in visceral, but not in subcutaneous adipose tissue
was found in genetically obese ob/ob, db/db mice and mice with
high-fat-diet-induced obesity relative to lean animals (Li and Pi-
card, 2010). Based on these data, it was suggested that IGFBP-2 se-
creted from white adipose tissue contributed to the prevention of
diet-induced obesity and age-related insulin resistance in mice
(Li and Picard, 2010). Markedly increased IGFBP-2 expression in
subcutaneous adipose tissue found in our study after VLCD is in
line with its suggested role as a modulator of positive metabolic ef-
fects on both local and systemic level possibly through the regula-
tion of adipogenic capacity of adipose tissue, the limitation of
further weight gain (Claudio et al., 2010) and the regulation of
IGF-1 bioavailability during short-term calorie restriction in obese
subjects (Clemmons et al., 1991).

We are aware that our study has several limitations such as rel-
atively low number of subjects and its cross-sectional design that
is not sufficient for a clear dissection of the cause and the conse-
quence of the changes. The results could have also been affected
by the fact that we have studied only female population. The inter-
pretation of our results is rather difficult and sometimes specula-
tive also due to the fact that only a very limited number of
studies on the same topic have been published so far.

In summary, we have shown that obese T2DM subjects have de-
creased IGF-1, IGF-1R and IGFBP-3 expression in subcutaneous adi-
pose tissue and increased IGF-1R expression in peripheral
monocytes, which might contribute to changes in fat differentia-
tion capacity and to regulation of subclinical inflammation by
peripheral monocytes, respectively. We have also detected a signif-
icant increase in subcutaneous adipose tissue and circulating
IGFBP-2 and peripheral monocyte IGFBP-3 after VLCD, that could
play a role in metabolic improvements after VLCD. The precise
mechanisms of regulation of IGF-1 axis components expression
in subcutaneous adipose tissue or peripheral monocytes, its clinical
significance and causal relationship to regulation of metabolic dis-
arrangements and subclinical inflammation need to be addressed
in further studies.
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Abstract
We explored the effect of chronically elevated circulating levels of growth hormone

(GH)/insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) on mRNA expression of GH/IGF-1/insulin axis



components and p85alpha subunit of phosphoinositide-3-kinase (p85alpha) in subcutaneous
adipose tissue (SCAT) of patients with active acromegaly and compared these findings with
healthy control subjects in order to find its possible relationships with insulin resistance and
body composition changes. Acromegaly group had significantly decreased percentage of
truncal and whole body fat and increased homeostasis model assessment-insulin resistance
(HOMA-IR). In SCAT, patients with acromegaly had significantly increased IGF-1 and IGF-
binding protein-3 (IGFBP-3) expression that both positively correlated with serum GH.
P85alpha expression in SCAT did not differ from control group. IGF-1 and IGFBP-3
expression in SCAT were not independently associated with percentage of truncal and whole
body fat or with HOMA-IR while IGFBP-3 expression in SCAT was an independent
predictor of insulin receptor as well as of p85alpha expression in SCAT. Our data suggest that
GH overproduction in acromegaly group increases IGF-1 and IGFBP-3 expression in SCAT
while it does not affect SCAT p85alpha expression. Increased IGF-1 or IGFBP-3 in SCAT of
acromegaly group do not appear to contribute to systemic differences in insulin sensitivity but

may have local regulatory effects in SCAT of patients with acromegaly.
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acromegaly, GH/IGF-1/insulin axis components, adipose tissue, insulin resistance, p85alpha

subunit of PI3K

Short title: IGF-1 and IGFBP-3 in acromegalic adipose tissue
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DEXA, dual-energy X-ray absorbtiometry;

GH, growth hormone;
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1. Introduction
Acromegaly is associated with an increased prevalence of glucose metabolism disorders.
Clinically confirmed diabetes mellitus is observed in approximately one quarter of all patients
with acromegaly (Droste et al. 2014). The degree of glucose intolerance has been reported to
correlate with serum GH levels, age, duration of the disease and family history of diabetes
(Resmini et al. 2009). Importantly, patients with acromegaly-associated diabetes display
exponentially increased mortality rates, since untreated acromegaly and increased plasma
insulin levels/insulin resistance in diabetes are both associated with higher rate of
cardiovascular mortality and malignancies (Droste et al. 2014). GH-induced insulin
resistance, increased hepatic glucose production and accentuated lipolysis contribute to the
presence of diabetes and impaired glucose tolerance in acromegaly (Rodrigues et al. 2011).
IGF-1 has rather opposing effects on insulin sensitivity and lipolysis than GH; however, in
acromegaly, increased IGF-1 levels are unable to counteract the negative metabolic actions of

GH excess (Resmini et al. 2009).

