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ABSTRAKT (CZ2)

Hyperglykémie kritickych stavii byla povazovana za adaptivni
metabolickou reakci organizmu na stresovou situaci, ktera
souvisi s kritickym stavem jak u pacienti s diagn6zou diabetu,
tak u pacientii bez této diagnozy. Hyperglykémie je vyvolana
ptedev§im periferni inzulinovou rezistenci navozenou faktory
pusobicimi  kontraregulacné vic¢i inzulinu na Grovni
postreceptorové inzulinové signalni kaskady.

V naSich studiich jsme zvolili jako vhodny model stresového
stavu pacienty podstupujici elektivni kardiochirurgicky vykon s
pouzitim mimot€lniho obéhu.

Sledovali jsme expresi mRNA u dvou neddvno objevenych
faktord s vyznamnou ulohou v regulaci metabolickych déji a
zanétu - fibroblastového rastového faktoru-21 (FGF-21) a
adipocytarniho fatty acid binding proteinu (A-FABP) v
epikardidlni a podkozni tukové tkéani, v kosternim svalu a
myokardu. Dale jsme sledovali dynamiku jejich sérovych hladin
v perioperacnim obdobi S cilem odhalit u kriticky nemocnych
pacientli jejich moznou ulohu pii vzniku hyperglykémie a
inzulinové rezistence.

Nase data ukazuji vyrazny vzestup sérovych hladin FGF-21 v
prabéhu kardiochirurgického vykonu spolu se signifikantnim
zvySenim mRNA exprese v epikardialni tukové tkani. Zaroven
jsme také zaznamenali pomérné¢ vyraznou expresi FGF-21
mRNA v kosternim svalu, ktery tak mize byt jeho vyznamnym
zdrojem.

V nasi druhé studii jsme prokazali poopera¢né zvySenou mRNA
expresi A-FABP v perifernich monocytech, avSak nikoliv
v epikardialni ¢i podkozni tukové tkani nebo v myokardu a
svalové tkani. Kardiochirurgicky vykon vedl k signifikantnimu
zvyseni sérovych hladin A-FABP.

Ob¢ studie poukazuji na mozny vliv zkoumanych adipokinti na
vznik perioperaCni stresové odpovédi organizmu a rozvoj
zanétlivé reakce a inzulinové rezistence



ABSTRACT (EN)

Hyperglycemia in critically ill patients was considered for many
years an adaptive response to stress conditions being present in
both patients with and without previous history of diabetes.
Hyperglycemia is caused mainly by peripheral insulin
resistance induced by the factors counteracting insulin
signalling at the postreceptor level.

In our studies, we selected population of the patients
undergoing elective major cardiac surgery with extracorporeal
circulation as a suitable model of stress conditions, and
examined tissues which were easily accessible for the sampling.
We measured mRNA expression of two recently discovered
factors with an important role in the regulation of metabolic
pathways and inflammation - fibroblast growth factor -21 (FGF-
21) and adipose fatty acid binding protein (A-FABP) in
epicardial and subcutaneous adipose tissue, skeletal and cardiac
muscle and their serum levels in perioperative period to identify
their possible role in the development of hyperglycemia and
insulin resistance in critically ill patients.

We demonstrated marked increase in FGF-21 serum levels
during cardiac surgery with significant increase of its mMRNA
expression in epicardial adipose tissue. At the same time, we
have also seen a relatively strong FGF-21 mRNA expression in
skeletal muscle suggesting its possible role as an additional
source of FGF-21.

Data from our second study demonstrated that cardiac surgery
increased A-FABP mRNA expression in peripheral monocytes
but not in epicardial and subcutaneous adipose tissue, cardiac
or skeletal muscle. Cardiac surgery significantly increased in A-
FABP serum levels.

Both studies suggested possible influence of investigated
adipokines on the development of stress response, inflammatory
response and insulin resistance after cardiac surgery.



1. UVOD

Hyperglykémie u pacienti v kritickém stavu byla povazovana
za adaptivni metabolickou odpoveéd’ organizmu, ktery se ocitl
ve stresové situaci. Jiz v druhé poloviné devatenactého stoleti
popisuje hyperglykémii u hemoragického Soku vyznamny
francouzsky fyziolog Claude Bernard. Nékdy byva také
nazyvana “stresovym diabetem” (McCowen et al. 2001). Jedna
se o kombinaci zvySené endogenni produkce glukézy a
inzulinové rezistence. V posledni dekadé problematika
vlivu hyperglykémie v kritickém stavu, pies nutnost velmi tésné
kontroly glykémie (spojenou s nebezpeCim epizod tézké
hypoglykémie), po pohled na terapii hyperglykémie ve svétle
poslednich velkych klinickych studii (Van Den Berghe et al.
2001, Van Den Berghe et al. 2006, Finfer et al. 2009).

Stresovd hyperglykémie je disledkem zvySenych hladin
kortizolu, cytokind, rdstového hormonu, katecholamini a
glukagonu vedoucich ke stimulaci endogenni produkce glukozy
prostiednictvim glykogenolyzy a glukoneogenezy (McCowen et
al. 2001, Gustavson et al. 2003, Watt et al. 2001). Dale zde
hraje roli zména jeji rendlni exkrece a tubularni resorpce.
Zaroven dochazi k inzulinové rezistenci, kterd je vyjadiena
nedostateCnou  supresi  jaterni  produkce glukézy a
nedostateCnym vstupem glukdézy do bunék a jeji naslednou
snizenou utilizaci v tukové a svalové tkani; dochazi rovnéz k
inhibici syntézy glykogenu ve svalech.

