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ABSTRAKT (CZ)

Vyzkum na poli obezity, diabetes mellitus a jejich komplikaci se
v poslednich letech stidle vice orientuje na identifikaci novych
netradi¢nich faktorti uplatilujicich se pfi jejich vzniku. Cilem
predkladané prace proto bylo prozkoumat ulohu nedavno objevenych
regulatord metabolickych a zanétlivych reakei zahrnujicich
fibroblastové ristové faktory 19 a 21 a chemotaktické cytokiny a
jejich receptory v patogeneze obezity a diabetes mellitus 2. typu.

Do studie bylo zatazeno celkem 182 subjekti rozdelenych do 3
kategorii — pacienti s obezitou bez pritomnosti diabetes mellitus 2.
typu (OB), skupina obéznich diabetikl 2. typu (DM2) a zdravych
kontrolnich jedinct s normalni hmotnosti (C). Zvolené intervence
zahrnovaly 2 az 3 tydny nizkokalorické diety (VLCD — energeticky
obsah 2500 kJ/den), tfimési¢ni podavani agonisty receptor PPARa
fenofibratu a akutni hyperinzulinémii v pribéhu
hyperinzulinemického izoglykemického clampu.

Ziskané vysledky naznacuji, ze zvysSeni hladin FGF-21 po VLCD a
1écbé fenofibratem mulize piispivat k pozitivnim efektim téchto
intervenci. Koncentrace FGF-19 jsou také caste¢né zavislé na
nutri€nim stavu organizmu, nejsou vsak 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
cytokinll v podkozni tukové tkani a korespondujicich receptorti na
perifernich monocytech (PM), pficemz kratkodoba kaloricka

restrikce vede k Gipravé tohoto profilu obzvlasté na PM.



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.



1. UvVOD

Obezita, diabetes mellitus 2. typu a jejich komplikace predstavuji
udaji WHO trpi celosvétoveé obezitou 500 miliontt a diabetes
mellitus 220 miliont lidi a predpoklada se, ze tato Cisla se do roku
2030 minimalng zdvojnasobi [1, 2]. V Ceské Republice dosahuje
aktualni prevalence obezity 23% a nadvahy 34% z celkového poctu
obyvatel, pfi¢emz vyskyt diabetes mellitus 2. typu je ve skupiné
obéznich az tfikrat vys$s$i nez u lidi s normalni hmotnosti [3]. Ve
snaze o lepSi pochopeni etiopatogenezy téchto onemocnéni a
navrzeni u¢inné&jSich moznosti jejich prevence a 1écby se pozornost
vyzkumnikti v posledni dobé zacala zamétfovat na nové netradicni
faktory podilejici se na regulaci metabolickych procest a energetické
homeostazy pochézejicich kromé tukové tkané i z jinych zdroja, jako
jsou napf. imunokompetentni buriky (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 rustovych faktort, latek
hrajicich kli€¢ovou roli pfi fizeni rznych biologickych pochodi u lidi
a vysSich zivocichtl vSeobecné [4-6]. Dva ze tii endokrinng aktivnich
fibroblastovych rastovych faktord (FGFs), FGF-21 a FGF-19, se
podileji na ovlivnéni metabolizmu sacharidt, lipida a dalSich latek a
v experimentalnich studiich vykazuji pfiznivé efekty na celkovou
metabolickou kompenzaci v podminkach poruSené glukézové
homeostazy, coz znich tvofi potencidlné zajimavy cil noveé

vyvijenych terapeutickych intervenci.



Dalsim procesem pojicim obezitu s diabetes mellitus 2. typu a jeho
komplikacemi je subklinicky zanét, charakterizovany zvySenou
produkci prozanétlivych faktorti, avSak bez pfitomnosti klinickych
ptiznaktl zanétu. Za zakladni pficinu vzniku lokalni zanétlivé reakce
v tukové tkani je povazovana jeji infiltrace imunokompetentnimi
bunkami, zejména makrofagy [7, 8]. Pfesné mechanizmy odpovédné
za iniciaci a nasledny proces vstupu cirkulujicich mononuklearnich
bun¢k do tukové tkdn¢ obéznich jedinch zatim nejsou jednoznaéné
definovany. StéZejni roli pfi vzajemné interakci a komunikaci mezi
perifernimi  krevnimi elementy a builkami tukové tkan€ vSak
pravdépodobné hraji cytokiny s chemotaktickymi vlastnostmi,
oznaCované jako chemokiny, a jejich pfislusné receptory, které
standardné slouzi ke stimulaci vstupu imunokompetentnich bunék do
mist zanétu a tkanového poskozeni. Modulace chemotaktickych
signaldl vychazejicich z tukové tkané miize proto piedstavovat cestu
k ovlivnéni nepfiznivych reakci odpovédnych za rozvoj
metabolickych komplikaci jiz v jejich zarodku, coz by mélo zasadni
vyznam pro zvySeni ucinnosti stavajicich 1é¢ebnich strategii, snizeni
komplikaci a zlepSeni celkové progndzy pacient trpicich diabetes

mellitus 2. typu a s nim asociovanymi onemocnénimi.

