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ABSTRAKT (C2)

cytokini a hormoni, které mohou ovliviiovat rozvoj inzulinové
rezistence, diabetes mellitus 2. typu a dalSich komorbidit tvoficich
metabolicky syndrom. Schopnost tukové tkané skladovat lipidy a tim
chranit ostatni organy a tkan¢ pfed ektopickym ukladanim lipida a
rozvojem inzulinové rezistence (IR) je pln¢ zavisla na adipogennim
potencidlu preadipocytd. Pocet a funkce téchto bunék mize hrat
kli¢ovou roli v rozvoji jak ,,zdravé® tukové tkang, tak i pfi vzniku
metabolickych poruch typu diabetes mellitus 2. typu. Regulace
mnozstvi télesného tuku ovlivnénim konverze preadipocytt ve zralé
adipocyty muze hrat vyznamnou roli v 1éEbé obezity i1 jejich
komorbidit. Jednou z p#i¢in vzniku inzulinové rezistence muiize byt
inhibice diferenciace preadipocyti ve zralé¢ adipocyty a nasledné
ektopické ukladani lipida zplsobené sekreci Preadipocytarniho
faktoru - 1 (Pref-1). Pref-1 je nedavno objeveny protein exprimovany
preadipocyty nikoli vSak zralymi adipocyty. Je c¢lenem rodiny
proteinii podobnych epidermalnim ridstovym faktorim, které reguluji
diferenciaci adipocytl a osteoblastd. Inhibice preadipocytarni
diferenciace muze hrat vyznamnou roli v regulaci velikosti
adipocytti, jejich funkce, expandability a citlivosti k pozdé&jsim
metabolickym komplikacim.

Cilem této prace bylo sledovat zmény hladin Pref-1 u pacientek
S riznymi metabolickymi onemocnénimi jako jsou obezita, diabetes

mellitus 2. typu, mentalni anorexie (MA) a téz u zdravych §tihlych



zen. Dalsim cilem bylo zkoumat vztah sérovych hladin Pref-1
k antropometrickym a metabolickym parametrim a vliv riznych
intervenci typu nizkokalorické diety (VLCD) resp. castecné
realimentace na hladiny Pref-1. V dalsi ¢asti této prace byl sledovan
vliv akutni hyperinzulinémie a 1écby fenofibraitem u pacientek
S obezitou a diabetes mellitus 2. typu na sérové hladiny Pref-1.

Ziskané vysledky ukazuji vyznamny rozdil v sérovych koncentracich
Pref-1 u sledovanych skupin pacientek, jez odraZeji nutriéni stav
organizmu. Obézni pacientky s DM 2. typu se vyznaCovaly
zvySenymi hladinami Pref-1 ve srovnani se S$tihlymi Zenami a
tfitydenni nizkokalorickd dieta vedla k signifikantnimu poklesu
hladin Pref-1. Ttihodinova akutni hyperinzulinémie navozena pfi
hyperinzulinemickém  isoglykemickém clampu signifikantné
snizovala sérové hladiny Pref-1 u zdravych kontrolnich Zen a
obéznich diabeticek pied a po tiimési¢éni 1é¢bé fenofibratem. Naopak
46 denni realimentaéni program signifikantné zvysil cirkulujici
hladiny Pref-1 u pacientek s MA, zatimco pted realimentaci nebyl

nalezen rozdil v Pref-1 mezi kontrolni skupinou a pacientkami s MA.

Kli¢ova slova: tukova tkan — diabetes mellitus 2. typu — inzulinova
rezistence — obezita — mentalni anorexie — preadipocyty —

Preadipocytarni faktor - 1 — nizkokaloricka dieta — fenofibrat

ABSTRAKT (AJ)
Adipose tissue produces numerous adipokines, pro- and

antiinflammatory cytokines and hormones which may influence the



development of insulin resistance, type 2 diabetes mellitus and other
comorbidities of the metabolic syndrome.

The ability of adipose tissue to store lipids and thus protect other
organs and tissues from ectopic lipid accumulation and development
of insulin resistance (IR) is largely dependent on the adipogenic
potential of preadipocytes. The amount and function of these cells
may be the key factor in creating “healthy” adipose tissue or on the
contrary “unhealthy” adipose tissue eventually leading to metabolic
derangements. The regulation of the amount of body fat by
converting preadipocytes into mature adipocytes may be crucial in
the prevention and treatment of obesity and its comorbidities.

One of the reasons for development of insulin resistance can be the
inhibition of the differentiation process of preadipocytes into mature
adipocytes with consequent ectopic lipid accumulation caused by the
secretion of preadipocyte factor - 1 (Pref — 1). Pref — 1 has been
discovered recently as a protein produced by preadipocytes but not
by mature adipocytes. Pref — 1 is a member of the protein family
sharing similarity with epidermal growth factors which regulate the
differentiation of adipocytes and osteoblasts. The inhibition of
preadipocyte differentiation may play an important role in
determination of the size of adipocytes, their function, expandibility
and sensitivity to the potential metabolic disorders.

The aim of this thesis was to explore the changes of Pref — 1 levels in
patients with different metabolic diseases such as obesity, type 2
diabetes mellitus, anorexia nervosa and also in healthy lean

individuals. Furthermore, we studied the relationship between the



serum levels of Pref — 1 and anthropometric and metabolic
parameters and the influence of various interventions such as very
low-calorie diet (VLCD), acute hyperinsulinemia or chronic
fenofibrate treatment in patients with obesity or partial
realimentation in anorexia nervosa (AN) patients, respectively, on
Pref-1 levels.

The results show that there is a significant difference in serum
concentration of Pref-1 among the above described groups of
patients, which reflects their nutritional status. Obese diabetic
patients had higher Pref-1 levels in comparison with lean individuals,
and after three weeks of VLCD the Pref-1 level significantly
decreased. A  three-hour acute hyperinsulinemia  during
hyperinsulinemic-isoglycemic clamp significantly lowered Pref-1
levels in both healthy control group and diabetic patients before and
after the treatment with fenofibrate.

On the other hand, a 46 days realimentation program significantly
increased the circulating levels of Pref-1 in patients with AN while
no difference in Pref-1 levels was found between the control group

and patients with AN at baseline.

Key words: adipose tissue — type 2 diabetes mellitus — insulin
resistance — obesity — anorexia nervosa — preadipocytes —

Preadipocyte factor - 1 — very low-calorie diet - fenofibrate



1. UVOD

Obezita dosahuje spolu s pfidruzenymi komorbiditami, zejména
diabetes mellitus 2. typu v poslednich 30 letech ve vSech vyspélych
svétovych zemich véetné Ceské republiky rozmérti epidemie. Podle
aktualnich udajit WHO se vyskyt obezity od roku 1980 zdvojnasobil
a vroce 2008 bylo na celém svété vice nez 1,4 miliardy lidi
s nadvahou, 200 miliont muzd a 300 milionG Zen bylo obéznich.
Alarmujici je vyskyt nadvahy/obezity u déti, ktery dle Setfeni WHO
¢inil v roce 2013 41 miliond déti mladsich 5 let. Predikce obezity dle
WHO pro rok 2015 je vice nez 700 milionti obéznich celosvétove.

Obezita je definovana jako zmnozeni tukové tkané v organizmu,
které je nejastéji zpusobeno dysbalanci mezi energetickym piijmem
a vydejem. Tukova tkan neni jen tepelnym izolatorem, mechanickou
ochranou proti narazu nebo zasobarnou energie, ale je piedevsim
nejveétsim endokrinnim organem lidského téla, jehoz hormonalni
pusobky maji velky vyznam vregulaci metabolizmu sacharidd,
lipidd i celkového energetického metabolismu [1-3]. Hypertrofie
tukové tkan¢ je charakterizovana zménami v endokrinni funkci
adipocyti, preadipocytti, makrofagii a rozvojem chronického
subklinického zanétu. Dysfunkce tukové tkané je provazena
produkci prozanétlivych, proaterogennich a prodiabetickych
adipokinti, cytokini a chemokint. Vzhledem k celosvétove
vzrustajicimu trendu vyskytu obezity se do poptedi védeckého zajmu
dostava snaha o pochopeni mechanizmi nadmérného ukladani
energie v tukové tkani a moznosti modulace endokrinni funkce

tukové tkané.



V soucasné dobé¢ je proto vénovana velka pozornost novym, slibnym
adipocytarnim faktorim, které mohou hrat vyznamnou roli
V etiopatogenezi piedev§im inzulinové rezistence, diabetes mellitus
2. typu, ale i jinych komorbidit spojenych s obezitou. Jednim
z téchto faktorti je i nedavno objeveny Preadipocytarni faktor - 1
(Pref-1), ktery je ¢lenem rodiny proteintt podobnych epidermalnim
ristovym faktorim. Pref-1 hraje vyznamnou roli v regulaci
diferenciace adipocyti a osteoblastdt [4, 5], odrazi stupei
adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo a je proto pouzivan jako
preadipocytarni marker [6]. Pref-1 produkovany preadipocyty (nikoli
vSak adipocyty), je uvoliiovan do cirkulace, kde mlze systémove
pusobit v dal$ich tkanich a orgénech a ovliviiovat tak lipidovy a
glukézovy metabolizmus a energetickou homeostazu. Vysledky
experimentalnich studii ukazuji, Ze nadprodukce Pref-1 u mysi vede
ke snizeni obsahu tukové tkané, hypertriglyceridémii, sniZzené
glukozové toleranci a zaroven snizené inzulinové senzitivité, ¢imzZ
prispiva ke vzniku systémovych metabolickych onemocnéni [7].

