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ABSTRAKT (C2)

Vyzkum na poli obezity, diabetes mellitus a jejich komplikaci se v poslednich letech
stéle vice orientuje na patofyziologické mechanismy jejich vzniku a moznosti jejich
ovlivnéni. Cilem predkladané prace bylo prozkoumat vliv dvou odlisnych intervenci -
tubulizace Zaludku a fyzické aktivity - na antropometrické, biochemické, hormonalni
parametry a mRNA expresi vybranych prozanétlivych faktort v podkozni tukové tkani
spole¢né s mRNA expresi v perifernich monocytech u pacientek, které podstoupily

tubulizaci zaludku.

Do studie s fyzickou aktivitou bylo zafazeno celkem 15 obéznich Zen s arterialni
hypertenzi, které podstoupily 3mésicni cvi¢ebni program, ktery zahrnoval 30 min
aerobniho cvi€eni tfikrat tydné. Do druhé studie s tubulizaci Zzaludku bylo zafazeno
celkem 13 obéznich Zen, které byly sledovany po dobu 2 let po vykonu.

Ziskané vysledky naznacuji, Zze v obou studiich mély obézni Zeny pfed intervenci
zvySenou mRNA expresi prozanétlivych cytokint, adipokinli, chemokinl a
chemokinovych receptorll ve srovnani s kontrolnimi skupinami. Obé intervence vedly
ke zlepSeni antropometrickych parametrt a systémového subklinického zanétu.
Studie s fyzickou aktivitou neméla zadny vliv na krevni tlak, lipidovy profil a relativni
genovou expresi komponent renin-angiotenzin-aldosteronového systému a jinych
prozanétlivych faktorl v podkozni tukové tkani. Po 3 mésicich cvi¢ebniho rezimu
doslo k signifikantnimu zvySeni genové exprese aquaporinu-3. Ve studii, kde obézni
Zeny podstoupily tubulizaci Zaludku doSlo po dvou letech sledovani ke zlepSeni
metabolického profilu pacientek a k poklesu zvySené exprimovanych prozanétlivé
pusobicich chemokinovych receptord, chemokinu a jinych prozanétlivé pusobicich
faktorl v podkozni tukové tkani. Tubulizace Zaludku naopak signifikantn& nezménila
zvySeny expresni profil chemotaktickych a prozanétlivych cytokinl a jejich
koresponduijicich receptorl v perifernich monocytech, coz se mize podilet na
CasteCném pretrvavani prozanétlivého stavu a pozdéjSich metabolickych

komplikacich u obéznich pacienta.

Klicova slova: obezita - subklinicky zanét - fyzicka aktivita - tubulizace Zaludku -

chemokiny - periferni monocyty
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ABSTRACT (EN)

Research in the field of obesity, diabetes mellitus and their complications in recent
years is increasingly focused on pathophysiological mechanisms of their onset and
potential prevention and treatment. The aim of the present work was to evaluate the
effects of two different interventions - sleeve gastrectomy and physical activity - on
anthropometric, biochemical, hormonal parameters and mRNA expression of
proinflammatory factors in subcutaneous adipose tissue along with mRNA expression

in peripheral blood monocytes in patients who underwent sleeve gastrectomy.

A total of 15 obese women with hypertension were included into the physical activity
study. These patients underwent a 3-month training program, which included 30
minutes of aerobic exercise three times a week. 13 obese women were included into

sleeve gastrectomy study and were followed-up for 2 years after surgery.

Our results indicate that in both studies obese groups had at baseline significantly
increased mMRNA expression of proinflammatory cytokines, adipokines, chemokines
and chemokine receptors relative to control groups. Both interventions decreased
body weight and low-grade inflammation. Physical activity had no significant effect on
blood pressure, lipid profile and mRNA expression of the components of the renin-
angiotensin-aldosterone system and other proinflammatory factors in subcutaneous
adipose tissue. Three months of exercise program significantly increased mRNA
expression od aquaporin-3. In the laparoscopic sleeve gastrectomystudy, a bariatric
procedure improved metabolic profile of patients and reduced mRNA expression of
up-regulated proinflammatory chemokine receptors, chemokines and other
proinflammatory factors in subcutaneous adipose tissue. In contrast, laparoscopic
sleeve gastrectomy did not affect up-regulated proinflammatory expression in
peripheral blood monocytes even 2 years after operation. Ongoing inflammatory
response in circulating monocytes thus may contribute to partial persistence of

metabolic complications in obese patients after surgery.

Key words: obesity - subclinical inflammation - physical activity - Sleeve gastrectomy

- chemokines - peripheral monocytes
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1. Uvod:

Nadvaha a obezita jsou Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) definovany jako
abnormalni nebo excesivni akumulace tukové tkané, ktera muze vést ke zméné ¢i
poSkozeni zdravi (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/). Podstatou
obezity je nadmérné mnozstvi tukové tkané v podkozni, ale i visceralni lokalizaci;
kromé toho se triacylglyceroly a jiné lipidové metabolity ukladaji i do riznych
parenchymovych a jinych organu (jatra, pankreas, kosterni sval, myokard). Obezita je
povazovana za pandemii 21. stoleti s rychle rostouci prevalenci a s ni souvisejicim
narustem metabolickych komplikaci, coz v sou€asnosti pfedstavuje celosvétove
jeden z nejvétSich zdravotnich i socialné-ekonomickych problému [1]. Podle udaju
Svétové zdravotnické organizace bylo v roce 2011 obezitou postizeno celosvétové
cca 500 miliénu lidi, pficemz se pfedpoklada, Ze se toto Cislo do roku 2030 jesté

zdvojnasobi (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/).
2. Tukova tkan a subklinicky zanét

Komplikace obezity vznikaji obecné z nékolika pfi€in. Samotna vyssi télesna
hmotnost vyvolava tzv. komplikace mechanické, k nimz patfi nemoci z pfetizeni
kloubu a patefe, syndrom spankové apnoe a ¢aste¢né i hypertrofie srdce. Ostatni
komplikace fadime mezi komplikace metabolické, zahrnujici napfiklad dyslipidémii,
arterialni hypertenzi ¢i diabetes mellitus 2. typu. Chronické pretizeni adipocytu lipidy
vede k ektopickému ukladani tuku v jaterni a svaloveé tkani, coz ma za nasledek vznik
inzulinové rezistence [2]. Pretizeni pankreatu lipidy je vyznamnym faktorem
vyvolavajicim apoptoézu beta-bunék a posléze vznik diabetes mellitus 2. typu [3].
Tukova tkan obéznich jedincl je vice infiltrovana imunokompetentnimi burikami,
které tam vstupuji v dusledku zvySeného odumirani hypertrofickych adipocytul, coz
ma za nasledek rozvoj tzv. subklinického zanétu, pfi kterém jsou lokalné a posléze i
do systémové cirkulace uvolhovany faktory vedouci k chronické systémové zanétlivée
reakci [4].

2.1 Funkce tukové tkané

Z histologického hlediska se tukova tkan sklada z adipocytu (vlastni zralé buriky
tukové tkané) a interadipocytarniho, vaskularizovaného stromatu, které je tvofeno
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extracelularni matrix s disperzné se vyskytujicimi fibroblasty, preadipocyty (nezralé
prekurzory adipocytll), endotelialnimi burikami a burfikami imunitniho systému [5].
Dlouhodobé byly tukové tkani pripisovany tfi zakladni funkce: funkce tepelného
izolatoru, funkce mechanické ochrany proti narazam a pfedevsim funkce energetické
zasobarny. Podkozni tukova tkan je vyznamné horsSim tepelnym vodiCem nez vétSina
vnitfnich organa a funguje jako velmi Gginny tepelny izolator. Rada vniténich organa
je navic obklopena vrstvou tukové tkané, coz ma kromé tepelné izolace i ochranny
vyznam pfed mechanickym poskozenim. Funkce zasobniho energetického zdroje je
umoznéna diky uloZeni energie v adipocytech ve formé triacylglyceroll

v cytoplazmatickych lipidovych kapénkach [6]. Poslednich 20 let intenzivniho
vyzkumu vSak ukazalo, Zze kromé uvedenych klasickych funkci je tukova tkan téz
aktivni endokrinni organ, ktery je zapojen do fady metabolickych, hormonalnich a
imunitnich procesu, jejichz vysledné produkty a reakce plsobi nejen lokalné

v samotné tukové tkani, ale mohou ovlivhovat i vzdalené organy a systémy a tim i

homeostazu celého organismu [7].
2.2 Metabolismus tukové tkané

Ur&ujicim faktorem pro metabolismus tukové tkané je typ pfevladajicich adipocytu
(bilé nebo hnédé) [8]. Modifikujicimi faktory jsou lokalizace tukové tkané (visceralni
vs. subkutanni), celkovy metabolicky stav organismu (stav sytosti versus stav
hladovéni) a typ pfijimané potravy. Bila tukova tkan je tvofena hlavné adipocyty

s jednou tukovou kapénkou a malym mnozstvim mitochondrii, pro hnédou tukovou
tkan jsou naopak typické adipocyty s malymi tukovymi kapénkami a velkym

mnozstvim mitochondrii [9].

Hnéda tukova tkan se vyznamné podili na energetickém vydeji a termogenezi [10].
Hnéda tukova tkan je inervovana sympatickym nervovym systémem [11], jehoz
nervova zakonceni jsou umisténa na hnédych adipocytech, kde se uvolfiuje
noradrenalin, ktery prostfednictvim 1- a f3-adrenergnich receptoru stimuluje
hormon senzitivni lipazu (HSL) [12]. Ta nasledné Stépi triacyglyceroly na glycerol a
volné mastné kyseliny (VMK). Mastné kyseliny jsou pak oxidovany v mitochondriich,
kde prostfednictvim odprahujicich (uncoupling) proteint (zejména UCP-1) dochazi

k uvolnéni energie ve formé tepla namisto jejiho ukladani ve formé ATP [13].

V bilé tukové tkani je uloZeno velké mnozstvi energie ve formé triacylglyceroll [14].

15



PFi hladovéni dochazi v dasledku nizkych hladin inzulinu ke zvySeni tvorby a sekrece
glukagonu a zaroven ke zvySené stimulaci B-adrenergnich receptort, coz vede
synergistickym mechanismem k aktivaci HSL a akceleraci lipolyzy. Vysledné
produkty (VMK a glycerol) jsou uvoliovany do krevniho obéhu a utilizuji se jako
energeticky (VMK) a strukturni (glycerol) substrat pro glukoneogenezi v jatrech i jako
primy zdroj energie pro svaly (VMK). Po pfijmu potravy je v disledku vzestupu
sérovych koncentraci inzulinu inhibovana aktivita HSL v tukové tkani a aktivovana
lipoproteinova lipaza (LPL), ktera hydrolyzuje triacylglyceroly v krevnim fecisti
(pfenasené jako soucast VLDL — lipoproteiny s velmi nizkou denzitou). Volné mastné
kyseliny potom vstupuji do adipocytt a jsou inkorporovany do endogennich
triacylglycerolll. DalSim moznym substratem pro syntézu triacylglycerol(

v adipocytech jsou mastné kyseliny de novo syntetizované pfimo v adipocytech [15].

V posledni dobé se popisuje i dalSi typ tukové tkané tzv. bézovy tuk (beige fat),
oznacovany i jako ,brite” tukova tkan (hnéda tukova tkan v bilé tukové tkani). Jde o
seskupeni adipocytu v bilé tukové tkani, které exprimuji odpfahujici (uncoupling)
proteiny (zejména UCP-1) v reakci na rlizné stimulujici podnéty [16]. Tyto adipocyty,
podobné jako adipocyty v hnédé tukové tkani, jsou multivakuolarni, obsahuji vysoky
pocet mitochondrii a exprimuji velké mnozstvi genu, které jsou specifické pro hnédou
tukovou tkan (napf. UCP-1, CIDEA, Pgc1a). Kromé termogeneze se hnéda a bézova
tukova tkan v fadé charakteristik liSi a mély by byt vnimany oddélené, jako dva
odlisné bunécné typy. Za prvé, u mysSich modell bylo prokazano, ze ,bézové*
adipocyty nepochazi ze stejnych embryonalnich prekurzorovych bunék jako
adipocyty hnédé tukové tkané [17] Za druhé, funkce adipocytd hnédé a bézové
tukové tkané jsou v experimentu na mysich jinak regulovany [18]. Za tfeti, adipocyty
téchto dvou typl tukové tkané obsahuiji jinou genetickou vybavu [19]. A konecné
Ctvrty a nejzasadnéjsi rozdil mezi hnédou a béZovou tukovou tkani spociva v tom, ze
adipocyty v hnédé tukové tkani ve zvySené mife exprimuji UCP-1 a jiné geny
zapojené do termogeneze za bazalnich podminek, zatimco u adipocytt v bézové
tukové tkani jsou tyto geny exprimovany pouze v zavislosti na stimulaci faktory, které
aktivuji B-adrenergni receptory nebo PPAR-y (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) receptory [20, 21]. Otazka, zda jsou funkce hnédé a bézové tukove
tkané odlisné, neni doposud uspokojivé zodpovézena.
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2.3 Endokrinni funkce tukové tkané

Objev endokrinni funkce tukové tkané na pocCatku devadesatych let minulého stoleti
znamenal zasadni zlom v dosavadnim pohledu na tuto tkan. Dosud pfedpokladana
relativné pasivni uloha tukové tkané v metabolickych déjich se nahle zménila na
ulohu aktivni a s pokracujicimi intenzivnimi vyzkumy se ukazuje, ze v tukové tkani je
produkovano daleko vice latek s hormonalnimi G€inky, nez se ptvodné
predpokladalo [22]. Tyto faktory souborné nazyvané adipokiny se ucastni regulace
bezpoctu fyziologickych déju, do kterych Ize pocitat metabolismus nutrientu,
signalizaci o stavu sytosti a energetickych zasob organismu, imunitni a zanétlivé
reakce, angiogenezi a fadu dalSich procest [23, 24]. Vzhledem k tomu, Ze faktorq,
které jsou produkovany tukovou tkani, je velké mnozstvi, v této praci se detailngji
zminime o leptinu, adiponektinu a rezistinu, tfech hormonech tukové tkané

nejpodrobnéji zkoumanych v souvislosti s regulaci metabolickych dé&ja u lidi.
2.3.1 Adiponektin

Adiponektin je proteinovy hormon produkovany vyluéné adipocyty vyznacujici se
inzulin-senzitizujicimi ucinky na periferni tkané. Je produkovan bilou tukovou tkani

v mikromolarnich mnozstvich a pasobi cestou receptoru AdipoR1, AdipoR2 a T-
cadherinu, kdy pfi vazbé na tyto receptory zvySuje funkci AMP-aktivované
proteinkinazy a PPAR-a v jatrech a pficné pruhovaném svalstvu. Sérové koncentrace
adiponektinu negativné koreluji s parametry inzulinové rezistence a vyskytem obezity
a diabetes mellitus 2. typu. Adiponektin pfimym pusobenim zvySuje oxidaci volnych
mastnych kyselin, facilituje vstup glukézy do adipocytl a pusobi protizanétlivé a anti-
ateroskleroticky [23, 25-28].

Adiponektin pusobi pfes adiponektinovy receptor-1 (AdipoR1) a adiponektinovy
receptor-2 (AdipoR2). Tyto receptory maji sedm transmembranovych ¢asti, ale jsou
funk&né odlisné od G-proteinu spfazenych s receptory a to pfedevsim odliSnou
polaritou fetézcl. Ve tkanich jsou tyto receptory v rizné mife jinak zastoupené, ale
obecné vzato jsou exprimované zaroven [29]. Pfedpoklada se, ze adiponektin plsobi
pres tyto receptory aktivaci 5° AMP-aktivované proteinkinazy (AMPK) a peroxisome
proliferator-activated receptoru-alfa (PPAR-alfa) [30]. U mysi je AdipoR2 nejvice
exprimovan v jatrech, zatimco AdipoR1 je pfitomen prakticky ve vSech tkanich [30].

MysSi s vyfazenym genem pro adiponektinovy receptor-1 a -2 mély poruchu

17



glukézove tolerance a vice vyjadienou inzulinovou rezistenci v jatrech [29]. V rozporu
s tim je prace Bjursella et al., ktery prokazal, Ze mySi s vyfazenym genem pro
AdipoR2 byly §tihlé, rezistentni k pFirGstku hmotnosti navozené dietou s vysokym
obsahem tuku a mély zlepSenou glukézovou toleranci se snizenim celkového
cholesterolu a HDL-cholesterolu [31]. U lidi je AdipoR2 ve zvySené mife exprimovan
v pfiéné pruhovaném svalstvu a pozitivné koreluje s inzulinovou senzitivitou [32] a
sérovymi koncentracemi triglyceridl na laéno u zdravych jedincu bez poruchy
glukozove tolerance [33]. V praci Moriniga et al. byly naopak relativni genové
exprese AdipoRz2 ale nikoliv AdipoR1 snizené v intraabdominalni tukoveé tkani
obéznich pacientli a negativné korelovaly se sérovymi koncentracemi triglyceridt a

apolipoproteinem B [34].

Gen pro AdipoR2 je lokalizovan na chromozomalnim lokusu 12p13.33 a obsahuje
devét exonu. Byla prokazana asociace mezi variantami genu pro AdipoR2 a vznikem
inzulinové rezistence a diabetes mellitus 2. typu [35], sérovymi koncentracemi
triacylglycerolll [36] a obsahem tuku v jatrech [37]. Na druhou stranu jsou studie,
které neprokazaly pozitivni asociaci mezi variantami genu pro AdipoR2 a diabetes
mellitus 2. typu [38, 39]

2.3.2 Visfatin

Visfatin byl poprvé popsan, jako 52 kDa pre-B-cell colony enhancing factor (PBEF)
s predominantni expresi v perifernich lymfocytech [40]. Pozdé&ji byl pfejmenovan a

identifikovan, jako novy adipokin “visfatin™, protoze je jeho produkce vyssi ve
visceralni tukoveé tkani v porovnani s podkozni tukovou tkani [41]. Jiné prace zase
prokazaly, ze mRNA exprese visfatinu v podkozni a visceralni tukové tkani jsou
shodné [42]. Visfatin je také pfitomen i v jinych tukovych depozitech, jako je
perivaskularni a epikardialni tukova tkan [43]. Visfatin neni produkovan pouze
adipocyty, ale i bufikami imunitniho systému a to pfevazné aktivovanymi makrofagy,
jejichz infiltrace v tukové tkani je vyznamné zvySena u obéznich pacientu [44].
Visfatin disponuje vnitfni enzymatickou aktivitou stejné, jako nikotinamidfosforibosyl
transferaza (NAMPT), jak bylo v roce 2002 prokazano skupinou Rongvauxe et al.
[45]. U savcu intracelularni NAMPT katalyzuje limitujici krok v syntéze
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD*), jako esencialniho koenzymu v mnohoc&etnych

buné&nych redoxnich reakcich [46]. U savcu existuji dvé izoformy visfatinu.
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Intracelularni visfatin hraje centralni ulohu v regulaci NAD-dependentnich enzymu a
je zapojen do regulace bunééného metabolismu v zavislosti na dostupnosti nutrientu,
maturaci bunék a bunééného prezivani [47, 48]. Extracelularni forma visfatinu je
produkovana riznymi typy bunék [49]. Kromé adipocytl je visfatin/Nampt exprimovan
na burikach imunitniho systému, chondrocytech a v radé dalSich tkani [44, 50].
Recentné byla zjiSténa exprese visfatinu v lidskych myoblastech [51] a hepatocytech,

odkud je visfatin aktivné secernovan [52].

V kontextu metabolickych chorob prevazna ¢ast studii prokazala zvySené sérové
koncentrace visfatinu/NAMPT u obéznich pacientl, pacientl s diabetes mellitus 2.
typu a metabolickym syndromem. Visfatin/NAMPT tak predstavuje nezavisly rizikovy
faktor aterotrombotickych onemocnéni [53, 54]. Pfedpoklada se, Ze visfatin/NAMPT
muze byt markerem endotelialni dysfunkce a pravdépodobné hraje dalezitou roli

v iniciaci a propagaci aterosklerdzy [55]. Uslu et al. prokazal, Ze u diabetiku 2. typu
zvySeneé sérove koncentrace visfatinu pozitivné korelovaly s jinym markerem
endotelialni dysfunkce homocysteinem [56]. V jiné praci byla prokazana zvysena
exprese visfatinu/NAMPT v cirkulujicich monocytech u obéznich pacientl s diabetem
2. typu ve srovnani s pacienty bez diabetu, coz muzZe naznacovat vétsi asociaci
zvySenych koncentraci visfatinu/NAMPT s diabetem, nez s obezitou [57]. Na druhou
stranu, OKki et al. prokazali, ze sérove koncentrace visfatinu/NAMPT pozitivné koreluji
s prozanétlivymi faktory nezavisle na stavu inzulinové rezistence [58]. Je zfejmé, Ze
hladiny visfatinu/NAMPT jsou pozitivné asociovany s prozanétlivym stavem a
pozitivné koreluji s cirkulujicimi prozanétlivymi faktory, jako je IL-6, CRP a MCP-1
[59, 60].

2.3.3 Prolaktin

Prolaktin je polypeptidovy hormon, ktery je syntetizovan a sekretovan
specializovanymi burikami adenohypofyzy, tzv. laktotropy. V soucasnosti je znamo
vice nez tfi sta biologickych uc¢inku prolaktinu [61]. Produkce a sekrece prolaktinu
neni omezena pouze na adenohypofyzu, ale je v organismu produkovan i jinymi
organy a tkanémi. Extrapituitarni syntéza byla popsana v mozku, placenté, decidue,
déloze, epitelialnich burikach a bunkach imunitniho systému [62]. Prolaktinové
receptory jsou pfitomny v fadé bunék periferniho imunitniho systému atona T a B-

lymfocytech, NK-bunkach a stfevnich epitelialnich burikach [63, 64]. Prolaktin plsobi
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jako imunomodulaéni hormon, ktery muze pUsobit na aktivaci lymfocytu a jinych
bunék imunitniho systému se sekundarnim zvySenim produkce cytokinl [65]. Cela
fada onemocnéni, a to v€etné onemocnéni autoimunitnich, vznika na zakladé

muze byt jeden z faktoru, ktery se mize podilet na patogenezi téchto onemocnéni
[66]. Imunomodulaéni aktivita prolaktinu muze souviset s jeho u€inkem na zvySeni
aktivity nuklearnich transkripénich faktoru, jako je IRF-1 a NFkB, které hraji dllezitou

roli v imunitnich procesech.

Hyperprolaktinémie je pomérné ¢astym nalezem u pacientl s chronickym
onemocnénim ledvin a to u obou pohlavi. Jeji prevalence u pacientd s chronickym
onemocnénim ledvin je od 30% do 65% a zfejmé souvisi se snizenou clearance
ledvin, ale také se zvySenou produkci prolaktinu pfi zménéné dopaminergni aktivité
[67]. Nékteré prace poukazuji na to, ze prolaktin ma fadu biologickych u¢ink( a maze
se podilet na aterosklerotickych procesech: zvySené sérové koncentrace prolaktinu
byly prokazany u pacientl s esencialni hypertenzi [68], v prib&hu akutni faze
koronarnich syndromu a ischemickych cévnich mozkovych pfihod [69]. V in vitro
studiich prolaktin modifikoval prozanétlivou odpovéd, zvySoval adhezi
mononuklearnich bunék imunitniho systému k endotelu cévni stény a stimuloval
proliferaci bunék hladkého svalstva cévni stény [70, 71]. Nékteré prace ukazuji, Ze
hyperprolaktinémie je spojena se snizenou inzulinovou senzitivitou a subklinickym
zanétem [72]. Pomérné zasadni informaci je, Ze prolaktin koreloval s rizikovym skére,

které predikovalo 10 letou kardiovaskularni mortalitu [73].
2.3.4 FABP-4

FABP-4 (fatty acid binding protein 4) je protein patfici do rodiny cytoplazmatickych
proteinu podilejicich se na transportu, intracelularnim skladovani a metabolizmu
lipidd. Primarné je FABP-4 exprimovan na makrofazich a adipocytech. Gen pro
FABP-4 je lokalizovan na na 8921 chromozomu, molekulova hmotnost FABP-4 je
14.7 kDa. Skupina FABP proteinl vaze hydrofobni ligandy jako nenasycené a
nasycené mastné kyseliny, eikosanoidy a jiné lipidy s vysokou afinitou. Vlastni FABP-
4 se vyskytuje ve 2 formach solubilni a intracelularni. Studie na bunécnych kulturach
prokazaly ulohu FABP-4 pfi transportu a skladovani lipida a na regulaci
fosfolipidového metabolizmu. Mezi dalSi pfedpokladané funkce FABP-4 patfi
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transport lipidovych ligandd do signalnich regula¢nich drah a enzymatickych
buné&nych procest. FABP-4 hraje dllezitou roli pfi pfenosu lipidd do specifickych
buné&nych kompartmentl (lipidovych inkluzi a endoplazmatického retikula), kde se
ucastni na regulaci signalnich kaskad a syntéze komponent pro bunécnou
membranu. DalSimi organelami, kam jsou lipidy pfenaseny pomoci FABP-4, jsou
peroxisomy a mitochondrie, dale cytoplazmatické enzymy a kone¢né bunécné jadro,
kde FABP-4 moduluje genovou transkripci prostfednictvim jadernych hormonalnich

receptord PPAR, nebo prostfednictvim jinych faktort, které maji afinitu k lipidam.

V pokusu na mysSich byly genetickou manipulaci vyfazeny geny pro FABP-4 a FABP-
5, které jsou vyznamnym zplisobem exprimovany na adipocytech a makrofazich.
Delece genu pro FABP-4 v adipocytech snizila sekreci prozanétlivych cytokin(

v makrofazich, naopak vedla ke zvySeni stimulace inzulinové signalni kaskady a
vychytavani glukézy v adipocytech [74]. Geneticka manipulace s vyfazenim genu

v makrofazich méla za nasledek snizeni exprese FABP-4 v makrofazich a zmény
v intracelularni akumulaci cholesterolu. Byla pozorovana i snizena prozanétliva
odpovéd v tukové tkani, a to snizenim aktivity Ikappald a NF-kappaB se supresi
cyklooxygenazy-2 a inducibilni NO-syntazy (iNOS). Byla zvySena i aktivita PPAR-y
receptorl [75]. Spojeni mezi zanétem tukové tkané a rozvojem inzulinové rezistence,
vznikem diabetes mellitus 2. typu a aterosklerézou bylo popsano v poslednim
desetileti. Studie na genetickych modelech mySi prokazaly, Ze FABP-4 mUze byt
dalezitym faktorem, ktery se v pokusu na mysich podilel na vzniku metabolického
syndromu. V experimentalnich studiich s pouzitim inhibitord FABP-4 byl pozorovan
jejich pfiznivy vliv na rozvoj aterosklerézy a diabetes mellitus 2. typu. V prvni
experimentalni studii byl u zvifat s vyfazenim izoformy FABP-4 (aP2) a FABP-5
(mal1) v adipocytech a makrofazich zjistén silny ochranny vliv na rozvoj obezity
vyvolané vysokotukovou dietou [74]. U téchto zvifat byl také potlacen rozvoj
inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2. typu, steatdzy jater a aterosklerdzy. Pfi
pFijmu potravy s vysokym obsahem tukd u mySi s vyfazenym genem pro FABP-4
byla prokazana zvySena aktivita AMP-aktivované protein kinazy a sniZzena aktivita
jaterni stearoyl-CoA-desaturazy-1. Mysi s geneticky vyfazenym genem pro FABP-4
jsou Castecné rezistentni proti obezité vyvolané inzulinovou rezistenci a vznikem

e v v

jsou chranény pfed vznikem aterosklerdzy. V jiné praci byla ovéfovana hypotéza, ze
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kombinace genetického vyfazeni genu pro FABP-4 a FABP-5 bude mit synergicky
ucinek na metabolické parametry a snizeni rychlosti progrese aterosklerézy u mysiho
modelu aterosklerdzy s vyfazenym genem pro apoE (-/-) [76]. ApoE (-/-) mySi

s vyfazenym genem pro FABP-4 a FABP-5 mély snizenou koncentraci sérového
cholesterolu a triacylglyceroll a zvySenou inzulinovou senzitivitu ve srovnani s apoE
(-/-) zviraty. Doba preziti se u apoE (-/-) mysi s vyfazenym genem pro FABP-4 a
FABP-5 zvySilo 0 67% ve srovnani s kontrolni skupinou apoE (-/-) [76]. V jiném
experimentu zkoumal Boord et al. vliv vyfazeni genu pro FABP-4 na
hypercholesterolemii a aterosklerézu u apoE (-/-) mysi. Vyfazeni obou genu vedlo ke
zmenS$eni aterosklerotickych Iézi v oblasti proximalni aorty, pravé karotické artérie a
arteria facialis. V jiné studii byla popsana silna exprese FABP-4 v endotelialnich
burikach kapilar a malych zil v mySich a lidskych tkanich, v€etné srdec¢ni a ledvinné
tkané. FABP-4 byl detekovan v bunééném jadfe a cytoplazmé a byl popsan jeho
ucinek na signalni kaskadu vaskularniho endotelialniho ristového faktoru
(VEGF/VEGFR2) a pozitivni vliv na proliferaci v endotelialnich burikach [77]. DalSi
studie zkoumala vliv faktord produkovanych lidskymi adipocyty na kontraktilitu
myokardu. FABP-4 inhiboval influx Ca2+ iontd do buriky b&hem systoly v pokusu na
krysich kardiomyocytech [78]. Pfi pokusech, kdy mySim byl peroralné podavan
inhibitor FABP-4, bylo zjiSténo zpomaleni procesu aterosklerdzy a jinych slozek

metabolického syndromu [74].

V klinické studii Tuncmana et al. byl sledovan vliv genetickych variant lokusu genu
pro FABP-4, které mély za nasledek snizenou expresi FABP-4 v tukové tkani.
Nositelé T87C polymorfizmu méli niz§i sérovou koncentraci triacylglycerolu a
signifikantné sniZzené riziko koronarnich onemocnéni a vzniku diabetes mellitus 2.
typu. Haluzik et al. sledoval sérové koncentrace FABP-4 u 11 obéznich pacientek

s diabetes mellitus 2. typu a 10 zdravych Stihlych Zen v kontrolni skupiné pfed a po 3
mésicni IéCbé PPAR-alfa agonistou fenofibratem. Cilem studie bylo najit vztah
koncentraci FABP-4 k jinym biochemickym parametrim a k parametrim inzulinové
senzitivity pomoci hyperinzulinemického-izoglykemického clampu. Hyperinzulinémie
signifikantné snizila koncentrace FABP-4 u obou zkoumanych skupin. Sérové
koncentrace FABP-4 pozitivné korelovaly s BMI, triacylglyceroly, glykémii,
glykovanym hemoglobinem, aterogennim indexem a koncentracemi inzulinu [79].

Inverzni vztah byl nalezen mezi koncentracemi FABP-4, BMI, parametry inzulinové
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senzitivity, HDL-cholesterolem a kompenzaci diabetu. V jiné klinické studii byly
zkoumany koncentrace FABP-4 u pacientl s kombinovanou familiarni dyslipidémii
[80]. Zkouman byl vztah mezi koncentracemi FABP-4, dyslipidémii a metabolickymi
odchylkami. Koncentrace FABP-4 byly vy3Si u pacientd s familiarni kombinovanou
dyslipidémii nez u zdravych jedincl. Sérové koncentrace FABP-4 pozitivné
korelovaly s BMI, obvodem pasu, koncentracemi inzulinu v séru a HOMA indexem.
Korelace s koncentracemi lipidd v séru nebyla nalezena. Pfi méfeni koncentrace
FABP-4 v epikardialni tukové tkani a ascendentni aorté u pacientd s metabolickym
syndromem byla zjisténa signifikantné vysSi exprese mRNA a koncentrace FABP-4
nez ve skupiné pacientl bez metabolického syndromu [81]. Byla také nalezena
66krat vySSi exprese v epikardialni tukové tkani nez ve tkani ascendentni aorty. Mira
exprese FABP-4 v epikardialni tukové tkani pozitivné korelovala s obvodem pasu. U
pacientu s diabetes mellitus 2. typu byla oproti kontrolni skupiné zdravych jedinct
zjisténa zvySena koncentrace PPAR-y, FABP-4 a E-FABP (epidermalni fatty acid
binding protein) v podkozni tukové tkani [82]. Simon et al. méfili sérové koncentrace
FABP-4 pred a rok po bariatrické operaci u 77 obéznich zen. Pfi redukci hmotnosti u
obéznich Zen doslo po roce ke snizeni plazmatickych koncentraci FABP-4,
solubilniho receptoru pro TNF-2, IL-18, CRP a ke zvySeni koncentraci adiponectinu
[83]. Ve studii Khalyfa et al. byla sledovana koncentrace FABP-4 ve skupiné 309 déti
ve véku 5-7 let. Déti byly rozdéleny podle BMI na skupinu obéznich a neobéznich.
Béhem studie byla méfena koncentrace inzulinu, hsCRP a FABP-4. Ve skupiné
obéznich déti byly zjistény zvySené sérové koncentrace FABP-4, LDL-cholesterolu a
hsCRP. Koncentrace FABP-4 u obéznich déti pozitivné korelovaly s hodnotou BMI,
HOMA indexem, hsCRP, ale ne s koncentraci lipidu [84]. Haluzikova et al. ve své
studii méfila sérové koncentrace FABP-4, leptinu, solubilniho leptinového receptoru,
adiponectinu, rezistinu, CRP, inzulinu, glukdzy, cholesterolu a triglyceridd u 19
pacientek s restriktivnim typem mentalni anorexie a u 16 zdravych Zen s normalni
hmotnosti. BMI, sérové koncentrace leptinu byly signifikantné nizsi, zatimco
koncentrace sérového adiponectinu a solubilniho leptinového receptoru byly
signifikantné vySsSi u pacientek s mentalni anorexii oproti kontrolni skupiné. Sérové
koncentrace FABP-4 u pacientek s mentalni anorexii se nelisily od kontrolni skupiny
a nebyla zjisténa korelace s Zadnym jinym studovanym parametrem [85]. Nékteré
prace zjiStovaly, zda by bylo mozné pouzit FABP-4 jako jeden z diagnostickych
markeru metabolického syndromu. NiZSi sérové koncentrace FABP-4 mohou podle
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jedné publikace byt prognostickym markerem u pacientt drzicich redukéni dietu a

predikovat jeji uspésnost [86]
2.3.5 Angiopoietin 1

ANGPT1 (Angiopoietin 1) tento glykoprotein patfi do rodiny angiopoietinll. Zastupci
této skupiny hraji dllezitou roli ve vyvoji cév a angiogenezi. VSechny angiopoietiny se
vazou s podobnou afinitou na endotelialni bunécné specificky receptor s tyrozin-
kinazovou aktivitou. Tento glykoprotein hraje duleZitou roli ve zprostfedkovani
interakci mezi endotelem a okolni matrix, mezenchymalnimi tkanémi a inhibuje

endotelialni permeabilitu. Podili se také na maturaci cév a jejich stabilité.

Obezita je spojena s nizsi tkanovou perfuzi v pfiéné pruhovanych svalech a maze
vést ke snizené spotiebé kysliku tkanémi [87], snizené glukdzové toleranci a
inzulinové rezistenci [88]. Neadekvatni perfuze tkani mize souviset se snizenou
denzitou cév a snizenou vazodilatacni odpovédi [88, 89]. V pficné pruhovaném
svalstvu denzita cév pozitivné koreluje s glukézovou toleranci a inzulinovou
senzitivitou [90, 91] a je snizena u pacientl s diabetem 2. typu [92]. Ve studiich,
které zahrnovaly muze s diabetem 2. typu a porusenou glukézovou toleranci, cviceni
zvysilo angiogenezi ve svalech [93, 94]. Dysfunkce tukové tkané je spojovana

s obezitou a inzulinovou rezistenci, sniZzenou hustotou cév a hypoxii spole¢né

s fibrézou tukové tkané, infiltraci makrofagy a subklinickym zanétem [95]. SniZena
denzita cév byla pozorovana v podkozni tukové tkani obéznich pacientl oproti
Stihlym kontrolam [96, 97]

CviCeni a jiné stimuly reguluji proangiogenni cesty pfes tvorbu faktoru-1a
indukovaného hypoxii (HIF-1a), ktery zvySuje transkripci vaskularniho endotelialniho
ristového faktoru A (VEGFA) [98]. Kromé toho jsou secernovany glykoproteiny
angiopoietin-2 (Angpt2) a angiopoietin-1 (Angpt1), které patfi mezi zasadni
regulatory angiogeneze. VyssSi pomér Angpt2:Angpt1 angiogenezi stimuluje.

V kosternim svalstvu cviCeni zvySuje genovou expresi Angpt1 a Angpt2 [99] a

zvysuje pomér Angpt2:Angpt1 [100].

Angpt-1 je konstitutivnhé produkovan pericyty a jeho pfedpokladanou funkci je snizeni
prozanétlivého stavu v endotelialnich burikach [101]. Nizké koncentrace Angpt-1 a

snizeny pocet pericytu jsou pomérné charakteristické pro diabetes 2. typu [102, 103].
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V kulturach bunék visceralni tukové tkané doslo po pfidani Angpt-1 ke snizeni
zanétlivého profilu, CasteCnému obnoveni lipolyzy a zlepSeni inzulinové senzitivity
[104]. V in vitro modelech Angpt-1 sniZzoval apoptézu endoteliadlnich bunék a
prozanétlivy stav mechanismem snizené exprese adhezivnich molekul na povrchu
endotelialnich bunék [105, 106]. V pokusu na Angpt-1 deficientnich mySich doslo ke
zhorSenému hojeni ran v odpovédi na poranéni, rozvoji fibrézy pojiva a riznych
cévnich abnormalit [107], naopak podavani Angpt-1 diabetickym mySim zlepSilo

denzitu cév v tukové tkani a snizilo velikost adipocytt [108].
2.3.6 Apelin

Apelin byl identifikovan, jako peptid a endogenni ligand orphan receptort sprfazenych
s G-proteinem APJ (apelinovy receptor). Sekrece apelinu v tukoveé tkani je zvySena
pusobenim prozanétlivych faktor(, jako je TNF-a.. U mysi krmenych vysokokalorickou
dietou se zvySuje produkce prozanétlivych faktorl sou€asné se zvysSenim infiltrace
tukové tkané makrofagy a mnozstvim tukové tkané. V sou€asné dobé neni dostatek
informaci o tom, jaka je funkce apelinu v imunitnich procesech. Nékteré prace
naznacuji, Zze apelin muze hrat duleZitou roli v tumordzni neovaskularizaci a
proliferaci endotelialnich bunék [109]. V pokusu na mysich vedla Ié¢ba antagonisty
apelinového receptoru ke snizeni jaterni fibrézy, coz naznacuje dosud ne zcela jasné
pusobeni apelinu v jaterni tkani [110]. V jiné praci inhibice apelinu pomoci
farmakologicky pfipraveného blokatoru (F13A) zvysSila rychlost regenerace jaterni
tkané po hepatektomii, coz naznacuje jeho potencialni pouziti v Ié€bé jaternich
onemocnéni [111]. U obéznich mysi s inzulinovou rezistenci podani rekombinantné
pfipraveného apelinu vedlo ke zvySené utilizaci glukézy v kosternim svalstvu a

obnoveni gluk6zoveé tolerance [112].

