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CILE PRACE

Cilem naSeho vyzkumu bylo objasnit ulohu nékterych regulac¢nich peptid
centralniho nervového systému, gastrointestindlniho traktu a tukové tkané
v patogenezi zmén télesné hmotnosti a nutri¢niho stavu u détskych pacientl s
obezitou, mentalni anorexii, Crohnovou nemoci a celiakalni sprue.
Radioimunoanalyzou byly stanoveny plazmatické hladiny orexinu A, celkového
ghrelinu a sérové hladiny leptinu a enzymovou imunoanalyzou byly stanoveny
sérové hladiny adiponektinu u zdravych jedinci a u vySe uvedenych
patologickych stavli a zhodnocen vliv nutriéni intervence na tyto hladiny. Dale
jsme stanovili plazmatick¢é hladiny amylinu u dospélych pacientd

s osteoporozou.

Konkrétni cile navrzené pro tento projekt zahrnovaly:

1. Stanoveni plazmatickych hladin orexinu A, celkového ghrelinu a
sérovych hladin adiponektinu u obéznich déti a zjiSténi jejich
vztahu k sérové hladin€ leptinu a IGF-1. Urceni vlivu redukce
télesné hmotnosti na zmény téchto hladin.

2. Stanoveni plazmatickych hladin orexinu A, celkového ghrelinu a
sérovych hladin adiponektinu u pacientli s mentdlni anorexii a
zjisténi jejich vztahu k sérové hlading leptinu a IGF-1. Urceni vlivu
realimentace na zmény téchto hladin.

3. Stanoveni plazmatickych hladin orexinu A u zdravych jedinct, u
détskych pacientii s Crohnovou nemoci a s celiakalni sprue.

4. Stanoveni plazmatickych hladin amylinu u dospélych pacienti

s osteopordzou, diabetem II. typu a u kontrolni skupiny pacientii
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1. PREHLED SOUCASNEHO STAVU ZNALOSTI

1.1. Poruchy pfijmu potravy a nutri¢niho stavu organismu

1.1.1. Uvod

Téma vyzivy nabyva v moderni spole¢nosti velkého vyznamu, pfedevS§im vzhledem ke
vzristajicimu vyskytu poruch nutriéniho stavu i poruch pfijmu potravy v populaci. Na
etiologii téchto zmén ma kromé Zivotniho stylu nezanedbatelny vliv také individualni
konstituce organismu, ktery je vystaven snizenému nebo naopak zvySenému piijmu zivin. Pro
konkrétniho jedince je riziko vzniku poruchy nutri¢niho stavu dano jak stravovacimi navyky a
fyzickou aktivitou, tak jeho genetickou vybavou, ktera urcuje bazalni metabolickou spotiebu a
reakci organismu za podminek nadmérné nebo nedostatecné nabidky kalorii. V této praci jsou
popsany nékteré peptidové hormony, které se ucastni regulace piijmu potravy a stavu vyzivy

organismu.

1.1.2. Zékladni pojmy

Zminujeme-li se o problematice regulacnich peptidd, je tieba odlisit kratkodoby vliv

na prijem potravy a dlouhodobé vlivy na nutric¢ni stav organismu.

1.1.2.1. Zmény ptijmu potravy

Z hlediska ptijmu potravy mizeme odlisit skupinu peptidit orexigennich (napt. orexin
A, ghrelin, neuropeptid Y), které pti experimentalni aplikaci plisobi zvySeni pfijmu potravy a
jejich exprese se obvykle zvySuje nalacno a klesa po nasyceni. Proto lze v prubéhu dne
vysledovat v jejich krevnich hladinach uréitou periodicitu zavislou na poctu a rozvrzeni
dennich jidel. Tyto peptidy se podileji na biologické reakci jako signaly hladu a spoustéji
komplexni odpovéd organismu vedouci k vyhleddavani a zvySeni pfijmu potravy. Jsou
zapojeny do nervovych drah a okruhil, které zprosttedkovévaji priivodni emociondlni a
vegetativni projevy piijmu potravy. Privodnim emocionalnim projevem muize byt napt. pocit

hladu, vegetativnim projevem je napf. zvySena motilita a sekrece traviciho traktu (slinéni). Na
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opacném konci spektra jsou anorexigenni peptidy (napt. cholecystokinin, amylin, leptin),
jejichz ucinek je komplementarni k predchozi skupiné peptidit a hladiny v krevnim fecisti

reaguji na pfijem potravy opacnym zptsobem.

1.1.2.2. Zmény nutri¢niho stavu

Vyse popsané zmény jsou fyziologické a reguluji pfijem potravy u vSech jedinct bez
ohledu na jejich nutri¢ni stav. Naopak zména nutri¢niho stavu nastava v piipadé dlouhodobé
poruchy regulacnich mechanismi ptijmu potravy nebo energetické spotieby.

V piipadé dlouhodobé ptevazujiciho pfijmu potravy nad energetickym vydejem se v
organismu nadmérn¢ uklada energie v podob¢ tuku - vznika ebezita. NejCastéjsi pfi¢inou je
nespravny zivotni styl spojeny s nadmérnym piijmem stravy a nizkou pohybovou aktivitou.
Jedna se o vili ovlivnitelny psychosocidlni jev, ktery je pti vhodné edukaci v dlouhodobém
horizontu reverzibilni. V takovém piipadé¢ je porucha nutricniho stavu provazena
sekundarnimi zménami v systému regulacnich peptidd, které pfi dlouhodobé normalizaci
nutri¢niho stavu vymizi.

Byly ovSem popsany i geneticky podminéné poruchy (syndromy i monogenni vady),
jejichZ soucasti je rozvoj obezity (obr. 1). U téchto stavii je na podkladé vrozené poruchy v
systému regulacnich peptidii zvySeny pfijem potravy nebo snizeny energeticky vydej. Vyskyt
téchto poruch je v populaci relativn€ vzacny a jejich ovlivnéni dietnim a pohybovym rezimem
je obtizné.

V pfipadé¢ dlouhodobé snizené¢ho piijmu potravy, ktery je nedostacujici pro
energeticky vydej organismu, se spotiebovavaji tukové zasoby a vznikd podvyziva,
malnutrice. Pfi¢inou mize byt snizena nabidka stravy - ¢astd v rozvojovych zemich nebo v
civilizovaném svété u nutricné rizikovych skupin (napt. pacienti s chronickym onemocnénim,
kojenci atd.). Také v tomto ptipad€ dochazi k sekundarnim zménam v systému regulacnich
peptidl, které s normalizaci nutri¢niho stavu odezni.

Zvlastni pti¢inou malnutrice je mentdlni anorexie. Jedna se o komplexni primarni
poruchu piijmu potravy, ktera pii dlouhodobém trvani vede k zavazné podvyzive,
metabolickému a hormondlnimu rozvratu organismu. Pfi¢ina vzniku této choroby neni
doposud plné objasnéna. Piedpokladé se, Ze se na ni vyznamné podili porucha regulacnich
hormont centralniho nervového systému. U této choroby neni vzacnosti familiarni vyskyt a

jeji terapeutické ovlivnéni je obtizné.
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Obrazek 1: Monogenné podminéna obezita u lidi
Legenda: POMC - proopiomelanokortin, PC1 — prohormon konvertdza typu 1, alfa-MSH — melanokortin,
ACTH - adrenokortikotropni hormon, MC1R, MC4R — melanokortinové receptory typu 1 a 4

1.1.3. Obezita

Obezita je civilizacni chorobou postihujici pfedev§im vyspélé populace (Lévy a spol.
1995). Podle rozsahlé holandské studie z roku 2000 (Frederiks a spol. 2000) se od roku 1980
pocet obéznich déti v Holandsku zdvojnasobil. Od tii let véku je obézni jedno dité z péti. VEk,
ve kterém se déti stanou obéznimi, se snizil na primérné 5,5 roku. Nejvétsi vyskyt obezity je
mezi méstskymi détmi mén& vzdélanych rodi¢i. Ceské republika patii k zemim s nejvys§im
vyskytem obezity v Evrop¢.

Kromé zvysSeného kalorického piijmu, Spatnych stravovacich navyktl a nedostatku
pohybu se na rozvoji obezity podili i genetické vlivy. Té€lesna hmotnost je stejné jako tada
jinych antropologickych znakli determinovana polygenné, avSak vnedavné dobé byly
objeveny 1 mutace v genech pro jednotlivé slozky zpétnovazebného okruhu mezi tukovou
tkani a CNS, které vedou velmi brzo po narozeni k vyrazné obezité (Montague a spol. 1997,

Yeo a spol. 1998).
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1.1.4. Mentalni anorexie

Mentéalni anorexie je zdvaznd porucha piijmu potravy, ktera je charakterizovana
vyraznou podvyzivou, dysfunkci menstrua¢niho cyklu a poruchou vnimani télesného
schématu. Postihne béhem zivota 0,5% zen a mé nejvyssi mortalitu ze vSech psychiatrickych
onemocnéni. V jeji etiologii hraji kromé& mnoha dalSich vyznamnou tlohu i genetické faktory.
Nutri¢ni podpora je jako 1écba v akutni fazi postacujici, ale dosazeni dlouhodobého vyléceni
bez psychologicko-psychiatrick¢ intervence je velmi obtizné. V souvislosti s timto
onemocnénim jsou zmiovany abnormality v serotoninovém systému v mozku, ale specificka
dysfunkce jediného neurotransmiterového systému nemuze vysvétlit vSechny aspekty
choroby. Je tfeba zkoumat také vliv dopaminu a gonadalnich steroidii, vzhledem k vyraznému
vyskytu mentélni anorexie u divek v obdobi puberty, zvlasté u téch, které mély menarché
v nizkém veku. Také objev leptinu, orexinil a jinych neuropeptidii mize, vzhledem k jejich
ucasti na regulaci pfijmu potravy, prispét k objasnéni patogeneze a zlepSeni terapie tohoto

onemocnéni (Vitiello a spol. 2000).

1.1.5. Syndrom anorexie a kachexie pti naddorovych onemocnénich

Syndrom anorexie a kachexie pfi nddorovych onemocnénich je charakterizovan
progresivni ztratou t€lesné hmotnosti a chuti k jidlu. Doprovdzi mnoho typi nédorovych
onemocnéni a je jednou z pfiin Casného umrti zvlasté u détskych pacienti. U zdravého
Cloveka je ubytek na vaze fyziologicky silnym podnétem ke zvySené chuti k jidlu a pfijmu
potravy. Tento mechanismus vSak u nékterych pacientli s nddorovym onemocnénim selhava.
Predpoklada se, ze cytokiny (interleukiny 1 a 6, tumor nekrotizujici faktor - alfa, interferon -
gama) nebo neuropeptidy produkované nadorem (Arihara a spol. 2000) nebo hostitelskym
organismem mohou imitovat u¢inek leptinu, ktery informuje CNS o mnoZstvi tukové tkané
v organismu. Tim je naruSena signalizace hypothalamickych neuropeptidi. Vysledkem je
prohlubujici se kachexie se sou¢asnym poklesem chuti k jidlu a pfijmu potravy (Inui a spol.

1999).
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1.1.6. Crohnova nemoc

Crohnova nemoc je zdvazné nespecifické zadnétlivé onemocnéni traviciho traktu, které
se vdétském veéku projevuje kromé gastrointestinalni symptomatologie (prijmy, bolesti
biicha) také poruchou ristu a nutriéniho stavu. Casto je onemocnéni provazeno chronickym
nechutenstvim, na jehoz patogenezi se mize podilet fada mechanismu. Pti¢inou mohou byt
zangtlivé medidtory (cytokiny), které jsou produkovany v misté zanétu a plsobenim na
autonomni nervova zakonceni nebo prostfednictvim cirkulace na hypothalamicka centra
imitovat ptisobeni nékterych prirozenych anorexigennich regulac¢nich peptidii (napft. leptinu) a
tim vést k anorexii a dlouhodob¢€ nepfiznivému nutriénimu stavu. Na rozvoji nechutenstvi se
ovSem muze podilet také dysbalance mezi regulaénimi hormony, které za fyziologickych
okolnosti udrzuji rovnovazny ptijem potravy odpovidajici nutri¢nim potiebam organismu. Za
podminek chronického zanétlivého onemocnéni mohou vznikat primarni nebo sekundarni
zmény v expresi téchto peptidi. Obdobnym mechanismem by bylo mozZzno vysvétlit i vznik
kostni nemoci, na které se kromé dlouhodobého nedostatku minerala a jinych nutrientii mize

podilet i nerovnovaha v regulacnich peptidech nutri¢niho stavu.

1.1.7. Celiakie

Celiakie (glutensenzitivni enteropatie) je trvala nesndSenlivost lepku, pii které vznika
poskozeni sliznice tenkého stfeva u vnimavych jedinct. Prevalence onemocnéni v populaci je
vysoké — podle nékterych udajt az 1:300. Symptomatologie celiakie je velmi bohata a 1isi se
dle véku. Mezi nejcastéjsi symptomy v kojeneckém obdobi patii anorexie, neprospivani a
gastrointestinalni symptomatologie (prijmy). Ve Skolnim véku se onemocnéni projevuje
Cast€ji poruchami rdstu, anemii a osteopenii az osteopordzou. U dospélych se kromé vyse
jmenovanych symptomt setkavame 1 s poruchami fertility a projevy souvisejicimi se
sdruZzenymi autoimunitnimi onemocnénimi (thyreopatie atd.). Z vySe patrnych udaji vyplyva,
ze celiakie je Casto spojena s poruchou pifijmu potravy a nutriniho stavu organismu.
Jednotlivé symptomy napovidaji, Ze v patogenezi tohoto onemocnéni by mohla byt zahrnuta
fada regulacnich peptidl, které se v ramci primarnich nebo sekundarnich zmén podileji na
vzniku malnutrice nebo se naopak organismus zménou jejich exprese snazi zachovat dostatek
energetickych zasob pti chronickém onemocnéni. Také na patogenezi poruchy ristu a kostni

nemoci se mohou podilet regulani peptidy, které maji vliv na vyplavovani rtstového
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hormonu nebo jsou spojujicim ¢lankem mezi regulaci nutri¢niho stavu a vyvojem kostni

hmoty.

1.2. Regula¢ni mechanismy prijmu potravy a nutri¢niho stavu

1.2.1. Obecné regulacni mechanismy

Piijem potravy a nutri¢ni stav organismu jsou regulovany souhrou n¢kolika systému.

Jedna se zejména o centralni nervovy systém, travici trakt a tukovou tkan (obr. 2).

Zékladnim centrem regulace je hypothalamus - oblast mozku, kterd obsahuje skupiny
neuronll uspotfddanych do centra hladu a centra sytosti. Tyto neurony produkuji celou fadu
orexigennich (orexin A a B, neuropeptid Y, galanin) a anorexigennich peptidt (kortikotropin-
releasing hormon, melanokortin, agouti-related protein), které ovliviiuji hypothalamicka
centra navzdjem, ale také plsobi na ostatni oblasti centrdlniho nervového systému a
koordinuji tak komplexni odpovéd’ organismu na stav vyzivy a aktudlni pfijem kalorii. K
témto oblastem patfi centra spanku a bdéni, limbicky systém zprostfedkujici emocionalni
slozku a centra v prodlouzené mise, jejichz prostfednictvim je ptfes bloudivy nerv (nervus
vagus) zprostfedkovana vegetativni slozka regulace, zejména motilita a sekrece traviciho
traktu.

Buiiky traviciho traktu jsou mistem produkce fady regulacnich peptidi (ghrelin,
cholecystokinin, peptid YY, oxyntomodulin, amylin). Ty jsou vyplavovany jako reakce na
pifitomnost traveniny v Zalude¢nim nebo stfevnim lumen. Jsou tvofeny zejména buikami
zaludec¢ni a stfevni sliznice a endokrinnimi buitkami slinivky bfisni. Cilovad mista pisobeni
téchto hormoni jsou zejména v oblasti gastrointestinalniho traktu a hypothalamu, kde zpétnou
vazbou - piimo nebo prostifednictvim bloudivého nervu - ovliviiuji pfijem potravy.

Pivodni pfedstavy o tukové tkani jako o pasivnim ulozisti energie ve formée tukovych
zasob jsou dnes jiz prekondny. V soucasné dob¢ vime, Ze tukova tkan je hormonélné vysoce
aktivni organ, ktery je mistem produkce celé fady regulacnich peptidi (leptin, TNF-alfa,
adiponektin, resistin). Jejich tvorba je ovlivnéna mnozstvim a velikosti adipocyti a mistem
pusobeni jsou zejména receptory v hypothalamu, jejichz prostfednictvim je centralni nervovy

systém informovan o mnozstvi tukové tkané€ v organismu.
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Hypothalamus

OREXIGENNI
- NPY, AgRP, OX, Galanin

ANOREXIGENNI
-Alfa-MSH, CRH, CART,
NT, Mahogany

1

Tukova tkan GIT

tLeptin, Resistin,Adiponektin| €
Adipsin, TNF-alfa

-CCK, Bombesin, Glukagon,
Somatostatin, Amylin, Ghreliw

Obrazek 2: Regulacni mechanismy pfijmu potravy a nutri¢niho stavu
Legenda: NPY — neuropeptid Y, AgRP — agouti-related protein, OX — orexiny, alfa-MSH — melanokortin, CRH
— kortikotropin-releasing hormon, CART — kokainem a amfetaminem regulovany transkript, NT — neurotensin,

TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa, CCK - cholecystokinin

1.2.2. Ptehled zékladnich regulaénich center

1.2.2.1. Hypothalamus

Hypothalamus (HT) je dulezitou diencefalickou strukturou ucastnici se regulace fady
klinicky vyznamnych fyziologickych dé&ja. Jeho jadra jsou sidlem exprese genii mnoha
neuropeptidil 1 klasickych neurotransmitert ovliviiujicich homeostazu organismu od regulace
télesné teploty a uvoliiovani hypofydrnich hormonti az po synchronizaci jednotlivych slozek
autonomniho nervového systému. Jednotliva hypothalamicka jadra tvofi fadu neuropeptidd,
které maji vztah k potravnimu chovani jedince (Bronsky a spol. 2003a). Jiz pfed mnoha lety
se prokdzalo, ze potravni chovani ma své regulacni centrum v hypothalamické oblasti,
nicméné az neddvnd 1éta pfinesla objasnéni mnoha detailnich poznatkii a identifikaci fady
novych neuropeptidi. Jejich kratky ptehled spolu s uvedenim pftislusnych anatomicko-

fyziologickych a klinickych vztahti je uveden v nasledujici stati.

20



1.2.2.1.1. Neuroanatomicky podklad

Jiz dlouhou dobu je znamo, ze v regulaci energetické rovnovahy hraji vyznamnou roli
jednotlivda  jadra bazalniho hypothalamu, zejména ventromedidlni, dorsomedialni,
paraventrikularni a laterdlni. ZjiSténi, Ze tyto neurdlni mechanismy ovliviiuji potravni chovani,
bylo ucinéno na zadkladé¢ tady experimentl, vnichz byly provedeny diskrétni 1éze
v hypothalamickych oblastech, nebo chirurgicky pieruseny neurdlni drahy (Shughrue a spol.
1996, Alvarez a spol. 1996, Goldstone a spol. 1997, Koylu a spol. 1997, Lambert a spol.
1998, Mountjoy a spol. 1994, Huszar a spol. 1997). S vyjimkou I1ézi v lateralni
hypothalamické oblasti vedly vSechny tyto experimenty k trvale zvySené chuti k jidlu ¢i
zvySenému piijmu potravy. Bohuzel zakladni otazky tykajici se lokalit, do nichz jsou signaly
stimulujici apetit, vyhledavani, pfijimani a traveni potravy propagovany, drahy, jimiz se

informace $iii a cilové tkané, ztstavaly po dlouhy ¢as nezodpovézeny.

Orexigenni neuropeptidy Lokalizace genu Poéet amino-
(zvysSuji pFijem potravy) kyselinovych zbytki
Neuropeptid Y 7p15.1 36
Galanin 11913.3-q13.5 30
B-endorfin 2p23.3 31
Dynorfin 20pter-p12.2 17
Enkefalin 20pter-p12.2 32
Melanin-koncentrujici hormon 12923-q24 19
Orexin A 17921 33
Orexin B 17921 28

Anorexigenni neuropeptidy
(snizuji pfijem potravy)

Kortikotropin-releasing hormon 8q13 41
Urocortin 2p23-p21 40
Neurotensin 12921 13
Glukagon-like peptid 1 2q36-q37 30
Kokainem a amfetaminem regulovany transkript 5913.2 89
Melanokortin 2p23.3 13
Agouti protein 20g11.2 16
Agouti-related peptid 16q22 112

Tabulka 1: Orexigenni a anorexigenni neuropeptidy hypothalamu
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Intenzivni vyzkum v poslednich nékolika letech vedl nejprve k identifikaci
orexigennich a anorexigennich neurotransmiterti v hypothalamu (tab. 1). Nasledovala piesna
lokalizace jejich produkce, uvoliiovani a receptivnich oblasti. Byly také podany dikazy
morfologického vztahu mezi neurony produkujicimi jednotlivé neurotransmitery /
neuromodulatory. To, ze n¢které neurony mohou byt ptivodcem vice nez jednoho signalu
regulujiciho potravni chovani (Hokfelt a spol. 2000, Stanley a spol. 1993, Spina a spol. 1996,
Stanley a spol. 1983, Hahn a spol. 1998), podpofilo dfivéjsi nazor, ze v hypothalamu je

lokalizovan slozity okruh schopny regulovat potravni chovani.

1.2.2.1.2. Hypothalamicka jadra

Hypothalamus ftidi homeostdzu celého organismu tfemi rlznymi mechanismy

(Kingsley a spol. 1996):

1) Prvnim z nich jsou descendentni spojeni s mozkovym kmenem a michou, podilejici se
na regulaci autonomniho nervového systému (ANS). Hypothalamus slouzi jako zakladni
integraéni centrum ANS a je propojen sjadry mozkového kmene a s michou
prostiednictvim fasciculus longitudinalis dorsalis, fasciculus mamillaris princeps a
fasciculus telencephalicus medialis. Drahy, jakymi se do hypothalamu dostavaji
senzorické informace, nejsou doposud uspokojivé prozkoumdany. Zda se, ze vétSina
z nich pfichazi pres kmenovou retikuldrni formaci a maji svilj pivod v fadé bunéénych

typl, jeZ mohou produkovat katecholaminy, serotonin, ¢i acetylcholin.

2) Hypothalamus sam o sob¢ slouzi jako endokrinni organ, ktery prostfednictvim sekrece
do krevniho obé&hu reguluje mnozstvi fyziologickych a endokrinnich funkci. Doposud
nebylo mozné blize urcit korelaci specifickych autonomnich funkci s individualnimi HT
jadry. Je vsak ziejmé, Ze existuje uréita regionalni specializace: Oblasti ptedniho HT jsou
blizce asociované s parasympatickymi funkcemi. Napi. stimulace v blizkosti nucleus
anterior zpusobuje zpomaleni srdeéniho rytmu, sniZzeni krevniho tlaku, periferni

vasodilataci, slinéni, zvySenou peristaltiku a poceni. Naopak zadni a laterdlni oblasti jsou

asociovany se sympatickymi funkcemi a jejich drdzdénim je mozno vyvolat opacné

reakce.
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3)

Drtivejsi déleni regulacnich systémi na endokrinni (chemicky, ovliviiyjici kazdou
buniku v téle) a nervovy (elektricky, ovliviiujici specifické efektorové skupiny bun€k) je
dnes jiz zastaralé. CNS je diky existenci tzv. cirkumventrikularnich organtt (CVO) s
chybéjici hematoencefalickou bariérou (HEB) konfrontovan s krevnimi endokrinnimi
prenase¢i. Mezi CVO ftadime téchto sedm oblasti: area postrema, epifyza,
subkomisuralni a subfornikdlni oblast, organum vasculosum laminy terminalis,
eminentia mediana a neurohypofyza. CVO obsahuji neurony, ale maji n&které
charakteristické rysy endokrinnich Z14z. Napt. béznéd nervova tkan je schopna pouzivat
jako jediny zdroj energie glukézu a to prostfednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin.
CVO jsou schopné jako zdroj energie vyuzivat téz volné mastné kyseliny a navic je
mohou metabolizovat cestou hexdzo-monofosfatového shuntu, coz je cesta pro neurony
nedostupna. CVO maji vyssi kapilarni densitu nez okolni nervova tkan a tyto kapilary
jsou téz strukturalné odliSné (perikapilarni prostor, fenestrace a povrchové pits”). Je
prokazano, ze povrch “pits” je pokryt specializovanymi receptory, které¢ vazi cirkulujici
hormony a preménuji chemicky signdl na neurondlni. CNS je tedy pfedmétem

hormonalni regulace a CVO tvoii pojitko mezi endokrinnim a nervovym systémem.

Konec¢né, svymi spojenimi se strukturami koncového mozku hraje HT velmi dtlezitou,
avSak zatim ne pfiliS jasnou roli v regulaci chovani. Hypothalamus lezi v kli¢Covém bod¢
celé neurdlni osy. Kiizi se v ném descendentni vlivy z kortikélnich oblasti a regulace
nejprimitivnéjSich funkei organismu: traveni, kardiovaskularnich funkci, dychéni, télesné
teploty, obrannych mechanismti a sexualnich funkci. Dale slouzi jako ohnisko, z néhoz
mohou byt ascendentni informace vhodné distribuovany do celého nervového systému a
integrovany s descendentnimi piikazy. Zda se, Ze ptes tato spojeni jsou behavioralni
mechanismy integrovany do fyziologickych homeostatickych mechanismil pfeziti. Napft.
potravni chovéni je nedé¢litelnou slozkou traveni. Nékteré zajimavé studie ukazuji, jak
mohou léze Ci stimulace HT struktur ovlivnit stereotypni chovani orientované na pieziti.
HT pravdépodobné ovliviiuje stereotypni chovani reciprocnimi interakcemi s
kortikalnimi strukturami. Nejvyznamnéj§imi z nich jsou jadra amygdaly, hipokampalni

formace, septalni jadra, gyrus cinguli a prefrontalni kortex.
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1.2.2.2. Gastrointestinalni trakt

Gastrointestindlni trakt (GIT) je inervovan autonomnim nervovym systémem. Jednak
pfevazné excitacnimi parasympatickymi (cholinergnimi) vldkny prostfednictvim n.vagus a
pelvickych nervii, dale pak inhibicnimi sympatickymi (noradrenergnimi) vlakny
prostfednictvim splanchnickych nervi. Langley byl prvni, kdo poukazal na existenci tfetiho
regulacniho systému sklddajiciho se z myenterického (Auerbachova) a submukdzniho
(Meissnerova) nervového plexu (Langley 1921). Myentericky plexus kontroluje motorickou
aktivitu GIT, submuko6zni plexus se podili na regulaci jeho sekrecni aktivity. Systém téchto
dvou nervovych pleteni byl pozdé¢ji pojmenovan entericky nervovy systém (ENS). Na rozdil
od parasympatickych nervovych vldken inervujicich stievo, kterych je asi 20 tisic, bylo v ENS
popsano 100 milioni neurontl, které slouzi jako lokalni senzory, interneurony i efektory. ENS
muze byt chapan jako soucast CNS, kterd byla béhem vyvoje organismu oddélena, ale
zachovava si s CNS oboustrannou komunikaci prostfednictvim aferentnich a eferentnich drah
parasympatiku a sympatiku.

Eferentni signidly zCNS jsou do GIT pfenaseny zejména prostiednictvim
pregangliovych vlaken vagového parasympatiku, ktery prevazuje béhem vétSiny
interdigestivni 1 digestivni faze a koordinuje exogenni i endogenni sekreci a motilitu v GIT.
Naopak postgangliova splanchnickéd vlakna zprostfedkovavaji signaly sympatiku predevSim
za podminek stresu, adaptace a nocicepce (Janig a spol. 1986).

Aferentni signaly z GIT jsou pienaSeny do CNS prostiednictvim vldken n. vagus a
spindlnich nervii. PfendSeji informace ztady senzorti v trdvicim traktu, které reaguji na
mechanické podnéty (distenze, kontrakce), chemické latky (travenina v lumen GIT), neuro-
hormonalni vlivy (regula¢ni hormony traviciho traktu), neurotransmitery, neuromodulatory,
cytokiny a mediatory zadnétu produkované mikroby v trdvicim traktu (Langley a spol. 1994,
Holzer a spol. 1992).

Excitace gastrointestindlnich mechano- chemo- a nociceptori ve sliznici, svaloving
nebo v seréze GIT mize byt zdrojem pro intramuralni a extramuralni reflexy. Intramuralni
reflexy jsou zprostiedkovany lokalnimi senzorickymi neurony, interneurony a efektorovymi
neurony. Ovliviiuji motorickou, sekre¢ni a vaskularni aktivitu v kratkém tseku GIT.
Extramurdlni reflexy se odehrdvaji na uarovni prevertebrdlnich ganglii, michy nebo
mozkového kmene (Wingate a spol. 1981, Langley a spol. 1994, Blaugrund a spol. 1996,
Janig a spol. 1986, Holzer a spol. 1992). Aferentni vldkna splanchnickych nervli prochazeji
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intervertebralnimi ganglii do zadnich rohi miSnich, kde jsou zapojena do miSnich reflexii
ovlivitujicich motilitu a sekreci GIT (Maggi a spol. 1991, Green a spol. 1988). VétSina
aferentnich vagovych vldken je zakonCena v nucleus tractus solitarii (NTS) mozkového
kmene. Tato oblast je interneurony propojena s dorsdlnim motorickym jadrem vagu (DMV)
v oblasti dorsalniho vagalniho komplexu. Tim je uzavien okruh zprostfedkujici tzv. vago-
vagalni reflexy koordinujici fadu funkci traviciho traktu. Nekteré signdly z GIT jsou
pfenaSeny do vysSich etdzi CNS prostfednictvim ascendentnich spojeni zNTS do
hypothalamu, zejména do PVN a nucleus arcuatus (ARC), ddle do centralniho jadra
amygdaly, jadra stria terminalis a ventralniho thalamu, kde ovlivituji potravni chovani
(Berthoud a spol. 1990).

O tom, ze vétSina aferentnich signali z GIT je do CNS piendSena prostiednictvim
nervus vagus, sveédci 1 skutecnost, Ze na vagovych zakoncenich byly identifikovany receptory
pro cholecystokinin (CCKl-receptor), leptin (Ob-receptor), peptid YY (Y2-receptor) a
mechanoreceptory. Tyto signaly se pravdépodobné vzajemné potencuji a nasledné ovliviuji
regulacni centra piijmu potravy v hypothalamu (Moriarty a spol. 1997, Burdyga a spol. 2002,
Barrachina a spol. 1997).

1.2.2.3. Tukova tkan jako endokrinné aktivni organ

Na zaklad¢ recentnich tdaja lze funkce tukové tkan€ v organismu rozdélit do nékolika
zékladnich oblasti. Adipocyty jsou mistem skladovani energetickych zasob ve formé tukd,
produkuji fadu hormondalné aktivnich substanci ovliviiyjicich fyziologické d&je v ostatnich
tkanich organismu, ale také jsou efektorovym organem eferentnich signalti z CNS, ktery se
podili na bazalnim metabolismu organismu.

Nejméné ptl stoleti je znamo, ze piijem potravy a mira bazalniho metabolismu jsou
regulovdny ve vztahu k mnoZzstvi télesného tuku v organismu (Kennedy a spol. 1953).
V posledni dob¢ byla identifikovana fada pisobkd produkovanych adipocyty, z nichz mnohé
jiz byly v minulosti popsany také v souvislosti s jinymi tkanémi organismu. Jedna se zejména
o komponenty renin-angiotensinového systému, inzulinu podobny riistovy faktor 1 (IGF-1),
adenosin, interleukin-1 a 6, TNF-alfa, inhibitor aktivatoru plasminogenu a dalsi (Kim a
Moustaid-Moussa 2000). Daéle jsou v adipocytech produkovdny hormony, které hraji

vyznamnou Ulohu v regulaci nutri¢niho stavu organismu a inzulinové senzitivity. Jedna se o
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leptin, resistin a proteiny odvozené od komplementu, mezi néz patii adiponektin, adipsin a

protein stimulujici acylaci (obr. 3).

angiotensinogen @

e
adiponektin @

Obrazek 3: Tukova tkan jako endokrinné aktivni organ

properdin

Legenda: C3a — protein odvozeny od komplementu, TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa, TGF-beta —

transforming growth factor beta

Tyto hormony jsou secernovany do cirkulace a ovliviiuji fyziologické déje v ostatnich
v dlouhodobém horizontu pfijem potravy a nutriéni stav organismu. Jeho objev v roce 1994
vyznamn¢ zménil pohled na etiopatogenezi obezity. Neopomenutelnd je také jeho uloha
v regulaci sekrece gonadotropini v rdmci interakce mezi tukovou tkani a reprodukcénimi
organy. Adiponektin a resistin jsou hormony regulujici inzulinovou senzitivitu organismu.
Spole¢nou podminkou k sekreci téchto molekul je zavislost na aktivaci nuklearniho receptoru.
Ligandy PPAR-gamma stimuluji produkci adiponektinu a inhibuji produkci resistinu.
Dusledkem je zvySeni periferni inzulinové senzitivity. Timto mechanismem je pravdépodobné
zprostfedkovan ucinek thiazolidindiont — perordlnich antidiabetik zvySujicich inzulinovou
senzitivitu. Retinova kyselina naopak inhibuje aktivaci PPAR-gamma a tim blokuje produkci

leptinu a adiponektinu (Zhang a spol. 2002).
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Tukova tkan neni pouze mistem produkce regulacnich hormont, ale zaroven je
metabolicky aktivnim efektorovym organem eferentnich drah z CNS, ktery se podili na
bazalni metabolické spotfebé organismu. Za tuto funkci jsou zodpovédné tzv. uncoupling
proteiny. Jedna se o molekuly, které se vyskytuji zejména v bunikach tzv.hnédé tukové tkané
a kosterniho svalstva. Jejich prostiednictvim je organismus schopen uvoliiovat energii ve
form¢ tepla namisto jejiho ukladani ve formé chemickych sloucenin. Tyto proteiny hraji
vyznamnou roli v celkové energetické bilanci organismu. Hnéda tukova tkan ma u cloveka
vyznam pii tvorbé€ tepla v novorozeneckém obdobi, v pozd&jsim veku tuto funkci piebira

kosterni svalovina, kterd obsahuje odli$ny typ uncoupling proteind.

1.2.3. Vzajemna interakce signali

Regulace pifijmu potravy a nutricniho stavu organismu probiha prostfednictvim
vzajemné interakce tii zdkladnich systémil. Hypothalamus je fidicim centrem,
gastrointestinalni trakt registruje mnozstvi a kvalitu pfijaté stravy a tukova tkan poskytuje
informaci o mnozstvi energetickych zasob v organismu. Hypothalamickd centra sytosti a
hladu produkuji orexigenni a anorexigenni regula¢ni peptidy, které jsou propojeny do
interaktivni sit€ signall. Vystupem jsou eferentni drahy do ostatnich oblasti CNS, kde probiha
regulace chuti k jidlu, registrovani pocitu hladu a zmény potravniho chovani, které vedou k
vyhledani stravy a pfipravé k jeji konzumaci. Zarovenn jsou neurony produkujici orexiny
napojeny na spankova centra a synchronizuji tak denni stravovaci rytmus s cyklem spanku a
bdéni. Dalsi eferentni drahy z hypothalamickych center vedou do vegetativnich center v
prodlouzené miSe, kde prostiednictvim eferentnich drah autonomniho nervového systému
ovliviiuji motilitu a sekreéni aktivitu gastrointestinalniho traktu a energetickou spotifebu v
mitochondriich tukové tkan¢ a kosterniho svalstva. Hypothalamické neurony maji na svém
povrchu receptory pro orexigenni a anorexigenni hormony traviciho traktu a tukové tkané a
nékteré z nich jsou glukosenzitivni. Zarovein registruje hypothalamus periferni orexigenni a
anorexigenni signaly prostfednictvim aferentnich vlaken nervus vagus a nadfazenych drah
CNS. Tim vyhodnocuje mnozstvi energetickych zasob v organismu, stadium procesu piijmu
potravy a aktualni hladinu glykemie v cirkulaci. Obecné lze fici, ze tukova tkan je zdrojem
signalli pro dlouhodobou regulaci pfijmu potravy a nutricniho stavu organismu, naopak
hormony traviciho traktu se podileji predev§im na kratkodobych regula¢nich mechanismech

ovliviiyjicich pocity hladu a pfijem potravy v pribéhu dne.
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1.2.4. Dalsi funkce regulacnich peptidi

Nutricni regulaéni peptidy maji kromé vlivu na piijem potravy a stav vyzivy
organismu také fadu dalSich funkci, které vychazeji z jejich zapojeni do komplexnich
neuroendokrinnich drah. Hypothalamické neuropeptidy orexiny reguluji cyklus spanku a
bdéni a jejich chybéni je spojovéano se vznikem narkolepsie - onemocnéni, pii némz pacient
nekontrolované upadd do zachvati spanku i pii béznych dennich c¢innostech. Ghrelin
stimuluje sekreci ristového hormonu, ma také vliv na cyklus spanku a bdéni, dale na
kardiovaskularni funkce, regulace endokrinni funkce slinivky bfi$ni a metabolismu glukozy a
je také zkouman v souvislosti s protinddorovym plisobenim. Amylin zasahuje do regulace
metabolismu glukézy, plsobi na zlepSeni kvality kostni hmoty a ucastni se mechanismi
ovliviiujicich krevni tlak. Leptin u Zen fidi reproduk¢ni aktivitu a nastup menstruacniho cyklu.
Déle hraje vyznamnou roli v imunitnich funkcich organismu a pti zanétlivych procesech.
Také ma vliv na kardiovaskularni systém a ovlivituje vznik osteoporozy ve staii. Adiponektin
ma protizanétlivy vliv na cévni sténu a tim také plsobi proti rozvoji aterosklerdzy. Z vyse
uvedenych udaji je patrné, ze regulace nutricniho stavu je slozity proces, ktery je

prostfednictvim regulacnich peptidl spojen s celou fadou dalSich funkci v organismu.

1.2.5. Klinické aspekty

V souvislosti s klinickym vyznamem studia hypothalamickych neuropeptidid je
zminovana tada patologickych stavii. Je znamo, ze poruchy pfijmu potravy pii 1écbé
nadorovych onemocnéni nelze pficitat pouze nezadoucim ucinkiim chemoterapeutik. Za jednu
z pfi€in tohoto tzv. cancer anorexia-cachexia syndromu je povazovana dysregulace v expresi
hypothalamickych neuropeptidii, kterda mize byt vyvoldna plisobenim riznych latek, mimo
jiné cytokint, tvofenych v pfitomnosti nddoru (Inui a spol. 1999). Obdobna situace miize
nastat i pfi pasobeni stresového podnétu (napt. zadnét, trauma, infekéni onemocnéni). Otazkou
zistava, zda uvedené zmény mohou byt zpiisobeny neuropeptidem produkovanym piimo
tumory. To bylo zjisténo v ptipad€¢ neuroblastomu a ganglioneuroblastomu (Arihara a spol.
2000). Velka pozornost se v posledni dob¢ soustiedila na orexiny a jejich vztah k narkolepsii
(Nevsimalova a spol. 2000). Také otdzka vrozenych dispozic k obezité, mentalni anorexii ¢i

diabetu je detailn¢ diskutovana pravé ve vztahu k hypothalamu a jeho regulacnim
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neuropeptidiim. Nékterd vyse uvedend onemocnéni vyznacujici se poruchami ptijmu potravy
a poruchou energetické rovnovahy byla mezi kliniky oznacovana jako ,,diencefalozy”, tzn., ze
primarni porucha téchto chorob by mohla spocivat v alteraci exprese hypothalamickych
neuropeptidli, jejich receptorii a vzdjemnych vazeb. Slibnou je moznost budouci cilené
medikamentozni nebo mikrochirurgické intervence u hypothalamickych poruch. Naopak
peroperacni poskozeni hypothalamickych jader mize vést k dysregulaci neuroendokrinnich
funkci. Také nékteré nejasnosti v oblasti autonomnich regulaci (Moran a spol. 2000) by
mohly byt vbudoucnu vysvétleny na zakladé¢ dikladného studia hypothalamickych
neuropeptidil a jejich vzdjemnych vztaht.