Pojem stresové hyperglykémie neni v soucasné dobé jasné
definovan. Je proto vhodné rozdélit pacienty s hyperglykémii v
souvislosti s kritickym stavem na ty, ktefi jiz DM méli, a ty,
kteti maji nov€ vzniklou hyperglykémii. V souvislosti s
kritickym stavem mohou dle American Diabetes Association
(ADA) existovat tfi skupiny pacientl: a) se znamou diagndzou
DM a hyperglykémii, b) s nové diagnostikovanym DM a
hyperglykémii, ) se stresovou hyperglykémii (hospitaliza¢ni)



bez diagné6zy DM (Dungan et al. 2009). Toto rozdéleni
vyZaduje sledovani po hospitalizaci (k ovéfeni, zda
hyperglykémie pietrvava) pro odliseni poslednich dvou skupin.
Proto jsou navrZzeny dvé diagnosticka kritéria stresové
hyperglykémie: a) stresova hyperglykémie: dle ADA glykémie
nalacno > 6,9 mmol/l a/nebo nahodna glykémie > 11,1 mmol
bez predchozi diagnézy DM, b) stresova glykémie s pre-
existujicim DM s dobie kontrolovanou glykémii pied ptijetim:
hodnota glykovaného hemoglobinu (HbA1C) < 7% dle DCCT
(< 54 % dle nasi kalibrace IFCC) a hyperglykémie
konzistentné vy$8i nez prah u prvni skupiny (Dungan et al.
2009

Studie NICE-SUGAR (Finfer et al. 2009) ukazuje novy
standard kontroly glykémie v intenzivni péci. Na zakladé této
studie méni fada odbornych spole¢nosti sva doporuceni. V zafi
2010 vydéava mezinarodni doporuceni pro kontrolu glykémie u
nediabetickych dospélych pacientil v intenzivni péci Societé de
Reanimation de Langue Frangaise (SRLF) spolu se Societé
Frangaise d’Anesthési¢é-Réanimation (SFAR) (Ichai et al.
2010). Jedna se o doporuceni expertniho panelu, ktera byla
publikovana v roce 2008 a nasledné prepracovana v kvétnu
2009 po zvefejnéni studie NICE-SUGAR. Autofi dirazné
doporucuji vylouceni hyperglykémie > 10 mmol/l u dospé€lych
pacientd na JIP a té€snou (4.4 - 6,1 mmol/l) kontrolu glykémie v
emergentnich situacich. Dlrazné doporucuji vylouceni velkého
kolisani glykémie.

Bila tukova tkan, a to zejména visceralni (nebo také
intraabdominalni tukova tkan), vedle Gschovy zasob energie
plni funkci endokrinné¢ aktivniho organu s interakcemi
S ostatnimi orgény, jako je mozek, srdce, svalova tkan, cévy.
Zaroven visceralni a v men$i mife i subkutanni tukova tkan
ovliviluje systémovy zanét (Galic et al. 2010). Je prokazano, ze
u obéznich jedincl jsou pfitomny zndmky tzv. subklinického
systémového zanétu (Ichai et al. 2010, Yudkin et al. 1999).
Hladiny prozanétlivych cytokint a proteint akutni faze ( I1-6,



TNF o, SAA, CRP, haptoglobin) jsou u obéznich pacienti
zvysené (Engstrom et al. 2004), coz se muze podilet na vzniku
inzulinové rezistence, hyperlipidémie, a rozvoji metabolického
syndromu (Ichai et al. 2010, Bull6 et al. 2003, Hotamisligil et
al. 2003). Tukova tkan je zdrojem fady pasobku tzv. adipokint
a také klasickych cytokint, které ovliviiuji energeticky vyde;,
chut’ k jidlu, metabolismus lipidd, imunitu a zanét, angiogenezi
a inzulinovou rezistenci (Hotamisligil et al. 1993).
Fibroblastovy rustovy faktor 21 (FGF-21) je metabolicky
regulator produkovany primarné jatry, ale také buiikami thymu,
kosterniho svalu a bilé tukové tkané. Patfi do rodiny 22
fibroblastovych rustovych faktord (FGF), které obvykle
ovliviluji mitdézu, angiogenezu, hojeni ran a bunécny rust. FGF-
21 je peptid o molekularni hmotnosti 20 kDa, ktery byl
primarn¢ izolovan z mysich embryi (Nishimura et al. 2000).
FGF-21 je metabolicky regulator, ktery ma vztah k lipidovému
metabolismu, metabolismu glukozy, inzulinové rezistenci a
metabolickému  syndromu. V  nékterych  pracich je
rekombinantni FGF-21 zminovan jako mozZny budouci 1€k
diabetes mellitus 2. typu a dalSich onemocnéni, které jsou s nim
sdruzeny.

Adipocytarni fatty acid binding protein (A-FABP) je znam také
jako FABP-4, aP2 nebo adipocyte/macrophage FABP. Jedna se
o cytoplazmaticky protein, ktery se hojné vyskytuje v tukové
tkani (Hunt et al. 1986). Jeho exprese je popsana predev§im v
adipocytech (Baxa et al. 1989) a také makrofazich (Furuhashi et
al. 2008). A-FABP byl primarné identifikovan jako protein
tvorici 6 % cytosolickych proteini v adipocytech s Casteénym
uvoliiovanim do cirkulace. Experimentalni a klinické studie
ukazuji, ze A-FABP hraje roli v regulaci metabolismu lipidi a
glukdzy, energetického metabolismu a zanétu (Furuhashi et al.
2008, Hotamisligil et al. 1996, Uysal et al. 2000, Xu et al.
2006).

