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ABSTRAKT (CZ)

Komponenty osy GH/IGF-1 (rtstovy hormon (GH), receptor ristového hormonu (GH-R),
inzulinu podobny rustovy faktor-1 (IGF-1), IGF-1 receptor (IGF-1R), IGF-vazebné proteiny
(IGFBPs)) hraji tlohu v regulaci glukézového metabolismu, zadnétlivych pochodi stejné jako
v proliferaci a diferenciaci bun¢k vcetné adipocytti i monocyti. Cilem predkladané prace bylo
prozkoumat ulohu lokalnich zmén mRNA exprese komponent osy GH/IGF-1 v podkozni
tukové tkani a perifernich monocytech (PM) u obéznich subjektii s a bez diabetes mellitus 2.
typu a v podkozni tukové tkéni u nelécenych akromegalikli ve vztahu k inzulinové rezistenci a
zménam mnozstvi tukové tkané.

V nasich studiich jsme zkoumali celkem 66 subjektil, a to pacientky obézni bez diabetu 2.
typu (OB), obézni diabeticky 2. typu (DM2), nelécené akromegaliky (AC) a zdravé kontrolni
subjekty snormdlni hmotnosti (C). U obéznich diabeti¢ek byla provedena intervence
zahrnujici 2 tydny nizkokalorické diety (VLCD (very-low-calorie diet)— energeticky obsah
2500 kJ/den).

Dle naSich vysledkti se domnivame, ze snizend mRNA exprese IGF-1, IGF-1R, IGFBP-2 a
IGFBP-3 v tukové tkani u obéznich diabetiCek 2. typu by mohla pfispivat ke zméndm
diferenciacni kapacity tukové tkané a ze zvySend mRNA exprese IGF-1R v perifernich
monocytech téchto pacientek by mohla hrat Glohu v regulaci subklinického zanétu perifernimi
monocyty. ZvySeni IGFBP-2 vséru i tukové tkani a zvySeni IGFBP-3 v perifernich
monocytech po VLCD u téchto subjekt by mohlo pfispivat k metabolickému zlepSeni po této
intervenci.

U pacientli s neléCenou akromegalii jsme v podkozni tukové tkani zjistili GH stimulované
zvySeni IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese, u které jsme neprokdzali nezavisly vztah
k mnozstvi celkového nebo trunkalniho tuku ani k HOMA-indexu (homeostasis model
assessment). IGFBP-3 by vSak mohl mit lokdlni regulacni Glohu pfi ovlivnéni inzulinové

senzitivity v podkozni tukové tkani.



ABSTRACT (EN)

GH/IGF-1 axis components (growth hormone (GH), growth hormone receptor (GH-R),
insulin-like growth factor-1 (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 subcutaneous adipose tissue (SCAT) and peripheral monocytes (PM) in obese
females with and without type 2 diabetes mellitus and in SCAT of subjects with active
untreated acromegaly in the development of insulin resistance and differences of adipose
tissue mass.

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.



1.UVOD

Neustale nariistajici prevalence diabetu 2. typu spojené¢ho s obezitou znepokojuje 1ékaiské
fady a podnécuje vyzkumniky k hlubsimu studiu etiopatogeneze tohoto onemocnéni a jeho
dalsiho mozného ovlivnéni jak na tirovni 1écby, tak prevence. Z Sirokého vyzkumného pole
diabetu a jeho patofyziologie je znamo, Ze jeden z hlavnich patofyziologickych mechanism
vedoucich k onemocnéni diabetem ptedstavuje inzulinova rezistence a Ze zasadni roli v jejim
rozvoji hraje tzv. subklinicky zanét vznikajici v tukové tkdni obézniho jedince, potazmo
diabetika. Dochazi pfi ném k interakci mezi tukovou tkdni a monocyty ptivodem z periferni
krve a nasledné produkci prozanétlivych cytokinli 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 lipidi je dalSim moznym
patofyziologickym mechanismem vzniku inzulinové rezistence (Goossens, 2008).
Problematika inzulinové rezistence a jejiho mozného ovlivnéni je relativné Siroce zkouména
v souvislosti s celou fadou faktort, jako jsou adipokiny, prozanétlivé cytokiny, cytoadhezivni
molekuly, myokiny, hepatokiny, inkretiny, rustové faktory a dal$i. Nés zaujala molekula
inzulinu podobného rustového faktoru-1 (IGF-1), kterd sdili n€¢které vlastnosti jak ristového
hormonu (GH), tak inzulinu, tedy dvou metabolicky protichiidnych hormond. IGF-1 je
mediatorem rastovych G¢inktt GH, ale ma zaroven ucinky podobné inzulinu a oproti GH
zlepSuje glukdézovou 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 pochodl véetné
regulace rastu, apoptdzy, proliferace a diferenciace bunck (Torres Aleman, 2005), a to véetné
adipocytli a monocytd, maji tedy svou roli pfi 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 slécbou riiznych
patologickych stavii spojenych s diabetem, at’ uz je to pfiznivy vliv rekombinantniho
lidského IGF-1 (thIGF-1) na sloZeni t€la 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 narast tukové tkdn€ 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 1écbou (Liang et al., 2011).



Je dobfe znamo, Ze u poruch glukdézového 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 Grovni zkoumany
zatim spiSe ojedin¢le.

Zajem dale prozkoumat souvislost mezi ulohou komponent osy GH/IGF-1 a inzulinovou
rezistenci nds vedl k myslence sledovat tyto vztahy u dalsi klinické jednotky- akromegalie,
jez je podobné¢ jako diabetes 2. typu také doprovazend 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¢ riznych mechanismi GH navozené poruchy
inzulinové senzitivity (Castro et al., 2004; Smith et al., 1997) bylo zkoumano také GH
stimulované zvySeni p85alpha regulacni podjednotky fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K)
(p85alpha) (del Rincon et al., 2007). Naopak jeji sniZzeni bylo navrZzeno za moZnou
terapeutickou strategii ke zvySeni inzulinové signalizace (Barbour et al., 2005).

Lepsi porozuméni vztahti 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.

