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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACC acetylCoAkarboxylaza

AdipoR adiponektinovy receptor

aFABP adipocytarni vazebni protein pro mastné kyseliny (adipocyte fatty acid
binding protein)

AGRP agouti-related protein

AGT angiotenzinogen

AMP adenozinmonofosfat

AMPK AMP-aktivovana proteinkinaza

ANGPTL angiopoetinu podobny protein
ANOVA analyza rozptylu (analysis of variance)

ap-1 aktivatorovy protein 1

Apn adiponektin

Apo apoprotein

ATM makrofagy tukové tkané (adipose tissue macrophages)
ATP adenozintrifosfat

BMI body mass index (index télesné hmotnosti)

C4 7a-hydroxy-4-cholesten-3-on

CCK cholecystokinin

CCL CC chemokin (CC-motif ligand)

CCR CC chemokinovy receptor

CCR-like receptor podobny CC chemokinovému receptoru
CD cluster of differentiation

ChREBP carbohydrate responsive element-binding protein
CMKLRI1 chemokinu podobny receptor 1 (chemokine-like receptor 1)

CNS centralni nervovy systém

CoA koenzym A

CPT1 karnitinpalmitoyltransferdza-1

CRP C-reaktivni protein

CX;CL CX;C chemokin (C X3C-motif ligand)
CX;3CR CX;3C chemokinovy receptor

CXCL CXC chemokin (CXC-motif ligand)
CXCR CXC chemokinovy receptor

CYP cytochrom P

Cyp7a cholesterol 7a-hydroxylaza

Cys cystein

Da Dalton

DGAT diacylglycerolacyltransferaza

DIO dietou indukovana obezita

DM2 diabetes mellitus 2. typu

EDTA etyléndiamintetraoctova kyselina
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
ER endoplazmatické retikulum

FAS syntdaza mastnych kyselin (fatty acid syntase)

FGF fibroblastovy rtstovy faktor



FGFR
Foxa2
FoxOl1
FRS

FXR
GGT
GLUT
GPAT
GPR
Gro-a
HDL
HIF
HMG-CoA
HMW
HNF4a
HOMA
HSL
ICAM
IFN- vy
IGF-1
IKKf
IL
IL-1Ra
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INSIG2
IP-10
IRS-1
JAK
JNK
LDL
LPL
LPS
LRH-1
LXR
LYVE-1

MAPK
MCP
MCRgc
MIF
MIP
MMP
Mo
mRNA
NAD

receptor pro fibroblastové rustové faktory

forkhead box A2

forkhead transcriptional factor 1

substrat receptoru pro fibroblastové rastové faktory (fibroblast growth
factor receptor substrate)

farnesoidni receptor X (farnesoid receptor X)
y-glutamyltransferaza

glukozovy transportér

glycerol-3-fosfat-1-acyltransferaza

receptor spjaty s G proteinem (G-protein-coupled receptor)
rustem regulovany onkogén a (growth-regulated oncogene o)
high-densitiy lipoprotein

hypoxii-indukovany faktor

3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzym A

vysokomolekularni (high-molecular-weight)

hepatocytarni nuklearni faktor 4a (hepatocyte nucelar factor 4 o)
homeostasis model assessment

hormonsenzitivni lipaza

intracelularni adhezivni molekula (intracellular adhesion molecule)
interferon-y

inzulinu podobny rustovy faktor 1 (insulin-like growth factor 1)
IkB kinaza

interleukin

antagonista receptoru pro interleukin 1 (interleukin-1 receptor antagonist)

inducibilni syntdza oxidu dusnatého

inzulinem indukovany gen 2

interferonem y indukovany 10kDa protein

substrat 1 inzulinového receptoru (insulin receptor substrate 1)
Janus kinaza

c-Jun-N-termindalni kindza

low-density lipoprotein

lipoproteinova lipaza

lipopolysacharid

homolog 1 jaterniho receptoru (liver receptor homologue 1)
jaterni receptor X (liver X receptor)

lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (endotelidlni
hyaluronovy receptor 1 lymfatickych cév)

mitogenem aktivovana proteinkindza

monocyty chemoatrahujici protein (monocyte chemoattractant protein)
metabolickd clearance glukozy

migraci makrofagii inhibujici faktor

makrofagovy inflamacni protein (macrophage inflammatory protein)
matrixova metaloproteinaza

monocyt

messengerova RNA

nikotinamiddinukleotid



Nampt
NASH
NF- kB
NGF
NK
NMN
PAI-1
PBEF

PBS
PEPCK
PGC-1a

PI3K
PM
PPAR

PPRE
RANTES
RBP4
RIA

RT PCR

SAA3
SCD1
SEM
SFRP5

SHP
shRNA
Sirt-1
STAT

STH
TGFp
Th
TIMPS

TLR
TNFR1
TNFRSF
TNFa
UCP
UPR
VEGF
VLCD

nikotinamidfosforibozyltransferaza

nealkoholicka steatohepatitida

nuklearni faktor kB

nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)

natural killer

nikotinamidmononukleotid

inhibitor aktivatoru plazminogenu 1 (plasminogen activator inhibitor-1)
pre-B-cell colony-enhancing factor (faktor podporujici kolonie pre-B
lymfocyti)

phosphate buffered saline (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem)
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza

koaktivator 1a receptoru aktivovaného peroxizomovymi proliferatory
(peroxisome proliferator-activated receptor coactivator 1a)
fosfatidylinozitol-3-kinaza

periferni monocyty

receptor aktivovan peroxizomovymi proliferatory (peroxisome
proliferator-activated receptor)

peroxisome proliferator-activated receptor response elements
regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
retinol vazajici protein 4

radioimmunoassay

real-time polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce

v realném case)

sérovy amyloid A3

steroylCoA desaturaza-1

sttedni chyba priméru (standard error of the mean)

sekre¢ni protein 5 ptibuzny frizzled proteinim (secreted frizzled-related
protein 5)

small heterodimer partner

short hairpin RNA

sirtuin-1

transducery signalu a aktivatory transkripce (signal transducers and
activators of transcription)

somatotropni hormon

transformujici rastovy faktor B (transforming growth factor )

T pomocny (helper) lymfocyt

tkanové inhibitory matrixovych metaloproteindz (tissue inhibitors of
matrix metalloproteinases)

toll-like receptor

receptor 1 pro tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor receptor 1)
tumor necrosis factor receptor superfamily

tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor o)

uncoupling protein

unfolded protein response

vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
nizkokaloricka dieta (very-low-calorie diet)



VLDL
VMK
WHO
XCL
XCR
ZAG
ZDF

very-low density lipoprotein

volné mastné kyseliny

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)
C chemokin (XC motif ligand)

C chemokinovy receptor

zinkovy a2-glykoprotein (Zinc-a2-glycoprotein)

Zucker diabetic fatty



ABSTRAKT (CZ)

Vyzkum na poli obezity, diabetes mellitus a jejich komplikaci se v poslednich letech stale
vice orientuje na identifikaci novych netradi¢nich faktorti uplatiiujicich se pfi jejich
vzniku. Cilem ptfedklddané prace proto bylo prozkoumat tlohu nedavno objevenych
regulatorti metabolickych a zanétlivych reakci zahrnujicich fibroblastové rastové faktory
19 a 21 a chemotaktické cytokiny a jejich receptory v patogeneze obezity a diabetes
mellitus 2. typu.

Do studie bylo zafazeno celkem 182 subjektti rozdélenych do 3 kategorii — pacienti
s obezitou bez pfitomnosti diabetes mellitus 2. typu (OB), skupina obéznich diabetiki 2.
typu (DM2) a zdravych kontrolnich jedincti s normélni hmotnosti (C). Zvolené intervence
zahrnovaly 2 az 3 tydny nizkokalorické diety (VLCD — energeticky obsah 2500 kJ/den),
tiimesicni podavani agonisty receptori PPARa fenofibratu a akutni hyperinzulinémii
v pribéhu hyperinzulinemického izoglykemického clampu.

Ziskané vysledky naznacuji, Zze zvySeni hladin FGF-21 po VLCD a 1é€bé fenofibratem
mize prispivat k pozitivnim efektim téchto intervenci. Koncentrace FGF-19 jsou také
castecné zavislé na nutri¢nim stavu organizmu, nejsou vsSak pfimo spojeny s parametry
glukézového metabolismu nebo inzulinové senzitivity. Obézni pacienti si bez
pfitomnosti diabetes mellitus 2. typu se vyznacuji zvySenym expresnim profilem
chemotaktickych a prozanétlivych cytokini v podkozni tukové tkani a korespondujicich
receptort na perifernich monocytech (PM), pfi¢emz kratkodoba kalorickd restrikce vede

k upravé tohoto profilu obzvlasté na PM.
Kli¢ova slova: diabetes mellitus 2. typu — obezita — fibroblastovy rustovy faktor 19 —

fibroblastovy rustovy faktor 21 — subklinicky zanét — chemokiny — nizkokaloricka dieta —

fenofibrat
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ABSTRACT (EN)

Identifying novel factors involved in the etiopathogenesis of obesity, diabetes mellitus
and their complications has become one of the primary scopes of metabolic research in
the last years. The aim of the present study was to evaluate the role of recently discovered
metabolic and inflammatory regulators including fibroblast growth factors 19 and 21 and
chemotactic cytokines in the development of obesity and type 2 diabetes mellitus (DM2).
A total number of 182 patients were included into the study. They were divided into 3
groups — patients with obesity but without type 2 diabetes mellitus, individuals with
obesity and type 2 diabetes mellitus and healthy control normal-weight subjects. Selected
interventions included 2 to 3 weeks of very-low-calorie diet (VLCD — energy content
2500 kJ/day), 3 months of administration of PPARa receptor agonist fenofibrate and
acute hyperinsulinemia during hyperinsulinemic isoglycemic clamp.

Our results indicate that the increase of circulating FGF-21 levels after VLCD and
fenofibrate treatment could contribute to positive metabolic effects of these interventions.
Serum FGF-19 concentrations also partially depend upon the nutritional status of the
organism, although they are not directly influenced by parameters of glucose metabolism.
Obesity regardless of DM2 is associated with increased expression of chemotactic and
proinflammatory cytokines in subcutaneous adipose tissue and corresponding receptors
on peripheral monocytes (PM). Short-term caloric restriction significantly improves this

profile, especially on PM.

Keywords: type 2 diabetes mellitus — obesity — fibroblast growth factor 19 — fibroblast
growth factor 21 — low-grade inflammation — chemokines — very-low-calorie diet —

fenofibrate
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1. UVOD

vvvvvv

medicinskych problémi soucasnosti. Dle udaji WHO trpi celosvétové obezitou 500
miliont a diabetes mellitus 220 miliona lidi a predpoklada se, ze tato ¢isla se do roku
2030 minimaln& zdvojnasobi [1, 2]. V Ceské Republice dosahuje aktualni prevalence
obezity 23% a nadvadhy 34% z celkového poctu obyvatel, pfiCemz vyskyt diabetes
mellitus 2. typu je ve skupiné obéznich az tfikrat vyssi nez u lidi s normalni hmotnosti
[3]. Ve snaze o lepsi pochopeni etiopatogenezy téchto onemocnéni a navrzeni u¢innéjSich
moznosti jejich 1écby a prevence se pozornost vyzkumnik v posledni dob& zacala
zamé&fovat na nové netradicni faktory podilejici se na regulaci metabolickych procest a
energetické homeostazy a pochézejici kromé tukové tkané€ i z jinych zdrojd, jako jsou
napf. imunokompetentni buiiky (cytokiny, chemokiny), kosterni svaly (myokiny), jatra
(hepatokiny) nebo dal$i organy traviciho traktu (inkretiny...). Do této kategorie patii i
néktefi recentné objeveni zastupci skupiny fibroblastovych ristovych faktort, latek
hrajicich klicovou roli pfi fizeni riznych biologickych pochodt u lidi a vyssich zivoc¢icht
vSeobecn¢ [4-6]. Dva ze tfi endokrinné aktivnich fibroblastovych riistovych faktort
(FGF), FGF-21 a FGF-19, se podileji na ovlivnéni metabolizmu sacharidd, lipidi a
dalsich substanci a v experimentalnich studiich vykazuji pfiznivé efekty na celkovou
metabolickou kompenzaci v podminkach porusené glukézové homeostazy, coz z nich
tvofi potencialné zajimavy cil nove vyvijenych terapeutickych intervenci.

Dal$im procesem pojicim obezitu s diabetes mellitus 2. typu a jeho komplikacemi je
subklinicky zanét, charakterizovany zvysenou produkci prozanétlivych faktort, avsak bez
ptfitomnosti klinickych pfiznakti zanétu. Za zékladni pficinu vzniku lokdlni zanétlivé
reakce vtukové tkani je povazovana jeji infiltrace imunokompetentnimi bunikami,
zejména makrofagy [7, 8]. Pfesné mechanizmy odpovédné za iniciaci a nasledny proces
vstupu cirkulujicich mononukledrnich bunék do tukové tkané obéznich jedincl zatim
nejsou jednoznaéné definovany. Stézejni roli pii vzajemné interakci a komunikaci mezi
perifernimi krevnimi elementy a bunkami tukové tkané vSak pravdépodobné hraji
cytokiny s chemotaktickymi vlastnostmi, ozna¢ované jako chemokiny, a jejich pfislusné
receptory, které standardné slouzi ke stimulaci vstupu imunokompetentnich bunék do

mist zanétu a tkanového poskozeni. Modulace chemotaktickych signali vychazejicich
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ztukové tkané¢ miZe proto piedstavovat cestu k ovlivnéni nepfiznivych reakci
odpovédnych za rozvoj metabolickych komplikaci jiz v jejich zarodku, coz by mélo
z4sadni vyznam pro zvySeni u€innosti stavajicich 1éCebnich strategii, snizeni komplikaci
a zlepSeni celkové prognézy pacientli trpicich diabetes mellitus 2. typu a snim

asociovanymi onemocnénimi.
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2.  FIBROBLASTOVE RUSTOVE FAKTORY (FIBROBLAST
GROWTH FACTORS - FGF)

I kdyz byla hlavnim U¢inkem prvniho objeveného fibroblastového ristového faktoru
stimulace ristu 3T3 fibroblastl [9], je nazev této skupiny regulacnich peptidi co se jejich
funkei tyce do zna¢né miry neptesny. Latky patiici do skupiny fibroblastovych ristovych
faktort se podileji na regulaci velkého mnozstvi procest tykajicich se hlavné bunééného
rustu, diferenciace a starnuti a ovliviiuji také angiogenezu a hematopoezu [4, 5, 10].
Lidska skupina FGF je tvofena 22 faktory, které jsou rozdéleny do 7 podskupin na
zakladg jejich primarni struktury [4]. Retézec FGF se sklada se stfedni Gasti o délce cca
120 aminokyselin, ktera v ramci jednotlivych podskupin vykazuje zna¢nou podobnost, a
z vysoce variabilni C-terminalni a N-terminalni sekvence, vyrazné se lisici 1 u pfislusniki
stejné FGF podskupiny [11].

Fibroblastové rastové faktory se vazi a ucinkuji pies receptory s tyrozinkindzovou
aktivitou nachazejici se na plazmatické membrané bunék oznaCovanymi jako receptory
fibroblastovych ristovych faktorti (fibroblast growth factor receptors — FGFR). Tyto
receptory se skladaji z extracelularni ¢asti tvofené 3 doménami strukturdlné¢ podobnymi
imunoglobuliniim, transmembranové c¢asti a intracelularni domény odpovédné za
tyrozinkinazovou aktivitu [12]. V soucasnosti jsou znamy 4 typy FGFR — FGFR 1-4,
pficemz u typu 1 az 3 existuji 2 varianty podminéné posttranskripénim sestfihem
(splicing) v druhé poloviné extracelularni domény 3, oznacované jako b a ¢ izoformy
FGFR (FGFR1-3b a FGFR1-3c¢). b izoformy jsou exprimovany na epitelidlnich bunikach
a reaguji s FGF pochazejicich z bun¢k mezenchymalnich, u ¢ izoforem je tomu naopak.
Tato reciprocita v expresi FGF a FGFR je odpovédnd za typicky parakrinni pienos
signalu mezi epitelidlnimi a mezenchymalnimi tkdnémi, dalezity pro sprdvny priibéh
embryogeneze u plodu a regulaci homeostdzy u dospélych jedincti [4, 12, 13]. Na
prenosu signalu z aktivovaného FGF receptoru se podileji Cetné intracelularni signalni
drahy zahrnujici jako FRS-2 (fibroblast growth factor receptor substrate 2 — substrat 2
receptoru pro FGF), MAPK (mitogen activated proteinkinase — proteinkindza aktivovana
mitogenem), SHP-2 (small heterodimer partner 2 - maly heterodimericky partner 2),

PI3K (fosfatidylinozitol 3-kinaza) a p70°*(protein-S6-kinaza), Raf kinaza, STAT (signal
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transducers and activators of transcription —transducery signalu a aktivatory transkripce)
a dalsi [14-17].

Afinita fibroblastovych rastovych faktori k FGFR a stabilita jejich interakce je
zvySovana vazbou FGF na heparin nebo proteoglykany obsahujici heparansulfat [18].
Tato vazba navic zabranuje uvoliiovani FGF ze tkani, kde jsou primarné syntetizovany,
coz podminuje pfevazné auto- a parakrinni mechanizmus ucinku, typicky pro vétSinu
FGF [4, 11]. Uvedeny mechanizmus je spolu s riiznou mirou exprese jednotlivych FGF a
FGFR v konkrétnich tkanich povaZovan za hlavni mechanismus odpovédny za specificitu
jejich ucinku. Dulezity je také ¢asovy faktor — FGF-3, -4, -8 a -17 jsou exprimovany
jenom v embryondlnich tkanich, zatimco ostatni FGF se uplatiiuji hlavné v postnatalnim
vyvoji [19].

Vyjimku ze spole¢nych strukturdlnich charakteristik a typicky parakrinniho mechanizmu
plsobeni vlastniho ostatnim podskupinam FGF piedstavuje skupina fibroblastového
rustového faktoru 19 zahrnujici 3 faktory — FGF-19, -21 a -23. Primarni struktury téchto
3 faktorii se znacné lisi a jsou si navzajem jenom o malo podobné&jsi nez se strukturami
ostatnich podskupin FGF [4, 11]. I pfes odliSnou strukturu vykazuji tyto faktory n€kolik
spolecnych vlastnosti, které je zcela odliSuji od ostatnich zastupct skupiny FGF. Jejich
transkripce je regulovana specifickymi nuklearnimi receptory a jejich ligandy. Pro FGF-
19 je to farnesoidni X receptor (FXR, NR1H1), coz je receptor pro zlu¢ové kyseliny [20].
Exprese FGF-21 je regulovdana pfevdzné receptorem pro mastné kyseliny PPARa
(peroxisome proliferator activated receptor a —receptor o aktivovany peroxizomovymi
proliferatory) a tvorbu FGF-23 tidi z¢asti receptor pro vitamin D [21-24].

Faktory skupiny FGF-19 maji také jenom malou schopnost vazby na heparin. VétSina
FGF obsahuje ve své struktuie pozitivné nabity tzv. B-sklddany list slozeny z 12
protismérnych B-vldken, ktery je odpovédny za interakci s heparinem. Krystalografické
analyzy ukézaly, Ze tato struktura je u FGF-19 a FGF-23 naruSena a chybi B-vldkno na
pozici 11 [11, 25]. Snizena schopnost vazat se na lokalni tkanové struktury obsahujici
heparansulfat umoznuje FGF této skupiny prochdzet i mimo mista jejich primérni
produkce a piisobit tak jako klasické hormony i ve vzdéalenych tkdnich a organech (tedy

nejen auto- a parakrinng, ale hlavn¢ endokrinné).
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Misto vazby na heparin jsou jako kofaktory ke stabilizaci interakce mezi FGF a FGF
receptory vyuzivany proteiny Klotho/BKlotho. Klotho a BKlotho jsou transmembranové
proteiny s riiznou tkdnovou expresi, coz piispiva k selektivité ucinka jednotlivych FGF
na cilové tkané a organy. Protein Klotho, nutny pro signalizaci pfes FGF-23, je primarné
exprimovan v ledvinach, mozku a reprodukénich organech [26-28]. FGF-21 zase
interaguje s fKlotho exprimovaném v tukové tkani, pankreatu a jatrech [11, 29].
Vzhledem k Siroké distribuci FGF receptorti v organizmu a schopnosti faktort skupiny
FGF-19 ptechézet do systémové cirkulace je to tedy pravé tkanové specifickd exprese
téchto kofaktori, kterd v kone¢ném diisledku podminuje konkrétni G€inky danych FGF:
FGF-19 moduluje hlavné syntézu zluovych kyselin, FGF-21 reguluje metabolismus
glukozy a lipidii a FGF-23 ovlivituje homeostazu vapniku, fosfati a vitaminu D [20, 30-

34].

2.1 Fibroblastovy ristovy faktor 19 (fibroblast growth factor 19 —
FGF-19)

FGF-19 je 24 003 Da protein slozeny z 194 aminokyselin. Jeho gen je lokalizovan na
kratkém raménku chromozomu 11 (11q13.3) a jeho expresi vznika prekurzor FGF-19
obsahujici kromé samotného proteinu i 22-aminokyselinovy signalni peptid [35]. Poprvé
byl tento protein u lidi izolovan z mozkové tkan€, pozdéji vSak byl prokazan i ve fetalni
chrupavce, kiizi a sitnici a u dospélych jedinct ve zluéniku a sttevnich bunkéch, které

predstavuji hlavni zdroj jeho produkce [33, 36].

2.1.1 FGF-15 u mysi

Pro kazdy lidsky fibroblastovy rtstovy faktor kromé FGF-19 byly u mysi identifikovany
vysoce podobné ortologické peptidy, sdilejici az 90% aminokyselinové sekvence. U lidi
zase neexistuje zadny FGF, jehoZz struktura by byla plné¢ analogickd mySimu FGF-15.
Primarni struktury lidského FGF-19 a mySiho FGF-15 jsou identické z 53%, coz je vice
nez homologie FGF-19 s dalSimi pfislusniky své podskupiny FGF-21 a -23 [4, 37]. Gen

kodujici tyto proteiny se nachazi na stejném lokusu u lidi, mysi i ryb Danio rerio (Dénio
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pruhované) [37]. Analogickou podobnost co se tyce struktury i umisténi vykazuje i FXR
receptor pro tyto proteiny [20, 38]. Uvedené poznatky umoznuji povazovat mysi FGF-15
a lidsky FGF-19 za ortology s podobnymi, i kdyZz ne vzdy identickymi biologickymi
funkcemi. Tyto rozdily byly nejndzornéji demonstrovany jejich riiznou expresi v rdmci

embryogenezy vnitiniho ucha a sitnice u kutat (FGF-19) a mysi (FGF-15) [38, 39].

2.1.2 Receptorové interakce FGF-19

FGF-19 podobné jako ostatni FGF ucinkuje ptes FGF receptory, avSak jeho receptorové
interakce jsou komplexnéjsi nez je tomu u ostatnich ptislusnikii jeho podskupiny. FGF-21
ani -23 se nevazi na FGFR bez pfitomnosti pfislusného specifického Klotho nebo
BKlotho koreceptoru [27, 40]. FGF-19 muze jako koreceptor vyuzit jak Klotho, tak
BKlotho anebo se miize pitimo vazat na FGFR4 (pivodné se predpokladalo, ze se FGF-19
poji specificky jenom s timto FGF receptorem [35]). To mu umoziuje pusobit bud’ pres
samotny FGFR4 nebo v pfitomnosti koreceptort 1 ptes dalsi FGFR, jak bylo prokdzano
na transgennich 293 a 3T3-L1 fibroblastech produkujicich Klotho a BKlotho ale
neexprimujicich FGFR4 [40, 41].

Strukturalni mechanismy podminujici specificitu FGF-19 ke Klotho a FGF receptorim
byly objasnény teprve neddvno. C-termindlni konec jeho proteinové struktury je
odpovédny za vazbu na oba koreceptory, zatimco N-termindlni konec zabezpecCuje
spojeni a naslednou aktivaci receptort. Rozhodujici funkei pfi interakei s FGF-19 plni u

Klotho prvni B-glukoziddze podobnd doména, u BKlotho je to doména druha [42].

2.1.3 Funkce FGF-19

Prvni vyzkumy biologického vyznamu FGF-19 se zaméfovaly na jeho tlohu
v embryogeneze vnitiniho ucha u kufat [43]. Zahy se vSak ukézalo, Ze se tento protein
podili na regulaci cetnych dalSich procesti zahrnujicich metabolismus tukl a sacharidii a
celkovou energetickou homeostazu [30]. Nejlépe pochopeny jsou vsak jeho regulacni

ucinky na tvorbu a sekreci zlu¢ovych kyselin.
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2.1.3.1 FGF-19 a regulace tvorby Zlu¢i

Prvni diikazy o tom, Ze FGF-19 se podili na regulaci tvorby Zlucovych kyselin se objevily
v in vitro studiich zaméfenych na identifikaci genti regulovanych receptorem pro zlucové
kyselin FXR (farnesiodni receptor X). Pusobenim syntetického agonisty FXR
oznaCovan¢ho jako GW 4064 doslo v primarnich lidskych hepatocytech ke zvySené
expresi nékolika gentl, pficemZ nejsilnéji byla indukovana pravé exprese FGF-19. Stejny
ucinek na expresi FGF-19 vykazoval i pfirozeny ligand FXR chenodeoxycholova
kyselina. Izolace vazebného mista pro FXR na genu pro FGF-19 definitivn¢ potvrdila
ustfedni roli tohoto jaderného receptoru pii regulaci syntézy FGF-19 [20].

Pfesné mechanismy, kterymi FGF-19 ovliviiyje tvorbu zlu¢ovych kyselin byly studovany
na mysich s knockoutem FGFR4 (oznacovanych jako fgfr4’/'), coz je hlavni FGF receptor
na dospélych hepatocytech. fgfi-4”” mysi se vyznaduji zvySenym mnozstvim cirkulujicich
zlucovych kyselin a jejich vyssi exkreci, pfiCemz pro tyto mysSi je typicky maly a
vyprazdnény zluénik [44]. Dale je jaterni tkdn téchto zvifat charakterizovdna sniZenou
expresi enzymu cholesterol 7o-hydroxylazy (Cyp7a), hlavniho regula¢niho enzymu
syntézy zlucovych kyselin. Cyp7a je pozitivné regulovana latkami vazicimi se na
nuklearni receptor LXR (liver X receptor — jaterni receptor X). Negativni regulace
probihd pies FXR v soucinnosti stzv. malym heterodimerickym partnerem (small
heterodimer partner — SHP) a homologem 1 jaterniho receptoru (liver receptor
homologue 1 — LRH-1) [45].

Uvedené vysledky podnitily dal$i vyzkum zaméfeny na vztah mezi FGF-19 a Cyp7a.
Pisobenim rekombinantniho FGF-19 doslo k pfimo umérnému snizeni tvorby Cyp7a
v primarnich humannich hepatocytech in vitro. Stejn¢ho vysledku bylo dosaZeno in vivo
u mysi infikovanych adenovirem exprimujicim FGF-19 [44]. Déle se ukazalo, ze
pusobeni FGF-19 na Cyp7a je zprostfedkované kaskadou c-Jun N-termindlni kinazy

(JNK) [46].

2.1.3.1.1 Enterohepatalni signalizace
Exogenni podavani GW4064 nebo chenodeoxycholové kyseliny pokusnym mysim vedlo

ke zvysené expresi FGF-15 v bunkéch tenkého stfeva [33], zatimco v jaterni tkani nebyla

exprese FGF-15 u mysi respektive FGF-19 u lidi prokazana [34, 36]. Receptor FGFR4 je
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zase exprimovan pievazné v jatrech a jen v malych mnozstvich ve stfeve [33]. Dalsi
potvrzeni koncepce endokrinniho piisobeni FGF-15/-19 pfinesly udaje pozorované u fgf-
157 mysi (my$i s knockoutem genu pro FGF-15), které vykazovaly vyssi aktivitu
Cyp7al a zvySené vyluCovani Zlucovych kyselin. Navic podavani GW4064 u nich
nevedlo k supresi exprese Cyp7a [33]. Tento model negativni zpétné vazby syntézy
zlucovych kyselin pomoci latky produkované ve stievech nabizi odpovéd i1 na znadmy
paradox, kde u pokusnych zvifat po podvazu zluCovodi dochéazi ke zvysené tvorbé
Cyp7a 1 pfes nadmérné mnoZstvi ZluCovych kyselin v jatrech. Dlouhodobé se
pfedpokladala existence nezndmého stfevniho faktoru nutného k potlaceni produkce
Cyp7a, jehoz tvorba by byla podvazem zlucovodu potlacena. Zda se, Ze timto faktorem je
pravé FGF-15/-19, coz potvrzuje 1 snizeni exprese Cyp7a, ke kterému doSlo u téchto

zvitat po podani GW 4064 [33, 47, 48].

2.1.3.1.2 Regulace objemu Zlu¢niku
Kromé regulace syntézy zlucovych kyselin ovlivituje FGF-15/-19 i plnéni zlu¢niku.

Vyprazdiovani  Zluéniku  je stimulovano  gastrointestinalnim  hormonem
cholecystokininem (CCK) wuvoliovanym z proximalniho duodena plisobenim
prochdzejicich zivin. Mechanismy podilejici se na jeho plnéni jsou méné prozkoumany.
fef-1 57 fgﬁf4'/‘ mys$i se vyznacuji malymi a kontrahovanymi zluc¢niky [44, 49]. Podéani
FGF-15 nebo rekombinantniho lidského FGF-19 fgf-1 5" myS$im zvysilo objem zlu¢niku
desetindsobn¢ v prubéhu 15 minut [49]. Vzhledem k tomu, Ze FGF-15 se neexprimuje
nikde ve ZluCovych cestach (Zluénik, Zlucovody, Oddiho sfinkter), pfedpoklada se, ze

také tuto funkci plni endokrinné aktivni FGF-15 ze stieva [49].

Cely systém regulace syntézy a sekrece zluCovych kyselin pomoci FGF-15/-19 Ize
shrnout nésledovné: Pti laénéni jsou Zlu€ové kyseliny tvofeny v jatrech a transportovany
a skladovany ve Zlu¢éniku. Po pfijmu potravy zplsobi zvySend Kkoncentrace
cholecystokininu kontrakci Zluéniku a uvolnéni Zludi do duodena. Zludové kyseliny po
dosazeni ilea vstoupi do enterocytd, kde aktivaci nuklearniho FXR stimuluji expresi
FGF-15/-19. Ten po uvolnéni z enterocyti plsobi pifes FGFR4 v jatrech, kde snizi

syntézu zluCovych kyselin a stimuluje opétovné plnéni zlu¢niku zluci [19].
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Tento model podporuji i nedavné vysledky studii u ¢loveka, pfi kterych byl detekovan
cirkulujici FGF-19 pfimo v krvi. Nalacno se jeho sérové hladiny pohybovaly v rozmezi
od 49 do 590 pg/ml. Po aplikaci chenodeoxycholové kyseliny doslo k jejich zvySeni o cca
250% provazenému zaroven 26-procentnim sniZzenim sérovych koncentraci markeru
syntézy zlucovych kyselin oznaovaného jako 7a-hydroxy-4-cholesten-3-on (C4).
Naopak, podavani sekvestrantu zluCovych kyselin cholestyraminu po dobu 2-3 tydnu
vedlo ke sniZeni hladin FGF-19 o 87% doprovazenému 18-nasobnym zvySenim hodnot
C4. Navic se ukazalo, ze sérové koncentrace FGF-19 podléhaji diurnadlnimu rytmu
podobné¢ jako je tomu u Zlucovych kyselin. V pribehu dne vykazovaly hladiny FGF-19
dva vrcholy — kolem 15. a 21. hodiny, coz bylo cca 1,5 az 3 hodiny poté, co dosahly
nejvyssi koncentrace zlucové kyseliny (coz je tésné postprandidln€). Hodnoty C4 byly
nasledné¢ maximalné€ sniZeny asi za 2 hodiny po dosaZeni vrcholovych hladin FGF-19.
V lacném stavu byly sérové koncentrace zluCovych kyselin i FGF-19 nizké, zatimco

syntéza zlucovych kyselin v jatrech se zvysila o 100% [34].

2.1.3.2 Metabolické uc¢inky FGF-19

Na moznost, Ze FGF-19 se podili i na regulaci metabolickych procest, upozornily
vysledky studii na transgennich mysSich se zvySenou expresi FGF-19. V porovnani
s kontrolnimi zvifaty se tyto myS$i vyznacovaly niz§i hmotnosti, danou hlavné menSim
podilem bilé tukové tkané. Vykazovaly téz nizsi hladiny glykémie a inzulinémie a vyssi
miru inzulinové senzitivity a glukézové tolerance. Jejich metabolicky obrat byl
signifikantné zvySeny nezéavisle na hladinach tyreoidalnich hormont, ristového hormonu,
IGF-1 nebo leptinu. Navic si FGF-19 exprimujici mysi po 12 tydnech vysokotukové diety
uchovaly svijj stihly fenotyp a vykazovaly niz§i obsah triacylglycerolti v jatrech a svalech
nez kontrolni zvirata [30].

Podobny u¢inek mélo i 7-denni podavani rekombinantniho lidského FGF-19 mySim
krmenym vysokotukovou dietou v priitbéhu 4-6 tydnt. U hlodavca dostavajicich placebo
doslo ke vzestupu télesné hmotnosti, zatimco u zvifat v FGF-19 skupiné se hmotnost
snizovala. Podavani FGF-19 vedlo téz ke snizeni respira¢niho kvocientu, coz svéd¢i pro
zvySeni podilu oxidace lipidli na celkové energetické produkci. U téchto zvitat bylo také

pozorovano zlepseni glukozové tolerance a snizeni sérovych koncentraci inzulinu,
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leptinu, cholesterolu a triglyceridii [50]. Dale se ukazalo, Ze podani rekombinantniho
FGF-19 ob/ob mysim (geneticky obézni mysi neprodukujici leptin) nebo jejich zkiizeni s
FGF-19 produkujicimi transgennimi zvifaty vedlo ke snizeni hmotnosti a zlepSeni
glukozové tolerance v porovnani s plivodnim ob/ob kmenem, coZ naznacuje, Ze ucinek
FGF-19 je nezavisly na piisobeni leptinu [50].

FGF-19 exprimujici mysi se vyznacuji zvySenym mnozstvim metabolicky aktivni
mezilopatkové hnédé tukové tkané. Tento jev byl proto pivodné pokladan za jeden
z Gstfednich mechanismll pozitivniho metabolického plisobeni FGF-19. AvSak mysi
vzniklé zkiizenim FGF-19 exprimujicich zvifat a kmene s geneticky sniZenym
mnozstvim hnédého tuku (UCP-DTA) byly chranéné pied vznikem dietou indukované
obezity a hyperglykémie i pies snizeny obsah hnédé tukové tkan€, coz svédci pro jiny, na
této tkani nezavisly u€inek plisobeni FGF-19 na metabolické procesy [50].

V jaterni tkani zvifat, kterym byl exogenné podavan FGF-19 stejné jako u FGF-19
exprimujicich mysi doslo ke zménéné expresi u fady genti podilejicich se na metabolizmu
desaturazu-1 (SCD1) a mitochondridlni acetyl CoA karboxylazu-2 (ACC2) [30, 50].
SCD1 je hlavnim regulaénim enzymem syntézy monoenovych nenasycenych mastnych
kyselin nutnych pro tvorbu triglyceridd, cholesterolovych esterti a fosfolipidi. ACC2
katalyzuje proménu acetyl CoA na malonyl CoA, ktery inhibuje enzym karnitinpalmitoyl
transferazu-1 (CPT1) odpovédny za transport mastnych kyselin do mitochondrii, kde
dochazi k jejich spalovani pomoci B-oxidace. Inhibice ACC2 proto vede ke zvySeni -
oxidace mastnych kyselin. Podobné jako FGF-19 transgenni mysi i zvifata neexprimujici
SCDI (SCD”) nebo ACC2 (ACC”") maji §tihly fenotyp a jsou rezistentni va&i vlivim
vysokotukové diety [51, 52]. Podavani rekombinantniho FGF-19 vedlo u standardnich
myS$i k supresi exprese SCD1 v pribéhu nékolika dni, zatimco exprese ACC2 byla

sniZzena uz po 6 hodinach [50].

2.1.3.3 Mitogenni aktivita FGF-19
Jak uz naznaCuje jejich nazev, hraji faktory skupiny FGF dutlezitou roli v regulaci

bunécné proliferace. Nekteré FGF a FGF receptory jsou piimo spojovany se vznikem a
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progresi riznych nadorti. FGFR4, coz je hlavni receptor pro FGF-19 ma relativné nizky
mitogenni potencial [35], navic FGF-19 vykazoval jenom slabou mitogenni aktivitu i pies
varianty receptortt FGFRI1c, -2¢ a -3c, i kdyz tyto studie nebraly v uvahu koreceptorovy
systém Klotho/BKlotho [13].

U transgennich mysi se zvySenou expresi FGF-19 (obzvlasté u samic) dochdzi v relativné
kratkém case (cca do 1 roku) ke vzniku hepatocelularniho karcinomu [53]. Navic, u
netransgennich mys$i byla zaznamenana hepatocelularni proliferace jiz po 6 dnech
injekéniho podavani rekombinantniho lidského FGF-19 [53]. Neni jasné, zda jsou tyto
efekty disledkem standardniho fyziologického plsobeni FGF-19, jelikoz sérové
koncentrace FGF-19 u transgennich mysi dosahovaly 18-78 ng/ml, coz je o 2 fady vice
nez jsou jeho hladiny u lidi [53]. Také denni davka exogenné podavaného
rekombinantniho FGF-19 30 pg mnohonasobné piekracovala koncentrace zjisténé u lidi
[53]. Dlouhodobé zvysena exprese FGF-19 u transgennich mysi rozhodné nereflektuje
typicky cirkadianni rytmus jeho tvorby, ktery je stéZejni pro jeho funkci regulatoru
tvorby zlucovych kyselin. Navic lidsky FGF-19 a mysi FGF-15 jsou homologni jenom
z 53%, pticemz jejich funkce jsou sice podobné, ale v nékterych oblastech se znacné lisi
(napf. pfi embryogeneze vnitiniho ucha a sitnice). Hladiny a denni profil cirkulujicich
hladin FGF-15 nejsou zndmy, proto je obtizné hledat paralely mezi jednotlivymi druhy.
Pomoci objasnit mitogenni efekty FGF-15/-19 mohou dalsi genetické modely, jako napf.
mysi s konstitucné aktivnim lidskym FGFR4, u kterych nebyla pozorovana zadna

hepatocelularni proliferace [19].

2.2 Fibroblastovy ristovy faktor 21 (FGF-21)

FGF-21 byl poprvé izolovan z mySich embryi, kde je exprimovan predevsim v jatrech a
vmens$i mife vthymu [54]. U lidi je jeho gen lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 19 (19q13). Primarni struktura lidského FGF-21 je tvofena 209
aminokyselinami, pfi¢emz prvnich 28 aminokyselin pfedstavuje signdlni peptid [55].
Struktura lidského FGF-21 je ze 75% identickd s mySim FGF-21 a v ramci humannich

FGF se nejvice (z 35%) shoduje se sloZenim aminokyselinového fetézce FGF-19 [54].
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FGF-21 se vaze na vSechny typy receptorti pro FGF (FGFR1-4), pficemz vSak tato vazba
podobn¢ jako u dalSich endokrinné aktivnich FGF (FGF-19 a -23) vyzaduje kofaktor,
zvysujici jeji stabilitu. Timto kofaktorem je u FGF-21 transmembranovy protein fKlotho,
umoziujici vzdjemnou vazbu mezi FGF-21 a receptorem, ktera je dostatecné silnd na
zprostfedkovani jeho metabolickych ucinkd, zdroven vSak nestac¢i na aktivaci
mitogenniho efektu [56, 57]. Proto FGF-21, na rozdil od vétSiny dalSich fibroblastovych
rustovych faktort [4, 53, 58], nevykazuje signifikantni vliv na proliferaci nebo
onkogenezu [32, 59, 60]. In vitro studie naznacuji, Ze FGF-21 se preferenné vaZe na c
izoformu receptoru 1 pro FGF (FGFRIc) [57], ale bylo prokazano, ze je schopen
ucinkovat pres vSechny 4 druhy FGFR [56].

BKlotho je exprimovan v tukové tkani, jatrech, pankreatu a testes, ¢imz omezuje ucinky
FGF-21 na uvedené organy [56, 61]. Podobné jako u FGF-19 se i FGF-21 vaZze na FGFR
pomoci C-termindlniho konce, zatimco N-termindlni konec je nutny pro interakci
s BKlotho, ptfi¢emz ke spravnému u¢inku musi byt oba konce intaktni [62, 63]. Signal z
FGF receptoru dale pomoci fosoforylace aktivuje intracelularni signalni kaskady

zahrnujici FGF receptorovy substrat 2o (FRS2 a), Erk1/2 a Akt [13, 32, 64, 65].

2.2.1 Tvorba FGF-21

Za hlavni misto produkce FGF-21 jsou povazovany hepatocyty, ptficemz jeho syntéza je
alespon Castecné regulovana pomoci PPARa (peroxisome proliferator activated receptor
a — receptor o aktivovany peroxizomovym proliferatorem) [21, 22, 66]. U
experimentalnich mysi vedlo kratkodobé la¢néni (12-24 hodin) k vyraznému zvySeni
jaterni exprese a cirkulujicich hladin FGF-21, sjejich naslednou rychlou supresi
op€tovnym obnovenim piijmu potravy [21, 22, 66]. Pisobenim exogenniho PPARa
agonisty Wy-14,643 doslo u mysi i in vitro v lidskych hepatocytech k vyrazné indukci
exprese mRNA pro FGF-21 [66]. Naproti tomu, FGF-21 mRNA byla snizena u mysi
s deficitem PPARa a ani 24-hodinové hladovéni ani podani agonisty PPARa receptoru
Wy-14,643 nevedlo k jejimu nartstu. Geneticky obézni leptin-deficitni ob/ob mysi

s vyrazn¢ zvySenymi hladinami jaterntho PPARa vykazovaly 12-nasobny vzestup
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koncentraci hepatalni FGF-21 mRNA [67]. Navic byly v promotoru genu pro FGF-21 jak
u mysi tak u lidi identifikovany tzv. PPRE (PPARa response elements) [66].