S narustajicim poétem obéznich a morbidné obéznich pacientt
Vv populaci se otevirda otazka, zda mulze télesna hmotnost



ovlivnit vysledek intenzivni péce. V této problematice bylo
publikovdno mnoho praci s nejednotnym vystupem. Naprostad
vétSina srovnava kriticky nemocné podle body mass indexu
(BMI). Podle meta-analyzy, kterou publikoval vroce 2008
Akinnusi, nema obezita vliv na mortalitu (Akinusi et al. 2008).
Uvadi vliv na prolongovanou umélou plicni ventilaci a délku
pobytu na JIP. To je spojeno se zvySenymi naklady na
hospitalizaci. Podle zavért substudie SOAP databaze evropské
observacni multicentrické studie je obezita spojena se zvySenou
morbiditou, ne v§ak mortalitou u pacientt v kritické péci (Sakr
et al. 2008). Velice zajimavou studii publikovalo Leuvenské
pracovisté, kde odebirali in vivo a post mortem vzorky tukové
tkané u kriticky nemocnych pacientli a srovnavali vysledky
se zdravymi subjekty. Morfologické zmény tukové tkané
pozorovali také na modelu kriticky nemocného kralika. Tukova
tkan je v kritickém stavu alterovana zvySenym poctem nove
formovanych adipocyti a infiltraci makrofagy. Tyto malé
adipocyty maji vyraznou schopnost absorbovat glukézu a
triglyceridy a redukuji tak jejich mozny Skodlivy vliv
(Langouche et al. 2010, Marques et al. 2013).

Vysledky poslednich vyzkumi a také naSich praci, které jsou
predmétem disertace, jasn€ ukazuji, ze tukova tkan neni pasivni
organ a miize vyznamng ovlivnit pribéh kritického stavu.



2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Vzhledem k vlivu néekterych adipokinii na inzulinovou
rezistenci, regulaci metabolismu glukozy a rozvoj zanétlivé
odpoveédi u pacientll s obezitou a diabetes mellitus 2. typu lze
ptedpokladat, ze tyto faktory mohou mit vliv na rozvoj
metabolické odpoveédi organizmu na kardiochirurgicky vykon.
V nas$i studii jsme se proto zaméfili na zmény systémovych
koncentraci a mRNA exprese dvou nové objevenych adipokinti
FGF-21 a A-FABP v epikardidlni a podkozni tukové tkani, v
pticné  pruhovaném svalu a v  myokardu béhem
kardiochirurgického vykonu, ktery piedstavuje kratkodoby
model vzniku stresové hyperglykémie a inzulinorezistence.
Predpokladame, ze u téchto pacientti miize dojit k vyznamnym
zménam endokrinni funkce tukové tkan¢, které mohou hrat roli
pfi vzniku hyperglykémie a inzulinové rezistence u kriticky
nemocnych pacientl. Blizsi identifikace téchto zmén muize v
budoucnu umoznit jejich terapeutickou modulaci s pozitivnim
ovlivnénim hyperglykémie a inzulinorezistence u kriticky
nemocnych pacientd.

Cilem projektu je blize objasnit etiopatogenezu inzulinové
rezistence a hyperglykémie u kriticky nemocnych pacientli a
konkrétné se zaméfit na nasledujici okruhy otazek:

1. Sledovat zmény plazmatickych koncentraci
biochemickych markeri a hormoni se znamym vztahem k
regulaci inzulinové senzitivity a metabolismu glukozy
(triglyceridy, inzulin, Kortizol, katecholaminy, adipokiny,
zanétlivé a dalsi) u kriticky nemocnych.

2. Sledovat zmény mRNA exprese FGF-21 a A-FABP v
podkozni, epikardidlni tukové tkani, pficn€ pruhované svaloviné
a myokardu v prubéhu kardiochirurgického vykonu.

3. Sledovat dynamiku plazmatickych koncentraci FGF-21
a A-FABP a jejich souvislost s hyperglykémii a systémovym
zanétem v perioperacnim obdobi u kardiochirurgickych
pacientt
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3. MATERIAL A METODIKA

Do obou studii byli zafazeni pacienti muzského pohlavi
podstupujici elektivni kardiochirurgicky zakrok s pouzitim
mimotélntho obéhu. U vSech subjekti byla standardné
provedena antropometrickd méfeni jeden den pied operaci
vCetné meéfeni obvodu pasu. VySka a vaha byla zméfena
standardizovanymi méfidly a byl vypocitan BMI. Pro vypocet
body surface area (BSA) byla pouzita DuBois and DuBois
rovnice (Verbraecken et al. 2006).

Predoperacné byly provedeny krevni odbéry pro standardni
biochemicka vySetfeni (glykémie, HbA1C, mineralogram,
lipidogram, jaterni funkce, ledvinné funkce a hematologické
vySetfeni - krevni koagulace a krevni obraz). Veskera
biochemicka a hematologickd vysetieni byla provadéna
Vv centralnich laboratofich Institutu klinické a experimentalni
mediciny Vv Praze a Laboratoti pro endokrinologii a
metabolismus III. interni kliniky — kliniky endokrinologie a
metabolismu 1. LF UK a VFN v Praze. Vzorky krve pro
analyzu hormonu byly odebrany pted tvodem do anestezie,
pted zahajenim mimotélniho ob&éhu na konci operace, 6, 24, 48
a 96 hodin od konce operace. Vzorky byly centrifugovany
Vv centralni laboratofi a sérum bylo v pfislusnych aliquotach
okamzit¢ zmrazeno a skladovano pii -80 °C az do analyzy.
Vzorky pro mRNA analyzu podkozni tukové tkané (z oblasti
hrudniku), visceralni (epikardialni) tukové tkan€, kosterniho
svalu (mezizeberni svaly) a myokardu (z pravého ouska) byly
odebrany z ptiblizné stejnych mist u vSech pacientli na zacatku
a na konci operace. Pii odbéru se dbalo na to, aby vzorky
nebyly traumatizovany nebo poskozeny elektro-kauterizaci.
Vzorky byly ulozeny v 1ml roztoku RNAlater (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) a skladovany pii teploté -80 °C az do jejich
analyzy.

