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SEZNAM ZKRATEK

ACTH adrenokortikotropni hormon

AFABP adipocytarni vazebné proteiny mastnych kyselin
AGRP agouti gen-related protein

AMPK AMP aktivovana proteinova kinaza

AMP adenosinmonofosfat

BMI body mass index

CART amfetaminem regulovany transkript

CNS centralni nervovy systém

CRP C-reaktivni protein

DM diabetes mellitus

EGF epitelidlni rastovy faktor

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ESPGHAN  Evropska spolecnost pro détskou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu
FABP vazebné proteiny mastnych kyselin

GIT gastrointestinalni trakt

GPCR receptory G-proteinti

HOMA homeostaticky model

HRP kfenova peroxidaza

IgA Imunoglobulin A

IGF inzulinu podobny rtstovy faktor

IL interleukin

STAT signalni transduktor a aktivator transkripce
KM kravské mléko

LC-PUFA  mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

LEPR leptinovy receptor

MK mastné kyseliny

MM matetské mléko

NPY neuropeptid Y

PI-3 fosfatidylinozitol 3-kinaza

POMC proopiomelanokortin



PPAR
p38 MAPK
RH
RIA
STH
TGF
TLR
TMB
TNF
TSH
VIP
WHO

receptor aktivovany peroxizomovym proliferatorem
p38 - mitogenem aktivovana proteinkindza
regulacni hormony

radioimunoanalyza

somatotropni hormon

transformuyjici ristovy faktor

Toll-like receptor

tetrametylbenzidin

tumor nekrotizujici faktor

tyreotropni hormon

vazoaktivni peptid

Svétova zdravotnicka organizace



1 UVOD

Matetské mléko (MM) je jedinecnou biologickou tekutinou, kterd svym slozenim idealné
odpovida fyziologickym potfebam novorozence a kojence v priabéhu jeho vyvoje. Pravé diky
svému slozeni a jeho biologickym vlastnostem je pro ¢lovéka nenahraditelné. Slozeni MM se
v priibéhu laktace méni tak, aby piesné odpovidalo aktualnim potfebam ditéte v dané periodé
jeho vyvoje. Ke zméné jeho slozeni dochazi jak v pribe&hu prvnich dnt po porodu (kolostrum,
ptfechodné mléko, konecné zralé mléko), tak i béhem dne a v pribehu jednoho kojeni. Stejné
tak se 1iS1 MM matek, které porodily v terminu a téch, které porodily piedcasné. Slozeni MM
je pak ovlivnéno i poctem porodi matky, mnozstvim produkovaného MM, frekvenci kojeni,
stravou a vyzivou matky a v neposledni fad¢ také jejim zdravotnim stavem. Je nesporné, Ze

MM je nejlepsim zdrojem vyzivy kojence v prubéhu prvnich Ctyt az Sesti mésicl zivota.

1.1 Slozeni materského mléka

Matetské mléko je izoosmolarni a jeho energetickd hodnota (67 kcal/100 ml) v prabéhu
ptiblizné 1,8 g/dl. Zajistuje tak 8-10 % celkové kalorické hodnoty. Dostate¢ny piijem
bilkovin je nevyhnutny pro dosaZeni optimalniho ristu kojence. Na rozdil od kravského
mléka obsahuje MM vyss8i podil Iépe stravitelnych proteinti syrovatky (70 % vs. 18 %)
améné kaseinu (30 % vs. 82 %). Hlavnim proteinem MM je laktalbumin, ktery je
zodpovédny za snadnou stravitelnost mléka a jeho kratky tranzitni Cas gastrointestindlnim
traktem (GIT). Ve stopovém mnozstvi miize byt v MM pfitomen i hlavni protein kravského
mléka - beta-laktoglobulin, ktery je pro kojence potencidlné alergizujici. K dalSim
vyznamnym proteinim MM patii sekrecni imunoglobulin A (IgA), laktoferin a lysozym,
které plni v MM obranné funkce. Jejich obsah je nejvyssi v kolostru a mlize predstavovat az
25 % vsech bilkovin MM. Laktoferin vyvazuje zelezo a tim inhibuje riist stievnich patogent,
lysozym ma proteolytické ucinky na grampozitivni bakterie a nékteré viry. Dale do této
skupiny patii protein vazajici kyselinu listovou, interferon gama, antienterotoxin, inhibitory
proteaz, nukleotidy, cytokiny apod. Nékteré z téchto faktorti tvoii pasivni obranu sliznice

traviciho traktu a do jist¢é miry i hornich dychacich cest a zabranuji adherenci nékterych
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invazivnich patogenti na sliznici kojeného ditéte. V roce 2010 se podafilo italské skupiné
veédcl provést funkéni analyzu proteinti matetského mléka a prokézat, ze biologicka funkce
vice nez 100 popsanych proteinii se neomezuje pouze na zabezpecovani piijmu energie
a antimikrobidlni Gcinky, ale i na jejich aktivni ucast pfi stimulaci ristu tkani novorozence
a spravného vyvoje imunitniho systému (D'Alessandro, A. et al. 2010). Asi 20% dusiku MM
se nachdzi v nukleotidech, volnych aminokyselinach a mocoviné. Nukleotidy jsou dilezité
pro bunécné funkce (energeticky metabolismus, produkce nukleovych kyselin, druhé posly
v signalnich drahéach, koenzymy) a jsou zvlasté dilezité v situacich se zvySenou metabolickou
aktivitou (onemocnéni, rist atd.). Mnoho faktor( s antibakteridlni i antivirovou aktivitou je

termolabilnich. Na tento fakt je dilezité myslet pfi manipulaci s MM a jeho skladovani.

Nejvyznamngj$imi sacharidy MM jsou laktéza a oligosacharidy. Obsah laktozy v MM
pozvolna stoupa. Laktéza usnadiiuje resorpci nékterych minerdlii (vapniku a zeleza) z GIT
a podporuje rust Lactobacillus bifidus, ¢imz vytvaii ve stfevé kyselé prostfedi a brani tak
rastu koliformnich a putriformnich bakterii. Metabolizuje se na glukézu a galaktézu.
Vyznamnou prebiotickou funkci v MM plni hojné zastoupené oligosacharidy, které brani
adhezi koliformnich bakterii na stfevni epitel, ¢imz selektivné podporuji rist zdravi

prospeésnych bakterii ve stievé kojené¢ho ditéte.

Nositeli nejveétsi energetické hodnoty MM (az 50 %) jsou lipidy. Obsah lipidi v MM je velice
variabilni, stoupa v pribchu laktace, méni se v pribéhu dne, dokonce i v pribéhu krmeni (tzv.
zadni mléko ma vyssi obsah lipidi nez mléko predni). Jedna se o nejvariabilnéjsi slozku MM.
Tukova slozka MM je z 98 % tvofena kapénkami triacylglyceroli. MM mléko je bohaté
na mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (kyselina linolova, linolenova, arachidonova
a dokosahexaenova). Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (LC-PUFA) jsou
nezbytné pro spravny vyvoj centradlniho nervového systému (CNS), jeho myelinizaci a také
pro vyvoj sitnice (Koletzko, B. et al. 2008). Jejich obsah je zavisly na stravé matky.
Za standardnich podminek ale kojeni plné zajistuje denni potiebu LC-PUFA pro kojence.
Za $tépeni tukit MM je odpovédna lipdza MM, a to zejména v obdobi nedostate¢né funkce
endogenni pankreatické lipazy kojence. MM ma relativné¢ vysoky obsah cholesterolu.
Predpoklada se, Ze v casném postnatalnim obdobi dochdzi k pozitivnimu ovlivnéni

metabolickych drah, které cholesterol utilizuji, coz by mohlo hrat roli v prevenci rozvoje



ateroskler6zy pozdéji v dospélosti (Agostoni, C. et al. 2009). Zakladni slozeni MM je

prezentovano v tabulce 1.

Slozka Podil kalorické hodnoty

Sacharidy 6,8-7,2g/100ml (40 %
Lipidy 3,8—-45g/100 ml |50%
Proteiny 09-1,3g/100ml |10 %

Tabulka 1: Zakladni sloZeni matefského mléka.

Obsah vitaminii v MM je zavisly na vyzivé matky, obvykle je vSak pro zralého novorozence
zcela adekvatni. Z vitaminQ rozpustnych v tucich (A, D, E, K) je v MM nedostate¢ny obsah
vitaminu D a to bez ohledu na deficit tohoto vitaminu u matky. U kojeného ditéte je proto
na mist¢ jeho suplementace, a to v davce 400-500 IU denné béhem celého prvniho roku
a béhem zimnich mésicii ve druhém roce véku Zivota. Obsah vitaminu K v MM clovéka je
obvykle nizky (van Hasselt, P.M. et al. 2008). Nicméné odborné spole¢nosti v souc¢asné dobe
suplementaci nepovazuji na nutnou (v pfipadé, ze byl vitamin K podan ihned po porodu
parenteralné, s cilem prevence krvacivé nemoci novorozenct). Pokud byl vitamin K podéan
peroralné, je u vyluéné kojenych déti na misté jeho suplementace v ddvce 1 mg tydné (1gtt)
do 12. tydne veéku. U zen-veganek je vzhledem k Castému deficitu vitaminu B12 komisi
pro vyzivu ESPGHAN doporucovana u jejich kojenych déti suplementace (Agostoni, C. et al.
2009).

Koncentrace mineralii a stopovych prvkii v MM jsou obvykle dostatecné, pokud kojici
matka sama netrpi zdvaznym deficitem. Jejich celkové nizsi obsah v MM oproti kravskému
mléku odpovida snizené schopnosti ledvin kojence vyloucit tyto minerdly moci. Hladina
zeleza, zinku a médi v pribéhu laktace klesa, ale v obdobi prvnich Sesti mésici je obvykle
postacujici. Koncentrace vapniku a fosforu v MM jsou relativn€ konstatni. Jsou sice nizsi nez
v ndhradni kojenecké mlééné vyzivé, naproti tomu ale 1épe biologicky dostupné (pomér
kalcium:fosfor = 2:1, laktoferin, zinek a méd’ zvySujici dostupnost Zeleza apod.). Rozdily
ve slozeni zralého MM, kravského mléka, pokracovaciho kojeneckého mléka a batoleciho

mléka jsou shrnuty v tabulce 2. Suplementace zeleza a jodu je doporucena u déti, jejichz



matky samy trpi nedostatkem. Suplementace Zeleza je také doporuovana zejména pro déti
nedonosené, déti s nizkou porodni hmotnosti a déti s prokazanym deficitem Zeleza.
Doporuceni pro suplementaci fluoridem nejsou standardizovand, zavisi na koncentraci fluoru
v pitné vode¢, v dal§im jidle, tekutindch a zubni pasté. Nicméné je prokazano, ze dostatecnd
dodavka fluoridu v kojeneckém a batolecim véku vyznamné omezuje kazivost chrupu

v pozdégjsich letech (Bronsky, J. 2010).

‘Poloika: v 1 litru Jednotky MM KM PKM BM

\energie kcal 680 680 700 |700
mosmol 286 298 - -
9-13 33 14 16
2,5 26 7 7
7 6,7 7 7
38-45 38 31 30
% vahy 55-17,2 2,5 4,1 4,1
% vahy 0,2-1,1 1,6 0,76 0,73
65-72 47 89 86
10-12 1 67 72
2,1 7 2,6 3,0
280 1200 670 1980
180 480 240 280
0,3 0,46 10 13
6 45 30 0
variabilné |variabilné |140 140
22 24 600 [720
2,1 4,9 52 53
85 50 170 140
1 4 1,8 1,5
40 17 100 [160

Tabulka 2. Srovnani slozeni zralého matefského mléka, kravského mléka, pokracovaci kojenecké a batoleci
mlécné vyzivy. Upraveno dle zdroje: (Nevoral, J. et al. 2003)
Legenda: MM = zralé matefské mléko; KM = kravské mléko; PKM = pokracovaci kojenecka mlé¢nd vyziva

(Nutrilon 2); BM = batoleci mlé¢na vyziva (Nutrilon 3).



MM je tedy vyznamnym zdrojem makronutrienti (proteiny, sacharidy, lipidy)
a mikronutrientd (mineraly, vitaminy, stopové prvky), které se podileji na rstu a vyvoji
dité¢te. MM vsSak obsahuje i celou fadu biologicky aktivnich latek jako jsou hormony
(prolaktin, oxytocin, adrenokortikotropni hormon (ACTH), tyreotropni hormon (TSH),
rustovy hormon (STH), tyroxin, kortizol a inzulin), ristové faktory (epitelidlni ristovy faktor
(EGF), rastovy faktor podobny inzulinu (IGF-I), ristovy faktor pro hepatocyty),
neuropeptidy (neurotenzin, substance P, somatostatin a vazoaktivni peptid (VIP)), cytokiny
a dalsi. Stejn¢ tak je MM zdrojem fady bioaktivnich faktorG (laktoferin, nukleotidy,

-----

ucinky. Imunologické a ochranné slozky MM jsou shrnuty v tabulce 3.

Rozpustné faktory

* Slozky specifické imunity: sIgA, IgA, IgG, IgM, IgE, IgD, volnd sekre¢ni
komponenta, anti-idiotypové protilatky

¢ Cytokiny, Chemokiny a receptory: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-16, IL-18, IFN-y, TNF-a, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, GRO-0, MCP-1, TGF-
Bl a2,sCDI14, TLR, sFas, sFasL

* Antigeny histokompatibilniho komplexu

* Slozky nespecifické imunity: komplement, chemotaktické faktory, properdin,
interferon, a-fetoprotein, protistafylokokové faktory, lektin véazici manoézu, B-
defensin-1, antiadhezivni molekuly (oligosacharidy, muciny, laktadherin, glykolipidy
a glykosaminoglykany, kasein), tukové kapénky, hormony arhstové faktory
(prolaktin, kortizol, insulin, tyroxin, prostaglandiny, EGF, VEGF, NGF,TGF,
erytropoetin), antivirové faktory (mastné kyseliny a monoglyceridy), faktor inhibujici
migraci (MIF), a- laktalbumin.

* Proteiny s funkci nosicl: laktoferin, transferin, protein vazici vitamin B12, protein
vazici steroidy

* Enzymy: lysozym, lipoproteinlipdza, leukocytarni enzymy, anti-protedzy,
acetylhydroldza PAF

¢ Jiné: nukleotidy, nosi¢i, LCPUFA

* Prebiotika, Bifidus faktor, Oligosacharidy

Buiiky

Celkovy pocet: kolostrum 1-3x10%ml; zralé mléko ~1x105/ml
Typy: makrofagy ~60%, neutrofily ~25%, lymfocyty ~ 10%, epitelialni bunky

Tabulka 3. Imunologické a ochranné slozky matetského mléka (Chirico, G. and Gasparoni, A. 2009).
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Nékteré slozky MM podporuji riist a motilitu GIT, snizuji riziko nekrotizujici enterokolitidy
1 gastrointestinalnich infekci. Mezi tyto faktory patii hormony (kortizol, somatomedin-C,
rastové faktory podobné inzulinu, inzulin, hormony §titné zlazy), ristové faktory (epidermalni
rustovy faktor - EGF), mediatory GIT (neurotenzin, motilin), volné aminokyseliny (taurin,
glutamin), protizanétlivé faktory (IL-10, polynenasycené mastné kyseliny), enzymy
(acetylhydrolaza faktoru aktivujiciho desticky), imunoglobuliny IgA a IgG. U kojenych déti
dochazi navic ke kolonizaci GIT jiz zmiflovanymi pfiznivymi bakteriemi rodu bifidobakterii

a laktobacili. MM stimuluje tvorbu intestinalnich hormont a ovliviiuje motilitu zazivaciho

traktu. Projimavy uc¢inek kolostra pak snizuje enterohepatalni ob¢h bilirubinu.
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1.2 Fyziologie laktace — mechanizmy syntézy a sekrece MM

V epitelidlni buiice mlécné Zlazy jsou v dobé¢ kojeni synchronizovany ctyfi sekrecni procesy:
exocytoza, syntéza a sekrece lipidii, transmembranova sekrece ionti a vody a transcytoza
extraalveolarnich proteinli jako jsou imunoglobuliny, hormony a albumin z intersticidlniho
prostoru. Patd cesta, tzv. paraceluldrni draha, umoznuje ptimy piesun slozek mezi mlékem
a intersticialnim prostorem. Tato cesta je moznd v mléné zldze pouze behem gravidity
a umoziuje prenos molekul pfinejmensim stejné velkych, jako jsou intaktni imunoglobuliny.
V dobé kojeni tomu tak jiz neni, ¢imz je zajiSténa t€sna bariéra mezi mlékem a intersticialnim
prostorem. K otevieni této cesty pak dochazi v pfitomnosti mastitidy a také béhem involuce

mlécné zlazy (Neville, M.C. 1995).

