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SOUHRN

Tukova tkan predstavuje velmi zajimavy endokrinné aktivni orgdn produkujici
fadu proteinovych faktori charakteru hormoni, cytokint, riistovych faktorti a dalSich,
které se souhrnné nazyvaji adipokiny. Dosud bylo identifikovdno vice nez 100 latek
vznikajicich v tukové tkéni, které lokdlnim nebo celkovym plisobenim po uvolnéni do
cirkulace ovliviuji regulaéni mechanizmy energetického metabolizmu a zanétlivych a
imunitnich procest.

Jak prokdzala fada velkych studii, nadmérnd akumulace tukové tkdn€ u obéznich
jedinct predstavuje nezdvisly rizikovy faktor aterosklerézy a ndsledné se podili na
rozvoji kardiovaskuldrnich onemocnéni. Tukovad tkan muze byt zejména u pacientl
s obezitou zdrojem zvySenych kvant prozanétlivych ptsobkii a cytoadhezivnich
molekul, které sehravaji vyznamnou ulohu v iniciaci rozvoje endotelové dysfunkce.
Ateroskler6za, podobné jako obezita, jsou v soucasné dobé povazovany za chronicka
onemocnéni, u kterych klicovou roli sehrava prozanétlivy stav organizmu. V poslednich
letech probihaji intenzivni vyzkumy zamétfené na souvislosti a mechanizmy vzniku
endotelidlni dysfunkce, subklinického zanétu a poruch endokrinni funkce tukové tkdné.
Tato problematika je sledovdna také vzhledem k velkému vyznamu z pohledu klinické
praxe, zvySuje se pocet pacienttl, ktefi trpi onemocnénim kardiovaskularniho systému a
nebo maji zvySené riziko pred¢asného rozvoje aterosklerézy. Pfesné mechanizmy téchto
dé&ji vSak zatim nebyly objasnény.

Proto byl tématem této prace vyzkum endokrinni funkce tukové tkané¢ u osob se
zvySenym rizikem rozvoje aterosklerdzy, jako jsou pacienti s obezitou, se sekundarni
hypertenzi a nadprodukci katecholamint pfi feochromocytomu nebo skupina drogoveé
zavislych pacientti. Kromé sérovych koncentraci hormonti a cytoadhezivnich molekul
vznikajicich v tukové tkdni jsme u obéznich pacientl sledovali i exprese relevantnich
gentl v podkoZni resp. viscerdlni tukové tkani. Snazili jsme se tak objasnit, jakou mirou
prispivaji jednotlivé typy tukové tkané¢ svou produkci k hladindm solubilnich
cytoadhezivnich molekul. U ¢asti pacient jsme zjiStovali vyskyt polymorfizmt genti
pro adiponektin a rezistin a jejich vliv na metabolické parametry. U podskupiny
pacientll s nadprodukci katecholamina jsme sledovali vliv jejich zvySenych hladin na

endokrinni funkci tukové tkané, ktery byl dosud prokdzan zejména v experimentalnich



studiich. V souvislosti s tim jsme méfili 1 parametry subklinického zdnétu, ktery se
vyznamné podili na iniciaci procesu aterosklerozy.

Nase vysledky potvrdily, Ze jak subkutdnni tak i viscerdlni tukova tkan jsou
mistem produkce cytoadhezivnich molekul, které jsou povazovany za markery
endotelové dysfunkce. Prokdzali jsme rozdily mezi subkutdnni a viscerdlni tkani: byla
potvrzena souvislost obezity a zvySenych genovych expresi a produkce proteinu pro
dva typy cytoadhezivnich molekul ve viscerdlni tukové tkani. Nase vysledky mohou
Castecné vysvétlit tésny vztah viscerdlni obezity a kardiovaskularnich komplikaci. Na
zdkladé vysledki sledovani polymorfizmii gent pro adiponektin a rezistin
predpokldddme jejich vliv na metabolicky fenotyp pacientli. Manifestace urcitého
genotypu se vSak liSi u pacientd srozdilnym nutricnim stavem organizmu. U
podskupiny pacientli s feochromocytomem bylo zvySeni hmotnosti po chirurgickém
odstranéni tumoru prekvapive provizeno signifikantnim poklesem hladin C-reaktivniho
proteinu, markeru systémového zanétu. V tomto procesu jsme neprokdzali piimou
ucast hormonu tukové tkané, a snizeni hladin CRP je tak pravdépodobné projevem
preruseni ptisobeni zvysSenych hladin katecholamini na produkci CRP. Miuze byt
znamkou pozitivniho efektu 1é€by feochromocytomu na progresi aterosklerdzy a
kardiovaskuldrni riziko. U jedincii zdvislych na heroinu jsme podle o¢ekdvani zjistili
zvysené markery endotelidlni dysfunkce a soucasn¢ poruchu endokrinni funkce tukové
tkan¢, kterd se, krom¢ jinych faktorti, muze CcasteCné podilet na systémovém
prozanétlivém stavu. Otevienou otdzkou ziistavd, jestli porucha endokrinni funkce
tukové tkané vznikd v dasledku systémového prozanétlivého stavu a nebo v tomto
procesu sehrava kauzalni roli.

Vysledky této prace mohou pfispét k detailnimu vysvétleni vSech mechanizmii a
souvislosti mezi endokrinni funkci resp. dysfunkci tukové tkdn€ a rozvojem
ateroskler6zy. Porozuméni a schopnost terapeuticky ovlivnit negativni humoralni
pusobeni tukové tkdné¢ by mohlo znamenat piimy prospéch pro fadu nemocnych

s vysokym rizikem rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni.
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SUMMARY

Adipose tissue represents a multi-functional endocrine organ producing various
protein factors including hormones, cytokines, growth factors and others, commonly
refered to as adipokines. To date, more than 100 products of adipose tissue were
identified. They can act either locally or after their release into the circulation and
influence the regulation of the energy metabolism, inflammatory and immune processes.

Numerous large scale studies have demonstrated that increased adipose tissue
mass in obese individuals represents an independent risk factor of atherosclerosis and
development of cardiovascular diseases. Obesity may lead to the increased release of
proinflammatory factors and adhesion molecules from adipose tissue, thus playing an
important role in the development of endothelial dysfunction. Both atherosclerosis and
obesity are nowadays considered chronic diseases with low-grade inflammation as a key
factor in their etiopathogenesis. Recent research studies were focused on the
mechanisms of the endothelial dysfunction, low-grade inflammation and adipose tissue
endocrine function dysregulation, and their mutual relationships. These processes are of
a great interest due to their clinical relevance and increasing numbers of patients
suffering from cardiovascular diseases or being at high risk of early atherosclerosis
progression. Exact mechanisms and interrelationships of these factors are yet to be fully
clarified.

Therefore, this project was focused on the endocrine function of adipose tissue
in individuals at high risk of early atherosclerosis development such as patients with
obesity, secondary hypertension and increased levels of catecholamines due to
pheochromocytoma and injection drug users. In addition to serum concentrations of
hormones and soluble adhesion molecules, expression of relevant genes and their
protein content were measured directly in the subcutaneous and visceral adipose tissue
samples. Hereby, the contribution of subcutaneous and visceral fat depots to the
circulating pool of adhesion molecules was examined. Adiponectin and resistin gene
polymorphisms in patients with diverse body weight were also examined and their
influence on metabolic phenotype was assessed. The influence of catecholamines
overproduction on endocrine function of adipose tissue was previously shown in several

experimental studies. Here we tested these effects in patients with pheochromocytoma.
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Markers of low-grade inflammation, as an indicator of atherosclerosis development,
were also measured in these patients.

Our results confirmed the previous findings that both subcutaneous and visceral
fat depots are producers of adhesion molecules, known as markers of endothelial
dysfunction. We were able to show the differences between various fat depots and to
demonstrate the relationship between obesity and increased adhesion molecules gene
expression and protein content in visceral adipose tissue. Our results may partially
explain the close relationship of the visceral obesity and cardiovascular diseases. Our
assessment of adiponectin and resistin gene polymorphisms indicated their possible
influence on the metabolic phenotype of patients. Nevertheless, manifestation of
respective genotypes differed in patients with different nutritional status. In patients
with pheochromocytoma, successful surgical treatment led to a weight gain that was
surprisingly accompanied by attenuation of the inflammatory state as measured by the
decrease of C-reactive protein levels. We failed to demonstrate a direct involvement of
the changes in adipokines levels in this process. Drop of the C-reactive protein levels
thus could be a result of normalization of catecholamine levels and it may reflect
positive effects of pheochromocytoma removal on atherosclerosis progression and
cardiovascular risk. In injection drug users, increased levels of endothelial dysfunction
markers were found accompanied by dysregulated endocrine function of adipose tissue
which may contribute to proinflammatory state of these patients. It remains to be
determined whether endocrine dysfunction of adipose tissue in this subgroup of
patients is entirely the consequence of the systemic inflammation or whether it plays a
causal role in the process.

Results of this project may represent another step on the way to the detailed
explanation of the mechanisms and relationships between adipose tissue endocrine
function or dysfunction and atherosclerosis development. Better understanding and
ability to prevent or treat the negative metabolic effects of adipose tissue-derived
molecules would be of great importance for numbers of patients at high risk of

cardiovascular diseases.
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1. UVOD

1.1 Obezita a kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskuldrni onemocnéni ptfedstavuji hlavni pfi¢inu morbidity a mortality
ve vyspélych zemich a jsou tak i velmi zdvaZnym socioekonomickym problémem
(Mathers and Loncar 2006). Nadvédha a obezita se velmi Casto vyskytuji spolecné
s arteridlni hypertenzi, poruchou glukézové tolerance, inzulinovou rezistenci nebo
diabetes mellitus 2. typu, s dyslipidémii a dal§imi poruchami jako tzv. metabolicky
syndrom. Za jeho patofyziologicky podklad je povaZovana inzulinova rezistence a
v klinickych studiich se ukdzalo, Ze tyto faktory jednotlivé i v kombinaci piinaseji
zvySené riziko kardiovaskuldrnich chorob.

Dle velkych epidemiologickych studii (Framingham Heart Study, Nurses Health
Study, Buffalo Health Study, Cancer Prevention Study II) pfedstavuje zvySend télesna
hmotnost vyznamny rizikovy faktor ischemické choroby srdce i kardiovaskuldrnich
onemocnéni celkové (Eckel and Krauss 1998; Rashid 2003). Velka americka studie
Chicago Heart Association Detection Project in Industry s vice nez 17 000 ucastniky
sledovala po dobu 32 let vliv obezity v obdobi stfedniho v€ku na morbiditu a mortalitu
ve vySsim veéku. Pro hodnoceni bylo vytvofeno 5 skupin dle poctu piitomnych
rizikovych faktorGi kardiovaskuldrnich onemocnéni (hypertenze, vyssi cholesterol,
koufeni) a kazd4 skupina byla dale rozdélena podle BMI (index télesné hmotnosti, body
mass index, kg/m®). Vysledky studie ukdzaly, e nadvdha a obezita piedstavuji
nezavisly rizikovy faktor kardiovaskuldrnich onemocnéni a to v podstat¢ ve vSech
skupindch, tedy v pfitomnosti i v neptfitomnosti dalSich rizikovych faktori (Yan 2006).
Dle dlouhodobych epidemiologickych studii koreluje piirtistek hmotnosti po 25. roce
Zivota s kardiovaskuldrnim rizikem a to dokonce proporciondlné s mnoZstvim
kilogramli navic. Za vice rizikovou je u obéznich jedincti i jedincl s nadvdhou
povazovana abdomindlni akumulace tuku, kterd podobné jako vyrazné oscilace
hmotnosti v disledku nedspéSnych pokusii o redukci hmotnosti, souvisi s progresi
aterosklerézy (Kannel 1996).

Kromé jiz zminovanych onemocnéni kardiovaskularniho systému se u obéznich
pacientli Castéji vyskytuji onemocnéni pohybového apardatu, kozni, nddorovd a

respiraéni onemocnéni. Obézni jedinci maji témef o 7 let kratSi oCekdvanou délku Zivota
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ve srovndni se Stithlymi osobami (Peeters 2003). Morbidita spojend s obezitou se
promitd i do ekonomickych statistik, existuje fada dat svéd¢icich pro vyssi spottebu
zdravotni péce u obéznich osob, v¢etné farmakologické terapie a hospitalizaci (Peeters

2003; van Dijk 2006).

1.1.1 Prevalence nadvahy a obezity

S ohledem na vySe uvedenad rizika je alarmujici, Ze prevalence nadvéhy a obezity
maji celosvétoveé stoupajici trend (Kopelman 2000; Seidell 2000). Jiz v roce 1997, na
zaklad¢ dat z epidemiologickych studii, vyhlésila Svétovd zdravotnickd organizace
(WHO) obezitu celosvétovou epidemii. V roce 1995 byl odhadovany celosvétovy pocet
pacientt s obezitou 200 miliond, v roce 2000 se vSak tento pocet zvysil na 300 milion
(WHO 2003 Obesity and overweight).

V dospélé populaci Spojenych stétii se prevalence obezity zvysila z 15% v roce
1970 na 31% v roce 2000. Dle dostupnych dat ze studie NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey) se v USA prevalence nadvahy a obezity naddle postupné
zvySuje, zejména u déti, adolescentl a muzi. V letech 2003 — 2004 mélo 17%
americkych déti nadvdhu a 32,2% dospélych bylo obéznich. U dospélych Zen nebyl
v letech 1999 az 2004 zaznamendan signifikantni vzestup hmotnosti. Nejvyssi procento
obéznich osob je ve vékové kategorii 40-59 let — 36,8% a dale pak klesa pravdépodobné
v souvislosti se zvySenou mortalitou (Ogden 2006). VyS§i prevalence obezity byla
pozorovéna mezi Ameri¢any hispanského piivodu, a také v oblasti jihovychodni Azie a
Polynézie.

V Evropské populaci je v soucasné dobé prevalence obezity 10-20% u muzi a
10-25% Zen, v zemich vychodni Evropy a Stiedozemi vSak trpi obezitou az 40% Zen.
Dle vysledkii multicentrické studie MONICA (MONItoring of trends and determinants
in CArdiovascular diseases), které se zidcastnila i Ceskd republika, je v Evropé
stoupajici trend v prevalenci obezity pozorovan zejména u muzi (Evans 2001). Ceskd
republika se v poctu obéznich zafadila na pfedni misto v Evropé, sledovani zmeén
v prevalenci obezity z roku 2000 ukazuje, Ze 20-25% dospélé populace u nés je obézni

(Kunesova 2005).
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1.1.2 Obezita a metabolicky syndrom — definice

Obezita je multifaktoridln¢ podminénd metabolickd choroba, kdy individudlné
podminénd predispozice vede v piipadé pozitivni energetické bilance k hromadéni
tukovych zdsob. Ve vétsiné piipadi se setkdvame s prostou obezitou, kterd vznikd
v disledku relativné vyssiho piijmu energie potravou a/nebo niz$iho vydeje energie. Na
celkovém energetickém vydeji se podili bazdlni a postprandidlni energeticky vydej a
vydej energie v souvislosti s fyzickou aktivitou (Hainer 1997).

V béZzné praxi nahrazujeme presné mécfeni mnoZstvi tukové tkdn€ stanovenim
indexu télesné hmotnosti — tzv. BMI (body mass index) = hmotnost / druhd mocnina
vysky, vyjadieny v jednotkdch kg/m” Z tohoto postupu vychdzi i soucasnd klasifikace

obezity dle BMI (Tabulka 1).

Tabulka 1. Klasifikace obezity podle BMI s uvedenim zdravotnich rizik dle

International Obesity Task Force a Svétové zdravotnické organizace (WHO)

BMI (kg/m”) Kategorie Zdravotni rizika
18,5-249 Normalni rozmezi Minimaln{
25-299 Nadvéha Nizka
30-34,9 Obezita 1. stupné Vysoka
35-39,9 Obezita 2. stupné Vysoka
Nad 40 Obezita 3. stupné Velmi vysoka

Mnozstvi tuku v organizmu lze méfit i pomoci dalSich metod jako jsou
bioelektrickd impedance, zobrazovaci metody, zejména dudlni rentgenova
absorbcimetrie — DEXA, nebo také meéfenim tloustky koZni fasy ve stanovenych
lokalizacich pomoci kaliperu. N&které z uvedenych metod se vyuzivaji pro presnou
charakteristiku slozeni téla ve vyzkumnych studiich.

Podle charakteru rozloZeni tuku rozliSujeme obezitu gynoidni (Zenského typu)
s hromadénim podkoZniho tuku v oblasti hyzdi a stehen — obezita typu hrusky a obezitu
androidni nebo-li viscerdlni (muzského typu) s hromadénim tuku v oblasti hrudniku a

bficha — proto tvaru jablka. V oblasti bficha se pak u tohoto typu obezity hromadi
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pfedevS§im tuk nitrobfiSni neboli viscerdlni. Pravé tento typ je soucasti metabolického
syndromu a je provdzen zvySenym vyskytem kardiovaskuldrnich a metabolickych
onemocnéni. Vzhledem k uvedenym rozdilim je logické, Ze je nutné charakterizovat
obezitu nejen z hlediska stupné¢ dle BMI, ale také z hlediska distribuce tukové tkang.
K tomu lze vyuzit jednoduché metody méfeni télesnych obvodi, predev§im obvodu
pasu a v n¢kterych piipadech i obvodu boki.