U lidi bylo zvySeni tvorby FGF-21 pozorovano po podani ptirozenych (volné mastné
kyseliny) [68] 1 farmakologickych aktivatort PPARa [69]. Ukazuje se také, Ze kromé
PPARa se na regulaci tvorby FGF-21 podili i dalsi ze skupiny receptort aktivovanych
peroxizomovymi proliferatory — PPARy [70, 71], i kdyz nékteré udaje ziskané u lidi tento
nazor nepodporuji [68, 69]. Celkové se vSak nabizi moznost, Ze pfiznivé metabolické
ucinky léciv zalozenych na aktivaci PPARa (fibraty) a PPARY (thiazolidindiony) mohou
byt alespon z¢asti zprostitedkovany indukci FGF-21.

2.2.2 Funkce FGF-21

Vysledky predevsim zvifecich studii naznacuji, ze FGF-21 plni dualezitou funkci
v regulaci ¢etnych procesii podilejicich se na metabolizmu glukézy a lipida a energetické
bilanci. Jak jiZ bylo uvedeno vySe, za hlavni misto u¢inku FGF-21 se povazuje tukova

tkan, jatra a pankreas [72].

2.2.2.1 Adaptace na hladovéni

Sekrece FGF-21 je vyznamné ovlivnéna piijmem potravy. U pokusnych mysi ve stavu
nasyceni je jeho exprese utlumend. Pfi hladovéni se sekrece FGF-21 vyrazné zvysuje a
podili se na adaptaci metabolickych procesti na snizeny piijem energie — v tukové tkani
stimuluje lipolyzu a v jatrech podporuje glukoneogenezu a pfeménu uvolnénych
mastnych kyselin na ketolatky [21, 22, 73]. Mysi krmené ketogenni dietou vykazovaly
vyrazné vyssi expresi FGF-21 v porovnéni se zvifaty pfijimajicimi standardni stravu. In
vivo suprese jaterni exprese FGF-21 pomoci adenoviru exprimujiciho shRNA (small
hairpin RNA) vedla u mys$i na ketogenni dieté ke vzniku jaterni steatdzy, hyperlipidémii
a snizeni sérovych koncentraci ketolatek. Tyto vlivy byly alesponi ¢aste¢né podminény
zménami v expresi klicovych gentl fidicich metabolizmus lipidt a ketolatek [74]. Indukce
FGF-21 se proto ukazuje byt nutnou podminkou pro aktivaci oxidace lipid a regulaci

ketogeneze v reakci na snizeni piijmu potravy [21, 22].
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I pfes podporu glukoneogenezy nevykazuje FGF-21 Zzadny stimula¢ni vliv na
glykogenolyzu a transgenni mysi s nadmérnou expresi FGF-21 zvySené¢ akumuluji
glykogen v jatrech. Toto naznacuje, ze v ivodnich fazich hladovéni, kde jako dominantni
regulator metabolické odpovédi plisobi glukagon, nehraje FGF-21 podstatné;jsi roli. Jeho
ucinek se uplatituje spiSe pii déletrvajicim lacnéni, kdy uz jsou zésoby glykogenu
vycerpany [73].

Pti dlouhodobém hladovéni dochazi ke snizeni az zastaveni riistu pomoci blokace u¢inku
osy ristovy hormon (STH) — IGF-1 (insulin-like growth factor 1 — inzulinu podobny
rastovy faktor 1), pficemz pfesny mechanizmus této blokace neni zcela znam [75].
Ukazuje se, ze transgenni mysi s nadmérnou expresi FGF-21 dosahuji o 40-50% mensi
velikosti nez kontrolni zvifata. Dale bylo prokdzano, ze FGF-21 snizuje hladiny
cirkulujiciho IGF-1 o cca 50% bez odpovidajiciho ovlivnéni koncentraci STH, coZ vede
ke vzniku rezistence na STH. Hlavnim mechanismem odpovédnym za tento jev se zda
byt snizeni mnozstvi aktivni formy latky oznacované jako STATS (signal transducer and
activator of transcription 5 — signalni transduktor a aktivator transkripce 5) v jatrech.
STATS je transkripéni faktor aktivovany pomoci STH a podilejici se na regulaci exprese
IGF-1 a dal$ich genti [76].

V ramci celkové adaptace organizmu na déletrvajici snizeny energeticky piijem dochézi
u hlodavcd krozvoji stavu podobného hibernaci oznacovaného jako torpor a
charakterizovaného snizenim celkové aktivity i télesné teploty za ucelem uchovavani
energie. Prvni poznatky o mozném podilu FGF-21 na regulaci torporu pochazeji z praci,
v kterych bylo prokazano, Ze tento faktor indukuje v jatrech kromé jiného i pankreatickou
lipazu a dalsi pfibuzné enzymy jako je pankreatické lipaze podobny protein 2 (pancreatic
lipase-related protein 2) a karboxyesterlipaza [21]. Tyto lipazy se podileji na zvySené
oxidaci mastnych kyselin vyvolané FGF-21. Extrapankreatickd indukce pankreatickych
lipaz byla poprvé popsana u hibernujicich veverek [77], pozdéji byla prokdzana i u mysi
v pribéhu torporu [78]. Protoze pankreatické lipazy dokazi katalyzovat hydrolyzu
triacylglycerolti v Sirokém teplotnim rozmezi, piredpoklada se, ze jejich indukce mutize
zabezpecit kontinudlni pfisun mastnych kyselin jako zdroje energie za neptiznivych
zevnich podminek. Pfedpoklad, Zze se FGF-21 podili na regulaci torporu u mys$i byl

podpoien vysledky in vivo studie, pii které transgenni mysi s nadmérnou expresi FGF-21
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vstupovaly do stavu torporu jiz béhem prvnich 24 hodin hladovéni, zatimco kontrolni

zvitata nikoliv [21].

2.2.2.2 U¢inky na metabolizmus glukézy a lipidi

2.2.2.2.1 Studie na zviratech
Vyrazn€ pozitivni ucinky FGF-21 na metabolizmus byly prokazany ve studiich na

riznych zvifecich modelech. Transgenni mysSi zvySené exprimujici FGF-21 byly
chranény pied rozvojem dietou-indukované obezity. Podavani rekombinantniho FGF-21
vedlo u riznych kmenid hlodavcl s geneticky podminénou obezitou (ob/ob mysi
s deficitem leptinu, db/db mySsi s chybénim receptoru pro leptin a ZDF potkani)
k signifikantnimu poklesu glykémie, inzulinémie a triglyceridi a zlepSeni glukézové
tolerance v pribéhu oralniho gluk6zového toleran¢niho testu (oGTT) [32]. V jiné skupiné
diabetickych zvifat stejné jako u zdravych kontrol nemélo dvoutydenni podavani FGF-21
zadny vliv na pfijem potravy, hmotnost nebo télesné slozeni [32]. U mysi s obezitou
vyvolanou nadmérnym piijmem potravy dokazala aplikace exogenniho FGF-21 zvratit
tuto obezitu stejn¢ jako vzniklou jaterni steatdozu, zvysit energeticky vydej a zlepsit
periferni i jaterni inzulinovou senzitivitu [74, 79].

Jeste¢ zajimavéjsi vysledky pfineslo exogenni poddvani rekombinantniho FGF-21
diabetickym opicim z rodu M. rhesus. Po 6 tydnech uvedené 1€cby doslo u zkoumanych
primati k vyraznému poklesu hladin plazmatické glukozy, fruktozaminu, triglycerida,
inzulinu a glukagonu. FGF-21 déle vyznamné snizil LDL a zvysil HDL cholesterol a
v porovnani s mySimi modely i lehce ale signifikantné zredukoval télesnou hmotnost.
Jeho aplikace byla navic spojend s poklesem hladin cirkulujicich markert zanétu a
kardiovaskularniho rizika, jako napt. CRP, IL-8, lipoproteiny apoA-1, apoC-III, PAI-1
(inhibitor aktivatoru plazminogenu I) nebo von Willebrandova faktoru a zvySenim hodnot
protektivniho adipokinu adiponektinu [80].

Uvedené pozitivni vlivy FGF-21 na prakticky vSechny slozky metabolického syndromu
nebyly provazeny zadnymi vyznamnéj$imi nezddoucimi ucinky, typickymi pro jiné latky
pouzivané k 1é€bé metabolickych odchylek spojenych s obezitou a diabetes mellitus 2.

typu. Podavani suprafyziologickych koncentraci FGF-21 stejné¢ jako jeho nadmérna
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endogenni exprese nevedly ke zvySenému vyskytu hypoglykémie, edému nebo toxického
poskozeni jater, ani k hmotnostnimu pfirtistku nebo naopak excesivnimu hubnuti ¢i
lipodystrofii. Rovnéz nebyly pozorovany zadné mitogenni ucinky spojené se zvySenymi
koncentracemi FGF-21 a to na rozdil od FGF-19 ani na jaterni tkan [21, 32, 59, 74, 79-

81], ptiemz se spiSe ukazovalo, ze FGF-21 mize naopak ptsobit antionkogenné [59].

2.2.2.2.2 Mechanismy piisobeni FGF-21
Schopnost FGF-21 komplexné ovliviiovat metabolické déje je dana jeho soucasnym

pusobenim na procesy ve vétSin€ metabolicky aktivnich orgént jako jsou jatra, tukova
tkan nebo pankreas. Navic se zda, Ze vlivy FGF-21 na regulaci jednotlivych funkci a
procesii jsou navzajem nezavislé [74, 82]. Ukazuje se také, ze pozitivni metabolické
pusobeni FGF-21 je podminéno hlavné zvySenim bazalniho energetického vydeje a vyssi
oxidaci tukt [74, 79]. V jatrech dochazi vlivem FGF-21 k potenciaci oxidace mastnych
kyselin a supresi de novo lipogenezy. V tukové tkani zase FGF-21 vede ke koordinované
aktivaci lipogenezy, termogenezy a mobilizaci lipidd, coz zvySuje energeticky vydej a
zéaroven poskytuje substrat pro aktivovanou oxidaci mastnych kyselin v jatrech [21, 74,
83, 84]. FGF-21 dale stimuluje vychytavani gluk6zy tukovymi builkkami a to indukci
exprese glukozového transportéru GLUT-1 (glucose transporter 1 — Obrazek 1), ptiCemz
tento mechanizmus je nezéavisly na ucinku inzulinu (ktery pisobi ptes translokaci jiného
gluk6zového transportéru — GLUT-4 — z intracelularni pohotovostni zasoby) [32, 56, 84].
Vsechny uvedené procesy maji tak za nasledek zvySeni inzulinové senzitivity ve vyse
uvedenych organech a tkanich.

Kromé zlepSeni citlivosti na inzulin pisobi FGF-21 i pfimo v pankreatu (Obrdzek 1).
Jeho vyskyt byl prokdzan v Langerhansovych ostriiveich u mysi, potkand i lidi, stejné
jako v izolovanych potkanich B-buiikach a buitkach INS-1E (inzulinomové buiiky) [60].
V pankreatickych ostriiveich izolovanych ze zdravych potkanti zvySoval FGF-21
koncentrace inzulinové mRNA i samotného proteinu, ale nepotencoval glukézou
indukovanou sekreci inzulinu. U ostritvkli pochéazejicich z diabetickych hlodavet doslo
pusobenim FGF-21 ke zvySeni obsahu inzulinu i1 jeho sekrece. Dlouhodobé podavani
FGF-21 (kontinudlni infuze v pribéhu 8 tydnll) obéznim db/db mysim vedlo ke zvySeni

syntézy inzulinu a zlepSeni pfezivani B-bunck, coz vedlo k naristu jejich poctu a rovnéz
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ke zvySeni mnozstvi Langerhansovych ostritvkll [60]. Dale je mozné, ze FGF-21 ptisobi i
na a-bunky, ve kterych snizuje tvorbu glukagonu, coz by také mohlo pfispivat ke zlepSeni
glykemické kompenzace [32]. Nedavno byly navic na mySich modelech pozorovany
vyrazné protektivni vlivy FGF-21 na pankreatické buiiky pfi uméle navozené
pankreatitidé [85, 86].

Obrdzek I: Utinky FGF-21 na tukovou tkai a pankreas (DM2 — diabetes mellitus 2. typu, FGF-21 —

fibroblastovy rustovy faktor 21, FGFR — receptor pro fibroblastové rustové faktory, GLUTI, 2 — glukézovy
transportér 1, 2).

T Glukéza
Glukoza
*, &% 230 Glukagon
FGF R GLUT1= L 3

o Glukoza

+ ° Glukdza ol

GLUT1 GLUT1”
Glukagon

Glukoza

Inzulin

Adipocyty

Pankreaticky ostrivek

Efekty FGF-21 jsou nezdvislé na inzulinu, i kdyz se jejich signalni drahy vzdjemné
ovlivituji [87]. Na rozdil od rychlého nastupu ucinku, typického pro inzulin, se aktivita
FGF-21 zacne projevovat v fadu hodin [32, 56]. Na subcelularni urovni pfedstavuje
hlavni mechanismus ptisobeni FGF-21 aktivaci gent produkujicich enzymy a regulatory
jednotlivych metabolickych drah. Jednim z faktora podilejicich se na t¢incich FGF-21 je
regulacni protein oznacovany jako PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator la). Tento transkripéni koaktivator interaguje s n€kolika riznymi proteiny
vazicimi se na DNA a podili se tak na regulaci metabolickych procest v reakci na fadu
stimuli véetné zmény nutricniho stavu organizmu, fyzické aktivity nebo chladové

expozice [73, 88]. V jatrech vedla indukce PGC-1a lacnénim ke zvySeni transkripce gent
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podilejicich se na glukoneogeneze, ketogeneze a oxidaci mastnych kyselin [89-91]. U
mysi s chybéjici expresi PGC-1a nedokédze FGF-21 indukovat expresi gent ucastnicich
se glukoneogeneze [73]. Geneticky modifikovana zvitata s knockoutem genu pro FGF-21
navic nedokazi pti déletrvajicim hladovéni plné indukovat tvorbu PGC-1a, ¢imz u nich
dochazi k naruseni glukoneogenezy a ketogenezy [73].

Jinym dulezitym genem regulovanym FGF-21 v jatrech je gen koédujici enzym stearoyl-
Co desaturaza 1 (SCD-1), coz je klicovy lipogeneticky enzym podilejici se na preméné
nasycenych MK na mononenasycené formy [92]. Exogenni pfivod FGF-21 vedl u mysi
k vyrazné supresi exprese SCD-1, kterd byla pfimo umérnd podavané davce [74].
Podobné jako u mysi, kterym byl poddvan exogenni FGF-21 je i pro zvifata s deleci
SCD-1 typicky stihly fenotyp, ptiznivy metabolicky profil a snizeny obsah lipida
v jatrech [93]. Navic byla schopnost FGF-21 suprimovat expresi SCD-1 sniZena u leptin
deficitnich ob/ob mysi v porovnani s kontrolami s normdlni tvorbou leptinu [74]. Tyto
udaje naznacuji, ze snizeni aktivity SCD-1 alespon castecné piispiva k pozitivnim
metabolickym vlivim FGF-21.

Mezi dal$i enzymy, jejichZ jaterni exprese byla sniZzena vlivem FGF-21, patii acetylCoA
karboxyldza 1 a 2 (ACC1/2), glycerol-3-fosfat-1-acyltransferaza (GPAT) a syntdza
vysSich karboxylovych kyselin (FAS — fatty acid syntase), coz jsou klicové enzymy
podilejici se na syntéze mastnych kyselin a triacylglycerold. Naopak, ke zvyseni doslo u
2 transkripCnich faktori — hepatocytarniho nukledrniho faktoru 4o (HNF40) a Foxa2
(forkhead box A2). HNF4a hraje dalezitou ulohu pfi udrzovani metabolizmu glukézy
v jatrech a zvySuje expresi genu pro apoAl [94]. Foxa2 je dalSim vyznamnym
regulatorem glukézového a lipidového metabolizmu, jehoz nadmérna exprese v geneticky
modifikovanych mysSich vede ke zvySeni inzulinové senzitivity, normalizaci glykémie a
zlepSeni jaterni steatozy [95].

V experimentalnich studiich ovliviioval FGF-21 i metabolizmus cholesterolu a zlu¢ovych
kyselin. Jeho podavani vedlo ke snizeni exprese HMG-CoA reduktazy, hlavniho
regulatoru syntézy cholesterolu, a zaroven ke zvySeni inhibitoru jeho exprese
ozna¢ovanému jako INSIG2 (insulin induced gen 2 — inzulinem indukovany gen 2).
Snizena byla také exprese enzymu CYP8BI, ktery se rovnéz podili na tvorbé Zzlucovych

kyselin. Tyto zmény vedouci velmi pravdépodobné k poklesu mnozstvi Zlucovych
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kyselin secernovanych do stfeva by mohly vysvétlovat zvysené mnozstvi tuku ve stolici
mysi vystavenych pisobeni FGF-21 [74].

I v tukové tkani podporuje FGF-21 ptlisobeni PGC-1a, ktery tam ptsobi jako vyznamny
regulator oxida¢niho metabolizmu v mitochondriich [74]. FGF-21 také zvySuje expresi
UCP-1 (uncoupling protein 1) [74], hlavniho mediatoru netfesové termogeneze [96].
Zaroven vsak stimuluje expresi fady faktord, jejichz syntézu naopak v jatrech potlacuje.
Tyto faktory zahrnuji SCD-1, diacylglycerol acyltransferazu 1 (DGAT1), ACC1, ACC2,
carbohydrate responsive element binding protein (ChREBP), aFABP (adipocytarni
vazebni protein pro mastné kyseliny — adipose fatty acid binding protein) a
fosfoenolpyruvatkarboxykinazu (PEPCK). ZvySena je také exprese hormonsenzitivni
lipazy (HSL) [74]. Tyto zmény vedou k paralelnimu narGstu lipogenezy a zaroven
mobilizaci lipidi z adipocytl, coz ma za nasledek vznik tzv. substrdtového nebo
plytvavého cyklu (angl. futile cycle) slozeného z protichlidnych metabolickych reakci
probihajicich simultanné, jehoz vysledkem je zvySené uvoliovani energie ve formée tepla

jako diisledek hydrolyzy ATP nebo jiné makroergické slouceniny [74, 97, 98].

2.2.2.2.3 FGF-21 u lidi
I pfes mnozstvi poznatkl o biologii FGF-21 pochazejicich z in vitro a zvifecich studii, je

zkoumani jeho funkci a regulace u lidi stale v pocatcich (i kdyz klinické prace zabyvajici
se FGF-21 u lidi v posledni dobé¢ rychle pribyvaji). Vzhledem ke komplexité ucinkl a
funkci tohoto faktoru jsou vSak zatim ziskané vysledky casto inkonzistentni az
protichtidné.

Prvni dvé priifezové studie z roku 2008 zkoumaly hladiny FGF-21 u pacientt s obezitou
[99] a diabetes mellitus 2. typu [100]. Zhang a kol. prokazali signifikantné vyssi sérové
koncentrace FGF-21 u obéznich jedinct, pficemz tyto hladiny po adjustaci na vék a BMI
pozitivné korelovaly s obsahem tuku v organizmu, la¢nou inzulinémii a hladinou
triglyceridi a negativné s HDL cholesterolem. Zaroveii byla exprese FGF-21 detekovana
i vsubkutannim tuku, pfiCemz jeji mira vyznamné pozitivné korelovala se
sérovymi hladinami FGF-21 [99]. Ve studii Chena a kol. vykazovali diabeticti pacienti
statisticky vyznamné zvySené hladiny FGF-21, které negativné korelovaly s la¢nou

glykémii, inzulinémii a HOMA indexem [100].
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V dalsi praci byla zachycena vyznamna interindividudlni variabilita sérovych koncentraci
FGF-21 u zdravych dobrovolnikii, kde nejvyssi hodnoty dosahovaly az 250-nasobkil
minimalnich koncentraci. U téchto probandii hladiny FGF-21 nevykazovaly Zadnou
korelaci s v€kem, pohlavim, BMI nebo glykémii. Nebyla zaznamenana diurnélni
variabilita koncentraci FGF-21 ani zddnd souvislost se syntézou cholesterolu nebo
zlucovych kyselin (na rozdil od FGF-19). Dvoudenni hladovéni nebo dvoudenni
konzumace ketogenni diety neovlivnily hladiny FGF-21, avSak po 7 dnech omezeného
energetického pfijmu doslo k 74-procentnimu zvySeni jeho koncentraci. Probandi
s hypertriglyceridémii bez diabetes mellitus méli dvojndsobné vyssi hladiny FGF-21
oproti zdravym jedinctim, pficemz podavani agonisty PPARa fenofibratu vedlo k jejich
dalSimu zvySeni. Tyto udaje podporuji vyznam receptorit PPARa pro regulaci syntézy
FGF-21 pozorovany u zvifecich modelt i u lidi [101].

Nékolik dalSich studii potvrdilo asociaci vyssich hodnot cirkulujiciho FGF-21 s poruchou
gluk6zové tolerance nebo diabetes mellitus 2. typu [102-104]. V téchto studiich koreloval
sérovy FGF-21 vice ¢i méné siln¢€ s riiznymi parametry obezity a lipidového metabolizmu
(triglyceridy, celkovy a HDL cholesterol, volné mastné kyseliny, pomér pas/boky atd.).
Vztah k faktorim ovliviiyjicim glykémii nebyl tak jednoznacny — v jedné studii nebyla
zaznamenana zadna korelace mezi FGF-21 a parametry inzulinové sekrece a senzitivity
meétené hyperglykemickym clampem nebo ordlnim gluk6zovym toleran¢nim testem
[103]. V dalsich dvou pracich zase FGF-21 negativné koreloval s lacnou a postprandidlni
inzulinémii a inzulinovou senzitivitou stanovenou glukézovym clampem nebo pomoci
HOMA indexu [102, 104], a pozitivné s latnou a postprandidlni glykémii a glykovanym
hemoglobinem [104]. Byly také zaznamenany pozitivni korelace se systolickym a
diastolickym  krevnim  tlakem, glykovanym  hemoglobinem [102] a vy-
glutamyltransferazou (GGT) [103]. Hladiny FGF-21 nebyly zvySeny u pacientek
s gestatnim diabetem po korekci na bazdlni inzulinémii, i kdyz i v této studii korelovaly
jeho koncentrace pozitivné s parametry inzulinové rezistence a dyslipidemie [105]. Jina
recentni studie prokazala vyssi koncentrace FGF-21 u pacienti s Cushingovym
syndromem, které vSak byly spiSe podminéné obezitou a nekorelovaly s hladinami

kortizolu [106].

31



Na naSem pracovisti jsme zkoumali sérové koncentrace FGF-21 u pacientek s mentalni
anorexii reprezentujici restrikéni model proteinokalorické malnutrice. Ukézalo se, Ze pies
svou roli v adaptaci na hladovéni, byly cirkulujici hladiny FGF-21 u téchto pacientek
signifikantné niz8§i nez u zdravych kontrolnich jedinc. V obou skupinich FGF-21
pozitivné koreloval s BMI a sérovymi hladinami leptinu a inzulinu a negativné
s koncentracemi adiponektinu. Céste¢na realimentace v pribéhu 2 mésict vedla
k dal§imu snizeni hodnot FGF-21 [107]. Jina prace zabyvajici se vlivem FGF-21 na
hormony osy ristového hormonu u mentalnich anorekti¢ek prokazala negativni koleraci
mezi FGF-21 a IGF-1 a pozitivni vztah s hladinami STH [108], ¢imZ potvrdila mozny
vliv FGF-21 na vznik rezistence na STH, naznaceny uz ve zvitecich studiich [76].

Zajimavé vysledky piinesla prace studujici moznou expresi FGF-21 ve svalech, kde se
ukazalo, ze jak akutni hyperinzulinémie v pribéhu hyperinzulinemického
euglykemického clampu tak i chronickéd hyperinzulinémie vedly k vyssi svalové expresi
FGF-21. Nepovedlo se vSak prokazat korelaci mezi expresi mRNA pro FGF-21 a jeho
cirkulujicimi hladinami , co by svéd¢ilo pro fakt, ze pticné pruhovana svalova tkan
nepatii mezi primarni zdroje FGF-21 [109]. Tyto vysledky potvrzuji experimentalné
ziskané udaje, kde mySi nadmérné exprimujici Akt kindzu vykazovaly i zvySenou
svalovou expresi FGF-21. Zda se proto, ze tvorba FGF-21 ve svalové tkani je spiSe nez

ptes PPARa regulovéna signalni kaskddou zahrnujici inzulin a Akt [87].

Uvedené poznatky vyvolavaji fadu dalSich otazek ohledné biologickych funkci FGF-21 u
lidi, znichz asi nejzajimav¢jsi je divod, pro¢ jsou hladiny FGF-21 jako faktoru
regulujiciho adaptaci na hladovéni, zvySené i pii stavech spojenych snadmérnym
energetickym piijmem jako obezita a diabetes mellitus 2. typu. Mohlo by se jednat bud’ o
kompenzatorni reakci na nepfiznivy metabolicky profil u téchto nemoci nebo by vyssi
koncentrace FGF-21 mohly byt disledkem rezistence na jeho U¢inky podobné jako je
tomu u leptinu ¢i inzulinu [10, 110]. Otdzkou je rovnéz mechanismus, jakym latka
zvysujici glukoneogenezu pii hladovéni u pokusnych zvitat s normalni hmotnosti zaroven
zlepsuje citlivost na inzulin a snizuje hepatalni produkei glukézy u inzulin-rezistentnich

zvitat. Prakticky neprozkoumanou zatim zistava také tloha dalSich tkani (tukové tkan,

kosterni svaly) pii tvorbé a systémové sekreci FGF-21 [110].
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3. TUKOVA TKAN A SUBKLINICKY ZANET

Tukova tkan je multifunkéni heterogenni organ, tvofeny rliznymi bunéénymi fadami,
zahrnujicimi jednak tukové bunky (adipocyty a preadipocyty), jednak fibroblasty,
endotelialni bunky, makrofagy, lymfocyty a dal§i imunokompetentni bunky pochazejici
z tzv. stroma-vaskularni frakce [111]. U savct se tukové tkan déli na bilou, obsahujici
pfedev§im adipocyty s jedinou tukovou kapénkou (unilokuldrni buiiky) a menSim
mnozstvim mitochondrii, a hnédou, skladajici se z bunck s velkym poctem mitochondrii
specializovanych na adaptivni termogenezu. Dle lokalizace se bila tukova tkan dale
rozd€luje na 2 velké (tradi¢ni) Casti — podkozni a visceralni (mesenteridlni a omentalni)
[112] a dalSi menSi Casti — perivaskularni, epikardidlni, perirenalni a tukové buiky
v kostni dfeni, na které se vSak v posledni dob¢ soustieduje stile vice pozornosti
v souvislosti s rozvojem komplikaci obezity a diabetu. U lidi se nachazi v priméru 3- az
4-krat vice podkozniho nez viscerdlniho tuku [113], pticemz se zd4, zZe obé hlavni slozky

navzajem uzce spolupracuji [114].

3.1 Funkce tukové tkané

K dlouhodobé znamym tloham tukové tkang, kterymi jsou ukladani nadbyte¢né energie
ve formé zasobnich lipidd, tepelnd izolace organizmu a ochrana organti pred U¢inky
vn¢jSich mechanickych sil, se v posledni dob¢ ptidaly i dal§i méné tradi¢ni funkce, jako
schopnost produkce endokrinné aktivnich latek [115, 116] nebo ovlivnéni imunitnich
reakci [7, 8]. Zvlastni roli plni hnéda tukova tkan, vyskytujici se hlavné u zvitat a déti
[117, 118], kterd vSak dle nejnovéjSich vysledki mize hrat vyznamnou ulohu i

v pozdéjsim véku [119, 120].

3.1.1 Hnéda tukova tkan

Hnéda tukova tkan se u clovéka (podobné jako u mysi) objevuje jiz pred narozenim
v typickych lokalizacich, zejména v podkozi (mezi lopatkami), mezi krénimi svaly, okolo
thymu a aorty a perirendlné. V mitochondriich hnédych adipocyti jsou diky

rozptahujicim proteiniim (UCP — uncoupling protein) odpojeny procesy koncového
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oxida¢niho fetézce od syntézy ATP, ¢imz dochdzi k proméné velké Casti vytvorené
energie na teplo. Termoregulacni funkce hnédého tuku mé vyznam hlavné u déti.
V posledni dobé se vSak objevuji dikazy i o jeho uloze v metabolickych regulacich u
dospélych jedinct, jelikoz exprese genl typickych pro hnédy tuk koreluje negativné se
stupném obezity a inzulinové rezistence [121, 122] a jeho indukce vede ke zvySenému

vychytavani glukozy z periferniho ob&hu [123].

3.2 Tukova tkan jako endokrinni organ

Tukova tkan uz v soucasnosti neni povazovana jen za ulozist¢ nadbytecné energie ve
form¢ zasobnich lipidid. Naopak, bylo prokazano, ze se jednd o jeden zkliCovych
endokrinnich orgént s vyraznou parakrinni a autokrinni regulaci [124]. Adipocyty tvoii
priblizne¢ 50% bilé tukové tkané, ptfiCemz druhd polovina se skldda z preadipocytu,
fibroblastii, cévnich a imunitnich bun¢k (makrofagy, lymfocyty..) tvoficich tzv. stroma-

vaskularni frakci. [125].

Obrazek 2: Adipokiny — biologicky aktivni latky produkované buiikami tukové tkané (IL —
interleukin, MCP-1 — monocyty chemoatrahujici protein 1, MIF — migraci makrofagt inhibujici faktor 1,
NGF — nervovy rustovy faktor, PAI-1 — inhibitor 1 aktivatora plazminogenu, TGFp — transformujici
rustovy faktor §, TNFa — tumor nekrotizujici faktor o, VEGF — vaskularni endotelialni ristovy faktor, ZAG
— zinkovy a2-glykoprotein). Upraveno podle Trayhurn et al, 2006.

Leptin

ZAG, apelin f PAI-1, haptoglobin
visfatin \ \ / serovy amyloid A

AP, L6 o ([ L e TNFa

IL-10, TGFpB Y “
MCP-1 / \ VEGF, NGF
MIF, IL-8 metallothionein
Adiponektin
rezistin

34



Buniky tukové tkan¢, hlavné adipocyty, preadipocyty a imunokompetentni builky
secernuji Siroké spektrum hormoni, cytokini a dalSich pusobki, které svym ucinkem
ovlivituji nejen okolni tkan, ale 1 vzdalené organy jako jatra, kosterni svaly,
kardiovaskularni systém a jiné (Obrdzek 2) [124, 126]. Uvedené latky se tak mohou
podilet na rozvoji ftady patologickych procesi vcetné aterosklerdzy, zanétu,
metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni (Obrdzek 3) [115, 127-129]. Cast t&chto
faktorti, oznaCovana jako adipokiny, je produkovana témét vyhradné adipocyty (napf.
leptin nebo adiponektin...), dal§i jsou tvofeny primarné¢ imunokompetentnimi nebo

dalsimi stromalnimi bunikami (TNF-a, interleukiny...).

Obrazek 3: Adipokiny podilejici se na vzniku inzulinové rezistence a dalSich komponent
metabolického syndromu (AGT — angiotenzinogen, Apn — adiponektin, IL-6 — interleukin 6, MCP-1 —
monocyty chemoatrahujici protein 1, PAI-1 — inhibitor plazminogenového aktivatoru 1, TNF-a — tumor
nekrotizujici faktor o). Upraveno podle Maury et Brichard, 2010.
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3.3 Adipocyty

Adipocyty ptedstavuji komplexni buiiky, které se za normdlnich okolnosti podileji na
byt také zdrojem rozsahlé palety prozanétlivych faktort, jako TNFa, IL-6, IL-8, CCL-2 a
dalsi. Prozanétlivé adipokiny svym parakrinnim a endokrinnim plsobenim vedou dale
k rozvoji zanétu a inzulinové rezistence jednak lokéalné v tukové tkani a jednak celkové
na urovni dalSich organti a systému (Obrazek 3) [7, 130].

Celkova masa tukové tkan¢ zavisi jak na poctu tak na velikosti adipocytli. MnoZstvi
tukovych bun€k se stabilizuje v ranné dospélosti, pfiCemz pozd¢jsi zmény v objemu
télesn¢ho tuku jsou podminény hlavné zménou jejich velikosti. Obrat adipocytli za rok
dosahuje v priméru hodnoty kolem 10% vsech adipocytt [131].

S rostoucim mnozstvim télesného tuku se zvySuje 1 obsah tuku v adipocytech na
maximalné 0,7-0,8 ug lipidi na 1 buiiku, pfi¢emz po dosazeni tohoto prahu dochazi i ke
zrychleni tvorby novych adipocytli [132]. U obéznich jedinctl je vSak schopnost tukové
tkang tvofit nové adipocyty omezena [133]. Pocet preadipocytl (prekurzort adipocytll) je
u pacientli s obezitou snizeny bez ohledu na lokalizaci tukové tkan¢ [134]. Zaroven je
snizend i1 mira jejich diferenciace na zral¢ adipocyty [126]. Zd4 se proto, ze vétSina
ptipadl obezity v dospélém véku je spojend s adipocytarni hypertrofii. Velké adipocyty
vykazuji vys$i stupenn inzulinové rezistence a lipolytické aktivity a produkuji vétsi
mnozstvi prozanétlivych cytokinii a méné protektivné plsobiciho adiponektinu [135].
Také se Castéji vyskytuji u jedinc metabolickymi poruchami asociovanymi s obezitou
[132]. Hypertrofované adipocyty respektive jejich velikost jsou zaroven faktorem, ktery u

obezity nejlépe koreluje s inzulinovou rezistenci [136, 137].

3.4 Podkozni a visceralni tukova tkan

Visceralni tukova tkan, lokalizovand intraperitonealn¢, zahrnuje omentalni a
mezenteridlni tuk a jeji zvySend akumulace, oznacovana jako tzv. androidni obezita,
pfedstavuje nezavisly rizikovy faktor pro rozvoj poruch gluk6zové tolerance, inzulinové
rezistence, dyslipidémie a kardiovaskularniho postizeni [138-141]. Zaroven 1épe koreluje

s rizikem vzniku uvedenych nemoci nez tzv. gynoidni typ obezity, charakterizovany
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zvySenou akumulaci tukové tkané predilekéné v oblasti hyzdi a stehen [142-145]. U
muzu tvori visceralni tukova tkan kolem 20% zcelkového tuku, zatimco u Zen
v premenopauzalnim véku je to jenom 6%. U Zen s abdomindlni obezitou byl navic
zjistén typicky muzsky rizikovy profil [132]. Hypertrofované adipocyty ve visceralni
oblasti jsou charakterizované zvySenou lipolytickou aktivitou a jsou rezistentni vici
antilipolytickym efektim inzulinu [146]. K jednoduchému posouzeni miry abdominalni
obezity se pouzivd méfeni obvodu pasu, u kterého vSak tfeba zohlednit 1 podil
podkoZniho tuku, ktery pfedstavuje az 80-85% vSech tukovych zasob organizmu, a to jak
u Stihlych jedinct, tak u osob s obezitou [147].

Kromé lokalizace se ob¢€ tukova depa lisi i spektrem produkovanych faktord. Napt. leptin
je predominantné secernovan podkoznim tukem [148], zatimco exprese adiponektinu a
nékterych cytokind (IL-6, IL-8, angiotensinogen, PAI-1) je vyrazngjsi ve tkani visceralni
[149, 150]. Rychlost uvoliiovani volnych mastnych kyselin (VMK) je vSeobecné vyssi u
lidi s abdominalni nez gynoidni obezitou, avSak hlavnim zdrojem sérovych VMK se u

téchto jedincii zda byt spiSe subkutanni nez visceralni tuk [151].

3.5 Tukova tkan jako mediator zanétu a vrozené imunity

Vrozend imunita pifedstavuje jediny zplsob obrany proti infekcim u 99% vsech
mnohobunéénych zivociSnych druhi. U hmyzu zabezpecuje tuto funkci orgdn zvany
tukové téleso obsahujici receptor pro bakteridlni a plisnové antigeny oznaCovany jako
Toll receptor [152]. Tento receptor aktivuje signalni kaskddu nukledrniho faktoru kB
(NF- «B), ktera vede k sekreci antimikrobidlnich peptidi a indukci dalSich obrannych
mechanizmti [153]. Tukové téleso zaroven u hmyzu plni roli jater a slouzi i jako
zéasobarna lipidi [154-156]. V pribéhu evoluce doslo u obratlovct k rozdéleni téchto
funkci mezi jatra a tukovou tkan. I kdyz se pivodné predpokladalo (obzvlasté po
objeveni proteini akutni faze), ze vrozené imunitni reakce jsou spjaty hlavné s jatry,
v soucasnosti se ukazuje, ze tukova tkan si spolu se schopnosti akumulovat nadbytecné
lipidy zachovala i mozZnost plnit nékteré funkce imunitniho systému [157].

I kdyz jsou rezidencni makrofagy povazovany za hlavni zdroj zanétu v tukové tkani,

ukazuje se, ze adipocyty rovnéz vykazuji signifikantni prozanétlivé schopnosti. Podobné
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jako makrofagy jsou i adipocyty citlivé k riznym infekénim agens a plsobkiim,
zprostiedkujicim zanétlivé signaly. Adipocyty na svém povrchu exprimuji mnozstvi
receptori umoznujicich zachytit pfitomnost patogenti, piicemz aktivace téchto receptorti
dale pfes mnohocetné signalni kaskady vede k tvorb¢ a sekreci prozanétlivych cytokini a
dalSich reaktantl akutni faze. Adipocyty citlivé reaguji na ptisobeni TNF-a, ktery pomoci
svych receptorti pS5 a p75 stimuluje rizné signalni kaskady vcetn¢ drah NF-xB, p38
mitogenem aktivované proteinkinazy (mitogen-activated protein kinase — MAPK),
fosfatidylinozitol-3 kindzy a c-jun-N-termindlni kindzy (JNK) [158]. Sav¢i
lipopolysacharidovy receptor TLR-4 (toll-like receptor 4) je exprimovan v tukové tkani i
vin vitro kultivovanych adipocytech a po jeho stimulaci pomoci bakterialniho
endotoxinu dochazi k aktivaci p65/p50 a p68/p52 NF- kB signalnich kaskad [159, 160].
To dale vede k expresi prozanétlivych faktort jako jsou interleukin 6 (IL-6), TNF-a a
sérovy amyloid A3 (SAA3). Pasobeni endotoxinu také senzitizuje adipocyty vuci
pusobeni infekénich patogenti, napt. pomoci zvySeni exprese receptoru TLR-2 (toll-like
receptor 2) odpovédného za rozeznavani plisiovych antigent. Bylo téz prokazano, Ze
pusobenim vybranych faktort véetn¢ IL-1p, IL-4, IL-6, IL-11, interferon-y (IFN- y) a
komponent bunécné stény hub dochazi v adipocytech k aktivaci prozanétlivych
signalnich drah. Regulace téchto drah se méni v pribéhu adipogeneze: diferenciace
adipocytti vede k vyraznému zvyseni exprese podjednotek NF- kB (p68, p52), inhibitoru
NF- kB (IxB) a sekrece IL-6 a ke snizeni odpovédi na tc¢inky lipopolysacharidu pomoci
redukce aktivity NF- kB podjednotek p65/p50 [161]. Uvedené zmény do zna¢né miry
pfipominaji expresni profil aktivovanych dendritickych bun€k, coz naznacuje existenci
funk¢ni podobnosti mezi témito dvéma bunéénymi typy [162].

V reakci na ptsobeni infek¢nich a zanétlivych signalti dochézi v adipocytech ke tvorbé a
uvolnovani ¢etnych dalSich mediatort zanétu véetné TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
15, inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1 (plasminogen activator inhibitor-1 — PAI-1),
leukemického inhibi¢niho faktoru, hepatocytarniho ristového faktoru, SAA3, faktoru
inhibujiciho migraci makrofagti (magrophage-migration inhibitory factor — MIF),
haptoglobinu, slozek komplementu B, D a C3, prostaglandinu E2, a adipokini
s potencidlné imunomodula¢nimi vlastnostmi, jako jsou leptin, adiponektin a rezistin

[163]. T kdyz vétSina téchto faktorti i¢inkuje hlavné auto- a parakrinné, mnoho z nich
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plusobi také systémové a pfispiva signifikantné ke globalni zanétlivé aktivité
v organizmu.

Vzijemny vztah mezi obezitou a zanétem podporuji 1 vysledky studii zabyvajicich se
redukci hmotnosti. Snizeni mnoZstvi tukové tkdn€ je spojeno s poklesem zanétlivych
markerd bez ohledu na to, jestli hmotnost klesd v dasledku sniZzeni pfijmu potravy,
zvySeni energetického vydeje nebo pomoci bariatrické chirurgie. Dietni opatfeni a
zintenzivnéni pohybového rezimu vedly u pacientd s riznym stupném obezity a rtizného
véku ke konzistentnimu poklesu cirkulujicich zanétlivych parametrii véetné CRP, IL-6,
IL-18 PAI-1, TNF-q, solubilniho TNF receptoru, adhezivnich molekul a dalSich [164,
165]. Gastricky bypass zase vedl k signifikantnimu snizeni hladin IL-6 a CRP
provazenému vyraznym zlepSenim inzulinové senzitivity az vymizenim diabetes mellitus
v pribéhu 14 mésicit od vykonu [166]. Uvedené udaje podporuji kauzalni vztah mezi
obezitou a systémovym zanétem a zaroven poukazuji na to, Ze ptiznivy vliv hmotnostni
redukce na zdravotni stav muize byt pfinejmensSim ¢astené podminény snizenim

zéanétlivé signalizace a prozanétlivého stavu.

3.6 Obezita a adipokiny

Obezita a diabetes mellitus 2. typu jsou spojeny s dysregulaci témét vSech znamych
adipokint. Jak jiz bylo uvedeno diive, produkce vétSiny adipokini podilejicich se na
vzniku prozanétlivého stavu a inzulinové rezistence se s rostouci adipositou zvySuje, a
tak podporuje vznik metabolickych komplikaci. Na druhou stranu, tvorba adipokini
s protizanétlivymi a inzulin-senzitizujicimi u¢inky (jako napt. adiponektin) je u nadmérné
akumulace tuku snizend. A u dal$ich pasobku jako je leptin je obezita spojena s rezistenci
k jejich pozitivnimu metabolickému piisobeni [167].