We have previously shown that type 2 diabetes and obesity are accompanied by differences
not only in serum concentrations but also in mRNA expression of some GH/IGF-1/insulin
axis components in subcutaneous adipose tissue and we suggested that these differences
might contribute to allover metabolic and adipose tissue metabolism disturbances in type 2

diabetes and to their improvement after dietary intervention (Touskova et al. 2012).



Adipose tissue is the major target of growth hormone action (Garten et al. 2012) and
increased lipolysis and reduced triglyceride accumulation together with inhibited preadipocyte
differentiation due to elevated GH levels in acromegaly contribute to the reduction of adipose
tissue mass (Plockinger et Reuter 2008; Richelsen 1997). GH may mediate its actions on
adipose tissue via specific GH receptors on both preadipocytes and mature adipocytes, but
some effects are mediated indirectly through the GH-regulated secretion of IGF-1 (Richelsen
1997). Locally produced IGFBP-1-3 have been suggested to play a protective role against
obesity among other mechanisms also via inhibiting the stimulatory effects of IGF-1 on
adipogenesis (Nguyen et al. 2015; Wheatcroft et al. 2007; Ueda et Ashida 2012), and to also
have specific regulatory roles in glucose metabolism (Rajpathak et al. 2009; Claudio et al.
2010; Chan et al. 2005). Subcutaneous adipose tissue appears to be an interesting target tissue
in terms of exploring GH effects, since several previous studies demonstrated differences in
the amount of subcutanoues adipose tissue in accordance with differences of GH action
(Berryman et al. 2004; Lin et al. 2012; Ibafiez et al. 2010).

Numerous studies showed several different mechanisms by which GH affects insulin
sensitivity in adipose tissue, including interferences with insulin signalling cascade (Castro et
al. 2004; Smith et al. 1997). Among others, an up-regulation of p85alpha regulatory subunit
of PI3K by GH has been considered as a potential explanation for the insulin resistance in
white adipose tissue of mice with GH excess (del Rincon et al. 2007).

To our knowledge, the local expression of GH/IGF-1/insulin axis components in
subcutaneous adipose tissue of patients with acromegaly has been very scarcely studied so far.
In the current study, we hypothesized that chronically elevated GH/IGF-1/insulin serum levels
in acromegalic patients might induce differences in mRNA expression of GH/IGF-1/insulin

axis components in subcutaneous adipose tissue that may in turn contribute to dysregulation



of glucose metabolism and reduction of adipose tissue mass. To this end, we measured serum
concentrations and mRNA expression of selected components of GH/IGF-1/insulin axis in
subcutaneous adipose tissue together with metabolic and anthropometric parameters in
acromegalic patients and compared them with the findings in healthy age-matched subjects.
To gain further insight into the mechanism of GH-induced insulin resistance in subcutaneous
adipose tissue in acromegaly we also explored the mRNA expression of p85alpha regulatory

subunit of PI3K.

2.1. Methods

Study subjects

Twelve acromegalic patients (AC group, 8 men and 4 women, aged 49.6 + 8.1 years) and
twelve lean healthy subjects (C group, 4 men and 8 women, aged 50.7 + 5.2 years) were
included in the study. Acromegalic patients were examined at the moment of establishing the
diagnosis of acromegaly, therefore they had no prior treatment for acromegaly. The diagnostic
criteria for acromegaly were increased IGF-1 serum levels above the upper limit of the normal
range (according to age) and the non-supresibility of GH serum levels below 0.4 ng/ml in the
oral glucose tolerance test. Exclusion criteria were age <18 years old, malignancy,
inflammatory disease, type 1 diabetes, current treatment with glucocorticoids. Five out of
twelve acromegalic patients were on antihypertensive treatment, three used oral antidiabetic
treatment and one was treated with insulin. The treatment remained unchanged for at least
three months prior to the start of the study. Control subjects had no history of acromegaly,
obesity and/or diabetes mellitus, arterial hypertension, or lipid metabolism disturbances and
received no medication. Blood tests confirmed normal blood count, biochemical and

hormonal parameters.



