
UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI
LÉKAŘSKÁ FAKULTA



	


DISERTAČNÍ PRÁCE






Olomouc 2018                            MUDr. Jiří Orság

UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI
Lékařská fakulta
3. interní klinika
– nefrologická, revmatologická a endokrinologická
Fakultní nemocnice Olomouc


MUDr. Jiří Orság
doktorský studijní program Vnitřní nemoci P5171


[bookmark: _Hlk517869878]ASOCIACE VYBRANÝCH ADIPOKINŮ S MARKERY INZULÍNOVÉ REZISTENCE, ENDOTELIÁLNÍ DYSFUNKCE A SUBKLINICKÉ ATEROSKLERÓZY
Disertační práce




Školitel: doc. MUDr. David Karásek, Ph.D.

Olomouc 2018
Abstrakt
Úvod. Současný životní styl v industriálně vyspělých zemích přispívá ke zvýšenému výskytu obezity, sarkopenie, metabolického syndromu, diabetu mellitu 2. typu a kardiovaskulárních onemocnění. I přes pokroky v terapii zmíněných stavů stále existuje naléhavá potřeba prozkoumání nových možností farmakologických intervencí zaměřených na nadměrnou akumulaci tuků a rozvoj aterosklerotických změn.  Nadějnými kandidáty se ukázaly být látky hormonální povahy secernované tukovou a některými dalšími tkáněmi – organokiny/adipokiny.
Cíl. Analýza asociace vybraných adipokinů/organokinů (adiponektin, adipocytární protein vázající mastné kyseliny /A-FABP/ a fibroblastový růstový faktor 21 /FGF 21/) s biomarkery inzulínové rezistence a endoteliální dysfunkce a také zhodnocení jejich vztahu k subklinické ateroskleróze (prezentované intimomediální tloušťkou společné karotidy) u asymptomatických jedinců s dyslipidemií.
Metody. Tato disertační práce vychází ze souboru observačních průřezových studií na asymptomatických dyslipidemických pacientech a zdravých kontrolách. U všech jedinců byly vyšetřeny antropometrické a laboratorní parametry (lipidový profil, markery inzulínové rezistence, hemostatické markery) a dle profilu studie A-FABP, FGF 21 a adiponektin. Dále bylo realizováno sonografické měření intimomediální tloušťky společné karotidy (C-IMT) jako znaku subklinické aterosklerózy. Výsledky byly zpracovány standardními statistickými testy vhodnými pro jednotlivé soubory probandů.
Výsledky.  Verifikovali jsme rizikový metabolický profil dyslipidemických pacientů, i když zatím asymptomatických. Prokázali jsme také zvýšené hladiny A-FABP i FGF 21 u těchto jedinců oproti zdravým kontrolám s dominancí dyslipidemických jedinců s přítomností metabolického syndromu. Byla nalezena nezávislá asociace hladin A-FABP s markery inzulínové rezistence a zejména s hemostatickým parametrem von Willebrandovým faktorem (vWF), u FGF 21 pak byla prokázána nezávislá asociace s hemostatickými markery vWF a tkáňovým aktivátorem plazminogenu (tPA). FGF 21 také koreloval s  C-IMT u dyslipidemických pacientů bez metabolického syndromu. Nalezli jsme také pozitivní asociaci adiponektinu s A-FABP a pozitivní reciproční asociaci mezi A-FABP a FGF 21 u dyslipidemických jedinců.
Závěr. Nalezené korelace A-FABP i FGF 21 potvrzují jejich úlohu v rozvoji metabolických komplikací, zvláště metabolického syndromu a aterosklerózy. Přínosem této práce je podrobnější verifikace vztahů A-FABP, FGF 21 a adiponektinu u skupiny dosud asymptomatických dyslipidemických jedinců ukazující na jejich vysokou rizikovost stran rozvoje kardiometabolických nemocí. Novým nálezem je zejména asociace těchto organokinů s hemostatickými markery (vWF, tPA), což může přispět k lepšímu porozumění jejich role v procesu endoteliálního poškození a rozvoji aterosklerózy.
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Abstract
Background.  The current lifestyle in high-developed countries has contributed to the increased prevalence of obesity, sarcopenia, metabolic syndrome, type 2 diabetes and cardiovascular diseases. Despite advances in the treatment of the above-mentioned conditions, there is still an urgent need for exploring new possibilities for pharmacological interventions that can target excessive fat accumulation and the development of atherosclerotic changes. The hormone-active substances from adipose tissue and some other tissues - organokins / adipokins have been shown to be perspective candidates. The relationship of these substances to parameters of metabolic syndrome, the development of atherosclerosis and obesity have been investigated.
Aim.  Analysis of association of selected adipokins / organokines (adiponectin, adipocyte fatty-acid binding protein (A-FABP) and fibroblast growth factor 21 (FGF 21) with biomarkers of insulin resistance and endothelial dysfunction as well as evaluation of their relationship to subclinical atherosclerosis (presented by carotide intimomomedial thickness) in asymptomatic dyslipidemic individuals.
Methods. The  thesis is based on  a set of observational cross-sectional studies on asymptomatic dyslipidemic patients and healthy controls. All anthropometric and laboratory parameters (lipid profile, insulin resistance markers, hemostatic markers) and A-FABP, FGF 21 and adiponectin levels were examined. In addition, the ultrasound measurement of carotide intimomedial thickness (C-IMT) as a sign of subclinical atherosclerosis was performed. The results were processed by standard statistical tests appropriate to individual sample probands.

Results. We verified the high-risk metabolic profile of dyslipidemic patients, although asymptomatic. We also observed elevated levels of A-FABP and FGF 21 in these individuals compared to healthy controls with dominance of individuals with metabolic syndrome. An independent association of A-FABP levels with markers of insulin resistance and in particular a hemostasis parameter (von Willebrand factor – vWF) was found; in FGF 21 independent association with hemostasis markers - vWF and tissue plasminogen activator tPA - was demonstrated. FGF 21 also correlated with C-IMT in dyslipidemic patients without metabolic syndrome. We also found a positive association of adiponectin with A-FABP and a positive reciprocal association between A-FABP and FGF 21 in dyslipidemic individuals.

Conclusions. The correlations between A-FABP and FGF21 confirm the fact, they play a role in the development of metabolic complications, particularly metabolic syndrome and atherosclerosis. The benefit of this work is a more detailed verification of the relationships between A-FABP, FGF 21 and adiponectin in a group of asymptomatic dyslipidemic individuals, indicating their high-risk profile for development of cardiometabolic diseases. A new finding is the association of these organokines with hemostatic markers (vWF, tPA), which may contribute to a better understanding of their role in the endothelial damage and the development of atherosclerosis.
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ÚVOD

[bookmark: _Hlk518892188]Současný životní styl ve vyspělých zemích charakterizovaný nadbytkem energetického příjmu, sedavým způsobem života a také zvýšením dožití s procesem stárnutí přispívají ke zvýšenému výskytu obezity, sarkopenie, metabolického syndromu, diabetu mellitu 2. typu a kardiovaskulárních onemocnění. 
I přes nesporné pokroky v terapii výše zmíněných stavů stále existuje naléhavá potřeba prozkoumání nových možností farmakologických intervencí zaměřených na nadměrnou akumulaci tuků a rozvoj aterosklerotických změn.
V rámci tohoto snažení vychází najevo, že funkce určitých tělesných tkání, orgánů ev. orgánových soustav zahrnuje mnohem širší spektrum činností, než bylo doposud předpokládáno. Nadějným nálezem se ukázala být především schopnost některých primárně neendokrinních tkání fungovat i jako hormonálně aktivní činitelé.
Pozornost se v posledních cca. 20 letech obrátila k tukové tkáni, která byla dlouho považována pouze za pasivní zásobárnu energie zajišťující navíc mechanickou a tepelnou ochranu organismu. Tento pohled byl narušen až koncem 20. století objevem proteinových substancí prokazatelně produkovaných a vylučovaných buňkami tukové tkáně (adipsin, faktor nekrotizující nádory-α – TNF-α) ovlivňující metabolické pochody v organismu (1) (2). Ukázalo se tak, že adipocyty se účastní metabolických a hormonálních pochodů v organismu a byl vysloven předpoklad o možné endokrinní funkci tukové tkáně. Potvrzení uvedené teorie přinesla identifikace leptinu v roce 1993 (3). Leptin se stal prvním potvrzeným adipokinem a prototypem pro celou tuto třídu látek. 
Později byla sekrece takových substancí objevena i ve svalové a jaterní tkáni. Všechny zmíněné látky byly proto zahrnuty pod společný pojem organokiny – látky, které jsou převážně produkovány a vylučovány příslušnými tkáněmi a ovlivňují systémový metabolismus prostřednictvím autokrinních, parakrinních a endokrinních aktivit (4). V současné době rozlišujeme zejména adipokiny, produkované tukovou tkání, hepatokiny, produkované a secernované játry a myokiny, uvolňované z kosterních svalů.   
[bookmark: _Hlk518892355]Po objevení zmíněných molekul se rozběhl výzkum zaměřený na charakterizaci úlohy těchto látek v patofyziologii výše pospaných procesů v organismu zejména se zaměřením na možné farmakologické využití. Zkoumány jsou vztahy organokinů k parametrům metabolického syndromu, k rozvoji aterosklerózy a k obezitě.

























CÍLE PRÁCE
Cílem disertační práce byla analýza asociace vybraných adipokinů/organokinů s biomarkery inzulínové rezistence a endoteliální dysfunkce a také zhodnocení jejich vztahu k subklinické ateroskleróze u asymptomatických jedinců s dyslipidemií.

Specifikace cílů:
− Srovnání sérových hladin a určení vzájemných vztahů adiponektinu, adipocytárního proteinu vázajícího mastné kyseliny (A-FABP) a fibroblastového růstového faktoru 21 (FGF 21) u asymptomatických dyslipidemických jedinců s přítomností nebo bez přítomnosti metabolického syndromu (MetS).
− Zhodnocení vztahu mezi sérovými hladinami A-FABP a vybranými biomarkery hemostázy a endoteliální dysfunkce u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.
− Zhodnocení vztahu mezi sérovými hladinami FGF 21 a vybranými biomarkery hemostázy a endoteliální dysfunkce u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.
− Zhodnocení vztahu mezi sérovými hladinami A-FABP a intimomediální tloušťkou společné karotidy (C-IMT) jako markeru subklinické aterosklerózy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.
− Zhodnocení vztahu mezi sérovými hladinami FGF 21 a intimomediální tloušťkou společné karotidy (C-IMT) jako markeru subklinické aterosklerózy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.







TEORETICKÁ ČÁST

1.  Organokiny

Současný životní styl v industriálně rozvinutých zemích mimo jiné vede k exponenciálnímu rozšiřování obezity, která významně zvyšuje riziko kardiometabolických onemocnění, jako jsou diabetes mellitus 2. typu, dyslipidemie, arteriální hypertenze, koronární srdeční choroby a iktus. Navíc nedávné výzkumy prokázaly, že obezita je rizikovým faktorem i pro nealkoholickou steatózu jaterní, obstrukční spánkovou apnoi, demenci a několik typů rakoviny (5). I přes nesporné pokroky v terapii výše zmíněných stavů probíhá stále pátrání po nových diagnostických ukazatelích, terapeutických cílech a možných farmakologických intervencích. V rámci tohoto snažení vychází najevo, že funkce určitých tělesných tkání, orgánů ev. orgánových soustav zahrnuje mnohem širší spektrum činností, než bylo doposud předpokládáno. Nadějným nálezem se ukázala být především schopnost některých primárně neendokrinních tkání fungovat i jako hormonálně aktivní činitelé.
První nálezy se soustředily především na tukovou tkáň, u které bylo prokázáno vylučování hormonálně aktivních látek – adipokinů, které se podílejí na řízení systémového metabolismu a energetické homeostázy (6). Následně byla sekrece takových substancí objevena i ve svalové a jaterní tkáni. Všechny zmíněné látky byly proto zahrnuty pod společný pojem organokiny. Organokiny jsou definovány jako látky, které jsou převážně produkovány a vylučovány příslušnými tkáněmi a ovlivňují systémový metabolismus prostřednictvím autokrinních, parakrinních a endokrinních aktivit (4). V současné době rozlišujeme zejména adipokiny, produkované tukovou tkání (např. leptin, adiponektin), dále hepatokiny, produkované a secernované játry (fibroblastové růstové faktory – FGF) a myokiny, uvolňované z kosterních svalů (např. irisin). Schématický souhrn rozdělení a účinků organokinů podává Obrázek 1.
Následující kapitoly budou zaměřeny na některé z uvedených látek, které byly zkoumány v rámci experimentální části této disertační práce.

[image: ]

Obrázek 1. Úloha organokinů v rozvoji kardiometabolických onemocnění (Převzato a upraveno z Choi, KM, 2016) (4). 


2. Adipokiny
Tuková tkáň byla dlouho považována pouze za pasivní zásobárnu energie ve formě triglyceridů (TG), regulovanou hormonálními vlivy a vegetativním nervovým systémem, zajišťující navíc mechanickou a tepelnou ochranu organismu. Tento pohled byl narušen až koncem 20. století objevem proteinových substancí prokazatelně produkovaných a vylučovaných buňkami tukové tkáně (adipsin, TNF-α) ovlivňující metabolické pochody v organismu (1) (2). Ukázalo se tak, že adipocyty se účastní metabolických a hormonálních pochodů v organismu a byl vysloven předpoklad o možné endokrinní funkci tukové tkáně. Potvrzení uvedené teorie přinesla identifikace leptinu v roce 1993 (3). Leptin se stal prvním potvrzeným adipokinem a prototypem pro celou tuto třídu látek. Názvem adipokin jsou dnes označovány hormonálně aktivní látky proteinové povahy produkované tukovou tkání, tj. především adipocyty, ale i preadipocyty, fibroblasty, endotelovými či imunitními buňkami.  Některé adipokiny mají efekt parakrinní, tj. působí na adipocyty a další buňky přítomné v tukové tkáni (fibroblasty, makrofágy, endotelie), většina je ale uvolňována do krevního řečiště a ovlivňuje vzdálené cílové orgány (sval, endotel, játra, mozek). V současné době jsou již identifikovány stovky těchto substancí. Svými účinky představují heterogenní skupinu regulující intermediární metabolismus, inzulinovou senzitivitu, aterogenezi, imunitní odpověď, hemokoagulaci, angiogenezi a další pochody (7).  Jejich objevení a výzkum vedl k zásadnímu posunu v chápání významu tukové tkáně, která je nyní považována za plnohodnotný endokrinní orgán komunikující s ostatními orgánovými soustavami (Obrázek 2).

[image: ]
Obrázek 2.  Přehled bioaktivních látek produkovaných tukovou tkání (Převzato a upraveno z Fasshauer et al., 2015) (5).



2.1. Adiponektin
Adiponektin – v literatuře uváděný i jako Acrp30 (8), AdipoQ (9), apM1 (10), GBP-28 (11) - (UniProt code: Q15848), je endokrinní faktor syntetizovaný a uvolňovaný především tukovou tkání (12). Strukturně se jedná o protein velikosti 30 kDa tvořený 244 aminokyselinami.  Objeven a popsán byl v roce 1995 nezávisle na sobě několika skupinami, mj. na základě rozdílné exprese mRNA v buněčné linii 3T3-L1 diferencovaných adipocytů oproti nediferencovaným preadipocytům (8) (13). Jeho exprese byla ale detekována i v jiných tkáních a orgánech, zahrnující lidské i myší osteoblasty (14), hepatocyty (15), myocyty (16), epiteliální buňky (17) i placentární tkáň (18). Zajímavým zjištěním je podobnost struktury adiponektinu se strukturou TNF-α, což ukazuje na společný evoluční původ. In vitro i in vivo studiemi bylo prokázáno, že adiponektin působí jako protektivní faktor při iniciaci a progresi aterosklerózy vlivem jeho protizánětlivých a antiaterogenních vlastností.  Řadí se tak do skupiny tzv. „dobrých“ adipokinů.  Jeho sérové hladiny jsou sníženy u obézních jedinců, pacientů s diabetem 2. typu, u pacientů s onemocněním koronárních arterií apod. (19). Představuje zároveň adipokin nejhojněji zastoupený v systémové cirkulaci, tvořící asi 0,01 % všech proteinů lidské plazmy (20).
Gen pro lidský adiponektin (AdipoQ gen) se nachází na dlouhém raménku 3. chromozomu v pozici 27. 3. (21) (22).  Jeho produktem je 30 kDa polypeptid složený z 244 aminokyselin, tvořený dvěma odlišnými doménami homologními s kolagenem VIII a faktorem komplementu C1q (8). Adiponektin je vylučován do cirkulace ve formě třech izoforem. Základní monomerická stavební jednotka se sdružuje do nízkomolekulárního trimeru (67 kDa) a hexameru (140 kDa) a dále do vysokomolekulárního multimeru, obsahujícího nejméně 18 monomerů (23). Monomerická forma není za fyziologických okolností v krvi detekovatelná.  Interakce mezi kolagenními doménami monomerních forem vede k vytvoření vysoce uspořádaného trimeru. Disulfidová vazba mezi dvěma trimery zprostředkovaná volným Cys39 pak rezultuje v tvorbu hexameru, jako základního stavebního kamene pro multimerickou formu, která představuje hlavní bioaktivní izoformu adiponektinu odpovědnou za pozitivní metabolické účinky (kardioprotektivní, inzulin-senzitizující, antiapoptotický) (24) (25). Na myším modelu byla potvrzena i další bioaktivní forma – globulární adiponektin, tvořený globulární C1q doménou – zbytkem po proteolýze kompletního polypeptidu (26) (Obrázek 3).
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Obrázek 3. Domény a struktura adiponektinu (Upraveno dle Achari AE et al., 2017) (27).

