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l. Seznam zkratek

SCN -suprachiasmaticky nucleus
CLOCK-circadian locomotor output cycles kaput
BMAL1-brain and muscle arylhydrocarbon receptor nuclear
translocator-like 1

MT1-melatoninovy receptor typu 1

MT2 -melatoninovy receptor typu 2
MT3-melatoninovy receptor typu 3
cAMP-cyklicky adenosin monofosfat
cGMP-cyklicky guanosin monofosfat
RZR/ROR-retinoid Z receptor/syrotci retinoidem spojeny receptor
NADH-redukovany nikotin-amid-dinukleotid
GIT-gastrointestinalni trakt

CCK2-receptor pro cholecytokinin
5-HT3-5-hydroxytryptamin
NO-syntdza-oxid-dusnaty

OX1R-orexinovy receptor typu 1
OX2R-orexinovy receptor typu 2
Hcrtl-hypocretinovy receptor typu 1
Hcrt2-hypocretinovy receptor typu 2
VMN-ventromedidlni jadro hypotalamu
DMN-dorzomedialni jadro hypotalamu
PVN-paraventrikularni jddro hypotalamu
ATP-adenosin-trifosfat

TRH-tyreotropin uvolfiujici hormon
GABA-kyselina gama-aminomaselnd
NPY-neuropeptid Y

ICV-intacerbroventrikularné

CNS-centralni nervovy systém

GHS-R-receptor pro ghrowth hormone secretagoge



PLC-fosfolipaza C

AGRP-agouti releated neuopeptide
STH-somatotropni hormon

SHBG-sexualni hormon vazici globulin
CRH-kortikotropin uvolAujici hormon
ACTH-adrenokortikotropni hormon

Osa HPA- osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny
AVP-vazopressin

DHEA-dehydropeiandrosteron
DHEAS-dehydroepiandrosteron sulfat
REM-rapid eye movement

LH-luteiniza¢ni hormon

FSH-folikulostimulujici hormon
GnRH-gonadotropin uvolfujici hormon
RIA-radio immuno assay
ECLIA-electrochemiluminescence

EDTA-kyselina etylendiamintetraoctova
GC/MS-gas chromatography/mass spectrometry

He-helium



Il. Souhrn

Uvod: Cirkadianni rytmy jsou dleZité k adaptaci organizmu ke
zménam prostiedi. Endogenni hodiny (pacemaker) maji periodu
zhruba 24 hodin. Melatonin je produkovan v epifyze v pribéhu
tmy. Hlavnim extrapinedlnim zdrojem melatoninu a zaroven
hlavnim zdrojem v prUbéhu svétla je zaZivaci Ustroji. Je malo
studii, které se zabyvaji ucinkem potravy na hladinu steroid(.

Cile: U osmi zdravych premenopauzalnich Zen ve dvou
konsekvencnich studiich objasnit vliv potravy na hladinu
melatoninu a dalsich vybranych hormont.

Vysledky: 1) Sledovani v pribéhu 16 hodin: Hladiny melatoninu
signifikantné klesly dvé hodiny po obédé. Hladiny kortizolu klesaly
po cely den a navic 2 hodiny po obédé doslo k dalSimu poklesu.
Nalezli jsme zatim nepopsané zmény hladiny estradiolu SHBG po
jidlech.

2) Monitorace po raznych stimulech: Hladiny melatoninu se zacaly
zvySovat od 20. minuty, maxima dosahly v 40. minuté po i.v.
aplikaci glukézy. OGTT vedl k opozdénému narastu hladiny
melatoninu oproti i.v.GTT. Hladiny kortizolu klesaly a to nejvice pfi
i.v.GTT. Pfi snidani doslo ve 40. minuté ke zvySeni hladiny kortizolu.
OGTT ai.v. GTT vedly k jakéhosi plato v kortizolovych hladinach.
Zavér: Pres urcité nedostatky v profilu studie jsme nalezli u

nékterych hormont zmény hladiny v souvislosti s jidlem.



lll. Summary

Circadian rhythms are important for the adaptation of the
organism to the changes of the environment. The internal
biological clock (pacemaker) has a rhythm which is slightly longer
or shorter than 24 hours. Melatonin is a pineal hormone produced
during the dark period. The gastrointestinal tract is the main
extrapineal source and the main source of melatonin during the
light period. There are missing studies which are focused on the
effects of the food on steroid hormones.

Aim: To elucidate the effect of the food on selected hormone
levels in two consequent studies of eight healthy nonsmoker
premenopausal women in follicular phase of their menstrual

cycle.

Results: 1) 16 hours long monitoring: The levels of melatonin
decreased significantly two hours after lunch. Cortisol levels were
decreasing throughout the whole day and an additional decrease
was found two hours after lunch. We were the first to report the

significant connections of estradiol and SHBG to food intake.

2) Monitoring after different stimuli: Levels of melatonin
increased 40 minutes after the i.v. application of glucose. In oGTT
this increase was slower. Cortisol has decreased after the
application of glucose, more apparently after its i.v. application.
The breakfast led to increase of cortisol levels. OGTT and i.v.GTT

caused some kind of plateau of cortisol levels.

Conclusion: Even though, there were mistakes in the profile of the
study, we proved the connections between some hormones and

food intake.



IV. Cile projektu a hypotéza

Hypotéza

Melatonin je hormon, ktery je zapojen do fizeni cirkadidannich
rytm(. Jeho hlavnim zdrojem je epifyza, kde je syntetizovan v
prabéhu noci. Jelikoz nejdllezitéjsSim extrapinedlnim zdrojem a
zédroven hlavnim zdrojem melatoninu v pribéhu svétla je zaZivaci

ustroji, prijem potravy by mohl ovlivnit hladinu melatoninu.

Cile prace

a) Monitorace hladiny melatoninu a dalSich hormont po
dobu 16 hodin

1. Stanovit hladiny melatoninu u dobrfe definovaného

souboru Zen v prlibéhu 16 hodin sledovani

2. Najit a popsat vztah melatoninu s pfijmem standardni

potravy v pribéhu dne

3. Stanovit hladiny orexinu, ghrelinu v pridbéhu celého

sledovani, najit a popsat jejich vztah k pfijmu potravy

4. Stanovit hladiny kortizolu i dalSich vybranych steroidnich
hormonu v prlibéhu celého dne, najit a popsat jejich vztah k

pfijmu potravy

b) Zmény hladiny melatoninu a dalSich hormon( hormon( po
vybranych stimulech

1. Stanovit zmény hladiny melatoninu v zavislosti na aplikaci
raznych stimuld u dobre definovaného souboru Zen

2. Sledovat zmény hladin vybranych steroidnych hormon( ve

vztahu k pfijmu potravy



V. Uvod

1. Cirkadianni rytmus

Fyziologie organizmu se liSi vyrazné ve dne a v noci. To predstavuje
jakysi adaptacni mechanizmus, ktery umoini celit zménam
prostiedi v pribéhu dne, jako je naptiklad zména teploty, svétla a
tmy, dostupnost potravy a dalSi. Rytmické fyziologické zmény
nejsou fizeny pouze zménami prostfedi, protoze mnoho z nich
pretrvavd i za konstantnich podminek. To svéd¢i o existenci
endogennich ,biologickych hodin“ (pacemakeru), udrzujicich
rytmus i v pripadé chybéjicich vnéjsich vlivi (Dunlap et al., 2004).
Délka periody pacemakeru je lehce kratsi/delsi nez je 24 hodin, i
kdyZ to nazyvame terminem cirkadiannim. Cirkadianni hodiny jsou
nastavovany podminkami zevniho prostredi (naptiklad svétlem,
teplotou), aby nedoslo k posunuti faze. V pfipadé, ze chybi takovy
popud, biologické hodiny bézi volné, podle jejich endogenniho
rytmu. Nejjednodussi koncepce cirkadiannich hodin je, Ze existuje
endogenni oscilator, ktery pfijimd signaly z prostredi (vstupni
draha) a fidi fyziologické rytmy (vystupni draha) (Dickmeis, 2009).
u savcl byl endogenni oscilator identifikovan
v suprachiasmatickém jadru (SCN) hypotalamu (Reppert a Waver,
2002). SCN pfijima vstupni signaly pres retinohypotalamicky trakt
z oci. Retinalni gangliové bunky, které exprimuji specialni
fotopigment, melanopsin, se zdaji byt bunkami, které jsou
zodpovédné za prevedeni signalu do SCN (Berson 2007, Hankins et
al., 2008). Zde svétlo spousti procesy, které konci se zménou
genové exprese a aktivity neurond SCN (Antle a Silver, 2005,
Maywood et al., 2007). Vystupni signaly ze SCN sméfuji do mnoha
oblasti mozku (napfiklad dorzomedialni jadro, paraventrikularni

jadro, ale i dalsi) (Saper et al., 2005).



Vazbou CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) a
BMAL1 (Brain and Muscle Aryl-hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator-like 1) na takzvany E-box dojde k aktivaci transkripce
genl PER (period) a CRY (cryptochrom). Akumulace protein( trva
nékolik hodin a vrcholi ke konci cirkadianniho denniho casu.
Hromadéni proteini vede kinhibici transkripéni aktivity
CLOCK/BMAL1 (Reppert a Weaver, 2001).

Pacemakerové neurony maji synchronizovanou aktivitu,
komunikuji navzajem a fidi rytmy vné SCN (Hastings a Herzog,
2004). Komunikace mezi pacemakerovymi neurony je umoznéna
na podkladé jak humoradlnich, tak i neurondlnich signall (Silver et
al.,, 1996). Kromé centrdlniho nervového systému, CLOCK geny
byly nalezeny i v periférnich tkanich. Oscilace v periférii je oproti
centralnimu opozdéna o asi 3-9 hodin. To svéd¢i o tom, Ze
periférni pacemakery podléhaji suprachiasmatickému jadru (Zylka
et al., 1998).

Cirkadianni expozice svétlu a cirkadianni chybéni svétla (presnéji
jeho modrého spektra vecer) je dllezitd i k produkci hormonu

(Roberts, 2010).



2. Melatonin

Po mnoho let byla epifyza povaZovana pouze za rudimentarni
organ. Teprve v roce 1958 doslo ke zméné nazoru poté, co Aaron
Lerner a jeho pracovni skupina izolovali novou latku, ktera byla
chemicky uréena jako N-acetyl-5-metoxytryptamin a nazvdna
melatonin (Lerner et al., 1958). Tento objev povzbudil zdjem i o
epifyzu. Postupné byl melatonin izolovan témér ze vSech Zivych
organizm(, od ¢lovéka pres Zivocichy aZ k rostlindm. U ¢lovéka je
melatonin produkovdn hlavné v epifyze, ale byl identifikovan i
v mnoha jinych organech, jako jsou slzné Zlazy, sitnice, zaZivaci

trakt, ale i dalsi (Karasek, 2006, Pandi-Perumal et al., 2006).

2.1. Chemicka struktura a syntéza

Prvnim krokem pfi syntéze melatoninu je vychytavani
aminokyseliny L-tryptofanu z télniho obéhu do epifyzy, kde je tato
aminokyselina hydroxylovana na 5-hydroxytryptofan (enzymem
katalyzujicim reakci je tryptofan-5-hydroxyldza). Poté dojde
k dekarboxylaci (pomoci aromatické karboxylazy L-aminokyselin)
na serotonin. DalSim klicovym krokem v syntéze melatoninu je N-
acetylace serotoninu (N-acetyltransferazou) na N-acetylserotonin,
ktery je pomoci hydroxyindol-O-metyltransferdzy (Axelrod et al.,
1965) preménén na melatonin. Aktivita N-acetyltansferazy je
fizena pritomnosti/absenci svétla (Vanedek, 1998). Tma jeji
aktivitu stimuluje, svétlo potlacuje (llinerovd a Vanécek, 1980).
Melatonin neni v epifyze skladovan (vzhledem k lipifilité volné
prochdzi membranou), ale je rychle uvolnén do obéhu (Reiter,

2003).



Denné je syntetizovano kolem 30 pg melatoninu (Lane et al.,
1985).

Polo¢as melatoninu v obéhu je kolem 10 az 60 minut (Fourtillan
al., 2000). Hlavnim mistem jeho degradace jsou jatra, kde je
degradovano az 90 % melatoninu (Kopin et al., 1961). V prvnim
kroku dojde k jeho hydroxylaci a poté k sulfataci. Vzniklé konjugaty
jsou vylouéeny moci. Pouze velmi malé mnoiZstvi je vyloceno v

nezménéné formé modi.

Syntéza melatoninu je fizena stfidanim svétla a tmy. Az 80 %
melatoninu je syntetizovdno béhem noci. Rytmus syntézy
melatoninu je fizen cirkadidnnim pacemakerem, ktery se nachazi

v suprachiasmatickém jadru hypotalamu (Reppert a Waver, 2002).

V pribéhu dne jsou plazmatické hladiny melatoninu nizké (10 - 20
pg/ml), v noci vyrazné stoupaji k hladinam az 80 - 120 pg/ml,
s maximem mezi 24:00 - 03:00. Sekrece melatoninu se zvySuje
kolem 21:00 - 22:00, k jejimu Utlumu dochazi v rannich hodinach
(07:00 - 09:00)(Bartness a Goldman, 1989). Velmi uzky vztah
k rytmické sekreci melatoninu ma jeho hlavni mocovy metabolit 6-
sulfatoxymelatonin (Benloucif et al., 2008). Rytmus melatoninové
sekrece se objevuje jiz kolem 6. - 8. tydne po narozeni a ustdlen je
kolem 21. - 24. tydne. Nejvyssi hladiny v noci dosahuje mezi 4. - 7.
rokem Zivota (Kennaway et al., 1992). Ta se pak udrzuje aZz do 35. -
40. roku zZivota, poté nastava postupny pokles. Kolem 70. let jsou
nocni hladiny melatoninu jiz podobné hladinam dennim (Karasek,

2004).

Nahlé svétlo béhem tmy syntézu melatoninu vyznamné potladi, i
kdyZ byly pozorovany individudlni rozdily v citlivosti na svétlo dané
pravdépodobné jak genetickymi faktory, tak vlivem prostredi

(Arendt, 1995). 9



Amplituda nocni sekrece melatoninu je pravdépodobné dand
geneticky a vykazuje znacnou individualni variabilitu. Néktefi
jedinci produkuji méné (vice) melatoninu béhem Zivota nez ostatni

(Bergiannaki et al., 1995).

