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1 UVOD

Piijjem potravy patii k zdkladim udrZeni stabilnich Zivotnich funkci nejen u
¢lovéka. Energeticky obsah potravy miiZe organizmus po zpracovani v travicim traktu
ptimo vyuzit nebo ulozit v podobé zésob, zejména tukli v adipocytech [1]. U nékterych
osob miZe dojit k naruSeni tohoto elementidrniho pochodu, coz vede k zavaznym
somatickym, psychickym a socialnim ddsledkiim. Tyto poruchy nazyvame poruchami
pfijmu potravy. Radime mezi n& pfedeviim mentalni anorexii (anorexia nervosa, AN),
mentalni bulimii (bulimia nervosa, BN) a obezitu.

V mé diplomové praci jsem se zaméfila na zmény v hladinidch vybranych
hormont ovliviiyjicich pfijem potravy, které slouzi jako zakladni indicie energetické
homeostdzy, u pacientek s AN v porovnani se zdravymi kontrolnimi Zenami po pfijmu
potravy (snidan¢) s piesné definovanou nutriéni hodnotou. U pacientek s AN jsou
plazmatické koncentrace hormont stejné jako jejich odpovédi na kaloricky pfijem
naruSeny z diivodu naruSen¢ho potravniho chovani trvajiciho del§i dobu. Vysledky
studii, které sleduji hormonalni a metabolické zmény u pacienti s poruchami ptijmu
potravy, jsou dilezité pro pochopeni patofyziologie zminénych onemocnéni a pro
potencidlni moznost lé¢it tyto poruchy diky poznatkim o hormonech ovliviiyjicich

pfijem potravy a jejich regulac¢nich vztazich.



Cile diplomové prace:
o porovnani bazalnich hladin hormont leptinu, ghrelinu a obestatinu v plazmé u

zdravych kontrolnich Zen a pacientek s AN

. sledovani prabéhu plazmatickych hladin hormoni ghrelinu a obestatinu a jejich
poméru po piijmu potravy s pfesné definovanou nutri¢ni hodnotou (sacharidové snidané
s celkovym obsahem energie 1604 kJ), porovnéni pribéhu hladin hormond u zdravych

Zen a pfi onemocnéni AN

J sledovani vztahu plazmatickych hladin hormont ghrelinu a obestatinu
s hladinami inzulinu a glukézy po pfijmu potravy s ptfesné¢ definovanou nutri¢ni
hodnotou (sacharidova snidané s celkovym obsahem energie 1604 kJ), porovnani téchto

vztahtii u zdravych Zen a pfi onemocnéni AN



2 Literarni prehled

Pfijem potravy, jeji zpracovani, ukladani a ¢erpani tukovych rezerv jsou fizeny
centralni nervovou soustavou (CNS) na zakladé mnohocetnych nervovych a
hormonélnich signali. Disledkem pf#ijmu jidla je zvySeni koncentrace glukozy,
mastnych kyselin a dalSich nutrientd v krvi, které navodi, spolu s mechanickymi a
smyslovymi podnéty, zmény hladin fady tkanovych hormoni [1]. Kli¢ovou ulohu pro
energetickou bilanci ma hypotalamus, ktery zaznamenava hormonalni i nervové signaly
ztkani a zpétnovazebné vysild signaly, které tidi pfijem potravy a energetickou
homeostazu. Pifjem potravy je primarné fizen lateralnim hypotalamem, ve kterém se
nachazi centrum hladu, zatimco ventromedialni hypotalamus, ve kterém je umisténo
centrum sytosti, omezuje pfijem potravy kontrolou miry nasyceni. Peptidy
gastrointestinalniho traktu (GIT) pisobi na centra v nucleus arcuatus v hypotalamu po
navazani na receptory neuront, které podnécuji chut’ k jidlu a obsahuji neuropeptid Y
(NPY) a agouti-related peptid (AgRP) nebo apetit inhibujicich neuroni, které obsahuji
proopiomelanokortin (POMC) a peptidy transkripéné regulované kokainem a
amfetaminem (CART). Aktivace orexigennich AgRP-NPY jader zvySuje chut k jidlu a
metabolizmus, zatimco aktivace POMC-CART neuronti ma opacny efekt [2, 3].
Centralni regulace pfijmu potravy zahrnuje komplexni vztahy mezi neuropeptidy,
mediatory a dal§imi mozkovymi pfenaSeci informaci na riznych urovnich nervového
systému. V periferni oblasti jsou hlavnimi signalnimi hormony pro energetickou

rovnovahu leptin, ktery omezuje ptijem potravy, a ghrelin signalizujici hladovéni [1].

10



V tabulce jsou shrnuty hlavni peptidy s orexigennim a anorexigennim

pusobenim vyskytujici se v organizmu.

Tabulka 2.1 Orexigenni a anorexigenni peptidy

OREXIGENNI ANOREXIGENNI
PEPTIDY PEPTIDY
NPY o-MSH
AgRP B-MSH
ghrelin POMC
pankreaticky polypeptid CART
orexin A cholecystokinin
orexin B peptid YY
galanin leptin
obestatin? amylin

glukagon-like peptid 1
glukagon-like peptid 2
exendin-4
glycentin
oxyntomodulin
glukagon

11



2.1 Leptin

Leptin byl objeven v roce 1994 Zhangem a ost. [4]. Tento proteinovy produkt je
kodovan obese (ob) genem a primarné ho syntetizuji a uvoliuji adipocyty. Jeho nazev
pochézi z feckého slova leptos znamenajici §tihly. Jedna se o proteohormon o 167
aminokyselinach (16 kDa). Jeho terciarni strukturu tvoti ¢tyfi antiparalelni o helixy,
které jsou spojeny jednim dlouhymi a dvéma kratkymi spoji (Obrdzek 2.1). Kromé
bilého a hnédého tuku je syntetizovan v placenté, Zaludku, epitelu prsu. 25-30% leptinu
je produkovano v Zaludku zlazami v oblasti fundu parientalnimi buitkami a pepsinogen-
sekretujicimi burikami. Slouzi jako signal, ktery informuje mozek o tukovych zasobach
organizmu, sniZuje ptijem potravy a zvySuje spotiebu energie [4].

Adipocytarni hormon leptin se ucastni dlouhodobé regulace télesné hmotnosti,
energetické bilance a télesné teploty [5]. Kromé regulace pfijmu potravy je efektivni ve
snizovani hladin glukézy a inzulinu v krvi [6]. Sekrece leptinu je vy$$i v subkutannim
tuku ve srovnani s visceralnim tukem [7, 8].

V poslednich letech se zvySuje zdjem o leptin jako o potencidlni medidtor
protektivniho G€inku tukové tkané na kostni tkan [9]. Hladiny leptinu jsou mnohem
vy$$i u Zen neZ u muZzi, coZ poukazuje na to, Ze koncentrace leptinu miize byt zavisla na
mnozstvi estrogend. Estrogeny ubyvaji po menopauze, coz ptispiva k odbourdvéani
kostni hmoty. Né&ktefi autofi vSak poukazuji na to, Ze niz$i hladiny leptinu u muzi jsou
dany potlacujicim vlivem cirkulyjicich androgenti [10, 11, 12, 13]. Vliv leptinu na
tvorbu kosti zatim neni zcela objasnén, ale tomuto vyzkumu je vé€novana velka
pozornost, protoZze by mohl vést k objeveni prostfedkti na 1é¢bu osteopordzy u Zen po
menopauze [14].

Leptin také hraje dileZitou roli v angiogenezi, hematopoéze (proliferace a
diferenciace hematopoetickych bunék) a ma vliv i na imunitni systém [15], déle
urychluje hojeni ran [16]. B&hem vyzivové nedostateCnosti a u stavi s nizkymi
hladinami cirkulujiciho leptinu je normalni imunitni funkce potlacena. K imunosupresi
vSak nedochazi, je-li leptin exogenné podan [17].

Produkce leptinu je ovliviiovana mnozstvim tukové tkan¢ a rytmicky se méni
v pribéhu 24 hodin, kdy dochéazi k vzestupu na maximélni hodnoty mezi putlnoci a

Swwr

¢asnymi rannimi hodinami asi o 20 — 40 % a k poklesu na nejniz§i hodnoty casné
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¢asnymi rannimi hodinami asi 0 20 — 40 % a k poklesu na nejniZ$i hodnoty Easné
odpoledne mezi 12-15 hodinou [18]. U pacientek s AN no¢ni vzrust hladin leptinu
chybi [19].

U kufaku byly nalezeny vyznamné vy3$si sérové koncentrace leptinu [20]. VyS$si
leptinémie (plazmaticka hladina leptinu) byla zaznamenana v prib&éhu gravidity [21],
protoZe je leptin produkovan placentou jiz od 8. tydne téhotenstvi. Je zjistitelny i
v amniovych buiikach a v amniové tekutin€ hlavné v obdobi 2. a 3. trimestru [22].

Normu pro leptinémii je velmi t&¢Zké urdit, ale u jedincti s normdlni té€lesnou
konstituci se nejéastéji pohybuje v rozmezi 1 - 10 ng mi™ [5].

Leptin cirkuluje z&4sti vazany na plazmatické proteiny a vstupuje do CNS difuzi
pres kapilarni spoje v hypotalamu a do choroidalniho plexu prostfednictvim svého
receptoru. V hypotalamu se leptin vdZze na receptory, které stimuluji uvolnéni
anorexigennich peptidi POMC a CART, a inhibuji uvolnéni orexigennich peptidi NPY
a AgRP [23].

Pokles cirkulujicich hladin leptinu pozorovany pfi omezeni pifijmu kalorii je
pravdépodobné kritickym znamenim pro CNS podporujici adaptaci organizmu na stav
hladovéni [24]. Vzhledem k tomu, Ze hladiny leptinu jsou uzce spojeny s mnoZstvim
té€lesného tuku, dochazi u pacientek s AN k jejich vyraznému sniZeni odpovidajicimu
jejich nizkému body mass indexu (BMI) [25, 26, 27, 28, 29, 30] (Obrazek 2.2).