Metabolicky syndrom je dle kritérii Mezinarodni diabetologické federace (IDF)
charakterizovan abdomindlni obezitou (obvod pasu > 94 cm u muzl, > 80 cm u Zen) a
alespon 2 z dalSich kritérii: triacylglyceroly > 1,7 mmol/l a/nebo HDL cholesterol <
1,03 mmol/l u muzl a < 1,29 mmol/l u Zen nebo hypolipidemickd 1écba, déle arteridlni
hypertenze — systolicky krevni tlak > 130 mmHg nebo diastolicky krevni tlak > 85
mmHg nebo antihypertenzni 1éCba a ddle zvysSend glykémie nalacno (> 5,6 mmol/l)

nebo porusend glukézova tolerance nebo diabetes mellitus 2. typu.

1.2 Endokrinni funkce tukové tkané

Tukova tkan pfedstavuje multifunkéni endokrinni orgdn produkujici fadu
proteinovych faktor charakteru hormont, cytokint, rastovych faktort a dalSich, které
se souhrnné nazyvaji adipokiny (Zhang 1994; Guerre-Millo 2002). Dosud bylo
identifikovdno vice nez 100 latek vznikajicich v tukové tkani, které lokdlnim nebo
celkovym plsobenim po uvolnéni do cirkulace ovliviluji regulaéni mechanizmy
energetického metabolizmu a zanétlivych a imunitnich procesi (Hauner 2005).

Mezi adipokiny patii proteiny produkované prevazné¢ adipocyty (leptin,
adiponektin), déle proteiny vznikajici v jinych bunkéch tukové tkané (napi. produkce
rezistinu imunokompetentnimi bunikami) a také faktory pfevazné produkované jinymi

organy jako napfiklad TNF-a (Haluzik 2002).

1.2.1 Leptin

Vroce 1994 byl objeven proteinovy hormon leptin produkovany prevazné

adipocyty a to zménilo pohled védct na tukovou tkan (Zhang 1994). Leptin ovliviiuje

centrum sytosti v hypotalamu a prostiednictvim neuropeptidu Y reguluje piijem

16



potravy. Podili se tak na udrZovédni energetické homeostidzy organizmu a to spiSe
z dlouhodobého hlediska neZ kratkodobé zménou piijmu potravy (Halaas 1995).

V experimentdlnich studiich vedl deficit leptinu u 0ob/ob mysi (mutace ob genu
kédujiciho leptin) nebo porucha leptinového receptoru u db/db mysi (mutace genu pro
leptinovy receptor) k hyperfagii, obezité, inzulinové rezistenci a vzniku diabetu (Zhang
1994). Porucha leptinového genu byla popsdna i u lidi a projevuje se extrémni
hyperfagii s rychlym vznikem tézké obezity jiz v détském véku (Montague 1997).

Je zajimavé, Ze prostorova struktura leptinu sloZena ze 4 a-helixi pfipomind
strukturu rodiny cytokini IL-6. Experimentdlni studie prokazaly, Ze leptin hraje
dileZitou roli v imunologickych procesech. Ovliviiuje monocyty/makrofagy, stimuluje
fagocytézu a jejich proliferaci, zvySuje expresi aktivacnich proteini ftady
imunokompetentnich buné€k, ovliviiuje subpopulace T lymfocyti (Matarese 2005;
Steiner and Romanovsky 2007). U malnutri¢nich stavii byla sniZend hladina leptinu
spojena se sniZzenou lymfoproliferativni odpovédi (Matarese 2005).

Obezita je povazovana za chronicky prozanétlivy stav organizmu se zvysenou
hladinou leptinu v séru (hyperleptinémii), ddle tzv. leptinorezistenci, lokdlni akumulaci
makrofagl v tukové tkdni a celkové zvySenou produkei prozanétlivych faktort (napf.
TNF-a). Pfesny mechanizmus plsobeni leptinu v téchto sloZitych vazbach neni zatim
detailn¢ popsan (Matarese 2005).

Sérové hladiny leptinu a exprese mRNA pro leptin v tukové tkani u lidi
pozitivné koreluji s BMI a obsahem tuku (Maffei 1995; Haluzik 1999a; Haluzik 1999b;
Anderlova 2006). ZvySené hladiny leptinu byly také zjiStény u pacientll s manifestni
aterosklerézou, chronickou anginou pectoris, u akutniho infarktu myokardu nebo cévni
mozkové piithody (Wallerstedt 2004; Taneli 2006; Sierra-Johnson 2007). Existuje i
vztah mezi leptinem a CRP. Experimentdlni studie prokazaly, Ze leptin dokéaze
indukovat produkci CRP aktivaci leptinovych receptort lidskych endotelovych bungk,
zvySenou produkci volnych kyslikovych radikélt a fosforylaci proteinkindzy ERK 1/2
(extracellular signal-regulated kinase). Tyto vysledky svéd¢i pro moZny proaterogenni

potencidl leptinu (Singh 2007).

1.2.2 Adiponektin

Adiponektin je proteinovy hormon produkovany pievazné adipocyty bilé tukové

tkdné¢ a je strukturou podobny roding proteint s C1q globuldrni doménou (Maeda 1996).

17



Adiponektin je kvantitativn€ nejvyznamnéjSim proteinem produkovanym v tukové tkéni
a také jeho hladiny v cirkulaci jsou az tisicndsobné vyssi neZ u jinych proteohormonti
(Haluzik 2005). Molekuly adiponektinu cirkulujici v séru maji tendenci k tvorbé
izoforem o ruzné molekularni hmotnosti: trimer, hexamer s nizkou molekularni
hmotnosti nebo tzv. vysokomolekularni formy (Pajvani 2004). Tkéanové ucinky
adiponektinu jsou zprostiedkoviany pomoci dvou typii adiponektinovych receptord,
AdipoR1 a AdipoR2, pfitomnych kromé svalové a jaterni tkané¢ i v fadé dalSich tkéani
(Yamauchi 2003a; Haluzikova 2007).

Gen pro lidsky adiponektin byl identifikovdn na chromozomu 3q27, ktery je v
literatute asociovan s diabetes mellitus 2. typu a metabolickym syndromem (Kissebah
2000; Mori 2002; Vasseur 2002). Proto je gen pro adiponektin povazovan za jeden
z kandidatnich genii pfi studiu inzulinové rezistence a diabetu (Kadowaki 2006).
Polymorfizmy genu pro adiponektin mohou byt spojeny se sniZenou sérovou hladinou
adiponektinu, vyskytem inzulinové rezistence a zvySenym rizikem rozvoje diabetes
mellitus 2. typu (Hara 2002; Menzaghi 2002; Gonzalez-Sanchez 2005).
ucinky adiponektinu. V experimentélnich studiich byla u transgennich mysi s knock-
outem genu pro adiponektin pozorovana inzulinovd rezistence mirného az stfedniho
stupn¢ a zvySend citlivost k rozvoji ateroskler6zy (Kubota 2002; Matsuda 2002).
Podavani adiponektinu a normalizace jeho hladin u experimentdlnich mySich modela
obezity a ateroskler6zy inhibuje TNF-a — indukované zvySeni endotelidlni exprese E-
selektinu, intraceluldrni cytoadhezivni molekuly 1 (ICAM-1) a vaskulérni cytoadhezivni
molekuly 1 (VCAM-1) (Kawanami 2004). Adiponektin piisobi jako antiaterogenni
faktor, sniZuje syntézu C-reaktivniho proteinu v endotelovych buinikach, inhibuje
migraci monocytli a makrofdgl a jejich transformaci na pénové buniky v cévni sténé a
pfispiva ke zvySeni inzulinové senzitivity (Ouchi 2001; Haluzik 2004b; Devaraj 2008).

Sérové hladiny adiponektinu jsou sniZené u obéznich jedinct a diabetes mellitus
2. typu, stoupaji po redukci hmotnosti a vyssi hladiny pak nachdzime u jedincu
s normdlni hmotnosti nebo dokonce malnutrici (Esposito 2003; Housova 2005a;
Coppola 2008). Rada studii popsala asociaci mezi hladinou adiponektinu a
aterosklerotickymi zménami u lidi s ischemickou chorobou srdecni (Kumada 2003;
Nakamura 2004), jiné studie vSak tyto zavéry nepotvrdily (Hopkins 2007). V soucasné
dob¢ neni uloha adiponektinu zcela objasnéna. Neni jednoznacné vysvétleno, jestli je

Mowe

pokles adiponektinu pfi¢inou nebo disledkem probihajictho aterosklerotického procesu.
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1.2.3 Rezistin

Rezistin je proteinovy hormon, ktery je kromé adipocyti produkovan i
monocyty a makrofdgy, a spolu s tzv. rezistinu-podobnymi molekulami (resistin-like
molecules, RELM) patii do skupiny proteint bohatych na cystein. U mysi je rezistin
exprimovan piedevS§im v tukové tkdni a uvolnovan do cirkulace. U lidi byla exprese
rezistinu detekovana v kostni dfeni, v plicich, v trofoblastu placenty a v tukové tkani.
Rezistin cirkuluje v plazmé ve formé dimert. ZvysSené sérové koncentrace rezistinu byly
zjistény u experimentdlnich modeld obezity a diabetes mellitus 2. typu (Steppan 2001a;
Steppan 2001Db).

Gen pro lidsky rezistin byl identifikovan na chromozému 19p13 (Steppan
2001a). Podobn¢ jako u adiponektinu, byla u i rezistinu zkoumdna spojitost mezi
polymorfizmy genu pro rezistin a obezitou nebo inzulinovou rezistenci (Steppan and
Lazar 2004). Rada studif potvrzuje tyto vztahy (Cao and Hegele 2001; Pizzuti 2002;
Tan 2003), vysledky se vSak lisi v zavislosti na sledované populaci (Engert 2002).

Prvni experimentdlni studie nasvédCovaly tomu, Ze zvysené hladiny rezistinu
vyvolévaji inzulinovou rezistenci (Steppan 2001a; Hartman 2002; Steppan and Lazar
2002). Rada dal§ich studif, experimentalnich i klinickych, viak tyto jednozna¢né zavéry
a kauzalitu zpochybnila. Nékteré studie popsaly sniZenou expresi rezistinové mRNA
v tukové tkani obéznich mysi (Way 2001), coz bylo v nékterych pracich provazeno
zvySenim cirkulujicich koncentraci rezistinu (Haluzik 2004a; Rajala 2004). V lidské
tukové tkdni byla u obéznich jedincl zjiSténa zvySend exprese mRNA pro rezistin,
v izolovanych adipocytech vSak byla genovd exprese rezistinu nizkd a nebyl
zaznamenan rozdil mezi obéznimi a Stihlymi jedinci (Savage 2001). Lze predpokladat,
Ze hlavnim producentem rezistinu v lidské tukové tkani jsou spiSe buiky
stromovaskularni frakce, naptf. imunokompetentni buiiky. Podobné i klinické studie
pfinesly rozporuplné vysledky, v nékterych studiich byly nalezeny zvySené sérové
koncentrace rezistinu u obéznich jedincti (McTernan 2002a; McTernan 2002b; Degawa-
Yamauchi 2003), v jinych korelace mezi hmotnosti a sérovymi hladinami rezistinu
zjiStény nebyly (Lee 2003; Housova 2005a).

V posledni dobé je rezistin spojovén predevsim se zdnétlivym stavem organizmu
(Lehrke 2004; Reilly 2005). Bylo zjisténo, Ze prozanétlivé cytokiny jako TNF-a a IL-6
zvySuji expresi rezistinu v cirkulujicich monocytech u lidi, a naopak, rezistin stimuluje

produkci TNF-a a IL-6 v tukové tkdni a monocytech v periferni krvi (Kaser 2003; Rabe
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2008). Sérové hladiny rezistinu koreluji s mnoha prozanétlivymi markery véetné CRP a
vysledky dalSich studii svéd¢i pro ucCast rezistinu v etiopatogeneze zdanétlivych
onemocnéni, septického stavu, ischemické choroby srdce nebo dokonce revmatoidni
artritidy (Rabe 2008).

PrestoZe ucinky adipocytdrnich hormonti adiponektinu a rezistinu zatim nebyly
do detailt objasnény, vysledky studii nasvédcuji tomu, Ze jsou pifimo nebo nepiimo
zapojené i v etiopatogeneze aterosklerézy (Kawanami 2004; Shimada 2004; Pischon

2005).

1.3 Mechanizmus zvySeného rizka kardiovaskularnich onemocnéni u obezity,

subklinicky zanét

Intervence rizikovych faktordi, tedy primarni a sekunddrni prevence
kardiovaskuldrnich onemocnéni, vede k vyznamnému snizeni poctu umrti na tato
onemocnéni (Fox 2004). V poslednich letech vSak doslo k vyraznému zpomaleni tohoto
pfiznivého trendu a to souCasné se zvySovdnim prevalence nadvédhy a obezity (Hu
2000).

Kardiovaskuldrni onemocnéni jsou spojena s vysSi hladinou cirkulujicich
markertl systémového zanétu, jako je napt. C-reaktivni protein a proteiny koagulacni
kaskddy (Danesh 2000; Berg and Scherer 2005). ZvySené hladiny prozanétlivych
protein se vyskytuji i u osob s rizikovymi faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni,
anginou pectoris, obezitou, diabetes mellitus (Ridker 2000; Pradhan 2001).

Tukova tkan kromé adipocytli obsahuje fibroblasty, preadipocyty, makrofagy a
cévni struktury. Podobn¢ jako makrofagy, i adipocyty jsou ovlivnény signdly z okolniho
prostiedi a maji schopnost reagovat na cytokiny zprostiedkovanou zanétlivou reakci
nebo pfitomnost infekéniho agens. Prostfednictvim membranovych receptori jsou v
adipocytech aktivovany intraceluldrni signdlni kaskady, které vedou ke zvySené
produkci a sekreci prozanétlivych cytokinii a reaktanti akutni faze (Berg and Scherer
2005).

Na lidskych tkanovych kulturdch in vitro bylo prokdzano, Ze TNF-a ovliviiuje
adipocyty vazbou na jejich TNF receptory TNFR1 a TNFR2, s néslednou signalni
transdukci prostiednictvim rodiny signdlnich proteini MAP-kindzy (mitogen-activated

protein kinases MAPK), napt. p44/42 (extracellular signal-regulated kinase, ERK 1/2)
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nebo JNK (c-Jun-NH2-terminal kinases) (Ryden 2002). Podobné byla zkoumdna
odpovéd’ adipocytl na fadu prozanétlivych plisobkl jako IL-1B, IL-4, IL-6, IL-11,
interferon y (INF-y) a dalSich, které maji schopnost aktivovat tyto i jiné signdlni
kaskady (Lin 2000; Rajala and Scherer 2003). Odpovédi adipocytii na pilisobeni
prozanétlivych faktor je pak zvySend produkce prozanétlivych faktori, medidtort a
reaktantll akutni fize (TNF-a, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), IL-1B, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-15, leukemia inhibitory factor, haptoglobin, macrophage migration
inhibitory factor, serum amyloid A - SAA3, faktory komplementu B, D, C3,
prostaglandin E2, cytoadhezivni molekuly a dalsi potencidlni moduldtory zdnétlivého
procesu leptin, adiponektin a rezistin) (Shimomura 1996; Kern 2001; Fain 2004).

Reaktivita tukovych bunék a spektrum vznikajicich proteinii se méni v pribchu
diferenciace z preadipocytu ke zralému adipocytu a pfesné mechanizmy a vazby
v soucasné dob¢ nejsou zndmy. Nekteré z uvedenych latek plsobi autokrinng, jiné
parakrinng¢, pfibyvaji vSak dikazy, Ze fada z nich vyznamné pfispivd k systémovému
subklinickému zancétu (Berg and Scherer 2005). Za normélnich podminek tvoii
makrofagy piiblizn¢ 5 — 10 % bunécné populace tukové tkané, v dusledku zvySeni
hmotnosti u obezity se v§ak muze jejich pocet n¢kolikandsobné zvysit (Weisberg 2003).
Adipocyty a makrofigy v tukové tkdni se vzdjemné ovliviuji a zejména v piipadé
obezity pak dochdazi k potenciaci zanétlivé odpovédi a vyslednému synergickému
pusobeni (Berg 2004; Berg and Scherer 2005). Celd tada studii prokdzala pozitivni
korelaci mezi vy$§sim BMI a zvysenou hladinou cirkulujicich prozanétlivych proteinii
jako CRP, PAI-1, cytoadhezivnich molekul VCAM-1, E-selektin a dalSich (Leinonen
2003; Cottam 2004; Miller and Cappuccio 2006).