CH—CH —NH, L-Tryptophan
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Obrazek ¢islo 1: Syntéza melatoninu

Obrazek Cislo 1 byl prevzat v nezménéné formé: KONTUREK, S..J., P.C. KONTUREK a T. BRZOZOWSKI.
Melatonin in gastroprotection against stress-induced acute gastric lesions and in healing of chronic
gastric ulcers [online]. 2006 [cit. 2015-06-10]. Dostupné z:

http://jpp.krakow.pl/journal/archive/11_06_s5/articles/04_article.html.
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2.2. Mechanizmus ucinku

Melatonin pUsobi cestou membranovych i jadernych receptorda.
Nejlépe jsou popsany specifické receptory typu 1 a 2 (MT1, MT2),
které patfi do rodiny receptorl spojenych s proteinem G
(Dubocovich et al., 2000). Receptor typu 1 byl nalezen na
chromosomu 4q35.1 a obsahuje 350 aminokyselin (Slaugenhaupt
et al., 1995). Receptor typu 2 se nachdzi na chromosomu 11q21-
22 a je slozen z 363 aminokyselin (Reppert et al., 1995). Melatonin
vazany na MT1 aktivuje signdlni cestu, ktera vede k inhibici
adenylat-cyklazy a nasledné k produkci inositol-fosfatu (Godson et
al., 1997). Aktivace receptoru typu MT2 souvisi s jinou signdlni
cestou, kterd vede k produkci cAMP a cGMP (cyklicky adenosin-
monofosfat a cyklicky guanosin-monofosfat) (Petit et al., 1999).
Existuje i treti typ receptoru (MT3), ktery neni tak dobre
prostudovan. Jeho struktura vykazuje 95 % homologii s lidskou
kinon-reduktazou-2 a je zapojen do regulace nitroo¢niho tlaku
(Nosjean et al., 2000, Pintor et al., 2001). U clovéka je receptor
typu 1 exprimovan hlavné v suprachiasmatickém jadru,
v mozecku, v hipokampu, v talamu a v mozkové kire (Mazzuchelli
et al., 1996). Receptor typu 2 je exprimovan hlavné v mozecku a
v hipokampu. Melatoninové receptory jsou i v mnoha periférnich
tkanich, jako je kdZe, ledviny, jatra, stfeva, Zlucnik, srdce a dalsi

(Ekmekcioglu, 2006).

Melatonin prochazi jako mald lipofilni molekula bunécénou
membranou a uclinkuje jako cytoplazmatickd nebo jaderna
molekula. Jeho genomickd funkce je zprostredkovdna cestou
receptorl typu RZR/ROR (retinoid Z-receptor/syrotci retinoidem

spojeny receptor) (Becker-Andre et al., 1994).

11



Tato receptorova rodina obsahuje 3 podtypy, a to receptory typu
a, B, y. Receptor RZR/ROR je exprimovan téz v nadorovych
bunkach (napfiklad v nddorech tlustého stfeva). Pfedpokladd se,
Zze protinadorovy ucinek melatoninu zprostredkovavd pravé

jaderny receptor typu RZR/ROR (Winczik et al., 2002).

vevs

Melatonin jako antioxidant

Melatonin ucinkuje jako ,vychytavac” volnych toxickych radikald.
Navic aktivuje antioxida¢ni enzymy (Reiter et al., 1998). Melatonin
je prekurzorem takovych molekul, jako jsou N-acetyl-N-formyl-5-
metoxykynuramin a N-acetyl-5-metoxykynuramin, které maiji
protektivni ucinky (interakce s reaktivnimi kyslikovymi a
dusikovymi radikaly, ochrana mitochondrii, inhibice a down-
regulace cyklooxygenazy-2). Melatonin zesiluje ucinek jinych
antioxidant(, jako jsou napf. vitamin C a analoga tokoferolu
(Trolox), dale redukovany glutation a NADH (redukovany nikotin-
amid-dinukleotid). Melatonin je ¢tyfikrat Ucinnéjsi antioxidant nez

glutation (Tan et al., 2007).

Melatonin a regulace spdanku

Jiz od 70. let se zkouma ucinek melatoninu na synchronizaci
cirkadidanniho rytmu a na navozeni spanku. U pacientd s
chronickou primarni insomnii byla pozorovand vyrazné nizsi
hladina melatoninu (Riemann et al.,, 2002). U jinych poruch
spanku, jako je narkolepsie, byla pozorovdna pouze mensi
odchylka melatoninového rytmu. Jini autofi naopak zpochybnuji
jeho roli v mechanizmu usinani. Lavie et al. ve své studii poukazuji

na rozdilné zapojeni melatoninu do regulace spanku. Ve stejné

12



studii tvrdi, Ze melatonin neni zapojen do aktivace spanku, ale

ovliviiuje mechanizmus probouzeni (Lavie et al., 1997).

Melatonin a neurodegenerativni nemoci

Koncentrace melatoninu je snizena u nékterych, ale ne u vSech
pacientl s Alzheimerovou nemoci. Pokles nocni hladiny
melatoninu byl pozorovan u preklinické i u klinicky manifestni

formy Alzheimerovy nemoci (Cardinali et al., 2010).

Melatonin se podili na ochrané neuront i pfi jiné
neurodegenerativni nemoci, a to Parkinsonové nemoci. Ve
studiich vedlo podavani melatoninu k redukci autooxidace
dopaminu, ale nemélo zadny vliv na zpomaleni progrese nemoci

(Srinivasan et al., 2006).

Antiproliferacni ucinek

Melatonin byl Gcinny u experimentdlné navozenych tumor( u
zvifat. V kombinaci s kyselinou retinovou ved| ke kompletnimu
zastaveni rastu a redukci po¢tu nadorovych bunék pres apopotdzu
u hormonalné zavislych bunék karcinomu prsu MCF-7 (Margheri et

al., 2012).

V mnoha studiich melatonin potlacoval rozvoj a rust solidnich
tumord u zvirat. Jeho antiproliferacni ucinek spociva v inhibici

bunécéného cyklu (Sanchez et al., 2011).

Melatonin a starnuti

Melatonin je jediny antioxidant, jehoZz hladina od stfedniho véku
postupné klesd, a tento pokles vyznamné koreluje s celkovym
poklesem antioxidacni kapacity séra u clovéka (Bubenik et al.,
2011). V pokrocilém véku, kdy trpi az 40 — 70 % seniord rlznymi
poruchami  spanku, je wvy$§i  vyskyt nddorovych i

neurodegenerativnich nemoci. 13



2.4. Gastrointestindlni melatonin

NejdulezitéjSim extrapinedlnim zdrojem melatoninu je zaZivaci
ustroji. Pfitomnost melatoninu v zazivacim traktu signalizuje, Ze
melatonin je zapojen do patofyziologie traveni. Hlavnimi
prekurzory melatoninu jsou hormony serotonin a tryptofan, které
ovliviuji gastrointestinalni motilitu. Melatonin je produkovan
v enterochromafinnich bunkach a jeho uvolfiovani zavisi na
periodicité pfijmu potravy (Martin et al., 1998). Koncentrace
melatoninu v tkanich gastrointestindlniho traktu (GIT) muze byt aZ
stokrat vyssi, nez je jeho koncentrace v krvi (Bubenik 2001). V
kterémkoliv momentu dne GIT obsahuje aZz 400krat vice
melatoninu nez epifyza (Huether et al., 1994). Jeho uvolfiovani ze
zazivaciho traktu do obéhu je téZz ovlivnéno nékterymi slozkami

potravy, a to hlavné tryptofanem (Bubenik, 2002).

Vyssi hladinu melatoninu vykazuji rostliny ve vyssich nadmorskych
oblastech a rostliny stfedozemniho plvodu. Pficinou je
pravdépodobné vyssi intenzita UV zareni. Predpoklada se, zZe
melatonin poskytuje rostlindm ochranu proti poskozeni, které

zpusobuje svétlo (Tan et al., 2011).

Hattori a jeho pracovni skupina prokazali jako prvni, Ze podavani
rostlinné potravy bohaté na melatonin vede ke zvyseni
plazmatické hladiny melatoninu (Hattori et al., 1995). Kromé
uvolfovani do obéhu je melatonin uvolfiovan i do lumen
zazivaciho traktu a podléha enterohepatdlnimu cyklu. Pfredpoklada
se, ze lumindlni melatonin by se mohl podilet na synchronizaci

jednotlivych fazi traveni (Bubenik et al., 1999).

Hladina melatoninu ve Zluci je 10 aZz 40 nasobné vyssi, neZ je v
ostatnich c¢astech GIT. Tato vysokda koncentrace pravdépodobné

slouZi k ochrané sliznice pred toxickymi radikdly (Tan et al., 1999).
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Motilita zazivaciho traktu zdvisi na stfidani cyklu tmy a svétla
(ptesnéji motilita ve dne je vyssi). Dle studie Kasimayovy et al.
(2005) muaZe melatonin v zaZivacim traktu Ucinkovat pres
receptory typu CCK2 a 5-HT3 (receptor pro cholecystokinin a 5-

hydroxy-tryptamin).

Melatonin Ucinkuje jako pfirozeny antagonista serotoninu v GIT
(Quastel et al., 1965). Serotonin indukuje spastickou kontrakci
stfeva, melatonin obnovuje peristaltiku. Pravdépodobné je ucinek
melatoninu na hladkou svalovinu zprostfedkovan pres MT2
receptory (Luchcelli et al., 1997). Melatonin zkracuje ¢as prlichodu
potravy GIT. Myorelaxacni ucinek melatoninu je vSeobecné
povahy, podobny uéinek ma melatonin i na hladkou svalovinu

jinych organ.

Bubenik a jeho pracovni tym testovali ucinky melatoninu a
serotoninu na zazivaci trakt. Pozorovali caste¢nou blokaci
serotoninem indukovaného poklesu rychlosti pasazi potravy
melatoninem. Dale pozorovali redukci serotoninem indukovaného
napéti a kontrakci stfev. Melatonin chrani proti poskozeni pfi
ischemické reperfuzi, vychytdva volné radikdly, aktivuje syntézu
nékterych enzym{ antioxida¢niho systému, stimuluje obnovu
bunék a uvolfiovani prostaglandinu. Z domacich zvifat prasata
velice casto trpi viedovou chorobou Zaludku. Bylo prokazano, ze
koncentrace melatoninu v sliznici Zaludku je v korelaci s vyskytem
a se zadvaznosti zalude¢niho viedu. Cim nizsi je hladina melatoninu,
tim vyssi je incidence a zdvaZznost viedu. Zvifata krmenad stravou,
kterd méla vysoky obsah vldknin, méla vyssi hladinu melatoninu v
studii Bubenik et al. byly navozeny pfiznaky ulcerdzni kolitidy

umysi aplikaci dextran - sodiumsulfatu (n=24), Cili zvifata ztratila
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chut k jidlu a hmotnost, objevila se krev ve stolici, doslo ke ztraté
ochlupeni. Nasledné jim aplikovali melatonin. Tyden po aplikaci
melatoninu doslo ke zmirnéni ptiznakd ulcerdzni kolitidy a 7 tydnd
po aplikaci melatoninu mysim vsichni jedinci opét byli zdrdvi

(Pentney a Bubenik, 1995).

Svékem hladiny melatoninu klesaji, zvySuje se mnoiZstvi
viscerdlniho tuku, zvySuje se plazmaticka hladina leptinu a
inzulinu. V nékterych studiich bylo konstatovdno, Ze melatonin
ved| ke sniZeni plazmatické hladiny leptinu a inzulinu, ddle po jeho
aplikaci doslo ke snizeni mnozstvi abdomindlniho tuku (Wolden-

Hanson et al., 2000).

Song et al. popisuji po podavani melatoninu zlepseni pfiznak

drazdivého tracniku (Song et al., 2005).

Jiz jeden den plstu u mysi vede ke zvySeni hladiny melatoninu v
GIT (Bubenik et al., 1992). Sotak et al. popisuji upregulaci exprese

MT1 receptort v tenkém stfevé po hladovéni (Sotak et al., 2000).

Suplementace melatoninu se zda byt zajimava diky jeho
rozmanitym ucinklm na organizmus. UZivani melatoninu jako

potravinového doplriku je vSak stale kontroverzni.

Exogenné podany melatonin je dobre tolerovan. Nebyl prokdzan
zadny vyznamnéjsi vedlejsi ucinek ani v pfipadé podavani jeho
vysokych davek (30 - 60 mg/den) (Jacob et al., 2002). Naopak byl
prokdzan jeho ucinek na krevni tlak, pfes down-regulaci NO-

syntazy a vychytavanim radikald NO (Scheer et al., 2004).

Problémem pfi melatoninové suplementaci m(Ze byt doba
poddavani. Obvykle je doporuéovana aplikace v dobé ulehnuti
k spanku. Melatonin podavany v pribéhu dne mizZe navodit
ospalost, spanek a Unavu, a proto jeho podavani v této denni dobé

neni doporucovano. 16



2.5. Nékteré zdkladni rozdily mezi epifyzdrnim a gastrintestindlnim

melatoninem

Je nékolik zakladnich rozdilii mezi melatoninem produkovanym v

zazivacim traktu a v epifyze (Bubenik, 2008):

GIT Epifyza
misto produkce: enterochromafinni bufiky GIT epifyza
druh sekrece: stala cirkadianni
zpusob ucinku: edokrinni, parakrinni, luminalni endokrinni
akumulace z cirkulace:  prokéazéna nejista
ucinek hladovéni: zvyseni hladiny pokles hladiny
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3. Orexiny

V roce 1998 dvé skupiny izolovaly témér soucasné novou
substanci z mozku potkan(. Jedna skupina pojmenovala objeveny
neuropeptid orexin podle feckého slova orexis (orexis = chut),
kterd souvisi s jednim z hlavnich u¢inki nové objeveného
neuropeptidu - s regulaci chuti a pfijmu potravy (Sakurai et al.,
1998). Druha skupina novou substanci pojmenovala podle mista
produkce v hypotalamu jako hypocretin (De Lecea et al., 1998).
Orexiny jsou neuropeptidy zapojené do regulace bdéni a spanku.
Dysfunkce orexinového systému hraje ziejmé roli v rozvoji
narkolepsie. Druhou hlavni funkci orexind je ovlivnéni jidelniho
chovani a zapojeni do okruhu zprostfedkujiciho pocitovani
"odmény", ktery jednoznacné souvisi s prejidanim a naslednou

obezitou v dlsledku pfijmu jidla bez potieby kalorii.