Biosyntéza a sekrece adiponektinu je důsledně kontrolována několika chaperonovými proteiny v endoplazmatickém retikulu: ERp44 („Endoplasmic Reticulum resident protein 44“), Ero1-La („ER oxidoreductase 1-La“) a DsbA-L („disulfide-bond A oxidoreductase-like protein“).  Adiponektin podléhá rozsáhlým potranslačním modifikacím, které zajišťují jeho účinné zrání, oligomeraci a stabilitu v krevním oběhu (28) (29) (30).
Účinek adiponektinu v cílových tkáních zajišťuje vazba na specifické membránové receptory. Byly identifikovány dvě dominantní izoformy adiponektinových receptorů spřažené s G-proteiny: AdipoR1 a AdipoR2 (31). AdipoR1 je exprimován především v kosterním svalstvu a má vysokou afinitu ke globulárnímu adiponektinu, zatímco AdipoR2 se vyskytuje hlavně v játrech a váže přednostně multimerickou formu adiponektinu. Mimo svá hlavní místa exprese se zmíněné receptory nacházejí i v dalších tělesných buňkách a orgánech. AdipoR1 v endoteliálních buňkách (32), kardiomyocytech (33) a β-buňkách pankreatu (34), AdipoR2 pak v endoteliálních buňkách (35). Oba typy receptorů jsou přítomny také v hypotalamu (36). Geny pro uvedené receptory se nacházejí v chromozomálních oblastech 1p36.13, resp. 12p13.31. (31).   Interakce adipokinu s receptory vede k navázání a aktivaci intracelulárního adaptorového proteinu APPL1, který slouží jako klíčový intracelulární první posel vícečetných signálních drah zahrnující aktivaci kináz IRS1/2 („Insulin receptor substrate 1“), AMPK, p38 MAPK, Rab5 a PPAR-α („Peroxisome proliferator-activated receptor alpha“). Aktivace IRS1/2 je přitom hlavním mechanismem spojující adiponektinovou signální kaskádu s účinkem inzulínu na cílové tkáně ve smyslu zvýšení citlivosti těchto tkání k inzulínu. (37) (38) (39) (Obrázek 4).
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Obrázek 4. Schématické znázornění intracelulárních signálních kaskád aktivovaných vazbou adiponektinu na specifické receptory AdipoR1 a AdipoR2 (Převzato z Achari AE et al., 2017) (27).

Kromě AdipoR1 a AdipoR2 ale adiponektin interaguje i s T-cadherinem, který slouží jako receptor pro hexamerické a multimerické formy tohoto adipokinu (40).  Vysokou expresi T-cadherinu nacházíme v cévách (endotelie, hladká svalovina, pericyty) (41) (42). Realizované výzkumy prokázaly, že tento protein, zakotvený na membránovém povrchu glykosylfosfatidylinositolovou částí, je klíčovým receptorem pro uplatnění kardioprotektivního účinku adiponektinu (43). Tuto skutečnost dokládá např. eliminace adiponektinem zprostředkované prevence hypertrofie myokardu a ischemického reperfuzního poškození myokardu při potlačení exprese T-cadherinu u myší (44).
Adiponektin náleží ke skupině adipokinů, které podporují působení inzulínu, a vykazuje také protizánětlivé a antiaterogenní účinky (19). Prokázána byla také jeho ústřední role v udržení energetické homeostázy organismu prostřednictvím své činnosti v hypotalamu (45) (46).  Následující odstavce popisují působení a vliv adiponektinu v různých tkáních.
Tuková tkáň představuje největšího přirozeného producenta adiponektinu, zejména skrze adipocyty. Adiponektin zde vykazuje autokrinní aktivitu podněcující diferenciaci adipocytů. Přes signální kinázy a proteiny C/EBPα, PPARγ a SREBP-1c vede k podpoře tvorby tukové tkáně zvyšováním obsahu lipidů a glukózového transportu podmíněného působením inzulínu (47). Na myších modelech bylo prokázáno, že vysoká exprese adiponektinu chrání před akutními i chronickými účinky diety s vysokým obsahem tuků a zvyšuje metabolickou pružnost tukové tkáně (48).  Dále se ukazuje, že hladiny adiponektinu v krevní plazmě a počet exprimovaných adiponektinových receptorů v tukové tkáni reflektují jeho metabolické působení na adipocyty. Nízké hladiny adiponektinových receptorů byly nalezeny u lidí i zvířat s vyšší inzulínovou rezistencí. Tato zjištění naznačují postižení fyziologické funkce adiponektinu u jedinců s porušenou inzulínovou senzitivitou v důsledku nízké aktivity adipokinových receptorů (49). Ve studiích na obézních diabetických myších bylo poukázáno i na možnost zvýšení účinku adiponektinu stimulací jeho vlastní tvorby, včetně receptorů v tukové tkáni, podáním jeho agonistů, což vedlo k ochraně pokusných zvířat před rozvojem inzulínové rezistence (50).
Vaskuloprotektivní a angiogenní účinek adiponektinu byl verifikován vícečetnými studiemi, např. u myší s deficiencí adiponektinu, kde jeho arteficiální podání zlepšilo revaskularizaci ischemických končetin (51) a snížilo devastující efekt cerebrální ischemie (52). Hypoadiponektinémie je naopak spojena s přítomností a závažností ischemické choroby srdeční, arteriální hypertenzí (53), hypertrofií levé komory srdeční (54) a zvýšeným rizikem infarktu myokardu (55). Adiponektin působí preventivně proti rozvoji aterosklerózy zabráněním transformace makrofágů v pěnité buňky a snižuje expresi povrchových adhezních molekul na povrchu makrofágů i endoteliálních buněk, čímž ovlivňuje časná stadia vzniku aterosklerotického plátu (56) (57). Mechanismus tohoto účinku spočívá mimo jiné v redukci tvorby interleukinu 8 a “ TNF-α mediated vascular cell adhesion molecule-1“ skrze supresi nukleárního faktoru kappa-B (NFκB) v endoteliálních buňkách (58). Adiponektin zabraňuje ztluštění intimy u mechanicky poraněné arteriální stěny potlačením proliferace a migrace myocytů v médii (59). Velkou část vaskuloprotektivních účinků adiponektinu zprostředkovává také jeho schopnost zvýšit produkci oxidu dusnatého aktivací endoteliální syntázy oxidu dusnatého cestou kinázy AMPK (25). 
Kosterní svalstvo představuje důležitou periferní cílovou tkáň pro příznivé metabolické působení adiponektinu. Pokusy s buňkami kosterní svaloviny krys ukázaly schopnost globulární izoformy adiponektinu zvýšit přesun glukózového transportéru 4 na povrch a akcelerovat tak absorpci glukózy z krve (60). Podobných výsledků bylo dosaženo na C2C12 myších myocytech. Navázání adiponektinu na své membránové receptory (především AdipoR1) vedlo k aktivaci dvou hlavních cest nitrobuněčného přenosu signálu, a to skrze kinázy AMPK a MAPK, jejichž výsledkem byla indukce absorpce glukózy a oxidace mastných kyselin (31). 
Adiponektin prokázal ve studiích na myším modelu také schopnost zmírnit postižení jater (alkoholové i obezitou podmíněné), zahrnující hepatomegalii, steatózu a elevaci sérové alaninaminotransferázy. Tento terapeutický efekt byl podmíněn jednak indukovaným zvýšením aktivity karnitinpalmitoyltransferázy I, jednak zlepšením oxidace mastných kyselin v důsledku snížení aktivity klíčových enzymů syntézy mastných kyselin (acetyl-koenzym A karboxyláza a syntáza mastných kyselin) (61). Jiným mechanismem zodpovědným za příznivé účinky adiponektinu je také zlepšení mitochondriální dysfunkce, které vede ke snížení koncentrace produktů peroxidace lipidů. Právě mitochondriální dysfunkce přitom představuje ústřední mechanismus spojující obezitu s přidruženými metabolickými komplikacemi (62). Demonstrována byla dále inverzní korelace hladiny adiponektinu v systémové cirkulaci s obsahem tuku v játrech u lidí (63).
Z výsledků klíčových publikovaných prací lze konstatovat, že adiponektin má zřejmě ústřední úlohu v prevenci rozvoje inzulínové rezistence/diabetu a aterosklerózy. Jeho snížené hladiny v systémové cirkulaci představují rizikový faktor pro rozvoj diabetu 2. typu, obezity a kardiovaskulárních onemocnění. Výzkum na hlodavcích i lidech prokazuje roli adiponektinu jako důležitého regulátoru inzulínové senzitivity, metabolismu glukózy i lipidů a kardiovaskulární rovnováhy (27).

2.2.     Adipocytární protein vázající mastné kyseliny
Adipocytární protein vázající mastné kyseliny (A-FABP, synonyma ALBP, FABP4, aP2), (UniProt code: P15090) je protein o velikosti 14,7 kDa tvořený 132 aminokyselinami mající význam pro transport mastných kyselin a jejich účinek v buňkách.  A-FABP je produkován zejména adipocyty, ve kterých představuje až 6 % celkového obsahu proteinů (64) (65). Dalším důležitým místem produkce jsou makrofágy a dendritické buňky (66) (67). Za určitých okolností byla exprese A-FABP prokázána i v endoteliálních buňkách cév různých tkání a orgánů (68).
A-FABP patří do multigenní rodiny intracelulárních proteinů vázající mastné kyseliny a eikosanoidy (FABPs).  
FABPs představují skupinu bílkovin o molekulových hmotnostech 14-15 kDa s funkcí intracelulárních lipidových chaperonů regulujících přenos tukových částic v buňkách (69) (70). Tyto proteiny reverzibilně váží hydrofobní ligandy, jako jsou saturované i nesaturované mastné kyseliny s dlouhým řetězcem, eikosanoidy i další lipidy (71). FABP nacházíme u všech živočišných druhů, což ukazuje na silnou evoluční konzervaci. Tento fakt potvrzuje také až 70 % sekvenční identita jednotlivých izoforem FABP (72). Od identifikace prvního zástupce skupiny v roce 1972 (73) bylo postupně popsáno nejméně devět různých izoforem FABP účastnících se lipidového metabolismu v rozličných tkáních. FABP rodina zahrnuje následující členy: jaterní (FABP1), střevní (FABP2), srdeční (FABP3), adipocytární (FABP4), epidermální (FABP5), ileální (FABP6), mozkový (FABP7), myelinový (FABP8) a testikulární (FABP9).  FABPs zajišťují a usnadňují transport mastných kyselin do specifických buněčných organel k oxidaci v mitochondriích či peroxisomu, k regulaci transkripce v jádře, k signalizaci a dopravě a v neposlední řadě i k syntéze buněčných membrán v endoplazmatickém retikulu (69). Regulují také enzymovou aktivitu v cytoplazmě a podílejí se na konverzi mastných kyselin na eikosanoidy a na stabilizaci leukotrienů (74) (75). Obecně přitom platí, že množství FABP v buňkách je přímo úměrné rychlosti metabolismu mastných kyselin (76).
Gen pro lidský A-FABP (FABP4 gen) se nachází na dlouhém raménku 8. chromozomu v oblasti q21.13.  Identifikován byl v roce 1984 z diferencovaných 3T3-L1 adipocytů (77).
A-FABP v adipocytech
Jak bylo uvedeno v úvodu, adipocyty představují hlavní místo exprese A-FABP a také místo jeho nejvyšší akumulace. Tvorba se stupňuje v průběhu diferenciace adipocytů při působení agonistů PPAR-γ (78),  mastných kyselin  (79), dexametazonu (80) a inzulínu (81).  A-FABP reguluje lipolýzu v adipocytech aktivací hormon-senzitivní lipázy.  Důkazy poskytly in vivo i in vitro pokusy na A-FABP deficientních myších, jejichž adipocyty vykazovaly redukci lipolýzy (82).  A-FABP jako malý intracelulární protein může vstupovat do buněčného jádra k transkripčním faktorům, jako jsou členové rodiny PPAR a regulovat tak svou vlastní expresi (83). Zjistilo se také, že A-FABP má schopnost snižovat přenos signálu přes Janus kinázu 2, což indikuje jeho možnou roli jako senzoru obsahu mastných kyselin v adipocytu ovlivňujícího buněčný metabolismus (84).
A-FABP v makrofázích
Makrofágy představují druhé nejdůležitější místo produkce a účinku A-FABP.  Exprese probíhá v průběhu diferenciace monocytů v makrofágy a je indukována léčbou lipopolysacharidy, agonisty PPARγ, oxidovanými LDL  a produkty pokročilé glykace (66) (85) (86) (87). Naopak atorvastatin tvorbu A-FABP v makrofázích inhibuje (88). A-FABP podporuje hromadění esterů cholesterolu s tvorbou pěnových buněk  a indukuje zánětlivou odpověď (89). Zvýšená tvorba A-FABP byla rovněž pozorována v makrofázích přítomných v nestabilních aterosklerotických plátech ze endarterktomických vzorků karotid u lidí (90). Infiltrace tukové tkáně makrofágy se dále zdá být jedním z důležitých faktorů zánětu („metanflammation“) tukové tkáně při obezitě (91) (92). Na myším modelu (apolipoprotein E deficientní myši) byla demonstrována ochrana proti ateroskleróze při ablaci A-FABP (66) (93).  Studie při transplantacích kostní dřeně ukázaly, že protektivní efekt deficience A-FABP v makrofázích na rozvoj aterosklerózy je významnější než stejný efekt v adipocytech (66).
A-FABP v ostatních buňkách a tkáních
Kromě adipocytů a makrofágů byla exprese A-FABP prokázána i v dalších typech buněk, ať už za fyziologických či patologických podmínek. Produkce A-FABP byla zjištěna mj. v endoteliích kapilár a malých žil v srdci a ledvinách (68). Předpokládá se, že se zde podílí na transendoteliálním transportu mastných kyselin do cílových orgánů (94). Za fyziologických okolností je A-FABP exprimován v endotelových buňkách peritubulárních kapilár v kůře i dřeni ledvin ovšem nikoliv v glomerulech.  Ektopická tvorba A-FABP v glomerulech byla naopak asociována s progresí proteinurie a ledvinné dysfunkce (95).  
Tvorba A-FABP byla indukována rovněž v endoteliálních buňkách aorty jako odpověď na jejich poškození intermitentní hypoxií (96).  Exprese A-FABP za těchto patologických okolností pravděpodobně přispívá k rozvoji aterosklerózy a vaskulárního poškození.  Dále byla exprese A-FABP potvrzena i endoteliích peribronchiálních cév a části makrofágů u pacientů s obstrukční chorobou bronchopulmonální, zvažuje se také jeho podíl na patogenezi sarkoidózy (97) (98). A-FABP byl detekován i lidském placentálním trofoblastu, kde slouží jako klíčový regulátor lipidového transportu a akumulace v průběhu vývoje placenty (99) (100). Studie ukazují i na roli A-FABP v modifikaci růstu a apoptózy maligních buněk určitých nádorů, např. ovariální tumoru, liposarkomu, uroteliálního karcinomu (101) (102).
A-FABP jako adipokin
Ačkoliv je A-FABP z titulu své funkce především intracelulárním cytoplazmatickým proteinem, data získaná ze studií na zvířatech i lidech prokázala jeho sekreci především adipocyty do systémové cirkulace s ovlivněním vzdálených tkání a orgánů.  A-FABP, podobně jako ostatní zástupci rodiny FABPs, neobsahuje N-terminální sekreční signální sekvenci nutnou při klasické sekreci přes endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex (69). Jeho extracelulární sekrece je dle současných poznatků zajišťována dvěma na sobě nezávislými mechanismy. 
A-FABP je vylučován jednak přímo ve spojení s lipolýzou skrze aktivaci AC- proteinkinázy A a GC-proteinkinázy G, jednak cestou mikrovesikul  (103) (104).  Pokusy na A-FABP deficientních myších prokázaly dominanci extracelulární sekrece A-FABP adipocyty. Jistá část A-FABP pochází sice z makrofágů, ale jeho úloha v metabolických procesech zůstává zatím nejasná. Předpokládá se lokální působení v rámci indukce zánětlivé odpovědi (105).
U žen nalézáme signifikantně vyšší sérové hladiny A-FABP, pravděpodobně kvůli vyššímu obsahu tukové tkáně v ženském těle (106). Dále byla verifikována vyšší hladina A-FABP u osob s renální dysfunkcí a byla potvrzena negativní korelace sérových hladin A-FABP s glomerulární filtrací, potvrzující tak domněnku eliminace sérového A-FABP zejména ledvinnou cestou (106) (107). 
Cirkulující A-FABP přímo ovlivňuje četné typy buněk a zároveň se ukázal být důležitým biomarkerem. A-FABP podporuje tvorbu glukózy v játrech (105), tlumí kontraktilitu kardiomyocytů, inhibuje aktivaci endoteliální syntázy oxidu dusnatého (108), podporuje proliferaci a migraci myocytů cévní stěny (109) a zvyšuje sekreci inzulínu β-buňkami pankreatu stimulovaných glukózou (110).
Zvýšené sérové hladiny A-FABP byly prokázány u jedinců s četnými nepříznivými metabolickými stavy - obezitou, inzulínovou rezistencí, diabetem mellitem 2. typu, art. hypertenzí, srdeční dysfunkcí a aterosklerózou (111) (112) (113) (114) (115) (116). Vyšší vstupní koncentrace A-FABP se ukázaly být nezávislým prediktorem rozvoje metabolického syndromu v průběhu následujících 5 let ve studii na čínských dobrovolnících (112). V desetileté prospektivní studii Tso et al. identifikoval vyšší vstupní hladiny A-FABP také jako nezávislý prediktor rozvoje diabetu mellitu 2. typu (113).  Elevace cirkulujícího A-FABP byla prokázána také v rodinách s výskytem arteriální hypertenze, což naznačuje i možnou úlohu tohoto adiokinu v genetické predispozici arteriální hypertenze (114). Rovněž byla prokázána asociace A-FABP s intimomediální tloušťkou a. carotis jako markerem subklinické aterosklerózy (116).  Všechna tato pozorování podporují domněnku, že A-FABP není jen důležitý biomarker, ale že sám hraje významnou úlohu v rozvoji metabolického syndromu a kardiovaskulárních onemocnění. Tento názor podporuje i průkaz snížení koncentrace sérového A-FABP při léčbě atorvastatinem a blokátory receptoru pro angiotenzin II (117) (118).
Kromě úlohy v rozvoji kardiovaskulárních chorob se A-FABP ukazuje i jako nový prognostický faktor u pacientů s karcinomem prsu  (119).
Celkově lze shrnout, že A-FABP hraje dle současných poznatků důležitou úlohu při rozvoji metabolických a kardiovaskulárních onemocnění, zejména metabolického syndromu, inzulínové rezistence a aterosklerózy. Elevace hladin cirkulujícího A-FABP je asociována s obezitou, inzulínovou rezistencí, diabetem a kardiální dysfunkcí. Lze jej tak zařadit k tzv. „nepříznivým“ adipokinům.
Souhrn klinických souvislostí A-FABP předkládá v grafické podobě Obrázek 5.
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Obrázek 5.  Klinické souvislosti tvorby a účinku A-FABP (Převzato a upraveno dle Furuhashi et. al., 2014). (120)

3. Hepatokiny

Játra představují hlavní regulátor systémového metabolismu a energetické homeostázy. V posledním desetiletí byly identifikovány nové proteiny s hormonálním účinkem – hepatokiny, které podobně jako adipokiny zasahují do lipidového a energetického metabolismu.  Dosud prokázané účinky těchto látek jsou ambivalentní, na jedné straně progrese inzulínové rezistence, na druhé straně zlepšení metabolických parametrů u metabolického syndromu (121). Prvním známým hepatokinem je fetuin-A, který slouží jako mediátor mezi játry a cílovými orgány. Působí jako přirozený inhibitor tyrozinkinázy sdružené s inzulínovým receptorem, jak bylo ukázáno v pokusu na hlodavcích (122).  Fetuin-A byl také identifikován jako endogenní ligand pro Toll-like receptor 4, kterým nasycené mastné kyseliny indukují prozánětlivou signalizaci a rezistenci na inzulín (123). Zvýšené sérové hladiny fetuinu-A byly nalezeny u lidí s obezitou, metabolickým syndromem a diabetem mellitem 2. typu a jeho koncentrace korelují i s jaterní steatózou (124). Prospektivní studie navíc prokázaly, že hladiny fetuinu-A predikují zvýšené riziko diabetu 2. typu, stejně jako infarktu myokardu a iktu (125) (126). 
Dalším hepatokinem je selenoprotein P, který pozitivně koreluje s parametry inzulínové rezistence a jeho syntéza je zvýšena u pacientů s diabetem 2. typu (127). Yang et al. (128) nalezl zvýšené hladiny selenoproteinu P u pacientů s poruchou metabolizmu glukózy, které vykazovaly signifikantní asociaci s inzulínovou rezistencí, zánětem a intimomediální tloušťkou společné karotidy (C-IMT). Cirkulující hladiny selenoproteinu P navíc negativně korelovaly s hladinami adiponektinu u pacientů s diabetem 2. typu, což naznačuje existenci vztahu mezi hepatokiny a adipokiny (129).
V současnosti nejvíce studovaným a nadějným hepatokinem je fibroblastový růstový faktor 21 (FGF21), který se jeví jako centrální metabolický regulátor, který má příznivý vliv na metabolismus glukózy a lipidů. Podrobně je o něm pojednáno následující kapitole.