Objasnéni a pochopeni procest probihajicich v tukové tkani
zdravych jedinci, obéznich pacientl nebo pacientl trpicich mentalni
anorexii mize prispét k optimalizaci preventivnich a terapeutickych
opatfeni. Je proto dllezité detailn¢ objasnit mechanizmy zodpovédné
za regulaci adipocytarni diferenciace a jeji zmény u pacientll
Sobezitou ¢i dal$imi onemocnénimi spojenymi se zménami

nutri¢niho stavu.

10



2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Jednou z pfi¢in vzniku inzulinové rezistence miZe byt inhibice
diferenciace preadipocytti na zralé adipocyty a nasledné ektopické
ukladani lipidd zptsobené sekreci Preadipocytarniho faktoru — 1
(Pref-1). Prace je zaloZena na hypotéze, ze sérové koncentrace Pref-1
se budou signifikantn¢ 1i$it u pacientek s obezitou a inzulinovou
rezistenci a pacientek s mentalni anorexii a Stihlych zdravych
kontrolnich subjektt. Dale piedpokladame, ze tyto hladiny budou
asociovany s parametry inzulinové rezistence, gluk6zového
metabolizmu a subklinického zanétu a budou signifikantné
ovlivnény sniZenim hmotnosti u obéznich pacientek, respektive

¢astecnou realimentaci u pacientek s mentalni anorexii.

Specifické cile dizertacni prace jsou proto nasledujici:

1. Sledovat zmény hladin Pref-1 a dal§ich parametra
endokrinni funkce tukové tkané u pacientek s obezitou a
diabetes mellitus 2. typu ve srovnani s kontrolni skupinou
stihlych zdravych zen. Dale sledovat vztah hladin Pref-1
k metabolickym a antropometrickym parametrim a vliv
ruznych intervenci typu nizkokalorické diety na hladiny
Pref-1 a metabolické parametry.

2. Sledovat vliv akutni hyperinzulinémie a 1é¢by fenofibratem
na sérové koncentrace Pref-1 u pacientek s obezitou a
diabetes mellitus 2. typu.

3. Sledovat zmény hladin Pref-1 a dalSich parametrt

endokrinni funkce tukové tkané u pacientek s mentalni
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anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou. Dale sledovat
vztah hladin Pref-1 k metabolickym a antropometrickym
parametrim a vliv Castecné realimentace pacientek
s mentalni anorexii na hladiny Pref-1 a metabolické

parametry.

3. METODIKA STUDI{

Vsechna uvedena klinickd vySetfeni a laboratorni meéfeni byla
provedena na 3. interni klinice 1. LF UK a VFN ve spolupraci s
Psychiatrickou klinikou 1. LF UK a VFN a Ustavem klinické
biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

3.1. Antropometricka vysetieni a odbéry krevnich vzorki

U vsech subjekt zarazenych do studie byla méfena vyska, vaha a
vypo&itan Body mass Index (BMI — hmotnost v kg/vyska v m?).
Obsah télesného tuku byl méfen bioimpedanéni metodou (Bodystat
1500, Bodystat Ltd., UK) a zarovefi dvouenergiovou rentgenovou
absorpciometrii (DEXA Hologic, Waltham, MA, USA). Kostni
denzita byla rovnéz métena pomoci kostniho denzitometru (DEXA).
Bazalni metabolizmus byl méfen metodou nepiimé kalorimetrie
(Vmax EncoreViasys '" HEALTHCARE, SensorMedics BV,
Netherlands). Krevni vzorky byly odebirany u studijnich subjektt za
standardnich podminek, mezi 7. a 8. hodinou ranni nalacno (po
celono¢nim laénéni), do tficeti minut byly centrifugovany (10 min
pii 1000 x g) a nasledné¢ byla séra a plazmy ulozeny do
hlubokomraziciho boxu, kde byly uchovavany pfti teploté -70°C do

vySetieni. HOMA (homeostasis model assessment) index byl

12


http://psychiatrie.lf1.cuni.cz/

vypocitan pomoci vzorce: sérovd koncentrace inzulinu nala¢no
(U/ml) * glykémie nala¢no (mmol/1)/22.5.

3.2 Hormonalni a biochemicka vysetieni krevnich vzorki
Biochemicka vysetfeni (glukoéza, glykovany hemoglobin, lipidovy
profil, jaterni testy, CRP) byla provedena v Ustavu klinické
biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.

Méieni sérové koncentrace Pref-1 bylo provedeno metodou ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, USA). Senzitivita kitu byla 12 pg/ml a
intra a interassay variabilita byla méné nez 5 respektive 15%.
Rozmezi standardni kiivky bylo 0,16-10,00 ng/ml.

Sérova koncentrace inzulinu byla méfena metodou RIA (Cis Bio
International, Gif-sur-Yvette Cedex, Francie). Senzitivita kitu byla
2,0 pIU/ml a intra a interassay variabilita byla 4,2 a 8,8%.

Sérova koncentrace adiponektinu byla méfena metodou ELISA
(Linco Research, St. Charles, Missouri, USA). Senzitivita byla 0,78
ng/ml.

Sérova koncentrace leptinu byla méfena metodou ELISA
(BioVendor, Brno, Ceska republika). Senzitivita kitu byla 0,12 ng/ml
a intra a interassay variabilita byla 1,7 a 8,0%.

Sérova koncentrace MIC-1 byla méfena metodou ELISA
(BioVendor, Brno, Ceska republika). Senzitivita kitu byla 22 pg/ml a
intra a interassay variabilita byla 6,75 a 9%. Rozmezi standardni
kiivky bylo 70-4480 pg/ml.

Sérova koncentrace FABP-4 byla méfena metodou ELISA
(BioVendor, Brno, Ceska republika). Senzitivita byla 0,1 ng/ml, intra

a interassay variabilita byla 5 a 10%.
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Sérova koncentrace resistinu byla méfena metodou ELISA
(BioVendor, Brno, Ceska republika). Senzitivita byla 0,12 ng/ml,
intra a interassay variabilita byla 5 a 10%.

3.3 Hyperinzulinemicky isoglykemicky clamp

V soucasnosti jsou clampové techniky povazovany za zlaty standard
v testovani sekrece inzulinu, inzulinové rezistence a sekrece
kontraregula¢nich hormonti. Clampova metoda je technikou, ktera
umoznuje navodit a libovolné dlouhou dobu udrzovat pozadovanou
hladinu glykémie ev. inzulinémie in vivo pomoci infuzi glukozy a
inzulinu, které mohou byt podavané samostatné nebo v kombinaci.
Podle hladiny cilové glykémie rozliSujeme testy hyperglykemické,
euglykemické (normoglykemicke), isoglykemické a
hypoglykemickeé.

V nasi studii jsme provadeli hyperinzulinemicky isoglykemicky
clamp [8], kterym byla hodnocena mira u¢inku inzulinu dle
podaného mnozstvi glukdzy pti standardné zvolené hyperinzulinémii
vyvolané kontinualni infuzi inzulinu o konstantni rychlosti, tak
abychom udrzeli glykémii na pozadované hodnoté. Za cilovou
hodnotu glykémie byla povazovana vstupni glykémie na lacno.
Relativni davka inzulinu byla vztazena na jednotku télesné hmotnosti
nebo télesného povrchu. Inzulin senzitivni osoby maji na rozdil od
inzulin rezistentnich osob vyssi spotfebu glukézy k udrzeni
pozadované glykémie.

3.3.1 Praktické provedeni clampu

Po celono¢nim lacnéni byly pacientovi do obou ptedlokti zavedeny

kanyly, jedna pro kontinualni infuzi inzulinu (20 IU kratkodobého
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lidského inzulinu HMR ve 20 ml 0,9% NaCl, rychlost infuze 1
mlU/kg/min u pacientii BMI<30 kg/m? a 40 mlU/m%min pfi
BMI>30 kg/m?) a druh4 k podani roztoku 20% glukézy (v infuzich
po 500 ml 20% glukdzy + 20 ml 7,45% KCl). Rychlost infundované
glukézy se ménila v zavislosti na zménach glykémie za tcéelem
udrzeni izoglykémie (vstupni glykémie na lac¢no). Kanyla ve druhém
predlokti slouzila k odbérim krevnich vzorki k stanoveni glykémie
v Casovych intervalech 5 minut a inzulinémie vstupné a pii
rovnovazném stavu. Glykémie byla méfena kapesnim glukometrem
(Super Glucocard 1II, Japonsko). Cely hyperinzulinemicky
izoglykemicky clamp trval 3 hodiny, kdy rovnovazny stav glykémie
v cilovém rozmezi byl nastolen po 150 minutich clampu a trval
nejméné 30 minut.

3.3.2 Vzorce pro vypocet rychlosti infuze glukézy a inzulinu

Rychlost infuze glukézy byla vypoctena dle vzorce:

pro pacientky s BMI < 30 kg/m?: Vglc (ml/hod) = (hmotnost v kg x
60)/150

pro pacientky s BMI > 30 kg/m?: Vgle (ml/hod) = (tél. povrch v m? X
2400)/150

Béhem clampu byla rychlost gluk6ézové infuze upravovana dle
namétené glykémie.