2. HYPOTEZA A CILE PRACE
Pti koncipovani na$i prace jsme vychazeli z predpokladu, ze hladiny
fibroblastovych rustovych faktord 19 a 21 jsou ovlivnéné piitomnosti

obezity a diabetes mellitus 2. typu. Dale jsme ptedpokladali, ze



aktivace receptori PPAR-o pomoci jejich agonisty fenofibratu stejné
jako akutni hyperinzulinemie v prubéhu hyperinzulinemického
izoglykemického clampu budou mit za nasledek dalsi zmény hladin
FGF-19 a FGF-21. Taktéz jsme ptedpokladali, Ze mezi podkozni
tukovou tkani a perifernimi monocyty u obéznich pacientii s diabetes
mellitus 2. typu bude existovat jista forma interakce zprostfedkovana
chemotaktickymi a dal§imi prozanétlivymi faktory, ktera bude
prispivat k lokélni i systémové zanétlivé reakci. A konecné jsme
vychazeli zptedpokladu, Zze za pozitivni metabolické ucinky
nékolikatydenni nizkokalorické diety by mohly byt alesponl z&asti
odpovédné zmény hladin FGF-21 a FGF-19 nebo mRNA exprese
chemotaktickych faktorti a jejich receptorti v podkozni tukové tkani

a na cirkulujicich monocytech.

Specifické cile nasi prace byly nasledujici:

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

e Pomoci vybranych farmakologickych intervenci — akutni
hyperinzulinémie a 1é¢by 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 faktord a dalSich cytokini a adipokini a
prislusnych receptord produkovanych v podkozni tukové tkani 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 chemokind a cytokint
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

3. MATERIAL A METODIKA

Predkladand prace je tvofena 3 studiemi zabyvajicimi se
fibroblastovymi ristovymi faktory 19 a 21 a expresi prozanétlivych
cyto- a chemokind a jejich receptorti. Do prvni studie zkoumajici
sérové hladiny a tkanovou expresi FGF-21 bylo zafazeno 26
obéznich pacientl bez DM2, 11 diabetickych pacientii s obezitou a
32 zdravych kontrolnich subjektl snormalni hmotnosti. Sérové
hladiny FGF-21 byly stanoveny pomoci komer¢niho ELISA kitu a
k analyze mRNA exprese FGF-21 v podkozni a visceralni tukové
tkani a ve vzorcich jater byla pouzita metoda RT PCR. Zvolené
intervence  zahrnovaly  akutni  hyperinzulinémii v pribéhu
hyperinzulinemického  izoglykemického clampu, 3  tydny
nizkokalorické diety (VLCD — energeticky obsah 2500 kJ/den) a
tiimési¢ni podavani agonisty receptort PPAR« fenofibratu.

Sérové koncentrace FGF-19 byly zkoumany u 29 pacientek

s obezitou, 19 obéznich Zen s diabetes mellitus 2. typu a 30 zdravych



stihlych probandek. Byly zvoleny stejné intervence jako u studie
s FGF-21 -  hyperinzulinemicky  izoglykemicky  clamp,
nizkokaloricka dieta a 1écba fenofibratem.

Studium mRNA exprese prozanétlivych cytokinti a pfislusnych
receptort v podkozni tukové tkani a na perifernich monocytech
probihalo ve skupiné 12 obéznich pacientek s diabetes mellitus 2.
typu (T2DM), 8 obéznich Zen bez pfitomnosti diabetes mellitus (OB)
a 15 stihlych zdravych zen (C). K analyze byl zvolen panel 39 genti
pro faktory ucastnici se zanétlivych reakci s dirazem na
chemotaktické ptsobky podilejici se na regulaci vstupu
imunokompetentnich bunék do tukové tkané. mRNA exprese
vybranych genti byla stanovena pomoci RT PCR ve vzorcich
podkozni tukové tkan€ a izolovanych perifernich monocytech za
bazalnich podminek a po 2 tydnech nizkokalorické diety.