During the program all acromegalic patients were hospitalized at the Third Department of
Medicine, General University Hospital in Prague. Written informed consent was signed by all
participants before the beginning of the study. The study was approved by Human Ethics
Review Board, First Faculty of Medicine and General University Hospital, Prague, Czech
Republic and was performed in accordance with the guidelines proposed in the Declaration of

Helsinki.

2.2. Anthropometric examination, blood and adipose tissue sampling

All participants included in the study were examined only once. All subjects were measured
and weighted, and their BMI was calculated. Blood samples for biochemical and hormonal
parameters measurement were taken after overnight fasting. Blood samples were separated by
centrifugation for 10 min at 1000 x g within 30 min from blood collection. Serum or plasma
was subsequently stored in aliquots at -80 °C until further analysis.

Samples of subcutaneous adipose tissue for mRNA expression analysis were obtained from
abdominal region with subcutaneous needle aspiration biopsy from all participants.
Approximately 100 mg of adipose tissue was collected to 1 ml of RNA stabilization Reagent
(RNAlater, Qiagen, Hilden, Germany) and stored at -80 °C until further analysis.

The amount and percentage of whole body fat, truncal body fat and lean body mass was
assessed by body composition measurement using Dual-Energy X-Ray Absorptiometry

(DEXA, Hologic Discovery, USA).

2.3. Hormonal and biochemical assays
Serum levels of total insulin-like growth factor-1 (IGF-1) were measured by IRMA kit
(Immunotech, Prague, Czech Republic). LOD (Limit of detection) and LOQ (Limit of

quantitation) were 12.0 ng/ml. Serum IGFBP-1, IGFBP-2 and IGFBP-3 levels were measured



by ELISA kits (DiaSource ImmunoAssays S.A., Nivelles, Belgium). LOD was 0.4 ng/ml for
IGFBP-1, 0.2 ng/ml for IGFBP-2 and 10 ng/ml for IGFBP-3. LOQ was 6.4 ng/ml for IGFBP-
1, 4.2 ng/ml for IGFBP-2 and 10 ng/ml for IGFBP-3. Growth hormone (GH) levels were
measured by IRMA kits (Immunotech, Prague, Czech Republic). LOD and LOQ were 0.10
mlU/l. Serum C-reactive protein (CRP) levels were measured by high sensitive ELISA
(Bender Medsystems, Vienna, Austria) with a LOD of 3 pg/ml and LOQ 1.5 ng/ml. The intra-
and interassay variabilities for all methods were less than 5.0 and 10.0 %, respectively.
Biochemical parameters (fasting insulin, fasting blood glucose, HbAlc, total and HDL-
cholesterol and triglycerides) were measured in the Department of Biochemistry of General
University Hospital, Prague by standard laboratory methods. The value of LDL-cholesterol

was calculated according to Friedewald formula.

2.3. Total RNA isolation from adipose tissue

Samples of subcutaneous adipose tissue were homogenized on a MagNA Lyser Instrument
using MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics GmbH, Germany). Total RNA from
homogenized tissue was extracted on MagNA Pure instrument using Magna Pure Compact
RNA Isolation kit (tissue) (Roche Diagnostics GmbH, Germany). The integrity of the RNA
was checked by visualization of 18S and 28S ribosomal bands on 1 % agarose gel with
ethidium bromide. The RNA concentration was determined from absorbance at 260 nm on a

NanoPhotometer (Implen, Munchen, Germany).