Pro kontrolu glykémie byly v pravidelnych tfihodinovych
intervalech nabirdny vzorky arterialni krve Zzrutinné
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zavedeného arteridlniho katetru, ktery slouzi k monitoraci
krevniho tlaku. Glykémie byla stanovena v centralni laboratofi
Institutu klinické a experimentalni mediciny (Abbott Architect
Cl 8200, Abbott Diagnostics, Maidenhead, U.K.)

Pro stanoveni mRNA exprese byly vzorky homogenizovany
pomoci MagNA Lyser Instrument s pouzitim MagNA Lyser
Green Beads (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
a QlAzol Lysis Reagent (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko).
Celkova RNA =z homogenizovanych vzorkid podkozni a
epikardidlni tukové tkdné byla extrahovdna pomoci RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko).
Celkova RNA z homogenizovanych vzorka svalové tkané byla
extrahovana na MagNA Pure Instrument s pouzitim MagNA
Pure Compact RNA Isolation (Tissue) kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Némecko). Koncentrace RNA byly
stanoveny pii absorbanci 260 nm na piistroji BioPhotometer
(Eppendorf AG, Hamburg, Némecko). Integrita RNA byla
kontrolovana pomoci vizualizace 18S a 28S ribozomalni RNA
na 1% agar6zovém gelu s ethidium bromidem. Pro reverzni
transkripci bylo pouzito 0,25ug celkové RNA pro syntézu
prvniho vldkna cDNA s pouzitim nahodnych primer a bylo
postupovano presné dle navodu High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitu (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
). Méfeni relativni genové exprese bylo provedeno na piistroji
ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
s pouzitim TaqMan” Universal PCR Master Mix, NO
AmpErase® UNG a specifickych TagMan® Gene Expression
Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a vody
bez nukledz (Fermentas Life Science, Vilnius, Litva). NarGst
fluorescence byl méfen v redlném Case a byly odecteny hodnoty
dosazeni prahového cyklu (threshold cycle, Ct). Pro
kompenzaci moznych nepfesnosti ve vstupnim mnoZzstvi
pouzité RNA a efektivity reverzni transkripce byla hodnota Ct
pro cilovy gen normalizovana na endogeni kontrolu beta-2-
microglobulin (B2M) nebo LRP10 a pro vypodet relativni
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r e . -AA! ,
genové exprese byla pouzita rovnice 2™ nebo upraveni

formule 2. Tato méfeni byla provedena v laboratofi pro
endokrinologii a metabolismus III. interni kliniky — Kliniky
endokrinologie a metabolismu 1. LF UK a VFN v Praze.
Koncentrace FGF-21 ve vzorcich séra byly stanoveny pomoci
komeréniho ELISA kitu (BioVendor, Modfice, Ceska
republika). Senzitivita kitu byla 7.0 pg/ml. Sérové koncentrace
A-FABP byly stanoveny pomoci komer¢niho ELISA Kitu
(BioVendor, Modtice, Ceska republika) se senzitivitou 0,1
ng/ml. Intra — a interassay variabilita kit byla méné nez 10 %.
Izolace proteini a Western blot analyza byla provedena v
laboratofti pro endokrinologii a metabolismus III. interni kliniky
— kliniky endokrinologie a metabolismu 1. LF UK a VFN
Vv Praze.

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu SigmaStat
(Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Grafy byly vytvofeny
pomoci programu SigmaPlot (Jandel Scientific, San Rafael,
CA, USA). Normalita dat byla ovéfena pomoci Kolmogorov-
Smirnovova testu. Vysledky jsou vyjadieny jako median (inter-
kvartilové rozpéti) nebo primér =+ Stiedni chyba primeéru
(SEM), dle normality dat. Zmény hladin hormoni v
peroperacnim a pooperacnim obdobi byly hodnoceny pomoci
jednovybérového ANOVA testu pro opakovand méfeni,
parového t-testu nebo parového Wilcoxonova testu. Podrobnosti
statistické analyzy jsou soucasti metodiky ptiloZenych studii
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4. VYSLEDKY

Cilem prvni studie bylo sledovani mRNA exprese FGF-21
v epikardialni a podkozni tukové tkani a v kosternim svalu
v pribéhu elektivniho kardiochirurgického vykonu s pouzitim
mimotélniho obéhu. Déle jsme sledovali dynamiku zmén
sérovych hladin FGF-21 v pribéhu kardiochirurgického vykonu
a po ném.