3.1. Lokalizace, biosyntéza a receptorovy mechanizmus ptsobeni

Orexigenni neurony jsou umistény v oblasti lateralniho,
dorsomedialniho a perifornikdlniho hypotalamu (de Lacea t al.,
1998, Sakurai et al., 1998). Orexigenni neurony piedstavuji pouze
malou populaci bunék. AvSak axony vychazejici z téchto neuront
prostupuji celym centrdlnim nervovym systémem (Peyron et al.,
1998).

Orexin-A (hypocretin-1) a orexin-B (hypocretin-2) jsou produktem
Stépeni spole¢ného prekurzorového peptidu, preproorexinu. U
Clovéka je sloZzen ze 131 aminokyselin, gen pro preproorexin se
nachdzi na chromosomu 17g21. Orexin-A je peptid o 33
aminokyselinach, ve svém fetézci obsahuje dvé disulfidické vazby
(mezi molekulami cysteinu v polohach 6-12 a 7-14). Struktura
orexinu-A je vysoce konzervovéana (Sakurai et al., 1998).
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Orexin-B ma linearni strukturu, je slozen z 28 aminokyselin
(Sakurai et al., 1998), jeho struktura neni tak konzervovana, jako je
struktura orexinu-A, a vykazuje mezidruhovou variabilitu. Orexin-B
lidi a hlodavcUl se lisi ve 2 aminokyselinach. Struktura orexinu-A a
B na C-termindlnim konci peptidového fetézce je vysoce
homologni, zatimco N-termindlni konec je vice divergentni
(vykazuje jenom 11% homologii) a to naznacuje, Ze C-terminalni

konec bude hrat dulezZitou roli ve funkci orexint (Takai et al.,

2006).
Pre-pro-hypocretin
N |Signa| paplida| Hort-1/ Cmf chrl:-Z.'OxBI | o
Hert-17 Ceh Hert-21 OxB
3laa 28aa

Hert/ Oy R Hert! Oug Rt

Obrézek Cislo2: Struktura orexinu
Legenda k obrazku: Orexin-A/hypocretin-1 (Hcrt-1/OxA) Orexin-B/hypocretin-2 (Hcrt-
2/0xB) jsou odvozeny ze spole¢ného prekurzorového peptidu, Pre-pro-orexinu (pre-pro-
hypocretinu). Po odstépeni signalniho peptidu na N-terminalnim konci dojde ke vzniku
orexinu-A (hypocretinu-1) o 33 aminokyselinach, ktery obsahuje 2 disulfidické vazby, a
orexinu-B (hypocretinu-2) o 28 aminokyselinach, ktery ma linearni strukturu. Oba
orexiny se vazou na receptory, které jsou spojeny s proteinem G. Orexin-A se vaZze jak na
orexinovy receptor typu 1 (Hcrt/Ox;R), ale i na orexinovy receptor typu 2 (Hcrt/Ox,R),

zatimco orexin-B se vaZe pouze na orexinovy receptor typu 2.

Obrazek &islo 2 byl prevzat v nezménéné formé: NUNEZ, A., M.L. RODRIGO-ANGULO, 1.D. ANDRES
a M. GARZON. Hypocretin/Orexin Neuropeptides:Participation in the Control of Sleep-Wakefulness
Cycle and Energy Homeostasis. [online]. Current Neuropharmacology, 2009 [cit. 2015-06-10].
Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2724663/.
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Pfesnd regulace exprese preproorexinového genu neni zatim
znama. V experimentu hladovéni vyvolalo zvySeni jeho exprese.
Dale nékteré studie nalezly, Ze orexinové neurony exprimuji
receptory pro leptin. Kontinudlni intracerebroventrikuldrni injekce
leptinu vedla ke sniZeni transkriptd preproorexinové mRNA
(Yamanaka et al., 2003). Regulace produkce orexin( by tedy mohla
souviset i s leptinem (Hakansson et al., 1999).

Existuji dva druhy orexinovych receptord, receptor typu 1 (OX1R) a
2 (OX2R) (Sakurai et al., 1998). Orexinové receptory patfi do
rodiny receptort spojenych s proteinem G. Stimulace orexinového
receptoru typu 1 vede pres Gq protein k aktivaci fosfolipazy C a ke
spousténi fosfatidyl-inositolové kaskady. OX1R je urcen pro vazbu
orexinu-A. Na receptor se mUZe vazat i orexin-B, ale jeho vazba ma
mnohondasobné nizsi afinitu. Stimulaci orexinového receptoru typu
2 dojde k aktivaci bud' inhibi¢niho G proteinu (Gi), nebo k aktivaci
Gq proteinu, jako u receptoru typu 1 (Zhu et al., 2003). OX2R je
neselektivnim receptorem jak pro orexin-A, tak i orexin-B, oba
ligandy se na néj vaZou podobnou afinitou (Sakurai et al., 1998).
OX1R je Siroce exprimovan ve ventromedialnim (VMN) a
dorsomedialnim (DMN) jadru hypotalamu. Orexinovy receptor
typu 2 je exprimovan hlavné v paraventrikuldrnim jadru (PVN), ve
VMN a v nucleus arcuatus (Zhang et al., 2005). Oba typy receptort
vykazuji 64% homologii aminokyselin.

Kromé vyskytu v centrdlnim nervovém systému jsou orexinové
receptory identifikovany i v perifernich organech, jako je zazZivaci
trakt, endokrinni pankreas, nadledviny nebo tukova tkan (Digby et
al.,, 2006). Zlstava otazkou, zda mize byt orexin syntetizovdn

pfimo v perifernich tkanich.
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Za svétla vykazuji orexinové neurony zvySenou aktivitu. V klidu
jsou naopak za tmy (Lee et al., 2005).

Dalsi mediatory, které maji excitacni vliv na orexinové neurony,
jsou napfiklad ghrelin, cholecystokinin, TRH (tyreotropin-releasing
hormon), ale i ATP, nebo acetylcholin (Sakurai, 2005). Inhibi¢ni
ucinek ma napfiklad glukdza, jiz zminény leptin, ale i GABA
(kyselina gamma-aminomdselna), NPY (neuropeptid Y) a dalsi
(Matsuki et al., 2009). Je zajimavé, Ze hodnota pH ovliviiuje
excitaci nebo inhibici orexinovych neuron(. Acidita orexinové

neurony stimuluje, zdsaditost je inhibuje (Williams et al., 2007).

3.2. Orexin, prijem potravy a energeticky metabolizmus

Energetickd homeostdza je definovdna jako rovnovaha mezi
pfijatou a vydanou energii. Hypotalamus je klicovym systémem
pro regulaci energetické homeostazy, kontinualné monitoruje
signaly odrazejici energeticky stav organizmu a podle toho iniciuje
odpovidajici chovani a metabolickou odpovéd' (Suzuki et al., 2012).
Orexinové neurony funkéné interaguji s neurony hypotalamu
senzitivnimi na glukézu, které jsou umistény v oblasti
ventromedidlniho (neurony glukdézou excitované) a laterdlniho
hypotalamu (neurony glukdzou inhibované). Orexin-A specificky
inhibuje glukdzo-senzitivni neurony ventromedialniho hypotalamu
(Shiraishi et al., 2000), zatimco na glukézo-senzitivni neurony
lateradlniho hypotalamu ma opacny ucinek (Liu et al., 2001).
Intramuskularni aplikace glukagonu u zdravych dobrovolnikd i u
jedinc s diabetem typu 1 vedla ke snizeni plazmatické hladiny
orexinu. Role glukagonu v regulaci télesné hmoty, pfijmu potravy a
glukdzového metabolizmu muaze byt tedy alespon castecné
zprostifedkovdna pres ovlivnéni sekrece orexinl (Arafat et al.,,
2014).
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V oblasti prodlouzené michy orexinové neurony inervuji i neurony
solitarniho traktu, které prijimaji z periferie senzorické signaly, jako
je napfriklad hladina glukdzy v portdlni Zile, nebo distenze Zaludku
(Messina et al., 2014).

Aktivita orexinovych neuronl je vyznamnéji inhibovatelna
glukdzou, zvyseni hladiny glukdzy vede k hyperpolarizaci, pokles
glykémie k depolarizaci neuronl. Naopak elektrickd aktivita
orexinovych neuronll je vyraznéji stimulovatelnd ghrelinem
(Yamanaka et al., 2003). Vyzkumy poslednich let pfindseji dlikazy,
Zze orexiny stimuluji syntézu glukdzy v jatrech (Stanley et al., 2010)
a utilizaci glukdzy ve svalech (Yi et al., 2009).

Orexin-A ovliviiuje télesnou teplotu pres aktivaci sympatického
nervového systému a to souvisi s regulaci pfijmu potravy (Girault
et al., 2012).

Aplikace orexinu do mozkovych komor (intracerebroventrikularné
- ICV) u hlodavc( vedla k iniciaci pfijmu potravy a vody (Kunii et
al., 1999). Inutsuka et al. (2014) prokazali, Zze k ovlivnéni pfijmu
potravy a metabolizmu selektivni stimulaci orexinovych neuront
stacila aktivace 30 % orexinovych neurond.

Bylo popsdno, Ze dietou indukovana obezita u potkan( byla
spojena s poklesem spontanni pohybové aktivity a se zménami v
orexinovém systému - exprese OXR byla zrcadlovym obrazem
zdvaznosti dietou indukované obezity u pokusnych zvifat. Denni
aplikace orexinu-A do oblasti rostralniho lateralniho hypotalamu
zabranila rozvoji dietou indukované obezity bez poklesu prijmu
potravy. Navic bylo vypocteno, Ze u potkand krmenych
vysokotucnou dietou, u kterych byl denné aplikovan orexin, bylo
asi 61 % prijaté energie pouzito na pokryti spotfeby energie ke
spontdnni fyzické aktivité, kterd byla ovlivnéna orexinem-A (Perez-
Leighton et al., 2012).

Poddani antagonisty OXR1 (SB-334867) vede k poklesu pfijmu
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u potkan(, a to nejenom se snizenim mnozstvi ptijaté stravy, ale i
rychlejSim ndstupem sytosti (Parise et al., 2011, Ischii et al., 2005).
Systémovou aplikaci orexinového antagonisty doslo k omezeni
prejidani potkand drZzenych na vysokotucné dieté (Choi et al.,
2010). Chronické poddavani vysokych davek SB-334867 u mysi s
mutaci leptinového receptoru vedlo k redukci ptijmu potravy a
hmotnosti a tento Uc¢inek byl spojen se zlepsenim glukdzové
homeostazy (Haynes et al., 2002). To plati i obracené: u mysi s
deficienci receptoru ORX1 dojde k rozvoji obezity, kdyzZ jsou drzeny
na dieté s vysokym obsahem tuk(. Aplikace agonisty orexinu-B po
dobu 14 dni vede k poklesu spotieby potravy s vysokym obsahem
tukd a k redukci dietou indukované obezity (Funato et al., 2009).

Z vyzkumU poslednich let jednoznacné vyplyvd, Ze orexiny
nepochybné ovliviuji jidelni chovani, a to pres jejich zapojeni do
okruhu zprostredkujiciho pocitovani "odmény" (reward), ktery
jednoznacné souvisi s prejidanim a naslednou obezitou v disledku
prijmu jidla bez potreby kalorii. Navic vede k preferenci jidel s
vysokym energetickym obsahem (Borgland et al., 2010). Zapojeni
orexinl do systému odménovani je vysvétleno jejich bohatou
projekci do oblasti mozku, kde se nachazeji dopaminergni a
opioidni neurony, které maji dilezZitou roli v rozvoji zavislosti
(Aston-Jones, 2009). Blokace receptoru ORX1 vede u mysi k
narlstu samoadministrace sacharinu (Cason a Aston-Jones, 2013).
Aplikace orexinu-A intracerebroventrikularné vede k narGstu
spotreby vody i roztoku s obsahem sacharinu (Furudono et al.,

2006).

3.3. Jiné orexinové ucinky na GIT

Pribyvaji dlkazy, Ze orexiny by mohly byt vytvareny i mimo CNS.
Stdle vsak neni prokazano, zda cirkulujici orexiny jsou centralniho,
nebo periferniho plvodu.

23



V zazivacim traktu se nachdzi velké mnoiZstvi orexinovych
receptorl (v myenterickém i submukdznim plexu, a také v
mukoze). To svéd¢i o zapojeni orexinG do regulace funkci
zazivaciho traktu (Ehrstrom et al., 2005). Edwards et al. (1999)
popisuji vétsi ucinek orexinu-A neZ orexinu-B na gastrointestinalni
motilitu. Intracerebroventrikularni injekce orexinu-A ovliviiuje
gastrointestinalni motorickou odpovéd (Baccari, 2010). V
pokusech mél orexin-A kontrakéni ucinek na segment duodena
(Korczynki et al., 2006). Mechanizmus kontrakéniho ucinku orexinu
na duodenum je komplexni, zahrnuje jak ucinek zprostfedkovany
pfes receptory spojené s vapnikovymi kanaly, tak i uvolnéni
vapnikovych iontl z intracelularnich zdsob (Larsson et al., 2005),

ale i neurondlni mechanizmy (Grabauskas a Moises, 2003).
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4. Ghrelin

Sekretagoga rlGstového hormonu jsou malé syntetické molekuly,
které stimuluji uvolnéni rdstového hormonu pusobenim na
receptor GHS-R (growth hormone secretagoge receptors) (Howard
et al.,, 1996). GHS-R je sprazen s proteinem G (Engelstoft et al.,
2013). Vzhledem k tomu, Ze sekretagoga jsou syntetické molekuly,
predpokladalo se, Ze musi existovat i endogenni ligand tohoto
receptoru. Tato hypotéza se potvrdila v roce 1999, kdyz z
potkaniho Zaludku izolovali japonsti védci peptid, ktery byl nazvan
ghrelin. Ndzev nového peptidu o 28 aminokyselinach byl odvozen
od slova "ghre", které podle slovniho kofene znamena grow, Cili

rast (Growth Hormone Releasing Inducing) (Kojima et al., 1999).

Plazmatickd koncentrace ghrelinu zavisi na pohlavi. Vyssi
koncentrace celkového ghrelinu (ale ne ghrelinu aktivniho) byly
detekovany u Zen. Tento rozdil je pravdépodobné plsoben vlivem

estrogen(l (Makovey et a., 2007).

4.1. Syntéza, mechanizmus ucinku

Gen pro ghrelin je lokalizovdn na 3p25-26 chromozomu. Gen pro
ghrelinovy receptor byl identifikovan téz na tfetim chromozomu, a
to v pozici 3926-27. Ghrelin vznika Stépenim pre-pro-ghrelinu

(Seim et al., 2007).