Tukova tkéan se vyznacuje nékolika zvlastnostmi spojenymi s jeji sekre¢ni funkci [116].
Rizna tukova depa (podkozni, viscerdlni..) se od sebe 1iSi nejen metabolickymi
vlastnostmi, ale i produkovanymi adipokiny. Své typické vlastnosti si jednotlivé bunécné
populace vzniklé diferenciaci z preadipocytli zachovavaji i po 40 délenich [168]. Odlisné
sekre¢ni produkty svym auto- a parakrinnim piisobenim rtizné ovliviiuji okolni tkan. Také

celkovy prispévek jednotlivych tukovych dep k systémovym koncentracim cirkulujicich
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adipokinti se vyrazné 1i8i — jak jiz bylo uvedeno, nitrobtisni tuk tvoii maximalné 15-20 %
z celkového objemu tukové tkané a to jak u Stihlych jedinct, tak u osob s obezitou, ale je
sekrecné nepomérné aktivnéjsi nez podkozni tukova tkan [147, 169]. Navic, i jiné organy
(imunokompetentni buiiky, jatra...) mohou pfispivat ke zvySenym hladindam nékterych

prozanétlivych cytokint jako jsou TNF-a nebo IL-6.

3.6.1 Potencialné prospésné adipokiny

3.6.1.1 Leptin

Leptin (od feckého slova leptos — §tihly) je 16-kDa hormon tvoteny adipocyty a prakticky
se nevyskytujici ve stromdlni vaskularni frakci tukové tkané. Pivodné se predpokladalo,
ze leptin pfedstavuje hlavni signal plisobici na mozek za Gcelem inhibice piijmu potravy
a snizeni télesné hmotnosti [115]. Uvedenda koncepce byla c¢astecné odvozena
z pozorovani, ze nedostatek funkéniho leptinového proteinu byl u lidi 1 pokusnych zvitat
provazen enormni hyperfagii a az monstrdzni obezitou. Pfivod exogenniho leptinu navic
vedl k normalizaci tohoto stavu. Funkce leptinu jako antiobezitického hormonu vSak byla
zpochybnéna dal$imi nalezy, které prokazaly, ze bézny typ obezity je naopak spjat
s vysokymi hladinami leptinu a rezistenci na jeho ucinky [170]. Na druhou stranu nékteré
neuroendokrinni abnormality (jako napf. infertilita) a poruchy imunitnich funkci
pozorované u leptin-deficitnich mysSi poukazovaly na jistou analogii se zménami
vyvolanymi hladovénim. Tyto zmény podminéné nedostatecnym piisunem potravy se
zmirnily exogennim pfivodem leptinu. Proto se v soucasnosti leptin poklada za hormon
odpovédny spiSe za signalizaci energetického stavu organizmu (obzvlasté¢ za podminek
malnutrice) nez za podnét uréeny k pfimé aktivaci procesii vedoucich k hmotnostni
redukei [171, 172].

Systémové hladiny leptinu pozitivné koreluji s mnozstvim télesného tuku, ale zaroven
odrazeji 1 akutni zmény nutricniho stavu, jelikoz jiz kratce po zahéjeni hladovéni dochézi
k poklesu jejich hodnot [173]. Sekrece leptinu zavisi také na typu tukového depa a je
vy$$i v podkoznim nez visceralnim tuku [174].

Leptin ucinkuje jednak centralné (napt. v hypothalamu, mozkové kiife nebo limbickém

systtmu) a jednak na periferii (v pankreatu, jatrech, imunitnich bunikach a jinde).
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Centrdlni ucinky leptinu, obzvlasté¢ v hypothalamu, hraji dilezitou roli v udrzeni
energetické homeostazy a pii spravné funkci reprodukénich organt [171]. Na druhou
stranu nevedla porucha periferni leptinové signalizace u mysi k zddnym vyznamnym
metabolickym abnormalitam [175].

Leptin je z periferie transportovan do mozku, kde v hypothalamu po navédzani na svij
receptor (lept receptor b) aktivuje systém JAK-STAT3, coz vede k inhibici tvorby
orexigennich (podporujicich chut’ k jidlu) peptida (napt. neuropeptid Y a AGRP — agouti-
related protein) a zvySeni produkce anorexigenné¢ pusobicich proteinli (napf.
proopiomelankortin). Vysledkem je snizena chut k jidlu a omezeni piijmu potravy [170].
Vznik leptinové rezistence, typické pro prostou obezitu, je pfipisovan jednak snizZeni
transportu leptinu pfes hematoencefalickou bariéru, jednak zvysenym hladindm SOCS3
v hypothalamu a zvySené Urovni stresu endoplazmatického retikula, které inhibuji
leptinové signalni drdhy [176-178]. Obdobné 1 pokles hladin leptinu spojeny
s hladovénim vyvolava vyrazné zmény v energetickém metabolismu a hormonalnim
spektru. Nizké koncentrace leptinu vedou k nadmérnému piijmu potravy, inhibici
energetického vydeje, snizeni hladin tyreoiddlnich a pohlavnich hormonti a poklesu
imunity [170]. Ukazuje se, ze tento pokles sérového leptinu, ktery by jinak mohl
predisponovat jedince podstupujici redukci télesné hmotnosti k jejimu opétovnému
rychlému nabyti, pfetrvava jen v case hubnuti a po jeho ukonceni se hladiny leptinu
vraceji na hodnoty pied redukci. Uvedena fakta poukazuji na to, Ze pro hmotnostni
redukci je podstatnéjsi spiSe relativni nedostatek leptinu nez jeho absolutni pokles [179].
V posledni dobé se také prokdzalo, Ze leptin krom¢ hypothalamu ptisobi i v dal§ich
strukturach CNS spojenych s kognitivni a emoc¢ni regulaci pfijmu potravy, jako jsou
mozkova ktira nebo limbicky systém [179, 180].

V perifernich tkanich stimuluje leptin oxidaci VMK [181, 182] a vychytavani glukozy
[183, 184] a brani ektopické akumulaci lipidi vedouci k poskozovani metabolickych a
signalnich drah [185, 186]. Tyto metabolické aktivity Ileptinu jsou casteéné
zprostiedkovany centralné pres hypothalamo-sympatiko-adrenalni osu [181, 187]. Mnohé
z metabolickych efektl leptinu se odehravaji pfili§ rychle na to, aby mohly byt pfipsany
jenom indukci transkripénich zmén. SpiSe se u nich jednd o aktivaci intracelularni

signalizaci pfes AMP-aktivovanou proteinkinazu (AMPK) [185]. U pacienti
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s lipodystrofii nebo leptinovym deficitem vede podavani leptinu ke snizeni inzulinové
rezistence, hypertriglyceridémie a jaterni steatozy [188]. U prosté obezity muze zase
naopak zhorSeni inzulinové senzitivity [189].

Substituce leptinem ma u vrozené aleptinemie za nésledek omezeni hyperfagie, redukci
hmotnosti, upravu hypogonadismu a zmény v T lymfocyty-zprostiedkovanych
imunitnich reakcich [180, 190]. Pozitivni efekt exogenniho pfivodu leptinu se projevuje i
u stavll spojenych s jeho ¢aste¢nym deficitem, jako jsou vrozend a ziskand lipodystrofie,
hypothalamickd amenorrhea nebo mentélni anorexie [188, 191, 192]. V klinickych
studiich na pacientech s béznymi formami obezity vSak byl zaznamenan jen minimalni
efekt podavani leptinu na snizeni télesné hmotnosti. Recentné se ale ukazalo, ze soucasné
podavani leptinu s latkami, zvySujicimi senzitivitu tkdni na jeho ucinky, jako jsou amylin
nebo chaperony snizujici stres endoplazmatického retikula, byla spojena se zlepSenim
leptinové senzitivity v hypothalamu a vedla k redukci hmotnosti u laboratornich zvirat i

lidi [178, 193].

3.6.1.2 Adiponektin

Adiponektin je 30 kDa protein produkovany podobné jako leptin zralymi adipocyty bilé
tukove tkadné [194-196]. V krevnim fecisti se nachdzi ve 3 formach — jako trimer,
hexamer a vysokomolekularni (HMW) 12- az 18-mer [197]. Na rozdil od vétSiny
ostatnich adipokini koreluji systémové koncentrace adiponektinu s BMI negativné [198,
199] a jsou snizené u jedinch s obezitou, diabetes mellitus 2. typu nebo
kardiovaskularnimi onemocnénimi [200]. Pfi¢inou sniZzené produkce adiponektinu mize
byt hormondlni dysregulace [196, 201], oxidac¢ni stres [202] nebo prozanétlivy stav [203]
typicky pro obezitu a metabolicky syndrom.

Hlavni receptory pro adiponektin in vivo oznacované jako AdipoR1 a R2 se skladaji ze 7
transmembranovych domén, ale jejich struktura i funkce se odliSuje od klasickych
receptord spojenych s G proteiny. AdipoR1 je zvySené exprimovan v kosternich svalech,
zatimco AdipoR2 se vyskytuje i v jatrech [204]. AdipoR1 je spjat hlavné s aktivaci
signalni drahy AMPK, ktera reguluje inhibici glukoneogenezy a zvySuje oxidaci VMK.
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AdipoR2 se spiSe uplatiiuje pii aktivaci procesti spojenych s receptory PPAR-a, které
stimuluji energeticky vydej zvySenim oxidace VMK a snizuji oxidacni stres a celkovy i
lokalni zanét [205, 206]. Adiponektin vykazuje podobné ucinky na inzulinovou
redukuje aterosklerozu a oxida¢ni stres, ¢imz simultanné zlepSuje vétSinu hlavnich
komponent metabolického syndromu [167].

Exogenni pfivod rekombinantniho adiponektinu stejné¢ jako jeho nadmérnd endogenni
exprese u transgennich mysi vedly k vyraznému zvySeni inzulinové senzitivity [197],
zatimco u mysi s knockoutem genu pro adiponektin [207, 208] nebo pro oba jeho
receptory [206] dosSlo k rychlému rozvoji inzulinové rezistence. Hlavni pfi¢inou
uvedenych efektl je redukce jaterni glukoneogenezy a zvySeni transportu glukozy do
svali zprostfedkované aktivaci AMPK [197]. Adiponektin také stimuluje energeticky
vydej a oxidaci VMK v jatrech i svalech a snizuje mnozstvi triglyceridii ve tkdnich, ¢imz
dale zvysuje inzulinovou senzitivitu [197]. Transgenni mysi s nadprodukci adiponektinu
vykazuji vyrazné zlepSeny lipidovy profil [209, 210], pravdépodobné v dasledku
zvySeného katabolismu VLDL v kosternich svalech [211]. Adiponektin rovnéz redukuje
expresi TNF-a a lokalni zanét v tukové tkani, ¢imz také prispiva ke zlepSeni citlivosti
k inzulinu [209, 212].

Prospektivni studie u lidi prokazaly, ze plazmatické koncentrace adiponektinu pozitivné
koreluji se snizenym rizikem vzniku diabetes mellitus 2. typu [213, 214]. Dalsi prace
ukazaly, Ze spiSe nez celkovy adiponektin je za pozitivni metabolické U¢inky vcetné
zlepseni inzulinové rezistence, snizeni mnozstvi viscerdlniho tuku, zvyseni oxidace lipida
a zlepSeny lipidogram odpovédna jeho HMW frakce [215, 216]. Je téZ zndmo, ze
peroralni antidiabetika ze skupiny glitazond, zvySuji nejvice pravé hladiny HMW
adiponektinu, coz mlze alesponl ¢astecné vysvétlovat jejich inzulin-senzitizujici G¢inky
[217].

Studie na transgennich mysSich prokazaly, ze adiponektin zvySené¢ exprimovan v bilé
tukové tkani ma anti-adipogenni Gc¢inky, a to jednak v disledku zvySeného energetického
vydeje a jednak diky zménam v diferenciaci adipocyti [209]. Teoreticky mulize inhibice
vzniku plné zralého adipocytarniho fenotypu snizit miru relapst spojenych s redukci

hmotnosti klasickou cestou pfes omezeni energetického pfijmu. Snizeni tukové masy u
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zvifat nadmérné exprimujicich nativni adiponektin navic branilo vzniku pfed¢asné smrti
vyvolané vysokotukovou dietou a to pravdépodobné snizenim oxida¢niho stresu [210].
Caste¢ny nedostatek adiponektinu vedl naopak k mirnému zvyseni obsahu tuku v
organizmu [209]. Spornou zatim zlistdvd moznost plsobeni adiponektinu i na centralni
struktury, jelikoz vysledky dosavadnich studii zabyvajicich se vlivem adiponektinu na
pfijem potravy se ukazuji byt zna¢né inkonzistentni [171, 218, 219]
Adiponektin hraje vyznamnou roli také pii prevenci rozvoje kardiovaskularnich
onemocnéni. U pacientll s angiograficky prokdzanym postiZenim koronarniho fecisté
bylo zjisténo snizeni hladiny sérového adiponektinu [200]. U obéznich déti byl deficit
adiponektinu asociovan se vznikem Casné aterosklerdzy, pricemz toto spojeni bylo
siln€j§i nez tomu bylo u tradi¢nich kardiovaskularnich rizikovych faktora [220].
V rozsahlé prospektivni studii kombinované s metaanalyzou predchozich prospektivnich
praci provedené Sattarem a kol. vroce 2006 vSak bylo sniZzeni bazalnich hladin
adiponektinu spiSe slabsim prediktorem kardiovaskularniho rizika [221], zatimco v jiné
studii se ukazovalo jako silny prediktor vzniku diabetes mellitus 2. typu [214].
Adiponektin vykazuje pfimé pozitivni U¢inky na vSechny faze aterosklerotického
procesu. ApoE-deficientni transgenni mySi s nadmérnou expresi adiponektinu byly
chranény pted rozvojem aterosklerozy [222], zatimco u zvifat s knock-outem genu pro
adiponektin dochazelo ke zrychlené proliferaci neointimalni vrstvy po poskozeni stény
artérii [200, 207]. Molekularni mechanismy antiaterosklerotického ucinku adiponektinu
zahrnuji:

e snizenou expresi adhezivnich molekul na endotelidlnich buiikach [223-226]

e supresi proliferace a migrace bun€k hladké svaloviny v cévni sténé [227]

¢ inhibici transformace makrofagii na pénové bunky [222, 228]

e antioxidacni a protizanétlivé piisobeni.
Déle se ukazuje, ze hypoadiponektinemie pravdépodobné hraje roli i v patofyziologii
arteridlni hypertenze [229]. Zvitata s deficitem adiponektinu krmené dietou s vysokym
obsahem soli mé¢la signifikantn€ vyssi hodnoty systolického krevniho tlaku nez kontrolni
subjekty [230]. Klinické studie navic prokazaly, ze adiponektin ptredstavuje nezavisly
rizikovy faktor rozvoje arterialni hypertenze bez ohledu na jeho antidiabetické a inzulin-

senzitizujici ucinky [231, 232].
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Jednim zhlavnich mechanismii odpovédnych za pozitivni metabolické a
antiaterosklerotické uc¢inky adiponektinu muize byt jeho vliv na potlaceni zanétu a
oxidac¢niho stresu [200]. V endotelidlnich buiikach adiponektin inhibuje aktivaci NF-xB
vyvolanou TNF-a [224, 226, 233]. Oba plisobky zaroven negativné ovliviiuji vzdjemnou
produkci v tukové tkani, coz naznacuje, Ze snizend tvorba adiponektinu u obezity mize
vést ke zvySeni lokélniho zanétu v tuku a tim k dalSimu poklesu jeho syntézy [208], ¢imz
vznika typicky bludni kruh patologické auto- a parakrinni deregulace [234]. Dale bylo
prokazano, Ze adiponektin sniZzuje tvorbu superoxidovych radikali v endotelidlnich
bunkach vystavenych plisobeni oxidovaného LDL nebo vysokych koncentraci glukozy
[223, 235], zatimco oxidaéni stres vede k poklesu jeho produkce [202]. Na rozdil od
tukové tkan¢ dochézi ve svalech pod vlivem metabolického nebo oxidacniho stresu ke
zvySeni tvorby adiponektinu, coz mize ptedstavovat lokalni ochranny mechanismus
plsobici proti oxidaénimu a zanétlivému poSkozeni a vzniku svalové inzulinové
rezistence [236, 237].

Hypoadiponektinemie se typicky vyskytuje 1 u dalSich nemoci asociovanych
s metabolickym syndromem jako napt. nealkoholickéd steatohepatitida (NASH — non-
alcoholic steatohepatitis) [238]. Ochranné ucinky adiponektinu proti rozvoji NASH
mohou byt podminény stimulaci oxidace VMK, inhibici de novo lipogenezy nebo jeho
protizanétlivymi U¢inky a snizenim tvorby vaziva [239]. Obezita je navic spojena se
zvySenym rizikem vzniku nadorovych onemocnéni [240-242]. Adiponektin miize ptisobit
antionkogenné jednak nepiimo sniZovanim inzulinové rezistence a jednak pfimym
antiproliferativnim plisobenim na nadorové buiiky [243]. Hypoadiponektinemie se proto
da povazovat také za rizikovy faktor pro vznik nadorového bujnéni [244].

Souhrnné mozno konstatovat, ze adiponektin svymi pozitivnimi G¢inky na inzulinovou
senzitivitu, lipidovy metabolismus, subklinicky zanét, oxidacni stres a vznik
ateroskler6zy ptisobi proti rozvoji vSech hlavnich komponent metabolického syndromu a
jeho eventudlni agonisté mohou najit Siroké uplatnéni v 1é€bé vSech komorbidit

asociovanych s obezitou a diabetes mellitus 2. typu.

45



3.6.1.3 Visfatin

Visfatin, protein exprimovany v mnoha tkanich, byl pro svou ulohu v diferenciaci B
lymfocytti ptivodné oznacovan jako PBEF (pre-B-cell colony-enhancing factor — faktor
podporujici kolonie pre-B lymfocytti) [245]. Pozd¢ji se ukazalo, ze tento faktor vykazuje
ucinky podobné inzulinu a je nejvice exprimovan ve visceralni tukové tkéani, od ¢ehoz je
odvozen 1 jeho soucasny ndzev [246]. Dalsi studie u lidi vSak nepotvrdily signifikantni
rozdily v expresi visfatinu mezi jednotlivymi tukovymi depy [247, 248]. Nékolik praci
prokdzalo mozny vztah mezi sérovymi hladinami visfatinu a vybranymi
antropometrickymi a metabolickymi parametry u obezity a diabetes mellitus 2. typu,
zatimco jini autofi uvedenou asociaci nepotvrdili, coz mohlo byt alespoii Caste¢né
disledkem znaénych rozdili v pouzité metodice stanovovani visfatinu [249-251].
Ptvodné slibné vypadajici inzulinu-podobné ucinky visfatinu nebyly dale potvrzeny ani
in vitro ani in vivo [252] a vysledky ptuvodni prace byly autory ¢astecné odvolany [253].
Ukézalo se vSak, Ze visfatin se vyznamnou mérou podili na syntéze NAD (nikotinamid
dinukleotid), ktery ma zasadni vyznam pro spravnou funkci pankreatickych B-bunék
[252]. Zjistilo se totiz, Ze visfatin je totozny senzymem nikotinamid
fosforibozyltransferaza (Nampt), coz je kliCovy regulacni enzym ve tvorbé NAD
odpovédny za proménu nikotinamidu na prekurzor NAD nikotinamid mononukleotid
(NMN) [252]. V B-bunikach pankreatu vede indukce tvorby NAD pomoci Nampt
(visfatinu) ke zvyseni glukozou-stimulované inzulinové sekrece prostfednictvim aktivace
sirtuinu-1 (Sirt-1), coz je NAD-dependentni deacetylaza. Mysi s ¢asteCnym deficitem
Nampt (Nampt™) se vyznaovaly porusenou glukézovou toleranci v diisledku
nedostate¢né sekrece inzulinu, pfiCemz tento stav se upravil po poddni NMN [252].
Intenzita Nampt indukované syntézy NAD kles4 s v€kem, coz ma za nasledek snizeni
aktivity Sirt-1 a muze prispivat k redukci funkce B-bunc¢k spojeného se starnutim
organizmu [251].

Dalsi vysledky poukazuji na to, ze visfatin nezavisle na své enzymatické aktivité muize
pusobit i jako prozanétlivy cytokin podilejici se na regulaci imunitni odpovédi a hrajici
roli v patogeneze ruznych slozek metabolického syndromu jako jsou ateroskleréza a

kardiovaskularni nemoci [249].
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3.6.2 Prozanétlivé adipocytokiny

3.6.2.1 Tumor nekrotizujici factor o (Tumor necrosis factor a — TNF-a)
Cirkulujici hladiny TNF-a jsou zvySeny u obéznich jedinci a klesaji po redukci
hmotnosti [254]. Exprese TNF-a je zarovenn zvySena v tukové tkani obéznich jedinch
[255]. TNF-a je vice exprimovan ve visceralnim nez podkoznim tuku a to hlavné
buitkami stromalni vaskularni frakce, predev§im makrofagy [255, 256]. VétSina G€inka
TNF-a v tukové tkani je zprostfedkovana podtypem 1 receptoru pro TNF-a (TNFRI -
TNF-a receptor 1 subtype) s naslednou aktivaci riznych signalnich drah [257]. Dvé
z téchto drah ptimo spojuji zanétlivy stav s obezitou a inzulinovou rezistenci, a to draha
NF-kB a drdha c-Jun N-termindlni kindzy (JNK). Tyto drahy jsou aktivovany podobnymi
stimuly vcetné ruznych cytokind, jejichz tvorba je zaroven uvedenymi drahami dale
regulovana [258].

V prvni studii z roku 1993, ktera prokazala zvyseni hladin TNF-a u obéznich potkand, se
navic zjistilo, ze jeho neutralizace vede k signifikantnimu nardstu inzulinem-
stimulovaného vychytavani glukézy, coz poukazalo na vyznamnou roli TNF-a
v patogeneze inzulinové rezistence a diabetes mellitus 2. typu spojenych s obezitou [259].
Molekularni mechanizmy odpovédné za tento efekt zahrnuji fosforylaci IRS-1 (insulin
receptor substrate 1 — substrat 1 inzulinového receptoru) na serinovych zbytcich
zprostfedkovanou JNK, coz zabranuje standardni fosforylaci na tyrozinovych fetézcich
nutnou pro dalsi pfenos inzulinové signalizace z IRS-1 [258, 260]. I kdyZ u pokusnych
zvitat je uloha TNF-a jako pojitka mezi subklinickym zénétem a inzulinovou rezistenci
jednoznacné€ potvrzena, existence takového spojeni u lidi je zatim pfedmétem
intenzivnich diskusi. U zdravych jedinc vedla kratkodoba infuze TNF-o k inhibici
inzulinem zprostfedkovaného vychytdvani glukézy [261]. AvSak nékolik studii
zabyvajicich se vlivem neutralizace TNF-o na inzulinovou rezistenci in vivo piineslo
negativni vysledky, co mohlo byt ¢aste¢né dusledkem jejich malé statistické sily [262-
265]. Na druhou stranu pouziti anti-TNF-a 1€kt u pacientl s chronickymi zanétlivymi
onemocnénimi jako napf. revmatoidni artritida nebo ankylozujici spondylitida bylo

spojeno se zlepSenim parametrd inzulinové rezistence [266-269].
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Nadprodukce TNF-o muze také predstavovat mechanizmus, jehoz ukolem je branit
nadmérnému ukladani tuku v organizmu. Tim, Ze zvySuji lipolyzu a inzulinovou
rezistenci, brani diferenciaci preadipocyti a podporuji apoptdézu adipocytli, mohou
zvySené hladiny TNF-a omezovat dal§i hmotnostni ptirGstky, avSak za cenu zhorSeni
inzulinové senzitivity a aktivace zanétlivych reakei [270].

Plazmatické koncentrace TNF-o pozitivné korelovaly se stupném rozvoje vcéasné
aterosklerdzy u zdravé muzské populace stfedniho véku [271] a naopak vyfazeni genu
pro TNF-a vedlo u laboratornich mysi s deficitem ApoE ke zmirnéni vzniku
aterosklerotickych zmén [272]. Proaterogenni role TNF-a pravdépodobné souvisi se
zvySenim exprese adhezivnich molekul (ICAM-1 — intracellular adhesion molecule 1 a
VCAM - vascular cell adhesion molekule 1) a chemokinu MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1) na cévni sténé a s indukci exprese scavengerovych receptorii
skupiny A a zvySenym vychytavanim oxidovanych LDL ¢astic v makrofazich [272].
Kromé zvysené tvorby prozanétlivych cytokini [255, 273] vede TNF-a i ke sniZeni
lidskych omentélnich adipocytli v mediu obsahujicimu vytézek ze stroma-vaskularni
frakce tukové tkané v nich vedla k nadmérné produkei prozéanétlivych adipocytokini.
Neutralizace TNF-a v mediu méla za nasledek ztratu tohoto efektu, coz poukazuje na
stézejni roli TNF-a pfi vzniku prozanétlivého fenotypu v adipocytech obéznich jedincii

[255].

3.6.2.2 Interleukin 6 (IL-6)

[I-6 je cytokin produkovanych v mnoha buiikkdch a tkanich, jako jsou fibroblasty,
endotelidlni bunky, monocyty, adipocyty aj. [275]. Tukova tkan pfispiva k systémovym
koncentracim IL-6 z 15-35% [276]. U obezity dochézi ke zvySeni jak sérovych hladin IL-
6, tak jeho tvorby v tukové tkani [275]. In vitro uvoliluje visceralni tukova tkan 2-3-krat
vice IL-6 nez tkan subkutdnni, pficemz jeho hlavnim zdrojem jsou builky stroma-
vaskularni frakce [277].

Podobné jako TNF-a se i IL-6 podili na vzniku inzulinové rezistence a prozanétlivého

stavu. Receptor pro IL-6 patii do kategorie I cytokinovych receptorta, které
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k intracelularnimu pfenosu signalu vyuzivaji Janus kindzy (JAK) [275]. U mysi
krmenych vysokotukovou dietou vedla zvysena produkce IL-6 tukovou tkani ke vzniku
inzulinové rezistence v jatrech [260]. Tento mechanizmus muze byt alespon z casti
zprostfedkovan zvySenou expresi proteinu SOCS-3 (supresor cytokinové signalizace 3 —
supressor of cytokine signalling 3), ktery svou vazbou na inzulinovy receptor inhibuje
jeho funkci a taktéz vyvolava proteozomalni degradaci IRS-1 [260]. Dalsi prace
prokézaly, ze sérové hladiny IL-6, na rozdil do TNF-a, leptinu nebo MCP-1, dosahovaly
v portalni Zile asi o 50% vétsi koncentrace neZ v a. radialis a zaroven piimo korelovaly
s hodnotami CRP [150]. Uvedené tdaje svéd¢i o vyznamu visceralni tukové tkané pro
produkci IL-6 a zaroven vytvareji spojeni mezi viscerdlnim tukem, inzulinovou
rezistenci, zdnétem a jaterni produkci reaktantli akutni faze [150]. Na druhou stranu
vysledky fady studii provedenych na zvifecich modelech i lidech prokézaly, ze akutni
infuze IL-6 zvySuje inzulinovou senzitivitu v kosternich svalech [278]. Pfi cviceni, které
je obecné spojeno se zlepSenim inzulinové senzitivity ve svalové tkani, dochazi
k dramatickému nartistu lokalni i syst¢émové hladiny IL-6, coz naznacuje, Ze v kosternim
svalstvu miize IL-6 vykazovat protizanétlivé u€inky. Tyto protichlidné Gc¢inky IL-6 by se
alespon castecn¢ daly vysvétlit tim, ze chronické zvySeni IL-6 na rozdil od jeho akutniho
vzrastu nemd prakticky zadny vliv na svalovou tkan, ale zaroven pfispiva ke vzniku

inzulinové rezistence v jatrech a tukové tkani [275].

3.7 Vznik zanétu v tukové tkani

Jak jiz bylo uvedeno dfive, za hlavni mechanizmus vzniku zénétlivych zmén v tukové
tkani obéznich je v soucasnosti povazovana jeji infiltrace makrofagy (oznacovanymi jako
ATM - adipose tissue macrophages). Prvni ditkazy o propojeni obezity a zvySeného
poctu makrofagi v tukové tkani se objevily v roce 2003 [7, 279]. Od té doby bylo vztah
mezi poctem ATM a adipozitou zkouman u ftady zvifecich modeli obezity
charakterizovanych zvySenou expresi prozanétlivych gentt (TNF-o, IL-6 aj.)
v makrofazich. Cetné studie také potvrdily zvySenou akumulaci makrofagd v tukové
tkani 1 u obéznich lidi [280-282], obzvlasté ve viscerdlnim depu (hlavné omentalnim),

pfiCemz tento jev se jeSt¢ zvyraziioval pii abdomindlnim typu obezity [283-286].
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Infiltrace tuku makrofagy u lidi korelovala pozitivné s BMI i velikosti adipocytii [279] a
chirurgicky navozena redukce hmotnosti vedla ke snizeni obsahu ATM [287]. MnoZzstvi
makrofagii navic pozitivné korelovalo s expresi TNF-a, iNOS (inducibilni syntdza oxidu
dusnatého — inducible nitric oxid synthase), Ikf kinazy (IKKB) nebo monocyty
atrahujiciho faktoru 1 (MCP-1) ve stroma-vaskularni frakci tukové tkané, tedy s faktory
asociovanymi se vznikem inzulinové rezistence [111, 288-290]. Zaroven byl prokazan i
piimy vztah mezi makrofagy tukové tkané a metabolickymi, vaskularnimi a jinymi
poruchami spojenymi s obezitou, jako je endotelova dysfunkce [280] nebo nealkoholicka

steatohepatitida [285].

3.8 Makrofagy a tukova tkan

Uz prvni studie v roce 2003 prokazaly, ze makrofagy v obézni tukové tkani pochézeji
ptevdzné ze zdrojii mimo samotnou tkan, obzvlasté zkostni diené¢ [279]. Pri
transplantacnich studiich, kde byla zvifatim s makrofigovym antigenem CD45.2
implantovana kostni dienn s antigenem CD45.1, bylo zjisténo, ze kolem 85% tukovych
makrofagli pochazi ztéto transplantované tkdné a jen 15% pochédzi z organizmu
podstupujiciho transplantaci [279]. I pfesto se zd4, ze mald ¢ast ATM mulze vznikat i
konverzi z preadipocyti z vlastni tukové tkané. Nejméné 2 studie prokazaly, ze
aktivované preadipocyty se nékterymi funkénimi a antigennimi charakteristikami
podobaji makrofagim [7, 162]. Déle se ukézalo, ze preadipocyty po vstiiknuti do
peritonedlni dutiny mysi ziskdvaji signifikantni fagocytarni aktivitu a k podobné proméné
dochazi i in vitro po vytvofeni mezibunéénych kontaktdl mezi preadipocyty a
peritonealnimi makrofagy [162]. Preadipocyty navic exprimuji nejméné 5 markert
charakteristickych pro makrofagy: F4/80, Mac-1, CD80, CD86 a CDA45. Tyto
preadipocyty s charakteristikami podobnymi makrofagiim by proto mohly piedstavovat
jedny z prvnich bunéénych iniciator zdnctu v tukové tkani, prestoze uvedena hypotéza
vyzaduje jednoznaéné potvrzeni dal§imi experimentalnimi i in vivo studiemi.

Samotny proces vstupu makrofagii do tukové tkdn€é neni zatim plné pochopen.
Ptedpoklddané mechanismy a stimuly zahrnuji celou fadu moZznosti, véetné hypertrofie a

apoptézy adipocytl, tkanové hypoxie, zvySené sekrece vybranych adipokini a

50



chemokint, aktivace specifickych receptorti prostiednictvim volnych mastnych kyselin,
stres endoplazmatického retikula a pusobeni dalSich imunokompetentnich bunék

(Obrdzek 4).

Obrazek 4: Mechanizmy podilejici se na infliltraci makrofagi do tukové tkané (CCR - CC
chemokinovy receptor, CXCR — CXC chemokinovy receptor, ER stress — stres endoplazmatického retikula,
ICAM - intracelularni adhezivni molekula, LPS — lipopolysacharid, Mo — monocyt, NFkB — nuklearni
faktor kB, TLR — toll-like receptor, VCAM — vaskularni celularni adhezivni molekula, VMK — volné
mastné kyseliny). Upraveno podle Maury et Brichard, 2010.
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Cely proces infiltrace makrofagi je mozné schematicky rozdélit do 3 zakladnich fazi

[291]:

1. Iniciace vstupu makrofagii do tukové tkané, kde hlavni roli hraji adipocyty a
pravdépodobné i preadipocyty a nékteré dalsi imunokompetentni bunky (lymfocyty,
neutrofily)

2. Propagace vstupu makrofagil, ktera je jiz z vétsi casti podminéna pfimo makrofagy a

jejich produkty, hlavné chemokiny
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3. Remodelace tukové tkané jako duasledek infiltrace makrofagy a dalSich zmén
souvisejicich s expanzi obézni tukové tkan¢ (odumirani adipocytl, zmény ve
vaskularizaci aj.)

Vsechny zminované procesy vSak s nejvetsi pravdépodobnosti probihaji témét soucasné a

navzajem se prolinaji, proto v praxi neni mozné jednotlivé faze od sebe jednoznacné

odlisit. Uvedené déleni slouzi proto hlavné k lepSimu pochopeni souvislosti mezi
jednotlivymi mechanizmy podilejicimi se na vzniku a rozvoji zanétlivé reakce v tukové

tkani obéznich jedincii.

3.8.1 Iniciace infiltrace tukové tkiné makrofagy

3.8.1.1 Hypertrofie a odumirani adipocyti

Na expanzi tukové tkané se podili jak adipocytarni hyperplazie tak hypertrofie, i kdyz u
dospélych jedinct ptevazuje zvétSovani tukovych bunék [131]. Dtsledkem adipocytarni
hypertrofie je dysregulace produkce adipokind, odumirani tukovych bunék a lokalni
tkanova hypoxie, coz jsou vSechno faktory, které mohou vést ke zvySenému vstupu
cirkulujicich monocytli z periferni krve ¢i sniZeni migrace a zaroven dalsi proliferaci
tkanovych makrofagli [292-295]. Neddvné vyzkumy naznaCily, Ze pravé zmeénéna
produkce adipokinii v hypertrofovanych adipocytech mtze byt hlavnim spoustéc¢em
imunitnich reakei v tukové tkani a Ze infiltrace makrofagy probihéd az sekundarné [296].
Rozdéleni tukové tkané ziskané z obéznich mysi na adipocytarni a stroma-vaskularni
frakci ukazalo, ze faktory ptitahujici makrofagy byly exprimovéany v adipocytech. Dalsi
experimenty zaroveil prokazaly, ze zvétSeni tukové tkan€ u téchto jedincli a zvySeni
exprese chemoatrahujicich faktord ¢asové predchazely infiltraci tukové tkané makrofagy
[296].

Adipocytarni hypertrofie je dale spojena s poruchami v intraceluldrni signalizaci.
V pribéhu diferenciace a hypertrofie adipocytarnich bunéénych kultur doslo k narastu
konstitutivni aktivity NF-xB, coz mlze vést k nadprodukci ur€itych adipokint [161].
Omentalni adipocyty izolované od obéznich jedincl zase nadmérné reaguji na stimulaci
pomoci TNF-a, coz se také mlze podilet na zvySené tvorb¢ adipocytarnich faktord. Tato

hypersenzitivita byla zprostfedkovana hyperaktivaci signalni drahy NF-«xB a byla vyrazné

52



zmirnéna pomoci inhibitort NF-kB [255]. Podobné i in vivo podani salsalatu, coz je také
inhibitor NF-kB, vedlo u mladych obéznich jedinci ke snizeni glykémie, zlepSeni
inzulinové rezistence a zmirnéni prozanétlivého stavu [297]. Dalsi porusenou drahou
mize byt kaskdda JNK [298]. Hypertrofie 3T3-L1 adipocytd in vitro pisobenim
palmitaitu vedla ke =zvySeni oxidacniho stresu snaslednym zvySenim tvorby
chemoatrahujicich latek prostfednictvim JNK a NF-xB drah [299].

Naruast velikosti adipocyti byl u obéznich mys$i 1 lidi spojen sjejich castéjSim
odumirdnim v procesu podobném nekroze [300]. Vice nez 90% vSech makrofagi v bilé
tukové tkani obéznich jedinct je seskupeno kolem velkych mrtvych nebo odumirajicich
adipocytt,, kde tvofi specifické struktury oznacované jako crown-like arrangements

(korunovita uspotadani — Obrazek 5).

Obrdzek 5: Vinik a uspoiadani Kkorunovitych struktur v obézni tukové tkani (ANGPTL2 —
angiopoetinu podobny protein 2, CCL2 — CC chemokin 2, CXCL5 — CXC chemokin 5, IL — interleukin,
NAMPT - nikotinamidfosforibozyltransferaza, RBP4 — retinol vazajici protein 4, SFRP5 — sekrecni protein
5 ptibuzny frizzled proteintim, TNF — tumor nekrotizujici faktor). Upraveno podle Ouchi et al, 2011.
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Piedpoklada se, Ze tato uspotfadani slouzi k odstranéni bunééného detritu a tukovych
kapének uvolnénych zadipocyti [300, 301]. Uvedené struktury se vyskytuji jen u
obéznich subjekti, a to ve stejné mife v podkoznim i ve visceralnim tuku [284]. Podobné
nalezy byly pozorovidny i u neobéznich mysi s kongenitadlnim deficitem hormon-
senzitivni lipazy (HSL™), které predstavuji model adipocytarni hypertrofie bez
zvySen¢ho mnozstvi tukové tkané [300]. Pfesné mechanizmy, kterymi adipocytarni
hypertrofie aktivuje nekrotické nebo apoptotické drahy, nejsou zatim znamy, i kdyz se
zda, ze zahrnuji aktivaci stresovych reakci (zejména zvySeny stres endoplazmatického

retikula) v disledku zvySeného piivodu zivin, hlavné mastnych kyselin a proteinii [302].

3.8.1.2 Stres endoplazmatického retikula

Zvyseny energeticky pifijem je spojovan také srozvojem stresu endoplazmatického
retikula (ER) [303]. Nadmérny pfivod zivin u obezity vyvolavd prostfednictvim
tukové tkani [304]. ER stres aktivuje tzv. unfolded protein response (UPR) kaskadu, ktera
vede k transkripci gend podilejicich se na syntéze, tvorbé prostorové struktury,
modifikaci a degradaci proteinti s cilem snizit tuto stresovou reakci [305]. AvsSak
v ptipad€, Ze delsi dobu nedochazi ke zmirnéni ER stresu, vede UPR az k indukci
bunécné smrti [306]. ER stres aktivuje rdzné transmembranové proteiny vcetné
proteinkindzy/endoribonukledzy IRE1, ktera spousti splicing mRNA pro transkripéni
faktor XBP-1, ktery kontroluje protektivni odpovéd’ UPR na ER stres. IRE1 také aktivuje
signalni drahy IKKB, MAPK p38 a JNK a ustfedni prozanétlivou drahu NF-kB, ¢imz
spousti bunécnou zanétlivou reakci a produkei volnych kyslikovych radikali. Tak vede
ER stres indukovany obezitou k serinové fosforylaci IRS a inhibici inzulinové signalizace
[304]. Uvedeny koncept podporuji tdaje u heterozygotnich XBP-1"" mysi, u kterych je
protektivni mechanizmus aktivovany pii ER stresu ¢astecné nefunkcéni a tyto mysi jsou
pak obzvlasté nachylné ke vzniku inzulinové rezistence [304]. Podavani chemickych
chaperonti snizujicich ER stres vede naopak k obnoveni inzulinové senzitivity u obéznich
mysi [307]. Navic se ukazuje, ze ER stres ma za nasledek snizeni exprese glukdzového

transportéru GLUT4 v adipocytech [308]. Vztah mezi chronicky zvySenym energetickym
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pfijmem, subklinickym zanétem vyvolanym ER stresem a inzulinovou rezistenci byl
potvrzen i v dalSich experimentalnich i klinickych studiich [309-312]. Je proto mozné
konstatovat, ze ER stres aktivaci zanétlivych drah pifimo interferuje s inzulinovou
signalni kaskadou a miize predstavovat jeden z prvnich mechanizmii podilejicich se na

vzniku IR v tukové i jinych tkanich.

3.8.1.3 Lokalni tkanova hypoxie

DalSim vyznamnym faktorem, podilejicim se na iniciaci vstupu makrofagti do tukové
tkan€, se ukazuje byt lokalni tkanova hypoxie, coz bylo prokdzano na nejméné 3 mysich
modelech obezity (DIO — dietou indukovana obezita, KKAy — kombinace KK mysi

s glukézovou intoleranci a Ay obézni mysi, Lep™

— mys$i s kongenitalnim deficitem
leptinu) [313, 314]. Tato hypoxie je omezena pouze na tukovou tkan a neni vysledkem
hypoxie systémové [315, 316], ale vznikd spiSe v dasledku hypoperfuze rychle
expandujici tukové masy [295]. T kdyz hypertrofované adipocyty mohou mit veétsi
rozméry nez je normdlni difuzni vzdalenost kysliku ve tkdnich [313], pfitomnost hypoxie
byla (pomoci znaceni pimonidazolem) zjisténa jak v malych tak i velkych adipocytech
ziskanych z obéznich laboratornich zvifat [316]. Proto se zdd, Ze hlavnim divodem
vzniku mistni hypoxie v obézni tukové tkani bude spiSe nez velikost adipocytl snizeni
krevniho pritoku na jednotku tkané [295, 314, 316-318]. SniZeni rychlosti krevniho toku
bylo nejvyrazngji viditelné v kapildrach obsahujicich adherujici leukocyty a shluky
krevnich desti¢ek, coz poukazuje na vyznamnou roli vystupiiované vzajemné interakce
mezi leukocyty a endotelem v uvedenych procesech. Tyto interakce byly u obéznich mysi
ptitomné ve visceralni, nikoliv v§ak v podkozni tukové tkani [295].

Lokalni hypoxie byla prokazana tukové tkani pacientli s obezitou, pficemz byl sniZzen
jednak parcialni tlak kysliku a jednak krevni pratok [318, 319]. V podkoznim tuku
obéznich jedincti dochazi navic ke zvySené expresi tzv. hypoxii-indukovaného faktoru
1 a (hypoxia-inducible factor-lo. - HIFla), ktery je povazovan za hlavni regulator
kyslikové homeostazy ve tkanich [287]. HIF 1a piisobi jako transkrip¢ni faktor a zvysSuje
expresi fady gent podilejicich se na procesech erytropoezy, angiogenezy a glykolyzy

[320].