Do studie bylo zafazeno 15 muzi, ktefi podstoupili aorto-
koronarni bypass s pouzitim mimotélniho obé&hu. VSichni
pacienti méli arterialni hypertenzi, ischemickou chorobu srde¢ni
(ICHS) a BMI> 25. Zadny nemél diagnézu DM, selhéni ledvin,
malignitu, onemocnéni §titné Zzlazy nebo akutni infekci.
Hyperlipidémii mélo 7 pacienti a ztoho 5 bylo léceno
atorvastatinem a dva fluvastatinem. Zadny pacient nebyl 1é¢en
metforminem nebo fibratem. V tabulce 1 jsou uvedeny klinické
charakteristiky pacientli zafazenych do studie. (Tabulka 1.)
Sérové koncentrace FGF-21 nartustaly v prabéhu operace
s maximem 6 hodin po operaci s navratem k bazalni hlading 96
hodin po operaci (obr. 1). Hodnota glykémie byla maximalni 6
hodin po operaci s normalizaci 48 hodin po operaci, zatimco
hladina inzulinu méla maximum 48 hodin od operace a zlstala
signifikantn€ zvySena jesté 96 hodin od operace (obr. 1). Sérova
hladina CRP byla na maximalni hodnoté 24 hodin po operaci a
takto zistala zvySena do 48 hodin po operaci a pak se vratila
k normalu 96 hodin od operace (obr. 1). Hladiny sledovanych
cytokinii IL-6, IL-8, TNF-o a MCP-1 mély maximum do 6
hodin po operaci (obr. 2).

Na zacatku operace byla mRNA exprese FGF-21 v kosternim
svalu vys$si nez v epikardialni a podkozni tukové tkani. Béhem
operace nedoslo k signifikantni zméné mRNA exprese FGF-21
ve svalové tkani (obr. 3C) ani v podkozni tukové tkani (obr. 3B)
zatimco v epikardialni tukové tkani doslo k signifikantnimu
naristu mRNA exprese FGF-21 (obr. 3A).
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Na zacatku operace byla v kosternim svalu FGF-21 proteinova
exprese 4.7krat vyssi (p=0,014) nez v podkozni tukové tkani
(obr. 3D)

Cilem druhé studie bylo ovétit vliv A-FABP na rozvoj
hyperglykémie a inzulinové rezistence u  pacientl
podstupujicich  kardiochirurgickou  operaci s pouzitim
mimotélniho obc¢hu. Dal§im cilem byla analyza vlivu
pritomnosti diabetes mellitus 2 typu (T2DM) na sérové hladiny
A-FABP a jeho expresit mRNA vpribéhu a po
kardiochirurgickém vykonu.

Do studie bylo zatfazeno 31 muzi, ktetfi podstoupili elektivni
kardiochirurgicky vykon s pouzitim mimotélniho obchu
(aortokoronarni bypass (CABG) - 23 pacienti, CABG a
nahrada aortalni chlopné€ — 4 pacienti, nahrada aortalni chlopné
— 1 pacient, CABG a nahrada mitralni chlopné — 1 pacient a
néhrada mitralni chlopné 2 pacienti). Zadny pacient nemél
selhani ledvin, malignitu, onemocnéni §titné zlazy nebo akutni
infekci. Podle pritomnosti diagndzy diabetes mellitus byli
rozd€leni do podskupiny diabetiki nebo nediabetikt. Jedenact
pacienti mélo T2DM léceny metforminem, 2 pacienti
inzulinem, 5 pacienti a 4 pacienti byli 1éeni pouze dietou.
Hyperlipidémii mélo 13 pacienti a ztoho 10 bylo léCeno
atorvastatinem, dva fluvastatinem a jeden rosuvastatinem.
V tabulce 2 jsou uvedeny klinické charakteristiky pacienti
zafazenych do studie (Tabulka 2.).

V pribchu operace i ve sledovaném pooperacnim obdobi mély
v obou studovanych skupinach sérové koncentrace A-FABP
podobny prubéh s maximem na konci operace a navratem
k zakladni hodnot¢ 24 az 48 hodin po konci operace (obr. 4). A-
FABP plochy pod kiivkou (AUC) pro celou dobu studie se
mezi obéma skupinami vyznamné neliSily. Nejvyssi hodnoty
glykémie byly zjistény 6 hodin po operaci; k jejich normalizaci
doslo 48 hodin po konci operace opét bez rozdilu mezi
studijnimi skupinami (obr. 4). Sérova hladina inzulinu méla
maximalni hodnotu u obou studijnich skupin 6 hodin po operaci
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a zlstala zvySena po celou dobu sledovani. Ve skupiné
diabetiki byla hladina sérového inzulinu signifikantné vys$si nez
ve skupin€ nediabetikti (obr. 4).

Sérové hladiny CRP dosahly maximalni hodnoty u nediabetikd
24 hodin po operaci a u diabetiki 48 hodin a téméi k zakladni
hodnoté se vratily na konci studijniho obdobi. Hladiny IL-6, IL-
8 a MCP-1 dosahly maxima bezprostiedné po operaci bez
signifikantniho rozdilu mezi jednotlivymi studovanymi
skupinami (obr. 5).

Kardiochirurgicky vykon nemél signifikantni vliv na A-FABP
MRNA expresi v tukové a svalové tkani (obr. 6). A-FABP
MRNA exprese Vv epikardialni tukové tkani byla signifikantné
niz8i nez v podkozni tukové tkani na zacatku i konci operace.
Mezi A-FABP mRNA expresi v kosternim svalu a myokardu
nebyl v obou métenich signifikantni rozdil (obr. 6).
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5. DISKUZE

Epikardidlni tukova tkdn je vyznamnym zdrojem zanétlivych
faktord. Behem kardiochirurgického vykonu dochazi ke zvyseni
mRNA exprese prozanétlivych mediatord v podkozni i
epikardialni tukové tkani (Kiemen et al. 2006, Mazurek et al.
2003).