Rychlost infuze inzulinu byla vypo¢tena dle vzorce:

pro pacientky s BMI < 30 kg/m?: Vins (ml/hod) = (hmotnost v kg x
60)/1000, rychlost inzulinu je 1 mIU/kg/min

pro pacientky s BMI > 30 kg/m?: Vins (ml/hod) = (tél. povrch v m* x
2400)/1000, rychlost inzulinu je 40 mIU/m?%/min

15



3.4 Statisticka analyza ziskanych dat

Statistické zpracovani ziskanych dat bylo provedeno pomoci
statistického softwaru SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA,
USA). Vysledky jsou uvadény jako prumér = SEM (standard error of
the mean — stfedni chyba praméru). Neparovy t-test nebo Mann-
Whitney test byly pouzity ke srovnavani sérovych koncentraci mezi
kontrolni skupinou a skupinou pacientek s mentalni anorexii resp.
obezitou. Parovy t-test nebo Wilcoxnlv test byly pouzity
k porovnani koncentraci Pref-1, biochemickych a antropometrickych
parametrl u pacientek s mentalni anorexii pfed a po Castecné
realimentaci respektive pfed a po absolvovani nizkokalorické diety.
Dale byla také pouzita Spearmanova korelace ke zhodnoceni vztahu
mezi koncentraci Pref-1 a dal§imi sledovanymi parametry. Za
statisticky vyznamné byly povazovany rozdily a korelace, kde p bylo

mensi nez 0,05.

4. PROTOKOLY DILCICH STUDI{

41 Vliv nizkokalorické diety, akutni hyperinzulinémie a
fenofibratové 1é¢by na sérové koncentrace Pref-1 u pacientek s
obezitou a diabetes mellitus 2. typu

Do studie bylo zafazeno 19 pacientek s obezitou (BMI: > 30 kg/m?)
bez diabetes mellitus 2. typu (OB skupina), 22 obéznich pacientek s
diabetes mellitus 2. typu (DM2T skupina) a 22 zdravych kontrolnich
7en (BMI: 20-25 kg/m?) odpovidajiciho v&ku. T&lesna hmotnost
vsech vySetfovanych subjekti byla stabilni po dobu 3 mésicti pred

zatazenim do studie. Pacientky s diabetem byly léceny peroralnimi
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antidiabetiky (metforminem nebo kombinaci metforminu a
glimepiridu). Antidiabeticka 1é¢ba nebyla ménéna po dobu 3 mésict
pred zafazenim do studie. Zadna z vySetfovanych Zen netrpéla
endokrinologickym, infekénim nebo nadorovym onemocnénim.
Vsechny obézni Zeny bez diabetu a 12 obéznich zen s diabetem
podstoupilo tfitydenni nizkokalorickou dietu (600Kcal/den) na
oddéleni 3. interni kliniky 1. LF UK a VFN. Podskupina 11 obéznich
zen s diabetem 2. typu a 10 kontrolnich $tihlych Zen byla zafazena
do substudie s fenofibratovou 1é¢bou. Pacientky byly 1é¢eny PPAR-a
agonistou fenofibratem (Lipanthyl 267 M) po dobu 3 mésicu. Jejich
inzulinovd senzitivita byla vySetfovana hyperinzulinemickym
izoglykemickym clampem.

Zdravé zeny z kontrolni skupiny netrpély obezitou ani malnutrici,
hypertenzi ani jinym metabolickym onemocnénim.

Informovany souhlas podepsaly vSechny studijni subjekty pied
zafazenim do studie. Studijni protokol byl schvalen Etickou komisi
1. LF UK a VFN a byl v souladu s Helsinskou deklaraci.

4.2 Vliv ¢aste¢né realimentace na sérové koncentrace Pref-1
u pacientek s mentalni anorexii

Do této studie bylo zafazeno 18 dosud neléfenych pacientek s
mentalni anorexii (vék: 24,39 + 1,21 let, BMI: 15,58 +0,28 kg/mz) a
16 zdravych Zen odpovidajiciho veku (vek: 22,69 + 0,76 let, BMI:
21,80 + 0,51 kg/m®). Pacientky s mentalni anorexii byly
hospitalizovany na oddéleni Psychiatrické kliniky 1. LF UK a VFN,
kde podstoupily program ¢astecné realimentace v trvani 46 + 2 dny.

Realimentacni program obsahoval 3 hlavni jidla, 2 svainy a 1
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druhou vedefi, dieta obsahovala 50% sacharidi, 25% tuki, 25 %
bilkovin a celkovy denni pfijem cinil 2300kcal. Pacientky
konzumovaly vSechna jidla pod dohledem. Zadna z téchto Zen
neméla diabetes mellitus, netrpéla onemocnénim §titné zlazy,
akutnim infekénim onemocnénim ani alergii. Zadna pacientka
neméla maligni onemocnéni. Mentalni anorexie trvala u sledovaného
souboru zen v priméru 9 + 1,8 roku. Pacientky byly vySetfovany na
zacatku a na konci realimentacniho programu a zdravé Zeny pouze
jednou.
Zdravé zeny tvorici kontrolni skupinu neuzivaly zadnou medikaci a
v minulosti netrpély malnutrici, poruchou pfijmu potravy, obezitou,
hypertenzi, gastrointestinalnim nebo psychiatrickym onemocnénim.
Zeny z kontrolni skupiny mély pravidelny menstruaéni cyklus.
Vsechny studijni subjekty podepsaly informovany souhlas pied
zafazenim do studie. Studie byla provedena se souhlasem Etické
komise 1. LF UK a VFN a byla v souladu s Helsinskou deklaraci.
5. VYSLEDKY
51 Sérové koncentrace Pref-1 u obéznich Zen a Zen
s diabetes mellitus 2. typu: vliv nizkokalorické diety, akutni
hyperinzulinémie a fenofibratové 1écby

e Srovnani antropometrickych, biochemickych a

hormonalnich parametri obéznich Zen a Zen s DM 2.
typu s kontrolni skupinou zdravych Zen

Zékladni antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky
sledovanych obéznich Zen nebo Zen s DM 2. typu jsou ukazany

vtabulce 1. Dle ocekavani byl BMI, glykémie, triglyceridémie,
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inzulinémie, leptinémie, CRP, FABP-4, MIC-1 a HOMA index
signifikantné vy$si u obou skupin obéznich Zzen — s i bez DM 2. typu
ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych, Stihlych Zen. Naopak
sérové koncentrace adiponektinu a HDL cholesterolu byly
signifikantn¢ snizeny u obou téchto skupin. Hladina glykovaného
hemoglobinu byla signifikantn¢ zvySena u skupiny obéznich Zen
s DM 2. typuve srovnani s kontrolni skupinou Zen. Pfi porovnavani
skupin pacientek trpicich obezitou vs. skupina pacientek s DM 2.
typu, mély pacientky s diabetem signifikantné niz§i BMI, zatimco
glykémie, glykovany hemoglobin, triglyceridémie, inzulinémie a
HOMA index byly signifikantné vyssi u skupiny Zen s diabetem ve
srovnani s obézni skupinou Zen bez diabetu. Sérové koncentrace
leptinu a adiponektinu se nelisily mezi skupinami obéznich s nebo
bez diabetu.Sérové koncentrace celkového cholesterolu a resistinu se
mezi sledovanymi skupinami nelisily.

e Srovnani  antropometrickych, biochemickych a
hormonalnich parametri obéznich Zen pied a po VLCD
vs. kontrolni skupina Zen

Vliv 3 tydenni nizkokalorické diety (VLCD — very-low-calorie diet)
na antropometrické, hormonalni a biochemické parametry skupiny
obéznich zen je ukazan v tabulce 2. VLCD signifikantné snizila
BMI, sérové koncentrace celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
resistinu a C reaktivniho proteinu. Sérové hladiny Fatty acid binding
proteinu-4 (FABP-4) a Macrophage inhibitory cytokine - 1 (MIC-1)
byly signifikantné vyssi pfed a po VLCD v porovnani s kontrolni

skupinou, ale VLCD na jejich sérové koncentrace vliv neméla.
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Glykémie, triglyceridémie, inzulinémie, leptinémie, sérova
koncentrace HDL cholesterolu a adiponektinu zistaly po 3 tydenni
VLCD beze zmény.

e Srovnani antropometrickych, biochemickych a
hormonalnich parametri obéznich Zen s diabetes
mellitus 2. typu pied a po VLCD a vs. kontrolni skupina
Zen

Vliv 3 tydenni nizkokalorické diety (VLCD — very-low-calorie diet)
na antropometrické, hormonalni a biochemické parametry skupiny
obéznich Zen s diabetes mellitus 2. typu je ukazan v tabulce 3.
VLCD signifikantné snizila BMI, glykémii, celkovy cholesterol,
inzulinémii, HOMA index, leptinémii, a sérovou koncentraci C
reaktivniho proteinu. Naopak VLCD neméla vliv na sérové
koncentrace HDL a LDL cholesterolu adiponektinu, resistinu.
Sérové hladiny Fatty acid binding proteinu-4 (FABP-4) a
Macrophage inhibitory cytokinu - 1 (MIC-1) byly signifikantné
zvySeny pfed a po VLCD v porovnani s kontrolni skupinou, ale
VLCD na jejich sérové koncentrace vliv neméla.