2.4. Determination of mRNA expression by quantitative real-time PCR
Total RNA was used for reverse transcription to synthesize the first strand cDNA. Reverse

transcription was performed using 0.25 pg of total RNA to synthesize the first strand cDNA



using the random primers as per the instructions of the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Measurements of mRNA expression were performed on an ABI PRISM 7500 instrument
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using TagMan® Universal PCR Master Mix,
NO AmpErase® UNG and specific TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). All PCRs for each gene were amplified separately. Controls with no
template cDNA were performed with each assay and all samples were run at least in
duplicates. The increase in fluorescence was measured in real time and threshold cycle (Ct)
values were obtained. To compensate for variations in RNA amount and efficiency of reverse
transcription, beta-2-microglobulin was used as endogenous reference and results were
normalized to the mean of these values. The formula 2"* was used to calculate relative gene

expression.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed on SigmaStat software Version 3.0 and the graphs were
created in Sigma Plot software Version 8.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Prior to analysis,
all continuous variables were assessed for normality (Kolmogorov-Smirnov test).
Anthropometric, biochemical and hormonal data are expressed as mean =+ standard deviation
(SD) or median (interquartile range), according to the normality of data. Comparisons of
anthropometric, biochemical, hormonal and other parameters among the two groups studied
(AC, C) were evaluated by Unpaired t-test or Mann-Whitney Rank Sum test as appropriate.
The associations between serum and mRNA expression of GH/IGF-1/insulin axis components
and p85alpha in SCAT and other variables in a combined group of AC subjects and age-
matched controls were estimated by Spearman’s rank order correlation. Further backward

stepwise regression analysis calculations were performed to show the independent



relationships of GH/IGF-1/insulin axis components, p85alpha in SCAT and other biochemical
or anthropometric characteristics. Only the parameters with significant correlation from
Spearman correlation test (p < 0.05) were used for these analyses. In all statistical tests p

values <0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Anthropometric, metabolic and hormonal characteristics of study subjects

Anthropometric, metabolic and hormonal characteristics of the study subjects (AC and C
groups) are summarized in Table 1.

BMI and percentage of lean body mass were significantly increased in AC group compared
with C group, while percentage of whole body fat and truncal fat were decreased in AC group
relative to C group.

Serum levels of GH, total IGF-1 and IGFBP-3, fasting glucose, insulin, HbAlc, HOMA-IR
and triglycerides were significantly increased in AC group compared with C group.

On the contrary, IGFBP-1, IGFBP-2, HDL and CRP serum levels were decreased in

acromegalic patients. Total and LDL cholesterol did not significantly differ from control

group.

3.2. mRNA expression of GH/IGF-1/insulin axis components and p85alpha in subcutaneous

adipose tissue

The summary of mRNA expressions of GH/IGF-1/insulin axis components and p85alpha in
subcutaneous adipose tissue of AC and C group is shown in Figure 1.
IGF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in subcutaneous adipose tissue were significantly

increased in patients with acromegaly compared with control group. GH-R, IGF1-R, IGF-2,



IGF-2R, IGFBP-2, INS-R, p85alpha mRNA expression did not significantly differ from

control group. IGFBP-1 was not detected in adipose tissue.

3.3 Relationships of IGF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT with other parameters

The relationships between IGF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT (the only
significantly increased parameters in SCAT in AC group compared to C group) with the other
studied parameters were explored using Spearman correlation test. The significant
associations are summarized in Table 2. Backward stepwise regression analysis was
performed in order to explore the independent predictors of IGF-1 and IGFBP-3 mRNA
expression in SCAT. The significant relationships are summarized in Table 3. In addition, we
explored whether these two parameters might be independent predictors of selected metabolic
(HOMA-IR, INS-R, p85alpha mRNA expression in SCAT) and body composition parameters
(the percentage of truncal and whole body fat). The significant relationships are summarized
in Table 4. The parameters used as independent variables for these selected metabolic and
body composition parameters were the parameters with significant correlation in Spearman

correlation test (data not reported).

IGF-1 mRNA expression in SCAT was inversely associated with percentage of truncal fat and

positively with percentage of LBM. IGF-1 in SCAT correlated positively with serum GH,
INS-R, GH-R, p85alpha and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT and inversely with serum

CRP levels (Table 2). IGF-1 mRNA expression in SCAT could be independently predicted

only from IGFBP-3 mRNA expression in SCAT (Table 3).