3.1.   Fibroblastový růstový faktor 21
Fibroblastový růstový faktor (FGF 21) (UniProt code: Q9NSA1) je proteinový endokrinní faktor produkovaný především v játrech s funkcí metabolického regulátoru. Kromě jater jej nalézáme také v tukové tkáni a pankreatu (130).  Identifikován byl u myší i lidí v roce 2000 (131).  
Gen pro lidský FGF 21 se nachází na 19. chromozomu a sestává ze tří kódujících exonů, které dávají vzniknout dvěma transkriptům použitím dvou alternativních promotorů. Oba transkripty kódují tentýž preprotein skládající se z 209 aminokyselin zahrnující i 28aminokyselinový signální peptid. Secernovaná forma proteinu má pak molekulovou hmotnost cca. 23 kDa (181 aminokyselin) (131).
FGF 21 patří do rodiny fibroblastových růstových faktorů (FGF). U myší i lidí bylo dosud identifikováno 22 genů (FGF 1 až FGF 23), které se fylogeneticky seskupují do osmi podskupin (132). Z funkčního hlediska se ale FGF dělí do tří skupin: intracelulární FGF (FGF 11- FGF 14), jejichž molekula neobsahuje signální peptid, dále FGF s možností sekrece do cirkulace a tím se systémovým působením (FGF 19 a FGF 21) a zbývající FGF, které mají autokrinní či parakrinní účinek (133). 
Působení FGF 21 je zprostředkováno vazbou na specifické membránové receptory – FGR receptory (FGFR). Jedná se o skupinu receptorů spojených s tyrosinkinázami. U savců bylo identifikováno sedm primárních izoforem FGFR, a to 1b, 1c, 2b, 2c, 3b,3c, 4  (134).  Aktivace FGFR vazbou FGF 21 je závislá na β-Klotho, který zde vystupuje jako koreceptor (135) (136). Aktivace tohoto komplexu FGF 21 vede k širokému spektru přenosů signálů. Nejlépe popsanou cestou je fosforylace FGFR substrátu α2 s následnou aktivací kaskády s účastí mitogenem aktivované proteinkinázy (MAPK)  (135). 
U myší je gen pro FGF 21 exprimován zejména v játrech a thymu (131). V menším měřítku je FGF 21 mRNA detekovatelná také v pankreatu, varlatech, gastrointestinálním traktu, mozku, kosterním svalstvu, hnědé tukové tkání („brown adipose tissue“ BAT) a v bílé tukové tkáni („white adipose tissue“ WAT) (137) (138). Naproti tomu u člověka je gen pro FGF 21 exprimován za bazálních podmínek  téměř výhradně v játrech. Slabší exprese byla prokázána ještě v mozku a pankreatu (139). Nicméně určité patologické stimuly a okolnosti mohou provokovat extrahepatickou expresi, např. v pankreatu, mozku, WAT, která může významněji ovlivňovat cirkulující koncentrace FGF 21 (140).
Bylo prokázáno, že hladovění, příjem lipidů kojením nebo ketogenní dieta (tj. dieta s vysokým obsahem tuků a nízkým podílem sacharidů) vede k několikanásobnému nárůstu sérové hladiny FGF 21 u myší, zřejmě jako výsledek zvýšené koncentrace volných mastných kyselin v krvi vedoucí k indukci exprese genu pro FGF 21 v játrech prostřednictvím receptoru PPARα (141). Naproti tomu u lidí podobný efekt výše zmíněných faktorů na hladinu FGF 21 nebyl jednoznačně prokázán, mj. pro velkou interindividuální variabilitu hladin FGF 21 i její změnu po lačnění (142). Podání sacharidů, zejména fruktózy, vede u lidí ke zvýšení koncentrací sérového FGF 21 (143). Kim et al. pozoroval rovněž elevaci hladin FGF 21 u myší i lidí v návaznosti na cvičení (144). Hansen et al. pak demonstroval akceleraci jaterní produkce FGF 21 v důsledku zvýšeného uvolňování glukagonu do krevního oběhu v průběhu cvičení u lidí, což svědčí o úloze svalovo-pankreaticko-jaterní osy při cvičení (145). Bylo také zjištěno, že vystavení chladu vede ke zvýšené expresi genu pro FGF 21 v BAT a WAT u myší i lidí (146) (147). V neposlední řadě byl také pozorován cirkadiální rytmus v koncentracích FGF 21 s nejvyššími hladinami při lačnění (148).
Vzestup sérových hladin FGF 21 je asociován s vícečetnými metabolickými stavy a onemocněními, stejně tak, jako aplikace FGF 21 ovlivňuje vícečetné procesy látkové výměny. Následující část bude zaměřena právě na tyto nemoci a tkáňové působení FGF 21 se zdůrazněním situace u lidí.  
Dosavadní poznatky o úloze FGF 21 u lidí a myší shrnuje Obrázek 6.
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Obrázek 6.  Úloha FGF 21 v metabolismu u myší a lidí (Převzato ze Staiger H. et al., 2017) (149).
Stimulační účinky jsou značeny (+), inhibiční (-). Efekty, které jsou podobné u myší i lidí, jsou značeny modře, účinky, které jsou rozdílné, nebo jsou literární data kontroverzní, jsou značeny červeně a konečně černě jsou označeny ty účinky, u kterých jsou známy údaje pouze na myším modelu. 
Zkratky: KLB - β-Klotho protein, FGFR1-3 – receptor 1-3 pro fibroblastový růstový faktor 21, BAT – bílá tuková tkáň, TG – triacylglyceroly, FFA – volné mastné kyseliny, IGF1 – růstový faktor podobný inzulínu 1 („Insulin-like Growth Factor 1“), IGFBP1 – protein vázající IGF1 („Insulin-like growth factor-binding protein 1“).
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Dle dosud provedených výzkumů jsou sérové koncentrace FGF 21 u lidí pozitivně asociovány s body mass indexem (BMI), obezitou a adipozitou (celkovou, viscerální, perikardiální i epikardiální) (150) (151) (152) (153).  Zvýšení hmotnosti a obsahu tuku v důsledku nadměrné výživy vedou k elevaci hladin FGF 21 (154). Naproti tomu ale váhový úbytek po úspěšné bariatrické operaci nebyl spojen s očekávaným poklesem sérové koncentrace FGF 21, což ukazuje na fakt, že adipocyty zřejmě nejsou u člověka významným zdrojem cirkulujícího FGF 21 (155).  Tuková tkáň je ovšem považována za jedno z důležitých cílových míst pro působení FGF 21.  FGF 21 hraje roli v lipolýze ve WAT, ovšem není jasné, zda ji podporuje nebo tlumí.  In vivo studie ukazují, že existuje rozdíl mezi chronickým a akutním působením FGF 21. Zatímco jednorázové podání rekombinantního lidského FGF 21 snížilo koncentraci volných mastných kyselin (FFA) u obézních myší zvýšením exprese hormon-senzitivní lipázy ve WAT, u myší s chronicky alterovanými hladinami FGF 21 není tento efekt zaznamenán.  Podání FGF 21 také vede k produkci adiponektinu s jeho protizánětlivým, ateroprotektivním a inzulín-senzitizujícím účinkem. FGF 21 navíc stimuluje i absorpci glukózy v adipocytech jak u myší, tak u lidí (156).
FGF 21 a játra a pankreas
Játra jsou hlavním místem produkce cirkulujícího FGF 21 u myší i lidí. Nejsilnějším stimulem pro jeho produkci nezávislou na BMI je přitom obsah tuku v játrech (157). Nepřekvapuje proto, že zvýšené koncentrace FGF 21 jsou pravidelně nalézány u pacientů s nealkoholickou jaterní steatózou a steatohepatitidou (158). Účinky FGF 21 v játrech zahrnují stimulaci oxidace mastných kyselin a ketogeneze při lačnění nebo metabolicky podobných stavech (ketogenní dieta). Dále je FGF 21 zodpovědný za potlačení de novo jaterní lipogeneze (159).  Efekt FGF 21 na glukózový metabolismus v játrech je závislý na časových okolnostech.  Berglund et al. (160) a Xu et al. (161) prokázali, že chronické podávání FGF 21 vede k potlačení výdeje glukózy a jejímu použití pro tvorbu glykogenu. Naproti tomu jednorázové akutní podání FGF 21 indukuje tvorbu klíčových glukoneogenetických enzymů se zvýšením tvorby a výdeje glukózy. Podobný účinek byl pozorován na myších v průběhu lačnění (162).
Vzhledem k významné úloze jaterní steatózy v rozvoji inzulinové rezistence nepřekvapuje ani nález elevace koncentrací FGF 21 u prediabetu, diabetu mellitu 2. typu (163), gestačním diabetu (164) a diabetické retinopatii (165).  Nicméně FGF 21 indukuje inzulínovou sekreci a využití glukózy tkáněmi (jaterní, tuková, svalová).  Chronická aplikace FGF 21 vedla v pokusech na diabetických myších ke zvýšení počtu Langerhansových ostrůvků a zvýšení obsahu inzulínu v nich. Navíc měly tyto myši signifikantně sníženou sérovou hladinu inzulínu při lačnění a také nižší postprandiální glykemie.  Působení FGF 21 vykazuje výraznou závislost na aktuálním nutričním stavu. Při lačnění vykazuje hyperglykemizující efekt stimulací lipolýzy, ketogeneze, glukoneogenze a zvýšením inzulínové senzitivity (159). V případě dostatku potravy má FGF 21 naopak hypoglykemizující vliv podporou lipogeneze a diferenciace adipocytů (166). Většina těchto poznatků byla ale získána na myších modelech, včetně hypoglykemizujícího účinku terapeuticky podaného FGF 21. U lidí ale aplikace analogů FGF 21 sérovou glykemii neovlivnila (167). 
 FGF 21, dyslipidemie a vaskulární komplikace
U jedinců s aterogenní dyslipidemií nalézáme zvýšené sérové koncentrace FGF 21 (150) (157) (168). Nejtěsnější korelace je přitom pozorována u TG, což zřejmě reflektuje jejich asociaci s hepatosteatózou. Elevované hladiny FGF 21 jsou asociovány rovněž s metabolickým syndromem, zvýšenou tepennou intimomediální tloušťkou (IMT), tepennou tuhostí a formací aterosklerotických plátů, včetně koronární nemoci (169) (170) (171) (172) (173). Tato pozorování svědčí pro vztah FGF 21 s vaskulárními komplikacemi. Zůstává ovšem otázkou, zda zvýšení jeho hladiny odráží kompenzační odpověď organismu na stav s vysokým cévním rizikem nebo je projevem rezistence na účinek FGF 21 (viz níže, odd. Rezistence na FGF 21).
FGF 21 a mozek
Exprese FGF 21 byla nalezena i v různých částech myšího mozku, zejména v substantia nigra a ve striatu (174). Potvrzen byl i průnik FGF 21 přes hematoencefalickou bariéru (175).  Přítomnost FGF 21 je předpokládána i v mozkové tkáni člověka, nicméně tato skutečnost musí být potvrzena dalším výzkumem. Dosud známé účinky FGF 21 v myším mozku zahrnují vzestup hladiny kortikosteronu, pokles hladin inzulínu, inhibice růstu (176) (177) a také změny cirkadiálního rytmu. Zdá se, že centrální působení FGF 21 je nutné pro jeho metabolický vliv, zejména zvýšení energetického výdeje, váhový úbytek a snížení hladin cholesterolu (178). Zmíněná pozorování otevírají možnost fungování nově definované multifunkční osy játra-mozek s hepatokinem FGF 21 jako rozhodujícím mediátorem. Některé z kontroverzních nálezů mezi myšími modely a lidmi by mohly být vysvětleny právě v rozdílu centrálních účinků FGF 21. U syntetických analogů FGF 21 terapeuticky použitých u pacientů ve studiích nebyl dostatečně zkoumán jejich průnik přes hematoencefalickou bariéru. 
FGF 21 a kost
V souladu s pozorovanou inhibicí kostní formace působením FGF 21 u myší (179), Hanks et al. prokázal inverzní vztah mezi sérovou koncentrací FGF 21 a kostní denzitou i u lidských jedinců (180).  Patofyziologický podklad ozřejmil Wei et al., který verifikoval inhibici osteoblastogeneze a stimulaci adipogeneze u mezenchymálních kmenových buněk v kostní dřeni působením FGF 21 (179). Zdá se tak, že FGF 21 podporuje úbytek kostí přímo inhibicí kostní formace a nepřímo zvýšením jejich resorpce.  Tento negativní vliv na kost je hlavním nežádoucím účinkem FGF 21 ohrožujícím jeho budoucí hypotetické terapeutické užití. 
Teorie rezistence na FGF 21
Vzhledem k příznivým účinkům FGF 21 prokázaným na myších modelech byly elevované koncentrace FGF 21 nalezené u jedinců s poruchou glukózového a lipidového metabolismu nepříjemným překvapením.  To vedlo k formulaci hypotézy o rezistenci k účinku FGF 21 u zmíněných subjektů, podobně jako je tomu u inzulínové či leptinové rezistence.  Podporou tohoto tvrzení jsou například výsledky pokusů na obézních myších léčených aplikací FGF 21, kde došlo pouze k mírnému poklesu FFA společně s potlačenou indukcí FGF 21 genů (181).  Existují ovšem i kontraverzní výsledky (182).  Zatím navíc prakticky zcela chybějí údaje u lidí. Bude tak potřeba doplnit další výzkumy k potvrzení nebo vyvrácení uvedené hypotézy.




Na podkladě dosud zjištěných skutečností lze prohlásit, že FGF 21 představuje velmi důležitý adipokin/hepatokin s komplexním působením na homeostázu a metabolické pochody organismu, zejména lipidový a glukózový metabolismus jak u myší, tak u člověka. Shromážděné údaje setrvale dokumentují jeho příznivý vliv na výše uvedené metabolické děje, s výjimkou negativního působení na kostní denzitu. Nicméně existují důležité diskrepance mezi jeho působením u myší a lidí, které omezují předpokládané terapeutické použití analogů FGF 21 u lidí a vyžadují pokračování výzkumu.

















EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

1. Adiponektin, A-FABP a FGF 21 u asymptomatických dyslipidemických jedinců.

Adiponektin, A-FABP a FGF 21 představují dle recentních poznatků důležité adipokiny/organokiny se vztahem k lipidovému metabolismu, transportu glukózy, rozvoji metabolického syndromu a diabetu mellitu 2. typu. I přes intenzivní výzkum na tomto poli jsou k dispozici pouze limitované údaje vzájemném vztahu těchto adipokinů u dyslipidemických pacientů, zejména s přítomností metabolického syndromu. Cílem následujícího výzkumu bylo proto porovnání hladin adiponektinu, A-FABP a FGF 21 u asymptomatických dyslipidemických jedinců s vyjádřeným metabolickým syndromem (MetS) i bez něj a objasnění vzájemných vztahů jednotlivých adipokinů k lipidovým parametrům, markerům inzulínové rezistence a endoteliálním hemostatickým markerům.

1.1. Pacienti a metody.
Soubor studovaných jedinců tvořilo celkem 209 asymptomatických dyslipidemických pacientů vyšetřených v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc, u kterých byly vyloučeny možné příčiny sekundární hyperlipidemie: diabetes mellitus, hypotyreóza, ledvinná onemocnění, hepatopatie a nefrotický syndrom. Další vylučovací kritéria zahrnovala následující stavy: klinicky manifestní ateroskleróza prezentovaná koronární chorobou, cerebrovaskulárními nemocemi (ischemická cévní mozková příhoda apod.) a postižením periferních tepen, dále hypolipidemická léčba v předchozích 8 týdnech, hormonální terapie a přítomnost akutní infekce v době vyšetření. U všech zkoumaných osob byla odebrána anamnéza se zaměřením na kardiovaskulární problematiku, užívané léky a kouření. Byla realizována základní antropometrická vyšetření s výpočtem body mass indexu (BMI) a změřen systolický a diastolický krevní tlak (SBP, DBP). Studie byla schválena etickou komisí Lékařské fakulty Univerzity Palackého a Fakultní nemocnice v Olomouci a všichni pacienti podepsali informovaný souhlas.

Pacienti splňující zařazovací kritéria (n = 209) byli rozděleni do dvou skupin na podkladě přítomnosti metabolického syndromu (MetS): jedinci s metabolickým syndromem (MetS+, n=73, 31 mužů a 42 žen) a jedinci bez metabolického syndromu (MetS-, n=136, 74 mužů a 62 žen).  K průkazu metabolického syndromu byla použita kritéria dle NCEP-ATPIII panel 2001: obvod pasu (muži >102 cm, ženy >88 cm), hladina triglyceridů (TG) ≥ 1,7 mmol/l, hladina HDL cholesterolu (HDLc) (muži <1,04 mmol/l, ženy <1,30 mmol/l), krevní tlak ≥ 130/≥85 mm Hg a lačná glykemie ≥ 6,1 mmol/l. Přítomnost nejméně tří z výše uvedených faktorů diagnostikovala metabolický syndrom.