Struktura ghrelinu je vysoce konzervovana, poslednich 10
aminkyselin na N-terminalnim konci je identickych u savcu.
Potkani a lidsky ghrelin se liSi pouze ve dvou aminokyselinach

(Kojima et al., 1999).
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Ke své aktivité je nezbytnd n-octanoylace na tretim serinovém
zbytku (vzacné u nékterych druhl na threoninu) (Kojima et al.,
1999). Katalyzujicim enzymem je ghrelin-O-acyltransferaza (Yang
et al., 2008). Ghrelin je prvnim zndmym peptidem, ktery je
modifikovan mastnou kyselinou.

V potkanim zaludku byl identifikovan i dalsi typ ghrelinu v malém
mnozstvi (des-GLN-14-ghrelin) (Hosoda et al., 2000). V lidském
Zaludku postupné purifikovali malé mnozstvi odliSnych forem
ghrelinu, které mlzeme délit do 4 skupin, podle typu acylace na
tretim  serinovém  zbytku:  neacylovany, octanoylovany,
decanoylovany, decenoylovany. Vsechny formy jsou odvozeny od
stejného prekurzoru, pres alternativni metabolické cesty a
obsahuji 27, eventualné 28 aminokyselin (Hosoda et al., 2003).
Neacylovana forma (takzvany deacyl-ghrelin) se vyskytuje v
signifikantnim mnozZstvi v Zaludku i v krvi (Hosodsa et al., 2000). V
krvi dokonce mnoiZstvi neacylované formy presahuje mnoZstvi
acylovaného ghrelinu.

V plazmé se ghrelin vaZze na HDL. Protoze HDL obsahuje
paraoxondzu, kterd je potentni esterdza, teoreticky by mohl byt
zapojen do deacylace acylovaného ghrelinu (Beaumont et al.,
2003).

Existuji 2 typy ghrelinovych receptor: GHS-R typ 1a a GHS-R typ
1b (Howard et al., 1996). Receptor typu 1b je farmakologicky
inaktivni.

Po vazbé ghrelinu na receptor dojde k aktivace PLC (fosfolipazy C),
nasledné ke vzniku IP3 (inositol - 1,4,5- trifosfat) a DAG
(diacylglycerol) a ke zvySeni intracelularni hladiny Ca2+. Receptory
GHS-R se nachdazi v hypotalamu, v hipokampu a v hypofyze
(Howard et al., 1996).

Receptor ghrelinu je homologni s motilinovym receptorem
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(obsahuji sekvenci o 8 identickych aminokyselinach) a maji
podobnou funkci (tj.stimulace sekrece zalude¢ni Stavy a motility)

(Asakawa et al., 2001).

4.2. Lokalizace ghrelinovych bunék, ovlivnéni sekrece Zaludecni

Stdvy

Ghrelin je hormon, ktery je secernovan prevainé v Zaludku
(Kojima et al., 1999). V Zzaludku ghrelinové bunky maji vyssi
zastoupeni ve fundu, nez v pyloru. Ghrelinové bunky jsou
lokalizovany v mukdze. Takzvané X/A-podobné buriky obsahuji
kulaté, kompaktni granule, které byly identifikovany jako ghrelin

(Date et al., 2000).

Pocet X/A-podobnych bunék je velmi nizky pfi narozeni a pfibyva
po narozeni (Wiedmer et al., 2007). Kromé Zaludku ghrelin je
produkovan téz v duodenu, jejunu, pankreatu (Lai et al., 2007), v
plicich (Volante et al., 2002), pohlavnich Zlazach (Barreiro a Tena-
Sempere, 2004), v ledvinach (Yabuki et al., 2006). V tenkém strevé
mnozstvi ghrelinovych bunék klesa od duodena distalnim smérem.

(Hosoda et al., 2000).

Ghrelinové bunky v Zaludku maji na povrchu gastrinové receptory
(Fukumoto et al., 2008). Centralni i periferni administrace ghrelinu
vede k vzestupu sekrece Zaludecni Stavy (Date et al.,, 2001,
Masuda et al., 2000). Vagova stimulace je dulezZitd pro prenos
ghrelinovych signal(i, a to jak ve smyslu ovlivnéni sekrece
rastového hormonu (Date et al., 2002), tak i pro ovlivnéni pfijmu
potravy a sekrece Zaludecni Stavy. Bilateralni vagotomie i podavani
atropinu vede k vymizeni ghrelinového Uuc¢inku na sekrece
zaludecni Stavy (Masuda et al.,, 2000), ddle vagotomie vede i k
vymizeni ghrelinového ucinku na pfijem potravy (Date et al.,
2002). Na rozdil od gastrinu, jehoZz hladina se zvySuje pfijmem
potravy, hladina ghrelinu se zvysuje pti hladovéni (Cummings et
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Ghrelin v pokusech byl témér stejné Gcinny na uvolnéni zalude¢ni
Stavy, jako je gastrin. Navic ucinek ghrelinu byl zavisly na davce
(Yakabi et al., 2006).

Ghrelinové burniky pankreatu nejsou terminalné diferencované,
jsou to progenitorové burky, které mohou dat vznik burikam
Langerhansovych ostravkl (burikdm B, PP, A) (Arnes et al. 2012).

Hladina ghrelinu v pankeatu neni ovlivnéna hladovénim .

4.3. Ghrelin v CNS

Hladina ghrelinu v CNS je nizkd presto, Ze receptory GHS-R jsou
zastoupeny hojné v CNS (Guan et al., 1997). V CNS ghrelin byl
nalezen v nucleus arcuatus, ktery je zndmy pro regulace pfijmu
potravy (Kojima et al., 1999), ddle byly identifikovany ghrelin
obsahujici neurony v oblasti tfeti mozkové komory, dorzdlniho,
ventralniho a paraventrikularniho jadra. Tato jadra vysilaji projekce
do oblasti neurond, které produkuji NPY (Neuropeptid Y) a AGRP
(agouti-related neuropeptide) a mohou stimulovat uvolnéni
téchto orexigennich peptidi (Nakazato et al., 2001, Wang et al.,
2013).

Somatotropni bunky obsahujici rdstovy hormon jsou cilem
ghrelinu v oblasti hypofyzy .

Mezi nejdllezitéjsi ucinky ghrelinu patfi ovlivnéni uvolfiovani
rastového hormonu (STH) in vivo a in vitro, v zavislosti na davce
(Takaya et al., 2000). Intravendzni aplikace ghrelinu vede k
uvolnéni rldstového hormonu u potkant i u lidi. Stejné jako
intracerebroventrikularni injekce u potkand, ktera se zda byt vice

potentni nez intarvendzné aplikovany ghrelin.
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4.4. Ghrelin a prijem potravy

Ghrelin je orexigenni hormon, ktery stimuluje pfijem potravy
(orexis znamena fecky chut). Hladina ghrelinu v plazmé se zvy3uje
pfi hladovéni a sniZuje po pfijmu potravy (Cummings et al., 2001).
Navic dle stejné studie hladiny ghrelinu jsou zvyseny jiz pred
zahajenim pfijmu potravy. To ukazuje na to, Ze ghrelin mlze byt
signalem pro iniciaci pfijmu potravy.

Intracerebroventrikularni injekce ghrelinu vedla u potkand k
stimulaci pfijmu potravy a k naristu hmotnosti a to také u zvitat,
ktera diky genetické modifikace méla deficit rlistového hormonu
(Nakazato et al., 2001). Hladiny ghrelinu jsou nizsi u obéznich osob
nez u osob Stihlych (Marzullo et al., 2006). NejdllezitéjSim
faktorem pro regulaci sekrece ghrelinu je strava. Plazmaticka
hladina ghrelinu je zvySena pfi hladovéni a sniZuje se asi hodinu
po pfijmu potravy. Neni Uplné jasné, které faktory jsou zapojeny
do regulace sekrece ghrelinu. Pravdépodobné klicova je glykémie,
protoZze aplikace glukdzy (at jiz peroralné, nebo intravendzné)
vede k poklesu plazmatické hladiny ghrelinu. Sedlackova et al.
sledovali pokles hladiny ghrelinu i obestatinu po snidani s vysokym

obsahem uhlohydratd u zdravych lidi (Sedlackova et al., 2008).

V noci v pribéhu spanku dojde ke zvyseni plazmatické hladiny
ghrelinu. Tento narlst hladiny je utlumen u obéznich lidi, nebo v
pripadé spankové deprivace (Schmid et al., 2008). Vseobecné stihli
lidi maji vyssi hladiny ghrelinu, zatimco lidi trpici obezitou maji

hladiny ghrelinu nizsi (Tschop et al., 2001).

4.5. Ghrelin a poruchy pfijmu potravy

Lidé, ktefi trpi onemocnénim anorexia nervosa, maji signifikantné
vyssi hladiny ghrelinu. Realimentace a nar(ist hmotnosti u nich
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vede k uUpravdm ghrelinovych hladin (Nakahara et al., 2007).
Zvyseni plazmatické hladiny celkového ghrelinu reflektuje stav
dlouhodobé negativni energetické bilance a je pravdépodobné
kompenzac¢nim mechanizmem, ktery ma organizmu zajistit zvySeni
chuti k jidlu a adekvatni zvySeni energetického pfijmu (Krsek et al.,
2002). Podobné zmény byly pozorovany i v ptipadé bulimickych

pacientl (Tanaka et al., 2002).

4.6. Ghrelin a inzulin

Acylovany ghrelin stimuluje sekreci inzulinu. Zvyseni hladiny
inzulinu na podkladé zpétné vazby blokuje syntézu a sekreci
ghrelinu, Cili u hyperinzulinémie jsou pozorovany snizené hladiny
ghrelinu. Intravendzni aplikace ghrelinu vede ke zvyseni glykémie a
poklesu inzulinu (Broglio et al., 2003). Pfedpoklada se, Ze roli v
poklesu inzulinu hraje modifikace inzulinové senzitivity (Castafieda

et al., 2010).
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5. Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou hormony lipofilni povahy, které jsou
syntetizovany z prekurzoru cholesterolu kromé pohlavnich Zlaz
také v nadledvinach, ale i lokdlné v jinych tkanich, jako je mozek
(neurosteroidy) a placenta. V plazmé jsou prevaziné vazany na
plazmatické bilkoviny (albumin, nebo specifické globuliny, jako
kortikosteroid vazici globulin-CBG, sexudlni hormon vazici
globulin-SHBG), pouze mala ¢ast hormon( se nachazi ve volné
formé (1-10%). V cilovych tkanich mohou Ucinkovat dvojim
zpUsobem:

- genomové pres intracelularni receptory, tato funkce zabere
radové hodiny az dny, ale ma také pretrvavajici ucinek;

- negenomicky ucinek nastupuje rychle, rddové v minutdch az
sekunddch — jsou to typické ucinky neuroaktivnich steroidi na
nervové synapse (jako napf. interakce steroidi s GABA-
receptorem).

Presto, ze denni profily hlavnich pohlavnich hormon( jsou dobre
znamy, malé oscilace jejich hladin, které by mohly byt spojeny s
pfijmem potravy, nebyly dosud systematicky studovany. Extenzivni
mnozstvi studii popisuje Ucinky steroid(l na pfijem potravy. Jsou
ale znacné nedostatecné infromace o ucinku pfijmu potravy na

hladiny steroidnich hormonu.
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5.1. Kortizol

Glukokortikoidy maji mnoho rdznych funkci v organizmu, pfispivaji
k udrzeni homeostazy (Norris et al., 2007). Osa HPA (hypotalamus-
hypofyza-nadledviny) se svymi rytmickymi zménami hormon(
udrzuje citlivost tkani a organ( a zajistuje tkariové a organové
specifickou reakci organizmu na endogenni a exogenni podnéty
(Sim@nkova a Kriek, 2014).

Kortizol je secernovan jak cirkadiannim, tak v ultradiannim rytmu
(¢ili za dobu kratsi, nez je 24 hodin) (Lightman, 2008).

Cirkadianni rytmus sekrece kortizolu je nejlépe prostudovanym a
klasickym pfikladem hormonu podléhajiciho cyklickym dennim
zménam. Jeho sekrece je fizena cirkadidnnim oscilldtorem, ktery
hladiny kortizolu jsou kolem pulnoci, poté dochazi k postupnému
narlstu (zac¢ind asi 2 hodiny pred probuzenim) az do rana, kdy
dosahuje maxima (kolem 8:00-9:00 hodin)— cortisol awakening
response, kterd je nejvyraznéjsi asi za hodinu po probuzeni (Fries
et al., 2009). Ddle pak dochazi béhem celého dne k postupnému
poklesu (Weitzman et al., 1971).

Cirkadianni rytmus kortizolu je vysoce reprodukovatelny za
stabilnich podminek (Selmaoui a Touitou, 2003). Sekrece kortizolu
je pod regulaci osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny. Centralni
pacemaker kontroluje uvolnéni kortikotropin  uvolfujiciho
hormonu (CRH) v paraventrikularnim jadru. Sekrece CRH je také
stimulovana stresem (fyzickym nebo emoc¢nim). CRH poté
stimuluje kortikotropni bunky v prednim laloku hypofyzy a
nasledné dojde k wuvolnéni adrenokortikotropniho hormonu
(ACTH), ktery ucinkem na klru nadledvin vede k sekreci kortizolu.
K utlumeni sekrece dojde na zdkladé negativni zpétné vazby, ktera
je uplatnéna na urovni jak hypofyzy, tak i hypotalamu.
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Negativni zpétna vazba na urovni SCN neexistuje (Oster et al.,
2006). Clock geny v klife nadledvin jsou opozdény oproti tém v
SCN o 6 hodin (Fahrenkrug et al., 2008, Ishida et al., 2005).
Sekrece ACTH mUZe byt stimulovana kromé CRH (kortikotropin
uvolnujici hormon) arginin vazopressinem (AVP) a oxytocinem,
které jsou uvolnény do portalni krve z nervovych zakoncéeni z PVN

(paravenrikuldrni jadro) hypotalamu.