U lidi Fada praci prokazala zvySené sérové koncentrace apelinu u pacientd s
obezitou nebo diabetem [113]. Apelin-17 a [pyr-1]-apelin-13 se ukazaly, jako
predominantni formy v plazmé u lidi [114]. Sérové koncentrace apelinu by mohly byt
pouzity jako novy biomarker, ktery predikuje vznik diabetu u lidi [115]. Sérové
koncentrace apelinu byly vy$Si u Zen nez u muzd, ale vy$si koncentrace byly
asociovany s vys$8im rizikem vzniku diabetu pouze u muzl [115]. RecentnéjSi data
ukazuiji, Zze sérové koncentrace apelinu byly signifikantné vy3Si u pacientl s diabetem

1. typu oproti zdravym kontrolam a to dokonce jesté vice nez u diabetiku 2. typu
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[116]. Habchi et al. prokazal, Ze sérové koncentrace apelinu negativné korelovaly

s glykovanym hemoglobinem u pacientu s diabetem 2. typu, coz naznacuje, ze vySsi
cirkulujici sérové koncentrace apelinu jsou spojené s lepsi glykemickou kontrolou
sekrece a exprese apelinu [117]. S pfihlédnutim na prace u diabetikd 1. typu, kde
byly zjistény zvySené koncentrace apelinu Ize Fici, Ze obezita neni pravdépodobné
jednou z hlavnich determinant zvySenych hladin apelinu, coZ naznacuiji i jiné prace,
kde nebyla zjiSténa pozitivni korelace mezi koncentraci apelinu a BMI [113]. V fadé
praci zaméfenych na redukci hmotnosti riznymi intervencemi (nizkokaloricka dieta,
fyzicka aktivita, bariatricka chirurgie) byly sérové koncentrace apelinu po téchto
intervencich snizeny [113, 118]. Byla také prokazana signifikantni na BMI nezavisla
korelace mezi snizenymi sérovymi koncentracemi apelinu a zlepSenou inzulinovou
senzitivitou [119]. Na zakladé vysledku téchto studii Ize hypotetizovat, Zze zvySené
sérové koncentrace apelinu u diabetikll 1. a 2. typu jsou kompenzacnim

mechanismem, ktery pfimo sniZuje inzulinovou rezistenci.
2.3.7 C1QTNF1

C1QTNF1 (Complement-C1q TNF-related protein 1) patfi do rodiny CTRP proteind,
které vykazuji protizanétlivé a antidiabetické ucinky v pokusu na mysSich [120]. Dosud
bylo identifikovano 15 faktord CTRP rodiny [121]. Jako zastupce rodiny CTRP
proteinu je C1QTNF1 primarné exprimovan v tukové tkani [122] a je nejvice
produkovan stromalnimi bufikami tukové tkané, jako jsou makrofagy, preadipocyty a
endotelialni buniky [123]. C1QTNF1 aktivuje serin/threoninové proteinkinazy Akt a
mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) [123]. V pokusu na mySich vedlo
podavani rekombinantniho C1QTNF1 k signifikantnimu poklesu glykémie [123]. V in
vitro pokusu na izolovaném kosternim svalu pfidani rekombinantniho C1QTNF1
aktivovalo AMP-aktivovanou proteinkinazu (AMPK) a tim sekundarné zvysilo oxidaci
mastnych kyselin [124]. Transgenni mysi s overexpresi genu pro C1QTNF1 mély ve
zvySené mife vyjadienou inzulinovou senzitivitu, oxidaci mastnych kyselin a

energeticky vydej [124].

Studie u lidi prokazaly, Ze sérové koncentrace byly signifikantné zvySené u pacientu

s hypertenzi [125] a metabolickym syndromem [126].

2.3.8 DPP4
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Dieptidyl-peptidaza (DPP-4), také znama, jako CD26 je ubikvitérné exprimovany
glykoprotein o hmotnosti 110 kDa, ktery byl poprvé popsan Hapsu-Havem a
Glennerem [127]. DPP-4 je transmembranovy protein typu Il, jenz je uvolfiovan do
cirkulace z povrchu membrany procesem zvanym ,shedding” [128]. Dulezitost tohoto
enzymu ve védeckych a lékafskych kruzich zvysil vyvoj 1éka, které se ve velké mife
pouzivaji v [é¢bé diabetu 2. typu, DPP-4 inhibitor(. Tato skupina €kl oznacovanych,
jako gliptiny zvySuje sérové koncentrace inkretind a timto mechanismem stimuluje
postprandialni sekreci inzulinu. Solubilni DPP-4 |ze charakterizovat jako adipokin
[129], ktery koreluje s parametry metabolického syndromu [130]. DPP-4 je
multifunk&ni enzym, ktery ma vazebnou kapacitu pro velké mnozstvi peptidl, mezi
které patfi napf. adenosindeaminaza (ADA) a extracelularni proteiny obsazené

v matrix mezibunécné hmoty [128, 131, 132]. Lze konstatovat, Ze DPP-4 je zapojena
do buné&nych signalnich procesl, aktivace bunék imunitniho systému a dysregulace

jeho exprese je pfi¢inou vzniku fady onemocnéni.

Dipeptidyl-peptidaza 4 je exprimovana na velkém podctu rdznych typl bunék, jako
jsou epitelialni bunky, fibroblasty a rizné podskupiny leukocyttl. Mechanismy, které
reguluji transkripci genu pro DPP-4 a jeho enzymatickou aktivitu nejsou doposud
zcela objasnény. U lidi je gen pro DPP-4 lokalizovan na 2. chromozomu, ma 70 kb a
obsahuje 26 exonu [128]. Jeho exprese je regulovana fadou faktord. Interleukin 12
(IL-12) je klicovym faktorem v diferenciaci naivnich T-lymfocytd do Th1 subtypu a
také zvySuje expresi genu pro DPP-4. Proto je DPP-4 dullezitym faktorem v aktivaci
bunék imunitniho systému [133, 134]. Je jen malo studii, které zkoumaji vztah
riznych variant genu DPP-4 ke vzniku rdznych metabolickych onemocnéni. V roce
2009, Bouchard et al. analyzoval jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) u genu
DPP-4 a hledal asociace s krevnim tlakem, sérovymi koncentracemi lipidd u
obéznich pacientd s otédzkou, zda mohou polymorfismy genu DPP-4 vysvétlit
individualni riziko vzniku metabolickych komplikaci u obéznich pacientu. TFi

z analyzovanych jednonukleotidovych polymorfismuU ukazaly pozitivni signifikantni
asociaci se sérovymi koncentracemi celkového cholesterolu a triglyceridy. Naopak u
zadného ze studovanych polymorfismu a kardiovaskularnich rizikovych faktort se
neprokazala asociace s relativni genovou expresi genu DPP-4 ve visceralni tukové
tkani [135].

U mysSi s vyfazenym genem pro DPP-4, které byly krmeny vysokotukovou dietou,
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doslo ke zlepSeni inzulinové rezistence a poklesu glykémie v oralnim glukézovém
toleran¢nim testu (0GTT). Tato zvifata méla vySsi sérové koncentrace GLP-1 a
inzulinu oproti kontrolni skupiné bez vyfazeného genu [136]. Podobné zlepseni
glukézove tolerance a zvySené sérové koncentrace GLP-1 a leptinu bylo pozorovano
u obéznich mysi Dark Agouti s chybéjici DDP-4 genem [137]. Jina prace prokazala,
Zze mysi s vyfazenym genem pro DPP-4 mély vySsi rychlost maturace adipocytu a
vySSi expresi gend, které se podileji na vychytavani triacylglyceroll z cirkulace, a
vy$Si expresi PPAR-y receptoru, koncentrace adiponektinu a leptinu. To bylo spojeno
s niz§im zanétlivym profilem v tukové tkani v podobé snizeni exprese TNF-a, IL-6,
PAI-1 a CCL-7 [138].

2.3.9 Leptin

Leptin je proteinovy hormon, ktery je syntetizovan primarné v bilé tukove tkani, odkud
je secernovan do cirkulace. Vzhledem k tomu, Ze jeho tvorba je pfimo umérna
mnozstvi tukové tkané, pfedstavuje leptin cirkulujici hormonalni signal, ktery
informuje hypothalamické centrum sytosti o stavu tukovych zasob v organizmu, ¢imz
se v zasadni mife podili na regulaci energetického pfijmu a vydeje [139]. Sérové
koncentrace leptinu [140] a jeho mMRNA exprese v tukové tkani jsou zvySené u
obéznich pacientl [141]. Leptin hraje dllezitou roli v gluk6zové homeostaze, kdy

v jatrech a pricné pruhovaném svalstvu zlepSuje inzulinovou senzitivitu a reguluje
funkci pankreatickych B-bunék [142]. Pfedpoklada se, Ze leptin ma i prozanétlivé
ucinky, jelikoz jeho struktura je podobna jinym cytokinim (obzvlasté IL-6) a jeho
receptor patfi do tfidy 1 cytokinovych receptort [143]. Leptin nejen pfispiva

k produkci jinych prozanétlivé plisobicich cytokind, jako jsou IL-2 a IFN-y, ale taktéz
inhibuje produkci protizanétlivé pusobiciho cytokinu IL-4 [144]. Sougasné jsou
cirkulujici sérové koncentrace leptinu a jeho mRNA exprese v tukové tkani zvySovany
prozanétlivé pusobicimi cytokiny (TNF-a, IL-1 a endotoxin (lipopolysacharid - LPS))
[145]. Lze tedy fici, Ze leptin pfimo spoluplsobi na vznik subklinického zanétu

v tukové tkani a naopak faktory, které jsou pfi subklinickém zanétu ve zvySené mire
produkovany, dale zvysuji jeho tvorbu. Timto mechanismem pUsobi leptin na
perzistenci chronického subklinického zanétu u obéznich pacientl [143]. Etiologicka
a patogeneticka uloha leptinu pfi vzniku obezity a jejich komplikaci zGstava i pres

vySe uvedené udaje spiSe sporna, prestoze ¢ast védcl prosazuje koncept rezistence
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na ucinky leptinu jako jednu z moznych pficin obezity [146].
2.3.10 Rezistin

Rezistin je dalSim adipokinem, ktery je produkovan adipocyty. V mySich modelech
pUsobi prozanétlivé a zaroven snizuje citlivost na inzulin. Sérové koncentrace
rezistinu jsou zvySené u obéznich mysi a pozitivné koreluji s parametry inzulinové
rezistence [147, 148]. Nedostatek, €i uplné chybéni rezistinu chrani mysi pred
hyperglykémii indukovanou dietou zvySenim aktivity AMP-kinazy a snizenim exprese
enzymu glukoneogeneze v jatrech [149]. V experimentu na mysSich navic rezistin
inhiboval procesy zahrnuté do intracelularniho pfenosu signalu z inzulinového
receptoru v mySich 3T3-L1 adipocytech a indukoval zvySenou expresi supresorového
genu SOSC-3 (supressor of cytokine signalling 3), znamého inhibitoru inzulinové
signalni kaskady [150]. Nékolik studii na lidskych dobrovolnicich dokumentovalo
tésnou vazbu mezi zvySenymi sérovymi koncentracemi rezistinu a obezitou,
inzulinovou rezistenci nebo diabetes mellitus 2. typu [151-153]. Na druhou stranu jiné
prace ukazuiji, ze cirkulujici sérové koncentrace rezistinu a jeho genova exprese

v adipocytech nejsou u lidi asociovany s inzulinovou rezistenci [154, 155]. Na rozdil
od mysi je lidsky rezistin exprimovan primarné v burikdch mononuklearniho systému
a to pfevazné v makrofazich a pusobi tak spiSe jako cytokin nez Cisty adipokin. [155].
Je pfitom zajimavé, ze v experimentu na mysich, kterym byl podavan humanni
rezistin ziskany z makrofagu, doslo ke zhor8eni subklinického zanétu v tukové tkani a

inzulinoveé rezistence [156].

Kromé adipokinu produkuje tukova tkan velké mnozstvi cytokind. Tyto latky vétSinou
glykoproteinové povahy maji celou Fadu biologickych funkci. Ugastni se pfevazné
imunitnich déja a jejich ucinek je obvykle pleiotropni (pusobi soucasné na vice
procesul) a redundantni (existuje vice cytokinu se stejnym nebo podobnym uc€inkem).
V tukové tkani obéznich pacientu dochazi k rozvoji subklinického zanétu
charakterizovaného zvySenou sekreci prozanétlivé plsobicich cytokinl a chemokint
[157, 158]. Cela fada z téchto prozanétlivych faktor, mezi které mizeme pocitat
monocytarni chemotakticky protein-1 (MCP-1), tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a),
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) a interleukin-8 (IL-8), se mlze podilet na

vzniku inzulinové rezistence [159-161]. Sérové koncentrace IL-6 jsou zvySené u
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muzl s nadvahou, kdy tyto hodnoty pozitivné koreluji s visceralni obezitou, zatimco
sérové koncentrace TNF-a pozitivné koreluji s celotélovou obezitou [162]. Ukazuje
se, ze sérové koncentrace IL-6 pozitivné koreluji se stupném obezity, ktera je
hodnocena pomoci BMI, velikosti adipocytl a procentem tuku v organismu [163].
Tato zjiSténi naznacuji moznou roli tukové tkané v regulaci sekrece IL-6 u obéznich
pacientd s centralnim (visceralnim) typem obezity [164]. IL-6 vykazuje nejen
prozanétlivé, ale i protizanétlivé ucinky zvySenim produkce imunoglobulint B-
lymfocyty a aktivaci cytotoxické aktivity T-lymfocyt(. Mezi jeho dalSi funkce patfi
stimulace produkce trombocytl, ovlivnéni endotelialni funkce a indukce syntézy
reaktant akutni faze v jatrech prostfednictvim zvySeni aktivity nuklearniho faktoru
kappa B (NF«B) [165].

2.3.11 TNF-a

TNF-a je dal8i prozanétlivy cytokin, ktery se muze podilet na vzniku obezity a
inzulinové rezistence [159]. Jeho genova exprese je zvySena u obéznich pacientl a
pozitivné koreluje s parametry inzulinové rezistence [159]. V experimentu na mySich
meélo podavani TNF-a za nasledek vznik inzulinové rezistence v tukové tkani [166],
zatimco delece genu pro TNF-a a jeho receptory vedla u obéznich mysi ke zlepSeni
inzulinové senzitivity [167]. S pfihlédnutim k vySe uvedenému je nutno zminit, Ze
korelace mezi sérovymi koncentracemi TNF-a a inzulinovou rezistenci je relativné
slaba [159, 168] a ani chronicka neutralizace TNF-a protilatkami nezlepSila u
obéznich pacientl s metabolickym syndromem inzulinovou rezistenci i pfes pfiznivé
ovlivnéni subklinického systémového zanétu [169]. Bernstein et al. [170] ve své praci
dokumentovali, Zze podavani antagonistld TNF-a nevedlo u lidi ke zlepSeni inzulinové
senzitivity. Absence efektu na inzulinovou senzitivitu mize byt dana kompenzatornim
pusobenim jinych prozanétlivych cytokind produkovanych tukovou tkani. TNF-a je
soucasti sité prozanétlivych faktort a jeho role je nejspiSe v aktivaci cytokinové
signalni kaskady, ktera zahrnuje synergické a inhibi¢ni reakce, jez reguluji syntézu a

expresi jinych cytokinli, hormonu a jejich receptort [171].
2.4 Subkutanni a visceralni tukova tkan (u zdravych a obéznich jedincu)

V dnedni dobé je vdeobecné akceptovano, Ze tukova tkan neni homogenni tkani se
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stejnymi metabolickymi ucinky, ale sklada se z odliSnych frakci s rdznou
metabolickou aktivitou [172, 173]. ZvySeni mnoZstvi tukové tkané v abdominalni
oblasti je rizikovym faktorem pro vznik metabolickych onemocnéni, zatimco zvySeni
tukoveé tkané v gluteo-femoralni oblasti je povazovano za relativné protektivni [174].
Z klinického hlediska Ize Fici, Ze body mass index (BMI, kg/m?) necharakterizuje
jednoznacné (optimalné, komplexné, dokonale) obezitu a nekoreluje s obsahem tuku
v riznych télesnych kompartmentech a to predevsim ve visceralni tukové tkani [175].
Naproti tomu obvod pasu, obvod bokl, pomér obvodu pasu k obvodu boku a pomér
vysky k obvodu pasu byly nepfimymi ukazateli mnozstvi podkozni a visceralni tukové
tkané. Korelace obvodu pasu a obvodu bokd s mnozstvim tukové tkané byly ovéreny
i pomoci zobrazovacich metod, jako je DXA, vypocetni tomografie a magneticka
rezonance [175-177]. Rozsahlé studie u déti a dospélych prokazaly, ze jedinci se
stejnym BMI mohou mit rizné vyjadiené riziko vzniku metabolickych onemocnéni
[178, 179]. Jednim z vysvétleni muze byt, tak jak popsal Vague v roce 1956, rizné
anatomické usporadani tukové tkané v odlisnych télesnych kompartmentech
organismu. Mezi zakladni depa bilé tukové tkané patfi visceralni tukova tkan (VAT),
ktera je centralné lokalizovana v dutiné bfiSni a oddélena peritoneem, podkozni
tukova tkan (SAT), ktera je lokalizovana pfimo pod kuzi a kone¢né ektopicka tukova
tkan, ktera je uloZzena v kompartmentech organismu, které pfimo nesouvisi se
skladovanim tukd [180]. Podkozni tukova tkan (SAT) tvofi vice nez 80% celkového
télesného tuku a zahrnuje glutealni, femoralni a abdominalni tukovou tkarn, kterou
jesté muzeme rozdeélit Scarpeovou fascii na superficialni tukovou tkan (sSAT)
ulozenou pod epidermis a hlubokou podkozni tukovou tkan, ktera naléha na
peritoneum a je viditelna na vySetfeni provedeném vypocetni tomografii [181]. Mezi
10-20% z celkového télesného tuku pfipada na intraabdominalni, visceralni tuk
(VAT), ktery je pfitomen v blizkosti vnitfnich organu, které rGznou mérou obklopuje.
DalS$i tukové zasoby jsou pfitomny v retroperitoneu, kde je pfitomno odhadem 31-
42% z celkového intraabdominalniho tuku [182]. V Sir§Sim smyslu Ize mezi podtypy
tukove tkané zaradit také ektopicky ulozeny tuk napfiklad v jatrech, pankreatu Ci
svalu. Lokalni regulaéni ulohu maze mit epikardialni tukova tkan lokalizovana kolem
srdce a perinefroticka a perivaskularni tukova tkan, ktera obklopuje krevni cévy. K
narustu frakce ektopické tukové tkané vede nemoznost dalSiho skladovani tuk

v podkozni tukové tkani (SAT), coz ma za nasledek nadmérné skladovani tuku

v organech, kde se normalné nevyskytuje [180]. Kromé vySe uvedeného se tukova
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depa liSi i velikosti adipocytd. Obecné jsou adipocyty mensi ve visceralni tukové tkani
a podkozni tukové tkani stihlych a zdravych jedinc s nadvahou oproti obéznim
nezavisle na pohlavi [183]. ACkoliv je podkozni tukova tkan povazovana za

podkozni tukové tkané byly asociovany se vznikem inzulinoveé rezistence a vysokym
rizikem vzniku diabetes mellitus 2. typu. Toto naznacuiji i recentni prace u pacientek
s Roux-en-Y-gastrickym bypassem, které ukazaly, Zze redukce masy podkozni tukové
tkané a velikosti adipocytl byly spojeny se zlepSenim inzulinové senzitivity [184].

V hlubSich vrstvach podkozni tukoveé tkané ve srovnani s vrstvami povrchovéjsSimi
jsou adipocyty malé s trendem ke zvySovani priméru smérem od povrchu do bfigni
dutiny [185]. Garaulet et al. pozoroval, Ze adipocyty podkozni tukové tkané byly vétsi
nez adipocyty perivisceralni, zatimco nebyly pozorovany rozdily mezi adipocyty
podkozni tukoveé tkané a omentalnimi adipocyty [183]. S pfihlédnutim na stromalni
vaskularni frakci (SVF) je poCet bunék SVF vysSi ve visceralni tukové tkani, nez

v podkozni tukové tkani [185]. Visceralni tukova tkan obsahuje vyssi pocet B-
lymfocytd, T-lymfocytd, NK-bunék, zfejmé i v souvislosti s vy3Si pfitomnosti
lymfatickych uzlin. Bylo prokazano, ze lymfocyty ve visceralni tukové tkani
reprezentuji spiSe vrozenou imunitu, zatimco lymfocyty pfitomné v podkozni tukové
tkani se spiSe podili na imunité ziskané [186]. Pfi srovnani povrchovych vrstev a
hlubSich vrstev podkozni tukove tkané se ukazalo, ze hlubSi vrstvy podkozni tukové
tkané mély vyssi zastoupeni CD3+ lymfocytl, coz néktefi autofi pfipisuji snizené
adipogenni aktivité a mensi velikosti adipocytll [185]. Zména v poctu a typu lymfocytl
muze predchazet infiltraci makrofagy a naslednému prozanétlivému stavu [187].
Pocet makrofagu je signifikantné vysSi ve visceralni tukové tkani ve srovnani

s podkozni tukovou tkani, ale nikoliv ve srovnani hlubSich vrstev a povrchovéjSich
vrstev podkozni tukové tkané u zdravych jedincl s nadvahou [188]. U obéznich
jedincl dochazi k vétsi infiltraci tukové tkané makrofagy, a to vice v hlubSich vrstvach
podkozni tukové tkané ve srovnani s povrchovymi vrstvami podkozni tukove tkané
[189]. Infiltrace makrofagy pozitivné korelovala s velikosti adipocytu, jak v podkozni
tukoveé tkani, tak i tukové tkani visceralni a to nezavisle na obezité, ale pfi vétsi
pritomnosti hypertrofickych adipocytd, jak bylo prokazano na mysSich s vyfazenym

genem pro hormon-senzitivni lipazu [190].

Akumulace tukové tkané je zavisla na proliferaci preadipocytl a jejich diferenciaci
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v nové adipocyty a hypertrofii jiz existujicich adipocytl. Starsi prace definovaly
fenotyp obéznich stran celularity tukové tkané, jako ,hyperplasticky” a ,hypertroficky*
[191], ktery je ovliviiovan vlivy dietnimi, genetickymi, faktory inzulinové senzitivity,
fyzickou aktivitou a vlivy environmentalnimi [192]. Hyperplazie, zvySeni poctu bunék
a hypertrofie, zvy8eni velikosti bunék jsou dva zakladni mechanismy rustu tukové
tkané. Hypertrofie pfedchazi hyperplazii, pokud je schopnost bunék ukladat lipidy jiz
vyCerpana [193]. V pokusu na bunécnych kulturach preadipocyty podkozni tukové
tkané proliferovaly podstatné rychleji nez preadipocyty ziskané z omentalniho tuku a
tato rychlost proliferace nebyla zavisla na BMI a pohlavi [194]. | pfes vySe uvedené
zUstava nejasné, jaky déj (hypetrofie versus hyperplazie) je dominujicim faktorem

v rGstu tukové hmoty. Recentni prace na pacientech, ktefi podstoupili omentektomii a
bariatricky vykon prokazaly, ze hmotnost omenta je primarné determinovana poctem
adipocytt a v mensi mife velikosti adipocytu, coz prfedpoklada, ze zvySeni masy
visceralni tukové tkané u obéznich jedincu zavisi pfevazné na proliferaci adipocyt(
[195].

Termin adiposopathie (,nemocny tuk) je definovan jako dysfunkce tukové tkané
zpUsobena pozitivni kalorickou balanci a inaktivnim zpusobem Zivota u geneticky
predisponovanych jedincu. Anatomicky a morfologicky je adiposopathie
charakterizovana hypertrofii adipocytl a akumulaci tuku ve visceralni oblasti [196].
Patofyziologicky se adiposopathie manifestuje dysfunkci adipocytll a
endokrinologickymi a imunologickymi poruchami v tukové tkani, které se mohou
podilet na vzniku metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni [196]. Podkozni
(SAT) a visceralni (VAT) tukova tkan jsou Casto popisovany jako dva odliSné organy
s rozdilnou genetickou linii bunék, jejichz zvySena akumulace ma na organismus
odliSny dopad [197]. Periferni SAT je €asto popisovana jako ,protektivni“ [198], VAT
oproti tomu jako ,patologicka“ [199]. Lze ale Fici, Ze toto hrubé déleni je znacné
zjednodusSené, protoze protektivni i patologické ucinky ma jak SAT, tak i VAT.
Mnozstvi SAT i VAT je globalné zvySeno pfi pozitivni kalorické balanci [198]. Naproti
tomu je velikost adipocytl regulovana nezavisle na zménach rozlozeni tukovych
zasob v organismu [200]. Od konce dvacatych let minulého stoleti je znamo, ze
centralni obezita a zvySena akumulace visceralniho tuku pozitivné koreluji

s metabolickymi onemocnénimi a zvySenym kardiovaskularnim rizikem [201]. V ramci

mezinarodnich definic metabolického syndromu je centralni obezita uvadéna jako
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jedno ze zakladnich diagnostickych kritérii (spolecné s jinymi kritérii jako
hyperglykémie, hypertenze a dyslipidémie) [201]. SAT a VAT se li§i bunécnym
zastoupenim, fyziologickymi, endokrinologickymi a imunologickymi funkcemi,
inervaci, krevnim pratokem a metabolickou aktivitou [197], coz do znacné miry
vysvétluje, pro€ zvySena akumulace VAT souvisi s negativnimi metabolickymi
nasledky. Na druhou stranu bylo prokazano, Ze hluboké vrstvy SAT v abdominalni
oblasti jsou silnym prediktorem globalni inzulinové rezistence, jaterni inzulinové
rezistence, vysSiho Framinghamského skére (Framingham Risk Score) a vykazuji
vysS8i expresi prozanétlivé pusobicich lipogenetickych a lipolytickych gent [202]. VAT
je popisovana jako vice patogenni a metabolicky aktivnéjSi nez SAT v dusledku
vyS$sSiho stupné bazalni lipolyzy v adipocytech visceralniho tuku, vyssi senzitivity

k plisobeni katecholaminu a naopak mensi senzitivity k plsobeni inzulinu [203], coz
vede k vétSimu uvolnovani lipotoxickych volnych mastnych kyselin. Vendzni Cast
fecCisté visceralni tukové tkané je drénovana prostfednictvim portalniho obéhu do
jater, kam jsou transportovany volné mastné kyseliny, které svym lipotoxickym
ucinkem zpuUsobuji inzulinovou rezistenci a dyslipidémii [203]. ACkoliv nékteré studie
prfedpokladaji, Zze VAT je méné senzitivni na antilipolyticky ucinek inzulinu [197], jiné
prace zmifuji, ze aktivita inzulinové signalni kaskady muze byt ve VAT vétsi nez

v SAT [204]. Stran krevniho zasobeni se udava, ze z VAT se krev vraci prevazné
pfes portalni systém jater, zatimco ze SAT se drénuje pfes portalni i systémovy
venozni obéh. Vzhledem k tomu, Ze SAT obsahuje cca 80% z celkové masy tukove
tkané organismu ve srovnani s 20% VAT, je zfejmé, Ze pfevazna vétsina cirkulujicich
volnych mastnych kyselin, které jsou transportovany do extrahepatalnich organt
(napf. svalstvo), pochazi ze SAT [205, 206]. Z téchto poznatku Ize soudit, Ze
vzhledem k tomu, Ze extrahepatalni lipotoxicita se velkou mérou podili na celkové
inzulinové rezistenci v organismu, je SAT do jisté miry vice ,patogenni“ nez VAT.
Nékteré prace poukazuji na to, Ze i pfes chirurgické odstranéni omentalniho
(visceralniho) tuku nedoslo ke zlepSeni inzulinové senzitivity a kardiovaskularnich
rizikovych faktort u obéznich pacientu [207]. Proto i pfes zjisténi, ze VAT je
metabolicky aktivnéjsi tkani, musime tuto problematiku hodnotit v SirSim kontextu.
Ukazuje se, Ze nejucinnéjsi metody bariatrické chirurgie na zlepSeni negativniho
metabolického profilu a metabolickych abnormalit jsou takové, které maji za nasledek
celkové snizeni télesného tuku [208]. Narust mnozstvi jak visceralni tak podkozni
tukové tkané vede k patologickym procesum, které maji za nasledek perikardialni a
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perivaskularni akumulaci tuku a tukovou infiltraci jater, kosterniho svalstva,

pankreatu, srdce a ledvin [209, 210].

Zatimco celkové mnozstvi tukové tkané v organismu je dulezité pro vznik inzulinové
rezistence a s obezitou asociovanych onemocnéni, je evidentni, ze specificka tukova
depa Uzce souvisi s rizikovymi faktory riznych metabolickych onemocnéni [211].
Podkozni a visceralni depa vykazuji znacnou interindividualni variabilitu v zavislosti
na veéku, stavu vyzivy a rase. Akumulace visceralni tukové tkané souvisi s androidni
obezitou a je nezavislym rizikovym faktorem pro vznik metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnéni, zejména inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2.
typu, vysokych sérovych koncentraci triacylglyceroll, nizkych koncentraci HDL-
cholesterolu, arterialni hypertenze, metabolickych a onkologickych onemocnéni
[212]. V pokusu na mySich mélo odstranéni visceralni tukové tkané za nasledek
zlepSeni inzulinové senzitivity a oddaleni vzniku diabetes mellitus 2. typu [213].
Premenopauzalni zeny, které maji vétSi mnozstvi podkozni tukové tkané a vyssi
inzulinovou senzitivitu, jsou vice chranény pfed vznikem metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnéni [214, 215]. Asociace mezi mnozstvim visceralni
tukové tkané a metabolickymi onemocnénimi byla prokazana v radé
epidemiologickych studii, kde se pouzivala fada indexu, které pfimo koreluji

s mnozstvim visceralni tukové tkanég, jako je pomér obvodu pasu k poméru boku,
nebo pomér boku k vySce. Studie Health ABC, ktera byla provadéna na vice nez
3000 dospélych a ve které byla méfena visceralni tukova tkan pomoci pocitacové
tomografie, prokazala, Ze visceralni tukova tkan je asociovana s rizikem
metabolického syndromu u lidi s normalni télesnou hmotnosti a u obéznich jedincu
[216]. Tato studie také prokazala odliSné role podkozni tukové tkané v zavislosti na
riznych lokalizacich: podkozni tukova tkar v oblasti bficha byla pfimo spojena

s rozvojem metabolického syndromu, zatimco podkoZzni tukova tkan v gluteo-
femoralni oblasti byla inverznim vztahem spojena s vyskytem metabolického
syndromu u obéznich Zzen a muzl [217]. Mechanismy zodpovédné za moznou roli
visceralni tukoveé tkané ve vzniku metabolickych onemocnéni zahrnuji
pravdépodobné zménu rychlosti lipolyzy, spoleéné se zvySenou citlivosti ke
katecholaminim, sméfovani volnych mastnych kyselin do jater cestou v. portae,
akumulace prozanétlivych bunék a alterace v produkci prozanétlivé a protizanétlivé

pusobicich cytokind, niz§i angiogenni kapacitu a hypoxii [180, 212].
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V posledni dobé je Casto diskutovana role ektopicky uloZzené tukové tkané ve vztahu
k rozvoji metabolickych onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze ektopicka tukova tkan

v jatrech a svalech se zasadni mérou podili na vzniku inzulinové rezistence a
diabetes mellitus 2. typu u dospélych, adolescentl a déti. V posledni dobé pfibyvaji
dikazy, Ze dullezitou roli ve vzniku inzulinové rezistence muize hrat i perikardialni,

periaortalni, intramyokardialni a perirenalni tukova tkan [180].

2.5 Subklinicky zanét u obezity a jeho vyznam pfi vzniku kardiovaskularnich

komplikaci

Soucasné poznatky ukazuji, Zze cela fada prozanétlivé pusobicich faktor(
uplatiujicich se pfi vzniku obezitou podminéného subklinického zanétu je
asociovana s rozvojem aterosklerozy, kardiovaskularnich onemocnéni, diabetes
mellitus 2. typu a se zvySenym kardiometabolickym rizikem [218]. Dosud neni zcela
objasnén pfesny vztah mezi subklinickym zanétem a akceleraci procesu
aterosklerozy [219] nebo rozvojem arterialni hypertenze [220]. V souCasnosti je
nékterymi autory pfijimana hypotéza, Ze chronicka stimulace imunitniho systému
vede k posunu smérem k prozanétlivéemu metabolickému profilu [221]. Tyto alterace
v imunitnim systému se nejspiSe v nejvétsi mife tykaji deregulace v adaptivni imunité
a to prevazné v jeji T-bunécné slozce [221]. Subklinicky zanét je v kontextu
kardiovaskularnich onemocnéni charakterizovany zvySenymi sérovymi
koncentracemi prozanétlivé pusobicich cytokinu a jinych proteinl a faktor akutni
faze, které svym negativnim vlivem na metabolismus mohou zpUlsobovat &i zhorSovat

jiz existujici kardiovaskularni onemocnéni.

Jesté pred tficeti lety byla ateroskleréza vnimana jako proliferativni proces [222],
nejnoveéjSi poznatky ale ukazuji, ze subklinicky zanét je jednim z klicovych
mechanismu vzniku aterosklerdzy [223]. Pickup et al. ve své studii ve skupiné
pacientl s diabetem 2. typu prokazal, Zze zvySené sérové koncentrace IL-6, CRP a
sérového kortizolu pozitivné korelovaly s vyskytem metabolického syndromu [224].
Obdobné ve studii IRAS (The Insulin Resistance Atherosclerosis Study), ktera byla
provedena u pacientl bez diabetu, byl prokazan pfimy vztah mezi zvySenym poctem
leukocytli, CRP a fibrinogenu a sloZzkami metabolického syndromu [225].
Metaanalyza prospektivnich studii, ktera zkoumala vztah mezi prozanétlivymi faktory

a ischemickou chorobou srdec€ni, prokazala pozitivni korelaci mezi sérovymi
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koncentracemi CRP, fibrinogenu, albuminu a celkovym poctem leukocytu a rychlosti

vzniku ischemické choroby srdec¢ni [226].

RUzné studie ukazuji, ze subklinicky zanét mize byt v pfi¢inné souvislosti se
vznikem a progresi kardiovaskularnich onemocnéni [223, 227]. Prozanétlivé
mediatory mohou akcelerovat procesy vedouci k ruptufe aterosklerotického platu,
coz muze vyustit v trombo6zu s naslednou ischémii [228]. Mezi kliCové faktory, které
jsou v soucCasnosti povazovany za nezavislé prediktory ischemické choroby srdecni,
patfi IL-6 [229], fibrinogen [230] a C-reaktivni protein [231], které mohou byt uzity
jako biomarkery vzniku tohoto onemocnéni [232]. V aterosklerotickych platech byla
prokazana vyssi exprese IL-6, coz muze souviset s rychlejSi progresi procesu
aterosklerézy. Kromé toho byla produkce IL-6 zjisténa i v endotelu cév a burkach
hladkého svalstva [233]. IL-6 stimuluje monocyty a podili se na zvySeném ukladani
fibrinogenu ve sténé cév, kde dochazi ke snizené aktivité lipoproteinove lipazy, coz
zvySuje influx lipidd do makrofagu. V jiné studii autofi prokazali, Ze zvySeni sérovych
koncentraci IL-6 nad 5 ng/ml je spojeno s vy$Si mortalitou pacientd, nez pfi sérovych
koncentracich pod 5 ng/ml. Toto zjisténi naznacuje, ze IL-6 je silny nezavisly

prediktor ischemické choroby srdecni [234].

TNF-a hraje dllezitou roli pfi vzniku endotelialni dysfunkce a jeho zvySené
koncentrace byly zjiStény u pacientl se srde¢nim selhanim [235]. ZvySuje adhezi
imunokompetentnich bunék k endoteliim cévni stény, zhorSuje oxidacni stres a
urychluje proces apoptdzy, coz miaze ve svém duasledku vést k tromboze a

ischemické chorobé srdecni [236].
3. Buniky imunitniho systému a tukova tkan
3.1 Subpopulace bunék imunitniho systému v tukové tkani

Z morfologické a funkéni pfibuznosti imunitniho systému a metabolickych reakci I1ze
vypozorovat z evolu¢niho hlediska jisté shody jiz u vicebuné&énych organismu. U
hmyzu urcité organely obsahuijici tuk exprimuji na svém povrchu receptory pro
bakterialni a mykotické antigeny (Toll receptory), které jsou zodpovédné za
pfirozenou imunitu [237]. Toll receptory aktivuji signalni kaskadu NFkB, ktera vede
k sekreci antimikrobialnich peptidd a aktivaci obrannych mechanismu [238]. Tyto

organely maji zaroven skladovaci funkci pro tuky [239]. U obratlovcu jsou tyto funkce
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rozdéleny mezi jatra, tukovou tkan a kostni dfen. Ackoliv se doposud pfedpokladalo,
Ze jatra a kostni dfefi jsou hlavnimi organy, které se podileji na téchto imunitnich
reakcich, recentni data ukazuji, Ze tukova tkan se podili na imunitnich reakcich vice,

nez se dosud predpokladalo [240].

Z histologického hlediska se tukova tkan sklada ze 2 odliSnych bunéénych populaci —
adipocytl (vyzralych tukovych bunék) a interadipocytarni stromalni-vaskularni frakce,
ktera je tvofena extracelularni matrix s disperzné ulozenymi fibroblasty, preadipocyty
(nezralé prekurzory adipocytl), endotelialnimi bufikami a burfikami imunitniho
systému [5]. Buriky, které jsou stalou soucasti tukové tkané, obsahuji prakticky
vSechny typy bunék imunitniho systému a hraji dulezitou roli v odstranovani
apoptotickych bunék, bunééného detritu a podileji se na udrzovani tkanové
homeostazy [241]. Nadmérné ukladani tuku vede ke zméné v poctu a funkci
imunitnich bunék a zvysuje se i aktivita nékterych z téchto bunék (jmenovité
makrofagu, zirnych bunék, neutrofild a T- a B-lymfocyt(). Zaroven se snizuje pocet
eozinofill a nékterych podtypl T-lymfocytl (T helper (Th2), Treg a iNKT bunék)
[242]. Zanét tukové tkané neni spojen pouze s akumulaci tukové tkané, ale je
pozorovan i u rychlé redukce masy tukové tkané, napf. u kratce trvajici kalorické
restrikce [243]. U pacientu, u kterych jsou velmi malé &i témér vyCerpané tukové
zasoby (napfiklad pacienti s mentalni anorexii), byla také prokazana zvySena
produkce prozanétlivych adipokint [244]. Na progresi subklinického zanétu v tukové
tkani se mohou podilet i jiné faktory nez zvySeni télesné hmotnosti. Setkavame se

s nim napfiklad u jinych onemocnéni s chronickym prabéhem - chronické renalni

insuficience Ci jinych chronicky probihajicich onemocnéni [245, 246].