55



Kauzalni souvislost mezi tkanovou hypoxii a zménami v produkci adipokinlii byla
potvrzena v in vitro studiich. V riznych modelech adipocytarnich tkanovych kultur doslo
pusobenim hypoxie ke snizeni mRNA exprese adiponektinu a zvySeni exprese
prozanétlivych faktorth (TNF-a, IL-1, IL-6, PAI-1, MCP-1, TGF-p) a dalSich genii (HIF-
la, glukézovy transportér 1, VEGF) [315, 316, 321]. Hypoxie indukovala expresi
prozanétlivych geni i v makrofagovych kulturach [315] a u obéznich mysi se makrofagy
vyskytovaly vice v hypoxickych oblastech tukové tkané [322]. U lidi navic makrofagové
markery negativné korelovaly s parcidlnim tlakem kysliku ve tkénich [318]. Molekularni
mechanizmy podilejici se na dysregulaci genové exprese zahrnuji pravdépodobné
aktivaci NF-kB a HIF-la, zvyseni stresu endoplazmatického retikula a poruchy
v posttranskrip¢nich modifikacich proteint [314, 316]. Lokalni hypoxie proto muize byt
jednim z rozhodujicich ¢initell iniciujicich infiltraci makrofagti do tukové tkané obéznich

jedinci.

3.8.14 Lipotoxicita

Obézni jedinci se vyznacuji chronicky zvySenymi plazmatickymi hladinami volnych
mastnych kyselin (VMK) v disledku snizené schopnosti inzulinu inhibovat lipolyzu a
zvyseného ptrivodu lipidi potravou [323]. Toll-like receptory (TLR) ptedstavuji skupinu
receptort specializovanych na rozeznavani antigennich vzort a struktur. Tyto receptory
hraji stéZejni roli vreakcich vrozené imunity tim, Ze v odpovédi na piitomnost
mikrobidlnich patogenii aktivuji prozanétlivé obranné drahy. Nejlépe prozkoumanym
Clenem této receptorové skupiny je TLR-4, ktery ptedstavuje vazebné misto pro
lipopolysacharidy bunécnych stén Gram-negativnich bakterii 1 pro dalsi, nebakteridlni
molekuly, jako napf. nasycené mastné kyseliny. Aktivace TLR-4 vede k indukci
intracelularnich zanétlivych drah souvisejicich také se vznikem inzulinové rezistence,
jako jsou drahy pro JNK nebo NF-kB [167]. Pfedpoklada se proto, ze TLR-4 muze
ptedstavovat dalSi vyznamné pojitko mezi zvySenym mnozstvim lipidii, subklinickym
zanétem a inzulinovou rezistenci [324]. Mysi s knockoutem genu pro TLR-4 jsou
chranény pted vznikem lipidy-indukovanych zanétlivych zmén, inzulinové rezistence a

obezity [324-326]. Davis a kol. zjistili, ze tukova tkan 10ScN mysi, u kterych chybi TLR-
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4 receptor, vykazovala po podani diety bohaté na nasycené VMK niz§i obsah makrofagii
a mensi Uroven zanétu nez tomu bylo u kontrolnich zvitat [327]. Podobné zmény byly
prokdzany i u zvitat, kterym TLR-4 chybél v kostni dfeni, coz naznacuje, ze intaktni
signalizace ptes TLR-4 na hematopoetickych bunkdch ptedstavuje dilezity predpoklad
vzniku inzulinové rezistence u obezity [328]. To potvrzuje i fakt, ze jejich deficit je
spojen se snizenou mirou infiltrace tukové tkdn¢ makrofagy [329]. U obéznich mysi byla
naopak exprese TLR-4 v tukové tkani signifikantné zvySena [324]. Exprese funkcniho
TLR-4 byla potvrzena i v lidské tukové tkani [281, 330].

Nasycené mastné kyseliny vyvolavaji zanétlivé zmény ptes TLR-4 receptory v obou
zakladnich celularnich frakcich tukové tkané. V primarnich adipocytech indukuji
produkci prozanétlivych adipokinti [324, 331] a zaroven aktivuji 1 makrofagy, obzvlaste
podtyp CD11c", ¢imz dile zvysuji jejich zanétlivou aktivitu [290, 324, 332]. Recentni
prace Hana a kol. ukédzala, ze VMK zvysuji prostfednictvim TLR-4 i expresi faktori
atrahujicich monocyty, jako je MCP-1 [333]. VMK také predstavuji zakladni stavebni
kamen pro glykosfingolipidy a snizeny obsah glykosfingolipidi v adipocytech byl spojen
s jejich mensimi rozméry a snizenou destrukci, coz vede ke zlepSeni jejich inzulinové
senzitivity a snizeni obsahu makrofagl v tukové tkani [334].

Predpoklada se, ze TLR-4 mohou hrat vyznamnou roli ve vzniku bludného kruhu
vzajemného parakrinniho ovliviiovani mezi adipocyty a makrofagy zahrnujictho VMK a
TNF-a a vedouciho k progresi zanétlivych zmén v tukové tkani (Obrazek 6) [332, 335].
Hypertrofované adipocyty ve zvySené mife uvoliluji nasycen¢ VMK, které
prostiednictvim TLR-4 aktivuji makrofagy. Ty nasledné¢ zacnou nadmérné produkovat
TNF-a, ktery pies receptor TNFR1 zpétné plsobi na adipocyty, kde aktivuje drahu NF-
kB vedouci ke zvySeni produkce prozanétlivych faktor a dalsimu narastu sekrece VMK
[332]. Jak jiz bylo uvedeno dfive, ptedstavuje TNF-o produkovany builkkami stroma-
vaskuldrni frakce izolované z omentalniho tuku jeden z hlavnich faktord zptsobujicich
dysregulaci produkce adipokind v adipocytech [255]. U obéznich jedincti by navic toto
parakrinni piisobeni mohlo byt potencovano vyse zminiovanou hyperreaktivitou adipocyti
na pisobeni TNF-a s naslednou nadmérnou aktivaci drahy NF-kB [255]. VMK mohou
prostiednictvim TLR-4 alespoii ¢aste¢né pusobit i pfimo autokrinné na adipocyty a

podporovat tim nadprodukci zanétlivych mediatorti [296]. Tento autokrinni mechanismus
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byl navrzen jako jeden z moznych spoustéct lokalniho zanétu v tukové tkéni, 1 kdyz

definitivni potvrzeni jeho vyznamu v iniciaci prozanélivé kaskady stale chybi [167].

Obrdzek 6: Vzajemna interakce mezi adipocytem a makrofagem prostiednictvim volnych mastnych
kyselin, toll-like receptoru a dalSich prozanétlivych piisobki (CCR — CC chemokinovy receptor, CXCR
— CXC chemokinovy receptor, MCP-1 — monocyty chemoatrahujici faktor 1, NFkB — nuklearni faktor kB,
TLR4 — toll-like receptor 4, TNF-o. — tumor nekrotizujici faktor o, TNFR1 — receptor 1 pro tumor
nekrotizujici faktor, VMK — volné mastné kyseliny). Upraveno podle Maury et Brichard, 2010.
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3.8.1.5 Metabolicka endotoxemie

Stievni mikroflora predstavuje dulezity faktor ovliviujici ziskdvani zivin a energie
z piijjaté potravy a jejich ukladani v organizmu. Ukazuje se napiiklad, Ze na rozdil od
standardnich  laboratornich myS$i, majicich ve svych stfevech symbiotické
mikroorganizmy, jsou zvifata bez této mikroflory chranéna pied vznikem dietou
indukované obezity [336]. Kolonizace S§tihlych mysi mikroflérou z geneticky obéznich
zvitat vedla ke zvySeni jejich hmotnosti, zatimco nekolonizovani kontrolni jedinci

nepfiibirali ani na obezitogenni dieté [337].
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Metabolicka endotoxemie (tj. pfitomnost lipopolysacharidii bunécné stény Gram-
negativnich bunék) by pres aktivaci TLR-4 receptori mohla byt dal§im dilezitym
mechanizmem pojicim obezitu, subklinicky zanét a inzulinovou rezistenci [338, 339].
Lipopolysacharidy (LPS) se ve stfevé kontinudlné uvoliluji pfi odumirani Gram-
negativnich bakterii a nésledné jsou absorbovany stfevnimi kapildrami a dale
transportovany jako souc¢ast chylomikrond, pfi¢emz intenzita tohoto typu transportu roste
se zvySujicim se piijmem tuki v potravé. Bylo prokazano, ze vysokotukova dieta u mysi
zvySuje obsah Gram-negativnich bakterii ve stfevé a také vede ke zvySeni koncentraci
plazmatického LPS. Exogenni piivod LPS ve form¢ infuze nebo injekce mél za nésledek
zvysSeni celkové telesné hmotnosti i mnozstvi télesného tuku, rozvoj inzulinové rezistence
a zvysSeni exprese prozanétlivych adipokint v tukové tkani pokusnych zvifat [338, 339].
Podéavani antibiotik zase vedlo ke snizeni tirovné metabolické endotoxemie a k poklesu
pfidruzenych metabolickych a prozanétlivych abnormalit [340]. Obdobné vysledky byly
zaznamenany i u lidi: u zdravych muzi korelovaly plazmatické hladiny LPS pozitivné
s energetickym piijmem [341] a hladina endotoxemie byla prokazatelné vySsi u pacienti
s diabetes mellitus 2. typu nez u kontrolnich subjektt [342]. V jiné studii bylo podavani
potravy s vysokym obsahem tuku spojeno se vznikem mirné systémové endotoxemie
[343]. Bylo déale prokazéno, ze endotoxemie ma modula¢ni ucinky na produkci
prozanétlivych adipokini a chemotaktickych faktord, jako jsou leptin a MCP-1 a zZe
zvysuje lokalni hypoxii v tukové tkani [339, 344]. Uvedené udaje naznacuji, Ze stfevni
mikroflora pravdépodobné plni dilezitou tlohu v indukei chronickych zanétlivych zmén

spojenych s metabolickymi dysregulacemi.

3.8.1.6 Adipocytokiny a dalSi prozanétlivé faktory

Jak jiz bylo podrobnéji uvedeno vyse, je adipocytarni hypertrofie spojena se zménami
v produkci adipokinti, pficemz tyto zmény hraji jednu z rozhodujicich roli pfi infiltraci
tukové tkané makrofagy. Z klasickych adipokini se jako nejvyznamnéjsi jevi leptin.
Leptin mize spoustét vstup makrofagti do tukové tkané€ piisobenim na endotelialni buniky,
kde aktivaci drah oxida¢niho stresu, NF-kB a ap-1 (activator protein 1 — aktivatorovy

protein 1) vede ke zvySené expresi chemokint a adhezivnich molekul [111, 345]. In vitro
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navic leptin vykazuje pfimé chemoatraktivni uc¢inky na monocyty a makrofagy [346].

Mysi s chybgjici tvorbou (Lep®®® dbldo

) nebo nedostate¢nym ucinkem (Lep™ ™) leptinu mély
sice vyssi infiltraci tukové tkdn€ makrofagy nez kontrolni zvitata, ale mira infiltrace byla
niZ8i nez by se vzhledem k jejich télesné hmotnosti o¢ekavalo [7].

Adiponektin jako nejvyznamnéjsi antiobeziticky adipokin na rozdil od leptinu redukuje
expresi adhezivnich molekul na endotelu a zaroven inhibuje expresi prozanétlivych
faktori v monocytech a makrofazich [347]. Obézni ob/ob leptin-deficitni mysi
s transgenné zvysenou expresi adiponektinu jsou i pfes vyrazné zvyseni mnozstvi tukové
tkan¢ chranény ptred vznikem inzulinové rezistence [348]. Adipocyty z tukové tkané
téchto mysi mély mensi rozméry nez u kontrolnich netransgennich ob/ob zvitat, pticemz
infiltrace makrofagy a Uroven zanétlivé reakce byly také vyrazné snizené. Zatim vSak
neni jasné, jestli uvedené nalezy byly disledkem piimého ucinku adiponektinu na
endotelidlni buiiky nebo makrofagy/monocyty, nebo byly podminény celkovym
zlepSenim metabolického stavu organizmu.

Komplementovy systém, tvofici jednu ze zdkladnych slozek imunitnich reakci, se
vyskytuje v témét nezménéné podobé u Sirokého spektra zivociSnych druhti. Nekteré
slozky komplementu jako C3, faktor B a adipsin byly prokazany i v tukové tkani. U
laboratornich mysi, u kterych chybél receptor pro C3a, doslo k vyraznému poklesu
infiltrace tukové tkané makrofagy a tato zvifata byla zaroven rezistentni ke vzniku
dietou-indukované obezity, inzulinové rezistence a jaterni steatézy [349]. Uvedené

nalezy poukazuji na potencidlni Ulohu komplementového systému pii akumulaci

makrofagl v tukové tkéni.

3.8.1.7 Aktivace endotelu

Infiltrace imunokompetentnich bun¢k do tkani vyzaduje jejich adhezi na buniky endotelu
kapilar s naslednou extravazaci do okolnich tkanovych struktur. Uvedeny proces
vyzaduje pfitomnost adhezivnich molekul zprostiedkovavajicich spojeni mezi
hematopoetickymi a endotelidlnimi buiikami [350]. Cirkulujici hladiny solubilnich forem
hlavnich cytoadhezivnich molekul, jako jsou ICAM-1 (intracelularni adhezni molekula

1), VCAM-1 (vaskularni celularni adhezni molekula 1) a E-selektin (selektivni pro
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endotelidlni buiiky) jsou zvySeny u obezity a klesaji s redukci hmotnosti [351-353]. U
mys$i vedla vysokotukova dieta ke zvyseni exprese ICAM-1 jiz v pribéhu 3 tydnt a po 6
mesicich korelovala jeji solubilni frakce pozitivné s t€lesnou hmotnosti a procentem tuku
[354]. Endotelidlni buiiky mohou byt aktivovany produkty makrofag i adipokint.
Inkubace lidskych endotelidlnich buné¢k pochézejicich ztukové tkadné¢ v médiu
obohaceném o vytézek ze zralych adipocytti vedla ke vzrlstu tvorby endotelialnich
adhezivnich molekul a zvySeni diapedezy krevnich monocytt [111]. Podavani protilatky
proti ICAM-1 obéznim mySim naopak mélo za ndasledek supresi adheze leukocyti
k endotelialni sténé, zlepSeni funkce endotelu a zvySeni krevniho pritoku v epididymalni
tukové tkani [295]. Jind studie sice ukazala, ze u zvifat s deficienci ICAM-1 nebyla
infiltrace makrofagti do tukové tkdn¢ zdsadn€ narusena (coZ mohlo byt podminéno
efektem dalSich adhezivnich faktord) [355], celkové se vSak aktivace endotelu pomoci
cytoadhezivnich molekul jevi jako jedna ze st€Zejnich podminek vzniku zanétlivé reakce

v tukové tkani.

3.8.2 Propagace naboru makrofagi do tukové tkané

Zatimco vySe uvedené procesy predstavuji hlavni kandidatni mechanizmy podilejici se na
iniciaci vstupu makrofagii do tukové tkané, za dalSi prohlubovani téchto reakci se zdaji
byt odpovédné jiz samotné tkanové makrofagy. U laboratornich mysi se ukazalo, Ze
mnozstvi rezidennich makrofagl koreluje s celkovym obsahem tuku jen do urcitého
rozmezi. Po jeho pifekroceni dochdzi rychle az k 4-nasobnému vzristu exprese
makrofagového markeru F4/80, ktery jiz dale nekoreluje s mnozstvim télesného tuku. To
naznacuje moznost, Ze k dalSimu pokraCovani vstupu makrofaglh pfispivaji vyrazné i
faktory ptimo nesouvisejici s poc¢tem a velikosti adipocytii [356]. Jako nejzajimavéjsi se
v téchto souvislostech jevi rizné chemokiny a dal§i latky s chemoatrahujicimi

vlastnostmi, produkované makrofagy 1 jinymi bunikami tukové tkan¢.

3.8.2.1 Chemokiny a chemokinové receptory

Chemokiny (chemotaktické cytokiny) jsou malé, cca 8-10 kDa proteiny

s chemoatraktivni schopnosti ve vztahu k riznym pfevazné imunokompetentnim buitkdm
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véetné¢ monocytd, lymfocytd nebo neutro-, eozino- a bazofili. Podileji se vSak i na
dalsich homeostatickych procesech jako je angiogeneza nebo mezibunécna komunikace
[357]. Jejich primarni struktura typicky obsahuje (vétSinou) 4 cysteinové zbytky ve
fylogeneticky vysoce konzervovanych lokalizacich, které jsou vzdjemnou vazbou pomoci
disulfidickych mustki (mezi Cysl-Cys3 a Cys2-Cys4) odpovédné za vznik terciarni
struktury jednotlivych proteind (Obrazek 7).

Obrazek 7: Tridimenzionalni struktura molekuly chemokinu. Upraveno podle Kohidai L, 2006
(en.wikipedia.org).
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Prvni 2 cysteinové zbytky se nachézeji blizko N-terminalniho konce, tfeti lezi ve stfedu
molekuly a ¢tvrty nedaleko C-konce. Na prvni 2 zbytky navazuje tzv. N-smycka slozena
z 10 aminokyselin, po které nasleduje jednozavitnicova helix (tzv. 3o helix), ti1 -
skladan¢ listy a N-termindlni o-helix. Tyto struktury jsou propojeny smyckami
oznacovanymi jako 30s, 40s a 50s smycky, pfiCemz tieti a ¢tvrty cysteinovy zbytek jsou
lokalizovany ve 30s a 50s smycce (Obrdzek 7) [358-360].

Zatim bylo identifikovano pies 50 rtiznych chemokinti, délicich se podle vzajemného
postaveni prvnich 2 cysteinovych zbytka do 4 tfid (Obrazek 8) [361, 362]:

e (CXC chemokiny (a-chemokiny, CXCL —ligandy obsahujici CXC motiv) — dva N-

termindlni cysteinové zbytky jsou oddélené jednou dalsi aminokyselinou
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e CC chemokiny (B-chemokiny, CCL -ligandy obsahujici CC motiv) — oba N-
termindlni cysteiny spolu ptimo sousedi

e C chemokiny (y-chemokiny, XCL —ligandy obsahujici XC motiv) — obsahuji jenom 2
cysteinové zbytky — jeden na N-konci a druhy dale v pribéhu fetézce

e CX;3C chemokiny (6-chemokiny, CX3CL — ligandy obsahujici CX3C motiv) — mezi
obéma cysteiny se nachdzi 3 dalsi aminokyselinové zbytky

Obrazek 8: Struktura jednotlivych chemokinovych tfid. Upraveno podle Kohidai L, 2006
(en.wikipeida.org).
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Oznacovani chemokin je navic zna¢né komplikovéano existenci dalSich nesystémovych
nazvl, odvozenych vétSinou z hlavni nebo prvni objevené funkce jednotlivych proteind.
CC chemokiny tvofi s dosud identifikovanymi 27 ¢leny nejpocetnéjsi chemokinovou
rodinu. VétsSina CC chemokinl obsahuje 4 cysteinové zbytky, u nékterych z nich (CCL1,
CCL15, CCL21, CCL23, CCL28) se vsak nachazi zbytkti 6 [363]. Hlavni tlohou CC
chemokini je chemotaxe monocytli do mist chronického zanétu, ale plisobi i na
dendritické buiiky, bazofily a T-lymfocyty. Uginek CC chemokini je zprostiedkovano
jejich receptory (CCR), kterych existuje 10 typti (CCR1-10) [361].

CXC skupina je u savcl tvofena minimalné 17 chemokiny, které se podle pfitomnosti

trojice glutamat-leucin-arginin (ELR) tésné predchazejicimu prvni cystein déli na ELR" a
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ELR ™ podskupinu. ELR" CXC chemokiny, jejichz typickym pfedstavitelem je IL-8
(CXCL-8) pusobi hlavné¢ na neutrofily, u kterych indukuji chemotaxi, degranulaci a
oxida¢ni vzplanuti [361, 364]. ELR™ chemokiny, jako napt. CXCL13 vykazuji
chemotaktické ucinky spiSe na lymfocyty. Obé skupiny navic maji vyznam v procesech
angiogeneze [365, 366]. CXC chemokiny se na cilovych strukturach vazi na receptory
oznacované jako CXCR, kterych bylo zatim popsano 7 (CXCR1-7) [361, 367].

Skupina C chemokind, charakterizovana jenom dvéma cysteinovymi zbytky v primarni
struktufe, je tvofena 2 zastupci — XCL-1 a XCL-2, ktefi se ptes svlij receptor (XCR1)
podileji na chemoatrakci T lymfocytd do thymu [368, 369].

Zatim jedinym identifikovanym zastupcem CX3;C chemokind je CX;CL1 (oznaCovany i
jako fraktalkin nebo u mysi neurotaktin) [370, 371], ktery ve své struktufe obsahuje
mucindézni proteinovy fetézec umoziujici jeho pfichyceni na povrch endotelidlnich
bun¢k, takze muize slouzit i jako adhezivni molekula pro leukocyty [372, 373]. TNF-a
konvertujici enzym muze odstipnout CX3CL1 z této vazby, ¢imz z n¢j vznikne solubilni
chemoatraktant pro monocyty a T-lymfocyty [374, 375]. Jeho receptor se oznacuje jako
CX;CR1 [376].

Chemokinové receptory se skladaji ze 7 transmembranovych helikdlnich domén

spojenych s G proteiny aktivujicimi fosfolipazu C (Obrazek 9).

Obrazek 9: Schematickd struktura chemokinového receptoru. Upraveno podle Cirovic D, 2011
(en.wikipedia.org).
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Jejich primarni struktura je tvofena pfiblizné¢ 350 aminokyselinami. Transmenbranové
domény jsou navzijem propojeny 3 intracelularnimi a 3 extraceluldrnimi hydrofilnimi
mustky. C-termindlni sekvence umisténd také intracelularné obsahuje serinové a
treoninové zbytky dulezité pro regulaci receptoru a je mistem vazby G proteinu na
receptor. Extracelularni N-konec zase zahrnuje i specifické vazebni misto pro konkrétni
protein [377]. Vazba chemokinu na receptor spousti signalizaéni drahy, které
prostiednictvim polymerizace a St€peni aktinu vedou ke tvorbé lamelipodii a naslednému
pohybu bunék [378]. V soucasné dobé¢ je zndmo 19 chemokinovych receptori — 10 pro
CC chemokiny (CCR), 7 pro CXC chemokiny (CXCR) a po jednom pro C a CX;C
chemokiny (XCR a CX;3CR) [361, 367].

3.8.2.2 Vyznam chemokint u obezity a asociovanych metabolickych poruch

Schopnost indukovat chemotaxi imunokompetentnich bunék ¢ini z chemokinll jeden

vvvvvv

monocytl, lymfocyti a dalSich bunécnych elementi do tukové tkané€, coz potvrzuji i
vysledky recentnich klinickych i1 experimentalnich studii. Tyka se to predevSim CC a

CXC chemokint ptsobicich pfevazné na mononuklearni hematopoetické buniky. Prehled

vvvvvv

mellitus 2. typu je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: NejdiileZitéjsi chemokiny a jejich vztah k obezité a diabetes mellitus 2. typu

Alternativni Klinicka asociace
Chemokin Receptor In vitro udaje
ndzev s obezitou a DM?2
Zvyseny u Spojeny s IR u mySich
CCL-2 MCP-1 CCR2 obezity a modeld, adipocytt a bunék
DM 282 379-384] kosterniho svalstval®>*>3*!
Regulovan
CCL-3 MIP-1a CCR1 . . 512387
adiponektinem(*'* "]
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Alternativni Klinicka asociace
Chemokin Receptor In vitro udaje
ndzev s obezitou a DM2
Regulovan adiponektinem,
CCRl, '
CCL-4 MIP-1p3 indukuje IR v buiikéch
CCRS 212,386
kosternich svali*'> 3!
Asociovany .
Zvyseny ve visceralnich
CCL-5 RANTES CCRS5 s vyskytem 390,391
adipocytech!?” 31!
DM2P¥
MCP-3, Zvyseny u
CCL-7 CCR2 o8
MARC obezity!***!
CCR1,
Zvyseny u
CCL-8 MCP-2 CCR2B,
obezity[zgz’ 392]
CCRS5
ZvySeny u
CCR2, Y
obezity, ale bez Zvysena sekrece u
CCL-11 Eotaxin CCR3, ‘ 193 ey
asociace s IR obezity**!
CCRS5 304]
MCP-4, CCR2,
Zvyseny u
CCL-13 NCC-1, CCR3, 103
obezity™"!
CKb10 CCRS5
Gro-o.,
Regulovan
CXCL-1 GROL, CXCR2 ' ' -
adiponektinem*'”
NAP-3, KC
. . Indukuje inzulinovou
Spéji obezitu s _
CXCL-5 ENA-78 CXCR2 [R9S) rezistenci v kosternim
svalstvul®®!
Regulovan adiponektinem,
IL-8, NAP- Zvyseny u
CXCR1, _ indukuje inzulinovou
CXCL-8 1, MDNCEF, obezity a _
CXCR2 rezistenci v kosternim
GCP-1 DM2P8!382]
svalstyul?1% 336!
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Alternativni Klinicka asociace
Chemokin Receptor In vitro udaje
nazev s obezitou a DM?2
Zvyseny u
IP-10, obezity, ale bez Regulovan interferonem
CXCL-10 CXCR3 . 180 197
CRG-2 asociace s IRP* 1971
396]
3.8.2.3 Chemokin CCL-2 (MCP-1) a jeho receptor CCR2

Nejvice  prozkoumanym  chemokinem je ve vztahu kregulaci  vstupu
imunokompetentnich bun€k do tkdni CCL-2 (oznacovany téz jako MCP-1 — monocyty
chemoatrahujici protein 1), jehoz zakladni tlohou je pfitahovani monocytti a T lymfocytl
do tkani poskozenych traumatem nebo infekci [358]. Jeho hlavnim receptorem je receptor
CCR-2. Bylo prokazédno, ze CCL-2 je rovnéz adipokin, jelikoz je secernovan
také adipocyty laboratornich hlodaveti i lidi [212, 380, 387, 398], pficemz hypertrofované
adipocyty jej produkuji ve vétS§im mnozstvi nez buniky Stihlych jedincti [294]. Ukazuje se
také, ze adipocyty neptedstavuji jediny zdroj CCL-2 v tukové tkani [399]. In vitro je
exprese a sekrece CCL-2 v adipocytech stimulovana pisobenim TNF-a, IL-6 ¢i rastovym
hormonem [400]. Pisobenim CCL-2 na 3T3-L1 adipocyty snizZilo vychytavani glukozy
témito bunikami [398], podobné G¢inky CCL-2 byly prokazany i v kosternich svalech a to
jiz pti subfyziologickych koncentracich [386].

Pomoci mySich modelti bylo prokdzéno, ze nadmérnd exprese CCL-2 vyvolava
metabolicky fenotyp podobny obezité, vCetné rozvoje inzulinové rezistence, infiltrace
tukové tkané¢ makrofagy a jaterni steatdzy a to bez jakéhokoliv zvySeni télesné hmotnosti
[385]. Zaroven se ukazalo, ze deficit CCL-2 u mysi s dietou-indukovanou obezitou nebo
inhibice jeho exprese u db/db mysi zlepSila inzulinovou rezistenci a snizila pocet
makrofagli v tukové tkani [385]. Transgenni zvySend exprese CCL-2 v tukové tkani
mySiho modelu endokrinnim plisobenim snizovala inzulinovou senzitivitu v kosternim

svalu [380, 381].

67




U lidi byly prokézany vyrazné vyssi hladiny CCL-2 v souvislosti s obezitou [382-384] i
diabetes mellitus 2. typu [282, 379]. ZvySena exprese CCL-2 byla u obéznich jedincii
popsana v riznych tukovych depech vcetné visceralnich, podkozniho a epikardialniho
[382]. Vysoké hladiny CCL-2 navic zvySuji riziko vzniku diabetu nezévisle na dalSich
klinickych, metabolickych nebo imunologickych rizikovych faktorech [401-403].
Naopak, fyzickd aktivita, redukce hmotnosti po bariatrické operaci a terapie agonistou
PPAR-y pioglitazonem vedly ke sniZzeni plazmatickych hladin CCL-2 [287, 404].
Ukézalo se také, Ze exprese CCL-2 je vysSi ve viscerdlnim neZ v podkoZnim tukovém
depu, uzce souvisi spoctem makrofagh vetkani a klesd napf. po chirurgicky
indukovaném poklesu hmotnosti [405, 406].

Ne vSechny prace vSak potvrzuji predpokladanou ustfedni roli CCL-2 pii vzniku zanétu
v tukové tkani. Ve 2 recentnich studiich nebyl deficit CCL-2 spojen se zlepSenim
inzulinové senzitivity nebo poklesem miry infiltrace tukové tkané makrofagy [407].
Podobné rozporuplné vysledky byly zjistény i u CCR-2, hlavniho receptoru pro CCL-2,
kde knock-out jeho genu nevedl k prevenci rozvoje dietou-indukované obezity u
laboratornich mysi [408]. V jiné praci byl deficit CCR-2 naopak spojen se snizenim poctu
makrofagl v tukové tkéni, zlepSenim inzulinové senzitivity a snizenim prozanétlivého
stavu u experimentalnich zvitat [409, 410]. Farmakologicka inhibice CCR-2 také vedla
ke zlepSeni parametrii glukdézového metabolizmu a poklesu markert zanétu a to i
nezavisle na piritomnosti tukové tkané [282]. U makrofagh tésné¢ po vstupu do tukové
tkan¢ v prubéhu podavani vysokotukové diety byla exprese CCR-2 vyssi nez tomu bylo u
rezidentnich makrofagh [289]. Celkové se proto zatim zd4, Ze nadmérnd exprese CCL-2
v tukové tkani zvySuje infiltraci tkdn¢ makrofagy. Neni vSak Upln¢ jasné, zda deficit
CCL-2 muze naopak mnozstvi makrofagl snizit, coz mtize byt podminéno 1 tim, ze CCR-
2 funguje 1 jako receptor pro dalsi chemokiny ovlivitujici vstup makrofagt do tkéni, jako

jsou CCL-7 a CCL-8 [282, 393].

3.8.24 DalSsi chemokiny

O uloze dalsich monocyty-atrahujicich chemokini je zatim k dispozici méné poznatkd,

ale bylo prokazano, ze hladiny CCL-3 (MIP-1a — makrofagovy inflamacni protein 1 o),
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CCL-5 (RANTES - regulated upon activation, normal T-expresed and secreted) CCL-7
(MCP-3 — monocyty chemoatrahujici protein 3), CCL-8 (MCP-2 — monocyty
chemoatrahujici protein 2), CCL-11 (eotaxin) a CCL-13 (MPC-4 — monocyty
chemoatrahujici protein 4) jsou u obéznich pacientli rovnéZ zvysené a v piipadé CCL-3 a
CCL-5 pozitivné koreluji s la¢nou inzulinémii a u CCL-5 1 se zvySenou expresi
prozanétlivych genti ve visceralnim tuku [282, 296, 389, 393, 394, 411]. Rovnéz byl
zaznamenan narust exprese téchto chemokini v tukové tkani obéznich jedincti spolu se
zvySenim exprese jejich receptorti (CCR-1, CCR-2, CCR-3 a CCR-5), pfi¢emZ exprese
CCL-11 a receptort CCR-2 a CCR-5 byla vyssi ve viscerdlnim (omentalnim) nez
podkoznim depu [282]. CCL-5 byl navic asociovan s vyskytem diabetes mellitus 2. typu,
toto spojeni se vSak nepodatilo potvrdit u CCL-11 [389].

Ze skupiny CXC chemokinll byly zvySené plazmatické hodnoty zaznamenany u IL-8
(CXCL-8), ktery je krom¢ jinych zdroji secernovan i z tukové tkané [412-414]. Zatim
vSak nebyla prokdzana jednoznacna korelace mezi vys$imi hladinami IL-8 a parametry
inzulinové rezistence, jelikoz jejich vzajemny vztah byl ovlivnén dalS§imi metabolickymi
a imunologickymi parametry [382]. IL-8 je ale zvySené exprimovan tukovymi bunikami
ziskanymi od inzulinorezistentnich jedincti [414]. Obdobné u chemokinu CXCL-10 (IP-
10 — interferonem y indukovany 10kDa protein) byly jeho sérové koncentrace u obéznich
jedinci zvysené, ale nebyly asociovany s inzulinovou rezistenci [389, 396]. Dalsi z CXC
chemokini, u kterého se nedavno podatilo prokazat i adipogenni ptivod a jehoz hladiny
jsou vyrazné zvysSené u obezity, je CXCL-5, pficemZ redukce hmotnosti byla zaroven
spjata s poklesem jeho koncentraci [395]. Podobné jako CCL-2 i CXCL-5 vyvolava
inzulinovou rezistenci v kosternim svalstvu a predstavuje tak dalsi potenciadlni pojitko
mezi zanétem v tukové tkani a periferni inzulinovou rezistenci. U mysi vedla inhibice
ucinku CXCL-5 pomoci monoklonélnich protilatek nebo za pouziti antagonistii jeho
receptoru (CXCR-2) ke zlepSeni inzulinové rezistence bez ovlivnéni télesné hmotnosti
nebo pfijmu potravy. Navic vykazovala zvitata sknock-outem genu pro CXCR-2
zvysenou citlivost k inzulinu, i1 kdyZ dosud ziskané vysledky nedovoluji v tomto sméru
zadné definitivni zavéry [395, 415]. Z ostatnich CXC chemokinii byla u CXCL-14

zjiSténa uloha pfi aktivaci makrofagl v experimentalnich podminkéch [416].
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Ukazuje se, ze sekrece mnoha chemokinil z tukové tkané véetné¢ CCL-2, CCL-3, CCL-4
(MIP-1B — makrofagovy inflamac¢ni protein 1 B), CXCL-1 (Gro-o — growth-regulated
oncogene o) a CXCL-8 je inhibovana plsobenim adiponektinu [212], coz by mohlo
ptedstavovat jeden z potencialnich mechanizmii odpovédnych za pozitivni metabolické
ucinky adiponektinu. Podobné bylo prok4zdno spojeni mezi zvySenymi hladinami CCL-
11 a hypoadiponektinemii, i kdyz jasny dikaz pifimé regulace tvorby CCL-11
adiponektinem zatim chybi [417]. Tkanova hypoxie jako jeden z potencidlnich spoustéct
zangtu v tukové tkani je spojend se zvySenim sekrece CCL-5, pfi¢emz tvorba CCL-2 byla
naopak lehce snizena [321, 390]. Vztah hypoxie k dalS§im chemokiniim nebyl zatim
pfedmétem podrobnéjsiho zkoumani.

Jak naznacuji vySe uvedené udaje, je piispévek jednotlivych chemokinti k infiltraci
tukové tkdné¢ makrofagy a ke vzniku lokdlni 1 systémové zéanétlivé reakci velmi
komplexni. Chemokiny a jejich receptory jisté¢ pfedstavuji jeden ze stézejnich faktori
podilejicich se na vstupu perifernich mononuklearnich bun¢k do tukové tkané obéznich
jedinci. Pfesné mechanizmy vzdjemné interakce mezi adipocyty, rezidencnimi
imunokompetentnimi bunikami a cirkulujicimi krevnimi elementy, jakoZz i1 procesy
vedouci k iniciaci produkce téchto chemotaktickych signalii zatim zlistavaji z veétsi Casti

neobjasnéné.

3.8.2.5 Chemotaktické faktory nechemokinové povahy

Chemerin je chemoatrakéni protein piivodné objeveny v zanétlivych exsudatech [418],
ktery je vSak spolu se svym receptorem CMKLRI1 (chemokine-like receptor 1 —
chemokinu podobny receptor 1) ve zvySené mife exprimovan v obézni tukové tkani [419-
421]. Chemerin i jeho receptor (oznacovany téz jako ChemR23) hraji dileZitou tlohu pii
adipogeneze a knock-down obou téchto proteinti vede k jejimu uplnému zastaveni [420].
Se zvysujici se mirou obezity vzrista u lidi vice exprese CMKLR1 nez chemerinu [420].
Chemerin je v lidské tukové tkani exprimovan jednak adipocyty, pfi¢emz tato exprese je
stimulovdna plisobenim TNF-a, a jednak buikami stromalné-vaskularni frakce [415].
Vyskyt receptoru CMKLRI1 byl zatim prokdzan na makrofazich [422]. Porovnanim

rtiznych zvitecich modela obezity a diabetu se ukézalo, ze exprese chemerinu je snizena
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v tukové tkani geneticky obéznich mysi (Lep™ ", Lep [420, 422] a naopak zvySena u
obéznich hlodavct druhu Psammomys obesus (piskomil tlusty) [419]. U lidi byla
potvrzena korelace sérovych hladin chemerinu s BMI, triglyceridémii a krevnim tlakem
nezévisle na pfitomnosti poruchy gluk6ézového metabolismu [419]. Vzhledem k produkci
chemerinu i v jinych organech (napf. jatra nebo plice) je vSak obtizné pfesné urcit podil
adipocytarniho chemerinu na jeho celkovych koncentracich. Pokud jde o ucinky
chemerinu na adipocyty, udaje jsou zatim rozporuplné. V jedné studii doSlo vlivem
chemerinu ke zlepSeni vychytavani glukézy ve 3T3 adipocytech [422], jind prace
prokézala ptesny opak [423]. PGsobenim chemerinu dale dochazi ke vzniku inzulinové
rezistence v kosternim svalu a jeho exprese v adipocytech je stimulovana IL-1B [415,
423].

Zkoumdni ucinkl chemerinu je komplikovéano také faktem, ze tento faktor plisobi i pies
jiné receptory nez CMKLRI1. Navic byly identifikovany i dal$i proteiny vznikajici
z chemerinu a vyznacujici se ¢asto odliSnym ptisobenim. Chemerin je syntetizovan ve
form¢ prochemerinu, jehoz afinita k CMKLRI1 je relativné nizka [418]. Z prochemerinu
v cirkulaci G¢inkem serinovych protedz, uplatitujicich se pfi regulaci koagulacni kaskady
a zanétlivych procest, rychle vznika samotny chemerin [418]. Pisobenim cysteinovych
proteaz se vSak z prochemerinu tvofi jiné, chemerinu podobné peptidy, které maji
aktivované makrofagy [424, 425]. Uvedené rozdily v tcincich by mohly byt disledkem
vazby 1 na dalsi receptory, jako jsou 2 nedavno objevené receptory spojené s G-proteiny
oznacované jako GPR1 (G-protein-coupled receptor 1 — receptor spjaty s G proteinem 1)
a CCR-like 2 (receptor podobny CC chemokinovému receptoru 2). Ukazalo se, Ze na
CMKLRI1 se chemerin vaze svou C-terminalni doménou, ¢imz pfimo aktivuje danou
buntku. Na CCR-like 2 se vSak navazuje N-termindlni doménou, pficemz C-terminalni
vazebné misto miize slouZit ke spojeni s CMKLR1 na vedlejsi buiice [425]. Uloha t&chto

novych receptorti a derivat chemerinu v patogeneze obezity a jejich komplikaci zatim

neni prozkoumana.
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3.8.3 Remodelace tukové tkané

Obezitou vyvolané zmény ve struktufe, celularnim obsahu a funkci vedou v tukové tkani
k aktivaci ¢etnych remodela¢nich procesti, ménicich dale tkdnovou architekturu a slozeni.
Uvedené procesy zahrnuji zmény ve fenotypu makrofagl, vystupfiovani adipocytarni
apoptozy, nebo remodelaci tkdniové matrix pasobenim metaloproteindz. Nekteré z téchto
reakci dale pfispivaji k prohloubeni patologickych zmén, jiné slouzi jako reparacni
mechanizmy snazici se zmirnit negativni dopad adipogennich a prozanétlivych procesi

na tukovou tkan.

3.8.3.1 Makrofagové fenotypy v tukové tkani

Makrofagy jsou vysoce heterogenni skupinou bunék vyskytujici se v téméei vSech
organech (napft. alveolarni makrofagy v plicich, Kupfferovy bunky v jatrech, mikroglidlni
buniky v CNS, osteoklasty v kostech aj.) a liSici se od monocytli schopnosti migrovat do
tkani pod vlivem zanétlivych nebo jinych stimulti [426]. Vyznacuji se znacnou
plasticitou, kterd jim umoziuje efektivné reagovat na razné okolni signaly a jejich
fenotyp je vyznamné ovlivnén procesy vrozené i ziskané imunity. Analogicky ke
konceptu diferenciace Ty (helper — pomocny) lymfocyti na typ Tyl a T2 i makrofagy
mohou byt aktivovany jako M1 nebo M2 fenotyp [427, 428]. Stimulace makrofagt Tyl
cytokiny jako napf. interferonem <y nebo bakteridlnimi produkty jako jsou
lipopolysacharidy vede ke vzniku klasickych M1 makrofagl s vyraznym prozéanétlivym a
antibakteridlnim potencidlem. Ty2 cytokiny jako IL-4 nebo IL-13 podporuji alternativni
aktivaci na M2 makrofagy s antiparazitickymi, repara¢nimi a remodelacnimi vlastnostmi
[302]. Jednim z hlavnich znakti M2 makrofagt je jejich schopnost produkovat enzym
argindzu, kterd blokuje aktivitu inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS) a tim
pomahda pii reparaci poskozenych tkani [429]. M2 makrofagy se dale déli na M2a
(aktivované pomoci IL-4 nebo IL-13), M2b (aktivované plsobenim IL-1B nebo
lipopolysacharidem) a M2c¢ (aktivované ptes IL-10, TGFp — transforming growth factor 3
nebo glukokortikoidy) [430]. V soucasné dob¢ jsou vSak do kategorie M2 zahrnovany
vSechny dal$i typy makrofagli kromé standardniho M1 typu, coz jsou buniky s riznymi

biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi [431, 432]. Proto byla neddvno navrzena
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nova klasifikace makrofagl zaloZzena na jejich funkci a zahrnujici obranu hostitele, hojeni
ran a regulaci imunitnich reakei [433].