Laboratorní vyšetření

Vzorky krve použité k vyšetřením byly odebírány při vstupní kontrole v lipidové poradně, a to ráno po minimálně 12hodinovém lačnění. K vlastnímu vyšetření bylo použito sérum získané ze vzorků po centrifugaci.
Rutinní biochemické parametry byly analyzovány přístrojem Modular SWA (Roche, Basel Switzerland) v den odběru vzorků. Koncentrace adipokinů a dalších speciálních analytů byly změřeny z alikvotních vzorků uchovávaných při -80 (-20) °C nejpozději do 6 měsíců od odběru vzorků. Celkový cholesterol (TC), TG a HDLc byly stanoveny enzymaticky na přístroji Modular SWA systém (Basel, Roche, Switzerland). Stanovení HDLc bylo realizováno přímou metodou bez precipitace lipoproteinů obsahujících apolipoprotein B (ApoB). Hladiny LDL cholesterolu (LDLc) byly vypočteny pomocí Friedewaldovy rovnice (pro TG méně než 4,5 mmol/l).  Výpočet byl použit také u následujících jednotek: non-HDL cholesterol, aterogenní index plazmy (AI) (logTG/HDLc).  Koncentrace ApoB a apolipoproteinu A1 (ApoA1) byly stanoveny imunoturbidimetricky pomocí Tina-Quant Lipoprotein(a) TQ kitu (Roche, Basel, Switzerland). C-reaktivní protein (CRP) byl určen imunoturbidimetricky (kit Tina-Quant, Roche, Basel, Switzerland). Glykémii jsme stanovili pomocí GOD-PAP metody (Roche, Basel, Switzerland). N-terminální prohormon mozkového natriuretického peptidu (NT-proBNP) byl stanoven ECLIA metodou (Elecsys pro BNP reagent kit, Roche, Basel, Switzerland). Všechna měření provedena z čerstvého séra v den odběru krve.  Inzulin určen pomocí specifických protilátek IRMA metodou (Immunotech, Marseille, France), rovněž C-peptid a proinzulín zjištěny pomocí komerčních kitů (IRMA, Immunotech, France, resp. RIA, DRG Instruments GmBH, Marburg, Germany). Krevní vzorky uchovávány při -20 °C a stanovení proběhlo nejpozději do 6 měsíců po odběru. 
Dále byly stanoveny hladiny následujících trombotických biomarkerů: von Willebrandův faktor (vWF) (Instrumentation Laboratory Spa, Milan, Italy), PAI-1 a tPA (oba ELISA, Technoclone, Vienna, Austria). 
Hladiny adiponektinu, A-FABP a FGF 21 v séru byly změřeny pomocí ELISA (vše Biovendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Republic) z alikvotních vzorků uchovávaných při -80 °C. Sérové hladiny solubilních adhezivních molekul s-ICAM-1 a sVCAM-1 byly stanoveny komerčně dostupnými sety (Immunotech, Marseille, France) ze separátních alikvotních vzorků zamražených na -20°C.

Statistické zpracování dat

Číselné hodnoty výsledků byly vyjádřeny jako průměr ± standardní odchylka (SD), parametry s nerovnoměrnou distribucí také jako mediány. Pro ověření normální distribuce byl užit Kolmogorovův-Smirnovův test. Proměnné s nerovnoměrnou distribucí (CRP, TG, lipoprotein(a), fibrinogen, vWF, tPA, PAI-1, inzulín, C-peptid, proinzulín, ADP, FGF 21, A-FABP, NT-proBNP) byly logaritmicky transformovány před vlastní statistickou analýzou. Rozdíly mezi změřenými veličinami byly analyzovány pomocí ANCOVA po adjustaci na věk a pohlaví.  Ke statistickému zhodnocení korelace mezi jednotlivými parametry byly použity Pearsonova korelační analýza pro veličiny s normálním rozložením a univariantní Spearmanova korelační analýza pro veličiny s nerovnoměrnou distribucí. Pro otestování nezávislé asociace mezi závisle proměnnými a nezávisle proměnnými byla zvolena vícenásobná regresní analýza. Ke statistickému zpracování dat byl použit statistický software SPSS Statistics, verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), všechny testy byly realizovány na úrovni signifikance 0,05.

1.2. Výsledky
Základní klinické a laboratorní charakteristiky zkoumaných subjektů shrnuje Tabulka 1. Jedinci s metabolickým syndromem měli dle očekávání nepříznivé lipidové a lipoproteinové profily (elevace TC, TG, nonHDL cholesterol, AI, ApoB, a naopak nízké hladiny HDLc a ApoA1) společně se známkami inzulínové rezistence (zvýšené hladiny glykemie, inzulínu, proinzulínu a C-peptidu). Kromě výše zmíněného byly prokázány také vyšší koncentrace hemostatických markerů (tPA, PAI-1) a adhezivních faktorů (sVCAM-1, sICAM-1). U adipokinů byly nalezeny signifikantně nižší hladiny adiponektinu ve skupině pacientů s MetS (p <0,001), zatímco koncentrace A-FABP a FGF 21 byly naopak zvýšené (p <0,001).
V tabulce 2 jsou shrnuty zjištěné pozitivní korelace adipokinů s ostatními parametry ve skupinách dyslipidemických jedinců s MetS nebo bez MetS. Adiponektin koreloval ve skupině MetS+ pozitivně s věkem, HDLc, ApoA1, A-FABP a NT-proBNP, negativně pak s pohlavím a obvodem pasu.  U A-FABP byla nalezena pozitivní korelace s vWF, adiponektinem, FGF 21 a NT-proBNP, zatímco FGF 21 koreloval pozitivně s TG, AI, vWF, PAI-1, A-FABP a obvodem pasu.
Ke zhodnocení, zda jsou zjištěné asociace adipokinů s ostatními parametry nezávislé, byla provedena vícenásobná regresní analýza s adipokiny jako závislými proměnnými a korelovanými parametry jako nezávislými prediktory (Tabulka 3).
Ve skupině MetS+ byla nalezena nezávislá pozitivní asociace adiponektinu s A-FABP (beta=0,4502, p <0,05), A-FABP byl nezávisle asociován s FGF 21 (beta=0,3811, p <0,01) a vWF (beta=0,4502, p <0,01). FGF 21 byl naproti tomu nezávisle sdružen jen s A-FABP (beta=0,4422, p <0,001).  Ve skupině MetS-  byla prokázána pozitivní asociace adiponektinu s vWF a negativní asociace s pohlavím, A-FABP asocioval pozitivně s FGF 21, vWF a BMI a FGF 21 byl pozitivně sdružen s A-FABP, TG a negativně s AI.













Tabulka 1.  Základní charakteristiky všech studovaných jedinců a subjektů s MetS a bez MetS.
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Tabulka 2. Signifikantní korelace hladin adipokinů s ostatními parametry ve skupinách MetS+ a MetS- (r a p hodnoty).
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Tabulka 3. Nezávislé asociace adiponektinu, A-FABP a FGF 21 zjištěné vícenásobnou regresní analýzou (tučně).
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1.3. Diskuse a závěr.
Ve studii jsme potvrdili očekávaný rizikový profil dyslipidemických pacientů s MetS, ač zatím asymptomatických. Vykazovali nepříznivý lipidový i lipoproteinový profil a zvýšené parametry inzulínové rezistence. Rovněž byly u těchto pacientů zjištěny vyšší koncentrace hemostatických markerů (tPA, PAI-1) a adhezivních molekul.
Snížené hladiny adiponektinu u těchto nemocných rovněž nepředstavovaly překvapení a byly ve shodě s publikovanými údaji (183) (184), stejně jako zvýšení A-FABP (185) a vyšší koncentrace FGF 21 (150).
Z výsledků korelací hladin adipokinů s ostatními parametry v uvedené studii stojí za pozornost zejména 3 zjištění: 
1. pozitivní korelace hladin adiponektinu a A-FABP s NT-proBNP v obou sledovaných skupinách pacientů (MetS+ i MetS-). 
2. nenalezení signifikantní korelace A-FABP s metabolickými a antropometrickými parametry inzulínové rezistence. 
3. průkaz silné korelace A-FABP s FGF 21 u obou zkoumaných skupin pacientů.

Poznatky získané ve studiích na zvířatech podporují etiologickou roli A-FABP v rozvoji kardiovaskulárních chorob (69). A-FABP byl identifikován jako činitel, který zprostředkovává supresivní efekt adipocytů na srdeční kontraktilitu (186). Lze tak usuzovat, že zjištěná nezávislá asociace adiponektinu s A-FABP ve skupině MetS+ může být spojena se vztahem těchto adipokinů k srdeční funkci a odrážet elevaci adiponektinu jako kompenzační odpověď na vyšší riziko kardiovaskulárních onemocnění u těchto pacientů.  Oba dva sledované parametry navíc pozitivně korelovaly s NT-proBNP, který je uznáván jako přesný a senzitivní diagnostický marker srdečního selhávání, i když signifikance této korelace nebyla v naší studii následnou vícenásobnou regresní analýzou potvrzena.  Tyto poznatky jsou ve shodě s dosud publikovanými údaji, které rovněž prokázaly pozitivní asociaci adiponektinu se zánětlivými parametry, aterogenní dyslipidemií a NT-proBNP (187), jako i vztah A-FABP a koronární aterosklerózy (188) (189) s jeho předpokládaným vlivem na rozvoj kardiální dysfunkce včetně pozitivní korelace s NT-proBNP (190).
Dle vícečetných studií korelují sérové hladiny A-FABP s parametry inzulínové rezistence (glykémie, sérový inzulin, BMI, obvod pasu) u obézních jedinců, dále u pacientů s diabetes mellitus 2. typu, s kombinovanou familiární hyperlipidemií a s metabolickým syndromem (191). V naší studii jsme v kontrastu k výše uvedenému nalezli jen slabou nebo vůbec žádnou korelaci A-FABP s výše uvedenými parametry ve skupině dyslipidemických pacientů s MetS, ačkoliv byly pozorovány signifikantní rozdíly v hladinách A-FABP mezi oběma skupinami (MetS+ a MetS-). Lze zvažovat vliv relativně malé velikosti souboru pacientů s MetS, nicméně toto zjištění je překvapivé a nemáme pro něj adekvátní vysvětlení. 
Pozitivní korelace A-FABP jsme naopak prokázali s vWF, adiponektinem, FGF 21 a NT-proBNP, ovšem nezávislá asociace byla ověřena vícenásobnou regresní analýzou pouze s vWF a FGF 21.  Tento vztah s hemostatickým faktorem podporuje roli A-FABP v rozvoji endotelové dysfunkce a proaterogenní aktivity. V souladu s naším zjištěním jsou i patofyziologické literární poznatky o zprostředkování aterogenní aktivity A-FABP nikoliv vlivem na inzulínovou senzitivitu či lipidový metabolismus, ale přímým působením na makrofágy (192).

Nejdůležitějším výsledkem této studie je verifikace silné reciproční pozitivní asociace hladin FGF 21 s A-FABP u obou zkoumaných skupin pacientů s výraznějším vyjádřením v MetS+ (p=0,0002). Jedním z důvodů elevace FGF 21 u zmíněných nemocných může být kompenzační odpověď organismu na zvýšený metabolický stres vyjádřený vyššími hladinami A-FABP.  Vyšší hladiny FGF 21 byly již dříve prokázány u kardiometabolických onemocnění jako obezita, metabolický syndrom, diabetes mellitus 2. typu a koronární nemoc (130). Cirkulující FGF 21 je produkován játry, zřejmě v důsledku indukce jeho tvorby zvýšenými hladinami lipidů a sacharidů v játrech (193). Ovšem zůstává otázkou, zda je cirkulující FGF 21 pouze marker těchto metabolických změn nebo, zda je jedním z jejich příčin.  Druhým možným vysvětlením elevace FGF 21 u dyslipidemických pacientů s metabolickým syndromem může být naopak rezistence k účinkům FGF 21.  Na počátku metabolických účinků FGF 21 je jeho vazba na FGF receptor: β-Klotho komplex (194). β-Klotho je zvýšeně exprimován v metabolicky aktivních tkáních včetně tukové tkáně, jater a pankreatu. Provedené studie naznačují vliv zánětlivých změn tukové tkáně u obezity na snížení exprese β-Klotho v důsledku působení TNF-α v adipocytech, což blokuje účinek FGF 21. Podobný mechanismus může vést k rezistenci na FGF 21 rovněž při stavech spojených se subklinickou zánětlivou odpovědí, jako například metabolický syndrom, diabetes mellitus 2. typu a koronární nemoc (130). Svůj podíl na rezistenci tkání k působení FGF 21 může mít i A-FABP svým prozánětlivým působením. 

Závěrem lze shrnout, že těžiště a význam této práce leží v ozřejmění vzájemných vztahů hladin adiponektinu, A-FABP a FGF 21 u dyslipidemických jedinců, zejména s přítomností MetS. Byly nalezeny pozitivní asociace adiponektinu s A-FABP a zejména pozitivní reciproční asociace mezi hladinami FGF 21 a A-FABP u obou skupin dyslipidemických pacientů s dominancí ve skupině s metabolickým syndromem. Dále jsme prokázali nezávislý vztah A-FABP a vWF. 























2. A-FABP a vybrané biomarkery hemostázy a endoteliální dysfunkce u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.

V níže uvedené části výzkumu jsme se podrobněji zaměřili na vztah A-FABP k markerům hemostázy a endoteliální dysfunkce u asymptomatických pacientů s dyslipidemií bez ohledu na přítomnost či absenci metabolického syndromu s kontrolní skupinou zdravých jedinců. Podkladem pro výzkum byly již dříve verifikovaná spojitost mezi zvýšenými hladinami A-FABP a rozvojem aterosklerózy. Právě asociace A-FABP s markery hemostázy a endotelové dysfunkce představuje jeden z možných patofyziologických podkladů výše zmíněných účinků A-FABP.

2.1. Pacienti a metody.
Studovaný soubor tvořilo celkem 155 jedinců, a to jednak asymptomatických dyslipidemických pacientů, jednak zdravých kontrol. Pacienti byli rekrutováni ze souboru vyšetřených v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc, u kterých byly vyloučeny možné příčiny sekundární hyperlipidemie. Vstupní a vylučovací kritéria se shodovala s předchozí studií (viz oddíl 1.1.). 
Jedinci splňující zařazovací kritéria (n = 155) byli rozděleni do dvou skupin: asymptomatičtí pacienti s dyslipidemií (n = 105, 53 mužů a 52 žen) a zdraví normolipidemičtí jedinci (n = 50, 21 mužů a 29 žen) sloužící jako kontrolní skupina.  Hyperlipidemie byla pro účely výzkumu definována jako přítomnost koncentrace sérových TG ≥ 1,5 mmol/l a/nebo koncentrace ApoB ≥ 1,2 g/l. Hodnota TG byla zvolena vzhledem k vyššímu zastoupení malých denzních LDL částic od zmíněné hladiny (195),  hladina ApoB pak v důsledku prokázaného rapidně se zvyšujícího kardiovaskulárního rizika od udané koncentrace (196).
Laboratorní vyšetření
Vzorky krve použité k vyšetřením byly odebírány při vstupní kontrole v lipidové poradně, a to ráno po minimálně 12hodinovém lačnění. Biochemické parametry, včetně adipokinu A-FABP a hemostatických markerů (vWF, PAI-1, t-PA) a adhezivních molekul (sICAM-1, sVCAM-1) byly vyšetřeny stejným způsobem a metodami jako u předchozí studie (viz odd. 1.1. sekce Laboratorní vyšetření).
Výpočtem dle Matthewse et al. (197) byl zjištěn parametr inzulínové rezistence HOMA („homeostasis model assessment index“).
Statistické zpracování dat
Číselné hodnoty výsledků byly vyjádřeny jako průměr ± standardní odchylka (SD), parametry s nenormální distribucí pak jako 25. a 75. percentil. Pro ověření normální distribuce byl užit Kolmogorovův-Smirnovův test. Proměnné s nenormální distribucí (TG, inzulín, HOMA, hs-CRP, tPA, PAI-1, sVCAM-1, sICAM-1, A-FABP) byly logaritmicky transformovány k normalizaci jejich distribuce před vlastní statistickou analýzou. Rozdíly mezi měřenými veličinami byly analyzovány pomocí ANOVA po adjustaci na věk a pohlaví.  Ke statistickému zhodnocení korelace mezi jednotlivými parametry byly použity univariantní korelační analýza. Pro otestování nezávislé asociace mezi závisle proměnnými a nezávisle proměnnými byla zvolena vícenásobná regresní analýza. Ke statistickému zpracování dat byl použit statistický software SPSS Statistics, verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), všechny testy byly realizovány na úrovni signifikance 0,05.

2.2. Výsledky.
Základní klinické a laboratorní charakteristiky zkoumaných subjektů shrnuje Tabulka 4. Ve srovnání s kontrolami měli dyslipidemičtí pacienti signifikantně vyšší hladiny inzulínu, lačné glykémie, PAI-1, hs-CRP a také vyšší HOMA, BMI a obvod pasu. Naopak rozdíly nebyly zjištěny v hladinách vWF, tPA, sICAM-1, sVCAM-1 a A-FABP.  Koncentrace A-FABP ve skupině dyslipidemických pacientů korelovaly pozitivně s věkem (r = 0,252, p <0,05), TG (r = 0,368, p <0,001), inzulínem (r = 0,229, p <0,05), HOMA (r = 0,238, p <0,05), BMI (r = 0,481, p <0,001), obvodem pasu (r = 0,233, p <0,05), hs-CRP (r = 0,279, p <0,01) a vWF (r = 0,214, p <0,05), negativní korelace byla naopak prokázána s mužským pohlavím (r = 0,252, p <0,05).  U zdravých jedinců v kontrolní skupině korelovaly koncentrace A-FABP pozitivně s TG (r = 0,311, p <0,05), inzulínem (r = 0,561, p <0,001), HOMA (r = 0,571, p <0,001), BMI (r = 0,437, p <0,01) a negativně s HDLc (r = - 0,324, p <0,05). Koncentrace A-FABP u dyslipidemických pacientů prokázaly při vícenásobné regresní analýze nezávislou asociaci s pohlavím, BMI a vWF (Tabulka 5) dyslipidemických pacientů, zatímco u zdravých kontrol byl asociován s BMI (beta = 0,43, t = 3,62, p <0,001) a inzulínem (beta = 0,62, t = 2,99, p <0,001).
