Exocytoza

Vétsina slozek vodné frakce mléka je vyluCovéna exocytdézou (cesta I, obr. 1). Proteiny
syntetizované na ribozomech jsou presunuty do lumen hrubého endoplazmatického retikula,
kde jsou jejich signalni sekvence odstépeny a vznikaji proteinové molekuly. Vznikl¢ ,,surové™
proteiny jsou nasledné pieneseny do Golgiho aparatu, kde jsou dale zpracovavany
navazovanim nebilkovinnych slozek (sacharidovych, fosfatovych ¢i jinych) a zabaleny
do sekre¢nich vezikul. Krom¢ tvorby proteini matetského mléka, v Golgiho aparatu bunck
kojici prsni zlazy dochazi také k syntéze laktozy z prekurzoru UDP - galaktézy a glukozy,
které zde vstupuji zcytoplazmy. Vzhledem k tomu, Ze membriana Golgiho aparatu je
nepropustna pro laktozu, je cukr osmoticky aktivni a voda je nasavdna do termindlnich
vezikul Golgiho aparatu. Tzv. ,,otekly vzhled” vystupni (trans) strany Golgiho aparatu
a vznikajici sekre¢ni vezikuly jsou specifické charakteristiky bun€k kojici mlécné zlazy.
Tvorba micel kaseinu zacind na vstupni (cis) strané Golgiho aparatu s kondenzaci
kaseinovych molekul, pfidani kalcia (pravdépodobné v sekrec¢nich vezikuldch) pak vede
k maturaci kaseinovych micel do ¢astic s dostatecnou denzitou, viditelnou v elektronovém
mikroskopu. Sekrecni vezikuly jsou povazovéany za zdroj vétSiny slozek vodni frakce mléka,
a to véetné citratu, nukleotidd, vapniku, fosfatu a pravdépodobné¢ také monovalentnich iont

a gluk6zy. Nicméné, apikdlni membrana alveolarnich bun¢k mlécéné Zlazy ma transportni
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systémy pro monovalentni ionty a glukézu a koncentrace téchto latek muize byt pifimo
ovlivnéna membranovym transportem.

Sekrecni vezikuly se presouvaji na plazmatickou membranu, kde dochédzi exocytézou
k uvolnéni jejich obsahu do mléka. Jakmile po porodu zafne sekrece, je exocytéza

kontinualni a sekre¢ni produkty jiz nejsou ulozeny v epitelidlnich bunkach.

Syntéza a sekrece lipidu

Triacylglyceroly syntetizované v hladkém endoplazmatickém retikulu alveolarnich bunck
mlécné zlazy z prekurzorii mastnych kyselin (MK) a glycerolu splyvaji do velkych kapének,
které se presouvaji k apikalni membrané buiky (cesta II, obr. 1). Lipidové kapénky zabalené
v apikalni plazmatické membrané se nakonec oddéli z buiiky jako tzv. mlé¢na tukova kulicka
(milk fat globule). Nahodné zahrnuti ¢asti cytoplazmy spolu s membranou kapénky umoziuje
jakékoliv latce obsazené v cytoplazmé vstoupit do mléka. Membrana obklopujici kulicku
mlécného tuku ma dvé funkce: je hlavnim zdrojem fosfolipidii a cholesterolu pro kojence
a brani splyvani tukovych kulicek do velkych tukovych kapek, které by mohly byt obtizné

vylucované.

Transport pres apikalni membranu

Transport apikadlni membranou je omezen pouze na nevelké mnozstvi malych molekul (cesta
I, obr. 1). Timto mechanizmem piimo prostupuji do matetského mléka monovalentni ionty,
voda a nékteré monosacharidy. Na mozny piestup latek apikalni membranou je tfeba myslet

zejména pii vybéru vhodné farmakoterapie kojici matky.

Transcytoza intersticialnich molekul

Intaktni proteiny mohou pfestupovat pies epitel prsni zldzy z intersticidlni tekutiny bud’
transcytézou nebo prostiednictvim tzv. paracelularni drahy. V pribéhu kojeni je vSak
k dispozici pouze transcytotickd cesta (cesta IV, obr. 1). Nejlépe prostudovanymi
molekulami, které prostupuji do mléka prostfednictvim transcytdzy jsou imunoglobuliny.
Imunoglobulin A je syntetizovan plazmatickymi bufikami v intersticilnich prostorech mlécné
zlazy nebo také jinde v téle. Na vnitini strané epitelialni buniky se IgA vaze na transportni Fc
receptor (tzv. poly-Ig receptor). Komplex tohoto receptoru s IgA je pak endocytovan a

transportnim vackem pifenesen na druhou stranu buiky (lumindlni stranu). Tam fazuje s
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membranou a ¢ast receptorové molekuly spolu s navdzanym IgA se proteolyticky odstépi.
Cést sekre¢ni molekuly, kterd zistiva spojena s IgA, se nazyva sekreni komponenta a
zajiStuje IgA rezistenci vici stfevnim protedzam. Timto zpisobem se také IgA dostava do
matefského mléka a z n¢j do zazivaciho traktu novorozence. Tam mé dulezitou ochrannou
funkci v dobé€, kdy jeho imunitni systém jesté IgA neprodukuje. Podobnym zplsobem

prostupuje z plazmy do matefského mléka fada proteinti, hormont a ristovych faktort.

Paracelularni cesta

Paracelularni cesta (cesta V, obr. 1) umoziuje ptestup latek mezi epitelovymi buitkami.
V prub¢hu kojeni brani prestupu latek mezi alveolarnimi buiikami tzv. tight junctions, tj. t€sné
spoje mezi epitelidlnimi bunkami, kterymi prostupuje voda a nékteré hydrofilni molekuly.
Prestoze nékteré builkky imunitniho systému zjevné mohou do mléka prostupovat diapedézou,
nenechavaji po svém pifechodu mezi tésnymi spoji trvalé mezery. V pribéhu gravidity,
mastitidy a pak také béhem involuce mlécné zladzy se tight junctions stavaji prostupné
a umoziuji slozkdm z intersticidlniho prostoru ptestupovat volné do mléka. Stejné¢ tak mulize

v tomto obdobi dojit k pfestupu n€kterych slozek matetfského mléka do plazmy.

V soucasné dobé¢ je hodn¢ diskutovand teorie tzv. enteromamérniho obehu (Kleinman, R.E.
and Walker, W.A. 1979). Nékteré latky (sekrecni protilatky, probiotické bakterie atd.)
pfitomné ve stfevé matky mohou prostupovat krevnim obéhem do mlécné zlazy. Kojené dité
tak v MM pfijima sekrecni protilatky proti mikroorganismim, které kolonizuji sliznice matky

i samotného ditéte (Brandtzaeg, P. 2010).
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Obrazek 1. Cesty sekrece a syntézy mléka bunikami mlééné zlazy. I: Exocytéza mlécnych proteint, laktozy
a dalich slozek vodné faze v sekre¢nich vezikulach Golgiho aparatu. II: Sekrece mléénych lipidi cestou tukové
kapénky. III: Pfimy pfestup monovalentnich iontl, vody a glukézy pres apikalni membranu buiky.
IV: Transcytoza slozek intersticialniho prostoru. V: Paracelularni cesta nékterych slozek plazmy a leukocytl.
(McManaman, J.L. and Neville, M.C. 2003)

Legenda: SV = sekre¢ni vezikuly; RER = drsné endoplasmatické retikulum; BM = bazalni membrana;
MFG = mlééna tukova kulicka; CLD = cytoplasmaticka tukova kapénka; N = jadro; PC = plasmaticka buika;
FDA = adipocyt; TJ = tight junction; GJ = gap junction; D = desmozom; ME = myoepitelialni bunka.
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1.3 U¢inky matei'ského mléka na zdravi kojenych déti

Rada epidemiologickych studii prokazala, Ze kojeni je asociovéno se snizenim morbidity
kojenych déti a niz§im rizikem vzniku infekénich nemoci (akutni stfevni a respira¢ni infekce,
akutni a rekurentni otitidy a mocové infekce). Tento efekt je pfitomen v dob¢ kojeni, ale mize
pfetrvavat i po ukonceni kojeni, a to az do jednoho roku zivota (Schanler, R.J. 2013).
Uplatiiuje se zde zejména ucinek sekre¢niho IgA, ktery vaze mikroby na sliznici ditéte a brani
aktivaci zanétlivé odpovédi, zatimco laktoferin ni¢i mikroby a tlumi zanétlivou reakci

(Lawrence, R.M. and Pane, C.A. 2007).

V posledni dob¢ se stale Castéji stavaji predmétem zajmu pozitivni G€inky kojeni pfetrvavajici
do pozdniho détského véku a dospélosti. Donedavna predpokladany protektivni G€inek kojeni
pted vznikem civilizaénich onemocnéni (hypertenze, hypercholesterolemie, obezita, diabetes
mellitus 2. typu (DM2)) a pozitivni vliv na intelektualni vyvoj vsSak dle posledniho
systematického ptrehledu WHO nebyl doposud jednozna¢éné prokazan (Horta, B.L. and

Victora, C.G. 2013). Mechanismus této hypotetické ochrany neni znamy.

Nékteré prace poukazuji na mozny dlouhodoby ochranny vliv kojeni pfed vznikem
imunologicky podminénych onemocnéni, jako celiakie (Szajewska, H. et al. 2012),
zanétliva stfevni onemocnéni (Barclay, A.R. et al. 2009), diabetes mellitus 1. typu
(Frederiksen, B. et al. 2013), alergicka onemocnéni (Kramer, M.S. 2011). Dosud publikované
studie vSak pfinesly rozporuplné vysledky, stejn¢ tak jako se nepodafilo pfesnéji objasnit
mechanismus tohoto ochranného vlivu. Vzhledem k tomu, Ze v patogenezi téchto onemocnéni
se uplatiiuje porucha imunotolerance, nabizel by se zde mechanizmus indukce tolerance viici
specifickému antigenu prostiednictvim MM. Je dobie zndmo, ze v MM se objevuji antigeny,
které hraji vyznamnou roli uimunologicky podminénych onemocnéni. Navic spolu
s antigenem piijima kojenec v MM 1 urcité biologicky aktivni faktory, které jsou schopny
toleranci indukovat, jako napft. sekrecni IgA, alfa-linolenovéa kyselina a cytokiny jako TGF-p3,

IL-10, IL-4, IL-8 (Verhasselt, V. 2010).
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Vztah kojeni a alergickych onemocnéni je neustile pfedmétem diskuzi, nicméné i v této
oblasti jsou vysledky zatim kontroverzni (Duncan, J.M. and Sears, M.R. 2008). Podle
nékterych autorit mize vyluéné kojeni v prvnich 4 mésicich zivota snizit riziko alergie
na bilkovinu kravského mléka v Casném détském veku, dlouhodobéjsi efekt a vliv na dalsi
typy potravinovych alergii je zatim nejasny (Fleischer, D.M. 2013). Vyzkum v této oblasti je
velice svizelny vzhledem ke komplexnosti slozek MM a vzijemné interakci stfevniho
1 zevniho prostfedi a imunitniho systému novorozence. Nezanedbatelné jsou i etické divody
znemoznujici randomizaci déti ke kojeni a krmeni nahradni kojeneckou mlé¢nou vyzivou.
Nicméné kojeni sehrava pravdépodobné velkou roli v tzv. nutriénim programovani v prvnich

dnech ¢i mesicich zivota (Cottrell, E.C. and Ozanne, S.E. 2008).

Teorie programovani je zalozena na hypotéze, ze faktory ovliviiujici mladého jedince
v kritickém obdobi vyvoje, urcuji rizika vzniku nemoci pozdé¢ji v dospélosti. Za takova
onemocnéni jsou povazovdna zejména tzv. civilizani onemocnéni, jako je obezita,
hypertenze, inzulinova rezistence, ateroskler6za, atd. Predpoklada se, Ze v piipad¢ nutri¢niho
programovani lze tato rizika ovlivnit cilenou vyzivou v obdobi tchotenstvi a casném
postnatalnim obdobi (vliv specifickych nutrientd — vitaminy, minerdly, antioxidanty,

regulacni hormony).

V poslednich letech bylo popsdano nékolik novych molekul, které mohou vyznamnym
zptisobem ovlivnit nutricni stav jedince a sehravat urCitou roli v rozvoji metabolického
syndromu pozd¢ji v dospé€losti. Jednd se zejména o tzv. regulaéni hormony (RH) piijmu
potravy a gluko6zo-lipidového metabolizmu (adiponektin, leptin, ghrelin, adipocitarni vazebné
proteiny mastnych kyselin a dal$i). Nejvyznamnéjsi regulacni hormony MM jsou shrnuty

v tabulce 4.
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Objev

. . A%
Hormon Objev Hlavni funkce :\)Ilkljle Metoda Receptor receptoru ve
strevé
Leptin Anorexigenni efekt 1997 RIA Ob-R U clovéka
epti 9 ELISA
ZvySeni inzulinové
senzitivity
ZvySeni metabolismu 5006 RIA AdipoR1 U mysi,
mastnych kyselin ELISA  |AdipoR2 u Clovéka
Protizanétlivy efekt
Antiaterogenni efekt
Orexigenni efekt
Stimulace sekrece STH S
Stimulace Zalude&ni 2006 RIA GHS-1a U clovéka
sekrece a motility
Primarni mediator IR
efektu STH 11984 RA  |IGF-R U clovéka
Regulace postnatalniho
. IGF-IIR
rastu
Regglgge inzulinove 2008 ELISA |Neznamo |Neznamo
senzitivity
Obestatin Anorexigenni efekt 2008 RIA GPR 39 U mysSi

Tabulka 4: Nové regulacni hormony matetfského mléka (Bronsky, J. 2010).
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1.4 Regula¢ni hormony pritomné v MM

1.4.1 Adiponektin

Adiponektin (30 kDa) je predominantni sekretoricky protein tukové tkané€, objeveny v roce
1995 (Scherer, P.E. et al. 1995). Gen pro adiponektin je lokalizovany na pozici 3927, pfi¢emz
tento lokus je asociovany také s predispozici ke vzniku DM2 a metabolického syndromu
(Filippi, E. et al. 2004). Tento protein, puvodné oznaCovany jako adipocyte complement-
related protein, tvori asi 0,01% celkové sérové bilkoviny a skladd se z244
aminokyselinovych zbytk. Jeho N-termindlni doména je podobna kolagenu VII a C-
terminalni globuldrni doména je podobnd Clq faktoru komplementu. V plazmé vytvari
adiponektin oligomerické komplexy. Vyskytuje se jako trimer (nizkomolekularni forma, a to
zejména jako cirkulujici adiponektin), pak jako hexamér, sestavajici ze dvou trimert
spojenych disulfidickymi vazbami (forma o stfedni molekuldrni hmotnosti) a také jako velky
multimér, sestavajici z 12-18 podjednotek (vysokomolekuldrni forma). Tento velky multimér
je biologicky aktivni a je nejlepSim prediktorem inzulinové rezistence. Vyskytuje se zejména

intracelularné (Liu, M. and Liu, F. 2014).

Receptory pro adiponektin

Doposud bylo identifikovano nékolik adiponektinovych receptorti, z nichz nejdiilezitéjsi jsou
dva - AdipoR1 a AdipoR2, které maji 7 transmembranovych domén, ale jsou strukturdlné,
topologicky 1 funkéné odlisné od receptorti sdruzenych s G-proteinem (GPCR). Jejich N-
terminalni doména je intracelularni a C-termindlni doména extracelularni (na rozdil
od GPCR). AdipoR1 se vyskytuje ubikvitn€, ale nalézdme ho zejména na povrchu bunék
kosterni svaloviny. Byl vSak také prokdzan ve stfevni sliznici (v€etné kojencit), kde mize byt
potencialnim cilovym receptorem pro adiponektin obsazeny v mateiském mléce (Bronsky, J.
et al. 2012). Jeho gen je umistén na lokusu 1p36. AdipoR2 je predominantné exprimovan
v jaterni tkani a jeho gen je lokalizovan na pozici 12p13. Dal$im zndmym typem receptoru je
tzv. T-cadherin, ktery vaze hexamerni a vysokomolekularni formy adiponektinu (Yamauchi,

T. et al. 2014).
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AdipoR1 a AdipoR2 zvySuji aktivitu ligandi AMPK (AMP-aktivovand proteinkinaza),
PPAR-a (peroxizomovym proliferdtorem aktivovany receptor typu alfa) a p38 MAPK
(mitogenem aktivovand proteinkinaza) (obr. 2). AdipoR1 vede aktivaci AMPK ke zvySeni
exprese genu kodujicich hepatalni glukoneogenetické enzymy a tim ke sniZzeni endogenni
produkce glukézy. AdipoR2 pak cestou PPAR-alfa vede ke zvySeni exprese gent
odpovédnych za zpétné vychytdvani glukdézy. Aktivace obou téchto receptor vede
ke zvySeni oxidace MK, sniZzeni zasob triacylglyceroli a zlepSeni inzulinové rezistence

(Yamauchi, T. et al. 2014).