Obrazek 2.1 Terciarni struktura leptinu [31]
Terciarni struktura leptinu je tvofena ¢tyFmi antiparalelnimi a helixy spojenymi jednim

dlouhym a dvéma kratkymi spoji
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2.1.1 Leptinovy receptor (OB-R)

Receptory pro leptin byly identifikovany v roce 1995 skupinou Tartaglii a ost.
Patfi k typu I cytokinovych receptort a jsou exprimovany v CNS i na periferii [32, 33].
Vsechny doposud popsané izoformy receptoru pro leptin maji shodnou extracelularni
Cast tvofenou 816 aminokyselinami. Délka intracelularnich ¢asti receptoru je u riznych
izoforem odliSnd (od 34 po 303 aminokyseliny). Leptinové receptory se déli na
izoformy s kratkou a dlouhou intracelularni doménou a na izoformu cirkulujici neboli
solubilni. Mezi izoformy s kratkou intracelularni ¢asti patti OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd,
dlouhou intracelularni ¢ast tvofenou 302 aminokyselinami ma receptor OB-Rb a
cirkulujici forma je oznaCovana OB-Re [34]. Dlouh4 izoforma zprostiedkovava vétSinu
z pocetnych ucinki leptinu [35]. Solubilni leptinovy receptor, tedy forma tvotfena pouze
extracelularni doménou, ktera je uvolilovana do krevniho ob&hu, slouzi patrné jako
vazebny protein pro leptin [36].

Po ur€eni struktury leptinového receptoru bylo dale patrano po jeho vyskytu
v riznych tkéanich a organech. U lidi bylo nejvice receptort pro leptin zjisténo v srdci,
jatrech, tenkém stieve, prostaté a ovariich [33], Zaludku a placenté [37]. Jedna se vsak
prevazné o izoformu leptinového receptoru s kratkou intraceluldrni doménou [33].

Vysoka koncentrace dlouhé izoformy byla nalezena pouze v hypotalamu [38, 39].

2.1.2 Vztah leptinu a ostatnich hormonu

Hladiny leptinu jsou zvySovany inzulinem, glukokortikoidy, TNF-a a estrogeny,
jeho koncentrace naopak snizovany androgeny, volnymi mastnymi kyselinami a
rustovym hormonem (GH) [16].

Leptin redukuje intracelularni hladiny lipidi v kosternim svalu, jatrech a
pankreatickych B-burikach, a tim zlep$uje inzulinovou senzitivitu [40].

Kromé regulace télesné hmotnosti je leptin efektivni ve sniZovani hladin
glukézy a inzulinu v krvi [6]. Plazmatické hladiny leptinu a inzulinu jsou vyrazné
snizeny u pacientek s AN ve srovnani se zdravymi Zenami pfi zachovani normélnich

hladin glukézy v krvi [41].
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2.1.3 Zmény v hladinach leptinu po prijmu potravy

Rada studii potvrdila, e plazmatické koncentrace leptinu nejsou akutné
ovlivnény pfijmem potravy [5, 42, 43, 44, 45]. Hladiny leptinu vyrazné klesaji aZ po
36-ti hodinovém hladovéni [46, 47], proto leptin patfi k hormonim, které se ucastni

dlouhodobgjsi regulace pfijmu potravy.

leptin level leptin level
falls rises
#
#
weight loss
weight gain

adipose tissue

Obrazek 2.2 Pisobeni leptinu pii sniZeni (vlevo) a zvySeni (vpravo) hmotnosti [48]
PFi sniZovdni hmotnosti dochdzi ke zmenSeni adipocytii a ke sniZeni uvolfiovani leptinu.
Pusobenim leptinu na jadra hypotalamu, kterd se ucastni regulace prijmu potravy,
dojde ke stimulaci pFijmu potravy, sniZeni vydeje energie, sniZeni teploty téla, sniZeni
reprodukéni funkce a zvySeni parasympatické aktivity. ZvySenim hmotnosti dojde ke
zvétSeni adipocyti, a tim roste i plazmaticka hladina leptinu. Odpovédi organizmu je

sniZeni pFijmu potravy, zvySeni vydeje energie a aktivity sympatiku.

15



2.2 Ghrelin

Zaludedni hormon ghrelin byl objeven vroce 1999 Kojimou a ost. a byl
pojmenovan podle hindského slova ghre pro rist [49]. Piislusny gen nekdduje pouze
jeden hormon, ale hned dva. Ghrelin vznik4 od$t¢penim 28 aminokyselin ze zékladni
molekuly preproghrelinu slozené ze 117 aminokyselin. Ze zbytku se ods$tépuje dal$ich
23 aminokyselin, které tvofi druhy hormon — obestatin [50] (Obrazek 2.3, 2.4).

5Bt % i }-3 Human Ghrelin Gene
J
mRNA
v
Translation
88 99 100 101 117

1 23 24 ‘ 51 52 757

BN R RN - | Prefegrein
. g 117 AA

Proghrelin
]
94 AA

= L | Qotanopates
Proghrelin

! A A
(-
PN‘)- / PC1/PC7/ Furin

\Peptidase?
Octanoylated g 51 — %Rl ,
S RN Ovesitin precursor

28 AA ® v
'JJ\)' ° Carboxypeptidase E
v
PAM
Amidated obestatin
23 AA

Obrazek 2.3 Vznik ghrelinu a obestatinu [51]
Gen pro ghrelin a obestatin se sklada ze CtyF exonu a t¥i intronu. Funkéni useky genu
jsou prepsany do mRNA a ndsledné dochazi ktranslaci, kterd vede ke vzniku

preproghrelinu (117 aminokyselin). Signdini peptidaza odstépi prvnich 23 aminokyselin
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a vznika proghrelin (94 aminokyselin). Na nyni tieti aminokyseliné proghrelinu, na
serinu, dojde k esterifikaci kyselinou oktanovou. DalSim Stépenim. (protedzami
proprotein convertase subtilisin/kexin type enzymes — typ 1, 7 a furin) vznika ghrelin
(prvnich 28 aminokyselin esterifikovaného proghrelinu) a prekurzor obestatinu. Z
tohoto prekurzoru jsou odstépeny 2 aminokyseliny carboxypeptidazou E. Zbylych 23
aminokyselin tvofi obestatin, ktery je amidovan na C—konci amino skupinou, kterou
poskytuje v pFedchozim kroku odstépeny glycin. Tato amidace je katalyzovana enzymem
peptidyl a-amidating monooxygendzou (PAM). (ghrelin: G = glycin, S = serin, F =
fenylalanin, L = leucin, P = prolin, E = kyselina glutamovd, H = histidin, Q =
glutamin, R = arginin, V = valin, K = lysin, A = alanin; obestatin: F = fenylalanin, N =
asparagin, A = alanin, P = prolin, D = kyselina asparagovad, V = valin, G = glycin, I =

isoleucin, K = lysin, L = leucin, S = serin, Y = tyrozin, Q = glutamin, H = histidin).

Ghrelin mé dvé¢ hlavni izoformy, a to acyl a desacyl ghrelin. Acyl ghrelin ma
unikatni posttranslaéni Gpravu, kterou je hydroxylova skupina na tietim serinu
esterifikovana kyselinou oktanovou (Obrazek 2.4). Postranni fetézec je nutny pro
aktivaci ghrelinovych receptori, i kdyz receptory pro ghrelin stejné efektivné jako
ghrelin v celé délce aktivuje i kratky peptid, obsahujici jen prvni 4 nebo 5 aminokyselin.
Cela tato sekvence G-S-S(octanoyl)-F tedy piedstavuje aktivni jadro molekuly pottebné
pro vazbu na receptor ghrelinu GHS-R 1a (growth hormone secretagogues receptor typ
1a) [52].

Druhd forma ghrelinu nemd octanoyl a nazyva se desacyl ghrelin. Tato forma
ghrelinu je v lidském téle v daleko vétSim mnozstvi a nedokdze aktivovat receptory
GHS-R la, nicméné miZe mit jiné uUCinky, napf. antiprolifera¢ni a vliv na
kardiovaskuldrni systém, a to pravdépodobné vazbou na podtyp receptoru z rodiny
GHS-R [53]. V krvi se vyskytuje souCasné aktivni a neaktivni forma peptidu, neaktivni
forma ma delsi poloc¢as rozpadu [54]. Molekulova hmotnost acylovaného ghrelinu je
3,315 kDa a neacylovaného 3,189 kDa [53]. Obé tyto formy ghrelinu dohromady se
nazyvaji celkovy (total) ghrelin [54].

Acyl ghrelin je nezbytny pro uvoliiovani ristového hormonu, udrzeni
energetické rovnovahy organizmu, motility gastrointestinalniho traktu a srdec¢ni

¢innosti. Desacyl ghrelin pisobi na kardiovaskuldrni systém, u¢inky na modulaci
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proliferace bun€¢k a adipogenezi. Jeho plsobeni je neendokrinni a pfeé jiné podtypy
receptori GHS-R [55].

Diurnalni rytmicita ghrelinu je shodna s rytmicitou leptinu (maximum je v noci).
Hladiny ghrelinu koreluji pozitivné s v€kem [56].

Ghrelin je nejvice produkovan specifickymi butikami sliznice Zaludku a v mensi
mife pak ve stfevech, slinivce, hypofyze, ledvinach, placenté [57], srdci, imunitnim
systému, vaje¢nicich a varlatech [58]. Obsah ghrelinu v CNS je nizky a je soustfedén
zejména v oblasti nucleus arcuatus v hypotalamu. Ve stfevé koncentrace ghrelinu
postupné klesa smérem od dvanactniku k traéniku [54]. Mistem degradace ghrelinu jsou
pravdépodobné ledviny, jak vyplyva ze studii u pacientd s poruchou funkce ledvin, u
kterych byly nalezeny zvy$ené hladiny tohoto hormonu [1].

Vliv ghrelinu na pfijem potravy je dvoji — kratkodoby a dlouhodoby. Hladiny
ghrelinu jsou sniZeny u obéznich osob [59, 60] a zvySeny u pacientek s AN a BN [59,
61, 62]. U AN je tato abnormalita pravdépodobné vysledkem adaptace organizmu
kompenzujici abnormdlni potravni chovani a udrZujici energetickou homeostazu [63].

Fyziologické ucinky ghrelinu zahrnuji mnoho organt i soustav. K hlavnim pat#i
stimulace uvoliiovani GH, orexigenni aktivita, kontrola Zalude¢ni motility a kyselé
sekrece Zaludku, vliv na funkci slinivky a metabolizmus gluk6zy, stimulace sekrece
hormonil adenohypofyzy, které spoustéji sekreci kortikoidl a prolaktinu, ptisobeni na
muZské pohlavni organy, vliv na spanek a antiproliferani efekt na neoplastické linie
bunék [52, 57].