V prvni praci se nam podafilo prokazat, ze béchem
kardiochirurgického vykonu signifikantné stoupa genova
MRNA exprese FGF-21 v epikardialni tukové tkani a jeho
plazmaticka hladina. Dal$im vyznamnym zjisténim je
signifikantné vy$§i FGF-21 mRNA genova exprese a proteinova
exprese V kosternim svalu nez v epikardidlnim a podkoznim
tuku. Toto zjiSténi nas vede k tivaze, ze by kosterni sval mohl
byt dalsim vyznamnym zdrojem FGF-21.

Nase studie tedy prokazuje, ze hyperglykémie, inzulinova
rezistence a systémova zanétliva odpovéd’ organizmu
zpusobené kardiochirurgickym vykonem S pouZzitim
mimotélniho ob&hu jsou doprovazeny vyznamnym a ¢asnym
vzestupem hladiny cirkulujiciho FGF-21. Prozanétlivé cytokiny
jako naptiklad I1L-6, IL-8 a TNF-a, vykazovaly podobny
vzestup jako FGF-21. FGF-21 mRNA exprese v kosternim
svalu na zacatku operace byla signifikantn€ vyssi ve skupiné
spiSe s nutnosti pooperacni 1éCby inzulinem? Navic tato skupina
méla signifikantné vys$si AUC sérového FGF-21. Jedno
z moznych vysvétleni té€chto rozdilt je, ze pacienti, ktefi u nichz
bylo pooperacné nutné podavat inzulin pro vyraznjesi
hyperglykémii, méli vyssi stupen inzulinové rezistence. Proto u
nich byl kompenzatorni vzestup exprese FGF-21 ve svalové
tkani vyssi.

NaSe data ukazuji vyrazny vzestup sérové hladiny FGF-21
v pribéhu a po kardiochirurgickém vykonu s jeho moznym
vyznamem Vv odpovédi lidského organizmu na perioperacni
stres. Mechanizmus, jakym se uplatiiuje FGF-21 v stresové
situaci, ktera je spojena se systémovou zanétlivou reakci a
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inzulinovou rezistenci, neni jasny. Na plazmatické hladiny
FGF-21 a jeho mRNA expresi v nékterych tkanich muze mit
vliv pravé kompenzatorni reakce na zvySené hladiny
prozanétlivych cytokinli, které zaroven ovliviluji rozvoj
inzulinové rezistence, jejiz zdvaznost by praveé vyssi hladina
FGF-21 mohla redukovat. Na druhou stranu mize zanétliva
reakce zpusobit rezistenci na uc¢inky FGF-21, ktera by mohla
vést k jeho zvysené produkci. Vzhledem k relativn€é malému
poctu pacientli zafazenych do studie nemizeme jednoznacné
prokazat, jak vyznamny je vliv zmén hladin FGF-21 na regulaci
metabolickych dé&jii u pacientl po kardiochirurgické operaci. Je
vSak mozné predpokladat, ze zvySeni hladin FGF-21 je
dalezitou soucasti této komplexni stresové reakce. NasSe
vysledky navic naznacuji, ze pfitomnost diabetu - tedy mozny
rozdil ve stupni inzulinové rezistence - je spojen s rozdilnou
expresi FGF-21 ve svalu.

A-FABP je protein, ktery je produkovan v tukové tkani (Baxa et
al. 1989) a také v monocytech (Furuhashi et al. 2008). Jde o
protein, ktery ma vliv na celou fadu metabolickych regulaci,
modulaci zan€tu a procesii spojenych s rozvojem aterosklerozy.
V na$i studii jsme prokazali, ze kardiochirurgicky vykon
S pouZzitim mimoté€lniho obéhu mé bezprosttedni vliv na zvyseni
sérové hladiny A-FABP. Dals§im dilezitym zjisténim je zvySena
A-FABP mRNA exprese pouze V perifernich monocytech,
avSak nikoliv v epikardialni ¢i podkozni tukové tkani,
respektive ve svalové tkani. Vzhledem k perioperacnimu stresu
a zvySené produkci dalSich zanétlivych mediatord v epikardialni
a podkozni tukové tkani (Kfemen et al. 2006, Mazurek et al.
2003, Kotulak et al. 2011) muze byt zvysena hladina A-FABP
dalsim faktorem, ktery pfispiva krozvoji a ke zhorSeni
pooperacni hyperglykémie a inzulinové rezistence. Nedavno
byla provedena studie u 120 kriticky nemocnych (72 septickych
a 48 bez sepse a 45 zdravych dobrovolniki jako kontrolni
skupina), ktera ukazala, Ze u kriticky nemocnych je sérova
hladina A-FABP zvySend. Hladiny A-FABP navic nezavisle
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korelovaly s glykémii, hladinou sérového kreatininu,
cholesterolu a TNF-a. Vyssi sérové hladiny A-FABP (> 40
ng/ml) byly spojeny s horsim celkovym piezitim, a to zejména
u septickych pacientdt (Huang et al. 2013). Tyto vysledky
ukazuji na moznou roli A-FABP jako prognostického faktoru u
kriticky nemocnych.

NejvyznamnéjSim objevem nasSi prace, ktery dosud nebyl
Vv literatufe popsan, je disociace mezi zvySenim sérovych hladin
A-FABP a jeho nezménénou genovou expresi v epikardialni,
respektive podkozni tukové tkani. Zmény exprese v tukové
tkani jsme nezaznamenali pfesto, Ze hladiny A-FABP mély
maximum Vv dob¢, kdy se odebiral druhy vzorek uvedenych
tkani. Nicméné A-FABP mRNA exprese na zacatku operace
byla signifikantné vys$§i v podkozni tukové tkani nez
Vv epikardialni tukové tkani, coz je v souladu s jinou studii, ktera
prokazuje vy$si A-FABP mRNA expresi a produkci proteinu
v podkozni tukové tkani v porovnani s visceralni tukovou tkani
(Fisher et al. 2001).