Znalost mist tvorby a plsobeni hypothalamickych neuropeptidii podilejicich se na
regulaci energetické rovnovdhy a pifijmu potravy mize byt v budoucnu dilezitd pfi
posuzovani klinického dopadu a vnéjSich projevlii hypothalamickych poSkozeni, at’ uz se
jednd o tumory, traumata, krvaceni ¢i operacni zdkroky. Pfi vhodné integraci poznatkl
zakladniho vyzkumu s klinickym pozorovanim, zobrazovacimi, histopatologickymi a
biochemickymi metodami bude mozné posuzovat patofyziologické procesy na mnohem

v

detailngj$i urovni a vyvinout cilené;jsi terapeutické postupy.

1.2.6. Vyzkum regulac¢nich peptidi

Oblast regulacnich peptidi nutriéniho stavu je vzhledem ke svému vyznamu
celosveétove intenzivné zkoumana. V odborné literatufe je mozno nalézt na toto téma mnoho
publikaci. Nékteré z nich se zabyvaji thkdriovym ucinkem regulacnich peptidii, naptiklad na
buiikky tukové tkané, nadledvin a slinivky bfisni, ale také zménou exprese peptidi v
posmrtnych fezech z mozkové tkané, predev§im z hypothalamu. VétSina dostupnych
veédeckych publikaci popisuje experimenty na zvifecich modelech, kde je mozno vysledovat 1
zmény piijmu potravy a nutricniho stavu pfi aplikaci regulacnich peptidi do krevniho fecisté,
bfisni dutiny nebo centrdlniho nervového systému organismu. VéEtSina experimentll na
lidskych modelech je omezena z etickych divodi na sledovani zmén hladin regulacnich

peptida v krvi jedincii se zménou nutri¢niho stavu.
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1.3. Zakladni charakteristika studovanych regulacnich peptida

Z regulacnich peptidl nutri¢niho stavu jsme do nasi studie zaradili orexin A, ghrelin,
adiponektin, leptin a amylin. Zakladni informace o téchto regulacnich hormonech jsou

shrnuty v tabulce 2.

Leptin 7931.3 |16 kDa |146 amk | stabilni
(adipocyt) glykosylace
Orexin A 17921 3,5kDa |33 amk | stabilni
(hypothalamus) cyklizace
Amylin 12p12.3 | 3,6 kDa |37 amk | stabilni
(beta-bunky redukce,
Langerhansovych ostravku) deamidace
Adiponektin 3927 30 kDa |247 amk | stabilni
(adipocyt) homotrimery
Ghrelin 3p26 3,3kDa |28 amk | nestabilni
(zaludegni sliznice) N-octanoyl

Tabulka 2: Zakladni ctharakteristika studovanych orexigennich a anorexigennich peptid

Legenda: kDa — kilodaltony, amk — pocet aminokyselinovych zbytki

1.3.1. Orexin A

1.3.1.1. Uvod

Orexiny jsou hypothalamické neuropeptidy objevené v roce 1998 dvéma nezavislymi
tymy. Sakurai (Sakurai a spol. 1998, Sakurai 1999) je nazval orexin A a B (OX A, OX B) pro
jejich ucinky na zvySeni pfijmu potravy (orexis = fecky chut’) a De Lecea (De Lecea a spol.
1998) je pro podobnost se secretinem nazval hypocretin 1 a 2 (Hert 1, Hert 2). Jsou
produkovéany piedev§im buinikami dorzalniho, lateralniho a perifornikalniho hypothalamu.
Axony téchto bun¢k inervuji fadu struktur, jako nucleus arcuatus, paraventrikularni jadro
thalamu, septalni jadra, fadu mist v mozkovém kmeni a v miSe (Peyron a spol. 1998, Taheri a

spol. 1999, Van den Pol 1999). Orexin A (33 aminokyselinovych zbytkil) i orexin B (28
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aminokyselinovych zbytkd) vznikaji zjedné prekurzorové molekuly — preproorexinu (130
aminokyselinovych zbytkil), jehoz gen je u Clovéka lokalizovan na lokusu 17g21 (obr. 4).
Doposud byly objeveny dva typy orexinovych receptori — OX1R a OX2R, které jsou

distribuovany v CNS i v perifernich tkanich.

Obrazek 4: Struktura lidského orexinu A a orexinu B

1.3.1.2.  Vysledky experimentélnich praci
Piesto, ze orexiny jsou znamy kratkou dobu, byla provedena tada experimentli na
hlodavcich, vyssich savcich i pozorovani na ¢lovéku. Na zékladé¢ jejich vysledkil je mozno

definovat ulohu orexinti v regulaci pfijmu potravy, spankovych rytmt i v jinych oblastech

(Bronsky a spol. 2002b, Bronsky a spol. 2003c¢).

1.3.1.2.1. Orexiny a potravni chovani

Ptislusnost orexinii ke skupiné orexigennich neuropeptidi doklad4d fada odbornych
studii. Jejich aplikace do mozkového komorového systému zvySuje piijem potravy
v zévislosti na davce a hladovéni zpisobuje zvySeni exprese preproorexinové mRNA
v hypothalamu (Rodgers a spol. 2000, Sartin a spol. 2001). Selektivni antagonista OXI1R
snizuje u krys pfijem potravy (Haynes a spol. 2000). Bunky, které¢ produkuji orexiny, maji na
svém povrchu receptory pro leptin (Funahashi a spol. 2000), jsou v piimém kontaktu
s buiikkami tvoficimi neuropeptid Y (Horvath a spol. 1999) a jsou aktivovany hypoglykemii
(Moriguchi a spol. 1999) (obr. 5). U obéznich pacientl byly zjiStény snizené plazmatické
hladiny orexinu A (Adam a spol. 2002).
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V posledni dob¢ se vice zdtraznuje tloha orexinl v souvislosti s poruchami spanku.
Buiiky produkujici orexiny jsou inervovany vldkny ze suprachiasmatického jadra, které je
centrem cirkadidnni aktivity (Abrahamson a spol. 2001). Nervova vldkna obsahujici orexiny
jsou bohat¢ zastoupena v locus coeruleus, kde orexin A plisobi v zavislosti na histaminergnim
systtmu na zvySeni bdélosti (Hagan a spol. 1999, Huang a spol. 2001). Orexiny
pravdépodobné reguluji cholinergni a monoaminergni aktivitu v pribéhu spankového cyklu

(Mignot 2001).

SENZORICKA STIMULACE | | GLYKEMIE Tukova tkan

.

Centrum hladu \
oxal el e >

ARC
. < Centrum sytosti
PVN || Tt
v
PRIJEM | ~ POMC
POTRAVY CART

Obrazek 5: Zapojeni orexinu A do hypothalamickych regula¢nich okruhii
Legenda: OX A — orexin A, LHA — lateralni hypothalamick4 oblast, ARC — nucleus arcuatus hypothalamu,
NPY — neuropeptid Y, PVN — paraventrikularni jadro hypothalamu, POMC — proopiomelanokortin, CART —

kokainem a amfetaminem regulovany transkript

1.3.1.2.2. Orexiny a regulace cyklu spanku a bdéni

Vroce 1999 byla objevena souvislost mezi inaktivaci preproorexinového genu a
vyvojem symptomi podobnych narkolepsii u mys$i (Chemelli a spol. 1999,

http://www.cell.com/cgi/content/full/98/4/437/DC1). V témze roce byla popsana mutace

v genu pro OX2R zpiisobujici narkolepsii u pst (Lin a spol. 1999). U vétSiny lidskych
pacientil s touto chorobou byla nalezena snizena koncentrace orexinii v mozkomisnim moku a

pozdé€ji i v plazmé& (Nishino a spol. 2000, Higuchi a spol. 2002). Studie post mortem
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prokazaly u téchto pacientli snizené mnozstvi neurond produkujicich orexin v hypothalamu o
80-100% (Thannickal a spol. 2000).

Na podkladé experimentl se zvitaty byl hledan geneticky korelat narkolepsie v lidské
populaci. Autofi z Ceské republiky se podileli na objevu mutace v preproorexinovém genu
(Leul6Arg) zpisobujici narkolepsii u ¢lovéka (Peyron a spol. 2000, Nevsimalova a spol.
2000). Deficit orexinu je ptitomen u vétSiny pacientil trpicich narkolepsii s kataplexii.

Narkolepsie se projevuje stavy kratkodobého imperativniho spanku a nélezem
inicidlntho REM spanku. Obvykle zac¢ind mezi 15. a 25. rokem zivota. Jeji frekvence
v populaci je 0,02 - 0,2%. Byva asociovana stadou symptomu, jako je napf. spankové

paralyza (neschopnost pohybu pii usinani nebo probuzeni), hypnagogické halucinace

(podobné snu, nastavajici pii usindni) a spankovy myoklonus (periodické pohyby koncetin).
Jedinym specifickym doprovodnym symptomem je kataplexie - svalovad atonie vyvolana

emocionalnim podnétem, typicky smichem ¢i zlosti (http://www.med.stanford.edu/

school/psychiatry/narcolepsy).

Narkolepsie je u ¢lovéka Casto sdruzena s mirnou obezitou, coz mize byt zpiisobeno
snizenou fyzickou aktivitou béhem dne nebo vlivem sekundarni dysregulace hormonti
ovlivityjicich pfijem potravy v disledku deficitu orexind.

Vétsina pripadi narkolepsie se nevyskytuje familiarné, ale byla popsana jeji asociace
s polymorfismem v HLA-DR2 a DQB1*0602, coz poukazuje na moznou autoimunitni reakci,
jejimz cilem by mohla byt populace neuronti produkujicich orexiny (Hungs a Mignot 2001,

Mignot 2001, Nevsimalova a spol. 2000).

1.3.1.2.3. Ostatni funkce orexina

Na zéaklad¢é anatomické lokalizace vldken neuront obsahujicich orexin a orexinovych
receptori lze povazovat tyto neuropeptidy za spojovaci element mezi neuroregula¢nim,
neuroendokrinnim a autonomnim systémem (Blanco a spol. 2001, Date a spol. 1999, Karteris
a spol. 2001). Je zndma tada zmén vyvolanych experimentalnim plisobenim orexind. Jejich
aplikace do mozkovych komor plsobi zvySeni metabolismu, aktivaci sympatiku a
vyplavovani kortizolu, zatimco produkce prolaktinu a rastového hormonu je snizena (Mignot
2001). Orexiny také reguluji télesnou teplotu v zavislosti na stavu bdé¢losti (Yoshimichi a
spol. 2001) a stimuluji vyplavovani kortizolu zlidskych adrenokortikalnich bunék

(Mazzocchi a spol. 2001).
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1.3.1.3. Zavér

Dle soucasnych poznatkli hraji orexiny diilezitou tlohu v propojeni systémit regulace
pfijmu potravy, spanku, autonomniho nervového systému a neuroendokrinnich funkci.
Vzhledem k tomu, ze jejich existence je zndma pouze nékolik let, bude fada otazek teprve
zodpovézena po dalsim vyzkumu. Uplnd fyziologicka uloha orexint v lidském organismu je
zatim nejasnd, avSak fada experimentd a studii, zvlasté v oblasti spankové mediciny, by
mohla v blizké dobé vést ke klinické aplikaci. Pokud se podafi prokazat Gcast orexinil pfi
vzniku poruch pifijmu a traveni potravy, bude mozné zkoumat jejich farmakologickou 1écbu

ovlivnénim orexinovych receptort.

1.3.2. Ghrelin

1.3.2.1. Uvod

Ghrelin je peptidovy hormon slozeny z 28 aminokyselinovych zbytkl (obr. 6). Byl
objeven japonskymi védci vroce 1999 (Kojima a spol. 1999) jako pfirozeny ligand
,»sirot¢iho” receptoru GHSl1a, ktery je specificky pro skupinu syntetickych peptidi (growth
hormone secretagogues - GHS) podporujicich vyplavovani ristového hormonu (GH) (Smith a
spol. 2001). Ghrelin je tvofen ptedevSim v enteroendokrinnich bunkach zalude¢ni sliznice
(Kojima a spol. 1999, Date a spol. 2000). V mensi mife je také tvofen ve sliznici tenkého a
tlustého stfeva, pankreatu, ledvinach, placenté, §titné Zlaze, hypothalamu a hypofyze (Date a
spol. 2000). Gastrektomie vede ke snizeni plazmatickych hladin ghrelinu o 65 - 80 %.
Aboralnim smérem se pfitomnost ghrelinu v tkénich gastrointestindlniho traktu snizuje.
Ghrelin je také produkovan nékterymi zaludecnimi a stievnimi karcinoidy a meduldrnim
karcinomem S§titné zlazy. Gen pro ghrelinovy prekurzor je umistén na kratkém raménku
chromosomu 3 (3p26-p25). Kéduje aminokyselinovou sekvenci pre-pro-ghrelinu, ktery ma
117 aminokyselinovych zbytki a molekulovou hmotnost 12911. Jeho naslednym S§tépenim

vznika molekula ghrelinu s relativni molekulovou hmotnosti 3315.
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1.3.2.2. Struktura ghrelinu

Ghrelin je prvnim zndmym pfirozenym peptidem v lidském organismu, jehoz
serinova hydroxylova skupina je acylovana n-oktanoylovym radikalem (Kojima a spol.
1999). Tato acylace je klicova pro schopnost ghrelinu prostupovat pfes hematoencefalickou
bariéru a schopnost vazby a aktivace GHS1a receptoru (Smith a spol. 2001). Na zékladé€ in
vitro experimentll bylo zjiSténo, Ze ,,aktivnim jadrem” peptidu je sekvence Gly-Ser-Ser(n-
oktanoyl)-Phe, ktera vazbou na GHSla receptor zvysuje intracelularni koncentraci Ca”'.
V plazmé cirkuluje v nékolikandsobné vétSim mnozstvi neacylovany derivat ghrelinu, ktery
neni schopen se vadzat na GHSla receptor, ale je zodpovédny za kardiovaskularni a
antiproliferativni uc¢inky ghrelinu (Cassoni a spol. 2001). Tteti formou pfitomnou v organismu
je Des-GIn-14-ghrelin, ktery je vysledkem alternativniho $tépeni ghrelinového prekurzoru,
obsahuje také acylaci na ser3 a lisi se od ghrelinu pouze chyb¢jicim glutaminovym zbytkem.
Tento endogenni ligand GHS1a receptoru vykazuje shodné fyziologické ucinky s ghrelinem

(Hosoda a spol. 2000).

NH, ( G ) SYS)YF)XL)XS)P) E (H Q)
_ K

KSERRQ@QY
(PXPYAXK)XLXQYPXR)— COOH

Obrizek 6: Struktura ghrelinové molekuly

Aminokyselinova sekvence ghrelinu je z 36 % shodna s motilinem a peptid odvozeny
od pre-pro-motilinu (PPMRP) produkovany enteroendokrinnimi buitkami zalude¢ni sliznice
je identicky s pre-pro-ghrelinem, kromé pozice ser26, ktera u PPMRP neni acylovana
oktanoylovym zbytkem. Motilin — stejné¢ jako ghrelin - vykazuje pozitivni efekt na
vyplavovani ristového hormonu a pifijem potravy, ale neni schopen vazby na ghrelinovy

GHS1a receptor (Tomasetto a spol. 2000).
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1.3.2.3. Regulace sekrece ghrelinu

Ghrelin je tvofen v celé tad¢€ organil, predev§im v zaludku. Buiky tvofici ghrelin
neusti do lumen gastrointestinalniho traktu. Pravdépodobné reaguji na fyzikalni a chemické
podnéty z basolaterdlni strany a tzce komunikuji s kapilarni siti v lamina propria. Zde je
ghrelin secernovan do cirkulace a ovliviiuje cilové tkdn€ prostfednictvim krevniho feciste jako
klasicky endokrinni signal. Tento periferni signal pravdépodobné odrazi sumaci kratkodobych
a dlouhodobych zmén v energetické rovnovaze a piedava informace do CNS.

V pankreatu je ghrelin produkovan né€kterymi alfa-bunkami (Date a spol. 2002). U
krys puasobi inzulinem vyvoland hypoglykemie nebo podani leptinu stimulaci sekrece
ghrelinu. Podani gluko6zy sekreci ghrelinu potlacuje, pravdépodobné pfimym uclinkem na
zaludec¢ni bunky, které ghrelin produkuji.

Vagotomie a hypofyzektomie také plisobi vzestup plazmatickych hladin ghrelinu, ale
u lidi s deficitem ristového hormonu nebyly zvysSené hladiny pozorovany. U krys bylo
popsano zvysSeni hladin ghrelinu se stoupajicim vékem. (Guan a spol. 1997, Dornonville a
spol. 2001, Date a spol. 2000).

V placenté¢ je ghrelin pfitomen predev§im v cytotrofoblastu, méné pak
v syncytiotrofoblastu. Uloha ghrelinu v autokrinnich, parakrinnich i endokrinnich
mechanismech fetadlné-maternalni interakce je predmétem studii (Gualillo a spol. 2001).
Hladiny ghrelinu vzriistaji ve tfetim tydnu t¢hotenstvi a klesaji v pozdnich stadiich gestace. U
novorozencll byla popsana ptfitomnost imunoreaktivniho ghrelinu v pupeénikové krvi
(Chanoine a spol. 2002).

Ghrelin je ptitomen také v normalnich (kortikotropnich, thyrotropnich, laktotropnich a
somatotropnich) i nadorovych hypofyzarnich bunikach. Jeho tloha v této tkéni je diskutovana
vzhledem k tomu, Ze pouze 5 % hypofyzarniho ghrelinu je v acylované formé¢.

Produkce pre-pro-ghrelinu byla u hlodaveli prokdzana v mesangidlnich bunkéch a
podocytech ledvin. Pfitomnost mRNA pro ghrelin a pro GHS receptor byla popsdna vT a B
lymfocytech a neutrofilnich granulocytech. Né&které studie poukazuji na pozitivni vliv
nizkomolekularnich GHS na imunitni systém.

Ghrelin a GHS mohou hrat také vyznamnou ulohu pfi vzniku poruch kostniho
metabolismu — tak, jak to bylo jiZ popsano napf. u amylinu — pankreatického anorexigenniho

hormonu (Cornish a spol. 2000, Bronsky a spol. 2003d). Né¢které studie na hlodavcich
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prokazaly zmnozeni kostni hmoty a zvySeni kostni denzity po podavani GHS. Gastrektomie

pusobi ztratu kostni hmoty a snizeni kostni denzity.

1.3.2.4. Ghrelin v lidské plazmé

Plazmatické hladiny ghrelinu odraZeji kratkodobé zmény piijmu potravy i dlouhodobé
zmény nutricniho stavu organismu. Pfi extrapolaci poznatkli ze zvifecich experimentl na
clovéka je nutna obezietnost, protoze stanovovani ghrelinu v lidské plazmé narazi na tadu
technickych piekazek. Naméiené hodnoty se mohou znacné liSit v zévislosti na pouzitém
antiséru a jsou ovlivnény i pouzitou extrakéni procedurou, kterd mize stanoveni predchézet.
Doposud nebyly u c¢loveéka publikovany referencni hladiny plazmatického ghrelinu a
publikované prace vychazeji z relativnich diferenci v naméfenych hodnotach. Plazmatické
hladiny ghrelinu jsou snizené¢ po piijmu potravy a u obéznich jedinci (Bronsky a spol.
2003b), naopak ke zvySeni dochazi pti laénéni a u pacientd s mentalni anorexii. Plazmatické
hladiny ghrelinu u ¢lovéka negativné koreluji s body mass indexem, mnozstvim télesného
tuku, velikosti adipocytli, plazmatickymi hladinami inzulinu, glukézy a leptinu (Tschop a
spol. 2001, Ravussin a spol. 2001, Becker a spol. 1999). Vzestup hladin ghrelinu
bezprostfedné pied piijmem potravy naznacuje, Ze ghrelin hraje tlohu v ptipravné fazi — jako
signal hladu. Intravendzni podani ghrelinu zdravym dobrovolnikim vyvolalo pocity hladu
(Wren a spol. 2001). Byla také popsana asociace mutaci na 51. a 72. kodonu v pre-pro-

ghrelinovém genu (Arg51Gln, Leu72Met) s rozvojem obezity (Ukkola a spol. 2001).

1.3.2.5. Funkce ghrelinu

Ghrelin plni v organismu fadu fyziologickych funkci. Kromé vyrazné schopnosti
stimulovat vyplavovani riistového hormonu, prolaktinu a ACTH mezi né patii orexigenni
aktivita (zvySeni pfijmu potravy), vliv na cyklus spanku a bdéni, zalude¢ni motilitu a sekreci,
kardiovaskularni funkce, regulace endokrinni funkce pankreatu a metabolismu glukozy a
antiproliferativni efekt (Date a spol. 2002, Cassoni a spol. 2001). Ghrelin je vyznamnym
regulaénim prvkem metabolické rovnovahy organismu, ktery vyvazuje neuroendokrinni a
metabolickou odpovéd’ na stav hladovéni a v tomto smyslu je povazovan za komplementarni

prvek k leptinu.
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1.3.2.6. Ghrelin a regulace energetické rovnovahy

Ghrelin je prvnim objevenym orexigennim hormonem tvofenym Zzalude¢ni tkani. Je
jednim z nejsilngj$ich orexigennich a adipogennich hormont ptitomnych v savéim organismu.
Zmnozeni tukové tkané muze byt zpusobeno nejen zvySenim piijmu potravy, ale i snizenim
energetického vydeje organismu. Ghrelin, stejné jako leptin, pisobi v obou téchto slozkach

energetického regulacniho mechanismu.

1.3.2.6.1. Vliv ghrelinu na piijem potravy

U hlodavct ptsobi opakované aplikace ghrelinu zvySeni télesné hmotnosti na
podkladé¢ zmnoZeni tukové tkdné. Tyto zmeény jsou signifikantni jiz po 48 hodinach.
Nedochazi vSak ke zménam longitudindlniho riistu ani zmnoZeni svalové hmoty (Tschop a
spol. 2000). Stejny efekt ma i podani syntetickych agonistii GHS-receptoru — NNC 26-0161
(Ipamorelin), GHRP-2 a GHRP-6. Tento efekt je pravdépodobné zprostiedkovan leptin-
responsivnimi neurony ve specifickych hypothalamickych jadrech (Nakazato a spol. 2001).
GHS zvysuji aktivitu v hypothalamickych neuronech, na nichZ jsou pfitomny receptory pro
ghrelin, GHS a GHRP. V buikéch tukové tkané byla pomoci RT-PCR prokazéana ptitomnost
mRNA pro GHS receptor (Kojima a spol. 1999). Neni tedy vylouceno, ze adipogenni efekt
ghrelinu je zplsoben pfimym ucinkem tohoto hormonu na tukovou tkan. Stejné tak je
zvazovan 1 podil aktivace hypothalamo-hypofyzo-adrendlni osy na tomto déji - ghrelinem
vyvolany Cushingliv syndrom (Arnaldi a spol. 2003).

Ghrelin si zachovava sviij orexigenni Uc¢inek i pfi podani do periferie, narozdil od
jinych zndmych orexigennich peptidi (neuropeptid Y (NPY), agouti-related protein (AgRP),
melanin-koncentrujici hormon (MCH)), které jsou uU¢inné pouze pii centrdlni aplikaci.
Periferni i centralni aplikace ghrelinu u hlodavct zptisobuje vyrazné zvyseni piijmu potravy,
které je zavislé na davce (Tschop a spol. 2000). Tento efekt nastdva velmi rychle — cca do 60
minut. Dlouhodobé infuse ghrelinu do tfeti mozkové komory vede u krys k vyraznému a
trvalému zvySeni chuti k jidlu. Pfi podani ghrelinu do CNS je jeho ucinek srovnatelny s
ucinkem NPY, zatimco periferni aplikace je méné uc¢inna. Toto konstatovani plati i pro ostatni
GHS. Mezi GHS, u kterych byla prokazana orexigenni aktivita, patii Ipamorelin, Hexarelin,
GHRP-2 a GHRP-6.
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Otéazkou zustava, zda ghrelin prochazi pres hematoencefalickou bariéru, ¢i zda ptisobi
prostiednictvim nékterého z cirkumventrikularnich organi s parcidlnim chybénim
hematoencefalické bariéry (jako je napt. ventromedidlni oblast nucleus arcuatus), které jsou
ptistupné pro latky cirkulujici v krevnim ob&hu. Pravé v téchto oblastech byla prokazana
exprese GHS receptoru. Dickinson et al. prokazal, ze periferni aplikace ghrelinu zvySuje
expresi produktdi Casnych genli (c-Fos a EGR-1) v neuronech nucleus arcuatus, které
koexprimuji neuropeptid Y, AgRP a GHS receptor (Hewson a Dickson 2000).

Ghrelin  pravdépodobné wuplatiiuje svlj vliv na energeticky metabolismus
prostiednictvim dvou hypothalamickych systémi. Prvni z nich zahrnuje neurony produkujici
neuropeptid Y, druhy je zprostiedkovan receptory pro melanokortin a jejich agonisty a
antagonisty: anorexigennim o-melanocyty stimulujicim hormonem (alfa-MSH), jenz je
derivatem proopiomelanokortinu (POMC), a orexigennim AgRP, ktery je produkovéan tymiz
buiikami, které tvoii NPY — (Bronsky a spol. 2004) (obr. 7). Pro toto tvrzeni existuje fada
dikkazli: jednordzové 1 opakované podani ghrelinu zvySuje produkci NPY a AgRP,
dlouhodobd stimulace GHS receptorii ptisobi zvysSeni exprese mRNA pro AgRP, ghrelin je
neuéinny u mysi s vyfazenym genem pro NPY a soucasné podéani antagonistii receptorti pro
NPY blokuje orexigenni efekt ghrelinu (Nakazato a spol. 2001).

NPY hraje pravdépodobné dulezitejsi roli pti zprostiedkovani kratkodobého efektu
ghrelinu, zatimco AgRP se ucastni jak pii kratkodobém, tak 1 dlouhodobém podani. Dal§imi
pravdépodobnymi molekulami, které se mohou na ucincich ghrelinu podilet jsou POMC,
kokainem a amfetaminem regulovany transkript (CART), melanin-koncentrujici hormon
(MCH), orexiny A a B (hypokretiny 1, 2), cilidarni neurotropni rastovy faktor (CNTF),
kyselina gama-aminomaselnd (GABA) a galanin (Horvath a spol. 2001, Bronsky a spol.
2003a, 2004).

1.3.2.6.2. Vliv ghrelinu na energetickou spotfebu

Po jednorazové aplikaci ghrelinu hlodaveim nebyly zjiStény signifikantni zmény ve
24hodinové spotiebé energie, ale v prvnich 3 hodinich po jeho aplikaci bylo pozorovano
vyrazné snizeni energetického vydeje. Neptimou kalorimetrii bylo zjisténo vyznamné zvyseni
respira¢niho kvocientu, které je nezavislé na zvySeni ptijmu potravy (Tschdp a spol. 2000).
Na podkladé elektrofysiologickych studii bylo zjisténo, Ze na pienosu ghrelinového signalu se

ucastni nejen eferentni, ale 1 aferentni slozka bloudivého nervu. Intraven6zni podani ghrelinu
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jiz v malych davkach snizuje aferentni aktivitu v gastrickych vétvich n.vagus (Asakawa a
spol. 2001).

Podéni ghrelinu a nékterych agonisti jeho receptoru tedy vede k pozitivni energetické
bilanci a pusobi zvySeni mnozstvi tukové tkdné jak prostfednictvim zvySeného piijmu

potravy, tak i snizenim oxidativni utilizace tukové tkang.

Lacnéni Prijem sacharidu
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Obrizek 7: Role ghrelinu v hypothalamické regulaci pfijmu potravy
Legenda: NPY — neuropeptid Y, AgRP — agouti-related protein, POMC — proopiomelanokortin, alpha-MSH —
melanokortin, Y1, Y5 — receptory pro neuropeptid Y
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1.3.2.7. NevyfteSené otazky

Rada studii doklada existenci nékolika typti ghrelinovych receptori s odlisnymi
ucinky na regulaci energetického metabolismu a vyplavovani rastového hormonu.
Selektivnim ovlivnénim pouze urCité skupiny téchto receptorti by bylo mozné dosahnout
velmi specifického efektu.

Biologicky polocas a clearance ghrelinu a agonistii jeho receptorti vykazuje vysokou
variabilitu. Pozornost by tedy méla byt vénovana i farmakodynamice a farmakokinetice téchto
latek.

Stale je nutné dofesit otazku vlivu opakovaného, kontinudlniho a pulsatilniho podani
ghrelinu a agonistl jeho receptori na energetickou rovnovahu v organismu.

Také je tfeba posoudit do jaké miry je mozno vyse uvedena fakta zjiSténa na zvitecich
modelech aplikovat do humanni mediciny. I piesto, ze GHS jsou v klinickych studiich
pouzivany fadu let, nikdy nebyl pozorovan jejich adipogenni efekt. V né€kterych ze studii byl
popsan vznik inzulinové resistence vyvolany pouzivanim GHRP-6. K popisovanym vedlejSim

ucinktim patii pocity hladu, které se objevuji az u 80 % probandii.

1.3.2.8. Zavér

Zjednodusené feceno, ghrelin je ,,hormon hladu”, ktery zajistuje dostatek kalorii pro
plisobeni ristového hormonu. Radi se do rozristajici se skupiny orexigennich peptidi, které
se podileji na regulaci pfijmu potravy a nutricniho stavu organismu (Bronsky a spol. 2003a,
2004). Na zakladé analyzy vysledkl zvifecich experimenti, ale i dikladného studia genové
exprese ghrelinu u lidskych jedinct za fyziologickych i patologickych okolnosti, 1ze vytycit
mozné oblasti vyuziti ghrelinu a jeho analog ve farmakoterapii zdvaznych poruch nutri¢éniho

stavu, riistu a vyvoje organismu.

1.3.3. Adiponektin

1.3.3.1.Uvod

Adiponektin je predominantni sekretoricky protein tukové tkan¢ (Scherer a spol.
1995). Strukturalné je ptibuzny skupiné cytokinovych molekul a proto je v literatufe nékdy

oznacovan jako adipocytokin nebo adipokin. Také je mozno se setkat s fadou synonym, jako
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napt. ACRP-30 (adipocyte compliment related protein-30kDa), apM-1 (adipose tissue most
abundant gene transcript-1), GBP28 (gelatin-binding protein of 28 kDa), nebo Adipo-Q (Hu a
spol. 1996). Adiponektin tvoii asi 0,01% celkové sérové bilkoviny. Jeho molekula se sklada z
247 aminokyselinovych zbytkli, N-terminalni doména je podobna kolagenu typu VIII a C-
terminalni globularni doména vykazuje strukturalni podobnost s C1q faktorem komplementu.
Adiponektin ma v krevnim fecisti tendenci tvofit homotrimery a oligomerni struktury vyssiho
fadu diky interakcim mezi oblastmi podobnymi kolagenu. V séru je mozno detekovat i
samostatny C-terminalni fragment. Adiponektinovy gen ma oznaceni AMP1 a je umistén na
lokusu 3g27. Toto misto je dle védeckych vyzkumi zodpovédné za nachylnost k diabetu

mellitu II. typu (DM II. typu) a metabolickému syndromu (Filippi a spol. 2004).

1.3.3.2.Receptory pro adiponektin

Doposud bylo identifikovano nékolik adiponektinovych receptorti (Yamauchi a spol.
2003). Zakladnimi dvéma typy jsou AdipoR1 a AdipoR2, které¢ maji 7 transmembranovych
domén, ale jsou strukturdln¢, topologicky i1 funkéné odlisné od receptort sdruzenych s G-
proteinem (GPCR). Jejich N terminalni doména je intracelularni a C terminalni doména
extracelularni (narozdil od GPCR). AdipoR1 se vyskytuje ubikvitné, ale pfevazné je umistén
na povrchu bun¢k kosterni svaloviny. Jeho gen je umistén na lokusu 1p36. AdipoR2 je
predominantné exprimovan v jaterni tkani a gen je lokalizovan na 12p13. ¢cDNA kédujici
AdipoR1 a AdipoR2 byly izolovany v roce 2003. Dal§im znamym typem receptoru je tzv. T-
cadherin, ktery vdze hexamerni a vysokomolekuldrni formy adiponektinu.

AdipoR1 a AdipoR2 zpiisobuji zvysSeni aktivity ligandi AMPK, PPAR-alpha a p38
MAPK (mitogen-activated protein kinase, MAPK14). Zvysuji oxidaci mastnych kyselin ve
tkdnich a vychytavani glukozy z krevniho fecisté. AdipoR1 a AdipoR2 jsou fylogeneticky
vysoce konzervované, lidsky AdipoR2 je z 95,2% identicky s mySim proteinem. AdipoR1 a
AdipoR2 sdili vysokou strukturalni homologii (u mysi 66,7% identity). Adiponektin vykazuje
pouze nevyrazny efekt na produkci cAMP, cGMP a hladiny intracelularniho kalcia. AdipoR1
je vysoce afinitni receptor pro globularni doménu adiponektinu, ale nizkoafinitni pro celou

molekulu adiponektinu, AdipoR2 vykazuje stiedni afinitu pro ob¢ formy.

42



1.3.3.3.Regulace sekrece adiponektinu

Produkce adiponektinu v bilé tukové tkani vzristd béhem diferenciace adipocytt.
Hypertrofie adipocytli vyvolana stravou s vysokym obsahem tuki zptisobuje naopak snizeni
produkce a sekrece vSech hormonti zvySujicich inzulinovou senzitivitu (v€etné adiponektinu)
a zvySeni hormont pfispivajicich k inzulinové rezistenci (obr. 8) (Kershaw a spol. 2004).
Snizeni syntézy a sekrece adiponektinu zplsobuje zvySeny kaloricky piijem zvlasté za
podminek leptinové deficience ¢i rezistence. Jeho produkce a sekrece je také stimulovana
IGF-1. Thiazolidindiony (antidiabetika zvySujici inzulinovou sensitivitu — agonisté receptoru
aktivovaného peroxisomovym proliferitorem - PPAR gamma) stimuluji expresi
adiponektinového genu a zvysuji hladiny adiponektinu u obéznich mysi a u obéznich pacientt

s inzulinovou rezistenci (obr. 9) (Lihn a spol. 2005, Moore a spol. 2001).
1.3.3.4 Funkce adiponektinu v organismu

Na zéklad¢ ptedchozich studii bylo prokazano, ze adiponektin zajiStuje homeostazu
glukézy a lipidd, plsobi proti fad€é rizikovych faktorli spojenych s obezitou a zvySuje
inzulinovou senzitivitu. Pii endotelidlnim postizeni se akumuluje ve stén¢ cév, moduluje
endotelialni odpovéd’ na zanét tim, Ze inhibuje fagocytdézu monocytomakrofagovych bunck a

brani uvolnéni adhezivnich molekul indukované pasobenim TNF-alfa.

Norma Obezita

' Adiponektin v Adiponektin

v Leptin t Leptin

+ TNF-alfa + TNF-alfa

v Resistin + Resistin

+ Volné mastné kyseliny t Volné mastné kyseliny

Obrazek 8: Exprese produkti tukové tkané u neobéznich a obéznich jedincd

Legenda: TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa
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IGF-1 TNF-alfa

Thiazolldindiony| —— ADIPONEKTIN | <——= | 5 iorie

Obriazek 9: Faktory ovliviyjici produkci adiponektinu
Legenda: IGF-1 — inzulinu podobny ristovy faktor 1, TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa

1.3.3.4.1. Vliv na metabolismus glukézy a lipidi

Aplikace adiponektinu neobéznim diabetickym mys$im vede ke snizeni koncentrace
glukozy, které je nezavislé na inzulinu. Adiponektin pravdépodobné reguluje produkei ¢i
aktivitu molekul castnicich se metabolismu triacylglycerolti (CD36, acyl CoA oxidéaza, 5’'-
aktivovand proteinkindza, PPAR-gamma). Tim indukuje oxidaci mastnych kyselin.
Intracelularni obsah lipidi ve svaloviné stanoveny pomoci spektroskopie magnetickou
resonanci negativné koreluje s koncentracemi adiponektinu v séru.

Snizeni produkce PPAR-gamma chrani pied rozvojem obezity a DM IlL.typu (Berger a spol.
2005, Maeda a spol. 2001). ZvySené koncentrace adiponektinu jsou asociovany se snizenym
rizikem DM II. typu (Hug a spol. 2002). Adiponektin snizuje syntézu lipidi a produkci
glukézy v jatrech a zplsobuje snizeni koncentrace glukézy a volnych mastnych kyselin v
krvi. Ve svaloviné snizuje produkci triacylglycerolii a zvysSuje oxidaci mastnych kyselin.
Adiponektin také zvySuje citlivost hepatocytli k inzulinu. Doposud neni objasnéno, zda je
tento efekt pfimy nebo nepfimy - prostfednictvim sniZeni koncentrace cirkulujicich lipida

ucinkem na svalovou tkan (obr. 10) (Matsuzawa a spol. 2004).
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Obrazek 10: Uginky adiponektinu v jednotlivych organech
Legenda: MK — mastné kyseliny

1.3.3.4.2. Adiponektin a aterosklerdza

w1

endotelidlnich a monocyto-makrofagovych bunkach (Ouchi a spol. 1999, Yokota a spol.
2000). U pacientli s ICHS jsou sniZzené koncentrace sérového adiponektinu - ty jsou také
asociovany s nékterymi rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni jako je muzské
pohlavi, hypertenze, obezita, DM II. typu (Fortuno a spol. 2003). U mysi deficientnich v genu
pro adiponektin dochazi k vyraznéjsimu ztlusténi intimy poSkozenych arterii. Tomuto jevu Ize
predejit aplikaci adiponektinu. Adiponektin in vitro brani produkci adhezivnich molekul v
endotelidlnich bunkach a potlacuje adhezi monocytii. Adiponektin také negativné reguluje
rist myelomonocytarnich progenitorovych bunék a snizuje produkci TNF-alfa v bunkach
monocyto-makrofagového systému a v pénovych bunkéach. Adiponektin oslabuje biologické
ucinky TNF-alfa a vSeobecné potlacuje jeho sekreci. V experimentdlnich modelech hraje
adiponektin protektivni roli vaskularniho poskozeni a v Casnych fazich aterosklerotickych

procesiti (Chen a spol. 2005, Lindsay a spol. 2005).
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1.3.3.5.Adiponektin, TNF-alfa a kortizol

TNF-alfa je cytokin, ktery ma v organismu obdobné Ucinky jako kortizol. TNF-alfa
iniciuje katabolismus ve vétSing tkani a byl definitivné identifikovan jako faktor zptisobujici
ubytek télesného tuku. TNF-alfa ovSem také snizuje energeticky vydej. Je prokazano, ze
snizuje aktivitu uncoupling proteintit UCP1 a UCP2 a tim redukuje mnoZstvi spotiebovanych
kalorii a sniZzuje termogenni aktivitu. To je alesponl castecné zpiisobeno jeho katabolickym
efektem na tkan¢ bohaté na UCP1 a UCP2. PPAR-gamma ptisobi negativné na produkci
TNF-alfa.

TNF-alfa mé velmi uzky vztah ke kortizolu. ZvySuje mnozstvi dostupného kortisolu v
bunikach. Kdyz jsou glukokortikoidy secernovany, jsou obvykle neaktivni. Potiebuji ke své
aktivaci dehydrogendzy. Je prokazano, Zze enzymy patiici do skupiny 11-beta HSD
(hydroxysteroid dehydrogendzy) moduluji kortizon k tvorbé aktivniho kortizolu. TNF-alfa
zvySuje intracelularni aktivitu nékterych 11-beta HSD enzyml. Timto zpisobem je
zprostfedkovan jeho proteolyticky a apoptoticky efekt.

Zda se, ze ztrata télesného tuku navozena pusobenim noradrenalinu chrani proti
apoptotickému efektu TNF-alfa. TNF-alfa reprezentuje odlisSny zpisob redukce télesného
tuku nezavisly na hormon-senzitivni lipaze, ktery vede k trvalé destrukci tukovych bunék. To
by mohlo byt prospésné pro extrémné obézni jedince, ale pfevazujici negativni uc¢inky TNF-
alfa na svalovou tkan brani jeho vyuziti v redukéni terapii obezity. TNF-alfa ma ucinky jak
pozitivni (zvySené odbouravani tuku), tak negativni (zvySené odbouravani svalstva).