Obrazek 2.4 Primarni struktura acyl ghrelinu [64]
(G = glycin, S = serin, F = fenylalanin, L = leucin, P = prolin, E = kyselina glutamova,
H = histidin, Q = glutamin, R = arginin, V = valin, K = lysin, A = alanin)
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2.2.1 Receptory ghrelinu

Receptory pro ghrelin GHS-R jsou typické receptory sptazené s G-proteinem
(GPCR) se sedmi transmembranovymi doménami [54]. Dva typy GHS-R mRNA jsou
pravdépodobné vysledkem alternativniho sestfihu pre-mRNA a byly identifikovany dva
receptory GHS-R 1a a GHS-R 1b.

GHS-R 1a tvofeny 366 aminokyselinami je receptorem pro dva pfirozené
ligandy, a to acyl ghrelin a des-Q(14)ghrelin. Acylace ghrelinu je tedy nezbytna pro
vazbu na GHS-R 1a a také pro dalsi endokrinni funkce a fyziologické ucinky [65, 66,
67]. Funkce receptoru GHS-R 1b neni dosud definovéna [52]. Exprese GHS-R 1a byla
prokazana v hypotalamu a pfednim laloku hypofyzy, a perifernich organech, jako je
Zaludek, stfeva, slinivka, ledviny, srdce, plice a daldi. mRNA pro ghrelinové receptory
je také exprimovana v hippocampu, coz je oblast spojena s u¢enim a paméti. Existence
receptord pro ghrelin v hippocampu podporuje ptedstavu ucasti ghrelinu v pamétovych

procesech [54].

2.2.2 Vztah ghrelinu a ostatnich hormonu

Mnoho studii se zabyvalo mozZnou roli inzulinu v regulaci hladin ghrelinu.
Ackoliv nékteré studie uvadéji, ze vysoké davky inzulinu, nebo kombinace inzulinu a
glukdzy snizuji hladiny ghrelinu [68, 69, 70], jiné studie u inzulin—deficientnich
pacientl s diabetem typu I ukazuji, Ze zvySeni hladin inzulinu po pfijmu potravy neni
nezbytné pro sniZzeni hladin ghrelinu po jidle [71]. Postprandidlni sniZzeni hladin
ghrelinu je shodné se zvySenim hladin glukézy a inzulinu [43, 56, 59, 72, 73].
Regulaéni vliv inzulinu na postprandialni sniZeni hladin ghrelinu je tedy spiSe aditivni

[74].

2.2.3 Zmény v hladinach ghrelinu po prijmu potravy

U dospélych jedincti se hladina ghrelinu zdvojnasobi pfed jidlem a klesa na
nejniz§i uroven b&hem jedné hodiny po jidle [54, 56, 73, 75]. St-Pierre a ost. (2004)
uvadi, Ze existuje vyznamna korelace mezi hladinami ghrelinu a dennim pfijmem kalorii

[76]. Podle Nedvidkové a ost. (2003) neni akutni odpovéd’ ghrelinu na pfijem potravy
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zavisla na nutricni hodnoté pfijaté potravy, ale spiSe souvisi s pfitomnosti potravy
v Zaludku, protoZe u zdravych Zen snizuje nekalorickd vldknina hladiny ghrelinu ve
stejném rozsahu jako kaloricka strava [63]. Caixas a ost. (2002) zmiriuje, Ze ani sloZeni
potravy, ani obsah kalorii nehraje vyznamnou roli v poklesu plazmatickych hladin
ghrelinu po jidle [77]. Neni tedy zatim zcela objasnéno, zda zalezi vice na kalorické
hodnoté potravin, zastoupeni nutrientd v pfijaté potraveé, distenzi Zaludku ¢&i dalSich
faktorech.

U zdravych osob sniZzuji sacharidy pfijaté v potravé hladiny ghrelinu nejvice,

oproti tomu tuky nejméné [43].
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2.3 Obestatin

Obestatin je amidovany peptid slozeny z 23 aminokyselin k6dovany stejnym
genem jako ghrelin. Jeho nédzev pochézi z latinskych slov obedere (hltat) a statin
(potlaceni). Jako prvni ho popsal Zhang a ost. vroce 2005 jako peptid aktivujici
receptor spfazeny s G-proteinem GPR39 [50]. U hlodavci byl obestatin nalezen
vtenkém i tlustém stfev€, Zaludku a slezin¢ [50, 78]. Zhang prezentoval objev
inhibujiciho u¢inku obestatinu na ptijem potravy [50], ale mnoho dalsich studii [79, 80,
81, 82, 83, 84] kromé& dvou [85, 86] autofi steorii o anorexigennich vlastnostech
obestatinu nesouhlasi. Kromé anorexigenniho G¢inku obestatinu Zhang prezentoval i
vliv obestatinu na potlaCeni vyprazdiiovani zaludku, inhibici kontrakci la¢niku a tedy
antagonistickou funkci obestatinu (oproti ghrelinu) na energetickou homeostédzu a GIT
funkce [50, 87, 88]. Dalsi autofi nenasli Zadny uGcinek obestatinu na pfijem potravy a
télesnou hmotnost [80, 81, 89, 90], de Smet a ost. (2007) nepotvrdili ani pdsobeni
obestatinu na vyprazdnovani Zaludku (studie na hlodavcich) [91].

Literarni udaje o obestatinu jsou zna¢né rozporuplnné, ale jiz nyni je ziejmé, ze
se nejedna o peptid antagonizujici roli ghrelinu. Rada novych studii nachazi zvysené
hladiny obestatinu u pacientek s AN a také jeho soub&zny pokles s ghrelinem po ptijmu
potravy [28, 92, 93, 94].

Hladiny obestatinu v plazmé jsou vyrazné niz$i u obéznich osob ve srovnani se
zdravymi kontrolami i pacientkami s AN [41, 95]. ZvySené hladiny obestatinu u AN
mohou slouzit jako marker odrazejici akutni i chronické zmény nutri¢niho stavu
organizmu u této poruchy pfijmu potravy [94].

Obestatin nekoreluje s vékem [95, 96], u Zen byly nalezeny hladiny vyssi nez u
muzi [96]. Studie Vicennatiové a ost (2007) uvadi pozitivni korelaci s hladinami
cholesterolu a triglyceridi [97], studie Lippla a ost. (2008) negativni korelaci
s hladinami inzulinu [96]. Korelace obestatinu s total ghrelinem byla nalezena pouze u
obéznich osob, ne u zdravych jedinci [97]. Nékteré studie nachéazeji korelaci mezi
obestatinem a hodnotou BMI u pacientek s AN a obéznich osob [92], dalsi u zdravych

Zen 1 muzu [96].
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2.3.1 Obestatinovy receptor

Obestatin byl ptivodné charakterizovan jako peptid aktivujici receptor sptazeny
s G-proteinem GPR39 [50]. Studie Moecharse a ost. (2006) uvéadi, Ze obestatin hraje
dilezitou roli vregulaci GIT a metabolickych funkci diky interakci s receptorem
GPR39 [90], ale n¢ktefi autofi tuto hypotézu nepotvrdili. Chartrel a ost. (2007)
neprokazali vazbu znacené¢ho obestatinu na GPR39 a nepozorovali zadny vliv
obestatinu na buiiky obsahujici tento receptor [98]. Podobné vysledky byly pozorovany
v dal$ich studiich [86, 99]. Zhang a ost. (2007), kteti byli prvni, kdo pfifadili obestatin
k receptoru GPR39, nasledné usoudili, Ze v jejich studii doslo k chybé [100]. Dle vsech
uvedenych vysledkl je tedy nepravdépodobné, Ze je obestatin ligandem receptoru
GPR39 jak bylo ptivodné naznaceno. Je tfeba dalSich studii k ur¢eni receptoru, na ktery

se obestatin vaze.

2.3.2 Zmény v hladinach obestatinu po pfijmu potravy

Vztah obestatinu s dal$imi hormony i jeho zmény po pfijmu potravy jsou zatim
pfedmétem zkoumani a vysledky jsou vét§inou rozporuplné. V nékterych studiich, kde
byl obestatin podan periferné¢ nebo centralné potkanim, nebyl prokazan jeho vliv na
ptijem potravy [79, 81, 91, 101]. Naopak ve studii Sedlackové a ost. (2008) bylo
prokazano, Ze se plazmatické hladiny obestatinu signifikantn¢ snizily po sacharidové
snidani u zdravych osob a toto sniZzeni probihalo podobnym zptsobem jako u ghrelinu
(total, acyl i desacyl). Obdobné puisobeni obestatinu a total ghrelinu v postprandidlnim
obdobi tak ukazuje, Ze tyto dva produkty jednoho genu tG¢inkuji podobnym zptisobem u
zdravych jedinct [102]. Studie Sedlackové a ost. (2008) a Parka a ost. (2007) ukazuji
spiSe aditivni roli téchto dvou peptidi v postprandialni odpovédi a nekoresponduji s
ptedeslymi pozorovanimi nulového u¢inku pfijmu potravy na hladiny obestatinu [102,

103].
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2.4 Anorexia nervosa

AN je porucha charakterizovand zejména umyslnym sniZovanim télesné
hmotnosti. U nékterych pacientl je omezovani se v jidle naopak doprovézeno zvySenym
zajmem o jidlo (mysli na néj, sbiraji recepty, radi vaii apod.) a nékdy i zvySenou nebo
zménénou chuti, napifiklad na sladké. Jde ziejmé€ o piirozenou adaptacni reakci
organizmu, stejné tak jako v ptipadé¢ vyrazného oslabeni chuti k jidlu po né€kolika
tydnech hladovéni. Anorekti¢ti pacienti neodmitaji jist proto, Ze by neméli chut’, ale
proto, Ze nechtéji. Jejich averze k jidlu je projevem nesmifitelného a narueného postoje
k té€lesné hmotnosti, vlastnim proporcim a mnozstvi télesného tuku [104].

Anorexia nervosa je disledkem vlivu socidlnich a kulturnich faktorq,
nepfiznivych Zzivotnich udalosti, chronickych obtizi, nedostate¢nych socidlnich a
rozhodovacich dovednosti a nakonec i biologickych a genetickych faktorl. Prevalence
tohoto onemocnéni je odhadovéana na 0,5 az 2 pfipady na 1000 Zen, s nejvyssi Cetnosti
vyskytu ve v&ku 12 az 19 let. AN se miiZe vyskytovat i u muzi, aviak Cetnost je zde asi
10krat niz§i nez u Zen. Podle fady studii mé incidence AN v posledni dobé trvale
stoupajici trend [105]. Z dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky vyplyva, Ze
roéné je v Ceské republice hospitalizovano v priméru kolem 500 pacientek s AN. Podle
odbornikii 5% pacientek na nasledky nemoci umira, proto AN patti k psychickym
onemocnénim s velmi vysokou mortalitou. Zvys$ené riziko je u ptibuznych anorekticek,
zejména sester anorektiCek a jednovajeénych dvojc¢at. Mezi rizikové oblasti patii
modeling a nékteré sporty jako naptiklad atletika a balet. Vice byvaji postiZeni jedinci

s perfekcionistickymi rysy a ctizadosti [106].