Ucinky adiponektinu

K hlavnim funkcim adiponektinu v organizmu patii zajiSténi homeostdzy glukézy a lipida
(Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014), a to tim, ze potlacuje glukoneogenezi v jatrech
a zaroven zvySuje utilizaci glukézy jiz zmiflovanym zvySenim oxidace mastnych kyselin
ve svalech a v jatrech. Dale stimuluje vychytavani glukézy ve svalech, zvySuje inzulinovou
senzitivitu a stimuluje sekreci inzulinu. Snizuje tim tedy hladinu glukézy, triacylglycerolti
a mastnych kyselin. Jeho hladiny negativn¢ koreluji s body mass indexem (BMI), procentem
télesného tuku, koncentracemi inzulinu nalac¢no, hladinou triacylglyceroli v plazmé,
inzulinovou rezistenci a vyskytem metabolického syndromu. Naopak pozitivni korelace byla
prokazana u hladin HDL cholesterolu a markeri inzulinové senzitivity (Savino, F. et al. 2013;

Chapnik, N. et al. 2014; Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014; Ye, E. et al. 2014).

Adiponektin se pii 1ézi endotelu hromadi ve stén¢ cévy a inhibuje proliferaci a migraci
hladkych svalovych bunék a také preménu makrofagii na pénové bunky. Cestou aktivace
cAMP-proteinkinazy A snizuje hladiny adhezivnich molekul, coZ mé za nasledek zhorSeni
pfichytavani cholesterolu a makrofagl na aterosklerotické 1éze (Fortuno, A. et al. 2003; Hui,
X. et al. 2012; Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014). Vyznamn¢ také ovlivituje produkci
endotelialni syntdzy oxidu dusnatého (eNOS), jakozto dulezit¢ho faktoru angiogeneze
a endotelidlni funkce. Navic potlacuje tvorbu volnych kyslikovych radikali vyvolanou

-----

cytokind (IL-1, IL-10) a zaroveil sniZzuje sekreci prozanétlivych cytokinti (TNF-alfa, IL-6).
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Vyse uvedenymi mechanizmy adiponektin chrani organizmus pfed rozvojem aterogennich

zmén (Hui, X. et al. 2012; Amirzadegan, A. et al. 2013).

Produkce adiponektinu v bilé tukové tkani vzriistd béhem diferenciace adipocyti. Hypertrofie
adipocytll vyvoland stravou s vysokym obsahem tukll zptisobuje naopak snizeni produkce
a sekrece vSech hormonil zvysujicich inzulinovou senzitivitu (v¢etné adiponektinu) a zvySeni
hormont pfispivajicich k inzulinové rezistenci (Kershaw, E.E. and Flier, J.S. 2004; Blaslov,
K. et al. 2013; Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014). SniZeni syntézy a sekrece
adiponektinu vede ke zvyseni kalorického piijmu, a to zejména v ptipadé leptinové deficience
nebo rezistence. Jeho produkce a sekrece je také stimulovana IGF-1. Thiazolidindiony
(antidiabetika zvySujici inzulinovou senzitivitu — agonisté receptoru aktivovaného
peroxizomovym proliferdtorem gamma, PPAR-y) stimuluji expresi adiponektinového genu
a zvySuji hladiny adiponektinu u obéznich mysi a u obéznich pacienti s inzulinovou

rezistenci (Lihn, A.S. et al. 2005).

Adiponektin v séru

Sérové koncentrace adiponektinu jsou u obéznich jedinci nizké, naproti tomu zvySené
hladiny nachazime u konstitu¢né Stihlych jedinci. Abnormdlni pfijem potravy miize vést
ke zménam hladin cirkulujiciho adiponektinu. Samotné podani adiponektinu do Zaludku mysi
cestou nazogastrick¢ sondy vedlo s odstupem 2-6 hodin ke vzestupu cirkulujicich hladin
adiponektinu v séru (Newburg, D.S. et al. 2010). Ke zvyseni hladin adiponektinu u obéznich
pacientl (s diabetem i1 bez né&j) vede i chirurgickéd 1écba morbidni obezity Zalude¢ni bandazi.
Naproti tomu niz§i sérové koncentrace adiponektinu nachizime u pacientli s poruchou
glukézové tolerance a DM2 (Jee, S.H. et al. 2013; Lindberg, S. et al. 2013; Kishida, K. et al.
2014). Silnou spojitost mezi hladinami adiponektinu a diabetem prokazala nedavno také
skupina korejskych autorti, ktera provedla velkou studii s ndslednym sledovanim pacientl
po dobu Sesti let (Jee, S.H. et al. 2013). Sérov¢ hladiny adiponektinu se tak zdaji byt vhodnym
parametrem sledovani inzulinové senzitivity u jedincti s metabolickym syndromem (Fu, Y.
2014). Aplikace adiponektinu, rekombinantniho adiponektinu nebo 1éki stimulujicich sekreci
¢i pusobeni adiponektinu mize v budoucnu vést ke zlepSeni inzulinové senzitivity
a gluk6zové tolerance a k napraveé hyperglykémie spojené s obezitou. Vliv thiazolidindiond

na sekreci adiponektinu miize alespoil z¢asti vysvétlit hypoglykemizujici G€inek téchto 1¢ka
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u pacientll s DM2. Adiponektin je biomarkerem spojujicim jednotlivé slozky metabolického
syndromu a mohl by tak v klinické praxi najit Siroké vyuziti (Fu, Y. 2014; Kishida, K. et al.
2014; Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014). Vzhledem k vyse uvedenym faktim se vyuziti
adiponektinu v predikci vzniku diabetu a zvySeného kardiovaskularniho rizika jevi jako velice

slibné a uzite¢né (Mather, K.J. and Goldberg, R.B. 2014).

Adiponektin byl identifikovan také v pupecnikové krvi, kde jsou jeho hladiny pfimo spojeny
s porodni hmotnosti vzhledem ke gestacnimu veéku, negativné spojeny s hmotnostnim
ptirGstkem v prvnich 6 mésicich zivota a jsou také prediktivnim faktorem pfirtstku tukové
tkan€ v prvnich 3 letech zivota ditéte (Mantzoros, C.S. et al. 2009). Je znamo, ze sérové
hladiny adiponektinu negativné koreluji s mnozstvim télesného tuku u déti mezi 5. a 10.
rokem zivota. Naopak u donoSenych déti v prvnich dnech Zivota koreluji sérové a plazmatické
hladiny adiponektinu pozitivné s porodni hmotnosti a délkou, mnoZstvim tukové tkané
novorozence a cirkulujicimi hladinami leptinu (Ozarda, Y. et al. 2012). U nedonosenych déti
jsou sérové hladiny adiponektinu niz$i nez u donoSenych, koreluji pozitivné s télesnou
hmotnosti a s vékem se zvySuji. Tato situace je pravdépodobné projevem poporodni

metabolické adaptace nedonoseného ditéte (Siahanidou, T. et al. 2007).

Adiponektin v MM

V matetském mléce byl adiponektin poprvé popsan v roce 2006, a to soucasné nasim
vyzkumnym tymem (Bronsky, J. et al. 2006) a tymem Dr. Martin (Martin, L.J. et al. 2006).
Vzhledem k biologickym vlastnostem adiponektinu, jeho pfitomnosti v MM a pfitomnosti
AdipoR1 ve sliznici tenkého stieva u mysi (Zhou 2005) a AdipoR1 a R2 ve sliznici kolon
u lidi, je mozné, Ze se adiponektin v MM podili na programovani nékterych fyziologickych
funkci kojence. Koncentrace adiponektinu v MM se pribéhu laktace méni (Martin, L.J. et al.
2006; Weyermann, M. et al. 2006; Dundar, N.O. et al. 2010; Newburg, D.S. et al. 2010;
Bronsky, J. et al. 2011). Weyermann a spol. popsali vyssi hladiny adiponektinu v MM matek,
jejichz déti mély nadvahu ve 2 letech véku a byly kojeny alespont 6 mésicti (Weyermann, M.
et al. 2007). Nas vyzkumny tym publikoval zmény koncentraci adiponektinu v MM v priibéhu
12 mésict laktace (Bronsky, J. et al. 2011).
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Obrazek 2. Adiponektin: zdroje, struktura a vlivy na ostatni cytokiny (Tilg, H. and Moschen, A.R. 2006).

Legenda: AdipoR1, AdipoR2 — receptory pro adiponektin, AMPK — AMP aktivovand proteinova kinaza,

SREBPIC - protein vazajici se na sterol-regulujici element, PPAR - receptor aktivovany peroxizomovym

proliferatorem, PPRE — PPAR responzivni element, NF-xB - nuklearni faktor kB (heterodimer p50/p65), IKK-

inhibitor kB kinazy a, B, y, TNF — tumor nekrotizujici faktor TNFR — receptor pro TNF, IFN — interferon, IL-10

— interleukin 10, IL-1RA — antagonista receptoru pro IL-1, ACC — acetyl koenzym A.
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1.4.2 Leptin

Leptin (16 kDa) je protein produkovany buitkami tukové tkané. Byl prvnim objevenym
adipokinem v roce 1994, a to tymem Zhang a spol. (Zhang, Y. et al. 1994), i kdyz uZ v roce
1950 byla popsand genova mutace v leptinovém genu (ob gen) u mysi, kterd vedla k rozvoji
morbidni obezity a diabetu jiz v Casném véku. Je zatim jednim znejlépe probadanych
adipokint. Je tvofen 167 aminokyselinami a jeho terciarni strukturu tvoii ¢tyfi anti-paralelni
alfa-helixy, které jsou spojeny dvéma dlouhymi a jednim kratkym spojem. Gen pro leptin je
lokalizovan na sedmém chromozomu, v pozici 7q31.3. Leptin je tvofen nejen v bilé, ale také
v hnédé¢ tukové tkani, nachazime jej také v placenté, oocytech, buiikdch preovulacniho
folikulu, epitelu prsni Zlazy, zalude¢ni sliznici, hypotalamu, hypofyze a také v kosternich
svalech. Leptin zprostfedkovava své ucinky prostfednictvim specifického receptoru, a to jak

v mozku, tak i v perifernich tkanich.

Receptory pro leptin

Leptin ma v organismu fadu receptori. Gen pro leptinovy receptor (LEPR) se nachazi
na pozici 1p31 a méa 17 exonil. V organizmu existuje 6 izoforem receptoru pro leptin (LEPR
a-f). Avsak pouze typ B obsahuje intraceluldrni strukturu potiebnou pro aktivaci bunécnych
signali. Chybé&jici funkéni gen pro leptinovy receptor je pak odpovédny za vznik obezity
a metabolického syndromu. Tato izoforma se nachdzi v hypotalamu, kde zprostfedkovava
efekt leptinu na energetickou homeostazu a nalézame ji také v endometriu. Ostatni izoformy
se podileji na transportu leptinu v organizmu. Rozdily v téchto izoformach jsou dané délkou
intracelularni (cytoplazmatické) domény, extracelularni domény obou typl receptorti jsou
shodné. Dlouha forma leptinového receptoru méa v intracelularni doméné 302
aminokyselinovych zbytki a vyskytuje se v hypotalamu, zatimco kratka forma jich ma jenom
32-40 a vyskytuje se predevsim v bunkach chorioidealniho plexu. Predpoklada se, ze se
ucastni regulace transportu leptinu ze séra pres hematoencefalickou bariéru (Munzberg, H.
2010). Kratka forma leptinového receptoru byla nalezena v riznych orgénech, mimo jiné také
v ledvinach, plicich a cévach. Mutace v genu pro leptinovy receptor vede také ke vzniku
obezity. Dalsi formou leptinového receptoru je rozpustna forma LEPRe, kterd méa jenom 14

exont a ktera obsahuje nonitracelularni motivy nebo transmembranové domény.
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Leptinovy receptor je jednoduchym membranovym receptorem patficim do rodiny
cytokinovych receptort, ktery iniciuje transkripci genii aktivaci cytosolickych STAT
proteinti. STAT proteiny se vazi k fosfotyrozinovym zbytkim v cytoplazmatické doméné
aktivované¢ho receptoru, kde jsou fosforylovany. Aktivované¢ STAT proteiny dimerizuji a
presouvaji se do jadra, kde se vazi k DNA a aktivuji transkripci (obr. 3). Leptin aktivuje
v hypotalamu proteiny STAT 3,5,6 u normalnich mysi, ale ne u db/db mysi, které postradaji
funkéni izoformu leptinového receptoru. Hypotalamus je cilovym mistem pro leptin, ktery

neaktivuje STAT proteiny v zadné jiné tkéani.

Leptinovyreceptor Plazmaticka membrana

D (S —

Cytosol
Jadro
Neuropeptidy
(POMC, atd.)
— ~+— DNA
mRNA

Obrazek 3. Signalni draha leptinu cestou aktivace Jak/STAT proteint (Bourque, D.D. 2006)
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Ucinky leptinu

Leptin plni fadu funkci, jeho hlavnim ukolem je vSak adaptace organizmu na hladovéni.
Podili se na udrzovéani energetick¢é homeostazy a to zejména tim, Ze omezuje piijem potravy
a zvysuje energeticky vydej, informuje o mnozstvi tukovych zasob, ptimo snizuje koncentraci
intracelularnich lipidd, stimuluje oxidaci mastnych kyselin, zvySuje vychytavani glukozy
ajaterni glukoneogenezi. V nucleus arcuatus hypotalamu stimuluje leptin sekreci
anorexigennich peptidi jako proopiomelanokortin (POMC) a kokainem a amfetaminem
regulovany transkript (CART) a zaroven inhibuje sekreci orexigennich peptidii jako je

neuropeptid Y a agouti gen-related protein (AGRP) (obr. 4).

LEPTIN

NPY/AgRP POMC/CART

INPY LAgRP Ta-MSH
NPY-R MC3-R/MC4-R

R\/@

| Prijem potravy

Obrazek 4: Interakce leptinu s NPY/AGRP a POMC/CART (Rahmouni, K. and W, G.H. 2002).
Legenda: NPY = neuropeptid Y, AGRP= agouti gen related protein, POMC = proopiomelanokortin,
CART =kokainem a amfetaminem regulovany transkript, «MSH = hormon stimulujici a-melanokortin,

MC3/4-R = receptor pro melanokortin (MC3/4-R).
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Jelikoz je leptin esencialni molekulou pro vyzravani pohlavni osy, sehrava roli i v regulaci
nastupu puberty. Podili se také na regulaci kardiovaskularnich (aktivace sympatiku, zvySovani
krevniho tlaku, indukce angiogeneze) a imunitnich funkci a také na fizeni ontogeneze.
Neptfimo ovliviluje kostni metabolizmus, velikost tohoto vlivu zavisi na nutriénim stavu
organizmu a nastupu menarché. Nizké koncentrace leptinu, nevyhovujici nutri¢ni stav
a pozdni menarché jsou rizikovym faktorem pozdéjsiho rozvoje osteopordzy. U novorozence
se leptin pravdépodobné podili na rozvoji hypotalamickych drah regulace energetické
rovnovahy a piijmu potravy. Pfedpoklada se, Ze se leptin podili na regulaci ristu plodu. Jeho
pfitomnost byla prokazéna v pupecnikové krvi a koreluje s mnozstvim tukové tkané ditéte
v dobé porodu (Tsai, P.J. et al. 2004). U hypotrofickych novorozenct tak nachdzime nizsi
hladiny leptinu nez u téch s normalni porodni hmotnosti, u hypertrofickych novorozenct jsou
pak hladiny leptinu vys§i. Koncentrace leptinu v pupecnikové krvi také negativné koreluje
s hmotnostnim pfirtistkem v prvnich 6 mésicich zivota a BMI ve 3 letech (Mantzoros, C.S. et

al. 2009).