9. HYPOTEZA A CIiLE PRACE

Na zaklad¢ vySe uvedenych poznatkil predpokladame, ze zmény lokéalni exprese komponent
osy GH/IGF-1 v tukové tkani (a cirkulujicich monocytech) se mohou vyznamné podilet na
etiopatogeneze poruchy gluk6zové tolerance, mimo jiné i prostfednictvim regulace
subklinického zanétu, a ptispivat ke zménam metabolismu tukové tkdné ve smyslu poruchy
jeji diferenciace a zmén v jejim mnozstvi u pacientll s diabetes mellitus 2. typu a obezitou,
potazmo 1 u akromegalikli. Déle ptedpokladdme, ze zmény sérovych hladin nebo lokalni
mRNA exprese IGF-1 komponent vlivem kalorické restrikce mohou alesponi ¢éastené
pfispivat k pozitivnim metabolickym u¢inkim nizkokalorické diety. Tyto zmény prakticky
nebyly u lidi dosud systematicky zkoumany. Dale ptfedpokladdme, 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 mnozstvi

tukové tkané u akromegalie.



Specifické cile nasi prace byly nasledujici:

1.Zkoumat  dlohu  komponent osy GH/IGF-1 v  dysregulaci  glukézového
metabolismu prostfednictvim ovlivnéni subklinického zanétu a mnozstvi tukové tkané, a to
primarné na Urovni tkanové exprese IGF-1 komponent v podkozni tukové tkani a perifernich

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

2. Zjistit mozné zmény sérovych hladin a tkdniovych 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 akromegliec na mRNA
expresi komponent osy GH/IGF-1 v podkozni tukové tkédni a pfipadné souvislosti

s inzulinovou rezistenci nebo zménami mnozstvi tukové tkdn€ u téchto pacienta.

4. Oveftit, zda plati piimy vztah mezi zvySenymi sérovymi hladinami inzulinu a GH a
zvySenim tkailové mRNA exprese p85alpha podjednotky PI3K i mimo experimentélni studie,
tj. také u pacientli s akromegalii, a zda Ize timto mechanismem castecné vysvétlit rozvoj

inzulinové rezistence v tukové tkani akromegalik.

3. METODIKA STUDIE

Predklddand prace obsahuje dvé studie zabyvajici se tlohou komponent osy GH/IGF-
1/inzulin u diabetes mellitus 2. typu, obezity a akromegalie. Do prvni studie zkoumajici
sérové hladiny a mRNA expresi komponent osy IGF-1 u diabetes mellitus 2. typu a obezity
bylo zatazeno 13 obéznich pacientek s diabetes mellitus 2. typu, 11 obéznich Zen bez diabetes
mellitus 2. typu a 18 zdravych Stihlych Zen. Sérové hladiny vybranych metabolickych
parametri byly stanoveny standardnimi laboratornimi metodami. Sérové hladiny celkového
IGF-1 a GH byly méfeny IRMA kity. Koncentrace inzulinu byly méfeny RIA kitem (Cis Bio
International, Gif-sur-Yvette, Francie). Hladiny IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, volného IGF-
1, adiponektinu a leptinu byly méfeny ELISA kity v plazm¢. mRNA exprese vybranych gent

byla stanovena pomoci real time PCR (RT PCR) ve vzorcich podkozni tukové tkan¢ a



izolovanych perifernich monocytech za bazalnich podminek a po 2 tydnech nizkokalorické
diety (energeticky ptijem 2500 kJ/den).

Do druh¢ studie bylo zatazeno 12 pacientl s aktivni akromegalii a 12 zdravych Stihlych
kontrolnich subjektti. Zakladni biochemické parametry byly stanoveny standardnimi
laboratornimi metodami. Sérové hladiny hormonti a GH/IGF-1 komponent byly stanoveny
pomoci komerc¢nich kitd ELISA, IRMA, RIA. mRNA exprese vybranych gend ve vzorcich
podkozni tukové tkané byla stanovena pomoci RT PCR.

U vSech vySetfovanych subjektii byla zmétena télesnd vyska a hmotnost a vypocitdn body
mass index (BMI — hmotnost v kg/vyska v m?). Télesné sloZeni bylo uréeno pomoci DEXA
(dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA, Hologic Discovery, USA)).

Biopsie podkozni tukové tkané byla u pacientli provadéna z abdomindlni oblasti pomoci
aspiracni jehlové biopsie, pficemz bylo odebrano ptiblizné 200-1000 mg tukové tkané.
Monocyty byly zperiferni krve izolovany magnetickou izola¢ni metodou za pouziti
magnetickych mikrokulicek znacenych monocytovym antigenem CD14 (metoda MiniMacs).
Stanoveni mRNA exprese bylo provedeno pomoci RT PCR za vyuziti panelu TagMan®
Custom Array.

Vsechna klinickd a laboratorni vySetfeni byla provadéna na 3. interni klinice VFN ve
spolupréci s Ustavem klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat (SPSS Inc., USA).
Antropometrické, biochemické a hormonalni parametry byly vyjadieny jako pramér + SD
(smérodatna odchylka priiméru), pokud neni uvedeno jinak. K vyhodnoceni dat byly dle typu
dat v jednotlivych podstudiich pouzity nésledujici metody a testy: parovy a neparovy ¢-test
resp. Mann-Whitney Rank Sum Test nebo Wilcoxoniiv Signed-Rank Test, jednocestna
analyza rozptylu (One-Way ANOVA) nasledovand Holm-Sidakovym nebo Dunnovym
testem. Zavislost mezi jednotlivymi faktory byla hodnocena pomoci Spearmanova
korela¢niho testu nebo mnohocetnou regresni analyzou (Backward stepwise regression). Za
statisticky vyznamné byly povazovéany rozdily a korelace, kde byla hladina vyznamnosti (p)

mensi nez 0,05.