2.4.1 Diagnosticka kritéria

Diagnostickd kritéria podle Diagnostického a statistického manudlu americké

Psychiatrické asociace, 4. vydéni (DSM-1V) [107]

A. télesna hmotnost je udrZzovana pod minimalni vahou odpovidajici v€ku a vysce
(ibytek vahy vedouci k udrZzeni hmotnosti na méné¢ nez 85 % ocekavané
hmotnosti nebo nedostate¢ny pfirtistek na vaze béhem obdobi ristu vedouci
k hmotnosti niZ8i neZ 85 % ocekavané hmotnosti)

B. intenzivni obava z pfirdstku na vaze
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C. porucha vnimani vlastniho té¢la
D. amenorea, tedy absence menstrua¢niho cyklu nejméné¢ 3 po sob¢ nasledujici

mésice. Tato porucha chybi u divek, které uzivaji hormonalni antikoncepci

Specifické typy anorexia nervosa [106]:

Restriktivni typ — vdhovy ubytek je dosazen piedev§im omezenim piijmu potravy,
hladovénim nebo ptehnanym cvi¢enim. Pacientky se nepfejidaji ani nezvraceji
Purgativni typ — dochazi k pfisnému omezeni pfijmu potravy, které je st¥idano

epizodami zachvatovitého ptejidani a zvraceni.

2.4.2 Metabolické a endokrinni zmény u pacientek s AN

AN je onemocnéni, které ve svych dusledcich postihuje cely organizmus.
K projeviim, které mizeme vidét na prvni pohled, patii zhorena kvalita vlasd (slabé,
vypadavaji), nehtl, kiize a zubl. Pacientky maji potiZe se srde¢ni ¢innosti (nizky krevni
tlak, bradykardie, buSeni srdce), ledvinami (ledvinové kameny, selhani ledvin
z nedostatku tekutin), s funkci GITu (nadymani, zacpy), narusen je i imunitni systém
organizmu. Dochazi k poruchdm soustfedéni, vznétlivosti a naladovosti [108].

AN je spojena s fadou endokrinnich abnormalit. Pfedpoklada se vSak, ze vétsina,
ne-li vSechny z téchto odchylek, jsou sekundérni reakci na sniZzeny pfijem potravy a
podvyzivu, a nikoliv primarni pfi¢inou této nemoci [109]. Jednim z diagnostickych
kritérii AN je amenorea trvajici déle nez 3 meésice. U pacientek s AN dochazi
k zasadnimu naruSeni pulzativni sekrece hypotalamického hormonu gonadoliberinu
s naslednou zménou sekrece luteiniza¢niho a folikuly stimulujiciho hormonu. Presny
mechanizmus vzniku této abnormality neni objasnén, pfedpoklada se vsak, Ze jednou
z ptic¢in je velmi pravdépodobné pokles tukovych zasob v organizmu.

U pacientek s AN se Casto vyskytuji zmény v ose hypotalamus-hypofyza-§titna
Zlaza. Jedna se o zmény nazyvané téZ ,syndrom nizkého T3“, ktery se vyznacuje
sniZenou koncentraci trijodtyroninu, niZ§i nebo normalni hladinou tyroxinu a normalni
hladinou tyreotropniho hormonu. SniZena hladina trijodtyroninu je disledkem sniZené
periferni pfemény tyroxinu na trijodtyronin, ktera je nahrazovana zvySenou tvorbou

metabolicky inaktivniho reverzniho trijodtyroninu. Pfevaha tvorby tohoto hormonu nad
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aktivni formou je soucasti komplexni ochranné metabolické reakce, jejimz cilem je co
nejvyraznéjsi sniZeni energetickych potieb a ztrat energie formou vydeje tepla apod.

U pacientek s AN je zvySena bazalni sekrece rustového hormonu. Tato
abnormalita je patrné disledkem zvy$ené frekvence pulzi, v nichZ je ristovy hormon
produkovan. Predpoklada se, Ze pti¢inou zmény pulzativity je sniZzend produkce
hypotalamického hormonu somatostatinu [110].

AN je velmi komplexni onemocnéni, proto k endokrinnim zménam u pacientek
patfi samoziejmé¢ i odchylky v hladinach dalSich hormonti a peptidi (napf. inzulin,

C-peptid, cholecystokinin, produkty tukové tkan¢ — leptin, adiponectin a dalsi)

2.4.3 Zmény sledovanych hormonu u pacientek s AN

Anorexia nervosa je onemocnéni postihujici mnoho déji v organizmu. Hladiny
hormont ucastnicich se regulace pfijmu potravy jsou proto zna¢né odlisné od stavu
pozorovaného u zdravych jedincl. U nékterych dochazi také k naruSeni jejich
cirkadianni rytmicity. Hladiny leptinu jsou u pacientek s AN oproti zdravym Zenam
vyznamné€ sniZzeny [25, 26, 27, 28, 29, 30]. Toto sniZzeni odpovida poklesu piijmu
potravy i sniZeni procenta tuku v organizmu. Oproti tomu hladiny antagonisty leptinu,
ghrelinu, jsou u skupiny s AN vyznamné zvySeny [59, 61, 62]. Co se koncentrace
hormonu obestatinu u pacientek s AN tyce, n¢které studie uvazuji o jeho protichtidné
roli oproti ghrelinu, jiné naopak nalezly orexigenni ptisobeni obestatinu [102, 103].

Studie zabyvajici se vyzkumem hladin hormont ovliviiyjicich pfijem potravy a
energeticky metabolizmus u zdravych jedinci a u osob trpicich nékterou z poruch
pfijmu potravy se snazi objasnit mechanizmy pusobeni vSech faktorti ovliviyjicich

ptijem potravy. Vysledky by meély piispét k pochopeni vzniku téchto zavaznych

vvvvvv

25



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Kritéria vybéru probandek — kontrolnich osob a pacientek
s AN

Soubor kontrolnich osob tvofily Zeny ¢eské narodnosti ve véku 18 — 30 let
(primérny vék 24,00 + 0,84 let, n = 10). Tyto Zeny netrpély zadnymi zavaZnymi
onemocnénimi, jako je diabetes mellitus, onemocnéni S§titné zlazy, vysoky krevni tlak,
kardiovaskularni onemocnéni, onemocnéni jater nebo urogenitdlni soustavy.
V minulosti neprodélaly Zadnou z poruch piijmu potravy a neuzivaly zadné léky krome
antikoncepce. Primé&rna hodnota BMI byla 20,7 + 0,36 kg m™. Vsechny Zeny pred
testem podepsaly informovany souhlas se zafazenim do studie, kterd byla schvalena
etickou komisi Endokrinologického tstavu.

Sledovany soubor pacientek tvofilo 9 Zen (primérny vék 24,83 + 1,03 let, n =9)
s DSM-IV diagnostikovanou anorexia nervosa (praméry BMI: 15,8 + 0,35 kg m™),
které byly hospitalizovany na Psychiatrické klinice 1. Lékafské fakulty Univerzity
Karlovy. V Iékaiskych zaznamech byly vSechny pacientky vedeny jako restriktivni typ

AN. Odbéru krve se pacientky uc¢astnily na zac¢atku hospitalizace.

3.2 Prabéh vysetieni

Jeden den pfed dnem testu nesmély ucastnice studie pit a jist vSe, co obsahuje
kofein a uzivat lé¢iva obsahujici kyselinu acetylsalicylovou. VSechny kontrolni Zeny i
pacientky podepsaly informovany souhlas (Pfiloha 3.1) se zafazenim do studie a byly
pozadany o vyplnéni dotazniku o zdravotnim stavu (Pfiloha 3.2). Vlastni experiment
probihal v Endokrinologickém ustavu, byl vidy provadén nala¢no, vleze na luzku.
Vsechny ucastnice absolvovaly vstupni pohovor s lékafem (osobni anamnézu) a
zakladni l€kaiské vysetfeni (méfeni krevniho tlaku a pulzu, hmotnosti, procenta tuku,
glykémie). Byly informovany, Ze v prubéhu testu nesmi jist, pit a spat.

Vysetteni zaCinalo v 7:30 rano a trvalo piiblizné tii a ptl hodiny. Vleze na lizku
byla do kubitalni Zily zavedena kanyla pro odbér krve. Prvni odbér byl provadén

nala¢no, poté byla podana snidané o celkovém obsahu energie 1604 kJ, skladajici se

26



z 81,9 g sacharidl, 8,8 g proteini a 3,4 g tukl (celkova hmotnost potravy: 140 g,
sloZeni: bilé pecivo — 90 g, jahodova marmelada — 50 g), na jejiZ sn¢zeni mély ucastnice
15 minut. Pil hodiny po ukon¢eni snidan€¢ byl nabirdn druhy odbér a dalsi vzdy po
tficeti minutach. Celkem byly odebrany vzorky krve v ¢asech — 0, 30, 60, 90, 120 a
150 minut (Ptiloha 3.3). Po celou dobu vysetfeni byl celkovy stav Zen sledovén
lékafem. Po ukonceni testu byla zméfena glykémie, vyjmuta kanyla, zméfen tlak a

zdravotni stav zkontrolovan lékafem. Po ukonceni testu dostaly ucastnice obCerstveni.
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Informovany souhlas

Vazena sle¢no/ pani,
dékujeme Vam, Ze jste projevila zajem podilet se na klinickém experimentu, jehoz
vysledky by mély piispét ke zlepSeni 1é¢by nemocnych s poruchou p#ijmu potravy.
Dfive, nez vyslovite souhlas s Vasi ucasti ve studii, je dulezité, abyste si piecetla
nasledujici informace o tom, co pro Vas zapojeni do studie obnasi, a porozuméla tomu.
V prvé fadé¢ Vas musime upozornit, Ze VaSe ucast v tomto vyzkumu je zcela
dobrovolna, mate pravo ucast odmitnout a nebudou ztoho plynout pro Vas Zzadné
nasledky, kromé ztraty prava na finanéni odménu. Odmitnuti G¢asti ve studii Vas v
Zzadném piipadé¢ nezbavuje prava na lékafskou péci, kterou budete jako pacient
pottebovat. Bliz§i informace muzZete ziskat od naSich pracovniku, kteti se
problematikou zabyvaji (feSitel grantu).