IGFBP-3 mRNA expression in SCAT was inversely associated with percentage of truncal fat,

whole body fat and positively with percentage of LBM. IGFBP-3 mRNA expression in SCAT

correlated positively with fasting blood glucose, insulin, HOMA-IR, serum GH, mRNA



expression of IGF-1, INS-R, GH-R, p85alpha in SCAT and was inversely associated with
serum CRP (Table 2). In Model 1 (including: fasting glucose, fasting insulin, HOMA-IR,
serum CRP, serum GH, IGF-1 mRNA expression in SCAT as independent variables), IGFBP-

3 mRNA expression in SCAT could be predicted from a linear combination of five

independent variables: fasting glucose, fasting insulin, serum GH, serum CRP levels and
IGF-1 mRNA expression in SCAT (Table 3). In Model 2 (including: percentage of truncal

fat, whole body fat and LBM, IGF-1 and p85alpha mRNA expression in SCAT as

independent variables), [IGFBP-3 mRNA expression in SCAT could be predicted only from

IGF-1 mRNA expression in SCAT (Table 3).

HOMA-IR could be independently predicted only from serum IGF-1 levels (Table 4).

INS-R mRNA expression in SCAT could be predicted from a linear combination of three

independent variables: IGFBP-3 in SCAT, serum HDL and IGF-1R in SCAT (Table 4).

P85alpha mRNA expression in SCAT could be predicted from a linear combination of five

independent variables: SCAT mRNA expression of IGFBP-3, IGFBP-2, INS-R, GH-R and
percentage of LBM (Table 4).

HbA1c was found to be the independent predictor of percentage of truncal and whole body fat

(Table 4).

IGF-1 and IGFBP-3 in SCAT were not found to be among the independent predictors of
HOMA-IR and percentage of truncal and whole body fat, while IGFBP-3 in SCAT was
found to be an independent predictor of INS-R and p85alpha mRNA expression in
SCAT.

The other non-significant relationships are not reported.

Discussion



The most important finding of our study is significantly increased mRNA expression of /GF-
I and IGFBP-3 in SCAT in patients with acromegaly relative to healthy lean subjects (Fig. 1).
Both /GF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT positively correlated with serum GH
levels (Table 2) suggesting its direct stimulatory effect on local IGF-1 and IGFBP-3
production in subcutaneous fat. Previous studies have reported adipose tissue production of
IGF-1 in response to GH stimulation in experimental conditions and in healthy individuals
(Vikman et al. 1991; Peter et al. 1993; Wabitsch et al. 1996; Jorgensen et al. 20006). Peter et
al. (Peter et al. 1993) reported that IGFBPs, including IGFBP-3 mRNA expression, in rat
white adipose tissue were all regulated by GH. Other experimental studies showed a
stimulatory effect of GH on IGFBP-3 expression in the liver, muscle and skin in GH deficient
rats (Lemmey et al. 1997), on serum IGFBP-3 (Wester et al. 1998) or on its secretion from
porcine adipose tissue (Chen et al. 1996) or human preadipocytes (Wabitsch et al. 2000).
Recently, increased IGF-1 and IGFBP-3 mRNA expression was found also in SCAT of
subjects with acromegaly (Hochberg et al. 2015). In our study, serum GH was one of the
independent predictors of /GFBP-3 mRNA expression in SCAT confirming its direct
regulatory role (Table 3).

Previous studies demonstrated stimulatory effect of IGF-1 on skin (Lemmey et al. 1997) or
liver (Gosteli-Peter et al. 1994) IGFBP-3 mRNA expression, but to our best knowledge no
such data exist to date for the presence of this effect in adipose tissue. Importantly, in our
study /GF-1 mRNA expression in SCAT was an independent predictor of /GFBP-3 mRNA
expression in SCAT and vice versa (Table 3), suggesting their possible local mutual
regulatory interactions.

As expected, we found significantly decreased percentage of whole body as well as truncal fat
and increased percentage of lean body mass in acromegalic patients compared to control

group (Table 1), which is in agreement with previous studies (Katznelson 2009). Furthemore,