4. VYSLEDKY

V prvni studii mély za bazalnich podminek obézni T2DM Zeny signifikantné snizenou IGF-1,
IGF-1R, IGFBP-2 a IGFBP-3 mRNA expresi v podkozni tukové tkani (Graf 24-D) a

zvySenou IGF-1R mRNA expresi v perifernich monocytech (Graf 14) ve srovnani s C
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skupinou. U OB skupiny méla mRNA exprese IGF-1R v perifernich monocytech (Graf 14) a
IGF-1 (Graf 24) a 1GFBP-2 (Graf 2C) v podkozni tukové tkani nesignifikantni tendenci ke
stejnym zmeénam jako u T2DM. 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) spojenému
se zlepsenim metabolického profilu (HOMA-index 12,07 £1,93 vs. 8,75 £ 1,43, p<0,05)
spolu se zvySenim IGFBP-2 v séru (232+ 30 vs. 259+23 ng/ml, p<0,05) a podkozni tukové
tkani (Graf 2C) a zvySenim IGFBP-3 v perifernich monocytech (Graf 1B).

Ve druhé studii méla AC skupina v porovnani s C skupinou signifikantné 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) télesné¢ho 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¢ 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 tkani nebyly nezavisle spojeny
s procentem celkového a trunkélniho tuku, ani s HOMA-IR (Tabulka 5 a 6). IGFBP-3 exprese
vSak byla nezdvislym prediktorem mRNA exprese inzulinového receptoru (INS-R) a

p85alpha v podkozni tukové tkani (Tabulka 6).

S. DISKUZE

Mezi cirkulujicimi monocyty a tukovou tkani byly pfi rozvoji systémového subklinického
zangtu, 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 IGF-1R mRNA exprese v monocytech u pacientii s diabetem 2. typu
ve srovnani jak s obéznimi, tak kontrolnimi subjekty, kterou jsme prokéazali v naSi praci,
naznacuje mozny podil komponent osy IGF-1 na regulaci zanétlivého stavu perifernich
endotelidlni dysfunkce zvySenim prozéanétlivé signalni transdukce cytokiny (Che et al., 2002),
ma pozitivni vlivy na stimulaci maturace myeloidnich buné¢k (Saito et al., 1996), diferenciaci
monocytll v makrofagy (Serri et al., 2004), migraci fagocytl (neutrofilii a monocytl) (Saito et

al., 1996) a proliferaci lidskych perifernich mononuklearnich bunék a T-lymfocytt (Koojiman

wewr
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zangtlivych a imunologickych procest. Zvysena vazebnd kapacita pro IGF-1 dand zvySenim
IGF-1R exprese na perifernich monocytech u obéznich pacientek a pacientek s diabetem 2.
typu, zjiSténa v nasi praci, by tak mohla naznaCovat novou regula¢ni ulohu IGF-1 v rozvoji
subklinického zanétu prostfednictvim prozanétlivé aktivace perifernich monocytu.

Na rozdil od signifikantné zvySené IGF-1R mRNA exprese v perifernich monocytech a
signifikantn¢ snizené IGF-1 a IGFBP-2 mRNA exprese v podkozni tukové tkani obéznich
pacientek s diabetem 2. typu byl prokazan pouze nesignifikantni trend k témto zméndm u
obéznich subjektli bez diabetu. Tyto ndlezy poukazuji na moznou ulohu lokalnich zmén
mRNA exprese komponent osy IGF-1 v postupné progresi metabolické poruchy od prosté

obezity a inzulinové rezistence ke zjevné poruse glukézového metabolismu.

Zatimco zmény exprese komponent osy IGF-1 v perifernich monocytech byly vétSinou méné
vyjadiené, obezita a diabetes 2. typu byly spojeny s vyrazng€j$imi zménami komponent osy
IGF-1 v podkozni tukové tkani. Zjistili jsme sniZenou IGF-1, IGFBP-2, IGFBP-3 a na rozdil
od perifernich monocytii také sniZzenou IGF-1R mRNA expresi v podkoZni tukové tkani u
pacientil s diabetem 2. typu, coz naznacuje rozdilnou regulaci t€chto molekul v tukové tkani a
v perifernich monocytech. Pfedchozi studie prokazaly dilezitou roli IGF-1 a IGF-1R v
adipogenezi, pfi stimulaci proliferace a diferenciace preadipocytli a adipocytti (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 pfi modulaci expanze bilé tukové tkané (Kloting et
al., 2008). Snizenad IGF-1 a IGF-1R mRNA exprese v podkozni tukové tkani, zjiSténd v nasi
studii, by tak mohla pfispivat ke sniZené diferencia¢ni kapacité tukové tkané u obéznich
diabetika 2. typu. Tato porucha by tak mohla vést k nadmérné akumulaci lipid ve tkanich
mimo tukovd depa a napomadhat rozvoji inzulinové rezistence a dalSich pfidruzenych

metabolickych poruch.

Ackoli Grohmann et al. prokdzali stimulacni vliv IGFBP-3 na diferenciaci viscerdlnich a
subkutannich adipocyt u déti (Grohmann et al., 2005), dalsi prace potvrdily inhibi¢ni vliv
IGFBP-3 na diferenciaci preadipocytti i na funkci diferencovanych adipocyti (Baxter et al.,
2009; Chan et al., 2009; de Silva et al., 2012). SniZzena IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZni
tukové tkani u naSich obéznich pacientek s diabetem je v souhlasu se snizenou expresi
IGFBP-3 v mezenteridlnim tuku u potkanti s dietou indukovanou obezitou, coz dle autori této
studie naznacuje, ze IGFBP-3 by mohl mit protektivni vliv proti obezité (Palau et al., 2012;
Mohanraj et al., 2013).
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Obrazek 1: Vliv diabetu 2. typu a obezity na lokalni expresi komponent osy IGF-1 a moZné dopady téchto
zmén (IGF-1, inzulinu podobny rustovy faktor 1; IGF-1R, IGF-1 receptor; IGFBP, IGF-vazebné proteiny)

Diabetes 2. typu a obezita

S N

Periferni monocyty PodkoZni tukova tkar
IGF-1 IGFBP-2
T IGF-1R } IGFR IGFBP-3
Mozny vilv na aktivacl Mozny vliv na Mozné snizeni
a proliferaci monocytu shizeni diferenciace inhibiéniho
pfispivajici k zanétu adipocyt(i a adipogeneze viivu IGFBPs
vedouci k naslednému na adipogenni
ektopickému uginky 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. Zajimavé je, Ze jsme nepozorovali zadny vliv VLCD na
IGF-1R mRNA expresi v perifernich monocytech v této studii. 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 ndlez miZze byt dilezity
vzhledem k popsané tloze IGFBP-3 pfi stimulaci zastavy rdstu a apoptoézy bunék, jeho
antiproliferativni aktivit¢ u myeloidnich leukemickych bunék (Ikezoe et al., 2004) a k
popsanym protizanétlivym na IGF-1 nezavislym G¢inkiim 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 nas$i studii by
mohlo pfispivat ke sniZeni prozanétlivé monocytarni aktivity spojené s metabolickym

zlepSenim po VLCD.