V soucasné dobé je planovan vyzkum (Interni grantova agentura Ministerstva
zdravotnictvi CR), ktery je zaméfen na studium hormont ovlivijicich pfijem potravy
pfi poruchach regulace télesné hmotnosti. Endokrinologicky ustav je na$im pfednim
pracovi§tém, které se zabyva diagnostikou, léébou a vyzkumem onemocnéni
souvisejicich s poruchou Zl4z s vnitini sekreci (endokrinnich) a metabolizmu. Tomuto
ustavu byl pfidélenim grantového projektu svéfen vyse uvedeny vyzkumny tkol.

V piipadé Vaseho souhlasu budete podrobena tomuto ukonu:

Odbérovy test, ktery spoc¢iva v nékolika odbérech krve ze zily pti jednom vpichu. Pfi
tomto testu Vam bude zavedena kanyla a krev bude odebirana v 30 min. intervalech po
dobu cca 3,5 hod. (tzn. 6 odbért, celkem 54 ml krve). Prvni odbér bude probihat rano
nalacno pted 8. hodinou v Endokrinologickém ustavu, po tomto odbéru Vam bude
podana snidan€, kterou byste méla snist béhem 15-ti minut. Druhy odbér bude
nasledovat 30 min. po ukonéeni snidané a dal$i odbéry opé&t po 30-ti minutach. Pfi
odbérovém testu budete v klidu na lizku, mizZete lezet nebo sedét, odpocivat,
poslouchat hudbu nebo si ¢ist, nesmite spat. Jeden den pied testem nebudete pit alkohol,
¢ernou kavu, ¢erny €aj a ve, co obsahuje kofein, dale nebudete jist cokoladu, vyrobky
s kakaem, banany, ofechy a nebudete uzivat acylpyrin (aspirin). Krev bude pouzita ke
stanoveni gastrointestinalnich hormoni a katecholamind, vzorky krve nebudou
uchovavény pro jiné studie.

Prohléseni:
Precetla jsem si vechny vySe uvedené informace a dostalo se mi pfileZitosti zeptat se na
vie, co jsem potiebovala pro pochopeni toho, co ucast ve studii pro mne predstavuje.

Dobrovoln¢ davam sviij souhlas k ucasti ve studii, studie a viechna s ni souvisejici
vySetieni mi byly dostate¢né vysvétieny.

Piiloha 3.1 Informovany souhlas
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Zdravotni dotaznik

Datum e e
Znacka pacienta ..ot
JMEéno a prijmeni  ....ccccoeviiniiiiiiicee e
Rodné Cislo s

Diagniza = ettt

Jaka jste prodélala zavazna onemocnéni, operace?

Uzivate néjaké léky (dlouhodobé&, momentainé) ?

Uzivate hormonalni antikoncepci (jakou, jak dlouho)?

Mate pravidelny menstruaéni cyklus?

V jaké fazi menstruagniho cyklu jste nyni?

Pripadné od kdy jste bez menstruace?

V kolik hodin obvykle vstavate?

V kolik hodin obvykle chodite spat?

Jste spise ranni nebo noéni typ?

Jste zvykla sportovat?

Jakymi sporty se zabyvate a jak ¢asto?

Kourite (kolik cigaret denné&)?

Snidate rano (pravidelné, nepravidelné)?

Jste vegetarianka?

Teélesné miry:

Obvod pasu:

Obvod bokt:

Krevni tlak:

Puls:

Glykémie pred testem: po testu:
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Kdy se u vas poprvé objevilo onemocnéni ?

Jaky mélo od té doby pribéh, byla jste uz nékdy

hospitalizovana?

Urcila byste pfi¢inu nemoci (stres, problémy v rodiné,

s pritelem, modeling)?

Jak ¢asto jste zvracela pifed nastupem do nemocnice?

Zvracite nyni (jak ¢asto)?

Jakou jste méla v dospélosti maximalni a minimaini

télesnou hmotnost a kdy?

Jakou jste mé&la hmotnost pfi nastupu do nemocnice?

Priloha 3.2 Zdravotni dotaznik
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Datum

Protokol pro odbér krve
(studie REALIMENTACE)

.....................................................................

Znacka pacienta  .....ccccocceecinieiieecee e

Jméno a prijmeni  ....coocveeiiiiie e

ROANE CISIO et e e e e e s naes

Diagniza = = ettt

1.

0.min. — odbéry krve:
1 x ruzova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové 1azné !
3 x fialova zkumavka 3 ml (K;EDTA) — do ledové lazné !

SNIDANE — 15 minut

2.

30.min. (30 min. po ukonéeni snidan¢) — odbéry krve:
1 x riZova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové lazné !
1 x fialova zkumavka 3 ml (K, EDTA) — do ledové lazné !

60. min. — odbéry krve:
1 x ruzova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové lazné !
2 x fialova zkumavka 3 ml (K, EDTA) — do ledové lazné !

90. min. — odbéry krve:
1 x ruzova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové lizné !
2 x fialova zkumavka 3 mil (K;EDTA) — do ledové lazné !

120. min. — odbéry krve:
1 x riZzova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové lizné !
1 x fialova zkumavka 3 ml (K;EDTA) — do ledové lazné !

150. min. — odbéry krve:
1 x ruZzova zkumavka 4 ml (Na,EDTA + aprotinin) — do ledové lizné !
3 x fialova zkumavka 3 ml (K;EDTA) — do ledové lazné !

Ptiloha 3.3 Odbérovy protokol
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3.3 Metody stanoveni

3.3.1 Zpracovani plazmy

Odbéry krve byly provadény do dvou typu zkumavek. Jedny obsahovaly
KLEDTA a druhy typ Na,EDTA a aprotinin. Pro stanoveni ghrelinu a obestatinu byla
pouzita krev ze zkumavek s aprotininem, pro zbytek stanoveni krev ze zkumavek
obsahujicich K;EDTA. Thned po odbéru byly zkumavky umistény do ledové lazn¢. Pro
ziskani plazmy byla krev centrifugovana 25 minut pfi 3000 otackéach za minutu a 4 °C,

nasledné byla plazma zamrazena pti -30 °C.

3.3.2 Radioimunochemické stanoveni

Ke stanoveni leptinu, ghrelinu i obestatinu byly pouzity komeréni kity pro
radioimunochemického stanoveni (Radioimmunoassay, RIA). Jednd se velmi senzitivni
a specifickou imunochemickou techniku, ktera vyuziva radioizotopi k detekci antigenti
nebo protilatek v biologickych tekutinich (Obrazek 3.1). Tuto metodu objevili v 50.
letech 20. stoleti Rosalyn Yalow a Solomon Aaron Berson [111]. V roce 1977 obdrzela
R. Yalow Nobelovu cenu za objev metody RIA pro inzulin, kterd znamenala velky
prilom v endokrinologii.

Technika stanoveni pouziva tfi zakladni slozky:

1. antigen (ligand)  — specificka latka, kterou stanovujeme (Ag)
2. znaCeny antigen  — taz specificka latka s navazanym radioaktivnim izotopem (Ag°)
3. protilatka — specificka pro antigen, ktery stanovujeme (Ab)

Ag + Ag° + Ab — Ag-Ab + Ag°-Ab

Metoda RIA je zalozena na kompetitivni vazebné reakci [112]. Kompetice obou
antigend o vazebnd mista protilatky je docileno pfitomnosti omezeného mnozstvi
protilatky. Vysledkem reakce je vznik dvou komplext antigen-protildtka, a to s
nezna¢enym a zna¢enym antigenem, pfi¢emZ mnozstvi znaceného komplexu je nepiimo
umérné ptivodnimu mnoZstvi stanovovaného antigenu (tzn. Ze ¢im je vys3i koncentrace
analytu ve stanovovaném vzorku, tim mens$i mnoZstvi zna¢eného komplexu [Ag°®-Ab]

pfi reakci vznikne). Kvantitativni vyhodnoceni reakce je zaloZzena na detekcei
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radioaktivity. Nejcast&ji se jako radioaktivni znatka pouziva izotop '*I (vykazujici y-

zafeni) pfipojeny na tyrosin [113].
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Obrazek 3.1 Schéma pribé¢hu metody radioimmunoassay (RIA) [114]
* ... antigen
125, ., .
* ... I —7naceny antigen
Y ... primarni protilitka

Y ... sekunddrni protilitka

Do zkumavky s Fedicim roztokem pridame zndme mnoZstvi neznaceného antigenu
(1.+2.). Ten soutéZi o vazebnd mista protilatky. Ndsledné se prida do smési
radioaktivné znaceny antigen (3.) a primdrni protilatka (4.). Radioaktivné znaceny
antigen je vytésnovan z vazebnych mist protildtky neznacenym antigenem. Pomoci

sekunddrni protilatky dojde ke vzniku sraZeniny Ab (protildtka) — Ag (antigen) (5.).
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Antigen navdzany na protilatku je separovdan od volného antigenu v supernatantu (6.).

Poté se mé¥i radioaktivita vzniklého komplexu.
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3.3.2.1. Stanoveni leptinu
Ke stanoveni leptinu jsem pouzila HUMAN LEPTIN RIA KIT (Linco Research

Inc., USA).

Obsah kitu;

1.
2.

7.