Vysledky recentnich praci ukazaly, ze u makrofagh tukové tkané zavisi typ aktivace na
stupni adipozity. U my$i s normalni hmotnosti vykazovaly rezidenéni makrofagy znaky
M2 fenotypu, vcetné produkce proteinu Yml (coz je chitindze podobny protein),
ke snizeni exprese téchto genii a naopak k narGstu exprese typickych prozanétlivych
faktori v€etné povrchovych antigend F4/80, CD11b a CDll1c, iNOS a prozanétlivych
cytokini jako TNF-o nebo IL-6, ¢imz doSlo k posunu od protizanétlivého M2
k prozanétlivému M1 fenotypu [434, 435]. Tento posun nebyl disledkem promény
rezidencnich M2 makrofagl nybrz vstupu monocytt z periferni krve a jejich promény na
M1 makrofagy. Tyto makrofagy se navic preferencné shlukovaly do specifickych struktur
obklopujicich nekrotické adipocyty a tvoticich tak jiz diive popsané korunovité struktury,
zatimco puvodni M2 makrofagy byly lokalizovany hlavné v mezibunéénych prostorach
mezi adipocyty [436]. Porovnanim genové exprese v makrofazich z obéznich mysi bez a
s knockoutem pro chemokinovy receptor CCR-2 se ukdazalo, ze tento M2/M1 posun
vyzaduje pfitomnost funkéni osy CCL-2/CCR-2 [289]. Cilena ablace CD11c" makrofagh
vedla u obéznich mysi k vyraznému lokdlnimu i systémovému snizeni produkce
prozanétlivych faktort a ke zlepSeni inzulinové senzitivity [437].

Na vzniku a udrzeni M1 fenotypu u makrofagi nové vstupujicich do tukové tkané se u
laboratornich mysi podileji i mnohé diive zminované faktory, jako adipokiny, tkanova
hypoxie, metabolickd endotoxemie nebo volné¢ mastné kyseliny [290, 438, 439]. VMK
uvolnované z hypertrofickych adipocytli mohou svym parakrinnim ptisobenim pres TLR
spoustet prozanétlivou sekreci z makrofagl (viz vysSe uvedeny mechanizmus vzajemného
parakrinniho pisobeni mezi adipocyty a makrofagy) [324]. Subpopulace myeloidnich
bunék charakterizovana antigeny F4/80'CD11b'CDIllc” byla navic nachylngjsi
k aktivaci pfes TLR-4 a TLR-2 receptory nez skupina F4/80°'CD11b"CD11¢” [290]. TLR-
4 predstavuje spolu s receptorem CDI14 navic rozhodujici faktor pifi vzniku zénétu
zprostiedkovaného bakteridlnim lipopolysacharidem [338].

Nenasycené mastné kyseliny a jejich derivaty se vazou také na transkripéni faktory ze

skupiny PPAR (receptory aktivované peroxisomovym proliferdtorem — peroxisome
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proliferator-activated receptor). PPARy je exprimovany v adipocytech i makrofézich,
pfi¢emz jeho aktivace je spjata se zlepSenim inzulinové senzitivity a snizenim lokalniho a
celkového zanétu [440, 441]. Nepiitomnost funkéniho PPARy na makrofazich vedla u
pokusnych zvitat k nemoznosti jejich aktivace smérem k M2 fenotypu a zaroven je
predisponovala ke vzniku dietou-indukované obezity a inzulinové rezistence [442]. I pies
celkove zvySené mnozstvi vykazovala tukova tkan PPARy-deficientnich mysi nizsi obsah
makrofagii, coz bylo pfipisovano snizenému poctu M2 aktivovanych bunék. Podévani
PPARY agonisty rosiglitazonu naopak vedlo u hlodavct na vysokotukové dieté ke zméné
polarizace makrofagii z M1 na M2, coz naznacuje, ze PPARYy je jednim z rozhodujicich
faktori umoziujicich alternativni aktivaci tukovych makrofagti [443]. Snizena infiltrace
M1 makrofagy po aktivaci PPARy byla spojena s inhibici exprese chemokinu CCL-2 a
jeho receptoru CCR-2 [444, 445]. Na subcelularni Grovni byly cilové struktury pro
PPARY nalezeny v promotorovych oblastech mnoha genli exprimovanych typicky v M2
makrofazich [442].

I dalsi z PPAR receptorta, PPARS, se podili na regulaci polarizace tukovych makrofagt,
pticemz jeho deficit v myeloidnich bunkéch vedl ke snizeni M2 aktivace s naslednym
zvySenim zanétu v adipocytech, vzrstu télesné hmotnosti a systémové inzulinové
rezistence [446]. In vivo se PPARS ucastni 1 polarizace Kuppferovych bunék v jatrech,
¢imz muze téz ovliviiovat inzulinovou senzitivitu a glukézovy metabolizmus [447].
Podobné pozitivni U¢inky na aktivaci makrofagového M2 fenotypu jako u PPAR
receptori byly recentné prokézany i u adiponektinu [448], coz ptidava dalsi stiipek do
Udaje z experimentélnich studii jsou viak, podobné jako u jinych faktorti, pfenosné na
lidskou fyziologii jen v omezené mife. Ukédzalo se, Ze makrofagy izolované z lidskeé
tukové tkané exprimuji zdrovenh M1 1 M2 znaky a u obezity se hromadi hlavné makrofagy
s pozitivitou CD14 a CD206 (receptor pro manozu), coZ jsou antigeny obvykle typické
pro M2 reziden¢ni bunky [292]. Se zvySujicim se BMI dochazi u lidskych tukovych
makrofagii ke snizeni exprese nékterych M1 markerti a zvySeni exprese M2 markeru
LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 — endotelidlni hyaluronovy
receptor 1 lymfatickych cév). Lidské makrofagy pochdzejici ztukové tkané

L

(CD14"/CD206") sice vykazuji protizanétlivy fenotyp, jsou vsak schopny produkovat i
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prozanétlivé medidtor [284]. Z uvedenych faktii se proto jevi, Ze u lidi nejsou tukové
makrofagy striktné polarizované na M1 nebo M2 fenotyp.

Rozdily mezi mysimi a lidskymi makrofagy zahrnuji 1 dalsi faktory. Mysi M1 makrofagy
produkuji iNOS [289], faktor ktery mlZe ptimo pfispivat ke vzniku inzulinové rezistence
[449]. Lidské makrofagy vSak pravdépodobné¢ iNOS viibec netvoii [292, 450].
Makrofagy Cerstvé atrahované do mysi tukové tkané se vyznacuji expresi CD11c [290,
434], coz je povrchovy antigen typicky pro dendritické bunky hlodavea [290].
Dendritické buiiky vznikaji podobné jako makrofagy z cirkulujicich monocytti a mohou
migrovat do mist postizenych zadnétem [426, 451]. U lidi je exprese CD11c minimalni a
neméni se s rozvojem obezity [284], i kdyZ jina recentni studie prokazala, ze u Indidna
zkmene Pima naopak mulze byt nezavislym negativnim prediktorem inzulinové
rezistence [452]. Uvedené diskrepance potvrzuji, zZe vysledky zvifecich experimenti
nemohou byt kompletné¢ a beze zmén pfenaSeny na humaénni fyziologii a podporuji
nutnost dalsiho intenzivniho vyzkumu zaméteného na piesnéjsi charakterizaci fenotypu a

vlastnosti makrofagt v lidské tukové tkani..

3.8.3.2 Interakce mezi makrofagy a adipocyty

Produkty pochazejici z aktivovanych makrofagti, obzvlaste¢ TNF-a, svym parakrinnim
pusobenim snizuji citlivost adipocyti k inzulinu a podporuji uvoliovani VMK jednak
pfimou aktivaci lipolyzy a jednak nepfimo inhibici antilipolytického efektu inzulinu
[453-455]. Samotné mechanizmy jejich vzijemné interakce zacinaji byt intenzivngji
zkoumany teprve v posledni dob¢. Kromé zminovanych VMK a receptori TLR se
v téchto reakcich uplatiiyje 1 sérovy amyloid A (SAA), dosud znamy hlavné jako protein
akutni faze, a to pomoci regulace efluxu cholesterolu z adipocytt [456]. Dalsimi faktory
s vyznamnou ulohou pfi komunikaci mezi adipocyty a makrofagy jsou proteiny vazajici
mastné kyseliny (FABP — fatty-acid-binding proteins) [335]. FABP4 (aFABP -
adipocytarni FABP) a FABPS jsou specificky exprimované v adipocytech a makrofazich
a inhibice FABP4 vedla ke zlepSeni inzulinové senzitivity a dalSich parametri
gluk6zového metabolizmu u genetickych i dietou- indukovanych mysich modeld obezity

a diabete mellitus 2. typu [457]. Doslo také ke snizeni miry jaterni steatdzy a potlaceni
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exprese prozanétlivych plisobkii a aktivity zanétlivé signalni drahy JNKI1. Uvedené

poznatky ¢ini z FABP4 potencidlné vyznamny cil terapeutickych intervenci.

3.8.3.3 Odumirani a novotvorba adipocyti

Ve studii Strissela a kol. se ukézalo, Ze u mysi s dietou-indukovanou obezitou doslo po
16 tydnech vysokotukové diety k odumieni kolem 80% adipocyti v epididymalni tukové
tkani. Po dalSich 4 tydnech (ve 20. tydnu celkové€) vSak ptrekvapivé nastala redukce
mnozstvi mrtvych bunék na pouze 16 %, coz byla hodnota podobna stavu ve 12. tydnu.
Vétsina bun&k navic patfila do kategorie malych adipocytt (<5000 um?). V rozmezi mezi
16. a 20 tydnem doSlo také k poklesu mnozstvi kolagenovych depozit. Na zakladé
uvedenych vysledki autofi predpokléddaji, ze v daném casovém useku probéhla
remodelace tukové tkané a po dosazeni vrcholu v odumiréni adipocytti v 16. tydnu byla
dalsi jeji dalsi expanze podminénd misto hypertrofie spiSe hyperplazii adipocyta. Jednou
z pti€in zlepSeni celkového prozanétlivého stavu tukové tkané ve 20. tydnu mohla byt
zvySena ingesce odumielych bun€k makrofagy, kterd mohla vést ke zméné polarizace na
typ M2. Na druhou stranu dochdzelo soucasné s remodelaci tukové tkané jiz od 12. tydne
ke zvySovani obsahu tuku v jatrech vedoucimu k rozvoji jaterni steatdzy, coz naznacuje,
ze zdanlivé pozitivni remodelaéni zmény v tuku mohou vést k omezeni jeho kapacity
k ukladéni lipidd a kjejich ndsledné ektopické depozici se vSemi negativnimi
metabolickymi dusledky [301].

Tukové makrofagy mohou navic pomoci svych produktii modulovat viabilitu a proliferaci
adipocytarnich progenitorovych bunék a interferovat se standardni adipocytarni

diferenciaci [292, 458-460].

3.8.3.4 Vaskularizace tukové tkané

Jak jiz bylo uvedeno diive, snizeni hustoty cévni sit¢ mize bat jednim z faktori
pFispivajicich k iniciaci vstupu makrofagi do tukové tkang [461]. U obéznich Lep®®
mysi piispivaji tukové makrofagy vyrazné ke zvysené expresi proangiogenniho faktoru
PDGF (platelet-derived growth factor — destickovy riistovy faktor), zatimco u Stihlych

zvitat jsou za vétSinu jeho lokalni produkce odpovédny preadipocyty [462]. ZvySené
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mnozstvi makrofagii v obézni tukové tkani proto miize ovliviiovat jeji remodelaci i

stimulaci angiogenezy [292, 462], i kdyZ in vivo idaje u lidi zatim chybi.

3.8.3.5 Zmény v extracelularni matrix

Ukazuje se, ze zvySend depozice kolagenu v extracelularni matrix koreluje s mirou
odumirani adipocytl a infiltraci tuku makrofagy [301]. Rozsahlé transkripcni analyzy
tukové tkané u lidi stejné jako imunohistochemické a in vitro studie také naznacuji, ze
makrofagy-indukované zmény na preadipocytech mohou vést k nadmérné tvorbé slozek
extacelularni matrix a ndslednému zvysSeni intersticialni fibrozy [463, 464].

Remodelace tukové tkdné zahrnuje s nejvétsi pravdépodobnosti i systém matrixovych

ob/ob db/db

metaloproteinaz. Studie na zvitatech s dietn¢ i geneticky (Lep™ "~ i Lep™ ) indukovanou
obezitou prokazaly zvySenou expresi matrixovych metaloproteindz (MMP) -2, -3, -11, -
12, -14 a -19, pricemz dal$i metaloproteinazy jako MMP-7 a -9 byly naopak snizené.
Navic byly u obéznich jedinct jinak regulované i tkanové inhibitory metaloproteinaz
(TIMPS — tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) [465, 466]. Ulohu MMP a TIMP
pfi expanzi tukové tkan¢ potvrzuji i vysledky studii na modelech s knockoutem
zvolenych gentl. MMP-27" mysi piibiraly na vysokotukové dieté méné¢ a mécly mensi
obsah tuku v organizmu nez MMP-2"" kontroly [467]. Podobny byl fenotyp i u TIMP-1""
mys$i [468]. Rovnéz pouziti inhibitordt MMP vedlo ke snizeni obsahu tuku v organizmu
[469, 470]. U mys$i na vysokotukové dieté¢ branilo pfidani rybiho oleje do potravy
uvedenému nartistu MMP [471]. Na zakladé zminovanych dat se zd4, ze u obezity
dochazi k aktivaci syst¢tmu MMP/TIMP, coz nasledné¢ umoznuje hypertrofii adipocytt a
expanzi a remodelaci tukové tkang.

Potencialni 1loha MMP pfi vyvoji obezity byla potvrzena i v klinickych studiich, kde u
obéznich jedincti byly plazmatické koncentrace MMP-2 a MMP-9 vyssi nez u §tihlych
kontrolnich subjektti [472]. Hladiny TIMP-1 byly u pacientl s obezitou rovnéz zvysené a

korelovaly pozitivn¢ s BMI, plazmatickymi VMK, cholesterolem, IL-6 a leptinem [473].

Vsechny uvedené jevy naznacuji, Ze tukové makrofagy mohou sniZovat plasticitu tukové

tkan¢ ovlivnénim poctu adipocytarnich progenitorovych bun€k a jejich diferenciace na

77



zralé adipocyty a modulaci angiogenezy a remodelace tkanové matrix. Tyto procesy
spolu se zvySenym uvolnovanim VMK z adipocytd mohou pfispivat k ektopickému
ukladani tukG do perifernich organi vcetné jater, kosterniho svalstva a pankreatu a

vzniku lipotoxicity a inzulinové rezistence [305, 474].

3.9 DalSi imunokompetentni buriky a zanét v tukové tkani

Tukova tkan u obezity je kromé zvySeného mnozstvi makrofagli charakterizovana i
infiltraci dal$imi imunokompetentnimi bunikami, které mohou mit zésadni vyznam pro
iniciaci zanétlivych reakei a vstup makrofagii z periferni cirkulace. Patii mezi né bunky
podilejici se na vrozenych imunitnich reakcich jako NK bunky, neutrofily a mastocyty

ale 1 mediatory ziskané imunity jako T- a B-lymfocyty.

3.9.1 T-lymfocyty

Recentni studie poukéazaly na zvyseny vyskyt CD3" T- lymfocyti ve visceralni tukové
tkani obéznich mys$i, korelujicich s mirou zanétu a inzulinové rezistence [322, 475, 476].
V préci Kinschera a kol. infiltrovaly CD3" lymfocyty tukovou tka v pribéhu prvnich 5
tydnli od zahajeni podavani vysokotukové diety, pficemz v tomto obdobi doslo uz i
k rozvoji inzulinové rezistence. Vstup makrofagii do tkané se navic objevil az po 10
tydnech diety, coZz by naznacCovalo, ze pravé T-lymfocyty by mohly fungovat jako
spoustéc procesti vedoucich ke vstupu makrofagl a vzniku zanétu v tukové tkani [475].
Vzhledem ke zvySené expresi chemokinu CCL-5 (RANTES) a jeho receptoru CCR-5
v tkanovych vzorcich i1 vin vitro migranich experimentech se CCL-5 secernovany
z adipocytl jevi jako jeden zmoznych chemotaktickych faktori slouzicich
k chemoatrakci téchto T-lymfocytt [476].

T-lymfocyty tukové tkané byly dale dle antigenniho slozeni charakterizovany jako bud’

CD4" nebo CD8". U mysi s dietou indukovanou obezitou i u Lep®”®®

zvitat byly nalezeny
3- az 4-nasobné vyssi koncentrace cytotoxickych CD3"/CD8"/CD4 T-lymfocyti [322].

U lidi s diabetes mellitus 2. typu byla exprese CDS8 v tukové tkani zvySend jenom mirné,
zatimco exprese CD4 pozitivné korelovala s télesnou hmotnosti. Navic se ukéazalo, zZe

vétSina tukovych makrofagh u téchto subjektli se vyznacuje pozitivitou leukocytarniho
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antigenu DR, co naznacuje, ze mohou byt aktivované INF-y, coz je cytokin produkovany
CD4" pomocnymi T-lymfocyty [475].

Dal3i studie prokazala, ze CD8" T-lymfocyty nachazejici se v tukové tkani, pfispivaji ke
vstupu makrofagl do tkang. CD8" lymfocyty byly ve tkani piitomny diive nez
makrofagy. U zvifat s deficitem CDS8 nedoslo na vysokotukové dieté ke zvySeni vstupu
makrofagl do tuku a tyto mysi vykazovaly vyssi inzulinovou senzitivitu nez kontrolni
jedinci. Podani CD8" bunék vedlo k obnoveni standardni makrofigové infiltrace.
Periferni krevni monocyty se navic piisobenim CD8" T-lymfocytii diferencovaly na

makrofagy s vysokou expresi TNF-o (TNF- o€"

). Uvedené vysledky podporuji vyznam
CD8" T-lymfocytli pfi chemoatrakci, diferenciaci a aktivaci makrofagii v obézni tukové
tkani [477].

CD4" Ty (helpery) a Ty lymfocyty hraji klicovou tlohu pfti uréovéani vysledku aktivace
zangtlivych kaskad. Prozanétlivé Tyl lymfocyty podporuji sekreci zanétlivych faktori
dieta vedla u laboratornich zvirat ke zvySeni mnozstvi Tyl a snizeni Ty2 a Ty, lymfocytil
v tukové tkani s naslednym vstupem M1 makrofagli a rozvojem zénétu a inzulinové
rezistence [478].

Ablace Ty, lymfocytli, napodobujici jejich sniZeni pozorované v tukové tkani obéznich
mysi, vedla k oslabeni inzulinové signalizace v tukové tkani a jatrech doprovazeném
nartstem sekrece prozanétlivych cytokinti. ZvySeni jejich aktivity mélo naopak za
nasledek snizeni lacné glykémie a narist produkce IL-10. Na zakladé transkripéniho
profilu se také ukazalo, ze T, lymfocyty pochéazejici z tukové tkané zvySené exprimuji
cetné geny podilejici se na migraci a extravazaci leukocytl, coz potvrzuje jejich dilezitou
roli v regulaci zanétu v tukové tkani [479].

Mysi s deleci gend Rag-1 a Rag-2, u kterych chybi T- a B-lymfocyty, se vyznacuji vétsi
obezitou a inzulinovou rezistenci nez kontrolni jedinci [478, 480]. Tento stav je spojen se
zvysenou infiltraci visceralni tukové tkané NK buiikami (natural killer) a makrofagy, coz
naznacuje, ze pritomnost lymfocyti sehrava protektivni roli v procesu vzniku
subklinického zdnétu a jeho metabolickych komplikaci. Rekonstrukce CD4" bunééné

fady u Rag” mysi vedla k normalizaci hmotnosti a sniZeni vstupu makrofagi do tukové
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tkang, coz viak neplatilo pro CD8" T-lymfocyty [478]. Z uvedenych vysledki se zda, Ze
to jsou pravé CD4" Ty2 lymfocyty, které snizuji zanét ve visceralni tukové tkani.

Mezi nejzajimavéjsi poznatky, které studie zkoumajici T lymfocyty piinesly, patii kromé
toho, ze jejich infiltrace do tukové tkan¢ pfedchazi vstup makrofagt, i fakt, ze tukové T
lymfocyty exprimuji jenom omezeny soubor receptorit vyrazné podobny tomu, ktery se
aktivuje pfi imunitni odpoveédi na virové patogeny. Buiky uplatiujici se pifi ziskané
imunitni odpovédi, jako jsou 1 T-lymfocyty, se aktivuji jenom v pfitomnosti specifického
antigenu. Omezeny pocet receptorit v bunikdch pochdzejicich ztukové tkané mize
naznacovat, ze tyto T lymfocyty rozeznavaji jako patogenni vlastni bunécné struktury,
potvrzeni uvedené hypotézy vsak vyzaduje provedeni celé fady dalSich experimentalnich

a klinickych studii [481].

3.9.2 NK leukocyty, mastocyty, neutrofily a B-lymfocyty

NK (natural killer) T lymfocyty se také nachazeji v tukové tkani a hlavnimi antigeny,
které rozeznavaji, jsou lipidy. Absence NK bunék vede ke sniZeni inzulinové rezistence a
zanétu v tukové tkani po podani vysokotukové diety, zatimco jejich aktivace ma za
nasledek exacerbaci téchto procest [482].

I kdyZ mastocyty jsou tradicné povazovany za mediatory alergické reakce, nedavno se
ukézalo, Ze se podileji na vzniku Cetnych dalSich patologickych stavii véetné obezity a
diabetu. Bylo prokdzano, Ze mastocyty se hromadi v tukové tkani jest¢ pted makrofagy a
jejich chybéni mélo za nasledek redukci télesné hmotnosti i obsahu makrofagii v tukové
tkani, takze se zda, ze 1 mastocyty se mohou podilet na stimulaci vstupu makrofagh
z periferie. Mastocyty zvysSené exprimuji IL-6 a IFN-y, které nésledné¢ zvySuji expresi
proteaz degradujicich antiangiogenni molekuly. Mastocyty zprostfedkovand angiogeneza
by proto téz mohla pfispivat k infiltraci tukové tkdn¢ imunokompetentnimi bunikami
[483].

Pii bézné reakci na zanéctlivé podnéty vstupuji neutrofily do mista zanétu diive nez
makrofagy. Zastoupeni neutrofili v tukové tkani bylo proto zkoumano v ¢asnych fazich
vysokotukové diety u mysi, pficemz se zjistilo, ze neutrofily prechodné infiltrovaly

tukovou tkan jiz v pribéhu prvniho tydne po nasazeni diety s vrcholem svého zastoupeni
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3. den s néslednym postupnym poklesem k vychozim hodnotdm [484]. U obéznich zen
neutrofily v tukové tkani ve zvySené¢ miie adherovaly k endotelu [485]. Vzhledem
podilejicich se na ndboru makrofagl do tukové tkang.

Stejné jako T- 1 B-lymfocyty infiltruji tukovou tkan brzy po zahajeni vysokotukové diety,

ale jejich role v patogeneze subklinického zanétu zatim zlstava nejasna [480].

Jak vyplyvd zuvedeného piehledu, procesy podilejici se na vzniku a dalSim rozvoji
zanétu v tukové tkdni zahrnuji velké mnozstvi komplexnich reakci, které se navzajem
ovliviluji mnoha rtiznymi zpasoby. Pfesné mechanizmy jejich vzdjemné interakce se
v soucasnosti teprve zacinaji blize prozkoumavat. Jejich lepsi pochopeni vSak predstavuje
cestu vedouci k objevu novych uc¢innéjSich terapeutickych strategii, umoznujicich
efektivnéji bojovat proti soucasné pandemii obezity a sni spojenych metabolickych

poruch.
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4. HYPOTEZA A CIiLE PRACE

Pii koncipovani na$i prace jsme vychazeli z ptredpokladu, ze hladiny fibroblastovych
rustovych faktor 19 a 21 jsou ovlivnéné pritomnosti obezity a diabetes mellitus 2. typu.
Déle jsme predpokladali, ze aktivace receptori PPAR-a pomoci jejich agonisty
fenofibratu stejn¢ jako akutni hyperinzulinemie v pribéhu hyperinzulinemického
izoglykemického clampu budou mit za nésledek dalsi zmény hladin FGF-19 a FGF-21.
Taktéz jsme predpokladali, ze mezi podkozni tukovou tkani a perifernimi monocyty u
obéznich pacientii s diabetes mellitus 2. typu bude existovat jistd forma interakce
zprostiedkovéana chemotaktickymi a dal§imi prozanétlivymi faktory, kterd bude ptispivat
k lokalni 1 systémové zanétlivé reakci. A konecné jsme vychazeli z predpokladu, ze za
pozitivni metabolické uc¢inky nékolikatydenni nizkokalorické diety by mohly byt alespon
z¢asti odpovédné zmeény hladin FGF-21 a FGF-19 nebo mRNA exprese chemotaktickych

faktori a jejich receptorii v podkozni tukové tkani a na cirkulujicich monocytech.

Specifické cile nasi prace byly nasledujici:

e Zkoumat moznou ulohu fibroblastovych rastovych faktort 19 (FGF-19) a 21 (FGF-
21) pti rozvoji obezity a diabetes mellitus 2. typu

e Pomoci vybranych farmakologickych intervenci — akutni hyperinzulinémie a 1écby
agonistou PPAR-a — blize popsat mechanismy podilejici se na regulaci hladin FGF-
19 a FGF-21

e Za pomoci stanoveni mRNA exprese prostudovat ulohu chemoatrahujicich faktori a
dalsich cytokini a adipokini a pfislusnych receptorti produkovanych v podkozni
tukové tkéni a v cirkulujicich monocytech v procesech subklinického zanétu u
diabetes mellitus 2. typu a obezity a zaroven posoudit vzajemny vztah mezi
perifernimi monocyty a tukovou tkani u téchto onemocnéni

e Zhodnotit, zda zmény cirkulujicich hladin FGF-19 a FGF-21 nebo mRNA exprese
vybranych chemokint a cytokinti v podkozni tukové tkani a cirkulujicich monocytech
mohou vysvétlovat pozitivni vliv kratkodobé nizkokalorické diety na metabolickou

kompenzaci u diabetes mellitus 2. typu spojeného s obezitou
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S. METODIKA STUDIE

Vsechna klinickd a laboratorni vySetieni byla provadéna na III. interni klinice VFN ve
spolupréci s Ustavem klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN. Periopera¢ni
bioptické vzorky tukové a jaterni tkané byly ziskavany v soucinnosti s 1. chirurgickou

klinikou VFN.

5.1 VysSetfeni antropometrickych, biochemickych a hormonalnich
parametri

U vsech vySetfovanych subjektli byla zmétena télesna vyska a hmotnost a vypocitan body
mass index (BMI — hmotnost v kg/vyska v m?). Odbéry krevnich vzorkd byly provedeny
za standardnich podminek po celonocnim lacnéni mezi 7. a 8. hodinou ranni. Do 30
minut byly vzorky zpracovany pomoci centrifugace (10 min pii 1000 x g) a séra byla déle
uskladnéna pfi teploté -70°C k dalSimu vySetteni.

Zakladni biochemické parametry byly stanoveny standardnimi laboratornimi metodami.
Sérové hladiny inzulinu a adiponektinu byly méfeny komerénimi RIA kity (Cis Bio
International, Francie a Linco Research, USA). HOMA index (HOmeostasis Model
Assessment) byl vypocitan pomoci vzorce:

sérova koncentrace inzulinu nala¢no (mIU/1) x glykémie nala¢no/22,5 [486].

Sérové koncentrace leptinu, FGF-19 a FGF-21 byly méifeny komer¢nimi ELISA kity
(Biovendor, CR) a sérové hladiny IL-6, IL-8, CCL-2 a TNF-a byly stanovovany pomoci
kit LINCOplex na pftistroji Luminex 2000 (Linco Research, USA).

5.2 Biopsie tukové a jaterni tkané

Biopsie podkozni tukové tkané byla u pacienti provadéna v rannich hodinach soucasné
s krevnimi odbéry po 10-12 hodinovém la¢néni. Vzorky tukové tkané byly odebirany
z oblasti bfiSni stény cca 10-15 cm laterdlné¢ 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 fez (3-4 mm), kterym byla paralelné

s bfisni sténou zavedena plastova kanyla s kovovym zavadéfem (Brauniile MT, 12G,
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délka 80 mm, vnitini/vnéjsi pramér 2,2/2,7 mm, Braun Melsungen, Némecko). Po
opatrném rozruseni podkozni tukové tkan¢ byl odstranén kovovy zavadéc, na kanylu byla
piipojena 20 ml stiikacka a pomoci podtlaku bylo odebrano pozadované mnozstvi tukové
tkané (200-1000 mg). Vzorky tkdné 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 dalSimu zpracovani.

Ke studiu exprese FGF-21 byly vzorky jaterni, podkozni a visceralni tukové tkané
odebirany chirurgicky v priibéhu operace od obéznich pacientek podstupujicich zalozeni
gastrického by-passu nebo sleeve gastrektomii a od kontrolni skupiny Zen pfi elektivni
cholecystektomii. Ziskané vzorky byly téZ ulozeny do zkumavek s RNA laterem a ihned

zmrazeny.

5.3 Izolace krevnich monocyti

Krevni vzorky pouzité kizolaci perifernich monocyti 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 50ml
zkumavky Falcon bylo napipetovano 3,5 ml Ficoll-Paque™ Plus a nasledn& bylo pomalu
pfiddno 5 ml krevniho vzorku. Po centrifugaci byly agregéaty leukocytli pieneseny do
dalsi zkumavky obsahujici 10 ml PBS (0,001M PBS, pH 7,4) a opétovné centrifugovany.
Supernatant byl odsan 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 déle izolovany magnetickou
izolatni metodou za pouziti magnetickych mikrokulicek znaCenych monocytovym
antigenem CD14 (MiniMacs Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Poté byla
z CD14" monocytil izolovéana celkova RNA na piistroji MagNA Pure instrument pomoci
izola¢niho kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH,

Némecko).
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5.4 Stanoveni exprese mRNA

Vzorky tukové a jaterni tkané byly homogenizovany za pouziti kulicek MagNA Lyser
Green Beads na automatickém homogenizatoru MagNA Lyser (Roche Diagnostics
GmbH, Némecko). Poté byla z homogenizatu na pfistroji MagNA Pure instrument
pomoci kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH,
Némecko) izolovdna celkovd RNA. Koncentrace RNA byla stanovena
spektrofotometrickym méfenim absorbance pti 260 nm (BioPohotometer, Eppendorf AG,
Némecko). Integrita RNA a jeji pfipadnd kontaminace DNA byly kontrolovany
elektroforeticky pomoci vizualizace 18S a 28S ribosomalnich bandii na 1% agar6zovém
gelu s ethidium bromidem.

Pro reverzni transkripci bylo pouzito 0,05 ug RNA. Syntéza byla provedena soupravou
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Science, Litva) s vyuzitim
oligo(dT)18 primert podle protokolu doporuc¢eného vyrobcem. Vzorky cDNA byly do
dalsiho zpracovani skladovany pfti -20°C.

Stanoveni genové exprese bylo provedeno pomoci panelu TagMan® Custom Array na
piistroji 7900HT Fast Real-Time PCR Sytem (Applied Biosystems, USA) piipadné
pomoci specifickych TagMan Gene expression eseji na piistroji Abi Prism 7500
Instrument (Applied Biosystems, USA). V reakéni smési se nachazelo cca 12 pg cDNA,
TagMan® Universal PCR Master Mix, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems,
denaturaci pifi 95°C nasledovalo 45 pétasedmdesativtefinovych cykli vyuzivajicich
standardni teplotni profil. VSechny vzorky byly méteny alesponi v duplikatu. Data byla
vyjadiend jako prahové hodnoty (Cr), tzn. jako zména fluorescence v realném cCase. Pro
kazdy vzorek byly stanovovany také endogenni kontroly B-2-mikroglobulin a 18S pro
kompenzaci odchylek ve vstupnim objemu RNA do reakéni smési a Uc€innosti reakce.

ivni i q ° Xith -AA(CT cytokinu —
Relativni genova exprese sledovanych genti byla vypoéitana podle vzorce 274A(CT evokinu
CT endogenni kontroly)
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5.5 Nizkokaloricka dieta (VLCD — very-low-calorie diet)

Obézni pacientky s diabetes mellitus 2. typu podstoupily v ramci redukéniho pobytu na
III. interni klinice VFN dvou- az tfitydenni hospitalizaci s nizkokalorickou dietou o

energetickém obsahu 600 kcal (2500 kJ)/den.

5.6 Hyperinzulinemicky izoglykemicky clamp

Pouzita clampova metodika byla zaloZzena na principech piedstavenych DeFronzem a kol.
[487]. U¢innost inzulinu byla hodnocena na zakladé mnoZstvi glukézy potiebného k
zachovani cilové glykémie pfi konstantni rychlosti inzulinové infuze pfepoctené na
jednotku télesné hmotnosti nebo télesného povrchu. V piipadé€ izoglykemického clampu
se cilova hodnota rovnala la¢né glykémii.
Na zacatku studie byly do zil na obou ptfedloktich zavedeny 2 standardni kanyly. Jedna
slouzila na podavani inzulinu (20 IU kratkodobého lidského inzulinu HMR ve 20 ml
0,9% NaCl, rychlost infuze 1 mIU/kg/min u pacientd BMI<30 kg/m* a 40 mIU/m*/min
pti BMI>30 kg/m?) a roztoku 20% glukozy (v infuzich po 500 ml 20% glukozy + 20 ml
7,45% KCl). Rychlost infuze glukézy se ménila v zavislosti na zmé&nach koncentrace
glykémie s cilem udrzet izoglykémii. Druhé kanyla v kontralateralni ruce byla pouZzivana
k odbérim krevnich vzorkli na stanoveni glykémie v intervalu 5 minut a inzulinémie
vstupn€ a béhem rovnovazného stavu. Glykémie byla métena pomoci glukometru (Super
Glucocard II, Japonsko). Délka trvani clampu byla 3 hodiny, pfi¢emz rovnovazny stav,
kdy se stabilni glykémie pohybovala v cilovém rozmezi, byl nastolen minimalné po dobu
posledni piil hodiny.
Mezi parametry, vypocitané na zéklad¢ udaji z clampu, patfily:
e mira ukladani glukézy (M, mgkg'.min") — mnozstvi infundované glukézy nutné
k udrzeni cilovych hodnot glykémie
e mira ukladani glukézy korigovéana na ztraty glukdzy moci (Myorig, mg.kg ' .min™)
e metabolickd clearance glukozy (MCRg, ml.kg'.min™") — mira vychytavani glukozy

vztazena k hodnoté glykémie
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¢ indexy inzulinové senzitivity
0 M/ (mgkg'min' na mUml") — pomér miry vychytavani glukozy
k primérné koncentraci inzulinu v pribéhu rovnovazného stavu
0 MCRy/1 (mlkg".min™ na mU.ml™") — pomé&r metabolické clearance glukozy

k primérné koncentraci inzulinu v pritbé¢hu rovnovazného stavu

5.7 Statisticka analyza dat

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat (SPSS Inc.,USA).
Jednotlivé parametry byly vyjadieny jako primér + SEM (standard error of the mean —
sttedni chyba priméru). Za statisticky vyznamné byly povazovéany rozdily a korelace,
kde p bylo mensi nez 0,05.

K porovnani vysledkii mezi jednotlivymi skupinami byla pouzita jednocestnd analyza
rozptylu (One-way ANOVA) nésledovana Holm-Sidakovym nebo Dunnovym testem a
dale parovy a neparovy t-test nebo neparametricky Wilcoxoniiv (Mann-Whitneytiv) test.
Zavislost mezi jednotlivymi faktory byla hodnocena pomoci Spearmanova nebo
Pearsonova korela¢niho testu a mnohocetné regresni analyzy. U analyzy genové exprese
byla ke korekci falesné pozitivnich hodnot pfi mnohocetném testovani pouzita

Benjamini-Hochbergova metoda [488].
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6. VLASTNI VYSLEDKY

6.1 Sérové koncentrace a tkafova exprese nového endokrinniho regulitoru FGF-

21 (fibroblastovy ristovy faktor 21) u pacientt s diabetes mellitus 2. typu a obezitou

Cil prace: Fibroblastovy ristovy faktor-21 (FGF-21) je novy endokrinni a parakrinni
regulator metabolické homeostazy. Cilem nasi prace bylo posoudit jeho koncentrace u
pacientil s obezitou s nebo bez pfitomnosti diabetes mellitus 2. typu a u zdravych jedinct
a zhodnotit vliv zvolenych dietnich a farmakologickych intervenci na jeho sérové hladiny
a mRNA expresi.

Metodika: U 26 obéznich pacientli bez DM2 (OB), 11 diabetickych pacientl s obezitou
(T2DM) a 32 zdravych kontrolnich subjektti (C) s normalni hmotnosti jsme vysetfili
zékladni biochemické a hormondalni parametry za pomoci standardnich laboratornich
metod. Sérové hladiny FGF-21 byly stanoveny pomoci komeréniho ELISA kitu a
k analyze mRNA exprese FGF-21 v podkozni a visceralni tukové tkéni a ve vzorcich
jater byla pouzita metoda RT PCR. Zvolené intervence zahrnovaly akutni
hyperinzulinémii v prabéhu hyperinzulinemického izoglykemického clampu, 3 tydny
nizkokalorické diety (VLCD — energeticky obsah 2500 kJ/den) a tfimési¢ni podavani
agonisty receptortt PPARa fenofibratu.

Vysledky: Za bazalnich podminek byly sérové hladiny FGF-21 signifikantné vyssi u
obéznich pacientek 1 zen s DM2 v porovnani s kontrolni skupinou (323 + 35 a 395 + 56
vs. 213 + 23 pg/ml, p<0.05), pficemZ mezi OB a T2DM skupinou se jeho koncentrace
vzajemné neliSily. Tii tydny nizkokalorické diety stejné jako tfi mésice 1éCby
fenofibratem vedly k vyznamnému zvyseni sérovych hodnot FGF-21 (339 + 60 vs. 587 +
124 pg/ml, p<0,05 pro VLCD a 364 £+ 68 vs. 593 £ 54 pg/ml, p<0,05 pro fenofibrat).
Hyperinzulinémie v pribéhu clampu méla u T2DM pacientek na rozdil od kontrolni
skupiny za nasledek signifikantni nartst koncentraci FGF-21, ktery se jesté zvyraznil po
lécbé fenofibratem. U obéznich zen byla mRNA exprese FGF-21 ve visceralnim tuku
zvysSena dvounasobné oproti kontrolni skupin€, zatimco v podkozni tukové tkéni nebyl

mezi obéma skupinami zaznamenan signifikantni rozdil. Po 3 tydnech nizkokalorické
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diety doslo u obéznich pacientek k signifikantnimu vzestupu mRNA exprese FGF-21 v
podkoznim tuku.

Zavér: Zvyseni sérovych koncentraci FGF-21 po nizkokalorické diet¢ a 1écbé
fenofibratem miize pfispivat k pozitivnim metabolickym ucinkim téchto intervenci.
Ziskana data podporuji existenci pfimého pozitivniho vlivu FGF-21 na metabolickou

kompenzaci organizmu.

Vysledky této prace byly publikovany v €asopisu Clinical Endocrinology, plny text

clanku v otisténé verzi je uveden v ptiloze.

6.2 Sérové Kkoncentrace fibroblastového riistového faktoru 19 u pacienti
s obezitou a diabetes mellitus 2. typu: vliv akutni hyperinzulinémie, nizkokalorické

diety a podavani agonisty PPARa

Cil prace: Fibroblastovy rastovy faktor 19 (FGF-19) je nedavno objeveny regulacni
protein s endokrinni a parakrinni aktivitou vykazujici potencidlné zajimavé ucinky na
metabolickou a energetickou homeostazu. Cilem nasi prace bylo stanovit sérové
koncentrace FGF-19 u pacientli s obezitou a diabetes mellitus 2. typu a u kontrolnich
zdravych subjektl a posoudit vliv zvolenych intervenci na tyto hodnoty.

Metodika: Do studie bylo zatfazeno 29 pacientek s obezitou (OB), 19 Zen s diabetes
mellitus 2. typu (T2DM) a 30 zdravych stihlych probandek (C). Jako intervence byly
zvoleny akutni hyperinzulinémie v pribéhu hyperinzulinemického izoglykemického
clampu, nizkokaloricka dieta (VLCD, energeticky obsah 2500 kJ/den) a 1écba agonistou
receptorid PPARa fenofibratem.

Vysledky: Bazalni sérové koncentrace FGF-19 byly signifikantné nizSi u obéznich
jedinct nez v kontrolni skupiné (132,1 £ 12,7 vs. 202,2 £ 16,7 pg/ml, p<0,05), zatimco
mezi diabetickymi pacientkami a dalSimi dvéma skupinami nebyl pozorovdn zadny
signifikantni rozdil (189,2 = 30,9 vs. 132,1£12,7 pg/ml, n.s. a 189,2 + 30,9 vs. 202,2 +
16,7 pg/ml, n.s.). Akutni hyperinzulinémie m¢la tendenci snizovat hladiny FGF-19 u
T2DM 1 kontrolni skupiny. Tti tydny nizkokalorické diety nemély u obéznich subjekt
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vliv na koncentrace FGF-19 (140,3 = 19,7 vs. 176,1 £ 27,1 pg/ml, n.s.). Tfimésicni 1écba
fenofibratem vedla u diabetickych pacientek k vyznamnému snizeni sérového FGF-19
(194,6+26,2 vs. 107,5+£25,0 pg/ml, p<0,05).

Zavér: Sérové koncentrace FGF-19 byly v nasi studii ¢aste¢né zavislé na nutri¢nim stavu
jedince, zaroven vSak nemély prokazatelny vztah k parametrim gluk6zového

metabolizmu a inzulinové senzitivity.

Vysledky této prace piijaty k publikaci v asopisu Physiological Research, plny text

¢lanku je uveden v ptiloze.

6.3  Vliv nizkokalorické diety na mRNA expresi genii asociovanych se zanétem
v podkozZni tukové tkani a perifernich monocytech u obéznich pacienti s diabetes

mellitus 2. typu

Cil prace: Subklinicky zanét ptredstavuje jeden z hlavnich mechanizmt pojicich obezitu,
diabetes mellitus 2. typu a kardiovaskularni onemocnéni. Cilem naSi prace bylo
prozkoumat expresni profil vybranych genti podilejicich se na regulacich zanétlivych
reakcei v tukové tkdni a perifernich monocytech u obéznich pacientil s a bez pfitomnosti
diabetes mellitus 2. typu za bazéalnich podminek a po dietni intervenci.