Tabulka 4. Základní charakteristiky souborů.
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Tabulka 5. Vícenásobná regresní analýza vztahů mezi A-FABP jako závisle proměnnou a korelujícími parametry jako nezávislými prediktory ve skupině dyslipidemických pacientů.
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2.3. Diskuse a závěr.
V realizovaném výzkumu nebyly potvrzeny signifikantně zvýšené hladiny A-FABP u asymptomatických pacientů s dyslipidemií oproti zdravým kontrolám. A-FABP zde nekoreloval s TC, LDLc, HDLc, nonHDLc ani s ApoB. Naproti tomu ale A-FABP koreloval s TG, markery inzulínové rezistence, viscerální obezity a zánětu.
Tato zjištění ukazují na klíčový podíl obezity a inzulínové rezistence na vzestup sérové koncentrace A-FABP. Někteří autoři považují A-FABP přímo za marker tělesné adipozity (112) (198). V naší studii ale nebyla asociace A-FABP s hladinami TG nezávislá, což může být způsobeno adipozitou a inzulínovou rezistencí vedoucí samostatně k elevaci TG.
Hladiny A-FABP vykazovaly dále pozitivní korelaci s hs-CRP, což se shoduje s údaji v dostupné literatuře (185) (198) (112), a poukazuje na význam A-FABP jako prozánětlivého faktoru, který zprostředkovává spojení inzulínové rezistence se systémovou zánětlivou odpovědí. Přesný mechanismus tohoto působení není do detailu objasněn, nicméně jsou známy dílčí patofyziologické pochody. Hui et al. ukázal na schopnost akcelerace cévního zánětu prostřednictvím tvorby pozitivní zpětné vazby A-FABP s C-Jun N-terminálními kinázami (JNK) a „activator protein-1“ v makrofázích vedoucí k zánětlivé odpovědi indukované lipopolysacharidy (89).  Aktivovaná JNK zvyšuje expresi A-FABP akcelerací genové transkripce a elevace A-FABP potencuje aktivaci JNK vedoucí k produkci prozánětlivých cytokinů (89) (199).
Z pohledu vztahu k hemostatickým markerům a markerům endotelové dysfunkce koreloval A-FABP pouze s vWF, ovšem tento vztah se ukázal nezávislým na ostatních metabolických faktorech, věku, pohlaví i BMI. Tento poznatek byl v době realizace studie nový (společně s výše zmíněným výzkumem – viz odd. 1) a nebyl předtím publikován v dostupné literatuře. V roce 2018 byla uvedená asociace potvrzena i u pacientů s diabetem mellitem 2. typu (200). Přesný mechanismus tohoto vztahu není dosud detailně objasněn, nicméně podporuje hypotézu o působení A-FABP jako důležitého faktoru v rozvoji endoteliální dysfunkce. vWF je produkován téměř výhradně buňkami cévního endotelu jako reakce na působení prozánětlivých cytokinů. Zvýšení plazmatické hladiny vWF nalézáme u různorodých stavů spojených s endoteliálním poškozením, což naznačuje jeho význam jako užitečného markeru endoteliální dysfunkce (201).  Byl také nalezen společný výskyt A-FABP a vWF v endotelu apoE-/- myší (202).  A-FABP se vyskytuje v aterosklerotických plátech karotid, jak prokázal Agardh et al. (203). Obsah A-FABP byl navíc vyšší v nestabilních plátech společně s populací makrofágů, což rovněž podporuje teorii o úloze A-FABP jako klíčového faktoru spojujícího vaskulární zánět s buněčnou akumulací lipidů. A-FABP aktivuje signální kaskády zprostředkované jak JNK, tak i nukleárním faktorem kappa B (NFκB), které regulují transkripční aktivitu prozánětlivých genů (204). Účast A-FABP v procesu zánětlivé reakce aktivací NFκB může vést ke zvýšenému oxidačnímu stresu se snížením biologické dostupnosti oxidu dusného, a tím k endoteliální dysfunkci (205).  Aktivace NFκB kaskády může být také příčinou zvýšené produkce vWF, jak bylo prokázáno při endoteliálním poškození indukovaného sepsí (206).
Otázkou zůstává absence průkazu korelace A-FABP s ostatními parametry hemostázy a endotelové dysfunkce. Pro tuto skutečnost existuje několik vysvětlení. PAI-1 představuje pravděpodobně méně specifický ukazatel endoteliálního poškození než vWF vzhledem ke skutečnosti, že je produkován více tkáněmi – endotelie, játra, tuková tkáň (207). Vyšší hladiny PAI-1 u dyslipidemických pacientů tedy nemusí odrážet jen endoteliální dysfunkci, ale mohou být způsobeny akcelerací produkce v játrech nebo tukové tkáni nezávisle na A-FABP. Tvorba PAI-1 je také spojena s hladinami tPA, protože většina tPA antigenu detekovatelného v krevním oběhu představuje část inaktivního cirkulujícího komplexu s PAI-1 (208).  Zatímco VCAM-1 je lokálně produkován v endotelu, který překrývá místa aterosklerotických lézí, exprese ICAM-1 není omezena pouze na endotel. ICAM-1 je produkován i makrofágy, buňkami hladké svaloviny fibroblasty a kmenovými buňkami kostní dřeně (209).  Navíc solubilní formy těchto adhezivních molekul většinou u asymptomatických dyslipidemických pacientů neodrážejí jejich vstupní akcelerovanou endoteliální expresi. Zejména hladiny s-VCAM-1 jsou zvýšeny jen u pacientů s manifestní aterosklerózou (210) (211). Různé hemostatické a endoteliální markery jsou pravděpodobně regulovány odlišnými cestami a reprezentují různorodé typy nebo závažnosti endoteliální dysfunkce. Lze spekulovat i o nedostatečné velikosti zkoumaného souboru pacientů a také jejich heterogenitě (přítomnost diabetu, metabolického syndromu apod.).



Význam popsané studie spočívá především v novém průkazu nezávislé asociace A-FABP s hemostatickým markerem vWF u klinicky asymptomatických pacientů s dyslipidemií, která může přispět k vysvětlení postavení A-FABP v procesu vzniku endoteliální dysfunkce.




















3. FGF 21 a vybrané biomarkery hemostázy a endoteliální dysfunkce u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.

FGF 21 je zvažován jako nezávislý faktor v ochraně buněk kardiovaskulárního systému. V následující studii jsme se zaměřili na zhodnocení vztahu FGF 21 k hemostatickým a endotelovým markerům u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.  

3.1. Pacienti a metody.
Studovaný soubor tvořilo 214 asymptomatických dyslipidemických pacientů. Pacienti byli rekrutováni ze souboru vyšetřených v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc, u kterých byly vyloučeny možné příčiny sekundární hyperlipidemie. Vstupní a vylučovací kritéria se shodovala s předchozí studií (viz oddíl 1.1. a 2.1.). 
Jedinci splňující zařazovací kritéria (n = 214) byli rozděleni do dvou skupin: asymptomatičtí pacienti s dyslipidemií (n = 148, 70 mužů a 78 žen) a kontrolní skupina (n = 66, 38 mužů a 28 žen). Dyslipidemie byla pro účely výzkumu definována jako přítomnost koncentrace sérových TG ≥ 1,5 mmol/l a/nebo koncentrace ApoB ≥ 1,2 g/l. Hodnota TG byla zvolena vzhledem k vyššímu zastoupení malých denzních LDL částic od zmíněné hladiny (195),  hladina ApoB pak v důsledku prokázaného rapidně se zvyšujícího kardiovaskulárního rizika od udané koncentrace (196).
Laboratorní vyšetření
Vzorky krve použité k vyšetřením byly odebírány při vstupní kontrole v lipidové poradně, a to ráno po minimálně 12hodinovém lačnění. Biochemické parametry, včetně adipokinů FGF 21 a hemostatických markerů (fibrinogen, vWF, PAI-1, t-PA) a adhezivních molekul (sICAM-1, sVCAM-1) byly vyšetřeny stejným způsobem a metodami jako u předchozí studie (viz odd. 1.1. sekce Laboratorní vyšetření).  Navíc byl vyšetřen i solubilní trombomodulin (sTBM) metodou ELISA (Thrombomodulin, Diagnostica Stago, Asnieres sur Seine, France).

Statistické zpracování dat
Číselné hodnoty výsledků byly vyjádřeny jako průměr ± standardní odchylka (SD), parametry s nerovnoměrnou distribucí také jako mediány. Pro ověření normální distribuce byl užit Kolmogorovův-Smirnovův test. Proměnné s nerovnoměrnou distribucí (TG, ApoB, fibrinogen, vWF, tPA, PAI-1, sTBM, inzulín, C-peptid, proinzulín) byly logaritmicky transformovány před vlastní statistickou analýzou. Rozdíly mezi změřenými veličinami byly analyzovány pomocí ANOVA po adjustaci na věk, pohlaví a BMI.  Ke statistickému zhodnocení korelace mezi jednotlivými parametry byly použity Pearsonova korelační analýza pro veličiny s normálním rozložením a univariantní Spearmanova korelační analýza pro veličiny s nerovnoměrnou distribucí. Pro otestování nezávislé asociace mezi závisle proměnnými a nezávisle proměnnými byla zvolena vícenásobná regresní analýza. Ke statistickému zpracování dat byl použit statistický software SPSS Statistics, verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), všechny testy byly realizovány na úrovni signifikance 0,05.

3.2. Výsledky.
Základní klinické a laboratorní charakteristiky studovaných skupin pacientů jsou shrnuty v Tabulce 6.  Ve srovnání s kontrolami byly u dyslipidemických jedinců prokázány signifikantně vyšší plazmatické hladiny TC, LDLc (p <0,001), fibrinogenu a FGF 21 (p <0,001 a p <0,01) a naopak snížené koncentrace HDLc a ApoA1 (p <0,001 a p <0,01), vše po adjustaci na věk, pohlaví a BMI. 
Koncentrace FGF 21 korelovaly pozitivně s C-peptidem ve skupině kontrol, zatímco ve skupině dyslipidemických pacientů byla nalezena signifikantní pozitivní korelace s vWF, tPA, PAI-1, s-ICAM-1, sVCAM-1, glykemií, C-peptidem a proinzulínem (Tabulka 7).
Při vícečetné regresní analýze byla prokázána nezávislá pozitivní asociace FGF 21 s vWF (beta = 0,4214, p <0,01), tPA (beta = 0,1103, p <0,01) a glykemií (beta = 0,2655, p <0,05) pouze u dyslipidemických pacientů (Tabulka 8).



[image: ][image: ]Tabulka 6. Základní charakteristiky dyslipidemických subjektů rozdělených dle hladin ApoB a TG.
[image: ]Tabulka 7. Korelace FGF 21 s endoteliálními a hemostatickými markery a parametry inzulínové rezistence ve skupině kontrol a dyslipidemických jedinců.











[image: ]Tabulka 8. Asociace FGF 21 s korelovanými parametry u kontrolní a dyslipidemické skupiny.
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3.3. Diskuse a závěr.
Provedený výzkum verifikoval signifikantní rozdíly v hladinách FGF 21 mezi zkoumanými skupinami s rozdílnými hodnotami TG a ApoB. Tento nález je ve shodě jednak s naší předchozí studií (viz odd. 1.3.), jednak podporuje dosavadní literární zjištění. Vyšší hladiny FGF 21 byly prokázány u pacientů s kardiometabolickými onemocněními zahrnující obezitu, MetS, dyslipidemií a stavy se zvýšenou inzulínovou rezistencí (212) (168) (170). Nicméně přesný důvod elevace FGF 21 ve zmíněných případech není dosud objasněn. Předpokládá se možnost rezistence na působení FGF 21, podobně jako u hyperinzulínemie při stavech s inzulínovou rezistencí či hyperleptinémie u stavů se sníženou citlivostí na leptin. V souladu se zmíněnou hypotézou jsou výsledky pokusů na myších, kdy léčba rekombinantním lidským FGF 21 vedla jen k malému poklesu hladiny volných mastných kyselin a žádnému poklesu glykémie u obézních myší. Byly zaznamenány jen oslabení signální dráhy ERK kinázy a potlačená indukce FGF 21 cílových genů v játrech a tukové tkáni (181) (213).  Naproti tomu existují i protichůdné výsledky. Hale et al. testoval myši s obezitou (jednak dietou navozenou, jednak genetickou ob/ob), kde nepotvrdil domněnku o FGF 21 rezistentním stavu (182).  Zdá se tak, že cirkulující FGF 21 je spíše produkován játry a jeh hladiny jsou vyšší v důsledku indukce tvorby FGF 21 elevací koncentrací jaterních lipidů a sacharidů (214). Domníváme se, že zvýšené koncentrace TG, ApoB by mohly být příčinou elevace FGF 21 u dyslipidemických jedinců v naší studii.
Korelační analýza u dyslipidemických pacientů potvrdila známý vztah FGF 21 s parametry inzulínové rezistence. Novým nálezem byla korelace s hemostatickými markery a ukazateli endoteliální dysfunkce (kromě sTBM).  Toto zjištění podporuje předpoklad úzké vazby FGF 21 k uvedeným parametrům výlučně u pacientů s nepříznivým lipidovým profilem. Nicméně většina z těchto korelací ztratila svou signifikanci po provedení vícenásobné regresní analýzy. Nejdůležitějším závěrem této studie tak zůstává nezávislá asociace FGF 21 s vWF a tPA u dyslipidemických pacientů. Plazmatické hladiny vWF se již dříve ukázaly být užitečným markerem endoteliální dysfunkce (215). Koncentrace vWF byla také identifikována jako nezávislý prediktor intimomediální tloušťky arteria carotis u asymptomatických dyslipidemických pacientů (216). Podobně i tPA se jeví průkazným parametrem endoteliální dysfunkce, když byl mj. prokázán jeho prediktivní potenciál pro kardiální příhody (217). 

Výsledky této práce představují jednak potvrzení signifikantní elevace hladin FGF 21 i u asymptomatických dyslipidemických pacientů se zvýšenými TG a ApoB, jednak průkaz vWF a tPA jako nezávislých prediktorů pro hladiny FGF 21 u stejné kohorty pacientů. Tato korelace může být znamením protrombogenního stavu u nositelů rizikového lipidového profilu a také možnosti endotelového poškození.


























4. A-FABP a intimomediální tloušťka společné karotidy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.

Adipocytární protein vázající mastné kyseliny (A-FABP) je řazen mezi „nepříznivé“ adipokiny a pravděpodobně představuje marker a/nebo prediktor metabolického syndromu, byl prokázán i jeho vztah k diabetu mellitu a kardiální dysfunkci.  V následujícím výzkumu jsme se proto zaměřili na zhodnocení vztahu A-FABP k intimomediální tloušťce společné karotidy jako markeru subklinické aterosklerózy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií s přítomností, resp. nepřítomností MetS.

4.1. Pacienti a metody.

Soubor studovaných jedinců tvořili zdraví dobrovolníci a asymptomatičtí dyslipidemičtí pacienti vyšetření v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc, u kterých byly vyloučeny možné příčiny sekundární hyperlipidemie: diabetes mellitus, hypotyreóza, ledvinná onemocnění, hepatopatie a nefrotický syndrom. Další vylučovací kritéria zahrnovala následující stavy: klinicky manifestní ateroskleróza prezentovaná koronární chorobou, cerebrovaskulárními nemocemi (ischemická cévní mozková příhoda apod.) a postižením periferních arterií, dále hypolipidemická léčba v předchozích 6 týdnech, hormonální terapie a přítomnost akutní infekce či traumatu v době vyšetření.  U všech zkoumaných osob byla odebrána anamnéza se zaměřením na kardiovaskulární problematiku, užívané léky a kouření. Byla realizována základní antropometrická vyšetření s výpočtem BMI a změřen systolický a diastolický krevní tlak (SBP, DBP). Studie byla schválena etickou komisí Lékařské fakulty Univerzity Palackého a Fakultní nemocnice v Olomouci a všichni pacienti podepsali informovaný souhlas.

Jedinci splňující zařazovací kritéria (n = 72) byli rozděleni do tří skupin: dyslipidemičtí jedinci s metabolickým syndromem (MetS+, n=17, 8 mužů a 9 žen), dyslipidemičtí jedinci bez metabolického syndromu (MetS-, n=34, 16 mužů a 18 žen) a kontrolní skupina zdravých dobrovolníků (n=21, 7 mužů a 14 žen). K průkazu metabolického syndromu byla použita kritéria dle NCEP-ATPIII panel 2001: obvod pasu (muži >102 cm, ženy >88 cm), hladina triglyceridů (TG) ≥ 1,7 mmol/l, hladina HDL cholesterolu (HDLc) (muži <1,04 mmol/l, ženy <1,30 mmol/l), krevní tlak ≥ 130/≥85 mm Hg a lačná glykemie ≥ 6,1 mmol/l. Přítomnost nejméně tří z výše uvedených faktorů diagnostikovala metabolický syndrom. 
Laboratorní analýza
Vzorky krve použité k vyšetřením byly odebírány při vstupní kontrole v lipidové poradně, a to ráno po minimálně 12hodinovém lačnění. Biochemické parametry, včetně A-FABP byly vyšetřeny stejným způsobem a metodami jako u předchozí studie (viz odd. 1.1. sekce Laboratorní vyšetření).  
Měření intimomediální tloušťky a. carotis communis
U všech studovaných jedinců bylo realizováno měření intimomediální tloušťky obou společných karotických tepen (arteria carotis communis, CCA) ultrazvukovým vyšetřením v B-módu s vysokým rozlišením (Philips Sonos 5500, 2004) s použitím lineární sondy s frekvencí 10 MHz anterolaterálním přístupem. Zobrazovaná oblast zahrnovala část těsně před rozšířením bulbu. Po získání optimálního obrazu vzdálené stěny CCA v oblasti 1 cm proximálně od bulbu byl tento zachycen v okamžiku kmitu R na paralelně prováděném EKG. Na obou CCA byly pořízeny 3 měření s videozáznamem. Vlastní měření intimomediální tloušťky společné karotidy (C-IMT) byla zpracována off-line pomocí softwaru Image-Pro plus (verze 4.0, Media-Cybernetics, Silver Spring, USA). Oblast, která byla předmětem hodnocení, byla stěna CCA vzdálená 1-2 cm v blízkosti uvedené hranice. Jako výsledek byl považován průměr z průměrů tří změřených C-IMT na každé straně. Plak byl definován jako fokální výčnělek do lumen o tloušťce alespoň o 50 % větší než sousední komplex intima-media. Subjekty s takovým nálezem v hodnocené oblasti nebyly zahrnuty do studie. Měření C-IMT bylo realizováno bez znalosti laboratorních výsledků.
Statistické zpracování dat
Statistická analýza byla provedena statistickým softwarem R ver. 3.4.2. (R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Číselné hodnoty výsledků byly vyjádřeny jako průměr ± standardní odchylka (SD).  Distribuce pozorovaných proměnných byly porovnány pomocí ANOVA analýzy a Studentovým t-testem resp. Kruskall-Wallisových a Wilcoxonovým testem. V případech více než dvou skupin byly provedena vícečetná srovnání pomocí Tukey resp. Nemenyiho testu.  Kategoriální data byla prezentována pomocí kontingenčních tabulek a analyzována Pearsonovým chí-kvadrát testem, resp. Fisherovým testem. Pro údaje všech jednotlivců a také pro skupinu zdravých kontrol a skupinu MetS- byly vytvořeny vícenásobné lineární modely hodnot C-IMT. Výběr funkcí byl založen na výsledcích regrese LASSO  (“Least Absolute Shrinkage and Selection Operator”) pro parameter lambda získaný jako minimální hodnota v 5násobné křížové validaci pro každou analyzovanou sadu dat (R package glmnet) (218).  U skupiny MetS+ nebylo lineární modelování realizováno vzhledem k prázdné množině nenulových koeficientů ve výsledcích Lasso regrese. V příhodných případech (existence nesignifikantních regresorů) byl proveden take krokový selekční process. 