e Srovnani  antropometrickych, biochemickych a
hormonalnich parametrii pacientek zahrnutych do
substudie s fenofibratovou lécbou

Zakladni antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky
pacientek 1é¢enych fenofibratem jsou ukazany v tabulce 4. Pii vstupu
do studie byly BMI, glykémie, triglyceridémie, inzulinémie, HOMA
index, aterogenni index, leptinémie a glykovany hemoglobin

signifikantné vy$8i u skupiny diabeti¢ek 2. typu ve srovnani
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s kontrolni skupinou, naopak HDL cholesterol byl signifikantné
snizen. Tiimési¢ni lécba fenofibratem vedla k signifikantnimu
poklesu triglyceridémie, zatimco glykémie, glykovany hemoglobin a
HOMA index byly signifikantné zvySeny. Dalsi parametry vletné
BMI, celkového cholesteroluy, HDL cholesterolu, inzulinu,
adiponektinu a aterogenniho indexu nebyly 1écbou ovlivnény. Sérova
koncentrace leptinu nebyla po 1é¢bé fenofibratem stanovena.
Inzulinova senzitivita, méfend hyperinzulinemickym
isoglykemickym clampem, byla signifikantné nizs§i u skupiny
diabeticek ve srovnani s kontrolni skupinou a lé¢ba fenofibratem na
ni neméla vliv, jak bylo ukazano dfive [9]. Sérové koncentrace
celkového cholesterolu a adiponektinu se nelisily.

e Sérové koncentrace Preadipocytarniho faktoru-1 u
obéznich Zen s nebo bez diabetes mellitus 2. typu a
kontrolni skupiny Zen a jeho vztah k antropometrickym
a metabolickym parametrim

Sérové koncentrace Pref-1 byly signifikantné vys$i u skupiny
pacientek s diabetem (0,334 + 0,027 ng/ml) ve srovnani s kontrolni
skupinou (0,230 + 0,019 ng/ml, p<0,001), zatimco u skupiny
obéznich bez diabetu vs. kontrolni skupina statisticky signifikatni
rozdil nebyl nalezen (0,269 + 0,026 ng/ml, p = 0,143. Rovnéz nebyl
prokazan zadny rozdil v sérovych koncentracich Pref-1 mezi
skupinou obéznich sa bez diabetu (p = 0,060) viz obrazek 1.
V kombinované populaci §tihlych zdravych Zen a obéznich Zzen s DM

2. typu cirkulujici hladiny Pref-1 pozitivné korelovaly s inzulinem,
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HOMA indexem, glykémii a leptinémii nikoli v§ak s BMI, celkovym
cholesterolem a adiponektinem, jak ukazuje tabulka 5.

e Vliv VLCD, fenofibratové 1écby a hyperinzulinémie

béhem clampu na sérové koncentrace Pref-1

Ttitydenni VLCD signifikantné snizila cirkulujici sérové hladiny
Pref-1 u obou sledovanych skupin, obéznich (0,269 + 0,026 ng/ml
vs. 0,206 £+ 0,021 ng/ml, p = 0,005) a skupiny s diabetem (0,299 +
0,021 ng/ml, p=0,010) viz obrazek 2, zatimco 1écba fenofibratem na
cirkulujici hladiny Pref-1 u skupiny diabeti¢ek vliv neméla (0,209 +
0,020 ng/ml vs. 0,231 £ 0,029 ng/ml, p = 0,057) viz obrazek 3.
Ttihodinova akutni hyperinzulinémie navozena pri
hyperinzulinemickém isoglykemickém clampu signifikantn¢ snizila
cirkulujici sérové hladiny Pref-1 u zdravych kontrolnich subjektd a
diabeticek pied a po tiimésicni 1é¢bé fenofibratem (obr. 4). Pokles
hladin Pref-1 v 90. minuté clampu byl signifikantné vyraznéjsi u
skupiny diabeti¢ek 1é¢enych fenofibratem ve srovnani s kontrolni
skupinou a diabetickami neléCenymi fenofibraitem (p < 0,026).
Podobny trend cirkulujicich hladin Pref-1 byl pozorovan ve 180.
minuté, ackoli rozdil mezi sledovanymi skupinami nebyl
signifikantni (obr. 4).
5.2 Vliv &asteéné realimentace na sérové koncentrace Pref-1 u
pacientek s mentalni anorexii
Antropometrické, hormonalni a biochemické parametry kontrolni
skupiny zdravych Zen a pacientek s mentdlni anorexii pfed a po
Castené realimentaci ukazuje tabulka 6. Pfi vstupu do studie byla

télesnd hmotnost, BMI, obsah télesného tuku, glykémie na lacno,
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sérova koncentrace inzulinu, TSH, volného T4, celkové bilkoviny,
leptinu, klidového energetického vydeje, kostni denzita v bederni
oblasti patefe a stehenni kosti u pacientek s mentalni anorexii (MA)
signifikantn¢ niz§i v porovnani se zdravymi zenami z kontrolni
skupiny.

Caste¢na realimentace pacientek s mentdlni anorexii vedla
k signifikantnimu zvySeni télesné hmotnosti, BMI, obsahu télesného
tuku, glykémie na la¢no, sérové koncentrace inzulinu, leptinu,
celkové bilkoviny, albuminu a klidového bazalniho energetického
vydeje.

Sérova koncentrace Pref-1, je ukdzana na obrazku 5. Sérova
koncentrace ptfed zahajenim realimenta¢niho programu u pacientek
s mentalni anorexii (MA) se neliSila od kontrolni skupiny zdravych
zen (0,26 + 0,02 vs. 0,32 + 0,05 ng/ml, p = 0,295). Céstetna
realimentace vedla K signifikantnimu zvySeni sérové koncentrace
Pref-1 (p = 0,015) (obr. 6).

Vztah mezi sérovou koncentraci Pref-1 a antropometrickymi,
biochemickymi a hormonalnimi parametry byl Stanoven pomoci
Spermanova korelacniho testu ve skupinach mentalnich anorekti¢ek
pfed a po castecné realimentaci a kontrolni skupiné zdravych Zen.
Nebyl nalezen zadny vztah mezi cirkulujicimi sérovymi hladinami
Pref-1 a sledovanymi parametry na za¢atku studie pied zahajenim
realimenta¢niho programu. Totéz plati i pro vztah sérové
koncentrace Pref-1 a BMI po caste¢né realimentaci (p=0,161).

Naopak pozitivni korelace byla nalezena mezi cirkulujici hladinou
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Pref-1 po &asteéné realimentaci a zménou BMI po realimentaci u

pacientek trpicich mentalni anorexii (obr. 7).

6. DISKUZE

Piedchozi studie ukazaly, Ze Pref-1 hraje dtleZitou roli v regulaci
konverze preadipocytil ve zralé adipocyty a ptsobi jako inhibitor
adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo [10]. Downregulace nebo
inhibice Pref-1 je spojena sindukci a stimulaci adipocytarni
diferenciace a adipogeneze [11-13]. ZvySené hladiny Pref-1 jsou
spojeny s inzulinovou rezistenci a inhibici adipocytarni diferenciace
nebo dediferenciace zralych adipocytd [14]. Signifikantné zvySené
bazalni sérové hladiny Pref-1 u obéznich pacientek s DM 2. typu ve
Srovnani se zdravymi, $tihlymi Zenami naznacuji moznou spojitost
mezi zvySenymi koncentracemi Pref-1 a zhorSenou adipocytarni
diferenciaci a zaroven inzulinovou rezistenci u obéznich
diabetickych pacientt. Vysledky nasi studie prokazaly, Zze vyssi
cirkulujici hladiny Pref-1 u pacientek s diabetem pozitivné koreluji
se sérovymi hladinami inzulinu, glukézy, leptinu a HOMA indexem,
coz je v souladu s experimentalnimi daty ukazujici zvySené hladiny
Pref-1 u mysiho modelu lipodystrofie vyznacujiciho se nadmérnou
expresi Pref-1 [6], NSREBP-1c [15] a leptinového receptoru —b [16]
spojeného s inzulinovou rezistenci. Celkové tyto poznatky naznacuji,
ze zvySené hladiny Pref-1 u obéznich inzulinrezistentnich jedincii
mohou pfispivat k omezeni preadipocytarni diferenciace a snizeni
poctu ,.zdravych, §tihlych® adipocytarnich dep, coz néasledné vede

k nadmérnému ukladani tukt ve zralych adipocytech [17]. Snizena
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kapacita tukové tkané pro ukladani tukd vede k jejich ektopickému
ukladani v jaterni a svalové tkani, coz muze predstavovat mozny
mechanizmus, kterym zvySené hladiny Pref-1 pfispivaji k rozvoji
inzulinové  rezistence. = T¢zkd  inzulinova  rezistence a
hypertriglyceridémie u my$i s nadmérnou expresi Pref-1 byla
pri¢itina hlavné snizeni inzulinem stimulované¢ho vychytavani
glukozy v kosternim svalu a tukové tkani a byla spojena se
zhorSenou  inzulinovou signalizaci a zvySenym obsahem
diacylglycerolii v kosternim svalu [6]. NaSe vysledky ziskané za
pouziti clampu ukazuji, Ze pacientky s diabetes mellitus 2. typu se
zvySenymi hladinami Pref-1 maji signifikantné snizené celotélové
vychytavani glukézy, coz muzeme za téchto podminek pricist
svalové IR (sval je vpodminkidch hyperinzulinemického clampu
zodpovédny za 70-80 % spotiebované glukdzy). Jak ukazuji
vysledky nedavno provedenych studii, niz§i exprese Pref-1 v tukové
tkani metabolicky zdravych, obéznich jedinci v porovnani
s metabolicky nezdravymi jedinci odrazi zvySenou adipogenni
kapacitu a tudiz velmi pravdépodobné hraje vyznamnou roli
vV ochrané organizmu proti nezddoucimu metabolickému profilu
spojeného s nadmérnym ektopickym ukladanim tuku [17]. V nasi
studii se hladiny Pref-1 obéznich pacientek bez DM 2. typu nelisily
od hladin zdravych kontrolnich subjektti, ale soucasné byla
zaznamenana tendence (nesignifikantni) k niz§im hodnotam u téchto
jedinci ve srovnani se skupinou sDM 2. typu navzdory

signifikantn¢ vy$$imu BMI. Tento fakt mize byt ¢astecné vysvétlen
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velikosti ~ vySetfované skupiny subjektd bez metabolickych
onemocnéni.