DalS§im vyznamnym efektem VLCD, zjiSténym v nasi studii, byla normalizace vyznamné
sniZzené IGFBP-2 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani u obéznich subjektli s diabetem
2. typu. 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 tukové
tkani ve srovnani se Stihlymi zvitaty (Li et Picard, 2010). Pfedchozi studie naznacily, ze
IGFBP-2 secernovany z bilé tukové tkané ptispiva k prevenci dietou navozené obezity a s
veékem spojené inzulinové rezistence u mysi (Li et Picard, 2010). Rekombinantni IGFBP-2

blokoval diferenciaci 3T3-L1 bunék a adipogenezi in vitro (Wheatcroft et al., 2007). Nékteré
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ptedchozi studie ukdzaly zvySeni sérovych hladin IGFBP-2 po lacnéni (Clemmons et al.,
1991) nebo po restrikci proteinti 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 v souhlasu s jeho
navrhovanou tlohou modulitoru pozitivnich metabolickych uéinki jak na lokalni, tak na
systémové urovni pravdépodobné skrze regulaci adipogenni kapacity tukové tkané,
omezeni dalSiho prirtstku hmotnosti (Claudio et al., 2010) a regulaci biodostupnosti IGF-

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

Obrazek 2: Vliv kalorické 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 tkan
t IGFBP-3 t IGFBP-2 t IGFBP-2
MozZny vliv na Potencialni pFiznivy Mozné zvyseni

zvyseni apoptozy metabolicky efekt inhibi¢éniho

a snizeni proliferace vlivu IGFBP-2

monocytu na adipogenni
zmiriujici zanét Gginky IGF-1

V prvni ¢asti nasi prace jsme tedy ukézali, ze obézni Zeny s diabetem 2. typu maji oproti
kontrolni skupin¢ sniZenou mRNA expresi IGF-1, IGF-1R, IGFBP-2 a IGFBP-3 v
podkozZni tukové tkani, coz by mohlo pfispivat ke zménadm v diferenciacni kapacité tukové
tkan¢ a jejiho mnozstvi, a zaroven zvySenou IGF-1R 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. Pfesny mechanismus regulace exprese komponent osy
IGF-1 v podkozni tukové tkdni 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.
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2. Ve druhé casti naSi prace nas zajimal vliv dlouhodobé zvySenych hladin GH/IGF-1 u
neléenych akromegaliki na mRNA expresi vybranych komponent osy GH/IGF-1/inzulin
v podkozni tukové tkani a mozné souvislosti téchto zmén s poruchou inzulinové senzitivity a
snizenim mnoZzstvi tukové tkané pifitomnych u téchto pacientli. V porovnani se zdravymi
Stihlymi subjekty jsme nalezli u akromegalikii v podkoZzni 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 primy stimulaé¢ni vliv GH na
lokalni produkci IGF-1 a IGFBP-3 v podkoznim tuku. V pfedchozich studiich byla produkce
IGF-1 tukovou tkani po stimulaci GH zjiS§téna v experimentdlnich podminkéch i u zdravych
jedincii (Vikman et al., 1991; Peter et al., 1993; Wabitsch et al., 1996; Jorgensen et al., 2006).
Peter et al. (Peter et al., 1993) popsali, ze v tukové tkani u potkani je mRNA exprese vSech
IGFBPs, vcetné IGFBP-3, regulovana GH. Dalsi experimentalni studie ukdzaly stimula¢ni
vliv GH na IGFBP-3 expresi v jatrech, svalu a kiizi 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 lidskych preadipocyti (Wabitsch et al., 2000).
Nedavna studie u akromegalikii také zjistila zvySenou IGF-1 a IGFBP-3 mRNA expresi
v jejich podkozni tukové tkani (Hochberg et al., 2015). V nasi studii byl GH jednim
z nezavislych prediktoriic IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani, coz

potvrzuje ptimou regula¢ni tlohu GH.

Drivéjsi studie zjistily stimulaéni vliv IGF-1 na mRNA expresi IGFBP-3 v kiizi (Lemmey et
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 pacientii jsme podle ocekavani zjistili signifikantné niz§i procento
celkového a trunkalniho tuku a zvySené procento beztukové té€lesné hmoty (lean body mass)
ve srovnani s kontrolni skupinou, coz je v souhlasu s nalezy z ptedchozich studii (Katznelson
et al., 2009). Dale jsme pozorovali inverzni vztah mezi IGFBP-3 expresi v tukové tkéni 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 béhem
diferenciace lidskych preadipocytii 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 inhibi¢ni G¢inky na tyto procesy (Baxter et al., 2009; Chan et al.,
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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
regulacni ulohy IGF-1 a IGFBP-3 v podkozni tukové tkani zda ldkava, IGF-1 ani IGFBP-3
mRNA exprese v podkoZnim tuku nebyly nezavislymi prediktory procenta celkového

nebo trunkalniho tuku. Tento koncept by nicméné jist¢ zasluhoval dalsi zkoumani.