Negative Feedback

Corticotropin
Releasing

Adrenocorticotropie
Normans
Adrenal

HPA Axis

Cortisol

Obrazek Cislo 4: Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny

Obrazek cislo 4: SWEIS, Brian M. Basic hypothalamic—pituitary—adrenal axis summary. Wikimedia:
The free media repository [online]. 2012  [cit. 2015-06-10]. Dostupné z:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HPA_Axis_Diagram_(Brian_M_Sweis_2012).png. Rozméry:
789x671.
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Cirkadianni sekreci kortizolu rozdélil Weitzman na 4 faze:

a) velice nizka az zddna sekrece — nastup je asi 2 hodiny po usinani
a 4 hodiny pred probouzenim;

b) preliminarni no¢ni sekrece — po 3 az 5 hodinach spanku;

c) hlavni sekrec¢ni faze — predstavuje tfi aZz pét epizod sekrece, po 6
az 8 hodinach spanku, pokracuje i v prlbéhu prvni hodiny
bdélosti;

d) intermitentni sekrecni faze — predstavuje Cctyfi az devét
sekrecnich epizod mezi 2. az 12. hodinou bdélosti (Weitzman et

al., 1971).

Ultradianni pulzy se objevuji frevenci 1-2/hodina (Weitzman et al.,
1971). Nejvétsi mnoiZstvi kortizolu je uvolnéno v ramci
ultradidnnich pulzQ po ranu. Walker et al. aplikovali CRH formou
kontinulni infuze v rlznych davkach potkanim. Az do urcité davky
pozorovali zavislost odpovédi na podané davce. Po presahnuti
dané koncentrace CRH (pfesnéji nad 1 ug/h CRH) jiz odpovéd
nebyla zavisla na davce a to naznacuje jakysi stropovy ucinek,
ktery znamena maximalni aktivaci osy hypotalamus-hypofyza-
nadledviny. Navic stejni autofi pozorovali, Ze kontinulni infuze CRH
ve vysSich davkdch vedla k oslabeni sekrece charakteru
ultradidnnich pulzt a ménila se v sekrece konstantni (Walker et al.,

2012).
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5.2. Dehydroepiandrosteron — DHEA a jeho derivdty

Dehydroepiandrosteron je hormon, ktery byl po prvé izolovan a
popsan v roce 1934 (Butendant et al., 1934). Jeho sulfat (DHEAS)
je nejrozsitenéjSim cirkulujicim steroidem a predpoklada se, ze
slouzi jako zdsoba, jelikoz jeho polocas v cirkulaci je 10 az 20 hodin
(polo¢as DHEA je 1-3 hodiny) a také jeho clearence je mnohem
pomalejsi, nez je clearence DHEA (Rosenfeld et al., 1975,
Longcope, 1996). DHEAS ma i protizanétlivé a imunostimulaéni
ucinky (Radford et al., 2010).
DHEA je prekurzorem testosteronu a estrogenu. DHEA vykazuje
slabé androgenni ucinky a byl popsan i jeho antiglukokortikoidni
ucinek (hlavné jeho 7— oxygenovany metabolit, pfesnéji se jedna o
7a-hydroxy-DHEA).
V posledni dobé pfibyvaji poznatky o funkci DHEA i DHEAS jako
neuroaktivnich steroid(, které mohou byt produkovany lokalné,
v mozku a ucinkuji na iontové kanaly (Baulieu, 1981, Starka et al.,
2015).
Zajem o DHEA vznikl az kdyz Baulieu ho nazval ,hormonem mladi“
(Baulieu, 1996). Plazmatické hladiny DHEA klesaji s vékem
u vétSiny jedincl. Mnozi autofi popisuji zlepSeni celkového
zdravotniho stavu pfi pravidelném prijmu 50 mg DHEA.
Vyznamna ¢ast DHEA je pfeménéna na 7a-, 7B-, 16a-, a 16pB-
hydroxyderivaty a to hydroxylaci na pozicich C7 a C16.
Starka a Sulcova izolovali 17a-hydroxy-DHEA z lidské moce jiz
v roce 1962. Teprve az v roce 2007 bylo nalezeno zapojeni tohoto
hormonu do udrzeni rovnovahy mezi kortizolem a kortizonem tim,
Ze systém 7-hydroxy-DHEA a 7-oxo-DHEA kompetituje systémem
kortizol-kortizon o  aktivité  enzymu  11B-hydroxysteroid
dehydrogenazy (Hennebert et al.,, 2007). Tato kompetice je
vyjadrena v rlizné mite v rliznych tkanich, véetné mozku (Morfin a
Starka, 2001).
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Pro jeho antiglukokortikoidni Ucinek se predpoklada, ze mize byt
zapojen i do procesu ukladani tuku v organizmu (Sedlackova et al.,
2012).

Studie z roku 2011 sledovala hladiny DHEAS v pribéhu dne (Prom-
Wormley et al., 2011). Nejvyssi hladiny nalezli bezprostfedné po
probuzeni a tficet minut po ném, ale déle v priibéhu dne nedoslo

k signifikantnim zménam hladin DHEAS.
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5.3 Testosteron

Brown-Sequard jiz v roce 1889 rozpoznal ucinek "chemickych
substanci"”, které izoloval ze zvifecich pohlavnich Zlaz. Az v roce
1960 byl izolovan testosteron Butenandtem a jeho tymem. V
literature je bohaté zdokumentovdn cirkadianni rytmus
testosteronu u muzl. Je vSeobecné znamo, Ze hladiny
testosteronu nejsou konstantni v pribéhu dne. Hladiny jsou vyssi
rdno po probuzeni a v pribéhu dne dochazi k jejich postupnému
poklesu. K narlstu hladiny testosteronu dojde nastupem REM-
spanku a tato hladina je udrZena aZ do probuzeni (Luboshitzky et

al., 1999).

Drivé se predpokladalo, ze existuje endogenni rytmus sekrece
testosteronu, podobné jak je k tomu u kortizolu (Luboshitzky et
al., 2001). Dnes je ale zndmo, Ze k narustu hladin je nezbytny
spanek a to alesponi nepfretrzité po dobu 3 hodin, dale je
rozhodujici ndstup REM-spanku (¢im pozdéjsi ndstup, tim mensi
narlst hladiny testosteronu). U jednoho ¢lovéka mira nar(stu
hladiny testosteronu iniciovana spankem je relativné stabilni,
naopak existuje velika interindividudlni variabilita (Axelsson et al.,

2005).
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6. Gonadotropiny

Pulzatilni sekrece gonadotropint pfimo podléha regulaci GnRH
(gonadotropin uvolfiujici hormon). Ctyfiadvacetihodinovy rytmus
gonadotropinové sekrece byl potvrzen jak u muz( (Spratt et al.,,
1988), tak i u Zen (Mortola et al., 1992). U opic s hypotalamickou
|ézi vedouci k porucham sekrece gonadotropin(, konstantni infuze
GnRH nevedlo k obnoveni sekrece gonadotropinl, zatimco
intermitentni poddvani GnRH (1x za hodinu, jak je fyziologicky pulz
gonadotropin( u opic) vedlo k obnoveni sekrece LH a FSH (lutealni
a folikulus stimulujici hormon)(Belchetz et al., 1978).
U dospélych muzi (za podminek dodrzeni normdlniho cyklu
spanku a bdéni) byl pozorovan nocni narlst hladiny LH a narist
hladiny testoteronu v c¢asnych rannich hodinach (Spratt et al.,
1988).
Spanek ma znacny ucinek na sekreci gonadotropini v pribéhu
puberty a v urcitych fazich menstruacniho cyklu (Kapen et al.,
1976). Co se tyka oscilace hladiny LH a FSH, je nékolik studii, které
takové zmény téchto hormonl dokumentuji v c¢asnych fazich
menstruacniho cyklu, ale pochybuji o jejich diurnalnich zménach v
jinych fazich menstruaéniho cyklu (Filicori 1986, Rossmanith 1991,
Soules 1985 ).
Ctyficet hodin trvajici studie z roku 2005 zkoumala U¢&inek spanku
(prvni noc) a nasledné spankové deprivace (druha noc), kterd byla
nasledovana odpolednim spankem, na dynamiku pulzové sekrece
LH v casné folikularni fazi cyklu. V pribéhu spanku byl interval
mezi pulzy sekrece LH delsi, nez v pfipadé bdélosti (nezavisle na
denni dobé). To souvisi s poklesem frekvence pulzu GnRH, ktera je
utlumena spankem. Amplituda pulzu sekrece LH byla vyssi v
prabéhu spanku nez bdélosti. V pribéhu noc¢niho spanku stredni
hodnoty hladiny LH byly nizsi nez v pfipadé bdéni v noci.
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V pripadé spontanniho probouzeni v pribéhu spanku (potvrzen
polysomnograficky) doslo k objeveni LH pulzli (s 5-15 minutovym
zpozdénim), coz svéd¢i o odtlumeni sekrece GnRH (Hall et al.,
2005). Cirkadianni rytmy jsou oslabeny i v souvislosti s vékem (van
Coevorden et al., 1991).

Folikularni faze umozni sledovani za podminek relativné nizkych
hladin estrogenu, to nejlépe simuluje stav postmeopauzalnich Zen,
u kterych byl prokazan chybéjici cirkadianni rytmus gonadotropint
(Klingman et al., 2011).

Také byl studovan ucinek nocnich smén na reproduk¢ni systém.
Menstruacni  cyklus je charakterizovdan cyklickou sekreci
reprodukénich hormon(. Nocni pracovnici obvykle trpi poruchami
spanku a maji zvySené riziko poruch cirkadidnnich rytmd. To
souvisi i se zménou sekrece melatoninu (naptiklad pokles
metabolitll melatoninu v moci). Tyto faktory byvaji spojovany se
zvySenym vyskytem poruch menstruacniho cyklu u Zen , které
pracuji v noci (Lawson et al., 2011).

Attarchi et al. popisuji nizsi hladiny FSH, LH, TSH u pracovniki
no¢nich smén, které ale nebyly signifikantni oproti hladinam

pracovnik(i dennich smén (Attarchi et al., 2013).
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VI. Metody

1. 16 hodinové sledovani

Soubor

Studie se zucastnilo osm Zen. Jejich vék byl mezi 25-35 lety
(29.48+2.99 rokl). Mély normalni BMI (21.3+£1.3). VSechny byly
premenopauzalni nekuracky, zdravé, bez jakékoliv medikace Ci
hormonalni kontracepce. Pét dni prfed provedenim testu
dodrzovaly standardni podminky, které se ale nelisily pftili§ od
jejich normalniho denniho rezimu (to znamend 8 hodin spanku,
pfijem jidla podle standardizovaného jidelnicku). Odbéry byly ve
folikularni fazi cyklu (1.-7. den menstruacéniho cyklu).

Pfed testem byly sezndmeny s protokolem studie a podepsaly
informovany souhlas. Studie byla schvalena Etickou komisi
Endokrinologického ustavu v Praze.

V pribéhu vlastniho testu probandky jedly stejnou stravu v
pfesnych ¢asovych intervalech. Studie trvala 16 hodin. V pribéhu
studie byla povolena bézna pohybova aktivita.

Pfed prvnim odbérem krve byla zavedena intravendzni kanyla do
kubitalni Zily. Prvni odbér krve se uskutec¢nil v 6.00 hodin rano, 30
minut po probuzeni, po celonocnim pUlstu. Dalsi odbéry byly dle
rozpisu: 7.15, 8.15, 10.15, 11.15, 13.15, 14.15, 16.15, 17.15, 19.15,
20.15. Posledni vzorky byly odebrany ve 21.30.

V pribéhu studie probandky jedly stravu sloZzenim vyvazenou:
Snidané: 6:00-6:15 (celkova kalorickd hodnota: 515 kcal, celkovy
obsah bilkovin: 20,58 g, celkovy obsah sacharid(: 47,75 g, celkovy
obsah tuk(: 24,9 g)

-chléb Sumava 2 platky

-kurfeci Sunka prsni 50 g

-syr Cerstvy 1 kus
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Dopoledni svacina: 9:00- 9:15 (kalorickd hodnota: 123 kcal,
celkovy obsah bilkovin: 5,7g, celkovy obsah sacharidd: 19,5 g,
celkovy obsah tuk(: 2,25 g)

- ovocny jogurt 150 ml s obsahem tuku 1,5 %

Obéd: 12:00-12:15 (celkova kalorickd hodnota: 679 kcal, celkovy
obsah bilkovin: 45,55 g, celkovy obsah sacharid(i: 100,4 g, celkovy
obsah tuk(: 11,5 g)

-hovézi vyvar 200 ml

-kr(ti pecené 150 g

-bramborové knedliky 100g

-dusené bilé zeli 100 g

Odpoledni svacina: 15:00-15:15 (celkova kaloricka hodnota: 93
kcal, obsah bilkovin: 0,9 g, obsah sacharid(: 26,6 g, obsah tuk(: 0
g)

1 kus stfedné velkého ¢erveného jablka (cca 150 g)

Vecere: 18:00-18:15 (celkova kalorickd hodnota: 489 kcal, celkovy
obsah bilkovin: 31,7 g, celkovy obsah sacharid(: 51,75 g, celkovy
obsah tuk(: 14,5 g)

-chléb Sumava 2 platky

-kureci Sunka prsni 50 g

-syr Eidam s obsahem tuku 30% 50 g

-1rajéeccal50g
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Analytické metody

Vzorky byly odebrany do chlazenych zkumavek, které obsahovaly
100 wl 5 %-ni EDTA. Vzorky pro stanoveni ghrelinu a orexinu byly
odebrany do zkoumavky s aprotininem. Plazma byla separovana
centrifugaci v predchlazené centrifuze (4°C) 5 minut pfi otackach
2000g, a zmrazena do 30 minut od odbéru a uskladnéna pfi
teplotach -80°C az do analyzy.

Melatonin byl stanoven pouzitim komercného RIA kitu (Laborator
Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, Germany). Senzitivita pro
melatonin byla 2 pg/ml. Intra-assay a inter-assay koeficienty

variace byly 9.8-12.1% a 9.6-12.3 %.

C-peptid byl stanoven metodou ECLIA (elektrochemiluminiscenc
immunoassay, Modular E 170 analyzator, Roche). Detekéni hranice
kitu byla 0.003-13.3 nmol/l, nebo 0.01-40.0 ng/ml pro plazmu.
Intra- a inter-assay koeficienty variace byly 1.5% a 2.3%. Glykémie
byla stanovena enzymatickou referencni metodou s hexokinazou
(Cobas Integra 400 plus analyzator, Roche). Detekéni rozpéti kitu
byl 0.12-40 mmol/l (2.16-720 mg/dl). Intra-set a inter-set
reproducibilita byla 1.7% a 2.6%. Plazmaticka hladina ghrelinu byla
stanovena komercéné dostupnym RIA kitem (Linco Research, Inc.,
St. Charles, Missouri, USA, detek¢ni rozpéti: 93-6000 pg/ml).
Orexin-A byl stanoven komercné dostupnym RIA kitem (Phoenix
Pharmaceutical, Inc., detekéni rozpéti: 10-1280 pg/ml). Kortizol byl
stanoven konvencéni metodou RIA od firmy Immunotech (France).
SHBG byl stanoven metodou IRMA od firmy Immunotech (France).