Tukova tkan tak ma nepochybné vyznamny podil na systémovém subklinickém
zénétu, prozanétlivé faktory vSak vznikaji i v dalSich tkdnich. Jednim z dulezitych
markert systémového zanétu v organizmu je C-reaktivni protein, ktery vznikd v jatrech
a jeho produkce je vyznamné€ ovlivnéna interleukinem 6. Viscerdlni tukové tkan
obéznich jedincti uvolnujici IL-6 ptimo do portdlniho ob&hu piisobi v jatrech zvySenou
produkci CRP, ktera typicky provazi obezitu (Yudkin 2000a). Svlij podil na vysledné
hladiné cirkulujictho CRP m4 zfejm¢ i jeho pfima produkce tukovou tkani (Ouchi

2003).
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1.4 Kardiovaskularni riziko a katecholaminy: vztah k tukové tkani

V ramci Sirokého spektra endokrinopatii, od asymptomatickych forem az ke
klinicky vyjadienym formam, byl u fady z nich popsidn zvySeny vyskyt rizikovych
faktorGi aterosklerézy a kardiovaskuldrnich onemocnéni. Casné asymptomatické
postiZeni korondrnich tepen ateroskler6zou bylo napiiklad popsano u mladych obéznich
Zen se syndromem polycystickych ovérii ve srovndni s obézni kontrolni skupinou
(Shroff 2007), nebo u pacienti se subklinickym Cushingovym syndromem
(Tauchmanova 2002). U pacientii s feochromocytomem jsou kardiovaskuldrni piithody
dokonce nejCastéjsi pri¢inou Umrti (Khorram-Manesh 2005; Daub 2007) a akutni
koronarni pithoda mtiZze byt vzacné i prvni manifestaci onemocnéni (Boulkina 2007).

Feochromocytom, katecholaminy produkujici tumor vychazejici
z chromafinnich bun¢k dfen¢ nadledvin, se vyznacuje velkou variabilitou klinickych
ptiznakl, od lehké hypertenze ptes typické zachvatovité piiznaky: vzestup krevniho
tlaku, tachykardie, bolest hlavy, poceni a zCervenani, aZ po zdvazny stav hypertenzni
krize (Zelinka and Widimsky 2003). Pfesny podklad a mechanizmy akcelerované
aterosklerézy u téchto pacientl zatim nejsou znamy. Je zfejmé, Ze zahrnuji mimo jiné
zvySeny krevni tlak, jeho vyrazné&jsi kolisani a poruchy diurndlni variability, poruchy
gluk6zového metabolizmu a pravdépodobné i dalsi faktory, jako zvySené prozanétlivé
markery ve srovndni s pacienty s primarnim hyperaldosteronismem nebo zdravymi
kontrolami (Zelinka 2004; Zelinka 2007).

Experimentdlni studie prokdzaly, Ze nadbytek katecholaminii miZe vyznamné
ovlivnit endokrinni funkci tukové tkané (Bottner 2000; Cong 2007). Inhibi¢ni efekt
katecholaminti na produkci leptinu byl potvrzen jak v experimentdlnich, tak i klinickych
studiich (Kosaki 1996; Trayhurn 1996; Wocial 2002; Goossens 2008). Katecholaminy
se vdzou na PB- a oa-adrenergni receptory adipocytii (subtypy Pi3 a a;2); pres -
adrenergni receptory a aktivaci adenylatcykldzy pak dochédzi ke zvySeni mnoZstvi
cAMP a aktivaci dalSich kindz k fosforylaci hormon-senzitivni lipdzy (Jocken and
Blaak 2008). Naopak, prostiednictvim vazby na ap-receptory je lipolyza inhibovana.
Vazbou na [-adrenergni receptory ovliviiuji katecholaminy vychytdvani glukézy
(Nonogaki 2000), a pravdépodobné i fadu dal$ich, dosud neobjasnénych dejt. Pripadny
nadbytek katecholaminli nebo naopak zmény poctu a funkce adrenergnich receptorii na
povrchu adipocytii vedouci k rezistenci na katecholaminy, mohou negativné ovlivnit

celé spektrum metabolickych procest (Arner 1999; Bottner 1999).
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1.5 Cytoadhezivni molekuly a jejich vyznam v procesu aterosklerézy

1.5.1 Endotelova dysfunkce a etiopatogeneze aterosklerozy

Ateroskler6za je v souCasné dobé vniména jako zanétlivy (resp. reparativni)
proces, ktery je odpovédi na posSkozeni intimy cévni stény. Kli¢ovou udlohu sehrava
sekrecn¢ aktivni endotelova buiika, kterd produkuje vazodilatacni, vazokonstrikéni,
rustové a dalsi faktory. Rizné mechanické, chemické, degenerativni nebo metabolické
vlivy mohou ovlivnit jeji funkci a rovnovéhu a vést k tzv. endotelové dysfunkci, ktera je
predpokladem resp. prvnim stiddiem vzniku aterosklerézy (Ceska 2005). Endotelova
dysfunkce, subendotelidlni zanét, reparativni imunologické procesy a jejich pticiny jsou
v poslednich letech pfedmétem intenzivniho vyzkumu (Mahmoudi 2007).

Prestoze povazujeme aterosklerézu za systémové onemocnéni, aterosklerotické
1éze se vyskytuji zejména v predilekcnich mistech velkych a stfednich arterii. NejCast&ji
jsou postizeny korondrni arterie, hrudni aorta, arteria poplitea, vnitini karotické arterie a
tepny Willisova okruhu (Ceska 2005). S uvedenou lokalizaci zmén souvisi klinickd
manifestace progredujicich aterosklerotickych 1€zi, ktera se nejCastéji projevi jako
angina pectoris, infarkt myokardu, ischemicka cévni mozkova pithoda nebo ischemicka
choroba dolnich koncetin.

V inicidlnich stadiich aterosklerézy dochézi k vycestovani monocytii z cévniho
fecisté do intimy, kde se transformuji v makrofagy a v diisledku akumulace lipidt z nich
vznikaji pénové bunky. Pénové bunky jsou zdkladnimi bunécnymi elementy tukovych
prouzki, které predstavuji nejCasnéjsi, jesSt¢ reverzibilni, formu ateroskler6zy. Jsou
prokazatelné v aorté jiz u malych déti a adolescentii, dle nékterych studii dokonce i u
kojencti (Holman 1958). Pocetné&jsi zastoupeni pénovych a imunokompetentnich bunck
(monocytl,, makrofagli, lymfocytll) v rizném stadiu transformace najdeme pak v dal$im
stddiu ve fibréznich platech (ateromech) prominujicich do lumina arterii. Buiiky jsou
obklopeny mezibunéénou hmotou tvoienou kolagenni matrix, volnymi depozity lipida,
cholesterolovymi krystaly a nekrotickymi ¢astmi, pfipadné i kalcifikacemi. Z fibréznich
platd vznikaji zvétSovanim, kalcifikaci a degenerativnimi zménami komplikované 1éze.
V misté ruptury platu a poruSeni endotelového krytu dochdzi k adherenci trombocytl a
naslednd akumulace trombocytii a erytrocyti muze vést k akutnimu uzdvéru tepny

trombem (Ross 1993; Ceska 2005).
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1.5.2 Cytoadhezivni molekuly

Jak jiz bylo zminéno, aktivovany endotel patii k hlavnim aktériim pfi vzniku
aterosklerotického platu v intim¢ cévni stény. Proto byly podrobnéji studovany
cytoadhezivni molekuly na povrchu endotelovych bunék a jejich tdloha v procesu
aterosklerézy (Duplaa 1996).

Cytoadhezivni molekuly (CAM) jsou transmembranové proteiny, které umoziuji
vzajemné interakce mezi buiikami a buiikou a extraceluldrni matrix, a jsou exprimovany
riznymi bunikami organizmu (fibroblasty, dendritické burky, buniky hladkého svalu
cévni stény, leukocyty, trombocyty, a pod.) (Hope and Meredith 2003). Nckteré
interakce jsou stabilni, jiné se uplatiiuji pouze kratkodob¢ v dynamickych procesech.
CAM sdileji spolecnou zdkladni strukturu — extracelularni ¢ast s vazebnou doménou,
hydrofobni transmembrianovou ¢4st a cytoplazmatickou ¢4st, kterd interaguje
s cytoskeletem nebo zprosttedkuje pfenos signdlu k intraceluldrnim signdlnim kaskaddm
(Price and Loscalzo 1999).

Dle struktury a funkce mtizeme cytoadhezivni molekuly rozdélit do né€kolika
skupin nebo tzv. rodin: integrinovou, selektinovou a imunoglobulinovou rodinu. Déle se
budeme zabyvat pouze vybranymi cytoadhezivnimi molekulami, které se ucastni
v procesu aterosklerézy, konkrétné ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1),

VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) a E-selektinem.

1.5.2.1 Cytoadhezivni molekuly — experimentalni studie

Na aktivaci endotelovych bunék plisobi prozanétlivé faktory (napt. IL-1, TNF-a)
produkované mimo jiné makrofagy, T-lymfocyty a aktivovanymi buiikami hladkého
svalu cévni stény (Duplaa 1996). Endotel reaguje na ptisobeni prozanétlivych cytokinli
de novo syntézou cytoadhezivnich molekul a to mechanizmem zvySené genové
transkripce prostfednictvim NF-kB (nuclear factor — xB) signdlni kaskady. Prestoze
existuje urcitd bazalni neboli konstitutivni exprese CAM na povrchu bunék, medidtory
vyvolana zvySend produkce se projevi jiz za n€kolik hodin, pro E-selektin se uddva
doba pftiblizn¢ 4 — 6 hodin (Meager 1999; Price and Loscalzo 1999). Cytoadhezivni
molekuly umoZzni zpomaleni a rolovani cirkulujicich monocyti po povrchu cévni stény,
jejich adhezi na endotel a posléze migraci mezi endotelovymi bunikami do intimy (Ross

1993; Hope and Meredith 2003).

24



V experimentalnich studiich bylo prokdzdno zvySené mnoZstvi cytoadhezivnich
molekul E-selektinu, ICAM-1 a VCAM-1 na povrchu endotelu v oblasti nad
aterosklerotickymi platy u lidi. Existuje urcitd ¢asova zavislost, kdy nékolikandsobné
zvySeni mnoZstvi exprimovanych CAM piimo souvisi s pievahou jesté
nediferencovanych monocytii v cévni sténé¢. Naopak, nad platy s pievahou
diferencovanych makrofdgli byla zjiSt€éna pouze mirn¢ zvySend exprese VCAM-1
(Duplaa 1996).

Urcité protektivni plisobeni bylo pozorovano u vazodilatacné plisobiciho faktoru
oxidu dusnatého (NO), ktery in vitro a ve studiich na zvifecim modelu pisobi sniZeni
exprese cytoadhezivnich molekul. Jeho produkce je vSak v inicidlnich stadiich
endotelové dysfunkce snizend a to napomdhd zvySené produkci cytoadhezivnich
molekul a progresi aterosklerotickych 1ézi (Hope and Meredith 2003).

V cirkulaci byly prokdzany solubilni formy cytoadhezivnich molekul ICAM-1,
VCAM-1 a E-selektinu. Pfestoze jejich ptivod a patofyziologické pisobeni zatim nebylo
zcela objasnéno, fada experimentdlnich studii prokdzala uvoliiovani jejich membranoveé
vazanych forem z povrchu endotelu do cirkulace proteolyzou. Kromé toho je zvySena
produkce solubilnich CAM pfipisovéna i zvySené genové transkripci, zméndm stability
mRNA, zméndm v translaci a vzniku odliSné formovanych molekul (Blankenberg
2003).

V in vitro studiich koreluje koncentrace solubilnich ICAM-1 a E-selektinu
s jejich expresi na povrchu lidskych umbilikalnich endotelovych bunék (HUVEC) po
inkubaci s prozanétlivé pusobicimi cytokiny (Leeuwenberg 1992). Také Swerlick zjistil
zvySenou produkci CAM v kultufe lidskych endotelovych bunék pochézejicich
z mikrocirkulace kiize (HDMEC — human dermal microvascular endothelial cells) a
endotelu z lidské pupecni zily (HUVEC — human umbilical vein endothelial cells) po
podani prozanétlivych faktort. TNF-a zvySuje genovou expresi a mnoZstvi proteinu pro
VCAM-1, podani dal§itho z faktorti, IL-1, zvySuje oboji pro VCAM-1 i ICAM-1 na
povrchu endotelu a to v zdvislosti na Case a podané ddvce (Swerlick 1992). Navic, in
vitro byla prokazana korelace mezi schopnosti vazby monocytl v kultuie endotelovych
bunék a hladinami solubilniho E-selektinu a VCAM-1 (Chen 1999). Tyto vysledky by
svédcCily pro jednotnou regulaci produkce cytoadhezivnich molekul a to jak formy
membrinoveé-vazané tak i solubilni.

Pro vyznamnou ulohu cytoadhezivnich molekul v patogenezi aterosklerézy

sveédCi 1 vysledky studii s knock-out zvifecimi (mySimi) modely, u kterych vyfrazeni
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piislusnych genii psobi protektivné proti akcelerovanému rozvoji aterosklerézy (Dong

1998; Bourdillon 2000; Collins 2000).

1.5.2.2 Cytoadhezivni molekuly - Kklinické studie

Jak jiz bylo uvedeno, zdnét sehrdava diileZitou roli ve vSech stadiich rozvoje
aterosklerézy. Je proto logické, ze byly hledany proteinové faktory cirkulujici v krvi,
které by byly pouzitelné jako indikatory akcelerované ateroskler6zy u klinicky zdravé
populace. Z tohoto hlediska se fada studii zabyvala i vyznamem cytoadhezivnich
molekul (Blankenberg 2003).

Hladiny solubilnich cytoadhezivnich molekul ve studiich koreluji s fadou
rizikovych faktori kardiovaskuldrnich onemocnéni jako koufeni, hypertenze,
dyslipidémie. Korelace hladin ICAM-1 a VCAM-1 s lipidy jsou pfitomny jiZ v mladém
véku (Ohta 1999; Blankenberg 2003). V dalSich studiich byly zjiStény zvySené hladiny
solubilnich cytoadhezivnich molekul u pacienti s ateroskler6zou, diabetes mellitus 2.
typu nebo obezitou (Ceriello 1998; Price and Loscalzo 1999; Leinonen 2003; Pontiroli
2004). Nektefi autofi sledovali zmény hladin cytoadhezivnich molekul po zlepSeni
kompenzace diabetu nebo po redukci hmotnosti napiiklad po bariatrickém vykonu
(Yudkin 2000b; Pontiroli 2004).

Studie pfinaseji i protichiidné a nékdy obtiZzn¢ interpretovatelné zavery, ne vzdy
jsou ovlivnény vSechny uvedené cytoadhezivni molekuly. Naptiklad ve studii ARIC
(The Atherosclerosis Risk In Communities) pfedstavovala solubilni ICAM-1 vyznamny
prediktivni faktor vzniku ischemické choroby srdecni v budoucnu. Naopak, vztah
solubilniho E-selektinu k rozvoji ICHS po adjustaci na dalsi rizikové faktory nebyl

signifikantni (Hwang 1997; Blankenberg 2003).

1.5.2.3 Tukova tkan jako potencialni producent cytoadhezivnich molekul

Tukova tkan produkci mnozstvi prozanétlivych faktori a cytokinii piimo i
nepiimo pfispiva k celkovému subklinickému zanétu provazejicimu obezitu, diabetes
nebo ateroskler6zu. Dosavadni studie nasv&dcuji tomu, Ze produkce nékterych latek
tukovou tkani — zejména faktorti prozanétlivych a metabolicky Skodlivych — je u
obéznich jedinci zvySend (Trayhurn 2005). PiestoZe patofyziologické mechanizmy

jesté zdaleka nejsou objasnény, je zndmo, Ze nckteré faktory se podileji na rozvoji
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aterosklerézy (napt. MCP-1 (monocyte chemoattrant protein-1), [CAM-1, VCAM-1, E-
selektin). Jejich hladiny mohou byt u obéznich jedinct zvysené, podil produkce tukové
tkdn¢ na sérovych hladindch zatim neni znam (Berg and Scherer 2005; Fain and Madan

2005; Trayhurn 2005).

1.5.3 Moznosti sniZzeni kardiovaskularniho rizika — vliv redukce hmotnosti

Asociaci mezi zvySenou akumulaci télesného tuku a prozanétlivym stavem
organizmu potvrzuji i vysledky studii zamétenych na vliv redukce hmotnosti. SniZzeni
hmotnosti po bariatrickém vykonu, dietni intervenci nebo dietou spolu s pohybovou
aktivitou vede k poklesu cirkulujicich prozanétlivych faktora (IL-6, CRP, PAI-1, TNF-
a, [CAM-1, VCAM-1 a dalSich) (Heilbronn 2001; Kopp 2003; Nicoletti 2003).

Zajimavé, avSak ne jednozna¢né vysledky pfinesly nékteré dalSi studie.
Liposukce a sni spojené sniZeni hmotnosti a snizeni mnozstvi tukové tkan¢ vedla
k poklesu napt. CRP, IL-6 a jinych faktort, a zlepsila inzulinovou rezistenci (Giugliano
2004). Naproti tomu v podobné studii liposukce tyto parametry neovlivnila (Klein
2004). MiZeme piedpokladat, Ze odstranéni ¢4sti podkozni tukové tkané pii liposukci
nema tak zdsadni efekt, ktery by byl srovnatelny s odstranénim viscerdlni tukové tkang,
jak nasvédCuji experimentdlni studie na mySim modelu (Gabriely 2002). SniZeni
celkového mnozstvi tukové tkdné¢ vSak miZe pfispivat ke sniZzeni rizika
kardiovaskularnich onemocnéni (Esposito 2006).