Za Gcelem podrobnéjsiho porozuméni mozné regulacni tlohy lokalnich zmén mRNA exprese
IGF-1 a IGFBP-3 v syst¢émovych metabolickych zménach u akromegalie jsme zkoumali
vztahy mezi IGF-1 a IGFBP-3 mRNA expresi vpodkozni tukové tkéni a vybranymi
parametry glukézového metabolismu a inzulinové rezistence. V ptedchozich 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
ukdzalo, ze IGFBP-3 muize v adipocytech rliznymi mechanismy snizovat inzulinovou
senzitivitu (Kim et al., 2007; Chan et al., 2005). V nas$i studii jsme nezjistili nezavislou
asociaci IGF-1 nebo IGFBP-3 exprese v podkoZnim tuku s HOMA-indexem, ktery byl u
AC skupiny signifikantné zvysen, zjistili jsme vSak, ze IGFBP-3 exprese byla nezavislym
prediktorem INS-R a p85alpha exprese v podkoznim tuku. To by mohlo poukazovat na
moznou lokédlni twlohu IGFBP-3 vregulaci inzulinové senzitivity v tukové tkani u

akromegaliki.

Rada predchozich experimentilnich studii naznadila dilezitou ulohu nadbytku GH pfi
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 mechanismti pro 1écbu diabetu 2. typu (Mauvais-Jarvis et al., 2002). Dal$im
dilezitym reguldtorem p85alpha je inzulin. Inzulin-rezistentni stavy byly v pfedchozich
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 p85alpha mRNA exprese
v podkoZni tukové tkani ve srovnani s kontrolni skupinou, coz je v souhlasu s vysledkem

neddvné studie u pacientii s akromegalii (Hochberg et al., 2015). Nenalezli jsme ani zddné
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signifikantni korelace mezi sérovymi hladinami GH/IGF-1/inzulinu a expresi p85alpha, ani
mezi p85alpha a metabolickymi parametry (HOMA-index, glykémie nalacno, inzulinémie
nalacno, HbAlc). P85alpha exprese byla pozitivné spojena s expresi INS-R v podkoZnim

tuku, coz naznacuje moznou paralelni regulaci jejich expresi.

Souhrnné lze fici, Ze ve druhé ¢asti nasi prace jsme zjistili signifikantné zvySenou mRNA
expresi IGF-1 a IGFBP-3 v podkoZzni tukové tkani u pacientll s akromegalii. Ani jeden
z téchto faktori vSak nezavisle nepredikoval zmény v télesném slozeni nebo v systémové
inzulinové senzitivité u téchto pacientl. Jejich lokalni uéinek na adipogenezi a inzulinovou
senzitivitu v podkoZni tukové tkani vSak mtze byt pfitomny a k jeho dalSimu zkoumani je
treba dalSich studii. Nase vysledky =zaroven nepodporuji zvySeni exprese p85alpha
podjednotky PI3K jako mechanismus GH navozené inzulinové rezistence v podkozni tukové

tkani u pacientti s akromegalii.

6. ZAVERY

Jednim ze zédsadnich patogenetickych mechanismil ptispivajicich ke gluk6zové intoleranci a
diabetu 2. typu je inzulinova rezistence, mezi jejiz pfiiny patii mj. subklinicky zanét
v tukové tkani spojeny se zvySenou infiltraci tukové tkdn¢ imunokompetentnimi bunikami a
zvySenou produkci prozanétlivych cytokinli potencidln¢ interferujici s inzulinovou
signaliza¢ni kaskadou. DalSim mechanismem, ktery miize zhorSovat inzulinovou senzitivitu,
mize byt ektopické uklidani tukové tkané jako ndsledek porusené diferenciace
adipocytii. IGF-1 je molekula s pleiotropnimi uc¢inky, kterd muze zasahovat do kazdého
z téchto procest.

Cela fada zejména experimentalnich studii prokazala stimula¢ni vliv IGF-1 na adipogenezi,
konkrétné na proliferaci a diferenciaci preadipocyti zprostfedkovanou skrze IGF-1R.
Obézni diabeticky 2. typu v nasi prvni studii mély vyznamné sniZenou mRNA expresi
IGF-1 i IGF-1R v podkoZni tukové tkani, coz by mohlo souviset s potencialnim sniZenim
prolifera¢ni a diferencia¢ni schopnosti tukové tkané. SouCasné byla u téchto subjekt
nalezena signifikantn¢ snizend mRNA exprese IGFBP-2 a IGFBP-3. V experimentalnich
studiich blokoval IGFBP-2 adipogenezi a ztrata schopnosti IGFBP-3 vézat IGF-1 byla v jiné
studii u mys$i spojena se zvySenym mnozstvim tukové tkan¢. Praveé vzhledem ke schopnosti
IGFBPs vazat volné IGF-1 a blokovat jeho ucinky by uvedené snizeni vazebnych proteind
vnasi studii mohlo pfispivat ke zvySeni proadipogenniho vlivu IGF-1 u obéznich
diabeti¢ek. Celkovy potencialni vliv téchto zmén na metabolismus tukové tkané, resp. na
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inzulinovou rezistenci u obezity a diabetu je vSak tfeba ovéfit v dalSich studiich i vzhledem
k tomu, Ze tukova tkdn muze mit z hlediska inzulinové rezistence jak ptiznivy vyznam
k zabranéni ektopického ukladani tuku, tak negativni vyznam pfi vyrazném zvyseni jejiho
mnozstvi.

ZvySeni IGFBP-2 v séru a v podkozZni tukové tkani, které nastalo po nizkokalorické dieté
u obéznich diabeti¢ek, zapada vzhledem k dfivéjSim nélezim, dokumentujicim jednak
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
pfimo podilet na zlepSeni metabolického profilu a snizeni hmotnosti, nebo zda jde o zmény
sekundérni, zasluhuje pozornost dal$ich studii.