4.2. Výsledky.
Základní demografické, klinické a laboratorní charakteristiky studovaných skupin jsou shrnuty v Tabulce 9 a na Obrázku 7. Dyslipidemičtí pacienti s MetS měli nejvyšší BMI a obvod pasu a předpokládaný nepříznivý lipidový a lipoproteinový profil (elevovaný TC, TG, nonHDLc, ApoB, poměr ApoB/ApoA1 a snížený HDLc a ApoA1) a také známky inzulínové rezistence (zvýšení inzulinémie a C-peptidu), a to i po adjustaci na věk a pohlaví.
Koncentrace A-FABP ve skupině MetS+ byly rovněž signifikantně vyšší v porovnání s MetS- i zdravými kontrolami, přičemž nebyl rozdíl v hladinách A-FABP mezi MetS- a kontrolami. Podobné výsledky ukázalo i měření C-IMT (signifikantně širší C-IMT ve skupině MetS+ oproti oběma ostatním skupinám s absencí vzájemné diference mezi MetS- a kontrolami). Ačkoliv byla pozorována korelace A-FABP s C-IMT ve spojené skupině dyslipidemických pacientů (MetS+ a MetS-) (r= 0,03, p <0,05), došlo ke ztrátě signifikance tohoto vztahu při vícenásobné lineární regresní analýze.  Koncentrace A-FABP nebyly prokázány jako nezávislý prediktor C-IMT u dyslipidemických pacientů i u zdravých kontrol. Naopak nezávislými prediktory C-IMT byly verifikovány věk, pohlaví, obvod pasu, nonHDLc a poměr ApoB/ApoA1, viz Tabulka 10 až 12.


Tabulka 9. Klinické a biochemické charakteristiky studovaných subjektů.
	Parameters
	Controls
	MetS-
	MetS+

	 
	n=21
	n=34
	n=17

	Age (years)
	47.0 ± 17.3
	40.8 ± 15.5
	47.9 ± 14.5

	A-FABP (μg/l)
	21.6 ± 11.0c
	21.5 ± 9.5c
	38.4 ± 30.1a,b

	C-IMT  (mm)
	0.60 ± 0.12c
	0.60 ± 0.14c
	0.80 ± 0.13a,b

	SBP (mm Hg)
	129.4 ± 14.3
	122.0 ± 14.3c
	139.3 ± 16.1b

	DBP (mm Hg)
	77.8 ± 7.8
	75.6 ± 9.5
	81.6 ± 8.7

	BMI (kg/m2)
	24.2 ± 3.0c
	24.8 ± 3.6c
	29.7 ± 4.0a,b

	Waist circumference (cm)
	78.5 ± 8.7c
	86.0 ± 11.4c
	100.5 ± 9.9a,b

	hs-CRP (mg/l)
	1.8 ± 2.4c
	2.9 ± 3.5
	3.4 ± 3.8a

	Total cholesterol (mmol/l)
	5.9 ± 0.8b,c
	7.4 ± 1.4a
	7.2 ± 1.9a

	Triglycerides  (mmol/l)
	1.0 ± 0.25b,c
	2.3 ± 1.75a,c
	4.2 ± 2.18a,b

	LDL- cholesterol (mmol/l)
	3.6 ± 0.76b
	4.9 ± 1.32a
	4.3 ± 1.6

	HDL-cholesterol (mmol/l)
	1.9 ± 0.42b,c
	1.5 ± 0.44a,c
	1.1 ± 0.26a,b

	nonHDL-cholesterol (mmol/l)
	4.0 ± 0.75b,c
	5.9 ± 1.41a
	6.2 ± 1.83a

	ApoA1 (g/l)
	1.9 ± 0.32c
	1.7 ± 0.43
	1.4 ± 0.26a

	ApoB (g/l)
	0.9 ± 0.18b,c
	1.4  ± 0.29a
	1.4 ± 0.38a

	ApoB/ApoA1
	0.5 ± 0.17b,c
	0.9 ± 0.30a
	1.0  ± 0.26a

	Fasting glycaemia (mmol/l)
	4.9 ± 0.37
	5.0 ± 0.55
	5.5 ± 0.91

	Insulin (mIU/l)
	7.4 ± 4.86c
	8.4 ± 3.74c
	12.5 ± 4.64a,b

	C-peptide (mg/l)
	510.9 ± 376.21c
	741.9  ± 235.76c
	1026.4 ± 345.66a,b



MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  A-FABP, adipocyte fatty acid-binding protein; IMT, carotid intima-media thickness; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; BMI, body mass index; hs-CRP, high sensitivity C reactive protein; ApoA1, Apo lipoprotein A1; ApoB, Apo lipoprotein B

Data are presented as mean ± standard deviation.
Differences in variables between subgroups were analyzed with ANOVA after adjustment for age and sex.  Significant difference p<0.05 at least - a  vs. Controls;  b vs. MetS-;  c vs. MetS+








Obrázek 7. Výskyt diabetu mellitu ve studovaných skupinách.
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MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  DM,  diabetes mellitus.
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	Tabulka 10.  Lineární modelování  C-IMT pro všechny studované subjekty (MetS+, MetS- , kontroly) po postupném selekčním procesu pro vstupní model s regresory: skupina, pohlaví, art. Hypertenze, věk, obvod pasu. nonHDLc a ApoB/ApoA1  (Multiple R2=0.71, Adjusted R2=0.69).

	

	

	 
	 
	 
	 
	 

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.1148
	0.0809
	0.161
	NS

	male gender
	0.0513
	0.0254
	0.048
	˂ 0.05

	hypertesion
	0.0514
	0.0275
	0.0666
	NS

	age
	0.0050
	0.0007
	0.000
	˂ 0.001

	waist circumference
	0.0019
	0.0011
	0.0851
	NS

	nonHDL-cholesterol
	0.0258
	0.0710
	0.000
	˂ 0.001

	Residuals:
	
	
	
	

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	-0.2480
	-0.0477
	0.0014
	0.0268
	0.2459



	Tabulka 11.  Lineární modelování  C-IMT pro  skupinu kontrol po vyloučení pozorování z iniciálného modelu se stejnými vstupními regresory.  (Multiple R2=0.89, Adjusted R2=0.87).

	

	

	
	 
	 
	 
	 

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.1434
	0,0809
	0.1610
	NS

	waist circumference
	0.0031
	0,0011
	0.0122
	˂ 0.05

	Residuals:
	
	
	
	

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	-0.0256
	-0.0255
	0.0062
	0.0162
	0.0505



	Tabulka 12. Linearní modelování  C-IMT  pro skupinu MetS- (Multiple R2=0.72, Adjusted R2=0.7).

	

	

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.2452
	0.0511
	0.0000
	˂ 0.001

	age
	0.0069
	0.0009
	0.0000
	˂ 0.001

	ApoB/apoA1
	0.1384
	0.0456
	0.0048
	˂ 0.01

	Residuals:
	
	
	
	

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	´-0.1986
	´-0.0359
	0.0085
	0.0384
	0.1299



4.3. Diskuse a závěr.
I v této části výzkumu byl potvrzen rizikový metabolický profil dyslipidemických pacientů s MetS. Rovněž koncentrace A-FABP v této skupině byly signifikantně vyšší ve srovnání s oběma ostatními zkoumanými skupinami (MetS-, kontroly), což ve shodě s výsledky dříve realizovaného výzkumu (viz oddíl 2). Nález rovněž  doplňuje mozaiku spojení A-FABP s rizikovými faktory aterosklerózy. Asociace hladin cirkulujícího A-FABP byla prokázána s obezitou, inzulínovou rezistencí, diabetem mellitem 2. typu, arteriální hypertenzí a kardiální dysfunkcí (111) (114) (115).  Vyšší vstupní koncentrace A-FABP byly také identifikovány jako nezávislý prediktor rozvoje metabolického syndromu v průběhu pětiletého sledování u kohorty čínských pacientů (112). Tso et al. ve své desetileté prospektivní studii na čínských pacientech prokázal nezávislou asociaci vyšších hladin A-FABP s rozvojem diabetu mellitu 2. typu (113). 
Vztah A-FABP a C-IMT byl v době výzkumu již znám z některých předchozích studií. Hao et al. nalezl pozitivní korelaci mezi sérovými koncentracemi A-FABP a subklinickou aterosklerózou v kohortě čínských premenopauzálních i postmenopauzálních žen s normální glukózovou tolerancí (219). V práci Yeunga et al. byly hladiny A-FABP silně asociovány s C-IMT u žen s normální glukózovou tolerancí i hyperglykemií (116). Zmíněné nálezy podporují domněnku, že  A-FABP není pouze slibný biomarker rozvoje aterosklerózy, ale že hraje důležitou roli přímo v patofyziologii jejího rozvoje. Z tohoto pohledu je překvapivé, že v naší studii jsme neprokázali A-FABP jako důležitý prediktor C-IMT na rozdíl od klasických faktorů zahrnujících věk, pohlaví, obvod pasu, dokonce ani při spojení všech skupin studovaných jedinců. Vysvětlení se nabízí několik. Prvním je malá velikost souboru (např. Yeung et al. 479 pacientů), která neumožnila dosáhnout statistické signifikance. Druhým faktorem je absence odděleného testování mužů a žen, vzhledem k průkazu vztahu A-FABP a C-IMT zejména u žen. Možný je i vliv rozdílné rasy testovaných subjektů (kavkazská x asijská). Patofyziologickým vysvětlením je úvaha o převaze proaterogenního efektu silnějších klasických rizikových faktorů u našich pacientů. 
Zajímavým zjištěním – novým, i když vedlejším – je průkaz poměru ApoB/ApoA1 jako důležitého nezávislého prediktoru C-IMT u skupiny dyslipidemických pacientů bez metabolického syndromu (MetsS-).  Z literatury je dosud známa asociace poměru ApoB/ApoA1 s metabolickým syndromem s předpokladem jeho použití právě jako citlivého prediktoru rozvoje tohoto metabolického stavu (220) (221). Panayiotou et al. demonstroval na zdravých dobrovolnících asociaci poměru ApoB/ApoA1 s časnou aterosklerózou. Při lineární regresní analýze byl poměr ApoB/APoA1 signifikantně asociován s ultrazvukovými měřeními časné aterosklerózy (mj. i C-IMT) (222).  Poznatek z naší studie podporuje použití poměru ApoB/ApoA1 jako užitečného parametru pro určení rizika aterosklerózy i u asymptomatických pacientů bez MetS.

Ve výše popsané studii jsme prokázali zvýšené sérové hladiny A-FABP a zvýšenou C-IMT u dyslipidemických pacientů s MetS oproti dyslipidemickým jedincům bez MetS i oproti zdravým kontrolám. Překvapivě ale nebyla dokázána nezávislá asociace A-FABP s C-IMT. Zajímavým vedlejším nálezem je průkaz nezávislé asociace poměru ApoB/ApoA1 s C-IMT u dyslipidemických pacientů bez metabolického syndromu, což doplňuje dosud známé údaje podporující užití tohoto poměru jako užitečného parametru pro určení rizika aterosklerózy a kardiovaskulárního rizika.












5. FGF 21 a intimomediální tloušťka společné karotidy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.

FGF 21 jako člen rodiny fibroblastových růstových faktorů se účastní vícečetných metabolických pochodů, zvláště těch, které souvisejí s nutričním stavem. Provedené výzkumy prokázaly příznivé působení na metabolismus lipidů a glukózy na zvířecích modelech, na druhé straně ale byly vyšší hladiny FGF 21 nalezeny u lidí s metabolickými onemocněními, jako diabetes mellitus 2. typu, obezita, nealkoholická steatóza jater a koronární chorobou (130). Tento fakt je vysvětlován stavem se zvýšenou rezistencí na působení FGF 21, eventuálně jako kompenzační odpověď organismu na zvýšené kardiovaskulární riziko. V následující studii jsme se proto zaměřili na zhodnocení vztahu FGF 21 k intimomediální tloušťce společné karotidy jako markeru subklinické aterosklerózy u asymptomatických pacientů s dyslipidemií.

5.1. Pacienti a metody.
Soubor studovaných jedinců tvořilo celkem 103 asymptomatických dyslipidemických pacientů vyšetřených v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc, u kterých byly vyloučeny možné příčiny sekundární hyperlipidemie: diabetes mellitus, hypotyreóza, ledvinná onemocnění, hepatopatie a nefrotický syndrom. Další vylučovací kritéria zahrnovala následující stavy: klinicky manifestní ateroskleróza prezentovaná koronární chorobou, cerebrovaskulárními nemocemi (ischemická cévní mozková příhoda apod.) a postižením periferních arterií, dále hypolipidemická léčba v předchozích 6 týdnech, hormonální terapie a přítomnost akutní infekce či traumatu v době vyšetření. Kontrolní skupinu tvořilo 50 zdravých dobrovolníků. U všech zkoumaných osob byla odebrána anamnéza se zaměřením na kardiovaskulární problematiku, užívané léky a kouření. Byla realizována základní antropometrická vyšetření s výpočtem body mass indexu (BMI) a změřen systolický a diastolický krevní tlak (SBP, DBP). Studie byla schválena etickou komisí Lékařské fakulty Univerzity Palackého a Fakultní nemocnice v Olomouci a všichni pacienti podepsali informovaný souhlas.
Pacienti splňující zařazovací kritéria (n = 103) byli rozděleni do dvou skupin na podkladě přítomnosti metabolického syndromu (MetS): jedinci s metabolickým syndromem (MetS+, n=50, 28 mužů a 22 žen) a jedinci bez metabolického syndromu (MetS-, n=53, 25 mužů a 28 žen). Kontrolní skupina zahrnovala 50 zdravých jedinců. K průkazu metabolického syndromu byla použita kritéria dle NCEP-ATPIII panel 2001: obvod pasu (muži >102 cm, ženy >88 cm), hladina triglyceridů (TG) ≥ 1,7 mmol/l, hladina HDL cholesterolu (HDLc) (muži <1,04 mmol/l, ženy <1,30 mmol/l), krevní tlak ≥ 130/≥85 mm Hg a lačná glykemie ≥ 6,1 mmol/l. Přítomnost nejméně tří z výše uvedených faktorů diagnostikovala metabolický syndrom. Hyperlipidemie byla pro účely výzkumu definována jako přítomnost koncentrace sérových TG ≥ 1,5 mmol/l a/nebo koncentrace ApoB ≥ 1,2 g/l. Hodnota TG byla zvolena vzhledem k vyššímu zastoupení malých denzních LDL částic od zmíněné hladiny (195),  hladina ApoB pak v důsledku prokázaného rapidně se zvyšujícího kardiovaskulárního rizika od udané koncentrace (196).
Laboratorní analýza
Vzorky krve použité k vyšetřením byly odebírány při vstupní kontrole v lipidové poradně, a to ráno po minimálně 12hodinovém lačnění. Biochemické parametry, včetně FGF 21 byly vyšetřeny stejným způsobem a metodami jako u předchozí studie (viz odd. 1.1. sekce Laboratorní vyšetření).  
Měření intimomediální tloušťky a. carotis communis
U všech studovaných jedinců bylo realizováno měření intimomediální tloušťky obou společných karotických tepen stejným způsobem jako v předchozí studii (viz odd. 4.1., sekce Měření intimomediální tloušťky a. carotis communis).
Statistické zpracování dat

Číselné hodnoty výsledků byly vyjádřeny jako průměr ± standardní odchylka (SD), parametry s nerovnoměrnou distribucí také jako mediány s interkvartilovým rozpětím. Pro ověření normální distribuce byl užit Kolmogorovův-Smirnovův test. Proměnné s nerovnoměrnou distribucí (FGF 21, hs-CRP, TG, inzulín, C-peptid) byly logaritmicky transformovány k normalizaci jejich distribuce před vlastní statistickou analýzou. Rozdíly mezi změřenými veličinami byly analyzovány pomocí ANOVA po adjustaci na věk a pohlaví.  Ke statistickému zhodnocení korelace mezi jednotlivými parametry byly použity Pearsonova korelační analýza pro veličiny s normálním rozložením a univariantní Spearmanova korelační analýza pro veličiny s nerovnoměrnou distribucí. Pro otestování nezávislé asociace mezi závisle proměnnými a nezávisle proměnnými byla zvolena vícenásobná regresní analýza. Ke statistickému zpracování dat byl použit statistický software SPSS Statistics, verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA), všechny testy byly realizovány na úrovni signifikance 0,05.

5.2. Výsledky.
Základní klinické a laboratorní charakteristiky studovaných jedinců jsou shrnuty v Tabulce 13. Stejně jako v předchozích studiích měli dyslipidemičtí pacienti s MetS nepříznivý lipidový a lipoproteinový profil (elevace TC, TG, nonHDLc, ApoB a snížení HDLc a ApoA1) a známky inzulínové rezistence (zvýšené hladiny glukózy, inzulínu a C-peptidu).  Také koncentrace FGF 21 byly u této skupiny signifikantně vyšší, a to jak proti MetS-, tak kontrolní skupině, zatímco mezi MetS- a kontrolami nebyl tento rozdíl zaznamenán. Podobné výsledky byly nalezeny také u C-IMT: signifikantně širší C-IMT u MetS+ oproti MetS- a kontrolám. Mezi MetS- a kontrolami tento rozdíl nebyl prokázán.
Hladiny FGF 21 korelovaly u MetS+ pozitivně s kouřením a TG, u MetS- s C-IMT (Obrázek 7), věkem, C-peptidem a kouřením. Při spojení obou dyslipidemických skupin (MetS+ a MetS-) byla vyjádřena korelace s více parametry – pozitivní s IMT, věkem, obvodem pasu, BMI, TG, nonHDLc, C-peptidem a kouřením, negativní s HDLc. Souhrnně jsou vztahy vyjádřeny v Tabulce 14.
K posouzení existence nezávislé asociace korelovaných parametrů s C-IMT byla provedena vícenásobná regresní analýza s C-IMT jako závisle proměnnou a korelovanými parametry jako nezávislými prediktory (Tabulka 15). 
Ve skupině MetS- si zachovala IMT nezávislou asociaci s FGF 21 a nonHDLc (beta = 0,3449, p = 0,01 resp. beta = 0,1775, p <0,05), na rozdíl od ostatních skupin, kde nebyla nezávislá asociace prokázána.