V nasi studii jsme prokdzali, ze kardiochirurgickd operace
s pouzitim mimotélniho obéhu meéla nezavisle na diagndze
diabetes mellitus vliv na zvySenou produkci A-FABP, ktera
byla patrné zplsobena zvySenou A-FABP mRNA expresi
v perifernich monocytech. V podkozni a epikardialni tukové
tkani, kosternim svalu a myokardu nebyly v nasi studii zmény
MRNA exprese pro A-FABP prokazany. V kombinaci s diive
publikovanymi udaji o vztahu A-FABP k regulaci inzulinové
senzitivity a zanétlivych déji mizeme konstatovat, Ze tento
faktor je u kardiochirurgickych pacientd vyznamnym hracem,
ktery se podili na vzniku pooperacni zanétlivé reakce a
hyperglykémie. Na§ objev zvySené pooperacni exprese A-
FABP v cirkulujicich monocytech pak naznaCuje, Ze prave
imunokompetentni buniky v cirkulaci jsou vyznamnymi
systétmovymi regulatory téchto zanétlivych a metabolickych
déju.
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6. ZAVERY

Nase studie prokazaly vliv perioperacniho stresu u
kardiochirurgickych operaci na zmény sérovych hladin FGF-21
i A-FABP a jejich mRNA expresi v nekterych zkoumanych
tkanich. Elektivni kardiochirurgicky vykon slouzil jako vhodny
model stresové reakce organizmu, na které se podileji i proteiny
produkované tukovou tkani. Jeji role v kritickych stavech se
stava vyznamnou a ma podil na vzniku inzulinové rezistence,
hyperglykémie a zanétlivé odpoveédi. Na druhou stranu se zda
byt jeji mnozstvi v téchto stavech také protektivnim faktorem.
Nase vysledky pfinesly fadu novych poznatki, jako je vysoka
FGF-21 mRNA exprese v kosternim svalu a jeho mozna tloha
pii zvysené tvorbé tohoto faktoru u kriticky nemocnych
pacientd. Vzhledem k relativné mensimu poétu pacienti v obou
studiich nemtzeme jasné hodnotit pfipadny dopad zvySenych
hladin zkoumanych cytokini na klinické vysledky pacientd.
Nicméné v souladu s jinymi pracemi, které byly zminény vyse,
lze uvazovat o mozném vyuziti sérovych hladin FGF-21 a A-
FABP jako prognostickych faktorti nékterych kritickych stavi.
Oba faktory se nepochybné podileji na regulaci zanétlivého
stava. ZvySené hladiny A-FABP velmi pravdépodobné
pfispivaji i k rozvoji inzulinové rezistence. Otevienou otazkou
zUstava vyznam zvySeni hladin FGF-21. Toto zvySeni miize byt
na rozdil od vzestupu hladin A-FABP kompenzatorni reakci na
rozvoj inzulinové rezistence a hyperglykémie spiSe nez jeho
pficinou.
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NT

zacatku operace

Celi skupina |IT podskupina |\ i ITVSNT
Klinicka charakteristika:
Pocet pacientd 15 3 7 NS
Vek (roky) 66 + 2 68 + 2 63 + 3 NS
[Body mass index (kg/m?) 00.22+0,79 27,81+ 0,67 30,63+ 1,29 NS
[Body surface area (m?) 0,02 + 0,04 1,96 0,05 2,08 0,07 NS
[HOMA index TO 4314071 4,39 + 1,04 424 + 1,07 NS
i oo PO, 088"~ pastaz® Pretoar'- | ooy
5,45) 9,52) 2,94%) |
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Sérové koncentrace:
[HbAlc TO ( %) 4,07 £ 0,10 4,13+ 0,17 4,01 +0,10 NS
Glykémie TO (mmol/l)  [6,1 £ 0,29 6,3+ 0,49 5,8+ 0,28 NS
Glykémie T3 (mmol/l) 8,5+ 0,41 9,5+ 0,62 7,5+0,24 p = 0,005
Glykémie TS5 (mmol/l) [6,3 0,24 5,8 £0,29 6,9+ 0,30 p = 0,027
CRP at T2 (mg/l) 1,4 +0,52 0,4+0,11 2,5+ 0,97 p = 0,009
FGF-21 T5 (pg/ml) 130 (51 - 231) 222 (120-581) |66 (35-114) |p=0,038
FGF-21 AUC 24673 £ 4599 [34450 + 6731 13498 +2518 |p =0,016
Tabulka 1

Klinicka charakteristika souboru pacientii rozdélenych na podskupinu s pooperacni inzulinovou terapii
(IT podskupina) a bez inzulinové terapie (NT podskupina). Vysledky jsou vyjadieny jako median (inter-
kvartilové rozpéti) nebo primér =+ stiedni chyba priméru (SEM). Pro vypocet statistické vyznamnosti byl
pouzit neparovy t-test nebo Mann-Whitney rank um test podle normality rozdéleni dat. NS, neni
signifikantni; SO, start operace; TO, pfed uvodem do anestezie; T3, 6 hodin po konci operace; T5, 48
hodin po konci operace; FGF-21 AUC, plocha pod kiivkou sérové koncentrace FGF-21
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T2DM NonT2DM P