Bunky imunitniho systému jsou obecné kategorizovany do dvou linii v zavislosti na
mistu jejich dozravani. Myeloidni fada zahrnuje makrofagy, dendritické buriky (DCs),
zirné bunky a granulocyty (neutrofily, eozinofily a bazofily), zatimco lymfoidni linie
obsahuje T- a B- lymfocyty, NK-buriky a NKT-buriky (natural killer T-lymfocyty) [247].
Bunky myeloidni linie jsou povazovany za hlavni souc¢ast vrozené imunity a
konkrétné makrofagy jsou nejhojnéjsim typem bunék v tukové tkani. Infiltrace tukové
tkané riznymi subtypy makrofagu je zakladnim mechanismem rozvoje subklinického
zanétu v této tkani. Rada myeloidnich bunék hraje diileZitou roli ve vyvoji ziskané
imunity — dendritické bunky prezentuji antigen pro efektorové bunky imunitniho

systému a fada cytokinu, které jsou produkovany makrofagy, zirnymi burikami a
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neutrofily je nezbytna pro aktivaci T- a B-lymfocytl [248]. Druhou nejvétsi frakci
v tukové tkani obéznich jedincl jsou lymfocyty, jejichz pocet a aktivita se méni jesté
pred zménami poctu makrofagu a predpoklada se, Ze i vrozena imunita se podili na

progresi subklinického zanétu u metabolickych onemocnéni.

3.2 Zmény endokrinni funkce a bunééného zastoupeni v tukové tkani u

obéznich pacientt

Mg vriv s

mechanizmu vedoucich od obezity ke vzniku diabetes mellitus 2. typu a naslednym
kardiovaskularnim komplikacim je rozvoj lokalniho a systémového subklinického
zanétu charakterizovaného zvysenou infiltraci tukové tkané burikami imunitniho
systému a nadmérnou produkci prozanétlivé pasobicich faktorl s jejich naslednym
uvolhovanim do cirkulace [249]. Zanétem rozumime sérii humoralnich a bunéénych
reakci, které jsou namifeny k obrané organismu proti rznym inzultim (infekce,
poskozeni tkani) a které maji za ukol navrat funkéni integrity tkani a organu do
pavodniho stavu [242]. V akutni fazi zanétu a pfi pocateCnim poskozeni tkani se
typicky zvySuje uvolfiovani imunomodulacnich molekul, mezi které patfi cytokiny a
chemokiny. Tyto faktory jsou produkovany makrofagy a zirnymi burfikami v tkanich a
vyvolavaji chemotaxi neutrofilll v prvni fazi a makrofagu a lymfocyta ve fazi druhé

z cirkulace do mista zanétu [242]. Infiltrujici bunky imunitniho systému v misté zanétu
nasledné odstranuji infekCni agens a zanétem poskozené bunky. Obecné Ize Fici, Ze
zanét je charakterizovan zvySenymi lokalnimi a systémovymi koncentracemi cytokinu
spole¢né se zvySenym poctem infiltrujicich bunék imunitniho systému, kdy v prvni
fazi akutniho zanétu svymi funkcemi dominuji neutrofily, zatimco mononuklearni
buriky (pfevazné makrofagy) se vice uplatiuji v chronickych fazich zanétu [248].
Prokazalo se, Zze obezita je spojena s mirnym stupném zanétu, ktery je chronicky a
sterilni — tj. neni vyvolan zadnym infekénim agens. Je charakterizovan pouze mirnym
zvySenim cirkulujicich prozanétlivych faktort bez pfitomnosti klinickych znamek
zanétu (proto pojem ,subklinicky zanét®) [250]. Ukazuje se, Ze obezitou indukovany
subklinicky zanét zasahuje do metabolickych procesu na rliznych drovnich a maze
hrat jednu z kliCovych roli v rozvoji inzulinové rezistence [251]. Nova data ukazuiji, ze
tukova tkan predstavuje vyznamnou soucast imunitniho systému [240]. V tukové
tkani je trvale pfitomno Siroké spektrum bunék imunitniho systému, které se podileji

na odstranovani bunééného detritu, apoptotickych bunék a udrzovani homeostazy i u
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zdravych jedinct [241]. Excesivni akumulace tuku vede ke zmé&nam v poctu a
zastoupeni imunokompetentnich bunék, kdy se v tukové tkani zvySuje zastoupeni
makrofagu, zirnych bunék, neutrofilll a T- a B-lymfocytl, zatimco nékteré bunécéné
typy jsou redukovany (eozinofily, nékteré podtypy T lymfocytl — T helper 2 (Th2),
Treg a iNKT buniky) [242]. Kintscher a kol. prokazali, Ze akumulace T-lymfocytu

v tukové tkani pfedchazela infiltraci makrofagy, a Ze tato infiltrace T-lymfocyty mlze
byt primarnim stimulem k chemoatrakci makrofagu do tukové tkané [252]. Dulezity je
i pomér Th1/Th2 lymfocytu, ktery spolurozhoduje o tom, jestli se imunitni reakce
prozanétlivé a pfispivaji k diferenciaci nepolarizovanych MO makrofagt smérem ke
klasickému prozanétlivému M1 fenotypu. Na druhou stranu Th2-lymfocyty indukuji
protizanétlivou odpovéd a vznik protizanétliveho M2 fenotypu makrofagu. Obezita
indukovana vysokym energetickym pfijmem je spojena s posunem lokalniho
makrofagového spektra v tukoveé tkani od protektivniho M2 k prozanétlivému M1
fenotypu [254]. Dale bylo prokazano, ze vétSina makrofagl v tukové tkani je
odvozena od cirkulujicich mononuklearnich bunék, tj. ze zdroju primarné
lokalizovanych mimo tukovou tkan [255, 256]. Periferni monocyty jsou do tukove
tkané atrahovany riznymi chemoatraktanty produkovanymi hypertrofickymi
adipocyty, rezidenénimi stromalnimi makrofagy a T-lymfocyty [257]. Hlavnimi
pusobky, které se podileji na migraci monocytl z cirkulace do tukové tkanég, jsou
chemokiny pUsobici prostfednictvim specifickych receptort [258, 259]. Nékteré prace
prokazaly v tukové tkani obéznich jedincu zvySenou genovou expresi celé fady z CC-
rodiny chemokin( véetné CCL-2, CCL-3, CCL-5, CCL-7, CCL-8 a CCL-11, CCL-17,
CCL-22 [243, 260-263]. Jelikoz ve vétsiné studii zvySena exprese téchto chemokinu
pozitivné korelovala s infiltraci tukové tkané makrofagy, predpoklada se, Zze uvedené
chemoatraktanty hraji sté€Zejni roli v chemotaxi mononuklearnich bunék do tukoveé
tkané [258, 264]. Chemokiny pusobi pfes chemokinové receptory (CCRs pro CC-
chemokiny) [259]. ZvySena genova exprese chemokinovych receptoril CCR-1, CCR-
2, CCR-3 a CCR-5 byla zjisténa v podkozni a visceralni tukové tkani obéznich, coz
predstavuje dalsi potvrzeni vyznamu pfislusnych chemokind pro vznik subklinického

zanétu v tukové tkani [263].
3.2.1 Makrofagy tukové tkané a jejich uloha pfri progresi subklinického zanétu

Makrofagy jsou fagocyty trvale pfitomné v tukové tkani, které se kromé imunitnich
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reakci v ramci vrozeného imunitniho systému podileji i na fadé uklidovych a
odklizecich reakci v tukové tkani [265]. Makrofagy tukoveé tkané predstavuji
nejrozsahlejSi subpopulaci bunék imunitniho systému, ktera obsahuje cca 5% ze
vSech bunék u potkanu s normalni hmotnosti (10-15% ve visceralni tukové tkani) a
tento pocet stoupa az k 50% zastoupeni u obéznich zvirat [187]. PoCet makrofagu
tukové tkané u lidi je mensi, ale porad Cita cca 4% ve visceralni tukové tkani u
Stihlych jedincl se vzestupem na 12% u jedincu s obezitou [266]. Prvni dikaz o
signifikantnim zvySeni infiltrace tukové tkané makrofagy a zvySeni produkce
prozanétlivych cytokind u obéznich zvifat pfinesla prace Xu a Weisberga v roce 2003
[187, 267]. Nasledné provedené prace u lidi potvrdily tyto nalezy a to nejvice ve
visceralni tukové tkani, kde se ukazalo, ze poCet makrofagl tukové tkané se zvySuje
v pfitomnosti abdominalni obezity a pfipadna redukce hmotnosti u obéznich jedincl
ma za nasledek i snizeni po&tu makrofagu [255, 266, 268]. Navic bylo prokazano, ze
infiltrace tukové tkané makrofagy pozitivné koreluje nejen s BMI, ale také s velikosti
adipocytl a expresi prozanétlivé pusobicich pusobkl ve stromo-vaskularni frakci,
které jsou asociovany se vznikem inzulinové rezistence, jako je TNF-a, inducibilni
NO-syntaza (iNOS) a IKKB [44, 269]. Navic se pfedpoklada, Ze existuje pfimy vztah
infiltrace tukoveé tkané makrofagy a jinymi metabolickymi a non-metabolickymi
onemocnénimi, jako je endotelialni dysfunkce a nealkoholicka steatohepatitida [270,
271].

Nejvice makrofagu, které infiltruji tukovou tkan obéznich, pochazi pfevazné ze
systémové cirkulace, nicméné se predpoklada, Zze mala ¢ast makrofagl vznika

z lokalnich preadipocytl. Aktivované preadipocyty vykazuji podobné antigenni
charakteristiky, jako makrofagy s expresi antigent F4/80, Mac1, CD80, CD86 a
CD45. V in vivo a in vitro pokusech tyto aktivované preadipocyty, pokud se aplikovaly
do peritonealni dutiny zvifat, mély schopnost fagocytozy [267, 272]. Pfesné
mechanismy, které se podileji na iniciaci a pfestupu makrofagu z cirkulace do tukové
tkané nejsou doposud zcela objasnény, ale prfedpoklada se, Zze spoustécim
mechanismem muze byt hypertrofie adipocytl s naslednou nekrézou, hypoxie tkané,
preplnéni adipocytu lipidy, zvySeny pranik endotoxinu do cirkulace a stres
endoplazmatického retikula, které mohou aktivovat rizné typy bunék imunitniho
systému [273]. Dulezitou roli v atrakci bunék imunitniho systému do tukové tkané

hraje komplexni sit cytokin( s chemotaktickym uc¢inkem (chemokiny), které jsou
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produkovany tukovou tkani a reaguji s korespondujicimi receptory na povrchu
atrahujicich bunék imunitniho systému. Ac¢koliv byla prokazana fada chemokind,
které se podileji na stimulaci vstupu makrofagl do tukové tkané, nejslibné;si
chemotakticka cesta zahrnuje monocytarni-chemoatrahujici protein 1/chemokine C-C
motif receptor 2 (MCP1/CCR2), chemokine CX3C motif ligand 1/chemokine CX3C
motif receptor 1 (CX3CL1/CX3CR1) a leukotriene B4/leukotrienovy B4 receptor
(LTB4/BLT1) [274]. MCP1 se ve zvySené mife vyskytuje pfevazné v hypertrofickych
adipocytech. Po vazbé ligandu na CCR2 receptor na povrchu makrofagu je
stimulovana jejich migrace [275, 276]. ZvySena exprese MCP1 vede k infiltraci tukove
tkané makrofagy, inzulinové rezistenci a jaterni steatdze, aniz by doslo ke zvyseni
télesné hmotnosti, zatimco delece genu pro MCP1, nebo makrofagového receptoru
CCR2 snizuje pocet makrofagu v tukové tkani a zlepSuje inzulinovou senzitivitu [258].
Mezi dalsi chemokiny, jejichz exprese v tukové tkani je zvySena a které pozitivné
koreluji se sérovymi koncentracemi inzulinu, patfi CCL3 (MIP1a- macrophage
inflammatory protein 1 ), CCL5, CCL (MCP3), CCL8 (MCP2), CCL11 (eotaxin) a
CCL13 (MCP4) [260, 277].

Obezita méni nejen pocet makrofagu v tukové tkani, ale také jejich funkci a distribuci.
V zavislosti na antigenni vybavé makrofagu a produkci jejich cytokint Ize makrofagy
rozdélit do dvou subpopulaci — klasicky aktivované M1 a alternativné aktivované M2.
V pokusech in vitro jsou M1 makrofagy stimulované prozanétlivymi cytokiny, mezi
které patfi granulocytarni a makrofagy stimulujici faktor (GM-CSF), IFNgama a
bakterialni lipopolysacharidy, coZz ma za nasledek vyraznou protizanétlivou a
antibakterialni odpovéd. K pfesmyku smérem k M2 makrofagum dochazi pod vlivem
protizanétlivé pasobicich cytokinl IL4, IL13 a IL10 a makrofagy stimulujiciho faktoru
(M-CSF), coz v kone¢ném dusledku vede k nasmérovani makrofagu

k protizanétlivému fenotypu [278, 279]. V tukové tkani zalezi typ polarizace
makrofagu na stupni obezity. U §tihlych jedincl jsou makrofagy tukové tkané
disperzné a difuzné lokalizovany mezi adipocyty a to prevazné s fenotypem M2. Tyto
M2 makrofagy na svém povrchu primarné exprimuji M2 antigeny, mezi které patfi
CD206 (manozovy receptor), CD209 a CD301 (Mg11/2) a produkuiji protizanétlive
cytokiny, jako IL10, antagonistu pro IL1-receptor (IL1Ra) a enzym arginazu 1, ktera
blokuje aktivitu prozanétlivé pasobici INOS [280]. M2 makrofagy maiji i fadu dalSich

funkci, jako je odklizeni bunécného detritu, reguluji proliferaci a diferenciaci
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prekurzorl adipocytd, stejné tak, jako se podileji na angiogenezi, termogenezi a
aktivity M2 makrofagl patfi IL4, ktery je nejvice produkovan eozinofily v tukové tkani,
a IL13, ktery je sekretovan z Thz lymfocyty a NK burikami [281]. Obezita vede ke
snizeni exprese téchto faktoru. Zaroven se zvySuje exprese prozanétlivych antigend,
jako je F4/80, CD11b (integrin alpha M) a CD11c (integrin alpha X) se sou€asnou
produkci prozanétlivych cytokinl TNFa, IL6 a NO-synthazy 2, coz ma za nasledek
posun od protizanétlivych makrofagl M2 k prozanétlivym makrofagim M1 [282].
Tento posun neni pravdépodobné zpusoben transformaci rezidentnich M2
makrofagu v tukové tkani, ale spiSe zvysenou infiltraci makrofagy z cirkulace a jejich
diferenciaci do M1 fenotypu [269]. Kromé zmény fenotypu makrofagli dochazi pfi
obezité i ke zméné morfologie a lokalizace makrofagl. Zatimco jsou M2 makrofagy
roztrouSeny ve stromo-vaskularni frakci tukove tkané, M1 makrofagy jsou nakupeny
ve specifickych shlucich, jejichz struktura pfipomina korunu s okolnimi velkymi
lipidovymi inkluzemi, které jsou zbytky nekrotickych adipocytu [283]. Tato polarizace
makrofagl vyznamné zvySuje systémovy subklinicky zanét a snizuje pasobeni
inzulinu. Pocet CD11c+ makrofagu v periferni cirkulaci pozitivné koreloval
s inzulinovou rezistenci a jejich odstranéni zlepsilo inzulinovou rezistenci a snizilo
lokalni a systémovou produkci prozanétlivych faktort [284, 285]. Jednim
z potencialnich mechanismu tohoto negativniho pusobeni na u€inky inzulinu je
inhibice inzulinoveé signalni kaskady faktorem TNFa, coz ma za nasledek
downregulaci GLUT4 transportéru v adipocytech a zvySenou produkci kolagenu
s fibrézni remodelaci extracelularni matrix s naslednou infiltraci tukové tkané
makrofagy [282]. Je fada dalSich faktor(, které se mohou podilet na posunu od M2
makrofagl k M1 makrofagtim, mezi tyto faktory patfi toll-like receptory (TLRs).
Skupina toll-like receptort aktivuje a moduluje vrozeny imunitni systém v zavislosti
na stimulaci cizorodymi patogeny. Jejich ligandy vazi celou fadu infek€nich antigend,
mezi které patfi i bakterialni lipopolysacharid (LPS), ktery se vaze na TLR4. U
obéznich mysi byly prokazany vyssi sérové koncentrace cirkulujiciho
lipopolysacharidu, pravdépodobné diky zvySené translokaci bakterii ze stfeva.
Naopak u mysi s vyfazenym genem pro toll-like receptor byla prokazana snizena
infiltrace tukové tkané makrofagy a sniZzeny pocet prozanétlivych M1 makrofagut [286,
287]. Nékteré ligandy TLR4, které jsou schopné aktivovat protizanétlivou
antibakterialni odpovéd, obsahuji ve své molekule nasycené mastné kyseliny, heat
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shock proteiny a jiné latky, které jsou zvySené u obezity a diabetes mellitus 2. typu
[288]. Nadmeérné pretizeni lipidy je zplisobeno nadmérnym energetickym pfijmem

s naslednou nedostate¢nou kapacitou adipocytu tyto pfebyteéné tuky skladovat, coz
vede k indukci M1 makrofagu, stresu endoplazmatického retikula a aktivaci
inflamozomu [289]. Naopak nenasycené mastné kyseliny fidi posun smérem k M2
makrofagum tim, Ze se vazi na PPAR-y (peroxisome proliferator activated receptor-
y). Podobny mechanismus u¢inku s pozitivnimi metabolickymi a antidiabetickymi vlivy
je pozorovan u skupiny lécCiv tzv. PPARy agonistu — glitazonu [290, 291]. Metabolicky
pozitivné plsobici adipokin adiponektin ma také pfimy vliv na polarizaci M2
makrofagu a jeho snizeni v dusledku narustu tukové hmoty pfi obezité mize byt
jednim z faktor(, které jsou zodpovédné za bunécény posun od M2 protizanétlivych
makrofagu smérem k M1 prozanétlivym makrofagdm v tukové tkani [292]. Na druhou
stranu je potreba fici, Ze neexistuje ostra hranice mezi fenotypem M1 a M2 a to
obzvlasté u lidi (na rozdil od fady experimentalnich vysledku). U lidi byla prokazana
simultanni exprese fenotypu M1 makrofagt (F4/80 a CD11c), stejné tak, jako M2
makrofagu (CD206 a CD301) [293].

3.2.2 Chemotaxe bunék imunitniho systému do tukové tkané

Chemokiny nazyvané téz chemotaktické cytokiny jsou malé heparin-vazajici proteiny,
které se pfimo podileji na pohybu cirkulujicich leukocytl do mista infekce, Ci
poranéni. Dosud je u ¢lovéka znamo vice nez 50 chemokinu, které se podle své
struktury a funkce rozdéluji do &tyf rodin [294, 295]. Systematicka nomenklatura byla
v poslednich nékolika letech opakované upravovana. Nejvétsi skupina chemokin(
zahrnuje CC chemokiny nazvané podle t€sného naléhani prvni dvou ze Ctyf
cysteinovych zbytkl. CC chemokiny do mista chronického zanétu pfitahuji
mononuklearni buriky. Nejlépe popsanym CC chemokinem je monocytovy
chemoatrakéni protein-1 (MCP-1), nazyvany také v systematické nomenklature
,chemokinovy ligand CCL2" Jde o silny chemoatraktant pro monocyty, dendritické
bunky, pamétové T bunky a bazofily. Mezi dalSi chemokiny patfi makrofagovy
zanétlivy protein-1a (MIP)-1a (CCL3), MIP-138 (CCL4) a RANTES (CCL5). Je
pravdépodobné, Ze dimery, nebo tetramery jsou aktivni formou fady CC chemokinu
[296]. Druha rodina chemokint obsahuje CXC chemokiny, které obsahuiji jeden
aminokyselinovy zbytek vlozeny mezi prvni dva cysteinové zbytky. Nékteré CXC

chemokiny, mezi které |ze fadit napf. interleukin-8 (CXCL8), patfi mezi chemokiny,
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které do mista akutniho zanétu pfitahuji polymorfonuklearni monocyty. CXCL8 také
aktivuje monocyty a mlze se podilet na pfimé stimulaci vstupu téchto bunék do
cévnich lézi [297, 298]. Treti skupinou chemokinl je CXsC rodina, ve které je jediny
¢len fraktalkine (CX3CL1). Ten je pfipojen k mucinovym mustkim
transmembranovych a cytoplazmatickych oblasti, ¢imz se vytvofi receptory pro
bunécnou adhezi [299, 300]. Tumor necrosis faktor (TNF)-a- konvertujici enzym se
muze odstépit od CX3CL1 z povrchu membrany do obé&hu a mize plsobit, jako
solubilni chemoatraktant [301, 302]. Chemokiny pUsobi na efektorové buriky aktivaci
povrchovych receptoru, které obsahuji sedm transmembranovych domén a jsou
sprfazeny s G-proteiny. Odpoveéd leukocytll na plsobeni chemokinl zavisi na

komplementu chemokinovych receptortl na povrchu leukocytu.

Monocytové chemoatrakéni proteiny atrahuji monocyty do mista traumatu, bakterialni
Ci mykotické infekce a ischémie. Tyto proteiny obsahuji skupinu navzajem podobnych
peptidd — CCL2, CCL7, CCL8 a CCL13, které jsou kédovany geny na chromozomu
17 [303]. CCR2 je jediny znamy receptor pro CCL2 a CCL13 [304, 305], zatimco
CCL8 se vaze na receptory CCR2 a CCRS, chemokin CCL7 se vaze na
chemokinové receptory CCR1, CCR2 a CCR3. Studie na mysich s vyfazenym
genem pro CCL2 prokazaly, ze CCL2 se vyznamné podili na regulaci infiltrace
monocyty v prubéhu zanétu [303]. Monocytové chemoatrakéni proteiny navic pusobi
chemoatrakéné na eozinofily a bazofily a mohou indukovat degranulaci téchto bunék.
Z toho Ize usuzovat, zZe tyto buriky se vyznamnou mérou podileji i na alergickych
reakcich. Mysi s deleci genu pro CCL2 mély defekt v produkci antigen prezentujicich
pomocnych lymfocytl typu 2, které produkuji protilatky [306], navic mySi s vyfazenym
genem pro CCL2 (CCR2) mély zavazny defekt v produkci interferonu-y, cytokinu,
ktery ma dulezitou roli v propagaci zanétlivého procesu [305]. U obéznich mysi cilené
vyfazeni genu pro CCL2 [307] a jeho receptoru CCR2 [308] vedlo ke snizeni poctu
makrofagu v tukové tkani. Naopak zvySena exprese CCL2 zvysSila infiltraci a pocet

makrofagu v tukové tkani [264].

Chemokiny, mezi které patfi CCL2, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CXCLS5,
CXCL8 a CXCL10, jsou zvySené produkovany v rlznych oblastech tukové tkané.
Sérové koncentrace téchto chemokinl jsou vyrazné zvySené u obéznich ve srovnani
se Stihlymi jedinci. Exprese chemokinovych receptori CCR1, CCR2, CCR3 a CCR5

je zvy$ena na prozanétlivych bunkach v omentalni a podkozni tukové tkani obéznich
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pacientt [309, 310]. DalSim chemokinovym receptorem, u néhoz se pfedpoklada
dllezita role v prozanétlivych pochodech u obéznich jedincu, je chemokinovy
receptor CCR5. U obéznich je vyznamné zvySena exprese CCR5 a jeho ligandu

v bilé tukové tkani u obéznich mysi, které byly krmeny vysokokalorickou stravou
[263], coz mélo za nasledek vyznamnou infiltraci hypertrofické tukové tkané
makrofagy. Vyfazeni genu pro CCR5 v myeloidnich leukocytech je spojeno

s vyraznou redukci infiltrace tukové tkané monocyty s prozanétlivym ucinkem a ma
protektivni vliv na vznik subklinického zanétu tukoveé tkané u obéznich mysi [311].
Tato data pfedpokladaji, ze makrofagy tukové tkané s expresi CCR5 se mohou
podilet na obezitou-indukovaném prozanétlivém stavu tukové tkané. Na druhou
stranu studie Kennedyho et al. ukazala, ze CCR5 mlze mit malou roli v regulaci M1
makrofagu tukové tkang, ale zvysuje influx CD4+ T-lymfocytl do hypertrofické tukové
tkané [312].

3.2.2.1 Chemokinovy systém a jeho vyznam pfi rozvoji inzulinové rezistence

Inzulinova rezistence ma stézejni roli v patogenezi diabetes mellitus 2. typu a

v poslednich letech jsou objasnovany faktory, které jsou zodpovédné za vznik
obezitou indukované inzulinové rezistence. Rada praci ukazuje, Ze chemokinovy
systém pfimo spojuje obezitu se vznikem inzulinové rezistence, a to regulaci funk&ni
odpovédi makrofagu, stejné tak jako pfimou kontrolou infiltrace tukové tkané
makrofagy prozanétlivého fenotypu M1 [313]. Genetickou manipulaci provedena
inaktivace signaliza¢ni osy CCL2-CCR2 [258, 308], nebo farmakologicky provedena
inhibice této osy [314, 315] vedla ke zlepSeni inzulinové senzitivity u obéznich mysi,
zatimco zvySena exprese CCL2 na mySim modelu zhorsSila inzulinovou rezistenci
[264]. Jiné prace vSak prokazaly, ze chybéni CCL2 nezlepsSi Zzadné metabolické
parametry [316]. DalSim chemokinovym receptorem, jehoz vyfazeni u mysi vedlo ke
ZlepSeni inzulinové rezistence, je CCR5. CCRS -/- mysi, které byly krmeny
vysokokolarickou dietou, prokazaly vysSi odolnost proti vzniku obezitou-indukované
inzulinové rezistence a diabetu 2. typu [311]. V kontrastu s vysledky této studie je
prace Kennedyho et al., ktery popsal, Ze CCR5 -/- mySi mély signifikantni
systémovou glukézovou intoleranci [312]. CXC motif chemokinovy ligand 5 (CXCL15)
a jeho odpovidajici chemokinovy receptor CXCR2 se mohou také podilet na vzniku
inzulinové rezistence. Sérové koncentrace CXCLS5 jsou vyrazné zvySené u obéznich

jedincl ve srovnani se Stihlymi [317]. Lé&ba obéznich, inzulin rezistentnich mysi
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pomoci neutralizujicich protilatek anti-CXCL5, nebo antagonisty receptoru CXCR2
snizilo glykémii na la¢no a zlepSilo inzulinovou senzitivitu. Cxcr2 -/- mysi byly

chranény proti vzniku inzulinové rezistence a diabetu [317, 318].

Zvysena exprese CXC motifu chemokinového ligandu 14 (CXCL14) byla prokazana
v bilé tukové tkani obéznich mysi, které byly krmeny vysokokalorickou dietou.
Genetickou manipulaci navozena inaktivace CXCL14 zlepSila inzulinovou senzitivitu,
ale pouze u samic, ale nikoliv u samcl. Kromé toho byly CXCL14 deficientni mysi
chranény od dietou-indukované hyperglykémie, hyperinzulinémie a
hypoadiponektémie. Genetickou manipulaci navozena zvySena exprese CXCL14

v pfiéné pruhovaném svalstvu zhorSila u CXCL14 -/- mySi inzulinovou rezistenci, coz
predpoklada, ze CXCL14 je dllezitym faktorem ve vychytavani glukézy do pficné
pruhovaného svalstva [319]. Ackoliv se pfedpoklada, ze chemokinovy systém se
muze zasadni mérou podilet na vzniku inzulinové rezistence navozenim
prozanétlivého stavu v tukové tkani, CX3C chemokinovy ligand 1 (CX3CL1) a jeho
odpovidajici chemokinovy receptor CX3CR1 zvySuji inzulinovou sekreci v 3-bufice
pankreatu. Ostravky izolované z CX3CR1 deficientnich mysSi produkovaly méné
inzulinu v zavislosti na riznych stimulech. V in vivo pokusu, podani solubilniho

CX3CL1 zvysilo sérové koncentrace inzulinu a zlepSilo glukézovou toleranci [320].
4. Imunitni systém a signalizacni kaskada TLRs (toll like receptoru)

Vrozeny imunitni systém odpovida na patogeny aktivaci prozanétlivych kaskad, které
maji za ucel eradikovat infekCni agens. Takzvané PRRs (patern recognition
receptors) patfi mezi zakladni sou€asti vrozeného imunitniho systému. V soucasné
dobé je znama cela Fada intracelularnich a extracelularnich PRRs. Mezi dalSi
dalezité skupiny receptoru patfi Toll-like receptory, Nod-like receptory a RIG-like
receptory. Kazdy z PRRs (patern recognition receptors) rozpoznava konzervovaneé
fragmenty patogend, také oznacované, jako PAMPs (pathogen associated molecular
patterns), které se vyskytuji na povrchu gram-pozitivnich a gram—negativnich
bakterii, DNA, RNA virt, hub a protozoi. V pfipadé aktivace témito molekulami
dochazi k produkci prozanétlivych cytokinli, chemokind, interferont, které maji za
ucCel eliminovat patogen z organismu, dale k aktivaci fagocytézy a ovlivnéni
ziskaného (adaptivniho) imunitniho systému. V poslednich letech pfibyva dukazl, ze

funkce TLRs (toll-like receptors) neni omezena pouze na vrozeny a ziskany imunitni
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systém, ale mlze se podilet i na funkci jinych organovych kompartmentd, jako je
napf. travici trakt, kde tyto receptory interaguji s komenzalni mikroflérou a tim se
mohou podilet na regulaci stfevni homeostazy [321]. Nadmérna aktivace TLRs na
druhou stranu vede k nékterym typim chronickych a autoimunitnich onemocnéni,
které postihuji gastrointestinalni trakt, centralni nervovy systém, ledviny, kizi, plice a
klouby. Bylo jiz prokazano, ze TLRs nejsou aktivovany pouze exogennimi, ale i
endogennimi ligandy, jako jsou obecné vzato faktory produkované pfi stresu,

poskozeni bunék, €i apoptdze [322, 323].

Teoreticky koncept, ze imunitni systém obsahuje specializované receptory, které jsou
schopné rozpoznavat rizné patogeny, byl postulovan Janewayem et al. jesté pred
rozpoznanim a popsanim TLRs [324]. Prvni popis toll proteinu u Drosophily a jeho
funkci a vztahu k nastoleni dorzoventralni polarity u embrya byl proveden v roce
1985 [325]. Na zakladé strukturalni a funkéni podobnosti mezi IL-1/NF-kB
prozanétlivou signalizaCni kaskadou u savcl a dorzoventralni signalizaéni cestou u
embryi Drosophil bylo zjisténo, Ze tyto cesty produkuji fadu peptidi s antimykotickym
a antibakterialnim pusobenim. Prokazalo se, ze Toll ligand Spz (Spatzle), ktery
reguluje expresi antimykotickych gent u dospélych much a ktery byl genetickou
manipulaci vyfazen, zasadni mérou snizil preziti pfi napadeni mykotickym
organismem [326]. V této studii bylo poprvé naznaceno propojeni imunitniho systému
s imunitni odpovédi. Pfi hledani homolognich proteint u lidi identifikovaly zaroveri
dvé védecké skupiny lidské TLRs, které mohou hrat klic¢ovou roli v aktivaci vrozeného
a ziskaného imunitniho systému [327, 328]. Dosud bylo popsano u Clovéka deset
riznych TLRs a u ve velké vétSiny z nich jsou znamy i jejich ligandy. VSechny tyto
receptory maiji podobnou zakladni strukturu typu 1 transmembranového
glykoproteinového receptoru. Zatimco nékteré TLRs jsou lokalizované na bunééné
membrané (TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 10), jiné jsou pfitomny v endosomech a proto jsou
ulozeny intracelularné (TLRs 3, 7, 8, 9). N-terminalni konec téchto receptoru
obsahuje na leucin bohaté opakujici se motivy (LRR — leucin-rich repeat) a tyto
konce se vazi na ruzné ligandy. Cytoplazmatické ¢asti jsou vysoce konzervované a
tzv. Toll-IL-1R (TIR) vykazuje velkou funkéni a strukturalni podobnost mezi Toll
proteiny Drosophily a IL-1R1 proteinem u savcu [329]. TIR doména funguje jako
regulacni a vaze adaptorové molekuly. Pfi navazani ligandu dochazi

k homodimerizaci, nebo heterodimerizaci TLRs a poté k pfenosu signalu a signalnich
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molekul dovnitf bunky [330]. V soucasnosti jsou znamy dvé regulacni adaptorove
cesty. V jedné cesté je hlavni regula¢ni adaptorovy protein MyD88, ktery se pfimo
vaze na cytosolovou doménu TLR5, TLR 7, TLR8 a TLR9. K TLR2 a TLR4 protein
MyD88 se vaze na TLR-TIR doménu pfes TIRAP (TIR-domain-containing adaptor
protein) [331]. V zavislosti na ligandech a signalnich molekulach muize aktivace
signaliza¢ni cesty MyD88 pfimo vést k indukci genové exprese pres transkripéni
faktory NF-kB, AP (activating protein)-1, nebo IRF (interferon-response factor) 1, 5 a
7 [332-334].

Aktivace toll-like receptortu neni piisobena pouze patogeny, ale i Cetnymi
endogennimi mechanismy. Solubilni forma TLR2 byla prokazana u ¢lovéka a
solubilni forma TLR4 byla nalezena u mysi [335, 336]. Tyto solubilni formy receptor(
mohou zablokovat TLRs odpovéd, a to tim, Ze se navazi na koreceptory a ligandy.
V uplynulych letech byla popsana jiz cela fada intracelularnich inhibitord signalnich
cest toll-like receptoru, které inhibuji odpovédi TLR a to systémem negativni zpétné
vazby. Toll like receptory jsou exprimovany na celé fadé bunék imunitniho systému,
ale i na bunkach neimunitniho charakteru. Dendritické buriky (DCs), neutrofily a
makrofagy exprimuji na svém povrchu celou fadu toll-like receptort. To, jakou bude
mit bunka vybavu TLRs, do jisté miry i souvisi s mistem, kde je bunka ulozena.
Funkéné aktivni TLRs byly prokazany i na bunkach centralniho nervového systému a
ledvin, na kardiomyocytech a synovialnich fibroblastech. Aktivace TLRs byla zjisténa
i u neinfek&nich procesu, jako je traumatické, &i ischemické poranéni, nebo

autoimunitni onemocnéni [337-339].
4.1 TLR1

TLR1 je zakotven v cytoplazmatické membrané a tvofi heterodimer spolecné s TLR2
[340, 341]. Tento komplex TLR1/TLR2 rozpoznava triacetylované lipopeptidy, které
jsou spojeny s peptidoglykanovou vrstvou bakterii, jako jsou Mycobacterium
tuberculosis, nebo Borrelia burgdorferi [340, 342]. Bylo prokazano, ze bakterie
Neisseria meningitis potfebuje ke svému rozpoznani imunitnim systémem navazani
komplexu TLR1/TLR2 na vnéjSi vrstvu bunécné membrany bakterie [343]. Kromé
heterodimerizace s TLR1 s TLR2 bylo prokazano, ze TLR1 heterodimerizuje i

s receptorem TLR10 [344]. Ligand tohoto komplexu je dosud neznamy. TLR1 je

vSudypfFitomné exprimovan v leukocytech, ale byl také nalezen v bunkach
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neimunitniho charakteru, jako jsou astrocyty, fibroblasty, keratinocyty [345],
endotelialni buriky [346] a epitelialni buriky [347].

4.2 TLR2

Profil bunék, na kterych je TLR2 exprimovan, je prakticky shodny s profilem TLR1

s tim rozdilem, Ze exprese TLR2 je vyrazné zvySena u monocytu, ale nizka u
lymfocytl [347]. Regulace exprese TLR2 se liSi v zavislosti na tom, na jakém
buné&ném typu jsou exprimovany. V prabéhu hojeni rany, byla zvySena exprese
TLR2 v keratinocytech na rozdil od exprese TLR1, TLR4, TLR6 [348]. Naproti tomu
v monocytech 1,25-dihydroxy-vitamin D3 sniZuje expresi TLR2, coz snizuje aktivaci
imunitni signalni kaskady [349]. TLR2 heterodimerizuje s TLR1, TLR6, nebo s TLR10
[344]. Ligand pro komplex TLR2/TLR10 dosud nebyl identifikovan. Zatimco komplex
TLR1/2 rozpoznava triacetylované lipopeptidy, komplex TLR6/2 rozpoznava
diacetylované lipopeptidy [350]. Bylo zjisténo, Ze ligandy pro TLR2 receptory jsou
slozky mikrobialni stény, jako kyselina lipoteichoova, peptidoglykany, lipomanany a
fada dalSich molekul s rliznym spektrem slozeni [350, 351]. TLR2 rozpoznavaji i
proteiny z parazitl Trypanosoma cruzi, nebo Schistosoma mansoni [352, 353] a
predpoklada se, ze TLR2 receptory hraji dalezitou roli v protivirové odpovédi a to
obzvlasté u herpetickych virt [354, 355]. Kromé exogennich ligandd, vazi TLR2 i
celou fadu endogennich ligandu, jako je neurotoxin odvozeny od eozinofilt [356],
HMGB1 (high mobility group box) [357] a rizné formy tzv. heat shock proteint [358].
Univerzalnost TLR2 ve schopnosti vazat rizné formy ligandl Ize vysvétlit schopnosti
tvofit heterodimery s jinymi TLRs, ¢imz se zvySi jejich vazebna schopnost, napf.
CD14 zvySuje odpovidavost TLR2 k jejich ligandum [359].

4.3 TLR3

TLR3 je exprimovan na dendritickych burikach, makrofazich, zirnych burikach a NK-
bunkach (natural killer cells). Jeho exprese byla zjiSténa i na burfikach neimunitniho
typu, jako jsou fibroblasty, keratinocyty, astrocyty, oligodendrocyty, epitelialni a
endotelialni bunky [345, 360, 361]. Plvodné se predpokladalo, ze TLR3 je
lokalizovan pouze v endozomech, ale jeho exprese byla popsana i na povrchu jinych
bunék, napf. fibroblastl [362]. TLR3 vaze dvousroubovicovou RNA virt, ale i
endogenni ligandy, které vznikaji rozpadem nekrotickych bunék [342, 360]. Podobné

jako u receptoru TLR2 a TLR4 je odpovéd TLR3 zvySena v pfitomnosti koreceptoru
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CD14 [363]. U nékterych virovych infekci ma signalizace TLR3 receptoru spiSe
negativni, Skodlivy charakter. MySi s vyfazenym genem pro TLR3 mély vySsi
procento preZiti pfi nakaze virem Inluenzy A a virem Punta Toro [364, 365]. Virus
zapadonilské horecCky pouziva TLR3 indukovanou prozanétlivou odpovéd ke vstupu
viru do hostitelské burky [366]. ZvySena signalizace TLR3 byla prokazana u fady
autoimunitnich chorob ledvin a jater, diabetu a revmatoidni artritidy [360, 367, 368].
TLR3 muze hrat vyznamnou roli v udrzovani rovnovahy mezi toleranci a imunitni

odpovédi.
44 TLR4

TLR4 je prvnim toll-like receptorem, ktery byl identifikovan a popsan u lidi. Jeho
aktivita je zvySena v zavislosti na pfitomnosti lipopolysacharidu (LPS) Gram-
negativnich bakterii. Hlavni soucasti lipopolysacharidové molekuly dilezitou pfi
identifikaci TLR4 je lipidova A komponenta. Rozpoznani lipidové A komponenty TLR4
vede k produkci velkého mnozstvi imunomodulaénich cytokint a chemokint, které
stimuluji mitogenem aktivované proteinkinazy (MAP-kinazy), AP-1, NF-kB a IRF5
signalizacni cesty. Pro signalizaci TLR4 je dulezita pfitomnost koreceptord CD14 a
MD-2, se kterymi receptor tvofi komplex [369]. Podobné, jako u TLR1, TLR2 a TLR3,
byla exprese TLR4 prokdzana na monocytech, ale také na polymorfonuklearnich
burikach a dendritickych burikach. Jeho nizka exprese byla naopak prokazana na B-
lymfocytech, fibroblastech, astrocytech, keratinocytech, myocytech, endotelialnich a
epitelialnich bunkach [347, 370, 371]. TLR4 vaze fadu endogennich ligandl, napf.
Hsp70 (heat shock protein 70), coz bylo jiz fadou autori popsano [358, 372]. Mezi
dalSi popsané endogenni ligandy, které mohou aktivovat TLR4 patfi fibrinogen,
fibronektin, heparansulfat a hyaluronan [373, 374].