Tabulka 13.  Klinické a biochemické charakteristiky studovaných jedinců.
	Parameters
	Controls
	MetS-
	MetS+

	 
	n=50
	n=53
	n=50

	Age (years)
	45.2 ± 17.0
	41.8 ± 14.6
	48.4 ± 11.4

	FGF 21 (ng/l)
	141.0 (68.5-210.1)c
	169.2 (106.1-255.7)c
	290.6 (200.3-537.6)a,b

	IMT  (mm)
	0.65 ± 0.12c
	0.65 ± 0.14c
	0.76 ± 0.13a,b

	SBP (mm Hg)
	129.7 ± 14.6
	123.6 ± 14.8c
	135.2 ± 13.7b

	DBP (mm Hg)
	79.2 ± 9.3b
	76.0 ± 17.0a,c
	81.6 ± 7.4b

	BMI (kg/m2)
	25.5 ± 4.7c
	25.0 ± 3.9c
	30.0 ± 3.8a,b

	Waist circumference (cm)
	84.8 ± 14.8c
	87.2 ± 11.4c
	100.5 ± 13.1a,b

	hs-CRP (mg/l)
	1.00 (0.50-2.20)c
	1.75 (0.73-2.98)c
	2.70 (1.10-4.30)a,b

	Total cholesterol (mmol/l)
	5.62 ± 0.88b,c
	7.19 ± 1.31a
	7.42 ± 1.70a

	Triglycerides  (mmol/l)
	1.05 (0.83-1.21)c
	1.78 (1.54-2.72)c
	3.81 (2.34-7.12)a,b

	LDL- cholesterol (mmol/l)
	3.47 ± 0.78b
	4.76 ± 1.24a
	3.79 ± 1.65b

	HDL-cholesterol (mmol/l)
	1.68 ± 0.50b,c
	1.42 ± 0.38a,c
	1.08 ± 0.29a,b

	nonHDL-cholesterol (mmol/l)
	3.94 ± 0.81b,c
	5.77 ± 1.29a
	6.27 ± 2.11a

	ApoA1 (g/l)
	1.70±0.40c
	1.64±0.37c
	1.40±0.24a,b

	ApoB (g/l)
	0.91 ± 0.18b,c
	1.33 ± 0.27a
	1.29 ± 0.36a

	Fasting glycaemia (mmol/l)
	5.09 ± 0.58c
	5.06 ± 0.52c
	5.94 ± 1.35a,b

	Insulin (mIU/l)
	6.85 (4.68-11.30)c
	8.00 (6.30-10.05)c
	11.85 (8.46-15.85)a,b

	C-peptide (mg/l)
	653.5 (411.7-1019.0)c
	714.0 (532.5-923.5)c
	1079.0 (771.3-1486.5)a,b


MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  FGF 21, fibroblast growth factor 21; IMT, carotid intima-media thickness; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; BMI, body mass index; hs-CRP, high sensitivity C reactive protein; ApoA1, Apo lipoprotein A1; ApoB, Apo lipoprotein B

Data are presented as mean± standard deviation for parameters with normal distribution  
or median (interquartile range) for parameters with skew distribution.
Parameters with skewed distribution (FGF 21, CRP, TG, insulin, C-peptide) were log transformed to normalize their distribution before statistical analysis.
Differences in variables between subgroups were analyzed with ANOVA after adjustment for age and sex.  Significant difference  p<0.05 at least - a  vs. Controls;  b vs. MetS-;  c vs. MetS+









Obrázek 8. Korelace mezi hladinami FGF 21 a C-IMT u dyslipidemických pacientů bez metabolického syndromu (MetS-). r = 0,486, p <0,01.
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	Tabulka 14. Korelace FGF 21 s různými biochemickými a klinickými parametry.


	

	 
	FGF21 Controls
	FGF21 MetS-
	FGF21 MetS+
	FGF21 MetS+ and MetS-

	IMT
	-0.043
	0.486
	0.264
	0.573

	 
	0.856
	0.006
	0.324
	0.000

	Age 
	-0.037
	0.468
	0.081
	0.310

	
	0.809
	0.001
	0.584
	0.002

	Sex
	-0.283
	-0.115
	0.018
	0.008

	 
	0.056
	0.443
	0.902
	0.938

	Waist circumference
	-0.044
	0.223
	0.194
	0.459

	
	0.803
	0.192
	0.251
	0.000

	BMI
	0.115
	0.216
	0.127
	0.374

	 
	0.459
	0.145
	0.391
	0.000

	SBP
	-0.038
	-0.051
	0.059
	0.163

	
	0.801
	0.745
	0.697
	0.127

	DBP
	-0.033
	-0.050
	0.225
	0.200

	 
	0.829
	0.751
	0.133
	0.060

	Total cholesterol
	-0.130
	0.086
	0.241
	0.169

	
	0.390
	0.561
	0.099
	0.099

	Triglycerides
	0.143
	0.164
	0.349
	0.444

	 
	0.343
	0.265
	0.015
	0.000

	LDL-cholesterol
	-0.194
	0.133
	-0.070
	-0.071

	
	0.195
	0.366
	0.642
	0.499

	HDL-cholesterol
	0.028
	-0.159
	-0.064
	-0.278

	 
	0.851
	0.279
	0.667
	0.006

	nonHDL-cholesterol
	-0.188
	0.134
	0.246
	0.202

	
	0.210
	0.365
	0.093
	0.048

	ApoA1
	0.119
	-0.064
	-0.041
	-0.183

	 
	0.435
	0.664
	0.781
	0.074

	ApoB
	-0.098
	0.162
	0.142
	0.093

	
	0.517
	0.273
	0.335
	0.367

	hs-CRP
	0.000
	0.009
	0.127
	0.136

	 
	1.000
	0.953
	0.400
	0.196

	Fasting glycaemia
	0.042
	0.155
	-0.048
	0.125

	
	0.782
	0.294
	0.745
	0.226

	C-peptide
	0.408
	0.333
	-0.045
	0.273

	 
	0.005
	0.021
	0.765
	0.007

	Smoking
	0.385
	0.375
	0.496
	0.452

	 
	0.008
	0.009
	0.000
	0.000


MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+, dyslipidemic patients with metabolic syndrome; FGF 21, fibroblast growth factor 21; IMT, carotid intima media thickness; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; BMI, body mass index; hs-CRP, high sensitivity C reactive protein; ApoA1, Apo lipoprotein A1; ApoB, Apo lipoprotein B

Spearman correlation analysis for parameters with skewed distribution (FGF 21, CRP, TG, insulin, C-peptide). Bold values indicate significance at p<0.05.
	
Tabulka 15. Vícenásobná lineární regresní analýza ukazující parametry se signifikantní nezávislou asociací s C-IMT u různých studovaných skupin. 

	


	 
	 
	 
	FGF 21*
	TG*
	Waist 
	nonHDL-C
	SBP

	MetS-
	Full RM
	beta
	0.3449
	-0.0091
	0.2432
	0.1775
	-

	 
	 
	p-value
	0.0110
	0.8564
	0.2376
	0.0453
	-

	 
	Stepwise RM
	beta
	0.3401
	-
	0.2351
	0.1738
	0.2489

	 
	 
	p-value
	0.0110
	-
	0.2456
	0.0468
	0.1449

	MetS+
	Full RM
	beta
	-0.0124
	-0.1057
	0.5756
	0.1896
	0.2458

	 
	 
	p-value
	0.9158
	0.0255
	<0.001
	0.0059
	0.0363

	 
	Stepwise RM
	beta
	-
	-0.1057
	0.5706
	0.1878
	0.2439

	 
	 
	p-value
	-
	0.0240
	<0.001
	0.0044
	0.0336

	MetS- 
	Full RM
	beta
	0.1787
	-0.0759
	0.4354
	0.1582
	0.2030

	and
	 
	p-value
	0.0604
	0.0044
	<0.001
	0.0021
	0.0395

	MetS+
	Stepwise RM
	beta
	0.1787
	-0.0759
	0.4354
	0.1582
	0.2030

	 
	 
	p-value
	0.0604
	0.0043
	<0.001
	0.0044
	0.0400


MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+, dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  FGF 21, fibroblast growth factor 21; IMT, carotid intima media thickness; SBP, systolic blood pressure; TG, triglycerides; nonHDL-C, nonHDL-cholesterol; Waist, waist circumference; RM, regression model.
*Log transformed before analyses. Bold values indicate significance at p<0.05
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5.3. Diskuse a závěr.
I v této práci byly potvrzeny zvýšené hladiny FGF 21 u dyslipidemických pacientů s MetS, což odpovídalo i nečetným literárním údajům v době realizace studie (150). FGF 21 jako člen rodiny fibroblastových růstových faktorů se účastní vícečetných metabolických pochodů, zvláště těch, které souvisejí s nutričním stavem. Provedené výzkumy prokázaly příznivé působení na metabolismus lipidů a glukózy na zvířecích modelech, na druhé straně ale byly vyšší hladiny FGF 21 nalezeny u lidí s kardiometabolickými onemocněními, jako diabetes mellitus 2. typu, obezita, nealkoholická steatóza jater a koronární chorobou (130). Tento fakt je vysvětlován stavem se zvýšenou rezistencí na působení FGF 21, viz odd. 3.3., eventuálně jako kompenzatorní odpověď organismu na zvýšené kardiovaskulární riziko (181). 
Hlavním cílem naší studie však bylo objasnění vztahu FGF 21 a C-IMT u dyslipidemických jedinců, o kterém byla v době realizace výzkumu k dispozici jen velmi omezená literární data.  U asymptomatických pacientů s dyslipidemií jsme potvrdili pozitivní korelaci hladin FGF 21 s C-IMT, ovšem jako nezávislá se ukázala být pouze u dyslipidemických jedinců bez přítomnosti metabolického syndromu (MetS-).  Z literárních údajů pouze Chow et al. demonstroval nezávislou pozitivní asociaci FGF 21 a C-IMT ve skupině zdravých Číňanů, ale pouze u žen, nikoliv u mužů (170).  Autoři tento rozdíl vysvětlují převažujícím vlivem silnějších rizikových faktorů pro kardiovaskulární onemocnění u mužů ve zkoumané skupině zahrnující jednak zvýšené procento kuřáků a průměrným vyšším věkem.  Podobně lze spekulovat o výsledcích i v naší studii, tj. absence zjištění nezávislé pozitivní korelace u dyslipidemických pacientů s metabolickým syndromem (MetS+). U těchto pacientů jsme nalezli signifikantně vyšší hodnoty zavedených klinických a laboratorních kardiovaskulárních rizikových faktorů: BMI, obvod pasu, lačná glykemie). Dále mohlo sehrát svou roli vyšší zastoupení mužů s ve skupině MetS+, kteří byli rovněž častěji kuřáky. Přitom byla nalezena signifikantní korelace FGF 21 s kouřením ve všech sledovaných skupinách (viz Tabulka 10).  Pozdější studie se zaměřily na studium vztahu FGF 21 a aterosklerózy zejména u nemocných s diabetem 2. typu.  Xiao et al. prokázal výzkumem na 212 nově diagnostikovaných diabeticích 2. typu vyšší hladiny FGF 21 při přítomnosti subklinické aterosklerózy, které korelovaly pozitivně s C-IMT a iliakální IMT, paradoxně zejména u žen (173). V podobné studii porovnávající 213 subjektů s normální glukozovou tolerancí a diabetem 2. typu byla identifikována korelace FGF 21 s diabetem 2. typu. Pacienti v této studii také měli častěji aterosklerotické karotické pláty (169). Nečetné další výzkumy také ukázaly vztah mezi hladinami FGF 21 a diabetem mellitem 2. typu se silnější korelací u subjektů se subklinickou aterosklerózou (200) (223).

V naší studii jsme prokázali zvýšené sérové hladiny FGF 21 a zvýšenou C-IMT u dyslipidemických pacientů s MetS oproti dyslipidemickým jedincům bez MetS i oproti zdravým kontrolám. Ve skupině MetS- pak byla pak nalezena nezávislá pozitivní asociace IMT s FGF 21.














SOUHRN VÝSTUPŮ DISERTAČNÍ PRÁCE

Z výsledků provedených studií vyplývají následující hlavní zjištění:
1. Prokázali jsme pozitivní asociaci adiponektinu s A-FABP a zejména pozitivní reciproční asociace mezi hladinami FGF 21 a A-FABP u asymptomatických dyslipidemických pacientů s dominancí ve skupině s metabolickým syndromem. 

2. U A-FABP jsme potvrdili jeho asociaci s markery inzulínové rezistence a nově prokázali jeho nezávislou asociaci s hemostatickým markerem vWF u asymptomatických dyslipidemických pacientů přispívající k vysvětlení patofyziologického postavení A-FABP v procesu vzniku endoteliální dysfunkce a ateroskleróze.


3. U FGF 21 jsme prokázali jeho zvýšené hladiny u asymptomatických dyslipidemických pacientů a zejména také nově nezávislou asociaci s hemostatickými markery vWF a tPA. Tato korelace může být znamením protrombogenního stavu u nositelů rizikového lipidového profilu a také možnosti endotelového poškození.  Dále byla verifikována nezávislá asociace FGF 21 s C-IMT  u dyslipidemických pacientů bez přítomnosti metabolického syndromu.

4. Zajímavým vedlejším nálezem je průkaz nezávislé asociace poměru ApoB/ApoA1 s C-IMT u dyslipidemických pacientů bez metabolického syndromu, což doplňuje dosud známé údaje podporující užití tohoto poměru jako užitečného parametru pro určení rizika aterosklerózy a kardiovaskulárního rizika.
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SEZNAM ZKRATEK
AdipoR1            membránový receptor pro adiponektin 1
AdipoR2            membránový receptor pro adiponektin 2
A-FABP            adipocytární protein vázající mastné kyseliny („Adipocyte Fatty 
                           Acid – binding Protein“)
AI                       aterogenní index plazmy
AMPK                adenosinmonofosfátem aktivovaná proteinkináza 

ANOVA              analýza variance

ANCOVA            analýza kovariance

ApoA1               apolipoprotein A1
ApoB                  apolipoprotein B
BAT                    hnědá tuková tkáň („Brown Adipose Tissue“ )
BMI                    index tělesné hmotnosti („Body Mass Index“)
CCA                   společná karotická arterie (a. carotis communis) („Common Carotid 
                            Artery“)
C-IMT               intimomediální tloušťka společné karotidy
CRP                   C-reaktivní protein („C-reactive protein“)
DBP                   diastolický krevní tlak („diastolic blood pressure“)
ELISA               imunoenzymatická metoda „Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay“
FABPs               proteiny vázající mastné kyseliny („Fatty Acid-binding Proteins“)
FFA                    volné mastné kyseliny („Free Fatty Acids“)
FGF                   fibroblastový růstový faktor („Fibroblast Growth Factor“)
FGFR                receptor pro fibroblastové růstové faktory
FGF 21              fibroblastový růstový faktor 21 („Fibroblast Growth Factor 21“)
HDL                  lipoprotein o vysoké hustotě („High Density Lipoprotein“)
HDLc                HDL cholesterol
HOMA             „Homeostasis Model Assessment Index“
hs-CRP             vysoce senzitivní C-reaktivní protein („high sensitivity C-reactive  
                           protein“)
IRMA                imunoradiometrická analýza
JNK                   C-Jun N-terminální kináza
LASSO             “Least Absolute Shrinkage and Selection Operator”
LDL                   lipoproteiny s nízkou hustotou
LDLc                 LDL cholesterol 
MAPK               mitogenem aktivovaná proteinkináza  („Mitogen-Activated Protein 
                           Kinase“)
MetS                 metabolický syndrom
MetS-                skupina studovaných dyslipidemických jedinců bez metabolického 
                          syndromu
MetS+               skupina studovaných dyslipidemických jedinců s metabolickým 
                          syndromem
mRNA              mediátorová ribonukleová kyselina („messenger ribonucleic acid“)
NFκB                nukleární faktor kappa B
nonHDLc          non – HDL cholesterol
NT-proBNP      N-terminální prohormon mozkového natriuretického peptidu
PAI-1                 inhibitor plazminového aktivátoru 4G/5G 
PPAR-α            „Peroxisome Proliferator-Activated Receptor α“
PPAR-γ            „Peroxisome Proliferator-Activated Receptor γ“
SBP                    systolický krevní tlak („systolic blood pressure“)
s-ICAM-1         solubilní interacelulární adehzivní molekula 1 („soluble Intercellular 
                          Adhesion Molecule-1“)
sTBM                solubilní trombomodulin 
s-VCAM-1        solubilní vaskulární adhezivní molekula 1 („soluble Vascular Cell  
                           Adhesion   Molecule-1“ )
TC                     celkový cholesterol
TG                     triacylglyceroly
TNF-α               faktor nekrotizující nádory-α („Tumor Necrosis Factor-α“)
t-PA                   aktivátor tkáňového plazminogenu 
vWF                  von Willebrandův faktor 
WAT                bílá tuková tkáň („White Adipose Tissue“)
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A-FABP and IMT of CCA in dyslipidemic patients

Summary:
Background: Diseases caused by atherosclerosis play the most important role in mortality and morbidity worldwide. Serum adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) seems to be a new promising marker to determine the risk of atherosclerosis. 
Objective: The aim of this study was to evaluate relationships between serum A-FABP levels in studied individuals and   to assess the possibility of modeling intima media thickness of common carotid artery (C-IMT) by A-FABP levels and other observed characteristics.  
Methods: Seventy two Caucasian individuals were enrolled and divided into 3 groups: dyslipidemic patients with or without metabolic syndrome (MetS+, n=17; MetS-, n= 34) and controls (n=21).  
Results: There was confirmed the well-established risk profile of individuals with MetS (unfavorable lipid and lipoprotein profile, as well as increased parameters of insulin resistence and C-IMT).  A-FABP concentrations in this group were significantly higher in comparison with both MetS- and controls. By using multiple linear  regression  models of  C-IMT values  for all individuals  data and  also for subset of healthy controls  and dyslipidemic patients without metabolic syndrome (MetS-) A-FABP levels was  not  reveal  as an  important predictor  of  C-IMT  in our model.  In contrast, age, gender, waist circumference, nonHDL cholesterol levels and ApoB/ApoA1 ratio were important repressors of C- IMT in study individuals.  This finding may be attributed to the overwhelming effect of other more robust risk factors for atherosclerosis in these individuals.
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Introduction
Diseases caused by atherosclerosis as stroke or myocardial infarction play the most important role in mortality and morbidity worldwide, especially in highly developed countries. New markers for onset of atherosclerosis are searching.  Serum adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) seems to be a new promising marker to determine the risk of atherosclerosis.
Adipocyte fatty acid-binding protein (A-FABP) is a member of the fatty acid binding protein super family, accounting for approximately   6% of total cellular proteins in mature adipocytes1. It is also present in macrophages, which possess similar functions as adipocytes, and modulated by proliferator-activated receptor-c agonists and oxidized low density lipoproteins2.  Recently, ectopic expression and function of A-FABP in several other types of cells and tissues (for example endothelial cells of capillaries and small veins in the heart and kidney) have been demonstrated3. A-FABP-deficient mice are protected from insulin resistance, hyperglycemia, and atherosclerosis4,5.  It has been demonstrated that A-FABP is released into the human blood stream6.  
Human serum A-FABP  levels  are significantly higher in men than in women, possibly because of the larger amount of body fat  in  women6,7. Its circulating levels are elevated  in patients with obesity and other components of the metabolic syndrome, including adverse lipid profiles, hyperglycemia and hypertension, independently of sex, age and adiposity6, 8-10.  Serum A-FABP levels correlate also positively with markers of endothelial dysfunction, and coronary  atherosclerotic burden11-15.  
High concentration of A-FABP at baseline was an independent predictor for the development of metabolic syndrome during a five-year follow-up period in a Chinese population16.  A 10-year prospective study also showed that high level of A-FABP at baseline independently predicted the development of type 2 diabetes17.  Associations of A-FABP levels with the development of left ventricular (LV) hypertrophy and with systolic and diastolic cardiac dysfunction have also been reported18-21. These findings support the role of A-FABP as a key pro-inflammatory mediator that links obesity with cardiovascular damage and atherosclerosis. 
The aim of this cross sectional study was to evaluate relationships between serum A-FABP levels in studied individuals and to assess the possibility of modeling intima media thickness  of common carotid artery (C-IMT)  by  A-FABP  levels and  other  observed characteristics.