Leptin v séru

Plazmatické hladiny leptinu vyznamné koreluji s mnozstvim tukové tkané v organismu jak
u dospélych, tak u déti. Byla také popsana korelace plazmatickych hladin s hladinami
v mozkomisnim moku. Vykazuji cirkadianni rytmy, pfi¢emz nejvy$$i hodnoty leptinu
nachazime kolem ptilnoci a v ¢asnych rannich hodinach. Obecné nachézime vyssi hodnoty
uzen nez u muzid, a to bez ohledu na télesnou hmotnost, objem tuku ¢i vék. U jedinct
s mentalni anorexii se nachazi leptin jen ve velmi malém mnozstvi. Naproti tomu u pacientd
s obezitou byvaji hladiny leptinu vysoké. U mysi s deficitem Ileptinu vedlo podéani
rekombinantniho leptinu do CNS ke snizeni piijmu potravy i t€lesné hmotnosti, pfi perifernim
podani je zapotiebi vysSich davek. U pacientii s prostou obezitou vSak k tomuto efektu
nedochézi a Ize u nich pfedpokladat leptinovou rezistenci (Bjorbaek, C. 2009). U obéznich
jedinct totiz chronicky zvySené hladiny leptinu déle snizuji transport leptinu do CNS
a zhorSuji citlivost leptinovych receptori. Dlouhd forma leptinového receptoru je
exprimovana na hypotalamickych neuronech, které produkuji NPY, ktery ma orexigenni
ucinky. Podani leptinu tak inhibuje tvorbu NPY a ovliviiuje i melanokortinovy systém (cestou

aktivace POMC). Také neurony produkujici orexiny jsou tedy spolu s leptinem zapojeny
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do hypotalamickych regula¢nich drah ptijmu potravy (de Lecea, L. et al. 1998; Funahashi, H.
et al. 2000).

Leptin v MM

V MM c¢loveka byl leptin objeven v roce 1997 tymem Casabiell a spol. (Casabiell, X. et al.
1997). Je tvofen a secernovan epitelidlnimi buiikami prsni zlazy ve formé tukovych
mikrokapének (Smith-Kirwin, S.M. et al. 1998). Receptory pro leptin byly nalezeny
ve sliznici Zaludku i tenkého stfeva na myS$im modelu i u ¢loveéka (Barrenetxe, J. et al. 2002)
Je mozné, ze leptin prechdzi z MM do krve kojence a mize se podilet na kratkodobé regulaci
pfijmu potravy. Peroralni podani leptinu totiz vedlo u novorozenych mysi ke zvySeni hladin
leptinu v séru (Sanchez, J. et al. 2005). Mysi, kterym byl podavén leptin mély vyznamné nizsi
hmotnost a niz§i mnozstvi télesného tuku v dospélosti a také vySsi inzulinovou senzitivitu.
Navic tyto mySi méné preferovaly stravu bohatou na tuk (Sanchez, J. et al. 2008). Zda se tedy,
ze suplementace fyziologickou davkou leptinu v pribéhu kojeni je vice chranilo pied vznikem
obezity a metabolického syndromu. Koncentrace leptinu v MM pozitivn€ koreluji se sérovymi
hladinami leptinu, BMI a mnozstvim télesného tuku u matky (Ilcol, Y.O. et al. 2006) a také
s plazmatickymi hladinami leptinu u ditéte (Ucar, B. et al. 2000). Kojené déti maji v prvnich
mésicich zivota vys$si sérové hladiny leptinu nez déti zivené ndhradni kojeneckou mlécnou
vyzivou. Sérové hladiny leptinu u kojenych déti také koreluji s BMI matky (Savino, F. et al.
2006).
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1.4.3 Ghrelin

Ghrelin (4kDa) byl objeven v roce 1999 a je povazovan za komplementarni prvek k leptinu
(Shintani, M. et al. 2001). Je kddovan genem pro ghrelin a obestatin (GHRL gen). Sklada se
z 28 aminokyselinovych zbytkli a jeho pfitomnost byla prokdzana v enteroendokrinnich
buiikach zaludec¢ni sliznice, ve sliznici tenkého a tlustého stieva, pankreatu i CNS. Stimuluje
sekreci STH, prolaktinu a ACTH. Aktivuje neurony produkujici orexigenni peptidy NPY
a AGRP, a tim stimuluje pfijem potravy, ovliviiuje zalude¢ni motilitu a sekreci a ma vliv
i na pankreatické¢ funkce (Bronsky, J. 2010). Jeho sekrece se tak zvySuje pii hladovéni,
kachexii a mentalni anorexii. Byva také ozna¢ovan jako hormon navozujici pocit hladu, jeho
koncentrace stoupaji pted jidlem a prudce klesaji po jidle. Jeho hladiny negativné koreluji
s mnozstvim télesného tuku, BMI i1 s plazmatickou hladinou leptinu, glukézy a inzulinu
(Bacha, F. and Arslanian, S.A. 2005). U mysi vedlo podani ghrelinu ke vzestupu télesné
hmotnosti a mnozstvi tukové tkdn€ a to zvySenim pfijmu potravy a soucasnym sniZzenim

energetického vydeje (Tschop, M. et al. 2000).

Ghrelin v MM

Pritomnost ghrelinu byla prokdzana i v MM, je tvofen buitkami mlécné Zlazy, Castecné se
vSak do MM dostava i z plazmy (Aydin, S. et al. 2006). Sérové koncentrace ghrelinu byvaji
nizsi nez koncentrace v MM (Savino, F. et al. 2012). Koncentrace ghrelinu v MM stoupaji
béhem laktace a koreluji se sérovymi hladinami u kojenct (Ilcol, Y.O. and Hizli, B. 2007,
Savino, F. et al. 2012). V MM byl navic nalezen tzv. aktivni ghrelin, tj. acylovana forma
ghrelinu s plnou biologickou ucinnosti (Ilcol, Y.O. and Hizli, B. 2007). Cirkulujici hladiny
ghrelinu koreluji s vékem, hmotnosti a télesnou délkou kojenci v pribehu casného
kojeneckého obdobi. U déti krmenych nahradni kojeneckou mléénou vyzivou byly v pribéhu
prvnich Sesti mésicii nalezeny vyssi sérové hladiny ghrelinu nez u déti kojenych. Zda se, ze
pravé ghrelinem piitomnym v MM je regulovan pfijem potravy a nasledné i télesné sloZeni

ditéte v pozd&jsim veéku (Savino, F. et al. 2012; Savino, F. et al. 2013).
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1.4.4 Rezistin

Rezistin (12kDa) je dal§im z fady adipocytokintl, je tvofen 108 aminokyselinami a byl
objeven v roce 2001 (Steppan, C.M. et al. 2001). Gen kodujici rezistin je lokalizovan na 19.
chromozomu. Jeho receptor nebyl sice dosud objeven, nicméné recentni prace naznacuji, ze
rezistin interaguje s endotoxinovym receptorem Toll-like receptor-4 (TLR-4) a decorinem
(Daquinag, A.C. et al. 2011; Benomar, Y. et al. 2013). Jedna se o adipocytokin, ktery sehrava
vyznamnou roli pfi vzniku obezitou navozené inzulinové rezistence u mysi. U ¢lovéka je vSak
jeho vliv na vznik inzulinové rezistence mensi (homologie pouze 64 procent). Jeho ucinky lze
obecné shrnout jako ucinky opacné inzulinu. Je produkovan tukovou tkéni, ale také v zaludku,
sttevé, nadledvinach, varlatech a ve svalech. Jeho vysoké koncentrace nachazime u obéznich
pacientl a jedincti s DM (Geyikli, I. et al. 2013). U obéznich jedinct jsou cirkulujici hladiny
rezistinu v krvi zvySené, pfi redukci télesné hmotnosti klesaji (Cabrera de Leon, A. et al.
2014). Rezistin také snizuje pifijem potravy ptisobenim na hypothalamické centra (Tovar, S. et
al. 2005). Naopak hladovéni vede ke sniZzeni jeho koncentraci. Rezistin ma také prozanétlivy

efekt, ktery je zprostfedkovany cestou zvySeni exprese TNF-alfa a IL-6.

Rezistin v MM

V roce 2008 byl rezistin objeven v MM (Ilcol, Y.O. et al. 2008). Zaroven bylo zjisténo, ze
jeho koncentrace v MM klesaji v pribéhu laktace a pozitivné koreluji s hladinami CRP
1 hladinami dalSich hormont jako jsou napfiklad estradiol, progesteron, prolaktin, tyroxin,
trijodthyronin, kortizol. Stejné tak koreluji hladiny rezistinu s hladinami leptinu. Sérové
koncentrace rezistinu u déti pak koreluji s jeho koncentracemi v MM (Savino, F. et al. 2012).

Dosud vsak neni znamo, jakou roli hraje rezistin ve vyvoji plodu ¢i kojence.
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1.4.5 Obestatin

Obestatin (2,5 kDa) je peptid, ktery snizuje piijem potravy pies receptor GRP39 (Zhang, J.V.
et al. 2005). Je tvofen 23 aminokyselinovymi zbytky a je odvozeny od ghrelinového
prekurzoru preproghrelinu. Vyskytuje a tvoti se v zaludku, tenkém stfevé a slinnych zlazach
(Ozbay, Y. et al. 2008). Tento peptid zpomaluje vyprazdiovani zaludku a stievni motilitu
a tim také snizuje pfijem potravy i télesnou hmotnost. Vzhledem k jeho uc¢inkiim a faktu, Ze
zvySené hladiny tohoto proteinu v plazmé nachézime u jedinct s mentalni anorexii, by mohl
byt obestatin u téchto pacienti markerem zmén nutri¢niho stavu. Obestatin by také mohl byt

v budoucnu diky svému anorektickému G¢inku vyuzivan k 1écbé obezity.

Obestatin v MM

Pfitomnost obestatinu v MM byla poprvé prokazana v roce 2008 (Aydin, S. et al. 2008).
Soucasné¢ byly nalezeny 2x vyS$$i koncentrace obestatinu v MM ve srovnani s jeho
koncentraci v séru. Sérové koncentrace obestatinu pozitivné koreluji s jeho hladinami v MM

(Savino, F. et al. 2012).
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1.4.6 Inzulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF-1)

IGF-1 (7,65 kDa) je bazicky peptid, ktery se sklada ze 70 aminokyselinovych zbytktl. Tento
protein je odpovédny za zprostiedkovani ucinku riistového hormonu. Jak jiz samotny nazev
napovidd, méa IGF-1 podobné Gcinky jako inzulin. Tyto dva proteiny se vSak 1isi biologickym
poloc¢asem v krvi. Inzulin ma polo¢as 4 minuty a jeho sekrece je pulzatilni, zatimco polocas
IGF-1 je diky jeho vazbé na plazmatické vazebné proteiny (IGFBP 1-6) delsi a ¢ini pfiblizné
15 hodin. Je tedy zifejmé, Ze sekrece inzulinu reaguje na akutni metabolické situace, zatimco
IGF-1 ovlivituje metabolické procesy spise z dlouhodobého hlediska. Uéinek IGF-1
v jednotlivych tkanich je zprostiedkovan jeho vazbou na nékolik typd receptort.
receptory podobné IR a hybridni receptor IG-IGF-IR. Nejvice cirkulujiciho IGF-1 je tvofeno
jatry. Hladinu IGF-1 miZe ovliviiovat hned nékolik faktorli, a to zejména STH, nutri¢ni stav
atada cytokinli. Nizké hladiny IGF-1 nalézdme typicky u stavli dlouhodobého hladovéni
a u jedincti s malnutrici (pacientky s mentalni anorexii, déti s cystickou fibrozou). K potlaceni
sekrece IGF-1 vede i fada cytokinil, pravdépodobné se zde nejvice uplatituje interleukin 6.
S tim pak souvisi nizka hladina IGF-1 pfi septickych stavech, systémovych onemocnénich,
polytraumatech, slozitych operacnich zakrocich a také malignitach. Z hormonti ovliviiuje
sekreci IGF-1 zejména inzulin, kortizol, hormony S§titné Zlazy a pohlavni hormony (Duan, C.

et al. 2010).

IGF-1v MM

Pritomnost IGF-1 v MM byla prokazana v roce 1984 tymem Baxter a spol. (Baxter, R.C. et al.
1984). Hladiny IGF-1 jsou nejvyssi v kolostru a postupné v pribéhu prvnich dnt laktace
klesaji. IGF-1 byl detekovan i v pupecnikové krvi, kde jeho hladiny koreluji s porodni
hmotnosti novorozence. U déti s intrauterinni rtistovou retardaci jsou hladiny IGF-1 vyssi nez
je tomu u déti eutrofickych (Savino, F. et al. 2009). U zdravych déti pak v prabéhu prvnich
péti mésici (kdy dochazi k utvaieni hormonélni osy IGF-1) koreluji hladiny IGF-1 pozitivné

s v€kem, Z-skore té€lesné hmotnosti, BMI a tloustkou kozni fady nad tricepsem.
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1.4.7 Vazebné proteiny mastnych kyselin (FABP)

FABP (13-14 kDa) patii do skupiny vazebnych proteini mastnych kyselin a dalSich
lipofilnich latek jako jsou eikosanoidy a retinoidy. Tato skupina proteind byva oznacovana
také jako tzv. intracelularni lipid-vazebné proteiny (intracellular lipid binding proteins,
iLBPs). Pfedpoklada se, Ze tyto proteiny usnadnuji pfenos mastnych kyselin mezi extra-
a intracelularnimi membranami a transport nékterych lipofilnich molekul pfes bunécnou
membranu ke konkrétnimu intracelularnimu receptoru (napi. PPAR). Uloha jednotlivych
FABP se lisi dle mista exprese. Mimo jiné ovliviiuji také buné¢ny rast a diferenciaci. FABP
jsou nejvice zastoupené v tkanich s vysokou metabolickou aktivitou MK, pfi¢emz exprese
FABP se zvySuje s rostouci intracelularni koncentraci MK. FABP po vazbé s MK mohou
vstoupit do bunééného jadra a ovlivnit bunéény cyklus (Schroeder, F. et al. 2008).
Adipocytarni FABP (AFABP) je predominantnim proteinem cytosolu zralych adipocytt.
V poslednich letech je oznacovan za dilezity regulator inzulinové senzitivity a glukozo-
lipidového metabolismu a je povazovan za biomarker obezity a metabolického syndromu.
AFABP vsak neni pouze cytosolickym proteinem, adipocyty je secernovan i do krve. Jeho
signifikantné vyssi plazmatické hladiny nalézame u obéznich pacientl. Tyto hladiny pozitivné
koreluji s obvodem pasu, hodnotou krevniho tlaku, markery lipidového metabolismu,
hladinou inzulinu a indexem inzulinové rezistence (HOMA). V piipad¢ deficitu AFABP maji
adipocyty snizenou schopnost lipolyzy a uvoliiuji méné MK. Tim chrani organizmus pied
vznikem hyperinzulinémie, hyperglykémie a inzulinové rezistence. U mysi vedlo vyfazeni
genu pro AFABP ke snizeni rizika rozvoje aterosklerézy. AFABP je pfitomen také
v makrofazich, kde reguluje produkci prozanétlivych cytokini a akumulaci estert

cholesterolu.

FABP v MM

FABP byly izolovany nejdiive v bovinni mlécné Zzlaze (Whetstone, H.D. et al. 1986), pozdé&;ji
pak také v mlé¢né zlaze mysi (Bansal, M.P. and Medina, D. 1993). Nejvyssi exprese FABP
v mlécné Zlaze byla zaznamenana v priibéhu laktace. Pfitomnost FABP v MM u ¢lovéka byla

poprvé popsana nasim vyzkumnym tymem v roce 2006 (Bronsky, J. et al. 2006).
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1.5 Adipofilin

Adipofilin (52kDa) je protein patiici do rodiny tzv. PAT proteinti (perilipin, adipofilin,
TIP47), které se podileji na akumulaci lipidG v eukaryotickych buiikdch. Adipofilin byl
poprvé objeven v roce 1992 (Jiang, H.P. and Serrero, G. 1992) jako RNA transkript, pficemz
exprese adipofilinové RNA se vyznamné zvySuje v prubéhu diferenciace adipocytil.
Adipofilin je svoji strukturou podobny perilipinu, coz vedlo k jeho objeveni na povrchu
tukovych kapének produkovanych mléc¢nou zlazou ¢loveka, kravy a krysy (Heid, H.W. et al.
1996). Tukové kapénky jsou hlavnimi zasobnimi organelami neutrdlnich tukti v buikdch
(obr. 4). Jsou to ve skutecnosti vezikuly vyplnéné triacylglyceroly a estery cholesterolu,
pokryté membranou, vznikajici v endoplazmatickém retikulu. PAT proteiny se ucastni
obalovani tukové kapénky a hraji klicovou roli vregulaci a sekreci cytoplasmatickych

tukovych kapének.