IGF-1 se podili také na stimulaci proliferace, diferenciace a naopak na inhibici apoptdzy
imunokompetentnich bun¢k vcetné perifernich mononukledrnich bunék. Dal§i zménou u
obéznich diabeticek 2. typu v nasi studii byla signifikantné zvySena mRNA exprese IGF-1R
v perifernich monocytech, coz by mohlo vypovidat o ptipadné zvySené proliferacni
aktivité téchto imunokompetentnich bunék, které jsou pii diabetu a obezité rekrutovany do
tukové tkang, kde se podileji na rozvoji chronického zanétu mirného stupné. Naopak
IGFBP-3 v dfivéjsich studiich vykazoval antiproliferacni u¢inky na imunitni buiiky a hrél
vyznamnou roli v regulaci apoptézy monocytarnich bunék. Nizkokaloricka dieta u obéznich
diabeticek vnasi praci méla za nasledek signifikantni zvySeni IGFBP-3 exprese
v perifernich monocytech, coz by dle ptedchozich nélezli mohlo naznacovat potencialni

zmirnéni aktivity subklinického zanétu na tirovni 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 akromegalikl signifikantné zvySené, a jejich pozitivni korelace se
sérovymi hladinami GH podporuje moZznost pfimého stimula¢niho vlivu GH na tyto
exprese. Vzhledem k lokdlnim ucinkiim, byt pravdépodobné protichidnym, obou téchto
komponent v tukové tkdni ve smyslu ovlivnéni adipogeneze, dokumentovanym
v ptedchozich 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 nezédvisle s procentem celkového nebo trunkalniho tuku, pficemz
pravdépodobné nejsilnéjsim kointerferujicim faktorem se jevi sérova hladina GH (negativni

korelace sérového GH a procenta celkového a trunkéalniho tuku).
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Ta se pravdépodobné projevila také ve sniZzeni IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese
v podkoZni 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 zaklad¢ ptedchozich dat dalo ocekavat priznivé
ovlivnéni glukézového metabolismu, zatimco u IGFBP-3 jsou ndlezy tykajici se vlivu na
inzulinovou rezistenci v tukové tkani nékdy protichiidné. Zpétnou regresni analyzou v nasi
studii nebyl prokazan nezévisly vliv zvySené IGF-1 nebo IGFBP-3 exprese na systémovou
inzulinovou rezistenci hodnocenou v nasi studii pomoci HOMA-indexu. IGFBP-3 exprese
vsak byla jednim z nezavislych prediktorii INS-R a p85alpha exprese v podkoZni tukové
tkani. To by mohlo svédCit o mozné lokalni uloze IGFBP-3 pri regulaci inzulinové
senzitivity v podkoZni tukové tkani u akromegalik. Konkrétni mechanismy této regulace
mohou byt podnétem pro dalsi zkoumani v této oblasti.

Konec¢né, zajimalo nas, zda také u akromegalie dochéazi ke zvyseni tkanové exprese p85alpha
regulacni podjednotky PI3K vlivem stimulace GH a zda by toto pfipadné zvysSeni mohlo byt
jednim z mechanismli inzulinové rezistence, tak jak to bylo dokumentovano v nékolika
pfedchozich experimentalnich studiich s nadbytkem GH. Absence signifikantniho rozdilu
v mRNA expresi p85alpha v podkozni tukové tkani mezi akromegaliky a kontrolni skupinou
stejné jako signifikantnich korelaci mezi p85alpha a sérovou hladinou GH nebo parametry

inzulinové rezistence vSak tento koncept u nasich pacientii s akromegalii nepodporuje.
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8. TABULKY A GRAFY

Tabulka 1. Klinické, hormonalni a metabolické charakteristiky studovanych subjekti

Kontroly Obézni bez Obézni s DM2

DM2 Pfed VLCD | Po VLCD
Pocet (n) 18 11 13 13
Vék (roky) 49,5+23 48,7 +3.,0 542 +2.0 542 +£2.0
Body mass index 23,8+ 04 45,0 + 3,5%* 51,8 +£2,5% 49,1 £2,3*°

2

(kg/m )
Télesna hmotnost 67,9+ 1,6 124,8 £7,7* 138,3 £6,3* | 128,8 +5,9%°
(kg)
Obvod pasu (cm) 81+£2 126 + 5* 137 + 5% 133 + 5*°
CRP (mg/l) 0,27 +0,10 1,57+ 0,30* |2,44+0,59*% | 1,55+ 0,44%*°
Inzulinémie nala¢no 18,7+ 1,1 28,3+4,0 30,8 +£3,4* 27,3+3,9
(mIU/N)
Glykémie nala¢no 4,77 + 0,09 5,08 +£0,27 8,35+1,16* 6,45 + 0,68*°
(mmol/l)
HbAlc (% IFCC) 3,58+0,13 4,43 £ 0,39 6,58 £0,53* | Nehodnoceno
HOMA index 3,97+ 0,26 6,45+ 1,02 12,07 £1,93* | 8,75 £ 1,43*°
HDL cholesterol 1,67 £ 0,09 1,29 £ 0,15 1,04 £0,04* | 0,95 £ 0,06*
(mmol/l)
Triglyceridy (mmol/l) | 1,19 +£0,14 1,73+ 0,36 1,91 £0,18* | 1,68 £0,16
Leptin (ng/ml) 16,4 +2.6 56,1 +£3,9* 60,8 +10,1* | 52,4 £ 10,4%*°
Adiponektin (mg/l) 132+1,3 84+ 1,1* 7,9+ 1,3* 7,5+ 0,8*
Volny IGF-I (ng/ml) | 1,06 + 0,22 0,72+ 0,21 1,04 +0,12 0,89 £ 0,12
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Celkovy IGF-I (ug/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-2 (ng/ml) 344+44 178+36* 232+ 30 259+£23°

IGFBP-3 (mg/l) 2,95+0,12 3,14+0,21 2,86 0,18 |2,78+0,15
GH (mIU/) 14,18+3,73 1,00+0,33* 0,99+0,23* 0,99+0,20%

CRP, C-reaktivni protein; GH, rGstovy hormon; HbAlc, glykovany hemoglobin; HDL,
lipoprotein s vysokou denzitou; HOMA, homeostasis model assessment; IGF-1, inzulinu
podobny ristovy faktor-1, IGFBP, IGF-vazebny protein; IFCC, International Federation of
Clinical Chemistry; NS: nesignifikantni; DM2, diabetes mellitus 2. typu; VLCD,
nizkokaloricka dieta.