U vsech vySetfovanych subjektd byla zméfena tclesna vyska a
hmotnost a vypocitan body mass index (BMI — hmotnost v kg/vyska
v m?). Zakladni biochemické parametry byly stanoveny standardnimi
laboratornimi metodami. Sérové hladiny inzulinu a adiponektinu
byly méfeny komerénimi RIA kity. Sérové koncentrace leptinu,
FGF-19 a FGF-21 byly méfeny komerénimi ELISA kity a sérové
hladiny IL-6, IL-8, CCL-2 a TNF-a byly stanovovany pomoci kitl
LINCOplex na pfistroji Luminex 2000.

Biopsie podkozni tukové tkdn¢ byla u pacientli provadéna
z abdominalni oblasti pomoci aspiracni jehlové biopsie, pficemz
bylo odebrano pfiblizné¢ 200-1000 mg tukové tkané. Ke studiu

exprese FGF-21 byly vzorky jaterni, podkozni a visceralni tukové
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tkané odebirany chirurgicky v pribéhu operace od obéznich
pacientek podstupujicich zaloZeni gastrického by-passu nebo sleeve
gastrektomii a od kontrolni skupiny Zzen pii elektivni
cholecystektomii.

Monocyty byly z periferni krvi izolovany magnetickou izola¢ni
metodou za pouziti magnetickych mikrokuli¢ek znacenych
monocytovym antigenem CDI14 (metoda MiniMacs). Stanoveni
mRNA exprese bylo provedeno pomoci real-time PCR za vyuziti
panelu TagMan® Custom Array.

Vsechna klinickd a laboratorni vySetfeni byla provadéna na III.
interni klinice VFN ve spolupraci s Ustavem klinické biochemie a
laboratorni diagnostiky VFN. Perioperacni bioptické vzorky tukové a
jaterni tkané byly ziskavany v soucinnosti s 1. chirurgickou klinikou
VEN.

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu
SigmaStat (SPSS Inc.,USA). Jednotlivé parametry byly vyjadieny
jako primér + SEM (standard error of the mean — stiedni chyba
praméru). Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily a

korelace, kde hladina vyznamnosti (p) bylo mensi nez 0,05.

4. VYSLEDKY

Ve studii s FGF-21 byly za bazalnich podminek sérové hladiny FGF-
21 signifikantné vyssi u obéznich pacientek i Zen s DM2 v porovnani
s kontrolni skupinou (323 + 35 a 395 £ 56 vs. 213 + 23 pg/ml,

p<0.05), pricemz mezi OB a T2DM skupinou se jeho koncentrace
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vzajemné neliSily (Tabulka I). Tti 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 prubé¢hu clampu méla u T2DM pacientek na
rozdil od kontrolni skupiny za nasledek signifikantni nartst
koncentraci FGF-21, ktery se jesté zvyraznil po 1écbé fenofibratem.
U obéznich Zen byla mRNA exprese FGF-21 ve visceralnim tuku
zvySena dvounasobné oproti kontrolni skupin€, zatimco v podkozni
tukové tkani nebyl mezi obéma skupinami zaznamenan signifikantni
rozdil. Po 3 tydnech nizkokalorické diety doslo u obéznich pacientek
k signifikantnimu vzestupu mRNA exprese FGF-21 v podkoznim
tuku.

Bazalni sérové koncentrace FGF-19 byly vdruhé podstudii
signifikantné nizsi u obéznich jedinct nez v kontrolni skupiné (132,1
+ 12,7 vs. 202,2 + 16,7 pg/ml, p<0,05 — Tabulka 2), zatimco mezi
diabetickymi pacientkami a dalSimi dvéma skupinami nebyl
pozorovan 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. — Tabulka 2).
Akutni hyperinzulinémie méla tendenci snizovat hladiny FGF-19 u
T2DM i kontrolni skupiny. Tii tydny nizkokalorické diety nemély u
obéznich subjektll 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).
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Ve treti casti prace zabyvajici se expresemi prozanétlivych
chemokint a cytokinti v podkoznim tuku a cirkulujicich monocytech
vykazovaly v porovnani s kontrolni skupinou diabetické pacientky i
obézni zeny bez diabetu signifikantné vys§i sérové hladiny
prozanétlivych faktort (CRP, TNF-a, IL-6, IL-8). V podkozni
tukové tkani mély tyto 2 skupiny zvySenou mRNA expresi
makrofagového antigenu CD68 a prozanétlivych chemokinti (CCL-
2, -3, -7, -8, -17, -22 — Tabulka 3), kterd byla doprovazena vyssi
expresi komplementarnich chemokinovych receptort (CCR-1, -2, -3,
-5 — Tabulka 3) a dalsich prozanétlivych receptort (TLR-2, -4,
receptory pro TNFa a IL-6) na cirkulujicich monocytech, pfi¢emz
tento profil byl vice vyjadieny uT2DM skupiny. Dva tydny
nizkokalorické diety vedly u obéznich diabeticek ke snizeni télesné
hmotnosti spojené se zlepSenim metabolického profilu. V perifernich
monocytech doslo po diet¢ k signifikantnimu sniZzeni exprese
chemokinovych receptort (Graf 1), zatimco v podkoznim tuku klesla
exprese chemokini CCL-8 a CXCL-10 a vyrazné vzrostla exprese

chemokinu CCL-17 (Graf 2).