TNF-alfa je produkovan bilou tukovou tkéani. Jeho koncentrace jsou vyrazné€ zvysené u
obéznich jedinci. Prispiva ke zvyseni inzulinové rezistence tim, Ze interferuje se signalizacni
kaskadou inzulinového receptoru. TNF-alfa také potlacuje produkei adiponektinu v tukové
tkani. Tento negativni efekt je inhibovan thiazolidindiony. Naopak, adiponektin oslabuje

biologické ucinky TNF-alfa a potlacuje jeho sekreci (Bruun a spol. 2003).
1.3.3.6.Adiponektin v séru

Sérové koncentrace adiponektinu jsou zvysené u konstitucné Stihlych jedincii a nizké u
obéznich (Arita a spol. 1999). Inzulinova rezistence je u pacientek s mentalni anorexii

signifikantné sniZena a u obéznich pacientli zvySena. Pfi normalizaci t€lesné hmotnosti se

sérové koncentrace adiponektinu vraceji do referencniho rozmezi i navzdory malym zméndm
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body mass indexu (BMI) (Yang a spol. 2001). Abnormalni pfijem potravy a potravni chovani
u pacientl s poruchou piijmu potravy muze vést ke zménam hladin cirkulujiciho adiponektinu
(Delporte a spol. 2003). U lidi byla prokdzdna negativni korelace mezi hladinami
adiponektinu a BMI, procentem télesného tuku, koncentracemi inzulinu na lacno a hladinou
triacylglyceroli v plasm¢. Byla nalezena pozitivni korelace s HDL chlesterolem (Kazumi a
spol. 2004). Chirurgicka 1écba morbidni obezity zalude¢ni bandazi vede ke zvySeni hladin
adiponektinu v séru u diabetikl 1 nediabetickych pacienti (Holdstock a spol. 2003). Sérové
koncentrace adiponektinu jsou snizené u pacientll s poruchou glukézové tolerance a DM II.
typu a negativné koreluji s hladinami plazmatické glukézy mérenymi ve 2.hodin€ oralniho

gluk6zového tolerancniho testu (Hotta a spol. 2000, Weyer a spol. 2001) (obr. 11).

ﬁ ADIPONEKTIN: B ADIPONEKTIN:
Mentalni anorexie Obezita

DM l.typu DM Il.typu
Chronické renalni selhani | Insulinova resistence

Hyperinsulinemie
Hypertenze

ICHS

Endotelialni dysfunkce

Obrazek 11: Zmény hladin adiponektinu u jednotlivych patologickych stavii
Legenda: DM — diabetes mellitus, ICHS — ischemicka choroba srde¢ni

1.3.3.7.Analytické aspekty

Pro stanovovani adiponektinu jsou v soucasné dob&é k dispozici kompetitivni
radioimunoassay (RIA) a sandwichové enzymové imunosorbentni (ELISA) metody. V roce
2004 publikoval Suominen a spol. praci, v niz hodnotil parametry riznych biochemickych
metod pro stanovovani adiponektinu (Suominen a spol. 2004). Srovnaval metodu ELISA a
RIA u 159 pacientl ve vékovém rozmezi 18-65 let. Adiponektin stanovoval v séru ziskaném z
ven6zni krve odebrané rano nalacno. DoSel k zavéru, ze ob¢€ tyto metody jsou vhodnymi
kandidaty pro zavedeni do klinické praxe pro jejich vysokou linearitu a uspokojivou dobu
trvani métfeni (cca 4 hodiny). Obé metody maji nizké koeficienty analytické variability

pohybujici se okolo 5 % jak ve srovnani v ramci jedné procedury (intraassay), tak mezi
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riznymi soupravami téhoz vyrobce (interassay). Analyticky detekéni limit je 0,28 ug/ml. Ve
srovnani obou metod byly analytické parametry ELISA metody ptiznivéjsi nez u metody RIA.

Dale se Suominen zabyval 1 stabilitou vzorkl séra ke stanoveni adiponektinu. Vstupni
hodnota referen¢niho séra pfed zamrazenim byla 15,7 ug/ml. Po 8 rozmrazovacich cyklech se
koncentrace pohybovaly na hodnotach okolo 16,3 + 0,8 (SD) ug/ml. Vypocteny koeficient
variability ¢inil 4,9 %. Lze tedy fici, Ze stabilita adiponektinu v séru je velmi dobra i po

n¢kolikandsobném opakovaném zamraZzeni biologického materiélu.

1.3.3.8.Klinicky vyznam

Na zéklad¢ experimentalnich praci mizeme piedpokladat, Ze adiponektin bude do
budoucna vhodnym kandidatem pro vyvoj 1ékt ovlivitujicich obezitu a DM II. typu.
Cirkulujici hladiny adiponektinu se zdaji byt vhodnym biomarkerem pro sledovani inzulinové
senzitivity ve spektru pacientll se zvysSenou inzulinovou rezistenci, jako napi. diabetici II.
typu, pacienti s obezitou ¢i metabolickym syndromem "X" a béhem terapeutické intervence u
téchto stavi (Matsuzawa a spol. 1999). Aplikace adiponektinu, rekombinantniho
adiponektinu, nebo ¢kt stimulujicich sekreci nebo plisobeni adiponektinu mize v budoucnu
vést ke zlepSeni inzulinové senzitivity a glukézové tolerance a k napravé hyperglykémie
asociované s obezitou. Vliv thiazolidindionli na sekreci adiponektinu muze alesponi z Casti
vysvétlit hypoglykemizujici G¢inek téchto 1€kt u pacientd s DM II. typu. Z analytického
hlediska je imunochemicka metoda stanovovani adiponektinu vhodna k zavedeni do rutinniho
provozu. Adiponektin je biomarkerem spojujicim jednotlivé slozky metabolického syndromu

a muze v klinické praxi nalézt Siroké vyuziti.
1.3.4. Amylin
1.3.4.1.Uvod

Amylin (IAPP - islet amyloid polypeptide) je polypeptidovy hormon sloZeny z 37
aminokyselinovych zbytkll. Poprvé byl izolovan v roce 1987 z pankreatu diabetikt II. typu
(Cooper a spol. 1987). Jeho sekvence je ve 44% shodnd s CGRP peptidem (calcitonin gene -

related peptide), a ve 20% s kalcitoninem a adrenomedulinem (Wimalawansa 1997). Gen pro

amylin se nachazi na chromozomalnim lokusu 12p12.3 —p12.1.

48



Prekurzorem amylinu je propeptid prolAPP, ktery je slozen ze 67 aminokyselinovych
zbytkii. Z né¢j vznikd proteolyzou na C a N konci zraly peptid. Proteolyza prolAPP v
pankreatickych beta-bunikdch nastdva soucasné se st€penim proinzulinu a je zprostiedkovana
prohormon konvertdzami typu 2 a 3 (Higham a spol. 2000). Amylin je tvofen spolu
s inzulinem v beta-bunkach pankreatu a je spolu s nim vylu¢ovan do cirkulace. Amylin a
amylinova mRNA byly prokédzéany také v plicni tkani, endokrinnich bunikach zaludku a stfeva,
v fad€ struktur CNS vcetné hypothalamu a v fad¢ tumoril - inzulinom, gastrinom, karcinoid,
osteoblastom (Guidobono 1998).

Amylin patii do skupiny tzv. autocytotoxickych proteinti. Za urcitych okolnosti mtize
byt toxicky pro pankreatické beta-buiiky, stejn¢ jako napt. prionovy fragment (PrP) nebo
beta-amyloid (ABP) pro neurony. Mechanismem toxicity je interakce siontovymi kanaly
vedouci k instabilit¢ bunééné membrany a k vzestupu intracelularni koncentrace ionizovaného
kalcia (Kourie a Shorthouse 2000). Podle jinych studii se na cytotoxickém efektu amylinu
podili oxidativni stres (Schubert a spol. 1995).

Denni profil plazmatickych hladin amylinu je u zdravych lidi podobny dennimu
profilu inzulinu. Clearance amylinu z organismu je pomalej$i neZ clearance inzulinu a proto
neni vzadjemny pomér plazmatickych hladin téchto dvou hormont konstantni (Clodi a spol.
1998).

Receptory pro amylin nebyly doposud plné¢ charakterizovany. Amylin piisobi jako
agonista na receptorech pro CGRP, kalcitonin a adrenomedulin, které jsou vazany na G-
protein a piisobi prostiednictvim zvySeni koncentrace cAMP. V ledvinach plsobi amylin
vasodilataci prostiednictvim CGRP1 receptoru (Guidobono 1998; Chin a spol. 1994).

Na degradaci amylinu se podili enzym IDE (inzulin-degrading enzyme, insulysin, inzulindza;
110 kDa), ktery se nachdzi v cytosolu a v peroxizémech mnoha bunéénych typt. Tato thiol-
metaloendopeptiddza je zodpovédnd predevsim za degradaci inzulinu, ke kterému ma nejvyssi
afinitu, ale také glukagonu, atridlniho natriuretického peptidu a dalSich substrati, které
vzajemn¢ kompetuji o vazebna mista na IDE (Kurochkin 2001). Béhem starnuti lidského
organismu dochézi postupné k paralelnimu snizovani sekrece amylinu a inzulinu (Dechenes

1998).
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1.3.4.2.Experimentalni poznatky a klinické dusledky

Amylin v experimentu potlacuje sekreci glukagonu, zpomaluje vyprazdiiovani zaludku
a snizuje pfijem potravy a zalude¢ni sekreci. Déle plisobi na pfi¢né pruhované svalstvo a

kostni tkan, jeho receptory jsou piitomny v distalnich tubulech ledvin.

1.3.4.2.1. Vztah amylinu, inzulinu a glukagonu

Glukagon produkovany pankreatickymi alfa-bunikami brani vzniku véaznych
hypoglykemickych stavi tim, ze stimuluje glykogenolyzu v jaterni tkani. U pacientt s DM 1.
a II. typu je pfitomna neadekvatni hypersekrece glukagonu, kterd ptispiva k velmi obtizné
korekci postprandialni glykemie. U téchto pacientil je nemozné adekvatné potlacit uvoliovani
glukézy z jaternich zdsob. Exogenné podany inzulin nezvySuje koncentraci inzulinu v
portalnim fecisti, kde postprandidlng pretrvava abnormalné vysoky pomér glukagon/inzulin,
coz vede k nadmérnému uvoliiovani jaternich zasob glukoézy do cirkulace.

Sekrece glukagonu je ovlivnéna koncentraci glukézy a inzulinu v plazmé.
Glukagonostaticky efekt amylinu se projevuje predevS§im za normoglykemickych podminek
(Gedulin a spol. 1997). Neni zpiisoben pifimym vlivem na pankreatickou tkan, ale je
pravdépodobné zprostiedkovan centralnim nervovym systémem (Silvestre a spol. 2001).
Inaktivace genu pro amylin vede ke zménam charakteristickym pro diabetes — zvySeni hladin

glukézy, snizeni hladin inzulinu a nizsi tvorba inzulinové mRNA.

1.3.4.2.2. Diabetes mellitus

Jednim =z nedostatkli inzulinové terapie diabetu je snizena moznost ovlivnéni
postprandidlni hyperglykemie, ktera se vyznamnou meérou podili na vzniku zavaznych
komplikaci zhorSujicich kvalitu Zivota a prognézu pacientii. Mira postprandialni koncentrace
plazmatické glukdzy je ur€ena rychlosti, s niz se piijata potrava dostava do tenkého stieva. U
zdravych jedinci postprandidlni vzestup koncentrace amylinu v plazm¢ zpomali
vyprazdnovani zaludku a tim i vzestup glykemie. U pacientti s DM . typu a v pozdni fazi DM
II. typu nastavd deficit amylinu a mechanismus synchronizace vzestupu glykemie

s vyplavenym inzulinem je poruSen (obr. 12).
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Obrazek 12: Deficit amylinu u diabetikt L. a II. typu

Rozvoj DM 1I. typu je spojen se vznikem charakteristickych depozit amyloidovych
fibril tvofenych amylinem nebo jeho prekurzorem a heparansulfdtem v pankreatickych beta-
buiikach. Vyskyt amyloidovych depozit je spojen s vyssi frekvenci vyskytu hyperglykemie
(Verchere a spol. 1996).

K 1é¢bé diabetikl ve fazi inzulinové rezistence by tedy bylo vhodné pouzit blokétory
amylinu, zatimco pii nutnosti exogenni aplikace inzulinu by m¢l byt amylin substituovan, aby

se snizily nevyhody inzulinové terapie (riziko hypoglykemie, postprandidlni hyperglykemie).
1.3.4.2.3. Uloha amylinu v regulaci piijmu potravy

Amylin se Uc€astni regula¢nich déji v mechanismu piijmu potravy na centralni i
periferni urovni (Bronsky a spol. 2002) (obr. 13). V centralnim nervovém systému ptisobi
jako neuroendokrinni hormon a prostfednictvim receptord v nucleus accumbens, dorsalni
raphe a area postrema pusobi inhibicné¢ na piijem potravy a snizuje motorickou aktivitu.
V area postrema zvySuje amylin koncentraci cGMP. Predpoklada se, Ze amylin plsobi
anorexii prostfednictvim serotoninu, protoze zvySuje transport tyrosinu a tryptofanu do mozku

a ma pozitivni vliv na serotoninovy metabolismus (Guidobono 1998).
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Intraperitonedlné podany amylin snizuje pfijem potravy o 60 %. Tento efekt je
castecné blokovan antagonisty dopaminového receptoru typu 2 (Lutz a spol. 2001). Destrukce
nebo blokada perifernich sloZzek nervového systému neovliviiuje anorekticky efekt amylinu
(Lutz a spol. 1998). Je také mozné, ze amylin inhibuje ptisobeni oxidu dusnatého (NO), ktery
zpusobuje relaxaci zalude¢niho fundu (Guidobono 1998).

Subkutanni injekce amylinu zvySuje pfijem tekutin a jeho zvySené postprandidlni
uvoliiovani se mize podilet na mechanismu synchronizace piijmu potravy a tekutin (Riediger
a spol. 1999). Opakované subkutdnni podavani amylinu zvySuje té¢lesnou hmotnost a mnozstvi

tukové tkané (Cornish a spol. 1998a).
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Obrizek 13: Role amylinu a inzulinu v regulaci postprandialni glykemie
Legenda: Ra — rychlost vstupu glukézy do cirkulace (kontrolovana amylinem), Rd — rychlost vstupu plazmatické

glukozy do buné€k (kontrolovana inzulinem)

Perifern¢ nebo centrdln¢ aplikovany amylin ma vyrazné inhibi¢ni G¢inky na bazalni
zalude¢ni sekreci, které jsou zavislé na davce. Také inzulinem stimulovana zalude¢ni sekrece
je amylinem potlacena (Guidobono 1998). Amylin mé protektivni vliv pfi rozvoji zaludecnich

viedd vzniklych na podkladé plisobeni indomethacinu ¢i alkoholu. Tento efekt se vSak
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projevuje pouze pfi centralni aplikaci, coz vyrazné komplikuje moznost jeho terapeutického
vyuZziti.

Subkutanné€ nebo intracerebroventrikularné aplikovany amylin zpomaluje v zavislosti
na davce vyprazdiiovani Zzaludku a posun trdveniny ve stfevé. Centralni efekt je
pravdépodobné zprostfedkovan ptes nervus vagus, periferni plisobeni je zavislé na

dopaminergni transmisi (Guidobono 1998).

1.3.4.2.4. Amylin a kostni metabolismus

Amylin patii do skupiny peptidii podobnych kalcitoninu. Jeho efekt na kost je dan
chemickou strukturou hormonu, ktery se v plazmé vyskytuje v nékolika forméch. Intaktni
amylin a fragment sloZeny z prvnich osmi aminokyselinovych zbytkli — amylin (1 — 8) plisobi
jako mitogen stimulujici proliferaci osteoblastti (Cornish a spol. 2000). Amylin (8 — 37) a
amylin deamidovany na karboxylovém konci plsobi opacnym zplsobem. Také redukce
amylinu, ktera vede k rozstépeni disulfidového mustku vede ke ztrat¢ osteogenetické aktivity
(Cornish a spol. 1998b). Inhibici kostni resorpce plisobi pouze intaktni amylin. Amylin
pravdépodobné piisobi na kost prostfednictvim dvou raznych receptorti, z nichz jeden je
umistén na osteoblastech a druhy na osteoklastech.

Pii dlouhodobém subkutannim podavani amylinu u experimentilnich zvifat se
ukazatelé kostni formace zvySuji o 30-100% a ukazatelé resorpce vykazuji pokles piiblizn€ o
70%. Dochazi také k vzestupu objemu trabekuldrni kosti, ke ztluSténi kortikalis a rlstu kosti
do délky. Tento anabolicky efekt je pfimo umérny podané davce (Cornish a spol. 2000;
Cornish a spol. 1998b).

Vliv amylinu na kostni metabolismus ¢lovéka neni doposud dostate¢né prozkouman a
je tieba uskutecnit fadu studii ke zhodnoceni vyuzitelnosti syntetickych analogi amylinu

k farmakologické 1é¢bée.
1.3.4.2.5. Vliv amylinu na kosterni sval

V kosternim svalu ptisobi amylin zvyseni glykogenolyzy, aerobni glykolyzy, produkce
laktatu, cAMP, zvyseni aktivity Na'/K~ ATPazy a glykogen fosforylazy. Intraceluldrni pomér

[Na'J/[K'] a aktivita glykogen syntazy jsou snizeny (James a spol. 1999). Amylin sniZzuje

inzulinovou senzitivitu kosterniho svalu a snizuje inzulinovou sekreci, ¢imz se muze podilet
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na vzniku a rozvoji DM II. typu. Naopak u pacienti s DM 1. typu muze byt nedostatek
amylinu zodpovédny za nadmérnou inzulinovou senzitivitu kosterniho svalstva a vyssi riziko

hypoglykemickych stavli doprovazejicich aplikaci inzulinu.

1.3.4.2.6. Ostatni funkce amylinu

125 e . o v .
I se vaze v experimentu na receptory v kife ledvin

Amylin znaeny izotopem
asociované s distalnimi tubuly a juxtaglomeruldrnim aparatem. U krys s experimentalné
vyvolanou hypertenzi byla pozorovana pozitivni korelace mezi hodnotami systolického
krevniho tlaku a mnozstvim amylinu navazaného v renalnim kortexu. Amylin se tedy muze
podilet na regulaci rendlnich funkci a krevniho tlaku a mize hrat roli pfi vzniku arteridlni

hypertenze (Wookey a spol. 1997). V cévnim fecisti piisobi amylin vasodilataci.

1.3.4.3.Pramlintid

Lidsky amylin vykazuje fadu vlastnosti, které jej ¢ini nevhodnym pro klinické vyuziti.
Jedna se zejména o malou rozpustnost, nestabilitu v roztoku, velkou tendenci k agregaci a
adhezi. Proto byl zdménou dvou serinovych a jednoho alaninového zbytku v pozicich 25, 28 a
29 za tii prolinové zbytky (obr. 14) vyvinut synteticky analog AC137 (pramlintid), ktery
nevyhody amylinu postrada, ale zachovava si stejnou aktivitu pfi interakci s jeho receptorem.
Pramlintid snizuje sekreci glukagonu a prodluzuje polo€as vyprazdiovéani zaludku, ale
neovliviiuje pasdz traveniny tenkym ani tlustym stfevem. Pfesny mechanismus, jakym
pramlintid ptisobi na zaludek, neni doposud znam. Pravdépodobné je zprostfedkovan ptes

nervus vagus (Samsom a spol. 2000).

1.3.4.4.Zavér

Amylin je peptid s fadou fyziologickych funkci. Jeho plisobeni na sekreci glukagonu a
na kosterni svalstvo moduluje plisobeni inzulinu. Vyuziti amylinu v kombinaci s inzulinovou
terapii snizuje riziko postprandialni hyperglykemie. Amylin mé anorekticky efekt a zpomaluje
zalude¢ni motilitu a sekreci. Proto miize byt v budoucnu vyuzit k 1é€b€ pacientli s poruchami
piijmu potravy a funkce gastrointestindlniho traktu. Intaktni amylin zptsobuje proliferaci

osteoblastii. Na zdklad¢ experimentélnich poznatkii bude mozné zatadit amylin nebo jeho
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syntetické analogy do terapeutickych schémat fady patologickych stavi, jako je napt. diabetes

mellitus, osteopordza nebo hypertenze (Wolffenbuttel a Graal 1996).

Pramlintid

Obriazek 14: Struktura amylinu a pramlintidu

1.3.5. Leptin

Leptin je cytokin produkovany buiikami tukové tkan€ a jeho sérové hladiny vysoce
vyznamné koreluji s mnozstvim tukové tkan€ v organismu. Jeho objev byl publikovan v roce
1994 (Zhang a spol. 1994), i kdyz jiz v roce 1950 byla popsana genova mutace v leptinovém
genu (ob gen) u mysi, ktera vedla k rozvoji morbidni obezity a diabetu jiz v ¢asném véku.
Leptin mé v organismu fadu receptorti (Tartaglia 1997). Dlouha forma leptinového receptoru
ma v intacelularni doméné 303 aminokyselinovych zbytkd, zatimco kratka forma jen 34.
Extracelularni domény obou typl receptorti jsou shodné. Mutace v genu pro leptinovy
receptor (db gen) vede také ke vzniku obezity. Kratka forma leptinového receptoru se
vyskytuje predevsim v bunikach choroidealniho plexu a ptedpoklada se, ze se ucastni regulace
transportu leptinu ze séra pies hematoencefalickou bariéru (Malik a Young, 1996). Schwartz a
spol. popsal korelaci plazmatickych hladin leptinu s jeho hladinami v mozkomisnim moku
(Schwartz a spol. 1996). Podani rekombinantniho leptinu do CNS vede ke sniZeni piijmu
potravy a télesné hmotnosti u leptin-deficitnich mys$i. Perifernim podadnim se dosihne

obdobného efektu, ale pti pouziti vySSich davek (Pelleymounter a spol. 1995). Dlouhé forma
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leptinového receptoru je exprimovana na hypothalamickych neuronech, které produkuji NPY.
Podani leptinu inhibuje tvorbu NPY. (Stephens a spol. 1995). Je pravdépodobné, ze centralni
ucinky leptinu jsou do jisté miry zprostiedkovany pies NPY. Tyto Gc€inky jsou také Castecné
ovlivnény signaly zprosttedkovanymi pies melanokortinovy receptor typu 4 (Zemel 1998).
Uvoliujici hormony

Endokrinni uéinky
hodnoty leptinu: | hodnoty leptinu:

Neropeptid Y
Metabolické ucinky
sekrece NPY

pfijem potravy l

télesna hmotnost glukokortikoidy | katecholaminy

inzulin T3/T4
tonus sympatiku ? TNF-a/IL-1 cAMP
eneraeteky vl | SYNTEZA LEPTINU | 4 fertilita ;rereoeny

normalizace glykemie
a inzulinu

57 o3 Hlavni funkce:

T L TUT@VA i =5 | pfijem glukdzy, ukladani
.’L'. r TKAN *- tuku, energeticky

e — metabolismus

pankreas kosterni sval

Sekrece inzulinu

Prijem glukézy a
Jaterni produkce glukézy metabolismus

Obrizek 15: Uginky leptinu v organismu
Legenda: TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa, IL-1 — interleukin 1, T3 — trijodtyronin, T4 — tyroxin,
cAMP — cyklicky adenosin monofosfat

Také neurony produkujici orexiny jsou spolu sleptinem zapojeny do
hypothalamickych regulac¢nich okruhli pfijmu potravy. Chronické intraperitonealni aplikace
leptinu ptsobi signifikantni sniZzeni exprese preproorexinové mRNA v hypothalamu. I pfesto,
ze hlavnim mistem ptlisobeni leptinu je CNS, byla v neddvné dob¢ publikovana prace, ktera
popisuje rozvoj tfady symptomui leptinové deficience pii blokad€ exprese leptinového
receptoru v buiikach tukové tkané (Huan a spol. 2003). Leptin je hlavnim signdlem adipocyta,
ktery zprostfedkuje centrdlnimu nervovému systému informaci o mnozstvi tukové tkané¢ v
organismu a nasledné inhibuje piijem potravy. Leptin ma v organismu fadu dalSich funkci, z

nichz nejdilezitéjsi je pozitivni vliv na sekreci gonadotropint (obr. 15).
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1.3.6. Inzulinu podobné rustové faktory (IGF); IGF-1

IGF (inzulin-like growth factors) byly identifikovany v roce 1957 a vroce 1972
nazvany ,,somatomediny* a rozdéleny na bazicky somatomedin C a neutralni somatomedin A.
V roce 1978 Rinderknecht a Humbel izolovali z lidské plazmy dva aktivni somatomediny,
které nazvali pro podobu s inzulinem IGF 1 a 2. Jedna se o velmi podobné polypeptidové
molekuly s jednim fetézcem a tfemi sulfidovymi mistky. IGF-1 je jednofetézcovy bazicky
peptid tvofeny 70 aminokyselinovymi zbytky s molekulovou hmotnosti 7,65 kDa a IGF 2 je
lehce kysely peptid tvoieny 67 aminokyselinovymi zbytky s molekulovou hmotnosti 7,47
kDa. Nejpodstatnéjsi pro zprostiedkovani u¢inku ristového hormonu (GH) je IGF-1. IGF-2
pravdépodobné sehravd vyznamnou roli pfedev§im v embryondlnim a casném fetalnim
vyvoji. Homologie v sekvenci mezi IGF-1 a IGF-2 je 62% a ob¢ tyto molekuly maji navic i
40% homologii s proinzulinem. IGF-1 mé& s molekulou inzulinu spolecnych 48%
aminokyselinovych zbytkl v tsecich A a B, navic ma ovSem zachovany spojovaci usek C,
ktery se u inzulinu odstépuje v podobé C-peptidu, a pridatny usek D. Trojrozmérné struktura
molekul inzulinu a IGF-1 je podobnd, vzajemna zkiizena afinita vii¢i opaénému receptoru je
vSak mala a prekryv u¢inkl je mélo podstatny. Dtlezitym rozdilem mezi IGF-1 a inzulinem je
jejich odlisny polocas v krvi. Zatimco inzulin ma polocas 4 minuty a jeho sekrece je
pulsatilni, reaguje tedy na akutni zmény metabolické situace, poloc¢as IGF-1 je pfiblizn¢ 15
hodin. To znamena, ze reguluje metabolismus v dlouhodobé&jsim horizontu. Delsi polocas je
zajistén vazbou na plazmatické vazebné proteiny. Stanoveni hladiny celkového IGF-1
z jednoho krevniho odbéru podava validni a reprodukovatelnou informaci o jeho sekreci.

Existuji dva typy receptorti — pro IGF-1 a 2. Hlavnim zdrojem cirkulujiciho IGF jsou
jatra, geny pro IGF jsou ale lokalizovany ve vét§iné tkani. Lokalni - autokrinni a parakrinni -
pusobeni IGF je povazovano za dilezity moment v regulaci rastu a diferenciace tkani.
Z tohoto diivodu je tieba pfi interpretaci poznatkli o IGF vzdy dasledné diferencovat mezi
cirkulujicimi hladinami IGF a jeho tkanovymi hladinami. IGF-1 se podili na fizeni sekrece
GH negativni zpétnou vazbou. Supresni efekt IGF-1 na sekreci GH je zprostfedkovan
piedevsim na urovni hypofyzy, méné ziejmée na urovni hypothalamu, kde bylo prokazano, ze
snizuje produkci a sekreci GH-releasing hormonu (GHRH) a zvySuje produkci a sekreci
somatostatinu (SMS). Tento mechanismus piedstavuje tzv. dlouhou zpétnou vazbu. Za
kratkou zpétnou vazbu je povazovan utlum sekrece GH po podani exogenniho GH, ktery je

zprostiedkovan piredevsim na hypothalamické urovni poklesem SMS.
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IGF-I ovliviiuje aktivitu vétSiny bun€k organismu (obr. 16). Stimuluje bunécnou
proliferaci a diferenciaci, zvySuje proteosyntézu a ovliviluje fadu specifickych funkei
jednotlivych tkéni, napf. tvorbu steroidnich hormoni v pohlavnich Zlazéch, syntézu
glykosaminoglykand v buitkach chrupavky ¢i aktivitu NK-bunék (subpopulace T-lymfocyta,
natural killers). IGF-1 obecné stimuluje ty bunécné funkce, které jsou spojeny s vystavbou
organismu. Pfinasi signdl, ze organismus disponuje dostatkem energie a zivin. Zacne-li
organismus trpét proteoenergetickou malnutrici nebo je ohrozen infekei ¢i jinym zénétem,
hladina IGF-1 klesa. Za takové situace dospély organismus katabolizuje, kachektizuje, dité
prestava rust. Ustava proteoanabolismus, klesa rdstova aktivita a organismus Setii zbytky

dostupné energie pro zakladni zivotni funkce.
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Obriazek 16: Pusobeni IGF-1 v organismu
Legenda: IGF-1 — inzulinu podobny rtstovy faktor 1, BP3 — vazebny protein pro IGF typu 3, ALS - acid labile

subunit, Inzulin-R — receptor pro inzulin, IGF-1-R — receptor pro IGF-1

IGF-1 je secernovan jednak endokrinné aktivnimi hepatocyty, jednak parakrinné a
autokrinné v fad¢ jednotlivych tkéni. Parakrinni a autokrinni sekrece umoziiuje dosahovat
v misté produkce vysokych koncentraci IGF-1, které by pro organismus jako celek byly
nevyhodné. Mezi tkdn¢ s vyznamnou lokalni produkci IGF-1 patii epifyzarni rGstova
chrupavka, kde IGF-1 stimuluje proliferaci a diferenciaci chondroblastii a osteoblastt, a tim

urcujici mérou piispiva k longitudinalnimu ristu kosti.
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Sekreci IGF-1 ovliviiuji srovnatelnou mérou tfi faktory: rastovy hormon, vyziva,
cytokiny. Diikazem pfimého vlivu GH na sekreci IGF-1 je tzv. ,,psychosocidlni nanismus‘ u
dobte zivenych déti z détskych domovil. Rist se upravuje po tspésné adopci deprivovaného
ditéte. Chronicka proteoenergetickd malnutrice suprimuje hladiny IGF-1. Nizké hladiny IGF-
1 byly nalezeny u déti s celiakii, u pacientek s mentalni anorexii a u déti s cystickou fibrézou.
Také aktivace imunitniho systému pfi riznych formach zanétu vede k supresi hladin IGF-1.
To bylo prokdzdno u pacientli v septickém stavu, pfi systémovych onemocnénich Cci
malignitach, ale i po polytraumatu ¢i vazném opera¢nim zakroku. Signdlem k supresi hladiny
IGF-1 jsou velmi pravdépodobné cytokiny, zvlasté interleukin-6. Dale je sekrece IGF-1
modulovana 1 dal§imi plsobky, zelména pohlavnimi hormony, inzulinem, kortizolem a
hormony §titné Zlazy. O IGF-1 se v posledni dobé Casto uvazuje jako o plsobku dllezitém
v onkogenezi. IGF-1 zvySuje proliferaci bunék a soucasné pusobi antiapoptoticky. Nejcastéji
citovanymi typy nadorii jsou v této souvislosti karcinom prsu, karcinom prostaty a

bronchogenni karcinom (Jensovsky 2000).

1.3.7. IGF vazajici proteiny (IGFBP); IGFBP-3

Jak v cirkulaci, tak 1 vtkanich jsou IGF vazany na specifické bilkoviny (IGFBP-
inzulin-like growth factor binding proteins), fetézce skladajici se z200 — 300
aminokyselinovych zbytkli. Dosud bylo identifikovano celkem Sest IGFBP a intenzivné se
zkouma skupina ,,superfamily IGFBPrp*“ (IGFBP related peptides), kterych je zatim znamo
deset a které patfi mezi tzv. mozaikové proteiny. IGFBP vaZzi za normalnich okolnosti
naprostou vétSinu IGF-I a jen okolo 1% ztlistava ve formé volné. Nejvice IGF-1 je vazéno na
IGFBP-1-3. Podle rtiznych autord 75-95% veskerého IGF-1 nebo 2 cirkuluje v podobé
tercialniho komplexu (molekulova hmotnost 150 kDa), ktery se sklada z IGF-1 nebo IGF-2,
IGFBP-3 a tzv. ALS (acid labile subunit, molekulova hmotnost 85 kDa). Tento komplex neni
schopen opustit cévni fecist¢ a vazba IGF v této podob¢ vede k vyznamné prolongaci
plazmatického polocasu IGF, napft. pro IGF-1 z 10 minut na 12-15 hodin.

Koncentrace IGFBP v séru jsou ovliviiovany jednak vlivy hormonéalnimi a jednak
vlivy nutricnimi. Hladiny IGFBP-3 jsou zvySovany vysSimi hladinami GH. Z tohoto divodu
néktefi autofi doporucuji stanovovani IGFBP-3 v diagnostice deficitu GH u déti 1 dospélych.
Inverznim zpiisobem se chova IGFBP-2. Hladiny IGFBP-1 vyznamné kolisaji v pribéhu dne

a jsou ovliviiovany koncentraci glukézy a inzulinu.
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Fyziologicka role IGFBP neni zatim zcela jasna. V piipad¢ interakce IGF a IGFBP
nevystacime se zndmym schématem hormonti ,,volnych* a hormoni ,,vazanych* (jako napft. u
hormonti thyroidalnich). IGFBP neplisobi pouze zprosttedkované prostiednictvim
ovlivilovani aktivity IGF. Ukazuje se, ze IGFBP maji velmi dilezité funkce tykajici se riistu a
bunécné apoptdzy nezavislé na IGF. Na moznost bunéénych receptorti pro IGFBP-3 bylo
upozornéno poprvé vroce 1993. Dale bylo prokazano, ze IGFBP vstupuji do interakce
s virovymi onkoproteiny a mohou se tak podilet na fizeni procesu apoptdézy a maligni

transformace a tim brzdit progresi tumord.

Funkce IGFBP tedy mohou spocivat:

- v omezeni pfistupu volného IGF k jeho receptortim,

- v prevenci IGF vyvolané hypoglykémie,

- vregulaci transportu IGF mezi intra- a extravaskuldrnim prostorem,
- v prolongaci polocasu IGF v cirkulaci,

- v zesileni aktivity IGF tvorbou pomalu se uvoliiyjiciho poolu IGF,

- ve vlivu na bunéénou proliferaci a smrt prostiednictvim IGFBP receptor.

Dals$im faktorem, ktery je nutné do tohoto komplikované¢ho systému zahrnout, jsou
IGFBP — protedzy. Proteolyticka aktivita fidici odbourdvani IGFBP se podili na zvySovani
hladin volného IGF a jeho vétsSim pristupu k receptorim. IGFBP — proteazy mohou byt
kritickym mistem celé fady malignich 1 benignich proliferacnich onemocnéni. Prvni
biochemicky definovanou IGFBP — protedzou byl PSA (prostaticky specificky antigen).
Kategorie IGFBP — protedz zahrnuji kalikreiny, katepsiny a metaloproteindzy (JenSovsky
2000).

1.3.8. Pankreatické hormony; Inzulin a C-peptid

V lidském pankreatu jsou 1-2 miliony Langerhansovych ostrivki, které jsou slozeny
z nékolika typi bunck (A, B, D, F). Secernuji ptredev§im ¢tyii hormony: inzulin, glukagon,
somatostatin a pankreaticky polypeptid. Hormony jsou uvoliiovany do portalniho fecisté a
hlavnim mistem putsobeni inzulinu a glukagonu jsou jatra. Somatostatin — nejprve zjistény

v hypothalamu jako inhibitor sekrece riistového hormonu — je v pankreatickych ostriveich ve
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vys$si koncentraci nez v hypothalamu a piisobi jako lokalni regulator sekrece inzulinu a
glukagonu. Pankreaticky peptid ptisobi na sekreci v gastrointestinalnim traktu.

Inzulin je vzorovym peptidovym hormonem. Byl jako prvni vy¢istén, krystalovan a
syntetizovan chemickymi i molekularné biologickymi technikami. Studie jeho biosyntézy
vedly k vyznamné koncepci propeptidu. Inzulin ma duilezité 1é¢ebné uplatnéni. 5% populace
rozvinutych zemi ma diabetes mellitus. V roce 1921 Banting a Best pouzili smés kyseliny a
ethanolu a extrahovali z pankreatické tkan€ ostrivkovy faktor, ktery meél silné
hypoglykemizujici plsobeni. Gen pro lidsky inzulin je umistén na kratkém raménku
chromozému 11. Jeho syntéza v bakteridlnich systémech exprese za pouziti technologie
rekombinantni DNA poskytuje vyborny zdroj tohoto hormonu pro nemocné diabetem.

Inzulin je polypeptid slozeny ze dvou fetézci A a B, které jsou spojeny dvéma
disulfidovymi mustky. Ty spojuji aminokyselinové zbytky na pozicich A7 s B7 a A20 s B19.
Treti disulfidovy mustek je uvniti fetézce A a spojuje aminokyselinové zbytky A6 a All.
Umisténi téchto miistkli je neménné a u vétSiny zivociSnych druhti ma A fetézec 21 a B
fetézec 30 aminokyselinovych zbytkii (obr. 17). Relativni molekulova hmotnost inzulinu je
5734. Inzulin tvoii také komplexni struktury. V pankreatickych B butikach je ve vysoké
koncentraci zinek a tvoii komplexy s inzulinem a proinzulinem. Inzulin také tvoii isologni
dimery, a to vodikovymi vazbami mezi peptidovymi skupinami B24 a B26 zbytkli obou
monomerd. Pfi vysokych koncentracich se tyto dimery organizuji v hexamery obsahujici dva
atomy zinku. Za fyziologickych koncentraci je vSak inzulin pravdépodobné ve formé
monomerni.

Inzulin je syntetizovan jako preprohormon (Mr=11 500), znéhoz odstépenim
hydrofobni sekvence v endoplasmatickém retikulu vznika molekula proinzulinu (Mr=9000),
kterd ma konformaci potiebnou pro tvorbu disulfidovych mustkii. Molekula proinzulinu je
transportovana do Golgiho aparatu, kde zacind proteolyza a uklddani do sekre¢nich granul.
95% proinzulinu se konvertuje na inzulin a v granulech jsou pfitomna ekvimolarni mnozstvi
C-peptidu (obr. 18). Po ptislusné stimulaci zrald granula splyvaji s plazmatickou membranou

a uvoliuji sviyj obsah do extracelularni tekutiny.
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Obrazek 17: Primarni struktura molekuly lidského inzulinu a aminokyselinové modifikace praseciho a

bovinniho inzulinu

Proinzuliny maji délku 78 az 86 aminokyselinovych zbytkl, pficemz v délce C-
peptidové oblasti je variabilita. Proinzulin méd méné nez 5% biologické aktivity inzulinu a
jeho biologicky poloc¢as je 17 minut. Vzhledem ktomu, ze proinzulin u nékterych
radioimunoanalyz siln€ zkiiZzené reaguje s inzulinovymi antiséry, mize byt stanoveni inzulinu
v nékterych piipadech (napf. u tumorii ostrivkovych bunék) nadhodnoceno.

C-peptid neméa znamou biologickou aktivitu. Z antigenniho hlediska je samostatnou
molekulou. Proto imunoanalyza C-peptidu miize odlisit inzulin endogenné secernovany od
inzulinu exogenniho. Také pfispiva ke kvantitativnimu stanoveni inzulinové sekrece, kdyz
ptitomnost protilatek proti inzulinu znemoziiuje pfimé¢ méteni. Biologicky polocas C-peptidu
je 30-40 minut.

Pti sekreci inzulinu se UcCastni fada mediatorti. Nejvyznamnéjsim fyziologickym
podnétem pro sekreci inzulinu je zvySeni koncentrace glukozy v plazmé. Alfa-adrenergni
agonisté, zejména adrenalin, inhibuji sekreci inzulinu, naopak beta-adrenergni agonisté ji
stimuluji. Sekrece inzulinu se také zvysuje po chronickém ptisobeni nadmérnych hladin GH,
kortizolu, placentarniho laktogenu, estrogenti a gestagenti. Sekreci inzulinu také stimuluje

fada farmak. Nejcastéji se v terapii u lidi pouziva sulfonylureovych sloucenin.
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Obrazek 18: Syntéza inzulinu v buiice

Inzulinovy receptor je glykoprotein s tyrozinkinazovou aktivitou. Je to heterotetramer
slozeny ze dvou podjednotek oznacovanych alfa a beta. V konfiguracti alfa2-beta2 jsou
podjednotky spojeny disulfidovymi vazbami. Obé podjednotky jsou silné glykosylovany.
Alfa-podjednotka (Mr=135 000) je ulozena extracelularn€ a vaze inzulin pravdépodobné svou
doménou bohatou na cystin. Beta-podjednotka (Mr=95 000) je transmembranovy protein,
ktery zprostiedkovava pienos signalu. Cytoplazmaticka cast beta-podjednotky ma
tyrozinkindzovou aktivitu a jedno autofosforylaéni misto. Inzulinovy receptor se trvale
syntetizuje a degraduje. Jeho polocas je 7 - 12 hodin. Gen receptoru pro lidsky inzulin je na
chromozému 19.