Adipofilin je predominantnim proteinem tukovych kapének v MM. Je exprimovan v mnoha
tkanich organismu, které akumuluji lipidy ¢i cholesterol (Heid, H.W. et al. 1998).
Imunoreaktivita vici adipofilinu byla popsana také v bunikach klry nadledvin, v Sertoliho
bunikdch a v hepatocytech jedincii s jaterni steatézou. Adipofilin by mohl najit vyuziti
v diagnostice Casnych stadii akumulace tuku v jaterni biopsii nebo pfi detekei lipogenni

diferenciace v tumorech mékkych tkéni.

U lidi vedou pokusy o zlepSeni inzulinové senzitivity (napf. hubnuti u obéznich jedinct nebo
1écba diabetikl 2. typu léky zvysujicimi inzulinovou senzitivitu) ke zvyseni hladin adipofilinu
v kosternim svalstvu (Phillips, S.A. et al. 2005). U mysi predisponovanych k rozvoji
ateroskler6zy (ApoE -/-) vede deficit adipofilinu v makrofazich (pénovych butikach ve sténé
cév) ke snizeni akumulace lipidd (Paul, A. et al. 2008) a ke zmenSeni rozsahu
aterosklerotickych platl i piesto, ze plazmatické hladiny cholesterolu a triacylglycerold
zistavaji nezménény. Adipofilin je také ve zvySené mife exprimovan u jedincl se
symptomatickou ateroskler6zou karotid (Nuotio, K. et al. 2007). Adipofilin pravdépodobné
hraje dtlezitou roli v ukladani cholesterolu ve forme jeho esterti do pénovych bunék. Zvysena

exprese adipofilinu zvySuje prinik mastnych kyselin do buiiky a jejich akumulaci a brani
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jejich efluxu z makrofagli, coz mize hrat roli v procesu aterogeneze. Leptin piimo
v makrofazich aktivuje tvorbu lipidovych kapének bohatych na adipofilin a zvySuje také
produkci eikosanoidii, coz muze hrat roli v patofyziologickych mechanismech spojenych
s obezitou, diabetem, kardiovaskularnimi chorobami a tumory. Podle nékterych autort je

adipofilin také vhodnym markerem akumulace lipida v lidskych monocytech.

TUKOVA KAPENKA

Fosfolipidy

Sterol

“Udfppp W

Perilipin

Obrazek 5. Tukova kapénka (Krahmer, N. et al. 2009).

Legenda: Jadro tukové kapénky tvofené triacylglyceroly a estery cholesterolu obalené membranou
fosfolipidd. Rada proteinii interaguje s povrchem tukové kapénky, patii k nim také perilipin (a daldi PAT
proteiny), protein Rab 18, DGAT2 - diacylglycerol-acyltransferaza 2 a dalsi.
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HYPOTEZY

. Regula¢ni hormony (RH) energetického a gluk6zo-lipidového metabolismu jsou
pfitomné v matefském mléce (MM).

. Hladiny RH v MM se v pribéhu laktace méni.

. Hladiny RH spojenych s energetickym metabolismem souvisi s antropometrickymi
parametry kojenych déti a jejich matek.

. Adipofilin je jako protein tukové kapénky pfitomen v MM, kde se jeho koncentrace

meéni v Case v zavislosti na zménach obsahu lipidi v MM.
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CILE PRACE

Stanovit pfitomnost vybranych regulacnich hormonti (RH) v matefském mléce (MM).
. Posoudit dynamiku koncentraci vybranych RH v MM v priibéhu 12 mésict laktace.

. Analyzovat souvislost hladin vybranych RH v MM s antropometrickymi parametry
kojenych déti a jejich matek.

Stanovit hladiny adipofilinu v MM pomoci metody ELISA a vyhodnotit dynamiku

koncentraci adipofilinu v MM.
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4 METODIKA

4.1 Sledovana skupina

Studie se ucastnily kojici matky, které porodily zdravé novorozence na Gynekologicko-
porodnickém oddéleni Fakultni nemocnice v Motole v obdobi od podzimu 2006 do 1éta 2008.
Do sledované skupiny byly zafazeny pouze matky s nekomplikovanym vaginalnim porodem,
které porodily v planovaném terminu. Jakékoliv komplikace u matky nebo ditéte v prubchu
porodu ¢i v perinatalnim obdobi byly divodem k vytazeni ze studie. Do hodnoceni byly
vybrany pouze vzorky MM od matek, které kojily své déti po dobu alesponn Sesti mésicu.
Celkové bylo do zavérecného hodnoceni zatazeno 327 vzorki MM ziskanych od 72 kojicich
matek. Tficet matek porodilo chlapce, 42 matek porodilo divku. Od vSech matek byly ziskany
vzorky mléka 48 hodin po zah4jeni laktace (DO0), pak v prvnim mésici (M1), ve tfetim mésici
(M3), v Sestém mesici (M6) a tficet devét vzorkl bylo ziskdno ve dvanactém mésici (M12)
véku ditéte. Zaroven byly z dotazniku a zdravotnich zdznamt ziskany i1 dopliiujici informace
tykajici se matky (BMI pted t¢hotenstvim) a ditéte (porodni hmotnost a porodni délka

novorozence, pohlavi, gesta¢ni vék, télesnd hmotnost v M1, M3, M6 a M12).

Do studie byli zafazeni pouze novorozenci narozeni z fyziologické gravidity. VSichni
novorozenci byli donoSeni, primérnd porodni hmotnost byla 3472 + 42 (stfedni chyba
praméru, SEM) g, primérnd porodni délka 50,2 + 0,3 cm a primérny BMI matek pired
téhotenstvim byl 21,9 + 0,4 kg/m2. Zadna z matek v priib&hu gravidity nekoutila a nepozivala
nadmérné mnozstvi alkoholu. Detailni informace tykajici se pfilezitostného uzivani alkoholu
nebo piesnych stravovacich navyktl v prubéhu gravidity a laktace nebyly k dispozici.
Primérna télesnd hmotnost kojencti v M1 byla 4045 + 53 g, v M3 5911 + 86 g, v M6 7621 +
110 gav M12 9590 + 125 g.

Studie byla povolena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Motole a vSechny tcastnice studie

podepsaly informovany souhlas.

38



4.2 Sbér vzorku

Vzorky MM byly ziskdny manuélni expresi nebo za pomoci odsavacky. Do sterilnich
zkumavek (obsahujicich EDTA a protedzovy inhibitor) bylo odebrano pokazdé 5 ml
matefského mléka. Vzorky byly odebrané vzdy po 7:00 hod. na konci prvniho ranniho kojeni,
ze stejného prsu, z jakého bylo kojeno dité. Thned po odbéru byly vzorky zmrazeny na -20 °C.
Kolostrum bylo ziskdno 48 hodin po zahajeni laktace (oznaceno jako den 0, D0). Dalsi vzorky

mléka byly ziskané v M1, M3, M6 a M12.

4.3 Laboratorni analyza

Vzorky MM byly zmrazené ulozeny az do zahdjeni analyzy. Hladiny adiponektinu, leptinu
a AFABP byly vySetiovany v odstiedéném mléce. Pfed analyzou byly vzorky ptes noc
rozmrazené na 4-6 °C a centrifugovany pii 2500g po dobu 20 minut pii 4 °C za Gcelem
odstranéni tukové vrstvy mléka. Hladiny adiponektinu, leptinu a AFABP byly stanoveny
za pomoci komer¢éné vyrabénych ELISA kitd (BioVendor Laboratory Medicine a.s.).

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) je analytickd metoda umoziujici kvantitativni
stanoveni vybraného proteinu v séru nebo jiné télni tekutiné. Tato metoda mé fadu variant,
vSechny jsou ale zalozené na vysoce specifické interakci antigenu s protildtkou. Pro detekci
proteinu se vyuziva tzv. sendvicova ELISA metoda (obr. 6). Na mikrotitracni desticce jsou
navazané specifické protilatky proti vybranému proteinu. Po naneseni zkoumaného vzorku
(sérum, supernatant) se protein vaze na tyto protilatky s vysokou afinitou. V dal$im kroku je
pfidand detekéni protilatka, kterd se vaze na jiny epitop primarni imobilizované protilatky
a rozpoznava navazany protein. Na detekéni protilatce mize byt kovalentné navdzan enzym
(napft. peroxidaza) anebo muze byt sama rozpoznavana sekundarni protilatkou, kterd je vdzana
na enzym biokonjugaci. Mezi kazdym krokem je desticka promyta roztokem, ktery odplavi
proteiny a protilatky, jez nejsou specificky navézané. Po poslednim promyti je ptidan
enzymaticky substrat, ktery po reakci s enzymem vytvoii barevny signdl, jejz lze detekovat

na spektrofotometru a jehoz intenzita je pfimo imérna mnozstvi detekovaného proteinu.
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Obrazek 6. Sendvicova metoda ELISA (Epitomics 2013)

4.3.1 Stanoveni adiponektinu

Pro stanoveni adiponektinu v matefském mléce byla vybrana diagnosticka souprava zalozena
na principu sendvicové ELISA metody, ktera vyuziva specifickou kozi polyklonalni
protilatku proti lidskému adiponektinu navazanou na povrch mikrotitracni desti¢ky a nativni
adiponektin izolovany z lidského séra jako standard. K detekci byla pouzita stejné specificka
protilatka, kterd je ale znaend enzymem (kfenova peroxidaza). Vzorky matefského mléka
byly nafedény 3x fedicim pufrem a vlastni méfeni adiponektinu pak bylo provedeno podle
pokynli vyrobce uvedenych v ptibalovém letdku. M¢éfici rozsah testu byl 1,0 az 50,0 pg/l.
Ovéfeni piesnosti a spravnosti méteni vzorkl matetského mléka jsme provedli s nasledujicimi
vysledky. Variacni koeficient (CV) v ramci jedné série méteni byl 3,8 % u vzorku s relativné
nizkou koncentraci adiponektinu (11,8 pg/l), respektive 5,4 % u vzorku s vysokou
koncentraci adiponektinu (22,2 ng/l). Odpovidajici CV mezi jednotlivymi sériemi méteni pak
byly 5,1 % resp. 7,6 %. Pro ovéfeni spravnosti méfeni byly pouzity dva vzorky MM s vychozi
koncentraci adiponektinu 8,1 a 9,4 pg/l, které byly obohaceny o riizné mnozstvi adiponektinu
za ucelem zvyseni ptivodni koncentrace adiponektinu o +2,0 a +5,0 pg/l. Primérna hodnota

vytéznosti byla 91,6 %. Pti sériovém nafedéni vzorkl (3x, 6x, 9x a 12x) byly testovany
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vzorky plného MM s vychozi koncentraci adiponektinu 22,6 a 21,4 pg/l. Primérna hodnota
vytéznosti pak €inila 111,2 %.

Pii uskladnéni vzorkl plného mateiského mléka dochazi k oddéleni tukové slozky vzorku,
proto jsme také provedli srovnani plného a odpovidajiciho odstifedéného mléka u 6 vzorkd.
V plném matetském mléce jsme zjistili stejnou koncentraci adiponektinu jako v odstiedéném
mléce, navic v odsttedéném mléce nedochazelo k vyznamné zmeéné koncentraci

ani pii opakovaném zmrazeni a rozmrazeni vzorku.

4.3.2 Stanoveni leptinu

Koncentrace leptinu byly také méfeny vySe popsanou ELISA metodou za pomoci komeréné
vyrabéného kitu (BioVendor Laboratory Medicine a.s.). Za ucelem zlepSeni dolniho
detek¢niho limitu jsme ale upravili protokol vyrobce. Vzorky odstredéného mléka byly
nafedény fedicim pufrem v poméru 1:1, rozmezi kalibratori bylo 0,2-10,0 pg/l a doba
inkubace pak c¢inila 2 hodiny. CV vramci série méfeni byl 7,6 % u vzorkl s nizkou
koncentraci leptinu (0,43 pg/l) a 6,4 % u vzorkil s vysokou koncentraci leptinu (1,03 ug/l).
CV v rdmci jednotlivych sérii méfeni pak Cinily 9,1 % a 8,4 %. Vyrobcem uvadény detekeni

limit byl 0,05 pg/l.

4.3.3 Stanoveni AFABP

V pfipad¢ stanoveni AFABP byla pouzita ELISA metoda vyuZzivajici specifickou kozi
polyklonalni protilatku proti lidskému AFABP navazanou na povrch mikrotitracni desticky
a rekombinantni AFABP jako standard. K detekci pak byla pouZzita biotinem znacend
specifickd krali¢i polyklonalni protilatka a konjugat streptavidin-HRP. Vzorky odstfedéného
MM byly 5x fedény fedicim pufrem a testovany v souladu s postupem doporu¢enym
vyrobcem. Vysledky testu se pohybovaly v rozmezi 0,5 az 20,0 pg/l, s CV 4,6 % v jedné sérii
méteni pro vzorky s nizkou koncentraci AFABP (4,5 pg/l) a 3,9 % pro vzorky s vysokou
koncentraci AFABP (36,6 pg/l). CV mezi sériemi méfeni pak byly 6,6 % a 5,1 %. Vyrobcem

uvadény detekéni limit byl 0,1 pg/l. Tento test nevykazuje zkiiZzenou reaktivitu s ostatnimi
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lidskymi typy FABP (epidermalni, srdeCni, intestinalni, jaterni), leptinem, leptinovym
receptorem, adiponektinem nebo rezistinem. K ovéfeni spravnosti méfeni byly pouzity dva
vzorky odstfedéného MM s vychozi koncentraci AFABP 8,4 a 6,5 pg/l, které byly obohaceny
riznym mnozstvim AFABP za Gc¢elem zvySeni plivodni koncentrace AFABP o +2,0 a +5,0
pg/l. Primérna hodnota vytéznosti byla 92,7 %. Pti sériovém nafedéni vzorki (5x, 10x, 15x
a 20x) byly testovany dalsi vzorky MM s vychozimi koncentracemi AFABP 11,1 a 15,1 pg/l.

Primérna hodnota vytéznosti pro fedéné vzorky pak €inila 115,0 %.

4.3.4 Stanoveni adipofilinu

Ke kvantitativnimu stanoveni koncentraci adipofilinu v MM a sledovéani jejich dynamiky
v pribéhu laktace jsme vyvinuli a sestavili vysoce senzitivni (hs) ELISA metodu. Tato
sendviCova ELISA metoda vyuziva specifické ov¢i polyklondlni protilatky proti lidskému
adipofilinu (BioVendor Laboratory Medicine a.s.). V mikrotitracni desticce (Nunc,
MaxiSorp) bylo véazano 100 pg protildtky/jamku o koncentraci 1 pg/l v 0,IM
hydrogenuhli¢itanovém pufru a inkubovano pies noc pii teplot¢ 4°C. Desticka byla poté
jedenkrat promyta (Columbus washer, Tecan) pomoci TBS-Tw (0,05M Tris-HCI; 0,15M
NaCl; pH 7,2; 0,05 % (w/v) Tween 20). Nespecifickd vazebnd mista byla zablokovana
roztokem TBS (Tris Buffered Saline, pH 7,2), 4 % sacharozy a 0,5 % hovéziho sérového
albuminu (v objemu 200 ug/jamku) po dobu 30 minut pfi teplote¢ 25 °C. Po aspiraci
blokovaného roztoku byly fedéné vzorky (fedéno 500x fedicim pufrem (TBS-Tw; (w/v) 3 %
TRITON X-100; (w/v) 1 % CHAPS) nebo standardy pipetovany v duplikatech o obejmu 100
pg/jamku. Desticka pak byla inkubovana po dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti 25 °C.

Po pétindsobném promyti desky promyvacim roztokem (TBS, 0,05 % Tween 20, pH 7,2) bylo
do vsech jamek desticky ptidano 100 pg/jamku biotinem znacené ov¢i polyklonalni protilatky
IgG (proces byl proveden soupravou od firmy Pierce) a desticka byla opét inkubovana
po dobu 1 hodiny pii teploté¢ 25°C. Po péti nasledujicich promytich bylo do vSech jamek
pfidano 100 pug konjugétu streptavidin-HRP (Amdex) a desticka byla inkubovana po dobu
1 hodiny pfi teploté 25°C. Po promyti desticky bylo do vSech jamek davkovano 100 pg/jamku
substratu TMB (1,2mM tetrametylbenzidin s obsahem 3mM peroxidu vodiku, KPL) a reak¢ni

smés byla inkubovana po dobu dalSich 10 minut pfi teploté 25°C. Reakce byla zastavena
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pfidavkem 0,2M roztoku kyseliny sirové (100 pg/jamku) a vzniklé zbarveni bylo méfeno
fotometricky pfi vinové délce 450 nm (Biotek EL80S).