4.5 TLRS

Jedinym znamym ligandem pro TLRS je flagelin, hlavni protein biCiku (flagell) gram-
negativnich bakterii [375]. TLR5 je Siroce exprimovan na celé fadé bunék. Muze
signalizovat jako homodimér, ale také tvofit heterodiméry s TLR4, coz v konecném
disledku maze vést k aktivaci alternativni signalizacni kaskady. Po navazani
flagellinu na TLRS dochazi k aktivaci NF-kB, ktery se vaze na heterodimery a
nasledné dochazi k produkci interferont typu 1 a oxidu dusnatého [376].
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4.6 TLR6

TLRG6 tvofi heterodiméry s TLR2 a vazi s vysokou specifitou diacetylované lipopetidy.
TLRG6 je exprimovan v podobnych bunécnych typech, jako u TLR1 nebo TLR2. Oba
typy toll-like receptord TLR6 a TLR1 jsou ve zvySené mife exprimovany v B-

lymfocytech, zatimco TLR2 jsou exprimovany B-lymfocyty jen v malé mife [347].
4.7 TLR7

Exprese TLR7 na rozdil od jinych toll-like receptor(i je omezena pouze na dendritické
buriky a B-lymfocyty. TLR7 vaze ligandy spole¢né s receptorem TLR8 a oba tyto
receptory rozpoznavaji jednovlaknovou virovou RNA [377]. Dosud neni zcela
objasnéno, jaké jsou pfesné sekvence v molekule RNA, které aktivuji TLRY.
Pfedpoklada se, ze useky RNA bohaté na uracil (U) a guanosin/uracil (GU) jsou
stimulatory aktivace signalizace TLR7 a TLR8 [377]. Navzdory podobé TLR7 a TLRS,
studie s jejich agonisty prokazaly odliSnosti v jejich signaliza¢nich drahach a
expresnim profilu. Zatimco agonisté TLR7 vedou k aktivaci signaliza¢ni cesty
produkce interferonll v plazmatickych dendritickych burikach, aktivace TLR8 vede

k produkci prozanétlivych cytokind v myeloidnich dendritickych burikach [378].
4.8 TLR8

Doposud se predpokladalo, Ze oba dva typy toll-like receptord TLR7 a TLR8
rozpoznavaji stejnou sekvenci RNA, nyni ale pfibyvaji dikazy, Ze kazdy z téchto
receptort rozpoznava specifickou RNA sekvenci [379]. Bylo prokazano, Ze synteticky
pfipravené jednovlaknové oligoribonukleotidy, které obsahuji velké mnozstvi
guanosinu a uracilu vedou k produkci interferonu a tumor necrosis faktoru (TNF), coz
naznacuje aktivaci TLR7 a TLR8. V kontrastu s tim je zjisténi, ze oligoribonukleotidy
obsahujici adenosin a uracil indukuji produkci TNF, ale nikoliv interferonu

v monocytech a myeloidnich dendritickych bunikach. Tato sekvenéni specifita TLR7 a
TLR8 muze hrat dllezitou roli v modulaci vrozené imunity v zavislosti na pronikajicim

viru do hostitelského organismu.
4.9 TLR9

TLRO patfi spole¢né s TLR3, 7 a TLR8 do rodiny receptoru, které rozpoznavaiji
nukleové kyseliny a jsou lokalizované v endosomech. Ligandem pro TLR9 je DNA,
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ktera obsahuje nemetylované CpG motivy [380]. Tento typ DNA je Casty v bakteriich
a virech, na rozdil od savcu, kde jsou sekvence CpG vzacné a pokud jsou pfitomny,
tak v methylované formé. Bylo popsano, Zze DNA obsahujici tyto sekvence aktivuji
TLR9, které se mohou vyznamnou mérou podilet na patogenezi autoimunnich
onemocnéni [381, 382]. Exprese téchto receptort v imunitnich burfikach byla
nalezena v B-lymfocytech, plasmocytoidnich dendritickych burikach, ale i
intestinalnich epitelialnich burikach a keratinocytech. Aktivace téchto bunék pres
TLR9 vede k jejich maturaci a navozuje expresi kostimulacnich molekul, interferonu a
jinych prozanétlivych cytokind a chemokinu [383, 384].

410 TLR10

Posledni objevenym toll-like receptorem u lidi je TLR10. U hlodavc tento receptor
nema ekvivalent. Jeho struktura je podobna TLR1 a TLR6 a tvofi homodiméry, nebo
heterodiméry s TLR1 a TLR2. Jako u TLR7 a TLR9 byla jeho exprese doposud
popsana v B-lymfocytech a plasmacytoidnich dendritickych burikach [344].

4.11 Toll-like receptory v kontextu metabolickych onemocnéni

V posledni dobé se ukazuje, Ze etiopatogeneze diabetu 1. typu mlze byt asociovana
s patologickymi reakcemi imunitniho systému. Byl zjistén polymorfismus genu
kodujicich TLR2 a TLRS3 a jeho asociace se vznikem diabetes mellitus 1. typu [385,
386]. Tyto studie byly provadény u korejské a jihoafrické populace a neni jasné, jak
dalece jsou tyto asociace pritomné i u ostatnich populaci. Monocyty pacientt

s diabetem 1. typu vykazuji zvySenou expresi TLR2 a TLR4. In vitro aktivace TLR3
dvousroubovicovou RNA vedla k apoptéze pankreatickych B-bunék, coz je
charakteristicky znak pro diabetes mellitus 1. typu [387]. Jak jiZ bylo feCeno, TLR4 je
exprimovan na fadé bunék imunitniho systému v€etné makrofagt a dendritickych
bunék. TLR4 vaze lipopolysacharidy stény gram-negativnich bakterii [388]. Mastné
kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem, jejichz zastupcem u bakterii je kyselina
laurova, jsou schopné aktivace signalizace TLR4 v makrofazich [389, 390].
Jednoduché mastné kyseliny (SFAs — single fatty acids), jejichz cirkulujici sérové
koncentrace jsou pfi obezité zvySeny, predstavuiji potencialné dllezité pasobky, které
mohou hrat dalezitou roli pfi vzniku dietou navozené leptinové a inzulinové
rezistence. Nékteré studie prokazaly, Ze jednoduché mastné kyseliny, ale nikoliv

nenasycené aktivuji TLR4 signalizaci v adipocytech a makrofazich. Schopnost
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mastnych kyselin aktivovat prozanétlivé signalizaCni cesty v tukové tkani a
makrofazich je v pfimé zavislosti na pfitomnosti TLR4 [391]. Schopnost volnych
mastnych kyselin aktivovat toll-like receptory se liSi podle délky jejich fetézce a
pozitivné koreluje s navozenim inzulinové rezistence v pficné pruhovaném svalstvu
[392]. V pficné pruhovaném svalstvu palmitat (C16:0) a stearat (C18:0) aktivuji
prozanétlivé signalizaCni cesty s naslednou indukci inzulinové rezistence, zatimco
laurat (C12:0) plsobi opaénym smérem [392]. V pokusu na mySich doslo po
podavani palmitatu v myokardu ke zvySené expresi genu spojenych s aktivaci
endoplazmatického retikula a jeho zvySenym stresem [393]. Jak jiz bylo vySe
uvedeno, TLR2 je exprimovan na povrchu fady bunék a podili se na rozpoznavani
bakterialnich, mykotickych, parazitarnich a virovych komponent [394]. Inhibice TLR2
zlepSuje inzulinovou senzitivitu ve svalu a bilé tukoveé tkani u mysi, které byly krmeny
dietou s vysokym obsahem tuku [395]. Doposud neni zcela jasna uloha TLR
signaliza¢nich drah v raznych typech tkani a ve vyvoiji inzulinové rezistence.
Recentni prace ukazuji, Ze signalizace TLR4 v hematopoetickych burikach jsou
dalezité pfi vzniku inzulinové rezistence v jatrech a bilé tukové tkani u mysi krmenych
dietou s vysokym obsahem tuku [287]. Obézni pacienti s diabetem 2. typu maji
signifikantné zvySenou genovou expresi TLR4 ve svalech, ktera pozitivné koreluje

s mirou inzulinové rezistence. Abnormalni exprese a signalizace TLR4 je
pravdépodobné zplUsobena zvySenymi sérovymi koncentracemi volnych mastnych
kyselin, které mohou byt jednim z faktord podilejicich se u lidi na vzniku inzulinové
rezistence [396]. Pfedpoklada se, ze nasycené mastné kyseliny jsou jednim

z dulezitych ligandd pro TLR4 [389] s naslednou aktivaci JNK a IKK signalnich cest.
Ty pak inhibuji pusobeni inzulinu v pficné pruhovaném svalstvu, jatrech a tukové
tkani [397].

5. Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS)

Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém je enzymaticka kaskada navzajem
navazujicich reakci. Limitujicim krokem renin-angiotenzin-aldosteronového systému
je syntéza angiotenzinu | (ANG I) a to odstépenim dekapeptidu na NH2-terminalni
Casti z angiotenzinogenu (AGT) enzymem reninem. Transformace angiotenzinogenu
na angiotenzin | je druhové specificka [398, 399]. Renin je syntetizovan jako
neaktivni proenzym (prorenin), ktery se stava enzymaticky aktivni po odstépeni NH2-

terminalniho propeptidu konvertazou, nebo konformacéni zménou po jeho navazani
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na proreninovy/reninovy receptor (PRR). Mimo tuto enzymatickou aktivitu muze
proreninovy/reninovy receptor spoustét intracelularni signalni cesty, jako je aktivace
MAP kinazy p42/p44 a fosfatidylinositol-3-kinazy (P13K)/p85 [400].

Angiotenzin Il (ANG Il) je produkovan hlavné z angiotenzinu | (ANG I) a to
angiotenzin konvertujicim enzymem (ACE) a fadou chymaz. Angiotenzin 1-7 muze
byt syntetizovan z angiotenzinu | prostfednictvim neutralni endopeptidazy 24.11,
nazyvané neprilysin, dale prolyl-endopeptidazou, nebo polykarboxypeptidazou.
Angiotenzin 1-7 mlze byt syntetizovan z angiotenzinu 1-9 angiotenzin konvertujicim
enzymem, nebo z angiotenzinu |l pfes angiotenzin konvertujici enzym typu 2 (ACE2).
Angiotenzin konvertujici enzym je dikarboxypeptidaza, ktera odstépuje dvé
aminokyseliny na karboxylovém konci molekuly angiotenzinu | a angiotenzinu II.
Angiotenzin konvertujici enzym a angiotenzin konvertujici enzym 2 jsou proteiny
glykofosfatidylinositolové povahy, které jsou pfitomny na endotelialnich bunkach
vétsiny krevnich cév. Tyto enzymy mohou byt uvolnény do cirkulace prostfednictvim
pusobeni proteind z rodiny dizintegrinG a metaloproteinaz. Angiotenzin | neni sam o
sobé aktivnim hormonem, ale od ného odvozené molekuly jsou biologicky aktivni.
Angiotenzin 1-7 pasobi pfes Mas-receptor [401] a vaze se na angiotenzinovy
receptor typu 2 (AT2R) [402]. Angiotenzin Il pusobi na dva typy receptoru.
Angiotenzinovy receptor typu 1 zprostfedkovava hlavni pusobeni angiotensinu Il a
stimuluje sekreci aldosteronu ze zona glomerulosa nadledvin. Mechanismus
pusobeni AT2R je méné jasny, v nékterych patologickych stavech se relativni genova
exprese AT2R zvySuje v odpovédi na remodelaci tkani a zanét [403]. V pfipadé, ze
AT1R vytvofi heterodimer s AT2R, mize dojit k pferuseni signalizaCni kaskady AT1R
[404]. Funkce AT2R mohou byt odlidné v zavislosti na typu tkané a buriky a jsou
nezavislé na angiotenzinu Il (ANG I1) [405]. AT2R jsou regulovany specifickymi
cytosolovymi proteiny zvanymi AT2R-interacting proteins (ATIPs) anebo
oligomerizaci jejich receptort [406]. AT2R jsou obvykle exprimovany ve tkanich

v menSim mnozstvi nez AT1R receptory s vyjimkou nékterych tkani, jako jsou bufky
endokrinniho a exokrinniho pankreatu, mozkové buriky a varlata [407]. AT1R, AT2R
a Mas receptory jsou receptory spfazené s G-proteinem. AT1R jsou spfazeny s Gq
proteinem, ktery je zodpovédny za mobilizaci intracelularnich zasob kalcia, AT1R
mohou byt také spojeny i s jinymi G proteiny a AT2R se ne vzdy vazi ke G-

proteinim. Aldosteron se vaze na oba typy mineralokortikoidnich receptord (MR) a
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glukokortikoidnich receptorti (GR). MR a GR jsou cytosolové proteiny, které

v pritomnosti kortizolu a aldosteronu migruji do jadra a vazi se na tzv. DNA-
responzivni elementy. Glukokortikoidy jsou transformovany 11-hydroxysteroid
dehydrogenazou typu 2 (113-HSD2) a tim se stavaji inaktivni na
mineralokortikoidnich receptorech [408] a naopak jsou reaktivovany 1113-
hydroxysteroiddehydrogenazou typu 1 (113-HSD1). Tento enzym je pfitomen v bilé

tukové tkani, kde u lidi pfeménuje kortizon v kortizol [409].

Funkéni RAAS je nezbytny pro normalni prabéh adipogeneze a lipogeneze.
Kompletni inhibice RAAS pfes renin [410], nebo vyfazeni genu pro angiotenzinogen
vedlo u mysi k fenotypu s nizkym obsahem télesného tuku [411]. Je zajimave, Ze
aliskiren, ktery inhibuje produkci vSech angiotenzinu, snizil u mysi télesnou hmotnost
a celkové mnozstvi tukové tkané [412, 413]. Adipogeneze a lipogeneze jsou
regulovany komplexnimi mechanismy zahrnujicimi mimo jiné i vnitfni modulaci RAAS
receptord, které jsou Fizeny pfevazné autokrinnimi mechanismy [414]. Toto bylo
prokazano na bunéénych kulturach 3T3-L1 fibroblastu, u kterych se molekularni
soucasti RAAS podileji na diferenciacnich procesech fibroblast( na adipocyty [415,
416]. AT2R zvySuji adipogenezi a lipogenezi zvySovanim exprese PPAR-y, kliCovy
transkripCni faktor pro adipogenezu a syntézu volnych mastnych kyselin [417, 418].
Troficka role AT2R v adipocytech byla prokazana u mysi s vyfazenym genem pro
AT2R, u kterych byla zjisténa mala velikost adipocytl i pfes to, ze tyto mysi byly
krmeny dietou s vysokym obsahem tuku [419] a mély zvySené sérové koncentrace
angiotenzint [420]. Angiotenzin Il zvySuje v adipocytech lokalni syntézu
prostacyklinu, které jsou potentnim adipogennim faktorem [421]. Jsou ffi
prfedpokladané hypotézy, jak RAAS moduluje energetickou bilanci a zmény télesné
visceralni tukoveé tkané. Za prvé, zvySena exprese genu pro renin zvysuje pfijem
potravy, coz bylo prokazano u transgennich mysi s overexpresi genu pro renin [422].
Za druhé, podavani ACEi a blokatoru angiotenzinovych receptort u hlodavcu snizilo
mnozstvi bilé tukové tkané [423, 424]. Snizeni mnozstvi tuku u téchto hlodavcu bylo
doprovazené i snizenym pfijmem potravy [423]. Za tfeti, podavani angiotenzinu |l
indukovalo u potkan( sniZzeni mnozstvi tukové tkané a pokles hmotnosti a zvySilo
energeticky vydej [425, 426]. MySi s konstitutivné zvySenou aktivaci RAAS, které
mély vysoké koncentrace angiotenzinu Il v krvi, mély niZSi obsah tukové tkané a byly

rezistentni proti obezité vyvolané nadmérnym energetickym pfijmem [427].
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5.1 Renin-angiotenzinovy systém tkanové specificky

Angiotenzinogen, renin, angiotenzin-konvertujici enzym (ACE), AT 1-receptory, AT2-
receptory byly identifikovany u potkanich a lidskych adipocytu [428]. Nejvice studii se
dosud soustfedilo na regulaci uvolfiovani angiotenzinogenu z adipocytd, které jsou
hlavnim zdrojem lokalni, anebo systémové produkce angiotenzinovych peptidu. Lu et
al. ve své praci prokazal, Ze relativni genova exprese angiotenzinogenu v tukove
tkani byla o 68% vysS8i nez v jatrech, coz pfedpoklada primarni roli angiotenzinogenu
produkovaného tukovou tkani v celkové produkci angiotenzinu Il [420]. Pfi pouziti
mySiho modelu s vyfazenym genem pro angiotenzinovy receptor Il bylo prokazano,
Ze exprese angiotenzinogenu je pfitomna v jatrech, ale nikoliv v tukoveé tkani [420].
PFi pouziti mySich modelu s deficientnim AT2 receptorem se ukazalo, ze tento
receptor maskuje efekt angiotenzinu Il v regulaci produkce angiotenzinogenu
tukovou tkani. Exprese angiotenzinogenu tukovou tkani se zvysila u mysi

s vyfazenym genem pro AT2-receptor a tento efekt byl blokovan antagonisty AT1-
receptorl [420]. V jiné studii na mysich byl pouzit jiny pFistup k zjisténi podilu
lokalniho RAS systému v tukové tkani na celkovém systémovém RAS. U mysi

s hypertenzi s navozenou zvySenou genovou expresi pro angiotenzinogen v tukové
tkani byla nasledné prokazana i zvySena exprese angiotenzinogenu v ledvinach
[429], coz pfedpoklada fyziologické pusobeni lokalniho RAS i na jiné systémy, které

se podileji na fizeni krevniho tlaku.

Dulezitym aspektem produkce angiotenzinogenu tukovou tkani, nebo od néj
odvozenych angiotenzinovych peptidd, je jejich mozny vliv na rozvoji arterialni
hyperteze u obéznich pacientl. Studie na pacientech s obezitou prokazaly, ze
snizeni krevniho prutoku podkozni tukovou tkani bylo nasledovano zvySenym
uvolnovanim angiotenzinu Il zprostfedkované isoproterenolem [430, 431]. Autofi této
studie pfedpokladaji zvySenou aktivitu sympatického nervového systému u obéznich
jedincl s naslednym zvySenim lokalni produkce angiotenzinu Il v tukové tkani. Tyto
nalezy ukazuji na moznou zvySenou aktivaci RAS v podkozni tukové tkani a jeji
moznou souvislost se zvySenymi sérovymi koncentracemi angiotenzinovych peptidu

v cirkulaci.

Pomérné nedavné studie prokazaly lokalizaci reninovych receptorl v lidské tukové

tkani [432]. Exprese reninového receptoru byla zvySena ve visceralni tukové tkani ve
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srovnani s podkozni tukovou tkani u obéznich a &tihlych jedinct [432].

Adipocyty exprimuji AT1 a AT2 receptory [428]. Lokalné uvolfiované angiotenzinové
peptidy, nebo i angiotenziny produkované v krevni cirkulaci vykazuji
autokrinni/parakrinni efekt v regulaci adipocytarnich funkci. S obezitou je spojena
vySSi masa tukove tkané, kdy adipocyty jsou hypertrofické a vice se diferencuji. Jiz
nékolik praci prokazalo angiotenzinovy efekt na diferenciaci adipocytu s rozdilnymi
vysledky [433-435]. Recentni prace ukazuji efekt angiotenzin( na diferenciaci
kmenovych bunék kostni dfené na adipocyty [436]. Vysledky ukazaly, Ze tato
diferenciace byla spojena se zvySenou buné&cnou expresi reninu a AT2-receptora.
Autofi této studie predpokladaji, ze lokalni RAS muze negativné ovliviiovat funkce
tukové tkané. Na druhou stranu fada praci prokazala opacny efekt, kdy angiotenzin Il
zvySoval diferenciaci adipocytu z lidskych preadipocytu, které byly izolované

z visceralni a perirenalni tukové tkané [437]. Je dokumentovano, Ze angiotenzin Il
zvySuje prozanétlivy stav prostfednictvim prozanétlivé pasobicich chemokint a
zvysSeneého oxidaéniho stresu [438, 439]. V preadipocytech izolovanych z tukové
tkané potkanu angiotenzin Il zvySoval genovou expresi monocytarniho
chemoatrakcniho proteinu-1 (MCP-1) v tukové tkani [440]. Tato data pfedpokladaji,
Ze systémové nebo lokalné produkovany angiotenzin || muze ovlivnit oxidativni stres
a prozanétlivy stav v tukové tkani. Podavani angiotenzinu |l mySim snizilo cirkulujici
sérové koncentrace high-denzity lipoproteinu (HDL), coz bylo asociovano

s translokaci scavengerového receptoru typu B1 (STR-B1) do plazmatické
membrany v tukové tkani [441]. Podobné vysledky byly pozorovany u transgennich
mySi se zvySenou expresi angiotenzinogenu v tukové tkani, coz ukazuje na moznost,
Ze angiotenzin Il produkovany tukovou tkani by mohl byt jednim z faktor vzniku
dyslipidémii u obéznich pacientl a to cestou regulace SR-B1 a clearance HDL
lipidovych &astic. Rada praci se soustfedila na efekt blokady RAS v experimentalnich
modelech obezity. Podavani antagonistd AT1 receptoru KK-Ay mySim s diabetem 2.
typu vedlo ke snizeni glykémie a zlepSeni inzulinové senzitivity [442]. Tento efekt
blokady AT 1-receptoru byl spojen se zvySenym vychytavanim glukézy v tukové tkani,
snizenim velikosti adipocytl a zvySenim exprese PPAR-y receptori. Podobny efekt
byl zjistén v jiné studii, ve které byly mySim, které byly krmeny normaini dietou,

podavany antagonisté AT1-receptoru [443].

Visceralni tukova tkan tvori cca 20% z celkového mnozstvi tukové tkané. Ackoliv
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podkozni tukova tkan je nejvétsi zasobarnou tuku v téle, ma visceralni tukova tkarn
vyS$Si metabolickou aktivitu s pfimou drenazi Zivin do jater pfes portalni Zilu [444].
Lidska visceralni tukova tkan vykazuje signifikantné zvySenou genovou expresi
angiotenzinogenu v porovnani s podkozni tukovou tkani [445]. U pacientl

s metabolickym syndromem blokace AT 1-receptoril pomoci telmisartanu snizila
mnozstvi visceralni tukové tkané po 24 tydnech 1éCby ve srovnani s amlodipinem
[446]. Tato redukce visceralni tukové hmoty byla nasledovana zlepSenim inzulinové
senzitivity. Tento nalez naznacuje, ze lokalni produkce angiotenzinu Il visceralnimi
adipocyty mlze pusobit parakrinné a facilitovat dalSi rlst a proliferaci tukové tkané.
Koncept, zZe visceralni RAS se podili na regulaci krevniho tlaku je evidentni ze studii,
které zkoumaly efekt redukce hmotnosti na lokalni RAS v tukové tkani. Engeli et al.
zkoumal vliv redukce hmotnosti na expresi komponent RAS v tukové tkani a sérové
koncentrace renin-angiotenzinového systému. V této studii obézni postmenopauzalni
Zeny podstoupily 13tydenni redukéni program, ktery vedl k 5% poklesu hmotnosti.
Redukce hmotnosti byla spojena se signifikantnim sniZzenim sérovych koncentraci
angiotenzinogenu, reninu a aldosteronu a sniZzenim systolického krevniho tlaku o 7
mm Hg. Snizeni obvodu pasu signifikantné pozitivné korelovalo s expresi
angiotenzinogenu v podkozni tukové tkani a plazmatickymi sérovymi koncentracemi
angiotenzinogenu [447]. Goossens et al. ve své praci zkouseli efekt cirkulujiciho a
lokalné produkovaného angiotenzinu Il a ovéfovali, zda angiotenzin Il interaguje

s oxidem dusnatym a timto reguluje pratok krve tukovou tkani. K objasnéni efektu
angiotenzinu Il na podkozni tukovou tkan, byl pacientim podavan za kontinualni
monitorace krevniho tlaku ACEi enalaprilat pfimo do podkozni tukové tkané.

V krevnim pratoku tukovou tkani nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil mezi
skupinou, které byl podavan enalaprilat a kontrolni skupinou. Skupiné pacient,
kterym byl podavan AT1-antagonista losartan, doslo ke zvySeni pritoku krve tukovou
tkani ve srovnani s kontrolni skupinou, které byl podavan fyziologicky roztok, coz
naznacuje, ze cirkulujici angiotenzin Il je v podkozni tukové tkani negativnim
regulatorem krevniho pratoku [431]. Kromé visceralni a podkozni tukové tkané, jsou i
jiné lokalizace, které obsahuji intraorganovou a periorganovou tukovou tkan

s vysokou metabolickou aktivitou [448, 449]. Periaortalni tukova tkan, ktera se sklada
z hnédych a bilych adipocytl obaluje aortu, byla identifikovana, jako regulator tonu
hladkych svalovych bunék a cévni funkce. Byla prokazana i genova exprese
angiotenzinogenu v periaortalni tukové tkani [450]. V jiné praci byl sledovan efekt
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periaortalniho tuku na kontraktilni odpovéd aortalnich prstencl [451]. Vysledky této
studie prokazaly, ze kontraktilni odpovéd na elektrickou stimulaci byla sniZzena pfi
podavani antagonistl receptoru pro angiotenzin I, coz predpoklada dilezitou roli
lokalné produkovaného angiotenzinu Il jako regulatoru odpovédi hladkého svalstva
cév. Recentni prace ukazuji, Ze RAS v periaortalni tukové tkani maze pasobit
prostfednictvim angiotenzinu Il i v ramci cévni stény. U transgennich, lipoatrofickych
mysSi, kterym chybi periaortalni tukova tkan, byl pozorovan zvySeny krevni tlak, coz
se pripisuje zvysSené genove expresi AT1 — receptoru pfimo v aorté. Zde byl krevni
tlak normalizovan po podavani antagonistl AT1-receptoru [441]. Nékteré prace
prokazaly u obéznich pacientu zvySené aktivovany RAS v tukové tkani, ktery mize
byt jednim z mechanismu podilejicich se na vzniku hypertenze sdruzené s obezitou.
Rada studii prokazala pozitivni efekt na hodnoty krevniho tlaku pfi zablokovani RAS
v experimentu na zvifatech i u obéznich pacientl s hypertenzi a také sledovala
ucinnost rliznych typu antihypertenziv [452]. Podani antagonisty AT1-receptoru
olmesartanu obéznim KK-Ay mysim snizilo expresi fady prozanétlivych cytokin(
(tumor necrosis factor-a, PAI-1, sérovy amyloid A, MCP-1) v tukové tkani a snizilo
tvorbu reaktivnich forem kysliku [453]. Tyto efekty olmesartanu byly asociovany

s poklesem krevniho tlaku.

V subanalyze studie Treat to Target Postauthorization Study, ktera zkoumala uc€inek
irbesartanu u pacientl s hypertenzi a metabolickym syndromem, pacienti, ktefi
uzivali irbesartan, vykazovali sniZzeni v systolickém a diastolickém krevnim tlaku a
redukci kardiovaskularnich rizikovych faktort (snizeni sérovych triglyceridd, glykémie
na la¢no, obvodu pasu a zvySeni sérovych koncentraci HDL-cholesterolu) [454]. Tyto
pozitivni U¢€inky irbesartanu byly vice vyjadfeny u pacientll s metabolickym
syndromem ve srovnani se skupinou hypertenznich pacientll bez metabolického
syndromu. V dalSi prospektivni, dvojité zaslepené, placebem kontrolované studii The
Hypertension-Obesity-Sibutramine bylo celkem 171 obéznich hypertenznich
pacientd. U téchto pacientll se porovnavala ucinnost tfi riznych hypotenziv [455]. Po
dvou tydnech studie byl pacientim do terapie pfidan sibutramin, jako antiobezitikum.
Vysledky prokazaly, ze antihypertenzni kombinacni terapie s ACEi a blokatory
kalciového kanalu byla s pfihlédnutim na mozné pozitivni metabolické ucinky
vyhodnéjsi nez kombinace B-blokator/diureticka l1é¢ba. V dalsi post-hoc analyze

observacni studie, ktera zahrnovala pfiblizné 72000 hypertenznich pacientt z celého
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Némecka, ti z pacientd, ktefi byli obézni a byli Ié€eni antagonisty AT1-receptord, méli
rizikovy profil stran pfipadného diabetogenniho vlivu a jinych metabolickych
negativnich u€inkd hypotenziv podstatné nizsi, nez ti pacienti, ktefi byli [éCeni
diuretiky [456].

6. Nové mozné faktory regulujici metabolismus a proliferaéni aktivitu tukové
tkané — Aquaporiny

Vodni homeostaza a energeticka rovnovaha jsou zakladnimi mechanismy pro preziti
a adaptaci bunék organizmu. Voda pfechazi pfes bunéénou membranu dvéma
paralelnimi cestami s odliSnymi mechanismy: pfestupem molekul vody pfes
hydrofébni fosfolipidovou dvojvrstvu a difuzi vody pres specifické proteinové kanaly,
zname jako aquaporiny [457]. Aquaporiny (AQPs) patfi mezi vysoce konzervovanou
skupinu membranovych proteinu, zvanych hlavni vnitfni proteiny, které tvofi
rozsahlou skupinu vice nez 1700 integralnich membranovych proteinll vyskytujicich
se prakticky ve vSech zivych organizmech [458]. Aquaporiny mohou byt rozdéleny do
tfi podrodin: (i) ortodoxni, nebo klasické aquaporiny, které jsou selektivni pouze pro
vodu, (ii) aquaglyceroporiny, které jsou propustné pro glycerol a jiné malé molekuly
rozpustné ve vodeé a (iii) S-aquaporiny, také nazyvané neortodoxni superaquaporiny,
nebo také subcelularni aquaporiny, které jsou pfitomny pouze u zivoc&ichd, ale nikoliv
u rostlin, hub a bakterii [459]. Pocet izoforem aquaporinu se li8i u riznych organizmda.
Escherichia Coli ma pouze jeden klasicky aquaporin (AgpZ) a jeden protein

se sekvenci podobnou aquaporinu (facilitator glycerolu G1pF) [460, 461]. Kvasinka
Saccharmyces cerevisiae ma dva ortodoxni aquaporiny (ScAqy1 a ScAqy2) a dva
aquaglyceroporiny (YFL0O54Cp a ScFps1) [462]. U savcu bylo dosud identifikovano
13 izoforem (AQPO-AQP12) s odliSnou expresi v organech a tkanich, které jsou
zapojeny do absorpce nebo exkrece tekutin, ale i v jinych organech, jako je mozek,
kiize, tukova tkan a jatra [463]. Nejpozoruhodnéjsim rysem aquaporinovych kanalu je
jejich vysoka selektivita a u€innost pro prostup vody a glycerolu, iont a protonu
[464]. Kromé vody a glycerolu bylo dokumentovano, Ze aquaporinovymi kanaly
prochazi i dal$i molekuly, jako urea, amoniak, peroxid vodiku, oxid uhli€ity, oxid
dusnaty a dalSi ionty [465]. Mechanismus prostupu nékterych z téchto molekul pres

aquaporinové kanaly neni dosud zcela objasnén.

Regulace aquaporinovych kanall je zasadnim krokem v osmoregulaci a vodni
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homeostaze u mikroorganismu a v organech savcl, které se podileji na transportu
tekutin [466]. Aquaporiny eukaryotnich organismu jsou ¢asto regulovany
posttranslacné tzv. gateovanim, které kontroluje miru toku molekul, nebo

mechanismem zvanym “trafficking™, kdy jsou aquaporinové kanaly pfesouvany

z intracelularniho kompartmentu burky do cytoplazmatické membrany [467]. Funkce
aquaporinu je regulovana i jinymi faktory, jako je fosforylace, pH, tlak, gradient iont(
na cytoplazmatické membrané, teplota a fada dalSich [468-470]. Vzhledem ke své
jedine¢né schopnosti transportovat glycerol hraji aquaporiny dilezitou roli

v osmoregulaci a to prostrednictvim kontroly intracelularnich zasob glycerolu [471]. U
savcU hraji aquaporiny dilezitou roli v energetickém metabolismu a to kontrolou
mnozstvi glycerolu v epidermalni, tukové a fadé jinych tkani. Aquaglyceroporiny jsou
zapojeny do hydratace kuze, bunééné proliferace, karcinogeneze a metabolismu
tukl [472-474]. Permeabilita cytoplazmatické membrany pro glycerol v riznych
tkanich a organech hraje dllezitou roli v regulaci metabolismu a energetické
homeostazy s pfedpokladem, Ze tukova tkan ma v této regulaci zasadni roli [475,
476]. Exprese tukovych aquaglyceroporint je zprostfedkovana hormony a spousténa

katecholaminy ve stavu nalacno a inzulinem v postprandialnim stavu [477].

Tukova tkan predstavuje zasadni zdroj plazmatického glycerolu [478]. AQP7 byl
dosud povazovan za unikatni kanal pro glycerol v tukové tkani. Nicméné pozdéji bylo
prokazano, ze AQP3 a AQP9 jsou dalSimi aquaporiny zodpovédnymi za transport
glycerolu v lidskych adipocytech [479, 480]. Pravdépodobnym divodem, proc€ je

v adipocytech nékolik typU transportnich kanalt pro glycerol, je pfitomnost slozité
signaliza¢ni sité regulujici lipidovy a glukézovy metabolismus. Aquaglyceroporiny
vykazuji odliSnou subcelularni lokalizaci u mySich 3T3-L1 adipocytl. Zatimco AQP3
je pfitomen v cytoplazmatické membrané a cytoplazmé, AQP?7 je pfitomen pfevazné
v cytoplazmé lipidovych inkluzi a AQP9 je exprimovan v plazmatické membrané
[480]. Hlavni funkci aquaglyceroporint je kontrola vstfebavani a uvolfiovani
glycerolu, dvou hlavnich krokl pro syntézu triacylglyceroll (lipogeneze) a jejich
hydrolyzu (lipolyza) [481]. Aquaglyceroporiny jsou regulovany lipogennimi (hlavné
inzulin) a lipolytickymi hormony (leptin a katecholaminy) [480]. Za fyziologickych
podminek inzulin reguluje expresi aquaglyceroporint a jeho pusobeni mize ovlivnit
vychytavani, &i uvolfiovani glycerolu z adipocytt [482]. Inzulin dle nékterych praci

snizuje expresi genu pro AQP7 v mySich adipocytech negativni zpétnou vazbou pfes
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IRE (insulin response elements) a jeho genovy promotor [483]. V jiné praci bylo
prokazano, ze inzulin zvySuje proteinovou expresi AQP3, AQP7 a AQP9 v lidskych
adipocytech a to cestou aktivace signalizaCni cesty fosfatidylinositol-3-kinazy
(PIBK)/AKt/mTOR. Tento vysledek naznacuje odlisny efekt inzulinu na regulaci
aquaglyceroporinl u lidi ve srovnani s hlodavci [480]. Uvedeny rozdil maze byt
vysvétlen nasledujicimi fakty. Za prvé glycerol je hlavnim substratem pro jaterni
glukoneogenezu u mysi v pribéhu hladovéni a pfi postabsorpénim stavu, zatimco
pyruvat je hlavnim substratem pro glukoneogenezu u lidi [478]. Za druhé, vzacné
pripady chybéni AQP3 a AQP7 u lidi, nevyvolaly u mysi stejné fenotypické klinické
projevy [484, 485] a za tfeti exprese aquaglyceroporinl je zvySena u stavl

s vyjadienou inzulinovou rezistenci [486, 487], coz dokladaji i zvySené plazmatické
koncentrace glycerolu a vystupriovana jaterni glukoneogeneza u obéznich pacientt
s inzulinovou rezistenci [480, 484]. Za stavl negativni energetické bilance, jako je
hladovéni nebo cviceni, jsou triacylgyceroly hydrolyzovany tukovou lipoproteinovou
lipazou a hormon-senzitivni lipazou (HSL) na glycerol a volné mastné kyseliny.
Katecholaminy (noradrenalin a adrenalin) reguluji lipolyzu pfes lipolytické 3-
adrenergni receptory (B1, B2 a B3) a antilipolyticky pusobici a2-adrenergni receptory
[488]. B -adrenergni receptory jsou spfazené s Gs-proteiny a aktivuji
adenylatcyklazu, ktera vede ke zvySeni cAMP s naslednou aktivaci proteinkinazy A.
Ta pak vede k fosforylaci hormon-senzitivni lipazy (HSL) a translokaci z cytosolu do
lipidovych inkluzi s naslednym zvySenim lipolyzy. AQP3 a AQP7 zvysuji pfestup
glycerolu z mySich 3T3-L1 adipocytl v zavislosti na stimulaci f-adrenergnimi
agonisty s lipolytickym ucinkem a to pfesunem aquaporinl z cytosolu (AQP3), nebo z
lipidovych inkluzi (AQP7) a jejich zaClenénim do cytoplazmatické membrany [480,
489, 490]. Kratkodobé podavani isoprotenerolu vyvolava translokaci AQP3 a AQP7
bez ovlivnéni jejich exprese. Naopak dlouhodoba stimulace navozena podavanim
isoproterenolu snizila expresi AQP7 v mysSich 3T3-L1 adipocytech [480, 491]. U
jiného lipolyticky plsobiciho hormonu leptinu bylo prokazano, Ze snizuje expresi
AQP7 a to cestou signalizacni kaskady PI3K/Akt/mTOR [480], coz pfedpoklada
negativni zpétnou vazbu v regulaci lipolyzy a snizeni uvolfiovani glycerolu

z adipocytu. Novejsi prace prokazala, ze karboxymethylchitin, mukopolysacharid

s antiobezitickymi uc€inky, stimuluje lipolyzu zvySenim aktivity hormon-senzitivni
lipazy (HSL) a exprese AQP7 v 3T3-L1 adipocytech [492]. Pfedpoklada se, Zze AQP7
je jednim z hlavnich kanall pro uvolfiovani glycerolu z adipocytd. Mysi s chyb&nim
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genu pro AQP7 vykazovaly vySSi obsah intracelularniho glycerolu oproti kontrolni
skupiné [493]. U lidi bylo zatim prokazano jen nékolik mutaci pro AQP7. MySi s
mutaci G264V a knockoutem genu pro AQP7 se vyznacCovaly normailni télesnou
hmotnosti a sérovymi koncentracemi triacylglycerold, ale chybélo zvySeni
glycerolémie po télesné zatézi navzdory zvySenym sérovym koncentracim

noradrenalinu [484].