Na rozdil od IGF nemd inzulin plazmaticky vazebny protein, proto je jeho polocas za
normalnich podminek pouze 4 minuty. Hlavnimi organy metabolismu inzulinu jsou jatra,
ledviny a placenta. Mezi u€inky inzulinu patii hypoglykemizujici efekt dany zvySenim
vychytavani plazmatické glukozy jednotlivymi tkdnémi. Déle inzulin stimuluje lipogenezi
v tukové tkani a inhibuje glukoneogenezu a lipolyzu v jatrech. Inzulin ma také vliv na
metabolismus proteint - stimuluje vychytavani neutrdlnich aminokyselin ve svalech. Tento
ucinek je dlouhodoby a je patrné zprostiedkovan na urovni translace mRNA. Inzulin také

stimuluje proliferaci fady bunéénych kultur (Granner 1993).
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2. METODY

2.1. Soubory pacientii

Orexin A, ghrelin a adiponektin byly méfeny u obéznich déti ped 5 tydenni redukci
télesné hmotnosti a po ni v lazenském zafizeni (LéCebna Dr.Filipa v Podébradech) a u
pacientek s mentdlni anorexii pfed 8 tydenni psychiatrickou 1é¢bou a realimentaci a po ni v
ramci hospitalizace na Klinice détské psychiatrie UK 2.LF a FN Motol, Praha. Orexin A byl
také méten u détskych pacientd s Crohnovou nemoci a s celiakalni sprue vysetfenych v rdmci
gastroenterologického oddéleni pii Pediatrické klinice UK 2.LF a FN Motol, Praha a u
zdravych kontrol ziskanych z ambulance détské ORL kliniky UK 2.LF a FN Motol, Praha.
Amylin byl stanoven u pacientli s osteopordzou a u kontrolni skupiny pacientti sledovanych v
ramci odborné ambulance pii Ustavu klinické biochemie a patobiochemie UK 2.LF a FN
Motol, Praha. Kontrolni skupina pacientti s diabetem Il.typu byla vybrdna ve spolupraci s

diabetologickou ambulanci Interni kliniky UK 2.LF a FN Motol, Praha.

2.1.1. Soubor obéznich pacientli

Do studie bylo zarazeno 58 obéznich déti (33 divek a 25 chlapcti). Do studie jsme
zafadili pacienty s pomérem télesné hmotnosti k vySce nad 97. percentilem vzhledem ke
standardim pro Ceskou détskou populaci zalozenym na 5. celondrodnim antropologickém
vyzkumu déti a mladeze 1991 realizovaném Statnim zdravotnim ustavem v Praze (Lhotské a
spol. 1993). Percentilové grafy jsou uvedeny v ptiloze ¢.1. Primérny vék pacienti byl 13,6 +
0,5 (primér + SEM) let (rozpéti 7,8 — 18,1) u divek a 12,4 + 0,6 let (7,0 — 18,5) u chlapcu.
Priimérna télesna vyska byla 160,0 + 2,0 cm (134,6 — 177,6) u divek a 157,2 + 3,1 cm (126,8
—178,7) u chlapcii. T¢lesnd hmotnost a BMI véetné SD skére (SDS) jsou uvedeny v tabulce 3.

Redukce télesné hmotnosti byla dosazena béhem 5 tydnti kombinaci snizeného piijmu
stravy (vyvazena nizkokaloricka dieta v rozmezi 1200 kcal - 1700 kcal denné v zavislosti na
veéku) a zvySeného energetického vydeje (alespont 180 minut denné béh, plavani, micové hry,
aerobik). Ke snizeni télesné hmotnosti nebyly pouzivany zadné l1éky.

Ke stanoveni sledovanych analytt jsme odebrali 10 ml ven6zni krve nala¢no mezi 7. a
9. hodinou ranni z kubitalni vény do 2 zkumavek (5 ml do zkumavky obsahujici K3-EDTA a
inhibitor proteaz Aprotinin (antilysin, Spofa) v mnozstvi 100 ul (0,6 TIU)/1 ml krve; 5 ml
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srazlivé krve do standardnich sérovych zkumavek (S-Monovette, Sarstedt)). Vzorky byly od
kazdého z pacientii odebrany v den piijeti do lazeiiského zatizeni a po 5 tydnech programu
redukce télesné hmotnosti. Zkumavky byly nasledné transportovany na ledové tfisti a
centrifugovany (2000 x g, 15 min. pii 4° C). Separovana plazma a sérum byly skladovany pfi
— 80° C do doby zpracovani. Zarovenn s odbérem vzorkll bylo provedeno antropologické

vySetieni pacientt.

2.1.2. Soubor pacientek s mentalni anorexii

Do studie bylo zafazeno 36 divek s diagnézou mentdlni anorexie (10
premenarchealnich a 26 postmenarchedlnich). Do studie jsme zafadili pacientky s BMI pod
18,5. Primérny vek ve skupiné premenarcheédlnich divek byl 13,9 + 0,4 let (rozpéti 12,6 —
16,6) a u postmenarchealnich 15,4 + 0,3 let (13,5 — 18,8). Primérna télesnd vyska byla 158,2
+ 2,7 cm (148,5 — 176) u premenarchealnich divek a 166,0 + 1,3 cm (156,5 — 182,2) u
postmenarchealnich. T¢lesna hmotnost a BMI véetné SD skore jsou uvedeny v tabulce 3.

Zvyseni télesné hmotnosti bylo dosazeno béhem 8 tydni kombinaci pfisného
stravovacitho rezimu se zvySenym dohledem nad jidlem a psychiatrické 1écby
(psychodynamické terapie, kognitivni psychoterapie, skupinovad psychoterapie, rodinna
terapie, ergoterapie, arteterapie, muzikoterapie). Béhem hospitalizace nebyly pacientkam
podavany zadné Iéky zvySujici piijem potravy.

Vzorky ke stanoveni jednotlivych analytti byly ziskdvany a zpracovavéany stejnym
zpusobem jako u obéznich pacientl (viz. kapitola 2.1.1.). Interval mezi dvéma odbéry vzork

krve byl 8 tydnl. Zaroven s odbérem vzorkli bylo provedeno antropologické vySetieni

pacientek.
primér + SEM Hm. pred (kg) (SDS) | Hm. po (kg) = (SDS) | BMI pfed (kg/m2) (SDS) | BMI po (kg/m2) (SDS)
Obezita 74,2 + 2,8 (+ 3,55) 67,4 + 2,6 (+2,62) 28,8 + 0,6 (+3,94) 26,1+ 0,6 (+2,92)
- Divky 742+30 | (+346)| 67.8+28 | (+266) 28,6 + 0,6 (+ 3,69) 26,1+ 0,6 (+ 2,81
- Chlapci 742+52 | (+3,55) | 668+49 | (+255) 29,1+ 1,1 (+4,28) 26,1+ 1,1 (+ 3,08
Mentalni anorexie| 424+10 | (-1,47)| 486+10 | (-0,66) 15,8+ 0,3 -1,71) 18,0+ 0,2 (-0,85)
- Premenarchealni 38,6 +1,5 (-1,46) 441+16 | (-0,92) 15,4 + 0,5 (- 1,54) 17,5 + 0,4 (-0,81)
- Postmenarchealni 43,9+ 1,1 (-1,47) | 50,3 +1,1 (- 0,56) 15,9 + 0,33 -1,77) 18,2 + 0,2 (- 0,86)

Tabulka 3: Zékladni antropometrické udaje pacientd s obezitou a mentalni anorexii pfed terapeutickou
intervenci a po ni

Legenda: Hm. — hmotnost, BMI — body mass index, SDS — SD skore
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2.1.3. Soubor pacientti s Crohnovou nemoci

Do studie byli zafazeni détSti a adolescentni pacienti s nové diagnostikovanou
Crohnovou nemoci. Pro stanoveni diagnézy byla pouzivana nasledujici kritéria: klinicka —
bolesti bticha, priijmy, zvraceni, krev ve stolici; biochemicka — zvySené zanétlivé parametry,
hypergamaglobulinemie, pozitivita sérovych protilatek proti Saccharomyces cerevisiae
(ASCA); radiodiagnosticka — typicky ndlez na enteroklyze; endoskopickd —nalez zanétlivé
zménéné sliznice pii endoskopickém vySetfeni a histologickd — nalez lymfoplasmocytarniho
zanctu a/nebo granulomul v bioptickych vzorcich stievni sliznice. Pacienti nejevili znamky
poruch cyklu spanku a bdéni a v pfedchorobi nebyli 1é€eni Zadnou protizanétlivou terapii, ani
jinymi léky, které by mohly ovlivnit chut’ k jidlu a pfijem potravy. Do studie bylo zatfazeno
celkem 23 pacientl (15 chlapcti a 8 divek). Primérny vek, télesna vyska, télesnd hmotnost a
BMI vcetné SD skore jsou uvedeny v tabulce 4. Odbér krve byl proveden rano nalacno a
vzorky ke stanoveni orexinu A byly ziskavany a zpracovavany stejnym zplsobem jak bylo
popsano u obéznich pacientt (viz. kapitola 2.1.1.). Zaroven s odbérem vzorki bylo provedeno

antropologické vySetieni pacienti.

2.1.4. Soubor pacientl s celiakalni sprue

Do studie byli zafazeni détSti a adolescentni pacienti s nové diagnostikovanou
celiakalni sprue. Diagnoza byla stanovena na zaklad¢ klinickych piiznaki (neprospivani,
poruchy rlstu, gastrointestindlni symptomatologie), pozitivity sérovych protilatek proti
endomysiu (EMA) a tkéanové transglutamindze (anti-tTG) a histologického nalezu atrofické
stievni sliznice z enterobioptického vzorku proximalniho jejuna. Pacienti nejevili znamky
poruch cyklu spanku a bdéni a nebyli v pfedchorobi 1é¢eni bezlepkovou dietou. Do studie
bylo zatazeno celkem 18 pacienti (9 chlapcii a 9 divek). Primérny vék, télesna vyska, télesna
hmotnost a BMI vcetn¢ SD skore jsou uvedeny v tabulce 4. Odbér krve byl proveden rano
nalacno a vzorky ke stanoveni orexinu A byly ziskdvany a zpracovavany stejnym zptsobem
jak bylo popsano u obéznich pacientti (viz. kapitola 2.1.1.). Zaroven s odbérem vzorkl bylo

provedeno antropologické vysetieni pacientll.
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pramér + SEM vék(r) | Tv(m) (SDS) | THM (kg) (SDS) | BMI (kg/m2) (SDS)
Crohnova nemoc | 148+05 | 1,56+0,03 (-0,92)| 47,0+31 (-1,04)| 180+07 (-0,72)
Celiakalni sprue | 106+1,0 [ 1,36 +0,06 (-1,04)| 336+41 (-0,79)| 168+0,7 (-0,49)
Kontrolni skupina | 128+0,6 | 1,55+0,03 (-0,09)| 46,1+24 (0,00) | 187+05 (-0,03)

Tabulka 4: Zakladni antropometrické udaje pacientll s Crohnovou nemoci, celiakalni sprue a kontrolni skupiny

Legenda: TV — télesnd vyska, THM — télesna hmotnost, BMI — body mass index, SDS — SD skore

2.1.5. Soubor pacientll s osteopordzou

Do studie bylo zafazeno 28 patienti (3 muzi a 25 postmenopauzalnich zen) s
prumérnym vékem 65 let; rozmezi 42 — 82 let) s diagndzou osteopordzy (OP). Pacienti byli
zafazeni na zaklad¢ klinickych kritérii (bolest v axidlnim skeletu a/nebo v kycelnich
kloubech), které byly pfitomny u 28 pacientl, nebo diive radiologicky prokazanych fraktur
(kyc€elniho kloubu, Zeber nebo kompresivnich fraktur obratli) — pfitomno u 11 pacientt.
Diagnoza byla také nepiimo podpoiena biochemickymi kritérii (zmény sérovych hladin
kalcia, alkalické fosfatazy a osteokalcinu) jako markery kostni remodelace. U vSech pacientti
jsme provedli vySetfeni DEXA (dual-energy X-ray absorptiometry) v urovni mezi 2. a 4.
lumbalnim obratlem a v urovni levého kycelniho kloubu. Jako pritkkaz osteoporozy byla
povazovana kostni densita méné nez - 2,5 standardni odchylky (SD) vzhledem k véku
pacienta (T-skore < -2.5). Pacienti s osteoporézou nevykazovali zddné znamky poruchy
funkce pankreatickych beta-bunck: u téchto pacienti byly jak hladiny plazmatické glukosy
nalacno, tak hladiny C-peptidu v referencnich mezich.

Vzorky ke stanoveni jednotlivych analyti byly ziskdvany a zpracovavany stejnym
zpiisobem jako u obéznich pacientil (viz. kapitola 2.1.1.). Odbér byl proveden jednorazoveé

rano nalacno v ramci pravidelné ambulantni kontroly.
2.1.6. Kontrolni skupiny

Ke studii, ve které jsme stanovovali hladiny orexinu A u pacienti s Crohnovou nemoci
a sceliakalni sprue byla pro porovnani vybrana kontrolni skupina détskych pacienti

z ambulantni slozky Kliniky u$ni, nosni a kréni UK 2.LF a FN Motol, Praha, kteti pfichazeli

k pfedoperacnimu vySetfeni v ramci pfipravy na pldnované drobné chirurgické zakroky
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v oblasti hlavy a krku. Pacienti neméli zddné znamky poruch piijmu potravy, jejich nutri¢ni
stav byl v normalnim rozmezi vzhledem k véku a télesné vysce. Pacienti dale nejevili znamky
poruch cyklu spanku a bdéni ani zanétlivého onemocnéni. Do studie bylo zatazeno celkem 28
pacientll (14 chlapct a 14 divek). Primérny vek, télesna vyska, télesnd hmotnost a BMI
vcetné SD skore jsou uvedeny v tabulce 4. Odbér krve byl proveden rano nalacno a vzorky ke
stanoveni orexinu A byly ziskavany a zpracovavany stejnym zpusobem jak bylo popsano u
obéznich pacient (viz. kapitola 2.1.1.). Zéiroven s odbérem vzorkii bylo provedeno
antropologické vySetieni pacienti.

Ke studii, ve které jsme stanovovali hladiny amylinu u pacientd s osteoporézou byly
pro porovnani vybrany 2 kontrolni skupiny pacienti. Kontrolni skupina pacientt sledovanych
pro mirnou dyslipidemii v metabolické ambulanci Ustavu klinické biochemie a jako negativni
kontrola skupina pacientli s pozdnim stadiem diabetu II. typu, u kterych jsme na zdkladé
literarnich udajii pfedpokladali snizené plazmatické hladiny amylinu.

Do studie bylo zahrnuto 10 pacientll s pozdnim stadiem DM II. typu (5 muzi, 5 Zen;
prumérny vék 64 let; rozmezi 53 — 79 let). Jako marker snizené¢ funkce beta bun¢k byly
pouzity sérové hladiny C-peptidu, které se pohybovaly na dolni hranici referenéniho rozmezi
(300 pmol/).

Jako kontrolni skupinu jsme vybrali 24 pacienti (11 muzl, 13 Zen; primérny vék 53
let; rozmezi 35 — 73 let), ktefi jsou dlouhodobé sledovani pro mirnou kompensovanou
sekundarni dyslipidemii v metabolické ambulanci (CG). VSichni tito pacienti byli léceni
vyhradn¢ dietnimi opatfenimi a pohybovym rezimem tak, aby bylo dosazeno poklesu
sérovych hladin cholesterolu a triacylglycerolt do referen¢niho rozmezi.

Na zéklad¢ predchoziho dlouhodobého ambulantniho sledovani pacientti, detailni
analyzy udajii ze zdravotnické dokumentace a jejich fyzikdlniho vySetfeni jsme neshledali
zadné anamnestické ani klinické zndmky osteopordzy (bolesti, fraktury) ani v jedné z
kontrolnich skupin. Ani opakované vySetfeni biochemickych parametrii kostni remodelace
neprokazalo jejich hodnoty mimo referen¢ni meze.

Pacienti s dyslipidemii nevykazovali zddné znadmky poruchy funkce pankreatickych
beta-bunék. U téchto pacientd byly jak hladiny plazmatické glukosy nala¢no, tak hladiny C-
peptidu v referen¢nich mezich.

Vzorky ke stanoveni jednotlivych analyti byly ziskdvany a zpracovavany stejnym
zpisobem jako u obéznich pacienti (viz. kapitola 2.1.1.). Odbér byl proveden jednorazoveé

rano nalacno v ramci pravidelné ambulantni kontroly.
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2.2. Laboratorni metody

2.2.1. Stanoveni orexinu A

Pro stanoveni plazmatickych hladin orexinu A jsme vyvinuli metodu kombinujici
extrak¢ni proceduru pro izolaci orexinu A z plazmy s naslednym stanovenim koncentrace
pomoci radioimunoanalyzy (RIA). Orexin A byl stanovovan z plazmy. Odbér a zpracovani
vzorku bylo provedeno ptesné dle instrukci ke kitu pro méteni plazmatickych hladin orexinu
A RIA metodou (Phoenix Pharmaceuticals, Mountain View, CA, USA). Odbér krve byl
provadeén na zakladé informovaného souhlasu pacienta, u osob mladSich 18 let se souhlasem
jejich zékonného zastupce. Vzor formuléafe informovaného souhlasu je uveden v pfiloze €. 2.
Odbér a zpracovani vzorkl je zminéno v pfedchozi ¢asti metodiky.

Jeden RIA kit je uréen pro stanoveni 125 vzorkd. Méfeni jsme provadéli v dubletu.
Pted vlastnim stanovenim jsme provedli extrakci orexinu A z plazmy metodou acidifikace
plasmy 1% trifluorooctovou kyselinou (HPLC grade, TFA), centrifugace (6000-17000xg, 20
min, 4°C), promyti plazmy v koloné¢ (SEP-COLUMN obsahujici 200 mg C18 (Code RK-
SEPCOL-1, Diagnostics inc., Lake Forest, CA, USA)) 60% acetonitrilem (HPLC grade) v 1%
trifluorooctové kyselin€ a evaporace v centrifugovém koncentratoru (MAXI dry plus, Heto,
Melsungen, Germany). Nasledovalo rozpusténi v pufru pro radioimmunoassay. PouZita
radioimunoanalyza je zaloZena na principu kompetitivni vazby a vyuziva polyklonalnich
krali¢ich protilatek proti humannimu orexinu A a kozich protildtek proti krali¢im
imunoglobulinim k oddéleni navazané a volné frakce. Jako standard je pouzivan lidsky
orexin A. Inkubace s primarni protilatkou a zna€enym tracerem probihala pii 4°C po dobu 24
hodin. Nasledna inkubace se sekundarni protilatkou probihala pfi pokojové teploté po dobu 90
minut. Mnozstvi radioaktivity v kazdém vzorku bylo vyhodnoceno gama pocitaCem a
vyjadfeno jako pocet impulsi za minutu (cpm). Referencni kiivka byla odvozena od
sériového fedéni standardl (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 a 128 pg/ml). Z referencni kiivky byla na
zéaklad€ cpm odectena vysledna koncentrace peptidu ve vzorku a ptepoctena dle predchoziho
fedéni na 1 ml plazmy. Intra-analyticky a inter-analyticky varia¢ni koeficient je 5,2% a 14,2
%. Nejnizsi detekovatelna koncentrace je 1 pg/ml. Metoda nema zkiiZzenou reaktivitu
s fragmentem 16-33 lidského orexinu A, s orexinem B, amidem agouti-related proteinu (83-

132), neuropeptidem Y, alfa-MSH ani lidskym leptinem.
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2.2.2. Stanoveni ghrelinu

Pro stanoveni plazmatickych hladin celkového ghrelinu byla pouZzita metoda
kompetitivni radioimunoanalyzy. Ghrelin byl stanovovan z plazmy. Odbér a zpracovani
vzorku bylo provedeno piesné¢ dle instrukci ke kitu pro méfeni plazmatickych hladin
celkového ghrelinu RIA metodou (Phoenix Pharmaceuticals, Mountain View, CA, USA).
Odbér krve byl provadeén na zdkladé informovaného souhlasu pacienta, u osob mladsich 18
let se souhlasem jejich zakonného zastupce. Odbér a zpracovani vzorkll je zminéno v
piedchozi casti metodiky.

Jeden RIA kit je uren pro stanoveni 125 vzorki. Ke stanoveni se pouziva 100 ul
plazmy od kazdého pacienta. Méfeni jsme provadéli v dubletu. Pouzitd radioimunoanalyza je
zalozena na principu kompetitivni vazby a vyuziva polyklondlnich krali¢ich protilatek proti
huméannimu celkovému ghrelinu a kozich protilatek proti kralicim imunoglobulinim
k oddéleni navazané a volné frakce. Jako standard je pouZzivan lidsky ghrelin.

Inkubace s primarni protilatkou a znaCenym tracerem probihala ptfi 4°C po dobu 24
hodin. Néasledna inkubace se sekundarni protilatkou probihala pti pokojové teploté po dobu 90
minut. Mnozstvi radioaktivity v kazdém vzorku bylo vyhodnoceno gama pocitatem a
vyjadieno jako cpm. Referen¢ni kiivka byla odvozena od sériového fedéni standardi (1, 2, 4,
8, 16, 32, 64 a 128 pg/ml). Z referencni kiivky byla na zékladé¢ cpm odectena vysledna
koncentrace peptidu ve vzorku a prepoctena dle ptredchoziho fedéni na 1 ml plazmy. Intra-
analyticky a inter-analyticky variacni koeficient je 7,4 % a 13,5 %. Nejnizsi detekovatelna
koncentrace je 10 pg/ml. Metoda nemé zkfizenou reaktivitu s fragmentem 1-14 lidského
ghrelinu, se sekretinem, vasoaktivnim intestindlnim peptidem, galaninem, neuropeptidem Y

ani orexinem A a B.

2.2.3. Stanoveni adiponektinu

Pro stanoveni sérovych hladin adiponektinu byla pouzita metoda enzymové
imunoanalyzy. Adiponektin byl stanovovan ze séra. Odbér a zpracovani vzorku bylo
provedeno ptesn¢é dle instrukei ke kitu pro métfeni sérovych hladin adiponektinu ELISA
metodou (Linco Research, Inc., St.Charles, Missouri, USA). Odbér krve byl provadén na
zékladé¢ informovaného souhlasu pacienta, u osob mlads$ich 18 let se souhlasem jejich

zakonného zastupce. Odbér a zpracovani vzorkl je zminéno v piedchozi ¢asti metodiky.
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Jeden ELISA kit je urCen pro stanoveni 96 vzorkl. Ke stanoveni se pouziva 10 ul séra
od kazdého pacienta, které je pied stanovenim nafedéno v poméru 1:500. M¢étfeni jsme
provadéli v dubletu. Pouzitd sandwichovd enzymovéd imunoanalyza vyuzivd primarnich
monoklonélnich protilatek proti humannimu adiponektinu a sekundarnich biotinem znacenych
mySich monoklonalnich protilatek proti humannimu adiponektinu. Na biotin imobilizovaného
komplexu se vaze kienova peroxidaza konjugovana se streptavidinem. Reakce substratu (3,
3, 5, 5'-tetrametylbenzidin) s kienovou peroxidazou vede ke zvySeni absorbance métené
spektrofotometricky pii 450 — 590 nm. Jako standard je pouZivdn rekombinantni lidsky
adiponektin o koncentraci 200 ng/ml. Ke kontrole kvality je pouzito fedéné lidské sérum o
dvou rtznych koncentracich adiponektinu (o¢ekédvané rozmezi je 3,5 — 7,2 ng/ml a 17,3 —
35,9 ng/ml).

Po pfidani sekundarni protilatky probihala inkubace po dobu 2 hodin, nasledné po
pfidani kienové peroxiddzy po dobu 30 minut a po pfidani substratu po dobu 10 minut — ve
vSech tfech piipadech pii pokojové teploté. Referencni kiivka byla odvozena od sériového
fedéni standardt (1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 a 100 ng/ml). Z referen¢ni kiivky byla na
zéklad€ absorbance odectena koncentrace peptidu ve vzorku v ng/ml a vynasobena 500 dle
pfedchoziho fedéni k ziskani vysledné koncentrace v ug/ml séra. Intra-analyticky a inter-
ug/ml séra. Metoda nemd zkiizenou reaktivitu s lidskym amylinem, C-peptidem, GLP-1,
inzulinem, leptinem, resistinem, ani lidskymi cytokiny IL 1-beta, 2, 4-8, 10, 12, 13, IFN-
gama, TNF-alfa ani GM-CSF.

2.2.4. Stanoveni amylinu

Me¢fili jsme plazmatické hladiny celkového amylinu a neredukovaného amylinu
nalacno. Ke stanoveni jsme pouzili sendvi¢ovou enzymovou imunoanalyzu s fluorescencni
detekci vyuzivajici monoklonalni protilatky (Linco Research, Inc., St.Charles, Missouri,
USA). Metodika byla poprvé popsana v roce 1996 (Percy a spol. 1996). Méfeni probihala
v dubletu s vyuzitim 50 pl vzorku v kazdé reakci.

U metody stanovujici celkovy amylin se primarni protilatka vaZze na epitop v blizkosti
sttedni Casti peptidu a detekuje redukovany amylin a amylinovou kyselinu (deamidovany
amylin), ale nikoliv amylinovy fragment 1-20. Detek¢ni protilatka se vaze k redukovanému

nebo neredukovanému amylinu, ale ne k amylinové kyseling€. S vyuzZitim této eseje mizeme

71



detekovat jak redukovany tak neredukovany amylin slozeny ze vSech 37 aminokyselin
s amidovanym C-koncem peptidu. Percy a spol. popsal, ze tato metoda miize také detekovat
amylinu podobné peptidy (amylin-like peptides). Intraanalyticky variacni koeficient je 2,5 %
a interanalyticky 10 %.

U metody stanovujici neredukovany amylin se primarni protilatka vaze na intaktni
disulfidovy mustek mezi pozicemi 2 a 7 a rozpoznava celkovy amylin, amylinovou kyselinu
(deamidovany amylin), amylinovy fragment 1-20, ale nikoliv redukovany amylin. Detekéni
protilatka se vaze na redukovany nebo neredukovany amylin, ale ne na amylinovou kyselinu.
S vyuzitim této eseje mizeme detekovat pouze neredukovany amylin slozeny ze vSech 37
aminokyselin s amidovanym C-koncem. Intraanalyticky variaéni koeficient je 2,2 % a
interanalyticky 5,9 %.

Detekéni protilatka v obou metodach je konjugovana se streptavidin-alkalickou
fosfatdzou. Substratem je 4-methylumbelliferyl fosfat (MUP) a fluorescencni signal snimany
pti 355 nm a 460 nm je proporcionalni k mnozstvi amylinu pfitomného ve vzorku. Nejnizsi
detekovatelna koncentrace amylinu je v obou esejich 1 pmol/l. Zktizena reaktivita s lidskym
glukagonem, GLP-1, inzulinem, pankreatickym polypeptidem, adrenomedullinem,
kalcitoninem a CGRP je v obou esejich méné nez 1%. Neni zndma analytické interference
s plazmatickymi proteiny, glukézou ¢i triacylglyceroly.

Zékladni charakteristiky laboratornich metod pouzitych ke stanoveni regulacnich

peptidd jsou uvedeny v tabulce 5.

Metoda | Citlivost |Linearita |CVintra | CV inter | Poznamka

Vzorek
S-leptin RIA 0,5 ug/l 1-100 3,9 % 6,2 % | stabilni pfi
Linco 200 ul ug/l 4st.C

P-amylin | ELISA | 1pmoll | 1100 | 25% | 10% | IF, MUP
Linco 50 ul pmol/l

S-adipo- ELISA | 0,5mg/l | 1,5-100 | 3,5% 6,5 % S, P
nektin Linco 10 ul mgl/l stabilni

P-ghrelin RIA 10 ng/l | 10-2000 | 7,4% | 13,5 % | labilni, led

Phoenix | 100 ul ng/l aprotinin
P-orexin RIA 1 ng/l 10-2000 | 52% | 14,2% | extrakce
Phoenix | 100 ul ng/l aprotinin

Tabulka 5: Shrnuti zakladnich charakteristik laboratornich metod pouzitych ke stanoveni regulac¢nich peptida
Legenda: S — sérum, P — plazma, RIA — radioimunoanalyza, ELISA — enzymova imunoanalyza, CV — variacni

koeficient, IF — imunofluorescen¢ni detekce, MUP — 4-methylumbelliferyl fosfat
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2.2.5. Stanoveni ostatnich analytt

Ostatni sledované analyty (leptin, IGF-1, IGFBP-3, inzulin a C-peptid) jsou rutinné
stanovovany v laboratofich Ustavu klinické biochemie a patobiochemie UK 2.LF a FN Motol,
Praha dle zasad spravné laboratorni prace. Tyto metody jsou certifikovany pro klinické
pouziti ve zdravotnickém =zafizeni a jsou pravidelné¢ evaluovdny internim a externim

systémem kontrol kvality.

2.2.5.1. Leptin

Leptin byl stanovovany ze séra metodou RIA (vyrobce Linco Research, Inc., Missouri,

USA, dodavatel DRG Brno, CR, 1 souprava pro 125 stanoveni).

Princip metody:

Pii reakci dochéazi ke kompetitivni reakci pii vazbé znaceného a neznaceného antigenu
na protilatku. Mnozstvi '*’I- znageného leptinu navazaného k protilatce je nepfimo umérné

koncentraci leptinu obsaZeného v pacientském séru.

Preanalvtické pozadavky:

K analyze se pouzivd sérum (odbér minimalné 2 ml krve). Po pfijeti vzorku do
laboratofe je nutno vzorek stoc€it v centrifuze pti 1000 g po dobu minimalné 10 minut. Vzorky
se musi zpracovat do 24 hodin nebo pro delsi skladovani se vzorky skladuji pti — 20 °C.
Vzorky je mozno maximaln¢€ 5 x rozmrazit a znovu zamrazit. Ke stanoveni je tfeba 200 pl
séra, spolu s mrtvym objemem pii pipetovani je tieba pocitat alesponn s 300-500 pl séra

potiebnych pro analyzu.

Reagencie:

Vsechny reagencie jsou stabilni pii 2 — 8 °C do data exspirace soupravy.

e Assay Buffer — 20 ml, 0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 0,025 M EDTA, 1 % BSA,
0,08 % azid sodny a 0,05 % Triton X-100 o pH 7,4.

e Antiserum — 13 ml, Krali¢i protilatka proti lidskému leptinu v Assay Buffer.

e '¥ I-Human Leptin — lyofilizovany, 13,5 ml. '*> I — znageny lidsky leptin, &istény

HPLC, specificka aktivita 135 uCI/pg.
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Label Hydrating Buffer - 13,5 ml, pufr obsahujici krali¢i IgG. K nafedéni znaceného
leptinu.

Standards — 8 standardl po 1 ml obsahujicich 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10, 20, 50 a 100
pg/l ¢isténého rekombinantniho lidského leptinu v Assay Buffer. Pro kazdé stanoveni
je nutno vytvorit v dubletech novou kalibraéni kiivku, kterd je zkontrolovana
ptilozenymi kontrolami. Vysledky vzorkii jsou vypocitany interpolaci z kalibra¢ni
kiivky.

Quality Controls 1 & 2 — kontrolni vzorky obsahujici 2 hladiny po 2 ml ¢isténého
rekombinantniho lidského leptinu v Assay Buffer.

Precipitating Reagent — 130 ml, sraZeci ¢inidlo (kozi protikrali¢i IgG a obsahujici 3 %
PEG a 0,05 % Triton X-100 v 0,05 M fosfatovém pufr obsahujici 0,025 M EDTA, 1 %
BSA, 0,08 % azid sodny). Nutné pied pouzitim vychladit na 4 °C.

Standardizace (navaznost méreni):

Navaznost méfeni neni definovana.

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibra¢ni kiivky udané vyrobcem: 0.5 — 100 pg/l

lisici od nuly (s pravdépodobnosti 95%) je 0,5 pg/l

Specifita — u krysiho a mySsiho leptinu je specifita < 0,2 %, u ostatnich analytd nebyla
detekovana.

Linearita fedéni: vysledky ziskané vyrobcem se pohybuji v rozmezi od 88 do 100 %
vysledkl ocekavanych.

Recovery deklarované vyrobcem se pohybuje v rozmezi 103 az 105 %.

Referenéni rozmezi:

Referencni rozmezi u zdravych pacientii s BMI 18 — 25 stanovené vyrobcem:
Muzi: 2,0 —5,6 ng/l
Zeny: 3,7—11,1 pg/l

Vypocet a vyjadieni vysledku:

Vysledek ziskany interpolaci z kalibracni kiivky je vydavan na cela Cisla v pg/l.
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Kontrola kvality:

Kontrola se zafazuje vzdy pifi stanoveni kalibra¢ni kiivky. Pouzivaji se firemni

kontroly, jejichz deklarované rozmezi je uvedeno na Stitku.

2.2.5.2. IGF-1

IGF-1 byl stanovovan ze séra imunoradiometrickou analyzou (IRMA) (vyrobce

Beckman-Coulter, Francie, dodavatel Immunotech Praha, CR, 1 souprava pro 100 stanoveni).

Princip metody:

Stanoveni je zalozeno na sendviCové imunoradiometrickd metodé€. V soupravé jsou
pouzity mySi monoklondlni protilatky proti dvéma riznym epitopim IGF-1. Je nezbytné
pfedem provést extrakci kyselym etanolem za ucelem uvolnéni IGF-1 zjeho komplext
s vazebnymi proteiny. Vzorky extrahované kyselym etanolem a standardy jsou inkubovany ve
zkumavkach pokrytych primarni protilatkou v pfitomnosti sekundarni monoklonalni
protilatky znacené pomoci '*’I. Po inkubaci je obsah zkumavek odsat a mé&H se vazana
radioaktivita. Neznamé hodnoty se urci interpolaci z kalibra¢ni kiivky. Vazana radioaktivita

je ptfimo umérna koncentraci IGF-1 ve vzorcich.

Preanalytické pozadavky:

K analyze se pouzivd sérum (odbér minimalné 2 ml krve). Plasma se odebira do
zkumavek obsahujicich heparin nebo EDTA. Po odbéru jsou vzorky dopraveny do laboratofe.
Material musi byt nalezité uloZzen a zabezpe€en v piepravnim pouzdru. Po pfijeti vzorku do
laboratoie je nutno vzorek stocit v centrifuze pti 1000 g po dobu minimalné¢ 10 minut. Vzorky
se musi zpracovat do 24 hodin po odbéru uchované dobie uzaviené pii 2 — 8 °C. Pro delsi
skladovéani se vzorky skladuji pfi — 20 °C. Po rozmrazeni se uz nesmi znovu mrazit. Ke
stanoveni je tfeba 25 pl séra, spolu s mrtvym objemem pii pipetovani je tieba pocitat alespon

s 50 pl séra potfebnych pro analyzu.

Reagencie:

Vsechny reagencie jsou stabilni pii 2 — 8 °C do data exspirace soupravy.

75



IGF-1 znageny '*I, radioindikétor: 1 lahvi¢ka (55 ml) piipraveny k pouziti. Lahvitka

121 znageného imunoglobulinu v roztoku

obsahuje ke dni vyroby méné nez 370 kBq
s proteiny, azidem sodnym (< 0,1%) a barvivem.

Zkumavky potazené monoklonalni protilatkou proti IGF-1 — 2x50 kust.

IGF-1 standardy: 5 lahvicek — lyofilizaty v tlumivém roztoku obsahujicim
rekombinantni IGF-1 v koncentraénim rozmezi od 0 do 3000 pg/l. Standardy se
neextrahuji. Pro kazdé stanoveni je nutno vytvofit v dubletech novou kalibra¢ni
kiivku, kterd je zkontrolovana ptiloZenou kontrolou. Vysledky vzorki jsou vypocitany
interpolaci z kalibraéni kiivky.

1 lahvicka ,nulového standardu® — 2 ml. Obsahuje tlumivy roztok a je v kapalné
formé.

Promyvaci roztok (20 x): 1 lahvicka (50 ml). Roztok musi byt pied pouzitim ziedén
950 ml destilované vody. Ziedény roztok je stabilni pii 2 — 8°C do data exspirace.
Kontrolni vzorek — 1 lahvicka — lyofilizat. Kontrolni vzorek obsahuje IGF-1
v tlumivém roztoku a musi byt extrahovan stejnym postupem jako vorky.

Pomocné roztoky:

Extrakéni roztok, kysely roztok etanolu — pfipravime smichanim 875 ml absolutniho
etanolu a 125 ml 2M HCI. Takto pfipraveny roztok mtize byt skladovan po dobu 3
mesict ve sklenéné lahvi uzaviené zatkou pii teploté 2 — 8 °C.

Destilovana voda.

Standardizace (ndvaznost méfeni):

Metoda IGF1 je navdzana na mezinarodni referencni standard IRR/IGF-1, ¢islo

87/518.

Analvytické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibracni kiivky udané vyrobcem: 0 — 3000 pg/1

Citlivost — limit detekce, definovany jako nejnizsi koncentrace IGF-1 vyznamné se
lisici od nuly (s pravdépodobnosti 95%) je 12 ug/l.

Kontrolni material: Firemni kontrola — rozsah o¢ekavanych koncentraci je uveden na
Stitku lahvicky. Deklarovany rozsah o¢ekévanych koncentraci: 87 — 162 pg/l, stiedni

hodnota 125 pg/l.
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Referenéni rozmezi:

Referencni rozmezi bylo stanoveno vyrobcem pro riizné vékové skupiny a pohlavi a je

uvedeno v tabulce 6.

chlapci divky
vék (r)|primér (ng/ml)| SD (ng/ml) |vék ( r )|{prdmeér (ng/ml)| SD (ng/ml)
2 146 74 2 149 77
3 144 80 3 158 77
4 139 68 4 166 72
5 174 65 5 153 73
6 185 97 6 37 66
7 215 108 7 209 83
8 240 95 8 221 89
9 267 50 9 236 60
10 264 50 10 294 88
11 284 76 11 411 147
12 311 87 12 448 161
13 369 70 13 556 176
14 519 136 14 553 161
15 645 82 15 499 91
16 634 78 16 578 85
17 589 117 17 588 121
18 527 130 18 513 115

Tabulka 6: Referencni rozmezi pro IGF-1 dle véku a pohlavi

Vypodet a vyjadieni vysledku:

Vysledek ziskany interpolaci z kalibraéni kiivky je vydavan na celd ¢isla v pug/l. Ke
kazdému vysledku je dopoctena a uvedena smérodatna odchylka vypoctena ze souboru
normalnich pacientii vzhledem k véku a pohlavi pacienta. U dospé€lych pacientt, tj. nad 18 let,

se smérodatna odchylka neuvadi.

Kontrola kvality:

Kontrola se zatazuje vzdy pii stanoveni kalibra¢ni kiivky. Pouziva se firemni kontrola,
jejiz deklarované rozmezi je uvedeno Stitku. Dale se pouziva vnitini kontrola tzv. pool 1 a

pool 2. Tyto kontroly jsou ptipravovany tsekovou laborantkou smichdnim pacientskych sér
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hodnoty okolo 40 — 70 pg/1 (pool 1) a 600 -900 g/l (pool 2). Séra jsou smichdna, odstfedéna,
rozalikvotovéana do eppendorfek a zamrazena.

Externi kontrola kvality je zajiSténa ucasti v kontrolnim cyklu systému externi
kontroly kvality (SEKK) — ucast v ¢eském kontrolnim cyklu Endokrinologie 2 4x ro¢né,

analyzuji se dva rizné vzorky. Podle ispé&Snosti v cyklu ziskava laboratot Osvédceni o tiCasti.

2.2.5.3. IGFBP-3

IGFBP-3 je stanovovany ze séra metodou IRMA (vyrobce Diagnostic Systems

Laboratories, Inc., USA, dodavatel Lacomed Praha, CR, 1 souprava pro 100 stanoveni).

Princip metody:

Stanoveni je zalozeno na sendviové imunoradiometrickd metodé, ve které jsou
analyzované vzorky méfeny v sendvi¢i mezi dvéma protilatkami. Prvni protilatka je navazana
na sténu zkumavky, druhd je znacena aktivitou. Analyt obsazeny ve vzorku je vazan k obéma
protilatkdm ve formé komplexu. Nenavazané reagencie jsou odstranény odmytim.Vazana

radioaktivita je pfimo umérné koncentraci IGFBP-3 ve vzorcich.

Preanalytické pozadavky:

K analyze se pouzivd sérum (odbér minimalné 2 ml krve). Po pfijeti vzorku do
laboratofe je nutno vzorek stocit v centrifuze pii 1000 g po dobu minimalné 10 minut. Vzorky
se musi zpracovat do 48 hodin po odbéru uchované dobie uzaviené pii 2 - 8 °C. Pro delsi
skladovani se vzorky skladuji pti -20 °C po dobu 8 tydnii. Po rozmraZeni se uz nesmi znovu
mrazit. Ke stanoveni je tfeba 10 ul séra, spolu s mrtvym objemem pii pipetovani je tieba

pocitat alespon s 50 ul séra potfebnych pro analyzu.