Je zajimavé, ze vysledky experimentalnich studii provedenych na
mySich se snizenymi hladinami Pref-1 neukazuji jednoznacné
ptiznivy metabolicky efekt, coz naznacuje slozitost ptisobeni Pref-1.
Mysi suplnym chybénim Pref-1 se vyznaCuji retardaci ristu,
vysokou perinatalni mortalitou, abnormalitami skeletu a zvySenym
mnozstvim té€lesného tuku, jsou-li krmeny dietou s vysokym
obsahem tuku. Vysetieni tukové tkané Pref-1-null mysi odhalilo, ze
ke zvySeni obsahu télesného tuku pfispiva zvySeni diferenciace
adipocytd a jejich zvySené zrani [18]. Celkové vSak mohou byt
metabolické vysledky u téchto zvifat jist¢ modifikovany
komplexnimi fenotypickymi vlivy chybéni Pref-1 v jinych tkanich a
organech.

Potlaceni exprese Pref-1 a nasledné obnoveni adipocytarni
diferenciace byly zkoumany v nékolika studiich. Pouziti
dexametazonu, slozky diferenciaénich ¢inidel, inhibuje transkripci
Pref-1 a tim podporuje adipogenezi, zcehoz vyplyva, Ze
downregulace Pref-1 je nezbytnd pro spravnou Kkonverzi
preadipocytii na adipocyty [19]. Vysledky studie zkoumajici vliv
oxidovaného LDL na rovnovdhu mezi diferenciaci a proliferaci
v 3T3-L1 preadipocytech ukazaly, ze preadipocyty IéCené
oxidovanym LDL vykazovaly vysokou rychlost proliferace, nizkou
uroven apoptdzy, a zhorSenou diferenciaci za soucasného zvySeni
exprese Pref-1. Inhibice exprese Pref-1 pouzitim zvySené

koncentrace dexametazonu doslo k diferenciaci preadipocytii jako
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obvykle, coz ukazuje na kli¢ovou roli Pref-1 v procesu adipogeneze
[20]. Potlageni inhibi¢niho efektu Pref-1 na adipogenni diferenciaci
svalovych bunék je zprostfedkovana inzulinem pfitomnym
v diferenciaénim mediu [21]. Vna$i studii bylo ukazano
signifikantni snizeni hladin Pref-1 zprostfedkované akutni
hyperinzulinémii pii hyperinzulinemickém izoglykemickém clampu
jak u zdravych jedinci, tak u diabeti¢ek 2. typu pied i po 1écbé
PPAR-a agonistou fenofibratem, coz potvrzuje piimy vliv inzulinu
na hladiny Pref-1. Nase data vSak neumoznuji vysvétlit ptfesny
mechanizmus plsobeni inzulinu na regulaci Pref-1 a jeho modulaci
fibratovou lécbou. Kiivka zmén hladin Pref-1u zdravych subjektt a
diabetickych pacientek po fenofibratové 1é€bé byla podobna a
vyznacovala se prudkym poklesem hladin Pref-1 po 90. minuté
hyperinzulinémie nasledované stabilizaci hladin Pref-1. Naopak
hladiny Pref-1 u diabeti¢ek neléenych fenofibratem ukazaly pomaly
rust na konci clampu. Tyto vysledky mohou naznaCovat, ze
fenofibratova 1écba zlepSuje sekre¢ni odpovéd Pref-1 na inzulin.
Zajimavé je, ze supresivni UCinek inzulinu na hladiny Pref-1
prokazany pii clampu je v rozporu s bazalnim zjisténim nejvyssich
hladin Pref-1 u hyperinzulinemickych pacient, kterymi jsou
diabetici 2. typu. Toto paradoxni zjiSténi mize byt vysvétleno
vyznamnym rozdilnym vlivem akutni a chronické hyperinzulinémie
na cirkulujici hladiny Pref-1, agkoliv pfesné vysvétleni mechanizmu
tohoto rozporu bude vyzadovat dalsi analyzy.

V dalsi casti nasi prace, jsme zkoumali vliv snizeni té€lesné hmotnosti

na cirkulujici hladiny Pref-1 béhem VLCD u obéznich pacientek s a
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bez diabetes mellitus 2. typu. Z vysledkl nasi studie vyplyva, ze
sérové hladiny Pref-1 jsou po VLCD snizené za soucasného zlepseni
parametrti inzulinové rezistence (pokles glykémie, inzulinémie,
HOMA-indexu, leptinémie) u diabeticek 2. typu a snizeni télesné
hmotnosti a celkového cholesterolu u obou sledovanych skupin. Tyto
vysledky naznacuji, Ze downregulace Pref-1 se muze podilet na
pozitivnim metabolickém ucinku kalorické restrikce diky zvyseni
diferenciace preadipocytt v prostiedi nizkych hladin Pref-1.

V nasi praci jsme se také zabyvali vlivem 1écby PPAR-a agonistl na
cirkulyjici hladiny Pref-1. Aktivace PPAR-a u zvifecich modela
obezity a inzulinové rezistence ma za nasledek zlepseni inzulinové
rezistence stimulaci oxidace mastnych kyselin ve svalové a jaterni
tkani, kterd vede ke snizenému ektopickému ukladani tukt v téchto
tkanich [22]. Zvysené hladiny Pref-1 jsou pozorovany spole¢né se
zvySenou stimulaci oxidace mastnych kyselin, ktera je zptsobena
PPAR-a a je doprovazena snizenim syntézy triglyceridi a mRNA
exprese PPAR-y v potkanich adipocytech béhem 1é¢by bezafibratem
[23] nebo beéhem hyperleptinémie navozené adenovirem a
doprovazené ztratou obsahu télesného tuku u potkani [24]. V nasi
studii vedla 1é¢ba fenofibratem Kk nepatrnému zhorSeni kontroly
diabetu, projevujici se zvySenim hladin glykovaného hemoglobinu,
ackoliv hladiny triglyceridl byly snizené. Mirn¢€ zhorSena diabeticka
kompenzace po fenofibratové 1éCb€ byla popséna i v né€kolika
dal§ich studiich [25, 26]. Jako mozné vysvétleni tohoto faktu se jevi
jak niz8i exprese PPAR-0 v jaterni tkani u lidi ve srovnani s potkany,

tak i chybéni vlivu 1é¢by fenofibratem na té€lesnou hmotnost [27].
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Tento vliv totiz u lidi neni na rozdil od hlodavct pfitomen. Vysledky
nasi studie neprokazaly vliv 1écby fenofibratem na cirkulujici
hladiny Pref-1 u diabeti¢ek 2. typu, piestoze zde byla patrna zvysena
hladina Pref-1. Tento fakt miZe byt &asteéné vysvétlen malym
poctem pacientek ve sledované skupiné podstupujici 1é¢bu
fenofibratem a relativné kratkym trvanim této farmakologické
intervence. Jak jiz bylo dfive zminéno, ackoli vedla 1é¢ba
fenofibratem ke zvySeni Pref-1 a zaroven zhorSeni inzulinové
rezistence, byl prokadzan pozitivni supresivni efekt akutni
hyperinzulinémie na cirkulujici hladiny Pref-1, coz dokazuje
existenci regulacniho mechanizmu zodpovédného za sekreci a
ucinek Pref-1. Obecné Ize shrnout, ze obézni, diabetické zeny maji
signifikantn¢ zvySené cirkulujici hladiny Pref-1 v porovnani se
zdravymi, $tihlymi Zenami, coz potvrzuje teorii, Ze Pref-1 zhorSuje
adipocytarni diferenciaci spolu s rozvojem inzulinové rezistence,
obezity a diabetes mellitus 2. typu. Spojitost mezi inzulinovou
rezistenci a hladinami Pref-1 je potvrzena faktem, Ze zlepSeni
inzulinové senzitivity je zaroven doprovazeno snizenymi hladinami
Pref-1 po kalorické restrikei.