LH a FSH byly stanoveny metodou IRMA (Immunotech, France).

Analyza steroidii pomoci GC/MS
Steroidy i jejich polarni konjugaty byly stanoveny podle metody
GC/MS (Hill et al., 2010). Steroidy byly zakoupeny od firmy
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Steraloids (Newport, RI, USA), Sylon B od firmy Supelco
(Bellefonte, PA,USA), methoxylamin-hydrochlorid od firmy Sigma
(St.Louis, MO, USA) a rozpoustédla od firmy Merck (Darmstadt,

Némecko).

Pristroje

Sestava GCMS-QP2010 Plus od firmy Shimadzu (Kjéto, Japonsko)
sklddajici se z plynového chromatografu vybaveného
automatickou kontrolou pratoku, AOC-20s autosamplerem a
samostatnym kvadrupodlovym detektorem (single quadrupole
detector) s volitelnym napétim v rozmezi 10 — 195 V. K analyze
byla pouzita stfedné polarni kapilarni kolona RESTEK Rtx-50
(prGmér 0,25 mm, délka 15 m, tloustka filmu 0,1 um). K méreni
byla pouzita ionizace elektronovym dopadem (electron impact) s
napétim nastavenym na 70 V a emisnim proudem 160 pA. Teplota
injekéniho portu, iontového zdroje a interface byla udrzovana na
teploté 220°C, 300°C a 310°C v daném poradi. Analyzy byly
provedeny v splitless mdédu s konstantni linedrni rychlosti
transportniho plynu (He), udrZzované na 60 cm/s. Pratok plynu pro
oplach septa byl nastaven na 3 ml/min. Vzorky byly vstfikovany
pomoci vysokotlakého davkovani (200 kPa) a tento tlak byl
udrzovan po dobu 1 minuty. Napéti detektoru bylo nastaveno na

1,4 kV.

Priprava vzorki
Nekonjugované steroidy byly extrahovany z 1 ml krevni plazmy
pomoci diethyléteru (3 ml). Steroidni konjugaty, které zUstaly v
rafindtech po extrakci diethyléterem, byly hydrolyzovany a
extrahovany. Vznikld rezidua byla derivatizovdna pomoci
metoxiamin-hydrochloridu a v dalsim kroku stanovena pomoci
GC/MS kitem (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., detection range 10-
1280 pg/ml).
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2. Sledovani po riznych stimulech

K upresnéni nékterych pozorovani o vlivu pfijmu potravy na
hladinu hormonu jsme se zaméfili také na sledovani vlivu rliznych
stimulQ na pribéh téchto hladin. K tomuto ucelu jsme vybrali jako
stimul standardni snidani, ordlni podani glukdézy za podminek
oralniho glukdzového testu, intravendzni glukézu a psyllia, jako

model mechanického efektu na gastrointestinalni rakt.

Soubor

Tato studie navazovala na 16 hodinové monitorovani a zucastnilo ji
stejnych osm Zen, které absolvovaly i celodenni monitoraci. Z toho
vyplyvd, Ze charakteristika skupiny je stejnd jako u predchozi
studie: vék mezi 25-35 let (29.48+2.99 rokl), normalni BMI
(21.34#1.3), vsechny premenopauzalni nekuracky, zdravé, bez
jakékoliv medikace, ¢i hormondlni kontracepce. Odbéry byly
uskutec¢nény ve folikularni fazi cyklu (1-7. den menstruacniho
cyklu).

| v tomto pripadé mély pét dni pred provedenim testu dodrZzovat
standardni podminky, které se ale neliSily pftili§ od jejich
normalniho denniho rezimu (to znamend 8 hodin spanku, pfijem
jidla podle standardizovaného jidelnicku).

Pfed testem byly sezndmeny s protokolem studie a podepsaly
informovany souhlas.  Studie byla schvalena Etickou komisi

Endokrinologického ustavu v Praze.

Provedli jsme Ctyfi rozdilné testy ve ctyfech menstruadnich
cyklech:

1. oGTT — ordlni glukézovy toleran¢ni test — kde mély pit 75 g
glukdzy (glukopur) ve 250 ml horkého ¢aje na lacno
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2. i.v.GTT — intravendzni glukdzovy toleranéni test — kde jsme
aplikovali 0,33 g glukdzy na kg hmotnosti i.v. na lacno do periferni
zily

3. standardni snidané — kde probandky jedly stravu, jako v
pfipadé snidané pfi 16 hodinové monitoraci (¢ili chléb Sumava 2
platky, kufeci Sunka prsni 50 g, syr Cerstvy 1 kus (celkova kaloricka
hodnota snidané: 515 kcal, celkovy obsah bilkovin: 20,58g, celkovy
obsah sacharid(: 47,75 g, celkovy obsah tuka: 24,9 g).

4. psyllium — jedna se o nekalorickou vilakninu, kterd méla
predstavovat mechanickou stimulaci zaZivaciho traktu cestou

distenze — probandky vypily 4 g psyllia v 250 ml ¢isté vody

Pfed prvnim odbérem krve byla zavedena intravendzni kanyla do
kubitdlni Zily. Studie trvala 120 minut. Schéma odbérd byla
nasledujici:

-prvni odbér byl po celono¢nim pUlstu nalacno v 7:30

-dalsi odbéry byly v minutach 20, 40, 60, 90, 120
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Analytické metody

Vzorky byly odebrany do chlazenych zkumavek, které obsahovaly
100 wl 5 %-ni EDTA. Plazma byla separovana centrifugaci
v predchlazené centrifuze (4°C) 5 minut pfi otdckach 2000g,
zmrazena do 30 minut od odbéru a uskladnéna na teplotach -80°C
az do analyzy.

Melatonin byl stanoven pouZitim komeréného RIA kitu (Laborator
Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, Germany). Senzitivita pro
melatonin byla 2 pg/ml. Intra-assay a inter-assay koeficienty

variace byly 9.8-12.1% a 9.6-12.3 %.

C-peptid byl stanoven metodou ECLIA (elektrochemiluminiscenc
immunoassay, Modular E 170 analyzator, Roche). Detekéni hranice
kitu byla 0.003-13.3 nmol/l, nebo 0.01-40.0 ng/ml pro plazmu.

Intra- a inter-assay koeficienty variace byly 1.5% a 2.3%.

Glykémie byla stanovena enzymatickou referenéni metodou s
hexokinazou (Cobas Integra 400 plus analyzator, Roche). Detekéni
rozpéti kitu byl 0.12-40 mmol/I (2.16-720 mg/dl). Intra-set a inter-
set reproducibilita byla 1.7% a 2.6%. Kortizol byl stanoven

konvencni metodou RIA od firmy Immunotech (France.)

Analyza steroidii pomoci GC/MS

Steroidy i jejich polarni konjugaty byly stanoveny podle metody
GC/MS (Hill et al.,, 2010). Steroidy byly zakoupeny od firmy
Steraloids (Newport, RI, USA), Sylon B od firmy Supelco
(Bellefonte, PA, USA), methoxylamin-hydrochlorid od firmy Sigma
(St.Louis, MO, USA) a rozpoustédla od firmy Merck (Darmstadt,

Némecko).
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Pristroje

Sestava GCMS-QP2010 Plus od firmy Shimadzu (Kjdto, Japonsko)
skladajici se z plynového chromatografu vybaveného
automatickou kontrolou pratoku, AOC-20s autosamplerem a
samostatnym kvadrupdélovym detektorem (single quadrupole
detector) s volitelnym napétim v rozmezi 10 — 195 V. K analyze
byla pouZita stfedné polarni kapilarni kolona RESTEK Rtx-50
(primér 0,25 mm, délka 15 m, tloustka filmu 0,1 um). K méreni
byla pouZita ionizace elektronovym dopadem (electron impact) s
napétim nastavenym na 70 V a emisnim proudem 160 pA. Teplota
injekéniho portu, iontového zdroje a interface byla udrzovana na
teploté 220°C, 300°C a 310°C v daném poradi. Analyzy byly
provedeny v splitless mdédu s konstantni linedrni rychlosti
transportniho plynu (He), udrZzované na 60 cm/s. Pratok plynu pro
oplach septa byl nastaven na 3 ml/min. Vzorky byly vstfikovany
pomoci vysokotlakého davkovani (200 kPa) a tento tlak byl
udrzovan po dobu 1 minuty. Napéti detektoru bylo nastaveno na

1,4 kV.

Priprava vzorki

Nekonjugované steroidy byly extrahovany z 1 ml krevni plazmy
pomoci diethyléteru (3 ml). Steroidni konjugdty, které zlstaly v
rafindtech po extrakci diethyléterem, byly hydrolyzovany a
extrahovany. Vznikld rezidua byla derivatizovdna pomoci
metoxiamin-hydrochloridu a v dalSim kroku stanovena pomoci

GC/MS.
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Vyhodnoceni dat (obé studie)

Zmény hladin hormon( byly hodnoceny modelem ANOVA s
opakovanim s faktory subjekt a ¢as. Vzhledem negaussovskému
rozdéleni dat a nekonstantni variabilté byla plvodni data
transformovana mocninnou transformaci k dosazeni normalniho
rozdéleni a konstantniho rozptylu v datech i reziduich (Meloun et
al., 2000) pred vlastnim testovanim ANOVA. Homogenita dat a
rezidui po transformaci byla testovdna metodikou uvedenou v

literature (Meloun et al., 2004; Meloun et al., 2002).
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VII. Vysledky

1. 16 hodinové sledovani

Hladiny C-peptidu a glukdzy byly zavislé na pfijmu potravy a
vykazovaly svd maxima 1 a 2 hodiny po obédé a vecefi (Graf 1a,
1b). Zména hladiny C-peptidu a glykémie 1 a 2 hodiny po
svaCinach  (jablko, jogurt) jiZz nebyla zaznamenatelna.
Nejvyznamnéjsim ukazatelem pfijmu potravy byl C-peptid

(R=0,888, p<0.0001).
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Graf 1a Graf 1b

Graf Cislo 1a, 1b: prabéh hladin glukézy, C-peptidu v prabéhu Sestnacti
hodinového sledovani. Hladiny glukézy (Graf 1a) a C-peptidu (Graf 1b) odrazi

fyziologicky stav po pfijmu potravy. Jejich maxima jsou dosaZena v souvislosti s

"velkymi" jidly (obéd, vecere).
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Ghrelin [pg/ml]

Hladiny ghrelinu dosahly maxima tésné v dobé obéda a velere
(Graf 2a). Nasledné vidime signifikantni pokles hladin s maximem
2 hodiny po obédé a po vecefi. K signifikantnim zménam hladiny

orexinu nedoslo v prabéhu naseho sledovani (Graf 2b).
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Graf 2a, 2b. Pribéh hladin ghrelinu a orexinu v pribéhu Sesnacti hodinového
sledovani. Hladiny ghrelinu (Graf 2a) jsou maximalni presné v dobé pred
konzumaci "velkych" jidel, naddle dojde k poklesu ghrelinovych hladin a to s
maximem 2 hodiny po obédé a vecefi. Hladiny orexinu (Graf 2a) nevykazuji

zadné signifikantni zmény v souvislosi s pfijmem potravy.
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Hladiny melatoninu sleduji pfirozeny kurz tohoto hormonu v
pribéhu celého dne. Rano jsou hladiny nejvyssi po probuzeni,
nasledné dojde k signifikantnimu poklesu a udrzuje pomérné stalé
a nizké hladiny az do veclera, kdy dojde k opétovnému
fyziologickému ndrastu hladin. Lze pozorovat navic dalsi pokles

hladiny melatoninu 2 hodiny po obédé (Graf 3).
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LH [U/L]

10

Trvaly pokles hladiny LH a FSH byl pozorovatelny v pribéhu celého

dne, navic doslo k dalSimu nesignifikantnimu poklesu hladin po

hlavnich jidlech (Graf 4a, 4b).
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Graf 4b
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6

T
8 10

T
12 14 1
Hour

D
6 18 20 2

Graf 4a, 4b. Prabéh hladin LH a FSH v prabéhu Sestnacti hodinového

sledovani. LH (Graf 4a) i FSH (Graf 4b) vykazuji klesajici tendenci po dobu

celého dne. Navic dalsi nesignifikantni poklesy hladin Ize pozorovat po obédé a

vecefi.
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Cortisol [nmol/L]
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Hladina kortizolu klesala postupné po dobu celého dne, navic
doslo k dalsimu signifikantnimu poklesu hladin kortizolu 2 hodiny
po obédé (Graf 5a). VSechny C21 steroidy (kortizol Graf 5a,
progesteron Graf 5b, pregnenolon Graf 5c) signifikantné poklesly
jednu hodinu po probuzeni, dale pak doslo k monotdnnimu

poklesu jejich hladin po dobu celého dne, kromé jiz zminéného

T
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Graf 5a, 5b, 5c. Prtibéh hladin kortizolu, progesteronu, pregnenolonu v
pribéhu Sestnacti hodinového sledovani. Hladiny kortizolu (Graf. 5a) maji
klesajici tendenci v pribéhu celého dne, navic 2 hodiny po obédé doslo k
dalSimu signifikantnimu poklesu hladiny kortizolu. Hladiny progesteronu (Graf
5b) a pregnenolonu (Graf 5c¢) po inicidlnim signifikantnim poklesu po ranu

udrzely monoténné klesajici tendenci po celou monitoraci.
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SHBG mirné poklesl po jednotlivych jidlech (Graf 6c). Estron (Graf

6a) nevykazuje zadny vyznamny trend prabéhu hladin po dobu

sledovani, i kdyz k ur¢itému poklesu dojde po hlavnich jidlech.