Hodnoty jsou uvedeny jako priméry = SEM (standard error of means-stiedni chyba priméru).
Statistickd vyznamnost je hodnocena pomoci jednocestné analyzy rozptylu (One Way
ANOVA nebo ANOVA on Ranks podle vhodnosti). Rozdily mezi obéznimi Zenami s DM2
pted a po VLCD byly hodnoceny pouzitim parového z-testu nebo Wilcoxonova Signed-Rank
testu podle vhodnosti. Statisticka signifikance byla ur¢ena jako p<0,05.

*p < 0,05 vs. Kontrolni skupina, °p< 0,05 vs. DM2 pied VLCD.

Tabulka 2. Vztahy sérovych hladin a mRNA exprese komponent osy IGF-1 s dalSimi
antropometrickymi a metabolickymi parametry vypocitané v kombinované populaci
skupiny obéznich pacienti bez DM2, skupiny obéznich s DM2 pred VLCD a Kkontrolni
skupiny (n=42)

BMI Inzulin Glukoza HOMA
index
Sérové hladiny IGF-1 p | 0,014 <0,001 0,108 0,003
R | -0,423 -0,594 -0,289 -0,545
IGFBP-1 | p | 0,002 0,007 0,068 0,010
R | -0,500 -0,475 -0,378 -0,466
IGFBP-2 | p | 0,009 0,001 0,497 0,001
R | -0,441 -0,592 -0,122 -0,589
mRNA expresevPM | IGF-IR | p | <0,001 0,041 0,030 0,043
R | 0,566 0,376 0,378 0,349
IGFBP-3 | p | 0,014 0,137 0,024 0,006
R | 0,437 0,318 0,411 0,525
mRNA exprese v tuku | IGF-1 p | <0,001 0,016 0,001 0,002
R | -0,572 -0,425 -0,521 -0,53
IGFBP-3 | p | 0,040 0,784 0,016 0,058
R | -0,344 -0,051 -0,411 -0,356
IGF-1R | p | 0,028 0,035 0,003 0,033
R|-0,378 -0,399 -0,491 -0,391
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BMI, body mass index; HOMA, homeostasis model assessment; IGF-1, inzulinu podobny
rustovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein; IGF-1R, IGF-1 receptor; PM, periferni
monocyty.

Graf 1. mRNA exprese IGF-1R (A) a IGFBP-3 (B) v perifernich monocytech kontrolnich
Stihlych Zen (Cerny sloupec; n=18), obéznich nediabetickych Zen (tmavée Sedy sloupec; n=11),
obéznich zen s DM2 pted VLCD (svétle Sedy sloupec) a obéznich zen s DM2 po VLCD
(Srafovany svétle Sedy sloupec; n=13). Hodnoty jsou priméry = SEM. * p<0,05 vs. Kontrolni
skupina. © p<0,05 vs. Obézni bez DM2. * p< 0,05 vs. DM2 pted VLCD. B2M, beta-2-
mikroglobulin.

Graf 1A. IGF-1R mRNA exprese v perifernich monocytech
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Graf 1B. IGFBP-3 mRNA exprese v perifernich monocytech
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Graf 2. mRNA exprese IGF-1 (A), IGF-1R (B), IGFBP-2 (C) a IGFBP-3 (D) v podkoZni
tukové tkani u kontrolnich $tihlych zen (Cerny sloupec; n=18), obéznich nediabetickych zen
(tmaveé Sedy sloupec; n=11), obéznich zen s DM2 pied VLCD (svétle Sedy sloupec) a
obéznich zen s DM2 po VLCD (Srafovany svétle Sedy sloupec; n=13). Hodnoty jsou priiméry
+ SEM. * p<0,05 vs. Kontrolni skupina. °p<0,05 vs. Obézni skupina bez DM2. ¢ p< 0,05 vs.
DM2 pied VLCD. B2M, beta-2-mikroglobulin.

Graf 2A. IGF-1 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani
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Graf 2B. IGF-1R mRNA exprese v podkozni tukové tkani
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Graf 2C. IGFBP-2 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani
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Graf 2D. IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZni tukové tkani
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Tabulka 3. Klinické, antropometrické, metabolické a hormonalni charakteristiky

studovanych skupin

Kontrolni AC skupina P - hodnota
skupina

Pocet subjektii 12 12 NA
Pohlavi (muZzi/Zeny) 4/8 8/4 NA
VEk (roky) 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
Celkovy télesny tuk (%) 29,3+ 5,1 21,4+ 5,7 0,021
Trunkalni tuk (%) 27,7+49 20,3 +5,1 0,019
LBM (%) 69,0 £ 5,1 77,1 £6,2 0,023
Glykémie nala¢no 4,97+ 0,37 6,06 = 0,85 <0,001
(mmol/l)
Inzulinémie nala¢no 19,2+ 6,8 45,3 £25,1 0,006
(mlIU/)
HbAlc (% IFCC) 3,72+ 0,84 4,70 +£ 0,76 0,014
HOMA index 1,88 (1,35-2,81) 10,01 (8,03-13,69) 0,006
Triglyceridy (mmol/l) 1,17+ 0,41 2,02+ 0,76 0,004
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Celkovy cholesterol 5,25+ 0,72 4,73 +0,81 0,107
(mmol/l)

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/l) 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
Celkovy 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) 2,97+ 0,58 6,89 + 1,27 <0,001

Data s normalnim rozdélenim jsou uvedena jako priméry + SD (smérodatna odchylka
priméru), neparametricka data jako median (mezikvartilni rozptyl). Statistickd vyznamnost je
uréena z neparového z-testu nebo Mann-Whitney Rank Sum testu podle vhodnosti. P hodnota
<0,05 znaci statistickou vyznamnost. Hodnoty byly adjustovany na pohlavi jak u AC, tak u C
skupiny a na pfitomnost diabetu u AC skupiny.
AC, akromegalickd skupina; C, kontrolni skupina; CRP, C-reaktivni protein; GH, rlstovy
hormon; HbAlc, glykovany hemoglobin; HDL, lipoprotein s vysokou denzitou; HOMA,
homeostasis model assessment; IFCC, International Federation of Clinical Chemistry; IGF-1,
inzulinu podobny ristovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein; LBM, lean body mass
(beztukova télesnd hmota); LDL, lipoprotein s nizkou denzitou; NA, neni hodnoceno.