5. DISKUSE

Skupina fibroblastovych rlstovych faktord s endokrinni aktivitou,
zahrnujici i FGF-19 a FGF-21, pfedstavuje nedavno identifikovanou
rodinu pusobkil podilejicich se na regulaci celé fady biologickych
procesu véetné metabolické a hormonalni homeostazy. Vysledky

experimentalnich studii na zvifecich modelech prokazaly, ze FGF-21
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predstavuje dilezity metabolicky regulator nutny pro aktivaci jaterni
oxidace lipidd, metabolizmus triglyceridi a tvorbu ketolatek pii
ketogenni diet¢. U mysi je FGF-21 klicovym medidtorem
pleiotropnich u¢inkd receptort PPARa [9-12]. Jeho exogenni ptivod
vede k vyznamnému snizeni glykémie u diabetickych hlodavci i
primatt [13, 14], coz naznacuje potencial FGF-21 pfi 1écbé diabetes
mellitus 2. typu a dalsich slozek metabolického syndromu [10].

Na rozdil od zna¢ného mnozstvi dat z experimentalnich studii, jsou
ucinky a regulace FGF-21 u lidi zatim prozkoumany jen malo [15,
16]. V nasi préci jsme potvrdili, ze vyssi sérové koncentrace FGF-21
jsou asociovany s obezitou a diabetes mellitus 2. typu a Ze jsou dale
zvySovany podavanim agonisty PPARa a kalorickou restrikei. Tti
tydny nizkokalorické diety vedly kromé poklesu hmotnosti i ke
zlepSeni inzulinové senzitivity (stanovené pomoci HOMA indexu),
coz naznacuje, ze n¢které pozitivni ucinky redukéni diety mohou byt
disledkem zvySeni sérovych koncentraci FGF-21. I pfes to, ze
podavani agonisty PPARa fenofibratu zvysilo diabetickym
pacientim hladiny FGF-21 v podobném rozsahu jako tomu bylo u
restrikce pfijmu potravy, v parametrech inzulinové senzitivity
méfenych izoglykemickym hyperinzulinemickym clampem nebyla
zaznamenana zadnd zména. Uvedené vysledky proto nepodporuji
hypotézu, ze by endogenni zvySeni FGF-21 mélo byt primarné
odpovédné za zlepseni inzulinové senzitivity u této skupiny pacientt.
Mezi dalsi dulezité poznatky vyplyvajici z nasi prace, patii fakt, ze
kratkodoba hyperinzulinémie v pribéhu clampu ovliviiuje sérové

hladiny FGF-21 jinak u obéznich diabetiki a jinak u zdravych
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stihlych osob. U pacientt s obezitou a diabetes mellitus 2. typu doslo
v prubéhu tfihodinového izoglykemického hyperinzulinemického
clampu k signifikantnimu vzestupu koncentraci FGF-21, zatimco v
kontrolni skupiné naopak hodnoty FGF-21 v poloviné clampu
pfechodné poklesly. Jednim z moznych vysvétleni tohoto jevu je
hypotéza, Zze zvySeni hladin FGF-21  pfedstavuje u
inzulinrezistentnich diabetikti 2. typu kompenza¢ni mechanizmus
slouzici ke zvySeni vychytavani glukézy alterovaném inzulinovou
rezistenci. Celkové vSak ziskané vysledky sveéd¢i pro to, ze i u lidi
(podobné jako u experimentalnich zvifecich modelil) jsou sérové
hladiny FGF-21 regulovany v zavislosti na nutricnim stavu
organizmu.

I kdyZ u mysi byla jako hlavni zdroj FGF-21 identifikovana jatra [9,
17, 18], u lidi byla mRNA exprese FGF-21 detekovana i v podkozni
tukové tkani, kde zaroven pozitivné korelovala se sérovym FGF-21
[15]. Vnasi praci jsme stanovovali mRNA expresi FGF-21
v podkozni a visceralni tukové tkdni a ve vzorcich z jaterniho
parenchymu. Na rozdil od Zhanga a kol [I5] jsme nenasli
signifikantni rozdil v expresi FGF-21 v podkoznim tuku mezi
obéznimi jedinci a kontrolni skupinou. U obéznich pacientii jsme
vSak zachytili zvySenou expresi FGF-21 ve visceralni tukové tkani
v porovnani se Stihlymi kontrolnimi subjekty. Exprese FGF-21
v jatrech se ukdzala byt vice nez 100-nasobné vyssi nez v tukové