Obezita je u lidi spojena se zménénym expresnim profilem aquaporin( v tukové tkani
[479, 494-496]. Byly dokumentovany zmény v expresi aquaporinl v riznych tukovych
depech. Nékteré prace popisuji napfiklad rGznou miru exprese AQP7 u pacientl s
obezitou. ZvySena exprese AQP7 v omentalni tukové tkani pfedpoklada zvyseni
celkové lipolytické kapacity, zatimco sniZeni exprese AQP7 v podkozni tukové tkani
vede k intracelularni akumulaci glycerolu a progresivni hypertrofii adipocytt [479,
480, 494]. Obezita u lidi s diabetem vykazuje zménu v expresnim profilu aquaporinu
AQP3, AQP7 a AQP9 v tukové tkani oproti zdravym kontrolam. Tyto nalezy
predpokladaji, ze regulace aquaglyceroporin( v tukové tkani vice souvisi

s inzulinovou rezistenci nez s obezitou [480]. V pokusu na mysich mélo podavani
thiazolidindiont (pioglitazonu a rosiglitazonu) za nasledek zvySeni exprese AQP7,
aniz by bylo ovlivnéno uvolfiovani glycerolu z adipocyta [497, 498]. Tento zdanlivy
paradox je zpUsoben paralelnim zvySenim aktivity a exprese glycerolkinazy, ktera je
indukovana thiazolidindiony v adipocytech. To vede k pfednostnimu pouziti glycerolu
pro syntézu triacylglycerolll namisto jeho uvolfiovani do krevniho obéhu [499]. Proto
je toto nezadouci zvySeni exprese AQP7 v tukové tkani vice vyjadieno u jedincl

s inzulinovou rezistenci, coz vede ke zvySeni sérové koncentrace glycerolu

s naslednym zvySenim jaterni glukoneogeneze. Tento proces muze byt prerusen

zvySenym obratem glycerolu v adipocytech pfi podavani thiazolidindionu.
6.1 Aquaporin 1

Aquaporin 1 je prvnim identifikovanym aquaporinem. Byl poprvé izolovan

z erytrocytu. Jeho role v erytrocytech neni zcela objasnéna, mysi s deficitem AQP1
totiz neprokazovaly zadné hematologické abnormality. Lidé s deficitem AQP1 byli
klinicky asymptomaticti, ale nebyli schopni se adaptovat pfi nedostatku tekutin
zvySenim osmolality moci. S vyjimkou vySe uvedeného nebyl pozorovan zadny jiny

fenotypicky projev u lidi s deficitem AQP1, ackoliv u mysSi s deficitem AQP1 doslo ke
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ztraté senzorického vnimani (AQP1 je mimo jiné exprimovan i ve spinalnich
neuronech) [500]. V jiné praci na mySich s knockoutem genu pro AQP1 byla
dokumentovana porucha vstfebavani tuku, protoze bylo prokazano, ze AQP1 je
exprimovan ve stfevnim lymfatickém systému [501]. AQP1 je také exprimovan na
apikalni membrané ZluCovych cest, které jsou stimulovany sekretinem [502]. Mysi

s deficitem AQP1 nevykazovaly zadné abnormality v transportu Zlu¢i. Jedna prace
prokazala expresi AQP1 v pankreatickych sekre¢nich granulech (zymogenni granula)

[503], zatimco jina prace tyto poznatky nepotvrdila [501].

Pomérné recentné byla popsana prostupnost oxidu dusnatého pres AQP1

v endoteliich cév [504]. Dalsi prace naznacuje, ze AQP1 by mohl byt propustny i pro
molekuly kysliku [505]. Jiné prace ukazuji, ze endotelialni AQP1 je dllezity pro
angiogenezu a to usnadnénim migrace bunék, tento mechanismus vsak neni
doposud zcela objasnén. Pfedpoklada se, Ze aquaporiny usnadfiuji rychly pranik
vody pres cytoplazmatickou membranu v pfedni ¢asti migrujicich bunék. Tento rychly
influx vody je fizen zménami osmolality, ktera je tvofena transmembranovym
prestupem iontl a aktinovou depolymerizaci, coz mlze pfispivat k pohybu a migraci
bunék. ZvySena exprese AQP1 v mikrovaskularnich endoteliich tumor( podporovala
proliferaci dalSich cév v téchto rostoucich tumorech [506].

6.2 Aquaporin 3

Tento aquaporin je exprimovan na bazolateralni membrané hlavnich bunék ve
sbérnych kanalcich ledvin a usnadnuje vstifebavani vody a tim se podili na zvySovani
koncentrace moci. Podobné, jako AQP1 je AQP3 také exprimovan v erytrocytech
[485]. AQP3 hraje dulezitou roli v koncentraci moci a hydrataci kize, usnadnuje
transport vody a glycerolu pfes cytoplazmatickou membranu v oblasti bazalni
bunécné membrany keratinocytu v kiazi [507]. Kromé hydratace kize hraje AQP3
také dulezitou roli v regeneraci kize a pfi progresi nadorovych onemocnéni [508].
Glycerol je jednim ze substratl bunééného metabolismu, které stimuluji bunéénou
proliferaci pfes aktivaci MAP-kinazy [506]. ZvySena expozice glycerolu, nebo
zvySena exprese AQP3 v kuZi muze stimulovat rust bunék bazalnich vrstev nadoru
kGize. Tento rust koZnich tumoru byl zpomalen u AQP3 deficientnich mysi.
Predpoklada se, ze glycerol mlize byt promotorem pro vznik a rlst keratinokarcinoma
[508].
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AQP3 v gastrointestinalnim traktu je dilezitym faktorem pro regeneraci poSkozeného
epitelu tlustého stfeva po kolitidach. U AQP3 deficientnich mysi s indukovanou
kolitidou byla pozorovana zhorSena regenerace epitelu tlustého stfeva po peroralnim
podavani glycerolu [509]. Z jinych aquaporinli jsou mimo jiné v epiteliich
gastrointestinalniho traktu exprimovany AQP7 a AQPS8 a to pfevazné v apikalni
membrané epitelii, zatimco AQP3 je exprimovan pfevazné v bazolateralni ¢asti
membrany [510]. Vzhledem k Casté a intenzivni vyméné vystelky gastrointestinalniho

traktu mohou hrat aquaporiny dilezitou roli v bunééné proliferaci.
6.3 Aquaporin 7

AQP7 byl poprvé izolovan z varlat a tukové tkané. Jeho pfesny mechanismus ucinku
ve varlatech neni dosud zcela objasnén, nicméné u AQP7 deficientnich mysi nedoslo
k Zadné prokazatelné zméné funkce spermii, ackoliv je AQP7 ve spermiich pomérné
silné exprimovan [511]. AQP7 deficientni mySi byly hypoglykemické po
dlouhotrvajicim hladovéni, protoZe byla narusena dodavka glycerolu do jater a to
poruSenim na katecholaminy regulované sekrece glycerolu z adipocytu. Dale bylo
zjisténo, Ze tyto AQP7 deficientni mysi mély vétsi velikost adipocytu a vétSi mnozstvi
intraabdominalniho tuku [493, 512]. Snizeny eflux glycerolu z adipocytl tukové tkané
u AQP7 deficientnich mysi ved| ke zvySené akumulaci tuku, zvySené aktivité
glycerolkinazy a vysSi tvorbé volnych mastnych kyselin [493]. Proto se pfedpoklada,
Zze AQP7 plsobi jako jakasi vystupni draha pro glycerol a pfi jeho uplném chybéni
dochazi k akumulaci tukové tkané. AQP7 nebyl detekovan pfimo v adipocytech, ale
byl zjistén v endoteliich kapilar tukoveé tkané [513]. V jiné praci autofi prokazali, ze
AQP7 deficientni mysSi nebyly obézni, vyskytovaly se u nich mensi pankreatické
ostravky a mély zvySenou sekreci inzulinu [514]. Lidé s nefunkénim AQP7 také netrpi
obezitou [484].

AQP7 je také exprimovan v proximalnim tubulu ledvin. AQP7 deficientni mysi ztraci
glycerol do modi, coz ale nevede k zadné poruSe metabolismu glukdzy a glycerolu
[515]. Zdravé mysi kompletné reabsorbuji glycerol v proximalnim tubulu ledvin a
vylu€ovany mocovy glycerol muze zpusobit poSkozeni bunék proximalniho tubulu
ledvin, jak bylo prokazano v pokusu na potkanech. Tyto vysledky naznaduji, ze
mocovy glycerol muze byt dobrym markerem pro poskozeni ledvin, stejné tak jako
NAG (N-acetyl-B-D-glukosaminidaza) a beta2-mikroglobulin [515].
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6.4 Aquaporin 9

Aquaporin 9 byl poprvé izolovan z leukocytu na zakladé hypotézy, ze viechny krevni
buriky obsahuji aquaporiny. Erytrocyty na svém povrchu exprimuji AQP1 a AQP3.
AQP9 byl také poprvé izolovan z jater, kde byl identifikovan jako transportér urey.
Pfesna role AQP9 v transportu urey je vSak objasnéna pouze Castecné. AQP9 dale
funguje jako vychytavaci mechanismus glycerolu v jatrech, nicméné u mysi

s vyfazenym genem pro AQP9 nedoslo ke zvySeni sérovych koncentraci glycerolu
[516]. AQP9 je také pouzivan v ramci protinadorové terapie oxidem arsenitym, ktery
je vyuzivan pfi lécbé akutni promyelocytarni leukémie. Odpovéd na IéCbu pfimo
koreluje s mirou exprese AQP9 [517]. Bylo popsano, ze AQP9 je pfitomen i

v mitochondriich mozkovych glii [518]. ZvySeni exprese AQP9 bylo také pozorovano

v bilé tukové tkani mySi pfi podavani thiazolidindiont [519].

Diferenciace osteoklastu je spojena se zvySenim buné&ného objemu a to
usporadanim do vicejadernych osteoklastu z jejich mononuklearnich prekurzoru.
VysSi relativni genova exprese AQP9 byla zjisténa pfi diferenciaci osteoklastl a to
specificky u procesu jejich fuze. Pfi pouZiti nespecifického AQP9 inhibitoru,

phloretinu se dramaticky snizila velikost a pocet osteoklastu [520].
7. Lécba obezity a moznosti ovlivnéni subklinického zanétu
7.1 Fyzicka aktivita — definice fyzické aktivity

Obezitu mizeme IéCebné ovlivnit v zasadé péti zpusoby — fyzickou aktivitou, dietou,
psychoterapii, podavanim antiobezitik a chirurgicky. Fyzicka aktivita je dle WHO
definovana jako kazdy télesny pohyb zprostfedkovany pficné pruhovanym svalstvem,
ktery vyzaduje energeticky vydej. Nedostatek fyzické aktivity byl identifikovan jako
Ctvrty hlavni rizikovy faktor celosvétové umrtnosti [521]. Fyzicka aktivita patfi

k zakladnim nefarmakologickym IéEebnym postuptm jak IéEby obezity, tak i ostatnich
slozek metabolického syndromu, tj. diabetes mellitus 2. typu, arterialni hypertenze a
dyslipidémie. Za prudky vzestup incidence obezity, diabetes mellitus 2. typu a
prakticky vSech sloZzek metabolického syndromu ve vyspélych statech Evropy a
Severni Ameriky v poslednich tficeti letech je kromé snadné dostupnosti vysoce
energetickych potravin a napoju vyznamné spoluodpovédna zména zivotniho stylu

s vyraznym omezenim fyzické aktivity [522]. Pravidelné fyzické aktivité se v dospélé

67



populaci vénuje pouze asi deset az patnact procent lidi. Ukazuje se, zZe télesna
prospéch z fyzické aktivity je zfejmy i nezavisle na hmotnostnim poklesu. Cela fada
epidemiologickych studii prokazala, ze fyzicka aktivita je jednim z nejucinnéjSich
opatreni proti vzniku obezity, diabetes mellitus 2. typu a chronickych
kardiovaskularnich komplikaci [524, 525]. Pravidelna fyzicka aktivita maze oddalit
rozvoj diabetu u vysoce rizikovych pacientl s porusenou glukdézovou toleranci [526].
Ve studii Knowlera a kol. méla fyzicka aktivita vétsi vliv na prevenci vzniku diabetu

nez lé¢ba metforminem [526].
7.2 Aerobni a anaerobni fyzicka aktivita

Aerobni fyzicka aktivita zlepSuje zdatnost kardiovaskularniho aparatu. Vznikla
svalova hmota pfi této fyzické aktivité je metabolicky aktivni, ma vysoky podil
svalovych bunék, zvySuje se v ni podil svalovych viaken lla a dochazi k poklesu
inzulinové rezistence v disledku metabolickych zmén [527]. Jako pfiklad aerobni
aktivity maze slouzit kondi¢ni béh (jogging), jizda na kole, plavani na dlouhé traté, ale i
rychla chize.

Energie pro svalovou ¢innost se ziskava mimo jiné pomoci glykolyzy. Tato
metabolicka draha je nejen hlavni metabolickou drahou v metabolismu glukézy, ktera
vede k tvorbé acetyl-CoA a jeho oxidaci v citratovém cyklu, ale pfedstavuje také hlavni
drahy pro metabolismus fruktozy a galaktézy pochazejicich z potravy [528]. KliCovy
vyznam glykolyzy spociva ve schopnosti poskytovat ATP pouze kratkodobé

v nepatrném mnozstvi i v nepfitomnosti kysliku (tzv. anaerobni glykolyza), proto
umoznuje kosternimu svalu vysokou vykonnost i za podminek, kdy se stava aerobni
oxidace nedostatecnou. Oxidativni fosforylace je dalSi alternativou pfi tvorbé energie
pro svalovou €innost, pfi které dochazi k 85% regeneraci ATP a mohou v ni byt
utilizovany nejen sacharidy, ale i tuky a mastné kyseliny.

Anaerobni fyzicka aktivita: tento typ aktivity vyuziva jako hlavniho zdroje energie
svalovy a jaterni zasobni cukr — glykogen, ktery se zpracovava anaerobné za vzniku
laktatu. Je vyuzivan u silovych sportu s kratkym trvanim. Pfi tomto typu fyzické zatéze
je zvysovan podil svalové hmoty a zvySuje se i svalova sila. Anaerobni zatéz zvysuje
inzulinovou senzitivitu, ale podstatné méné ovliviuje metabolismus glukézy a méné
Casto vyvolava hypoglykémii. Energeticka potfeba organizmu stoupa v dusledku

zvyseni podilu svalové hmoty [527].
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V praxi se obvykle za u€elem snizeni hmotnosti a zlepSeni vykonnosti doporucuje 20-
60 minut trvajici aerobni zatéZ mirné intenzity (60 % maximalini tepové frekvence). Je
vSak znamo, Ze kratkodoba desetiminutova zatéz vysoké intenzity (90% VO2 max) pfi
opakovani 2-3krat denné, vede k podobnym vysledkim. Tento typ tréninku je rizikovy
u pacientu s podezfenim na aterosklerotické komplikace. Doporucuje se opakovat
fyzickou aktivitu 3-5krat tydné, pficemz je vhodné dodrZovat podobny €as a intenzitu.
Obecné doporu€ovany aerobni trénink je mozné kombinovat 1-2krat tydné

s anaerobnim tréninkem (posilovanim), ktery vede k budovani svalové hmoty. Pfi
doporuceni fyzické aktivity pacientim je zasadni postupovat individualné a optimalné
pfed zahajenim pravidelného cvi€eni ovéfit jejich aktualni fyzickou zdatnost pomoci

spiroergometrie.

7.3 Pozitivni metabolické vlivy fyzické aktivity

Pravidelna fyzicka aktivita ma vyznamné pozitivni metabolické efekty. Pfedpoklada se,
Ze snizuje systémovy subklinicky zanét. Nékolik studii prokazalo, Ze pfi dlouhodobém
cviCeni a snizeném pfijmu vysokoenergetické potravy doslo k poklesu zanétlivych
parametrl [529]. Fyzicka aktivita zvySuje uvolfiovani adrenalinu, kortizolu, ristového
hormonu, prolaktinu a jinych faktoru, které maji imunomodulacni ucinek [530]. IL-6 je
jednim z prvnich cytokind, které se uvolnuji do cirkulace v prabéhu cvieni. Sérové
koncentrace IL-6 se zvySuji exponencialné (nékdy az 100krat) v zavislosti na dobé
cvi€eni a zUstavaji zvysSené i po ukonceni fyzické aktivity. Bylo prokazano, ze zvySené
cytokint IL-1 a IL-10 [531]. IL-10 pUsobi prostfednictvim inhibice syntézy
prozanétlivych cytokind imunokompetentnimi burikami monocyto-makrofagového
systému. IL-10 snizuje produkci IL-1a, IL-18 a TNF-a a prozanétlivych chemokint IL-8
a MIP-a. Tyto cytokiny a chemokiny hraji dllezitou roli v aktivaci granulocytu,
monocytt/makrofagl, NK-bunék, T a B-bunék a jejich migraci do mista zanétu [532].
Snizeni jejich tvorby tak mize pfedstavovat jeden ze zakladnich mechanizm, kterymi
fyzicka aktivita tlumi subklinicky zanét, Cimz nasledné zlepSuje celkovy stav organizmu
[632].

Ahmadi ve své praci sledoval vliv fyzické aktivity u 17 Zen s obezitou lll. stupné dle
WHO. Po 7 mésicich cvicebniho programu doslo k signifikantnimu poklesu obvodu
pasu, visceralniho tuku, sérovych koncentraci inzulinu, glykémie nalacno, hsCRP,
HbA1c, PAI-1, TNFRII [533]. V jiné praci byla u muzu, ktefi podstoupili 2 mésicni
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cviCebni program, prokazana pozitivni korelace mezi snizenim sérovych koncentraci
CRP a zmen$enim obvodu pasu [534]. Nékolik studii prokazalo, Zze CRP a jiné
prozanétlivé cytokiny, véetné IL-6 a TNF-a jsou zvySené u pacientl s diabetes mellitus
2. typu [535]. CRP byl identifikovan jako nezavisly rizikovy faktor vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni. U pacientt s chronickym srde&nim selhanim doslo po
pravidelném cvieni ke zvySeni HDL-cholesterolu, signifikantnimu snizeni
triacylglycerolll a Lp(a). Sérové koncentrace inzulinu, glykémie nalaéno, TNF-a, CRP
a kyseliny mocCoveé byly taktéz snizené [536].

V posledni dobé se v souvislosti s fyzickou aktivitou ukazuje vyznamna role kosterniho
svalstva a jeho plsobku v protizanétlivém plasobeni. Termin myokiny byl stanoven pro
cytokiny a jiné peptidy, které jsou produkovany, exprimovany a uvolfovany do
krevniho ob&hu burikami kosterniho svalstva. Mezi myokiny patfi IL-6, IL-8, IL-15,
brain-derived neurotrophic factor, leukemia inhibitory factor, FGF-21, follistatin like-1
[537]. Tyto pusobky uvolfiované do obéhu z pracujiciho svalu pusobi na vzdalené
organy a svym protizanétlivym ucinkem snizuji subklinicky zanét u onemocnéni jako je
ateroskleroza, diabetes mellitus 2. typu a metabolicky syndrom. IL-6 je prvni cytokin,
ktery je uvolnovan do krevniho obé&hu ze svalu b&éhem cviceni a jeho sérové
koncentrace se zvySuji v zavislosti na délce cvieni. mMRNA exprese IL-6 se zvySuje

v kontrahujicim se kosternim svalu [538, 539], souasné se zvySenou expresi je
zvySena i transkripCni aktivita genu pro IL-6 [539]. IL-6 pusobi za riznych okolnosti
jako zanétlivy nebo i jako protizanétlivy faktor. Pokud je produkovan T-burfikami a
makrofagy, stimuluje imunitni systém a zvySuje zanétlivou odpovéd, zatimco IL-6
produkovany kosternim svalstvem ma protizanétlivy ucinek inhibiénim ptsobenim na
TNF-a a IL-1B a zvySenim sekrece protizanétlivych cytokinl IL-1 a IL-10. Cvi€¢enim
zprostfedkované zvySeni sérové koncentrace IL-6 pozitivné koreluje s masou svalové
tkané, zpusobem, délkou a intenzitou cviceni [531]. Cvi¢eni ma ochranny u&inek proti
TNF-a-indukované inzulinové rezistenci [225]. Petersen ve své praci prokazal, ze IL-6
zvySuje obrat lipidd, stimuluje lipolyzu a B-oxidaci mastnych kyselin prostfednictvim
aktivace AMP-aktivované proteinkinazy [540].

Zatimco jednorazove cviCeni s velkou intenzitou je spojeno s kratce trvajici

zanétlivou reakci [541], pravidelné cviCeni ma déletrvajici protizanétlivy efekt [542,
543]. | kdyz nékteré mechanismy pozitivniho u€inku fyzické aktivity na zlepSeni
metabolického a kardiovaskularniho zdravi byly jiz objasnény [544], role tukové tkané

v tomto procesu zlstava stale nejasna. Jen malo praci se zabyvalo vlivem fyzické
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aktivity na endokrinni funkci tukove tkané, pficemz jejich vysledky nebyly
jednoznacné [545, 546]. Fyzicka ne€innost vede k akumulaci visceralniho tuku a tim
ke zvySeni oxidac¢niho stresu a aktivaci kaskad prozanétlivych faktort, které
potencuji rozvoj aterosklerozy. Pravidelna fyzicka aktivita snizuje expresi
endotelialniho receptoru pro angiotensin Il typu 1 (AT1R), vede ke snizeni aktivity
NADPH oxidazy a produkce superoxidového anionu. Touto cestou dochazi ke

snizeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) [547].

Vztahu fyzické aktivity a metabolickych komplikaci se vénovala jiz fada starSich
studii. V Malmo Preventive Project bylo od roku 1974 do roku 1992 sledovano vice
nez 33 346 osob, které byly vySetfeny na pfitomnost rizikovych faktor( aterosklerozy
[548]. Byl zde prokazan vyznam rizika porusené glukdzové tolerance pro predikci
vzniku diabetes mellitus 2. typu. Poprvé se také prokazalo, zZe fyzicka aktivita je

z hlediska prevence metabolickych komplikaci vyznamnéjSim opatfenim nez diety.
DalSi vyznamnou studii je Cinska studie Da Qing z roku 1986 [549]. V této studii bylo
celkem 110 000 osob obou pohlavi s porusenou glukézovou toleranci edukovano ve
33 zdravotnickych centrech. Po 6 letech byl vyskyt diabetes mellitus 2. typu nizsi o
tfetinu u osob dodrzujicich dietu a ve skupiné cvi€icich jedincu byla incidence vzniku
diabetes mellitus 2. typu snizena témér o polovinu. Tato studie jasné prokazala vétsi
vyznam fyzické aktivity nez dietnich opatfeni v prevenci diabetes mellitus 2. typu.
DalSi studie vystavuji v ramci edukace pacienty souc¢asné zméné dietni i zméné
fyzické aktivity a neumoznuiji oddéleni obou efektl. Finska studie DPS (Diabetes
Prevention Study) byla provedena u mensiho poctu (500 jedinct) osob s poruSenou
gluk6zovou toleranci [550]. Kontrolni skupina byla jednorazové poucena o zméné
zivotniho stylu, intervenovana skupina byla pravidelné kontrolovana dietni sestrou a
soucasné pod odbornym dohledem cvicila. Cilem edukace bylo snizit hmotnost,
snizit celkovy pfijem tukd, saturovanych mastnych kyselin, zvysit pfijem vliakniny a
zvysit fyzickou aktivitu na mirnou zatéz 30 minut denné. Vyskyt diabetes mellitus 2.
typu se snizil o 58%. Na sniZeni rizika diabetes mellitus 2. typu vlivem fyzické aktivity
se podili zvySeni inzulinové senzitivity a tedy pokles inzulinové rezistence [551]. P¥i
pravidelné fyzické aktivité se udrzuje zvySena citlivost tkani na inzulin, kdezto
nedostatek pohybu vede ke snizeni inzulinové senzitivity a kompenzatornimu

narustu sekrece inzulinu [552].
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7.4 Chirurgicka lécba obezity

Bariatricka chirurgie je jedina dlouhodobé efektivni IéCba obezity s prokazanym
ucinkem na snizeni morbidity a mortality [553-556]. Kromé vyrazného poklesu
hmotnosti bariatricka chirurgie dramaticky zlepSuje stav onemocnéni spojenych
s obezitou, mezi které patfi diabetes mellitus 2. typu, dyslipidémie, arterialni
hypertenze, syndrom spankové apnoe a fada dalSich [653-555].

Dnesni bariatricka chirurgie pouziva metody restriktivni, pfi kterych dochazi ke
zmenSeni objemu Zaludku, a malabsorb¢ni, charakterizované omezenim resorbCni
plochy stfeva, pfipadné jejich kombinace. Mezi Cisté restriktivni operace Ize zaradit
adjustabilni gastrickou bandaz (AGB) a novéji také vertikalni gastrickou plikaci
(VGP). Néktefi autofi k Cisté restriktivnim metodam fadi jesté tubulizaci zaludku
(sleeve gastrektomie — SG). U tubulizace Zaludku vSak byl kromé restrikce a
zrychleného vyprazdriovani tubulizovaného Zaludku do duodena prokazan i efekt
hormonalni s poklesem sérovych koncentraci ghrelinu produkovaného puavodné

v resekované Casti zaludku [557]. Za Cisté malabsorbCni operaci je dnes povazovana
biliopankreaticka diverze typu Scopinaro (BPD/S) nebo typu duodenalniho switche
(BPD/DS). Tubulizace zaludku je v sou€asnosti bariatricka metoda, ktera je
pouzivana v podobné frekvenci, jako doposud nej¢astéji pouzivany typ bypassové
operace Roux-en-Y gastricky bypass (RYGBP). VétSina autoru jej povazuje za
kombinovanou restriktivné-malabsorbéni metodu [558].

7.4.1 Laparoskopicka tubulizace zaludku

Tubulizace Zaludku — sleeve gastrectomy (SG) — je restriktivni operace vyfazujici
diky odnéti Zalude€niho fundu zdroj produkce orexigenniho hormonu ghrelinu [557].
Hlavnim efektem je podobné jako u gastrické bandaze zmenseni objemu zZaludku a
tim snizeni mnozstvi pfijimané stravy. Principem tubulizace Zaludku je chirurgické
odstranéni témeér celého velkého zakfiveni zaludku vCetné bunék produkujicich
ghrelin. Zbyly Zaludek ma podobu trubice o objemu 80-120 ml (v zavislosti na typu
pouzité kalibracni sondy a velikosti ponechaného antra). Mnozstvi stravy, které je
mozné snist najednou, je mnohonasobné mensi, nez bylo pfed operaci. Tubulizace
Zaludku vede ke snizeni plazmatickych hladin ghrelinu o 40-70%, coz vysvétluje
vySSi ucinnost této metody ve srovnani s gastrickou bandazi [557, 559]. Pfedchozi

prace ukazaly, Ze laparoskopicka tubulizace Zaludku ma pozitivni efekt na
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antropometrické parametry [560], zlepSeni inzulinové rezistence, kontrolu diabetu,
ZlepsSeni lipidogramu a krevniho tlaku [561]. Jednim z potencialnich procesu
vedoucich k pozitivnim metabolickym efektlim tubulizace Zaludku a dalSich
bariatrickych vykont maze byt i zlepSeni subklinického zanétu v riznych tkanich
[556], nicméné je tfeba zminit, Ze pfesné patofyziologické mechanismy odpovédné

za tyto pfiznivé ucinky nejsou dosud objasnény [561, 562].
8. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

Pfi koncipovani nasi prace jsme vychazeli z pfedpokladu, Ze intervence v podobé
fyzické aktivity a tubulizace Zaludku mohou ovlivnit subklinicky zanét a zlepsit
metabolicky profil obéznich pacientt. U obéznich pacientl, ktefi podstoupili tubulizaci
Zaludku, jsme predpokladali, Ze mezi podkozni tukovou tkani a perifernimi monocyty
bude jista forma interakce zprostfedkovana chemotaktickymi a dalSimi prozanétlivymi
faktory, ktera bude pfispivat k lokalni i systémové zanétlivé reakci. Taktéz jsme
predpokladali, ze u obéznich pacientek s arterialni hypertenzi, které podstoupily
cviCebni rezim, mohou byt pozitivni u€inky na pokles hodnot krevniho tlaku a
metabolicky profil zplsobeny ovlivnénim mRNA exprese tkanové specifického renin-
angiotenzin-aldosteronového systému v podkozni tukové tkani a prozanétlivych

faktort a jejich receptort v podkozni tukové tkani.

Specifické cile nasi prace byly nasleduijici:

e Zkoumat moznou interakci mezi podkozni tukovou tkani a perifernimi
monocyty, ktera muze hrat dilezitou roli v etiopatogenezi subklinického
zanétu u obéznich pacientd

e Studovat vliv vybranych intervenci — fyzické aktivity a tubulizace zZaludku -
na prozanétlivy a chemotakticky profil v podkozni tukové tkani pacientu s
obezitou

e Zhodnotit, zda a do jaké miry se mUze aerobni fyzicka aktivita podilet na
poklesu hodnot krevniho tlaku a posoudit, do jaké miry je ovlivnéna mRNA
exprese renin-angiotenzin-aldosteronového systému v podkozni tukoveé
tkani pod vlivem cvi¢ebniho rezimu

e Zhodnotit, zda zmény cirkulujicich sérovych koncentraci prozanétlivych
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faktort, nebo mRNA exprese vybranych chemokini a cytokint v podkozni
tukové tkani a cirkulujicich monocytech, mohou vysvétlovat pozitivni vliv

tubulizace zaludku na metabolické parametry u obéznich pacientu

9. METODIKA STUDIE ,, Tfi mésice pravidelné aerobni fyzické aktivity u
obéznich pacientt zlepSuji subklinicky zanét neovliviuji systémovy krevni tlak

a endokrinni funkci podkozni tukové tkané*

VSechna klinicka a laboratorni vySetfeni byla provadéna na lll. interni klinice VFN a
ve spolupraci s Ustavem klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

9.1 Vysetreni antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametra

U vSech vySetfovanych subjektd byla zméfena télesna vysSka a hmotnost a vypocitan
body mass index (BMI — hmotnost v kg/vy$ka v m?). Odbéry krevnich vzorku byly
provedeny za standardnich podminek po celono¢nim laénéni mezi 7. a 8. hodinou
ranni. Do 30 minut byly vzorky zpracovany pomoci centrifugace (10 min pfi 1000 x G)
a séra byla dale uskladnéna pfi teploté -80°C k dalSimu vySetieni. Zakladni
biochemické parametry byly stanoveny standardnimi laboratornimi metodami. Sérové
koncentrace FABP-4, rezistinu, leptinu a adiponektinu byly méfeny komerénimi
ELISA kity (BioVendor, Modrice, Czech Republic). Sérové hladiny C-reaktivniho
proteinu byly stanoveny vysoce citlivou analyzou (Bender MedSystems, Vienna,
Austria). Sérové koncentrace inzulinu byly méfeny komercnim RIA kitem (Cis Bio

International, Gif-sur-Yvette, France).
9.2 Méreni krevniho tlaku a slozeni téla

VSem subjektim bylo zméfeno télesné slozeni a procento télesného tuku
bioimpedanci (Multi-frequency Bodystat QuadScan 4000, Douglas, UK). Obéznim
pacientim byl zméfen jednorazové krevni tlak v pozici v sedé sfygmomanometrem
(LCD 301, Spirit Medical Co., Taiwan) a 24 hodinovym mé&fenim krevniho tlaku, které
bylo provedeno pomoci oscilometrického zafizeni (SpaceLabs 90207, SpacelLabs
Medical, Redmond, WA, USA), které méfilo krevni tlak po 20 min v pribéhu dne (od
6. hodiny ranni do 22. hodiny vecerni) a kazdych 30 min v prabé&hu noci (od 22.
hodiny vecCerni do 6. hodiny ranni). Kontrolni skupiné byl zméfen tlak jednorazové.

9.3 Biopsie tukové tkané
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Biopsie podkozni tukové tkané byla u pacientd provadéna v rannich hodinach
soucasné s krevnimi odbéry po 10-12 hodinovém lacnéni. Vzorky tukové tkané byly
odebirany z oblasti bfisni stény cca 10-15 cm lateralné 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 st€énou zavedena plastova kanyla s kovovym
zavadécem (Braunile MT, 12 G, délka 80 mm, vnitfni/vnéjSi primér 2.2/2.7 mm,
Braun Melsungen, Némecko). Po opatrném rozruSeni podkozni tukove tkané byl
odstranén kovovy zavadéc, na kanylu byla pfipojena 20 ml stfikacka a pomoci
podtlaku bylo odebrano poZzadované mnozstvi tukové tkané (200-1000 mg). Vzorky
tkané byly rozdéleny do plastovych zkumavek (Eppendorf, AG, Némecko, obsah 1.5
ml) s 1 ml RNA stabilizujiciho Cinidla (RNAlater, Quigen, Némecko), okamzité

zamrazeny na -80°C a ulozeny k dalSimu zpracovani.
9.4 Stanoveni mMRNA exprese

Vzorky tukové tkané byly homogenizovany za pouziti kulicek MagNA Lyser Green
Beads na automatickém homogenizatoru MagNA Lyser (Roche Diagnostics GmbH,
Némecko). Poté byla z homogenizatoru na pfistroji MagNA Pure instrument pomoci
kitu MagNA Pure Compact RNA lIsolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Némecko)
izolovana celkova RNA. Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickym
méfenim absorbance pfi 260 nm (NanoPhotometer, Implen, Munchen, Germany).
Pro reverzni transkripci bylo pouzito 0.25 ug RNA. Syntéza byla provedena
soupravou High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Stanoveni genové exprese FABP-4, CD68, adiponektinu a
jeho receptord, rezistinu, angiotenzinogenu, angiotenzin-konvertujiciho enzymu a
angitenzinového receptoru typu 1 bylo provedeno pomoci panelu TagMan® gene
Expression Assays na pfistroji 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Méfeni dalSich 44 genu bylo provedeno pomoci panelu
TagMan® Custom Array na pfistroji ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, Ca,
USA). V reakéni smési se nachazelo cca 12 ug cDNA, TagMan® Universal PCR
Master Mix Il, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a
voda zbavena nukleaz (Fermentas Life Science, Litva) se specifickymi TagManGene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) pouzitymi pro reakci. Data

byla vyjadiena jako prahové hodnoty (Ct), tzn. jako zména fluorescence v realném
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Case. Pro kazdy vzorek byly stanovovany také endogenni kontroly 3-2-mikroglobulin
a HPCLA1 pro kompenzaci odchylek ve vstupnim objemu do reakéni smési a
ucinnosti reakce. Relativni genova exprese sledovanych genu byla vypocitana podle

vzorce 2-AA (CT cytokinu — CT endogenni kontroly).
9.5 Fyzicka aktivita

Obézni pacientky s hypertenzi podstoupily tfi mési¢ni aerobni cvi€ebni program,
ktery se skladal z 30 minutového cvi¢eni 3 x tydné pod dohledem kondi¢niho trenéra
v Rekondi¢nim centru VFN.

9.6 Statisticka analyza

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Jednotlivé parametry byly vyjadfeny jako primér + SEM (standard
error of the mean — stfedni chyba priméru). Za statisticky vyznamné byly
povazovany rozdily a korelace, kde p bylo mensi nez 0,05. K porovnani rozdilu

v genovych expresich, antropometrickych, biochemickych a hormonalnich
parametrech ve skupiné obéznich subjektu a kontrolni skupinou byla pouzita
jednocestna analyza rozptylu (One-way ANOVA) nasledovana Dunnettovou metodou
mnohonasobného porovnavani s kontrolni skupinou, nebo Kruskal-Wallisova
jednocestna ANOVA nasledovana Dunnovym testem. Pro hodnoceni rozdila ve
skupiné obéznich zen pfed a po cviCeni byl pouzit parovy t-test nebo neparametricky
Wilcoxonuv test. Vztahy mezi jednotlivymi faktory byly hodnoceny pomoci

Spearmanova nebo Pearsonova korelac¢niho testu.

10. METODIKA STUDIE ,,Laparoskopicka tubulizace zaludku snizuje mRNA
expresi prozanétlivé pusobicich gent v podkozni tukové tukové tkani, ale

nikoliv v perifernich monocytech u obéznich pacientt*

VSechna klinicka a laboratorni vySetfeni byla provadéna na lll. interni klinice VFN a
ve spolupraci s Ustavem klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN. Pacienti
podstoupili laparoskopickou tubulizaci Zaludku na Chirurgické klinice 2. LF UK a
UVN.

10.1 Vysetieni antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametra

U v8ech vySetfovanych subjektl byla tyden pfed operaci a 6, 12, 24 mésic po
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operaci zméfena télesna vyska a hmotnost a vypocitan body mass index (BMI —
hmotnost v kg/vy$ka v m?). Odbéry krevnich vzorkd byly provedeny za standardnich
podminek po celono¢nim lacnéni mezi 7. a 8. hodinou ranni. Do 30 minut byly vzorky
zpracovany pomoci centrifugace (10 min pfi 1000 x G) a séra byla dale uskladnéna
pfi teploté -80°C k dalSimu vySetfeni. Zakladni biochemické parametry byly
stanoveny standardnimi laboratornimi metodami. Krevni vzorky pouzité k izolaci
perifernich monocytl byly odebirany do média obsahujiciho Na-EDTA a zpracovany
do 2 hodin po odbéru. Sérova koncentrace adiponektinu byla méfena komercnim
RIA kitem (Linco Research, St. Charles MO, USA) a sérové hladiny C-reaktivniho
proteinu byly stanoveny vysoce citlivou analyzou (Bender MedSystems, Vienna,
Austria). Sérové koncentrace leptinu a rezistinu byly méfeny komercénimi ELISA kity
(BioVendor, Modrice, Czech Republic). Sérova koncentrace inzulinu byly méfeny
komercnim RIA kitem (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette, France).

10.2 Biopsie tukové tkané

Biopsie podkozni tukové tkané byla u pacientd 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 lateralné 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 bfisSni st€nou zavedena plastova kanyla s kovovym
zavadécem (Braunile MT, 12 G, délka 80 mm, vnitfni/vnéjSi primér 2.2/2.7 mm,
Braun Melsungen, Némecko). Po opatrném rozruseni podkozni tukové tkané byl
odstranén kovovy zavadéc, na kanylu byla pfipojena 20 ml stfikacka a pomoci
podtlaku bylo odebrano pozadované mnozstvi tukové tkané (200-1000 mg). Vzorky
tkané byly rozdéleny do plastovych zkumavek (Eppendorf, AG, Némecko, obsah 1.5
ml) s 1 ml RNA stabilizujiciho Cinidla (RNAlater, Quigen, Némecko), okamzité

zamrazeny na -80°C a ulozeny k dalSimu zpracovani.
10.3 Izolace krevnich monocytti

Krevni vzorky pouzité k izolaci perifernich monocytl byly odebirany do média
obsahujiciho Na-EDTA a zpracovany do 2 hodin po odbéru. Leukocyty se ze vzorku
ziskavaly pomoci Ficoll-Paque ™ Plus (Amersham Biosciences AB, Svédsko). Do 50

ml zkumavky Falcon bylo napipetovano 3.5 ml Ficoll-Paque™ Plus a nasledné bylo
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pomalu pfidano 5 ml krevniho vzorku. Po centrifugaci byly agregaty leukocytU
pfeneseny do dalSi zkumavky obsahujici 10 ml PBS (0.001 M PBS, pH 7.4) a
opétovné centrifugovany. Supernatant byl odsan a bunééna peleta byla rozpusténa

v roztoku DE-GAS (0.01 M PBS pH 7.4; 0.5 M EDTA ph 8.0 a 1% BSA). Monocyty
byly dale izolovany magnetickou izolacni metodou za pouziti magnetickych
mikrokuli¢ek zna¢enych monocytovym antigenem CD14 (MiniMacs Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Némecko). Poté byla z CD14+ monocytl izolovana celkova RNA
na pfistroji MagNA Pure instrument pomoci izola¢niho kitu MagNA Pure Compact
RNA lIsolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Némecko).