Cilené farmakologické ovlivnéni hladin prozanétlivych faktori v sou¢asné dobé
neni mozné. Vzhledem k pozitivnimu vlivu statini na snizeni kardiovaskularniho rizika
se v posledni dobé& objevuji experimentélni studie zkoumajici jiné u¢inky a mechanizmy
pusobeni statinll. Zd4a se, Ze statiny sniZuji prozanétlivou aktivaci makrofagl, pozitivné
ovliviuji endotel a zvySuji hladiny adiponektinu (Martin-Ventura 2005). U obéznich
K objasnéni vSech mechanizmii ptisobeni statini na kardiovaskuldrni riziko bude vsak

nepochybné nutny dal$i vyzkum.
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2. CiIL PRACE

Tukova tkan produkci fady prozanétlivych faktorti a cytokinli pftimo i nepfimo
pfispiva k celkovému subklinickému zanétu provéizejicimu obezitu, diabetes mellitus 2.
typu nebo aterosklerézu. PiestoZe patofyziologické mechanizmy jeSté¢ zdaleka nejsou
objasnény, fada studii nasvédcuje tomu, Ze porucha endokrinni funkce tukové tkané se
pifimo podili na vzniku endotelidlni dysfunkce a rozvoji aterosklerézy. Casnd progrese
aterosklerézy a klinicky manifestni postizeni kardiovaskularniho systému v soucasné
dobé jiz zdaleka nejsou onemocnénimi vySs$iho veku, ale jejich incidence se pfesouva i
do nizsich vékovych kategorii zejména u rizikovych skupin nemocnych.

BliZsi poznani mechanizmu humoralniho piisobeni tukové tkdané muze prispét k
identifikaci vhodnych diagnostickych markert casnych stidii endotelidlni dysfunkce a
aterosklerézy a umoznit tak cilenou primarni prevenci u rizikovych osob. Pochopeni
slozitych regulacnich procesti miize vést k identifikaci cilovych mist pro preventivni
nebo cCasné terapeutické intervence, coZ by pfineslo piimy prospéch pro ftadu
nemocnych s vysokym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni.

Cilem prace byl proto vyzkum endokrinni funkce tukové tkdn€ u osob se
zvySenym rizikem rozvoje aterosklerdzy, jako jsou pacienti s obezitou, se sekundarni
hypertenzi pfi feochromocytomu nebo malnutrici pfi chronické drogové zavislosti.
Kromé sérovych koncentraci hormont a cytoadhezivnich molekul vznikajicich v tukové
tkdni jsme u vybrané skupiny pacientl sledovali i exprese relevantnich gentl v podkoZni{
resp. viscerdlni tukové tkani. U Casti pacientii jsme zjiStovali vyskyt polymorfizmt
genll pro adiponektin a rezistin a jejich vliv na metabolické parametry. U podskupin
pacientl s nadprodukci katecholamint a chronickou drogovou zavislosti jsme sledovali
nckteré parametry subklinického z4nétu, ktery se vyznamné podili na iniciaci procesu

aterosklerozy.

Konkrétnim cilem prace bylo odpovédét na nasledujici otazky:

° Je tukova tkan mistem produkce cytoadhezivnich molekul? Pokud ano, 1iSi se
jejich produkce mezi subkutdnni a viscerdlni tukovou tkdni, kterd je povazovana za vice
Skodlivou? V jakém vztahu jsou cirkulujici hladiny solubilnich cytoadhezivnich

molekul a jejich lokélni produkce v tukové tkani?
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. Jakéd je frekvence jednonukleotidovych polymorfizmii genli pro adiponektin a
rezistin u pacientek s obezitou, s mentdlni anorexii a u kontrolnich zdravych zZen? Jak se
projevi pfitomnost polymorfizmi genti pro adiponektin a rezistin u jedincii s rozdilnym
BMI, ovlivni genotyp sérové hladiny adiponektinu a rezistinu nebo jiné metabolické
parametry?

o Jakou ulohu sehrava endokrinni aktivita tukové tkdn€ pii zménach metabolického
profilu a prozanétlivého stavu u pacientll s nadprodukci katecholamini a po jejich
normalizaci?

. Podili se porucha endokrinni funkce na chronickém subklinickém zanétu a
pred¢asném rozvoji endotelidlni dysfunkce u pacientli chronicky zavislych na heroinu?
Budou tyto metabolické parametry a cirkulujici faktory endotelidlni dysfunkce

ovlivnény ro¢ni odvykaci 1écbou s podavanim metadonu?
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3. SOUBORY VYSETROVANYCH OSOB A METODIKA

3.1 Soubory vySetiovanych osob

3.1.1 Produkce cytoadhezivnich molekul v tukové tkani obéznich jedinci: srovnani

subkutanni a visceralni tukové tkané

Do studie bylo zatazeno 25 obéznich Zen a 14 S$tihlych Zen (primérny index
t&lesné hmotnosti — BMI: 23,8 + 0,6 kg/m?). Obézni pacientky byly dle BMI rozdéleny
do dvou skupin: skupina 1 s BMI 30 — 40 kg/m? (pramér BMI: 35,7 + 0,9 kg/m®) a
skupina 2 s BMI nad 40 kg/m” (pramér BMI: 46,2 + 0,8 kg/m?).

Ze studie byly vylouCeny pacientky s nckterou z nasledujicich komorbidit:
zévazné kardiovaskuldrni onemocnéni, rendlni nebo jaterni selhdni, akutni infekéni
onemocnéni nebo nadorové onemocnéni. Hmotnost obéznich pacientek i zdravych
subjektii byla stabilni v poslednich 3 mésicich ptfed zafazenim do studie a Zeny
neuzivaly 1éky ovliviwjici vahu. Soubor je podrobné popsan v pfiloZenych publikacich
(viz Ptiloha od str. 86).

U vSech ucastnikl studie bylo provedeno antropometrické méieni a vypocitan
index télesné hmotnosti. Krevni odbéry byly provedeny rdno nalacno v den
plénovaného chirurgického vykonu pted zahijenim anestezie ke stanoveni zdkladnich
biochemickych a dalSich sledovanych parametri. Vzorky séra byly uchovany v — 70°C
do dalsiho zpracovani.

Vzorky subkutdnni a viscerdlni tukové tkané¢ byly odebrany na zacatku
planovaného chirurgického vykonu (banddz Zaludku resp. cholecystektomie) z mist,
kterd nebyla traumatizovana, abychom piedesli vlivu lokdlnitho poSkozeni tkdné na
studované parametry. Vzorky pro stanoveni exprese mRNA byly uloZeny ve
stabiliza¢nim roztoku (RNA later, Qiagen GmbH, SRN, kat. ¢. 76106) a nasledné

zmrazeny a uchovéany v — 70°C do dalsiho zpracovani.
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3.1.2 Polymorfizmy geniu pro adiponektin a rezistin u pacienti s mentalni anorexii

a s obezitou a jejich vliv na metabolicky fenotyp

Do studie bylo zatazeno 77 obéznich Zen (BMI 43,5 + 1,1 kg/mz), 28 Zen s
mentalni anorexii (BMI 15,7 + 0,4 kg/mz) a 38 zdravych Stihlych Zen (BMI 22,3 + 0,4
kg/m?). U Zen kontrolni skupiny nebyl zaznamenan rodinny vyskyt diabetes mellitus 2.
typu nebo obezity. Diagndza poruchy piijmu potravy anorexia nervosa byla stanovena
pouzitim Diagnostického a statistického manudlu dusevnich poruch (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, DSM-IV) dle Americké psychiatrické asociace.

U vSech ucastnikli studie bylo provedeno antropometrické méfeni a byl
vypocitin BMI. Krevni odbéry byly provedeny rano nala¢no za bazalnich podminek ke
stanoveni zdkladnich biochemickych a hormondlnich parametrii a sledovanych

polymorfizm.

3.1.3 Endokrinni funkce tukové tkané a subklinicky zanét: vliv 1écby u pacienti

s feochromocytomem

Do studie bylo zafazeno 18 pacientti, 11 muZzl a 7 Zen, s nové diagnostikovanym
feochromocytomem. Diagnéza byla stanovena dle standardniho diagnostického postupu
na zéklad¢ zvysenych hladin katecholamint a jejich metabolitii ve 24-hodinovém sbéru
moci (analyza pouZzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie na pfistroji Agilent
1100, Agilent Technologies, Santa Clara, USA), a pomoci zobrazovacich metod.
VSichni pacienti podstoupili chirurgické odstranéni feochromocytomu a diagnéza byla
verifikovdna pooperacné histologicky. V ramci této studie byli pacienti vySetfeni
vstupné pii stanoveni diagnézy feochromocytomu a dile 6 mésicii po chirurgickém
odstranéni tumoru, pficemz v dob&€ druhého vySetfeni u nich nebyly zndmky recidivy
onemocnéni. Podrobnd charakteristika skupiny je uvedena v pfiloZzené publikaci (viz
Ptiloha od str. 86).

Vstupné a 6 mésici po odstranéni tumoru byly u pacientl zméfeny
antropometrické parametry a provedeno 24-hodinové monitorovéani krevniho tlaku
piistrojem SpaceLabs 90207 (SpaceLabs Medical, Richmond, Washington, USA). Rano
nalacno za bazdlnich podminek byl proveden odbér krve ke stanoveni biochemickych
parametrii, C-reaktivniho proteinu (CRP) a adipokinli. Vzorky séra byly uchovany v

—70°C do dal$iho zpracovani.
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3.1.4 Endotelidlni dysfunkce u pacienti chronicky zavislych na heroinu: vliv

substitu¢ni 1é¢by metadonem

Do této studie bylo zatazeno 16 pacientli (9 muzl a 7 Zen) chronicky zavislych
na heroinu (pramérny vék 27,1 + 2,2 let, prumérnd délka drogové zdvislosti 9 + 0,5
let). Jako kontrolni skupina bylo do studie zatazeno 16 zdravych jedinct (9 muza, 7
Zen) odpovidajiciho veéku (prim. 25,9 + 1,4 let). U zdravych jedinct nebyly prokazany
znamky akutniho nebo chronického infek¢niho onemocnéni, zatimco u 60 % drogové
zavislych jedinct byla zjisSténa pozitivita hepatitidy B a/nebo C. Ani v jednom piipadé
se nevyskytla pozitivita HIV.

U vsSech pacientti bylo provedeno antropometrické méteni a krevni odbér rano
nalacno ke stanoveni biochemickych a dalSich sledovanych parametri. Vzorky séra
byly uchovéany v — 70°C do dal$iho zpracovani. U 9 pacientii zavislych na heroinu bylo
provedeno jeSté kontrolni vySetfeni po 1 roce substitu¢ni 1é¢by metadonem. Primérna

ddvka metadonu byla 90 £ 5 mg/den.

VysSetfované osoby byly sledovany a vySetfovany na 3. interni klinice — klinice
endokrinologie a metabolismu, 1. chirurgické klinice — bfiSni, hrudni a tdrazové
chirurgie a Psychiatrické klinice 1. lékafské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a
VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. VSechny osoby zarazené do studii byly
informovany o tucelu vySetfeni a poskytly svij informovany souhlas. Studie byly
provedeny v souladu s Helsinskou deklaraci a se souhlasem Etické komise VSeobecné

fakultni nemocnice v Praze.

3.2 Méreni sledovanych parametria

3.2.1 Stanoveni hormonalnich a biochemickych parametri

Sérové koncentrace solubilnich cytoadhezivnich molekul ICAM-1, VCAM-1 a
E-selektinu byly stanoveny multiplexovou imunoanalyzou kitem
HumanCardiovascularDisease LINCOplex Kit na pfistroji Luminex®200 (LINCO
Research, USA). Senzitivita méfeni byla 9 pg/ml pro ICAM-1, 16 pg/ml pro VCAM-1
a 79 pg/ml pro E-selektin. Intra- a interassay variabilita byla < 12,0 % resp. < 16,0 %.
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Sérové hladiny leptinu a rezistinu byly stanoveny komerénim ELISA kitem (Bio
Vendor, Brno, CR). Senzitivita mé&feni pro leptin byla 0,12 ng/ml. Intra- a interassay
variabilita byla 1,7 % resp. 8,0 %. Senzitivita métfeni pro rezistin byla 0,2 ng/ml, intra- a
interassay variabilita 3,1 % resp. 6,5 %. Sérové hladiny adiponektinu byly méieny
komer¢nim RIA kitem (Linco Research, Inc., USA). Senzitivita méfeni byla 1,0 ng/ml,
intra- a interassay variabilita byla < 5,0 % resp. < 10,0 %.

Sérové hladiny inzulinu byly méfeny komerénim RIA kitem (Cis Bio
International, Francie). Senzitivita métfeni byla 2,0 uIU/ml, intra- a interassay variabilita
byla 4,2 % a 8,8 %.

Sérové hladiny adiponektinu a rezistinu ve studii se stanovenim polymorfizmt
gent pro adiponektin a rezistin u obéznich Zen a Zen s mentdlni anorexii byly méfeny
komer¢nim ELISA kitem (Linco Research, Inc., USA). Analytické parametry souprav
jsou uvedeny vySe. Hladiny inzulinu byly méfeny RIA kitem (Immunotech, CR).
Citlivost méfeni byla 5,0 puIU/ml, intra- a interassay variabilita byla < 5,0 % resp. < 10,0
%. Sérové koncentrace TNF-o byly méfeny ELISA kitem (R&D Systems, USA).
Citlivost méfeni byla 0,18 pg/ml, intra- a interassay variabilita byla < 8,0 % resp. < 12,0
%. Hladiny glykovaného hemoglobinu byly méfeny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie v Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. lékaiské
fakulty UK a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

Sérové  koncentrace = myeloperoxidizy @ (MPO, myeloperoxidase) a
metaloproteindzy 9 (MMP-9, metalloproteinase 9) byly stanoveny multiplexovou
imunoanalyzou kitem HumanCardiovascularDisease LINCOplex Kit na pfistroji
Luminex®200 (LINCO Research, USA). Senzitivita méteni byla 9 pg/ml pro MPO a 7
pg/ml pro MMP-9. Intra- a interassay variabilita byla 8,5-16,3 % resp. 4,5-12,3 %.

V podstudii s pacienty zavislymi na heroinu byly hladiny C-reaktivniho proteinu
(CRP) méfeny pomoci standardnich metod Ustavu klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. 1ékatské fakulty UK a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Pro dalsi
studie bylo zavedeno méteni CRP v nasi Laboratoti endokrinologie a metabolismu na 3.
interni klinice a hladiny CRP byly stanoveny pouZzitim Ultra-Sensitive CRP ELISA kitu
(Diagnostic Systems Laboratories, Inc., USA). Senzitivita méteni byla 1,6 ng/ml, intra-
a interassay variabilita < 5,0 %, resp. < 9,0 %.

Biochemické parametry v krvi a v moci byly stanoveny pomoci standardnich
laboratornich metod v Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. Iékaiské

fakulty UK a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.
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Index inzulinové rezistence, tzv. HOMA-R (homeostasis model assessment of
insulin resistance) index byl vypocitin pomoci ndsledujici rovnice: sérova koncentrace
inzulinu nalacno (mIU/l) x sérovd koncentrace glukézy nalacno (mmol/l) / 22,5

(Matthews 1985).

3.2.2 Stanoveni exprese mRNA a obsahu proteini pro cytoadhezivni molekuly a

dalsi sledované molekuly v tukové tkani

3.2.2.1 Stanoveni mRNA exprese

Celkova RNA byla ziskana ze 60 — 100 mg subkutdnni nebo viscerdlni tukové
tkdn¢ homogenizaci pouZzitim piistroje MagNA Lyser Instrument (Roche Diagnostic,
GmbH, Mannheim, Némecko) a ndslednou izolaci RNA na pfistroji MagNA Pure
Compact pouzitim kitu MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics,
GmbH, Némecko). Podrobnéji viz prace Lacinové a kol. (Lacinova 2008).

Koncentrace a Cistota RNA byla méfena spektrofotometricky (BioPhotometr
Eppendorf AG, Hamburg, Némecko). Primérnd koncentrace RNA byla 58,1 + 15,2
ug/ml, pomér R260 / 280 nm byl 1,88 + 0,08. Integrita vldkna RNA byla hodnocena
vizualizaci 18S a 28S RNA prouzkl na 1 % agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium
bromidu.

0,1 — 1 pg celkové RNA bylo pouZito k reverzni transkripci a vytvofeni prvniho
vldkna cDNA pouZitim oligo(dT) primert, dle instrukci vyrobce kitu Revert Aid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Life Science, Vilnius, Litva).

cDNA byla pouzita k méfeni genové exprese E-selektinu, ICAM-1, VCAM-1,
MCP-1, markeru monocytii/makrofagi CD68 a 18S RNA metodou real-time PCR na
ptistroji ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s pouZitim
TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG a specifické hydrolyza&ni
sondy TagMan® Gene Expression Assays.