Ve druhé casti naSeho vyzkumu jsme se zaméfili na sledovani
cirkulujicich hladin Pref-1 u metabolického onemocnéni, které se
fadi stejné¢ jako obezita mezi poruchy piijmu potravy, ale lezi na
opacném konci spektra téchto chorob. Jde o mentalni anorexii, ktera
je charakterizovana umyslnym odmitanim potravy, malnutrici,
ubytkem tukové tkan€ a zvySovanim energetického vydeje. PriCina

tohoto onemocnéni neni zatim zcela objasnéna, proto i jeji 1écba
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zustava velmi obtizna. Pacienti trpici mentalni anorexii vykazuji
zmény v cirkulyjicich hladinach hormont fidicich piijem potravy
vcetn¢ leptinu, ghrelinu a dalSich v kombinaci s dalSimi
metabolickymi a hormonalnimi abnormalitami [28-30]. Typickym
znakem tohoto onemocnéni je znacné snizeni obsahu télesného tuku
[31] a stim souvisejici alterovana endokrinni funkce tukové tkané
projevujici se napf. snizenymi sérovymi hladinami leptinu nebo
naopak zvySenymi hladinami adiponektinu [32, 33]. Pref-1 hraje
dilezitou roli v adipocytarni a osteoblastové diferenciaci [4, 5] a
mize nepfimo ovliviiovat regulaci kostniho metabolizmu a kostni
denzitu. Dosud existuje jen velmi malo udajii o regulaci cirkulujicich
hladin Pref-1 u pacienti s MA a vlivu parcialni realimentace na jeho
hladiny. Na zakladé experimentalnich dat ukazujicich sniZzeni obsahu
télesného tuku a zmén v energetické homeostaze u mysi nadmérné
exprimujicich Pref-1, vznikla nase hypotéza, ze zmény v sérovych
koncentracich Pref-1 mohou ptispivat k etiopatogenezi mentalni
anorexie nebo Kk objasnéni metabolickych abnormalit doprovazejici
toto onemocnéni.

Dulezitym zjisténim naSi studie je, ze casteCna realimentace u
pacientek s mentalni anorexii signifikantné zvysila cirkulujici sérové
hladiny Pref-1. Naopak hodnoty Pref-1 u MA pied a po realimentaci
se neliSily od hodnot zdravych zen. Tento fakt mize byt vysvétlen
tim, Ze dynamické zmény v cirkulujicich sérovych hladindch mohou
Pref-1 je protein obsahujici 385 aminokyselin, ktery je u lidi

exprimovan preadipocyty (nikoli v8ak adipocyty) a jinymi tkanémi
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véetné bunék pankreatickych ostrivki, stromalnich bunék brzliku a
bunék nadledvin [34]. Experimentalni studie ukazuji, Ze cirkulujici
hladiny Pref-1 se mohou ptimo podilet na fizeni ukladani lipidd a
lipidového a glukézového metabolizmu [6, 7, 18]. Mysi
s knockoutem genu pro Pref-1 krmené vysokotukovou dietou
vykazuji retardaci ristu, kosterni abnormality, zvySeny obsah tuku
[18], coz podporuje roli Pref-1 v regulaci adipocytarni diferenciace.
Naopak mladé, dospélé mysi s nadmérnou expresi Pref-1 vykazuji
znacnou redukci bilé tukové tkan¢ jako vysledek zhorSené
adipocytarni diferenciace [6]. Tyto mysi jsou rezistentni k obezité
vyvolané vysokotukovou dietou, ale naopak se u nich vyviji
hypertriglyceridémie, zhorSena glukézova tolerance a inzulinova
rezistence v disledku nemoznosti spravného vyvoje tukové tkané
1épe feceno jeji kapacitni nedostate¢nosti [7]. Velice malo studii se
zabyva cirkulujicimi hladinami Pref-1 u lidi s malnutrici. Ve studii
provedené Fazelim a kol. byly zjistény signifikantné vyssi cirkulujici
hladiny u skupiny neléenych pacientek s mentalni anorexii ve
srovnani se zdravymi Zenami s normalni télesnou hmotnosti [35].
V této studii je uvadéna pozitivni korelace cirkulujicich hladin Pref-1
s mnozstvim tuku v kostni dfeni V proximalni ¢asti stehenni kosti. Na
rozdil od téchto vysledki jsme v nasi studii neprokazali signifikantni
rozdil mezi cirkulujicimi hladinami Pref-1 u pacientek s MA a
zdravych zen. Rozdil mezi vysledky nasi studie a vysledky studie
provedené Fazelim mize byt vysvétlen niz§i hmotnosti u naSich
pacientek s MA oproti skupiné vySetiované Fazelim a odli$nou

dobou trvani onemocnéni. Vysledky nasi studie ukazuji, ze Caste¢na
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realimentace signifikantné zvySuje cirkulujici hladiny Pref-1, coz
naznacuje, ze zmény Vv nutricnim stavu mohou signifikantné
ovlivitovat produkci Pref-1 a jeho uvolnovani z tukové tkané€. Toto
zjisténi je zajimavé vzhledem ktomu, Ze jsme neprokazali
signifikantni  souvislost s antropometrickymi,  biochemickymi
nutriCnimi parametry v naSem studovaném souboru pacientek. Tyto
nase vysledky ukazuji, Ze dynamické zmény nutricniho stavu
ovliviiuji koncentrace Pref-1 podstatné vice nez dlouhodoby stav
nutrice. Nase vysledky byly ziskany testovanim dynamickych zmén
Pref-1 u skupiny pacientek s mentalni anorexii po castené
realimentaci, zatimco nadmérna alimentace u kontrolni skupiny
nebyla provadéna. Proto zmény nalezené u skupiny Zen trpicich
mentalni anorexii nemohou byt obecné extrapolovany na jiné stavy
jako je napf. obezita spojend s pozitivni energetickou bilanci.
Zvysené hladiny Pref-1 u pacientek s MA po ¢asteéné realimentaci
signifikantng korelovaly se zménami BMI. Tato souvislost ukazuje,
7ze produkce Pref-1 vtukové tkani po realimentaci velmi
pravdépodobné odrazi jeji diferenciaéni kapacitu a/nebo pocet
preadipocytd. Pacienti vykazujici vyssi hladiny Pref-1 a vyssi pocet
preadipocytit v tukové tkani mohou mit vy$Si hmotnostni pfirGstky
ve srovnani s pacienty s niz§im poctem preadipocytli v tukové tkani
a s tim souvisejicimi niz§imi hladinami Pref-1. Lze tedy shrnout, ze
cirkulujici hladiny Pref-1 u nami sledovanych nelécenych pacientek
s mentalni anorexii se neliSi od zdravych Zen, ale jsou naopak

zvysené po ¢astecné realimentaci, ktera koreluje se zménami BMI.
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7. ZAVERY

Obezita, spolu s jejimi komorbiditami a celosvétové se zvySujici
prevalenci predstavuje zavazny zdravotni, celospoleCensky a
Vv neposledni fadé¢ 1 ekonomicky problém. Obezita je
charakterizovana hypertrofii a hyperplazii tukové tkané€, ktera ve
zvySené mife produkuje celou ftadu piasobkd s endokrinnim,
exokrinnim a parakrinnim pusobenim. Tyto faktory maji velky
vyznam v regulaci metabolizmu sacharidt, lipida i celkového
energetického metabolizmu. Dysbalance v produkci téchto ptisobki
ptispiva ke vzniku pfidruzenych onemocnéni doprovazejici obezitu
(inzulinova rezistence, diabetes mellitus 2. typu, arterialni
hypertenze, hyperlipidémie, hyperurikémie, prokoagulacni stav,
endotelidlni dysfunkce a zvySeni markert subklinického zanétu).
Z tohoto duvodu se do popiedi vyzkumného zajmu dostava studium
novych faktord produkovanych tukovou tkani, které mohou mit
etiopatogenetickou souvislost s témito chorobami. Jednim z téchto
faktor@ miZe byt i Preadipocytarni faktor-1. Sledovani jeho
cirkulujicich hladin, funkce a plsobeni u dvou nutriéné odlisnych
stavil — obezity a mentalni anorexie, se stalo pfedmétem nasi prace.
Preadipocytarni faktor-1 (Pref-1) je nedavno objeveny faktor, ktery
je ve velké mife exprimovan preadipocyty, snizen pfi diferenciaci
adipocytt a Gplné chybi u zralych adipocytt [4, 5]. Pref-1 odrazi
stupeni adipocytarni diferenciace in vitro a in vivo a je proto pouzivan
jako preadipocytarni marker. Jeho exprese je sniZzena pusobenim
adipogennich  faktori (dexametazon) a naopak zvySena

antiadipogennim pusobenim ristového hormonu, jehoz stimula¢ni
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ucinek je zpusoben aktivaci FoxA2 [36]. Pref-1 inhibuje diferenciaci
adipocytll aktivaci MEK/ERK [37], akumulaci lipidd, expresi
adipocytarnich transkrip¢nich faktort jako jsou PPARy a C/EBPa a
dalsich  markerd  v¢etné FAS  (fatty acid synthase),
stearoyl - coenzym A desaturdzy a FABP4/aP2. ZvySené hladiny
Pref-1 jsou spojeny se zhorSenou adipocytarni diferenciaci nebo
dediferenciaci zralych adipocyti a inzulinovou rezistenci [14]. V
nasi studii jsme ukazali, ze cirkulujici sérové koncentrace Pref-1
byly signifikantné vyssi u skupiny obéznich pacientek s diabetem ve
srovnani s kontrolni skupinou, zatimco u skupiny obéznich bez
diabetu nebyl ve srovnani s kontrolni skupinou rozdil zaznamenan.
V kombinované populaci Stihlych, zdravych zen a obéznich Zen
sDM 2. typu cirkulujici hladiny Pref-1 pozitivné korelovaly
s hladinou inzulinu, HOMA indexem, glykémii, leptinémii nikoli
vSak s BMI, celkovym cholesterolem a adiponektinem. Sledovani
vlivu tfitydenni VLCD prokazalo, signifikantni snizeni cirkulujicich
sérovych hladin Pref-1 jak u obéznich, tak u obéznich s diabetem.
Zmény v cirkulyjicich hladinach Pref-1, u pacientek podstupujicich
tiimeésiéni 1écbu fenofibratem, nebyly prokazany. Vysledky nasi
studie dale prokazaly, ze tfithodinova akutni hyperinzulinémie
navozena pii hyperinzulinemickém isoglykemickém clampu
signifikantné snizovala cirkulujici sérové hladiny Pref-1 u zdravych
kontrol a diabeti¢ek pted a po tfimési¢ni 1é¢bé fenofibratem. Snizeni
hladin Pref-1 v 90. minuté clampu bylo signifikantné vyraznéjsi u
skupiny diabeti¢ek 1é¢enych fenofibratem ve srovnani s kontrolni

skupinou a diabeticek nelécenych fenofibratem. Podobny trend
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cirkulujicich hladin Pref-1 byl pozorovan ve 180. minuté, ackoli
rozdil mezi sledovanymi skupinami nebyl signifikantni.