we observed an inverse relationship of /GFBP-3 expression in SCAT with percentage of
truncal and whole body fat and of /GF-1 expression in SCAT with percentage of truncal fat
(Table 2), suggesting a possible causal relationship. In previous studies, IGF-1 and IGFBP-3
expression have been shown to increase during human preadipocyte differentiation (Baxter et
al. 2009). While IGF-1 stimulates this process and adipogenesis (Peter et al. 1993; Chen et al.
1995) IGFBP-3 has the opposite effects (Baxter et al. 2009; Chan et al. 2009). In our previous
study obese diabetic women had decreased /GFBP-3 mRNA expression in subcutaneous fat
(Touskova et al. 2012). While the concept of local regulatory role of IGF-1 and IGFBP-3 in
SCAT is tempting, we did not confirm /GF-1 or IGFBP-3 mRNA expression in SCAT as
independent predictors of percentage of truncal and whole body fat in a backward stepwise
regression analysis (Table 4), however this concept certainly warrants further investigation.
To gain further insight into its possible regulatory role in systemic metabolic changes in
acromegaly we explored the relationships between /GF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in
SCAT with selected markers of glucose metabolism and insulin resistance (Table 2). In
previous studies, the IGF-1 expression in adipose tissue transplants was shown to be
associated with anti-inflammatory and favourable metabolic effects in diabetic mice
(Gunawardana et Piston 2015). Both, IGF-1 (Kubota et al. 2008; Neascu et al. 2013) and
IGFBP-3 (Mohanraj et al. 2013) exerted anti-inflammatory effects and insulin-sensitizing
effects in adipocytes. On the other hand, several studies indicated that IGFBP-3 may decrease
insulin sensitivity in adipocytes by various mechanisms (Kim et al. 2007; Chan et al. 2005).
In our current study we did not find an independent association of /GF-1 or IGFBP-3 in
SCAT with HOMA-IR. Interestingly, /GFBP-3 in SCAT was an independent predictor of
INS-R as well as of p85alpha mRNA expression in SCAT (Table 4), suggesting possible local

role of IGFBP-3 in the regulation of insulin sensitivity in adipose tissue of AC.



In acromegaly, the increased insulin resistance is paradoxically often present despite the
decreased amount of adipose tissue. For all the studies documenting different local
mechanisms of GH-induced insulin resistance in adipose tissue (Castro et al. 2004; Smith et
al. 1997), some experimental studies suggested that GH action in adipose tissue is not crucial
in deterioration of the overall insulin resistance (List et al. 2013; Johansen et al. 2005). In our
study, increased HOMA-IR was not significantly associated with the decreased percentage of
whole body or truncal fat. These findings may support the hypothesis that in acromegaly,
adipose tissue may not be the main site contributing to the whole body insulin resistance and
point to the liver or the skeletal muscle as other important contributors.

Numerous previous experimental studies have suggested an important role of GH excess in
the stimulation of p85alpha regulatory subunit of PI3K tissue expression and subsequent
development of GH-induced insulin resistance (Del Rincon et al. 2007; de Castro Barbosa et
al. 2009; Barbour et al. 2005). On the other hand, an attenuation of p85alpha expression has
been proposed as one of the mechanisms for the treatment of type 2 diabetes (Mauvais-Jarvis
et al. 2002). Insulin has been shown as another important regulator of p85alpha regulatory
subunit. Insulin resistant conditions were previously associated with contrasting results
showing increased (Adochio et al. 2009; Cornier et al. 2006) but also decreased (Anai et al.
1998) p85alpha tissue (liver, muscle) expression and also with blunted stimulatory effect of
acute hyperinsulinemia on p85alpha tissue expression (Lefai et al. 2001). In our study,
elevated serum GH/insulin levels in patients with acromegaly failed to increase p85alpha
mRNA expression in subcutaneous adipose tissue where its mRNA expression was
comparable to that of the control group (Fig. 1), which confirms the result of the recent study
on patients with acromegaly (Hochberg et al. 2015). No significant relationships were found
between serum GH/IGF-1/insulin and p&85alpha in SCAT or between p85alpha in SCAT and

metabolic parameters (HOMA-IR, fasting blood glucose, insulin, HbA1c) arguing against an



involvement of p85alpha regulatory subunit in SCAT in mediating the metabolic effects of
systemic GH excess in acromegaly. P85alpha was positively associated with INS-R mRNA
expression in SCAT, suggesting a possible parallel regulation of their expressions.

The limitations of our study include the relatively low number of study subjects and the cross-
sectional design of the study. We are aware that the correlations found in our study do not
necessarily establish a causal connection and that the mRNA expression differences in
subcutaneous adipose tissue might be secondary to insulin resistance. In addition, for the
assessment of insulin resistance we have only measured HOMA-IR and did not perform
hyperinsulinemic euglycemic clamp that would be more precise for the whole body insulin

sensitivity evaluation.