Polymerazové ftetézové reakce pro jednotlivé geny probihaly jednotlivé a
s dvojitou kontrolou. S kaZzdou reakci byla souCasné provddéna slepd kontrola bez
pfidani cDNA. ZvySeni fluorescence bylo méfeno v redlném case a byla stanovena tzv.

Cy hodnota — pocet cykli, ve kterych fluorescence dosihne prahové hodnoty (treshold

cycle).
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Ke kompenzaci variability pouzitého mnozZstvi RNA a rozdili ve vytéZnosti
reverzni transkripce byla jako vnitini kontrola pouZita 18S RNA. ZjiSténé vysledky byly
normalizovany k expresi RNA pro 18S. Relativni genova exprese byla urCena dle

nasledujici rovnice: 2-AA(CT cytokine — CT 185 RNA)

3.2.2.2 Stanoveni obsahu proteinu

Ptiblizné¢ 100 — 200 mg tukové tkané (vzorek subkutdnniho nebo viscerdlniho
tuku) bylo homogenizovdno ve 250 upl ledového homogeniza¢niho pufru se sloZzenim:
10 % glycerol, 150 mmol/l NaCl, 2 mmol/l EDTA, 1 mmol/l PMSF, 25 mmol/l
benzamidinu, 10 umol/I leupeptinu, 2,5 pumol/l pepstatinu A a 50 U/ml aprotininu v 10
mmol/l Tris-HCI (pH 7,0) (Wu 2001). Homogenat byl centrifugovan rychlosti 3000 x g
15 minut pii teplot¢ 4°C, byla odstranéna tukova vrstva a homogendt byl opét
centrifugovén rychlosti 14000 x g po dobu 20 minut pfi teploté 4°C. Po centrifugaci
byly vzorky supernatantu uchovany v — 70°C do dal$iho zpracovani.

Obsah proteinu cytoadhezivnich molekul v homogenatu tukové tkidné byl
stanoven pomoci kitu HumanCardiovascularDisease LINCOplex Kit na pfistroji
Luminex®200 (LINCO Research, USA). Vysledky byly normalizoviny k celkovému
obsahu proteinu. Celkovd koncentrace proteinli ve vzorku byla uréena po piidani
barevného cCinidla dle protokolu vyrobce (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,

USA).

3.2.3 Stanoveni polymorfizmi genu pro adiponektin a rezistin u pacienti

s mentalni anorexii a s obezitou

DNA byla izolovdna z 500 pl nesrdzlivé krve (odbéry nejcastéji do K3sEDTA)
pouzitim kitu MagNA Pure Nucleid Acid Isolation Kit na pfistroji MagNA Pure
Compact (oboji Roche Diagnostic, GmbH, Mannheim, N&mecko). Primérna
koncentrace DNA (127,5 = 5,05 pg/ml) byla stanovena pii absorbanci 260 nm
(BioPhotometr Eppendorf AG, Hamburg, Némecko), pomér absorbance R260 / 280 nm
jednotlivych vzorki byl mezi 1,6 a 1,8. Khodnoceni integrity vldkna DNA byla

pouzita elektroforéza na 0,8 % agar6zovém gelu s piidavkem ethidium bromidu.
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Izolovana DNA byla pouZita k méfeni dvou vybranych jednonukleotidovych

polymorfizml genu pro adiponektin (45 T>G, 276 G>T) a dvou jednonukleotidovych

polymorfizmii genu pro rezistin (62 G>A, -180 C>G).

Uvedené jednonukleotidové polymorfizmy (single nucleotid polymorphisms,

SNPs) pak byly vyhleddvany pouZzitim polymerazové fetézové reakce (polymerase

chain reaction, PCR) na piistroji MyCycler' ' Thermo Cycler Instrument (Bio-Rad,

USA) a naslednou restrik¢ni analyzou (RFLP).

Smés pro jednotlivé reakce (PCRs) obsahovala 2x PPP Master Mix (Top-Bio

s.r.0., CR), primery (tzv. forward a reverse primer), PCR H,O (Top-Bio s.r.o0., CR) a
150 ng DNA. Sekvence primeri a podminky PCR a RFLP viz Tabulka 2 a 3.

Produkty PCR a RFLP byly detekovany elektroforeticky na 2 % agar6zovém

gelu s ptidavkem 1 % ethidium bromidu a verifikovany sekvenaci, tzv. sequence-based

typing, na piistroji ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Tabulka 2. Stanoveni jednonukleotidového polymorfizmu genu pro adiponektin 45

T>G a 276 G>T.

45 T>G

276 G>T

Forward primer *

5’ - GAA GTA GACTCT
GCT GAGATGG-3

5’ -=GGC CTC TTT CAT
CACAGACC-%

Reverse primer *

5’ - TAT CAG TGT AGG
AGG TCT GTG ATG -3’

5’ - AGA TGC AGC AAA
GCCAAAGT -3

PCR postup 95°C /5 min 1x 95°C /5 min 1x
95°C/60s 35x 95°C/60s 35x
58°C/45s 35x 58°C/45s 35x
72°C/45s 35x 72°C/45s 35x
72°C /5 min 1x 72°C /5 min 1x

Délka produktiu PCR | 372 bp 196 bp

Restrikéni enzym Smal® Mva 1269 1°

RFLP postup 30°C/ 24 hod 37°C /24 hod

Délka produkti V piitomnosti G alely: V piitomnosti G alely:

RFLP 219bp a 153 bp 148 bp a 48 bp
V ptitomnosti T alely: V ptitomnosti T alely:

372 bp

196 bp

* sekvence primert dle Xita a kol. (Xita 2004)

° Fermentas Life Sciences, Litva
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Tabulka 3. Stanoveni jednonukleotidového polymorfizmu genu pro rezistin 62

G>A a -180 C>G.

62 G>A -180 C>G
Forward primer * 5’ - GCC GAG ACC ACA 5’ = TTT TGT CAT GTT
TGTCACT -3 TGC ATC AGC -3’

Reverse primer *

5" -CCT CCG GGC CTA
CTA AAGAA-3

5’ - AGA TGC AGC AAA
GCCAAAGT -3

PCR postup 96°C /2 min 1x 96°C /2 min 1x
94°C/30s 35x 94°C/30s 35x
54,3°C /30 s 35x 58,2°C /30 s 35x
72°C/30s 35x 72°C/30s 35x
72°C /5 min 1Ix 72°C /5 min 1Ix

Délka produkti 233 bp 330 bp

PCR

Restrikéni enzym BseR I °° Bpil®

RFLP postup 37°C /24 hod 37°C /24 hod

Délka produkti V ptitomnosti A alely: V piitomnosti C alely:

RFLP 151 bp a 82 bp 202 bp a 128 bp

V ptitomnosti T alely: V ptitomnosti G alely:

330 bp

233 bp

* sekvence primert dle praci Tan a kol., resp. Smith a kol. (Smith 2003; Tan 2003)
° Fermentas Life Sciences, Litva; °° New England Biolabs, USA

Vysvétlivky: PCR = polymerdzova fetzovd reakce (polymerase chain reaction); RFLP =

polymorfizmus délky restrikénich fragmentl (restriction fragment length polymorphism)

3.3 Statistické zpracovani

Ke statistické analyze dat byl pouZit statisticky program SigmaStat (SSPS,
Jandel Scientific, USA). Vysledky jsou vyjadieny jako prumér = SEM (standard error of
means), pokud neni uvedeno jinak. K vyhodnoceni dat byly dle typu dat v jednotlivych
podstudiich pouZity ndsledujici metody a testy: parovy a neparovy f-test resp. Mann-
Whitney Rank Sum Test, jednocestna analyza rozptylu (One-Way ANOVA), korelacni
testy Pearson a Spearman. K hodnoceni rozdilti ve frekvenci vyskytu polymorfizmt
gent pro adiponektin a rezistin byla pouzita frekven¢ni analyza, Fishertv faktoridlovy
test (Fisher Exact Test) a Chi-kvadrat test (Chi-Square Test). Za statisticky vyznamnou
byla povaZovana hladina p < 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1 Produkce cytoadhezivnich molekul v tukové tkani obéznich jedinci: srovnani

subkutanni a visceralni tukové tkané

4.1.1 Charakteristika pacientu

Do studie bylo zafazeno 25 obéznich Zen a 14 kontrolnich Stihlych Zen (BMI
23,8 + 0,6 kg/m?). Obézni pacientky byly dle BMI rozdéleny do dvou skupin: skupina 1
s BMI 30 — 40 kg/m? (pramér BMI: 35,7 + 0,9 kg/m®) a skupina 2 s BMI nad 40 kg/m*
(pramér BMI: 46,2 + 0,8 kg/mz). Antropometrické a biochemické parametry obéznich
pacientek a kontrolnich Stihlych Zen jsou uvedeny v tabulce 4. Pacientky obézni skupiny
2 s BMI nad 40 byly v priméru o 6 let mladsi nez pacientky kontrolni skupiny, tento
rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. U obéznich Zen jsme zaznamenali podle
ocekavani signifikantné vysSi BMI, vyssi hladiny CRP a glykémie a sniZené hladiny
HDL-cholesterolu ve srovnédni s kontrolni skupinou. Glykovany hemoglobin, LDL-
cholesterol, systolicky ani diastolicky krevni tlak se mezi skupinami neliSily. Hladina
celkového cholesterolu byla snizend u obézni skupiny 2 proti kontrolni skupiné, naproti
tomu hladina triglyceridi byla zvySend jen u obézni skupiny 1 pacientek s BMI 30 — 40
ve srovnani s kontrolami. Sérové hladiny inzulinu a HOMA index byly vyznamné

zvyseny u obou obéznich skupin ve srovnéni s kontrolni skupinou.
4.1.2 Sérové koncentrace solubilnich cytoadhezivnich molekul
Sérové koncentrace E-selektinu a ICAM-1 byly signifikantn€ vyssi u obézni

skupiny 2 s BMI nad 40 kg/m?* oproti kontrolni skuping. Sérové koncentrace solubilni

VCAM-1 se mezi srovndvanymi skupinami pacientek neliSily. Vysledky viz tabulka 4.
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Tabulka 4. Antropometrické, biochemické a hormonalni parametry obéznich

pacientek a kontrolnich stihlych Zen

Kontrolni Obézni skupina 1 | Obézni skupina 2

skupina (n = 14) | BMI 30-40 (n =12) | BMI > 40 (n =13)
Vék (roky) 499+29 48,7+ 2.4 43,5+23
BMI (kg/mz) 23,8 +0,6 35,7+ 0,9 ** 46,2 + 0,8 ** °°
C-reaktivni protein (mg/1) 3,0+0,7 23,3+6,3 * 20,2 + 3,4 **
Glykémie (mmol/l) 4,1 £0,25 5,6 £0,2 ** 6,6 +£0,9 *
Glykovany hemoglobin 3,8+ 0,06 3,840,15 47404
HbAlc (dle IFCC) (%)
Celk. cholesterol (mmol/l) 5,1+0,3 4,7 +0,15 44 +0,2 *
LDL-cholesterol (mmol/I) 3,4+0,2 2,9+0,16 2,8+0,2
Triglyceridy (mmol/l) 1,1 £0,15 1,8 +0,2 * 1,5+0,14
HDL-cholesterol (mmol/I) 1,2 +0,06 0,9 +0,05 ** 0,9 +0,08 *
Inzulin (mIU/I) 8,6+1,2 20,8 £3,5 * 21,6 £5,9 *
HOMA index 1,4+0,2 4,7 +1,2* 49+14*
Systolicky krevni tlak 121 +3,5 129 +3.6 130 + 4,4
(mmHg)
Diastolicky krevni tlak 74+2.4 82 +£2.2 82 +£3.6
(mmHg)
Solubilni E-selektin 147 + 1.4 164+ 1.7 25.1£32 %
(ng/ml)
Solubilni ICAM-1 (ng/ml) 147,1 £9,5 155,1 £10,9 194,4 £ 17,6 *
Solubilni VCAM-1 (ng/ml) 891,2 +78,2 908,1 + 36,3 965,5 +70,3

*p < 0,05 obézni vs. kontrolni skupina, ** p < 0,001 obézni vs. kontrolni skupina;

°° p < 0,001 obézni skupina 2 (BMI > 40 kg/mz) vs. obézni skupina 1 (BMI 30 - 40

kg/m?)

Vysvétlivky: BMI = body mass index; IFCC = Svétova federace klinické chemie a laboratorni

mediciny (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine); LDL =

lipoproteiny s nizkou hustotou (low density lipoprotein); HDL = lipoproteiny s vysokou

hustotou (high density lipoprotein); HOMA index = index inzulinové rezistence (homeostasis

model assessment of insulin resistance); ICAM-1 = interceluldrni cytoadhezivni molekula 1;

VCAM-1 = vaskularni cytoadhezivni molekula 1.
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4.1.3 Exprese mRNA a obsah proteinu cytoadhezivnich molekul v subkutanni a

visceralni tukové tkani

V subkutdnni tukové tkani nebyly zaznamendny rozdily v expresich mRNA
jednotlivych cytoadhezivnich molekul E-selektinu, ICAM-1 a VCAM-1 mezi
skupinami obéznich a Stihlych Zen (Obrazek 2). Podobné, mnozZstvi proteinu ICAM-1 a
VCAM-1 se v subkutdnnim tuku mezi skupinami neliSilo (Obrazek 1).

Ve visceralni tukové tkani byla naopak exprese mRNA i mnoZstvi proteinu pro
ICAM-1 a VCAM-1 vyznamné zvySend v obou skupinidch obéznich Zen ve srovnani
s kontrolni skupinou. Exprese E-selektinu ve viscerdlnim tuku byla u obéznich Zen
vyssi, vysledky vSak nedosahly statistické vyznamnosti. Viz obrazky 1 a 2.

Exprese CD68 byla u obéznich pacientek signifikantné zvysSend ve visceralni,
nikoliv vSak v subkutdnni tukové tkdni. Exprese mRNA pro MCP-1 se mezi skupinami

v jednotlivych typech tukové tkané€ neliSila (Obrazek 3).
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Obrazek 1. Mnozstvi proteinu intercelularni cytoadhezivni molekuly 1 (ICAM-1)

(a) a vaskularni cytoadhezivni molekuly 1 (VCAM-1) (b) v subkutanni a visceralni

tukové tkani u kontrolni skupiny stihlych Zen (n = 14), obézni skupiny 1 s BMI 30-
40 kg/m* (n = 12) a obézni skupiny 2 s BMI nad 40 kg/m* (n = 13).
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Obrazek 2. mRNA exprese E-selektinu (a), intercelularni cytoadhezivni molekuly 1
(ICAM-1) (b), a vaskularni cytoadhezivni molekuly 1 (VCAM-1) (c) v subkutanni a
visceralni tukové tkani u kontrolni skupiny stihlych Zen (n = 14), obézni skupiny 1

s BMI 30-40 kg/m”* (n = 12) a obézni skupiny 2 s BMI nad 40 kg/m’ (n = 13).
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Obrazek 3. mRNA exprese markeru monocyti/makrofagi CD 68 (a) a
monocytarniho chemoatraktivniho proteinu 1 (MCP-1) (b) vsubkutanni a
visceralni tukové tkani u kontrolni skupiny stihlych Zen (n = 14), obézni skupiny 1

s BMI 30-40 kg/m” (n = 12) a obézni skupiny 2 s BMI nad 40 kg/m’ (n = 13).
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4.1.4 Korelace mezi cytoadhezivnimi molekulami a dalSimi sledovanymi parametry

Korelace mezi jednotlivymi sledovanymi parametry byly hodnoceny v
kombinované populaci vSech skupin. Hladiny solubilniho E-selektinu pozitivné
korelovaly s BMI, glykémii, HOMA indexem, hladinami ICAM-1 a VCAM-1 a
systolickym krevnim tlakem. Hladiny solubilni ICAM-1 pozitivné korelovaly s
glykovanym hemoglobinem, systolickym krevnim tlakem a hladinou VCAM-I.
Hladiny VCAM-1 pozitivné korelovaly s HDL-cholesterolem (data neuvedena).

V subkutdnni tukové tkani hladina proteinu ICAM-1 vyznamné korelovala s
hladinou solubilni ICAM-1. Exprese mRNA pro ICAM-1 a VCAM-1 v subkutdnnim
tuku signifikantn¢ pozitivné korelovaly s expresi CD68. Exprese VCAM-1 a E-
selektinu v subkutdnnim tuku pozitivné korelovaly s hladinou inzulinu (Tabulka 5).