10.4 Stanoveni mRNA exprese

Vzorky tukové tkané byly homogenizovany za pouziti kulicek MagNA Lyser Green
Beads na automatickém homogenizatoru MagNA Lyser (Roche Diagnostics GmbH,
Némecko). Poté byla z homogenizatoru na pfistroji MagNA Pure instrument pomoci
kitu MagNA Pure Compact RNA lIsolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Némecko)
izolovana celkova RNA. Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickym
méfenim absorbance pfi 260 nm (NanoPhotometer, Implen, Munchen, Germany).
Pro reverzni transkripci bylo pouzito 0.25 ug RNA. Syntéza byla provedena
soupravou High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Méfeni 48 genu bylo provedeno pomoci panelu TagMan®
Custom Array na pfistroji ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA).

V reakéni smési se nachazelo cca 12 ug cDNA, TagMan® Universal PCR Master Mix
[, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a voda zbavena
nukleaz (Fermentas Life Science, Litva) se specifickymi TagManGene Expression
Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) pouzitymi pro reakci. Data byla
vyjadfena jako prahové hodnoty (Ct), tzn. jako zména fluorescence v realném Case.
Pro kazdy vzorek byly stanovovany také endogenni kontroly B-2-mikroglobulin a
HPCLA1 pro kompenzaci odchylek ve vstupnim objemu do reakéni smési a ucinnosti
reakce. Relativni genova exprese sledovanych genu byla vypocitana podle vzorce 2-
AA (CT cytokinu — CT endogenni kontroly).

10.5 Statisticka analyza dat

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu SigmaStat (SPSS Inc.,

USA). Jednotlivé parametry byly vyjadfeny jako pramér £+ SEM (standard error of the
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mean — stfedni chyba primeéru). Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily a
korelace, kde p bylo mensi nez 0.05. K porovnani rozdilli v genovych expresich,
antropometrickych, biochemickych a hormonalnich parametrech ve skupiné obéznich
subjektl pfed a po laparoskopickou tubulizaci Zaludku a kontrolni skupinou byla
pouZzita jednocestna analyza rozptylu (One-way ANOVA) nasledovana Holm-
Sidakovym testem. Rozdily mezi obéznimi zenami pfed a po laparoskopické
tubulizaci zaludku byla pouzita ANOVA nasledovana Dunnovym testem. K vylouceni
tzv. faleSné pozitivnich hodnot byla pouzita Benjamini-Hochbergova metoda pro
mnohocetné testovani genové exprese v perifernich monocytech a podkozni tukove

tkani.
11. Vlastni vysledky

11.1 Tfi mésice pravidelné aerobni fyzické aktivity u obéznich pacientd zlepsuji
subklinicky zanét, avsak neovliviuji systémovy krevni tlak a endokrinni funkci

podkozni tukové tkané

Cil prace: Cilem nasi prace bylo posoudit vliv pravidelné tfimésicni fyzické aktivity
na parametry subklinického zanétu a prozanétlivy profil podkozni tukové tkané. Dale
jsme hodnotili efekt tfimésicni fyzicke aktivity na antropometrické, biochemickeé a
hormonalni parametry, krevni tlak a mRNA expresi vybranych adipokint, chemokind,

cytokinu a jinych faktort v podkozni tukové tkani.

Metodika: U 15 obéznich zen bez DM2 (OB) s arterialni hypertenzi a 15 zdravych
kontrolnich subjektl (C) s normalni hmotnosti jsme vySeffili zakladni
antropometrickeé, biochemické a hormonalni parametry za pomoci standardnich
laboratornich metod. Krevni tlak ve skupiné obéznich byl hodnocen jednorazoveé
sphygmomanometrem a 24-hodinovym monitorovanim krevniho tlaku pfed a po 3
mésicich cvi¢eni. Kontrolni skupina byla vySetfena pouze za bazalnich podminek a
skupina obéznich zen s arterialni hypertenzi bazalné a po tfech mésicich
pravidelného fyzického cviceni. Sérové koncentrace FABP-4, rezistinu, leptinu a
adiponektinu byly méfeny komercénimi ELISA kity. Sérové koncentrace inzulinu byly
méfeny komerénimi RIA kity. K analyze mRNA exprese vybranych faktor( byla
pouzita metoda RT PCR. Zvolena intervence zahrnovala 30 min aerobniho cviceni
tfikrat tydné po dobu tfi mésica.
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Vysledky: Za bazalnich podminek méla obézni skupina oproti kontrolni skupiné
signifikantné vyssi télesnou hmotnost, BMI, procento tuku v téle, obvod pasu a boku,
zvysSenou glykémii na la¢no, sérové triacylglyceroly, CRP, IA, inzulin, leptin, FABP-4
a HOMA index soucasné se zvySenou expresi chemokint (CCL-2, -3, -4, -17), CD68,
apelinem, angiopoetinem 1, IGF1R, CD40-ligand, IL10 a STAT3 v podkozni tukové
tkani. Exprese genu renin-angiotenzin-aldosteronového systému v podkozni tukové
tkani se mezi skupinami vyrazné neliSila. Po 3 mésicich pravidelné fyzické aktivity
doslo k signifikantnimu zlepSeni vSech antropometrickych parametrd, lacné glykémie,
CRP a HOMA indexu. Sérové koncentrace adiponektinu, leptinu, FABP-4 a inzulinu
se nezmenily. Po intervenci nedo$lo kromé zvySeni mRNA exprese AQP-3 k zadné

jiné signifikantni zméné v expresi vybranych gend v podkozni tukové tkani.

Zaveér: Hlavnim zjisténim této prace je, Ze 3 mésice pravidelné fyzické aktivity
signifikantné snizily té€lesnou hmotnost, systémovy subklinicky zanét a inzulinovou
rezistenci bez pfimého vlivu na endokrinni funkce tukové tkané, renin-angiotenzinovy
systém v tukové tkani, nebo na cirkulujici hladiny lipida. Tyto nalezy naznaduji, ze
endokrinni funkce podkozni tukové tkané pravdépodobné nejsou zodpoveédné za

ZlepSeni subklinického zanétu a inzulinové rezistence.

Vysledky této prace byly publikovany v ¢asopisu Physiological Research, plny text

clanku v otisténé verzi je uveden v pfiloze.

11.2 Laparoskopicka tubulizace zaludku snizuje mRNA expresi prozanétlivé
pusobicich gent v podkozni tukové tukové tkani ale nikoliv v perifernich

monocytech u obéznich pacientt

Cile prace: Cilem nasi prace bylo posoudit vliv laparoskopickeé tubulizace Zaludku na
prozanétlivy profil v podkozni tukové tkani a perifernich monocytech po dvou letech
sledovani. Dale jsme hodnotili expresi vybranych prozanétlivé pusobicich gen

v podkozni tukové tkani a perifernich monocytech.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 13 obéznich zen bez DM2 (OB) a 18 zdravych
kontrolnich subjektd (C) s normalni hmotnosti. Antropometrické, biochemickeé a
hormonalni parametry a odbér podkozni tukové tkané byly provadény bazalné a v 6,
12 a 24 mésici po LSG. K analyze mRNA exprese 45 gen( v podkozni tukové tkani
(SCAT) a perifernich monocytech (PM) byla pouzita metoda RT-PCR.
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Vysledky: Za bazalnich podminek byly signifikantné zvySené sérové koncentrace
prozanétlivych faktorll hsCRP (0.42 + 0.58 vs. 1.45 + 0.85 mg/l; p<0.05) ve srovnani
s kontrolni skupinou. mRNA exprese makrofagového antigenu CD68, cytokinu (IL-10,
IL-18), chemokind (CCL-3, -17, -22) a chemokinového receptoru CCR1 byly zvy3ené,
zatimco mRNA exprese adiponektinového receptoru 2 (ADIPOR2), JUN
protoonkogenu, NFkB2 a vaskularniho endotelialniho rastového faktoru A (VEGFA)
byla sniZzena v SCAT obéznich Zzen ve srovnani se zdravymi kontrolami. V perifernich
monocytech (PM) byla zjisténa zvySena exprese CD68, chemokinovych receptort
(CCR-1, CCR-2, CCR-3) a jinych prozanétlivych receptorti (TLR-2, TLR-4,
TNFRSF1A), makrofagovy migracni inhibi¢ni faktor (MIF), ICAM-1, PPARS a
ADIPORZ2 ve skupiné obéznich ve srovnani s kontrolni skupinou. Po 24 mésicich od
LSG doslo ke snizeni télesné hmotnosti (BMI142.3 £ 4.1 vs. 33.0 £ 6.0 kg/m2;
p<0.05) a zlepSeni lipidového profilu (LDL cholesterol 2.76 + 1.06 vs. 2.37 £ 1.10
mmol/l; p<0.05; TAG 1.71 £ 0.83 vs. 0.95 £ 0.56 mmol/l; p<0.05) bez signifikantniho
vlivu na glykémii (4.99 + 0.80 vs. 5.18 £ 0.83 mmol/l; p<0.05) nebo parametry
inzulinové rezistence (HOMA-IR 8.51 £ 4.83 vs. 7.24 + 4.98; p<0.05). V podkozni
tukové tkani, LSG snizila mRNA expresi témér vSech up-regulovanych chemokind,
chemokinovych receptorli a prozanétlivych faktoru (CCL-3, CCL-17, CCL-22, CCR-1,
CCR-4, CD68, IL-1B, IL-18) s maximem zmén ve 12. a 24. mésici po operaci.

V kontrastu s tim byl prokazan jen minimalni efekt na prozanétlivy profil v perifernich
monocytech v pribéhu celé studijni periody s perzistentnim zvySenim mRNA
exprese témér viech faktorl, jako je MIF, TLR-2, TLR-4 a jinych prozanétlivé

pusobicich receptora.

Zaver: V této studii jsme prokazali, ze obézni pacienti méli zvySenou mRNA expresi
chemotaktickych a prozanétlivé pasobicich faktord v podkozni tukové tkani a

v perifernich monocytech. LSG zlepSila tento profil v podkozni tukové tkani, ale
nikoliv v perifernich monocytech. Pfedpokladame, Ze aktivace TLR-stresové
prozanétlivé signalizaCni cesty a zvySena exprese MIF v perifernich monocytech se
muze podilet na omezeném efektu LSG na zlepSeni inzulinové rezistence. Tento
pretrvavajici stav zvySené exprese prozanétlivych a chemotakticky pusobicich
faktort v perifernich monocytech 2 roky po LSG se muze podilet na perzistenci
a/nebo budouci remanifestaci metabolickych komplikaci u obéznich pacientl po

metabolické chirurgii.
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Vysledky této prace byly publikovany v ¢asopise Molecular Cellular Endocrinology,

plny text ¢lanku v otisténé verzi je uveden v pfiloze.
12. Diskuze

Jak bylo prokazano v Cetnych experimentalnich i klinickych studiich, terapie obezity
fyzickou aktivitou a bariatrickou chirurgii ma u obéznich jedincl vyrazné pozitivni
metabolické ucinky. Patofyziologické mechanismy zodpovédné za uvedené ucinky
vSak dosud nejsou zcela pfesné objasnény. Tubulizace Zaludku je restriktivni
bariatrickou operaci, které vede k vyznamnému snizeni télesné hmotnosti i zlepSeni
fady dalSich parametrd. Na jejich U€incich se jisté mohou podilet i pfimé hormonalni
vlivy — pfedevsim snizeni sérovych koncentraci orexigenné-pusobiciho ghrelinu.

V nasi praci méla tubulizace Zaludku pozitivni vliv na celou fadu metabolickych
parametrd. Mimo jiné vyznamné zlepsSila prozanétlivy profil podkozni tukové tkané u
obéznich pacientek bez diabetu, avSak neméla zadny vliv na zvySenou expresi
prozanétlivé pusobicich faktor( v perifernich monocytech v pribéhu 2letého
sledovani. NaSe data ve shodé s jinymi pracemi naznacuji, Ze jednim z mechanism,
které se mohou podilet na metabolickém zlepSeni pacientek po tubulizaci Zaludku,
muze byt zmirnéni chronického zanétlivého stavu a to zejména v podkozni tukové
tkani [556]. Jiné prace prokazaly, Ze tubulizace zaludku mize mit pozitivni vliv na
antropometrické parametry [560], stejné tak jako na parametry inzulinové rezistence,
kontrolu glykémie u pacientl s diabetem 2. typu, sérové koncentrace lipidd [561] a
hodnoty krevniho tlaku [563]. V nasi studii tubulizace Zaludku signifikantné snizila
télesnou hmotnost, zlepsila lipidovy profil pacientek a sniZila subklinicky zanét, ktery
byl méfen pomoci hsCRP. V prubéhu 2letého sledovani pacientek nebyl pozorovan
vliv na na parametry glukézového metabolismu (glykémie na lacno, HbA1c, HOMA
index). Tento efekt muze byt vysvétlen tim, Ze obézni pacientky ve sledované
skupiné nemély poruchu glukézového metabolismu. Pozitivni efekt tubulizace
Zaludku pretrvaval po celou dobu studie, ackoliv byl pozorovan patrny, ale
nesignifikantni trend ke zvySovani BMI a glykémie na konci 2letého sledovani
pacientek. V souladu s jinymi pracemi [243, 262, 263, 564], které byly publikovany na
toto téma, jsme na pocatku studie pfed intervenci prokazali zvySenou expresi
chemotakticky pasobicich cytokint v podkozni tukové tkani. ZvySeny byly exprese
CC chemokinl 3, 17 a 22 s korespondujicim zvySenim odpovidajicich

chemokinovych receptori (CCR-1, -2, -3) a jinych prozanétlivé plsobicich receptor(
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(TLR-2, TNFRS1A) v perifernich monocytech. Vy3ssi exprese markeru makrofagu
CD68 ukazuje na zvySenou akumulaci imunokompetentnich bunék v podkozni
tukové tkani obéznich jedincl, coz muze dale pfispivat k progresi lokalniho
subklinického zanétu. ZvySena exprese prozanétlivé pasobiciho cytokinu IL-18,
stejné tak jako zvySena exprese protizanétlivé pasobiciho cytokinu IL-10 naznaduiji,
Ze tukova tkan obéznich jedincu je infiltrovana nikoliv pouze M1-makrofagy, které
produkuji prozanétlivé cytokiny, ale také protizanétlivé pasobicimi makrofagy M2, kdy
IL-10 je jeden z typickych cytokinu téchto bunék [565, 566]. Vysledky nasi prace
potvrzuji pfitomnost silného prozanétlivého a chemotaktického stavu makrofagl a
jinych bunék imunitniho systému v podkozni tukové tkani obéznich pacientek. Tento
fakt naznacuje, ze obezita i bez poruchy glukézového metabolismu je schopna zvysit
chemoatrakcni potencial podkozni tukové tkané pro vstup dalSich prozanétlivych
imunokompetentnich bunék. Pomérné pfekvapivym zjiSténim nasi studie je
skute€nost, Ze tubulizace zaludku kromé vyrazného zlepSeni prozanétlivého profilu

v podkozni tukové tkani neméla zadny vliv na zvySenou expresi prozanétlivé
pusobicich genu a jinych prozanétlivé pusobicich pusobkul v perifernich monocytech.
Po tubulizaci zaludku doS$lo ke snizeni exprese prozanétlivé pasobicich chemokinl a
markeru makrofagli CD68, coz ukazuje na snizenou chemoatrakéni schopnost a
snizenou infiltraci podkozni tukové tkané imunokompetentnimi burikami. Tento efekt
na zvySenou expresi prozanétlivé plsobicich chemokinl a jinych prozanétlivych
receptorll nebyl zjistén v perifernich monocytech v pribéhu celého obdobi sledovani
po operaci. Nase data jsou v rozporu s vysledky jiné nasi prace u obéznich pacientt
s diabetem 2. typu, u kterych 3tydenni nizkokaloricka dieta s energetickym pfijmem
2500 kJ/den vedla k signifikantnimu a konzistentnimu snizeni zvySené mRNA
exprese vSech chemokinovych a cytokinovych receptoru v perifernich monocytech a
k podobné i kdyZz méné vyjadfené zméné v expresnim profilu zvySené
exprimovanych chemokinl v podkozni tukové tkani [243]. Jeden zfejmy rozdil mezi
nasi a uvedenou studii, ktery by ¢astecné mohl vysvétlit rozdilné vysledky, je
pfitomnost diabetu ve skupiné Zen v citované praci s nizkokalorickou dietou.
Nicmeéné tato zjiSténi naznacuji, ze chemotakticky profil v perifernich monocytech
muze byt vice ovlivnén kratkodobymi zmé&nami v energetickém pfijmu (které jsou
charakteristické pro nizkokalorickou dietu), zatimco prozanétlivy a chemoatrakéni
profil v podkozni tukové tkani mize byt vice ovlivén dlouhodobym poklesem télesné
hmotnosti jaky je pfitomen po tubulizaci Zaludku. Podkozni tukova tkan maze byt
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primarnim mistem, kde dochazi k metabolicky pozitivnim zménam u dlouhodobé&;si
redukce télesné hmotnosti po tubulizaci zaludku, zatimco periferni monocyty mohou
hrat dalezitou roli v dlouhodobém pretrvavani nebo recidivé vzniku subklinického

zanétu po tubulizaci zaludku [567].

S vyjimkou zmény v chemoatrakénim profilu mohou byt do dlouhodobého pfetrvavani
prozanétlivého stavu zahrnuty i jiné specifické mechanismy v perifernich
monocytech. Toll-like receptory jsou jednim z kliCovych komponent vrozeného
imunitniho systému a jsou exprimovany prevazné na monocytech. Toll-like receptory
se podileji na patogenezi inzulinoveé rezistence na zvifecich modelech [391, 568] a
zprostifedkovavaji vznik prozanétlivého stavu v cévach a inzulinovou rezistenci u
dietou-indukované obezity [569]. Aktivace Toll-like receptorl v adipocytech byla
asociovana se vznikem inzulinové rezistence u obéznich a s naslednym rozvojem
diabetu 2. typu [570]. Vysoké koncentrace glukozy a volnych mastnych kyselin v krvi
mohou zvySovat aktivaci a expresi TLR2 a TLR4, coz vede k vyssi aktivaci
prozanétlivé cesty pfes nuklearni faktor (NF)- kB [571]. V naSi praci jsme pozorovali
signifikantni zvySeni mMRNA exprese TLR2, TLR4 a NFkB2 v perifernich monocytech
obéznich pacientek ve srovnani se zdravymi Zenami pfed laparoskopickou tubulizaci
Zaludku a toto zvySeni pfetrvavalo po celou dobu sledovani. Toto zvySeni naznacuje

pretrvavajici aktivaci TLR prozanétlivé osy v perifernich monocytech.

Jinym faktorem, ktery se mize podilet na pfetrvavajicim prozanétlivém stavu po
tubulizaci zaludku, mUze byt makrofagovy migracni inhibi¢ni faktor (MIF), ktery je
Siroce exprimovanym prozanétlivym cytokinem, ktery se podili na vzniku velkého
mnozstvi zanétlivych onemocnéni [572-574]. Jeho deficit je spojen se snizenou
infiltraci makrofagl do bilé tukové tkané a pokles systémového chronického zanétu a
subklinického lokalniho chronického zanétu v riznych organech [575]. ZvySena
exprese tohoto prozanétliveho cytokinu v perifernich monocytech byla pozorovana

v nasi studii po celou dobu sledovani pacientek po tubulizaci zaludku.

U obéznich zen, které podstoupily tubulizaci Zzaludku, jsme prokazali, Zze podkozni
tukova tkan a periferni monocyty vykazuji silny chemoatrakéni a prozanétlivy profil

s korespondujicim zvySenim exprese chemotaktickych faktorl a jejich odpovidajicich
receptorl. Tubulizace zaludku zlepSila metabolickou kontrolu pacientek a snizila
subklinicky chronicky zanét. Tento efekt byl spojen se zlepSenim prozanétlivého
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expresniho profilu chemokinl, chemokinovych receptorli a prozanétlivé pusobicich

cytokinl v podkozni tukové tkani, ale nikoliv v perifernich monocytech.

Ve druhé préaci jsme sledovali u pacientek s obezitou vliv pravidelné fyzické aktivity.
Zde bylo nejdulezitéjSim zjisténim, Ze tfi mésice pravidelné fyzické aktivity
signifikantné snizily télesnou hmotnost a obsah tuku v organizmu, systémovy
subklinicky zanét a inzulinovou rezistenci bez vyznamného vlivu na endokrinni
funkce podkozni tukové tkané, krevni tlak a sérové koncentrace lipida. Tato zjisténi
jsou ve shodé i s jinymi pracemi, které zkoumaly vliv fyzické aktivity na expresi
riznych adipokinl v podkozni tukové tkani. Prace Polaka et al. se zabyvala vlivem
12tydenni fyzické aktivity u osmi obéznich postmenopauzalnich Zen na expresi
vybranych adipokint v podkozni tukové tkani. Tyto Zeny zredukovaly v prabéhu
cvi¢ebniho rezimu svoji hmotnost o cca 5 kg, ale nebyla zjist€na Zadna signifikantni
zména v relativni genové expresi adiponektinu, leptinu, IL-6, nebo TNF-a v podkozni
tukové tkani [576]. DalSi prace sledovala vliv 12tydenni fyzické aktivity u dvanacti
obéznich muzu stfedniho véku, tato intervence nevedla v této studii k signikantnimu
poklesu hmotnosti a nedoslo ani k signifikantni zméné relativni genové exprese
adiponektinu, leptinu, IL-1B, IL-6 a TNF-a [577]. Christiansen et al. ve své 12tydenni
intervencni studii s fyzickou aktivitou neprokazal ve skupiné obéznich pacient(
Zadnou signifikantni zménu v relativni genové expresi IL-6, MCP-1, MIP-1a, TNF-a a
leptinu v podkozni tukové tkani a nebyla zjiSténa ani zadna signifikantni zména

v markerech infiltrace tukové tkané makrofagy CD-68 a CD-14 [578]. Vysledky
citovanych praci a nasi prace naznacuiji, ze endokrinni funkce podkozni tukové tkané
neni pravdépodobné primarné zodpovédna za zlepSeni systémového subklinického
zanétu a inzulinové rezistence. Obezita je typicky charakterizovana nikoliv jen
nadmérnou akumulaci tukoveé tkané, ale i hypertrofii adipocytu a zvySenou produkci
prozanétlivych faktorl a faktor pfimo zhorSujicich inzulinovou rezistenci [579].
Skupina obéznich pacientek v nasi studii méla pfed intervenci zvySenou expresi
chemotaktickych cytokind (CC chemokiny 2, 3, 4 a 17) a makrofagového markeru
CD68 ve srovnani s kontrolni skupinou. To naznacCuje zvySeny prozanétlivy stav
tukové tkané u pacientek s obezitou a vysSi infiltraci tukové tkané makrofagy, coz je
v souladu s vysledky nasi prace s tubulizaci zaludku a pracemi jinych autor( [261,
263]. Dale byla u obéznich Zen prokazana zvySena genova exprese protizanétlivé
pusobiciho IL-10, jednoho z fenotypickych markerl protizanétlivych M2-makrofagu
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[565], naznacujicich komplexni vliv obezity na zastoupeni imunokompetentnich
bunék v tukové tkani. Tyto vysledky naznacuji pfitomnost silného prozanétlivého a
chemoatrakéniho stavu podkozni tukové tkané pro makrofagy a jiné

imunokompetentni bunky u obéznich pacientek.

DalSim zajimavym zjiSténim naSi prace je, ze tfi mésice pravidelné aerobni fyzické
aktivity nemély vliv na zvySené exprimované chemokiny v podkozni tukové tkani. To
ukazuje na pretrvavajici prozanétlivy a chemotakticky stav v podkozni tukoveé tkani i
po tomto typu intervence fyzickou aktivitou. Nedostateény efekt 3mésicni pravidelné
fyzickeé aktivity na prozanétlivy stav podkozni tukové tkané v kombinaci se zlepSenim
systémového subklinického zanétu muze mit nékolik vysvétleni. Za prvé, bylo
dolozeno, Ze podkozni tukova tkan, ktera pfedstavuje kvantitativné nejvyznamnéjsi
tukové depo, neni metabolicky nejaktivnéj§im podtypem tukové tkané s ohledem na
systémoveé metabolické u€inky [580]. Experimentalni a klinické prace prokazaly, Zze
hlavnim mistem produkce faktort s prozanétlivym u€inkem u obéznich pacientt

s diabetem 2. typu €i bez néj je visceralni tukova tkan [44, 581]. Ackoliv studie u lidi,
na rozdil od experimentalnich praci, pfesvédcivé neukazaly, Ze visceralni tukova tkan
ma veétsi prozanétlivy potencial nez podkozni tukova tkan, bylo prokazano, ze
redukce hmotnosti zpusobena dietou, nebo cvi€enim je zpusobena vice ubytkem
visceralni nez podkozni tukove tkané [582, 583]. V nasi praci byl signifikantni pokles
visceralni tukové tkané dokumentovan snizenim obvodu pasu, coz predpoklada, ze
zmény endokrinni funkce tukové tkané by mohly byt vice vyjadfeny ve visceralni, nez
v podkozni tukové tkani. Na druhou stranu nebyly zaznamenany zadné vyznamné;jsi
zmény v cirkulujicich sérovych koncentracich nami vybranych adipokinu po tfech
mésicich pravidelného cvi¢ebniho rezimu. Dle nasich vysledkU je pravdépodobné, ze
zmény endokrinni funkce tukové tkané maiji zifejmé jen maly vliv na zlepSeni

subklinického zanétu a inzulinové rezistence.

Jedinou signifikantni zménou v relativni genoveé expresi v podkozni tukové tkani po
tfech mésicich fyzické aktivity bylo zvySeni exprese genu pro aquaporin-3, coz
naznacuje jeho mozné spojeni s pravidelnou fyzickou zatézi. Jak jiz bylo fe€eno
aquaporiny jsou rodinou malych, hydrofobnich, integralnich membranovych proteind,
které jsou exprimovany v fadé tkani a jsou zodpovédné za transport vody a glycerolu,
migraci bunék, neuronalni signalizaci a fadu dalSich procesu [473]. Aquaporin 3 je

silné exprimovan v bazalni vrstvé keratinocytu, kde se podili na transportu vody a
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hydrataci podkozni tukove tkané [584]. Néktera data ukazuji, Ze miaze byt zapojen do
fizeni bunécné proliferace a to prostfednictvim regulace transportu glycerolu. Jsou
prace, které naznacuiji, Ze aquaporiny by mohly byt zapojeny do zmén proliferacni

aktivity tukove tkané po fyzické aktivité [585].

Zvysena exprese hlavnich komponent renin-angiotenzin-aldosteronového systému,
jako je angiotenzin-konvertujici enzym, angiotenzinogen a angiotenzinovy receptor
typ 1 v tukové tkani mize ukazovat vztah mezi obezitou a vznikem arterialni
hypertenze [586]. V nasi studii s fyzickou aktivitou mély vdechny obézni pacientky
arterialni hypertenzi. V porovnani se zdravou, kontrolni skupinou nebyl nalezen
signifikantni rozdil v relativni genové expresi genu pro angiotenzin-konvertujici
enzym, angiotenzinogen a angiotenzinovy receptor typ 1 v podkozni tukové tkani ve
srovnani s kontrolni skupinou jedinct s normalnimi hodnotami krevniho tlaku.
3mésicni fyzicka aktivita neméla vliv na zadny z téchto parametrd. Tyto nalezy jsou
ve shodé s praci Giacchettiho et al., ktery prokazal zvySenou relativni genovou
expresi pro angiotenzinogen a angiotenzinovy receptor typ 1 ve visceralni ale nikoliv
podkozni tukové tkani obéznich pacientu [587]. V jiné naSi praci, ktera byla
provadéna u kardiochirurgickych pacientu, jsme neprokazali zadny rozdil v relativni
genoveé expresi slozek renin-angiotenzin-aldosteronového systému v epikardialni a
podkozni tukové tkani, coz prfedpoklada, ze jejich regulace maze byt odlisna

v riznych podtypech tukové tkané [588]. Tyto data neukazuji souvislost mezi
zvySenou produkci komponent renin-angiotenzin-aldosteronového systému

v podkozni tukové tkani, obezitou a vznikem arterialni hypertenze.

Velka Cast dlouhodobéjsich studii zamérenych na efekt pravidelného cvi¢eni na
cirkulujici hladiny lipidd prokazala zvySené sérové koncentrace HDL-cholesterolu a
snizené sérové koncentrace triglyceridd [589]. V nasi studii byla pozorovana pouze
nesignifikantni tendence ke zlepSeni téchto parametru. Tento nedostatecny efekt
cvi¢eni muze byt vysvétlovan malou frekvenci cvieni, ktera byla provadéna trikrat
tydné a kratkou dobou cvi€ebniho programu, ktery trval celkem tfi mésice, zatimco
v ostatnich studiich byl cvi¢ebni program nastaven na Sest a nékdy i vice mésicu
[590]. Podobné jsme nepozorovali ani signifikantni zménu v hodnotach krevniho
tlaku po tfech mésicich cvicebniho programu. Nepfitomnost zmén v krevnim tlaku
muze byt vysvétlena tim, Ze v pribéhu studie byla dle potfeby upravovana (obvykle

snizovana) antihypertenzivni medikace, coz mohlo potencialné detekovatelné zmény
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krevniho tlaku zamaskovat. Tato zjiSténi mohou také naznacCovat, ze
k signifikantnimu snizeni krevniho tlaku &i zlepSeni cirkulujicich lipidd mize byt nutné

delSi trvani fyzické aktivity, pfipadné jeji vyssi frekvence nebo intenzita.

Nase prace tedy prokazala, Ze tfi mésice pravidelného cvicebniho programu snizily
systémovy subklinicky zanét a zlepsily inzulinovou rezistenci, mély maly vliv na
endokrinni funkci podkozni tukové tkané a zadny efekt na krevni tlak a cirkulujici
hladiny lipidQ. Tato zjisténi naznacuji, ze zmény prozanétlivého stavu podkozni
tukové tkané se pravdépodobné nepodileji na pozitivnich metabolickych a
protizanétlivych efektech pravidelného cvi€ebniho rezimu. Zajimavym zjiSténim nasi
prace je zvySeni relativni genové exprese aquaporinu-3 v podkozni tukové tkani po
cviCebnim rezimu. Fyzicka aktivita snizuje objem télesného tuku zvySenim
energetického vydeje [591]. V prabéhu fyzické aktivity dochazi k mobilizaci tukovych
zasob a to pfevazné triacylglycerolu. Tukova tkan je dulezitym metabolickym
substratem v prabéhu prolongovaného cvi¢eni [592]. Pfedpoklada se, ze podkozni
tukova tkan pfispiva nejvétsi mérou podilem mastnych kyselin, které jsou

v kone¢ném dulsledku oxidovany pfi mirné intenzité cvieni, kdezto visceralni tukova
tkan se na tomto procesu podili jen malé mife [593]. Je tfeba také zminit
triacylglyceroly obsazené ve svalech, které se uvolfuji pfi cviCeni stfedni intenzity
[594, 595]. Uvolnéni mastnych kyselin z tukové tkané v pribéhu cvi€eni je umoznéno
lipolyzou tukové tkané, stupném reesterifikace mastnych kyselin a krevnim pratokem
tukovou tkani [596, 597]. Cvi€enim navozena zvysena lipolyza tukové tkané je
pri¢itana zvySenym sérovym koncentracim katecholamini a malému snizeni
sérovych koncentraci inzulinu [596, 598]. Rada studii potvrdila, Ze za lipolyzu
indukovanou cvi¢enim jsou zodpovédné cirkulujici sérové koncentrace adrenalinu
[599, 600], nicméné i po zablokovani u¢inkd adrenalinu v tukové tkani dochazi

k uvolfiovani mastnych kyselin do systémové cirkulace [600]. Toto pfedpoklada
pritomnost jinych cirkulujicich faktoru, které aktivuji lipolyzu v pribéhu fyzické
aktivity. Fyzicka zatéz nizké intenzity je silnym stimulem pro mobilizaci tukd z tukové
tkané ve stavu na la¢no a pfijem stravy tuto mobilizaci volnych mastnych kyselin

z tukové tkané snizuje [601]. Fyzicka aktivita ma déletrvajici efekt (10-20 hodin) na
oxidaci tukll obsaZenych ve stravé [602, 603]. Glukdza je nezbytna pro syntézu
triacylglycerolu v adipocytech a to tvorbou glycerol-3-fosfatu, ktery muze byt

prekurzorem pro syntézu mastnych kyselin pfes de novo lipogenezu [604]. Uvolnéni
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glycerolu lipolyzou v tukové tkani se mize podilet na tvorbé glukdzy procesem
glukoneogeneze v jatrech [604]. Nékteré prace ukazuji, ze efekt cviceni mize byt
odlisny v rliznych oblastech podkozni tukové tkané a to v zavislosti na krevnim
prutoku danou oblasti a na typu fyzické aktivity [605]. Neni doposud zcela objasnéno,
jak se zvysuje pratok krve tukovou tkani paralelné se zvySovanim intenzity fyzické
zatéze a mobilizaci mastnych kyselin. Nékteré hypotézy ukazuiji, Zze fyzicka aktivita

s velkou intenzitou vede k vazokonstrikci cév tukové tkané navozenou katecholaminy
a poklesu prutoku krve tukovou tkani. Nékteré prace dokumentuji, Ze fyzicka aktivita
s velkou intenzitou ma za nasledek snizeni uvoliovani mastnych kyselin z tukové
tkané [594, 606, 607]. S pfihlédnutim na riznorodost velikosti tukovych zasob

v organizmu, Ize dle vysledkl nékterych praci predpokladat, Ze lipolyza navozena
cvicenim je vySSi v hornich (abdominalnich) ¢astech podkozni tukové tkané ve
srovnani s dolnimi (hyzdova, nebo femoralni krajina) ¢astmi podkozni tukové tkané a
to i v pfipadé, kdy je cviCebni rezim primarné cilen na svalstvo dolni ¢asti téla [596,
605]. Jedna prace poukazala na to, Zze pokud je cvi€eni soustfedéno na paze,
lipolyza je i tak vétSi v abdominalni tukové tkani, nez v podkozni tukové tkani

v oblasti kli¢ni kosti [608]. Na zakladé téchto vysledkl se pfedpoklada, Zze zména
citlivosti na katecholaminy mlze vysvétlovat tyto mistni rozdily v lipolyze v riznych
oblastech podkozni tukové tkané v prabéhu fyzické aktivity [488, 609, 610]. Pokud
jde o uvolfovani mastnych kyselin po cvi€ebnim rezimu, tento proces zlstava zvySen
spole¢né se zvySenym krevnim prutokem tukovou tkani nékolik hodin po fyzické
aktivité s mirnou intenzitou [611, 612]. Nicméné je tfeba upFesnit, Ze bezprostfedné
po ukonc&eni cvieni je toto uvolfiovani mastnych kyselin do€asné snizeno a teprve
poté, dochazi ke zvySeni, které trva v priméru 3 hodiny [611, 612]. Toto zvySeni
uvolfiovani mastnych kyselin a krevniho pratoku tukovou tkani po cvi¢ebnim rezimu
nebylo pozorovano u pacientl s diabetem 2. typu [613]. Jedna nedavno publikovana
prace poukazala na pozitivni korelaci mezi intenzitou fyzické zatéze (absolutni
energeticky vydej) a uvolfiovanim mastnych kyselin po ukonceni fyzické aktivity
[614], coz naznaduje roli intenzity fyzické zatézZe, jako dulezitého faktoru pfi
mobilizaci mastnych kyselin z tukoveé tkané [614].

Cirkulujici glycerol pochazi z lipolyzy tukove tkané, pfijimané stravy a z glycerolu,
ktery je reabsorbovan v proximalnich tubulech [478, 482]. Je dulezitym metabolickym

substratem pro syntézu triacylglyceroll a v gluk6zové homeostaze, kdy se v procesu
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jaterni glukoneogeneze podili na tvorbé glukdzy pfi stavu lacnéni [615]. Tukova tkan
predstavuje dllezity zdroj plazmatického glycerolu [478]. Doposud se predpokladalo,
Ze hlavnim kanalem pro glycerol je aquaporin-7 (AQP-7), ale nova data ukazuiji, Zze
se na transportu glycerolu v adipocytech vyznamnou mérou podili i aquaporin-3
(AQP-3) a aquaporin-9 (AQP-9) [479, 480]. Moznym duvodem pfitomnosti nékolika
glycerolovych kanalu v adipocytech je skutecnost, Ze Fizeni lipidového a glukézového
metabolismu je komplexni a slozity signalizacni proces. Aquaporin-3 je pfitomen

v cytoplazmatické membrané a cytoplazmé [480], oproti ostatnim aquaprinim, které
jsou pfitomny v plazmé, nebo v cytoplazmatické membrané. Mezi hlavni funkce
aquaglyceroporinli v adipocytech patfi kontrola vstfebavani a uvolfiovani glycerolu,
dvou klicovych krokud v syntéze triaclyglycerolt (lipogenezi) a hydrolyze
triacylglyceroll (lipolyze) [481]. Za podminek negativni energetické bilance jako je
hladovéni Ci fyzicka aktivita jsou triaclyglyceroly hydrolyzovany na glycerol a volné
mastné kyseliny adipocytarni triglyceridovou lipazou a hormon-senzitivni
lipoproteinovou lipazou a jsou uvolfiovany do krevniho obéhu. Katecholaminy
(noradrenalin a adrenalin) fidi lipolyzu pfes lipolytické B-adrenergni receptory (1, 2, 3)
a antilipolytickymi az-adrenergnimi receptory [488]. Aquaporin-3 zvySuje efflux
glycerolu z 3T3-L1 mySich adipocytl v zavislosti na B-adrenergni stimulaci a jinych
lipolytickych stimulech a to pfesunem cytoplazmatické frakce aquaporinu-3 do
cytoplazmatické membrany [489, 490]. Bylo popsano, Ze snizeni exprese aquaporinl
(AQP-3 a AQP-7), které se podileji na effluxu glycerolu z adipocytu v podkozni
tukové tkani vedlo k akumulaci glycerolu intracelularné a vedlo ke zvétSeni objemu
adipocytu [479, 494, 495]. Bylo prokazano, Ze obézni diabetici 2. typu maiji vétsi
zménu v expresnim profilu aquaporinu-3, -7, -9 ve srovnani s nediabetiky, coz
predpoklada, ze fizeni aquaglyceroporinl v lidské tukové tkani vice souvisi

s inzulinovou rezistenci, nez s obezitou [480]. Mysi s vyfazenym genem pro
aquaporin-3 se klinicky manifestovaly nefrogennim diabetes insipidus [616]. Jedinci
majici homozygotni mutaci pro aquaporin-3 jsou bud obézni, nebo maji diabetes 2.
typu [484, 485]. Jiné prace prokazaly, Ze relativni genova exprese aquaporinu-3 je
vyznamné zvySena u nadorovych onemocnéni riznych bunéénych typ(, jako jsou

nadory klze, jicnu, jazyka, kolorektalni tumory a nadory zaludku [506, 617-620].

V kontextu s nasi studii Ize usuzovat, ze zvySeni relativni genové exprese

aquaporinu-3 po tfech mésicich fyzické aktivity u obéznich Zen bylo v navaznosti na
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zvySeni lipolytické aktivity podkozni tukoveé tkané v dusledku cvi¢ebniho rezimu.