In conclusion, in our study we found increased /GF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in
subcutaneous adipose tissue of patients with acromegaly. None of these factors independently
predicted the changes in body composition or systemic insulin sensitivity. Nevertheless, their
local effect on adipogenesis and insulin sensitivity in subcutaneous adipose tissue could be
present and further investigation of this possibility is needed. On the contrary, our data do not
support an up-regulation of p85alpha subunit of PI3K expression as a mechanism of GH-

induced insulin resistance in subcutaneous adipose tissue of acromegalic patients.
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Table 1. Clinical, anthropometric, metabolic and hormonal characteristics of the study

groups
Control group AC group P - value

No. of subjects 12 12 NA
Sex (male/female) 4/8 8/4 NA
Age (years) 50.7+5.2 49.6 £ 8.1 0.701
Body mass index (kg/m?) 23.5(22.0-25.2) 31.0 (28.5-33.5) <0.001
Whole body fat (%) 293+ 5.1 214+ 5.7 0.021
Truncal fat (%) 27.7+4.9 203 +5.1 0.019
Lean body mass (%) 69.0+ 5.1 77.1+£6.2 0.023
Fasting blood glucose 4.97+0.37 6.06 £ 0.85 <0.001
(mmol/l)

Fasting insulin (mIU/I) 192 +6.8 453 £25.1 0.006
HbAlc (% IFCC) 3.72+ 0.84 470 £0.76 0.014
HOMA-IR index 1.88 (1.35-2.81) 10.01 (8.03-13.69) 0.006
Triglycerides (mmol/l) 1.17+ 0.41 2.02+ 0.76 0.004
Total cholesterol (mmol/l) 525+ 0.72 4,73 £0.81 0.107
LDL cholesterol (mmol/l) 3.30+0.72 2.77 £0.74 0.087
HDL cholesterol (mmol/l) 1.42 £ 0.31 1.04 + 0.22 0.009
CRP (mg/1) 0.49 (0.23-2.00) 0.09 (0.07-0.22) 0.004
GH (mIU/) 1.5 (0.6-2.3) 61.1 (9.7 -96.1) 0.003
Total IGF-1 (ug/l) 137 (127-154) 1028 (655-1429) <0.001
IGFBP-1 (ug/l) 6.53 (2.64-10.03) 0.12 (0.05-0.49) <0.001
IGFBP-2 (ug/l) 293 (232-332) 141 (89-163) 0.006
IGFBP-3 (mg/l) 297+ 0.58 6.89 + 1.27 <0.001

Normally distributed data are shown as mean + SD, non-parametric data as median
(interquartile range). Statistical significance is from Unpaired t-test or Mann-Whitney Rank
Sum test as appropriate. P value <0.05 indicated statistical significance. Values were adjusted

for sex in both AC and C group and for the presence of diabetes in AC group.

AC, acromegalic group; C, control group; CRP, C-reactive protein; GH, growth hormone;
HbA ¢, glycated hemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; HOMA-IR — homeostasis
model assessment — insulin resistance; IFCC, International Federation of Clinical Chemistry;




IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFBP, insulin-like growth factor binding protein; LDL,
low-density lipoprotein; NA, not applicable.

Figure 1. GH/IGF-1/insulin axis components and p85alpha mRNA expression
differences in SCAT of AC group (n=12) relative to control group (n=12)
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The mean relative mRNA expressions for the parameters of acromegalic group are expressed
as relative ratio to the mean mRNA expression of control group that is taken as 1.0 (line-
Control group) for every gene separately.

Statistical significance is from Unpaired t-test or Mann-Whitney Rank Sum test as
appropriate. P value <0.05 indicated statistical significance. Values were adjusted for sex in
both AC and C group and for the presence of diabetes in AC group.

GH-R, growth hormone receptor; IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGF-2, insulin-like
growth factor-2; IGFBP, insulin-like growth factor binding protein; IGF-1R, insulin-like
growth factor-1 receptor; IGF-2R, insulin-like growth factor-2 receptor; INS-R, insulin
receptor; p85, p85alpha subunit of phoshoinositide-3-kinase.