Pocet pacientd (muzi/zeny) |11/0 20/0 NR
Vek (roky) 62,0+ 2,0 64,7 + 1,6 0,307
D¢élka operace (hod) 5,2+0,18 5,1+ 0,23 0,457
Body mass index (kg/m2) 31,3+ 1,46 29,4 + 0,69 0,322
Body surface area (m2) 1,98 + 0,07 2,04 + 0,04 0,448
Glykémie (mmol/l) 7,28 + 0,45 5,84 + 0,18 0,001
Inzulin (uIU/ml) 29,9 £4,9 159+1,8 0,014
HOMA-IR index 10,46 + 1,87 4,20 + 0,58 0,003
HbA1c (mmol/mol IFCC) 51,7 +2,9 40,0 £ 0,7 <0,001
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hsCRP (mg/l) 0,260+ 0,085 (0,530 0,113 0,048
Celkovy cholesterol (mmol/l) [3,85 + 0,19 4,07 £ 0,15 0,312
HDL cholesterol (mmol/l) 0,893 + 0,079 0,989 + 0,054 0,313
LDL cholesterol (mmol/l) 2,18 £0,19 2,42 + 0,14 0,215
Triglyceridy (mmol/I) 1,77 £ 0,19 1,38+ 0,17 0,240
BNP (ng/l) 398 + 241 D15 + 60 0,620
A-FABP (ng/ml) 31,1+5,1 25,9 + 4,6 0,175

Tabulka 2

Zakladni antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky pacientli zafazenych do studie.
Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + stfedni chyba priméru (SEM). Pro vypocet statistické
vyznamnosti byl pouzit neparovy t-test nebo Mann-Whitney rank sum test podle normality rozdéleni
dat.
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Obr 1

Sérové koncentrace inzulinu, glykémie, CRP a FGF-21
méfené u kardiochirurgickych pacienti pied tvodem do
anestézie, pfed zacatkem mimotélniho obchu, na konci
operace a 6, 24, 48 a 96 hodin po konci operace. Vysledky
jsou vyjadieny jako primér + stiedni chyba priméru
(SEM), n= 15, Pro vypocet statistické vyznamnosti byl
pouzit parovy t-testu nebo Wilcoxon Signed Rank Test,
dle normality dat. Hodnoty P byly korigovany pro
vicecCetné porovndvani pomoci Bonferroniho korekce: *
znamend p < 0,00625 vs. pfed tvodem do anestézie, °
znamena p < 0.00625 vs. na konci operace.
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Obr 2

Sérové koncentrace IL-6, IL-8, MCP-1, and TNF- a méfené u
kardiochirurgickych pacienti pfed uvodem do anestezie, pted
zacatkem mimoté€lniho ob&hu, na konci operace a 6, 24, 48 a 96
hodin po konci operace. Vysledky jsou vyjadreny jako pramér +
sttedni chyba priméru (SEM), n= 15. Pro vypocet statistické
vyznamnosti byl pouzit parovy t-test nebo Wilcoxon Signed
Rank Test, dle normality dat. Hodnoty P byly korigovany pro
viceCetné porovnavani pomoci Bonferroniho korekce: *
znamena p < 0,00625 vs. pred ivodem do anestézie, ° znamena
p < 0,00625 vs. na konci operace.
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Obr 3

Relativni genovéa exprese FGF-21 mRNA v epikardialni
(A) a podkozni tukové tkani (B) a v kosternim svalu (C).
Vzorky byly odebrany na zacatku a pfed koncem operace.
Vysledky jsou vyjadieny jako median (inter-kvartilové
rozpéti) n=15/group. Pro vypocet statistické vyznamnosti
byl pouzit parovy t-test nebo Wilcoxon Signed Rank Test,
dle normality dat. Western blot vzorkd podkozni tukové
tkané a kosterniho svalu na zacatku operace (D). 70 pg
proteinového lyzatu protein bylo pouzito na kazdou
detekci a jako kontrola byl alpha-tubulin.
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Sérové koncentrace inzulinu, glykémie a A-FABP métené
u kardiochirurgickych pacientt pted tivodem do anestezie,
pfed zacatkem mimotélniho ob¢hu, na konci operace a 6,
24, 48 a 96 hodin po konci operace. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér + stfedni chyba priméru (SEM).
Cas konce operace je oznaden jako ¢as nula. Statisticka
analyza byla provedena pomoci jednovybérového
ANOVA testu pro opakovana méfeni  spolu
S Dunnettovym testem pro viceCetnd porovnani vuci
kontrolni skupiné:* p < 0,05 vs. pred uvodem do
anestezie; + p < 0,05 vs. T2DM.
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Sérové koncentrace IL-6, I1L-8, MCP-1 a hsCRP méfené u
kardiochirurgickych pacientli pfed uvodem do anestezie,
pred zacatkem mimotélniho ob¢hu, na konci operace a 6,
24, 48 a 96 hodin po konci operace Vysledky jsou
vyjadifeny jako primér + stfedni chyba priméru (SEM)
Cas konce operace je oznalen jako &as nula. Statisticka
analyza byla provedena pomoci jednovybérového
ANOVA testu pro opakovand méfeni spolu
S Dunnettovym testem pro viceCetnd porovnani vuci
kontrolni skupiné:* p < 0,05 vs. pfed uvodem do
anestezie; + p < 0,05 vs. T2DM.
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Relativni genova exprese A-FABP MRNA v podkozni
tukové tkani, epikardialni tukové tkéani, kosternim svalu a
myokardu. Vzorky byly odebrany na zacatku a pied
koncem operace. Vysledky jsou vyjadieny jako median
(inter-kvartilové rozpéti).
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