13. Zavér a shrnuti vysledku prace

Intenzivni vyzkum vénujici se obezité, diabetes mellitus 2. typu a jinym metabolickym
odchylkam, které se podileji na rozvoji a urychleni procesu aterosklerézy a vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni pfinasi v posledni dobé velké mnozstvi informaci o
riznych faktorech a mechanismech podilejicich se na etiopatogenezi téchto chorob.
Do této skupiny patfi i cela fada faktor s endokrinnimi uc€inky, které jsou
produkovany podkozni a visceralni tukovou tkani a svym regulacnim pusobenim
ovliviiuji pochody ve vétsiné metabolicky aktivnich tkani a organa. Pozitivni vliv
téchto faktortl na celkovy metabolicky profil z nich €ini velice lakavy cil nejriiznéjSich
terapeutickych intervenci. Pfestoze fyzicka aktivita a bariatricka chirurgie patfi

k zakladnim nefarmakologickym postupim v |éEbé obezity, nejsou dosud zndmé
pfesné a jednoznacné udaje o pfesnych mechanismech, které vedou k pozitivnim
ucinkam téchto dvou intervenénich metod. Subklinicky zanét je povazovan za jeden
z hlavnich mechanizmu integrujicich obezitu, diabetes mellitus 2. typu a dalSi
komponenty metabolického syndromu. Hlavni uloha pfi vzniku lokalniho zanétu

v tukové tkani a nasledné i systémové zanétlivé reakci je v souCasnosti pfipisovana
infiltraci tukové tkané imunokompetentnimi burikami, obzvlasté makrofagy,
pochazejicimi z periferni cirkulace. Pfesné mechanismy interakce tukové tkané a
perifernich monocytl (prekurzoru tkafiovych makrofagu) vSak nejsou dosud piné
objasnény. Proto bylo jednim z cilt t&chto dvou interven&nich studii pfinést dalsi
poznatky o vlivu fyzické aktivity na expresi komponent renin-angiotenzin-
aldosteronového systému a jinych prozanétlivych faktord v podkozni tukové tkani ve
skupiné obéznich pacientek s arterialni hypertenzi a zhodnotit vliv fyzické aktivity na
kompenzaci krevniho tlaku a subklinicky zanét. Ve druhé studii s obéznimi
pacientkami jsme se ve snaze blize charakterizovat vzajemnou souhru mezi tukovou
tkani a perifernimi monocyty zaméfili na posouzeni exprese chemotaktickych a
dalSich prozanétlivych faktoru a jim odpovidajicich receptort v podkozni tukové tkani
a perifernich monocytech obéznich pacientek, které podstoupily laparoskopickou

tubulizaci zaludku.
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V nasi studii s fyzickou aktivitou jsme ukazali, ze sérové koncentrace nami vybranych
prozanétlivych faktori a prozanétlivé pasobicich chemokint v podkozni tukové tkani
jsou signifikantné zvySené u obéznich pacientl s arterialni hypertenzi v porovnani se
Stihlymi subjekty. Dale jsme prokazali, ze 3mésicni fyzicka aktivita vedla ke zlepSeni
antropometrickych parametru, zlepSeni kompenzace krevniho tlaku a k poklesu
parametrd subklinického zanétu. DalSim zjisténim nasi prace bylo, Ze fyzicka aktivita
nevedla k zadné signifikantné vyznamné zmeéné v expresi komponent systému renin-
angiotenzin-aldosteron a jinych prozanétlivé a protizanétlivé pusobicich gena

v podkozni tukové tkani. V nasi dalSi intervencni studii u obéznich pacientek, které
podstoupily laparoskopickou tubulizaci Zaludku jsme prokazali, Zze podkozni tukova
tkan u obéznich pacientek zvySené exprimuje celou paletu chemotaktickych a
prozanétlivych cytokinu, které pusobi primarné na mononuklearni bunky. U téchto
obéznich pacientek jsme zaroven v cirkulujicich perifernich monocytech prokazali
nadmérnou expresi korespondujicich chemokinovych a cytokinovych receptora.
Laparoskopicka tubulizace zaludku v priibéhu 2letého sledovani zlepsila
antropometrické parametry, metabolicky a zanétlivy stav, coz bylo alespori z Casti
zprostifedkovano upravou expresniho profilu chemokinovych a cytokinovych
receptorll v podkozni tukové tkani. Naopak zvyseny expresni profil chemokind,
chemokinovych a jinych prozanétlivé plsobicich receptorli na cirkulujicich perifernich
monocytech nebyl po laparoskopické tubulizaci zaludku vyraznéji ovlivnén. Dale jsme
prokazali pfetrvavajici aktivaci prozanétlivé osy toll-like receptort - NF-kB. Tento
pretrvavajici prozanétlivy stav v perifernich monocytech se mohl podilet na mirném,
ale nesignifikantnim zhorSeni metabolického stavu obéznich pacientek, které jsme
pozorovali ve druhém roce sledovani, a muze se podilet na opakované manifestaci
metabolickych komplikaci. Ziskané poznatky identifikuji periferni monocyty jako
dllezity a dosud malo zdlraznovany faktor U¢astnici se patogeneze obezity a jinych

metabolickych onemocnéni.

| pfes vesSkeré usili vénované v posledni dobé |éCbé a prevenci sou€asné pandemie
obezity a diabetes mellitus 2. typu, zaujimaji metabolicka, kardiovaskularni a dalSi
onemocnéni asociovana s nadmeérnou akumulaci télesného tuku porad nejcastéjsi
pfi€iny morbidity a mortality v nasi spole¢nosti. HlubSi porozuméni patofyziologickym
mechanizmum, které vedou k rozvoji uvedenych poruch, Ize pokladat za zakladni

podminku k identifikaci nejucinnéjSich terapeutickych strategii schopnych kauzalné
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zasahnout do patogeneze obezity a pfidruzenych onemocnéni. Véfime, Ze

v uvedeném kontextu pfedstavuji nase poznatky alespon Castecné vysvétleni téchto

patofyziologickych mechanismu.
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Low-grade inflammation links obesity, insulin resistance, and cardiovascular diseases. We investigated
the effects of laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG) on expression profile of genes involved in inflamma-
tory pathways in subcutaneous adipose tissue (SCAT) and peripheral monocytes (PM). At baseline, obese
group had significantly increased mRNA expression of proinflammatory chemokines (CCL-3, -17, -22),
chemokine receptor CCR1 and cytokines (IL-10, IL-18) in SCAT and chemokine and other proinflamma-
tory receptors (CCR-1, -2, -3, TLR-2, -4) in PM relative to control group. LSG decreased body weight,
improved metabolic profile and reduced mRNA expression of up-regulated chemokine receptors,
chemokines and cytokines in SCAT. In contrast, expression profiles in PM were largely unaffected by
LSG. We conclude that LSG improved proinflammatory profile in subcutaneous fat but not in peripheral
monocytes. The sustained proinflammatory and chemotactic profile in PM even 2 years after LSG may
contribute to partial persistence of metabolic complications in obese patients after metabolic surgery.
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1. Introduction

Bariatric surgery is the only long-term effective treatment of
severe obesity with proven reduction of both morbidity and
mortality (Sjéstrém, 2008; Bennett et al., 2007; OBrien, 2010;
Ikramuddin and Buchwald, 2011). Beside sustained weight loss,
bariatric surgery also dramatically improves obesity-related
comorbidities including type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia,
arterial hypertension, sleep apnea and many others (Sjostrom,
2008; Bennett et al, 2007; OBrien, 2010; Ikramuddin and
Buchwald, 2011).

Laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG) has recently emerged as
an alternative restrictive bariatric procedure to the popular laparo-
scopic adjustable gastric banding (Bennett et al., 2007) with good
weight-loss efficacy. Nevertheless, exact pathophysiological mech-
anisms behind its beneficial metabolic effects are only poorly
understood (Sirbu et al, 2012; Dogan et al., 2012; Ruiz-Tovar
et al., 2013).

Abbreviations: LSG, laparoscopic sleeve gastrectomy; PM, peripheral monocytes;
SCAT, subcutaneous adipose tissue.

* Corresponding author. Address: 3rd Department of Medicine, 1st Faculty of
Medicine, U Nemocnice 1, 128 08 Prague 2, Czech Republic. Tel.: +420 224962908;
fax: +420 224919780.

E-mail address: mhalu@If1.cuni.cz (M. Haluzik).

0303-7207/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mce.2013.11.013

One of the possible mechanisms of long-term beneficial meta-
bolic effects of LSG could be the improvement of low-grade inflam-
mation in different tissues (Ikramuddin and Buchwald, 2011).
Subclinical inflammation is one of the key mechanisms linking
obesity, insulin resistance, and other components of the metabolic
syndrome (Wellen and Hotamisligil, 2003). The pivotal role in its
development is now attributed to the adipose tissue and its endo-
crine dysfunction (Wellen and Hotamisligil, 2003). Obesity is typ-
ically characterized by elevated circulating levels of acute phase
proteins, proinflammatory cytokines, and chemokines (Wellen
and Hotamisligil, 2003). A number of studies including our data
have shown that both adipocytes and immunocompetent cells
residing in adipose tissue contribute to this inflammatory process
(Ruiz-Tovar et al., 2013; Xu et al,, 2003; Cancello et al., 2005).
Excessive accumulation of fat is associated with elevated number
of adipose tissue macrophages and increased expression of proin-
flammatory factors (Xu et al., 2003). Studies have shown that most
of the adipose tissue macrophages are derived from circulating
mononuclear cells outside the adipose tissue (Cancello et al.,
2005). Peripheral blood monocytes are recruited into adipose
tissue by various chemoattractants produced by hypertrophic
adipocytes as well as resident stromal macrophages and
T-lymphocytes. Their products subsequently act on adipocytes in
a paracrine manner promoting the production of proinflammatory
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factors. This cross-talk between adipose tissue monocytes and
adipocytes generates a vicious circle of increased adipose tissue
inflammation that contributes to low-grade systemic inflammation
(Curat et al.,, 2004).

At present, very little is known about the interaction between
circulating monocytes and adipose tissue and its modification by
bariatric surgery. Here we tested the hypothesis that metabolic
improvements after LSG could be mediated by attenuated inflam-
matory profile and decreased expression of proinflammatory and
chemotactic factors in both peripheral monocytes (PM) and subcu-
taneous adipose tissue (SCAT). To this end, we examined the
expression of a selected panel of inflammation-related factors in
subcutaneous adipose tissue and peripheral monocytes and evalu-
ated the long-term effects of laparoscopic sleeve gastrectomy on
these parameters.

2. Methods
2.1. Study subjects

Thirteen obese non-diabetic females (OB group) and eighteen
healthy normal-weight age-matched women (C group) were
included in the study. Four out of thirteen obese non-diabetic
women were on antihypertensive treatment, one patient was trea-
ted with a statin. None of the studied subjects (OB group and C
group) suffered from diabetes mellitus, thyroid disorder and/or
acute infectious disease. None of the studied subjects had malig-
nant tumor or any kind of allergy. Healthy control women had
been free of any medication and had no history of obesity or
malnutrition, hypertension, and gastrointestinal disease. Blood
tests confirmed normal blood count, liver and renal functions
and biochemical and hormonal parameters. OB subjects under-
went laparoscopic sleeve gastrectomy at the Surgical Clinic,
Military University Hospital in Prague and were examined at the
Third Department of Medicine, General University Hospital,
Prague. Written informed consent was signed by all participants
before being enrolled into the study. The study was approved by
the Human Ethics Committee, First Faculty of Medicine and
General University Hospital, Prague, Czech Republic.

2.2. Anthropometric examination, blood and adipose tissue sampling

All obese patients were examined at basal state 1 week before
LSG and 6 and 12 months after the surgery, while normal-weight
age-matched women were examined only once at basal state. Eight
out of thirteen obese women completed the 2-year follow-up and
were examined also at month 24 after the surgery. All subjects
were measured and weighed, and their body mass index (BMI)
was calculated. Blood samples for cytokines, C-reactive protein
(CRP), insulin and biochemical parameters were withdrawn be-
tween 0700 h and 0800 h after 12 h of overnight fasting. Blood
samples were separated by centrifugation for 10 min at 1000g
within 30 min from blood collection. Serum was subsequently
stored in aliquots at —80 °C until further analysis. Blood samples
for CD14 + monocyte isolation were collected in Na-EDTA antico-
agulant from all subjects and processed within 1-2 h.

Samples of the subcutaneous adipose tissue (abdominal area)
were collected using subcutaneous needle biopsy. 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.

2.3. Hormonal and biochemical assays

Serum adiponectin was measured by commercial RIA kit (Linco
Research, St. Charles MO, USA) and C-reactive protein (CRP) was

measured by high sensitive assay (high sensitive CRP - Bender
Medsystems, Vienna, Austria). Sensitivity was 0.78 ng/ml for
adiponectin and 3.0 pg/ml for hsCRP. Serum leptin and resistin
concentrations were measured by commercial ELISA kits
(BioVendor, Modrice, Czech Republic) with a sensitivity of 0.2 ng/
ml for resistin and 0.2 ng/ml for leptin. Serum insulin concentra-
tions were measured by commercial RIA kit (Cis Bio International,
Gif-sur-Yvette, France). Sensitivity was 4.6 plU/ml. Intra- and
interassay variability for all kits was <5% and 9% respectively.

Biochemical parameters (HbA;,, total cholesterol, LDL-choles-
terol, HDL-cholesterol, TAG, atherogenic index, glucose) were
determined by standard laboratory methods in the Department
of Biochemistry of General University Hospital, Prague. All
biochemical assays were performed in one batch.

2.4. PM separation and total RNA isolation from monocytes and
adipose tissue

Peripheral blood leukocytes were obtained from blood sample
using Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Sweden) as described in detail previously (Mraz et al., 2011).
Briefly, for each blood sample, Ficoll-Paque Plus was placed in a
tube and then the blood sample was added. After centrifugation,
leukocyte agglomerates were placed in a tube containing PBS
(0.01 m PBS), pH 7.4. After centrifugation the supernatant was dis-
carded, and the cell pellet was dissolved in PBS. The centrifugation
step was repeated 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 the cell pellet with magnetic activated cell sorting
technique (MiniMacs Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many) using microbeads coated with CD14 antibody (MACS
CD14 MicroBeads; Miltenyi Biotec). The purity of isolated mono-
cytes was >98% and it did not vary between time points in the
same person. 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 subcutaneous adipose tissue were homogenized on
MagNA Lyser Instrument with MagNA Lyser Green beads (Roche
Diagnostics GmbH, Germany). Total RNA from homogenized tissue
was extracted on MagNA Pure instrument using Magna Pure
Compact RNA Isolation kit (tissue) (Roche Diagnostics GmbH,
Germany).

2.5. Determination of mRNA expression

mRNA expression of genes of interest was determined on ViiA7
Instrument using TagMan Custom Array (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) as described in detail previously (Dolinkova
et al., 2008). To compensate for variations in RNA amount and
efficiency of reverse transcription, beta-2-microglobulin was used
as endogenous references and results were normalized to these
values. The formula 272 was used to calculate relative gene
expression. mRNA expression assays were carried out in multiple
runs using multiplex analysis enabling to assess 48 genes at the
same time.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed on SigmaStat software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Anthropometric, biochemical, and hormonal
results are expressed as means + SD. Differences in gene expres-
sion, anthropometric, biochemical and hormonal parameters be-
tween OB subjects before and after LSG, and control group were
evaluated using one-way ANOVA followed by Holm-Sidak test.
Differences between obese women before and after LSG were
evaluated using ANOVA on ranks followed by Dunn’s test as
appropriate. Statistical significance was assigned to P <0.05. The
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Benjamini-Hochberg procedure for false discovery rate was used
for multiple testing of mRNA gene expression profiles in both PM
and SCAT (Klipper-Aurbach et al., 1995).

3. Results

3.1. Anthropometric, biochemical, and hormonal characteristics of
study subjects

Anthropometric, biochemical, and hormonal characteristics of
both study groups are summarized in Table 1. The study groups
were age-matched. At baseline, obese women had markedly in-
creased BMI, serum triglycerides, insulin, resistin, leptin, CRP and
HOMA index compared with control group. Serum adiponectin
and HDL-cholesterol were significantly reduced in obese group rel-
ative to healthy controls.

LSG significantly reduced body weight and serum LDL-choles-
terol, triglycerides, leptin and CRP levels, whereas serum adiponec-
tin and HDL-cholesterol concentrations significantly increased

Table 1

after LSG. No significant effects of LSG on total cholesterol, HbA1c,
insulin, glucose, resistin and HOMA index during the two-year
follow-up were found.

3.2. mRNA expression of inflammation-related genes in SCAT and PM

The summary of mRNA expression of selected inflammation-
related genes in SCAT and PM of OB patients relative to control
group is shown in Table 2 (chemokines and chemokine receptors
in SCAT), Table 3 (hormones, adipokines, and corresponding recep-
tors in SCAT), Table 4 (cytokines and other inflammation-related
factors and corresponding receptors in SCAT), Table 5 (mRNA
expression of chemokines and chemokine receptors in PM), Table 6
(mRNA expression of hormones, adipokines, and corresponding
receptors in PM) and Table 7 (mRNA expression of cytokines and
other inflammation-related factors and corresponding receptors
in PM). At baseline, of the 45 genes studied in both tissues, signif-
icant differences in mRNA expression were detected in 11 genes in
SCAT and in 10 genes in PM compared with control group, respectively.

Clinical, hormonal, and metabolic characteristics of study subjects at baseline and after laparoscopic sleeve gastrectomy.

Controls Obese (LSG)

Basal state 6 months 12 months 24 months
Number 18 13 13 13 8
Age (year) 440+14.2 408 8.4 N/A N/A N/A
Body mass index (kg/m?) 224+19 423+4.1 33442 31.5+45" 33.0£6.0"
Cholesterol (mmol/l) 5.09 + 0.60 4.84+1.51 471+1.47 479+1.45 4.81+145
HDL cholesterol (mmol/l) 1.71£0.31 1.34£0.46 145 045 1.71+044 1.84£045
LDL cholesterol (mmol/l) 2.89+0.50 2.76+1.06 2.61+1.12 2.60+0.83 237+1.10°
Triglycerides (mmol/liter) 1.07£0.44 1.71£0.83° 145 £0.62 1.35+0.61 0.95+0.56
Blood glucose (mmol/l) 4.69+034 4.99 +0.80 5114078 4.86+0.80 5.18+0.83
HbA1c (% IFCC) 3.54£0.47 3.98 £0.62 3.88£0.53 3.71£0.67 4.09+0.89
Insulin (mIU/I) 17549 368+16.2° 259%7.9 2601438 31.1£208
HOMA-IR 3.66+1.12 851+4.83 6.01£2.55 5.98 £ 4.97 7241498
Resistin (ng/ml) 4.99+131 7694287 7.21+1.58 7.41£292° 6.81+1.40
Adiponectin(pg/ml) 292+11.8 159+7.2° 19.7+8.8 24.1£9.0 27.3£93
Leptin (ng/ml) 16.0+10.8 545+11.8 222+108 20.4£12.0 25.6+17.1
C-reactive protein (mg/l) 0.42 +0.58 1.45+0.85° 1141087 0.94+0.69 0.69 +0.32°

Values are means + S.D. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.
HbAI1c, glycated hemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; HOMA-IR, homeostasis model assessment, insulin resistance; IFCC, International

Federation of Clinical Chemistry.
" p<0.05 vs. control group.
“ p<0.05 vs. obese group (basal state).

Table 2

Chemokines and chemokine receptors: mRNA expression changes in subcutaneous adipose tissue of obese patients (n = 11) relative to control group (n=18) and the effect of

laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene symbol Gene name Obese
Basal state (n=18) 6 months (n=11) 12 months (n=11) 24 months (n =8)

CCL-2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 1.57+£1.13 1.72£0.74 1.50+1.19 1.78 £1.45
CCL-3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 1.65+1.33" 1.72+1.26" 0.73+0.53 0.50 +0.54"
CCL-5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 0.61£0.46 0.44 £0.20 0.31£0.12 033£0.12
CCL-7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 3.19+£3.72 4.83+3.92 145+1.75 1.79 +£1.67
CCL-8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 1.08 £0.52 126 +1.44 1.03+£0.59 1.26 £ 0.96
CCL-17 Chemokine (C-C motif) ligand 17 422+296 5.50+3.67" 242+132 3.74+2.65
CCL-22 Chemokine (C-C motif) ligand 22 4.36+2.90 52413.35 2.62+283 290+3.34
CCR-1 Chemokine (C-C motif) receptor 1 2.35+155 255+1.42° 1.29+0.70 1.12£0.56"
CCR-2 Chemokine (C-C motif) receptor 2 0.94+0.36 1.16 £+ 0.64 0.79+0.35 0.65 +0.60
CCR-3 Chemokine (C-C motif) receptor 3 0.98 +1.36 032+0.24 0.19+0.12" 0.28£0.28
CCR-4 Chemokine (C-C motif) receptor 4 1.16 £ 0.58 0.77 £0.25 0.67 +0.42 0.50 £0.23
CCR-5 Chemokine (C-C motif) receptor 5 205+1.13 3.38+241 2.18+1.95 149 £1.10
CD68 CD 68 molecule 2.18+136 2414097 1.54 £ 0.69 1.35£0.68
CXCL-10 Chemokine (C-C motif) ligand 10 0.95+1.33 145+1.92 0.68 +0.45 0.61+0.30

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of
control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on ranks as appropriate.

 p<0.05 vs. control group.
° p<0.05 vs. obese group (basal state).
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Hormones, adipokines, and corresponding receptors: mRNA expression changes in subcutaneous adipose tissue of obese patients (n = 11) relative to control group (n = 18) and the
effect of laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene symbol Gene name Obese (LSG)
Basal state (n=18) 6 months (n=11) 12 months (n=11) 24 months (n=8)

ADIPOR1 Adiponectin receptor 1 1.04+0.33 0.73+0.11" 0.72+0.11" 0.82+£0.18
ADIPOR2 Adiponectin receptor 2 0.64+0.32" 0.65+0.17" 0.76 £0.22 0.94 +£0.32
NAMPT (Visfatin) Nicotinamide phosphoribosyltransferase 0.84 +0.67 0.82+0.38 0.67 £0.10 0.73+0.24

PRL Prolactin 1.19+0.96 0.87 £ 0.69 1.09 +0.77 1.08 +£1.10

PRLR Prolactin receptor 1.33+£0.26 1.41+0.28 0.75+0.11 0.74+0.13

RETN Resistin 0.44+0.23 0.29+031° 0.10£0.09" 0.19+0.14™

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of
control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.

p <0.05 vs. control group.
° p<0.05 vs. obese group (basal state).

Table 4

Cytokines and other inflammation-related factors and corresponding receptors: mRNA expression changes in subcutaneous adipose tissue of obese patients (n =11) relative to

control group (n=18) and the effect of laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene Gene name Obese
symbol Basal state (n=18) 6 months 12 months 24 months
(n=11) (n=11) (n=8)
IL-10 Interleukin 10 222£1.73 140+0.75 1.07 £0.70 0.81+0.49
IL-18 Interleukin 18 1.99+0.89 1.82+094" 1.28 £0.69 1.14+0.58
IL-Tot Interleukin To ND
IL-1B Interleukin 1p 0.86+1.15 0.31+0.39 0.17 £0.10° 0.16 £+0.12™
IL1R Interleukin 1 receptor 1.08 +0.42 1.03+0.29 1.01+0.28 0.97 +0.21
IL-6 Interleukin 6 1.00£0.61 0.71£0.34 0.82+0.14 0.90 +0.45
IL-6R Interleukin 6 receptor 0.94+0.57 0.69 +0.20 0.60+0.22" 0.60 +0.22"
IL6ST Interleukin 6 signal transducer 0.92£0.36 0.91£0.10 1.00+0.36 1.16 £ 041
IL-8 Interleukin 8 0.65 +0.45 0.63 +0.42 0.40+0.24 0.20+0.12°
JUN Jun proto-oncogene 0.42 +0.08" 0.12+0.04" 0.11 £0.04 0.16 £0.05
MAFB V-maf musculoaponeurotic fibrosacroma oncogene homolog B 1.55+0.94 1.51+0.54 1.14 £ 0.46 1.10.35%
MIF Macrophage migration inhibitory factor 1.13+£0.33 1.24+0.28 1.10+0.21 1.18+0.28
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 1.13+£0.33 1.15+0.29 0.97 +0.34 0.98 £+0.39
NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 0.78 + 0.56 0.69+0.11 0.72+0.16 0.77 £0.17
NFkB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells2  0.54 +0.07" 0.68 +0.10° 0.64+0.16° 0.71+0.18
PPARA Peroxisome proliferator activated receptor o 0.66 £0.27 0.53+0.14" 0.51+0.15 0.64 +0.30
PPARD Peroxisome proliferator activated receptor & 1.09+0.87 0.94+0.16 0.94 +0.28 1.06 +0.26
TLR2 Toll-like receptor 2 1.00 £ 0.68 0.71 £0.36 044+0.20" 0.42+0.19™
TLR4 Toll-like receptor 4 0.94+0.17 0.92+0.21 0.87 £0.29 0.83+0.16
TNF-o Tumor necrosis factor o 1.18£0.63 0.94+0.37 0.85+0.52 0.77 £ 0.41
TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A 0.81+0.31 1.28 +0.68 1.03 +0.73 124 +0.77
TNFRSF1B Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B 1.17+0.49 0.83 £0.47 0.60+0.18" 0.83 +0.55
VEGFA Vascular endothelial growth factor A 0.47 +0.40° 0.45+0.10° 0.52+0.10° 0.55+0.22
STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1 0.89+0.27 0.98 £0.10 0.92+0.21 1.20+3.14
FOS FB] murine osteosarcoma viral oncogene homolog 2.28+1.56 1.38+0.84 0.54+0.33" 0.94 +0.60°

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of
control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.

" p<0.05 vs. control group.
 p<0.05 vs. obese group (basal state).

mRNA expression was undetectable in five genes in PM (CCL-22, -7,
-17, IL-10,, IL-6) and in one gene (IL-1at) in SCAT.

In SCAT of obese patients, increased expression of chemokines
CCL-3, -17 and -22 and chemokine receptor CCR-1 together with
elevated expression of macrophage marker CD68 (Table 2) and
interleukins IL-10 and IL-18 (Table 4) was found compared with
C group. On the other hand, mRNA expression of adiponectin
receptor 2 (ADIPOR2), Jun proto-oncogene (JUN), NFkB2 and vas-
cular endothelial growth factor A (VEGFA) was decreased in obese
compared with C subjects (Tables 3 and 4). We found no significant
changes in mRNA expression of other studied genes in SCAT of OB
patients as compared to C group (Tables 2-4).

At baseline, PM of obese patients showed elevated mRNA
expression of most chemokine and cytokine receptors including
CCR-1, -2, -3, toll-like receptor 2 and 4 and TNFRSF1A (TNF recep-
tor superfamily member 1A) as well as other inflammation-related
factors and receptors as CD68, ICAM-1, PPARD and ADIPOR2
(Tables 5-7).

3.3. The influence of laparoscopic sleeve gastrectomy on SCAT and PM
mRNA expression profile in obese subjects

LSG significantly reduced mRNA expression of several chemo-
kines and chemokine receptors in SCAT including CCL-3, CCL-5,
CCR-1 and CCR-4 together with macrophage marker CD68 (Ta-
ble 2). This effect was firstly detected 12 months after LSG and
was most pronounced 24 months after the surgery, whereas no
significant change in the expressions of these chemokines/recep-
tors has been observed at month 6 after LSG. In contrast, in PM
mRNA expression of the investigated chemokines and chemokine
receptors was not affected by LSG at any time throughout the 2-
year follow-up except of a temporary increase in the expression
of CCR-1 at month 12 after LSG (Table 5).

From the adipokine panel, mRNA expression of adiponectin
receptor 1 and resistin in SCAT decreased already at month 6 after
LSG and remained decreased until the end of the study, while the
expression of prolactin receptor showed significant reduction only
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Table 5

Chemokines and chemokine receptors: mRNA expression changes in peripheral CD14 + monocytes of obese patients (n = 13) relative to control group (n = 18) and the effect of

laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene symbol Gene name Obese

Basal state (n =18)

6 months (n=13)

12 months (n=13)

24 months (n=8)

Chemokines and chemokine receptors

CCL-2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 1.63 £ 1.80
CCL-3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 1.62 +1.89
CCL-5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 242 +1.81
CCL-7 Chemokine (C-C motif) ligand 7 ND

CCL-8 Chemokine (C-C motif) ligand 8 2.10+ 149
CCL-17 Chemokine (C-C motif) ligand 17 ND

CCL-22 Chemokine (C-C motif) ligand 22 ND

CCR-1 Chemokine (C-C motif) receptor 1 2.53+143"
CCR-2 Chemokine (C-C motif) receptor 2 3.16+1.97
CCR-3 Chemokine (C-C motif) receptor 3 2.59+152
CCR-4 Chemokine (C-C motif) receptor 4 1.36 + 1.20
CCR-5 Chemokine (C-C motif) receptor 5 1.90+1.27
CD68 CD 68 molecule 2.05+0.83"
CXCL-10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 0.82+0.61

2,07 +1.99 2.64+1.45 148 +1.51
273217 3.07 +2.64° 2.39+2.80
344226 3.36 339 1.93£1.03
2.38+1.87 3.21£2.40° 1.91£1.29
3.56 +1.67 3.94+2.10" 2.44+1.03°
3.57+1.02° 433178 3.11£1.71
1.390.99 1.330.89 1.04 £ 1.00
152+1.10 1.01£0.54 0.86 +0.63
2874243 3194195 1.50 £ 0.89
2.55+0.86 2.73+098 1.96 +0.82
0.92 +0.60 154178 124£1.76

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of

control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.

ND - non-detecable
* p<0.05 vs. control group.
° p<0.05 vs. obese group (basal state).

Table 6

Hormones, adipokines, and corresponding receptors: mRNA expression changes in peripheral CD14 + monocytes of obese patients (n = 13) relative to control group (n = 18) and

the effect of laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene symbol Gene name Obese

Basal state (n=18)

6 months (n=13)

12 months (n=13)

24 months (n=8)

Hormones, adipokines and receptors

ADIPOR1 Adiponectin receptor 1 222+1.74
ADIPOR2 Adiponectin receptor 2 1.84+0.59"
NAMPT (visfatin) Nicotinamide phosphoribosyltransferase 207 £1.67
PRL Prolactin 1.78+2.72
PRLR Prolactin receptor 1.72+1.85
RETN Resistin 1.10+0.44

271158 245+0.99 227+1.32°
2481089 2.03 £1.02 1.89 £ 0.89
3.92+291" 2.83+2.55 1.51£0.95
2.07 £2.02 242 £2.40 1.46£1.25
222+167 1.90  1.65 1.78 £1.02
1.12£0.70 0.98 £ 0.50 0.71£0.43

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of
control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.

ND - non-detecable.
* p<0.05 vs. control group.
° p<0.05 vs. obese group (basal state).

at month 24. Similarly to chemokines, only a transiently increased
mRNA expression of NAMPT (visfatin) was found at month 6 in PM,
while no other change in mRNA expression of the remaining adipo-
kines could be observed during the study period (Table 6).

Other proinflammatory factors whose mRNA expression in
SCAT decreased mainly at months 12 or 24 after LSG included IL-
1B, IL-8, IL-10 and IL-18, NFxB2, TNFRSF1B, toll-like receptor 2
and Jun proto-oncogene. In contrast, vascular endothelial growth
factor A was the only parameter whose mRNA expression was sig-
nificantly elevated after LSG in SCAT of obese subjects (Table 4).
Again, LSG had almost no effect on mRNA expression of these fac-
tors in PM with the exception of increased expression of FOS gene,
and NAMPT (visfatin) at month 6, CCR-1 at month 12 and STAT1
(signal transducer and activator of transcription 1) at months 6
and 24 (Table 7).

4. Discussion

Laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG) is a recently introduced
restrictive-type bariatric surgical procedure with effects on body
weight, glucose control and metabolic parameters comparable to
established restrictive bariatric operations (e.g. gastric banding).
Here we demonstrate that except of positively influencing the

allover metabolic state LSG also markedly improved proinflamma-
tory profile of subcutaneous adipose tissue in obese non-diabetic
females, although it had no effect on complementarily up-regu-
lated panel of inflammation-related genes in peripheral monocytes
(PM) during a 2-year follow-up

Our data indicate that one of the mechanisms of metabolic
improvements after LSG may lie in the attenuation of chronic-
low grade inflammation, in particular in adipose tissue (Ikramuddin
and Buchwald, 2011).

Previous studies have shown that LSG exerts positive effects on
anthropometric parameters (Noria and Grantcharov, 2013), as well
as insulin resistance and T2DM control, lipid levels (Sirbu et al.,
2012) and blood pressure (Dogan et al., 2012). In our study, LSG
significantly decreased body weight, improved lipid profile and re-
duced systemic low-grade inflammation as measured by hsCRP.
Conversely, no influence of LSG on parameters of glucose metabo-
lism (fasting glucose, HbA;c, HOMA index) could be observed
throughout the study period. This fact might most probably be
attributed to the absence of an overt glucose metabolism disorder
in the study group. Positive metabolic effects of LSG persisted
throughout the whole study period, though a slight non-significant
trend towards increased BMI and blood glucose occurred at the end
of the follow-up at Month 24.
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Table 7

Cytokines and other inflammation-related factors and corresponding receptors: mRNA expression changes in peripheral CD14 + monocytes of obese patients (n = 13) relative to

control group (n=18) and the effect of laparoscopic sleeve gastrectomy (LSG).

Gene Gene name Basal state (n=18) 6 months 12 months 24 months
symbol (n=13) (n=13) (n=8)
IL10 Interleukin 10 2.15+£0.99 1.82+£1.22 142 +0.79 1.10+0.87
IL18 Interleukin 18 1.36£1.05 1.82+1.01 1.63 £0.95 1.24+£0.65
IL1o Interleukin 1 alpha ND

IL1B Interleukin 1 beta 1.67 £1.96 1.81+1.61 1.99 £2.23 1.15+0.96
IL1R Interleukin 1 receptor 0.83+0.64 1.06 +0.97 128 +0.73 1.08 £0.70
L6 Interleukin 6 ND

IL6R Interleukin 6 receptor 1.99+0.93 2.78+1.53 259+0.81 2.78+1.44
IL6ST Interleukin 6 signal transducer 1.65 + 0.65 217095 1.91+0.60° 2.51+1.14°
L8 Interleukin 8 1.92+2.15 2.59+2.04 257+283 247249
JUN Jun proto-oncogene 0.79 £ 0.49 203+1.25 1.64+1.44 1.76 £ 1.68
MAFB V-maf musculoaponeurotic fibrosacroma oncogene homolog B 1.49+1.51 1.57+£0.72 1.59+1.37 0.98 +0.36
MIF Macrophage migration inhibitory factor 1.29+0.59 2.25+1.30 2.01+0.72" 1.47 £ 0.41
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 1.67+0.89" 2.01+1.08 1.93+0.76° 1.32+£0.80
NFkB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 1.53 + 0.68 1.81+0.82 1.71+0.48 1.67 +0.61
NFKkB2 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2  1.25+0.56 2.04+1.29 2.02+0.86 1.99+1.69
PPARA Peroxisome proliferator activated receptor o 1.76 +1.52 1.36+0.91 1.82+1.31 1.87+1.19
PPARD Peroxisome proliferator activated receptor & 1.86+0.84 1.98+0.90° 2.21+047 2.71+2.04
TLR2 Toll-like receptor 2 1.63+0.77" 1.93 +1.66 2.08+1.99 1.28+0.57
TLR4 Toll-like receptor 4 1.61+0.55" 1.81+0.77" 1.94+0.48" 2.05+0.74"
TNFo Tumor necrosis factor o 1.56 £ 1.50 2.14£1.40 2.03£191 1.60 £0.84
TNFRS1A Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A 2,55'4i1,32" 2.89+1.66 332227 2.59+2.06
TNFRS1B Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B 1.43 +0.86 1.37+1.18 1.42 +0.90 1.50+0.79
VEGFA Vascular endothelial growth factor A 1.57+0.52 1.67+0.74° 2.02+137 1.80+0.86
STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1 0.56 +0.24 1.00 +0.48" 0.90+0.34 1.29+0.46°
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 0.83 £0.56 2.67+1.10" 144 +1.02 1.27£0.67

Values are means + S.D. Relative mRNA expression is expressed as multiple of mean relative mRNA expression of control group for every gene. Relative mRNA expression of
control group is taken as 1.0. Statistical significance is from One way ANOVA or ANOVA on Ranks as appropriate.

ND - non-detecable.
* p<0.05 vs. control group.
° p<0.05 vs. obese group (basal state).

In agreement with other previously published studies (Dahlman
and Linder, 2005; Wu et al., 2007; Huber et al.,, 2008; Mraz et al.,
2011) at baseline we found markedly increased expression of che-
motactic cytokines including CC chemokines 3, 17 and 22 in SCAT
complemented by a similar up-regulation of corresponding che-
mokine receptors (CCR-1, -2, -3) and other inflammation-related
receptors (TLR2 and 4, TNFRS1A) in PM of our obese non-diabetic
patients. Elevated expression of macrophage marker CD68 indi-
cates increased accumulation of immunocompetent cells in obese
SCAT, further contributing to local low-grade inflammation. How-
ever, increased expression of both the proinflammatory cytokine
IL-18 as well as the anti-inflammatory IL-10 suggests that obese
adipose tissue is infiltrated not only by M1 macrophages producing
proinflammatory cytokines, but also by anti-inflammatory and
reparatory M2 macrophages as IL-10 is one of the typical M2 phe-
notype markers (Turner et al., 2010; Yehuda-Shnaidman and Sch-
wartz, 2012). Taken together, our data indicate the existence of a
strong proinflammatory and chemoattractant state of subcutane-
ous adipose tissue for macrophages and other immunocompetent
cells in obese non-diabetic patients, suggesting that obesity per
se (i.e. without the presence of an overt disorder of glucose metab-
olism) is able to increase the chemoattracting potential of SCAT.

The most intriguing finding of our study is the observation that
LSG markedly improved the proinflammatory profile of subcutane-
ous adipose tissue while it did not substantially change the expres-
sion of up-regulated chemokine receptors as well as other
inflammation-related factors in peripheral monocytes. Decreased
expression of chemokines and macrophage marker CD68 indicate
reduced chemoattracting ability and subsequent reduction in
immunocompetent cell infiltration of SCAT. Conversely, no such
data could be seen in PM, where increased expression of most of
the initially up-regulated chemokine and other proinflammatory
receptors was present throughout the whole follow-up. These data

are in contrast with our previous results in obese subjects with
type 2 diabetes where short-term caloric restriction (3 weeks of
very-low-calorie diet — energy intake 2500 k]/day) induced a sig-
nificant and consistent decrease in mRNA expression of all up-reg-
ulated chemokine and cytokine receptors in PM and a similar,
albeit less pronounced change in the expression profile of up-reg-
ulated chemokines in SCAT (Mraz et al., 2011). One obvious differ-
ence between the studies which could at least partially account for
this discrepancy is the presence of diabetes mellitus in the VLCD
study. Nevertheless, the results also suggest that the chemotactic
profile of PM might be more affected by rapid short-term changes
in energy intake (characteristic for VLCD), whereas the proinflam-
matory and chemoattracting profile of SCAT could be more influ-
enced by long-term weight reduction as seen after LSG. SCAT
may thus be the primary mediator of long-term favorable meta-
bolic changes after LSG, while PM may play a role in the persis-
tence and/or recurrence of low-grade inflammation after LSG
(Hirabara et al., 2012).