V dalsi ¢asti studie, kde jsme sledovali cirkulujici hladiny Pref-1 u
pacientek s mentalni anorexii, jsme neprokazali rozdil cirkulujicich
hladin Pref-1 mezi skupinou sMA a skupinou zdravych Zen
zkontrolni  skupiny. Naopak castecna realimentace vedla
k signifikantnimu zvySeni sérové koncentrace Pref-1. Neméné
vyznamnym zjisténim je nalez pozitivni korelace mezi hladinami
Pref-1 po casteéné realimentaci a zménou BMI taktéZ po
realimentaci u pacientek s MA.

Zavérem lze shrnout, Ze produkce Pref-1 preadipocyty v tukové tkani
a jeho nasledné ptisobeni v organizmu neodrazi pouze akutni nutri¢ni
stav, ale je soucasti dynamickych metabolickych zmén organizmu,
které musi byt chapany jako soucast celkového dlouhodobého stavu
sledovaného organizmu. Hledani patofyziologickych souvislosti
mezi pusobky produkovanymi tukovou tkdni a vznikem
metabolickych onemocnéni bude vyzadovat dal$i intenzivni

vyzkumy.
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9. TABULKY A GRAFY

Tabulka 1: Antropometrické, biochemické a hormonalni
charakteristiky kontrolni skupiny zdravych, stihlych zen, obéznich
zen bez DM2T nebo obéznich s DM2T.

Skupina Kontrolni Obézni DM2T
Pocet subjektii 22 19 22

VEk (roky) 456+25 | 478+31 542+ 1,8
BMI (kg/m?) 232+04 | 482+£23%* | 44,3 £2 5%*°
Glykémie (mmol/l) 447+0,16 |5,14+0,22%*% | 9,49 + 0,75%*°
HbAlc (%) 3,69+ 0,09 | 4,13+0,18 [8,30+ 1,04%*°
Cholesterol (mmol/l) | 5,03 +0,14 | 4,82+0,25 4,85+0,20
HDL-cholesterol 1,51 £0,07 | 1,21 £ 0,06** | 0,94+0,04**°
(mmol/l)

LDL-cholesterol 3,06+0,15 | 2,94 +£0,20 2,71 £ 0,20
(mmol/l)

Triglyceridy 1,03+ 0,11 | 1,50 £0,10%* | 3,22 + 0,83**°
(mmol/l)

Inzulin (mIU/1) 13,7+1,5 | 27,3 +3,8%* |51,8 £10,8**°
HOMA index 2,83 +0,34 | 6,46 +0,98%* 20,46 + 3, 49**°
Leptin (ng/ml) 13,5+ 1,7 | 50,7+3,8%*% | 43,5+£53**
Adiponektin (ng/ml) | 23,622 17,2+ 23% 16,2 + 2,0*
Resistin (ng/ml) 7,11+0,73 | 7,30+0,56 7,48 £ 1,51
CRP (mg/l) 53+0,8 | 142£22%% | 13,2+3,5%*
FABP-4 (ng/ml) 18,0+ 3,16 | 77,8 £ 17,0%* |106,6 + 11,6**
MIC-1 (ng/ml) 33630 | 627+83%* | 1211+216%*

Hodnoty jsou vyjadreny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana
pomoci ANOVA on ranks a neparovym t-testem nebo Mann-Whitney testem.
*p<0,05 vs. kontrolni skupina

** p<0,01 vs. kontrolni skupina

°p<0,01 T2DM vs. obézni
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Tabulka 2: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny zdravych, §tihlych
zen, obéznich zen bez DM2T pied (obézni 1) a po (obézni 2) 3 tydenni VLCD.

Skupina Kontrolni Obézni

Obézni 1 Obézni 2
Pocet subjektii 22 19 19
BMI (kg/m?) 232+0,4 48,2 + 2 3%* 45,7 + 2,0%*°
Glykémie (mmol/l) 447+0,16 5,14 £0,22%* 5,09 +£0,25%
HbAlc (%) 3,69 £ 0,09 4,13+0,18
Cholesterol (mmol/l) 5,03+£0,14 4,82 +0,25 4,16 £ 0,34%*°
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,51 +£0,07 1,21 £0,06** 1,05+ 0,06**
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,06+£0,15 2,94 £0,20 2,31 +£0,22%°
Triglyceridy (mmol/l) 1,03+£0,11 1,50 £ 0,10%* 1,58 £0,29*
Inzulin (mIU/1) 13,7+ 1,5 27,3 £ 3,8%* 26,3 + 2, 8**
HOMA index 2,83 +0,34 6,46 £ 0,98** 5,68 £ 0,67**
Leptin (ng/ml) 13,5+1,7 50,7 £ 3,8%* 45,7 £5,0%*
\Adiponektin (ug/ml) 23,6+2,2 17,2 +2,3%* 18,7+2,3
Resistin (ng/ml) 7,11+0,73 7,30 £0,56 6,16 £ 0,40°
CRP (mg/l) 5,3+0,8 14,2 +2,2%%* 5,8+1,3°
FABP-4 (ng/ml) 18,0+ 3,16 77,8 £ 17,0%* 114,3 + 1,3%*
MIC-1 (ng/ml) 336 + 30 627 + 83%* 749 + [23%*

Hodnoty jsou zobrazeny jako pruméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci one-way ANOVA a parového t-testu.

*p<0,05 obézni vs. kontrolni skupina, ** p<0,01 obézni vs. kontrolni skupina, © p<0,05 obézni 1 vs. obézni 2




Tabulka 3: Antropometrické, biochemické a hormonalni charakteristiky kontrolni skupiny zdravych, §tihlych
zen a obéznich zen s DM2Tpted (DM2T 1) a po (DM2T 2) 3 tydenni VLCD.

Skupina Kontrolni skupina DM2T

DM2T 1 DM2T 2
IPocet subjektii 22 12 12
BMI (kg/m?) 232 +0,4 50,9 + 2,9%* 47,4 +2,7%%°
Glykémie (mmol/l) 447 +£0,16 10,48 + 1,1%* 7,43 £0,80%*°
HbAlc (%) 3,69 £ 0,09 8,30 + 1,04%*
Cholesterol (mmol/l) 5,03+0,14 4,7+0,25 3,76 £ 0,24**°
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,51 £0,07 0,94+0,05** 0,84 £ 0,04**
LDL-cholesterol (mmol/l) 3,06+£0,15 2,71 +0,20 2,10+0,27
Triglyceridy (mmol/l) 1,03 +£0,11 3,43 £1,45%* 2,32 £0,68**
Inzulin (mIU/1) 13,7+1,5 55,7 £ 16,8** 31,4 +£5,2%*°
HOMA index 2,83 £0,34 22,51 & 5,32%* 9,68 £ 1,44%**°
Leptin (ng/ml) 13,5+1,7 52,7 £7,7%%* 452 £7,0%*°
|Adiponektin (ug/ml) 23,6+2,2 16,2 +2,7 15,5+2,4
Resistin (ng/ml) 7,11 +0,73 7,48 £1,51 6,81 £ 0,90
CRP (mg/l) 53+0,8 13,2 £3,5%* 7,1 +2,4°
FABP-4 (ng/ml) 18,0+3,2 106,6 + 11,6%* 180,7 + 45,6%*
MIC-1 (ng/ml) 336 + 30 1211 +216%** 1654 + 288

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana pomoci one-way ANOVA a parového t-testu.
*p<0,05 kontrolni skupina vs. DM2T 1, ** p<0,01 kontrolni skupina vs. DM2T 1, ° p<0,05 DM2T 1 vs. DM2T 2



Tabulka 4: Antropometrické, biochemické a hormonalni

charakteristiky kontrolni skupiny zdravych, stihlych zen a obéznich
zen s DM2T pted (DM2T baseline) a po tiimesicni 1écbé PPAR-a
agonistou — fenofibratem (DM2T fenofibrat).