v

Hladina estradiolu (Graf 6b) signifikantné poklesla po obédé a

veceri.
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Graf 6a, 6b, 6¢. Prtibéh hladin estronu, estradiolu, SHBG v prubéhu Sestnacti

hodinového sledovani. Hladiny estronu (Graf 6a) nevykazuji zadny vyznamny

trend, pres mirny pokles po obédé a po vecefi. Estradiol (Graf 6b) poklesl

signifikantné po hlavnich jidlech. SHBG (Graf 6¢) mirné pokles po jednotlivych

jidlech.
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Hladiny testosteronu (Graf 7a) nevykazovaly velikou zavislost na
pfijmu potravy, kromé DHT (Graf 7b), jehoz hladiny vykazovaly
signifikantni zvySeni 2 hodiny po obédé. Dalee k malému zvyseni
hladiny testosteronu dojde kolem 14.00 hodin. Volna frakce DHEA
(Graf 7c) vykazovala maly, ale signifikantni pokles po obéd i vecefi.
Navic u DHEA lze pozorovat urcity peak pozdé dopoledne (mezi

10-12 hodinou).
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Graf 7a, 7b, 7c. Pribéh hladin testosteronu, DHT, DHEA v prtibéhu 16 hodin
sledovani. Hladiny testosteronu (Graf 7a) nevykazuji souvislost s pfijmem
potravy a vykazuji klesajici tendenci v prlbéhu dne. Pouze malému zvyseni
dojde 2 hodiny po obédé, kolem 14.00 hodin. Hladiny DHT (Graf 7b) vykazuji
signifikantni narGst 2 hodiny po obédé. Hladiny DHEA (Graf 7c) poklesly 2
hodiny po obédé a po vecefi. U DHEA Ize pozorovat urcity peak pozdé

dopoledne (mezi 10-12 hodinou).
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Konjugovany DHEA poklesl pouze po vecefi (Graf 8a).
Androstendiol (Graf 8b) poklesl po obédg, ale k jinym vyznamnym

zménam v souvislosti s pfijmem potravy u tohoto hormonu

nedoslo.
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Graf 8a a 8b. Pruibéh hladin konjugovaného DHEA a androstendiolu v priibéhu
16 hodin sledovani. Hladina konjugovaného DHEA (Graf 8a ) klesla pouze po
vecefi, na rozdil od jeho volné frakce (Graf 7c). Androstendiol (Graf 8b) poklesl

po obédé, ale k jinym vyznamnym zméndm jeho hladiny nedoslo v souvislosti s

jidlem.
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5-Androsten-38,7a,17-triol

7a-hydroxy-dehydroepiandrosteron (Graf 9a), 3B,7a,17B-hydroxy-
androstentriol (Graf 10a) klesali postupné v pribéhu dne z
ranniho maxima k odpolednim nizkym hladinam. Podobné k
DHEA, i vSechny jeho derivaty vykazovaly nardst v 10 a 11 hodin
presto, ze tento narlst byl vyznamny pouze pro volné (Graf 7c) a
konjugované DHEA (Graf 8a), 7B-hydroxy-DHEA (Graf 9b) a 16a-
hydroxy-DHEA (Graf 10c). Tyto zmény nemaji s velkou
pravdépodobnosti vztah k pfijmu potravy, jelikoz hladiny C-

peptidu a glykémie nejsou jiz 1 a 2 hodiny po pfijmu "malych" jidel

ry ,
zvysene.
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Graf 9 a 10. Pribéh hladin derivatd DHEA v pribéhu Sestnacti hodinového
sledovani. 7a-hydroxy-dehydroepiandrosteron (Graf 9a), 3B,7a,17B-hydroxy-
androstentriol (Graf 10a) sledovaly stejny profil zmény hladin jak DHEA (Graf
7¢), na rozdil od 7-oxo-derivatd (Graf 9c), 7-B-isomeru (Graf 9b), 3B,7B,17B-

hydoxy-androstenetriolu (Graf 10b).

58



Tabulka 1. Statisticky popis denniho profilu vybranych hormon

(konjugaty DHEA kvuli pfehlednosti jsou zobrazeny zvlast v tabulce

&islo 2)
substance  Cas Subjekt
H-F p S-F p
ghrelin 3 0,0059 30,2 <0.0001
orexin 0,6 0,7789 2,3 0,0769
melatonin 9,9 <0.0001 7,3 0,0002
glukdza 4 0,0006 1,9 0,1235
C-peptid 12,4 <0.0001 2,7  0,0463
LH 3,1 0,0037 25,1 <0.0001
FSH 3,9 0,0007 19,1 <0.0001
SHBG 3,2 0,003 17,9 <0.0001
kortisol 16 <0.0001 8,5 <0.0001

progesteron 7,3 <0.0001 25,6 <0.0001
pregnenolon 5,7 <0.0001 22,7 <0.0001
testosteron 1,7 0,1236 47,8 <0.0001

DHT 1,9 0,0669 15,3 <0.0001
DHEA 11,42 <0.0001 12,4 <0.0001
estron 10 <0.0001 122,1 <0.0001
estradiol 2,8 0,0101 41,5 <0.0001

Pouzitd byla ANOVA s opakovanym mérenim, ¢asem (H-F) a subjektem (S-F) jako faktory.
H-F =ukazuje rozdily mezi ¢asovymi periodami
S-F =ukazuje rozdily mezi jednotlivymi indiviualnimi subjety

p = statisticky vyznam (statisticky vyznamné hodnoty jsou zvyraznény tu¢né)
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Tabulka 2. Statisticky profil konjugati DHEA

Hormon Cas Subjekt
H-F p H-S p
5-androstene-3beta,17beta-diol-C 2.98 0.0027 0.3 <0.0001
DHEA-konjugovany 3.76 0.0004 10.2 <0.0001
7-oxo-DHEA 3.92 0.0003 123 <0.0001
5-androstene-3beta,17beta-diol 4.71 0 10.3 <0.0001
16alpha-OH-DHEA 10.39 0 34,5 <0.0001
16alpha-OH-DHEA konjugovany 33.29 0 119.5 <0.0001
7beta-OH-DHEA 14.84 0 49.4 <0.0001
5-androstene-3beta,7alpha,17beta-triol 22.65 0 67.1 <0.0001
5-androstene-3beta,7beta,17beta-triol 24.43 0 82.2 <0.0001
7alpha-OH-DHEA 28.95 0 64.5 <0.0001

Pouzita byla ANOVA s opakovanym mérenim, ¢asem (H-F) a subjektem (S-F) jako faktory.
H-F =ukazuje rozdily mezi ¢asovymi periodami
S-F =ukazuje rozdily mezi jednotlivymi indiviualnimi subjety

p = statisticky vyznam (statisticky vyznamnéhodnoty jsou zvyraznény tucneé)
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2. Sledovani po raznych stimulech

Graf Cislo 10 a 11: Prabéh hladin glykémie a C-peptidu po

jednotlivych stimulech. Nejyssi glykémie byly dosazeny pfi i.v.GTT.

K maximalnim hladindm doslo hned na zacatku. K normalizaci

glykémie doslo jiz v prvnich 40 minutdach.

Tomu odpovidaji i

hladiny C-peptidu. Pfi oGTT doslo k narlstu glykémie pomaleji, ale

zvysené hladiny pretrvavaly téZ déle. Psyllium, coZ je nekalorickd

vlaknina nevedla ke zvySeni glykémie ani C-peptidu. Standardni

snidané vedla k fyziologickym zménam hladiny glykémie a C-

peptidu.
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iv. GTT .
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Graf cislo 12: Prabéh hladin melatoninu po jednotlivych
stimulech. U vsech stimull doslo k poklesu hladiny melatoninu na
zacatku testu, po prvnim odbéru. V pfipadé i.v.GTT doslo 20 minut
po aplikaci glukdzy doslo k narlstu hladiny melatoninu a tento
narUst pretrval az do 60 minuty. Podobné je tomu i po peroralni
aplikaci glukdézy, i kdyz k nardstu dojde opozZdéné oproti

parenteralné aplikované glukdze.
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Graf Cislo 13. Prabéh hladiny kortizolu po aplikaci jednotlivych
stimulli. Doslo ke zpomaleni poklesu hladiny kortizolu po aplikaci
jednotlivych stimuld. Toto zpomaleni bylo nejvice vyjadieno v i.v.
GTT, kde pretrvalo do konce 60. minuty. Pti snidané doslo v 40.
minuté ke zvySeni hladiny kortizolu. Pfi oGTT i i.v.GTT m{zZeme

sledovat plato v kortizolovych hladinach.
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Graf Cislo 14. Pribéh hladin testosteronu po aplikaci jednotlivych

stimula.

Pribéh hladiny testosteronu nemél vyznamny vztah k

jednotlivym stimuldim.
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Graf cislo 15. Prubéh hladin DHEA po aplikaci jednotlivych
stimull. Po pocate¢nym poklesu lze vidét zvyseni hladiny DHEA u
vSech stimulQ. Toto zvySeni je nejvice vyjadreno v pfipadé i.v.GTT,

kde ale nar(ist byl opozdén oproti ostatnym stimuliim.
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VIII. Diskuze

1) 16 hodinové sledovani

VSeobecné je dobfe zndmo, jaky mohou mit jednotlivé hormony
vliv na pfijem potravy. Naopak pouze u nékterych hormon( bylo
studovdno, jak mlze mit pfijem potravy vliv na hormonalni
hladiny. V této casti studie jsme zvolili k sledovani vlivu potravy na
hladiny hormon( podavani standardni stravy - snidané, svaciny,
obéda, svaciny, vecere. Hladiny hormonU jsme sledovali nalacno,
dale vzdy jednu a dvé hodiny po jidle, a to od 6:00 rano do 21:30

vecer.

Vétsina sledovanych hormont v prabéhu celého dne vykazovala
signifikantni zmény hladin v porovnani hodnot mezi ¢asy a mezi
subjekty. Vyjimkou byly orexin, testosteron a dihydrotestosteron,
kde rozdily mezi Casy nebyly signifikantni, dale nesignifikantni
rozdily mezi subjekty jsme nalezli u orexinu, glykémie a C-peptidu.
Derivaty DHEA (presnéji 7B-hydroxy-DHA, 7-oxo-DHEA, 16a-
hydroxy-DHEA) nevykazovaly signifikantni fluktuaci v pribéhu dne

v zavislosti na pfijmu potravy.

Vseobecné je dobfe znam vztah pfijmu potravy k hladindm
glykémie i C-peptidu. Jak se dalo oéekavat, i v nasi studii jsme nasli
signifikantni zvyseni hladiny jak glykémie, tak i C-peptidu, a to
jednu a dvé hodiny po hlavnich jidlech, dale i po snidani. Diky
tomu, Ze svaciny predstavovaly pouze jogurt a jablko, jednu a dvé
hodiny po jejich konzumaci se jiz nedalo pozorovat zmény hladiny
ani glykémie, ani C-peptidu. C-peptid se ukazal byt vyznamnéjsim

prediktorem prijmu potravy od glykémie (p<0.0001 vs p=0.0006).
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Vztah ghrelinu a pfijmu potravy byl pfredmétem mnoha studii
(Wren et al., 2001, Cummings et al., 2001). Nase vysledky souhlasi
s vysledky jinych autord, Cili hladiny ghrelinu klesaji po jidle, svého
minima dosahly po velkych jidlech, to znamend po obédé a po
vecefi.

Orexiny v nasi studii nevykazovaly signifikantni zmény hladiny v
praibéhu dne v zdvislosti na pfijmu potravy (p=0.7789). Ocekavali
jsme, ze orexinové hladiny budou Uzce souviset s pfijmem potravy,
jelikoz se jednd o vyznamné orexigenné pUlsobici hormony.
Nejpravdépodobnéji divodem této skutecnosti muize byt, ze krev
neni nejvhodnéjsi pro monitoraci orexinG. Hladiny orexin
standardné jsou stanovovany z mozkomisniho moku, i kdyZz jsou
studie, které Uspé&sné monitorovaly orexiny v krvi (Adam et al.,
2002, Bronsky et. al., 2007). Pravdou je, Ze v téchto studiich
nesledovali dynamické zmény hladiny orexinG v priibéhu dne, ale
ve studii Adam et al. stanovovali orexinové hladiny u jednotlivych
obéznich subjektl, zatimco Bronsky et al. sledovali zmény hladiny

orexinl pred a po redukci vahy.

Cirkadianni rytmus melatoninu je dobre prostudovan. Rano po
probuzeni dojde k poklesu jeho hladiny a nizké hladiny jsou
udrzovany v prabéhu celého dne az do pozdnich odpolednich
hodin, kdyZ dojde opét k narlstu jeho hladiny. V této studii jsme
se kromé sledovani hladiny melatoninu v prabéhu dne zaméfili i
na sledovani zmény melatoninovych hladin v zavislosti na prijmu
potravy. Vychazeli jsme z toho, Zze hladiny melatoninu v prabéhu
dne jsou prevainé gastrointestinalniho plvodu, navic v pokusech
potrava bohatd na tryptofan vedla ke zvySeni plazmatické hladiny
melatoninu (Hattori et al., 2005). Dle Martina et al. uvolnéni
gastrointestinalniho melatoninu zavisi na periodicité pfFijmu
potravy (Martin et al., 1998). Také nesmime zapomenout na

studie, které poukazuji na zapojeni melatoninu do metabolizmu
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uhlohydratd (Borges-Silva et al., 2007, Starka et al., 2008).
Vysledky nasi studie ukdzaly nahly a vyznamny pokles hladiny
melatoninu po ranu, ale ddle v pribéhu dne nedoslo k
vyznamnym zménam hladiny melatoninu, kromé signifikantniho
poklesu 2 hodiny po obédé a samoziejmé fyziologickému nardstu
hladin k veceru. Pravdépodobnd pftic¢ina absence zmény po ranu
po snidani je, Ze pokles hladiny melatoninu je kryty ve
fyziologickym poklesu jeho hladiny v té denni dobé. Dale vecer
dojde k fyziologickému narastu hladiny, ktera pravdépodobné
nemuze byt "prevalcovana" potencidlnim poklesem, ktery by mohl
byt zplsoben vecefi. Navic svainy nejsou dostatecné silné stimuly
k ovlivnéni melatoninové hladiny. Dlouhy odstup odbér(i (hodina

a dvé hodiny) od konzumace jidla mohl hrat téz roli.

Je zndm ucinek kortikosteroid( na pfijem potravy, glykémie nebo
energeticky metabolizmus, ale existuje jen malo udaju o vlivu
pfijmu potravy na hladinu kortizolu (Bandin et al., 2014, Simonetta
et al., 2001). Podobné jako v pfipadé melatoninu vliv stimulace
jidlem byl prevainé kryt v nychtemerdlnim prabéhu profilu.
Klesajici tendence byla udrzena po cely den, to souhlasi téz s
popisem kortizolového chovani z literatury (Weitzman et al.,,
1971). Po prvé popisujeme signifikantni pokles hladiny kortizolu 2

hodiny po obédé .