Reagencie:

Vsechny reagencie jsou stabilni pii 2-8 °C do data exspirace soupravy.

e IGFBP-3 Standard/Sample diluent: 1 lahvicka — 55 ml — oznafend A, obsahujici 0
ng/ml IGFBP-3 v pufru obsahujicim BSA a azid sodny.

e IGFBP-3 Standards: 5 sklenicek s lyofilizovanymi standardy v pufru s BSA a azidem
sodnym, znaCenych B-F, obsahujici pfedem definované koncentrace IGFBP-3.

Rekonstituovat kazdy standard v 1 ml deionizované vody. Po rekonstituci mohou byt
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standardy uchovavany pti 2 — 8 °C 48 hodin, zamrazené alikvoty pii — 20 °C dva
tydny. Standardy obsahuji IGFBGP-3 v koncentraénim rozmezi cca od 2,0 do 100
ng/l. Pro kazdé stanoveni je nutno vytvofit v dubletech novou kalibra¢ni kiivku, ktera
je zkontrolovana pftilozenou kontrolou. Vysledky vzorka jsou vypocitany interpolaci
z kalibra¢ni kiivky.

Anti-IGFBP-3 ('*I) Reagent: 1 lahvitka, Zluté zbarveni, 22 ml, obsahujici < 370 kBq
znagené kozi '*I anti-IGFBP-3 v pufru s BSA a azidem sodnym. Uchovavat pii 2 — 8
°C do data expirace.

Anti-IGFBP-3 — potahované zkumavky: zelené. 100 plastovych zkumavek s kozi anti-
IGFBP-3 polyklondlnim imunoglobulinem imobilizovanym na sténu zkumavky.
Uchovavat pti 2 — 30 °C do data exspirace.

IGFBP-3 Controls: Kontrolni vzorky — 2 lahvicky — lyofilizat. Kontrolni vzorek
obsahuje IGFBP-3 v pufru s BSA a azidem sodnym.Rozsah o¢ekavanych koncentraci
je uveden na Stitku lahvicky spolu s objemem vody, potfebnym pro rozpusSténi
lyofilizatu. Po natedéni spotfebovat do 48 hodin pii 2 — 8 °C nebo déle uchovavat pfi

-20 °C v alikvotech.

Standardizace (navaznost méfeni):

DSL-6600 ACTIVE® IGFBP-3 IRMA standardy a kontroly jsou navazany

na rekombinantni DNA-derivovany neglykosylovany lidsky IGFBP-3 (mol. hm. 28,75 kDa)

exprimovany v E. coli ziskané z Celtrix Pharmaceuticals, Inc.

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibra¢ni kiivky udané vyrobcem: 2,0 — 100 pg/l

Citlivost — limit detekce, definovany jako nejnizsi koncentrace IGFBP-3 vyznamné se
lisici od nuly (s pravdépodobnosti 95%) je 0,5 pg/l.

Kontrolni material: Firemni kontrola — rozsah o¢ekavanych koncentraci je uveden na
Stitku lahvicky. Deklarovany rozsah ocekavanych koncentraci: Nizké kontrola: 0,35 —
0,55 pg/l, sttedni hodnota 0,45 ug/l; vysoka kontrola: 3,3 — 5,7 ug/l; sttedni hodnota
4,5 ng/l
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Referenéni rozmezi:

Referencni rozmezi bylo stanoveno vyrobcem pro riizné vékové skupiny a pohlavi a je

uvedeno v tabulce 7.

chlapci divky
Vék (r) |primér (mg/l)| SD (mg/l) | vék (r) |prdmér (mg/l)| SD (mg/l)
2 1,720 0,740 2 2,000 0,880
3 1,850 0,800 3 2,055 0,665
4 1,980 0,600 4 2,300 0,730
5 2,215 0,965 5 2,380 0,920
6 2,345 1,155 6 2,485 1,165
7 2,770 1,410 7 2,675 1,155
8 3,160 1,230 8 2,700 1,280
9 3,200 0,830 9 2,850 1,150
10 3,095 1,025 10 3,260 1,110
11 3,270 1,620 11 4,220 1,990
12 3,800 1,360 12 4,390 2,450
13 3,875 1,245 13 5,010 2,680
14 4,620 2,420 14 4,710 2,660
15 5,170 1,990 15 4,175 1,955
16 4,900 2,190 16 4,850 1,900
17 4,550 1,820 17 4,875 1,595
18 4,755 1,795 18 4,460 1,200

Tabulka 7: Referen¢ni rozmezi pro IGFBP-3 dle véku a pohlavi

Vypodet a vyjadieni vysledku:

Vysledek ziskany interpolaci z kalibracni kfivky je vydavan na cela cisla v mg/l. Ke
kazdému vysledku je dopoctena a uvedena smérodatna odchylka vypocétend ze souboru
normalnich pacientli vzhledem k v€ku a pohlavi pacienta. U dospé€lych pacienti, tj. nad 18 let,

se smérodatnd odchylka neuvadi.

Kontrola kvality:

Kontrola se zatazuje vzdy pfi stanoveni kalibra¢ni kiivky. Pouziva se firemni kontrola,

jejiz deklarované rozmezi je uvedeno na Stitku.
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2.2.5.4. Inzulin

Inzulin je stanovovany ze séra chemiluminiscen¢ni analyzou na analyzatoru Immulite

1000 (DPC).

Princip metody:

Stanoveni je zaloZeno na reakci jednoho epitopu inzulinu s monoklonalni mysi
protilatkou navazanou na polystyrenové kulicce a druhého epitopu s polyklonalni kuteci
protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatdzou. Reakce probihd 60 minut pii 37 °C.
Nenavazany materidl se odstrani odstfedivym promyvanim. Pfida se substrat fosfore¢ny ester
adamantyl dioxetanu, ktery hydrolyzuje stykem s alkalickou fosfatazou za vzniku nestabilniho
meziproduktu. Ten se ihned rozpada za produkce zareni, které se detekuje luminometrem.

Intenzita vzniklého zafeni je pfimo umérnad koncentraci inzulinu ve vySetfovaném vzorku.

Preanalvtické pozadavky:

Pacient k odbéru musi byt nalano a nevyzaduje zvlastni ptipravu k odbéru. Zilni krev
se odebira do zkumavky a po odstiedéni se odd¢€li sérum. Nelze pouzit EDTA. Po piijeti
vzorku do laboratofe je nutno vzorek stocit v centrifuze pti 1000 g po dobu minimalné 10
minut. Vzorky séra je mozné skladovat 7 dni pii 2 - 8 °C nebo 2 mésice pii -20 °C.
Rozmrazeni vzorkd je mozné pouze jednou a to pii teploté 15 - 28 °C. Ke stanoveni je tieba
100 pl séra, spolu s mrtvym objemem je tfeba pocitat alespon 200 ul séra potfebnych pro

samostatnou analyzu.

Analyzator:

Imunochemicky chemiluminiscen¢ni analyzator Immulite 1000 (DPC) je samostatnou
jednotkou, kterd zahrnuje davkovani vzorkli i reagencii, inkubaci, detekci a automatické

vyhodnoceni vysledkili. Analyzator je urcen k nepfetrzitému provozu.

Reagencie:
1. Souprava: Inzulin (LKINI nebo LKINS). Souprava obsahuje nadobku s reagencii

(LIN2), obsahujici 6,5 ml konjugéitu alkalické fosfatdzy s kufeci polyklonalni
protilatkou proti inzulinu v pufru, sa€ky s testovacimi jednotkami (LIN2), obsahujici

polystyrenové kulicky s imobilizovanou mysi monoklonalni protildtkou proti inzulinu,
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2 lyofilizované kalibratory s nizkou (LINL) a vysokou (LINH) koncentraci inzulinu a
2 lyofiliované kontroly s nizkou (LINC1) a vysokou (LINC2) koncentraci inzulinu.
Souprava se skladuje pfi 2 - 8 °C. VSechny reagencie se pouzivaji s ohledem na
expiraci, ktera je uvedena na vné&j$im obalu soupravy. V piipad¢ pfekroceni expiracni
doby na tuto skutecnost upozorni software analyzatoru. Kalibratory je mozné po
rekonstituci skladovat 60 dnti pii -20 °C. Kontroly je mozné po rekonstituci skladovat
60 dni pii -20 °C.

2. Diluent: Inzulin Sample Diluent (LINZ). Diluent se pouzivd k fedéni vzorkl s
koncentraci vyssi nez 400 mIU/I. Diluent se skladuje pii 2 - 8 °C 30 dnd, nebo pii -20
°C 6 mésicu.

3. Pomocné roztoky:

e Chemiluminiscen¢ni substrat (LSUBX) - detekéni roztok obsahujici adamantyl
dioxetan

e  Wash Modul (LPWS2) — promyvaci roztok

e Probe cleaning kit (LKPM)- Cistici roztok

Kalibrace:

Soucasti soupravy je firemni kalibracni kiivka a dva kalibratory oznacené (LINL)
"Adjustor Low" a (LINH) "Adjustor High" (dodavatel DPC Czech, vyrobce DPC). Pomoci
téchto kalibratorii se provadi Gprava kalibracni kiivky vzdy, kdyz se zméni SarZe soupravy, po
uplynuti 14 dnti od posledni upravy nebo v piipad¢, kdy vysledek analyzy kontrolniho vzorku
je mimo povolené meze.

Kalibratory jsou v lyofilizované formé. Rekonstituuji se pfiddnim presné 4,0 ml
destilované vody a ponechanim stit po dobu 30 minut za obcasné¢ho opatrného promichéni
krouzivym pohybem. Potom se rozpipetuji a zamrazi na -20 °C. Po kalibraci se provede

stanoveni kontrolniho materidlu. (Inzulin controls-kat. ¢. LINCI1 a LINC?2)

Standardizace (navaznost méreni):

Metoda Immulite Inzulin je navazana na referen¢ni standard WHO NIBSC IRP 1 ¢islo

66/304.

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibra¢ni kiivky udané vyrobcem: 0 — 300 mU/1
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Analyticka citlivost: 2 mU/I
Analytické znaky metody

Kontrola priumér CV (%) Bias (%)
Hladina 1 9,81 mU/1 18,8 6,6
Hladina 2 47,54 mU/1 9,1 1,1

Interference:
Hemolyza neinterferuje, vysoké koncentrace bilirubinu (vice nez 100 mg/dl) snizuji
vysledky. Cirkulujici protilatky proti inzulinu u pacientti 1é¢enych zvifecimi formami inzulinu

interferuji.

Referenéni rozmezi stanovené vyrobcem:
Pro obé¢ pohlavi: 15— 60 let: 6 — 27 mU/1
60 — 90 let: 6,6 — 36,7 mU/1
nad 90 let: 2,4 — 19 mU/1

Kritické hodnoty nejsou definovany.

Vypocet a vyjadieni vysledku:

Vysledek je vydavan na 1 desetinné misto v mU/L.

Kontrola kvality:

Kontrola se provadi denné na 2 hladinich. (Kontrolni material Inzulin Control).
Vysledky kontrol se prubézné kontroluji a zaznamenavaji a dale se fidi obecnymi pravidly pro
vnitini kontrolu kvality.

SEKK — ucast v ¢eském kontrolnim cyklu 4x ro¢né, analyzuji se dva rizné vzorky. Na

zakladé ucasti v cyklu ziskava laboratot Osvédceni o ucasti.

2.2.5.5. C-peptid

C-peptid je stanovovany ze séra chemiluminiscenéni analyzou na analyzéatoru

Immulite 1000 (DPC).

Princip metody:
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Stanoveni je zalozeno na rovnovazné kompetitivni reakci nésledované
chemiluminiscen¢ni detekci. Na polystyrenové kulicce v reagencni zkumavce je navazéana
krali¢i polyklonalni protilatka proti C-peptidu. Kulicka se inkubuje pii 37 °C 60 minut se
vzorkem a alkalickou fosfatazou znacenym C-peptidem, kdy dochdzi ke kompetitivni reakeci.
Nenavazany material se odstrani odstfedivym promyvanim. Pfida se substrat fosforecny ester
adamantyl dioxetanu, ktery hydrolyzuje s alkalickou fosfatdzou za vzniku nestabilniho
meziproduktu. Ten se ihned rozpada za produkce zareni, které se detekuje luminometrem.

Intenzita vzniklého zafeni je nepfimo imérna koncentraci C-peptidu ve vySettovaném vzorku.

Preanalytické pozadavky:

Pacient k odbéru musi byt nala¢no a nevyzaduje zvlastni ptipravu k odbéru. Zilni krev
se odebira do zkumavky a po odstiedéni se oddé€li sérum. Po odbéru je vzorek na ledu
dopraven do laboratote. Po pfijeti vzorku do laboratofe je nutno vzorek stocit v centrifuze pii
1000 g po dobu minimalné 10 minut. Vzorky séra je mozné skladovat 3 hodiny pti 2 - 8 °C
nebo 2 mésice pii -20 °C. Rozmrazeni vzorkl je mozné pouze jednou a to pfi teploté 15 - 28
°C. Ke stanoventi je tieba 50 pl séra, spolu s mrtvym objemem je tfeba pocitat alespont 150 pl

séra potfebnych pro samostatnou analyzu.

Analyzator:

Imunochemicky chemiluminiscen¢ni analyzator Immulite 1000 (DPC) je samostatnou
jednotkou, kterd zahrnuje dévkovani vzorkli i reagencii, inkubaci, detekci a automatické

vyhodnoceni vysledkti. Analyzator je urcen k nepfetrzitému provozu.

Reagencie:
1. Souprava: C-Peptide (LKPE1 nebo LKPES). Souprava obsahuje nadobky s reagencii

(LPE2), obsahujici konjugat alkalické fosfatdzy s C-peptidem v pufru, sacky s
reagenénimi zkumavkami (LPEI), obsahujicimi polystyrenové kulicky potazené
polyklonalni krali¢i protilatkou proti C-peptidu, a 2 lyofilyzované kalibratory s nizkou
(LPEL) a vysokou (LPEH) koncentraci C-peptidu. Souprava se skladuje pii 2 - 8 °C.
Vsechny reagencie se pouzivaji s ohledem na expiraci, ktera je uvedena na vn&jSim
obalu soupravy. V piipad¢ prekroCeni expiracni doby na tuto skute¢nost upozorni
software analyzatoru. Kalibratory je mozné po rekonstituci skladovat -20 °C az do

data exspirace soupravy.
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2. Diluent: C-Peptide Sample Diluent (LPEZ). Diluent se pouziva k fedéni vzorkl s
koncentraci vyssi nez 4.634 pmol/l. Diluent se skladuje pii 2 - 8 °C 30 dnt, nebo pii -
20 °C az do data exspirace vyznaceného na obalu.

3. Pomocné roztoky:

e Chemiluminiscen¢ni substrat (LSUBX) - detekéni roztok obsahujici adamantyl
dioxetan -

e Wash Modul (LPWS2) — promyvaci roztok

e Probe cleaning kit (LKPM)- Cistici roztok

Kalibrace:

Soucasti soupravy je firemni kalibra¢ni kiivka a dva kalibratory oznacené LPEL
"Adjustor Low" a LPEH "Adjustor High" (dodavate]l DPC Czech, vyrobce DPC). Pomoci
téchto kalibratorii se provadi Gprava kalibracni ktivky vzdy, kdyz se zméni SarZe soupravy, po
uplynuti 14 dni od posledni Gipravy nebo v ptipadé, kdy vysledek analyzy kontrolniho vzorku
je mimo povolené meze. Kalibratory jsou v lyofilizované formé. Rekonstituuji se pridanim
piesné 4,0 ml destilované vody a ponechanim stat po dobu 30 minut za obasného opatrného
promichani krouzivym pohybem. Potom se rozpipetuji po 0,5 ml a zamrazi na -20 °C.

Po kalibraci se provede stanoveni kontrolniho materialu (Tri-level C-peptide Control

module — kat. ¢. LPECM).

Standardizace (ndvaznost méfeni):

Metoda Immulite C-peptid je navdzana na referencni standard WHO IRP 1 ¢islo

84/510.

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibra¢ni kiivky udané vyrobcem: 166 - 2317 pmol/l.
Mez stanovitelnosti: 2317 pmol/I

Mez detekce: 99 pmol/l

Analytické znaky metody

Kontrola priamér CV (%) Bias (%)
Hladina 1 263,13 pmol/l 19,6 3
Hladina 2 942,5 pmol/l 5,8 1,7
Hladina 3 1787,7 pmol/l 7,8 1,8

85



Interference:
Bilirubin o koncentracich vice nez 100 mg/l zplUsobuje faleSné zvySeni hodnot.

Hemolyza nezptisobuje interferenci.

Referenéni rozmezi stanovené vyrobcem:

180 — 930 pmol/l pro obé pohlavi a vSechny vékové skupiny. Kritické hodnoty nejsou

definovany.

Vypocet a vyjadieni vysledku:

Vysledek je vydavan na cela ¢isla v pmol/l.

Kontrola kvality:

Kontrola se provadi denn¢ na 3 hladinach. (Kontrolni material Tri Level C-peptide
Control Module). Vysledky kontrol se prubézné kontroluji a zaznamenavaji a dale se tidi

obecnymi pravidly pro vnitini kontrolu kvality.

2.3. Antropometrické metody

Antropometrickd méteni byla provedena ihned po krevnich odbérech. K hodnoceni
nutricniho stavu sledovanych pacienti byly pouzity zékladni antropometrické parametry
(télesna vyska a télesnd hmotnost). Body mass index (BMI) byl stanoven vypoctem podle
vzorce: BMI = t&lesna hmotnost (kg) / t&lesna vyska (m?)

Vzhledem ktomu, Ze rozlozeni antropometrickych parametrd v détském a
adolescentnim obdobi neni linearni, byla antropometrickd data statisticky posouzena také po
ptevodu na SD skoére (SDS, standard-deviation score).

Jako referencni standard antropometrickych dat pro détskou populaci do 18 let byly
pouzity vysledky 5. celondrodniho antropologického vyzkumu déti a mladeze 1991
realizovaného Statnim zdravotnim ustavem v Praze (Lhotska a spol. 1993). Percentilové grafy

pro chlapce i divky jsou uvedeny v ptiloze 1.

2.4. Statistické metody
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Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim statistického software Prism 4.0 od
firmy Graph Pad, Inc. Vysledky jsou prezentovany jako primeér + stfedni chyba priméru
(mean + SEM). Pokud neni uvedeno jinak, byla vSechna data normalné distribuovéna.
Korelace jsou vyjadfeny jako Pearsontiv (pro normalné rozlozena data) nebo Spearmantv
(pro nenormalné rozlotfena data) korelac¢ni koeficient. U skupin s normalnim rozlozenim dat
byly rozdily v rdmci kazdé ze skupin probandi posouzeny parovym t-testem, rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnany neparovym t-testem. V piipad¢ signifikantné
rozdilného rozptylu mezi skupinami byla pouzita Welchova korekce. U skupin s nenormalnim
rozlozenim dat byl k hodnoceni rozdilii v ramci skupin pouzit Wilcoxontiv test, rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnadny Mann-Whitneyho testem. Ve studii amylinu u
pacientdl s osteoporézou byl vzhledem k nenormélnimu rozlozeni hladin amylinu pro
porovnani dat mezi jednotlivymi skupinami pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
(non-parametric one-way repeated-measures analysis of variance (ANOVA)) s naslednym
Dunnovym post testem. Ve stejné studii 1 ve studii pacienti s Crohnovou nemoci a s celiakii
byl pro hodnoceni dat s normalnim rozloZenim pouZit parametricky test one-way ANOVA
s ndslednym Bonferoniho post testem. Za statisticky signifikantni byla povazovéana hodnota p

=0,05.

3. VYSLEDKY
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3.1. Pacienti s obezitou

3.1.1. Antropometricka data u obéznich déti

U chlapcti i divek byl srovnatelny vék (p = 0,1147, n.s.), télesnd vyska (p = 0,4491,
n.s.), inicidlni té¢lesna hmotnost (p = 0,9987, n.s. —-Welchova korekce) a BMI (p = 0,6736, n.s.
— Welchova korekce). Jak u chlapct tak u divek byly zmény télesné hmotnosti i BMI béhem
redukéni terapie vysoce signifikantni (p < 0,0001).
Podle zmén télesné hmotnosti jsme rozdélili pacienty do dvou skupin: Pacienti se Spatnou
odpovédi na redukéni terapii (low-responders - LR; 23 divek - GLR, 12 chlapcti - BLR) ktefi
dosahli méné nez 10 % snizeni inicialni télesné hmotnosti (7,8 + 0,38 %) a pacienti s dobrou
odpovédi na redukéni terapii (high-responders - HR; 10 divek - GHR, 13 chlapcti - BHR)
ktefi dosahli vice nez 10 % sniZeni inicialni télesné hmotnosti (11,8 + 0,32 %). Rozdil ve

snizeni télesné hmotnosti mezi LR a HR skupinami byl statisticky signifikantni (p < 0,0001).

3.1.2. Orexin A u obéznich jedincii

3.1.2.1. Plazmatické hladiny orexinu A

Plazmatické hladiny orexinu A u divek pted redukéni terapii (girls before - GB) byly
32,8 + 2,2 pg/ml (rozmezi 9,7 — 67,3) a po redukci télesné hmotnosti (girls after - GA) 48,8 +
4,1 pg/ml (12,9 — 96,9), p = 0,0003. Hladiny orexinu A u chlapcti pfed redukéni terapii (boys
before - BB) byly 34,0 + 3,5 pg/ml (4,6 — 74,3) a po redukci télesné¢ hmotnosti (boys after -
BA) 55,5 + 4,6 pg/ml (15,3 — 96,0), p < 0,0001 (obr. 19). Kdyz byli hodnoceni chlapci a
divky spolecné, byly hladiny orexinu A 33,3 + 2,0 pg/ml (all before - AB) a 51,7 + 3,1 pg/ml
(all after - AA), p < 0.0001. Plazmatické hladiny orexinu A u AB signifikantn¢ korelovaly s
AA (r=0,4089; p=0,0014).
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Obriazek 19: Plazmatické hladiny orexinu A u obéznich jedinct pied redukei télesné hmotnosti a po ni
Legenda: GB — divky pied redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pied redukei, BA — chlapci po
redukci; Byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v obou skupinach pted redukci a po ni (*), ale nikoliv mezi

chlapci a divkami (n.s.).

3.1.2.2. Sérové hladiny leptinu, IGF-1 a IGFBP-3

Sérové hladiny leptinu u GB byly 21,9 + 1,8 ng/ml a u GA 10,2 + 1,1 ng/ml (p <
0,0001). U BB byly koncentrace 15,4 + 1,7 ng/ml a u BA 6,2 + 0,7 ng/ml (p < 0,0001). Kdyz
byli hodnoceni chlapci a divky spole¢né€, byly hladiny leptinu 19,1 + 1,3 (AB) a 8,4 + 0,8
ng/ml (AA), p <0,0001 (obr. 20).

Sérové hladiny IGF-1 u divek byly 431,8 + 31,9 ug/l a u chlapct 386,6 + 39,5 ug/l.
Hladiny IGFBP-3 u divek byly 5,0 + 0,2 mg/l a u chlapci 5,4 + 0,2 mg/l. Jak hladiny IGF-1
tak IGFBP-3 byly méfeny pouze pted redukci télesné hmotnosti a nebyly nalezeny zadné
signifikantni rozdily mezi chlapci a divkami jak u IGF-1 (p = 0,3716) tak u IGFBP-3 (p =
0,1600) (obr. 21).
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Obrazek 20: Sérové hladiny leptinu u obéznich jedincti pred redukei télesné hmotnosti a po ni

Legenda: GB — divky pied redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pied redukei, BA — chlapci po

redukci; Byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v obou skupinach pted redukci a po ni (*) i rozdil mezi

chlapci a divkami (#).
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Obrizek 21: Sérové hladiny IGF-1 a IGFBP-3 u obéznich jedinct pied redukei télesné hmotnosti

Legenda: Ani u jednoho z parametrti nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi chlapci a divkami (n.s.).
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3.1.2.3. Vztah hladin orexinu A k v€ku a pohlavi

Nalezli jsme silnou negativni korelaci mezi hladinami orexinu A a vékem (r = -0,5395;
p <0,0001) (obr. 22). Hladiny orexinu A nebyly signifikantné odlisné mezi chlapci a divkami
ani pred redukci télesné hmotnosti (p = 0,7842, Welchova korekce) ani po ni (p = 0,2842),
ackoli u chlapct byly priumérné hladiny orexinu A mirn€ vyssi jak pred redukci télesné
hmotnosti tak i po ni (obr. 19). Nalezli jsme pozitivni korelaci mezi hladinami leptinu a
vékem (r = 0,3370; p = 0,0097). Hladiny leptinu byly signifikantn€ nizsi u chlapct nez u
divek jak pted redukci (p = 0,0126) tak po redukci télesné hmotnosti (p = 0,0053, Welchova
korekce) (obr. 20).
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Obrazek 22: Korelace plazmatickych hladin orexinu A s vékem a télesnou vyskou u obéznich jedinct

3.1.2.4. Korelace hladin orexinu A a leptinu s antropometrickymi parametry

Zjistili jsme negativni korelaci mezi hladinami orexinu A a télesnou vyskou (r = -
0,4751; p = 0,0002) (obr. 22). Plasmatické hladiny orexinu A negativné korelovaly s télesnou
hmotnosti (r = -0,4030; p = 0,0017) a BMI (r = -0,2607; p = 0,0481) narozdil od hladin
leptinu, kde byla v obou pfipadech nalezena korelace pozitivni (r = 0,5068; p < 0,0001,
respektive r = 0,5764; p < 0,0001) (obr. 23).
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Obrazek 23: Korelace plazmatickych hladin orexinu A a sérovych hladin leptinu s télesnou hmotnosti u

obéznich jedinch

Po pfevedeni antropometrickych dat na SD skore jsme nenalezli zddny vztah mezi
hladinami orexinu A a SDS télesné vysky (r = 0,07795; p = 0,5608), SDS télesné hmotnosti
(r = -0,03772; p = 0,7786) nebo SDS BMI (r = -0,02343; p = 0,8614). Naopak leptin
koreloval pozitivn¢ s télesnou vyskou (r = 0,3318; p = 0,0109), SDS télesné¢ vysky (r =
0,3175; p=0,0152), SDS télesné¢ hmotnosti (r = 0,6251; p < 0,0001) a SDS BMI (r = 0,5445;
p <0,0001).
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Obriazek 24: Zmény plazmatickych hladin orexinu A u obéznich jedincli béhem redukce télesné hmotnosti ve
vztahu k uspésnosti redukéni 1écby

Legenda: GLR — divky s redukci télesné hmotnosti < 10 %, GHR — divky s redukci télesné hmotnosti > 10 %,
BLR — chlapci s redukei télesné hmotnosti < 10 %, BHR — chlapci s redukei télesné hmotnosti > 10 %; Ani

v jedné ze skupin nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil (n.s.).

3.1.2.5. Zmény hladin orexinu A ve vztahu k odpovédi na redukéni terapii

Ve skupiné HR jsme nalezli vyznamnéjsi zvySeni hladin orexinu A ve srovnani s LR
skupinou jak u divek (20,5 + 6,3 vs 14 + 5,0 pg/ml, p = 0,4585) tak u chlapct (23,5 + 6,6 vs
19,3 + 5,4 pg/ml, p = 0,6281) (obr. 24), ale tyto rozdily nebyly statisticky signifikantni. Ani
zména sérovych hladin leptinu nebyla statisticky signifikantni mezi HR a LR skupinou jak u
divek (p = 0,1778) tak u chlapcii (p = 0,4126). Pti soucasném statistickém hodnoceni divek i
chlapci v HR skupin€ byla nalezena tendence k negativni korelaci mezi zvySenim hladin

orexinu A snizenim hladin leptinu (r = -0,3849, p = 0,0698).

3.1.2.6. Korelace s biochemickymi parametry

Nenalezli jsme korelaci mezi plasmatickymi hladinami orexinu A a sérovymi

hladinami leptinu ani pied redukci télesné hmotnosti (r = -0,04193; p = 0,7547) ani po ni (r =
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-0,2249; p = 0,0897). Nenalezli jsme korelaci mezi témito dvéma parametry ani kdyz byly
samostatn¢ posouzeny skupiny HR a LR. Také jsme nenalezli korelaci mezi plasmatickymi
hladinami orexinu A a sérovymi hladinami IGF-1 (r = -0,03414; p = 0,7992) nebo IGFBP-3 (r
=0,07766; p = 0,5623).

3.1.3. Ghrelin u obéznich jedincii

3.1.3.1. Plazmatické hladiny celkového ghrelinu
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Obrazek 25: Plazmatické hladiny ghrelinu u obéznich jedinci pred redukci télesné hmotnosti a po ni
Legenda: GB — divky pied redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pred redukei, BA — chlapci po
redukci; Byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v obou skupinach pied redukci a po ni (*), 1 rozdil mezi

chlapci a divkami (#).

Plazmatické hladiny ghrelinu u GB byly 938,3 + 59,8 pg/ml (rozmezi 251 — 1578) au
GA 1120 + 76 pg/ml (177 — 1709), p < 0,0001. Hladiny ghrelinu u BB byly 720,5 + 60,6
pg/ml (214,3 — 1371) au BA 832,9 + 75,5 pg/ml (170,7 — 1952), p = 0,0459 (obr. 25). Kdyz
byli hodnoceni chlapci a divky spole¢né, byly hladiny ghrelinu 844,4 + 44,9 pg/ml (AB) a
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996,5 + 56,9 pg/ml (AA), p < 0,0001. Plazmatické hladiny ghrelinu u AB signifikantné
korelovaly s AA (r = 0,8693; p < 0,0001).

3.1.3.2. Vztah hladin ghrelinu k véku a pohlavi

U chlapcii byly signifikantné nizs§i hladiny ghrelinu nez u divek jak pied redukci
télesné hmotnosti (p = 0,0149) tak po ni (p = 0,011) (obr. 25). U sledované skupiny obéznich

pacientl jsme nenalezli korelaci mezi hladinami ghrelinu a vékem (r = 0,08927; p = 0,5052).

3.1.3.3. Korelace hladin ghrelinu s antropometrickymi parametry

Nalezli jsme negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu po redukci télesné hmotnosti
a télesnou vyskou (r = -0,3196; p = 0,0145) (obr. 26) i SDS télesné vysky (r = -0,2901; p =
0,0272). Plasmatické hladiny ghrelinu negativné korelovaly s télesnou hmotnosti po redukci (r
=-0,3137; p=0,0165) (obr. 26), korelace s SDS skore byla na hranici statistické vyznamnosti
(r = -0,2548; p = 0,0536). Pted redukci télesné hmotnosti byla korelace s hmotnosti méné
vyznamna (r = -0,2501; p = 0,0583) a korelace s BMI byla také na hranici statistické
vyznamnosti (r = -0,2325; p = 0,0791). Nenalezli jsme zadny vztah mezi hladinami ghrelinu a

SDS BMI.
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Obrazek 26: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu s té€lesnou vyskou a t€lesnou hmotnosti u obéznich jedincti

3.1.3.4. Zmény hladin ghrelinu ve vztahu k odpovédi na redukéni terapii

Ve skupiné HR jsme nalezli vyraznéj$i zvySeni hladin ghrelinu ve srovnani s LR

skupinou jak u divek (176 + 35,2 vs 196,3 + 55,1 pg/ml, p = 0,7557) tak u chlapct (92,7 +
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37,3 vs 130,8 + 98,7 pg/ml, p = 0,7232, Welchova korekce), ale tyto rozdily nebyly statisticky
signifikantni (obr. 27).
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Obrazek 27: Zmény plazmatickych hladin ghrelinu u obéznich jedinc béhem redukce télesné hmotnosti ve
vztahu k uspésnosti redukeni 1écby

Legenda: GLR — divky s redukei télesné hmotnosti < 10 %, GHR — divky s redukeci télesné hmotnosti > 10 %,
BLR — chlapci s redukci télesné hmotnosti < 10 %, BHR — chlapci s redukei télesné hmotnosti > 10 %; Ani

v jedné ze skupin nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil (n.s.).

3.1.3.5. Korelace s biochemickymi parametry

Po redukci télesné hmotnosti korelovaly hladiny celkového ghrelinu pozitivné s
plasmatickymi hladinami orexinu A (r = 0,3025, p = 0,0210) (obr. 28). Nenalezli jsme
korelaci mezi plasmatickymi hladinami ghrelinu a sérovymi hladinami leptinu ¢i adiponektinu
ani pred redukci télesné hmotnosti (r = 0,02934; p = 0,8269) ani po ni (r = -0,04516; p =
0,7364). Také jsme nenalezli korelaci mezi plasmatickymi hladinami ghrelinu a sérovymi

hladinami IGF-1 (r = -0,1656; p = 0,2142) nebo IGFBP-3 (r = -0,1338; p = 0,3168).
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Obrazek 28: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu a orexinu A u obéznich jedinct

3.1.4. Adiponektin u obéznich jedinct

3.1.4.1. Sérové hladiny adiponektinu

Sérové hladiny adiponektinu u GB byly 8,5 + 0,7 ug/ml (rozmezi 3,7 — 25,5) a u GA
8,8+ 0,7 ug/ml (3,8 — 25,5), p = 0,3432. Hladiny adiponektinu u BB byly 8,1 + 0,6 ug/ml (3,9
—14,9) a u BA 8,2 + 0,5 ug/ml (3,5 — 13,4), p = 0,6680 (obr. 29). Kdyz byli hodnoceni
chlapci a divky spolecné, byly hladiny adiponektinu 8,3 + 0,5 ug/ml (AB) a 8,5 + 0,4 ug/ml
(AA), p =0,2979. Plazmatické hladiny adiponektinu u AB signifikantné korelovaly s AA (r =
0,8986; p < 0,0001) (obr. 30).
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Obrazek 29: Sérové hladiny adiponektinu u obéznich jedinct pred redukei télesné hmotnosti a po ni
Legenda: GB — divky pted redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pied redukci, BA — chlapci po
redukci; Ani v jedné ze skupin nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil pted redukci télesné hmotnosti a po

ni (n.s.), ani rozdil mezi chlapci a divkami (n.s.).
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Obrazek 30: Korelace sérovych hladin adiponektinu u obéznich jedinci pied redukci télesné hmotnosti

s hladinami po redukci
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3.1.4.2. Sérové hladiny inzulinu a C-peptidu

Sérové hladiny inzulinu u GB byly 8,2 + 1,6 ulU/ml a u GA 8,8 + 1,5 ulU/ml (n.s.). U
BB byly koncentrace 7,5 + 0,8 ulU/ml a u BA 8 + 0,9 ulU/ml (n.s.). Kdyz byli hodnoceni
chlapci a divky spole¢né, byly hladiny inzulinu 7,9 + 1,0 (AB) a 8,5 + 0,9 ulU/ml (AA) (n.s.).
Hladiny inzulinu nebyly signifikantné odlisné mezi chlapci a divkami ani pted redukci télesné
hmotnosti ani po ni. Namétené hladiny inzulinu nemély normalni rozloZeni hodnot.
Sérové hladiny C-peptidu u GB byly 362,5 + 31,6 pmol/l a u GA 474,1 + 37,1 pmol/Il (n.s.). U
BB byly koncentrace 394,6 + 29,1 pmol/l a u BA 407,9 + 36,4 pmol/l (n.s.). Kdyz byli
hodnoceni chlapci a divky spole¢né, byly hladiny C-peptidu 376,3 + 21,9 (AB) a 445,6 + 26,4
pmol/l (AA) (n.s.). Hladiny C-peptidu nebyly signifikantné odlisSné mezi chlapci a divkami

ani pted ani po redukci télesné hmotnosti (obr. 31).
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Obrazek 31: Sérové hladiny inzulinu a C-peptidu u obéznich jedincil pied redukei t€lesné hmotnosti a po ni
Legenda: GB — divky pred redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pfed redukci, BA — chlapci po
redukci; V Zadné ze skupin ani u jednoho z parametri nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil pied redukci

télesné hmotnosti a po ni (n.s.), ani rozdil mezi chlapci a divkami (n.s.).

3.1.4.3. Vztah hladin adiponektinu k véku a pohlavi

Zjistili jsme vyznamnou negativni korelaci mezi hladinami adiponektinu a vékem (r =
-0,4625; p = 0,0003) (obr. 32). Hladiny adiponektinu nebyly signifikantn¢ odliSné mezi
chlapci a divkami pted redukci télesné hmotnosti (p = 0,5817, Welchova korekce) ani po ni (p
= 0,4357, Welchova korekce) ackoli u chlapct byly primérné hladiny adiponektinu mirné

Cvwr

99



30+ 30+
= 25 o = 254 o
E 25 g 25
3 20- S 20-
£ 15 £ 15
x 0.0 o = o
c & o © O o o < - o
S 10- S S 10 o
E‘ 00 % (o] O g‘ O nm
T 5 T 5
< @p 8o < o m
c L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L] c L) L) L) L) L) L) L]
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 120 130 140 150 160 170 180 190
Vek [roky] Telesna vyska [cm]

Obrazek 32: Korelace sérovych hladin adiponektinu s vékem a télesnou vyskou u obéznich jedinct

3.1.4.4. Korelace hladin adiponektinu s antropometrickymi parametry

Zjistili jsme negativni korelaci mezi hladinami adiponektinu a télesnou vyskou (r = -
0,3998; p = 0,0019) (obr. 32). Sérové hladiny adiponektinu negativné korelovaly pted redukci
s télesnou hmotnosti (r = -0,3888; p = 0,0026) a BMI (r = -0,3664; p = 0,0047). Po redukci
télesné hmotnosti byly tyto korelace jesté¢ vyznamnéjsi (r = -0,4505; p = 0,0004, respektive r =
-0,434; p = 0,0007) (obr. 33). Po ptevedeni antropometrickych dat na SD skore jsme nenalezli
zadny vztah mezi hladinami adiponektinu a SDS télesné vysky, SDS télesné hmotnosti nebo

SDS BMI.
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Obrazek 33: Korelace sérovych hladin adiponektinu s télesnou hmotnosti a BMI u obéznich jedinct
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Obrazek 34: Zmény sérovych hladin adiponektinu u obéznich jedinci béhem redukce télesné hmotnosti ve
vztahu k uspésnosti redukéni 1écby

Legenda: GLR — divky s redukeci télesné hmotnosti < 10 %, GHR — divky s redukci télesné hmotnosti > 10 %,
BLR — chlapci s redukei télesné hmotnosti < 10 %, BHR — chlapci s redukei télesné hmotnosti > 10 %; Ani

v jedné ze skupin nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil (n.s.).

3.1.4.5. Zmény hladin adiponektinu ve vztahu k odpovédi na redukéni terapii

Ve skupiné¢ HR ani LR nedoslo k vyznamné zméné v hladinach adiponektinu béhem

redukéni terapie. Tyto zmény nebyly mezi obéma skupinami statisticky vyznamné (obr. 34).

3.1.4.6. Korelace s biochemickymi parametry

Nenalezli jsme korelaci mezi sérovymi hladinami adiponektinu a leptinu pfed redukci
télesné hmotnosti ani po ni. Nenalezli jsme korelaci mezi t€émito dvéma parametry ani kdyz
byly samostatné posouzeny skupiny HR a LR. Také jsme nenalezli vztah mezi hladinami
adiponektinu a ghrelinu, respektive orexinu A. Sérové hladiny IGF-1 korelovaly negativné se
sérovymi hladinami adiponektinu pied redukci hmotnosti (r = -0,3219; p = 0,0137) (obr. 35) i
s hladinami po redukci (r = -0,2743; p = 0,0372). Naopak mezi hladinami IGFBP-3 a
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adiponektinu korelace nebyla zjisténa. Nalezli jsme negativni korelaci mezi hladinami
adiponektinu a inzulinu (Spearman r = -0,4022; p = 0,0017), respektive C-peptidu (r = -
0,4065; p = 0,0015) pted redukei télesné hmotnosti. Tato korelace byla po redukci télesné
hmotnosti v obou piipadech jesté vyznamngjsi (Spearman r = -0,429; p = 0,0008, respektive r

=-0,4303; p = 0,0007) (obr. 35).
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Obrazek 35: Korelace sérovych hladin adiponektinu s IGF-1, inzulinem a C-peptidem u obéznich jedinct

3.2. Pacientky s mentalni anorexii

3.2.1. Antropometricka data u pacientek s mentalni anorexii

Premenarchedlni divky se od postmenarchedlnich liSily primémym vékem (p =
0,0062), télesnou vyskou (p = 0,006), inicidlni télesnou hmotnosti (p = 0,015) i hmotnosti po
realimentaci (p = 0,0041). U premenarcheédlnich i1 postmenarchedlnich divek byly zmény
télesné hmotnosti i BMI béhem realimenta¢ni terapie signifikantni. Tento rozdil byl vice

vyjadien ve skupiné postmenarcheélnich divek (p < 0,01 vs p <0,0001).