Assay Buffer — fedici roztok - pfipraven k pouziti

Human Leptin Antibody — protilatka specificka pro lidsky leptin —
pfipravena k pouziti

'] — Human Leptin — izotopové znageny lidsky leptin (obsahuje <
1,5 uCi = 56 kBq) — lyofilizat

Label Hydrating Buffer — rozpoustédlo pro lyofilizovany izotopové
znaceny lidsky leptin — pfipraveno k pouziti

Human Leptin Standards — (0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 ng ml") -
pfipraveny k pouziti

Quality Controls 1 and 2 — kontroly kvality 1 a 2 — pfipraveny
k pouziti

Precipitating Reagent — precipitacni ¢inidlo — pfipraveno k pouziti

Ptiprava reagencii:

IZSI

~ Human Leptin — pfidame 13,5 ml Label Hydrating Buffer, dobte

promichame, nechame stat alespoii 30 minut pti pokojové teplot¢ dokud

se v§e nerozpusti
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Nasledujici postup byl dle ndvodu v tabulce 3.1:

Tabulka 3.1 Stanoveni leptinu

Den 1.
Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5
Ptidani Ptidani
fediciho Pfidani standardu / Pfidani leptinové e
Cislo roztoku kontroly /vzorku '2|_ |eptinu protilatky o
zkumavky (W) (ul) (ui) (W) 8
1,2 - - 100 - x
3,4 300 - 100 - ©
5,6 200 - 100 100 'GE) ©
7.8 100 100 20,5 ng ml" 100 100 23
9,10 100 100 z Ing mI" 100 100 ;"ég‘
11,12 100 100 z 2 ng ml” 100 100 53
13, 14 100 100z 5 ng ml” 100 100 §§
15, 16 100 100z 10 ng ml"* 100 100 98'
17,18 100 100 2 20 ng ml’ 100 100 Z
19, 20 100 100 2 50 ng mI” 100 100 £
21,22 100 100z 100 ng ml” 100 100 {f,
23,24 100 100 kontroly 1 100 100 g
25, 26 100 100 kontroly 2 100 100 N
27,28 100 100 neznamého vzorku 100 100
Den 2.
Krok 6 Krok 7 Krok 8
Piidani
precipitatniho
Cinidla
(ml)

Zamichame na vortexu a inkubujeme 20 minut pfi 4 °C
a méfime na gama méfici (viz. pododdil 3.3.3)

Centrifugujeme 20 minut pfi 4 °C, odsajeme supernatan

36



3.3.2.2 Stanoveni total ghrelinu
Ke stanoveni total ghrelinu jsem pouzila GHRELIN (Total) RIA KIT (Linco

Research Inc., USA).
Obsah kitu:

1.
2.

Ghrelin (Total) Assay Buffer — fedici roztok — ptipraven k pouziti
Ghrelin (Total) Antibody — krali¢i protilatka specifické pro ghrelin —
ptipraveno k pouziti

2] — Ghrelin — izotopové€ znaceny ghrelin (obsahuje < 1,5 uCi = 56
kBq) — lyofilizat

Ghrelin (Total) Label Hydrating Buffer — rozpoustédlo pro
lyofilizovany izotopové zna¢eny ghrelin — pfipraveno k pouziti
Ghrelin (Total) Standard — lyofilizat

Ghrelin (Total) Quality Controls 1 and 2 — kontroly kvality 1 a 2 —
lyofilizaty

Precipitating Reagent — precipita¢ni €inidlo obsahujici Goat anti —

Rabbit IgG Serum — pfipraveno k pouziti

Piiprava reagencii:

125] — Ghrelin — rozpustime v 13,5 ml Ghrelin (Total) Label Hydrating
Buffer
Ghrelin (Total) Standard - piidame 2 ml destilované nebo

deionizované vody a peclivé promichame dokud se v$e nerozpusti

Ghrelin (Total) Quality Controls 1 and 2 - rozpustime v1 ml

destilované nebo deionizované vody
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Nasledujici postup byl dle ndvodu v tabulce 3.2:

Tabulka 3.2 Stanoveni ghrelinu

Den 1.
Krok 1 Krok 2 Krok3  Krok 4
Pfidani Pfidani standardu/ Pridani °E’
fediciho kontroly/ specifické .2,
Cislo  roztoku vzorku protilatky §
zkumavky  (pl) (u) (1) <
1,2 - - 100 ‘©
3,4 300 - 100 g o
56 200 - 100 -% ‘CT
7,8 100 100 ze zkumavky 6 100 X o
9,10 100 100 ze zkumavky 5 100 a5
11,12 100  100zezkumavky4 100 X<
13,14 100 100 ze zkumavky 3 100 1=
15,16 100 100 ze zkumavky 2 100 :, &
17,18 100 100 ze zkumavky 1 100 °
100 rekonstituvaného E
19, 20 100 - standardu 100 S
21,22 100 100 kontroly 1 100 E
23,24 100 100 kontroly 2 100 N
25, 26 100 100 neznamého vzorku 100
Den 2. Den 3.
Krok § Krok 6 Krok 7 Krok 8
P
2 Pfidani EE
Pfidani Q precipitatniho 2 ©
Cislo  '®I - ghrelinu .§ ginidla o 3
zkumavky (ul) = (ml) 'g g
1,2 100 ® - 3@
3.4 100 go 1 2 EG
5,6 100 o0 1 £S5
7.8 100 za 1 °83
9,10 100 53 1 2 g 3
11,12 100 52 1 = SN
13, 14 100 S 1 502
15,16 100 o 1 £eg
17,18 100 3 1 Ewt
£ N g
0 o O
19, 20 100 5 1 Eg
21,22 100 E 1 R
23, 24 100 N 1 28
25, 26 100 1 =
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3.3.2.3 Stanoveni obestatinu
Ke stanoveni obestatinu jsem pouzila OBESTATIN (Human, Monkey) RIA KIT

(Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA).
Obsah kitu:
1. RIA Buffer - fedici roztok - koncentrat
2. Standard Obestatin (Human, Monkey) — lyofilizat
3. Rabbit antiserum specific for the Obestatin (Human, Monkey) —
lyofilizat
4. '®I- Obestatin (Human, Monkey) — obsahuje < 1.5 pCi — lyofilizat
5. Goat Anti — Rabbit IgG Serum - lyofilizat
6. Normal Rabbit Serum — lyofilizét
7. Positive Control - lyofilizat
Ptiprava reagencii 1. den:
RIA Buffer — pfiddme 150 ml destilované vody a dobfe promichame
Standard Obestatin (Human, Monkey) — pfiddme 1 ml fediciho
roztoku, dobfe promichame a skladujeme v ledové lazni
Positive Control — pifidame 500 pl fediciho roztoku, dobfe promichame
a skladujeme v ledu
Rabbit anti — obestatin (Human, Monkey) serum — pfiddme 13 ml
fediciho roztoku, dobife promichame, skladujeme v ledu
Standard A — 50 pl Standard Obestatin (Human, Monkey) + 990 pl
fediciho roztoku
Standard B — 500 pl A + 500 pl fediciho roztoku
Standard C - 500 pl B + 500 pl fediciho roztoku
Standard D - 500 pl C + 500 pl fediciho roztoku
Standard E - 500 ul D + 500 pl fediciho roztoku
Standard F - 500 pl E + 500 pl fediciho roztoku
Standard G - 500 pl F + 500 pl fediciho roztoku
Standard H - 500 pl G + 500 pl fediciho roztoku
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Ptiprava reagencii 2. den:
1251 — Obestatin (Human, Monkey) - pifidame 13 ml fediciho roztoku a
fadné€ promichame dokud se v§e nerozpusti
Goat Anti — Rabbit IgG Serum — pfiddme 13 ml fediciho roztoku a
dobte promichame
Normal Rabbit Serum - ptiddme 13 ml fediciho roztoku a dobte

promichame
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Nésledujici postup byl dle ndvodu v tabulce 3.3:

Tabulka 3.3 Stanoveni obestatinu

Den 1.
Krok 1 Krok 2 Krok3 Krok 4
Pfidani Pridani
fediciho Pfidani standardu/ primarni “E’
Cislo roztoku vzorku protilatky @,
zkumavky  (ul) (ul) (uh) a
1,2 - - - 2
3,4 200 - - ©
5,6 100 - 100 20
7,8 - 100 standarduH 100 23
9,10 - 100 standardu G~ 100 <2
11,12 - 100 standardu F 100 3'12
13,14 - 100 standardu E 100 55
15,16 - 100 standarduD 100 59
17, 18 - 100 standardu C 100 E ©
19, 20 - 100 standardu B 100 o
21,22 - 100 standardu A 100 =
100 pozitivni S
23, 24 - kontroly 100 E
100 neznamého N
25, 26 - vzorku 100
Den 2. Den 3.
Krok § Krok 6 Krok 7 Krok 8 Krok9 Krok10 Krok 11
Pridani N
° Anti- Pridani - Pridani _ & =
Ptidani £ krali¢iho  normalniho s fediciho £ .22
Cislo  '®!- obestatinu L IgG séra  krali¢tho séra 2 roztoku § § =
zkumavky (u 2 (uh (W) E W)y <Log
1,2 100 £ i i S - gP§
3,4 100 © 100 100 2 50 S g
5,6 100 E Y 100 100 L9 500 é’gma
7,8 100 T8 100 100 §5 s .g_g%m
9,10 100 = c 100 100 £2 500 SEEO
11,12 100 58 100 100 ©2 500 SN o3
13,14 100 §§ 100 100 §§ 500 ém:'-g
15, 16 100 S 100 100 53 500 ST 52
17,18 100 © 100 100 o 500 oo0
19, 20 100 0 100 100 2 50 o655
21,22 100 yo 100 100 @ 500 ® =T
S G S¥%
23, 24 100 & 100 100 £ 500 EEO
N N N 3 5
25,26 100 100 100 500 NS
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3.3.3 Stanoveni koncentraci hormonu ve vzorcich

Odezva vzorki byla méfena pomoci gama méfi¢e Berthold Multi-Crystal
counter LB2104, (Berthold Technologies, Némecko). Pro méfeni gama zafeni se
pouzivaji vicekanalové scintilaéni detektory, které jsou schopné analyzovat soucasné
vice vzorkl (v mém piipadé 12). Radioaktivita je méfena jako pocet impulzli za minutu
(counts per minute, cpm). Ty jsou pomoci kalibracni zavislosti pievedeny na
koncentraci sledované latky. Detekéni systém je zaloZzen na béazi krystald Nal
aktivovanych TI. Krystal je zapouzdien v hlinikovém obalu, jehoZ vnitini st€ény jsou
pokryty vrstvou MgQO, ktery odrazi svételné fotony zpét do krystalu, a tim zvySuje
u¢innost detekce. Spodni sténa krystalu je ptekryta sklenénou destickou kvili
hygroskopickym vlastnostem Nal, a viskéznim olejem je svétlovodivé spojena s Celni
st¢énou fotonasobice. Cely detektor je umistén v olovéném stinitku [115, 116]. Pro
méfeni v8ech hormonii bylo pouZito gama zafeni emitované izotopem 1251 v kandalu
odpovidajicim energii 16 — 84 keV, pii které byla nejvyssi detekéni ucinnost, méfeni

probihalo 1 minutu.