VSechny zbylé C21 steroidy, které jsme sledovali (progesteron a
pregnenolon) podobné jako kortizol klesaly hodinu po probuzeni a

udrzely klesajici profil po cely den.

V studii z 1975 ucinek hladovéni byl prokazan na hladinu LH, ale
nikoliv na FSH. U potkan omezeni prijmu potravy vedlo k poklesu
plazmatické hladiny LH (po 10 dnech), ale nepozorovali zmény v
hladindch FSH (ani plazmatického, ani hypofyzarniho FSH)

(Howland , 1975). Jind studie, ktera byla zamérena na téhotné
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muslimské Zeny v mésici Ramadan, nasla po 2 tydnech pustu
signifikantni pokles FSH (Khoshdel et al., 2014). V nasi studii jsme
pozorovali pouze nesignifikantni pokles gonadotropind po
hlavnich jidlech, ale byl patrny celodenni monotonni pokles jejich
hladin. Pravdépodobnou pfi¢inou absence signifikantnich zmén v
souvislosti s pfijmem potravy je, Zze nedochazi k tak akutnim
zméndm v hladinach téchto hormonl v zavislosti na jidle. Tuto
hypotézu podporuje i studie z roku 1992, kde kratkodoby pust (5
dni) potkanl nebyl schopen vést k poklesu GhnRH mRNA v

hypofyze zvirat.

Prekvapivé jsme nasli zatim nepopsané signifikantni zmény po

jidlech jak u estradiolu, tak i u SHBG.

Testosteron nebyl ovlivnén pfijmem potravy, ale u
dihydrotestosteronu jsme mohli sledovat pokles jeho hladiny 2
hodiny po jidle. Profil testosteronu v pribéhu dne odpovidal

tomu, jak je to popsano v literature.

Vztah DHEA (a jeho derivatd) k prijmu potravy jesté nebyl dfiv
studovdn. Nychtemeralni profil DHEA je popsan v literatufe a
tomu odpovidaly i nase vysledky, Cilli doslo k postupnému poklesu
jeho hladiny z rannich vysokych hodnot k odpolednimu minimu a
tento obraz sleduji i jeho konjugaty, i kdyz ne v tak ndpadné mire.
Co se tyka jejich vztahu k pfijmu potravy, tak nasli jsme pokles
hladin DHEA, jeho konjugované formy, androstenediolu a 7a-
hydroxydehydroepiandrosteronu jednu a dvé hodiny po jidle
(pfesnéji po obédé a vecefri). Jeho jiné metabolity, 7B-hydroxy-
DHEA 7-oxo-DHEA , 16a-hydroxy-DHEA , naopak nevykazovaly
vyznamné zmeény po jidlech. Pro¢ dojde k peaku v dobé mezi
10:00 a 12:00 u DHEA a jeho derivatli, ale i u testosteronu,
zUstdvd otdzkou a cekd na objasnéni. Nicméné podobny nidlez
popsal i Neaves u testosteronu pred vice nez 30 lety (Neaves et al.,
1984).
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2) Sledovani po rtiznych stimulech

K upfesnéni nékterych poznatki o vlivu pfijmu potravy na hladiny
hormon jsme se zaméfili také na sledovani vlivu rdznych podnétd
na pribéh hladin nékterych vybranych hormond. Jako podnét
jsme zvolili standardni snidani, oralni podani glukdzy v pribéhu
oGTT, intravendzni podani glukdzy a psyllium umoznujici sledovat
mechanicky efekt potravy na zaZivaci Ustroji. Casové schéma
odbér(l v této studii bylo zaméreno na upresnéni a zachyceni
akutnich a "jemnych" zmén hladin hormond vyvolanych
studovanymi nutricnimi podnéty.

Dle ocekdvani byla béhem iv.GTT vysokd hladina glukdzy
dosazZena nejrychleji, rychle doslo i k jeji normalizaci, jizv pribéhu
prvnich Ctyficeti minut po podani i.v. glukézy. V prlibéhu oGTT
nastup hyperglykémie byl opoZzdén ve srovnani s intravendzni
aplikaci, zvySena glykémie téz pretrvala déle. Psyllium, coZ je
nekalorickd vlaknina modelujici mechanickou distenzi zazivaciho
traktu, nevedlo k signifikantnim zménam glykémie, ani Cpeptidu.
Autofi studie z roku 2006 ukazali, Ze osoby s DMII, které
konzumovali jako soucast snidané i psyllium, mély nizsi
postprandidlni hladinu glykémie, inzulinu, ale i volnych mastnych
kyselin. Ranni konzumace vldkniny neméla jiz ale zadny efekt na
dalsi jidlo za 4 hodiny (Clark et al., 2006). V nas studii jsme efekt
psyllia neprokazali. Standardni snidané meéla simulovat stav,
kterému nas organizmus je vystaven

kazdodenné pfi stravovani. Dosazené vysledky odpovidaly
normalnim hodnotam u zdravé populace. V soucasné dobé
pribyvaji poznatky o tom, jak dietni faktory mohou vést k ovlivnéni
cirkadidnnich rytmu (napt. kofein (Sherman et al., 2011), alkohol
(Spanagel et al., 2005). Predpoklada se, Zze tyto zmény jsou
zprostfedkovany pravé melatoninem (Peukhuri et al., 2012).
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Je zndmo, Ze hladovéni vede k ovlivnéni hladin melatoninu.
Restrikce pfijmu energie po 2 dnech vedla v uvedené studii k
poklesu plazmatické hladiny melatoninu o 20%. Aplikace glukdzy v
pribéhu hladovéni vedla k navratu melatoninu k normalnim
hladindm (Rojdmark et al., 1989). V nasi studii jsme pozorovali
pokles hladin po prvnim odbéru nala¢no, coz odpovida
fyziologickému chovani tohoto hormonu. 40 minut po
intravendzni aplikaci glukdzy doslo ke zvyseni hladiny melatoninu a
to pretrvalo aZ do 60. minuty. Podobné i po ordlnim poziti glukdzy
doslo ke zvySeni melatoninu i kdyZz pozdéji, ve srovnani si.v.
podanou glukézou. PFi¢inou toho je pravdépodobné pozdé;si
nastup hyperglykémie. Vzhledem ktomu, Ze snidané ani
nekalorickd vlaknina nevedly k vyznamnému zvySeni glykémie,

nebylo mozné pozorovat ani zvySeni hladiny melatoninu.

Vliv kortikoidl na metabolizmus glukdzy i na zvyseni glykémie je
dobre zndmy (Lecocq et al., 1964). Nékteré studie popisuji zvyseni
hladiny cirkulujiciho kortizolu po kazdém pftijmu potravy (Follenius
et al., 1982). Dle studie z roku 1981 nejdUlezitéjsim stimulem pro
postprandidlni zvyseni kortizolu jsou proteiny (Slag et al., 1981),
jiné studie podobny ucinek ptisuzuji i sachariddm a lipiddm
(Benedict et al., 2005, Stimson et al., 2014). Pestra strava a infuze
glukézy i inzulinu (Wake et al., 2006) vede k aktivaci pfemény
kortizonu na aktivni kortizol indukci enzymu 118 hydroxysteroid
dehydrogenazy 1 (Basu et al., 2004). Dle Stimson et al. na
postprandidlnim zvySeni kortizolu se podili ne jenom zvySena
regenerace kortizolu z kortizonu, ale i jeho zvySena sekrece z
nadledvin (Stimson et al., 2014). V nasi studii jsme nalezli
zpomaleni poklesu hladin kortizolu v souvislosti s jednotlivymi
stimuly. Pokles byl nejvice vyjadren pfi i.v.GTT a pretrvaval do
konce 60. minuty. Pfi snidani doslo v 40. minuté ke zvySeni hladiny

kortizolu, coz odpovidalo nalez(im jinych studii.
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V mechanizmu miize hrat roli i parenteralni versus peroralni
aplikace studovanych stimull. Na postprandidlnim zvyseni
kortizolu pfi peroralnim nutriénim stimulu se predpokladd podil
signal( z GIT (pravdépodobné inkretiny glucagonlike peptidl a
gastric inhibitory polypeptide, které stimuluji osu hypotalamus
hypofyza - nadledviny (Herrmann et al., 1995)). Ddle je znamé, ze
oGTT vede k "otupeni" charakteru poklesu kortizolu (Reynolds et
al., 2001). Tim by se dalo vysvétlit nami nalezené plato v
kortizolovych hladinach. O tom, Ze psyllium ma vliv na zdsobeni
kortikoidy, jsme nalezli v literatufe pouze jediny ¢lanek, ktery
popisuje adrendlni krizi u pacienta |éCeného prednisonem a
soucasné podavani psyllia (Ahi et al., 2011). Chronické podavani
DHEA (po dobu 2 let) v davce 50 mg/den vedlo ke zlepSeni
glukdzové tolerance a inzulinové senzitvity u osob, které mély
poruchu glukdézové tolerance (mutzi i Zeny), dale vedlo ke snizeni
triglyceridd v plazmé (Weiss et al., 2011). Také je znamo, Ze mirna
konzumace alkoholu vede ke zvyseni plazmatické DHEAS (Sierksma
et al.,, 2004). Chybi ale studie, které by se zabyvaly ucinky
potravy/glukézy na hladinu DHEA. Nase vysledky ukazuji urcité
zvySeni hladiny DHEA u vSech stimull po pfechodném poklesu na
zacatku testu. Tento narGst byl nejvyznamnéji vyjadren u i.v.GTT,
kde ale narlst hladiny byl opoZdén oproti ostatnim stimulim
(kromé snidané) presto, ze by se dal ocekdvat opacny efekt diky
okamzitému zvySeni hladiny glukdézy pfi jejim intravendznim
podani a dale dosazenim nejvyssich glykémii ze vSech testl. Data o
chovani melatoninu po jednotlivych stimulech pfinesla zajimavé
poznatky, které mohou pfispivat k objasnéni napfiklad moznosti
ovlivnéni hladiny tohoto hormonu pfirozené, pouze dietnimi vlivy.
To je dllezité, jelikoz melatonin se zda byt hormonem, o ktery je
recentné hodné velky zajem a potencidlné ma Siroké spektrum

vyuZiti. Soucasné je melatonin dostupny i v Ceské republice na
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Iékarsky predpis na IéCbu primarni nespavosti (Cili nespavosti bez
zjisténé priciny). Urcité by bylo zajimavé, kdybychom pres
védomou kontrolu toho, co jime event. pijeme, mohli ovlivnit
plazmatickou hladinu hormond, a tim ziskat jejich benefit na nase
zdravi bez nutnosti pozivani syntetickych hormond a

potravinovych doplnka.
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IX. Zaveér

1) 16 hodinové sledovani

1) Monitorace hladiny melatoninu v pribéhu dne prokazala
signifikantni pokles dvé hodiny po obédé. Ostatni zmény hladiny
pUsobené jidlem jsou velmi pravdépodobné skryty ve
fyziologickém pribéhu hladiny melatoninu.

2) Hladiny ghrelinu dosahovaly maximdlnich hladin pred obédem a
vecefi, dale po pfijmu potravy doslo k poklesu hladin s maximem
dvé hodiny po jidle.

3) U orexinll jsme nenasli Zddnou zdvislost na pfijmu potravy, ani
nedoslo k signifikantnim zménam hladin v priibéhu dne.

4) Kortizol po typickém rannim poklesu udrzel klesajici tendenci po
cely den, navic signifikantni pokles hladiny byl sledovan po obédé.
5) Nasli jsme signifikantni zmény hladin estradiolu a SHBG po
jidlech.

6) Popisujeme pokles hladiny DHEA a jeho konjugatu, dale
androstendiolu a 7-alfa-hydroxydehydroepiandrosteronu jednu a

dvé hodiny po jidle.

2) Sledovani po raznych stimulech

1) Hladiny melatoninu klesaly po odbéru nalacno fyziologicky,
poté urcity ndrlst hladiny lze pozorovat v pfipadé i.v.GTT (od 20.
minuty a konci v 60. minuté), u oGTT v 60. minuté. U ostatnich
stimull ke zvyseni hladiny nedojde.

2) Doslo ke zpomaleni fyziologického poklesu kortizolu po aplikaci
jednotlivych stimull, coz se nejvice prokazalo v prabéhu i.v.GTT. U

snidané doslo ke zvyseni hladiny kortizolu v 40. minuté.
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3) Hladiny DHEA klesaly na zac¢atku testu, poté ale lze pozorovat

urcité zvyseni hladiny.
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X. Shrnuti zavéru

Cile nase studie byly naplnény. Provedli jsme monitoraci hladiny
melatoninu a dalSich vybranych hormon( v pribéhu dne a
nasledné i po vybranych stimulech. Zakladni hypotézu, Ze hladiny
melatoninu v pribéhu dne Ize ovlivnit pres pfijem potravy, jsme
nemohli jednoznaéné prokazat, prestoze jsme pozorovali
signifikantni zmény hladiny melatoninu dvé hodiny po obédé, ale
signifikantné zmény po dalSich jidlech jsme nepozorovali, a to
pravdépodobné z divodu prekryvani tohoto jevu fyziologickym
rytmem melatoninu v pribéhu dne. S provedenim rozdilnich testa
jsme méli napodobovat r(izné situace v organizmu, jednak
stimulaci pres zazivaci trakt, ale i jeho obchdazenim aplikaci glukdézy
parenterdlné, nebo treba vynechanim kalorického efektu stravy
pouze mechanickou distenzi zazivaciho traktu, kterou jsme dosahli
aplikaci nekalorické vldkniny, jsme sledovali opét zmény hladiny
melatoninu a nékterych dalSich parametrd a hormond. Pres urcité
nedostatky (jako je napfiklad nespravné nacasovani odbérq,
nezarazeni hladovéni jako referencniho profilu) studie pfinesla i
zajimavé vysledky, jako pokles hladiny melatoninu dvé hodiny po
obédé, ovlivnéni hladiny kortizolu jidlem, nebo po prvé popsané
signifikantni zmény hladiny estradiolu a SHBG v souvislosti s
pfijmem potravy. Tyto vysledky ndm umozni doufat v lepsi
pochopeni souvislosti endokrinniho systému (a ne jenom té ¢asti,
kterd je znama o zapojeni do pfijmu potravy a jidelniho chovani) a
pfijmu potravy a dava ndm vizi o potencidlné mozném ovlivnéni

nasich hormonu pres védomou kontrolu naseho jidelnicku.
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