Ve viscerdlnim tuku pozitivné korelovaly exprese mRNA 1 mnozZstvi proteinu
pro ICAM-1 a VCAM-1 s BMI. Exprese mRNA pro E-selektin a ICAM-1 pozitivné
korelovaly s hladinou glykovaného hemoglobinu a expresi mRNA pro MCP-1. Ve
viscerdlni tukové tkani byly dale zjiStény pozitivni korelace exprese mRNA vSech
cytoadhezivnich molekul s expresi mRNA pro CD68. Hladiny proteinu ICAM-1 ve
viscerdlnim tuku pozitivn€ korelovaly se sérovymi triglyceridy a glykémii. Exprese
CD68 pozitivné korelovala s BMI v subkutanni i ve viscerdlni tukové tkani (Tabulka

5).
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Tabulka 5. Korelace mezi expresi mRNA a hladinami proteini pro cytoadhezivni

molekuly v tukové tkani a dalSimi sledovanymi parametry u obéznich a Stihlych

Zen; hodnoceno v kombinované populaci vSech skupin (n

Pearsonova resp. Spearmanova korelacniho testu.

39) pouzitim

Subkutanni tukova tkan Visceralni tukova tkan
VCA E- ICAM-| VCA VCAM- E- ICAM- | VCAM-
BMI ICrﬁteMi;ll M-1 | selektin 1 M-1 Icrlzz\e/li;ll 1 selektin 1 1
p protein | mRNA | mRNA | mRNA P protein | mRNA | mRNA | mRNA
r=0,35 | r=0,39 r=041|r=0,38
BMI - NS NS NS NS NS p=004 | p=001 NS p=001 | p=003
Solubilni r=0,43 r=0,36
E-selektin | p = 0,006 NS NS NS NS NS NS NS NS p =004 NS
Solubilni r=0,36
ICAM-1 NS p =002 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Solubiln NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
VCAM-1
Triglyce- NS NS NS NS NS Ns | FT036 1 s NS NS NS
ridy p=0,04
r=0.52 r=0,53
Glykémie : 0’601 NS NS NS NS NS p= NS NS NS NS
P=" 0,002
r=
Glykovany 0,52 |[r=0,36
hemoglobin | NS NS NS | Ns Ns | Ns NS NS | 600 |pooioa| NS
9
r= r=
. r=0,54 0,71 0,53
Inzulin p =0,008 NS NS p<0,00 NS p= NS NS NS NS NS
1 0,02
r=
CD68 r=0,43 r=0,44
mRNA sc. | po002 | NS NS | NS | 043 | Tl NS NS NS NS NS
p=0,03
r=
CD68
r=0,45 0,54 |r=0,79 | r=0,73
mRNA- o007 NS NS NS NS NS NS NS | 520,00 | p<0,001 | p<0,001
visc. g
r=
MCP-1
mRNA NS NS NS | NS NS | NS NS NS 049 | r= %‘(‘S NS
visc. 5) 0_3 p=9

Vysvétlivky: BMI = body mass index; [CAM-1 = interceluldrni cytoadhezivni molekula
1; VCAM-1 = vaskularni cytoadhezivni molekula 1; CD68 = marker
monocyti/makrofagi; MCP-1 = monocytarni chemoatraktivni protein 1 (monocyte

chemoattractant protein-1), s.c. = subkutdnni, visc. = viscerdlni, NS = nesignifikantni.
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4.2 Polymorfizmy gent pro adiponektin a rezistin u pacienti s mentalni anorexii a

s obezitou a jejich vliv na metabolicky fenotyp

4.2.1 Charakteristika pacienti

Charakteristiky pacienti jsou uvedeny v tabulce 6. BMI byl podle ocekavani
vyznamn¢ vysS$i u obéznich pacientek a niz§i u pacientek s mentdlni anorexii ve
srovndni s kontrolni skupinou. Glykémie, hladina inzulinu a HOMA index byly
signifikantn€ vySsi ve skupin€ obéznich Zen ve srovnéni s kontrolni skupinou 1 skupinou
s mentdlni anorexii. Hladina glykovaného hemoglobinu byla zvysend u obéznich Zen
proti kontrolni skupin€, naproti tomu sniZzend u pacientek s mentdlni anorexii ve
srovndni s obéma dalSimi skupinami. Hladina cholesterolu se mezi jednotlivymi
skupinami vyznamné neliSila.

Sérova hladina adiponektinu byla signifikantn¢ snizend u obéznich Zen ve
srovnadni s kontrolni skupinou, u Zen s mentdlni anorexii byla naopak zvySend proti
kontroldm. Sérovd hladina rezistinu byla zvySend u obézni skupiny ve srovnani
s kontrolami a sniZend u Zen s mentdlni anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou.

Sérova hladina TNF-a se mezi skupinami vyznamné neliSila.
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Tabulka 6. Antropometrické, biochemické a hormonalni parametry obéznich

pacientek, pacientek s mentalni anorexii a kontrolnich stihlych Zen

Kontrolni skupina meggin;EZrixii Obézni pacientky
(n=38) (n=77)
(n=28)

BMI (kg/m”) 22,3+04 15,7 £ 0,4 % ** 43,5 £ 1,1 **°°
Glykémie (mmol/l) 4,1+£0,2 3,0+£0,05* 5,6 £0,2 ** °°
Inzulin (mIU/1) 155+1,9 11,5+1,1" 32,6 £2,6 ** °°
HOMA index 30+£04 2,0£02" 8,65 +(,8 ** °°
Glykovany
hemoglobin HbA 3,7+0,07 3,4£0,1 %% 42 +0,1 *°°
(dle IFCC) (%)
Celk. cholesterol 49+0.1 48402 4.9+0.1
(mmol/1)
acgf’l;l’gektm 332444 S84£72% | 17.0& 124 °°
Rezistin (ng/ml) 6,3+0,5 39+03** 8,1 +0,6*°°
TNF-a (ng/ml) 0,9+0,2 1,4+£0,3 23+09

*p < 0,05 vs. kontrolni skupina;

*p < 0,05 vs. obézni skupina;

°p < 0,05 vs. skupina s mentalni anorexii;

** p < 0,001 vs. kontrolni skupina

™ p < 0,001 vs. obézni skupina

°° p < 0,001 vs. skupina s mentalni anorexii

Vysvétlivky: BMI = body mass index; HOMA index = index inzulinové rezistence (homeostasis

model assessment of insulin resistance); IFCC = Svétova federace klinické chemie a laboratorni

mediciny (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine); TNF-a =

tumor nekrotizujici faktor a.
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4.2.2 Polymorfizmy genu pro adiponektin a rezistin a jejich vztah k metabolickym

parametrim

Frekvence sledovanych genotypi se mezi jednotlivymi skupinami neliSila.
Celkove se castéji vyskytovaly: alela G v locusu 62, alela C v locusu -180 genu pro
rezistin (RETN), alela T v locusu 45 a alela G v locusu 276 genu pro adiponektin
(ADP), nez alely A, G, G a T v odpovidajicich locusech (RETN 62: p<0,0001; RETN -
180: p<0,0002; ADP 45: p<0,0001; ADP 276: p<0,0001). Alela G v locusu 62 genu
RETN se vyskytovala u 94% subjektii kontrolni skupiny, 100% subjekti s mentalni
anorexii a 96% subjektl s obezitou. Frekvence alely C v locusu -180 RETN byla 81% u
kontrol, 65% u Zen s mentdlni anorexii, 65% u obéznich Zen. T alela v pozici 45 genu
ADP byla pfitomna u 95% kontrol, 100% Zen s mentalni anorexii, 94% obéznich zen. G
alela v pozici 276 genu ADP byla pfitomna u 83% kontrol, 71% Zen s mentéalni anorexii
a 72% obéznich zen (Tabulka 7).

Pro dal$i analyzu byla kazda skupina dle genotypu rozdé¢lena na podskupiny. U
pacientek s mentalni anorexii a nositelek minoritni alely T v pozici 276 genu ADP byly
zjiStény vys$i sérové hladiny celkového cholesterolu ve srovndni s nositelkami G/G
genotypu (5,8 + 0,3 vs. 4,6 £ 0,2 mmol/l, p<0,05). Navic nositelky minoritni alely G
v pozici -180 genu pro rezistin mély vys$si BMI ve srovnéni s nositelkami C/C genotypu
(16,1 £ 0,4 vs. 14,5 + 0,6 kg/m?, p<0,05).

U obéznich pacientek byla ptfitomnost minoritni alely T pro ADP 276 spojena
s vyssi sérovou hladinou adiponektinu nez u obéznich G/G homozygott (18,9 £+ 1,9 vs.
14,7 £ 1,4 pg/ml, p<0,05). U obéznich pacientek s minoritni alelou A v pozici 62 RETN
jsme zaznamenali vysSsi hladiny cholesterolu ve srovnani s nositelkami G/G genotypu
(6,15 +0,5 vs. 4,8 £ 0,4 mmol/l, p<0,001).

V kontrolni skupin€¢ byly u nositelek minoritni alely T genu ADP 276
zaznamenany nizs§i hladiny glykovaného hemoglobinu ve srovnani s G/G genotypem
v kontrolni skupiné (3,6 + 0,1 vs. 3,8 + 0,06 %, p<0,05). Podobng, pfitomnost minoritni
alely A v pozici 62 RETN byla také spojena s niz$i hladinou glykovaného hemoglobinu
ve srovnani s genotypem G/G (3,3 £ 0,13 vs. 3,8 £ 0,05 %, p<0,001).
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Tabulka 7. Frekvence alel sledovanych jednonukleotidovych polymorfizma u

pacientek s obezitou, s mentalni anorexii a kontrolni skupiny $tihlych Zen

Kontrolni Pacientky s Obézni
skupina mentdlni anorexii pacientky

(n=38) (n=28) (n=77)
RETN 62 Alela G 94 % 100 % 96 %
Alela A 6 % 0 % 4 %
RETN -180 | AlelaC 81 % 65 % 65 %
Alela G 19 % 35 % 35 %
ADP45 | AlelaT 95 % 100 % 94 %
AlelaG 5% 0 % 6 %
ADP 276 Alela G 83 % 71 % 72 %
Alela T 17 % 29 % 28 %

Vysvétlivky: RETN = gen pro rezistin; ADP = gen pro adiponektin.
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4.3 Endokrinni funkce tukové tkané a subklinicky zanét: vliv 1écby u pacienti

s feochromocytomem

4.3.1 Charakteristika pacientt s feochromocytomem pied a po 1é¢bé

Charakteristiky pacientd vstupni pii diagnéze feochromocytomu a 6 mésict po

operacni 1é¢b¢ jsou uvedeny v tabulce 8. Vstupné byly systolicky a diastolicky krevni

tlak, celkovy cholesterol, hladina lacné glykémie a glykovaného hemoglobinu u skupiny

pacientli s feochomocytem vyS$$i neZ normdlni rozmezi na$i laboratofe. Odstranéni

feochromocytomu vedlo po 6 mé&sicich k signifikantnimu vzestupu BMI, k poklesu

pramérnych hodnot systolického a diastolického krevniho tlaku zjisténych 24 —

hodinovym monitorovanim a ke sniZzeni hladin la¢né glykémie a glykovaného

hemoglobinu. Hodnoty celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu a triglyceridi a

hladin inzulinu se po 1é¢bé vyznamné€ nezménily.

Tabulka 8. Charakteristiky pacienti s feochromocytomem pied a po 1é¢bé

Pred 1écbou

Po 1é¢bé

kreat)

(n=18) (n=18)
Pohlavi (Zeny/muZi) 7/11 7/11
VEk (roky) 45,7+29 46,5 + 2.7
BMI (kg/mz) 24,3 +0,8 25,5+0,9 ** | ** p<(0,001
Systolicky krevni tlak (mmHg) 137 +4 126 + 3 * *p<0,05
Diastolicky krevni tlak (mmHg) 84 +4 82 +2 NS
Primérny systolicky krevni tlak
dle 24—h(¥dizového znonitorovaim’ (mmHg) 134 +4 1825 ~*p <0001
Primérny diastolicky krevni tlak
dle 24—h(¥dinového rgonitorovaim’ (mmHg) 83+3 RN "p<001
Celkovy cholesterol (mmol/I) 5,7+0,3 5,5+0,3 NS
Triglyceridy (mmol/l) 1,5+0,2 1,4+0,2 NS
HDL cholesterol (mmol/l) 1,6 £ 0,06 1,4 £ 0,06 NS
Glykémie (mmol/l) 7,004 47+£0,1 ** | ** p<0,001
Glykovany hemoglobin (dle IFCC) (%) 45+0,3 3,8+0,2* *p=0,01
Hladiny inzulinu (uWIU/ml) 192 +2,1 155+1,5 NS
Hladiny adrenalinu v moci (nmol/g kreat) | 377,9 + 155 19,1 £2,8 * *p <0,05
Hladiny noradrenalinu v moci (nmol/g 2676 + 438 176,9}5 15,3 | .. p < 0,001

Vysvétlivky: BMI = body mass index; IFCC = Svétova federace klinické chemie a laboratorni

mediciny (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine); HDL =

lipoproteiny s vysokou hustotou (high density lipoprotein); NS = nesignifikantni.
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4.3.2 Sérové hladiny CRP, leptinu, adiponektinu a rezistinu u pacienti

s feochromocytomem pied a po 1écbhé

U pacientli s feochromocytomem doslo 6 mésicti po chirurgickém odstranéni
tumoru k vyznamnému poklesu C-reaktivniho proteinu. Naproti tomu po 1éEb¢ u
pacienti nebyly zaznamendny signifikantni zmény sérovych hladin leptinu,
adiponektinu nebo rezistinu a to i pfes to, Ze po 1écbé¢ doslo u pacientu k statisticky
vyznamnému zvyseni BMI (Tabulka 9).

Pti srovnani hladin leptinu u pacientd podle pohlavi byly zjiStény vyS$si hladiny
leptinu u Zen nez u muzu (12,4 + 3,6 vs. 3,2 + 0,8 ng/ml, p = 0,046), pted 1écbou. U

jinych parametrii nebyly zaznamendny vyznamné rozdily v zavislosti na pohlavi.

Tabulka 9. Hladiny C-reaktivniho proteinu a adipokini u pacienti

s feochromocytomem pied a po 1éché

Pied 1écbou Po 1é¢be
(n=18) (n=18)
CRP (mg/l) 0,492 +0,123 0,235 £ 0,051 * *p<0,05
Leptin (ng/ml) 6,76 +1,78 8,79 +2.86 NS
Adiponektin (ug/ml) 20,01 £2,49 18,34 £ 2,49 NS
Rezistin (ng/ml) 5,34 £ 0,5 5,56 £ 0,55 NS

Vysvétlivky: CRP = C-reaktivni protein, NS = nesignifikantni.

4.3.3 Korelace mezi hladinami adipokinii, antropometrickymi parametry, krevnim

tlakem, CRP a biochemickymi parametry

U pacientt pred 1éCbou byla zjiSténa pozitivni korelace sérovych hladin leptinu
s vékem (r =0,7, p=0,001), BMI (r = 0,50, p = 0,01), s triglyceridy (r = 0,59, p = 0,01)
a hladinami inzulinu (r = 0,54, p = 0,02), a negativni korelace s primérnym
diastolickym tlakem za 24 hodin (r = - 0,59, p = 0,011). Po odstranéni
feochromocytomu korelovaly hladiny leptinu s vékem (r = 0,67, p = 0,02), BMI (r =
0,60, p = 0,01) a triglyceridy (r = 0,5, p = 0,04). Nebyly zjiSté€ny jiné statisticky
vyznamné korelace sérovych hladin leptinu s jinymi parametry, napf. ani s hladinami

adrenalinu a noradrenalinu v mod¢i.

51



Sérové hladiny rezistinu pozitivné korelovaly s hladinou celkového cholesterolu
po lécbe (r=0,61, p=0,007).

Mezi hladinami CRP a adipokiny nebyly zjistény vyznamné korelace. Hladina
CRP pozitivné korelovala se systolickym a diastolickym krevnim tlakem (r = 0,51, p =
0,04; resp. r = 0,53, p = 0,04) (Obrizek 4), s celkovym cholesterolem (r = 0,65, p =
0,01), triglyceridy (r = 0,55, p = 0,03) a hladinami adrenalinu ve sbéru moci za 24 hodin
(r = 0,56, p = 0,02) u pacienti po chirurgické 1écb¢. Nebyly zjistény dalsi statisticky
vyznamné korelace mezi CRP, adipokiny, katecholaminy a dalSimi sledovanymi

parametry.

Obrazek 4.

Korelace mezi priimérnym systolickym a diastolickym krevnim tlakem a hladinou

CRP u pacienti po chirurgickém odstranéni feochromocytomu (n = 18).

160
r=0,51;p=0,04
([

140 -
[®)
T
€
E 120 -
X
«©
)
‘= 100 A
>
(O]
S
%

80 -

© r=0,53;p = 0,04
60 T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

C-reaktivni protein (CRP) (mg/l)

® CRP vs. systolicky krevni tlak po 1é¢bé
O CRP vs. diastolicky krevni tlak po lé¢bé

52



4.4 Endotelialni dysfunkce u pacienti chronicky zavislych na heroinu: vliv

substitu¢ni 1é¢by metadonem

4.4.1 Charakteristika pacientt a zdravych kontrolnich subjekti

BMI pacienti s chronickou zdvislosti na heroinu se vyznamné neliSil od
zdravych kontrolnich jedinct. Naproti tomu byly u pacienti zdvislych na heroinu
zjistény 4-ndsobn¢ vyssi hladiny C-reaktivniho proteinu ve srovnani s kontrolni
skupinou (Tabulka 10).