Kontrolni

: DM 2T
Baseline Fenofibrat

Pocet subjekti 10 11 11
BMI (kg/m?) 237+0,8 | 36,7+£2,9% | 36,5+2,7*

+
glykémie (mmol/l) 497+019| 848+068* | 7
(Go/loy)k"va“y hemoglobin | 351, 68 | 577+56% |61,0+58%
Cholesterol (mmol/l) 5,39+0,24| 5,22+0,32 | 5,09+0,25
HDL-cholesterol 1,55+028| 1.17+0,11% | 120%0,11*
(mmol/l)

. ) 2,17+
Triglyceridy (mmol/l) 0,98+0,12| 2,96 £ 0,39* 0.24%°
Inzulin (mIU/1) 23,0+29 | 442+7,1*% | 47,5+8,0*
HOMA index 5.08+0.56| 16,66+ 021* 200_;,102,5

+
Adiponektin (pg/ml) 221";12 17,46 £4,04 | 16,53 + 2,56
Leptin (ng/ml) 11,7 +2,68 32,25 +3,41* NA
Aterogenni index 1,88+0,09| 3,17+0,37* | 3,02+ 0,75*

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana

pomoci one-way ANOVA a parového t-testu.

*p<0,05 vs. kontrolni skupina, ° p<0,05 vs. DM2T baseline




Tabulka 5: Vztah cirkulyjicich hladin Pref-1 s antropometrickymi,
biochemickymi a hormonalnimi parametry v kombinované populaci

zdravych, $tihlych Zen a obéznich zen s diabetes mellitus 2. typu.

R p
BMI (kg/m?) NS
Glykémie (mmol/l) 0,348 0,01
Celkovy cholesterol (mmol/l) NS
Triglyceridy (mmol/l) NS
Inzulin (mIU/) 0,39 | 0,004
HOMA-index 0,426 0,002
Leptin (ng/ml) 0,38410,003
Adiponektin (pg/ml) NS

Statisticka signifikance je vypocitana pomoci Spearmanova nebo Pearsonova
korelacniho testu, NS = nesignifikantni
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Tabulka 6: Antropometrickd, hormonalni a biochemicka charakteristika kontrolni skupiny zdravych Zen a

pacientek s mentalni anorexii pted a po parcialni realimentaci.

Kontrolni skupina

AN pied realimentaci

AN po realimentaci

(n=16) (n=18) (n=18)
Vék (roky) 22,69 £0,76 24,39 + 1,21 24,39 + 1,21
Télesna hmotnost (kg) 64,23 £ 1,91 42,59 +0,98° 47,63 +0,91% o
Body mass index (kg/m?) 21,80+ 0,51 15,58+ 0,28 2 17,44 0,242 °
Obsah télesného tuku (bodystat) (%) 20,07 = 1,4 1031 +1,8° 133+1,32%°
Obsah télesného tuku (DEXA) (%) 26,19+ 1,52 14,86+ 1,58 2 18,71 + 1,412°
Klidovy energeticky vydej (kcal/day) 1405,75 + 30,63 1055,44 + 35,81 2 1166,00 + 24,02 P
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,32+0,19 7,64 £3,10 5,18+ 0,242
HDL -cholesterol (mmol/l) 1,76 £0,09 1,57+ 0,10 1,63 +£0,1
LDL -cholesterol (mmol/l) 2,15+0,13 237+0,17 29+0,20°
Triglyceridy (mmol/l) 0,91 +0,12 1,52+£0,16 % 1,46 +0,17°
Glykémie (mmol/l) 438 +£0,08 3,97+0,07 2 4,26 + 0,08 b
Inzulin (nUI/ml) 19,29 £1,12 15,79+ 0,75 * 16,1 £ 0,95 ab
TSH (ml1U) 2,25+027 1,45+0.21°2 -
Volny T4 (mIU) 14,19 + 0,50 12,35+0,51 2 -
Leptin (ng/ml) 11,8+ 1,78 0,97 +0,23° 2,62 +0,66%"
Celkova bilkovina (g/l) 78,4+ 1,28 69,66 + 1,842 75,26 +0,97°




Kontrolni skupina

AN pi‘ed realimentaci| AN po realimentaci

(n=16) (n=18) (n=18)
Albumin (g/1) 46,36 + 0,99 4423 + 1,03 4732+ 0,667
Celkovi BMD (g/cm?) 1,08 + 0,02 1,05 + 0,02 1,04 £ 0,02 °
BMD femorilni (g/cm?) 0,96 + 0,02 0,78 +0,03 2 -
BMD lumbiilni (g/cm’) 0,99 + 0,03 0,86+ 0,03 2 -

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + S.E.M. Statisticka signifikance je vypo¢itana pomoci neparového nebo parového t-testu nebo Mann-

Whitneyova testu.

#P < 0,05 vs. kontrolni skupina Zen,

PP < 0,05 vs. anorexia nervosa pred ¢astegnou realimentaci
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Obrdazek 1: Sérové koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny (Cerny
sloupec, n = 22), obézni skupiny bez diabetu (svétle Sedivy sloupec,

n = 19) a obézni skupiny s diabetem (tmave Sedivy sloupec, n = 22).

Sérova koncentrace Pref-1

0,4
I Kontrolni skupina *
o
I DM2T
0,3
=
£
£
=)
c
~ 0,2
N
Nl
g
o
0,1 4
0,0 -

Hodnoty jsou vyjadieny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana
pomoci ANOVA on ranks.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina.



Obrdazek 2: Sérové koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny, obézni
skupiny pfed VLCD a po 3 tydenni VLCD, skupiny s diabetem pted
VLCD a po 3 tydenni VLCD.

VlIiv VLCD
na sérové koncentrace Pref-1

I Kontrolni skupina *
[ OB pfed VLCD
I DM2T prfed VLCD
0.3 1 w72 0B po vVLCD
EzA DM2T po VLCD
=
E
=
2 0,2
=
—
Wl
()
pud
o
0,1 A
0,0

Hodnoty jsou vyjadieny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance je vypocitana
ANOVA (obézni, DM2T vs. kontrolni skupina nebo parového t-testu (obézni pred
VLCD vs. obézni po VLCD resp. DM2T pted VLCD a DM2T po VLCD).

* p<0,05 DM2T vs. kontrolni skupina,

°p<0,05 DM2T po VLCD nebo obézni po VLCD vs. DM2T nebo obézni pied VLCD.
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Obrdazek 3: Vliv tiimésicni 1écby fenofibratem na sérové koncentrace

Pref-1 u skupiny pacientt s diabetes mellitus 2. typu.

Vliv 1é€by fenofibratem

na sérové koncentrace Pref-1 u DM 2T
0,5

I DM2T pred |éEbou fenofibratem
[ DM2T po lécbé fenofibratem N S

04

0,3 A

Pref-1(ng/ml)

0,2 A

0,1 A

0,0 -

Hodnoty jsou vyjadreny jako priméry + S.E.M.
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Obrdzek 4: Relativni zmény koncentrace Pref-1 béhem
hyperinzulinemického isoglykemického clampu u kontrolni skupiny
zdravych zen (Cerna kolecka), obéznich zen s DM2T pted (prazdné
kolecka) a po 3 mésicich 1écby PPAR-a agonistou fenofibratem
(Cerné trojuhelniky).

Sérové hladiny Pref-1 béhem
hyperinsulinemického isoglycemického clampu

0,30
—8— Kontrolni skupina
=0~ DM2T pred lécbou
—w— DM2T po lécbé
0,25 -
=
S
=)
c *
~— 0,20 4
FI| : ———==%x
—
(]
put
o T *
0,15
0,10 T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

¢as (min)
Hodnoty jsou vyjadieny jako praméry + S.E.M. Statisticka signifikance byla

vypocitana pomoci RM ANOVA.

* p<0,05 vs. baseline piislusné skupiny
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Obrazek 5:Sérova koncentrace Pref-1 u kontrolni skupiny (¢erny
sloupec) a u pacientek s mentalni anorexii pied (bily sloupec) a po

¢astecné realimentaci (Sedivy sloupec).

Sérova koncentrace Pref-1

0,5
I Kontrolni skupina
1 MA pied realimentaci
I MA po realimentaci *
0,4
fam)
£ 0,3 -
=
(=]
£
N
“a:) 0,2 A
o
0,1 A
0,0 -

Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry + S.E.M. Statisticka signifikance byla
vypoéitana neparovym nebo parovym t-testem nebo Mann-Whithey testem.

* p < 0,05 vs. anorexia nervosa pied ¢aste¢nou realimentaci

o1



Obrazek 6: Vliv ¢asteCné realimentace na sérové koncentrace Pref-1

zobrazeno individualné u jednotlivych pacientek s mentalni anorexii.

Vliv realimentace
na sérové koncentrace Pref-1

0,7
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06 1 (n =18)
p =0,015

~ 054
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D 04
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—
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0,0 T T

pred realimentaci po realimentaci
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Obrdazek 7. Vztah sérovych koncentraci Pref-1 po ¢astecné

realimentaci a zménou BMI béhem nutri¢ni 1é¢by u pacientek s MA.

Vztah Pref-1 po realimentaci s delta BMI
béhem nutriéni Ié€by u MA

Anorexia nervosa (n=18)

0,7

06 r=0.488
p =0.039 L

Pref-1 po realimentaci (ng/ml)

Delta BMI

Statisticka signifikance byla vypo¢itana pomoci Spearmanovy korelace.
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