vvvvvv

tvorby FGF-21.
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FGF-19 je dalsi recentné objeveny regulacni protein, patiici do stejné
podskupiny endokrinng aktivnich fibroblastovych ristovych faktori
jako FGF-21. FGF-19 hraje ustfedni roli pfi supresi syntézy a
sekrece zluCovych kyselin. Jelikoz je metabolizmus Zlucovych
kyselin tzce spjat s dal§imi metabolickymi drahami, obzvlasté s
metabolizmem lipidt [19, 20], nabizi se zajimava hypotéza, Ze by se
FGF-19 mohl podilet i na regulaci metabolizmu cholesterolu,
triglyceridd, lipoproteini a glukézy [17, 21]. Hlodavci zvySené
exprimujici FGF-19 se vyznaCuji niz$i télesnou hmotnosti a
zlepSenou glukézovou toleranci a inzulinovou senzitivitou ve
srovnani s kontrolnimi zvifaty. Navic jsou chranéni pfed vznikem
obezity indukované vysokotukovou dietou [17]. U lidi nejsou udaje
tykajici se vztahu FGF-19 kriznym metabolickym parametrim
(obzvlasteé k parametrim metabolizmu glukézy) tak jednoznaéné.
Nase vysledky naznacuji, ze FGF-19 koreluje negativné s body mass
indexem (BMI), pficemz tato korelace je nejvyraznéj§i u osob
diabetickych pacientil s praimémym BMI ~ 36 kg/m? jsou hodnoty
FGF-19 oproti kontrolni skupin€ jenom mirné snizené.

Tti tydny nizkokalorické diety vedly u obéznich diabetikd 2. typu
k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti, snizeni glykémie,
inzulinémie a HOMA indexu inzulinové rezistence a lehké upravé
lipidového profilu. Hladiny FGF-19 vykazovaly mirnou tendenci
k rtstu, rozdil vSak nedosahoval statistické vyznamnosti. Zda i FGF-
19, podobné jako FGF-21, hraje urcitou roli pfi adaptaci na

hladovéni, zatim ze ziskanych vysledkli neni jasné. Je vSak mozné
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konstatovat, ze sérové hladiny FGF-19 jsou alespon casteéné
ovlivnény nutricnim stavem a té€lesnou hmotnosti, obzvlasté pfi
vysSich stupnich obezity. Chybéni jednozna¢ného spojeni mezi
hladinami FGF-19 a parametry glukézového metabolizmu a
inzulinové senzitivity je v souladu s vysledky podobnych studii u
lidi, které zatim neprokazaly existenci kauzalniho vztahu mezi FGF-
19 a poruchami gluk6zové homeostazy [22, 23].

Jelikoz fibraty jako hypolipidemika s primarnim u¢inkem na
triglyceridy pusobi, podobné jako hlavni aktivator syntézy FGF-19
Farnesoidni X receptor (FXR), ptfes 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 ¢astecné souviset se zménami
koncentraci FGF-19. Tiimési¢ni 1écba fenofibratem vedla u
hypertriglyceridemickych pacienti ke snizeni sérovych hladin
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
doprovazena indukci tvorby FGF-19.

Chronicky subklinicky zé&nét piedstavuje jeden z ustfednich
mechanizmti podilejicich se na patogenezi obezity a sni
souvisejicich metabolickych a kardiovaskularnich komplikaci [7].
Vzhledem k tomu, Ze stéZejni uloha pii vzniku prozanétlivého stavu
je pripisovana infiltraci makrofag do tukové tkang, v posledni ¢asti
nasi prace jsme se zaméfili na zkoumani faktori podilejicich se na

vzajemné interakci mezi perifernimi mononukledrnimi bunkami a
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tukovou tkani s diirazem na vybrané chemotaktické cytokiny a jejich
receptory. V nasi praci se ndm jako prvnim podafilo prokazat
zvySenou expresi chemokintit CCL-17 a CCL-22 u obéznich pacient
si bez pfitomnosti diabetes mellitus 2. typu, coz jsou faktory
podilejici se predev§sim na chemotaxi Ty2 lymfocyti (pomocné T
lymfocyty 2. typu) [24]. Celkoveé vykazovala podkozni tukova tkan
obéznich jedincl v porovnani se Stihlymi kontrolnimi subjekty
zvySenou expresi 4 chemokinti (CCL-3, CCL-7, CCL-17 a CCL-22),
coz svéd¢i pro fakt, Ze i samotna obezita vyznamné zvysuje
chemotakticky potencial tukové tkané. U diabetikii 2. typu doslo
navic ke zvySeni exprese dvou dalSich vyznamnych CC chemokini
CCL-2 a CCL-8.