Roc¢ni substituéni 1écba s poddvanim metadonu vedla u pacientti zdvislych na
heroinu k signifikantnimu zvysSeni hladin celkové bilkoviny. Naproti tomu, po roce této
1é€by nebyly u zavislych pacienti zaznamendny signifikantni zmény BMI nebo CRP

(Tabulka 11).

4.4.2 Markery endotelialni dysfunkce a adipokiny

Sérové hladiny solubilnich cytoadhezivnich molekul E-selektin, ICAM-1 a
VCAM-1 byly u jedinct zdvislych na heroinu vyznamné zvySeny proti kontrolni
skupin€. Sérové koncentrace myeloperoxiddzy (MPO) a metaloproteindzy 9 (MMP-9)
byly vstupné¢ u zavislych jedincii ve srovnani s kontrolami signifikantn¢ vyssi (Tabulka
10). Po ro¢ni odvykaci 1é¢bé s poddvanim metadonu vyznamné klesla hladina MMP-9,
pokles hladin MPO po 1é¢bé nedosahl statistické vyznamnosti (p = 0,069). Naopak,
odvykaci lécba nevedla ke zménam koncentraci cytoadhezivnich molekul (Tabulka 11).

Sérové hladiny adiponektinu byly vstupné u pacientii zdvislych na heroinu
vyznamn¢ snizené ve srovndni s kontrolni skupinou. Sérové hladiny rezistinu byly
naopak u zavislych jedincl 2-ndsobné zvysené (Tabulka 10). Ro¢ni 1écba metadonem
neovlivnila signifikantné hladiny adiponektinu ani rezistinu (Tabulka 11).

Mezi cirkulujicimi  hladinami adiponektinu a rezistinu a hladinami
cytoadhezivnich molekul, myeloperoxiddzy nebo metaloproteindzy nebyly zjiStény

signifikantni korelace.
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Tabulka 10. Antropometrické, biochemické a hormonalni parametry pacienti

s chronickou zavislosti na heroinu a kontrolni skupiny

Kontrolni skupina Pacienti zavisli na heroinu
(n=16) (n=16)
BMI (kg/m”) 22,1+0,8 21,9+0,6
Celkova bilkovina (g/1) 789+22 75,1 £2,1
C-reaktivni protein (mg/1) 29+0,9 12,829 *
Adiponektin (ug/ml) 26,1 £32 17,8+2,1*
Rezistin (ng/ml) 4,6£0,5 84109 *
ICAM-1 (ng/ml) 111,4+6,6 228,3£30,5 *
VCAM-1 (ng/ml) 926,7 £55,9 1364 = 135,5 *
E-selektin (ng/ml) 11,2+1,0 24,0+23*
MPO (ng/ml) 37,6 7,0 126,1 £21,7 *
MMP-9 (ng/ml) 149,7£ 16,0 265,3 £36,1 *

* p < 0,05 vs. kontroln{ skupina
Vysvétlivky: BMI = body mass index; ICAM-1 = intercelularni cytoadhezivni molekula 1;
VCAM-1 = vaskularni cytoadhezivni molekula 1; MPO = myeloperoxiddza (myeloperoxidase);

MMP-9 = metaloproteindza 9 (metalloproteinase 9).

Tabulka 11. Antropometrické, biochemické a hormonalni parametry pacienti

s chronickou zavislosti na heroinu pred 1é¢bou a po 1 roce uzivani metadonu

Pacienti zavisli na heroinu
pied 1écbou (n =9)

Pacienti zavisli na heroinu
po 1écbé (n =9)

BMI (kg/mz) 21,8+ 1,0 222+1,2

Celkova bilkovina (g/1) 12,1 £2,3 11,0£2,2

C-reaktivni protein 751433 792 +4.2°
(mg/1)

Adiponektin (ug/ml) 16,5 £3,0 17,0£3,3
Rezistin (ng/ml) 8,8+1,0 8,610
ICAM-1 (ng/ml) 188,7 £ 20,4 219,5 44,1
VCAM-1 (ng/ml) 1260 = 109 1238 = 135

E-selektin (ng/ml) 30,1 £3,1 25,7+4,0
MPO (ng/ml) 123,2 + 32 77,9 +20,9
MMP-9 (ng/ml) 235,9+ 33,3 155,6x17,1°

° p < 0,05 vs. pacienti pred 1é¢bou

Vysvétlivky: BMI = body mass index; ICAM-1 = intercelularni cytoadhezivni molekula 1;

VCAM-1 = vaskuldrni cytoadhezivni molekula 1; MPO = myeloperoxiddza (myeloperoxidase);

MMP-9 = metaloproteindza 9 (metalloproteinase 9).
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5. DISKUZE

5.1 Produkce cytoadhezivnich molekul v tukové tkani obéznich jedinci: srovnani

subkutanni a visceralni tukové tkané

Nejvyznamnéj$im vysledkem této studie je piimy prikaz rozdili v produkci
cytoadhezivnich molekul (CAM) v tukové tkdni mezi obéznimi a Stithlymi Zenami.
Exprese mRNA a mnozZstvi proteinu pro ICAM-1 a VCAM-1 byly signifikantn& vyssi
ve viscerdlni, nikoliv vSak v subkutdnni tukové tkdni obéznich Zen, zatimco exprese
mRNA pro E-selektin a MCP-1 se mezi skupinami neliSily. Je zajimavé, Ze ve
viscerdlni tukové tkdni pozitivn¢ korelovala mRNA exprese sledovanych
cytoadhezivnich molekul sexpresi markeru imunokompetentnich bunck CDG68S.
Exprese mRNA pro ICAM-1 a VCAM-1 ve viscerdlnim tuku sou€asné korelovaly 1
s BML

Cirkulujici hladiny cytoadhezivnich molekul piedstavuji markery aktivace
endotelu (Pigott 1992) a jejich zvySené hladiny byly popsdny u obéznich jedincii ve
vétsSing (Ferri 1999; Pontiroli 2004; Hatunic 2007), ne vSak ve vSech publikovanych
pracich (Matsumoto 2002). V nasi studii jsme zaznamenali zvySenou hladinu
solubilniho E-selektinu a ICAM-1 u obéznich Zen s BMI nad 40 kg/m” ve srovnani
s kontrolni skupinou. Pro skupinu obéznich Zen s BMI 30 — 40 kg/m2 rozdily proti
kontroldm nebyly signifikantni, coZ miZe souviset s relativné mensim rozdilem BMI
mezi skupinami (Ferri 1999; Troseid 2005), piipadné€ s antihypertenzni medikaci u
obéznich jedincii (Boulbou 2005).

Tukova tkdn exprimuje cytoadhezivni molekuly (Champagne 1998; Robledo
2003; Tsakadze 2004; Brake 2006), coz potvrzuji i naSe vysledky; u obéznich jedincii
by tak vyrazné€ zvySené mnozstvi tukové tkdn€¢ mohlo byt potencidlné vyznamnym
zdrojem solubilnich CAM. Pfestoze jsme zjistili pouze korelaci mnozstvi proteinu
ICAM-1 s hladinou solubilni formy, Ize piedpoklddat, ze hladina cirkulujicich CAM
odrdzi intenzitu jejich produkce fadou rGznych bunck tukové tkdné a soucasné
endotelovymi a imunokompetentnimi bunkami mimo tukovou tkan. Jednotlivé
cytoadhezivni molekuly mohou v rdmci procesu adheze zastavat specifické funkce a

také se liSit predominantnim mistem svého vzniku (Chia 1998; Miller and Cappuccio

2006).
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Predchozi studie prokazaly vztah mezi mnoZstvim viscerdlni tukové tkané
(vesmés méfenym pouze jako obvod pasu) a hladinou solubilni ICAM-1, coZ opét
naznacuje ptimou souvislost viscerdlniho tuku s endotelidlni dysfunkci a prozanétlivym
stavem organizmu (Marchesi 2007). Krom¢ toho, Ze se viscerdlni tukova tkan miize
podilet na cirkulujicich hladindich CAM, patofyziologicky dtlezitd muze byt i
parakrinni funkce téchto molekul v tukové tkdni. Parakrinnim plsobenim mohou
cytoadhezivni molekuly vznikajici v tukové tkani ovliviiovat regulaci zanétlivych
procesu a pfispivat k migraci a aktivaci makrofagi v tukové tkdni obéznich jedincu
(Brake 2006). Vna$i studii jsme prokdzali pozitivni korelaci mezi expresi
cytoadhezivnich molekul ve viscerdlni tukové tkani a BMI a CD68, cozZ je v souladu
s pfedpoklddanym vztahem mezi abdomindlni obezitou, infiltraci tukové tkané
makrofidgy a endotelidlni dysfunkci. Z naSich vysledki tak nepiimo vyplyva, ZzZe
vyznamnymi producenty CAM v ramci tukové tkdné jsou zde pifitomné aktivované
imunokompetentni bunky.

Endotelidlni dysfunkce na drovni mikrocirkulace tkdni je jednim z kliovych
procesu pii vzniku inzulinové rezistence v tkanich (Serne 2002; Clark 2003). ZvySeni
exprese ICAM-1 a VCAM-1 ve viscerdlnim tuku u obéznich jedinct tak miiZe souviset
s rozvojem komplikaci, napf. diabetu nebo ateroskler6zy, u kterych sehrdva dileZitou
ulohu subklinicky zanét. NaSe vysledky pifimo potvrzuji tezi, Ze viscerdlni tukova tkan
se ucastni v patofyziologickych procesech souvisejicich s obezitou. Pfispivaji tak
k bliz§imu vysvétleni vztahli a mechanizmti vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni u
jedincti s abdomindlni obezitou (Eckel and Krauss 1998).

Dle naSich ptedchozich vysledki je ziejmé, Ze exprese mRNA pro cytoadhezivni
molekuly je regulovdna odliSn¢ v subkutdnni nez ve viscerdlni tukové tkéni (BoSanska
2008). Exprese mRNA pro ICAM-1, VCAM-1 a E-selektin byla v podkoZni tukové
tkéni Zen s obezitou 2. a 3. stupné ve srovnani s kontrolni skupinou §tihlych Zen sniZena.
SniZeni hmotnosti po 3-tydenni reduk¢ni dieté s velmi nizkym obsahem kalorii (VLCD)
vedlo k signifikantnimu zvySeni exprese mRNA pro ICAM-1 a VCAM-1
v subkutdnnim tuku obéznich Zen. Vysledky této prace tak nesvédci pro piimy vliv
produkce CAM v podkozni tukové tkdni na rozvoj endotelidlni dysfunkce u obéznich
jedinct. Je vSak nutno vzit v ivahu relativné nizky pocet pacientid v jednotlivych
skupindch a také méfeni pouze mRNA a nikoliv pfimo proteinu pro CAM, coz mohlo

¢astecné ovlivnit vysledky studie.
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Monocytdrni chemoatraktivni protein 1 (MCP-1) vyznamné plsobi na chemotaxi
monocytl a je také markerem zanctu u pacientll se zvySenym rizikem korondrni pithody
a dal$ich kardiovaskuldrnich onemocnéni na podkladé ateroskler6zy (Rollins 1997;
Martinovic 2005). V nasi studii jsme nezaznamenali vyznamné rozdily mRNA exprese
MCP-1 mezi obéznimi a Stthlymi Zenami v Zddném ze zkoumanych typi tukové tkané.
To nasvédcuje tomu, Ze ne piimo MCP-1, ale spiSe jiny faktor (samotné cytoadhezivni
molekuly?) sehrdvd u obezity kliCovou roli pii indukci infiltrace tukové tkané
imunokompetentnimi bunikami.

Zvysena exprese markeru imunokompetentnich bun€k CD68 potvrzuje zvySenou
infiltraci viscerdlni tukové tkané obéznich osob monocyty/makrofdgy ve srovnani
s kontrolnimi neobéznimi osobami. Piedchozi studie prokdzaly proporciondlni zvySeni
CD68 u obéznich jedinct (Weisberg 2003), coZ je v souladu s pozitivni korelaci CD68 a
BMI vnas$i studii. Otevienou otazkou zatim zistdvd, zda hlavnim zdrojem
cytoadhezivnich molekul ve viscerdlnim tuku obéznich jedincl jsou adipocyty a nebo
spiSe imunokompetentni bunky osidlujici tukovou tkan. Dle naSich pfedchozich
vysledkl jsou pfimymi producenty cytoadhezivnich molekul jak izolované adipocyty
tak 1 tzv. stromovaskularni (neadipocytarni) frakce tukové tkan€ (Dolinkova 2008 a
nepublikované vysledky). Ve viscerdlnich adipocytech jsme zaznamenali 5 krat nizsi
expresi VCAM-1 ve srovnani s celkovou viscerdlni tukovou tkani, zatimco exprese E-
selektinu byla v izolovanych adipocytech 8 krat vyssi nez v celkové tkani (Dolinkova
2008). Proto vyznamnéjsi produkce cytoadhezivnich molekul (napf. VCAM-1) ve
viscerdlni tukové tkdni miZe byt podminéna jejich produkci adipocyty a soucasné i
jinymi bunkami pfitomnymi v tukové tkdni jako jsou makrofdgy nebo jiné

imunokompetentni buiiky (Fain 2007).

Celkové jsme v této ¢asti studie prokazali souvislost obezity a zvySenych
expresi mRNA i produkce proteinu ICAM-1 a VCAM-1 ve visceralni, ne vSak
v subkutanni tukové tkani. Produkce cytoadhezivnich molekul v tukové tkani
pozitivné Koreluje s BMI a stupném tkanové infiltrace imunokompetentnimi
buiikkami. NaSe vysledky c¢asteéné vysvétluji mechanizmus tésného vztahu

visceralni obezity a kardiovaskularnich komplikaci.
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5.2 Polymorfizmy genii pro adiponektin a rezistin u pacienti s mentalni anorexii a

s obezitou a jejich vliv na metabolicky fenotyp

Cilem studie bylo ur¢it frekvenci polymorfizmt 45 T>G a 276 G>T genu pro
adiponektin a 62 G>A a -180 C>G genu pro rezistin u pacientek s obezitou, s mentalni
anorexii a u kontrolnich zdravych Zen snormalni hmotnosti. Sledovali jsme vliv
jednotlivych genotypti na sérové hladiny adiponektinu a rezistinu, jako i dal$i
parametry, inzulinovou rezistenci vyjadienou HOMA indexem, apod.

Pritomnost minoritni alely T v pozici 276 genu pro adiponektin zvysila hladinu
adiponektinu v séru obéznich pacientek a snizila hladinu glykovaného hemoglobinu u
kontrolni skupiny. Tyto vysledky jsou v souladu s diive publikovanymi studiemi, které
prokdzaly, Ze jedinci s genotypem G/G v pozici 276 genu pro adiponektin maji sniZzené
sérové hladiny adiponektinu a poruchu glukézové tolerance (Hara 2002; Gonzalez-
Sanchez 2005). U nositelt minoritni alely T v pozici 276 genu pro adiponektin byla
popsdna zvySend mRNA exprese pro adiponektin ve viscerdlni tukové tkani, ktera
korelovala se sérovou hladinou adiponektinu (Fredriksson 2006). Naproti tomu,
pfitomnost této minoritni alely T v pozici 276 genu pro adiponektin byla u pacientek
s mentdlni anorexii provdzena zvySenou hladinou cholesterolu, zatimco nebyl
pozorovan vliv na sérovou hladinu glykovaného hemoglobinu nebo cirkulujiciho
adiponektinu u této skupiny pacientek. Lze tak pfedpokladat, ze vliv piitomné minoritni
alely T genu ADP 276 je vyznamné modifikovdn aktudlnim nutricnim stavem
organizmu, ktery miZe mit vétsi vliv na hladiny cirkulujictho adiponektinu neZ
sledovany polymorfizmus.

Dalsim sledovanym polymorfizmem byl polymorfizmus 62 G>A genu pro
rezistin. Nositelstvi minoritni alely A v pozici 62 genu pro rezistin bylo spojeno se
zvySenou hladinou cholesterolu u obéznich pacientek ve srovnani s G/G homozygoty,
naopak u zdravych osob vedla pfitomnost minoritni alely A ke sniZeni hladin
glykovaného hemoglobinu. Ve studii Tana a kol. byla prokdzana nizsi frekvence
vyskytu alely A vtomto polymorfizmu u pacientli s diabetes mellitus 2. typu ve
srovnani s jedinci bez diabetu (Tan 2003).

Asociace mezi pfitomnosti minoritni alely G v pozici -180 genu pro rezistin a
vys$S§im BMI u pacientek s mentdlni anorexii dosud popsdna nebyla. Lze pfedpokladat,

Ze tento polymorfizmus, podobné¢ jako i nositelstvi minoritni alely T v pozici 276 genu
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pro adiponektin by mohly piedstavovat protektivni faktory nékterych metabolickych
abnormalit.