3.3.4 Stanoveni inzulinu

Inzulin byl stanovoven metodou elektrochemoluminiscenéni imunoanalyzy
(ECLIA). Jedna se o metodu sendvi¢ového typu, kdy biotinylovand monoklonalni
protilatka proti inzulinu a monoklonalni protilatka proti inzulinu zna¢ena rutheniovym
komplexem  (tris(2,2"-bipyridyl)ruthenium(Il) -~ komplex) reaguji za tvorby
sendvi¢ového komplexu. Po ptidani mikro¢astic potazenych streptavidinem se komplex
vazZe na pevnou fézi prostiednictvim interakce mezi biotinem a streptavidinem. Reakéni
smés je nasita do meétici komirky, kde jsou mikrocéastice zachyceny magnetickym
polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou odstranény. Pfivedené napéti na
elektrodé vyvola chemiluminiscenéni emisi fotond, kterd je zméfena fotondsobiCem

[117].

3.3.5 Stanoveni glukézy

Ke stanoveni glukozy byla pouzita klasickda hexokindzovd metoda.
Hexokinazovy komplex se sklada ze dvou sptfazenych reakci:

glukéza + ATP — G-6-PO, + ADP ... za pFitomnosti hexokinazy a Mg**
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G—6-PO, + NADP' — 6—fosfoglukonat + NADPH + H' ... enzym:
gluké6za-6-fosfat-dehydrogenaza

Hexokinaza katalyzuje fosforylaci gluk6zy adenosintrifosfatem (ATP) za vzniku
glukéza-6-fosfatu  (G-6-POs) a  adenosindifosfitu  (ADP). Druhy enzym
glukéza-6-fosfat-dehydrogendza (G-6-PD) katalyzuje oxidaci gluk6za-6-fosfatu
nikotinamidadenindinukleotidem (NADP*) za vzniku NADPH + H'. Vzestup
absorbance NADPH (absorpéni maximum pi#i 340 nm) je pfimo umérny koncentraci
glukdzy ve vzorku [112]. Absorbance je méfena spektrofotometricky.

Pro hodnoceni inzulinové resistence jsem pouzila homeostaticky model zkousky
inzulinové resistence (homeostasic model assesment of insulin resistance, HOMA, také

HOMA - IR), ziskany dle nésledujiciho vzorce:

HOMA = hladina inzulinu nala¢no (mIU 1"") * hladina glukosy nala¢no (mmol 1) / 22,5

Inzulin a glukéza byly stanovoveny na Oddéleni klinické biochemie a hematologie

Endokrinologického tstavu, kterému bych touto cestou chtéla za pomoc podé€kovat.
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3.4 Statistické zpracovani vysledku

Vysledky jsou uvadény jako aritmeticky prumér + stiedni chyba priméru

(standard error of mean, SEM).

Vypocet sttedni chyby priméru:

Zn:(xz'—)?)z
SEM ==
n(n—-1)

n ... poet pozorovani

X; ... pfislu$né méfeni

X ... aritmeticky primér naméfenych hodnot

Pro uréeni vyznamnosti vysledkd byl pouzit Studentiv dvouvybérovy t-test,
ktery vychazi z ur¢eni rozdilu stfednich hodnot a odchylky tohoto rozdilu. Pro vypocty

byl pouzit program Microsoft Office Excel 2003.
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4 Vysledky

4.1. Grafické zpracovani vysledk

4.1.1 Bazalni hodnoty mérenych parametru

Tabulka 4.1 Bazalni hladiny sledovanych parametra

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; hodnoty jsou

uvedeny jako prumér + SEM; ghre/obes oznacuje pomér bazalni koncentrace ghrelinu a

obestatinu; * oznauje rozdil mezi skupinami na hladiné vyznamnosti p < 0,05 ; **

oznaCuje rozdil mezi skupinami na hladiné vyznamnosti p < 0,01; jednotky pro

jednotlivé hormony jsou uvedeny v tabulce)

jednotky K AN

BMI kgm?  20,72+0,36 15,76 = 0,35*

leptin ng ml" 8,93 + 0,93 1,23 £ 0,22**

ghrelin ng ml" 1,12+ 0,05 1,86 + 0,12*

obestatin  ng ml” 0,21 + 0,01 0,35+ 0,01*

ghre/obes 5,65 + 0,40 5,30+ 0,29

inzulin miU I 5,33 + 0,67 3,73+ 0,35
glukéza  mmolI" 4,57 + 0,11 4,31+ 0,08
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Graf 4.1 Porovnani bazélnich hodnot sledovanych parametrti u zdravych kontrolnich
Zen a pacientek s anorexia nervosa

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; hodnoty jsou
uvedeny jako primér + SEM, plazmatické hladiny leptinu, ghrelinu a obestatinu jsou
uvedeny na ose y v ng ml™', ghre/obes zna&i pomér hladin ghrelinu ku obestatinu, ktery
je bezrozmérny, plazmatické hladiny inzulinu a glukdzy jsou uvedeny na ose y v mIU I’
1

a mmol 1" respektive; * oznaluje rozdil mezi skupinami na hlading vyznamnosti p <

0,05; ** oznacuje rozdil mezi skupinami na hladin€ vyznamnosti p < 0,01)
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4.1.2 Prabéh hladin stanovovanych hormonu po podani
sacharidové snidané
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Graf 4.2 Pribéh hladin ghrelinu u zdravych kontrolnich Zen a pacientek s anorexia
nervosa po podéni sacharidové snidané

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; snidan¢ byla
podana po odbéru v 0. minuté; hodnoty jsou uvedeny jako prumér * SEM, + oznacuje
rozdil oproti bazalni hodnoté¢ na hladiné vyznamnosti p < 0,05; * oznacuje rozdil mezi

skupinami na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.3 Prubeh hladin obestatinu u zdravych kontrolnich Zen a pacientek s anorexia
nervosa po podani sacharidové snidané

(K = kontrolni zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; snidan¢ byla
podana po odbéru v 0. minuté; hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM, + oznacuje
rozdil oproti bazalni hodnoté na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05; * oznacuje rozdil mezi

skupinami na hladiné vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.4 Pribéh poméru ghrelin/obestatin u zdravych kontrolnich Zen a pacientek
s anorexia nervosa po podani sacharidové snidané

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; snidan¢ byla
podana po odbéru v 0. minuté; hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM, * oznacuje

rozdil mezi skupinami na hladin€ vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.5 Pribéh hladin inzulinu u zdravych kontrolnich Zen a pacientek s anorexia
nervosa po podani sacharidové snidané

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; snidan¢ byla
podana po odbéru v 0. minuté; hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM, + oznacduje

rozdil oproti bazalni hodnoté na hladiné vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.6 Pribéh hladin glukézy u zdravych kontrolnich Zen a pacientek s anorexia
nervosa po podéni sacharidové snidané

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; snidan¢ byla
podéna po odbéru v 0. minuté; hodnoty jsou uvedeny jako priimér * SEM, + oznacuje

rozdil oproti bazalni hodnoté na hladiné vyznamnosti p < 0,05)
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4.1.3 Porovnani prubéhu hladin stanovovanych hormonu po podani

sacharidové snidané
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Graf 4.7 Casovy pribéh zmén sledovanych parametrii v procentech u skupiny

kontrolnich Zen

(n = 10; snidané byla podana po odbéru v 0. minuté; bazalni hodnota je vyjadiena jako

100 %; hodnoty jsou uvedeny jako prumér + SEM, + oznacuje rozdil oproti bazalni

hodnoté na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.8 Casovy prib&h zmén sledovanych parametrti v procentech u skupiny pacientek

(n = 9; snidan¢ byla podana po odbéru v 0. minuté; bazalni hodnota je vyjadiena jako
53

100 %; hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM, + oznacéuje rozdil oproti bazalni

hodnot¢ na hladiné vyznamnosti p < 0,05)
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Graf 4.9 Porovnani indexu homeostatického modelu zkousky inzulinové rezistence
(HOMA) a bazélnich hladin inzulinu a glukézy u zdravych kontrolnich Zen a pacientek
S anorexia nervosa

(K = kontrolni Zeny, n = 10; AN = pacientky s anorexia nervosa, n = 9; hodnoty jsou
uvedeny jako primér * SEM, HOMA znaéi homeostaticky model zkoudky inzulinové
rezistence, ktery je bezrozmérny, plazmatické hladiny inzulinu a glukézy jsou uvedeny

naose yvmIUI"' ammol I, respektive)
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4.2 Vysledky

Bazalni plazmatické hladiny adipocytarniho hormonu leptinu byly vyrazné
sniZzené u skupiny pacientek s AN (K = 8,93 + 0,93 ng ml-1; AN = 1,23 + 0,22 ng ml-1;
p < 0,01). Oproti tomu plazmatické hladiny jeho antagonisty, ghrelinu, byly nala¢no u
pacientek zvySené (K = 1,12 £ 0,05 ng ml-1; AN = 1,86 * 0,12 ng ml-1; p < 0,05).
Podobné byly zvySené hladiny obestatinu pfed podanim snidané s vysokym obsahem
sacharidi u pacientek s AN (K = 0,21 + 0,01 ng mi-1; AN = 0,35 * 0,01 ng ml-1;
p < 0,05). Bazilni hladiny inzulinu a glukézy nevykazuji vyznamny rozdil mezi
studovanymi skupinami (inzulin: K = 5,33 * 0,67 mIU 1-1; AN = 3,73 + 0,35 mIU 1-1;
glukéza: K = 4,57 + 0,11 mmol I-1; AN = 4,31 + 0,08 mmol 1-1) (Tabulka 4.1, Graf
4.1).

Plazmatické hladiny ghrelinu po podani sacharidové snidané klesaly u obou
skupin. U zdravych kontrolnich Zen dosahly minima v 90. minuté (0,79 + 0,03 ng ml;
p < 0,05), stejné tak u pacientek s AN (1,14 + 0,05 ng ml™’; p < 0,05). Vyznamny je i
rozdil mezi sledovanymi skupinami v 0., 90. a 150. minuté (Graf 4.2).

Plazmatické koncentrace obestatinu po podéani snidan¢ klesly u obou skupin. U
kontrolnich Zen dosahly minima okolo 90. minuty (K = 0,16 + 0,01 ng ml’; p < 0,05),
nejniz§i hodnota u pacientek sAN byla naméfena v 60. minuté
(AN = 0,29 + 0,01 ng ml™"; p < 0,05). Ve viech ¢asech méfeni byl vyznamny rozdil
mezi skupinou kontrolnich Zen a pacientek s AN (Graf 4.3).

Pomér ghrelin/obestatin vykazoval u obou skupin pokles po pfijmu potravy.
Mezi skupinami byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v 90., 120. a 150. minuté (Graf
4.4).