Chemokiny plisobi na cilové bunky prostfednictvich specifickych
chemokinovych receptori (pro CC chemokiny jsou to CC receptory -
CCR) [24]. V nasi studii jsme prokézali vyznamny nartist exprese 3
ze 4 zkoumanych CC receptori na perifernich monocytech u
obéznich pacienti si bez pfitomnosti diabetes mellitus (CCR-1,
CCR-2 a CCR-5 u T2DM a CCR-1, CCR-2 a CCR-5 u obézni
skupiny), ktery pfesné¢ dopliioval nadmérnou expresi CC chemokinii
z podkozniho tuku. Uvedené nalezy podporuji existenci intenzivnich
cytokinovych a hormonalnich interakci mezi tukovou tkani a
cirkulujicimi monocyty jako jedné ze zékladnich soucasti vzniku
subklinického zanétu u obezity a asociovanych metabolickych
onemocnéni.

U obéznich pacienti s DM2 je i mirnd redukce télesné hmotnosti

(~5-10% z vychozi hodnoty) spojena s redukci inzulinové rezistence
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a zlepSenim glykemické kompenzace [25]. V nasi studii vedly dva
tydny kalorické restrikce (energeticky piijem 2500 kJ/den)
k signifikantnimu poklesu miry systémového subklinického zanétu,
doprovazenému vyznamnym a Kkonzistentnim sniZenim mRNA
exprese téméf vSech chemokinovych a cytokinovych receptorii na
perifernich monocytech. Na druhou stranu v podkozni tukové tkani
nebylo zaznamenano téméf zadné snizeni mRNA exprese
komplementarn¢ zvysSenych cytokinti. To naznacuje, Zze monocyty
jsou kratkodobou dietou ovlivnény vice nez podkozni tuk, coz
podporuje hypotézu, ze prave cirkulujici mononuklearni buiky jsou
jednim z primarnich mediatord G¢inki VLCD a mohou hrat
dilezitou, 1 kdyz zatim nedostate¢né poznanou roli v patogeneze

diabetes mellitus 2 typu.

6. ZAVERY

Fibroblastovy ristovy faktor 21 je regulacni protein produkovany
predevs§im v jatrech a podilejici se na fizeni metabolizmu glukozy,
lipidd a energetické bilance organizmu. U zvifat hraje FGF-21
dilezitou roli pii adaptaci na hladovéni a jeho exogenni pfivod vede
ke zlepSeni metabolickych parametrtt u laboratornich hlodavcl i
primatd. V na$i studii jsme ukazali, ze hladiny FGF-21 jsou
signifikantné zvySené u pacientll sobezitou si bez pfitomnosti
diabetes mellitus 2. typu v porovnani se §tihlymi subjekty. Dale jsme
prokazali, ze nizkokalorickd dieta stejné¢ jako podavani agonisty

PPARa vedou k dalsimu zvyseni hodnot FGF-21, zatimco inzulinova

19



senzitivita se zlepSila jenom u subjekti po kalorické restrikci.
Zpusob ovlivnéni koncentraci FGF-21 akutni hyperinzulinémii
zavisel na pritomnosti poruchy metabolizmu glukézy — u pacientl
s diabetes mellitus 2. typu doslo v pribéhu hyperinzulinemického
izoglykemického clampu ke vzestupu hladin FGF-21, zatimco u
zdravych Stihlych jedinct jeho hodnoty piechodné spise klesaly.
Ziskané vysledky svéd¢i pro to, ze i u lidi (podobné jako u
experimentalnich zvifecich modeld) jsou sérové hladiny FGF-21
regulovany v zavislosti na nutricnim stavu organizmu.. Je mozné, ze
zvySeni koncentraci FGF-21 pfedstavuje u inzulin-rezistentnich
diabetiku 2. typu jisty druh kompenza¢niho mechanizmu slouziciho
ke zvyseni vychytavani glukdzy alterovaného inzulinovou rezistenci.
Fibroblastovy rastovy faktor 19, produkovany piedevsim
v enterocytech, pfedstavuje hlavni supresor syntézy zlucovych
kyselin a zaroven inhibuje i vyprazdiiovani zluéniku. Zvifeci studie
naznacily jeho potencialné pozitivni vliv na metabolizmus lipidd a
sacharidii, i kdyz 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. Na druhou stranu sérové
koncentrace FGF-19 korelovaly negativné s té€lesnou hmotnosti,
pfiCemz tento vztah byl vyjadfen obzvlasté u osob s vysokym
stupném obezity. Nizkokaloricka dieta neméla zadny vliv na hodnoty
FGF-19, zatimco podavani agonisty PPARa vedlo kjejich
signifikantnimu snizeni. Akutni hyperinzulinémie vykazovala

tendenci ke snizeni sérovych hladin FGF-19, coz naznacuje existenci
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dalsich regulacnich mechanizmii kromé ptfimého plisobeni zlucovych
kyselin na stfevni buiiky.