Metodika: Do studie bylo zatazeno 12 obéznich pacientek s diabetes mellitus 2. typu
(T2DM), 8 obéznich zen bez pritomnosti diabetes mellitus (OB) a 15 §tihlych zdravych
zen (C). Hladiny zvolenych biochemickych parametri, hormoni a cytokinii byly
stanoveny standardnimi laboratornimi metodami. K analyze byl zvolen panel 39 genti pro
faktory ucastnici se zanétlivych reakei s dirazem na chemotaktické ptisobky podilejici se
na regulaci vstupu imunokompetentnich bunék do tukové tkdné. mRNA exprese
vybranych genl byla stanovena pomoci RT PCR ve vzorcich podkozni tukové tkan¢ a
izolovanych perifernich monocytech za bazdlnich podminek a po 2 tydnech
nizkokalorické diety (energeticky ptijem 2500 kJ/den).

Vysledky: V porovnani s kontrolni skupinou vykazovaly diabetické pacientky i obézni

zeny bez diabetu signifikantné vyssi sérové hladiny prozanétlivych faktortt (CRP, TNF-a,
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IL-6, IL-8). V podkozni tukové tkani mély tyto 2 skupiny zvySenou mRNA expresi
makrofagového antigenu CD68 a prozanétlivych chemokint (CCL-2, -3, -7, -8, -17, -22),
ktera byla doprovdzena vyssi expresi komplementarnich chemokinovych receptort
(CCR-1, -2, -3, -5) a dalSich prozéanétlivych receptort (TLR-2, -4, receptory pro TNFa a
IL-6) na cirkulujicich monocytech, pficemz tento profil byl vice vyjadieny u T2DM
skupiny. Dva tydny nizkokalorické diety vedly u obéznich diabeti¢ek ke snizeni télesné
hmotnosti spojené se zlepSenim metabolického profilu. V perifernich monocytech doslo
po diet¢ k signifikantnimu sniZzeni exprese chemokinovych receptord, zatimco
v podkoznim tuku klesla exprese chemokini CCL-8 a CXCL-10 a vyrazné vzrostla
exprese chemokinu CCL-17.

Zavér: Obezita byla vnasi studii spojena se zvySenou expresi chemotaktickych a
prozanétlivych faktori v podkozni tukové tkéni a odpovidajicich receptori na perifernich
monocytech. Pfitomnost diabetes mellitus 2. typu tento expresni profil dale potencovala,
zatimco 2 tydny nizkokalorické diety vedly u obéznich diabetickych pacientd k jeho

signifikantnimu zlepSeni.

Vysledky této prace byly publikovany v Casopise Journal of Clinical Endocrinology and

Metabolism, plny text ¢lanku v oti§téné verzi je uveden v pfiloze.
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7. DISKUSE

Skupina fibroblastovych ristovych faktorti s endokrinni aktivitou, zahrnujici FGF-19,
FGF-21 a FGF-23, predstavuje nedavno identifikovanou rodinu ptsobktl podilejicich se
na regulaci celé fady biologickych procest véetné metabolické a hormondlni homeostazy.
Vzhledem k tomu, Ze jejich objev se datuje jen nékolik let zpét a diky komplexnosti
jejich ucinkd, jsou poznatky o ptesnych mechanizmech jejich piisobeni, obzvlasté u lidi,
pomérné kusé a nejednoznacné. Experimentalni prace vSak naznacily jejich vyznam v
patogeneze fady metabolickych poruch, stejné jako jejich potencialni uplatnéni pti 1écbe
nckterych z téchto onemocnéni véetné diabetes mellitus 2. typu a dalSich komponent
metabolického syndromu. V nasi praci jsme se proto zaméfili na zkoumani faktori FGF-
21 a FGF-19, vykazujicich nejtésnéjsi vztah k regulaci vyznamnych metabolickych drah
ucastnicich se promény zdkladnich substratii vcetné¢ sacharidi, lipida a zluCovych
kyselin.

Vysledky experimentalnich studii na zvifecich modelech prokézaly, ze FGF-21, tvofeny
primarné v jatrech, predstavuje dilezity metabolicky regulator nutny pro aktivaci jaterni
oxidace lipidii, metabolizmus triglyceridi a tvorbu ketolatek pii ketogenni dieté. U mysi
je FGF-21 klicovym medidtorem pleiotropnich U¢inkii receptorii PPARa, které jsou
pokladany za hlavni reguldtor adaptacnich reakci pii hladovéni [22, 84, 489, 490]. Jako
snizeni glykémie u diabetickych hlodavct i primatt [32, 80], coz naznacuje potencial
FGF-21 jako mozného terapeutického agens pii 1écbé diabetes mellitus 2. typu a dalSich
slozek metabolického syndromu [489].

Na rozdil od zna¢ného mnozstvi dat z experimentalnich studii, jsou u¢inky a regulace
FGF-21 u lidi zatim prozkoumany jen mdalo. Ve 2 prufezovych studiich byly hladiny
FGF-21 zvySené u pacientli sobezitou a diabetes mellitus 2. typu a zaroven
predstavovaly nezavisly rizikovy faktor pro vznik metabolického syndromu [99, 100].
V nasi praci jsme potvrdili, ze vyssi sérové koncentrace FGF-21 jsou asociovany
s obezitou a diabetes mellitus 2. typu a Ze jsou déle zvySovany podavanim agonisty
PPARa a kalorickou restrikci. Uvedené tidaje jsou v souladu s daty ze zvifecich studii,
kde bylo prokazano 25-ndsobné zvySeni mRNA exprese FGF-21 v jatrech po hladovéni
nebo po uzivani PPARa agonistl [21]. Zvyseni hladin FGF-21 po nizkokalorické dieté
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proto mize byt alespon z¢asti disledkem aktivace PPARa pfi adaptaci na hladovéni. Tti
tydny nizkokalorické diety vedly kromé poklesu hmotnosti i ke zlepSeni inzulinové
senzitivity (stanovené pomoci HOMA indexu), coz naznacuje, ze nékteré pozitivni
ucinky reduk¢ni diety mohou byt disledkem zvySeni sérovych koncentraci FGF-21. Na
rozdil od uvedeného zvySilo podavani agonisty PPARa fenofibratu diabetickym
pacientim hladiny FGF-21 v podobném rozsahu jako tomu bylo u restrikce piijmu
potravy, piicemz vSak nebyla zaznamendna Zzadnd zmeéna v parametrech inzulinové
senzitivity méfenych izoglykemickym hyperinzulinemickym clampem. Po 1é¢bé
fenofibratem doslo navic k mirnému zhorSeni diabetické kompenzace, coz nepodporuje
hypotézu, ze by endogenni zvySeni FGF-21 mélo byt primarné odpovédné za zlepseni
inzulinové senzitivity u této skupiny pacientd. Uvedené vysledky vSak mohou byt
zkresleny relativné nizkym poctem pacientii zatfazenych do studii a pouZzitim ne zcela
pfesnych parametri pro méfeni inzulinové senzitivity (HOMA index) u nékterych
podskupin.

Mezi dalsi dilezité poznatky vyplyvajici zna$i prace, patfi fakt, Ze kratkodoba
hyperinzulinémie v pribéhu clampu ovliviiuje sérové hladiny FGF-21 jinak u obéznich
diabetikll a jinak u zdravych §tihlych osob. U pacientt s obezitou a diabetes mellitus 2.
typu doslo v pribéhu tiithodinového izoglykemického hyperinzulinemického clampu
k signifikantnimu vzestupu koncentraci FGF-21, zatimco v kontrolni skupiné naopak
hodnoty FGF-21 v poloviné clampu pfechodné poklesly. Ziskand data nam v tuto chvili
neumoznuji identifikovat pfesné pfi¢iny a vyznam odlisSné regulace FGF-21 b&hem
kratkodobé hyperinzulinémie u riznych subjektt. Jednou z moznosti je, ze zvySeni hladin
FGF-21 mtze u inzulinorezistentnich diabetikli 2. typu ptedstavovat kompenzacni
mechanizmus slouzici ke zvySeni vychytavani glukozy alterovaném inzulinovou
rezistenci. Celkové vSak ziskané vysledky svéd¢i pro to, Ze 1 u lidi (podobné jako u
experimentalnich zvifecich modelt) jsou sérové hladiny FGF-21 regulovany v zavislosti
na nutriénim stavu organizmu. Nélez zvySenych koncentraci FGF-21 u obéznich jedinci
a jejich dalsi potenciace nizkokalorickou dietou potvrzuji naSe ptedchozi vysledky u
chronicky podvyzivenych pacientek trpicich mentalni anorexii, u kterych byly hodnoty

FGF-21 snizené [107]. Definitivni prokdzani vyznamu uvedenych poznatkl pii vzniku
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inzulinové rezistence nebo naopak ochrané pred jejimi negativnimi u¢inky vSak vyzaduje
provedeni dal$ich studii zahrnujicich rozsahlejsi pacientské populace.

I kdyz u mysi byla jako hlavni zdroj FGF-21 identifikovana jatra [22, 30, 54], u lidi byla
mRNA exprese FGF-21 detekovadna 1 v podkozni tukové tkani, kde zaroven pozitivné
korelovala se sérovym FGF-21 [99]. V na$i praci jsme stanovovali mRNA expresi FGF-
21 v podkozni a visceralni tukové tkani a ve vzorcich z jaterniho parenchymu. Na rozdil
od Zhanga a kol [99] jsme nenaSli signifikantni rozdil v expresi FGF-21 v podkoznim
tuku mezi obéznimi jedinci a kontrolni skupinou. U obéznich pacientli jsme vSak
zachytili zvySenou expresi FGF-21 ve visceralni tukové tkéni v porovnani se Stihlymi
kontrolnimi subjekty. Jelikoz u mysi byla mRNA exprese FGF-21 zvySend po podani
agonisti receptort PPARYy [491], v dal§im kroku jsme analyzovali vztah mezi expresi
PPARy a FGF-21. Nepodafilo se nam prokdzat zadny signifikantni rozdil v mRNA
expresi receptori PPARy mezi Stihlymi a obéznimi jedinci ani v subkutdnni ani ve
visceralni tukové tkani, coz naznacuje, ze aktivace PPARy nehraje zédsadni roli pfi
zvyseni hladin FGF-21 spojeném s obezitou.

K posouzeni miry, kterou tukova tkan pfispiva k celkové produkci FGF-21, jsme zmé&fili
jeho mRNA expresi i v jatrech, kterd jsou u zvifat pokladana za hlavni zdroj FGF-21.
Ukazalo se, ze exprese FGF-21 je vice nez 100-nasobn¢ vyssi v lidském jaternim
misto tvorby FGF-21.

Celkové je mozné na zdklad€ naSich vysledkl konstatovat, Ze sérové hladiny FGF-21
jsou zvySené u pacientll s obezitou a diabetes mellitus 2. typu v porovnani s jedinci
s normalni hmotnosti. Nizkokaloricka dieta stejné jako podavani agonisty PPARa vedly
k dal$imu navyseni koncentraci FGF-21, pfi¢emz ke zlepSeni inzulinové senzitivity doslo
jenom u pacientl po kalorické restrikci. Objasnéni presné role FGF-21 v patogeneze
inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2. typu a pfidruzenych metabolickych komplikaci
stejn¢ jako ovéteni jeho terapeutického potencidlu, nazna¢eného studiemi na zvitatech,

vSak bude jesté vyzadovat intenzivni vyzkumné usili.

FGF-19 je dalsi recentné objeveny regulacni protein, patfici do stejné podskupiny

endokrinn¢é aktivnich fibroblastovych rustovych faktord jako FGF-21. FGF-19 hraje
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ustfedni roli pfi supresi syntézy a sekrece zluCovych kyselin. Jelikoz je metabolizmus
zluCovych kyselin uzce spjat sdalsimi metabolickymi drahami, obzvlaste¢ s
metabolizmem lipida [492, 493], nabizi se zajimava hypotéza, ze by se FGF-19 mohl
podilet 1 na regulaci dalSich procesl, vCetné metabolizmu cholesterolu, triglyceridu,
lipoproteint a glukézy [30, 50]. Hlodavci zvySené exprimujici FGF-19 se vyznacuji nizsi
télesnou hmotnosti a zlepSenou glukézovou toleranci a inzulinovou senzitivitou ve
srovnani s kontrolnimi zvitaty. Navic jsou chrdnéni pied vznikem obezity indukované
vysokotukovou dietou [30]. Podobné vysledky piineslo 1 exogenni podavani
rekombinantniho FGF-19 myS$im. I zde vedlo k poklesu télesné hmotnosti a sniZeni
glykémie, inzulinémie a hladin cholesterolu a triglyceridt [50].

U lidi nejsou udaje tykajici se vztahu FGF-19 k riznym metabolickym parametram tak
jednoznacéné. V nasi ptedchozi studii jsme ukazali, Ze u pacientek s mentalni anorexii a
téZkou malnutrici nebyly hladiny FGF-19 ovlivnény nutriénim stavem a zaroven ani
nevykazovaly zadny vztah ke zkoumanym metabolickym parametrtiim [107]. Schreuder a
kol. nenasli pfimy vztah mezi inzulinovou rezistenci stanovenou pomoci HOMA indexu a
tvorbou FGF-19 ve stfevé u pacientl s nealkoholickou jaterni steatohepatitidou (NASH),
i kdyz u pacientli s inzulinovou rezistenci byl inhibi¢ni efekt FGF-19 na tvorbu
zluCovych kyselin oslabeny [494]. V nedavno provedené studii Brufaua a kol. se sérové
koncentrace FGF-19 mezi pacienty s diabetes mellitus 2. typu a zdravymi jedinci neliSily
[495]. Na rozdil od toho prokazal Reiche a kol. negativni korelaci mezi sérovym FGF-19
a lacnou glykémii u zdravych probandi [496]. NaSe vysledky naznacuji, ze FGF-19
koreluje negativné s body mass indexem (BMI), pficemzZ tato korelace byla nejvyraznéjsi
pacientl s primémym BMI ~ 36 kg/m’ byly hodnoty FGF-19 oproti kontrolni skuping
jenom mirné€ sniZzené. Pozitivni korelace mezi FGF-19 a sérovym adiponektinem, ktera
byla pfitomna u vSech studovanych podskupin, déle rozsifuje obdobny nalez u chronicky
dialyzovanych pacienti [496] na dalsi pacientské subpopulace. Uvedena data naznacuji
existenci vztahu mezi FGF-19 a regulaci endokrinni funkce tukové tkané, ktera
vyznamné ovlivituje metabolizmus gluko6zy a inzulinovou senzitivitu [497, 498].

Tti tydny nizkokalorické diety vedly u obéznich diabetikti 2. typu k signifikantnimu

poklesu télesné hmotnosti, snizeni glykémie, inzulinémie a HOMA indexu inzulinové
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rezistence a lehké upravé lipidového profilu. Hladiny FGF-19 vykazovaly mirnou
tendenci k ristu, rozdil vSak nedosahoval statistické vyznamnosti. U hlodavci bylo
hladovéni spojeno se zvySenou produkci FGF-15 (mysiho ortologu FGF-19) a snizenou
expresi FGF receptoru 4 v jatrech. Zaroven doslo ke zvyseni exprese CYP7A1, kli¢ového
regula¢niho enzymu syntézy ZluCovych kyselin, a to mechanizmy nezavislymi na ose
FGF-15 — FGFR4 (hlavné snizenim inzulinem mediované suprese CYP7A1) [499]. Zda
se podobné procesy mohou uplatiiovat 1 u lidi a zda i FGF-19 (podobné jako FGF-21)
hraje urcitou roli pfi adaptaci na hladovéni, zatim ze ziskanych vysledkd neni jasné. Je
vSak mozné konstatovat, ze sérové hladiny FGF-19 jsou alesponi Castecné ovlivnény
nutricnim stavem a télesnou hmotnosti, obzvlasté pii vyssich stupnich obezity. Chybéni
jednoznacného spojeni mezi hladinami FGF-19 a parametry glukézového metabolizmu a
inzulinové senzitivity je v souladu s vysledky podobnych studii u lidi, které zatim
neprokéazaly existenci kauzdlniho vztahu mezi FGF-19 a poruchami glukézové
homeostazy [494, 495].

Metabolizmus Zlucovych kyselin je tésné spjat s metabolickymi drahami pro cholesterol a
triglyceridy. Exkrece zluCovych kyselin ptredstavuje hlavni zplsob vylu¢ovani
cholesterolu a sekvestrace zlucovych kyselin pomoci resini (Zlu€ovych sekvestrantt)
vede ke snizeni celkového a LDL cholesterolu a zvySeni HDL cholesterolu a triglycerida
s metabolizmem lipida je Farnesoidni X receptor (FXR), ktery je povazovan za hlavni
induktor syntézy FGF-19. FXR inhibuje expresi fady lipogennich genl a stimuluje
aktivitu lipoproteinové lipazy (LPL) a receptori pro VLDL [492, 502]. FXR také aktivuje
receptory PPARa, ¢imz podporuje katabolizmus VMK [503]. Pfesna uloha FGF-19
v uvedenych procesech zatim neni znama. U laboratornich zvifat inhibuje FGF-19
expresi nékolika enzyml regulujicich syntézu mastnych kyselin [30, 50]. Ve studii
Brufaua a kol vedlo podavani sekvestrantu Zlu¢ovych kyselin colesevelamu ke zlepSeni
diabetické¢ kompenzace a zaroven sniZeni bazalnich a postprandialnich hladin FGF-19 u
pacientll s diabetes mellitus 2. typu 1 u zdravych dobrovolnikii. Zaroven vSak nebyla
prokédzana piima souvislost mezi parametry gluk6zového metabolizmu a hodnotami FGF-
19 nebo zluCovymi kyselinami [495]. Podobné se i v naSi praci nepodafilo zachytit

zadnou korelaci mezi hladinami FGF-19 a slozkami lipidového spektra.
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Jelikoz fibraty jako hypolipidemika s primarnim uU€inkem na triglyceridy pisobi,
podobn¢ jako FXR, pies receptor PPARa, v dalsi ¢asti nasi prace jsme se zaméfili na
posouzeni vlivu podavani fenofibratu na hladiny FGF-19 s cilem zjistit, zda pozitivni
metabolické efekty 1écby fibraty mohou alesponn casteCné souviset se zménami
koncentraci FGF-19. Ttimési¢ni 1écba fenofibratem vedla u hypertriglyceridemickych
pacienti ke snizeni sérovych triglyceridi bez zmény télesné hmotnosti nebo hodnot
celkového a HDL cholesterolu. Hladiny FGF-19 po podavani fenofibratu vyrazné
poklesly, coz naznacuje, ze fibratem vyvolana aktivace PPARa neni doprovazend indukei
tvorby FGF-19.

Stale vice dukazii naznacuje v posledni dobé dilezitost zluCovych kyselin a jejich
receptort pii regulaci U¢inkl inzulinu [492]. In vitro a experimentalni studie poukazaly
na fakt, ze aktivace FXR vede ke zlepSeni inzulinové senzitivity a inzulinem
stimulovaného vychytavani glukozy [504, 505]. Stimulace hepatalniho FXR snizila
jaterni glukoneogenezu, zvysila tvorbu glykogenu a snizila hodnoty glykémie [505, 506].
U mys$i dochdzelo plsobenim inzulinu k nariistu jaterni exprese FGF receptoru 4,
pfedstavujiciho hlavni jaterni izoformu FGF receptort [499]. Podobné jako FGF-19 i
inzulin snizuje syntézu zlucovych kyselin tim, ze inhibuje expresi jejich kli¢ového
regulacniho enzymu CYP7A1. Ukazalo se, ze FGF-15, mysi ortolog FGF-19, a inzulin
pusobi v jatrech c¢astecné pies stejnou drahu, kde hlavni styény bod pfedstavuje
transkripcéni faktor FoxO1 (forkhead transcriptional factor 1), ktery kontroluje expresi
jednak CYP7AI, jednak fady genl Ucastnicich se glukoneogenezy [499]. K posouzeni
vlivu kratkodobé hyperinzulinémie na sérové koncentrace FGF-19 jsme provedli
hyperinzulinemicky izoglykemicky clamp u diabetickych pacientii 1é¢enych fenofibratem
a v kontrolni skupiné zdravych jedinct. I kdyz ob¢ skupiny zacinaly na piiblizné stejnych
hodnotach FGF-19, po 90 minutich doSlo u diabetikii k prudkému poklesu jeho
koncentraci, po kterém nasledoval pomaly vzestup pietrvavajici do konce clampu. U
kontrolnich subjektti hladina FGF-19 v prubéhu celé procedury postupné kontinualné
klesala, pficemz na zavér dosahovala témét stejné hodnoty jako v diabetické skuping.
Jako velice zajimavé se ukéazaly vysledky clampové studie po 3 mésicich uzivani
fenofibratu, kde vstupni hodnoty FGF-19 byly o polovinu nizs§i nez pfed 1écbou, zaroven

vSak akutni hyperinzulinémie v prub¢hu clampu nedokazala signifikantné ovlivnit jeho

97



koncentrace ani v jednom sméru. Uvedené udaje naznacuji, Ze v regulaci hladin FGF-19
se krom¢ pusobeni zlucovych kyselin ve stfevé uplatiiuji 1 jiné mechanizmy, pfi¢emz
jednim z nich by mohl byt napt. pfimy ucinek inzulinu na syntézu FGF-19. Na spojeni
mezi FGF-19 a inzulinem se vSak mohou podilet 1 jiné, nepfimé faktory. Jednim
z nejslibngjSich kandidatt se zdaji byt volné mastné kyseliny (VMK), jelikoz jejich
tvorba je téméf Uplné inhibovana v prubéhu hyperinzulinemického izoglykemického
clampu a k jejich snizeni dochézi i pii aktivaci PPARa prostiednictvim fibrati [S07].

Celkové se ndm v ¢asti nasi prace, vénované FGF-19, podafilo prokazat, ze FGF-19
koreluje negativné s BMI a je signifikantn€ zvySeny u pacientd s vysokym stupném
obezity v porovnani s jedinci s normalni hmotnosti. Nizkokalorickd dieta neméla zadny
vliv na hodnoty FGF-19, zatimco podavani agonisty PPARa fenofibratu vedlo k jejich
signifikantni redukci. Akutni hyperinzulinémie vykazovala tendenci snizovat sérové
hladiny FGF-19, coz naznacuje existenci dal§ich regula¢nich mechanizm kromé
pfimého pusobeni zlucovych kyselin na stfevni FXR receptory. I pfes to, ze se nam,
podobné jako jinym skupindm, nepodafilo prokazat zadny piimy vztah mezi FGF-19 a
ptitomnosti diabetes mellitus 2. typu nebo nékterym z parametri glukdézového
metabolizmu a inzulinové senzitivity, predstavuje dalsi upfesnéni jeho tllohy v komplexu
reakci integrujicich metabolizmus Zluovych kyselin, lipidd a glukézy dilezity cil
v ramci vyzkumu patofyziologickych mechanizm uplatitujicich se pii vzniku diabetes

mellitus a metabolického syndromu.

Chronicky subklinicky zanét predstavuje jeden z Gstfednich mechanizmt podilejicich se
na patogenezi obezity a sni souvisejicich metabolickych a kardiovaskularnich
komplikaci [7]. Vzhledem k tomu, ze stézejni uloha pfi vzniku prozanétlivého stavu je
pfipisovana infiltraci makrofagh do tukové tkané, v posledni Casti naSi prace jsme se
zaméfili na zkoumani faktord podilejicich se na vzajemné interakci mezi perifernimi
monocyty a tukovou tkani. Hlavnim objektem naseho z4djmu byly vybrané chemotaktické
cytokiny a jejich receptory, stejné jako dalsi prozanétlivé faktory podilejici se na iniciaci
a propagaci vstupu makrofagt do tukové tkané, pticemz jsme kromé bazélnich podminek

sledovali i vliv kratkodobé kalorické restrikce na expresi uvedenych ptisobkd.
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Piedchozi studie prokdzaly, ze vétSina tukovych makrofdgi pochédzi ze zdroji mimo
tukovou tkan [111, 279]. Za hlavni faktory, Gi¢astnici se vstupu makrofagi do tukové
tkan€, jsou v soucasnosti pokladany chemokiny a jejich ptislusné receptory [361, 385].
V tukové tkani obéznich jedincl byla prokdzana zvySenda mRNA exprese chemokinil z
CC podskupiny, vcetn¢ CCL-2, CCL-3, CCL-5, CCL-7, CCL-8 a CCL-11 [282, 394,
476, 508], pfiCemz mira exprese ve vétSiné praci pozitivné korelovala se stupném
infiltrace tkdné¢ makrofagy, coz svéd¢i o vyznamu chemokinli pro regulaci vstupu
mononukledrnich bun¢k do tukové tkané [385, 388]. V nasi praci se ndm jako prvnim
podarilo prokdzat zvySenou expresi dalSich 2 CC chemokinll u obéznich pacienti s i bez
pritomnosti diabetes mellitus 2. typu, a to chemokini CCL-17 a CCL-22, coz jsou faktory
podilejici se predev§im na chemotaxi Ty2 lymfocytii (pomocné T lymfocyty 2. typu)
[361]. Podkozni tukova tkan obéznich jedinct vykazovala zvySenou expresi 4 chemokini
(CCL-3, CCL-7, CCL-17 a CCL-22) v porovnani se $tihlymi kontrolami, coz svéd¢i pro
fakt, ze 1 samotna obezita vyznamné zvySuje chemotakticky potencial tukové tkang.
Oproti obéznim pacientim doslo u diabetikti 2. typu k dalsi akcentaci exprese 3 ze 4
uvedenych chemokinl doprovazené navic zvySenim exprese dvou dalSich potentnich CC
chemokinii CCL-2 a CCL-8. Zaroven se podkozni tuk diabetickych pacientli vyznacoval
receptor 1 (AdipoR1) a nartstem exprese prozanétlivého rezistinu. Celkové tak naSe
vysledky prokazuji, ze podkozni tukova tkan obéznich jedinch se nachazi
v prozénétlivém stavu charakterizovaném zvysSenou tvorbou signalli atrahujicich hlavné
makrofagy a T lymfocyty, pficemz pfitomnost diabetes mellitus 2. typu je spojena s dalsi
potenciaci tohoto chemotaktického a prozanétlivého profilu.

Chemokiny ptisobi na cilové bunky prosttednictvich specifickych chemokinovych
receptorlt (pro CC chemokiny jsou to CC receptory - CCR) [361]. ZvySend exprese
nékolika CC receptortt véetné CCR-1, CCR-2, CCR-3 a CCR-5, byla prokazana
v podkozni i visceralni tukové tkani obéznich jedincti [282]. U naSich obéznich diabetika
se zvysSen¢ exprimovaly jenom receptory CCR-1 a CCR-5, pficemz u jedinct s obezitou
ale bez ptfitomnosti diabetes mellitus 2. typu nebylo zaznamenana zvySend exprese
zadného ze zkoumanych CCR v porovnani se Stihlymi kontrolami. Naopak, na

perifernich monocytech obou téchto skupin doslo k vyznamnému nartistu exprese 3 ze 4
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CC receptorti (CCR-1, CCR-2 a CCR-5 u T2DM a CCR-1, CCR-2 a CCR-5 u obézni
skupiny), které piesné dopliiovalo nadmérnou expresi CC chemokint z podkozniho tuku.
Uvedené nalezy podporuji existenci intenzivnich cytokinovych a hormondlnich interakci
mezi tukovou tkdni a cirkulujicimi monocyty jako jedné ze zakladnich soucésti vzniku
subklinického zanétu u obezity a asociovanych metabolickych onemocnéni.

Periferni monocyty naSich pacientd s diabetes mellitus 2. typu zvySené exprimovaly i
dalsi prozanétlivé receptory [324, 333, 509], vCetné toll-like receptorti 2 a 4 a receptora
pro IL-6 (IL-6R) a TNF-a (TNFRSF 1A a 1B), stejné¢ jako odpovidajici zanétlivé
cytokiny TNFa, rezistin a prolaktin, coz dale pfispivalo k prozanétlivému fenotypu
cirkulujicich mononuklear. Ziskana data poukazuji na vyznam perifernich monocyti
jako dulezitého faktoru ptispivajiciho k prechodu od prosté obezity k plné vyjadienym
poruchdm gluk6zové homeostazy.

V ptedchozich studiich byla i mirnd redukce télesné hmotnosti (~5-10% z vychozi
hodnoty) spojena s redukci inzulinové rezistence a zlepSenim glykemické kompenzace u
obéznich pacientii s DM2, vedoucimu ke snizeni morbidity a mortality a zlepSeni
prognozy pacienti [510]. V dalsi ¢asti nasi prace jsme se proto zaméfili na posouzeni
vlivu nizkokalorické diety na expresni profil chemoatraktivnich a prozanétlivych genii
v obou typech tkéni u osob s obezitou a diabetes mellitus 2. typu. Dva tydny kalorické
restrikce (energeticky piijem 2500 kJ/den) signifikantné zredukovaly télesnou hmotnost,
zlepsily metabolické parametry a snizily miru subklinického zanétu. Cirkulujici cytokiny
a adipokiny reagovaly na dietu riznym zptisobem, pficemz doslo k ocekédvanému poklesu
hladin leptinu a IL-6 a naopak lehkému a ne zcela ocekdvanému zvySeni koncentraci
TNF-a. Nejzajimavéjsim poznatkem ziskanym z této Casti nasi prace vsak byl fakt, ze 1
relativné kratce trvajici kaloricka restrikce stacila navodit vyznamnou a konzistentni
redukci mRNA exprese témét vSech chemokinovych a cytokinovych receptorii na
perifernich monocytech. I kdyz u exprese chemokint nedoslo k signifikantni zmén¢, nizsi
mnozstvi povrchovych CCR miize vést ke snizeni vstupu monocytt do tukové tkan¢, coz
by mohlo pfedstavovat jeden z mechanizmii odpovédnych za pozitivnhi metabolické
efekty kratkodobé nizkokalorické diety.

Na druhou stranu nebyla po 2 tydnech kalorické restrikce zaznamenana témét zadna

zména v mRNA expresi komplementarné zvysenych cytokinti v podkozni tukové tkani.
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Ocekéavany pokles exprese leptinu byl doprovdzen snizenim exprese jenom u 2
chemokini — CCL-8 a CXCL-10, coz naznacuje, Ze monocyty jsou kratkodobou dietou
ovlivnény vice nez podkozni tuk a podporuje hypotézu, ze pravé -cirkulujici
mononukledrni buniky jsou jednim z primarnich mediatori u¢inku VLCD a mohou hrat
diilezitou, 1 kdy zatim nedostatecné poznanou roli v patogeneze diabetes mellitus 2 typu.

Dal$im novym poznatkem vyplyvajicim znasi prace byl ndlez 7-nasobného zvySeni
mRNA exprese chemokinu CCL-17 v podkozni tukové tkani obéznich diabetikii po 2
tydnech VLCD. CCL-17 pulsobi jako silnych chemoatraktant pro T2 lymfocyty, zralé
dendritické bunky, bazofily a makrofagy [361]. Recentni studie prokéazaly, ze akumulace
T lymfocytd predchézi infiltraci makrofagh do tukové tkané€, coz naznacuje, Ze prave
zvySeni mnozstvi jistych subpopulaci T lymfocyti muze byt primdrnim impulzem
k iniciaci vstupu makrofagt [475, 478]. Také se ukazalo, Ze pro pribéh zanétlivé reakce
je dilezity pomér Tyl a Ty2 lymfocyth [478]. Tyl bunky maji prozanétlivé vlastnosti a
podporuji diferenciaci tukovych makrofagii smérem k zanétlivému M1 fenotypu. Ty2
obezita presouvd makrofagovy fenotyp z M2 k prozanétlivému MI1 stavu, pfiCemZz
uvedeny piesun je hlavné zplsoben vstupem makrofdgli z periferni cirkulace a ne
zménou in situ M2 makrofagti na M1 fenotyp [434, 436]. ZvySeni chemokinu CCL-17,
atrahujiciho hlavné T2 lymfocyty, v podkoznim tuku po nizkokalorické dieté miize vést
ke zvySené infiltraci Ty2 bunék do tukové tkané s naslednym zvySenim mnozstvi
jednotlivych bunéénych tad v tukové tkdni, nemizeme na zakladé aktualnich vysledka
navrhovanou hypotézu zatim potvrdit. Pfesnd tloha chemokinu CCL-17 a potencialni
zdroje jeho zvySené exprese po VLCD vSak urcit¢ predstavuji lakavy ter¢ dalSich
vyzkumt zabyvajicich se pfesnymi mechanizmy vzniku a rozvoje zanétu v tukové tkani.

V posledni ¢asti naSi prace jsme tedy prokézali, Ze podkozni tukova tkan stejné jako
periferni monocyty obéznich pacienti vykazuji silny chemoatrakéni expresni profil
s komplementarné zvysenou expresi chemotaktickych faktorii v tukové tkani a jejich
ptisluSnych receptorti na cirkulujicich mononukledrnich buiikédch. Pfitomnost diabetes
mellitus 2. typu uvedeny profil dale potencovala. Dva tydny nizkokalorické diety

signifikantn¢ zlepSovaly metabolicky profil a snizovaly subklinicky zanét u obéznich
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diabetikl, pricemz tyto efekty byly svelkou pravdépodobnosti alesponn z ¢asti
zprostiedkované zlepSenim expresniho profilu chemokinovych a cytokinovych receptori
na perifernich monocytech a moznd téz zvySenou expresi chemokinu CCL-17

v podkoznim tuku.
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8. ZAVER A SHRNUTI VYSLEDKU PRACE

Intenzivni vyzkum vénovany obezité, diabetes mellitus 2. typu a dal$im metabolickym
odchylkam podilejicim se na rozvoji aterosklerdzy a kardiovaskularnich komplikaci
piinasi zvlasté v posledni dobé nepteberné mnozstvi informaci o novych latkach a
mechanizmech podilejicich se na etiopatogeneze téchto civilizaénich nemoci. Do
uvedené skupiny patii i recentné objevené latky ze skupiny fibroblastovych ristovych
faktori s endokrinnimi ucinky, které svym regulacnim piisobenim ovliviiuji pochody ve
veétsiné metabolicky aktivnich tkani a organa. Pozitivni vliv téchto faktort na celkovy
metabolicky profil, naznaceny experimentalnimi in vitro a zvifecimi studiemi, z nich ¢ini
potencialné velice lakavy cil nejrizngjSich terapeutickych intervenci. Pfesné¢ a
jednoznaéné udaje o jejich vlivech a mechanizmech ucinku, které by umoznily plné
vyuzit potencial skryvajici se v modulaci jejich regulacnich funkci, vSak obzvlasté u lidi
zatim pofad chybi. Proto bylo jednim z hlavnich cilii nasi prace pfinést dals$i poznatky o
dvou endokrinné aktivnich fibroblastovych riistovych faktorech podilejicich se na
regulaci procest intermedidrniho metabolizmu, FGF-21 a FGF-19, v kontextu jeho
nejcastéjSich poruch jako jsou obezita a diabetes mellitus 2. typu.

Fibroblastovy rlstovy faktor 21 je regulacni protein produkovany dominantné v jatrech a
podilejici se na fizeni metabolizmu glukézy a lipidi a energetické bilance organizmu. Za
hlavni misto jeho pilisobeni se povazuji jatra, pankreas a tukova tkan. U zvifat hraje FGF-
21 dilezitou roli pti adaptaci na hladovéni a jeho exogenni piivod vede ke zlepSeni
metabolickych parametrii u laboratornich hlodavcl 1 primatd. V nasi studii jsme ukézali,
ze hladiny FGF-21 jsou signifikantné zvySené u pacientl s obezitou s i bez pfitomnosti
diabetes mellitus 2. typu v porovnani se $tihlymi subjekty. Dale jsme prokazali, ze
nizkokaloricka dieta stejn¢ jako podavéani agonisty PPARa vedou k dalSimu zvySeni
hodnot FGF-21, zatimco inzulinova senzitivita se zlepSila jenom u subjektti po kalorické
restrikci. Zptsob ovlivnéni koncentraci FGF-21 akutni hyperinzulinémii zavisel na
pritomnosti poruchy metabolizmu glukozy — u pacientt s diabetes mellitus 2. typu doslo
v pribéhu hyperinzulinemického izoglykemického clampu ke vzestupu hladin FGF-21,
zatimco u zdravych Stihlych jedinc jeho hodnoty ptfechodné spiSe klesaly. Ziskané
vysledky sveédéi pro to, ze 1 u lidi (podobné jako u experimentalnich zvifecich modell)

jsou sérové hladiny FGF-21 regulovany v zavislosti na nutricnim stavu organizmu.. Je
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mozné, ze zvySeni koncentraci FGF-21 pfedstavuje u inzulin-rezistentnich diabetikl 2.
typu jisty druh kompenza¢niho mechanizmu slouziciho ke zvyseni vychytavani glukozy
alterovaného inzulinovou rezistenci. Potvrzeni nebo vyvraceni uvedené hypotézy vSak
vyzaduje provedeni dalSich studii.

Fibroblastovy ristovy faktor 19, produkovany ptfedev§im v enterocytech, predstavuje
hlavni supresor syntézy zlu¢ovych kyselin a zaroven inhibuje i vyprazditovani zluc¢niku.
Zviteci studie naznalily jeho potencialn¢ pozitivni vliv na metabolizmus lipida a
sacharidl, 1 kdyZz dosavadni vysledky u lidi jsou spiSe inkonzistentni. V nasi praci se
podobné jako v jinych studiich nepodafilo prokazat pfimou asociaci mezi hladinami
FGF-19 a parametry gluk6zového metabolizmu nebo inzulinové senzitivity (at uz
vypo€itanymi na zakladé HOMA indexu nebo zméfenymi piimo pomoci
hyperinzulinemického izoglykemického clampu). Na druhou stranu sérové koncentrace
FGF-19 korelovaly negativné s télesnou hmotnosti, pficemz tento vztah byl vyjadien
obzvlasté u osob s vysokym stupném obezity. Analogicky se nam podafilo prokazat
pozitivni korelaci mezi FGF-19 a adiponektinem, coz rozSifuje obdobné poznatky
ziskané u chronicky hemodialyzovanych pacientl i na osoby s obezitou a diabetes
mellitus 2. typu, stejn¢ jako na zdravé stihlé jedince. Nizkokaloricka dieta neméla zadny
vliv na hodnoty FGF-19, zatimco podavani agonisty PPARa vedlo k jejich signifikantni
redukci. Akutni hyperinzulinémie vykazovala tendenci snizovat sérové hladiny FGF-19,
coz naznacuje existenci dalSich regulacnich mechanizmti kromé pitimého plisobeni
zlucovych kyselin na stfevni bunky.

Subklinicky zanét je povazovan za jeden z hlavnich mechanizmil integrujicich obezitu,
diabetes mellitus 2. typu a dal$i komponenty metabolického syndromu. Hlavni uloha pii
vzniku lokalniho zanétu v tukové tkdni a nasledné i1 systémové zanétlivé reakci je
v soucasnosti pfipisovdna infiltraci tukové tkan€¢ imunokompetentnimi buinikami,
obzvlasté makrofagy, pochdzejicimi z periferni cirkulace. Pfesné mechanizmy interakce
tukové tkané a perifernich monocytii (prekurzorti tkanovych makrofagl) vSak dosud
nejsou plné objasnény. Ve snaze blize charakterizovat jejich vzajemnou souhru jsme se
proto v posledni ¢asti nasi prace zaméfili na posouzeni exprese chemotaktickych a
dalSich prozanétlivych faktort a jim odpovidajicich receptorti v podkozni tukové tkani a

perifernich monocytech obéznich jedinct s diabetes mellitus 2. typu. Nase vysledky
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prokézaly, ze podkozni tukova tkan obéznich pacientll zvySené exprimuje celou paletu
chemotaktickych cytokintl, pisobicich primarné na mononuklearni bunky. Ty se zaroven
vyznacuji nadmérnou expresi korespondujicich chemokinovych a cytokinovych
receptord. Pfitomnost diabetes mellitus 2. typu uvedeny chemoatrakéni a prozanétlivy
profil dale potencovala. ZlepSeni metabolick¢ého a zéanétlivého stavu po kratkodobé
kalorické restrikci bylo alesponi z ¢asti zprostfedkovano Upravou expresniho profilu
chemokinovych a cytokinovych receptorti na perifernich moncytech, i kdyz se na ném
mohla podilet i zvySena exprese n&kterych chemokinli v podkozni tukové tkani (CCL-
17). Ziskané poznatky identifikuji periferni monocyty jako dulezity a dosud malo
zdarazinovany faktor uiCastnici se patogeneze obezity a diabetes mellitus 2. typu, ktery je

mozné rychle a pozitivné ovlivnit dietni intervenci.

I ptes veskeré tusili vénované v posledni dobé 1écbé a prevenci soucasné pandemie
obezity a diabetes mellitus 2. typu, zaujimaji metabolickd, kardiovaskularni a dalsi
onemocnéni asociovana s nadmérnou akumulaci télesného tuku pofdd prvni piicky
v zebficcich morbidity a mortality vnas$i spolecnosti. Hlub8i pochopeni
patofyziologickych mechanizmi vedoucich k rozvoji uvedenych poruch lze pokladat za
zakladni podminku k identifikaci inovativnich terapeutickych strategii schopnych
kauzaln¢ zasahnout do patogeneze obezity a pfidruzenych onemocnéni. Véfime, ze
v uvedeném kontextu ptredstavuji nové poznatky tykajici se fibroblastovych rastovych
faktorii 19 a 21 a vzdjemné souhry mezi tukovou tkdni a perifernimi monocyty pomoci
chemotaktickych faktord a jejich receptorii v pfitomnosti obezity a diabetes mellitus 2.

typu piedkladané v této praci krok spravnym smérem.
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Summary

Objective Fibroblast growth factor-21 (FGF21) is a novel endo-
crine and paracrine regulator of metabolic homeostasis. The aim of
our study was to measure its serum concentrations in patients with
obesity, obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) and healthy
subjects (C), and to assess the changes of its circulating levels and
mRNA expression after dietary and pharmacological interventions.
Design We measured biochemical parameters, serum FGF21, adi-
ponectin, leptin and insulin levels by commercial ELISA and RIA
kits, and mRNA expression in the liver, subcutaneous and visceral
fat by RT PCR in 26 obese patients, 11 T2DM patients and 32 control
subjects. The interventions were acute hyperinsulinaemia during
isoglycaemic—hyperinsulinaemic clamp, very low calorie diet
(VLCD) and 3 months treatment with PPAR-o agonist fenofibrate.
Results Baseline serum FGF21 levels were significantly higher in
both obese and T2DM patients relative to healthy controls. FGF21
levels in obesity did not significantly differ from T2DM group.
Both 3 weeks of VLCD and 3 months of fenofibrate treatment
significantly increased FGF21 levels. FGF21 mRNA expression in
visceral fat was twofold higher in obesity relative to C group, while
it did not differ in subcutaneous fat. VLCD significantly increased
FGF21 mRNA expression in subcutaneous fat of obesity. 3-h
hyperinsulinaemia during the clamp increased FGF21 levels in
T2DM but not in C group.