Methods
Study design and subjects
The study cohort included Czech asymptomatic dyslipidemic subjects and healthy volunteers who underwent C-IMT measurement in the Lipid Centre of the Department of Internal Medicine III, University Hospital Olomouc, Czech Republic. Medical history was obtained and physical examination was performed, including measurement of waist circumference, body mass index (BMI), and systolic and diastolic pressure (SBP, DBP).  Patients with following conditions were excluded from the study: secondary hyperlipidemia                                   (hypothyroidism, renal or hepatic diseases, nephrotic syndrome),  hypolipidemic therapy in previous 6 weeks, hormone  therapy, acute infection  or  trauma  and history of clinically manifested atherosclerosis (coronary artery disease, cerebrovascular disease or  peripheral arterial disease).  Individuals who met criteria mentioned above (72 subjects, 31 men and   41 women) were divided into three groups:  17 hyperlipidemic patients with presence of metabolic syndrome (MetS+, men/women: 8/9, mean age: 47.9 ± 14.5 years), 34 hyperlipidemic patients with absence of metabolic syndrome (MetS-, men/women: 16/18, mean age:  40.8 ± 15.5 years) and 21 normolipidemic healthy subjects (men/women: 7/14, mean age: 47.0 ± 17.3 years) who served as a control group. Diagnosis of metabolic syndrome  was based on a modified version of the  National Cholesterol Education Program  Adult Treatment Panel (NCEP ATP III) and defined as the presence of at least three of the following at baseline:  waist circumference  (men  ˃ 102 cm, women  ˃ 88 cm), triglycerides (TG) ≥ 1.7 mmol/l, HDL cholesterol  (men  ˂ 1.04 mmol/l , women ˂ 1.30 mmol/l),  blood pressure  ≥ 130/≥ 85 mm Hg and fasting glucose ≥ 6.1 mmol/l.  Presence of metabolic syndrome was evaluated at the time of first patient examination in the lipid center.  The study was reviewed and approved by Ethics Committee of   Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc and University Hospital Olomouc and informed consent was obtained from all participants.
Laboratory analysis
All subjects were assessed after overnight fasting for at least 12 hours. Venous blood samples were obtained and after centrifugation, the serum was used for analysis.  Routine serum biochemical parameters were analyzed in the day of blood collection, concentrations of adipokines were measured in the sample aliquots stored at -80 °C, no longer than 6 months. Total cholesterol (TC), TG and high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) were determined enzymatically on Modular SWA system (Roche, Basel, Switzerland). HDL-C was measured by direct method without precipitation of apoB containing lipoproteins.  Low density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels were calculated using Friedewald formula. Non-HDL-cholesterol (nonHDL-C) was calculated as TC – HDL-C.  Concentration of apoB and apolipoprotein A1 (apoA1) were determined immunoturbidimetrically using Tina-Quant ApoB and ApoA-1 kits (Roche, Basel, Switzerland).  Glucose was measured using GOD-PAP method (Roche, Basel, Switzerland).  A-FABP was determined using Human A-FABP ELISA kit (Biovendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Republic).
Measurement of carotid IMT
High-resolution B-mode ultrasound (Philips Sonos 5500, 2004) was used to measure the IMT of the common carotid arteries (CCA).  Linear array transducers with frequency of 10 MHz were used.   Anterolateral approach was used to longitudinally image the right and left CCA.   This image was displayed just before the widening of the bulb. When an optimal longitudinal image of the far wall of the CCA in the region of 1 cm proximally from the bulb was obtained, it was frozen on the R wave according to a simultaneous ECG and video tapered. Three video records were made on both CCA. C-IMT measurements were processed off-line using the software Image-Pro plus (Version 4.0, Media –Cybernetics, Silver Spring, USA). The region under evaluation was the CCA wall 1-2 cm distant proximally from the mentioned border. The average of all mean C-IMT of three frozen images of both sides was chosen as outcome variable.  Plaque was defined as a focal protrusion into the lumen with a thickness of at least 50% more than adjacent intima-media complex. Subjects with this atherosclerotic plaque in the evaluated region were not included in the study.  The measurement of C-IMT was made without knowledge of laboratory results.
Statistical analysis
Statistical analyses were performed with software R, ver. 3.4.2. (ref.22). Data in tables were summarized as mean and standard deviation.  Distributions of observed variables were compared with ANOVA and Student’s t-test, resp. Kruskall-Wallis and Wilcoxon test.  In case of more than two groups, multiple comparisons were done with Tukey test, resp. Nemenyi test.  Distribution of categorical variables were presented as contingency tables and analyzed with Pearson’s chi-square test, resp. Fisher’s exact test. Multiple linear models of IMT values were built for all individuals’ data and also for subset of healthy controls and dyslipidemic patients without metabolic syndrome (MetS-). Feature selection was based on LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) regression results for lambda parameter obtained as minimal value in 5-fold cross-validation process for each analyzed set of data (R package glmnet) (ref.23). Linear model for dyslipidemic patients with metabolic syndrome was not performed due to empty non-zero coefficient set of Lasso regression results for these subset of patients. In suitable cases (existence of non-significant regressors), a stepwise selection process was also performed. In case of healthy subset, based on fit diagnostic plot (Cook’s distance), one leverage observation was excluded in final model.

Results
The demographic, clinical and biochemical characteristic of the investigated groups are summarized in Table 1 and Figure 1, 2.  Individuals with MetS (MetS+) had highest BMI and waist circumference and   expected unfavorable lipid and lipoprotein profiles (elevated TC, TG, and nonHDL-C, ApoB, ApoB/ApoA1 ratio and decreased HDL-C and ApoA1) and signs of insulin resistance (increased levels of insulin and C-peptide).  A-FABP concentrations in this group were significantly higher in comparison with both MetS- and controls.  Differences in A-FABP levels between MetS- and controls were not significant.  Similar results were found in C-IMT (significantly thicker C-IMT in MetS+ than in MetS- and in controls, but no difference between MetS- and controls).   
By using multiple linear regression models of  C-IMT values  for all individuals  data and  also for subset of healthy controls  and dyslipidemic patients without metabolic syndrome (MetS-)  A-FABP level was  not  reveal  as an  important predictor  of  C-IMT.  Only age, gender, waist circumference, nonHDL cholesterol levels and ApoB/ApoA1 ratio were important regressors of C-IMT – see Tab. 2, 3, 4.

Discussion
In the current study we confirmed the well-established risk profile of individuals with MetS. They had unfavorable lipid and lipoprotein profiles, as well as increased parameters of insulin resistence.  A-FABP concentrations in this group were significantly higher in comparison with both MetS- and controls.  This finding is  consistent with the results of previous studies and our previous reports12.   It has been  reported that increased circulating A-FABP levels are associated with obesity, insulin resistance, type 2 diabetes, hypertension, cardiac dysfunction, and atherosclerosis6,14,16,17,24,25.  High concentration of A-FABP at baseline was an independent predictor for the development of metabolic syndrome during a five-year follow-up period in a Chinese population16.  A 10-year prospective study also showed that high level of  A-FABP  independently predicted  the development of type 2 diabetes17. 
Relationship between serum A-FABP and C-IMT was observed in some previous studies. Hao Y. et al. revealed a positive correlation between serum A-FABP and subclinical atherosclerosis in a cohort of Chinese pre- and postmenopausal women with normal glucose tolerance26. A study from Yeung et al.  reported that serum A-FABP levels were strongly associated with  C-IMT in women including both hyperglycemia and normal glucose tolerance14. These findings support the notion  that circulating A-FABP  is not only a potent biomarker but also plays an important  role, as an adipokine, in the development of  atherosclerosis. 
From this point of  view  is surprising, that A-FABP   was not found  as  a predictor of  C-IMT  in our multiple linear  regression models  in contrast with classical factors as age, gender or waist circumference , even when all subjects were included in the analysis. 
This is in contrast with study  from Yeng et al. 2007 (ref.14),  where  multiple regression analysis had identified serum A-FABP together with age  and  hypertension  to be independent risk factors  related to C-IMT in female subjects.  Study cohort  consisted  of much more subject than ours   (479 vs. 72 individuals), this could  be  one of the explanation of the difference. The other  factor is separate testing  men and women. There is  the difference in  race of participiants, too (Chinese vs.Caucasian).  Other limitation of our study are as follows. First, there was used a cross-sectional study design and therefore could not establish a cause-and-effect relationship between A-FABP and C-IMT. Second, participants of our study were Caucasians, so our findings cannot be generalized to other ethnicities.
Other possible explanation for our findings is that the proatherosclerotic effects of conventional risk factors were stronger than A-FABP and probably outweighed its effect on carotid atherosclerosis. Therefore, future studies should be prospective and include a large number of cases to clarify   relationship between A-FABP and C-IMT. 
The confounding factor in this study is impossibility to perform linear model for dyslipidemic patients with metabolic syndrome due to empty non-zero coefficient set of Lasso regression results for this subset of patients.  We only can speculate about small number of individuals in MetS+ group or about wide heterogeneity of these patients (different proportion of presence of the factors of metabolic syndrome).  In any case, this phenomenon is surprising and we have no other relevant explanation for it.
An interesting fact is the presence of ApoB/ApoA1 ratio as an important predictor of C-IMT in dyslipidemic patients without metabolic syndrome.  
The apoB/apoA1 ratio has been reported to be associated  with the metabolic syndrome (MetS), and it may be a more convenient biomarker in MetS predicting, especially in Chinese population27,28.  In single study on older healthy volunteers, Panayiotou et al. demonstrated  that high ApoB/ApoA1 ratio  is associated  with early atherosclerosis29.  In linear regression analysis, the ApoB/ApoA1 ratio was significantly associated with all the ultrasonic measurements of early atherosclerosis (among others C-IMT).  In our study it is the first observation of influence of ApoB/ApoA1 on C-IMT in dyslipidemic individuals. 
Our data, in agreement with previous animal and clinical studies, revealed higher A-FABP levels and C- IMT in Czech dyslipidemic individuals with metabolic syndrome.  This supports the role of A-FABP in the development of the metabolic syndrome and probably atherosclerosis.  Contrasting to these findings A-FABP did not prove its importance as predictor of C-IMT in dyslipidemic patients. This finding may be attributed to the overwhelming effect of other risk factors of atherosclerosis in dyslipidemic individuals. Interesting finding is revealing of ApoB/ApoA1 ratio as an important predictor of common C-IMT in dyslipidemic patients without metabolic syndrome.    
In our knowledge, it is the first observation. Further investigations are needed  to identify model regressors especially for very heterogenic group of dyslipidemic patients with metabolic syndrome.
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Table 1.  Clinical and biochemical characteristics of study subjects
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	Parameters
	Controls
	MetS-
	MetS+

	 
	n=21
	n=34
	n=17

	Age (years)
	47.0 ± 17.3
	40.8 ± 15.5
	47.9 ± 14.5

	A-FABP (μg/L)
	21.6 ± 11.0c
	21.5 ± 9.5c
	38.4 ± 30.1a,b

	C-IMT  (mm)
	0.60 ± 0.12c
	0.60 ± 0.14c
	0.80 ± 0.13a,b

	SBP (mm Hg)
	129.4 ± 14.3
	122.0 ± 14.3c
	139.3 ± 16.1b

	DBP (mm Hg)
	77.8 ± 7.8
	75.6 ± 9.5
	81.6 ± 8.7

	BMI (kg/m2)
	24.2 ± 3.0c
	24.8 ± 3.6c
	29.7 ± 4.0a,b

	Waist circumference (cm)
	78.5 ± 8.7c
	86.0 ± 11.4c
	100.5 ± 9.9a,b

	hs-CRP (mg/L)
	1.8 ± 2.4c
	2.9 ± 3.5
	3.4 ± 3.8a

	Total cholesterol (mmol/L)
	5.9 ± 0.8b,c
	7.4 ± 1.4a
	7.2 ± 1.9a

	Triglycerides  (mmol/L)
	1.0 ± 0.25b,c
	2.3 ± 1.75a,c
	4.2 ± 2.18a,b

	LDL- cholesterol (mmol/L)
	3.6 ± 0.76b
	4.9 ± 1.32a
	4.3 ± 1.6

	HDL-cholesterol (mmol/L)
	1.9 ± 0.42b,c
	1.5 ± 0.44a,c
	1.1 ± 0.26a,b

	nonHDL-cholesterol (mmol/L)
	4.0 ± 0.75b,c
	5.9 ± 1.41a
	6.2 ± 1.83a

	ApoA1 (g/L)
	1.9 ± 0.32c
	1.7 ± 0.43
	1.4 ± 0.26a

	ApoB (g/L)
	0.9 ± 0.18b,c
	1.4  ± 0.29a
	1.4 ± 0.38a

	ApoB/ApoA1
	0.5 ± 0.17b,c
	0.9 ± 0.30a
	1.0  ± 0.26a

	Fasting glycaemia (mmol/L)
	4.9 ± 0.37
	5.0 ± 0.55
	5.5 ± 0.91

	Insulin (mIU/L)
	7.4 ± 4.86c
	8.4 ± 3.74c
	12.5 ± 4.64a,b

	C-peptide (mg/L)
	510.9 ± 376.21c
	741.9  ± 235.76c
	1026.4 ± 345.66a,b



MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  A-FABP, adipocyte fatty acid-binding protein; IMT, carotid intima-media thickness; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; BMI, body mass index; hs-CRP, high sensitivity C reactive protein; ApoA1, Apo lipoprotein A1; ApoB, Apo lipoprotein B

Data are presented as mean ± standard deviation.
Differences in variables between subgroups were analyzed with ANOVA after adjustment for age and sex.  Significant difference  p<0.05 at least - a  vs. Controls;  b vs. MetS-;  c vs. MetS+






Figure 1.  Presence of diabetes mellitus in  study groups
[image: ]
MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  DM,  diabetes mellitus.

Figure 2. Gender distribution of the studied groups
[image: ]
MetS-, dyslipidemic patients without metabolic syndrome; MetS+,  dyslipidemic patients with metabolic syndrome;  M, male gender;  F, female gender  

	Table 2.  Linear model of  C-IMT mean for all study individuals (n=65) after stepwise selection process for initial model with regressors: group, gender, hypertesion, age, waist circumference, nonHDL-cholesterol and ApoB/apoA1 (Multiple R2=0.71, Adjusted R2=0.69).

	

	

	 
	 
	 
	 
	 

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.1148
	0.0809
	0.161
	NS

	male gender
	0.0513
	0.0254
	0.048
	˂ 0.05

	hypertesion
	0.0514
	0.0275
	0.0666
	NS

	age
	0.0050
	0.0007
	0.000
	˂ 0.001

	waist circumference
	0.0019
	0.0011
	0.0851
	NS

	nonHDL-cholesterol
	0.0258
	0.0710
	0.000
	˂ 0.001

	Residuals:
	 
	 
	 
	 

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	-0.2480
	-0.0477
	0.0014
	0.0268
	0.2459



	Table 3. Linear model of C-IMT mean for subset of  controls (n=18) after one leverage observation exclusion from initial model with the same regressors (Multiple R2=0.89, Adjusted R2=0.87).

	

	

	
	 
	 
	 
	 

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.1434
	0,0809
	0.1610
	NS

	waist circumference
	0.0031
	0,0011
	0.0122
	˂ 0.05

	Residuals:
	 
	 
	 
	 

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	-0.0256
	-0.0255
	0.0062
	0.0162
	0.0505



	Table 4. Linear model of  C-IMT mean for subset of displipidemic patiens without metabolic syndrome MetS- (n=34, Multiple R2=0.72, Adjusted R2=0.7).

	

	

	Coefficient
	Estimate
	Std. Error
	P value
	Significance

	(Intercept)
	0.2452
	0.0511
	0.0000
	˂ 0.001

	age
	0.0069
	0.0009
	0.0000
	˂ 0.001

	ApoB/apoA1
	0.1384
	0.0456
	0.0048
	˂ 0.01

	Residuals:
	 
	 
	 
	 

	Min
	1st quartile
	Median
	3rd quartile
	Max

	´-0.1986
	´-0.0359
	0.0085
	0.0384
	0.1299
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