Subklinicky zanét je povazovén za jeden z hlavnich mechanizmi
integrujicich obezitu, diabetes mellitus 2. typu a dal§i komponenty
metabolického syndromu. Hlavni uloha pii vzniku lokalniho zanétu
v tukové tkani je v soucasnosti piipisovana infiltraci tukové tkané
imunokompetentnimi bunkami, obzvlast¢ makrofagy, pochazejicimi
z periferni cirkulace. Presné mechanizmy interakce tukové tkané a
perifernich monocytl (prekurzorii tkdnovych makrofagi) v§ak dosud
nejsou plné objasnény. Nase vysledky prokazaly, ze podkozni tukova
tkan  obéznich pacienti zvySené exprimuje celou paletu
chemotaktickych cytokin, ptisobicich primarné na mononuklearni
bunky. Ty se zaroven vyznacuji nadmérnou expresi pfislusnych
chemokinovych a cytokinovych receptori. Pfitomnost diabetes
mellitus 2. typu uvedeny chemoatrakéni a prozanétlivy profil dale
potencovala. ZlepSeni metabolického a zanétlivého stavu po
kratkodobé kalorické restrikci bylo alespon z Casti zprosttedkovano
upravou expresniho profilu chemokinovych a cytokinovych
receptorti na perifernich monocytech. Ziskané poznatky ukazuji, ze
periferni monocyty jsou dulezity a dosud malo zduraziiovany faktor
ucastnici se patogeneze obezity a diabetes mellitus 2. typu, ktery je

mozné rychle a pozitivné ovlivnit dietni intervenci.
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8. TABULKY A GRAFY

Tabulka 1: FGF-21 — antropometrické, biochemické a hormonalni

charakteristiky kontrolni, obézni a DM2 skupiny

Skupina Kontrolni Obézni DM2
Pocet subjekti 32 26 11
VEK (roky) 47,7+23 41,6 £23 54,1 £2.4°
BMI (kg/m?) 23,9+0,4 45,6 + 1,7*%* 36,7 +2,9%°
Glykémie

430+0,23  5,64+0,38** 848+ 0,68%*°
(mmol/T)
Cholesterol

5,07+0,17 4,65+0,21 5,22 +0,32
(mmol/l)
Triglyceridy

1,15+0,11 1,57 £ 0,13%* 2,96 + 0,39*°
(mmol/l)
Inzulin (mIU/M) 11,18 +2,06 24,81 +£2,93** 442 + 7 1**°
HOMA index 2,08+ 0,56 5,94 +0,80*%* 16,66+ 0,21**°

Leptin (ng/ml) 12,32+ 1,64 45,87 + 2,28**

Adiponektin

22,41 +£1,82 13,21 +£1,09%*
(ng/ml)
FGF-21 (pg/ml) 213+£23 323 £ 35%

32,43 + 3,81**°
17,46 £ 4,04

395 £ 56*

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. Statistickd signifikance je hodnocena

pomoci jednocestné analyzy rozptylu (One-way ANOVA). *p<0.05 vs. kontrolni

skupina; ** p<0.01 vs. kontrolni skupina; © p<0.01 DM2 vs. obézni skupina; BMI —

body mass index; FGF-21 — fibroblastovy ristovy faktor 21; HOMA — homeostasis

model assessment.
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Tabulka 2: FGF-19 — antropometrické, biochemické a hormonalni

charakteristiky kontrolni, obézni a DM2 skupiny

Skupina Kontrolni Obézni DM2
Pocet subjektii 30 29 19
VEK (roky) 48,4+22 45,9+ 1,4 51,4+ 1,5
BMI (kg/m’) 23,8+ 0,3 44,6+ 1,5% 36,7+ 1,2%°
Glykémie

430+023  572+£033% 10,07 £0,84*°
(mmol/l)
Cholesterol

507+0,17  4,99+023 4,38+ 0,21
(mmol/T)
Triglyceridy

1,LI6£0,11  1,68+0,15%  2,82+0,26*°
(mmol/T)
Inzulin MIUMD) 1472 £ 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) 12574154 47,67+2,19%* 28,1+ 3,30%°
Adiponektin

2223+1,88 14,94+ 1,19 13,02+2,11*
(ng/ml)
FGF-19

2022+16,7 132,1+12,7%  189,2+30,9
(pg/ml)

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. Statistickd signifikance je hodnocena

pomoci jednocestné analyzy rozptylu (One-way ANOVA). *p<0.05 vs. kontrolni
skupina; °© p<0.01 DM2 vs. obézni skupina; BMI — body mass index; FGF-19 —

fibroblastovy ristovy faktor 19; HOMA — homeostasis model assessment.