Jako standard byl pouZzit rekombinantni adipofilin poskytovany spolecnosti BioVendor
Laboratory Medicine a.s. Koncentrace proteinu rekombinantniho adipofilinu byla stanovena
pomoci metody s kyselinou bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma-Aldrich) a jeho Cistota
byla potvrzena elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodné¢ho (SDS-PAGE). V testu byly pouzity standardy v koncentracich 30, 15, 6, 3, 1,5, 0,6
a 0,3 pg/l fediciho pufru a 100 pg pipetovano ptimo do jamek.

Za ucelem ovéteni spolehlivosti méfeni jsme testovali spravnost a pfesnost metody. Spravnost
metody byla ovéfena metodou standardniho ptidavku a byla zjistovana vytéZnost metody.
Vzorky lidského MM od dvou subjektii (o koncentraci adipofilinu 0,8 a 1,2 mg/l) byly
obohaceny o 1,0, 2,0 a 4,0 mg/l rekombinantniho proteinu a nasledné analyzovany. Primérna
hodnota vytéznosti byla 93%. Navic byly v testu linearity testovany vzorky lidského séra
od dalSich dvou subjektid (o koncentraci adipofilinu 4,3 a 3,9 mg/l). Priméma hodnota
vytéznosti ¢inila 87%.

Detekéni limit testu byl 0,05 mg/l. Pfesnost metody byla vyjadiena jako variacni koeficient
v sérii 1 mezi sériemi méfeni. Hodnota varia¢niho koeficientu (CV) byla ve vSech ptipadech

mensi nez 10 %.

4.4 Statisticka analyza

K statistickému hodnoceni byl pouzit statisticky software Prism 5.0 (Graph Pas Software,
Inc.). Hodnoty byly nejprve ovéfeny testem normality distribuce. Vzhledem k nenormalnimu
rozlozeni nékterych hodnot byly aplikovany neparametrické testy. Vysledky s normalni
distribuci hodnot jsou uvadény jako primérna hodnota + SEM, u nenormalni distribuce jako
median. Ke zhodnoceni rozdili mezi skupinami byl pouzit Kruskal-Wallistiv test a Dunnova
metoda mnohonédsobného porovnavani. Korelace jsou pak vyjadfeny jako Spearmantv

korela¢ni koeficient. Hodnoty P nizsi nez 0,05 byly povazovany za statisticky signifikantni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekce a dynamika hladin vybranych regulacnich hormonii
MM

Hladiny adiponektinu v DO byly 22,8 + 0,8 (primér + SEM), v M1 22,0 + 0,6, v M3 20,5 +
0,6,vM621,4+0,8avMI1225,7+1,4ng/ml (obr. 7). Zédn}'l ze vzorkll nebyl pod detekénim
limitem ELISA metody. Zjistili jsme, Ze hladiny adiponektinu v M12 byly vyznamné vyssi
nez hladiny v M3 a M6 (celk. p = 0,0026).

Hladiny AFABP nebyly normaln¢ rozlozeny. Hladiny AFABP v DO byly 5,5, v M1 2,3, v M3
0,4, v M6 0,03 a M12 0,3 ng/ml (median), primérmé hladiny pak byly v DO 12,3 + 2,0
(pramér £ SEM), v M1 6,2 + 1,3, v M3 1,3+ 0,2, v M6 2,5+ 1.0 a v M12 4,6 + 1,9 ng/ml
(obr. 8). Pod detekénim limitem bylo v DO 5 % vzorkt, v M1 12 %, v M3 37 %, v M6 50 %
av M12 50 % vzorka. Hladiny AFABP v DO a M1 byly signifikantné vys$si nez v M3, M6
aMI12 (p <0,0001).

Hladiny leptinu nebyly normalné distribuovany. Koncentrace leptinu v DO byla 0,3, v M1
0,1, v M3 0,04, v M6 0,02 a v M12 0,05 ng/ml (median). Primérné hladiny byly v DO
0,3 +0,04 (primér + SEM), v M1 0,2 + 0,03, v M3 0,1 = 0,01, v M6 0,1 + 0,02 a M12
0,2 + 0,04 ng/ml (obr. 9). V DO bylo 7 % vzorki pod detek¢nim limitem, v M1 to bylo 31 %,
v M3 37 %, v M6 44% a v M12 41% vzorka. Hladiny leptinu v DO byly signifikantné vyssi
nez hladiny v M1, M3, M6 a M12 (p < 0,0001).
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30 Adiponektin

Obrazek 7: Hladiny adiponektinu v MM v prtbéhu laktace (primér = SEM).
Legenda: Den 0 (D0), 1. mésic laktace (M1), 3. mésic laktace (M3), 6. mésic laktace (M6) a 12. mé&sic laktace
(M12).

45



Obrazek 8: Hladiny AFABP v MM v pribéhu laktace (pramér == SEM).

Legenda: Den 0 (D0), 1. mésic laktace (M1), 3. mésic laktace (M3), 6. mésic laktace (M6) a 12. mé&sic laktace
M12).
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Obratek 9: Hladiny leptinu v MM v pribéhu laktace (pramér = SEM).

Legenda: Den 0 (D0), 1. mésic laktace (M1), 3. mésic laktace (M3), 6. mésic laktace (M6) a 12. mé&sic laktace

(M12).
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5.2 Korelace hladin RH s antropometrickymi parametry déti a
jejich matek

V pribéhu laktace nebyla nalezena z4dnd korelace mezi télesnou hmotnosti kojenct
a hladinami métenych proteini kromé AFABP v M1 (r = -0,2738, p = 0,0228). Hladiny
AFABP (r = -0,2644, p = 0,0469) a leptinu (r = -0,2666, p = 0,0450) korelovaly negativné

s télesnou délkou v DO.

Mezi hladinami leptinu v DO a BMI matek pied graviditou byla nalezena hrani¢ni korelace,
nicméné tato korelace nedosédhla statistické vyznamnosti (Spearman r = 0,2268, p = 0,0928).
Zadna dalii korelace méfenych RH a BMI matek nebyla nalezena. Nebyla také nalezena
zadna korelace mezi hmotnostnim pfiristkem v pribéhu prvniho roku Zivota a hladinou
jakéhokoli RH v MM v kterémkoliv ¢asovém bod¢ 12 mésict laktace, s vyjimkou hladin
adiponektinu v M6 (Spearman r = 0,2774, p = 0,0488).

Nebyl také nalezen zadny rozdil v koncentracich jakéhokoliv RH v MM mezi matkami, které
porodily chlapce vs divky v kterémkoliv ¢asovém bod¢ 12 mésict laktace. Naproti tomu byla
nalezena pozitivni korelace mezi v§emi ttemi RH (adiponektin , AFABP a leptin) v DO, v M6
a M12, s vyjimkou hladin adiponektinu vs leptinu v M6. Korelace mezi adiponektinem

a AFABP/leptinem v D0 a M12 je zndzornéna na obrazku 10 a, b.

48



)
N

80+
? 604 oo
Eo)
= a
o 40+ e o
[} o o
2 o o
< 20- o

[m] Og I:Il:l @
04
0 10 20 30 40

Adiponektin [ng/ml]

AFABP [ng/ml]
[ ]
[ ]

0 10 20 30 40 50
Adiponektin [ng/mi]

Leptin [ng/ml]

Leptin [ng/ml]
2

1.5-

-
o
1

I
3]
1

Adiponektin [ng/ml]

Adiponektin [ng/ml]

Obrazek 10: Korelace hladin adiponektinu, leptinu a AFABP v DO (a) a M12 (b).

DO: adiponektin vs AFABP (Spearman r= 0,3195, p=0,0154); adiponektin vs leptin (Spearman r= 0,3038,
p=0,0216),
M12: adiponektin vs AFABP (Spearman r= 0,6598, p<0,0001); adiponektin vs leptin (Spearman r= 0,3492,
p=0,0294),
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5.3 Detekce a dynamika hladin adipofilinu v MM

Koncentrace adipofilinu v DO byly 1,98 + 0,12 (primér + SEM), v M1 2,83 + 0,21, v M3
2,39+0,17,vM6 2,57 0,16 av MI12 3,25+ 0,21 ug/ml (obr. 11). Nalezli jsme signifikantn¢

vy$s$i hladiny adipofilinu v M1 a M12 ve srovnani s DO a signifikantné vys$si hladiny v M12
ve srovnani s M3 (p = 0,0001).

Od prvniho mésice po celou dobu laktace si hladiny adipofilinu zachovévaly
intraindividudlni trend: hladiny v M1 pozitivné korelovaly s hladinami v M3 (Spearman
r=0,3091, p = 0,0103). Navic hladiny v M3 pozitivn¢ korelovaly s hladinami v M6
(Spearman r = 0,2739, p = 0,0227) i hladinami v M12 (Spearman r = 0,4476, p = 0,043).
Hladiny v M6 pak pozitivné korelovaly také s hladinami v M12 (Spearman r = 0,3699,
p=0,0173) (obr. 12 a, b, ¢).

Hladiny adipofilinu v M6 negativné korelovaly s porodni hmotnosti novorozencti (Spearman
r=-0,3066, p = 0,0083) i s jejich porodni délkou (Spearman r = -0,36, p = 0,0018), nicméné
zadna dalsi korelace mezi hladinami adipofilinu a télesnou hmotnosti déti nebo jejich porodni
délkou nebyla nalezena. Stejné tak nebyla nalezena spojitost mezi hladinami adipofilinu
a BMI matek pfed graviditou. Navic, hladiny adipofilinu nekorelovaly ani s pfirdstkem
hmotnosti kojencti v pribéhu prvniho roku zivota. Koncentrace adipofilinu v MM matek,
které porodily chlapce, se nelisily od téch, které porodily divky. Mezi hladinami adipofilinu

a hladinami adiponektinu, AFABP ¢i leptinu nebyla také nalezena zadna korelace.
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Obriazek 11: Koncentrace adipofilinu v mateiském mléce v priibéhu laktace (primér = SEM).
Legenda: Den 0 (D0), 1. mésic laktace (M1), 3. mésic laktace (M3), 6. mésic laktace (M6) a 12. mé&sic laktace
(M12).
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Obrazek 12 a, b, c¢: Korelace koncentraci adipofilinu v matefském mléce v jednotlivych obdobich laktace.
Legenda: M1=1 mésic laktace, M3=3 mésice laktace, M6=6 mésict laktace, M12=12 mésici laktace. M1 vs M3
(Spearman r = 0,3091, p = 0,0103, obr. 12a); M3 vs M6 (Spearman r = 0,2739, p = 0,0227, obr. 12b); M3 vs
M12 (Spearman r = 0,4476, p = 0,043, obr. 12b); M6 vs M12 (Spearman r = 0,3699, p = 0,0173, obr. 12c).
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6 DISKUSE

Vyziva vraném obdobi Zivota muze v kratkodobém i dlouhodobém horizontu ovlivnit
programovani metabolického vyvoje a rastu. Jelikoz matefské mléko (MM) obsahuje
regulaéni hormony (RH), které hraji roli v regulaci energetické rovnovahy a glukozové
homeostazy (leptin, adiponektin, rezistin ¢i ghrelin), l1ze pfedpokladat, Ze pravé tyto hormony

mohou ovlivnit programovani regulace energetické rovnovahy v détstvi i pozdéji v dospélosti.

Adiponektin, leptin a AFABP v MM

Nasemu tymu se podafilo prokazat pfitomnost vybranych RH (adiponektin, leptin, AFABP)
v MM. Navic se ndm jako dosud prvnim podafilo prokazat dynamické intraindividualni
zmény jejich hladin v lidském MM v priibéhu 12 mésicii laktace. Tyto hladiny jsme pak
srovnavali navzajem mezi sebou a hodnotili jejich vztah k antropometrickym parametrim
sledovanych déti. VSechny analyzované hormony byly dobfe detekovatelné v kolostru
a hladiny adiponektinu byly dobfe detekovatelné ve vSech vzorcich MM v prabéhu 12 mésict
laktace. Naproti tomu hladiny leptinu a AFABP od prvniho mésice znacné kolisaly
a v nekterych vzorcich zralého MM byly hladiny téchto hormont pod detekénim limitem
ELISA metody. Pokud ale byly do analyzy zahrnuty vSechny detekovatelné hodnoty,
vykazovaly vSechny sledované proteiny v prubéhu laktace sestupny trend hladin do M3
a vyssi hladiny v M6 a M12. Tento trend zatim nebyl v literatufe popsan. Pfedpokladame, Ze
na jeho vzniku se podili zatfazovani ptikrmi do stravy ditéte, ¢imz nasledné vznikaji delsi
intervaly mezi jednotlivymi kojenimi. Ranni vzorky MM odebrané¢ v M6/M12 jsou tedy
pravdépodobné vice koncentrované, nez vzorky ziskané v M3, tj. v obdobi vylu¢ného kojeni,
a to vetné davky vramci no¢niho kojeni. Jak jiz bylo zminéno vyse, slozeni MM se
v pribéhu vyvoje kolostra ve zralé mléko méni. Obecné dobfe znamy pokles koncentrace
dusiku v kolostru a MM v pribéhu prvni periody laktace je zplsoben zejména snizenim
koncentrace specifickych mlécnych proteini. Pokles koncentrace specifickych proteint
ve zralém MM je vSak do jist¢ miry vybalancovan vzestupem produkce mléka v prabchu
laktace (Lonnerdal, B. et al. 1976). Jiz vroce 1991 se podatfilo prokazat, ze obdobi
a frekvence kojeni jsou signifikantné spojeny s koncentraci lipidi v MM a tim také s jeho

energetickou hodnotou (Nommsen, L.A. et al. 1991).
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Jiz vroce 2006 méfili Weyermann a spol. hladiny adiponektinu a leptinu v odstfedéném
mléce pomoci ELISA metody v Sesti tydnech po porodu a u ndhodné vybrané malé kohorty
pak také v Sestém mésici laktace. Pii srovnani vzorkil z téchto dvou obdobi se jim podaftilo
prokazat vyssi koncentrace obou hormonti ve vzorcich ziskanych v Sestém mésici po porodu
(Weyermann, M. et al. 2006). Naproti tomu tym doktorky Martin prokazal negativni spojitost
mezi hladinami adiponektinu a mésicem laktace (do 7 mésict po porodu), kdy se jim podatilo
prokédzat, ze hladina adiponektinu v sedmém mésici je pfiblizné o 6,9 ng/ml nizsi
nez v prvnim tydnu po porodu. Jednalo se tedy o pokles koncentrace o 5,72 % za meésic
(Martin, L.J. et al. 2006). NaSe prace potvrdila mirny, ale statisticky nevyznamny pokles
koncentrace do 3. mésice laktace. Naopak, dle naSich vysledkil byly hladiny adiponektinu
v M12 signifikantné vyS$$i. Martin a spol. pouzili k analyze metodu RIA a pouzili také jiny
zpiisob sbéru vzorkl (tj. odsati MM z celého prsu za pomoci elektrické odsavacky). K analyze
byly pouzity také vzorky mléka ziskané z anonymni banky MM, do studie pak byly zatazeny
vzorky od matek, které darovaly alespont 7 vzorkil v pribc¢hu 7 mésicii laktace. Navic se
studie ucastnily Zeny rozdilné rasy. Urcitou roli zde mohla sehrat i denni doba odbéru MM.
Zatimco naSe skupina pouzila k analyze vzorky ziskané pfi prvnim rannim kojeni, Martin
a spol. odebirali vzorky v ¢ase od 10:00 do 13:00 hod. Dosud, ale nebyly provedeny Zadné
studie, které by sledovaly diurnalni variabilitu koncentraci RH v lidském MM. Castou limitaci
vSech publikovanych studii je pak chybé&jici srovnavaci méfeni adiponektinu v pfednim
a zadnim mléce. V minulosti jiz bylo provedeno srovnavaci méfeni koncentraci leptinu
v pfednim a zadnim mléce, signifikantni rozdil vSak opakované nebyl prokazan (Ucar, B. et
al. 2000; Schueler, J. et al. 2013). Vyzkumny tym doktorky Woo stanovoval koncentrace
adiponektinu v MM metodou RIA ve vzorcich odstfedéného mléka (Woo, J.G. et al. 2009;
Woo, J.G. et al. 2012). RIA metodu ve své préci pouzili také Ozarda a spol., kterym se
podafilo prokazat postupny vzestup koncentraci adiponektinu v MM v prubéhu 180 dnt
laktace a nalézt pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu v MM a dnem laktace. Také
potvrdili pozitivni korelaci mezi koncentracemi adiponektinu, leptinu a ghrelinu a negativni
korelaci mezi hladinami adiponektinu a rezistinu v MM. Tato skupina stanovovala hladiny
adiponektinu 1 v séru kojenct, které pak pozitivné korelovaly s koncentracemi adiponektinu
v MM jejich matek (Ozarda, Y. et al. 2012). Podobné zavéry pfinesla i prace italskych autord,
kteti nalezli pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu v MM a hladinami v séru matek

i kojenych déti. Koncentrace adiponektinu v MM negativné korelovaly s vékem kojence.
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Sérové koncentrace pak, na rozdil od téch v MM, korelovaly negativné s aktudlni hmotnosti

a délkou déti (Savino, F. et al. 2012).