Conclusion An increase in FGF21 levels after VLCD and fenofi-
brate treatment may contribute to positive metabolic effect of these
interventions and suggests the possibility of direct positive meta-
bolic effects of FGF21 in humans.
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Introduction

Recent experimental studies have identified fibroblast growth factor-
21 (FGF21) as an important endocrine and paracrine regulator of
metabolic homeostasis."™ The expression of FGF21 in the murine
liver is tightly nutritionally regulated. It is increased by starvation and

8-10

ketogenicstate® '®and decreased by refeeding.® Experimental studies

have also identified FGF21 as an important downstream target of
PPAR-o.activation that may mediate some of its metabolic effects.®"!

Animal studies have shown a strong anti-inflammatory, antidia-
betic and hypolipidaemic effects of FGF21 administration without
any significant side effects."”>” In spite of the important metabolic
role of FGF21 in animals less is known about the regulation of
FGF21 in humans. Only two cross-sectional studies focused on the
changes of FGF21 levels in humans have been published to date.
Zhang et al. found increased FGF21 levels in patients with obesity
and metabolic syndrome. Increased FGF21 levels represented an
independent risk factor for the presence of metabolic syndrome.'?
Chen et al. found increased FGF21 levels in patients with type 2
diabetes mellitus (T2DM) relative to healthy subjects."

To our best knowledge no information about the dynamic
changes in FGF21 levels after dietary intervention, hypolipidaemic
treatment with fibrates or acute hyperinsulinaemia in humans is
available. Furthermore, no information about the levels of FGF21
mRNA expression in different adipose tissue depotsand in theliver in
humans is available. Here we tested the hypothesis that changes in
circulating FGF21 levels contribute to the positive metabolic effects
of very low calorie diet (VLCD) in patients with obesity or lipid
lowering effect of PPAR-o agonist fenofibrate in patients with
obesity and T2DM. To this end, we measured circulating levels of
FGF21 and its mRNA expression in liver, subcutaneous and visceral
adipose tissue of patients with T2DM and obesity and studied its
changes after above mentioned interventions.

Methods

Study subjects and interventions

Overall, 26 women with obesity without T2DM, 11 women with
obesity and T2DM, and 32 age-matched healthy control women were
included into the study. The body weight of all study participants
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remained stable for at least 3 months before the beginning of the
study.

VLCD substudy

Twelve out of 26 obese subjects without T2DM underwent a 3-week
VLCD programme. They were hospitalized in the Third Department
of Medicine, General University Hospital and were given a very-
low-calorie diet (VLCD) with energy content of 2300 kJ/day for
3 weeks.

Fenofibrate treatment substudy

Eleven obese females with T2DM and 11 non-obese women were
included into fenofibrate intervention study. T2DM patients were
treated with diet, metformin alone or combination of metformin
and glimepiride before the beginning of the study. The diabetic med-
ication remained unchanged from 3 months before the start
throughout the entire study. The diabetic subjects were treated with
PPAR-a agonist fenofibrate (Lipanthyl M 267) for 3 months. Their
insulin sensitivity before and after 3 months of fenofibrate
treatment was examined by isoglycaemic—hyperinsulinaemic clamp
as described previously.'* Eleven lean healthy nondiabetic subjects,
who were free of any medication, underwent a single isoglycaemic—
hyperinsulinaemic clamp and served as a control group in
fenofibrate intervention study.

FGF21 and PPARy mRNA and protein expression substudy

The mRNA expression of FGF21 and PPARy in visceral and
subcutaneous fat and the FGF21 mRNA expression in liver were
measured in another patients’ population whose clinical characteristics
were described previously in detail.'> Fat samples were obtained from
10 obese women undergoing gastric banding surgery for third grade
obesity and from 12 lean control women undergoing elective cholecys-
tectomy. Liver samples (n = 5) were obtained from obese women
undergoing elective sleeve gastrectomy operation for third grade obesity.

Written informed consent was signed by all participants before
being enrolled into the study. The study was approved by the Human
Ethical Review Committee, First Faculty of Medicine and General
University Hospital, Prague, Czech Republic and was performed in
accordance with the principles of the Declaration of Helsinki as
revised in 2000.

Anthropometric examination, blood and tissue sampling

All subjects were measured and weighted and their body mass
index (BMI) was calculated. Blood samples were withdrawn
between 07-:00 and 08-00 h after overnight fasting. Blood samples
were separated by centrifugation for 10 min at 1000 g within
30 min from blood collection. Serum was subsequently stored in
aliquots at =70 °C until further analysis.

Clinical and hormonal parameters in obese patients on VLCD
were measured 1 day before the beginning of the diet and at the end
of the third week of VLCD. Samples of subcutaneous adipose tissue
from women with third degree obesity were obtained from the

abdominal region under local trimecain (Mesocain 1% inj. sol.)
anaesthesia by single fine needle biopsy using cannula Brauniile®
MT size 4 (G 12, internal/external diameter 2-2/2:7 mm, length
80 mm; Braun Melsungen, Melsungen, Germany) 1 day before the
beginning of the diet and at the end of the third week of VLCD.

Clinical and hormonal parameters in type 2 diabetes patients were
measured at baseline and after 3 months of treatment with PPAR-o
agonist —fenofibrate (200 mg, Lipanthyl 267 m).

The anthropometric examination and blood drawing in patients
from FGF21 mRNA and protein expression substudy was
performed 1 day before the operation. Paired samples of the
subcutaneous and visceral adipose tissue from non-obese and obese
women were collected at the beginning of surgery (gastric banding in
obese and elective cholecystectomy in control subjects, respectively).
Approximately 100 mg of adipose tissue was collected to 1 ml of
RNA stabilization reagent (RNAlater, Qiagen, Germany) and stored
at—80 °C until further analysis.

Hormonal and biochemical assays

Serum FGF21 levels were measured by a sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (Biovendor, Czech Republic), following the
manufacturer’s instructions. Serum samples for FGF levels measure-
ment were diluted 1 : 3 with a dilution buffer prior to the assay. The
standard curve range for the assay was 15-6—1000-0 pg/ml. Sensitivity
was 10 pg/ml and the intra- and interassay variability was 3-8% and
10-13%, respectively. Serum insulin concentrations were measured
by commercial RIA kit (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette Cedex,
France). Sensitivity was 2-0 pIU/ml and the intra- and interassay
variability was < 5% and < 9%, respectively. Serum adiponectin
levels were measured by commercial RIA kit (Linco Research, St
Charles, Missouri). Sensitivity was 1-0 ng/ml and the intra- and inter-
assay variability of kit was < 5:0% and < 9:0%, respectively. Serum
leptin concentrations were measured by commercial ELISA kit (Bio-
vendor, Brno, Czech Republic). Sensitivity was 0-12 ng/ml and the
intra- and interassay variability was < 5-0% and < 9-0%, respectively.
Biochemical parameters were measured in the Department of
Biochemistry of General University Hospital by standard laboratory
methods. Homeostasis model assessment (HOMA-R) index was
calculated as previously described'® using the following formula:

Fasting serum insulin (mlU/1) X Fasting serum glucose (mmol/l)
225 )

Determination of mRNA expression

Total RNA was extracted from 60 to 80 mg of subcutaneous and
visceral adipose tissue by homogenization using MagNA lyser
(Roche Diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany) instrument and
following isolation of RNA on automatic isolator MagNA Pure
Compact (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) using
MagNA Pure Compact RNA Isolation kit (Roche Diagnostics,
GmbH, Mannheim, Germany). The integrity of the RNA was
checked by visualization of 18S and 28S ribosomal bands on 1%
agarose gel with ethidium bromide. Concentration and purity of
RNA were determined by spectrophotometer (BioPhotometr
Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
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A 005 pg of total RNA was used for reverse transcription to
synthesize the first strand cDNA using the oligo(dT) primers follow-
ing the instructions of the RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas Life Science, Vilnius, Lithuania). cDNA was used for
determination of gene expression of FGF21, PPARY and 18S rRNA
by method real-time PCR performed on ABI PRISM 7500 instru-
ment (Applied Biosystems, Foster City, CA) using TagMan® Uni-
versal PCR Master Mix, NO AmpErase® UNG and specific TagMan
Gene expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA).

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 mea-
sured in real time and data were obtained as threshold cycle (Cr)
values. Results were normalized to 18S rRNA. Relative gene expres-
sion of genes was calculated using the formula 274* (Cr gene of
interest—C1 18S rRNA).

Statistical analysis

The statistical analysis was performed on SIGMASTAT software (Jan-
del Scientific, San Rafael, CA). The results are expressed as
means + standard error means (SEM). Changes of FGF21 levels and
hormonal parameters between obese women vs. control subjects
were evaluated by aNova, unpaired f-test or paired t-test and
Mann-Whitney Rank Sum Test as appropriate. The changes of
FGF21 during the clamp were analysed by One Way Repeated Mea-
sures Analysis of Variance followed by Holm—Sidak test. Pearson or
Spearman correlation tests were used to calculate the relationships
between FGF21 levels and other parameters.

Results
Baseline characteristics of patients with obesity, patients
with T2DM and control group

Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of
obese, T2DM and control groups are shown in Table 1. As expected,
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BMI, HOMA index, blood glucose levels, serum triglyceride, leptin
and insulin concentrations were significantly higher in both obese
and T2DM group relative to control subjects. On the contrary,
adiponectin levels were significantly lower in obese group and
tended to do so in T2DM group. No differences in serum cholesterol
concentrations were found between the groups. When comparing
T2DM with obese group, diabetic group had significantly lower BMI
and leptin levels while age, blood glucose levels, triglycerides, insulin
levels and HOMA index were significantly higher in T2DM group
relative to obese subjects.

Anthropometric and clinical characteristics of patients
included into VLCD study

The influence of VLCD on anthropometric, biochemical and hor-
monal parameters is summarized in Table 2. At baseline, patients
with obesity had significantly higher BMI, blood glucose, serum
insulin, HOMA index and leptin levels, and lower serum adiponec-
tin levels relative to control subjects (see Table 1). The groups did
not significantly differ in serum triglyceride and cholesterol levels.
VLCD induced a significant decrease in BMI and HOMA index.
Insulin, glucose and leptin concentrations tended to decrease after
VLCD, but the difference did not reach the statistical significance.
No significant influence of VLCD on serum cholesterol, triglyce-
ride and adiponectin levels was found.

Anthropometric and clinical characteristics of patients
included into fenofibrate treatment study

Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of the
study subgroup are shown in Table 3. At baseline, BMI, blood glu-
cose, serum triglyceride, insulin, glycated haemoglobin levels and
atherogenic index were significantly higher while serum HDL
cholesterol concentrations were significantly lower in T2DM group
relative to control group. Three months of treatment with fenofi-
brate led to a significant decrease of serum triglyceride concentra-
tions (Table 3), while blood glucose, HOMA index and glycated

Table 1. Anthropometric, biochemical and

hormonal characteristics of control, obese and Group Control Obese T2DM

T2DM groups
Number of subjects 32 26 11
Age (years) 477 £ 23 416 £ 23 54-1 £ 2-4%%%
BMI (kg/m?) 239 + 0-4 456 + 1-7* 367 4+ 290k
Blood glucose (mmol/l) 430 £ 0-23 564 £ 0-38%* 848 £ 0-68F***
Cholesterol (mmol/l) 507 + 0-17 4-65 + 0-21 522 + 0-32
Triglyceride (mmol/l) 1-15 £ 0-11 1-57 £ 0-13% 2:96 £ 0-39%%**
Insulin (mIU/1) 11-18 + 2:06 24-81 + 2-93** 44 £ 7-1000%
HOMA index 2:08 + 0-56 594 + 0-80** 16:66 + 0-21%F***
Leptin (ng/ml) 12-32 = 1-64 45-87 £ 2:28** 3243 + 3-81000¢*
Adiponectin (pg/ml) 22:41 + 182 13-21 £ 1-09** 17-46 + 4:04
FGF21 (pg/ml) 213 + 23 323 + 35* 395 + 56*

Control, control group of healthy women; Obese, obese women without type 2 diabetes mellitus;
T2DM, obese women with type 2 diabetes mellitus. Values are means + SEM. Statistical significance is
from one-way ANOVA. *P < 005 vs. control group; **P < 0-01 vs. control group; ***P < 0-01 T2Dm
vs. obese; BMI, body mass index; FGF21, fibroblast growth factor-21; HOMA, homeostasis model
assessment of insulin resistance.
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Table 2. Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of
obese group before and after 3 weeks of VLCD

Obese
Group

Obese 1 Obese 2
Number of subjects 12 12
BMI (kg/m?) 49-50 + 2:66* 4712 & 247%%*
Blood glucose (mmol/1) 591 + 0-47* 526 £ 0-26%
Cholesterol (mmol/1) 450 + 0-23 412 + 022
Triglyceride (mmol/l) 1-37 + 0-01 1:17 + 0-10
Insulin (mIU/1) 3403 + 3:56* 30-34 + 4-11*
HOMA index 8:53 + 1-09* 6:57 + 0-88**
Leptin (ng/ml) 45-83 + 3:89* 42-47 + 477
Adiponectin (pg/ml) 13:66 + 1-45* 14-33 + 1-52%

Obese 1, obese female subjects before 3 weeks of VLCD; Obese 2, obese female
subjects after 3 weeks of VLCD. Values are means + SEM. Statistical
significance is from one-way ANova and Paired t-test, respectively. *P < 0-05
obese vs. control group; **P < 0-05 obese 1 vs. obese 2; BMI, body mass
index; HOMA, homeostasis model assessment of insulin resistance.

haemoglobin slightly but significantly increased (Table 3). Other
parameters including BMI were not affected by fenofibrate treat-
ment (Table 3). Insulin sensitivity of T2DM group was significantly
lower relative to control group and was not significantly affected by
fenofibrate treatment (data not shown).

The influence of obesity and obesity/T2DM on FGF21 levels
and the relationship of FGF21 levels with anthropometric
and metabolic parameters

Circulating concentrations of FGF21 were significantly higher in
both obese and T2DM groups relative to control subjects (Table 1).

FGF21 levels did not significantly differ between obese and T2DM
group.

In a combined population of all three groups FGF21 levels signifi-
cantly positively correlated with BMI, blood glucose and serum lep-
tin levels while an inverse relationship of FGF21 with serum
adiponectin levels was found (Table 4). On the contrary, FGF21
levels were not significantly related to serum cholesterol, triglyceride
and insulin levels or HOMA index.

In a fenofibrate substudy, no significant relationship between
serum FGF21 levels and various measures of insulin sensitivity from
glucose clamp were found (data not shown).

The influence of VLCD, fenofibrate treatment and
hyperinsulinaemia during the clamp on serum FGF21
levels

Both the 3 weeks of VLCD (Fig. 1) and 3 months of treatment with
fenofibrate (Fig. 2) significantly increased serum FGF21 levels rela-
tive to baseline. In control group, serum FGF21 levels slightly but
significantly decreased after 90 min of hyperinsulinaemia during
the isoglycaemic—hyperinsulinaemic clamp and returned to base-
line values after 180 min of hyperinsulinaemia (Fig. 3). In T2DM
group both before and after fenofibrate treatment, 180 min of
hyperinsulinaemia during the clamp significantly increased serum
FGEF21 levels (Fig. 3).

FGF21 and PPARy mRNA expression in the liver,
subcutaneous and visceral adipose tissue

FGF21 mRNA expression was detectable in both subcutaneous and
visceral adipose tissue. While FGF21 mRNA expression in subcuta-
neous fat did not differ between lean and obese subjects, it was two-
fold higher in visceral fat of obese relative to lean individuals
(Fig. 4). Liver FGF21 mRNA expression was about 100-fold higher

Table 3. Anthropometric, biochemical and

T2DM hormonal characteristics of control group and
T2DM subjects before and after treatment with
Group Control Baseline Fenofibrate fenofibrate
Number of subjects 11 11 11
BMI (kg/m?) 237 £ 08 367 + 2:9% 365 + 2:7%
Blood glucose (mmol/1) 497 + 0-19 8:48 + 0-68* 9:43 + (-84 %*
Glycated haemoglobin (%) 3-81 £ 0-08 577 + 0-56* 6-10 £ 0-58%**
Cholesterol (mmol/1) 539 +£ 024 522 £ 032 509 + 0-25
HDL-cholesterol (mmol/l) 155 + 0-28 1117 £ 0-11* 120 + 0-11%
Triglyceride (mmol/l) 0-98 + 0-12 2:96 + 0-39* 2:17 £ 0-24%%*
Insulin (mIU/1) 23:0 £29 442 + 7-1* 47'5 + 8:0*
HOMA index 508 + 0-56 16:66 + 0-21* 2012 + 0-30%**
Adiponectin (pg/ml) 2241 + 1-82 17:46 + 4-04 16:53 + 2:56
Atherogenic index 1-88 £ 0-09 317 £ 0-37* 3-02 £ 0-75%

Control, control group of healthy women; T2DM baseline, obese women with type 2 diabetes mellitus
before 3 months of treatment with PPAR-o agonist fenofibrate, T2DM fenofibrate, obese women with
type 2 diabetes mellitus after 3 months of treatment with PPAR-a agonist fenofibrate. Values are
means + SEM. Statistical significance is from one-way aNova and Paired t-test, respectively.

*P < 0-05 vs. control group; **P < 0-05 vs. T2DM baseline; BMI, body mass index; FGF21, fibroblast

growth factor-21; HOMA, homeostasis model assessment of insulin resistance.
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Fig. 1 Serum FGF21 concentrations in control group (open bar), obese
patients before (filled bar) and after (dashed bar) 3 weeks of very low calorie
diet (VLCD). Values are means + SEM. Statistical significance is from
one-way ANova and Paired -test, respectively. *P < 0-05 vs. control group;
°P < 0-05 obese group after VLCD vs. obese group before VLCD.

Table 4. The relationships of circulating FGF21 levels with anthropometric,
biochemical and hormonal parameters in all three groups

FGF21

r P
BMI 0-359 0-003
Blood glucose 0-354 0-008
Cholesterol NS
Triglycerides NS
Insulin NS
HOMA-index NS
Leptin 0-306 0-016
Adiponectin -0-301 0018

The correlations were calculated in a combined population of healthy
non-obese women, obese women without and with type 2 diabetes mellitus.
BMI, body mass index; HOMA, homeostasis model assessment of insulin
resistance; Statistical significance is from Spearman correlation test;

NS, nonsignificant.

relative to its adipose tissue mRNA expression. Three weeks of VLCD
significantly increased FGF21 mRNA expression in subcutaneous
adipose tissue of obese subjects (data not shown).

In a combined population of both lean and obese group mRNA
expression of FGF21 in visceral adipose tissue correlated positively
with BMI (r=0-692, P<0-05).

PPARy mRNA expression did not significantly differ between
control and obese patients in either subcutaneous or visceral adipose
tissue (Fig. 4).

Discussion

Our study demonstrated that both 3 weeks of VLCD and 3 months
of PPAR-o agonist treatment significantly increased circulating
FGF21 levels regardless of the changes in insulin sensitivity that was
improved only in VLCD-treated group but remained unchanged in
PPAR-a agonist-treated group. We have also shown that both liver
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Fig. 2 Serum FGF21 concentrations in control group (open bar), type 2 DM
group before (filled bar) and after 3 months of fenofibrate treatment (dashed
bar). Values are mean + SEM. Statistical significance is from one-way ANOVA
and paired ¢-test. *P < 0-05 vs. control group, °P < 0-05 T2DM after
fenofibrate treatment vs. T2DM group before fenofibrate treatment.

Serum FGF21 levels
during isoglycaemic-hyperinsulinaemic clamp
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Fig. 3 Changes of FGF21 concentrations during isoglycaemic—
hyperinsulinaemic clamp of control group of healthy women (filled circles),
obese women with type 2 DM before (open circles) and after 3 months of
treatment with PPAR-ot agonist — fenofibrate (filled triangles). Statistical
significance is from RM aNova: *P < 0-05 vs. baseline value of the respective
group, **P < 0-01 vs. baseline value of the respective group.

and adipose tissue are the sites of production of FGF21 in humans.
Collectively, these findings are in agreement with presumption that
both liver and adipose tissue affects metabolic processes through
their endocrine production.'” ' Previous experimental studies
have shown that FGF21 is an important metabolic regulator pro-
duced primarily by the liver that is necessary for normal activation
of hepatic lipid oxidation, triglyceride clearance and ketogenesis
induced by ketogenic diet. FGF21 has also been identified as a medi-
ator of the pleiotropic actions of PPAR-o in mice,*'"** which is
considered a key regulator of the adaptation to fasting.”> Even more

importantly, systemic administration of FGF21 markedly decreased
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blood glucose levels in both the diabetic rodents' and monkeys,’
suggesting that FGF21 might be an interesting candidate for treat-
ing diabetes and/or other metabolic dysregulations clustered in
patients with metabolic syndrome.'"

In contrast to numerous data from animal studies, very little is
known about the regulation of FGF21 in humans. Two cross-
sectional human studies published to date described increased
FGF21 levels in obese'? and type 2 diabetic'® patients relative to
lean individuals. Elevated circulating FGF21 levels were indepen-
dently associated with increased risk of metabolic syndrome.'?
Here we show that the increase of FGF21 levels found in obesity
and/or T2DM is further augmented by both diet intervention and
PPAR-a agonist treatment. These results are in line with data from
previous animal studies which reported a 25-fold increase of
liver FGF21 mRNA levels in mice after fasting or treatment with
PPAR-o, agonists.”* Increased levels of FGF21 in patients under-
going VLCD thus could be at least partially interpreted as a
response to fasting with subsequent PPAR-o activation.
Three weeks of VLCD not only decreased the body weight but also
improved insulin sensitivity as roughly measured by HOMA index.
These findings suggest the possibility that some of the positive
metabolic effects of the hypocaloric diet could be mediated by the
increase in FGF21 levels. On the contrary, treatment of diabetic
patients with PPAR-o agonist fenofibrate increased FGF21 levels
to a similar degree as in diet intervention study regardless of
their unchanged insulin sensitivity as measured by isoglycaemic—
hyperinsulinaemic clamp. The diabetes compensation was even
slightly worsened after fenofibrate treatment arguing rather against
the principal role of increased endogenous FGF21 in increasing
insulin sensitivity in this group of patients. It should be noted,
however, that the relatively low number of patients included in our
study and the use of HOMA index as a measure of insulin sensitivity
in VLCD substudy could have influenced the results.

Another important finding of our study is the differential effect of
short-term hyperinsulinaemia during the clamp on serum FGF21
levels in obese T2DM patients vs. lean nondiabetic subjects.
Three hours of isoglycaemic—hyperinsulinaemic clamp significantly
increased serum FGF21 levels in obese T2DM patients while no such
effect appeared in healthy subjects. In fact, 90 min of hyperinsulinae-
mia transiently decreased FGF21 in healthy subjects. Our current
data do not allow us to unravel the mechanism and/or physiological
significance of differential regulation of FGF21 by short-term hyper-
insulinaemia. It is tempting to speculate, that the increase of FGF21
levels in insulin resistant T2DM patients may represent a compensa-
tory mechanism to facilitate glucose uptake blunted by insulin resis-
tance. Collectively, our and previously published data suggest that
serum FGF21 levels in humans are regulated by nutritional status.
The finding of increased FGF21 levels in obesity and its augmenta-
tion by VLCD is in line with our previous finding of decreased
FGF21 levels in chronically malnourished patients with anorexia
nervosa.”> The physiological significance of these changes and its
relevance in the development and/or protection against insulin
resistance and/or type 2 diabetes remains to be determined.

Although the predominant site of FGF21 production in mice is
the liver,®®?® FGF21 mRNA expression was detected in human
subcutaneous adipose tissue and it positively correlated with
FGF21 circulating levels.'* Here we measured the mRNA expres-
sion of FGF21 in human visceral and subcutaneous adipose tissue
and in the liver. In contrast to previous results by Zhang et al.,'* we
did not find a significant difference in FGF21 mRNA expression in
subcutaneous adipose tissue between obese and control group.
Interestingly, we found significantly higher FGF21 expression in
visceral adipose tissue of obese relative to lean subjects. As it was
recently reported that FGF21 was up-regulated by PPAR-7y agonists
in mice,”” we assessed whether increased adipose tissue FGF21
mRNA expression in visceral fat correlates with PPAR-y mRNA
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expression. In contrast to FGF21, no significant differences were
found in PPAR-y mRNA expression between lean and obese sub-
jects in either visceral or subcutaneous. This finding suggests that
PPAR-y activation did not significantly contribute to differences in
FGF21 levels between obese and lean individuals in our study.

To assess the quantitative importance of FGF21 production in fat
with respect to its circulating levels we also measured FGF21 mRNA
expression in the principal site of its production in the liver. FGF21
expression in the liver was more than 100-fold higher relative to fat
suggesting that the liver remains the most important producer of this
factor in humans.

Taken together, our study demonstrated that FGF21 levels were
significantly increased in patients with obesity, and obesity and type
2 diabetes mellitus relative to lean subjects. Both hypocaloric diet
and PPAR-o agonist treatment further increased FGF21 levels while
insulin sensitivity was improved only in VLCD-treated patients. The
clarification of importance of FGF21 in insulin-sensitizing effects
of dietary interventions and its potential in the treatment of type 2
diabetes and/or other metabolic abnormalities in patients with
metabolic syndrome require further investigation.
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Context: Low-grade inflammation links obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM), and cardiovas-
cular diseases.

Objective: To explore the expression profile of genesinvolved in inflammatory pathwaysin adipose
tissue and peripheral monocytes (PM) of obese patients with and without T2DM at baseline and
after dietary intervention.

Design: Two-week intervention study with very-low-calorie diet (VLCD).
Setting: University hospital.

Patients: Twelve obese females with T2DM, 8 obese nondiabetic females (OB) and 15 healthy
age-matched females.

Intervention: Two weeks of VLCD (2500 kJ/d).

Main Outcome Measures: Metabolic parameters, circulating cytokines, hormones, and mRNA
expression of 39 genes in sc adipose tissue (SCAT) and PM.

Results: Both T2DM and OB group had significantly increased serum concentrations of circulating
proinflammatory factors (C-reactive protein, TNFq, IL-6, IL-8), mRNA expression of macrophage
antigen CD68 and proinflammatory chemokines (CCL-2, -3, -7, -8, -17, -22) in SCAT and comple-
mentary chemokine receptors (CCR-1, -2, -3, -5) and other proinflammatory receptors (toll-like
receptor 2 and 4, TNF receptor superfamily 1A and 1B, IL-6R) in PM, with OB group showing less
pronounced chemoattracting and proinflammatory profile compared to T2DM group. In T2DM
patients VLCD decreased body weight, improved metabolic profile, and decreased mRNA expres-
sion of up-regulated CCRs in PM and chemokines [CCL 8, chemokine (C-X-C motif) ligand 10] in
SCAT. VLCD markedly increased mRNA expression of T-lymphocyte attracting chemokine CCL-17
in SCAT.

Conclusion: Obese patients with and without T2DM have increased mRNA expression of chemo-
tactic and proinflammatory factors in SCAT and expression of corresponding receptors in PM. Two
weeks of VLCD significantly improved this profile in T2DM patients. (J Clin Endocrinol Metab 96:
0000-0000, 2011)

197 Abbreviations: ATM, Adipose tissue macrophage; BMI, body mass index; CCL, chemokine
(C-C motif) ligand; CCR, chemokine (C-C motif) receptor; CRP, C-reactive protein; CXCL,
chemokine (C-X-C motif) ligand; OB, obese nondiabetic; PM, peripheral monocyte; PPAR,

doi: 10.1210/jc.2010-1858 Received August 9, 2010. Accepted January 3, 2011. peroxisome proliferator-activated receptor; SCAT, sc adipose tissue; T2DM, type 2 diabetes

mellitus; Ty, T helper lymphocyte; TLR, toll-like receptor; TNFRSF, TNF receptor superfamily;
VLCD, very-low-calorie diet.
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ubclinical inflammation is one of the key mecha-
S nisms linking obesity, insulin resistance, and other
components of the metabolic syndrome (1-3). The piv-
otal role in the development of this chronic low-grade
proinflammatory state is now attributed to adipose tis-
sue and its endocrine factors (1, 4—6). Obesity is char-
acterized by elevated circulating levels of acute phase
proteins, proinflammatory cytokines, and chemokines
such as TNFa, IL-6, IL-8, and chemokine C-C motif
ligand 2 (CCL-2), leptin, resistin, and many others (1,
5). These factors induce insulin resistance by interfer-
ence with postreceptor insulin signaling cascade (7) and
accelerate the development of endothelial dysfunction/
atherosclerosis (5).

A number of studies have shown that both adipocytes
(8) as well as immunocompetent cells residing in adipose
tissue contribute to this inflammatory process (2, 9). Ex-
cessive accumulation of adipose tissue is associated with
elevated number of adipose tissue macrophages (ATM:s)
(2,10, 11) and increased expression of proinflammatory
factorsin fat(2,9). Accumulation of ATMs in fatis linked
to insulin resistance and endothelial dysfunction in obese
subjects (12).

It has been demonstrated that most of the ATMs in
fat are derived from circulating mononuclear cells out-
side the adipose tissue (9-11). Peripheral blood mono-
cytes are recruited into adipose tissue by various che-
moattractants produced by hypertrophic adipocytes as
well as resident stromal macrophages and T-lympho-
cytes. Their products subsequently act on adipocytes in
a paracrine manner promoting the production of proin-
flammatory factors. This cross-talk between ATMs and
adipocytes generates a vicious circle of increased adi-
pose tissue inflammation that contributes to the low-
grade systemic inflammation (13, 14).

At present, very little is known about interactions be-
tween circulating monocytes and adipose tissue, although
this interplay may be critically important in the develop-
ment of systemic subclinical inflammation, type 2 diabetes
mellitus (T2DM), and its atherosclerotic complications.
We hypothesized that this interplay is driven by adipose
tissue production of factors associated with the recruit-
ment of peripheral monocytes (PM) into adipose tissue,
such as chemokines and chemokine receptors. Further-
more, we tested the hypothesis that metabolic improve-
ments after short-term very-low-calorie diet (VLCD)
could be mediated by improved inflammatory profile and
decreased expression of chemotactic factors in both PM
and sc adipose tissue (SCAT). To this end, we evaluated
the expression of a selected panel of inflammation-related
factors in SCAT and PM of patients with obesity and
T2DM.
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Materials and Methods

Study subjects

Twelve obese women with T2DM (T2DM group), eight
obese nondiabetic females (OB group), and fifteen healthy nor-
mal-weight age-matched women (C group) were included in the
study. Eight of 12 T2DM patients had been treated either with
oral antidiabetic drugs (metformin, sulfonylurea derivates, or
thiazolidindiones), insulin, or its combination. The rest of
T2DM patients were treated by diet only. All diabetic patients
were on antihypertensive treatment, four patients were treated
by statins, one by fibrate. None of the patients had malignant
tumor, thyroid disease, or acute infectious disease. In the OB
group one patient was treated with antihypertensives and none
of them was on hypolipidemic medication. Control subjects had
no history of obesity and/or diabetes mellitus, arterial hyperten-
sion, or lipid metabolism disturbances and received no medica-
tion. Blood tests confirmed normal blood count, biochemical
and hormonal parameters.

All T2DM patients underwent a 2-week VLCD with energy
intake of 2500 kJ/d (600 kcal/d). During this program, all pa-
tients were hospitalized in the Third Department of Medicine,
General University Hospital, Prague.

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 Committee, First Faculty of Medicine and General Uni-
versity Hospital, Prague, Czech Republic and was performed in
accordance with the guidelines proposed in Declaration of
Helsinki.

Anthropometric examination, blood, and adipose
tissue sampling

All patients with T2DM were examined twice: at basal state
before the beginning of any intervention and after 2 wk of VLCD,
while OB and normal-weight healthy women were examined
only once. All subjects were measured and weighed, and their
body mass index (BMI) was calculated. Blood samples for cyto-
kines, C-reactive protein (CRP), insulin, and biochemical pa-
rameters measurement were withdrawn between 0700 h and
0800 h after 12 h of overnight fasting. Blood samples were sep-
arated by centrifugation for 10 min at 1000 X g within 30 min
from blood collection. Serum was subsequently stored in ali-
quots 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 SCAT for mRNA expression analysis were ob-
tained from the abdominal region as described previously else-
where (6).

Hormonal and biochemical assays

Serum adiponectin, CRP, leptin, resistin, and insulin concen-
trations were measured by commercial ELISA and RIA kits as
described previously (8). Serum concentrations of IL-6, IL-8,
CCL-2, and TNFa were measured using Human serum adipo-
kine panel B LINCOplex Kit on Luminex200 instrument (Linco
Research, St. Charles, MO). Sensitivity was 1.6 pg/ml for IL-6,
0.2 pg/ml for IL-8, 0.14 pg/ml for CCL-2, and 0.22 pg/ml TNFa.
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The intra- and interassay variabilities were less than 10% and
15%, respectively.

Biochemical parameters were measured in the Department of
Biochemistry of General University Hospital by standard labo-
ratory methods.

PM separation and total RNA isolation from
monocytes and adipose tissue

Peripheral blood leukocytes were obtained from blood sam-
ple using Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences AB, Sweden).
For each blood sample, 3.5 ml of Ficoll-Paque ™ Plus was placed
in a Falcon tube, and then 5 ml blood sample was slowly added.
Immediately after this preparation, tubes were centrifuged. After
centrifugation, leukocyte agglomerates were placed in a tube
containing 10 ml of PBS (0.01 M PBS), pH 7.4. Tubes were cen-
trifuged again, the supernatant was discarded, and the cell pellet
was dissolved in PBS. After centrifugation the supernatant was
discarded and the pellet was dissolved in DEGAS buffer (0.01 m
PBS with 0.5 M EDTA, pH 8 and 1% BSA). Monocytes were
isolated from cell pellet with magnetic activated cell sorting tech-
nique (MiniMacs Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
using microbeads coated with CD14 antibody (MACS CD14
MicroBeads; Miltenyi Biotec). Total RNA was extracted from
CD14+ monocyte samples on MagNA Pure instrument using
MagNA Pure Compact RNA Isolation kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany).

Samples of SCAT were homogenized on a MagNA Lyser In-
strument using MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics
GmbH). Total RNA was extracted from the homogenized sam-
ple using RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany), and cDNA was prepared as described in detail pre-
viously (8).

Quantitative real-time PCR
Quantification of mMRNA was performed using real-time PCR
as described in detail previously elsewhere (8).

Statistical analysis
Statistical analysis was performed on SigmaStat software
(SPSS Inc., Chicago, IL). Anthropometric, biochemical, and hor-
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monal results are expressed as means = sEM. Differences of gene
expression and serum parameters between obese with T2DM
and nonobese were evaluated using one-way ANOVA, unpaired
t test, or Mann-Whitney rank sum test as appropriate. Differ-
ences between obese women with T2DM before and after VLCD
were evaluated using paired ¢ test or Wilcoxon Signed-Rank test
as appropriate. Statistical significance was assigned to P < 0.05.
The Benjamini-Hochberg procedure for false discovery rate was
used for multiple testing of mRNA gene expression profiles in
both PM and SCAT (15).

Results

Anthropometric, biochemical, and hormonal
characteristics of study subjects

Anthropometric, biochemical, and hormonal charac-
teristics of all study groups are summarized in Table 1. As
expected, T2DM patients had markedly increased BMI,
serum triglycerides, blood glucose, glycated hemoglobin,
CRP, insulin, leptin, resistin, TNFa, IL-6, and IL-8 levels
compared with control group. T2DM and OB patients
had similarly increased levels of insulin, leptin, and resis-
tin. BMI, blood glucose, and glycated hemoglobin was
significantly higher in T2DM group compared with OB
subjects. CRP and IL-6 in both OB and T2DM group were
significantly elevated, whereas TNFa was increased only
in T2DM subjects. Serum adiponectin levels were lower in
both T2DM and OB relative to control group.

Two weeks VLCD significantly reduced body weight,
fasting glycemia, insulinemia, total cholesterol, leptin,
CRP,andIL-6 levels in T2DM subjects. Serum resistin and
adiponectin concentrations were not significantly affected
by VLCD, whereas serum TNFa levels were significantly
increased after VLCD.

TABLE 1. Clinical, hormonal, and metabolic characteristics of study subjects

IFCC, International Federation of Clinical Chemistry.

T2DM
Controls Obese Before VLCD After VLCD
Number (n) 15 8 12 12
Age (yr) 54118 51922 57.7 = 2.7 57.7 £ 2.7
Body mass index (kg/m?) 233+06 438 = 1.67 51.5 + 2.6>° 48.7 = 2.39bc
C-reactive protein (mg/liter) 0.51 = 0.19 1.60 = 0.28° 2.25 +0.43° 1.31 + 0.30%¢
Insulin (mIU/liter) 16.3 = 1.1 29.8 + 3.4° 35.3 + 3.7° 29.4 + 45°
Blood glucose (mmol/liter) 4.84 +0.16 463 +0.14 851+ 1.112b 6.28 + 0.64%b<
HbA1c (% IFCC) 3.52 £ 0.16 3.88 = 0.13 6.66 + 0.62%° Not assessed
Cholesterol total (mmol/liter) 5.00 £ 0.23 5.05 £ 0.55 474 = 0.26 3.90 = 0.24°¢
Triglycerides (mmol/liter) 1.13 = 0.19 1.74 = 0.31 1.91 + 0.157 1.75 +0.187
Leptin (ng/ml) 143 2.5 58.1 = 3.2°7 61.1 = 5.87 54.7 = 7.5%¢
Resistin (ng/ml) 5.15 * 0.37 8.82 + 0.92° 9.67 +2.11° 7.13 £1.13
Adiponectin (ug/ml) 292 =34 15.3 = 2.07 16.1 + 2.07 149 + 1.57
IL-6 (pg/ml) 1.01 £0.14 3.86 + 0.557 2.34 = 0.45% 1.54 + 0.32%¢
IL-8 (pg/ml) 1.22 = 0.19 Not assessed 2.53 + 0.26° 2.61 +0.29°
CCL-2 (pg/ml) 211 = 36 226 = 26 240 *= 35 259 * 45
TNFe (pg/ml) 3.52 =+ 0.39 477 £0.52 6.53 + 0.847 8.08 = 0.97%¢
Values are mean + sem. 2 P < 0.05 vs. control group; 2 P < 0.05 vs. obese group; € P < 0.05 vs. T2DM group before VLCD.
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TABLE 2. Chemokines and chemokine receptors: mRNA expression changes in peripheral monocytes and
subcutaneous adipose tissue of obese nondiabetic and T2DM patients relative to control group

Peripheral monocytes Subcutaneous adipose tissue

Obese T2DM before Obese T2DM before
nondiabetic VLCD nondiabetic VLCD
Fold P Fold P Fold P Fold P
Gene symbol Gene name change value change value change value change value
CD68 CD68 molecule 1.40 0.010 167 0.008 1.73 0.022 2.18 0.001
ccL-2 Chemokine (C-C motif) 0.84 NS 0.38 0.034 1.28 NS 2.73 0.022
ligand 2
CCL-3 Chemokine (C-C motif) 1.36 NS 1.71 NS 1.70 0.041 2.59 0.021
ligand 3
CCL-5 Chemokine (C-C motif) 1.22 NS 1.27 NS 0.65 NS 0.93 NS
ligand 5
ccL-7 Chemokine (C-C motif) ND ND 2.27 0.007 7.34 <0.001
ligand 7
ccL-8 Chemokine (C-C motif) 0.99 NS 1.12 NS 1.45 NS 2.29 0.011
ligand 8
CCL-17. Chemokine (C-C motif) ND ND 4.32 0.001 2.92 0.006
ligand 17
ccL-22 Chemokine (C-C motif) ND ND 3.73 0.003 5.02 0.002
ligand 22
CXCL-10 Chemokine (C-X-C motif) 0.68 NS 0.29 NS 1.50 NS 1.23 NS
ligand 10
CCR-1 Chemokine (C-C motif) 2.12 0.045 2.22  <0.001 1.65 NS 2.39 <0.001
receptor 1
CCR-2 Chemokine (C-C motif) 2.06 0.007 220 <0.001 1.04 NS 1.41 NS
receptor 2
CCR-3 Chemokine (C-C motif) 2.93 0.003 0.74 NS 0.62 NS 0.96 NS
receptor 3
CCR-5 Chemokine (C-C motif) 1.29 NS 1.46 0.042 1.91 NS 2.46 <0.001
receptor 5

ND, not detectable; NS, nonsignificant. The mean value of the relative gene expression of control group was taken as 1.0.

mRNA expression of inflammation-related genes
in SCAT and PM

The summary of inflammation-related gene mRNA ex-
pression in SCAT and PM of T2DM and OB patients relative
to control group is shown in Table 2 (chemokines and che-
mokine receptors), Table 3 (hormones, adipokines, and cor-
responding receptors) and Table 4 (cytokines and other in-

flammation-related factors and corresponding receptors). At
baseline, of the 39 genes studied, significant differences in
mRNA expression were detected in 22 genes in SCAT and in
20 genes in PM. mRNA expression in both SCAT and PM
was undetectable in three genes (IL-1a, IL-19, IL-20).