3.2.2. Orexin A u pacientek s mentalni anorexii
3.2.2.1. Plazmatické hladiny orexinu A

Plazmatické hladiny orexinu A u premenarchealnich divek ptfed realimentacni terapii
(premenarcheal before - PRB) byly 53,9 + 4,0 pg/ml (rozmezi 40,5 — 86,3) a po realimentaci

(premenarcheal after - PRA) 45,8 + 2,2 pg/ml (34,6 — 58,4), p = 0,0937, n.s. Hladiny orexinu

A u postmenarchedlnich divek pted realimentacni terapii (postmenarcheal before - POB) byly
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57,1 + 2,9 pg/ml (rozmezi 33,6 — 88,4) a po realimentaci (postmenarcheal after - POA) 48,2 +
1,8 pg/ml (34,4 — 70,6), p = 0,0131 (obr. 36). Kdyz byly hodnoceny vSechny divky spole¢né,
byly hladiny orexinu A 56,2 + 2,4 pg/ml (all before - AB) a 47,5 + 1,4 pg/ml (all after - AA),
p =0.0025.
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Obriazek 36: Plazmatické hladiny orexinu A u pacientek s mentalni anorexii pred realimentacni 1é¢bou a po ni

Legenda: PRB — premenarchealni divky pied realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pfed realimentaci, POA — postmenarchedlni divky po realimentaci; Byl nalezen
statisticky signifikantni rozdil ve skupiné postmenarchealnich divek pfed realimentaci a po ni (*), ale nikoliv u

premenarchealnich (n.s.), ani rozdil mezi premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami (n.s.).

3.2.2.2. Sérov¢ hladiny leptinu, IGF-1 a IGFBP-3

Sérové hladiny leptinu u PRB byly 5,5 + 2,0 ng/ml a u PRA 12,3 + 2,5 ng/ml (p =
0,0648). U POB byly koncentrace 3,0 + 0,3 ng/ml a u POA 10,4 + 0,7 ng/ml (p < 0,0001).
KdyzZ byly hodnoceny vsechny divky spole¢né, byly hladiny leptinu 3,7 + 0,6 (AB) a 10,9 +
0,8 ng/ml (AA), p < 0,0001, Wilcoxonliv test. Hladiny leptinu u AB nemély normalni
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rozlozeni hodnot. Hladiny leptinu se signifikantn€¢ neliSily mezi premenarchealnimi a

postmenarcheéalnimi divkami ani pied realimentacni terapii ani po realimentaci (obr. 37).
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Obrazek 37: Sérové hladiny leptinu u pacientek s mentalni anorexii pied realimentacni 1é¢bou a po ni

Legenda: PRB — premenarchealni divky pied realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pred realimentaci, POA — postmenarchealni divky po realimentaci; Byl nalezen
statisticky signifikantni rozdil ve skupiné postmenarchealnich divek pfed realimentaci a po ni (*), ale nikoliv u

premenarchealnich (n.s.), ani rozdil mezi premenarchealnimi a postmenarchealnimi divkami (n.s.).

Sérové hladiny IGF-1 u PRB byly 223,7 + 45,8 ug/l, u PRA 352,2 + 35,7 ug/l (p =
0,0125), u POB 281,8 + 25,3 ug/l, u POA 483,2 + 36,4 ug/l (p <0,0001), u AB 265,7 + 22,4
ug/l a u AA 446,8 + 29,6 ug/l (p < 0,0001). Hladiny IGF1 po realimentaci se signifikantné
liSily mezi premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami (p = 0,0455) (obr. 38).

Hladiny IGFBP-3 u PRB byly 3,7 + 0,3 mg/l, u PRA 5,4 + 0,6 mg/l (p =0,0278), u POB 4,5
+ 0,2 mg/l, u POA 5,3 + 0,2 mg/l (p = 0,0033), u AB 4,3 +0,2 mg/l,u AA5,3+0,2mg/l (p=
0,0002). Mezi premenarchedlnimi a postmenarchealnimi divkami nebyly nalezeny rozdily

v hladinach IGFBP3 ani pfed realimentacni l1é¢bou ani po ni (obr. 38).
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Obriazek 38: Sérové hladiny IGF-1 a IGFBP-3 u pacientek s mentalni anorexii pred realimentacni 1é¢bou a po ni
Legenda: PRB — premenarchedlni divky pied realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pred realimentaci, POA — postmenarchealni divky po realimentaci; Byl nalezen
statisticky signifikantni rozdil u IGF-1 i IGFBP-3 ve skupiné pre- i postmenarchealnich divek pred realimentaci

a po ni (*). Také byl nalezen rozdil v IGF-1 mezi pre- a postmenarchealnimi divkami po realimentaci (#).

3.2.2.3. Vztah hladin orexinu A k véku a menarché

Ve vySetiované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi vékem a hladinami
orexinu A ani pfed realimentaci ani po ni. Hladiny orexinu A nebyly signifikantné¢ odlisné
mezi premenarchedlnimi a postmenarchealnimi divkami ani pfed realimentaci ani po ni,
ackoli u postmenarcheélnich divek byly primérné hladiny orexinu A v obou ptipadech vyssi

(obr. 36).

3.2.2.4. Korelace s antropometrickymi parametry

Ve sledované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi hladinami orexinu A a
télesnou vyskou, télesnou hmotnosti a BMI ani jejich SD skore ani pred realimentaci ani po
ni.

Naopak hladiny leptinu pfed realimentaci korelovaly pozitivné s SDS télesné
hmotnosti (Spearman r = 0,3686; p = 0,027), BMI (Spearman r = 0,5996; p = 0,0001), SDS
BMI (Spearman r = 0,5761; p = 0,0002) a negativné s hmotnostnim pfirtistkem béhem terapie
(Spearman r = -0,4573; p = 0,005). Hladiny leptinu po realimentaci korelovaly pozitivné s
BMI (r = 0,5008; p=0,0019) a SDS BMI (r = 0,4252; p = 0,0097) (obr. 39).
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Obrazek 39: Korelace sérovych hladin leptinu s BMI a hmotnostnim pfirGistkem u pacientek s mentalni anorexii

Sérové hladiny IGF-1 pfed realimentaci korelovaly pozitivné s télesnou hmotnosti (r =
0,4948; p = 0,0022), s SDS télesné hmotnosti (r = 0,3428; p = 0,0407), BMI (r = 0,5068; p =
0,0016) (obr. 40) a SDS BMI (r = 0,3485; p = 0,0373). Hladiny IGF-1 po realimentaci
korelovaly pozitivn¢ s BMI (r = 0,4284; p = 0,0091).

20.0- 20.0-
__ 175 __ 17.5
N (3]
E E
2 15.04 2 15.04
H s
@ 4254 @ 4254

[ ] [ ]
1o'c L) L) L) L) L) L)  J 10-c L) 1 ) L) L]
0 100 200 300 400 500 600 700 0.0 25 5.0 75 10.0
IGF-1 [ug/l] IGF BP-3 [mg/l]

Obrazek 40: Korelace sérovych hladin IGF-1 a IGFBP-3 s BMI u pacientek s mentalni anorexii

Sérové hladiny IGFBP-3 pted realimentaci korelovaly pozitivné s télesnou hmotnosti

(r=0,3626; p = 0,0298) a BMI (r = 0,4586; p = 0,0049) (obr. 40).

3.2.2.5. Korelace s biochemickymi parametry

Nenalezli jsme korelaci mezi plasmatickymi hladinami orexinu A a sérovymi hladinami leptinu, IGF-1 a IGFBP-3 ani pfed
realimentaci ani po ni. Pfed realimentaci jsme nalezli pozitivni korelaci mezi hladinami IGF-1 a leptinu (r = 0,5014, p = 0,0018) a mezi

hladinami IGF-1 a IGFBP-3 (r = 0,7253, p < 0,0001) (obr. 41).
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Obrazek 41: Korelace sérovych hladin IGF-1 s leptinem a IGFBP-3 u pacientek s mentalni anorexii

3.2.3. Ghrelin u pacientek s mentalni anorexii

3.2.3.1. Plazmatické hladiny ghrelinu

Plazmatické hladiny ghrelinu u PRB byly 2583 + 349,8 pg/ml (rozmezi 1348 — 4625)
a u PRA 2289 + 598,1 pg/ml (951,2 — 7455), p = 0,4579, n.s. Hladiny ghrelinu u POB byly
3198 + 327 pg/ml (rozmezi 992,5 — 8550) a u POA 2095 + 194,9 pg/ml (1118 — 5986), p <
0,0001 (obr. 42). Kdyz byly hodnoceny vSechny divky spole¢né, byly hladiny ghrelinu 3027
+ 257 pg/ml (AB) a 2148 + 213 pg/ml (AA), p = 0.0002, Wilcoxontv test. Hladiny ghrelinu
po realimentaci nemély normalni rozlozeni hodnot. Plazmatické hladiny ghrelinu u AB

signifikantné korelovaly s AA (r =0,6392; p <0,0001).
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Obrazek 42: Plazmatické hladiny ghrelinu u pacientek s mentalni anorexii pied realimentacni 1é¢bou a po ni

Legenda: PRB — premenarchealni divky pfed realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pred realimentaci, POA — postmenarchealni divky po realimentaci; Byl nalezen
statisticky signifikantni rozdil ve skupiné€ postmenarcheélnich divek pted realimentaci a po ni (*), ale nikoliv u

premenarchealnich (n.s.), ani rozdil mezi pre- a postmenarchealnimi divkami (n.s.).

3.2.3.2. Vztah hladin ghrelinu k véku a menarché

Ve vySetiované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi vékem a hladinami
ghrelinu ani ptfed realimentaci ani po ni. Hladiny ghrelinu nebyly signifikantné odlisné mezi
premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami ani pfed realimentaci ani po ni (obr. 42).

3.2.3.3. Korelace hladin ghrelinu s antropometrickymi parametry

Ve sledované skupiné divek jsme nalezli negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu

pted realimentaci a SD skore BMI (r = -0,3826, p = 0,0213). Po realimentaci korelovaly
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plazmatické hladiny ghrelinu negativn¢ s BMI (Spearman r = -0,4392, p = 0,0074) (obr. 43) a

SDS BMI (Spearman r = -0,4942, p = 0,0022).
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Obrazek 43: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu s BMI a leptinem u pacientek s mentalni anorexii

3.2.3.4. Korelace s biochemickymi parametry

Nalezli jsme negativni korelaci mezi plasmatickymi hladinami ghrelinu a sérovymi hladinami leptinu pfed realimentaci

(Spearman r =-0,3951, p=0,0171) i po ni (Spearman r = -0,6416, p < 0,0001) (obr. 43). Hladiny ghrelinu po realimentaci také pozitivné
korelovaly s hladinami orexinu A (Spearman r = 0,3621, p = 0,03) a negativn¢ s hladinami IGFBP-3 (r = -0,3894, p = 0,0189) (obr. 44).
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Obriazek 44: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu s orexinem A a IGFBP-3 u pacientek s mentalni anorexii

3.2.4. Adiponektin u pacientek s mentalni anorexii
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3.2.4.1. Sérové hladiny adiponektinu

Sérové hladiny adiponektinu u PRB byly 16,1 + 1,8 ug/ml (rozmezi 7,7 — 24,2) a u
PRA 17,6 + 1,2 ug/ml (11,2 — 23,5), p = 0,3837, n.s. Hladiny adiponektinu u POB byly 12,0 +
0,9 ug/ml (rozmezi 5,1 — 21,9) a u POA 16,3 + 1,3 ug/ml (8,1 — 33,9), p = 0,0035 (obr. 45).
KdyzZ byly hodnoceny vSechny divky spole¢né, byly hladiny adiponektinu 13,1 + 0,9 ug/ml
(AB) a 16,6 + 1,0 ug/ml (AA), p = 0,0024. Sérové hladiny adiponektinu u AB signifikantné
korelovaly s AA (r=0,3514; p = 0,0356).
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Obrazek 45: Sérové hladiny adiponektinu u pacientek s mentalni anorexii pfed realimentacni 1é¢bou a po ni

Legenda: PRB — premenarchealni divky pied realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pred realimentaci, POA — postmenarchealni divky po realimentaci; Byl nalezen
statisticky signifikantni rozdil ve skupiné postmenarchealnich divek pfed realimentaci a po ni (*), ale nikoliv u

premenarchealnich (n.s.). Také byl nalezen rozdil mezi pre- a postmenarchealnimi divkami pied realimentaci (#).

3.2.4.2. Sérové hladiny inzulinu a C-peptidu
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Sérové hladiny inzulinu u PRB byly 4,6 + 0,9 ulU/ml u PRA 5,6 + 1,1 ulU/ml (n.s.). U
POB byly koncentrace 4 + 0,5 ulU/ml a u POA 4,7 + 0,4 ulU/ml (n.s.). Kdyz byly hodnoceny
vSechny divky spole¢né, byly hladiny inzulinu 4,2 + 0,4 (AB) a 5,0 + 0,4 ulU/ml (AA) (n.s.).
Hladiny inzulinu nebyly signifikantné odlisné mezi premenarchedlnimi a postmenarchealnimi
divkami ani pfed ani po realimentaci.

Sérové hladiny C-peptidu u PRB byly 530,6 + 143,9 pmol/l a u PRA 436,5 + 50,9
pmol/l (n.s.). U POB byly koncentrace 406 + 40,5 pmol/l a u POA 426,8 + 24,6 pmol/l (n.s.).
Kdyz byly hodnoceny vsechny divky spole¢né, byly hladiny C-peptidu 440,6 + 49,1 (AB) a
429,5 + 22,3 pmol/l (AA) (n.s.). Hladiny C-peptidu nebyly signifikantn¢ odlisné mezi

premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami ani pted realimentaci ani po ni (obr. 46).
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Obriazek 46: Sérové hladiny inzulinu a C-peptidu u pacientek s mentalni anorexii pied realimentacni lé¢bou a
po ni

Legenda: PRB — premenarchealni divky pred realimentaci, PRA — premenarchealni divky po realimentaci, POB
— postmenarchealni divky pred realimentaci, POA — postmenarchedlni divky po realimentaci; V zadné ze skupin
ani u jednoho z parametrd nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil pied pealimentaci a po ni (n.s.), ani

rozdil mezi pre- a postmenarchealnimi divkami (n.s.).

3.2.4.3. Vztah hladin adiponektinu k véku a menarché

Ve vySetiované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi vékem a hladinami
adiponektinu ani pfed realimentaci ani po ni. Primérné hladiny adiponektinu u
postmenarchealnich divek pied realimentaci byly signifikantné nizsi nez u premenarchealnich

(p =0,0317). Po realimentaci nebyl tento rozdil statisticky vyznamny (obr. 45).

3.2.4.4. Korelace s antropometrickymi parametry
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Nalezli jsme negativni korelaci mezi hladinami adiponektinu po realimentaci a BMI (r
=-0,4335, p = 0,0083) (obr. 47), respektive SD skore BMI (r = -0,3999, p = 0,0157). Hladiny
inzulinu korelovaly pfed realimentaci pozitivn€ s SD skore télesné hmotnosti (r = 0,347, p =
0,0381) a po realimentaci negativn¢ s hmotnostnim pfirastkem (r = -0,3303, p = 0,0491) (obr.

47). Nenalezli jsme Zzadnou korelaci mezi hladinami C-peptidu a antropometrickymi

parametry.
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Obrazek 47: Korelace sérovych hladin adiponektinu s BMI a inzulinu s hmotnostnim pfiristkem u pacientek

s mentalni anorexii

3.2.4.5. Korelace s biochemickymi parametry

Po realimentaci jsme nalezli pozitivni korelaci mezi sérovymi hladinami adiponektinu a plasmatickymi hladinami ghrelinu
(Spearman r = 0,566, p = 0,0003). Nenalezli jsme korelaci mezi sérovymi hladinami adiponektinu a inzulinu, respektive C-peptidu. Sérové
hladiny inzulinu korelovaly pfed realimentaci pozitivné s hladinami leptinu (Spearman r = 0,4291, p = 0,009) a IGF-1 (r=0,3574,p =
0,0324). Hladiny C-peptidu po realimentaci pozitivné korelovaly s hladinami leptinu (r = 0,3954, p = 0,017) (obr. 48).
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Obriazek 48: Korelace sérovych hladin adiponektinu s plazmatickymi hladinami ghrelinu, sérovych hladin C-

peptidu a inzulinu s leptinem a inzulinu s IGF-1 u pacientek s mentalni anorexii

Souhrn vysledkt pro jednotlivé regula¢ni peptidy u obéznich pacientil i u pacientek s mentalni anorexii je uveden v tabulce 8.
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a)

Obé zni: Vék Pohlavi vV THM BMI SDS TV | SDS THM | SDS BMI
Orexin A - 0 - - 0 0 0
Leptin + BL + + + + + +
Ghrelin 0 BL - - 0 0 0
Adiponektin - 0 - - - 0 0 0

b)

Obé zni: Orexin A Leptin Ghrelin | Adiponektin IGF-1 IGF BP-3 Inzulin C-peptid
Orexin A X 0 + 0 0 0 NT NT
Leptin 0 X 0 0 0 0 NT NT
Ghrelin + 0 X 0 0 0 NT NT
Adiponektin 0 0 0 X - 0 - -

c)
MA: Vek Menarché vV THM BMI SDS TV | SDS THM | SDS BMI
Orexin A 0 0 0 0 0 0 0 0
Leptin 0 0 0 0 0 + +
Ghrelin 0 0 0 0 - 0 0 -
Adiponektin 0 POL 0 0 - 0 0 -

d)

MA: Orexin A Leptin Ghrelin | Adiponektin IGF-1 IGF BP-3 Inzulin C-peptid
Orexin A X 0 + 0 0 0 NT NT
Leptin 0 X - 0 + 0 + +
Ghrelin + - X + 0 NT NT
Adiponektin 0 0 + X 0 0 0 0

Tabulka 8: Souhrn vysledk pro jednotlivé regulacni peptidy u obéznich pacienti (korelace

s antropometrickymi (a) a biochemickymi (b) parametry) a u pacientek s mentalni anorexii (korelace

s antropometrickymi (c) a biochemickymi (d) parametry)

Legenda: znaménko (+) - pozitivni korelace, znaménko (-) - negativni korelace, znaménko (0) — Zadna korelace,
NT — netestovano, BL — nizsi hladiny u chlapct, POL — niz$i hladiny u postmenarchealnich divek; TV — télesna

vyska, THM — télesna hmotnost, BMI — body mass index, SDS - SD skore, MA — mentalni anorexie

3.3. Pacienti s Crohnovou nemoci, celiakii a zdravé kontroly

3.3.1. Antropometricka data

Primérny vék v kontrolni skupin€é (CG) nebyl statisticky odliSny od pacientd
s Crohnovou nemoci (CN) ani s celiakalni sprue (CS) (ANOVA, p > 0,05). Primérny vék u
CN byl signifikantné vyssi nez u CS (ANOVA, p < 0,001). Primérna télesna vyska i télesna
hmotnost byly signifikantné niz§i u CS v porovnani s CG 1 CN. Naopak SDS télesné
hmotnosti bylo signifikantn€ nizs§i u CS i CN v porovnani s CG. V hodnotidch primérného

BMI nebyl rozdil mezi jednotlivymi skupinami nalezen. SDS télesné hmotnosti i SDS BMI

114



bylo signifikantn¢ nizsi u CN nez u CG. Uvnitt zadné ze sledovanych skupin pacienti nebyl
nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi chlapci a divkami v primérmém véku, télesné

vysce ani télesné hmotnosti.

3.3.2. Plazmatické hladiny orexinu A

Plazmatické hladiny orexinu A ve skupiné CN byly 57,6 + 3,7 pg/ml (rozmezi 16,5 —
89,2), ve skupiné CS byly 55,2 + 3,3 pg/ml (rozmezi 26,1 — 80,9) a ve skupiné CG byly 44,8
+ 3,2 pg/ml (rozmezi 2,4 — 76,0), ANOVA, p = 0,0159. Hladiny ve skupiné¢ CN i CS byly
signifikantné vyssi nez v CG (ANOVA, p < 0,05) (obr. 49).
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Obrazek 49: Plazmatické hladiny orexinu A u pacientll s Crohnovou nemoci, celiakalni sprue a u kontrolni
skupiny
Legenda: CN — Crohnova nemoc, CS — celiakélni sprue, CG — kontrolni skupina; Primérné hladiny ve skupiné

CN i CS byly signifikantné vyssi nez v CG (*)

3.3.3. Sérov¢ hladiny leptinu, IGF-1 a IGFBP-3

Sérové hladiny leptinu u CN byly 6,0 + 1,4 ng/ml, u CS 7,2 + 1,7 ng/ml au CG 8,2 +
1,2 ng/ml (ANOVA, n.s.). Sérové hladiny IGF-1 u CN byly 282,3 + 50,0 ug/l, u CS 335,2 +
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95,7 ug/lau CG 471,8 + 42,6 ug/l (ANOVA, n.s.). Sérové hladiny IGFBP-3 u CN byly 4,1 +
0,3 mg/l,uCS 5,2+ 0,4 mg/lauCG 4,9 +0,2 mg/l (ANOVA, p = 0,0245). (obr. 50).
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Obriazek 50: Sérové hladiny IGFBP-3 u pacienti s Crohnovou nemoci, celiakalni sprue a u kontrolni skupiny
Legenda: CN — Crohnova nemoc, CS — celiakélni sprue, CG — kontrolni skupina; Primérné hladiny ve skupiné

CN i CS byly signifikantné vyssi nez v CG (*)

3.3.4. Korelace orexinu A s antropometrickymi a biochemickymi parametry

U pacientti s CN korelovaly plazmatické hladiny orexinu A pozitivné s hladinami IGF-
1 (r=0,6129, p = 0,0089) a IGFBP-3 (r = 0,4674, p = 0,0377) a negativné¢ s SDS télesné
vysky (r = -0,4487, p = 0,0317) (obr. 51). U pacienti s CS korelovaly hladiny orexinu A
sIGF-1 (r = 0,6464, p = 0,0316). Korelace shladinami leptinu ani ostatnimi

antropometrickymi parametry nalezena nebyla.
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Obriazek 51: Korelace hladin orexinu A s IGF-1, IGFBP-3 a SDS télesné vysky u pacienti s Crohnovou nemoci
Legenda: SDS TV — SD skore télesné vysky

3.3.5. Rozdily vzhledem k pohlavi

Plazmatické hladiny orexinu A ani sérové hladiny IGF-1 nebo IGFBP-3 nebyly
statisticky signifikantné¢ odliSné mezi chlapci a dévcCaty ani v jedné ze sledovanych skupin
(CN, CS a CG). Sérové hladiny leptinu nebyly mezi obéma pohlavimi odliSné ve skupinach
CN a CS, ale byly signifikantné nizsi u chlapcti v CG (p = 0,0206) (obr. 52).
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Obriazek 52: Sérové hladiny leptinu v kontrolni skupiné jsou signifikantné nizsi u chlapct ve srovnani s divkami
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3.4. Amylin u pacientii s osteoporézou

3.4.1. Charakteristika pacientil

Primérna t€lesna hmotnost u pacientli s osteoporoézou (OP), diabetikt II.typu (DM) a
v kontrolni skupiné (CG) byla 64,4 + 1,4, 71,1 + 2,2 a 69,3 + 1,7 kg, primérna télesna vyska
v téchto skupinach byla 1,67, 1,64 a 1,64 m a primérny BMI byl 23,2 + 0,7, 26,5 + 1,1 a 25,8
+ 0,8 kg/m’. Télesna vyska nebyla mezi jednotlivymi skupinami statisticky vyznamng
odli$na. Primérna télesna hmotnost byla nizsi u OP nez u CG a BMI u OP byl signifikantné

nizs$i nez u CG (One-way ANOVA s Bonferoniho testem, p = 0,0155).

3.4.2. Plazmatické hladiny amylinu

Plazmatické hladiny celkového amylinu u OP byly 3,3 + 0,5 pmol/l (rozmezi 1-12,3),
u pacientti s DM 6,3 + 1,5 pmol/l (1,1 — 14,2) au CG 8,5 + 3,1 pmol/l (1 — 70,9). Primérné
plazmatické hladiny byly niz§i u OP nez u DM a CG, ale rozdil nedosahl statisticky
signifikantnich hodnot stejn¢ jako pfi srovnani skupiny DM a CG (Kruskal-Wallistv test, p >
0,05) (obr. 53). Ve skupiné CG neodpovidaly vysledky normalnimu rozloZeni hodnot.

Plazmatické hladiny neredukovaného amylinu u OP (n = 28) byly 2,5 + 0,9 pmol/l (1 —
19,9),uDM (n=10) 4,2+ 1,0 pmol/I (1,9 -11)au CG (n=5) 13,5 + 3,9 pmol/l (2,5 — 26,6).
Plazmatické hladiny byly signifikantné niz§i u OP nez u DM a CG (Kruskal-Wallistv test,
souhrnnd hladina p = 0,0003) (obr. 54). Rozdil hladin neredukovaného amylinu mezi DM a
CG nebyl statisticky odliSny. Ve skupiné OP neodpovidaly vysledky normdlnimu rozlozeni
hodnot.
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Obrazek 53: Plazmatické hladiny celkového amylinu nalacno u riznych skupin pacienti
Legenda: OP — pacienti s osteoporéozou, DM — pacienti s diabetem Il.typu, CG - kontrolni skupina; Mezi

jednotlivymi skupinami nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil (n.s.).
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Obrazek 54: Plazmatické hladiny neredukovaného amylinu nala¢no u raznych skupin pacientt
Legenda: OP — pacienti s osteoporézou, DM — pacienti s diabetem IL.typu, CG - kontrolni skupina; Byl nalezen

statisticky signifikantni rozdil mezi OP a DM, respektive CG (*).
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3.4.3. Hladiny amylinu vzhledem k véku

Ani po adjustaci na veék se hladiny celkového amylinu mezi jednotlivymi skupinami
signifikantné nelisily, ale u OP byly primérné hladiny stale nizs§i nez u DM a CG. Hladiny
neredukovaného amylinu u pacientii s OP po adjustaci na vék ztlistaly signifikantné nizsi ve
srovnani s DM a CG na hladiné vyznamnosti p < 0,05. V Zadné ze skupin jsme nenalezli

korelaci mezi vékem a hladinami celkového nebo redukovaného amylinu.

3.4.4. Hladiny amylinu vzhledem k pohlavi

U Zen byly primérné hladiny celkového amylinu nizs§i ve skupiné¢ OP (3,1 + 0.4
pmol/l) nez u CG (8,2 + 5,3 pmol/l), ale tento rozdil nebyl statisticky signifikantni. Hladiny
neredukovaného amylinu u Zen byly signifikantné nizsi u OP (2,2 + 0,9 pmol/l) nez u CG
(13,5 + 3,9 pmol/l), p <0,01. U 3 muzi ve skupiné¢ s OP byly hladiny celkového amylinu 4,6
+ 2,6 pmol/l a hladiny neredukovaného amylinu 4,5 + 3,6 pmol/l. Nenalezli jsme signifikantni
rozdil v hladinach amylinu mezi muzi a Zenami. Podrobnéjsi statisticka analyza nebyla

provadéna vzhledem k nizkému poctu muzi ve skupiné OP.
3.4.5. Hladiny amylinu vzhledem k antropometrickym parametrim

Po adjustaci na télesnou hmotnost byly hladiny celkového amylinu u OP niz$i nez u
DM a CG (n.s.). Neredukovany amylin u pacient s OP byl statisticky signigfikantn¢ nizsi nez

u CG (p <0,01). V Zadné ze skupin nebyla nalezena korelace mezi hladinami celkového nebo

neredukovaného amylinu a té€lesnou hmotnosti, vySkou nebo BMI.
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4. DISKUSE

4.1. Orexin A

4.1.1. Hladiny orexinu A

V nasi studii se pohybovaly primérné plazmatické hladiny orexinu A v rozmezi 33-34
pg/ml u obéznich déti pfed redukci télesné hmotnosti a v rozmezi 54-58 pg/ml u pacientek
s mentalni anorexii pfed realimentacni 1écbou, u pacientti s Crohnovou nemoci a s celiakii.
V prubéhu redukce télesné hmotnosti u obéznich jedincii se hladiny normalizovaly podobné
jako v pritbéhu realimentace u pacientek s mentalni anorexii. Vysledné hladiny orexinu A se
v obou piipadech pohybovaly okolo 45-50 pg/ml, coz je hodnota odpovidajici primérnym
hladindm orexinu A u kontrolni skupiny. Vzhledem k faktu, Ze ani vSichni obézni jedinci ani
pacientky s mentalni anorexii nedosahly béhem terapie normalni télesné hmotnosti
(respektive BMI) ani normdalniho nutri¢éniho stavu organismu se zda, ze k normalizaci hladin
orexinu A dochdzi s predstihem pfed dosaZzenim normalni télesné hmotnosti béhem
terapeutické intervence. UrCit normalni hladiny orexinu A pro danou populaci je obtizné
vzhledem k faktu, ze v soucasné dobé¢ je k dispozici fada riznych metodickych postupt pro
stanoveni plazmatickych hladin orexinu A.

V odborné literatufe se uvadéné hladiny orexinu A v plazmé li§i podle pouzité
metodiky, napt. Arihara a spol. ve své praci uvadi primérné hladiny orexinu A rano nala¢no u
17 zdravych jedinct 1,94 pmol/l (= 6,9 pg/ml) pii pouziti radioimunoanalyzy s piedchozi
extrakei peptidu z plazmy (Arihara a spol. 2001). Adam a spol. popisuje snizené plazmatické
hladiny orexinu A u dospé€lych obéznich jedinct ve srovnani s kontrolni skupinou. Do studie
byli zatazeni jedinci s BMI v rozmezi 19,8 — 59 kg/m2. Ke stanoveni orexinu A v plazmé byla
hladiny orexinu A se pohybovaly v rozmezi od 40 pg/ml u obéznich jedinct po 61,4 pg/ml u
eutrofickych kontrol (Adam a spol. 2002). Tyto hodnoty jsou srovnatelné¢ s hodnotami
stanovenymi v nasi studii u obéznich déti. Komaki a spol. popisuje zmény sérovych hladin
orexinu A béhem 10 denniho lacnéni a nasledné 7 denni realimentace u dospé€lych jedincii
s normalni télesnou hmotnosti. Ve studii byla pouzita radioimunoanalyza bez ptedchozi
extrak¢éni procedury. Deklarovand senzitivita metody byla 18 pg/ml. Primérné hladiny

orexinu A se pohybovaly v rozmezi 29,9 pg/ml na pocatku experimentu, 47,9 pg/ml na konci
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10 denniho la¢néni a 33,4 pg/ml po 7 denni realimentaci (Komaki a spol. 2001). Udaje v této
studii jsou v souladu s naSimi vysledky a poukazuji na fakt, ze i béhem kratké nutricni
intervence dochazi k vyznamnym zménam hladin orexinu A.

Je zndmo, Ze pacienti s nékterymi formami narkolepsie maji snizené hladiny orexinu A
v mozkomisnim moku (MMM). Jejich normalni hladina u zdravych jedinct je ptiblizné 10x
vyssi nez v plazmé (300-600 pg/ml). U pacient s narkolepsii jsou Casto uvadény hladiny
orexinu A v MMM pod 100 pg/ml a v odborné literatuie jsou popsany i ptipady, kdy byly
hladiny orexinu A v MMM u téchto pacientl zcela nedetekovatelné. Napt. Tsukamoto a spol.
uvadi kasuistiku dvou prepubertalnich chlapci, u nichz byla hladina orexinu A pod detek¢nim
limitem radioimunoanalyzy (< 40 pg/ml) (Tsukamoto a spol. 2002). Byla také publikovéana
fada praci, v nichZ jsou popisovany plazmatické hladiny orexinu A u pacientd s narkolepsii.
Higuchi a spol. udévé hladiny orexinu A u narkoleptickych pacientll v rozmezi 11-25 pg/ml a
u zdravych kontrol v rozmezi 20-33 pg/ml pfi dolnim detekénim limitu metody 10 pg/ml
(Higuchi a spol. 2002). Dalal a spol. pouziva radioimunoanalyzu s extrakci a dolnim
detek¢nim limitem 40 pg/ml. U pacientl s narkolepsii popisuje plazmatické hladiny orexinu A
v rozmezi 175-847 pg/ml, které nejsou statisticky odlisné od kontrolni skupiny (Dalal a spol.
2001). Nishijima a spol. uvadi plazmatické hladiny orexinu A u dospélych jedinct se
syndromem spankové apnoe s vyuzitim radioimunoanalyzy s pfedchozi extrakci. Hladiny
uvadi v rozmezi 4,4 pmol/l (= 15,7 pg/ml) ve skupiné€ pacient a 5,3 pmol/l (= 18,9 pg/ml)
v kontrolni skupiné (Nishijima a spol. 2003).

Lze tedy fici, ze primérné hladiny orexinu A udavané v literatuie se pohybuji
v rozmezi 10 — 60 pg/ml v zavislosti na studované skupin¢ pacientl a pouzité metodice. NaSe
studie odpovida témto hodnotdm ve vSech uvadénych experimentech — jak u obéznich
pacientdl, tak u pacientli s Crohnovou nemoci, celiakii i s mentalni anorexii. Hladiny orexinu
A u pacientti s narkolepsii ve studii Dalal a spol. se li§i n€kolikanasobné od béznych

plazmatickych hodnot a blizi se koncentracim orexinu A udavanym obvykle pro MMM.

4.1.2. Vztah hladin orexinu A k véku

V nasi studii jsme nalezli negativni korelaci mezi hladinami orexinu A a vékem u
obéznich pacientli. Ve skupiné pacientek s mentalni anorexii, s Crohnovou nemoci, s celiakii

ani v kontrolni skupin¢ nebyla tato korelace patrna.

122



V roce 2002 Matsumura a spol. popsal pozitivni korelaci mezi hladinami orexinu A a
veékem u dospélych jedinci (Matsumura a spol. 2002). Porkka-Heiskanen a spol. uvadi na
zvifecim experimentu snizené hladiny orexinu A ve tkanovych extraktech laterdlniho
hypothalamu u jednoletych a dvouletych krys ve srovnani s tfimési¢nimi (Porkka-Heiskanen a
spol. 2004). Naopak Kanbayashi ve své praci nenalezl rozdily v hladinach orexinu A v MMM
s ohledem na v€k. Ani Higuchi ve své praci srovnavajici plazmatické hladiny orexinu A u
narkoleptickych pacientii nenalezl signifikantni korelaci s vékem. Dalal a spol. také nenalezl
korelaci s vékem u skupiny pacienti s narkolepsii ani u zdravych kontrol, stejné¢ jako
Nishijima a spol. u dospélych pacienti se syndromem spankové apnoe (Kanbayashi a spol.
2002, Higuchi a spol. 2002, Dalal a spol. 2001, Nishijima a spol. 2003). V roce 2004 Tomasik
a spol. popsal plazmatické hladiny orexinu A a B u déti od novorozeneckého obdobi po
adolescenci (Tomasik a spol. 2004). Uvadi nejvyssi hladiny orexinu A u novorozencti a u déti
behem puberty s jejich naslednym poklesem. Hladiny orexinu A u vyvijejiciho se organismu
béhem détstvi a adolescence mohou byt ovlivnény mnoha faktory. Proto je jejich srovnani s
vékem obtizné a vyzaduje podrobnéjsi analyzu k vylouceni faktort, které¢ mohou vysledek

ovlivnit, jako jsou napt. pohlavni hormony béhem pubertalniho zréni.

4.1.3. Vztah hladin orexinu A k télesné vysce, pohlavi a menarché

Ve skupiné obéznich jedincl jsme nalezli negativni korelaci mezi plazmatickymi
hladinami orexinu A a télesnou vyskou a u pacienti s Crohnovou nemoci jsme zjistili
negativni vztah mezi hladinami orexinu A a SD skore té€lesné vysky. Ve skupinach pacienti s
mentalni anorexii, celiakii ani v kontrolni skupiné nebyla mezi témito veli¢inami nalezena
vyznamna korelace.

Orexin A byl v odborné literatufe zminén v souvislosti s regulaci sekrece rastového
hormonu (GH) jak in vitro tak in vivo (Chen a Xu 2003, Seoane a spol. 2004, Lopez a spol.
2004). V nasi studii jsme zjistili pozitivni korelaci mezi hladinami orexinu A a IGF-1 u
pacientd s Crohnovou nemoci i s celiakii, ale nikoliv v kontrolni skupin€. U pacientii s
Crohnovou nemoci navic orexin A pozitivné koreloval i s hladinami IGFBP-3. Produkce IGF-
1 je pouze casteCné ovliviiovana sekreci GH. DalSim z faktorti, které mohou ovlivnit jeho
tvorbu je nutriéni stav jedince. Je pravdépodobné, Ze ucinek poruchy nutri€niho stavu u
obéznich jedincti nebo podvyziva u pacientek s mentalni anorexii a u pacientd s Crohnovou

nemoci a s celiakii mize ovliviiovat sekreci IGF-1. Tuto hypotézu podporuje fakt, ze hladiny
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IGF-1 a jeho vazebného proteinu pozitivn¢ korelovaly s télesnou hmotnosti a BMI u
pacientek s mentalni anorexii. U téchto pacientek byly hladiny IGF-1 a IGF BP-3 méieny
pted realimentaci i po ni a byl zaznamendn signifikantni vzestup obou parametri béhem
terapeutické intervence. Efekt orexinu A na sekreci GH tedy nemusi byt patrny na jeho vztahu
k IGF-1. Pro pfesn¢jsi zhodnoceni vztahu orexinu A a GH u naSich pacienti by bylo
vzhledem k vysoké intraindividualni variabilit¢ v sekreci GH nutné provést stanoveni GH
nalacno za standardnich podminek.

V naSem experimentu jsme nenalezli signifikantni rozdil mezi plazmatickymi
hladinami orexinu A u chlapcti a divek ani v jedné ze studovanych skupin. U obéznich
chlapcti byly primérné hladiny pted redukci télesné hmotnosti i po ni mirné vyssi nez u
divek. Tento jev popisuje také napt. Arihara a spol., ktery nalezl mirné vyssi pramérné
hladiny plazmatického orexinu A u dospélych muzii nez u Zen, ale tento rozdil nebyl
statisticky signifikantni (Arihara a spol. 2001). Matsumura uvadi plazmatické hladiny orexinu
A v riznych vékovych skupinach u dospélych jedinct, ale ani v jednom ze sledovanych
vékovych pasem neni patrnd pohlavni diference. Ani Higuchi a spol. nenalezl rozdil v
hladinach orexinu A v zéavislosti na pohlavi u dospélych pacientt s narkolepsii a u zdravych
kontrol. Dalal a spol. ani Tomasik a spol. nenalezli pohlavni rozdily v hladinach
plazmatického orexinu A (Matsumura a spol. 2002, Higuchi a spol. 2002, Dalal a spol. 2001,
Tomasik a spol. 2004). Fakt, ze hladiny orexinu A jsou v nékterych pracich mirn¢ vyssi u
chlapcti, respektive muzi, nez u Zen, by bylo mozno vysvétlit tim, Ze zjisténé plazmatické
hladiny orexinu A nemuseji odpovidat plné jeho hypothalamické produkci i piesto, Ze byl
prokazan jeho prunik pies hematoencefalickou bariéru prostou difusi (Kastin a Akerstrom
1999). V odborné literatuie byly popsany zdroje orexinu A mimo CNS. Jeho exprese byla
prokéazana napt. v GIT mysi (Sanchez de Miguel a Burrell 2002) u lidi pak v myenterickém
plexu a endokrinnich bunikdch GIT, pankreatu a placenté (Nakabayashi a spol. 2003), dale v
nadledvinach (Randeva a spol. 2001) a testes (Karteris a spol. 2004, Johren a spol. 2001,
Mitsuma a spol. 2000). Posledni zminovana lokalizace mtize byt pfiCinou mirné¢ vyssich
hladin orexinu A u chlapcli ve srovnani s dévcaty i pfesto, ze napi. Nakabayashi a spol.
pritomnost orexinu A v testes imunohistochemicky nepotvrdil (Nakabayashi a spol. 2003).