Nase nalezy dokladujici nckolikrat vys$i hladiny adiponektinu nez leptinu v MM jsou
v souladu s publikovanymi vysledky praci jinych autord. Savino a spol. ve své praci z roku
2012 prokazali, Ze hladiny adiponektinu v MM jsou pfiblizné 20x vys$si nez hladiny leptinu
a obestatinu, hladiny ghrelinu pak dokonce 100x vyssi (Savino, F. et al. 2012; Savino, F. et al.
2012). Stejné tak absolutni hodnoty koncentraci adiponektinu a leptinu v MM koresponduji
s dosud publikovanymi udaji (Martin, L.J. et al. 2006; Weyermann, M. et al. 2006). Pozitivni
korelaci mezi koncentracemi adiponektinu a leptinu v MM v priitbéhu né¢kolika prvnich
mésict laktace popsalo v minulosti nékolik praci (Martin, L.J. et al. 2006; Weyermann, M. et
al. 2006). Nas tym tyto nalezy potvrdil a rozsifil je na dobu 12 mésict laktace. Skupiné
tureckych autord se navic podafilo nalézt pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu
a ghrelinu v MM a negativni korelaci mezi hladinami adiponektinu a rezistinu v MM. Tento
tym nalezl také korelaci mezi koncentracemi adiponektinu v MM (ale nikoli v séru) a dnem

laktace v prib&hu Sesti mésict sledovani laktace (Ozarda, Y. et al. 2012).

Korelace hladin adiponektinu s antropometrickymi parametry

Studie zabyvajici se vztahem RH a antropometrickymi parametry déti pfinesly dosud
rozporuplné vysledky. V ramci této prace jsme v pribeéhu laktace nenalezli zddnou spojitost
mezi hmotnosti déti a hladinami métfenych proteini (adiponektin, leptin, AFABP) v MM,
s vyjimkou hladin AFABP v M1. Podobné vysledky publikovali i Weyermann a spol., kteti
také nenalezli Zadnou spojitost mezi koncentracemi adiponektinu v MM a porodni hmotnosti,
s vyjimkou kohorty déti s porodni hmotnosti pod 3000 gramt, kdy byly v MM nalezeny
signifikantn¢ vyssi hladiny adiponektinu. U déti malych na svilij gestaéni vék vSak byly
hladiny adiponektinu naopak vyznamné nizsi. Jelikoz ale do nasi analyzy byly zahnuty pouze
zdravé, donoSené déti s normdlni porodni hmotnosti, nebylo mozné vySe uvedené nalezy
potvrdit. Hrani¢ni pozitivni korelaci jsme nalezli mezi hmotnostnim piiristkem v prabc¢hu
prvniho roku véku ditéte a koncentracemi adiponektinu v MM. Dle Weyermann a spol. byly
vy$si hladiny adiponektinu v MM spojeny s vyssim piiristkem hmotnosti ve dvou letech véku
u déti, které¢ byly kojeny alespont po dobu 6 mésicti (Weyermann, M. et al. 2007). Spojitosti

hladin adiponektinu a antropometrickych parametri se zabyvala také skupina americkych
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autortt (Woo, J.G. et al. 2009; Woo, J.G. et al. 2012). Tém se podatilo prokazat spojitost
vyssich hladin adiponektinu v MM s nizS§imi hodnotami Z-skore hmotnosti k véku a Z-skore
hmotnosti k délce v pribéhu prvnich Sesti mésict zivota (Woo, J.G. et al. 2009). V ndvaznosti
na tato zjisténi, pfi nasledném sledovani stejné skupiny déti o nékolik let pozdéji prokézali, Ze
déti, jejichz matky mély v MM vyssi hladiny adiponektinu, vykazovaly rychlej$i nartst
hmotnosti v prubehu druhého roku zivota (Woo, J.G. et al. 2012).

Korelace hladin leptinu s antropometrickymi parametry

Korelaci hladin leptinu v MM s jeho plazmatickymi hladinami u matek i jejich déti prokazala
v minulosti fada praci (Ucar, B. et al. 2000; Uysal, F.K. et al. 2002; Ilcol, Y.O. et al. 2006).
Nekteré prace pak také potvrdily korelaci hladin leptinu v MM s BMI matek, ale nikoliv
kojenych déti (Uysal, F.K. et al. 2002; Ilcol, Y.O. et al. 2006). Prok4zana byla jiz také
korelace hladin leptinu v MM s mnozstvim télesného tuku matky (Ilcol, Y.O. et al. 2006).
Nasemu védeckému tymu se vroce 2006 podafilo prokazat ze koncentrace leptinu v MM
pozitivné korelovaly s hmotnosti i BMI matek pted graviditou i v dobé porodu (obr. 13)
(Bronsky, J. et al. 2006). Hladiny leptinu byly signifikantn€ niz§i u matek, které porodily
nedonosené novorozence ve srovnani s témi, které porodily déti donoSené a narozené
v terminu. Tyto ndlezy byly neddvno potvrzeny americkym tymem védch, kteti nalezli
pozitivni korelaci mezi koncentracemi leptinu v MM a BMI matek pied graviditou (Fields,
D.A. and Demerath, E.-W. 2012). V na8i soucasné praci byl naznafen vyznamny trend
k pozitivni korelaci mezi hladinami leptinu v MM v DO a BMI matek pfed graviditou,
nicméné tato korelace nedosédhla statistické vyznamnosti (Speraman r = 0,2268, p = 0,0928).
Tyto dva soubory ale nelze zcela srovnavat vzhledem k odliSnym charakteristikam
sledovanych skupin. Na uvedené skutecnosti se mohl navic podilet 1 fakt, ze udaje tykajici se
BMI matek pied graviditou byly zjiStovany retrospektivné a tudiz jejich validitu neslo piesné
ovétit. Recentni studie dokladuji, ze sérové hladiny leptinu, na rozdil od hladin v MM,

pozitivné koreluji s hmotnosti kojence a jeho BMI (Savino, F. et al. 2010).
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Obrazek 13. Korelace mezi leptinem a (a) BMI matek pred graviditou (tmavé body, r = 0,397, p = 0,003); BMI
v dobé porodu (svétlé body, r = 0,498, p < 0,0001); (b) hmotnostnim piiristkem béhem gravidity (r = 0,267,
p =0,047); a (c) gestatnim vékem novorozence (r = 0,266, p = 0,048).
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Lze ptedpokladat, Ze riznorodost dosud publikovanych vysledki miize byt dana jak rozdilnou
metodikou studie, tak nepochybné i fadou dalSich faktorti. Naptiklad Ozarda a spol. ve své
praci z roku 2012 kromé jiného prokazali, Ze hladiny adiponektinu v MM nepiimo korelovaly
s hodnotami CRP, estradiolu, prolaktinu, kortizolu a trijodtyroninu (Ozarda, Y. et al. 2012).
Je tedy ziejmé, Ze koncentrace jednotlivych RH mohou byt ovlivnény i hormondlnim
a zénétlivym stavem matky. V daném ptipad¢ byly do hodnoceni zahrnuty i vzorky ziskané
od matek, které rodily cisafskym fezem. V nasi skupiné se naopak jednalo pouze o porod
vaginalni. Vzhledem k moznému opozdénému nastupu laktace v ptipad¢ operacné¢ vedené¢ho
porodu a také vzhledem k potencidlnim zméndm v zanétlivém a hormonalnim profilu matky

nelze tyto dvé prace srovnavat.

Je diskutabilni, jestli pfitomnost regula¢nich hormonii v MM miiZe n¢jakym zpiisobem
ovlivnit vyvoj ditéte. Vliv leptinu a adiponektinu v MM na novorozence nebyl dosud zcela
objasnén. V roce 2012 se nasemu tymu jako prvnimu podafilo imunohistochemiky prokéazat
pfitomnost adiponektinového receptoru AdipoR1 v lidském GIT, a to v enterocytech,
kolonocytech, v lymfocytech submukézy a hladké svaloving stievni stény (Bronsky, J. et al.
2012) ve vsech vekovych kategoriich vcetn¢ kojencii. Pfitomnosti receptoru pro adiponektin
ve stfevni sliznici by bylo vysvétleno mozné zprostiedkovani jeho biologického ucinku
u kojeného ditéte. Tyto nalezy podporuji hypotézu, ze adiponektin mize u lidi plsobit
na enterocyty a kolonocyty a ovliviiovat tak i jejich metabolizmus a vyvoj. Navic
zangtlivé odpovédi, a to svym plsobenim na stievni lymfocyty, které jsou také nositeli
ptislusného receptoru. Vzhledem k tomu, ze lidské MM reguluje vyvoj gastrointestinalniho
a imunitniho systému novorozence (Walker, W.A. 2004), dalo by se predpokladat, ze se
adiponektin cestou receptoru AdipoR1 podili na nutri¢nim programovani novorozenct a mohl
by také ovliviiovat stfevni imunomodulaci u jedincl s nespecifickymi stfevnimi zanéty
(Yamamoto, K. et al. 2005). Pfedbézné vysledky poslednich studii naznacuji, Ze v bunikdch
trofoblastu se adiponektin vaze na AdipoR2 a aktivuje MAPK a PPAR-alfa, které inhibuji
signalni drahu inzulin/IGF-1. Timto zpGsobem by mohl fetdlni adiponektin ovliviiovat rozvoj
tukové tkané¢ a stimulovat rtst plodu (Aye, L.L. et al. 2013). Biologicky vyznam adiponektinu
by mohla vysvétlovat také inverzni spojitost hladin adiponektinu v MM s mnozstvim tukové

tkan¢ kojeného ditéte, coz by nazna¢ovalo mozny vliv adiponektinu na sniZeni rizika obezity
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u kojenych déti (Newburg, D.S. et al. 2010). D¢éti, které byly kojeny, vykazuji oproti détem
krmenym nahradni kojeneckou vyzivou pomalejsi ristové tempo v pribéhu prvniho roku
zivota. Jednd se zejména o zménu v poméru hmotnosti k vySce v obdobi mezi 3. a 12.
mésicem Zivota, které je ndsledovano obdobim ¢astecného riistu napfi¢ percentilovymi pasmy
(tzv. catch-up rast) do 2 let véku (Dewey, K.G. et al. 1995; Nielsen, G.A. et al. 1998;
Agostoni, C. et al. 1999; Kramer, M.S. et al. 2002). Pfesto, Ze jsou mezi 3. - 6. mesicem véku
hmotnostni pfirtistky kojenych déti mensi, procento télesného tuku je u nich naopak veétsi.
Tato zjisténi vedla k vytvofeni novych ristovych standardi WHO pro kojené déti
publikovanych v roce 2006 (de Onis, M. et al. 2006; WHO 2006). Tyto rlstové rozdily je
dilezité¢ zohlednit zejména pii hodnoceni rastu a vyzivy kojenych déti v klinické praxi.
Na spojitost vysoké riistové rychlosti v prvnich mésicich zivota a zvySeného rizika
civilizacnich onemocnéni v dospélosti upozornila jiz fada studii (Baird, J. et al. 2005;
Monteiro, P.O. and Victora, C.G. 2005). Pfili§ rychlé pfirtstky na hmotnosti u déti s nizkou
porodni hmotnosti mohou byt pozdé€ji spojeny s rozvojem piedCasné puberty, nadvahy c¢i
obezity (Neville, K.A. and Walker, J.L. 2005). Proto se pomalejsi ristové tempo kojenych
déti jevi z dlouhodobého hlediska jako vyhodnéjsi.

Vroce 2009 bylo zjisténo, Ze v MM je predominantné¢ piitomna biologicky aktivni
vysokomolekularni forma adiponektinu, coz by vysvétlovalo jeho fyziologicky efekt
u novorozence a moznost regulace vahového prospivani kojence (Woo, J.G. et al. 2009). Zda
se, ze adiponektin by tak mohl byt prediktivnim faktorem hmotnostniho pfirtistku ditéte.
Tento ptedpoklad potvrdili Woo a spol. ve své dalsi préci, kde hodnotili dlouhodoby vliv
adiponektinu v MM na hmotnostni pfiristky v pribéhu druhého roku zivota. Zjistili, Ze vyssi
hladiny adiponektinu v MM byly spojeny s akceleraci hmotnostnich pfirtistkii v priabéhu
druhého roku véku. Prolongované kojeni by tak mohlo pfedstavovat dal$i pfidatny zdroj
adiponektinu, kromé jeho zakladni produkce vlastni tukovou tkéani ditéte. V kontrastu s témito
nalezy vSak sérové hladiny adiponektinu v roce véku nebyly spojeny s mirou piibyvani
na vaze ve druhém roce véku (Woo, J.G. et al. 2012). Zda se tedy, ze tato spojitost nesouvisi
ptimo s délkou kojeni nebo dobou zahijeni podavani piikrmi. Je mozné, Ze hmotnostni
ptirtistky v obdobi druhého roku véku neptedstavuji patologii (tj. Casnou obezitu), ale spiSe
pozitivni adaptacni mechanizmy (tj. catch-up rast). Pfedchozi studie zminuji fakt, Ze

hmotnostni pfirGstky v prvnich Sesti mésicich Zivota odpovidaji spiSe zmnozeni tukové tkan¢,
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zatimco piirtistky v pozdé&jsim véku odpovidaji ristu svalové hmoty. Opozdéni catch-up ristu
u kojenct vystavenych vys§im koncentracim adiponektinu by pak mohlo byt spojeno
s menSim pfirtstkem tukové hmoty béhem prvnich 6 mésict a vétSim ptirastkem svalové
hmoty v pozd¢jSim kojeneckém veku. Zjednodusené tecCeno, tyto nalezy by mohly
poukazovat na roli adiponektinu v catch-up riistu, navazujicim na pomalejsi pfibyvani na
vaze v pribéhu prvniho roku zivota. Tyto hypotézy jsme vSak vzhledem ke kratké dobé
nasledného sledovani déti v ramci nasi studie nemohli potvrdit. Nicméné by nepochybné

mohly byt vhodnym pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Jiz vroce 1997 se podafilo prokazat transfer leptinu z MM do zaludku kojen¢ho ditéte
(Casabiell, X. et al. 1997) a také pfitomnost receptoru pro leptin v lidském GIT, ktery
by zprosttedkoval jeho biologicky ucinek v organizmu (Aparicio, T. et al. 2005). Peroralni
podani leptinu novorozenym krysdm vedlo k poklesu pfijmu potravy a nizsi produkei leptinu
v zaludku a subkutanni tukové tkani (Sanchez, J. et al. 2005). Jelikoz koncentrace leptinu
ovliviluji hypotalamické neurony zapojené do regulace piijmu potravy, sehravéd leptin
pravdépodobné dulezitou roli v programovani kontroly pfijmu potravy v prubéhu ¢asného
postnatalniho Zivota. Leptin, ktery je pifitomen v MM tak muze z kratkodobého hlediska
pusobit u kojence jako signal sytosti (Stocker, C.J. and Cawthorne, M.A. 2008; Palou, A. and
Pico, C. 2009). Recentni studie italskych autorti prokazala signifikantné vyssi sérové hladiny
leptinu u kojenych déti ve srovnani s détmi krmenymi nahradni mlé¢nou kojeneckou vyzivou,
coz by naznacovalo, Ze dal§im zdrojem leptinu je jeho transfer od matky cestou MM (Savino,
F. and Liguori, S.A. 2008; Savino, F. et al. 2010). Déti, které byly v kojeneckém véku krmeny
ndhradni mléénou kojeneckou vyzivou, mély ve srovnani sdétmi, které byly kojeny,
signifikantné¢ vys§i BMI v pozdé€j$§im détském véku (medidn 8,8 let). Autorim se navic
podafilo stanovit hodnotu ,,cut-off* (2,7 ng/ml), kdy koncentrace leptinu pod touto hodnotou
byly spojeny s vy$§im BMI v pozdéjsim détském veéku (Savino, F. et al. 2013). Uvedené
skutec¢nosti tedy naznacuji, ze hladina leptinu v kojeneckém veku by mohla byt potencidlnim
prediktorem rozvoje obezity v pozd¢jSim veku. Jen neddvno publikované vysledky
vyplyvajici ze studii GINIplus a LISAplus, opét poukdzaly na spojitost hladin leptinu
a rustovych parametri (Flexeder, C. et al. 2014). Hladiny leptinu pozitivn¢ korelovaly s BMI
a hmotnostnimi pfirastky sledovanych divek ichlapc. Naproti tomu mezi hladinami

adiponektinu a rGstovymi parametry nebyla prokazéana statisticky signifikantni asociace