Kromé vyse uvedené asociace mezi polymorfizmem 276 G>T genu pro
adiponektin a sérovou hladinou adiponektinu jsme nezjistili dal$si vyznamné vztahy
mezi studovanymi polymorfizmy a hladinami adiponektinu a rezistinu. Vzhledem
k relativné malému poctu subjektli vSak nelze vyloudit existenci dalSich vztahii mezi
genotypem a zménami metabolickych parametrt, které v nasi studii nebyly zjiStény pro

nizkou statistickou silu.

Vysledky této studie, v souladu s vysledky diive publikovanych studii,
nasvédcuji tomu, Ze polymorfizmy geni pro adiponektin a rezistin mohou
vyznamné ovlivnit metabolicky fenotyp pacienti s obezitou nebo mentalni
anorexii. Manifestace urcitého genotypu se pravdépodobné liSi u pacientu

s rozdilnym nutri¢nim stavem organizmu.

5.3 Endokrinni funkce tukové tkané a subklinicky zanét: vliv 1é¢by u pacientu

s feochromocytomem

Uspé&snd chirurgickd 1é&ba feochromocytomu vedla u pacientt k signifikantnimu
vdhovému piirastku a soucasné¢ k poklesu glykémie, glykovaného hemoglobinu a
dokonce 1 ke sniZeni miry subklinického zanétu v organizmu, vyjadrené hladinou C-
reaktivniho proteinu (CRP). Nejvyznamnéjsim vysledkem nasi studie je tedy disociace
mezi chronickym prozanétlivym stavem, zvySenim hmotnosti a endokrinni funkci
tukové tkdan¢ u pacientii s feochromocytomem po chirurgickém odstranéni tumoru.
Z literatury je zndmo, Ze nadprodukce katecholaminl u pacientl s feochromocytomem
podminiuje zvySeny bazdlni metabolizmus (Gifford 1964). Odstranéni katecholaminy
produkujiciho tumoru vede k poruSeni rovnovdhy mezi pfijmem a vydejem energie, a
v kone¢ném dusledku ke zvySeni mnoZzstvi télesného tuku a tak i k nartistu hmotnosti.
V nasi studii byl vzestup hmotnosti provdzen sniZzenim prozanétlivého stavu, coZ
vyjadiuje pokles hladin CRP. Tento vysledek je vcelku prekvapivy vzhledem k fadé
studii prokazujicich pozitivni korelaci zvySenych hladin CRP se zvySenym BMI u
obezity (Haffner 2003a; Haffner 2003b; Stoll and Bendszus 2006). Na druhém konci

spektra BMI, napf. u jedincit malnutrici pfi mentdlni anorexii, byly naopak popsany
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niz§i hladiny CRP neZ u jedinci s BMI v normdlnim rozmezi (Dolezalova 2007). Na
zéklad¢€ predchozich studii by se dalo ocekdvat, Ze zvySeni hmotnosti povede v tukové
tkani ke zvyseni produkce prozanétlivych faktorti (Cancello 2005; Anderlova 2006). Na
druhou stranu, u naSich pacientii doSlo jen k mirnému zvysSeni hmotnosti a vysledny
BMI byl nadile v normdlnim rozmezi nebo v pdsmu mirné nadvéhy. Pravdépodobné
proto nedoSlo k vyrazn€jSimu negativnimu ovlivnéni subklinického zanétu. MoZnym
vysvétlenim disociace mezi zménou hmotnosti a hladin CRP muZze byt prevaha ptimého
pusobeni nadprodukce katecholamin®i na hladiny CRP a/nebo jejich ovlivnéni vySsim
krevnim tlakem. Pro piimy vliv katecholaminli na CRP svéd¢i i pozitivni korelace mezi
hladinou CRP a mnoZstvim adrenalinu v moc¢i za 24 hodin u nasSich pacientd po 1écbé.

Pro hodnoceni zmén endokrinni funkce tukové tkdné jsme pouzili sérové hladiny
hormonii vznikajicich v tukové tkani, leptinu, adiponektinu a rezistinu, méfené u
pacientl pied 1é€bou a 6 mésict po chirurgickém odstranéni feochromocytomu. Hladiny
téchto adipokinii se méni v zdvislosti na zméndch hmotnosti a souvisi také s mirou
systétmového zanétu. SniZené hladiny adiponektinu byly popsdny u pacientii se
zvySenym rizikem inzulinové rezistence a aterosklerézy (Yang 2001; Yamauchi 2003b;
Shimada 2004), zatimco opak plati pro cirkulujici hladiny rezistinu (Ukkola 2002;
Degawa-Yamauchi 2003; Yamauchi 2003b; Pischon 2005; Reilly 2005). S mnoZstvim
télesného tuku nejlépe koreluji hladiny leptinu, opakované byly prokdzany jeho zvysené
hladiny u obéznich jedincii ve srovnani se Stthlymi osobami (Maffei 1995; Anderlova
2006; Patel 2008). Ponékud piekvapivé nebyly hladiny Zadného ze sledovanych
hormontl vznikajicich v tukové tkani odstranénim feochromocytomu ovlivnény. Tyto
vysledky tak nepotvrzuji hypotézu, Ze se hormony tukové tkdn¢ piimo ucastni
v potlaceni systémového prozanétlivého stavu u pacientli s feochromocytomem.

V rozporu s vysledky predchozich publikovanych experimentélnich i klinickych
studii (Kosaki 1996; Trayhurn 1996; Wocial 2002), které popsaly inhibi¢ni pisobeni
katecholaminll na produkci leptinu, jsme v nasi studii nepozorovali vyznamnou zménu
hladin leptinu po odstranéni katecholaminy produkujictho tumoru. Chybéni
ocekdvaného efektu mize souviset s down-regulaci piisluSnych adrenergnich receptort
a vznikem urcité rezistence tukové tkdn¢ na tucinky katecholamini (Bottner 1999),

pfesny mechanizmus t€chto zmén vSak neni jasny.

V této studii bylo zvySeni hmotnosti u pacienti po chirurgickém odstranéni

feochromocytomu provazeno signifikantnim poklesem hladin C-reaktivniho
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proteinu, markeru systémového zanétu. Snizeni CRP je pravdépodobné projevem
preruseni piisobeni zvysenych hladin katecholaminti na produkci CRP a muze byt
znamkou pozitivniho efektu 1é¢by feochromocytomu na progresi aterosklerézy a
na kardiovaskularni riziko. Nase vysledky nesvéd¢i pro piimy vliv adipocytarnich
hormonii leptinu, adiponektinu a rezistinu na zmény subklinického zanétu u

pacientii s feochromocytomem.

5.4 Endotelidlni dysfunkce u pacienti chronicky zavislych na heroinu: vliv

substitu¢ni 1é¢by metadonem

vvvvvv

na heroinu, jako dal$i rizikovd skupina pro vznik aterosklerézy a kardiovaskuldrnich
onemocnéni, maji signifikantné zvySené cirkulujici hladiny solubilnich cytoadhezivnich
molekul. Navic jsme u téchto jedincti zjistili zvySenou hladinu myeloperoxidazy
(MPO), enzymu produkujiciho Skodlivé volné kyslikové radikdly, a zvySenou hladinu
metaloproteindzy 9 (MMP-9), enzymu podilejiccho se na destabilizaci
aterosklerotickych plati (Nabata 2008).

Vysledky diive publikovanych experimentélnich i klinickych studii nasvédcuji
tomu, Ze porucha endokrinni funkce tukové tkan¢ vyznamné pfispiva k rozvoji
endotelidlni dysfunkce a ateroskler6zy (Berg and Scherer 2005; Hauner 2005). V této
studii jsme potvrdili naSe pfedchozi vysledky, ze hladiny rezistinu jsou u osob
chronicky zavislych na heroinu zvySené, zatimco hladiny adiponektinu jsou ve srovnani
se zdravymi kontrolami niz§i (Housova 2005b). V experimentdlni studii prokazal
Kawanami a kolektiv prolifera¢ni ucinky rezistinu na hladké svalové bunky ve stén¢ cév
a indukci exprese cytoadhezivnich molekul na povrchu endotelovych bunék in vitro
(Kawanami 2004). V klinickych studiich najdeme zvySené hladiny rezistinu naptiklad u
pacientil s ateroskler6zou korondrnich tepen (Ohmori 2005), rezistin je dokonce
povazovan za vyznamny prediktivni faktor korondrni aterosklerézy, nezavisly na
hladin¢ CRP (Reilly 2005).

Pro ucast adiponektinu v etiopatogenezi aterosklerdzy existuje jesté vice dikazl
experimentdlnich i klinickych studii (Im 2006; Devaraj 2008; Zhang 2008). Transgenni

myS$i modely s uplnym chybénim adiponektinu nebo obézni mysi se sniZzenou hladinou
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adiponektinu vykazuji vyznamnou akceleraci aterosklerotickych zmén, které jsou
reverzibilni, pokud je podavan adiponektin (Kubota 2002; Maeda 2002; Haluzik 2004a).
Mechanizmus antiaterogenniho pisobeni adiponektinu popsany v in vitro studiich
zahrnuje inhibici proliferace a migrace hladkych svalovych bun€k v cévni sténé (Arita
2002) a inhibici transformace makrofagli na pé¢nové buiky (Ouchi 2001). Spektrum
informaci o adiponektinu dopliuji vysledky klinickych studii, u pacienti
s akcelerovanou aterosklerézou byly opakované popsany snizené hladiny adiponektinu
(Hotta 2000; Haluzik 2004b; Shimada 2004). Podobné jako u jinych pacienti
s pred¢asnou progresi ateroskler6zy jsme v nasi studii u pacientd chronicky zavislych na
heroinu zjistili zvySené hladiny rezistinu a sniZené hladiny adiponektinu. Zmény hladin
hormonii produkovanych tukovou tkdni by mohly byt v pfimé souvislosti s rozvojem
endotelidlni dysfunkce u této skupiny pacientt.

Pii interpretaci vysledk je vSak nutno zohlednit i skuteCnost, Ze u casti
chronicky zdvislych pacientii v nas$i skupin¢ byla zjiSténa pozitivita na hepatitidu B
a/nebo C. V literatufe totiz byly u pacientli s hepatitidou popsdny zvysené hladiny
n¢kterych cytoadhezivnich molekul. Napiiklad Bruno a kolektiv popsal zvysené hladiny
cirkulujicich ICAM-1 a VCAM-1 u pacientl s chronickou aktivni hepatitidou, a to ve
srovnani s pacienty s jaterni cirhdzou i se zdravymi kontrolami (Bruno 2005). Hladiny
ICAM-1 v této studii korelovaly s aktivitou zanétu, zatimco hladiny VCAM-1 souvisely
spiSe s mirou postizeni jater. V jiné studii Kaplanski a kol. popsal zvySené hladiny
ICAM-1 a VCAM-1 u pacienti s hepatitis C — asociovanou téZkou vaskulitidou
(Kaplanski 2005). V na$i studii bylo 10 ze 16 pacientli s chronickou zdvislosti na
heroinu hepatitis B a/nebo C pozitivnich, proto jsme zvazovali i moznost vlivu této
nemoci na endotelidlni funkci. Dle vysledkl statistické subanalyzy (pfestoZe pocet
subjekti je maly) nebyly pii srovnani skupiny hepatitis pozitivnich pacientli s hepatitis
negativni skupinou zjiStény rozdily v hladindch ICAM-1, VCAM-1 nebo E-selektinu
(data nejsou uvadeéna). Nebyly prokdzdny ani vyznamné vztahy mezi sledovanymi
markery endotelové dysfunkce a markerem zanétu C-reaktivnim proteinem. U
podskupiny pacientii, kterd podstoupila rocni odvykaci 1écbu s poddvanim metadonu,
doSlo k poklesu metaloproteindzy 9 a tendenci kpoklesu mély 1 hladiny
myeloperoxiddzy, nedoSlo vSak k vyznamnému ovlivnéni hladin solubilnich
cytoadhezivnich molekul a hladin rezistinu nebo adiponektinu.

Pravdépodobné vysvétleni zmén hladin cytoadhezivnich molekul u jedinca

zavislych na heroinu tak predstavuje kombinace chronického systémového zanétu
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provéazejictho onemocnéni hepatitidou nebo jinym zanétlivym onemocnénim a poruchu
endokrinni funkce tukové tkdné. Otevienou otdzkou zlstdva, jestli porucha endokrinni
funkce tukové tkan¢ vznikd v disledku systémového prozanétlivého stavu a nebo jestli
v tomto procesu sehrava kauzalni roli.

V experimentalnich studiich na mySim modelu dokaze podavani adiponektinu
zmirnit nealkoholickou steat6zu jater 1 alkoholem podmin€nou jaterni steatézu (Xu
2003), coz otvira ptipadné moznosti intervence a 1écby chronického hepatopatie i u lidi,
tteba i u drogové zdvislych pacientl. K ovéfeni pfesného mechanizmu puasobeni
adiponektinu a jeho efektu na jaterni tkdn bude nezbytné provedeni dalSich cilenych

studii.

Pacienti chronicky zavisli na heroinu méli zvysené hladiny cirkulujiciho
rezistinu, cytoadhezivnich molekul, myeloperoxidizy a metaloproteinazy 9 a
snizené hladiny adiponektinu ve srovnani se zdravymi kontrolami. Ro¢ni odvykaci
lécba metadonem signifikantné snizila metaloproteinazu 9, ale neovlivnila dalsi

sledované markery endotelialni dysfunkce.
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6. ZAVER

Tukova tkan jako producent tfady hormondlnich pasobkl je nepochybné
vyznamnou soucdsti regulacnich systémui energetického metabolizmu a soucasné i
zanétlivych a imunitnich procest. Velké epidemiologické studie opakované potvrdily
souvislosti mezi dvéma typy onemocnéni s vysokou prevalenci a fadou komplikaci:
obezitou a aterosklerézou resp. kardiovaskuldarnimi chorobami. Jejich klinické
dasledky a také predpokladand podobnost patofyziologickych mechanizmii v podobé
chronického subklinického zanétu byly jednim z podnétd pro soucasné intenzivni
vyzkumy poruch endokrinni funkce tukové tkdan€¢ a mechanizmi endotelidlni
dysfunkce.

Tato price byla zaméfena na vyzkum endokrinni funkce tukové tkané u
rizikovych osob z hlediska rozvoje ateroskler6zy, jako jsou pacienti s obezitou,
sekundarni hypertenzi pii feochromocytomu nebo malnutrici pfi chronické drogové
zévislosti. Sledovali jsme hladiny cirkulujicich adipokinii a cytoadhezivnich molekul a
stanovenim exprese piislusSnych genii ptimo v podkozni resp. viscerdlni tukové tkédni
jsme hodnotili podil tukové tkané na jejich celkové produkci. U ¢ésti pacientll jsme
zjistovali vyskyt polymorfizmii genli pro adiponektin a rezistin a jejich vliv na
metabolické parametry. U pacientli se sekundarni hypertenzi a u chronicky drogové
zavislych pacientl jsme hledali souvislosti mezi dysfunkci tukové tkdn€ a vybranymi
parametry subklinického zanétu.

Nase vysledky potvrzuji, Ze proaterogenné pusobici cytoadhezivni molekuly
jsou exprimovany jak v subkutdnni tak i viscerdlni tukové tkdni. Ve viscerdlni tukové
tkdni byl potvrzen vyznamny vliv obezity na zvySenou produkci dvou typl
cytoadhezivnich molekul, coZz také souviselo se stupném jeji infiltrace
imunokompetentnimi bunkami. Vé&fime, Ze tyto vysledky pfispivaji k ¢4steCnému
vysvétleni t€sného vztahu viscerdlni obezity a rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Nejen u obéznich, ale i u drogové zavislych jedinct jsme zjistili zvySené markery
endotelidlni dysfunkce a soucasné poruchu endokrinni funkce tukové tkané. Porucha
endokrinni funkce tukové tkdné se, krom¢ jinych faktorti, mize ¢asteCné podilet na
systémovém prozanétlivém stavu. Zavaznym zjiSténim bezesporu je, Ze ani po rocni
1é¢be u téchto pacientii nedochdzi k normalizaci zvySenych hladin uvedenych faktort a

zvySené riziko tak pretrvava. Naopak, u pacientl se sekundarni hypertenzi bylo zvyseni
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hmotnosti po 1écbé¢ a normalizaci hladin katecholaminli piekvapivé provazeno
vyznamnym poklesem hladin C-reaktivniho proteinu, markeru systémového zinéctu.
Pifimou tcast hormont tukové tkan€ v tomto procesu jsme neprokazali, spiSe se jednd o
piimé ptisobeni katecholaminti.

Vysledky této prace jsou tak dal$i casti slozité mozaiky sméfujici
k detailn¢jSimu vysvétleni v§ech mechanizmi a souvislosti mezi endokrinni funkci resp.
dysfunkci tukové tkané a rozvojem aterosklerézy. Kone¢nym cilem téchto vyzkumu je
co nejlépe porozumét a piipadné preventivné a/nebo terapeuticky ovlivnit negativni

humordlni ptsobeni tukové tkané a zlepSit tak prognézu fady nemocnych s vysokym

rizikem rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Podporovdno IGA 8302-5 a MZO 000064165
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