Except of modification in chemoattraction, other specific mech-
anismseem also involved in the persistent proinflammatory state
of PM. Toll-like receptors (TLRs), one of the key molecular compo-
nents of the innate immune response, are expressed predomi-
nantly on cells of the innate system, particularly on monocytes.,
TLRs participate in pathogenesis of insulin resistance in animal
models (Shi et al., 2006; Poggi et al., 2007) and mediate vascular
inflammation and insulin resistance in diet-induced obesity (Kim
et al., 2007). Activation of TLRs in adipocytes was associated with
the onset of insulin resistance in obesity and type-2 diabetes (Song
et al., 2006). High glucose as well as free fatty acids can induce
TLR2 and TLR4 expression and activation, leading thus to increased
inflammation via nuclear factor (NF)-xB (Dasu and Jilal, 2011). In
our study we demonstrated a significant increase in mRNA expres-
sion of TLR2, TLR4 and NFxB2, in peripheral monocytes of obese
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subjects relative to control group at baseline that persisted
throughout the whole study period. These findings indicate an
ongoing activation of the TLR stresspathway in PM.

Another factor possibly contributing to persistent proinflamma-
tory state after LSG might be the macrophage inhibitory factor -
MIF MIF is a widely expressed pro-inflammatory cytokine that con-
tributes to the development of a wide spectrum of inflammatory
disorders (Zernecke et al., 2008; Lue et al., 2002; Baugh and Bucala,
2002). Its deficiency has been previously shown to reduce macro-
phage infiltration into white adipose tissue and to lower both tis-
sue-specific and systemic chronic inflammation (Verschuren
et al,, 2010). Conversely, its sustainably up-regulated expression
as seen in our study subjects might by one of the mechanism
responsible for maintaining PM in a predominantly proinflamma-
tory state after LSG.

In conclusion, we have demonstrated that both subcutaneous
adipose tissue and peripheral monocytes of obese patients exert
a strong chemoattracting and proinflammatory profile with com-
plementary orchestrated expression of chemotactic factors and
their corresponding receptors. LSG significantly improved meta-
bolic control and reduced systemic low-grade inflammation of ob-
ese patients. These effects were in concert with improved
expression profile of chemokines, chemokine receptors an proin-
flammatory acting cytokines in SCAT, but not in PM. Whether the
persistent proinflammatory and chemotactic profile in PM after
LSG plays a driving role in the persistence/re-manifestation of met-
abolic complications of obese patients after surgery or is just a
marker of allover insulin resistance remains to be determined in
further studies.
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subjects relative to control group at baseline that persisted
throughout the whole study period. These findings indicate an
ongoing activation of the TLR stresspathway in PM.

Another factor possibly contributing to persistent proinflamma-
tory state after LSG might be the macrophage inhibitory factor —
MIF MIF is a widely expressed pro-inflammatory cytokine that con-
tributes to the development of a wide spectrum of inflammatory
disorders (Zernecke et al., 2008; Lue et al., 2002; Baugh and Bucala,
2002). Its deficiency has been previously shown to reduce macro-
phage infiltration into white adipose tissue and to lower both tis-
sue-specific and systemic chronic inflammation (Verschuren
et al,, 2010). Conversely, its sustainably up-regulated expression
as seen in our study subjects might by one of the mechanism
responsible for maintaining PM in a predominantly proinflamma-
tory state after LSG.

In conclusion, we have demonstrated that both subcutaneous
adipose tissue and peripheral monocytes of obese patients exert
a strong chemoattracting and proinflammatory profile with com-
plementary orchestrated expression of chemotactic factors and
their corresponding receptors. LSG significantly improved meta-
bolic control and reduced systemic low-grade inflammation of ob-
ese patients. These effects were in concert with improved
expression profile of chemokines, chemokine receptors an proin-
flammatory acting cytokines in SCAT, but not in PM. Whether the
persistent proinflammatory and chemotactic profile in PM after
LSG plays a driving role in the persistence/re-manifestation of met-
abolic complications of obese patients after surgery or is just a
marker of allover insulin resistance remains to be determined in
further studies.

Diclosure summary
The authors have nothing to declare.
Acknowledgments

This work was supported by RVO-VFN64165, SVV264503, IGA-
NT13299, IGA-NT13046-4/2012 and project reg.no. CZ.2.16/3.1.00/
24012 from OP Prague Competitiveness.

References

Baugh, J.A., Bucala, R., 2002. Macrophage migration inhibitory factor. Crit. Care Med.
30, S27-S35.

Bennett, ].M.H., Mehta, S., Rhodes, M. 2007. Surgery for morbid obesity.
Postgraduate Med. J. 83 (975), 8-15.

Cancello, R., Henegar, C., Viguerie, N., Taleb, S., Poitou, C., Rouault, C., Coupaye, M.,
Pelloux, V., Hugol, D., Bouillot, J.L., Bouloumié, A. Barbatelli, G., Cinti, S
Svensson, P.A,, Barsh, G.S., Zucker, ].D., Basdevant, A., Langin, D., Clément, K.,
2005. Reduction of macrophage infiltration and chemoattractant gene
expression changes in white adipose tissue of morbidly obese subjects after
surgery-induced weight loss. Diabetes 54 (8), 2277-2286.

Curat, C.A., Miranville, A., Sengenés, C., Diehl, M., Tonus, C., Busse, R., Bouloumié, A.,
2004. From blood monocytes to adipose tissue-resident macrophages:
induction of diapedesis by human mature adipocytes. Diabetes 53 (5), 1285-
1292.

Dahlman, L., Linder, K., Arvidsson Nordstrom, E., Andersson, I, Lidén, J., Verdich, C.,
Serensen, T.I, Arner, P., 2005. Changes in adipose tissue gene expression with
energy-restricted diets in obese women. Am. J. Clin. Nutr. 81 (6), 1275-1285,
Erratum in: Am. J. Clin. Nutr. 2005 Sep 82(3), 709.

Dasu, M.R,, Jialal, I., 2011. Free fatty acids in the presence of high glucose amplify
monocyte inflammation via Toll-like receptors. Am. J. Physiol. 300 (1), E145-
E154.

Dogan, M., Tugmen, C., Kebapci, E., Karaman, K., Ozturk, S., Olmez, M., Karaca, C.,
Badembkiran, E., Gorgun, M., Aydin, C., 2012. Effective weight control and

normalization of metabolic parameters after laparoscopic sleeve gastrectomy: a
single center experience. Hepatogastroenterology 60 (122).

Dolinkova, M., Dostélova, I., Lacinovd, Z., Michalsky, D., Haluzikovd, D., Mrdz, M.,
Kasalicky, M., Haluzik, M., 2008. The endocrine profile of subcutaneous and
visceral adipose tissue of obese patients. Mol. Cell. Endocrinol. 291 (1-2), 63—
70.

Hirabara, S.M., Gorjdo, R, Vinolo, M.A., Rodrigues, A.C., Nachbar, R.T., Curi, R, 2012.
Molecular targets related to inflammation and insulin resistance and potential
interventions. ]. Biomed. Biotechnol. 379024.

Huber, |., Kiefer, F.W., Zeyda, M., Ludvik, B., Silberhumer, G.R., Prager, G., Zlabinger,
G.J., Stulnig, T.M., 2008. CC chemokine and CC chemokine receptor profiles in
visceral and subcutaneous adipose tissue are altered in human obesity. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 93 (8), 3215-3221.

Ikramuddin, S., Buchwald, H., 2011. How bariatric and metabolic operations control
metabolic syndrome. Br. J. Surg. 98 (10), 1339-1341.

Kim, S.C., Ghanem, A., Stapel, H., et al., 2007. Toll-like receptor 4 deficiency: smaller
infarcts, but nogain in function. BMC Physiol. 7, article 5.

Klipper-Aurbach, Y., Wasserman, M., Braunspiegel-Weintrob, N., Borstein, D., Peleg,
S., Assa, S., Karp, M., Benjamini, Y., Hochberg, Y., Laron, Z., 1995. Mathematical
formulae for the prediction of the residual beta cell function during the first two
years of disease in children and adolescents with insulin-dependent diabetes
mellitus. Med. Hypotheses 45 (5), 486-490.

Lue, H., Kleemann, R., Calandra, T., Roger, T., Bernhagen, J., 2002. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF): mechanisms of action and role in disease.
Microbes Infect. 4, 449-460.

Mraz, M., Lacinova, Z., Drapalova, ]., Haluzikova, D., Horinek, A., Matoulek, M.,
Trachta, P., Kavalkova, P., Svacina, S., Haluzik, M., 2011. The effect of very-low-
calorie diet on mRNA expression of inflammation-related genes in
subcutaneous adipose tissue and peripheral monocytes of obese patients with
type 2 diabetes mellitus. J. Clin. Endocrinol. Metab. 96 (4), E606-E613.

Noria, S.F., Grantcharov, T., 2013. Biological effects of bariatric surgery on obesity-
related comorbidities. Can. J. Surg. 56 (1), 47-57.

O'Brien, P.E., 2010. Bariatric surgery: mechanisms, indications and outcomes. J.
Gastroenterol. Hepatol. 25 (8), 1358-1365.

Poggi, M., Bastelica, D., Gual, P., et al., 2007. C3H/He] mice carrying a Toll-like
receptor 4 mutation are protected against the development of insulin resistance
in white adipose tissue in response to a high-fat diet. Diabetologia 50 (6), 1267-
1276.

Ruiz-Tovar, J., Oller, L, Galindo, L., Llavero, C., Arroyo, A., Calero, A., Diez, M., Zubiaga,
L., Calpena, R., 2013. Change in levels of C-reactive protein (CRP) and serum
cortisol in morbidly obese patients after laparoscopic sleeve gastrectomy. Obes.
Surg. 23 (6), 764-769.

Shi, H., Kokoeva, M.V., Inouye, K., Tzameli, I, Yin, H., Flier, J.S., 2006. TLR4 links
innate immunity and fatty acid-induced insulin resistance. J. Clin. Investig. 116
(11), 3015-3025.

Sirbu, A., Copaescu, C., Martin, S., Barbuy, C., Olary, R, Fica, S., 2012. Six months
results of laparoscopic sleeve gastrectomy in treatment of obesity and its
metabolic complications. Chirurgia (Bucur.) 107 (4), 469-475.

Sjéstrom, L., 2008. Dec Bariatric surgery and reduction in morbidity and mortality:
experiences from the SOS study. Int. J. Obes. (Lond.) Rev. 32 (7), S93-597.
Song, M.J., Kim, K.H., Yoon, J.M., Kim, ].B., 2006. Activation of Toll-like receptor 4 is
associated with insulin resistance in adipocytes. Biochem. Biophys. Res.

Commun. 346 (3), 739-745.

Turner, J.J., Foxwell, K.M., Kanji, R., Brenner, C., Wood, S., Foxwell, B.M., Feldmann,
M., 2010. Investigation of nuclear factor-kB inhibitors and interleukin-10 as
regulators of inflammatory signalling in human adipocytes. Clin. Exp. Immunol.
162 (3), 487-493.

Verschuren, Lars, Kooistra, Teake, Bernhagen, Jiirgen, Voshol, Peter J., Margriet
Ouwens, D., van Erk, Marjan, de Vries-van, Jitske, der Weij, Lin, Hajo Leng, J., van
Bockel, Ko, van Dijk, Willems, Fingerle-Rowson, Giinter, Bucala, Rick, Kleemann,
Robert, 2010. MIF-deficiency reduces chronic inflammation in white adipose
tissue and impairs the development of insulin resistance, glucose intolerance
and associated atherosclerotic disease. Circ. Res. 105 (1), 99-107.

Wellen, K.EE., Hotamisligil, G.S., 2003. Obesity-induced inflammatory changes in
adipose tissue. J. Clin. Invest. 112 (12), 1785-1788.

Wau, H., Ghosh, S., Perrard, X.D., Feng, L., Garcia, G.E., Perrard, ].L., Sweeney, ].F.,
Peterson, L.E., Chan, L., Smith, C.W., Ballantyne, C.M., 2007. T-cell accumulation
and regulated on activation, normal T cell expressed and secreted upregulation
in adipose tissue in obesity. Circulation 115 (8), 1029-1038.

Xu, H., Barnes, G.T., Yang, Q., Tan, G., Yang, D., Chou, CJ., Sole, J., Nichols, A., Ross, ].S.,
Tartaglia, L.A., Chen, H., 2003. Chronic inflammation in fat plays a crucial role in
the development of obesity-related insulin resistance. J. Clin. Invest. 112 (12),
1821-1830.

Yehuda-Shnaidman, E. Schwartz, B., 2012. Mechanisms linking obesity,
inflammation and altered metabolism to colon carcinogenesis. Obes. Rev. 13
(12), 1083-1095.

Zernecke, A., Bernhagen, ]., Weber, C., 2008. Macrophage migration inhibitory factor
in cardiovascular disease. Circulation 117, 1594-1602.

136



Physiol. Res 63 (Suppl. 2): S299-S308, 2014

Three M onths of Regular Aerobic Exercise in PatientsWith Obesity
Improve Systemic Subdinical I nflammation Without M ajor | nfluence
on Blood Pressure and Endocrine Production of Subcutaneous Fat

P. TRACHTA', J. DRAPALOVA', P. KAVALKOVA', V. TOUSKOVA', A. CINKAJZLOVA',
Z.LACINOVA', M. MATOULEK', T. ZELINKA', J. WIDIMSKY Jr.!, M. MRAZ',

M.HALUZIK!'

""Third Department of Medicine, First Faculty of Medicine, Charles University and General

University Hospital, Prague, Czech Republic

Received March 20, 2014
Accepted March 26, 2014

Summary

The aim of our study was to explore the effects of regular
aerobic exerdse on anthropometric, biochemical and hormonal
parameters and mRNA expression of seledted factors iwvolved in
metabolic regulations in subcutaneous adipose tissue of patients
with obesilty. Ffteen obese women with arterial hypertension
underwent a three-month exerdse program consisting of 30 min
of aerobic exerdse 3 times a week. Ffteen healthy lean women
with no intervention served as a control group. Obese
group underwent  anthropometric  measwrements,  blood
sampling, subcutaneous adipose tissue (SCAT) biopsy and
24-h blood pressure monitoring at baseline and after three
months of exerdse, while control group was examined only once.
At baseline, obese group had inaeased SCAT expression of
proinflammatory cytokines and adipokines relative to control
group. Three months of regular exerdse improved
anthropometric parameters, deaeased CRP, blood glucose and
HOMA-IR, while having no significant effect on lipid profile and
blood pressure. Gene expressions in SCAT were not afected by
physical aclivity with the exception of inaeased aquaporin-3
mRNA expression. We condude that three months of regular
exerdse deaease systemic subdinical inflammation with only
minor influence on the blood pressure and the endoaine function
of subastaneous fat.

Key words
Obesity » Physical aclivity « Adipose tissue « Proinflammatory
factors
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Introduction

The pathophysiology of various features of
metabolic syndrome is complex and comprises multiple
potential mechanisms including subclinical inflammation
and disturbed endocrine function of adipose tissue
(Ravussin and Smith 2002, Haffner 2003, Reaven ef al.
2004). Adipose tissue, in particular the visceral fat, plays
a pivotal role in this process by producing excessive
amounts of proinflimmatory and insulin resistance-
inducing factors that contribute to the development of
insulin resistance, arterial hypertension, subclinical
inflammation and other pathologies chustered within
metabolic syndrome (Mraz & &. 2011b, Trachta & &f.
2014).

Adipose tissue of patients with obesity
is characterized by increased infiltration by
immunocompetent cells that, together with hypertrophic
adipocytes, contribute to the proinflammatory milien
of obese fat (Xu & a. 2003, Neels and Olefsky
2006). Secreted factors include proinflammatory/
prothrombogenic cytokines that promote atherogenesis
and contribute to the development of msulin resistance,
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arterial hypertension and atherosclerosis (Havel 2002,
Mazurek ef al. 2003). The endocrine production of
adipose tissue and its anti/proinflammatory balance is
regulated on multiple levels including its intensive
interaction with circulating immunocompetent cells
(Mraz et al. 2011a). Numerous epidemiological studies
have shown that regular exercise is one of the most potent
measures to protect against obesity, type 2 diabetes
mellitus and long-term cardiovascular complications (Hu
et al. 2004, Pi-Sunyer et al. 2007). While a single bout of
acute exercise is accompanied by a short term
proinflammatory response (Pedersen ef al. 2001, Gleeson
2007), regular exercise evokes a long-term anti-
inflammatory effect (Kasapis and Thompson 2005,
Timmerman et al. 2008). While some of the mechanisms
behind the beneficial effects of regular exercise have
been deciphered (Dunkley ef al 2012), the role of
modulation of endocrine function of adipose tissue in this
process remains only partially clarified, with some
studies showing improved endocrine profile of fat with
regular exercise while others failing to do so (Stefanyk
and Dyck 2010, Lakhdar et al. 2013).

We hypothesized that regular physical activity
could improve systemic subclinical inflammation and
other obesity-related pathologies through the modulation
of inflammatory profile of adipose tissue. To this end, we
explored the effect of three months of regular exercise on
anthropometric, biochemical and hormonal parameters,
blood pressure and mRNA expression of adipokines,
chemokines, cytokines and other relevant factors in
subcutaneous adipose tissue.

Methods

Study subjects

Fifteen non-diabetic obese female patients with
arterial hypertension (age 48.5+2.2 years, body mass
index (BMI) 37.6+0.9 kg/m?) were included in the study.
The patients underwent a supervised three-month
exercise program consisting of 30 min of aerobic exercise
3 times a week. The control group consisted of 15 healthy
lean women (age 48.1+1.8 years, BMI 23.7+0.6 kg/m?).

Control subjects had no history of obesity and/or
diabetes mellitus, arterial hypertension, or lipid
metabolism disturbances and received no medication.
Blood tests confirmed normal blood count, biochemical
and hormonal parameters. In the obese group, 13 women
were treated with antihypertensive medication, 2 had
dyslipidemia treated with hypolipidemic agents, none of

the patients had type 2 diabetes.

Written informed consent was signed by all
participants before being enrolled into the study. The
study was approved by the Human Ethics Review Board,
First Faculty of Medicine and General University
Hospital, Prague, Czech Republic.

Anthropometric examination, biochemical and hormonal
determination, blood pressure measurements and tissue
sampling

The obese group was examined at baseline and
after three months of regular exercise, while the control
group was examined only once. All subjects were
measured and weighed, and their body mass index (BMI)
was calculated. Percentage of total body fat was assessed
by bioimpedance analysis (Multi-frequency Bodystat
QuadScan 4000, Douglas, UK). In the obese group casual
blood pressure (BP) values were obtained in the sitting
position using a sphygmomanometer (LCD 301, Spirit
Medical Co., Taiwan) and 24-h ambulatory blood
pressure monitoring (ABPM) was performed using an
oscillometric device (SpaceLabs 90207, SpaceLabs
Medical, Redmond, WA, USA), which was set to
measure the blood pressure every 20 min during the day
(from 06:00 h to 22:00 h) and every 30 min during the
night (from 22:00 h to 06:00 h). Casual blood pressure in
the control group was measured only once at baseline.
Blood samples for biochemical and hormonal
measurements were withdrawn between 07:00 h and
08:00 h after 12 h of overnight fasting. Blood samples
were separated by centrifugation for 10 min at 1000 x g
within 30 min from blood collection. Serum was
subsequently stored in aliquots at —80 °C until further
analysis.

Samples of the subcutaneous adipose tissue
(abdominal area) were obtained by subcutaneous needle
aspiration biopsy. 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 concentrations of FABP-4, resistin, leptin
and adiponectin were measured using a commercial
ELISA kits (BioVendor, Modrice, Czech Republic) with
a sensitivity of 0.1 ng/ml for FABP-4, 0.2 ng/ml for
resistin, 0.12 ng/ml for leptin and 1.0 ng/ml for
adiponectin. Serum C-reactive protein (CRP) levels were
measured by high sensitive assay (Bender MedSystems,
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Vienna, Austria) with a sensitivity of 3 pg/ml. Serum
insulin concentrations were measured by commercial
RIA kit (Cis Bio International, Gif-sur-Yvette, France)
with a sensitivity of 2.0 plU/ml. The intra- and inter-
assay variabilities of all kits were less than 5 % and less
than 10 %, respectively.

Biochemical parameters (HbA,, total LDL and
HDL cholesterol, TAG, IA, glucose) were determined by
standard laboratory methods in the Department of
Biochemistry of General University Hospital, Prague.

Determination of mRNA expression

Samples of subcutaneous adipose tissue were
homogenized on MagNA Lyser Instrument with MagNA
Lyser Green beads (Roche Diagnostics GmbH,
Germany). Total RNA from homogenized tissue was
extracted on MagNA Pure instrument using Magna Pure
Compact RNA Isolation kit (tissue) (Roche Diagnostics
GmbH, Germany). The RNA  concentration
was determined from absorbance at 260 nm on
a NanoPhotometer ~ (Implen, Munchen, Germany).
Reverse transcription was performed using 0.25 pg of
total RNA to synthesize the first strand cDNA using the
random primers as per the instructions of the High-
Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Gene expression of
FABP-4, CD68, adiponectin and its receptors, resistin,
angiotensinogen (AGT), angiotensin-converting enzyme
(ACE) and angiotensin receptor type 1 (AGTR1) was
performed on a 7500 Real-Time PCR System using
TaqMan ® gene Expression Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Measurement of gene expression
of other 44 genes was performed on ViiA7 Instrument
using TaqgMan Custom Array (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A mix of TagMan® Universal
PCR Master Mix II, NO AmpErase® UNG (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), nuclease-free water
(Fermentas Life Science, Lithuania) and specific
TagManGene expression Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA) was used for reaction.

The increase in fluorescence was measured in
real time and threshold cycle (Ct) values were obtained.
To compensate for variations in RNA amount and
efficiency of reverse transcription, beta-2-microglobulin
and HPCALI1 were used as endogenous reference and
results were normalized to the mean of these values. The
formula 2" was used to calculate relative genc
expression.

Statistical analysis

Statistical ~analysis was performed using
SigmaStat software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Results were expressed as means = SEM. Differences of
gene expression, anthropometric, biochemical and
hormonal parameters between obese and control group
were evaluated using one-way ANOVA followed by
Dunnett’'s Method as Multiple Comparison versus
Control Group or Kruskal-Wallis One Way ANOVA on
Ranks followed by Dunn’s Mecthod, as appropriate.
Differences in parameters of obese group before and after
three months of exercise were evaluated using paired
t-test or Wilcoxon Signed Rank Test, as appropriate. The
correlations between various parameters were estimated
by Pearson product moment correlation test or Spearman
rank order correlation test. Statistical significance was
assigned to P<0.05.

Results

Anthropometric, biochemical and hormonal
characteristics of study subjects and its changes after
three months of exercise

Anthropometric, biochemical and hormonal
characteristics of both study groups are summarized in
Table 1. At baseline, obese group had significantly higher
body weight, BMI, body fat percentage, waist and hip
circumference, fasting blood glucose, serum triglycerides,
CRP, IA, insulin, leptin, FABP-4 and HOMA index
compared to control group. Serum adiponectin and HDL-
cholesterol levels were significantly reduced in obese
relative to control group.

Three months of regular exercise in obese group
significantly reduced body weight, BMI, body fat
percentage, waist and hip circumference, fasting blood
glucose, CRP and HOMA index. Serum adiponectin,
leptin, FABP-4 and insulin were not affected by exercise.
Nor the casual or the 24-h blood pressure values were
significantly affected by the three months of exercise
(Table 2).

mRNA expression of adipokines and inflammation and
insulin pathway-related genes in subcutaneous adipose
tissue

The summary of mRNA expressions of
adipokines and inflammation and insulin pathway-related
genes in subcutanecous adipose tissue of control and obese
group before and after three months of regular exercise is
shown in Table 3.
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Table 1. Anthropometric, biochemical and hormonal characteristics and blood pressure values of study subjects.
Controls OB (before PA) OB (after PA)

Number (n) 15 15 15
Dyslipidemia 0 2 2
Diabetes mellitus 0 0 0
Arterial hypertension 0 15 15
Age (vears) 48.1+1.8 485+22 485+22
Body mass index (kg/m?) 23.7+0.6 37.6+0.9* 354+0.8 *f
Body weight (kg) 67.5+£23 1052+32 * 99.2+3.0*F
Body fat (%) 29.0+1.8 46.7+1.5% 426+2.0*F
Waist circumference (cm) 78.1+22 108.4 +£2.2% 1043 +£2.2%F
Hip circumference (cm) 96.0+2.1 1255+2.2* 1193+ 1.8 *F
Fasting blood glucose (mmol/l) 4.81+0.09 572+ 0.15% 532+0.12% %
HbA,, (% IFCC) 3.79 £ 0.08 4.13+0.11 4.01£0.09
Triglycerides (mmol/l) 0.96+£0.10 1.53+£0.17 * 1.44+0.18 *
Cholesterol total (mmol/l) 5.17+£0.27 536+0.31 545+£0.25
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.59+0.07 1.34+0.06 * 1.40 £0.06
LDL-cholesterol (mmol/l) 3.15+£0.23 334+£028 341+£024
Atherogenity index 231+0.19 3.11+0.25* 2.99+0.24
HOMA-IR index 3.35+0.17 11.30 £ 1.28* 9.11 +£0.99* ¥
Adiponectin (ug/mi) 121+£13 84+13* 85+1.2%
Insulin (mIU/I) 156+£0.7 44.1+£4.7* 38.0+3.4*
FABP-4 (ug/ml) 253425 39.3 +£3.9% 36.1 +£3.6%
Leptin (ng/ml) 13.5£2.0 47.8+57* 404 +4.1%
hsCRP (ug/ml) 0.20 +0.06 0.81+0.22* 0.56 £0.12*

Values are mean + SEM. Statistical significance is from One Way ANOVA vs. Control group and paired t-test or its non-parametric

version vs. Obese after PA. *p<0.05 vs. control group; 'p<0.05 vs. Obese before PA. PA — physical activity; HOMA-IR — homeostasis

model assessment — insulin resistance; FABP — fatty acid-binding protein.

Table 2. Blood pressure values of the study subjects.

Controls OB (before PA) OB (after PA)
24 h X 1213+35 1192+29
Systolic blood pressure (mm Ig) Daytime X 12433 £ 4.1 1222+3.0
Nighttime X 113.1+£3.6 1104 +£32
Casual 1293+32 139.1+42 1323+3.7
24 h X 71.8+£3.0 72.1£28
Diastolic blood pressure (mm Hg) Daytime X 73934 74730
Nighttime X 66.4£3.0 63.9+2.5
Casual 78.7=+1.1 803+27* 86.9+34
24 h X 73.5+£19 T24+£22
Heart rate (beats/min) Daytime X 76.5+2.4 741422
Nighttime X 65.7+1.8 674£25
Casual 71.5£20 76.8+4.0 726+18

Values are mean + SEM. Statistical significance is from One Way ANOVA vs. Control group and paired t-test or its non-parametric

version vs. Obese after PA. *p<0.05 vs. control group.
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Table 3. mRNA expression in SCAT of control group and obese patient with arterial hypertension before and after 3 months of physical

activity.
Obese Obese
:i::;ol Gene name (Cn'):t:;’)l (beforePA)  (after PA)
i (n=15) (n=15)
Adipokines and hormones
ADIPOQ  Adiponectin 1.026£0.062  0.730+0.082* 0.734+£0.075*
ADIPORI  Adiponectin receptor 1 1.044£0.086  0.864+0.064  0.982+0.118
ADIPOR2  Adiponectin receptor 2 1.041£0.076  1.327+0.129  1212+0.117
ADM Adrenomedullin 1.066£0.122  1.463+£0.099  1.645£0.157 *
ANGPTI Angiopoietin 1 1.049£0.086  2.051+0.174* 1826+0.199 *
APLN Apelin 1395£0262  3312+0.673*% 23700272
CIQTNFI  Clq and tumor necrosis factor related protein I~ 1.054+0.093 ~ 1217+0.151  1.201+0.112
DPP4 Dipeptidyl-peptidase 4 1.058+0.092  1.045+0.101  1.057+0.113
FABP-4 Fatty acid binding protein 4 1.067+£0.114 115440187  1210+0.220
FAMI324  Family with sequence similarity 132, member A 1.042+£0.080  1.227+0.123  1.099+0.129
KDR Kinase insert domain receptor (a type I1 103940084 108240080  0.9960.117
receptor tyrosine kinase)
LCN2 Lipocalin 2 2473£0.851 0.955+0.264 1825+1.178
RARRES? 3etinoic acid receptor responder (tazarotene 1056 £ 0,096 LOSEL0.082  0.9040.100
induced) 2
RBP4 Retinol binding protein 4, plasma 1.069£0.107  1.189+0.091  0.986+0.135
RETN Resistin 141540320  1.685+0261  1.950+0.733
SAAIL;:SAA2  Serum amyloid Al;serum amyloid A2 1.15240.162  1477+0.191  1.360+0.148
Aquaporines
AQPI Aquaporin 1 (Colton blood group) 1.066£0.103  1321+0.132  1.231+0.131
AQP3 Aquaporin 3 (Gill blood group) L119£0.137 147240141 2.028 £0.202 *}
AQP7 Aquaporin 7 1.018£0051  0.945+£0.048  0.930+0.090
AQPY Aquaporin 9 1.912 £ 0.664 1.120 £0.169 2.246 +0.898
Chemokines
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 0.991+£0.106  2.567+0.308* 2983+0.347*
CCL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 1.881£0.656  5.690+0.978* 4.633+0.832*
CCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 1179£0.172  22574£0397* 2.671+0.499 *
CCLS Chemokine (C-C motif) ligand 5 1.544 £0.419 1.208 £0.213 1.826 £ 0.467
CcCL17 Chemokine (C-C motif) ligand 1 1.835+£0.406  4.364+0.806* 4.389+0.969 *
CD68 CD68 molecule L1374£0.153  2.419+0388* 2.570+0.454 *
Cytokines
ILIB Interleukin 1, beta 1.753£0.539  0.880+0.173 1.771 £ 0.667
IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2) 1.154£0.180  1461+£0253  1.783+0.290
IL10 Interleukin 10 144240415 42434£0556* 4310+£0.494 *
Interleukin 12A (natural killer cell stimulatory
IL124 factor 1, cytotoxic lymphocyte maturation factor  1.157£0.178  1.414+0.242  1.130£0.224

1.p33)
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Insulin signaling pathway
IGFIR Insulin-like growth factor 1 receptor 1.051+0.097 1.585+0.142 * 1.388+0.179
IGF2R Insulin-like growth factor 2 receptor 1.043 £0.084 1.050 +£0.073 1.222+£0.099
INSR Insulin receptor 1.048+£0.095  0974+0.041  0.884+0.071
SHC (Src homology 2 domai taini
SHCI (Src homology 2 domain containing) 103940078 1514+0.169  1340+0.142
transforming protein 1
SHC3 SHC (Sre homology 2 domain containing) 129940319 112140206  1.174£0.157
transforming protein 3
| ier family 2 (facili 1
Spcgay o carier family J (facilitated glucose 107620113 0981£0061  1.127£0.121
transporter), member 1
spcoa3  Solute carrier family 2 (facilitated glucose 110540132 LI94£0080 132440127
transporter), member 3
Renin-angiotensin system
ACE A-converting enzyme 1.039£0.079  0.953+0.051  0.931+0.0342
AGT Angiotensinogen 1246+ 0.217 0.837 £0.105 1.014 £0.126
AGTRI Angiotensin receptor 1 1.075+0.111 0.922 £ 0.063 0.976 £0.079
Cell migration and other relevant genes
CD40 CDA O molecule, TRE eceplorsuperiautly 102740066  1293+0.105  1.0870.090
member 5
CD40LG ~ CDA40 ligand 1.589+0.397  2516+0.312  3.400 +0.727 *
NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase 1.112£0.167 0.895+0.078 1.134£0.129
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 1035 £ 0072 L5792 0177 % 148340 134+
(acute-phase response factor)
Signal transducer and activator of transcription
STATS5A SA 1.033 £0.073 0.884+0.071 0.832+0.089
VEGFC Vascular endothelial growth factor C 1.073 £0.112 1.355+0.105 1.280 £ 0.151

Values are mean + SEM. Statistical significance is from One Way ANOVA vs. Control group and paired t-test or its non-parametric
version vs. Obese after PA. *p<0.05 vs. control group; 'p<0.05 vs. Obese before PA. PA - physical activity.

At baseline, significant differences in mRNA
expression were detected in 11 out of 53 studied genes in
subcutaneous adipose tissue between obese and control
group, respectively. mRNA expression in subcutaneous

adipose tissue was undetectable in seven genes
(SERPINA 12, IL-2, -3, -4, -12B, CCL-1, ITLN-1).
Increased expression of  chemokines

(CCL-2, -3, -4, -17), macrophage marker CD68, apelin,
angiopoetin 1, IGFIR, CD-40-ligand, IL10 and STAT3
was found in subcutancous fat of obese patients relative
to control group, while mRNA expression of adiponectin
in obese group was significantly decreased. mRNA
expression of renin-angiotensin system-related genes did
not differ between the groups.

The influence of physical activity on mRNA expression
profile in obese patients with arterial hypertension
Three months of physical activity significantly

increased mRNA expression of aquaporin 3, while no
other studied genes were significantly affected by the
exercise program.

Discussion

The most important finding of this study is that
three months of regular acrobic exercise significantly
decreased body weight and body fat, systemic subclinical
inflammation and insulin resistance without having
amajor effect on endocrine function of adipose tissue,
blood pressure or circulating lipid levels. These findings
indicate that endocrine production of subcutaneous
adipose tissue was not a major player in the improvement
of systemic subclinical inflammation and insulin
resistance.

Obesity is typically characterized not only by

excessive amount of adipose tissue with adipocyte
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hypertrophy, but also by a marked alteration of its
endocrine function and increased production of
proinflammatory and insulin resistance-inducing factors
(Bluher 2013). In our study, patients with obesity had
markedly increased expression of chemotactic cytokines
including CC chemokines 2, 3, 4 and 17 and macrophage
marker CD68 compared to lean control subjects. This
finding suggests increased proinflammatory milieu of
adipose tissue in obese patients and higher infiltration of
their adipose tissue with proinflammatory macrophages,
which is in agreement with previously published data
(Dahlman et al. 2005, Huber ef al. 2008). Interestingly,
obese patients had also increased mRNA expression of
the anti-inflammatory cytokine IL-10 — one of the
phenotypic markers of anti-inflammatory M2
macrophages (Turner ef al. 2010), suggesting a complex
influence of obesity on the adipose
immunocompetent cell content. Our data thus indicate
the existence of a

tissue

strong  proinflammatory and
chemoattractant state of subcutaneous adipose tissue for
macrophages and other immunocompetent cells in obese
non-diabetic patients with arterial hypertension.

Another interesting and possibly slightly
surprising finding of our study is the observation that
three months of regular exercise did not significantly
change the expression of any up-regulated chemokines in
SCAT. This data indicate a persistent proinflammatory
and chemotactic profile in SCAT after the regular
exercise intervention. The lack of effect of three months
of regular physical activity on the inflammatory status of
subcutaneous fat combined with improved systemic
subclinical inflammation may have several explanations.
Firstly, it has been demonstrated that subcutaneous
adipose tissue, albeit comprising the largest fat depot, is
not the most active player within different fat depots with
respect to systemic metabolic effects (Bluher 2012). Both
experimental and clinical studies have shown that the
primary place of subclinical inflammation in patients with
obesity both with or without type 2 diabetes mellitus is
the visceral adipose tissue (Curat ef al. 2006, Despres
2007). Although human studies did not, in contrast to
experimental results, convincingly show that visceral fat
is more proinflammatory than subcutaneous fat, they
have clearly demonstrated that early body weight loss
either by diet or exercise is mostly due to the decrease in
visceral rather than subcutancous fat (Imbeault ef al.
1999, Dolinkova et al. 2008). In our study, significant
loss of visceral fat was documented by a reduction of
waist circumference suggesting that changes of endocrine

function of adipose tissue could have been more
pronounced in visceral that in subcutaneous fat. On the
other hand, as we did not detect any major changes in the
circulating levels of the most important systemic
adipokines after the three-month exercise intervention, it
is conceivable that the overall significance of the changes
in the endocrine function of adipose tissue could have had
only minor impact on the improvement of systemic
subclinical inflammation and insulin resistance.
Interestingly, the only significant change in
mRNA expression in subcutaneous fat after three months
of exercise in our study was an increase in aquaporin-3
gene suggesting its possible connection to regular
exercise. Aquaporins are a family of small, hydrophobic,
integral membrane proteins expressed in multiple tissues
and involved in water and glycerol transport, cell
migration, neural signaling and numerous other processes
(Rodriguez et al. 2011). Aquaporin3 is strongly
expressed in the basal layer of keratinocytes contributing
to water transport and hydration of subcutaneous tissues
(Agre 20006). Recent data have suggested its involvement
in the regulation of cell proliferation through the
regulation of glycerol transport. It is tempting to
speculate that increased mRNA expression of aquaporin 3
in the adipose tissue after physical activity could be
connected to the changes of proliferative capacity of
adipose tissue after regular exercise or to other exercise-
related regulatory processes (Guo ef al. 2013).
Nevertheless, since this is the first report possibly linking
aquaporin 3 to exercise-induced changes in adipose
tissue, our finding certainly requires further investigation.
Previous studies have suggested that increased
expression of crucial components of the
angiotensin-aldosterone system such as angiotensin-
converting enzyme, angiotensinogen and angiotensin
receptor 1 in adipose tissue may present another link
between obesity and arterial hypertension (Engeli ef al.
2003). In our study. all of the obese patients had arterial
hypertension, yet we could not detect any significant
differences in the mRNA expression of angiotensin-
converting enzyme, angiotensinogen or angiotensin
receptor 1 in their subcutaneous fat as compared to lean
normotensive control subjects, nor any measurable effect
of three months of regular exercise on these parameters.
These findings are in line with the previous study by
Giacchetti et al
angiotensinogen and angiotensin receptor 1 mRNA
expression in visceral but not in subcutaneous fat of
obese patients (Giacchetti ef al. 2000). In our previous

renin-

who demonstrated increased
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study on cardiac surgery patients, we did not detect any
difference in mRNA expression of renin-angiotensin-
aldosterone  components between epicardial and
subcutaneous fat suggesting that their regulation might
indeed be depot-specific (Roubicek et al  2008).
Collectively, these data do not support a connection
between increased production of renin-angiotensin-
aldosterone components in subcutaneous fat and the
presence of obesity and arterial hypertension.

Most of the long-term studies focused on the
effects of regular exercise on circulating lipid levels have
shown increased HDL-cholesterol and decreased
triglyceride concentrations with changes being dependent
on the frequency and duration of exercise (Schellenberg
et al. 2013). In our study, only non-significant tendency
towards these improvement were detected. The lack of
a detectable effect of exercise could have been due to the
fact that its frequency was relatively low, i.e. three times
a week, and that the overall duration of the exercise
program was only three months, while it was usually six
months or more in most of other studies (Schwingshackl
et al. 2013). Along the same line, we did not see any
significant changes in blood pressure after three months
of exercise. The lack of changes in blood pressure is most
likely explainable by the fact that antihypertensive
medication of our patients has been appropriately
adjusted (mostly lowered) based on the changes of blood
pressure throughout the study period. These finding show
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