60



Korelace hladin AFABP s antropometrickymi parametry

Jelikoz korelace antropometrickych parametri s hladinami AFABP v MM nebyla dosud
publikovana, nebylo mozné nase néalezy porovnat s vysledky jinych studii. Recentni prace
zabyvajici se problematikou AFABP a jeho potencialni role u metabolického syndromu
poukazuji na moznou roli AFABP v predikci rozvoje inzulinové rezistence (Horakova, D. et

al. 2011).
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Adipofilin

Krom¢ zminovanych RH MM by nutri¢ni stav ditéte mohly ovlivilovat i nckteré dalsi
proteiny pfitomné v MM, které se i€astni metabolismu a transportu lipidld. Jednou z téchto
molekul je iadipofilin, ktery je v MM mléce piitomen jako jeden zhlavnich proteint
membrany tukové kapénky. Rada védct se jiz snazila blize objasnit jeho potencidlni roli
v MM. Experimentalni studie na zvifatech prokéazaly, Ze adipofilin je specificky lokalizovan
v sekreCnich epitelidlnich bunikdch mlécné Zlazy a jeho exprese je spojena sakumulaci
tukovych kapének (tzv. lipid droplets) uvnitt cytoplazmy (Russell, T.D. et al. 2007). Navic je
adipofilin pravdépodobné zapojen do procesu sekrece cytoplasmatickych tukovych kapének
cestou interakce s fosfolipidy apikalni ¢asti bunééné membrany (Chong, B.M. et al. 2011;
Chong, B.M. et al. 2011). Skandin&vsti védci neddvno identifikovali exosomy v lidském
kolostru azralém MM, které vykazuji jist¢é imunomodulacni vlastnosti. Mezi jinymi
molekulami byl proteomickou analyzou téchto specifickych vezikul identifikovan také
adipofilin (Admyre, C. et al. 2007). Ve vétSing téchto studii byly kulicky mlééného tuku (milk
fat globule) izolované ztukové vrstvyy MM, membrana tukové kulicky byla nésledné
extrahovana a frakcionovand pomoci detergenc¢nich roztoki, rozpustné a nerozpustné frakce
byly oddéleny centrifugaci a obalové proteiny (tzv. coat proteins) byly odd€leny a pak
detekovany rozlicnymi metodami (SDS-PAGE, sekven¢ni analyza, Western blot nebo

spektrofotometrie).

V nasi praci jsme za ucelem kvantitativni detekce adipofilinu v MM vyvinuli a nasledné
ovétili imunoanalytickou metodu, vysoce senzitivni ELISA metodu, kterd je ¢asové méné
naro¢na, v praxi bézné vyuzivana a ovétena pro detekci Siroké skaly proteinli véetné cytokint,
rastovych faktort ¢i hormont v MM nebo jiném biologickém materidlu. Vzhledem k tomu, Ze
tuk mize s ELISA metodou interferovat, bylo by pouziti plného MM za timto uc¢elem znacné
limitované. Proto jsme se rozhodli stanovit tyto proteiny v odstfedéném mléce. V pribéhu
ptipravy vzork bylo plné mléko centrifugovano a k dal§i analyze byl pouzit jiz pouze
supernatant. Jsme si védomi limitace tohoto piistupu, vzhledem k tomu, ze adipofilin je
v MM piitomnem zejména jako soucast membrany tukové kapénky. Nicméné, touto metodou
jsme byli schopni detekovat hladiny kolem 2-3 ug/ml. Adipofilin bylo mozné v MM
detekovat od zacatku po celou dobu 12 mésicti laktace. Rostouci trend hladin v prvnim mésici

byl nasledovan poklesem ve tfetim mésici a naslednym vzestupem az do 12 mésice laktace.
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Navic hladiny v M3 korelovaly s hladinami v M6 a M12, coz by znamenalo, ze u n€kterych
matek jsou (ve srovnani sjinymi matkami) hladiny adipofilinu obecné¢ vy$si ve vSech
sledovanych bodech a jsou intraindividudlné vysoce konzervované v prubéhu celé laktace.
V soucasné dob¢ ale neni znamo, nakolik se li§i koncentrace adipofilinu v tukové kapénce

a v supernatantu, jelikoz dosud nebyla provedena zadna srovnavaci studie.

Kvantifikaci zmén proteind v membrané tukové kapénky v obdobi Casné laktace provedli
v roce 2008 Reinhardt a Lippolis metodou shotgun (Reinhardt, T.A. and Lippolis, J.D. 2008).
Zjistili, ze v pribehu promény kolostra na zralé MM byly hladiny proteinli spojenych
s transportem, syntézou a sekreci lipidi (adipofilin, butyrophilin a xantin dehydrogenaza)
sedmy den po porodu vyssi nez v kolostru. Tyto ndlezy koresponduji s nasimi vysledky. Podle
nich dochazi po porodu k ¢asné zméné transportu lipidi obsazenych v MM vzhledem
k vys$§imu obsahu tuki v kolostru. Predpokladame, Zze zvySujici se hladiny adipofilinu v MM
v priibéhu druhé poloviny kojeneckého obdobi mohou byt spojeny s nizsi frekvenci a del§imi
intervaly mezi jednotlivymi kojenimi, coz nasledné¢ vede ke kumulaci adipofilinu v MM. N4&§
ptedpoklad, ze hladiny adipofilinu v MM mohou byt spojeny s BMI matek ptfed graviditou
se nepotvrdil. Hladiny adipofilinu v MM v Sestém mésici negativné korelovaly s porodni
hmotnosti a délkou kojencti. Avsak, tato korelace se nezda byt klinicky vyznamna, jelikoz
v zadném jiném casovém bod¢ nebyla nalezena zadnd dalSi korelace mezi hmotnosti nebo
délkou kojence, stejné¢ tak jako nebyla nalezena korelace mezi hladinami adipofilinu
a hmotnostnim pfirastkem v priitbéhu prvniho roku Zivota. Zajimavym zjisténim byl fakt, Ze
hladiny adipofilinu nekorelovaly s hladinami regulacnich hormonti (adiponektin, AFABP
nebo leptin — vSe detekovano ELISA metodou) v zddném Casovém bod¢ v pribchu laktace.
Vzhledem k témto naleziim se zda, ze hladiny adipofilinu v lidském MM nejsou spojeny

s nutriénim stavem matek pted graviditou, ale ani nutri¢nim stavem jejich déti.

Dosud publikovana data poukazuji na to, ze exprese a syntéza adipofilinu je indukovéna
vzestupem volnych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem v séru (Dalen, K.T. et al. 2006).
Udaje tykajici se stravovacich navykt matek jsme viak v ramci této prace neméli k dispozici,

tudiz nebylo mozné zhodnotit ptipadny vliv vyzivy na hladiny adipofilinu v MM.
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Uloha adipofilinu v riznych organech a tkanich nebyla dosud zcela objasnéna. Adipofilin je
hlavnim proteinem tukovych kapének ptitomnych ve vSech buitkdch akumulujicich lipidy,
predevsim v buitkach mlécné Zzlazy a tukovych bunkach, kde je jednim z nejcasnéjsich
markert diferenciace adipocyti. Ackoli jeho vyznam nemusi byt tak signifikantni pti udrzeni
homeostazy tukové tkané, je hlavnim faktorem urcujicim obsah triacylglycerold v jatrech
(Chang, B.H. and Chan, L. 2007). Jeho negativni role v pfipadé ateroskler6zy je vysvétlovana
zvySenim obsahu esterti cholesterolu v pénovitych buiikach (Paul, A. et al. 2008) a zesilenim
zangtlivé reakce cestou zvySeni exprese a sekrece prozanétlivych cytokinii jako TNF-alfa,
MCP-1 a IL-6 v makrofazich (Chen, F.L. et al. 2010). Naopak adipofilin se podili
na udrzovani inzulinové senzitivity ve svalech, ma tedy potencidlni ochranny vliv
pfed vznikem inzulinové rezistence (de Wilde, J. et al. 2010). Kramer a spol. upozornili
na moznost vyuziti adipofilinu jako pomocného diagnostického markeru identifikace
specializovanych diferencovanych bunék obsahujicich tukové kapénky a také pro nemoci
spojené s akumulaci tuku v buiikdch, jako naptiklad svétlobunéény karcinom ledviny
(Kramer, M.W. et al. 2010). Vzhledem ktomu, ze inhibice lipogeneze vykazuje
antineoplasticky efekt, lze pfedpokladat, ze se PAT proteiny v brzké dobé& stanou cilem
ruznych terapeutickych strategii (Straub, B.K. et al. 2010). Navic, adipofilin byl nalezen také
v membranach lidského plodu (amnidlni epitelie, fibroblasty, choriové trofoblasty), jeho
ptitomnost v tukovych kapénkach stoupa v pribehu gravidity a pifi porodu a je spojen
s enzymy zapojenymi do kaskady kyseliny arachidonové (Meadows, J.W. et al. 2005).
Tukové kapénky v membranach plodu mohou byt tedy misty produkce prostaglandinu E2
v dobé porodu. Recentni prace upozoriuji zejména na roli adipofilinu jako senzitivniho
markeru sebacedzniho karcinomu. Nicméné exprese adipofilinu byla prokdzana také
u dlazdicového karcinomu a ftady dalSich tumord, coz by naznacovalo, ze akumulace

tukovych kapének je Castym znakem neoplastickych bun¢k (Boussahmain, C. et al. 2013).
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7  ZAVER

V ramci této prace se nam podafilo prokdzat intraindividudlni variabilitu hladin adiponektinu,
leptinu a AFABP v matefském mléce. Navic jsme vyvinuli spolehlivou a dobfie
reprodukovatelnou metodu detekce adipofilinu v MM. VSechny sledované regulacni hormony
a také adipofilin byly detekovatelné v matetském mléce po celou dobu 12 mésict laktace,
s mirnym poklesem hladin RH do tfettho mésice a naslednym vzestupem do 12. mésice
laktace. Zatimco u RH se nam podafilo prokézat korelaci hladin adiponektinu, leptinu
a AFABP, hladiny adipofilinu nekorelovaly ani s jednim ze sledovanych RH. V rdmci nasi
prace nebyla nalezena zadna signifikantni korelace RH ¢i adipofilinu s nutricnim stavem déti

nebo jejich matek.

Predpokladame, Ze zminované regulatni hormony mohou sehrdvat roli v nutri¢nim
programovani kojenych déti, a to pravdépodobné po celou dobu trvani laktace. Naopak vliv
adipofilinu na nutri¢ni status je pravdépodobné minimalni, miize se vSak podilet na dalSich
procesech vyvoje mladého organizmu. K potvrzeni a ovéfeni téchto hypotéz budou

nepochybn¢ zapotiebi dalsi prospektivni studie.
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8 SOUHRN

Matetské mléko je diky svému jedinecnému slozeni a biologickym vlastnostem
pro clovéka nenahraditelné. Je nesporné, ze je nejlepsSim zdrojem vyzivy kojence v priubéhu
prvnich Ctyf az Sesti mésici zivota. Jednotlivé slozZky MM vyznamnym zpiisobem ovliviiuji
rast a vyvoj ditéte a hraji vyznamnou roli v regulaci postnatalniho zrani a vyvoje tkani
a organovych systémtl. Vyziva v tomto raném obdobi Zivota mulze ovlivnit programovani
metabolického vyvoje a rustu. Jelikoz MM obsahuje regulacni hormony (RH), které hraji roli
v regulaci energetické rovnovahy a gluk6zové homeostazy, 1ze predpokladat, ze pravé tyto
hormony mohou ovlivnit regulaci energetické rovnovahy v détstvi i pozd¢ji v dospélosti.

Cilem nasi prace bylo zjistit, jestli se koncentrace vybranych RH (adiponektin, leptin,
AFABP) vMM vpribéhu laktace méni a nakolik tyto koncentrace souvisi
s antropometrickymi parametry kojenych déti a jejich matek.

Za timto ucelem jsme vySetfovali vzorky MM ziskané manudlni expresi nebo
za pomoci odsavacky, 48 hodin po zahajeni laktace a pak také v jejim pribehu, tj. s odstupem
1 mésice (M1), 3 mésicti (M3), 6 mesicti (M6) a 12 mésicti (M12). K detekci RH v MM byla
pouzita vysoce senzitivni metoda ELISA.

VSsechny vySetfované RH 1 adipofilin byly detekovatelné v MM po celou dobu 12
mésict laktace, s mirnym poklesem hladin RH do tfetitho mésice a naslednym vzestupem
do 12. mésice laktace. Hladiny adiponektinu, leptinu a AFABP v prub¢hu laktace pozitivné
korelovaly a hladiny AFABP v M1 negativné¢ korelovaly s télesnou hmotnosti kojenci.
V pfipadé¢ ostatnich RH jsme v pribéhu laktace nenalezli Zadnou jinou spojitost
s antropometrickymi parametry déti nebo jejich matek.

V této praci se nam podafilo prokazat intraindividualni variabilitu hladin adiponektinu,
leptinu a AFABP v MM. Navic jsme vyvinuli spolehlivou a dobfe reprodukovatelnou metodu
detekce adipofilinu v MM. Zatimco u RH se nam podafilo prokazat korelaci hladin
adiponektinu, leptinu a AFABP, hladiny adipofilinu nekorelovaly ani sjednim ze
sledovanych RH. V ramci této prace jsme nenalezli Zadnou signifikantni korelaci RH ¢i

adipofilinu s nutri¢nim stavem déti nebo jejich matek.
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9 SUMMARY

Breast milk (BM) is essential for infants due to its unique composition and biological
properties. It is obvious that BM is the best source of nutrition for the infant during the first
4to 6 months of life. The components of BM significantly affect growth and child
development and play animportant role in regulation of postnatal development
and maturation of tissues and organ systems. Nutrition in early infancy can affect
programming of metabolic development and growth. Since BM contains regulatory hormones
(RH) which play a role in regulation of energy balance and glucose homeostasis, it can be
assumed that these hormones may affect regulation of energy balance in childhood and later
in adulthood.

The aim of our study was to determine intraindividual changes of BM levels
of selected RH (adiponectin, leptin, AFABP) in BM during twelve months of lactation and to
detect adipophilin in human BM. Moreover, we analysed the association between levels
of these proteins and anthropometric parameters of breastfed infants and their mothers.

BM samples were obtained from mothers who delivered full term infants. Only
mothers with non-complicated vaginal delivery were included. BM samples were obtained
by manual expression or with a breast pump 48 hours after the initiation of lactation (DO)
and then also at I month (Ml), 3 months (M3), 6 months (M6) and 12 months (M12)
of lactation. RH and adipofilin were measured in BM by highly sensitive ELISA method.

All examined RH and adipophilin were detectable in BM throughout 12 months
of lactation. We found positive correlation between levels of adiponectin, leptin and AFABP
throughout lactation. AFABP levels in M1 correlated negatively with body weight of infants,
but there was no correlation throughout lactation between body weight and other proteins.
Concentrations of measured RH showed a decreasing trend in the 3rd month of lactation
and subsequent increase till 12 months of lactation.

In our study, we demonstrated intra-individual variability in levels of adiponectin,
leptin and AFABP in BM. In addition, we have developed a reliable and reproducible method
for detection of adipophilin in BM. In our study no correlation was found between RH

or adipophilin and nutritional status of breastfed infants or their mothers.
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