Graf 3. Rozdily mRNA exprese komponent osy GH/IGF-1/inzulin a p85alpha v

podkoZzni tukové tkani u AC skupiny (n=12) v porovnani s kontrolni skupinou (n=12)
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Primérné relativni mRNA exprese parametrit AC skupiny jsou vyjadieny jako relativni pomér
k primérnym mRNA expresim kontrolni skupiny, kterd je brana pro kazdy gen zvlast jako
1,0 (linie-Kontrolni skupina).

Statistickd vyznamnost je uréena z neparového t-testu nebo Mann-Whitney Rank Sum testu
podle vhodnosti. P hodnota <0,05 znaci statistickou vyznamnost. Hodnoty byly adjustovany
na pohlavi jak u AC, tak u C skupiny a na pfitomnost diabetu u AC skupiny.

B2M, beta-2-mikroglobulin; GH-R, receptor ristového hormonu; IGF-1, inzulinu podobny
rastovy faktor-1; IGFBP, IGF-vazebny protein; IGF-1R/IGF-2R, receptory inzulinu
podobného rustového faktoru-1,-2; INS-R, inzulinovy receptor; p85, p85alpha podjednotka
fosfatidylinositol-3-kindzy.

Tabulka 4. Signifikantni vztahy mRNA expresi IGF-1 a IGFBP-3 v podkozni tukové
tkani s antropometrickymi a metabolickymi parametry, hladinami komponent osy
GH/IGF-1/inzulin v séru a podkoZni tukové tkani a p85alpha v kombinované populaci

akromegalickych pacientt a kontrolnich subjekti

Podkozni tukova tkan (n=24)

IGF-1 IGFBP-3

R p R p
Trunkalni tuk (%) -0,552 0,039 -0,574 | 0,031
Celkovy télesny tuk | -0,446 0,105 -0,543 | 0,043
(%)
LBM (%) 0,615 0,024 0,613 0,019
Glykémie nala¢no 0,292 0,174 0,453 0,030
Inzulinémie nala¢no | 0,332 0,162 0,511 0,021
HOMA index 0,330 0,151 0,541 0,009
CRP -0,699 <0,001 -0,449 | 0,041
Sérovy GH 0,555 0,009 0,552 0,013
IGF-1 v tuku X X 0,837 <0,001
IGFBP-3 v tuku 0,837 <0,001 X X
INS-R v tuku 0,516 0,014 0,486 0,022
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GH-R v tuku

0,463 0,023

0,437 0,033

p85alpha v tuku

0,841 <0,001

0,717 <0,001

Statistickd vyznamnost je ze Spearmanova korela¢niho testu. Statistickd vyznamnost je urcena

jako p<0,05.

CRP, C-reaktivni protein; GH, ristovy hormon; GH-R, receptor ristového hormonu; HOMA,
homeostasis model assessment; IGF-1, inzulinu podobny ristovy faktor-1; IGFBP, IGF-
vazebny protein; INS-R, inzulinovy receptor; LBM, lean body mass (beztukova télesna

hmota); p85alpha, p85alpha podjednotka fosfatidylinositol-3-kinazy.

Nesignifikantni korelace nejsou uvedeny.

Tabulka 5. Nezavislé prediktory IGF-1 a IGFBP-3 mRNA exprese v podkoZni tukové

tkani
Zavislé Nezavislé p Standardizované | AdjR?
koeficienty beta
IGF-1 v tuku IGFBP-3 v tuku 0,010 | 0,569 0,839
IGFBP-3 v tuku | Glykémie nalacno <0,001 | 0,0539
(Model 1) Inzulinémie nalagno | 0,024 | -6,18*10™
Sérovy GH 0,002 |7,71*10™ 0,971
Sérovy CRP 0,016 |0,0106
IGF-1 v tuku <0,001 | 0,568
IGFBP-3 v tuku | IGF-1 v tuku <0,001 | 0,541 0,833

(Model 2)

Statistickd vyznamnost je ur¢ena pomoci zpétné regresni analyzy. Statistickd vyznamnost byla
urcena jako p<0,05.
CRP, C-reaktivni protein; GH, rGstovy hormon; IGF-1, inzulinu podobny rastovy faktor-1;
IGFBP, IGF-vazebny protein.
Nesignifikantni korelace nejsou uvedeny.
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Tabulka 6. Nezavislé prediktory vybranych metabolickych parametra a parametri

sloZeni téla

Zavislé Nezavislé p Standardizované | AdjR?
koeficienty beta
HOMA index Sérovy IGF-1 <0,001 | 0,0162 0,682
INS-R v tuku IGFBP-3 v tuku | <0,001 | 0,109 0,809
HDL <0,001 | 0,0351

IGF-1R v tuku 0,027 |4,479

P85alpha v tuku IGFBP-3 v tuku | <0,001 | 0,166 0,981

IGFBP-2 v tuku | <0,001 | 3,144

INS-R v tuku 0,013 | 0,318

GH-R v tuku <0,001 | -0,0451

LBM (%) 0,006 |-9,72*10™
Trunkalni tuk (%) HbAlc 0,009 | -4,866 0,505
Celkovy t&lesny tuk (%) | HbAlc 0,011 |-4,896 0,479

Statistickd vyznamnost je ur¢ena pomoci zpétné regresni analyzy. Statistickd vyznamnost byla
urcena jako p<0,05.

GH, rtstovy hormon; GH-R, receptor ristového hormonu; HbAlc, glykovany hemoglobin;
HDL, lipoprotein s vysokou denzitou; HOMA, homeostasis model assessment; IGF-1,
inzulinu podobny ristovy faktor-1; IGFBP, IGF- vazebny protein; IGF-1R, receptor inzulinu
podobného ristového faktoru-1; INS-R, inzulinovy receptor; LBM, lean body mass
(beztukova té€lesna hmota); p85alpha, p85alpha podjednotka fosfatidylinositol-3-kinazy.
Nesignifikantni korelace nejsou uvedeny.
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