V na$i studii jsme nezjistili statisticky signifikantni rozdil mezi plazmatickymi
hladinami orexinu A u premenarcheédlnich divek ve srovnani s postmenarchedlnimi. Tento
rozdil nebyl patrny ani pted realimentaci, ani po ni. Postmenarchedlni divky mély primérné
hladiny orexinu A v obou piipadech mirné vyssi. Vzhledem k tomu, Ze pocet pacientek ve

skupiné¢ premenarchedlnich divek byl nizky, mohl mit tento fakt vliv na statistickou
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vyznamnost rozdilu. V odborné literatufe jsme nenalezli praci, kterd hodnoti orexin A ve
vztahu k menarché. Proto nelze naSe vysledky spolehlivé konfrontovat. Piipadnd moznost
vlivu gonadalnich steroidl na sekreci orexinu A jiz byla diskutovana ve vztahu orexinu A k
veéku. K evaluaci téchto vztahli je zapotfebi dalSich studii se stanovenim sérovych hladin

pohlavnich hormoni a zjisténim jejich korelace s hladinami orexinu A.

4.1.4. Vztah hladin orexinu A k télesné hmotnosti

V nasi studii jsme poprvé popsali zmény plazmatickych hladin orexinu A u obéznich
déti a adolescentii béhem redukce télesné hmotnosti. Nase vysledky podporuji hypotézu, ze
plazmatické hladiny orexinu A u déti mohou byt ovlivnény zménami télesné hmotnosti. O
tom sve&dci jejich signifikantni zvySeni ve skupiné divek i chlapci béhem redukéni terapie a
naopak snizeni u premenarcheélnich i postmenarchealnich divek béhem realimentace. Ve
skupin€ obéznich pacientii, ktefi 1épe reagovali na redukéni terapii (HR) byly zmény hladin
orexinu A VvEétsi nez ve skupiné LR. Tento rozdil nebyl statisticky signifikantni,
pravdépodobné v diisledku malého poctu jedinct v kazdé ze studovanych skupin. U obéznich
déti jsme prokazali negativni korelace s télesnou hmotnosti a BMI. Tuto negativni korelaci
popisuje také napf. Adam a spol. u dospélych obéznich pacientii (Adam a spol. 2002).
Tomasik a spol. popsal negativni korelaci mezi orexinem A a BMI a pozitivni korelaci s
kalorickou spotiebou u déti s normalnim nutri¢énim stavem (Tomasik a spol. 2004). Naopak
Komaki a spol. u obéznich pacientti, Nishijima a spol. u pacientli se syndromem spankové
apnoe ani Higuchi et al a Dalal a spol. u pacientli s narkolepsii nenalezli korelaci mezi
orexinem A a BMI, respektive procentem télesného tuku (Komaki a spol. 2001, Nishijima a
spol. 2003, Higuchi a spol. 2002, Dalal a spol. 2001). Matsumura a spol. dokonce uvadi
pozitivni korelaci plazmatickych hladin orexinu A a BMI, respektive mnozstvim télesného
tuku u pacientli s chronickou obstruktivni plicni nemoci (Matsumura a spol. 2003).

U pacientll s Crohnovou nemoci, s celiakii ani u pacientek s mentalni anorexii nebyla
korelace mezi orexinem A a télesnou hmotnosti ani BMI nalezena. Jak ve skupiné pacientli s
Crohnovou nemoci, tak s celiakii jsme ve srovnani s kontrolni skupinou zjistili signifikantné
zvySené hladiny orexinu A, které se blizily hladinam zjist€énym u pacientek s mentalni
anorexii. U té€chto pacientek byly diive popsany vyrazné dysregulace v hormonalnim fizeni
pfijmu potravy a nutri¢niho stavu, které se vyznacuji vyraznym piebytkem jak stimulacnich

(orexigennich), tak inhibi¢nich (anorexigennich) regulacnich hormond (Inui 2001). Hladiny

125



orexinu A u pacientli s Crohnovou nemoci, s celiakii ani u pacientek s mentalni anorexii
nebyly doposud v literatuie publikovany. Proto nelze vysledky dosazené v naSi studii
porovnat s vysledky jinych autorti.

U obéznich jedincii pii redukei télesné hmotnosti dochazi soucasné se vzestupem
plazmatickych hladin orexinu A k poklesu sérovych hladin leptinu. U pacientek s mentalni
anorexii je tomu naopak. Proto je otazkou, zda jsou zmény hladin orexinu podminény
zménami hladin leptinu. V na$i praci jsme tento fakt neprokazali. Sv&d¢i proti tomu
nepiitomnost korelace uvedenych analytli v periferni cirkulaci bez ohledu na redukci télesné
hmotnosti. I pfesto, Ze jiz diive bylo prokézano, Zze neurony produkujici orexin A v lateralni
hypothalamické oblasti jsou ve velmi iizkém vztahu k neurontim exprimujicim receptory pro
leptin (Funahashi a spol. 2003), jsou do regula¢nich mechanismt hypothalamické exprese
orexinu A pravdépodobné zahrnuty komplexnéjsi regulaéni mechanismy (Archer a spol.
2002, Kok a spol. 2002). Témi mohou byt napiiklad dalsi z regulacnich peptidi (bud’
perifernich — napt. ghrelin, cholecystokinin nebo centralnich — neuropeptid Y, agouti-related
protein), které mohou ovliviiovat produkci orexinu A v laterdlnim hypothalamu. Podobny
ucinek by mohly mit i mediatory zanétu u Crohnovy nemoci. Je zndmo, Ze n€které cytokiny
mohou v CNS imitovat vliv anorexigennich regulacnich peptidi a tim vyznamné ovlivnit
ptijem potravy a z dlouhodobého hlediska i nutri¢ni stav organismu. K identifikaci téchto

faktort jsou zapotiebi dalsi podrobné&;jsi studie.

4.1.5. Orexin A u pacientii s Crohnovou nemoci a s celiakii

Vnasi studii jsme nalezli signifikantné zvySené hladiny orexinu A u nové
diagnostikovanych, dosud nelécenych pacientii jak s Crohnovou nemoci tak s celiakalni sprue
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Hladiny orexinu A u téchto dvou onemocnéni nebyly
doposud v literatufe popsany. Jedinou zminkou o orexigennich a anorexigennich regula¢nich
peptidech jsou dvé prace popisujici hladiny ghrelinu u pacientd s celiakii a prace zminujici
produkci adiponektinu v mesenterialni tukové tkéni u pacienti s Crohnovou nemoci, ktera je
diskutovana nize (Yamamoto a spol. 2005). Peracchi a spol. popisuje signifikantné zvySené
hladiny plazmatického ghrelinu u neléCenych dospélych pacientl s celiakii ve srovnani se
zdravymi kontrolami a pozitivni korelaci téchto hladin s rozsahem slizni¢niho postizeni. U
pacientt 1éCenych bezlepkovou dietou byly hladiny ghrelinu srovnatelné s kontrolni skupinou

(Peracchi a spol. 2003). Vzhledem k tomu, ze orexin A i ghrelin se fadi mezi orexigenni
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peptidy, lze fici, Ze naSe vysledky tykajici se orexinu A u pacientt s celiakii jsou v souladu
s vySe uvedenymi poznatky u ghrelinu. Naopak Capristo a spol. popisuje srovnatelné hladiny
ghrelinu u pacientll s nelécenou celiakii a u zdravych kontrol a jejich signifikantni pokles
behem dvouroc¢ni 1écby bezlepkovou dietou (Capristo a spol. 2005). Autor se domniva, ze tyto
zmény mohou byt pouze castecné vysvétleny zménami télesného slozeni béhem 1écby
bezlepkovou dietou a proto je tfeba dalSich studii k objasnéni mechanismti ovliviiujicich
regulaci nutricniho stavu u téchto pacientii. Hladiny orexinu A uvedené v nasi studii byly
stanoveny u nov¢ diagnostikovanych (nelécenych) pacientl a k prokdzani dynamickych zmén
by bylo vhodné stanovit rozdily v hladinach jednotlivych regulacnich peptidid s Casovym

odstupem.

4.2. Ghrelin

4.2.1. Hladiny ghrelinu

V nasi studii se pohybovaly primérné hladiny ghrelinu v rozmezi 721-938 pg/ml u
obéznich déti pred redukci télesné hmotnosti a v rozmezi 2583-3198 pg/ml u pacientek
s mentalni anorexii pred realimenta¢ni léCbou. V pribéhu redukce télesné hmotnosti u
obéznich jedincti se hladiny pfiblizily hladindm u pacientek s mentilni anorexii po
realimentaci, ale rozdil ve vyslednych hladinach byl stale patrny. D4 se tedy predpokladat, ze
narozdil od orexinu A, ghrelin reaguje na zmény télesné hmotnosti prolongované a ani po 5,
respektive 8 tydnech terapeutické intervence nedojde k jejich plné normalizaci. Vzhledem k
tomu, Ze ani vS§ichni obézni jedinci ani pacientky s mentalni anorexii nedosédhly béhem terapie
normalni télesné hmotnosti (respektive BMI) ani normalniho nutri¢niho stavu organismu, pfi
pokracujici terapeutické intervenci by se sledované hladiny ghrelinu pravdépodobné i nadale
meénily. V odborné literatufe se uvadéné plazmatické hladiny celkového ghrelinu 1isi podle
pouzité metodiky. Rigamonti a spol. uvadi primérné hladiny ghrelinu rdno nala¢no u 12
zdravych jedinc s normalni télesnou hmotnosti 245 pg/ml pii pouziti radioimunoanalyzy
detekujici celkovy ghrelin v plazmé. Stejny autor uvaddi u morbidné obéznich pacientii
primérné hladiny 136 pg/ml a u pacientek s mentalni anorexii 630 pg/ml (Rigamonti a spol.
2002). Soriano-Guillén a spol. udava primémé hladiny u zdravych kontrol stanovené
radioimunoanalytickou metodou 796 pg/ml (Soriano-Guillén a spol. 2004a). Shiiya a spol.
uvadi primérné hodnoty u zdravych kontrol 132,4 pmol/l (= 439 pg/ml) (Shiiya a spol. 2002).
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Tanaka a spol. ve své studii pouzil ke stanoveni ghrelinu v plazmé radioimunoanalyzu
s predchozi extrakci peptidu. U zdravych kontrol uvadi primémné hladiny ghrelinu 123,4
pmol/l (= 409 pg/ml), u pacientek s restriktivnim typem mentalni anorexie 233,8 pmol/l (=
775 pg/ml) a u pacientek s bulimii 347,4 pmol/l (= 1152 pg/ml) (Tanaka a spol. 2003c). Tolle
a spol. uvadi pro radioimunoanalyzu bez extrakce primérné hodnoty u zdravych kontrol 208
pg/ml a u pacientek s mentalni anorexii 491 pg/ml (Tolle a spol. 2003). Otto a spol. ve své
praci pouziva komercéné dostupnou radioimunoanalyzu. Plazmatické hladiny ghrelinu se v této
praci pohybovaly v rozmezi 514 pg/ml u zdravych kontrol az po 1057 pg/ml u pacientek
s mentalni anorexii (Otto a spol. 2001). Nedvidkova a spol. ve své praci popisuje porusenou
odpovéd’ ghrelinu na pfijem potravy u pacientek s mentalni anorexii, u nichz primérné
hladiny ghrelinu byly signifikantné vyS$si nez u kontrolni skupiny (1801 vs 796 pg/ml), u které
po stimulaci stravou doslo k jejich signifikantnimu poklesu (Nedvidkova a spol. 2003). Leidy
a spol. uvadi vzestup hladin plazmatického ghrelinu u Zen s normalni télesnou hmotnosti
béhem tfiméesi¢niho fyzického tréninku ze 770 na 1322 pmol/l (t.j. z2553 na 4382 pg/ml)
(Leidy a spol. 2004). Chanoine a spol. popsal v roce 2002 piitomnost ghrelinu v pupecnikové
krvi u 90 donoSenych novorozenct. Imunoreaktivni ghrelin byl pfitomen ve vSech vzorcich
jiz pted prvnim kojenim ditéte a primérné hladiny se pohybovaly okolo 187 pmol/l (= 620
pg/ml) s Sirokym rozmezim od 66 do 594 pmol/l (= 219 — 1969 pg/ml) (Chanoine a spol.
2002).

Lze tedy fici, Ze primérné hladiny ghrelinu uddvané v literatufe se pohybuji v rozmezi
stovek az tisici pg/ml v zavislosti na studované skupiné pacientii a pouzité metodice. Nase
studie odpovidd hodnotdm srovnatelnym s publikovanymi pracemi v obou uvadénych
experimentech — jak u obéznich pacienti, tak u pacientek s mentalni anorexii.

V roce 2003 Espelund a spol. publikoval praci, v niz upozoriiuje na nutnost konsensu
v metodice stanovovani ghrelinu. Popisuje fadu komer¢né dostupnych 1 laboratorné
vyvinutych technik pro stanovovani ghrelinu z plazmy a séra s vyuzitim extrakéni procedury
nebo bez ni. Upozoriiuje na fakt, Ze tato riznorodost miize ovlivnit jak dosazené vysledky, tak

zaveéry vyvozené na jejich zakladé (Espelund a spol. 2003).

4.2.2. Vztah hladin ghrelinu k véku

V nasi studii jsme nenalezli korelaci mezi hladinami ghrelinu a vékem ani u obéznich

pacientdl ani ve skupiné pacientek s mentalni anorexii. Tato korelace neni tedy pfitomna ani
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pii rizném veékovém rozlozeni probandi v jednotlivych skupinach (ve skupiné obéznich déti
od 6,9 do 18,5 let a ve skupin¢ pacientek s mentalni anorexii od 12,6 do 18,8 let).

Ani Shiiya a spol. ve své praci popisujici plazmatické hladiny ghrelinu u obéznich
jedinct, pacientek s mentalni anorexii a u zdravych kontrol nenalezl v kontrolni skupiné
zadnou korelaci ghrelinu s vékem (Shiiya a spol. 2002). Ghizzoni a spol. také nenalezl
signifikantni vztah mezi chronologickym ani kostnim vékem a sekreci ghrelinu u
prepubertalnich eutrofickych déti ani u déti s porusenou sekreci ristového hormonu (Ghizzoni
a spol. 2005). Bellone a spol. v sérii n¢kolika praci popisuje srovnatelné hladiny ghrelinu od
novorozeneckého obdobi po dospélost (Bellone a spol. 2002, 2003, 2004). Naopak Soriano-
Guillén a spol. popisuje v kontrolni skupiné Stihlych déti signifikantné vys$si hladiny
plazmatického ghrelinu u prepubertalnich jedincti ve srovnani s postpubertalnimi. Je otazkou,
zda je tento rozdil zptsoben vékem nebo vlivem dal§ich mechanismi, jako je napf. pubertalni
vyvoj a snim spojenych hormondlnich zmén. Tentyz autor v jiné studii zabyvajici se
hladinami ghrelinu od novorozeneckého do adolescentniho obdobi popisuje signifikantni
vzestup hladin ghrelinu bezprostfedné po narozeni, ktery dosahuje vrcholu ve 2 letech zivota.
Nésledné hladiny ghrelinu postupné klesaji béhem détstvi a dospivani. Autor také uvadi
signifikantni negativni korelaci hladin ghrelinu s vékem. Vrchol sekrece ghrelinu tak
odpovida vrcholu sekrece GH béhem c¢asného postnatalniho obdobi, kdy také dochazi
k vyznamnym zménam v piijmu potravy a nutri¢nim stavu jedince (Soriano-Guillén a spol.
2004a,b). Paik a spol. popsal negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu a vékem u 39
pacientil s Prader-Willi syndromem s primérnym veékem 6,2 let (Paik a spol. 2004). Inversni
korelaci s vékem u pacientii s Prader-Willi syndromem ve vékovém rozmezi 4,5 — 14,6 let
uvadi ve své praci i Haqq (Haqq a spol. 2003). Ikezaki ve své praci popisuje tendenci
k negativni korelaci na hranici statistické vyznamnosti mezi hladinami ghrelinu a vékem u 49
japonskych déti a adolescenti ve v€kovém rozmezi 5-19 let (Ikezaki a spol. 2002). Celi a
spol. uvadi srovnatelné hladiny acylovaného i celkového ghrelinu mezi prepubertdlnimi a
postpubertalnimi zdravymi kontrolami, ale signifikantné¢ vys$i hladiny u prepubertalnich
jedinct s diabetem 1.typu ve srovnani s postpubertalnimi (Celi a spol. 2005). V roce 2003
publikoval Whatmore a spol. praci popisujici sérové hladiny ghrelinu stanovované RIA
metodou, ktera detekuje aktivni i neaktivni ghrelin. Studie byla provedena na 121 zdravych
détech ve vékovém rozmezi 5-18 let. Vysledky této studie poukazaly na negativni korelaci
hladin ghrelinu a v€ku, respektive pubertalniho stadia (Whatmore a spol. 2003). Rigamonti a
spol. také popisuje signifikantn¢ nizs§i hladiny plazmatického ghrelinu u starSich pacient

s normalni télesnou hmotnosti (vék 67-91 let) ve srovnani s mladSimi (vék 27-39 let). Autor
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vidi pficinu nizsich hladin ghrelinu u starSich jedinct ve zhorSené funkci zaludecni sliznice,
ktera je hlavnim zdrojem ghrelinu v organismu a ve stafi se snizuje jeji tloustka, délka
slizni¢nich zlazek i1 pocet funkénich endokrinné aktivnich bunék (Rigamonti a spol. 2002).
Nelze vsak vyloucit ani jiné vlivy jako napi. zmény v sekreci rastového hormonu a inzulinu
nebo odlisné télesné slozeni u starsich pacient.

Nepftitomnost korelace s vékem v nasi studii miize byt zpisobena mnoha faktory. Je
znamo, ze bazalni koncentrace plazmatického ghrelinu nalac¢no se 1i$i u obéznich pacientii a u
pacientll s mentalni anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych jedincii. Vzhledem
k tomu, Ze vySe uvedené studie popisuji negativni korelaci s vékem pouze u zdravych kontrol,
je mozné, ze poruSena bazalni sekrece ghrelinu u pacientl s patologickym nutricnim stavem
muze vést kporuSené korelaci hladin ghrelinu vzhledem k zdkladnim biologickym
parametrim jedince, mezi néz patii i vék. Udaje o vztahu hladin ghrelinu k véku u déti a
adolescentll jsou na zéklad¢ vysledkii vySe uvedenych praci rozporuplné. Zda se, Ze na
bazalni hladiny plazmatického ghrelinu ma vliv fada fyziologickych mechanismi (rtst a
vyvoj sliznice traviciho traktu, hormony traviciho traktu, tukové tkéané€, vlivy centralniho
nervového systému, polymorfismy v genu pro ghrelin atd.), které pravdépodobné nejsou
linedrné zéavislé na véku jedince, ale také na jeho genetickém pozadi a momentdlnim

nutri¢nim stavu organismu.

4.2.3. Vztah hladin ghrelinu k télesné vysce, pohlavi a menarché

Vzhledem k tomu, ze ghrelin je zminovan také jako hormon, ktery zvysSuje sekreci GH, byla v jednotlivych skupinach nasi studie
hodnocena také korelace s télesnou vyskou. Hladiny ghrelinu u obéznich pacientii po redukci télesné hmotnosti negativné korelovaly s
télesnou vyskou i SDS télesné vysky. Tento vztah nebyl u pacientek s mentalni anorexii nalezen. Stanoveni korelace mezi hladinami ghrelinu
a GH je technicky obtizné vzhledem k variabilité sekrece GH béhem dne. Proto byl pro srovnani zvolen analyt s mensi variabilitou — IGF-1.
Nenalezli jsme zadnou statisticky vyznamnou korelaci mezi ghrelinem a IGF-1 ani u obéznich pacienttl, ani ve skupiné pacientek s mentalni
anorexii, u nichz ghrelin negativné koreloval s IGFBP-3. Misra a spol. popisuje mentalni anorexii jako onemocnéni asociované s vysokymi
sérovymi hladinami GH a nizkymi hladinami IGF-1. U adolescentnich pacientek s touto diagnézou, které maji porusenou supresi GH po
aplikaci glukozy, byly nalezeny signifikantné vyssi hladiny ghrelinu. Pfimy vztah mezi hladinami GH a ghrelinu vSak nebyl prokazan (Misra
a spol. 2004). Ani Ikezaki a spol. ve své praci popisujici hladiny plazmatického ghrelinu nalacno u obéznich déti a adolescent nenalezl
korelaci mezi ghrelinem a SDS télesné vysky (Ikezaki a spol. 2002). Rigamonti nenalezl vztah mezi ghrelinem a IGF-1 ani u dospélych
pacientll ve vékovém rozmezi 27-39 let, ani ve skuping starsich jedincti (67-91 let) (Rigamonti a spol. 2002). Bellone a spol. popisuje
negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu a IGF-1, ale nikoliv s GH u 10 eutrofickych prepubertalnich déti (Bellone a spol. 2004).
Negativni korelaci s télesnou vyskou prokazal Bunt a spol. u desetiletych déti Pima indiant, ktefi se vyznacuji vysokou prevalenci obezity.
Tato korelace byla zjisténa i vzhledem k télesné vySce méfené béhem nasledujicich nékolika let sledovani této skupiny pacientti (Bunt a spol.
2003). Celi a spol. popisuje u zdravych eutrofickych prepubertalnich i postpubertalnich jedinci pozitivni korelaci ghrelinu s IGFBP-1 (Celi a
spol. 2005). Stejnou korelaci nala¢no uvadi ve své praci i Soriano-Guillén a spol., za 60, respektive 120 min. po peroralni aplikaci glukozy
vSak tento vztah jiz neni patrny. TentyZz autor popisuje také pozitivni korelaci hladin ghrelinu a IGFBP-1 u novorozenct, negativni korelaci
s IGF-1 a IGFBP-3 a pozitivni korelaci s IGFBP- 1 a 2 béhem postnatalniho zivota a puberty (Soriano-Guillén a spol. 2004b,c). V jiné studii

téhoz autora nebyla u obéznich déti nalezena korelace mezi ghrelinem a IGF-1, respektive IGFBP-2 a 3 ani se sekreci GH (Soriano-Guillén a
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spol. 2004a). Naopak Park a spol. popisuje negativni korelaci mezi ghrelinem a t€lesnou vyskou u skupiny eutrofickych divek i chlapcii

s primérnym veékem 12,6 let (Park a spol. 2005). Whatmore a spol. v rozséhlé praci hodnotici hladiny ghrelinu u 121 zdravych déti a
adolescentll ve vékovém rozmezi 5-18 let popisuje negativni korelaci s hladinami IGF-1 a IGFBP-3 a pozitivni korelaci s IGFBP-1, ale
neuvadi zadny statisticky vyznamny vztah k IGF-2 ani k SDS télesné vysky. Autor se domniva, Ze tyto vysledky nesveédci pro fakt, ze
primarni funkei ghrelinu in vivo je regulace sekrece GH. Timto mechanismem miize pfechodné pisobit zejména béhem pozdnich fazi gestace
a v ¢asném postnatalnim obdobi Zivota (Whatmore a spol. 2003). Na ulohu ghrelinu v indukci sekrece GH byla zaméfena prace autora
Ghizzoni a spol., ktera popisuje vztah mezi 24-hodinovou sekreci ghrelinu a GH u 10 prepubertalnich zdravych jedincii a u 5 jedincti

s neurosekretorickou dysfunkci GH. Autofi prokézali, Ze sekrece ghrelinu u prepubertalnich jedinct je pulsatilni, stejné jako sekrece GH.
Zavéry studie vSak naznacuji, ze ghrelin nema pfimy vliv na pulsatilitu GH, ale vyplavovani obou hormonti by mohlo byt spole¢né fizeno
pusobenim somatostatinu, ktery pravdépodobné inhibuje sekreci GH ptimo, ale také nepiimo prostfednictvim potlaceni sekrece ghrelinu

(Ghizzoni a spol. 2005).

Aplikace ghrelinu u lidi ve farmakologickych davkach vede ke stimulaci sekrece GH.
Otazkou vSak zlstava, jaka je skutecna fyziologicka uloha ghrelinu v organismu. Negativni
korelace ghrelinu vzhledem k télesné vysce, respektive IGF-1 naznacuje moznou tulohu
ghrelinu v regulaci télesného ristu in vivo. Regulaéni mechanismus by mohl byt zaloZzen na
negativni zpétné vazbé mezi IGF-1 a ghrelinem. Naopak nékteré rozpacité udaje ve vztahu
k hladinim GH naznacuji, ze hlavni fyziologickou funkci ghrelinu je regulace télesné
hmotnosti a nutri¢niho stavu organismu, nikoliv regulace sekrece GH, ktera je pravdépodobné
pouze sekundarni.

Také ve vztahu hladin ghrelinu k pohlavi jsou vysledky studii kontroverzni. V nasi
studii obéznich déti byly u chlapcii signifikantné nizsi hladiny ghrelinu nez u divek jak pted
redukci té€lesné hmotnosti, tak po ni. Tento rozdil byl patrny i pfesto, Ze u chlapct i divek byl
srovnatelny vek, télesna vyska, inicialni télesnd hmotnost i BMI. Naopak rozdil v hladinach
ghrelinu mezi chlapci a divkami nebyl nalezen ve skupin€ obéznich dé€ti ani zdravych kontrol
ve studii publikované Bacha a spol., ani ve studii Ikezaki a spol. u 49 japonskych déti a
adolescentli v rozmezi 5-19 let véku (Bacha a Arslanian 2005, Ikezaki a spol. 2002). Ve studii
popisujici stanoveni ghrelinu v pupecnikové krvi 90 novorozencti nebyl statisticky
signifikantni rozdil v hladinach mezi chlapci a divkami (Chanoine a spol. 2002). Pohlavni
rozdily v hladinach ghrelinu nebyly nalezeny ani u 10 letych Pima indiani (Bunt a spol.
2003). Bellone a spol. neprokazal signifikantni rozdil v koncentracich ghrelinu mezi chlapci a
divkami u 29 zdravych jedincti a u 36 pacientl s obezitou a v jiné studii prokazal, ze hladiny
ghrelinu jsou nezavislé na pohlavi od narozeni do dospélosti (Bellone a spol. 2002, 2003).
Shiiya a spol. neprokdzal signifikantni rozdil v zavislosti na pohlavi ve studii popisujici
hladiny ghrelinu u dospé€lych obéznich jedincl, pacientek s mentdlni anorexii a zdravych
kontrol (Shiiya a spol. 2002). Soriano-Guillén a spol. nezjistil signifikantni rozdily
v hladinach ghrelinu v zavislosti na pohlavi ani u novorozenci ani u zdravych jedinca

v pritbéhu prepubertalniho a pubertalniho obdobi (Soriano-Guillén a spol. 2004b). Stejné tak
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Whatmore a spol. v rozséhl¢ studii hodnotici hladiny ghrelinu u zdravych déti a adolescent
neprokazal vyznamné pohlavni rozdily (Whatmore a spol. 2003). Tato data koresponduji
s vysledky studie Ghizzoni a spol. u normalnich prepubertalnich déti a u pacientl s deficitem
sekrece GH (Ghizzoni a spol. 2005). Rigamonti a spol. neprokazal pohlavni rozdily ani u
dospélych a starSich jedinci (Rigamonti a spol. 2002). Ani u pacienti s Prader-Willi
syndromem, u obéznich déti ani u zdravych kontrol nebyl uvedeny rozdil prokazan (Paik a
spol. 2004). V literatufe jsme nenalezli praci vysvétlujici z komplexniho hlediska vztah
ghrelinu k pohlavi jedince, avSak vzhledem k tomu, Ze fada jinych hormonii vykazuje ve své
sekreci rozdily mezi muzi a Zenami, je mozné, ze i ghrelin je do ur¢ité miry regulovan
obdobnym zplisobem. Je znamo, Ze sekrece GH se vyznamné¢ 1i$i mezi muzi a Zenami a mize
se béhem Zivota jedince zvysit az 20-nasobné v zavislosti na véku a sexudlni maturaci jedince
(Veldhuis a spol. 2003). Vzhledem k tomu, Ze hladiny GH u Zen jsou v priméru 2x vyssi nez
u muzii, mohly by niz§i hladiny ghrelinu u pubertalnich hoch v nasi studii vypovidat o
existenci negativni zpétné vazby zprostfedkované GH a IGF-1. Odlisnost plazmatickych
hladin ghrelinu v jednotlivych studiich mezi muzi a Zenami zavisi pravdépodobné na vybéru
skupiny sledovanych jedinct, jejich véku a pohlavni dospélosti. Jednotlivé studie se proto ve
svych zavérech mohou lisit.

Ve skupiné pacientek s mentdlni anorexii nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi
premenarchealnimi a postmenarchealnimi divkami. Tento rozdil nebyl patrny ani pied
realimentaci, ani po ni. Vzhledem k tomu, ze pocet pacientek ve skupiné premenarchedlnich
divek byl nizky, mohl mit tento fakt vliv na statistickou vyznamnost rozdilu. V odborné
literatufe jsme nenalezli praci, ktera hodnoti hladiny ghrelinu ve vztahu k menarché. Proto
nelze naSe vysledky spolehlivé konfrontovat. ZvySeni poc¢tu pacientek v obou skupindch by
prokazalo rozdily s vétsi statistickou vyznamnosti. Lze se pouze vyjadtit k hladinam ghrelinu
vzhledem k pubertalnim stadiim. Tento vztah je diskutovan v fad€ praci. Dostupné studie,
které popisuji hladiny ghrelinu u déti a adolescentl a v nichz je zminén vztah k pubertdlnimu
zrani, uvadi rozporuplné udaje o zavislosti hladin ghrelinu na stupni pohlavni zralosti.
Negativni korelaci hladin ghrelinu s pubertalnim zrdnim popisuje Vivenza a spol. v praci,
kterd se zabyvd polymorfismy v ghrelinovém genu ve vztahu k biochemickym a
antropometrickym ukazatelim nutricniho stavu u déti a adolescentti (Vivenza a spol. 2004).
Naopak Bellone a spol. ve své praci zaméiené na hladiny ghrelinu vzhledem k pohlavni
zralosti popisuje zcela nezédvisly vztah plazmatického ghrelinu k jednotlivym pubertalnim
stadiim a v jiné ze svych praci uvadi srovnatelné hodnoty jeho plazmatickych koncentraci u

prepubertalnich déti a dospélych jedinct (Bellone a spol. 2002, 2003). Vyssi hladiny ghrelinu
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u prepubertalnich déti s DM 1.typu ve srovnani s postpubertalnimi uvadi ve své praci Celi a
spol. Tento rozdil vSak nepozoruje ve skupiné zdravych kontrol (Celi a spol. 2005). Nizsi
hladiny ghrelinu u pacientll s vys$§im stadiem zralosti dle Tannera prokédzal ve své praci i
Soriano-Guillén a spol. Nejvétsi rozdily byly nalezeny mezi Tannerovym stadiem 1 a 2 ve
srovnani se stadii 3-5. TentyZ autor v jiné préaci popisuje signifikantné vyssi hladiny ghrelinu
u jedinct s Tannerovym stadiem 1 ve srovnani se stadiem 5 (Soriano-Guillén a spol. 2004a,b).
Také Whatmore uvadi vyssi hladiny ghrelinu u zdravych prepubertalnich jedinct ve srovnéni
s pubertalnimi (Whatmore a spol. 2003). Na zakladé vyse uvedenych udajt je pravdépodobné,
ze gonadalni steroidy nemaji pfimy pozitivni vliv na sekreci ghrelinu v pubertalnim obdobi.
Je mozné, ze snizeni sekrece ghrelinu béhem puberty mulze souviset se snizujicimi se
hladinami se vzrlstajicim veékem, jak jiz bylo diskutovano vySe. Z tohoto pohledu je
zajimavé, ze pokles hladin ghrelinu v organismu pokracuje i do pozdniho stéfi, jak prokazal

napf. Rigamonti (Rigamonti a spol. 2002)

4.2.4. Vztah hladin ghrelinu k télesné hmotnosti

V nasi studii jsme prokézali snizené hladiny plazmatického ghrelinu u obéznich déti
ve srovnani s pacientkami s mentalni anorexii. Zaroven jsme popsali jejich dynamické zmény
pii redukcei télesné hmotnosti, respektive realimentaci. Tyto vysledky poukazuji na fakt, ze
hladiny ghrelinu jsou velmi vyznamné ovlivnény zménami télesné hmotnosti organismu a
jsou v bezprostiednim vztahu k jeho nutri¢nimu stavu.

Snizené hladiny ghrelinu u obéznich jedincl ve srovnani se zdravymi kontrolami a
jejich postupny vzestup pii redukei télesné hmotnosti popisuji 1 jini autoti (Bellone a spol.
2002, Bunt a spol. 2003, Bacha a Arslanian 2005). Korbonits a spol. identifikoval pacienty
s polymorfismem v ghrelinovém genu (Leu72Met), ktefi méli signifikantné vyssi SDS BMI
ve srovnani s pacienty, u nichz neni tento polymorfismus pfitomen (Korbonits a spol. 2002).
Haqq a spol. a Paik a spol. uvadi vyssi hladiny ghrelinu u pacientti s Prader-Willi syndromem
ve srovnani s kontrolni skupinou (Haqq a spol. 2003, Paik a spol. 2004). Naopak Reinehr a
spol. nezaznamenal signifikantni zmény hladin ghrelinu u 37 obéznich déti béhem
jednoro¢niho ambulantniho programu redukce télesné hmotnosti. Tyto zmény nebyly patrné
ani pii podrobnéjsi analyze skupiny déti se signifikantné lepsi reakei na redukéni terapii.
Inicialni hladiny ghrelinu byly signifikantn€ nizs$i u obéznich jedinct ve srovnani se zdravymi

kontrolami (Reinehr a spol. 2005). Kanumakala nezaznamenal signifikantni rozdil
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v hladinach ghrelinu mezi pacienty s hypothalamickou obezitou a prostou obezitou
z hyperalimentace, u obou skupin vSak byly hladiny signifikantné odlisné od zdravych
eutrofickych kontrol (Kanumakala a spol. 2005). Ve skupiné¢ HR jsme v nasi studii nalezli
tendenci k vyrazngjSimu zvyseni hladin ghrelinu ve srovnéni s LR skupinou u obou pohlavi.
Soriano-Guillén u obéznich jedinct nepozoruje rozdily v hladinach ghrelinu u pacientd, kteti
meli po redukci télesnou hmotnost vetsi, resp. mensi nez 2SD primérné hmotnosti, ale
zaroven nenalezl korelaci mezi hladinami ghrelinu a BMI u obéznich pacienti (Soriano-
Guillén a spol. 2004a).

V nasi studii jsme nalezli negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu a télesnou
hmotnosti pfed redukci télesné hmotnosti a jesté vyznamnéjs$i korelaci po jeji redukci.
Negativni korelaci mezi ghrelinem a BMI uvadi i Bacha a spol. u prepubertalnich déti a Paik a
spol. u pacient s Prader-Willi syndromem (Bacha a Arslanian 2005, Paik a spol. 2004).
Ikezaki a spol. popisuje u 49 obéznich déti negativni korelaci mezi plazmatickymi hladinami
ghrelinu nala¢no a BMI, resp. obvodem pasu, ale nikoliv s procentem télesného tuku (Ikezaki
a spol. 2002).

V nasi praci jsme zjistili signifikantni pokles hladin ghrelinu u pacientek s mentalni
anorexii béhem realimentace. Zaroven jsme u téchto pacientek zaznamenali i negativni
korelaci mezi hladinami ghrelinu a BMI, respektive SDS BMI. Vyssi hladiny ghrelinu u
pacientek s mentalni anorexii ve srovnani se zdravymi kontrolami byly popsany fadou autort
(Otto a spol. 2001, Broglio a spol. 2004, Tolle a spol. 2003, Tanaka a spol. 2002, 2003a,b,c,
Krsek a spol. 2003, Misra a spol. 2004 a dalsi). Vzestup hladin ghrelinu béhem redukce
télesné hmotnosti diky tfimési¢nimu intenzivnimu tréninku u zdravych zen popisuje Leidy
(Leidy a spol. 2004). Tanaka a spol. v sérii praci popisuje negativni korelaci hladin ghrelinu
s parametry nutricniho stavu, jako je BMI, procento télesného tuku a sérovd koncentrace
cholinesterazy jak u pacientek s mentalni anorexii, tak u bulimic¢ek i zdravych zen (Tanaka a
spol. 2002, 2003a,b,c). Negativni korelaci ghrelinu a BMI uvadi Shiiya a spol. u pacientek
s mentalni anorexii, obéznich jedinct, zdravych kontrol 1 u pacientli s DM 2.typu (Shiiya a
spol. 2002). Negativni korelaci ghrelinu s procentem télesného tuku uvadi i Nedvidkova
(Nedvidkova a spol. 2003), naopak Celi a spol. nenalezl signifikantni vztah mezi hladinami
ghrelinu a mnozstvim télesného tuku u zdravych déti (Celi a spol. 2005). Soriano-Guillén
popisuje signifikantni rozdily v hladinach ghrelinu u donoSenych novorozenct v zavislosti na
porodni hmotnosti vztazené ke gestacnimu v€ku. Tentyz autor uvadi signifikantni negativni

korelaci ghrelinu s BMI v kontrolni skupiné zdravych prepubertalnich i postpubertalnich déti,
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ale nenalezl tuto korelaci ani u obéznich jedinct, ani u pacientek s mentalni anorexii (Soriano-
Guillén a spol. 2004a,b).

Park a spol. v detailni studii vztahl ghrelinu k antropometrickym parametriim u déti
popisuje negativni korelaci s t€lesnou hmotnosti, BMI, procentem télesného tuku a obvodem
pasu a bokt u chlapcti i divek. Také uvadi negativni korelaci s hladinami triacylglycerolt a
inzulinu a u chlapct pozitivni korelaci s HDL cholesterolem (Park a spol. 2005). Whatmore
nalezl u 121 zdravych déti a adolescentli ve vékovém rozmezi 5-19 let negativni korelaci mezi
hladinami ghrelinu a SDS BMI a SDS télesné hmotnosti (Whatmore a spol. 2003). Negativni
korelaci mezi ghrelinem a BMI popsal Rigamonti a spol. u pacientti s morbidni obezitou,
neléenou mentalni anorexii 1 u zdravych kontrol v Sirokém vékovém rozmezi (27-91 let)
(Rigamonti a spol. 2002).

V na$i studii po redukci télesné hmotnosti korelovaly hladiny celkového ghrelinu
pozitivné€ s plazmatickymi hladinami orexinu A. tyto vysledky nelze spolehlivé konfrontovat
s literarnimi udaji vzhledem k tomu, ze jsme v odborné literatufe nenalezli praci popisujici
korelaci téchto dvou analyti. Oba peptidy se fadi do skupiny orexigennich peptida a Ize tedy
predpokladat, ze regulace jejich sekrece ma spolecny biochemicky podklad a jejich hladiny
jsou ovlivnény podobnym zptsobem v zavislosti na nutri¢nim stavu organismu.

V nasi studii jsme nezjistili korelaci mezi plazmatickymi hladinami ghrelinu a
sérovymi hladinami leptinu ¢i adiponektinu u obéznich jedinc ani pted redukci télesné
hmotnosti ani po ni, ale popsali jsme negativni korelaci mezi ghrelinem a leptinem u
pacientek s mentalni anorexii. Soriano-Guillén a spol. ve své studii nenalezl tuto korelaci u
obéznich déti ani u mentalnich anorekti¢ek (Soriano-Guillén a spol. 2004a), ale negativni
korelaci mezi ghrelinem a leptinem prokazal Tolle a spol. u konstitu¢né Stihlych Zen a u
pacientek s mentalni anorexii pfed realimentaci (Tolle a spol. 2003). Naopak Chanoine a spol.
popisuje u novorozenych chlapcti pozitivni korelaci mezi hladinami ghrelinu a leptinu
v pupec¢nikové krvi. Je otdzkou, zda je sekrece ghrelinu piimym zptisobem ovlivnéna t€émito
produkty tukové tkané, nebo zda se na jeji regulaci podileji jiné faktory, které tvoii spojovaci
prvek mezi mnozstvim télesného tuku a produkci gastrointestindlnich peptidi. Bazalni
sekrece ghrelinu tak mulze byt ovlivnéna napt. hypothalamickymi centry prostfednictvim
eferentnich vlaken bloudivého nervu nebo jinymi produkty adipocytd, jako je napi. TNF-alfa
nebo resistin. Navic pfirozené vazby mezi jednotlivymi regulacnimi hormony, které¢ jsou
funkéni u zdravych eutrofickych jedinct, mohou byt u pacientl s poruchou nutri¢niho stavu
modifikovany. U pacientek s mentdlni anorexii byla napf. pozorovana tzv. ,.ghrelinova

resistence®, kdy pfi nadbytku endogenniho ghrelinu je oslabena endokrinni odpovéd’ na jeho
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aplikaci (Broglio a spol. 2004). U téchto pacientek také nedochazi k poklesu endogenni
produkce ghrelinu po podéani standardizované stravy, jak je tomu u zdravych jedinca
(Nedvidkova a spol. 2003). Tento jev mulze byt soucasti chronické adaptace na

prolongovanou restrikci potravy a muize piispivat k obnové normalniho pfijmu stravy po

Mrwe

4.3. Adiponektin

4.3.1. Hladiny adiponektinu

V nasi studii se pohybovaly sérové hladiny adiponektinu u obéznich déti pied redukci
télesné hmotnosti v rozmezi 4-15 ug/ml (s jednim odjedinélym odlehlym vysledkem 25,5
ug/ml) a vrozmezi 5-24 ug/ml u pacientek s mentalni anorexii pted realimentacni 1écbou.
V prubéhu redukce télesné hmotnosti u obéznich jedinct se hladiny témét neménily, zatimco
béhem realimentace pacientek s mentalni anorexii doslo k jejich signifikantnimu vzestupu.