26



Tabulka 3: Chemokiny a chemokinové receptory — rozdily v mRNA expresi na perifernich monocytech a

v podkozni tukové tkani u pacientd s obezitou a obezitou a DM2 v porovnani s kontrolni skupinou.

Periferni monocyty PodkoZni tukova tkari
gi”:’:"’ Nizevgenu  ObémibezDM2  ObémisDM2  ObémibezDM2  Obézni s DM2
Nasobek P Nasobek P Nasobek P Nasobek P
CD68 CD.68 1,40 0,010 1,67 0,008 1,73 0,022 2,18 0,001
antigen
CC-
CCL-2  chemokinovy 0,84 NS 0,38 0,034 1,28 NS 2,73 0,022
ligand 2
CC-
CCL-3  chemokinovy 1,36 NS 1,71 NS 1,70 0,041 2,59 0,021
ligand 3
CC-
CCL-5 chemokinovy 1,22 NS 1,27 NS 0,65 NS 0,93 NS
ligand 5
CC-
CCL-7  chemokinovy ND ND 2,27 0,007 7,34 <0,001

ligand 7




Periferni monocyty

Podkozni tukova tkan

:Z::lb"l Nazevgenu  ObéznibezDM2  Obéznis DM2  ObéznibezDM2  Obéznis DM2
Nasobek P Nasobek P Nasobek P Nasobek P
CC-
CCL-8 chemokinovy 0,99 NS 1,12 NS 1,45 NS 229 0,011
ligand 8
CCL cC-
" chemokinovy  ND ND 432 0,001 2,92 0,006
17 :
ligand 17
cc.- &
" chemokinovy  ND ND 3,73 0,003 502 0,002
22 ;
ligand 22
CXC-
CXCL- emokinovy 0,68 NS 0,29 NS 1,50 NS 123 NS
10 ;
ligand 10
CC-
CCR-1 chemokinovy 2,12 0,045 222 <0,001 1,65 NS 239  <0,001
receptor 1
CC-
CCR-2  chemokinovy 2,06 0,007 220  <0,001 1,04 NS 1,41 NS
receptor 2
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Periferni monocyty PodkoZzni tukova tkan

gSZ:l’lbOl Nizevgenu  ObéznibezDM2  ObéznisDM2  ObéznibezDM2  Obézni s DM2
Nasobek P Nasobek P Nasobek P Nasobek P

CC-

CCR-3  chemokinovy 2,93 0,003 0,74 NS 0,62 NS 0,96 NS
receptor 3
CC-

CCR-5 chemokinovy 1,29 NS 1,46 0,042 1,91 NS 2,46 <0,001
receptor 5

Primérna hodnota relativni genové exprese kontrolni skupiny byla brana jako 1. ND — nedetekovatelné. NS — nesignifikantni.
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Graf 1: Periferni monocyty — zmény v mRNA expresi u pacientl s

DM2 po 2 tydnech VLCD v porovnéni se vstupnim stavem
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Primérna hodnota relativni genové exprese kontrolni skupiny byla brana jako 1.
Zobrazeny jsou jenom geny vykazujici signifikantni zménu (p<0,05) po VLCD.
(CCR-1, -2, -5 — CC chemokinovy receptor 1, 2, 5, IL-6R — receptor pro interleukin 6,
TLR2, 4 — toll-like receptor 2, 4, TNFRSF 1A —1A receptor pro tumor nekrotizujici
faktor, VLCD — nizkokaloricka dieta).



Graf 2: Podkozni tukova tkan — zmény v mRNA expresi u pacientil

s DM2 po 2 tydnech VLCD v porovnani se vstupnim stavem
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Primérna hodnota relativni genové exprese kontrolni skupiny byla brana jako 1.
Zobrazeny jsou jenom geny vykazujici signifikantni zménu (p<0,05) po VLCD. (Lep
— leptin, CCL-8, -17 — CC chemokin 8, 17, CCR-5 — CC chemokinovy receptor 5,
CXCL-10 — CXC chemokin 10, PPAR-a — receptor a aktivovany peroxizomovym
proliferatorem, VEGFA - vaskularni endotelialni rastovy faktor A, VLCD -

nizkokaloricka dieta).
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