Table 2. The significant relationships of mRNA expression of IGF-1 and IGFBP-3 in
SCAT with anthropometric, metabolic parameters, serum and SCAT GH/IGF-1/insulin
axis components and p85alpha in combined population of acromegalic patients and

normal-weight healthy subjects



SCAT (n=24)

IGF-1 IGFBP-3

R p R P
Truncal fat (%) -0.552 0.039 -0.574 1 0.031
Whole body fat (%) | -0.446 0.105 -0.543 | 0.043
LBM (%) 0.615 0.024 0.613 0.019
Fasting blood 0.292 0.174 0.453 0.030
glucose
Fasting insulin 0.332 0.162 0.511 0.021
HOMA-IR index 0.330 0.151 0.541 0.009
CRP -0.699 <0.001 -0.449 | 0.041
Serum GH 0.555 0.009 0.552 0.013
IGF-1 in SCAT X X 0.837 <0.001
IGFBP-3 in SCAT 0.837 <0.001 X X
INS-R in SCAT 0.516 0.014 0.486 0.022
GH-R in SCAT 0.463 0.023 0.437 0.033
p85alpha in SCAT 0,841 <0.001 0,717 <0.001

Statistical significance is from Spearman correlation test. Statistical significance was assigned
top <0.05.

CRP, C-reactive protein; GH, growth hormone; GH-R, growth hormone receptor; HOMA-IR
— homeostasis model assessment — insulin resistance; IGF-1, insulin-like growth factor-1;
IGFBP, insulin-like growth factor binding protein; INS-R, insulin receptor; LBM, lean body
mass; p85alpha, p85alpha subunit of phoshoinositide-3-kinase; SCAT, subcutaneous adipose
tissue.

The non-significant correlations are not reported.

Table 3. The independent predictors of IGF-1 and IGFBP-3 mRNA expression in SCAT

Dependent Independent p Standardized AdjR?

coefficients beta




IGF-1 in SCAT IGFBP-3 in SCAT | 0.010 | 0.569 0.839

IGFBP-3 in SCAT | Fasting glucose <0.001 | 0.0539

(Model 1) Fasting insulin 0.024 |-6.18*10"
Serum GH 0.002 | 7.71%10* 0.971
Serum CRP 0.016 |0.0106

IGF-1 in SCAT <0.001 | 0.568

IGFBP-3 in SCAT | IGF-1 in SCAT <0.001 | 0.541 0.833

(Model 2)

Statistical significance is from backward stepwise regression analysis. Statistical significance
was assigned to p < 0.05.

CRP, C-reactive protein; GH, growth hormone; IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFBP,
insulin-like growth factor binding protein; SCAT, subcutaneous adipose tissue.

The non-significant correlations are not reported.

Table 4. The independent predictors of selected metabolic and body composition

parameters
Dependent Independent p Standardized AdjR?
coefficients beta
HOMA-IR Serum IGF-1 <0.001 | 0.0162 0.682
INS-R in SCAT IGFBP-3 in SCAT | <0.001 | 0.109 0.809
HDL <0.001 | 0.0351
IGF-1R in SCAT | 0.027 | 4.479
P85alpha in SCAT | IGFBP-3 in SCAT | <0.001 | 0.166 0.981

IGFBP-2 in SCAT | <0.001 | 3.144

INS-R in SCAT 0.013 | 0.318

GH-R in SCAT <0.001 | -0.0451

LBM (%) 0.006 |-9.72*10™




Truncal fat (%) HbAlc 0.009 | -4.866 0.505

Whole body fat (%) | HbAlc 0.011 |-4.896 0.479

Statistical significance is from backward stepwise regression analysis. Statistical significance
was assigned to p < 0.05.

GH, growth hormone; GH-R, growth hormone receptor; HbAlc, glycated hemoglobin; HDL,
high-density lipoprotein; HOMA-IR — homeostasis model assessment — insulin resistance;
IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFBP, insulin-like growth factor binding protein; IGF-
IR, insulin-like growth factor-1 receptor; INS-R, insulin receptor; LBM, lean body mass;
p85alpha, p85alpha subunit of phoshoinositide-3-kinase; SCAT, subcutaneous adipose tissue.
The non-significant correlations are not reported.