V odborné literatuie se uvadéné plazmatické hladiny adiponektinu li§i mezi
jednotlivymi studiemi v zévislosti na pouzité metodice. Pischon a spol. uvadi hladiny
adiponektinu u 24 zdravych jedinci vrozmezi 9-22 ug/ml pii pouziti komercni
radioimunoanalyzy (Pischon a spol. 2003). Delporte a spol. uvadi primérné hladiny u
zdravych kontrol stanovené radioimunoanalytickou metodou v rozmezi 10-15 ug/ml (Delporte
a spol. 2003). Bruun a spol. uvadi primérné hodnoty méfené stejnou metodou u zdravych
kontrol 4,6 ug/ml u obéznich jedinci pred redukci télesné hmotnosti 2,3 ug/ml a po 20
tydenni redukci 3,4 ug/ml (Bruun a spol. 2003). Bacha a spol. uvadi pfi pouziti stejné
metodiky signifikantn€ nizsi hladiny adiponektinu u cernosskych déti (9,9 ug/ml) ve srovnani
s bélosskymi (15,7 ug/ml) (Bacha a spol. 2005). Arita a spol. popisuje ve své praci vyvoj
ELISA metody, diky niz stanovil plazmatické hladiny adiponektinu u zdravych dobrovolnikt
vrozmezi 1,9 — 17 ug/ml (Arita a spol. 1999). Lawlor a spol. uvadi primérné hladiny
adiponektinu u starSich zdravych zen 15 ug/ml (Lawlor a spol. 2005).

Lze tedy fici, ze primérné hladiny adiponektinu udavané v literatufe se pohybuji

v rozmezi 5 — 20 ug/ml v zavislosti na studované skupin€ pacientli a pouzité metodice. NaSe
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studie odpovida t€émto hodnotam v obou uvadénych experimentech — jak u obéznich pacient,
tak u pacientek s mentalni anorexii.

Adiponektin je potenciondlnim kandidatem pro klinické vyuziti v biochemické
diagnostice zejména u pacientli se symptomy metabolického syndromu. Vzhledem k této
skuteCnosti je tieba zhodnotit jeho vlastnosti jako biochemického analytu. V roce 2003
publikoval Pischon a spol. praci hodnotici stabilitu adiponektinu ve vzorcich plazmy od 24
dobrovolnikil (vékové rozmezi 53-65 let) behem 36 hodin a jeho intraindividudlni variabilitu
v pribehu 1 roku zivota (Pischon a spol. 2003). Hodnotil stabilitu vzorkii plazmy odebrané po
12 hodinovém la¢néni do zkumavek s EDTA nebo Na-heparinem. Hladiny adiponektinu byly
stanoveny pii pocCatku studie a za nasledujicich 24 a 36 hodin metodou RIA (Linco).
Koncentrace adiponektinu ve vzorcich odebranych do Na-heparinu se signifikantné nelisily,
zatimco u vzorkd odebranych do EDTA byla koncentrace po 36 hodinach mirné vyssi
(p=0,05). Ve vzorcich odebranych v odstupu jednoho roku byly koncentrace adiponektinu
mirné nizsi, ale po korekci na BMI nebyl rozdil statisticky signifikantni. Vysledky této studie
prokazuji, ze transport a uchovavani adiponektinu na ledu do 36 hodin od provedeni odbéru,
neni pravdépodobné zdrojem systémové chyby méteni. Mirné vyssi koncentrace adiponektinu
ve vzorcich EDTA po 36 hodinach povazuje autor za dasledek disociace polymernich forem
adiponektinu na monomerni. Suominen a spol. v roce 2004 publikoval préci, v niz na vzorcich
od 59 jedinci popisuje analytickou srovnatelnost radioimunoanalyzy a enzymové
imunoanalyzy. Zéaroven prokazal dobrou stabilitu adiponektinu ve vzorcich i bc&hem
opakovanych zamrazovacich cykli (Suominen a spol. 2004). Vzhledem k nizké
intraindividudlni variabilit¢ adiponektinu béhem delsiho ¢asového obdobi a jeho dobrym
analytickym vlastnostem je vhodné jeho pouziti jako biomarkeru inzulinové senzitivity pro

vyzkumné ucely.

4.3.2. Vztah hladin adiponektinu k véku

V nasi studii jsme zjistili negativni vztah mezi adiponektinem a vékem u obéznich
pacientti, nikoliv vSak u pacientek s mentalni anorexii. Pischon a spol. nepopsal signifikantni
vztah mezi hladinami adiponektinu a v€kem u jedinct ve vékovém rozmezi 53-65 let (Pischon
a spol. 2003). Ani Arita a spol. nepopsal uvedenou korelaci u 57 obéznich jedincii a 87
zdravych kontrol s primérnym vékem 42,3, respektive 50,4 let (Arita a spol. 1999). Stefan a

spol. hodnotil longitudindln¢ hladiny adiponektinu u prepubertalnich Pima indiant v 5 a 10
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letech veéku. Hladiny adiponektinu postupné klesaly se vzrlstajicim mnozstvim tukové tkané
(Stefan a spol. 2002). Negativni vztah mezi hladinami adiponektinu a vékem popisuje také
Reinehr a spol. u 42 obéznich prepubertdlnich a pubertdlnich déti (Reinehr a spol. 2004).
Naopak Lawlor a spol. popisuje pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu a vékem u
starich Zen ve vékovém rozmezi 60-79 let (Lawlor a spol. 2005). Udaje o vztahu sérovych
hladin adiponektinu k véku jsou v odborné literatuie rozporuplné. Nejveétsi vliv na vysledky
v jednotlivych studiich mé dle naseho nazoru vybér skupiny zkoumanych jedinct. Zvlasté u
déti a adolescentli je posouzeni tohoto vztahu obtizné vzhledem k pfedpokladanym vazbam
hladin adiponektinu na vliv pohlavnich hormont, zejména v obdobi pubertalniho vyvoje. Pfi
hodnoceni vysledki musi byt také ptihlédnuto k jinym znamym regula¢nim faktortim, které

hladiny adiponektinu ovliviiuji (mnozstvi tukové tkang, inzulin, TNF-alfa apod.).

4.3.3. Vztah hladin adiponektinu k télesné vySce, pohlavi a menarché

V nasi studii jsme u obéznich jedinct prokazali negativni korelaci mezi adiponektinem
a teélesnou vyskou pacientl. Také sérové hladiny IGF-1 u téchto pacienti korelovaly
negativné se sérovymi hladinami adiponektinu pied redukci hmotnosti 1 s hladinami po
redukci. Naopak mezi hladinami IGF BP-3 a adiponektinu korelace nebyla. U pacientek s
mentalni anorexii jsme Zadny vztah mezi adiponektinem a télesnou vyskou, IGF-1 ani
IGFBP-3 nepozorovali. V roce 2005 popsal Nilsson a spol. potlaceni exprese adiponektinu a
jeho receptoru typu 2 na kultufe lidskych adipocyti vlivem GH. Zaroven popsal snizené
hladiny adiponektinu v séru u mysi exprimujicich gen pro bovinni GH a zvySené sérové
hladiny adiponektinu u mysi deficientnich v genu pro GH receptor (Nilsson a spol. 2005). Na
zaklad¢ téchto faktd se zda, ze mezi adiponektinem a osou GH existuje v organismu
fyziologicky vztah, pravdépodobné na zdkladé¢ negativni zpétné vazby prostiednictvim
pfimého ovlivnéni exprese adiponektinového genu v tukové tkani.

Stejné jako u hladin leptinu se zd4, Ze hladiny adiponektinu jsou zavislé na pohlavi. V
nékolika studiich bylo opakované prokazano, ze hladiny adiponektinu jsou vyssi u Zen nez u
muza (Scherer a spol. 1995, Yamamoto a spol. 2002, Hotta a spol. 2000, Zoccali a spol.
2002). Arita a spol. popsal tento rozdil u skupiny obéznich dospélych jedinct i u zdravych
kontrol (Arita a spol. 1999) a Huang a spol. u adolescentid ve v€kovém rozmezi 10-19 let
(Huang a spol. 2004). Reinehr a spol. popisuje vyssi hladiny adiponektinu u pubertalnich

divek ve srovnani s chlapci, ale tento rozdil nepozoruje u prepubertdlnich jedinct (Reinehr a
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spol. 2004). V roce 2002 Nishizawa popsal, ze testosteron snizuje plazmatické hladiny
adiponektinu (Nishizawa a spol. 2002). Naopak Gavrila a spol. nenachazi zadny vztah mezi
sérovymi hladinami adiponektinu a testosteronu (Gavrila a spol. 2003). Stefan a spol. také
nenalezl u Pima indidni signifikantni rozdil v hladinach adiponektinu mezi 5 letymi ani 10
letymi chlapci a divkami (Stefan a spol. 2002). Ani v nasi studii nebyl rozdil mezi chlapci a
divkami u obéznich déti statisticky vyznamny, 1 kdyz primérné hladiny u divek byly vyssi
pied redukci télesné hmotnosti 1 po ni. Vyssi hladiny adiponektinu u Zen nejsou v souladu ani
s poznatkem, ze Zeny maji obecné vyssi procento télesného tuku nez muzi. Naopak nizsi
hladiny adiponektinu u muzi by mohly souviset s jejich vys$$im rizikem vzniku inzulinové
rezistence a aterosklerdzy. Je pravdépodobné, ze intenzita exprese adiponektinu neni
determinovana pouze mnozstvim tukové tkané, ale také jinymi faktory, jako napt. pohlavnimi
hormony.

Primérné hladiny adiponektinu v nasi studii byly u postmenarcheédlnich divek pted
realimentaci signifikantné niz§i nez u premenarchealnich. Po realimentaci nebyl tento rozdil
statisticky vyznamny. Reinehr a spol. popisuje signifikantné¢ nizsi hladiny adiponektinu u
pubertalnich déti ve srovnani s prepubertalnimi (Reinehr a spol. 2004). Na rozdilu hladin
adiponektinu vzhledem k menarché se mize podilet nékolik faktort. Mohlo by se napft. jednat
o vliv celkového mnozstvi tukové tkané, které je u postmenarchealnich divek vétsi, nebo o
vliv pohlavnich hormoni, jak jiz bylo diskutovano v Casti tykajici se pohlavnich rozdila
v hladinach adiponektinu. Literarni idaje o vztahu adiponektinu k menarché u divek nejsou

dostupné, proto nelze nase vysledky spolehlivé konfrontovat.

4.3.4. Vztah hladin adiponektinu k télesné hmotnosti

Je znamo, ze hladiny adiponektinu u obéznich jedincti jsou signifikantné nizsi nez u
zdravych kontrol (Arita a spol. 1999). Cianflone prokazal tento rozdil také u 124 déti ve véku
od 2 do 6 let (Cianflone a spol. 2005). V nasi studii jsme nenalezli signifikantni zmény v
hladinach adiponektinu béhem redukce télesné hmotnosti u obéznich pacientti. Hladiny
adiponektinu ptfed redukci télesné hmotnosti vysoce signifikantné korelovaly s hladinami po
redukci. Tento fakt svéd¢i pro to, Ze sérové hladiny adiponektinu u jednotlivych pacientd
zlstaly béhem redukéni terapie vysoce stabilni a nedochazelo k jejich vyraznym vykyviim.
Pacienti, kteti méli nizké hladiny adiponektinu pfed zahajenim terapie, si je zachovavali po

celou dobu péti tydnd trvani studie a obdobné reagovali i pacienti s vys$Simi hladinami
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adiponektinu v séru. Vzhledem k celkové nesignifikantni zméné hladin béhem redukéni 1écby
nebyly zadné vyrazné zmény adiponektinu pozorovany ani pii rozdéleni pacientli do HR a LR
skupin. Nase vysledky jsou v souladu s recentni praci Manigrasso a spol., v niz nebyly
pozorovany signifikantni zmény v hladindch adiponektinu u dospé€lych obéznich Zen béhem
12 tydenni redukce télesné hmotnosti (Manigrasso a spol. 2005) a s praci Anderlova a spol., v
niz nebyly pozorovany signifikantni zmény sérovych hladin adiponektinu u obéznich Zen
béhem tfitydenniho podavani stravy o velmi nizké kalorické hodnoté (Anderlovd a spol.
2005). Imbeault a spol. dospél ke stejnym vysledklim beéhem 4 denni kalorické restrikce u 15
zdravych mladych muzi (Imbeault a spol. 2004). Naopak zvyseni hladin adiponektinu béhem
redukce télesné hmotnosti popisoval u dospélych obéznich jedincti Yang (Yang a spol. 2001)
a Reinehr a spol. u déti, které signifikantné snizily svoji hmotnost béhem redukéni terapie
trvajici 1 rok. U déti, které na redukéni terapii nezareagovaly, nedosSlo k signifikantnim
zménam v hladinach adiponektinu (Reinehr a spol. 2004). Bruun a spol. uvadi zvySeni
pramérnych hladin adiponektinu v plazmé u dospélych obéznich jedincti béhem 24 tydenni
redukce té€lesné hmotnosti 0 51% a v tukové tkani zvySeni exprese adiponektinové mRNA o
45% (Bruun a spol. 2003).

Vzhledem k tomu, ze v nasi studii nedoSlo béhem 5 tydenni redukéni terapie k
signifikantni zmén€ hladin adiponektinu, zda se, ze tato doba neni dostatecnd pro nastup
regula¢nich mechanismti, které¢ ovliviiuji tvorbu adiponektinu v zdvislosti na nutri¢nim stavu
organismu. Uvedeny jev ma ovSem 1 jiné mozné vysvétleni. V roce 2003 Matsubara a spol.
popsal negativni asociaci hladin adiponektinu s inzulinovou rezistenci u nediabetickych
pacientd nezavisle na véku, krevnim tlaku, celkovém mnozstvi tukové tkané¢ a sérové
koncentraci lipidd (Matsubara a spol. 2003). Je tedy mozné, ze u obéznich déti, které
nevyvinou dostateény stupenl inzulinové rezistence, nedojde béhem redukce télesné hmotnosti
k signifikantnim zménam adiponektinu, protoze jeho sérové hladiny neodrazeji bezprostredné
mnozstvi tukové tkané v organismu, ale spiSe jsou korelatem inzulinové senzitivity. Pro
piesnéjsi ovéteni této hypotézy by bylo nutné stanovit sérové hladiny adiponektinu béhem
redukce télesné hmotnosti u obéznich déti zaroven se stanovenim jejich inzulinové rezistence.

U pacientek s mentalni anorexii byly primémé hladiny adiponektinu vys$i nez u
obéznich jedinct, ale béhem realimentace doslo k jejich dal§imu zvySeni, které bylo u
postmenarchedlnich divek statisticky signifikantni. Rada studii uvadi zvy$ené hladiny
sérového adiponektinu u pacientek s mentdlni anorexii ve srovnani se zdravymi kontrolami
(Nedvidkova a spol. 2005, Matsubara a spol. 2002, Delporte a spol. 2003, Iwahashi a spol.

2003), ale vyse uvedené studie jsou provadény na dospélych pacientkach. ZvysSend exprese
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adiponektinu v mesenterialnim tuku byla prokazana také u jinych pacientt, kteti mohou trpét
poruchou nutri¢niho stavu, jako je napt. Crohnova nemoc (Yamamoto a spol. 2005). Dle vyse
uvedenych literarnich tdaji bychom ocekavali v nasi studii béhem realimentace pokles v
sérovych hladinach adiponektinu. Fakt, Ze zejména postmenarchealni pacientky v nasi studii
reagovaly opacnym zpusobem, poukazuje na mozny vliv dalSich faktord na produkci
adiponektinu v perimenarchealnim obdobi, zejména pohlavnich hormont, jejichz produkce se
béhem dospivani u divek za fyziologickych podminek vyznamné méni a navic dochazi k
jejich negativnimu ovlivnéni v disledku poruchy nutricniho stavu u mentélni anorexie. O
takovémto vlivu svéd¢i i signifikantni rozdil v hladinéch adiponektinu, ktery jsme zjistili mezi
pre- a postmenarchealnimi divkami. Také Inui popisuje mentalni anorexii jako onemocnéni s
nadbytkem jak orexigennich tak anorexigennich regulacnich peptidi (Inui 2001).

O tom, ze hladiny adiponektinu u pacientek s mentalni anorexii nemuseji byt priméarné
regulovany mnozstvim tukové tkané svéd¢i fakt, ze hladiny adiponektinu v nasi studii
negativné korelovaly s BMI, ale nikoliv s télesnou hmotnosti ¢i sérovymi hladinami leptinu.
BMI za podminek malnutrice neodrazi spolehlivé mnozstvi tukové tkdn€ v organismu a na
jeho hodnoté se vyznamnou mérou podileji 1 jiné faktory, jako napt. aktudlni stav hydratace
apod. Iwahashi a spol. popisuje negativni korelaci s BMI pouze u zdravych Zen v kontrolni
skuping, nikoliv u pacientek s mentalni anorexii (Iwahashi a spol. 2003). Je otdzkou, zda
mnozstvi tukové tkdn€¢ je u mentdlnich anorekticek hlavnim regulatorem produkce
adiponektinu ¢i nikoliv. K objasnéni této otazky by bylo vhodné zjistit korelaci mezi
sérovymi hladinami adiponektinu a mnozstvim télesného tuku métenym exaktni metodou.
Kazdopadné jsou vysledky nasi studie v tomto ohledu piekvapujici a vyzaduji dalSiho
podrobnéjsiho zkoumani ke spravné interpretaci. Vzhledem k tomu, Ze u mentalnich
anorekti¢ek v nasi studii doslo k signifikantnim zméndm béhem 8 tydnt 1é¢by, zda se, ze tato
doba je dostatecna pro nastup regula¢nich mechanismu, které¢ ovliviiuji tvorbu adiponektinu v
zavislosti na nutricnim stavu organismu.

Tvorba a sekrece adiponektinu u zdravych jedincti pozitivné koreluje s velikosti
adipocytli a negativné s BMI a je signifikantné niz$i ve visceralni tukové tkani nez v podkozni
(Johnson a spol. 2003). Kwon a spol. popisuje negativni korelaci mezi hladinami
adiponektinu a mnozstvim visceralniho i podkozniho tuku a s BMI (Kwon a spol. 2005). V
nasi studii sérové hladiny adiponektinu u obéznich pacient negativné korelovaly s télesnou
hmotnosti pted jeji redukci a jest¢ vyznamnéji po redukci a negativné korelovaly i s BMI.
Také u pacientek s mentalni anorexii jsme nalezli negativni korelaci s BMI a SDS BMI. Také

Matsubara a spol. uvadi negativni korelaci adiponektinu s BMI a celkovym mnozstvim
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télesn¢ho tuku u pacientek s mentalni anorexii, obéznich zen i eutrofickych zdravych zen v
kontrolni skupiné (Matsubara a spol. 2002). Negativni korelaci s BMI uvadi u jedinct s
normalni télesnou hmotnosti také Arita, Yamamoto a Pischon (Arita a spol. 1999, Yamamoto
a spol. 2002, Pischon a spol. 2003). Delporte a spol. uvadi negativni korelaci s BMI a
mnozstvim tukové tkané (Delporte a spol. 2003) a Bruun a spol. také uvadi negativni korelaci
s mnozstvim télesné¢ho tuku u obéznich jedinct (Bruun a spol. 2003). Naopak Iwahashi a spol.
popisuje linedrni negativni korelaci s BMI pouze u zdravych Zen v kontrolni skupiné, nikoliv
u pacientek s mentalni anorexii (Iwahashi a spol. 2003).

V nasi studii jsme nenalezli korelaci mezi sérovymi hladinami adiponektinu a leptinu
u obéznich pacientii pied redukci télesné hmotnosti ani po ni, ani kdyz byly samostatné
posouzeny skupiny HR a LR. Vztah mezi obéma analyty nebyl nalezen ani u pacientek s
mentalni anorexii. Gavrila a spol. také nenachédzi zadny vztah mezi sérovymi hladinami
adiponektinu a leptinu (Gavrila a spol. 2003). Naopak Matsubara a spol. uvadi negativni
korelaci adiponektinu s leptinem u pacientek s mentalni anorexii, obéznich zen i zdravych
kontrol (Matsubara a spol. 2002).

U pacientek s mentdlni anorexii jsme nalezli pozitivni korelaci mezi hladinami
ghrelinu a adiponektinu. Tato korelace nebyla u obéznich jedincti prokazéna. Na zakladé
literarnich dajt je zndmo, ze ghrelin potlacuje expresi adiponektinového genu (Ott a spol.
2002). Mozné vysvétleni pozitivniho vztahu obou uvedenych analyt v nasi studii je fakt, Zze u
pacientek s mentélni anorexii je trvala hyperghrelinémie, kterd nasledné¢ vede ke ghrelinové
resistenci, jak jiz bylo diskutovano vySe. Vzhledem k existenci ghrelinové resistence je
mozné, ze nejen centralni, ale i periferni ucinky ghrelinu jsou oslabené a v disledku toho se

nemuze projevit inhibi¢ni efekt ghrelinu na expresi adiponektinového genu v tukové tkani.

4.3.5. Vztah hladin adiponektinu k inzulinové senzitivité

Je znamo, ze hladiny adiponektinu nejsou signifikantné snizené pouze u obéznich
jedinci, ale také u jinych patofyziologickych stavli asociovanych s obezitou, jako je DM
2.typu (Hotta a spol. 2000, Beltowski 2003), a ischemicka choroba srde¢ni (Ouchi a spol.
1999). U jedinct s vyssi inzulinovou senzitivitou svédci vyssi hladiny adiponektinu pro lepsi
schopnost oxidace tuki a piisobi jako ochranny faktor pted rozvojem DM 2.typu (Berk a spol.
2003). Vliv adiponektinu na zlepSeni oxidace mastnych kyselin u lidi popisuje i Thamer a

spol.(Thamer a spol. 2003). V nasi studii jsme popsali u obéznich pacientll negativni korelaci
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mezi hladinami adiponektinu a inzulinu, respektive C-peptidu pred redukci télesné hmotnosti.
Tato korelace byla po redukci hmotnosti v obou piipadech jesté¢ vyznamnéjsi. Naopak u
pacientek s mentalni anorexii se ndm nepodafilo vztah mezi adiponektinem, inzulinem a C-
peptidem prokazat. Matsubara a spol. uvadi negativni korelaci hladin adiponektinu s
hladinami inzulinu a vypoc¢itanou inzulinovou rezistenci u pacientek s mentalni anorexii,
obéznich zen i eutrofickych zdravych zen v kontrolni skupiné (Matsubara a spol. 2002).
Delporte a spol. uvadi pozitivni korelaci adiponektinu s inzulinovou senzitivitou, kterd byla u
pacientek s mentalni anorexii o 40% vys8i ve srovnani se zdravymi kontrolami (Delporte a
spol. 2003). Pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu a inzulinovou senzitivitou
popisuji také dalsi autoti (Bacha a spol. 2005, Kwon a spol. 2005).

Jiz na zvifecich modelech bylo popsano, Ze snizend exprese adiponektinu je
asociovana s obezitou a inzulinovou rezistenci (Maeda a spol. 2002, Ma a spol. 2002) a Ze
béhem rozvoje obezity a diabetu u myS$i je potlacena exprese adipogennich gent. Tato
pozorovani poukazuji na moznou existenci negativnich zpétnovazebnych mechanismt
ovliviiujicich tvorbu adiponektinu (Diez a Iglesias 2003, Nadler a spol. 2001). U mysi s
vyfazenym genem pro adiponektin byla popsdna pomalejsi clearance volnych mastnych
kyselin z plazmy. Podani rekombinantniho adiponektinu hlodavciim vede ke sniZeni hladin
glukézy v séru bez soucasné stimulace inzulinové sekrece (Nedvidkova a spol. 2005). Hotta a
spol. prokdzal, ze snizené plazmatické hladiny adiponektinu vedou k rozvoji inzulinové
rezistence a diabetu u opic (Hotta a spol. 2001).

Na zéklad¢é predchozich studii bylo prokazéano, ze adiponektin zlepSuje inzulinovou
senzitivitu prostfednictvim stimulace oxidace mastnych kyselin, snizenim hladiny
triacylglycerolii v plazmé a zlepSenim metabolismu glukézy (Statnick a spol. 2000). Také byl
v fad¢ studii prokazan jeho antiaterogenni efekt diky pozitivnimu vlivu na endotelidlni bunky.
Adiponektin potlacuje expresi adhezivnich proteinli extraceluldrni matrix v endotelu a
produkci cytokinl potencujicich aterosklerozu, jako je napt. TNF-alfa (Chen a spol. 2003,
Bronsky a spol. 2005). Jeho snizené hladiny v séru u obéznich jedincii mohou byt spojovacim
¢lankem mezi obezitou a pridruzenymi komplikacemi, které jsou soucasti tzv. metabolického
syndromu, jako je poruSend inzulinova senzitivita, dyslipidemie a hypertenze. Také bylo
prokazano, ze dospé€lé pacientky s mentalni anorexii a pacienti s DM 1.typu maji vyssi
inzulinovou senzitivitu ve srovnani se zdravymi kontrolami (Nedvidkova a spol. 2005). V
nasi studii jsme prokdzali, ze jiz v Casném détském véku a adolescentnim obdobi dochazi pti
poruse nutricniho stavu ke zméndm sérovych hladin adiponektinu. Vzhledem k tomu, ze se

predpoklada, ze jednotlivé slozky metabolického syndromu maji patofyziologicky zaklad jiz v
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casném détstvi, napovidaji tyto vysledky o adiponektinu jako mozném biomarkeru poruchy
inzulinové senzitivity jiz v obdobi, kdy jeSté nejsou pritomny klinické symptomy
onemocnéni. Adiponektin by se mohl stat vhodnym analytem vyuzivanym v diagnostice, ale
také spolu se svymi receptory vhodnym cilem farmakologické 1écby u pacientl s poruchou
inzulinové senzitivity a nutriéniho stavu. Dnes je jiz zndmo, ze 1éky zvySujici inzulinovou
senzitivitu, jako napf. thiazolidindiony, vedou prostiednictvim PPAR-gamma ke zvySeni
exprese adiponektinové mRNA (Chinetti a spol. 2004, Rocchi a spol. 1999, Diez a Iglesias
2003).

4.4. Amylin

V experimentech na zvifatech se prokézalo, Ze nékteré biochemické formy amylinu
mohou byt vlivnymi stimulanty proliferace osteoblastl a intaktni amylin zaroven ptsobi jako
inhibitor kostni resorpce. Doposud neni zcela jasné, zda tyto funkce vykazuje amylin i u
lidskych jedincii.

V nasem prvnim experimentu se hladiny celkového amylinu statisticky signifikantné
nelisily od hladin v kontrolni skuping, kterd nesplnila podminky normalniho rozlozeni hodnot.
s osteopordzou ve srovnani s diabetiky a se zdravymi kontrolami. Tento fakt muze byt
znamkou mozného deficitu celkového amylinu u pacientll trpicich osteopordzou. Deficit
hladin neredukovaného amylinu u pacientti s OP byl statisticky vyznamnéjsi nez u celkového
amylinu 1 pfes nizs$i pocCet pacientii testovanych v jednotlivych skupinach. Na zakladé téchto
poznatkl a vysledkl pfedchozich experimentii na zvitatech a in vitro (Cornish a spol. 1998
a,b, 2000) se zda, ze stanovovani neredukované¢ho amylinu mé vyss§i sensitivitu u poruch
kostniho metabolismu. Je mozné, ze klicovou roli ve stimulaci osteoblastid hraje intaktni
disulfidicky mistek. Tento efekt maze byt negativné ovlivnén redukénimi procesy v lidském
organismu, které vedou krozstépeni disulfidického mistku mezi pozicemi 2 a 8§
v aminokyselinové sekvenci amylinové molekuly.

U pacienti s OP jsme nenalezli Zddna anamnestickd, klinickd ani biochemicka data,
ktera by poukazovala na dysfunkci pankreatickych beta-bun€k vedouci k snizené produkci
nebo sekreci amylinu z pankreatické tkané do periferni cirkulace. K odhaleni moznych pficin
deficitu amylinu u pacientl s osteopordzou je zapotiebi provést podrobnéjsi studie zamétené
na kostni metabolismus. Také biochemické analyza moznych modifikaci struktury amylinu

v lidské plazmé a jeho kinetiky je tfeba k objasnéni pfi¢iny naSich zjisténi. V organismu lze
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nalézt fadu faktorii, které mohou ovlivnit produkci amylinu, jeho uvoliiovani do cirkulace
nebo jeho efekt na kostni tkan (napt. redukce zptsobujici rozstépeni disulfidického mustku) a
tim mohou vést k primdrnim nebo sekunddrnim zméndm hladin amylinu. V odborné literatute
je kdispozici velmi malo studii, které se zabyvaji timto tématem, zvlast¢ pak u lidskych
jedincii. U pacientd s DM byly hladiny amylinu niz$i nez v kontrolni skupiné. Tento fakt
podporuje hypotézu, zZe porucha funkce pankreatickych beta-bun¢k muze vést k deficitu
amylinu v periferni cirkulaci.

V nasi studii byl primérny veék pacientdl v CG skupiné signifikantné odlisny od
pacientdl s OP. Otazkou je mozny vliv tohoto faktoru na odlisnost hladin amylinu v uvedenych
skupinach. Doposud nebyly publikovdna data popisujici vztah mezi hladinami amylinu
nala¢no a vékem. Jedind dostupnd studie u lidi poukazuje na poruchu sekrece amylinu
z pankreatu po stimulaci intraven6zni gluk6zou u starSich pacienti (Dechenes a spol. 1998).
V nasi praci jsme nenalezli Zddnou korelaci mezi vékem a hladinami amylinu ani v jedné ze
sledovanych skupin. Po korekei vzhledem k véku se statisticka vyznamnost v rozdilech hladin
amylinu mezi jednotlivymi skupinami nezménila. Je tedy pravdépodobné, Ze hladiny amylinu
u pacientd v nasi studii nejsou ovlivnény vékovou strukturou.

Vzhledem k tomu, Ze osteoporo6za je CastéjSi u zen, nebyl pomér pohlavi v testované
skupiné rovnomérny. Primérné hladiny amylinu se neli$ily mezi muzi a zenami. Kdyz jsme
porovnali pouze zeny ze skupin OP, DM a CG, vysledky nebyly odlisné od vysledka
ziskanych na zékladé¢ analyzy celych skupin a prokazovaly deficit amylinu u pacientek s OP.
Vztah mezi té€lesnou hmotnosti a kostni densitou je dobie zndm a v posledni dobé byly
publikovany prace popisujici vztah mezi tukovou a kostni tkani na molekularni urovni
(Livshitz a spol. 2003). V nasi studii jsme zjiStovali, zda maji hladiny amylinu vztah
skupiné pacienti s OP a jejich BMI se signifikantné 1iSil od pacientii v CG. Nenalezli jsme
ovSem zadnou korelaci mezi uvedenymi parametry a hladinami amylinu ani v jedné ze
zkoumanych skupin a rozdily v hladinach amylinu se nezménily ani po korekci na télesnou
hmotnost. Tedy ani tento antropologicky parametr pravdépodobné neovliviiuje zmény
plazmatickych hladin amylinu.

Metodika stanovujici neredukovany amylin detekuje pouze intaktni molekulu amylinu.
Metodika stanovujici celkovy amylin detekuje navic také redukovany amylin a
pravdépodobné také nékteré ,,amylin-like peptidy”. Jedna se o molekuly, které byly
prokazany metodou Western blot a jsou vétsi nez molekula intaktniho amylinu. Tyto peptidy

byly prokazany ve vSech vzorcich testovanych na amylin ve studii Percy a spol. (Percy a spol.
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1996). Témito peptidy mohou byt napt. agregaty amylinu, jeho prekurzory jako napft.
proamylin, nebo posttranslatné¢ modifikovany amylin. Tento fakt muze vysvétlit rozdil
v koncentracich celkového a neredukovaného amylinu v obou experimentech u skupiny OP a
DM. Ve skupin¢ CG byly hladiny ziskané pomoci metodiky pro celkovy amylin niz§i nez
hladiny neredukovaného amylinu, ale vysledek nebyl statisticky signifikantni. Rozdil mtize
byt vysvétlen rozdilnym poctem pacientti ve skupiné CG v obou experimentech. Porovnani
obou metodik za takovychto podminek je obtizné, obzvlasté sohledem na interassay
variabilitu. Doposud byl amylin u lidi stanovovan pouze v souvislosti s poruchami
metabolismu glukézy. Novym a dilezitym aspektem nasSi studie je, Ze popisuje zmény
plazmatickych hladin tohoto hormonu ve vztahu k jeho méné znamé, ale dulezité biologické
funkci — a tou je jeho efekt na kostni tkan. NaSe studie miize pomoci zaméfit se na tento
problém a najit mozné vyuziti molekuly amylinu pro klinickou praxi, at’ uz v diagnostické
nebo terapeutické roving.

Pocet pacientl zatazenych do nasi studie neni dostatecné velky pro to, abychom ur¢ili,

zda bude vhodn¢ zaradit amylin do diagnostického schématu u pacientli s osteopordzou.
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5. ZAVER

Byly zavedeny jednotlivé metody stanoveni regulacnich peptidii v laboratoii a
evaluovany pro ucely studie. Vysledkem nasSeho projektu je podrobny popis hladin orexinu A,
ghrelinu, adiponektinu, leptinu a amylinu u pacientl s riznymi poruchami nutri¢niho stavu a
jejich zmény v pribéhu nutriéni intervence. Dale jsme podrobné zhodnotili jejich vztah
k véku, jednotlivym zdkladnim antropometrickym parametrim a biochemickym analytim se
vztahem k vyzive.

Vyzkumem jsme pfispéli k objasnéni nékterych neuroendokrinnich zmén pfi
poruchéch pfijmu potravy také sohledem na fakt, Ze jednotlivé regulacni peptidy by se
v budoucnu mohly stat jejich vhodnymi biochemickymi markery. Pfispéli jsme i k evaluaci
jednotlivych metod ke stanoveni regulacnich peptidit pro vyzkumné pouziti a k moznosti
jejich nasledného zavedeni do klinické praxe tak, jak tomu bylo napft. u leptinu, ktery je dnes
rutinné stanovovan v biochemickych laboratofich. Navrh indikaci k vySetfeni jednotlivych
nutriénich hormonti je uveden v tabulce 9. Nékteré regulacni peptidy ¢i jejich analoga jsou jiz
experimentalné pouzivany v terapii poruch nutriéniho stavu a jejich rozsifeni do klinické

praxe muize piinést zlepSeni diagnostickych i terapeutickych postupt.
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P-Amylin

DM 1. a 2. typu, (poruchy kostniho
metabolismu)

S-Adiponektin

metabolicky syndrom (obezita,
inzulinova resistence atd.)

P-Ghrelin mentalni anorexie, malnutrice,
poruchy ristu

S-Leptin obezita, infertilita, (poruchy kostniho
metabolismu)

P-Orexin A narkolepsie, poruchy cyklu spanku a

bdéni, obezita, mentalni anorexie

Tabulka 9: Navrh indikaci k vysetfeni nutri¢nich hormont v klinické praxi

Legenda: S — sérum, P — plazma, DM — diabetes mellitus
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6. SOUHRN

Uvod: Regulace pifjmu potravy a nutriéniho stavu je komplexni dé&j zprostiedkovany
vzajemnou souhrou ftady regulacnich peptidi centrdlniho nervového systému,
gastrointestindlniho traktu a tukové tkané. Tyto systémy jsou propojeny zpétnymi vazbami,
které informuji o pfijmu potravy a mnozstvi energetickych zasob v organismu. Porucha v
nekteré z téchto oblasti miize vést ke zmeéné nutri¢niho stavu organismu.

Metody: Radioimunoanalyzou byly stanoveny plazmatické hladiny orexinu A, celkového
ghrelinu a sérové hladiny leptinu a enzymovou imunoanalyzou byly stanoveny sérové hladiny
adiponektinu u zdravych jedinct a u détskych pacienti s obezitou, mentalni anorexii,
Crohnovou nemoci a celiakalni sprue a byl popsén vliv nutri¢ni intervence na tyto hladiny.
Dale byl zhodnocen vztah jednotlivych regulacnich peptidi k zakladnim biochemickym a
antropometrickym ukazatelim nutricniho stavu. Metodou enzymové imunoanalyzy
s imunofluorescen¢ni detekci jsme stanovili plazmatické hladiny celkového a neredukovaného
amylinu u dospé€lych pacientl s osteopordzou, diabetem II. typu a u kontrolni skupiny.
Vysledky: Béhem redukce télesné hmotnosti u détskych a adolescentnich pacientdl s obezitou
doslo ke statisticky vyznamnym zméndm plazmatickych hladin orexinu A a celkového
ghrelinu, zatimco sérové hladiny adiponektinu se vyznamné neménily. U pacientek s mentalni
anorexii béhem realimentace doslo ke statisticky vyznamnym zméndm vSech tii analytt.
Plazmatické hladiny orexinu A u pacientli s Crohnovou nemoci a celiakalni sprue byly
signifikantné¢ vyS$i nez u zdravych kontrol. U dospélych pacientii s osteoporézou byly
statisticky vyznamné snizené hladiny neredukovaného amylinu ve srovnani s diabetiky II.
typu a kontrolni skupinou.

Zaver: Stanovili jsme plazmatické hladiny orexinu A, ghrelinu a amylinu a sérové hladiny
adiponektinu a leptinu u pacientli s riznymi poruchami nutri¢niho stavu a evaluovali jejich

vztah k antropometrickym a biochemickym parametriim béhem terapeutické intervence.
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SUMMARY

Introduction: Regulation of food intake and nutritional status is mediated by complex
interactions of regulatory peptides of the central nervous system, gastrointestinal tract and
adipose tissue. These systems are connected by feedback loops which inform the centre about
amount of ingested food and energy reserves in the organism. Dysfunction of any of these
regulatory areas may lead to changes in nutritional status of the organism.

Methods: We used radioimmunoassay to measure plasma levels of orexin A, total ghrelin and
serum levels of leptin and enzyme immunoassay to measure serum levels of adiponectin in
healthy subjects and in children with obesity, anorexia nervosa, Crohn’s disease and celiac
disease and we evaluated the influence of nutritional therapy on these levels. Moreover, we
evaluated relationship of these regulatory peptides to other biochemical and anthropometrical
factors of nutritional status. We also measured plasma levels of total and unreduced amylin by
enzyme immunoassay with immunofluorescence detection in adult patients with osteoporosis,
type II diabetes mellitus and in the control group.

Results: During reduction of body weight in obese children and adolescents, there were
statistically significant changes of plasma orexin A levels and total ghrelin levels, but we
haven’t seen any changes in serum levels of adiponectin. In girls with anorexia nervosa during
realimentation, statistically significant changes of all three analytes occured. Plasma levels of
orexin A in patients with Crohn’s disease and celiac disease were significantly higher than in
healthy controls. In adult patients with osteoporosis, there were significantly lower levels of
unreduced amylin in comparison with type II diabetic patients and the control group.
Conclusions: We measured plasma levels of orexin A, ghrelin and amylin and serum levels of
adiponectinu and leptin in patients with impaired nutritional status and evaluated their

relationship to anthropometrical and biochemical parameters during nutritional therapy.
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9. PRILOHY

Seznam pfiloh:

Priloha ¢. 1: Percentilové grafy hmotnosti k vySce dle 5. celonarodniho antropologického

vyzkumu déti a mladeze, 1991 (Lhotska a spol. 1993)

Ptiloha €. 2: Informovany souhlas s ucasti ve studii
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