In SCAT of T2DM patients increased expression of
almost all measured chemokines was found (Table 2), to-

TABLE 3. Hormones, adipokines, and corresponding receptors: mRNA expression changes in peripheral monocytes
and subcutaneous adipose tissue of obese nondiabetic and T2DM patients relative to control group

Peripheral monocytes Subcutaneous adipose tissue

Obese T2DM before Obese T2DM before
nondiabetic VLCD nondiabetic VLCD

Fold P Fold P Fold P Fold P
Gene symbol Gene name change value change value change value change value
ADIPOQ Adiponectin ND ND 0.71 NS 0.35 <0.001

ADIPOR1 Adiponectin receptor 1 1.57 NS 1.87 0.003 1.22 NS 0.92 NS
ADIPORZ2 Adiponectin receptor 2 1.27 NS 1.23 NS 0.68 NS 0.68 0.040
LEP Leptin ND ND 1.55 NS 1.55 0.028

NAMPT (Visfatin) Nicotinamide 1.28 NS 2.91 <0.001 0.75 NS 1.04 NS

phosphoribosyltransferase

PRL Prolactin 1.83 NS 3.33 0.038 1.15 NS 1.03 NS

PRLR Prolactin receptor 1.30 NS 0.76 NS 1.21 NS 1.02 NS

RETN Resistin 0.96 NS 2.40 <0.001 0.98 NS 1.76 NS

ND, not detectable; NS, nonsignificant. Mean value of the relative gene expression of control group was taken as 1.
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TABLE 4. Cytokines and other inflammation-related factors and corresponding receptors: mRNA expression
changes in peripheral monocytes and subcutaneous adipose tissue of obese nondiabetic and T2DM patients relative

to control group

Peripheral monocytes

Subcutaneous adipose tissue

Obese T2DM before Obese T2DM before
nondiabetic VLCD nondiabetic VLCD
Gene Fold P Fold P Fold P Fold P
symbol Gene name change value change value change value change value
TNFa Tumor necrosis factor a 1.25 NS 2.63 0.014 1.47 NS 1.37 NS
IL-6 Interleukin 6 ND ND 1.01 NS 1.87 NS
IL-8 Interleukin 8 2.26 0.043 1.80 NS 1.31 NS 1.52 NS
IL-18 Interleukin 18 1.06 NS 1.17 NS 2.36 0.010 2.46 0.016
MIF Macrophage migration 1.15 NS 1.51 <0.001 1.26 NS 1.37 0.034
inhibitory factor
TNFRSF Tumor necrosis factor 1.91 0.004 2.06 0.001 1.09 NS 1.06 NS
1A receptor superfamily
member 1A
TNFRSF Tumor necrosis factor 1.87 NS 1.43 0.043 1.02 NS 0.94 NS
1B receptor superfamily
member 1B
TLR2 Toll-like receptor 2 1.59 NS 1.71 0.034 1.03 NS 1.47 0.049
TLR4 Toll-like receptor 4 1.50 0.005 1.53 0.004 1.04 NS 0.93 NS
IL-1R1 Interleukin-1 receptor. 1.18 NS 0.95 NS 1.34 NS 1.03 NS
Type |
IL-6R Inteyrﬁ)eukin 6 receptor 1.52 NS 1.75 0.008 1.12 NS 0.88 NS
PPAR«a Peroxisome proliferator 1.88 NS 1.32 NS 1.28 NS 3.67 <0.001
activated receptor a
PPARB/S  Peroxisome proliferator 1.48 0.043 1.82 0.006 0.82 NS 0.74 NS
activated receptor /8
ICAM-1 Intercellular adhesion 1.12 NS 1.30 0.047 1.19 NS 0.92 NS
molecule 1
VEGFA Vascular endothelial 0.88 NS 0.92 NS 0.59 NS 0.40 0.001

growth factor A

ND, not detectable; NS, nonsignificant. Mean value of the relative gene expression of control group was taken as 1.0.

gether with elevated expression of leptin, IL-18, macro-
phage migration inhibitory factor and toll-like receptor 2
(TLR-2). Increased expression of chemokines CCL-3,
CCL-7, CCL-17, and CCL-22 was found in SCAT of OB
patients compared with control group (Table 2). Except
for IL-18, no other assessed cytokines or their receptors
were increased in adipose tissue of OB patients (Tables 3
and 4).

In PM of T2DM patients mRNA expression of most
chemokine and cytokine receptors including chemokine
(C-C motif) receptor (CCR)-1, CCR-2, CCR-5, IL-6
receptor, adipokine receptor 1, TLR-2 and -4, and TNF
receptor superfamily members 1A and 1 B (TNFRSF 1A
and 1B) was increased. In OB group, the expression of
CCR-1, CCR-2, and CCR-3 was increased along with
TLR-2 and TNFRSF 1A. TNFa, macrophage migration
inhibitory factor, prolactin, visfatin, resistin, peroxi-
some proliferator-activated receptor B/ (PPARSB/S),
and intracellular adhesion molecule I mRNA was in-
creased in PM of T2DM group, while only IL-8 and
PPARB/8 mRNA expression was increased in OB group
(Tables 3 and 4).

When comparing directly T2DM and OB group, in
SCAT of T2DM subjects we found significantly decreased
mRNA expression of adiponectin (0.49, P < 0.001) adi-
ponectin receptor 1 (0.74, P = 0.007), and intracellular
adhesion molecule I (0.77, P = 0.031) and increased ex-
pression of resistin (1.79, P = 0.044). In PM only expres-
sion of resistin (2.49, P < 0.001) and visfatin (2.27, P =
0.042) was increased compared with OB subjects.

The influence of VLCD on mRNA expression profile
in T2DM subjects

As depicted in Fig. 1, VLCD decreased mRNA expres-
sion of leptin (P = 0.025), chemokines CCL-8 (P = 0.029),
and chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL-10) (P =
0.026), PPAR«a (P = 0.031), and vascular endothelial
growth factor A (VEGFA; P = 0.04) in sc fat. On the
contrary, VLCD induced a 7-fold increase in mRNA ex-
pression of chemokine CCL-17 (P = 0.01) and 1.4-fold
increase in mRNA expression of CCR-5 (P < 0.001). In
PM of T2DM patients, VLCD decreased expression of
most of chemokine receptors [CCR-1 (P = 0.019), CCR-2
(P = 0.031), CCR-5 (P = 0.03)] and other receptors
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FIG. 1. mRNA expression changes in SCAT of T2DM after VLCD (gray
bars) vs. baseline (black bars). Mean value of the relative gene
expression of control group was taken as 1.0. Only genes with
significant change (P < 0.05) after VLCD are depicted. Lep, leptin;
CXCL-10, chemokine (C-X-C motif) ligand 10; VEGFA, vascular
endothelial growth factor A.
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[TLR-2 (P = 0.016) and -4 (P = 0.036), TNFRSF 1A (P =
0.021) and IL-6 receptor (P = 0.015), and macrophage
marker CD68 (P = 0.036)] (Fig. 2).

Discussion

Chronic low-grade inflammation is a central component in
the pathogenesis of obesity-related metabolic and cardiovas-
cular disorders (2). We hypothesized that this process is

Peripheral monocytes
3.0

2,5 1

20 1

Relative expression ratio

0,5 1

00 -
CCR-1 CCR-2
FIG. 2. mRNA expression changes in PM of T2DM after VLCD (gray
bars) vs. baseline (black bars). Mean value of the relative gene
expression of control group was taken as 1.0. Only genes with
significant change (P < 0.05) after VLCD are depicted.

CCR-5 CD68 IL-6R TLR2 TLR4 TNFRSF 1A
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driven by adipose tissue production of factors associated
with the recruitment of PM into adipose tissue, namely che-
mokines and CCRs. To this end, we evaluated the expression
of selected cytokines, chemokines, CCRs, and other inflam-
mation-related factors in SCAT and PM of patients with
obesity and T2DM and explored the influence of short-term
VLCD on these parameters.

Previous studies have shown that most of the macro-
phagesin adipose tissue come from sources outside of fat (11,
16). Crucial players in their recruitment from circulation to
adipose tissue are chemokines and their corresponding re-
ceptors (17, 18). Increased gene expression of numerous
CC-family chemokines (CCLs) including CCL-2, CCL-3,
CCL-5, CCL-7, CCL-8, and CCL-11 in adipose tissue of
obese patients have been reported previously (19-22). In-
creased mRNA expression of these chemokines correlated
with ATM infiltration in most of the studies, suggesting their
important role in mononuclear cell recruitment into adipose
tissue (17, 23). Here we demonstrate for the first time in-
creased expression of CCL-17 and CCL-22, two chemokines
involved in chemotaxis of predominantly type 2 T helper
lymphocytes (T;;2) lymphocytes (18) in obese subjects both
with and without T2DM. Subcutaneous fat of OB patients
showed increased expression of four of the investigated che-
mokines (CCL-3, CCL-7, CCL-17, and CCL-22) relative to
lean control group, suggesting that obesity itself without dis-
turbances in glucose homeostasis substantially increased
chemoattracting potential of sc fat. In T2DM subjects, the
enhanced chemokine expression profile was further under-
lined by elevated expression of two other potent chemokines
(CCL-2 and CCL-8) accompanied by more pronounced in-
crease in expression in three of the four chemokines elevated
in OB subjects. In addition to differences in chemokine ex-
pression, obese T2DM patients had significantly lower fat
mRNA expression of antinflammatory and insulin-sensitiz-
ing adiponectin and adiponectin receptor 1 and increased
mRNA expression of proinflammatory factor resistin.
Taken together, our study indicates a strong proinflamma-
tory and chemoattractant state of sc fat for macrophages, T
lymphocytes, and other immunocompentent cells in obese
patients both with and without T2DM. This profile was
more pronounced in obese patients with T2DM.

Chemokines exert their effects via chemokine receptors
(CCRs for CC chemokines) (18). Increased mRNA expres-
sion of several CCRs, including CCR-1, CCR-2, CCR-3, and
CCR-3$, has been demonstrated in sc and visceral adipose
tissue of obese humans (22). In SCAT of our obese T2DM
patients we only found up-regulated mRNA expression of
CCR-1and CCR-5, while no such change was detected in OB
subjects without T2DM. Intriguingly, the expression of three
of the four investigated CCRs (CCR-1, CCR-2, and CCR-5
for T2DM and CCR-1, CCR-2, and CCR-3 for OB) was
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significantly elevated in PM of both obese groups, comple-
menting the increased chemokine production from SCAT.
These findings support the idea of an intensive hormonal and
cytokine interplay between sc fat and PM as an important
part of low-grade systemic inflammatory process in obesity.

In addition to CCRs, other receptors for inflammatory
factors involved in the regulation of chemokine and cytokine
production (24-26) were increasingly expressed in PM of
obese T2DM patients including TLR-2 and -4, IL-6 receptor,
and TNFRSF 1A and 1B. Increased mRNA expression of
these inflammation-promoting receptors in PM of T2DM
patients in our study was accompanied by up-regulated ex-
pression of proinflammatory cytokines including TNFa, re-
sistin, and prolactin, further contributing to their proinflam-
matory phenotype. PM of OB subjects without T2DM
showed relatively lower expression profile of inflammation-
related cytokines and receptors compared with obese T2DM
group with the up-regulation of TLR-4, TNFRSF 1A, and
IL-8 only. Overall, these findings identify PM as important
players in the progression of metabolic disturbances from
simple obesity and insulin resistance to overt disturbances of
glucose metabolism.

In previous studies, even modest reduction of body weight
(5-10% of original body weight) was associated with de-
creased insulin resistance and improved glucose control in
obese T2DM patients, resulting in decreased morbidity and
mortality and improved prognosis (27). In the second part of
our study we therefore evaluated the influence of a short-
term VLCD on the expression profile of inflammation-
related genes in both sc fat and PM in obese T2DM group.
Two weeks of VLCD significantly decreased body weight,
improved metabolic parameters, and reduced low-grade in-
flammation in our T2DM patients. Circulating cyto- and
adipokines responded to the dietary challenge rather incon-
sistently, with an expected decrease of leptin and IL-6 levels
and a rather unexpected increase of TNFa levels.

The most intriguing observation of our study was that
even a short period of weight reduction was sufficient to
induce a significant and consistent decrease in mRNA ex-
pression of almost all up-regulated chemokine and cytokine
receptors in PM (Fig. 2). Although the expression of proin-
flammatory cytokines in PM did not change significantly,
lower levels of CCRs suggest its reduced response to chemo-
tactic signals. This decrease could subsequently reduce
monocyte recruitment into adipose tissue and partially ex-
plain positive metabolic effects of short-term VLCD.

On the contrary, almost no change in the expression pro-
file of corresponding up-regulated chemokines in SCAT after
VLCD was found in our study. The expected decrease in
leptin mRNA expression was accompanied by down-regu-
lation of only two chemokines— CCL-8 and CXCL-10. This
finding suggests that PM are more affected by short-term
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caloric restriction than sc fat and might be among primary
mediators of favorable metabolic changes after VLCD. It
also provides further support for the idea that the chemotactic
potential of circulating monocytes plays an important and hith-
erto unrecognized role in the pathogenesis of T2DM.

Another important and novel finding of our study was a
7-fold increase in mRNA expression of the chemokine
CCL-17 in the sc fat after VLCD. CCL-17 acts as a strong
chemoattractant for T2 lymphocytes, mature dendritic
cells, basophils, and macrophages (18). Recent studies have
demonstrated that accumulation of T-lymphocytes precedes
macrophage infiltration in adipose tissue, suggesting that T-
lymphocytes infiltration might be the primary action trig-
gering the recruitment of macrophages into adipose tissue
(28,29). Furthermore, the importance of the Ty;1/T;2 ratio
in determining the outcome of inflammatory responses was
shown (29). T4 1 cells are proinflammatory and promote the
differentiation of classical inflammatory M1 macrophages.
T2 cells, on the contrary, induce an antiinflammatory M2
macrophage phenotype. Diet-induced obesity was previ-
ously shown to shift ATMs from an M2-polarized state that
is protective against inflammation to an M1 proinflamma-
tory state (30). Interestingly, it was demonstrated that obe-
sity-induced switch in ATM state is generated by localized
recruitment of inflammatory ATM subtypes from circula-
tion and not by converting the M2 macrophages in situ (31).
Our results suggest that increased expression of Ty;2-attract-
ing CCL-17 in sc fat after VLCD (which might be considered
a reverse process to diet-induced obesity) may lead to in-
creased infiltration of fat by circulating T2 cells, which
could further promote the favorable shift to M2 macrophage
phenotype. As we evaluated the gene expression in the whole
SCAT and did not assess the cellular content of the tissue, we
do not have definitive proof for this hypothesis. It should also
be mentioned that we only evaluated mRNA and not protein
expression of the studied factors. However, the proposed
mechanism as well as the eventual source of the increased
CCL-17 in adipose tissue should become the subjects of fur-
ther experiments.

In summary, we have demonstrated that both SCAT and
PM of obese patients exert a strong chemoattracting profile
with complementary orchestrated expression of chemotactic
factors and their respective receptors. The presence of T2DM
further strengthened this profile compared with obesity
without disturbances in glucose metabolism. Two weeks of
VLDC significantly improved metabolic profile and reduced
low-grade inflammation of T2DM patients. These effects
were mediated by improved expression profile of chemokine
and cytokine receptors in PM and possibly by increased fat
mRNA expression of CCL-17 that might be responsible for
recruitment of antiinflammatory T2 lymphocytes into ad-
ipose tissue after VLCD.
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Summary

The aim of our study was to measure serum concentrations of fibroblast growth factor 19 (FGF-19)
in patients with obesity (OB), obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) and healthy subjects (C)
at baseline and after selected interventions. We measured serum FGF-19 levels and other
biochemical and hormonal parameters in 29 OB and 19 T2DM females and 30 sex- and age-matched
control subjects. The interventions were acute hyperinsulinemia during isoglycemic-
hyperinsulinemic clamp (n=11 for T2DM and 10 for C), very low calorie diet (VLCD, n=12 for OB)
and 3 months treatment with PPAR-a agonist fenofibrate (n=11 for T2DM). Baseline serum FGF-19
levels were significantly lower in OB relative to C group (132.1+12.7 vs. 202.2+16.7 pg/ml, p<0.05),
while no significant difference was observed between T2DM and OB or control group. Acute
hyperinsulinemia tended to decrease FGF-19 levels in both healthy and T2DM subjects. Three weeks
of VLCD in OB group had no significant effect on FGF-19, whereas three months of fenofibrate
treatment markedly reduced FGF-19 levels in T2DM patients (194.58+26.2 vs. 107.47£25.0 pg/ml,
p<0.05). We conclude that FGF-19 levels in our study were at least partially dependent upon

nutritional status, but were not related to parameters of glucose metabolism or insulin sensitivity.

Key words: FGF-19, obesity, type 2 diabetes mellitus, very low calorie diet, fenofibrate

Introduction

Fibroblast growth factor 19 (FGF-19) is a recently identified endocrine regulator with multiple
effects on metabolic processes and energy homeostasis (Itoh and Ornitz 2004; Nishimura et al. 1999;
Xie et al. 1999). Produced predominantly in enterocytes of terminal ileum under the regulation of
Farnesoid X receptor (FXR), a bile acid nuclear receptor, and acting mainly in liver through
fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4), FGF-19 has been demonstrated to play a central role in

the negative feedback loop of bile acid synthesis and gallbladder refilling (Holt et al. 2003; Choi et



al. 2006; Inagaki et al. 2005; Yu et al. 2005; Yu et al. 2000). Animal studies have also shown
antiadipogenic, anti-diabetic and hypolipidemic effects of either exogenous administration or
endogenous overexpression of FGF-19 with altered expression of a number of genes involved
especially in lipid metabolism (Fu et al. 2004; Tomlinson et al. 2002).

In contrast to animals, only limited data on FGF-19 concentrations, regulation and function are
available in humans. In the first study conducted in healthy human volunteers, serum FGF-19 levels
exerted a pronounced diurnal rhythm following the rise in serum bile acids, which was abolished
upon fasting. Treatment with bile acid sequestrants decreased FGF-19 concentrations, while
administration of chenodeoxycholic acid had opposite effect (Lundasen et al. 2006). In two other
studies circulating FGF-19 was found to be increased in patients with end-stage renal disease and
extrahepatic cholestasis caused by tumorous obstruction of biliary ducts (Reiche et al.; Schaap et al.
2009). Chronically malnourished patients with anorexia nervosa did not show any changes in
systemic FGF-19 compared to normal-weight subjects (Dostalova et al. 2008b). The only two trials
exploring in part the relation of FGF-19 to glucose metabolism disorders could not find significant
difference in its circulating levels between patients with type 2 diabetes mellitus or insulin resistance
relative to healthy controls (Brufau et al. 2010; Schreuder et al. 2010).

To our best knowledge, no targeted information about the influence of obesity on circulating FGF-19
levels is available, nor are any data about the dynamic changes in FGF-19 concentrations after
dietary intervention or acute hyperinsulinemia. The main regulator of FGF-19 production FXR is an
important link between bile acid and triglyceride metabolism, interacting with a variety of genes and
receptors, among others PPAR-a (Smelt 2010). The exact role of FGF-19 in these interactions and
the influence of lipid-lowering PPAR-a agonists on FGF-19 levels are largely unknown as well. In
the present study we therefore addressed the question whether circulating FGF-19 levels are
influenced by increased body weight and the presence of T2DM and whether any changes in its

concentrations could contribute to positive metabolic effects of very-low calorie diet in patients with



obesity or lipid-lowering therapy with PPAR-a agonists in subjects with obesity and type 2 diabetes.
To this end we measured serum FGF-19 concentrations in patients with obesity and T2DM and

studied its changes after above mentioned interventions.

Methods

Study subjects and interventions

Overall, 29 women with obesity (defined as BMI > 30) without type 2 diabetes mellitus, 19 women
with obesity and type 2 diabetes mellitus and 30 age-matched healthy control women were included
into the study. The body weight of all study participants remained stable for at least 3 months before

the beginning of the study.

Very low calorie diet sub-study

12 out of 29 obese subjects without type 2 diabetes mellitus underwent a 3-week very low calorie
diet (VLCD) program. They were hospitalized in the 31 Department of Medicine, General
University Hospital, Prague and were given a very low calorie diet with energy content of 2500

kJ/day.

Fenofibrate treatment sub-study

11 obese females with type 2 diabetes mellitus and 10 non-obese women were included into
fenofibrate intervention study, which was described in detail elsewhere (Haluzik et al. 2009) . T2DM
patients were treated with diet, metformin alone or combination of metformin and glimepiride before
the beginning of the study. Diabetic medication remained unchanged from three months before the
start throughout the entire study. Diabetic subjects were treated with PPAR-a agonist fenofibrate

(Lipanthyl M 267) for three months. Their insulin sensitivity before and after 3 months of fenofibrate



treatment was examined by isoglycemic-hyperinsulinemic clamp as described previously (Anderlova
et al. 2007). Ten lean healthy non-diabetic subjects, who were free of any medication, underwent a
single isoglycemic-hyperinsulinemic clamp and served as a control group in fenofibrate intervention

study.

Written informed consent was signed by all participants before being enrolled into the study. The
study was approved by the Human Ethical Review Committee, 1* Faculty of Medicine and General
University Hospital, Prague, Czech Republic and was performed in accordance with the principles of

the Declaration of Helsinki as revised in 2000.

Anthropometric examination, blood and tissue sampling

All subjects were measured and weighted and their body mass index (BMI) was calculated. Blood
samples were withdrawn between 07:00 h and 08:00 h after overnight fasting. Blood samples were
separated by centrifugation for 10 minutes at 1000x g within 30 minutes from blood collection.
Serum was subsequently stored in aliquots at -70 °C until further analysis.

Clinical and hormonal parameters in obese patients on VLCD were measured one day before the
beginning of the diet and at the end of the third week of VLCD. Clinical and hormonal parameters in
type 2 diabetes patients in the fenofibrate substudy were measured at baseline and after 3 months of

treatment with PPAR-a agonist fenofibrate (200mg, Lipanthyl 267M).

Hormonal and biochemical assays

Serum FGF-19 levels were measured by a sandwich enzyme immunoassay (BioVendor, Brno, Czech
Republic), following the manufacturer’s instructions. Serum samples for FGF-19 measurement were
diluted 1:1 with a dilution buffer prior to the assay. The standard curve range for the assay was 15.0 -

960.0 ng/ml. Sensitivity was 4.8 pg/ml and the intra- and interassay variability was 3-8 % and 10-13



%, respectively. Serum insulin concentrations were measured by commercial RIA kit (Cis Bio
International, Gif-sur-Yvette Cedex, France). Sensitivity was 2.0 ulU/ml. Serum adiponectin levels
were measured by commercial ELISA kit (Linco Research, St. Charles, Missouri, USA). Sensitivity
was 0.78 ng/ml. Serum leptin concentrations were measured by commercial ELISA kit (Biovendor,
Brno, Czech Republic). Sensitivity was 0.17 ng/ml. The intra- and interassay variability of all kits
was less than 5.0 % and 9.0 % respectively.

Biochemical parameters were measured in the Department of Biochemistry of General University
Hospital, Prague by standard laboratory methods. Homeostasis model assessment (HOMA-R) index
was calculated as previously described (Matthews et al. 1985) using the following formula:

fasting serum insulin (mIU/I) x fasting serum glucose (mmol/1)/22.5.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SigmaStat software (SPSS Inc., Chicago, IL). The results
are expressed as means + standard error means (SEM). Changes in FGF-19 and hormonal parameters
between studied groups were evaluated by One-way ANOVA followed by Holm-Sidak method or
ANOVA on Ranks followed by Dunn's test and Paired t-test or Wilcoxon Signed Rank Test as
appropriate. Changes of FGF-19 during the clamp were analyzed by One-way RM ANOVA on
Ranks followed by Dunn's method. Spearman or Pearson correlation test and multiple regression
analysis were used to calculate the relationships between FGF-19 levels and other parameters.

Statistical significance was assigned to p < 0.05.



Results

Baseline characteristics of patients with obesity, patients with type 2 diabetes mellitus and control
group

Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of obese, T2DM, and control group are
shown in Table 1. As expected, BMI, blood glucose levels, HOMA index, serum triglyceride, leptin
and insulin concentrations were significantly higher in both obese and T2DM group relative to
control subjects. On the contrary, adiponectin levels were significantly lower in both of these groups.
No difference in serum cholesterol was found between the groups. When comparing T2DM with
obese group, diabetic patients had significantly lower BMI and leptin levels, while blood glucose,
triglycerides, insulin and HOMA index were significantly higher in T2DM group relative to obese

subjects.

Anthropometric and clinical characteristics of patients included into VLCD study

The influence of VLCD on anthropometric, biochemical and hormonal parameters is summarized in
Table 2. At baseline, patients with obesity had significantly higher BMI, blood glucose, serum
insulin, HOMA index and leptin and lower serum adiponectin relative to control subjects. The
groups did not significantly differ in serum triglyceride and cholesterol levels. VLCD induced a
significant decrease in BMI and HOMA index. Insulin, glucose and leptin concentrations tended to
decrease after VLCD, but the difference did not reach the statistical significance. No significant

influence of VLCD on serum cholesterol, triglyceride and adiponectin levels was found.

Anthropometric and clinical characteristics of patients included into fenofibrate treatment study
Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of the study sub-group have been
described in detail elsewhere (Haluzik et al. 2009) and are briefly shown in Table 3. At baseline,

BMI, blood glucose, serum triglyceride, insulin, glycated hemoglobin and atherogenic index were



significantly higher, while serum HDL cholesterol was significantly lower in T2DM group relative
to control subjects. Three months of treatment with fenofibrate led to a significant decrease of serum
triglyceride concentrations, while blood glucose, HOMA index and glycated hemoglobin slightly but
significantly increased. Other parameters including BMI were not affected by fenofibrate treatment.
Insulin sensitivity of T2DM group was significantly lower relative to control group and was not

affected by fenofibrate treatment (data not shown here, previously described in (Haluzik et al. 2009).

The influence of obesity and obesity/type 2 diabetes mellitus on FGF-19 levels and the relationship
of FGF-19 levels with anthropometric and metabolic parameters

Circulating concentrations of FGF-19 reached the highest levels in lean control subjects (202.2 +
16.7 pg/ml), with a non-significant tendency towards lower levels in T2DM group (146.4 + 15.9
pg/ml) and a further, statistically significant, decrease in the obese non-diabetic group (132.1 + 12.7
pg/ml, p<0.05). No significant difference in FGF-19 levels was observed between T2DM and obese
group (Figure 1).

In a combined population of all three groups as well as in the subpopulation of control subjects
combined with obese non-diabetic patients FGF-19 concentrations significantly negatively correlated
with BMI (r=-0.309, p<0.05 for the whole population and r=-0.343, p<0.05 for Control + Obese
subgroup) and leptin (r=-0.282, p<0.05 for the whole population and r=-0.365, p=0.005 for Control +
Obese subgroup) and significantly positively with adiponectin (r=0.289, p<0.05 for the whole
population and r=0.289, p<0.05 for Control + Obese subgroup). In contrast, no such relationship
could be seen in the T2DM subgroup.. FGF-19 levels were not significantly related to age, serum

blood glucose, triglycerides, insulin and cholesterol or HOMA index in any of the studied groups.



The influence of VLCD, fenofibrate treatment and hyperinsulinemia during the clamp on serum
FGF-19 levels

Three weeks of VLCD did not significantly influence serum FGF-19 levels in obese group (140.2 +
19.7 vs. 176.1 £ 27.1 pg/ml, p=0.369) (Figure 2), while 3 months of treatment with fenofibrate
significantly decreased FGF-19 concentrations in T2DM patients (194.6 + 26.2 vs. 107.5 £ 25,0
pg/ml, p=0.007) (Figure 3). Three hours of acute hyperinsulinemia during isoglycemic-
hyperinsulinemic clamp tended to decrease FGF-19 levels in both healthy and T2DM subjects, but
the difference did not reach statistical significance (214.4 £ 15.0 vs. 145.7 = 19.9 pg/ml, p=0.130 for
control and 198.6 + 18.0 vs.147.2 + 24.8 pg/ml, p=0.519 for diabetic group). Nevertheless, there was
a significant drop in FGF-19 concentrations in T2DM group after 90 minutes of the clamp (198.6 +
18.0 vs. 121.1 + 21.0 pg/ml, p<0.001), while no such change could be seen in the control group
(214.4 + 15.0 vs. 188.0 = 41.1 pg/ml, p=0.483) (Figure 4). In T2DM group three months of
fenofibrate treatment resulted in markedly decreased initial FGF-19 concentrations with no further
change in its levels in the course of the isoglycemic-hyperinsulinemic clamp (95.7 + 16.5 vs. 114.1 £

18.0 vs. 112.5 + 25.8 pg/ml, p=0.264) (Figure 4).

Discussion

FGF-19 is a novel endocrine and paracrine regulator which plays central role in the suppression of
bile acid synthesis and secretion. As bile acid metabolism is tightly connected to other metabolic
pathways, especially those of lipids (Insull 2006; Lefebvre et al. 2009), FGF-19 was suggested to
participate also in the regulation of other processes, including cholesterol, lipoprotein, triglyceride
and glucose metabolism (Fu et al. 2004; Tomlinson et al. 2002). Rodents with FGF-19
overexpression have decreased body weight and improved glucose tolerance and insulin sensitivity

compared to their wild-type littermates. FGF-19 over-expressing mice are also protected from high



fat diet-induced weight gain (Tomlinson et al. 2002). Similar results were seen in mice treated with
exogenous recombinant FGF-19, which display reduced body weight and decreased serum glucose,
insulin, cholesterol and triglyceride levels (Fu et al. 2004).

In humans, data concerning the relation of FGF-19 to metabolic parameters are less concise. In our
previous study, we have demonstrated that FGF-19 levels were not affected by nutritional status in
severely underweight patients with anorexia nervosa, nor were they related to any of the investigated
metabolic parameters (Dostalova et al. 2008a). Schreuder et al did not find any influence of insulin
resistance (IR) as assessed by HOMA index on intestinal FGF-19 production in patients with non-
alcohol fatty liver disease (NAFLD), though the suppressing effect of FGF-19 on bile acid synthesis
was impaired in IR patients (Schreuder et al. 2010). In a recently conducted study by Brufau et al
FGF-19 levels did not differ between type 2 diabetic patients and control subjects (Brufau et al.
2010). In contrast, Reiche et al reported a negative correlation between FGF-19 and fasting glucose
in healthy subjects (Reiche et al. 2010). Here we show that in our patients FGF-19 levels correlated
inversely with body mass index, with the most pronounced differences in serum FGF-19
concentrations being in the most obese patients with BMI over 40. T2DM group with a mean BMI of
36 kg/m® tended to have rather slightly decreased levels of FGF-19. A positive correlation between
FGF-19 and adiponectin observed throughout the study population extends similar findings reported
previously in chronically hemodialysed patients (Reiche et al. 2010). These findings may suggest a
possible relationship between FGF-19 and the regulation of endocrine function of adipose tissue that
has been in previous studies linked to the regulation of glucose metabolism and insulin sensitivity
(Anderlova et al. 2006; Ronti et al. 2006).

Three weeks of very-low calorie diet in our study significantly reduced body weight along with the
decrease in blood glucose, insulin and HOMA index and a tendency to improved lipid profile (Table
2). FGF-19 levels tended to increase but the difference did not reach statistical significance. In

experimental studies fasting was associated with increased production of FGF-15 (the mouse
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orthologue of FGF-19) and decreased liver expression of FGF receptor 4 (FGFR4) in rodents. At the
same time fasting increased the expression of CYP7Al, a key regulator enzyme in bile acid
synthesis, via pathways independent of FGF-15 — FGFR4 axis (mainly through the decreased
insulin-mediated suppression of CYP7A1) (Shin and Osborne 2009). Whether a similar mechanism
could be applied to humans and whether FGF-19 could play a role in some adaptive responses to
fasting and/or caloric restriction remains to be further determined. Collectively, these findings
suggest, that serum FGF-19 is at least partially influenced by nutritional status and body weight,
especially in the higher BMI ranges. In contrast, the absence of a clear association of circulating
FGF-19 to parameters of glucose metabolism is in line with previous reports in humans, which so far
failed to demonstrate an explicit and causal relation between FGF-19 and glucose metabolism
disorders (Brufau et al. 2010; Schreuder et al. 2010).

The metabolism of bile acids on one hand and cholesterol and triglycerides on the other hand is
tightly coupled. Bile acids represent the primary pathway for cholesterol catabolism and bile acid
sequestration with resins is connected with decreased total and LDL cholesterol, while increasing
HDL cholesterol and triglycerides (Beil et al. 1982; Insull 2006; Shepherd et al. 1980). The most
important link between bile acid and lipid metabolism is thought to be Farnesoid X receptor, the
activator of FGF-19 synthesis. FRX inhibits the expression of several lipogenic genes, while
promoting the activity of lipoprotein lipase and stimulating VLDL receptors (reviewed in (Lefebvre
et al. 2009; Smelt 2010). FXR also activates PPAR-a receptors promoting thus the catabolism of free
fatty acids (Pineda Torra et al. 2003). The exact role of FGF-19 in these interplays is currently
unknown. In animals, FGF-19 has been shown to inhibit the expression of several rate-limiting
enzymes involved in fatty acid synthesis (Fu et al. 2004; Tomlinson et al. 2002). In humans, Brufau
el al have demonstrated that treatment with bile acid sequestrant colesevelam improved diabetic
control and decreased basal and postprandial FGF-19 concentrations in both T2DM and healthy

subjects. However, no relationships between parameters of glucose metabolism and changes in FGF-
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19 levels or bile acid metabolism were found (Brufau et al. 2010). In the present study no correlation
between FGF-19 levels and the parameters of lipid metabolism could be observed.

As fibrates as triglyceride lowering agents act, similarly to FXR, via activation of PPAR-q, in the
third part of our study we examined the influence of three months of fenofibrate administration on
serum levels of FGF-19 to test the hypothesis that changes in FGF-19 may contribute to positive
effects of fibrate treatment. Fenofibrate administration in hypertriglyceridemic T2DM patients
decreased triglyceride levels while body weight, total and HDL cholesterol remained unchanged.
FGF-19 levels after fenofibrate treatment markedly decreased. These findings argue against the
hypothesis, that fibrate-induced activation of PPARa might involve also the induction of FGF-19.

A rapidly growing body of evidence is supporting the importance of bile acids and bile acid
receptors in the regulation of insulin action (reviewed in (Lefebvre et al. 2009)). In vitro and animal
studies suggest that FXR activation improves insulin sensitivity and insulin-stimulated glucose
uptake (Cariou et al. 2006; Zhang et al. 2006). Stimulation of hepatic FXR resulted in decreased
hepatic gluconeogenesis, increased glycogen synthesis and decreased plasma glucose levels (Ma et
al. 2006; Zhang et al. 2006). In mice, insulin was shown to up-regulate hepatic FGF receptor 4
(FGFR4), the major hepatic FGFR isoform (Shin and Osborne 2009). Similarly to FGF-19, insulin
also decreases bile acid synthesis by suppressing the expression of its rate-limiting CYP7A1 enzyme.
It was demonstrated that the mouse FGF-orthologue, FGF-15, and insulin act in liver partially via
the same pathways, with forkhead transcriptional factor 1 (FoxOl), a factor controlling the
expression of CYP7A1 as well as several gluconeogenetic genes, being the key converging node
(Shin and Osborne 2009). To examine the influence of short-term hyperinsulinemia on circulating
FGF-19 levels we performed hyperinsulinemic-isoglycemic clamp in the subgroup of diabetic
patients undergoing treatment with fenofibrate and in an age- and sex-matched control group.
Starting at comparable levels, in T2DM group FGF-19 showed a steep dropdown at 90 minutes

followed by a slow rise towards the end of the procedure. In healthy lean controls FGF-19 slowly
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decreased throughout the clamp terminating at almost the exact levels as in T2DM group.
Interestingly, with basal levels of FGF-19 almost halved after 3 months of fenofibrate treatment, no
significant effect of acute hyperinsulinemia on serum FGF-19 during the clamp was observed. Our
current data do not allow us to unravel the exact mechanisms of insulin-mediated FGF-19 regulation
and its modulation by fibrate therapy, but these findings suggest the existence of other regulatory
pathways, independent of intestinal bile acid actions. A direct effect of insulin on FGF-19 production
might be one of the options. However, other factors affected by both procedures (clamp and
fenofibrate treatment) could constitute further links between insulin and FGF-19 production. One of
the candidates might be free fatty acids (FFA), as they are almost completely inhibited during
hyperinsulinemic-isoglycemic clamp (Stumvoll et al. 2000) and they are also reduced by fibrate-
mediated PPARa activation. As we did not assess FFA levels during the clamp substudy, this and
other possible mechanisms remain subject of further investigations.

Taken together, our study demonstrated that FGF-19 levels correlated inversely with BMI and were
significantly increased in severely obese patients compared to lean healthy controls. Very low calorie
diet showed no significant effect on FGF-19 levels, while PPARa agonist treatment decreased them
significantly. Acute hyperinsulinemia tended to reduce FGF-19 suggesting the existence of other
regulatory pathways besides the well-established intestinal bile acid regulation. Though no
significant relationship of FGF-19 to the presence of T2DM or various measures of glucose
metabolism and insulin sensitivity could be established, the role of FGF-19 in the complex net of
reactions integrating bile acid, lipid and glucose metabolism remains an appealing challenge for

further investigations.
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Table 1: Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of control group of healthy
women(Control), obese women without type 2 diabetes mellitus (Obese) and type 2 diabetic women

(T2DM). Values are means = SEM. Statistical significance is from One-way ANOVA or ANOVA

on Ranks as appropriate. *p<0.05 vs. control group; © p<0.05 T2DM vs. Obese.

Group Control Obese T2DM
Number of subjects 30 29 19

Age (years) 484 +2.2 459+ 1.4 514+ 1.5
BMI (kg/m’) 23.8+0.3 44.6+ 1.5% 36.7+ 1.2%°
Blood glucose (mmol/l) 430+0.23 5.72+0.33* 10.07 £ 0.84%°
Cholesterol (mmol/l) 5.07+0.17 4.99 +0.23 4.38+0.21
Triglycerides (mmol/l) 1.16 £0.11 1.68 +0.15%* 2.82 £0.26*°
Insulin (mIU/) 14.72 + 1.65 24.59 +2.34* 46.60+ 4.02*°
HOMA index 2.50 +£0.48 6.06+ 0.66* 18.05+ 1.46%°
Leptin (ng/ml) 12.57 £ 1.54 47.67+2.19% 28.1+ 3.30%*°
Adiponectin (ng/ml) 2223 +£1.88 14.94+ 1.19%* 13.02+2.11*
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Table 2: Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of control group of healthy
women (Control) and obese female subjects before (Obese Baseline) and after (Obese after VLCD)
three weeks of VLCD. Values are means = SEM. Statistical significance is from One-way ANOVA
or ANOVA on Ranks (Obese Baseline or Obese after VLCD vs. Controls) and from Paired t-test or
Wilcoxon Signed Rank Test (Obese Baseline vs. Obese after VLCD) as appropriate. *p<0.05 vs.

control group; ° p<0.05 Obese Baseline vs. Obese after VLCD.

Obese

Group Control

Baseline After VLCD
Number of subjects 30 12 12
BMI (kg/m”) 23.8+0.3 495 £2.7* 47.1 £2.5%°
Blood glucose (mmol/l) 430+0.23 591 +047%* 5.26 £ 0.26*
Cholesterol (mmol/l) 5.07+0.17 4.50+0.23 4.12+0.22
Triglycerides (mmol/l) 1.16 £ 0.11 1.37+0.01 1.17+0.10
Insulin (mIU/) 14.72 + 1.65 34.03 £3.56* 30.34+4.11*
HOMA index 2.50 +£0.48 8.53 + 1.09* 6.57 £ 0.88*°
Leptin (ng/ml) 12.57 £ 1.54 45.83 +3.89* 42.47 £ 4.77*
Adiponectin (ng/ml) 2223 £1.88 13.66 £ 1.45%* 14.33 £1.52%*
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Table 3: Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics of control group of healthy

females (Control) and obese type 2 diabetic women before (T2DM baseline) and after three months

of treatment with PPAR-a agonist fenofibrate (T2DM fenofibrate). Values are means + SEM.

Statistical significance is from One-way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate

(T2DM/Baseline or T2DM/Fenofibrate vs. Controls) and from Paired t-test or Wilcoxon Signed

Rank Test (T2DM/Baseline vs. T2DM/Fenofibrate) *p<0.05 vs. control group; ° p<0.05

T2DM/Fenofibrate vs. T2DM/baseline

T2DM

Group Control

Baseline Fenofibrate
Number of subjects 10 11 11
BMI (kg/m”) 23.7+0.8 36.7 + 2.9% 36.5+2.7*
Blood glucose (mmol/l) 497+0.19 8.48 + 0.68* 9.43+0.84*°
Glycated Hemoglobin (%) 3.81£0.08 5.77+0.56* 6.10 £ 0.58*°
Cholesterol (mmol/l) 5.39+0.24 5.22+0.32 5.09+0.25
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.55+0.28 1.17+0.11* 1.20+0.11%*
Triglycerides (mmol/l) 0.98+0.12 2.96 £ 0.39* 2.17+0.24*°
Insulin (mIU/N) 23.0+2.9 442 £7.1%* 47.5+8.0*
HOMA index 5.08 +0.56 16.66 £0.21* 20.12 £0.30%*°
Adiponectin (ng/ml) 2241 +1.82 17.46 + 4.04 16.53 £ 2.56
Atherogenic index 1.88 £0.09 3.17+0.37* 3.02+0.75%*




Figure legend

Figure 1. Serum FGF-19 concentrations in control group (black bar, n=30), obese nondiabetic group
(light grey bar, n=29) and type 2 DM group (dark grey bar, n=19). Values are means £ SEM.
Statistical significance is from One-way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate. *p<0.05 vs.

control group

Figure 2. Serum FGF-19 concentrations in control group (black bar, n=30), obese patients before
(light grey bar, n=12) and after (dashed bar, n=12) three weeks of very low calorie diet (VLCD).
Values are means + SEM. Statistical significance is from One-way ANOVA or ANOVA on Ranks

and from paired t-test or Wilcoxon Signed Rank Test as appropriate. *p<0.05 vs. control group

Figure 3. Serum FGF-19 concentrations in control group (black bar, n=10), type 2 DM group before
(dark grey bar, n=11) and after three months of fenofibrate treatment (dashed bar, n=11). Values are
meant SEM. Statistical significance is from One-way ANOVA or ANOVA on Ranks and from
paired t-test or Wilcoxon Signed Rank Test as appropriate. *p < 0.05 vs. control group, °p <0.05 vs.

T2DM group before treatment

Figure 4. Changes of FGF19 concentrations during isoglycemic-hyperinsulinemic clamp in control
group of healthy females (filled circles, n=10) and obese females with type 2 DM before (open
circles, n=11) and after three months of treatment with PPAR-a agonist fenofibrate (filled triangles,
n=11). Statistical significance is from One-way RM ANOVA on Ranks. * p<0.05 vs. baseline value

of the respective group
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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