Plazmatické hladiny inzulinu i glukézy se po podéani sacharidové snidané
zvysily. Maxima dosahly bezprosttedng po jidle (inzulin: K = 43,64 + 5,52 mIU I''; AN
= 59,70 + 11,01 mIU 1'; glukézaz K = 585 * 030 mmol 1
AN = 6,55 * 0,47 mmol 1'1). Po 150-ti minutich trvani testu se hladiny inzulinu
nevratily na pivodni hodnotu stejné jako hladiny glukézy u zdravych Zen, u pacientek

s AN klesla koncentrace gluk6zy pod bazalni hodnotu (Graf 4.5, Graf 4.6).
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HOMA index byl u pacientek s AN niz$i nez u kontrolnich zen (K = 1,09 £ 0,15;
AN = 0,63 * 0,10), ale vzhledem krozptylu hodnot nedosahl rozdil statistické
vyznamnosti (Graf 4.9).
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5 Diskuse

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim hladin vybranych parametri, které
ovliviuji pffjem potravy, a jejich zménami u pacientek s AN nala¢no a po piijmu
sacharidové snidané. Bylo zji§téno, ze bazalni plazmatické hladiny anorexigenu leptinu
byly u pacientek s AN oproti kontrolam sniZeny, zatimco bazalni plazmatické hladiny
orexigenu ghrelinu a pfedpokladaného anorexigenu obestatinu byly zvySené. Bazalni
hladiny glukézy a inzulinu byly srovnatelné s hladinami nalezenymi u kontrolnich Zen.
Po snidani s vysokym obsahem sacharidii hodnoty ghrelinu i obestatinu v krevnim
ob¢hu klesaly, hladiny inzulinu a glukdzy se zvysily.

Pro ucely diplomové prace jsem meéfila pouze bazéalni plazmatické hladiny
leptinu, tedy pfed pfijmem snidané bohaté na sacharidy. Z fady publikovanych studii [5,
42, 43, 44, 45] vyplyva, Ze leptin se ucastni spiSe dlouhodobé regulace ptijmu potravy.
Nékteti autofi sledovali a porovnavali zmény plazmatickych hladin leptinu b&hem
celého dne u zdravych osob a u pacientek s AN. Jejich studie ukazaly, Ze hladiny
leptinu se u pacientek s AN v kratkém casovém useku neménily [118]. Nepublikované
vysledky nasi laboratofe také u ndhodné vybraného malého souboru pacientek s AN a
kontrolnich Zen neukazuji po piijmu sacharidové snidan¢ vyznamné zmény hladin
leptinu [nepublikované vysledky]. Mirné vykyvy v hladinach jsou pravdépodobné
zplUsobeny pouze diurndlnim rytmem, ktery u pacientek s AN chybi [118, 119, 120,
121]. Vysledky tedy potvrdily, Ze pacientky s AN maji bazélni hladiny anorexigenniho
peptidu leptinu sniZzené. Nektefi autofi pozorovali zavislost plazmatickych hladin
leptinu na mnozstvi t€lesného tuku — u osob s redukovanym mnozstvim t€lesného tuku
jsou hladiny leptinu niZ§i, oproti tomu u obéznich osob jsou vyrazné zvySené [122, 123,
124, 125, 126, 127]. Znaéna rozporuplnost literarnich udaji zabyvajicich se vztahem
leptinu a té€lesnych parametri je zpiisobena tim, ze fada autort koreluje hladiny leptinu
s hodnotami BMI, ktery je obecné povazovan za méfitko télesného sloZeni. Tento index
ma vak své nedostatky, nebot’ nezahrnuje naptiklad stavbu téla ¢i mnozZstvi svalstva.
Pro porovnani jsem vs$ak tuto korelaci také zjist'ovala, ale nebyla nalezena stejn¢ jako u
autori Casanueva a ost. (1997) a Eckert a ost. (1997) [19, 128] narozdil od dalSich
autortt [125, 129, 130, 131]. Rozpory ve zjisténych datech jsou fadou autorti
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vysvétlovany téZko vymezitelnym typem anorexie. Také doba trvani anorexie muze

ovliviiovat vztah BMI s plazmatickymi hladinami leptinu.

Gastrointestinalni hormon ghrelin je ozna¢ovan za antagonistu leptinu. Jeho vliv
na pfijem potravy je zcela opaény, plisobenim na jadra hypotalamu zvySuje totiz piijem
potravy a tim i télesnou hmotnost. Na rozdil od leptinu jsem u pacientek s AN naméftila
bazéalni plazmatické koncentrace orexigenniho peptidu ghrelinu vyznamné zvySené
podobné jako fada dalSich autori [67, 74, 132, 133, 134]. Nékteré studie uvadéji
korelaci hladin ghrelinu s hodnotami BMI, télesnou hmotnosti a krevnim tlakem [135,
136, 137], jini autofi podobné jako ja takovou zavislost nenalezli [102, 138]. Néktefi
autofi pozorovali i vliv véku, pohlavi, plazmatickych hladin rdstového hormonu,
glukézy a inzulinu na hladinu ghrelinu v krevnim ob&hu [56, 75, 139, 140, 141]. Rada
dalsich v3ak tyto vztahy nepotvrdila [59, 142].

Hladiny ghrelinu po podani sacharidové snidané sice klesaji asi hodinu po
pfijmu potravy [54, 63], ale absolutni koncentrace ghrelinu u pacientek s AN zistavaji
zvySené. Zda se, Ze tento pokles je zavisly na obsahu makronutrientti. Po pfijmu potravy
s vysokym obsahem sacharidii byl u zdravych osob nalezen vyraznéj$i pokles hladin
ghrelinu neZ po potravé s vysokym obsahem tukid ¢i proteinti {134, 143, 144]. Podle
Erdmanna a ost. (2004) dochézi k poklesu ghrelinu po piijmu sacharidd, naopak ke
zvySeni jeho hladin dojde po tucich, proteinech, ovoci a zeleniné [72]. I dalsi autofi
potvrzuji zavislost poklesu ghrelinu na typu Zivin a na energetickém obsahu stravy
pouzité pro tento typ klinickych studii [63, 72, 145, 146]. Tanaka a ost. (2003)
pozoroval pokles zvy$enych hladin ghrelinu po oralnim podani glukézy v zavislosti na
typu AN. U restriktivniho typu AN nalezl patrny pokles, zatimco u purgativniho typu
odezva na podani glukézy chybéla [147]. Jako divod rozdilt nalezenych ve studiich,
kterych se ucastni pacientky s AN, je uddvadna rozmanitost klinickych charakteristik
pacientek a také doba trvani nemoci. V lékaiskych zdznamech byly vSechny mnou

sledované pacientky vedeny jako restriktivni typ AN.
Obestatin je nedavno objeveny peptid, o jehoZ funkci se ptredpokladalo, ze je

tizce spjata s ghrelinem, ale sopaénym, tedy anorexigennim u¢inkem. Oba tyto

hormony vznikaji ze stejného prekurzoru, preproghrelinu. Po prvnich zpravach,

58



popisujicich idajnou opacnou roli obestatinu ve srovnani s ghrelinem u hlodavcu [50],
fada autori tuto domnénku v klinickych studiich nepotvrdila [28, 92, 93, 94].
Sedlackova a ost. (2008) prezentovala soub&Zny pokles hladin obestatinu a ghrelinu po
sacharidové snidani u zdravych osob [102]. Nase i dalsi vysledky ukazuji, Ze bazalni
hodnoty ghrelinu i obestatinu jsou u pacientek s AN vy$8i ve srovnani se zdravymi
kontrolami [28, 92, 93, 94]. I po pfijmu potravy vykazoval obestatin stejny klesajici
trend jako ghrelin u obou sledovanych skupin. Tento pozitivni vztah obestatinu a
ghrelinu po pfijmu potravy u pacientek s AN naznacuje, Ze tyto produkty stejného genu
pasobi obdobnym zplisobem nejen u zdravych osob, ale také u pacientek s AN.
Piedlozené vysledky podporuji tedy nazor, Ze obestatin je agonistou ghrelinu, ale
s odlisnym mechanizmem puasobeni. Vysledky Anderwald-Stadlerové a ost. (2007)
ukazuji korelaci mezi hladinami ghrelinu a obestatinu, a déale ukazuji, Ze hladiny
ghrelinu lze diky pfedem zndmym hladinam obestatinu piedpoveédeét [148]. Pii
statistickém zpracovani vysledkd byla nalezena korelace mezi témito dvéma peptidy u
obou sledovanych skupin (p < 0,1). Lippl a ost. (2008) ve své studii provedené na 321
osobach uvadi, ze koncentrace obestatinu koreluje s BMI, vékem a koncentraci inzulinu
u zdravych a obéznich osob [96]. Z uvedenych vysledki toto nevyplyva, coZ mize byt

zpusobeno vyrazné niz§im poc¢tem osob ve skupiné.

Rada studii uvadi moznost, Ze regulace energetické homeostazy zavisi na
poméru mezi ghrelinem a obestatinem [28, 95, 97]. Vysledky Monteleoneho a ost.
(2008) a Zamrazilové a ost. (2008) ukazuji, Ze ve srovnani se zdravymi Zenami
pacientky s AN maji zvySené hladiny jak obestatinu a ghrelinu [28, 41], tak zvySeny
pomér ghrelin/obestatin a tento pomér je vyznamné pozitivné korelovan s télesnou
hmotnosti a BMI [28]. Také u obéznich osob byl nalezen tento pomér zvySeny [95].
Monteleone dale uvadi, Ze nerovnovazny metabolicky stav muize pravdépodobné
ovlivnit expresi genu pro preproghrelin a/nebo sestiih na jeho produkty, a Ze rozhodujici
ucinek na pfijem potravy a energetickou homeostazu miize mit pomér ghrelin/obestatin.
U pacientek s AN dochazi ke zvySené expresi genu pro preproghrelin, coz vede ke
zvySeni produkce ghrelinu a obestatinu, které se vSak pravdépodobné nevyskytuji
v pomeéru 1:1 [28]. Monteleone sva pozorovani a vysledky zdavodnuje vysokym

vyskytem purgativniho typu pacientek ve skupin€, ktery mohl zpisobit tento rozpor.
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Prozatim nepublikované vysledky na$i laboratofe u pacientek s AN podporuji
pozorovani Germaina a ost. (2009) [93], ktery popsal pokles pomeéri acyl
ghrelin/obestatin a total ghrelin/obestatin u pacientek s AN ve srovnéni s konstitu¢né
Stihlymi a také kontrolnimi Zenami. PredloZené vysledky také ukazuji, Ze po
sacharidové snidani dochazi ke sniZeni tohoto poméru u obou skupin, nejnizsich hodnot
bylo dosazeno vice nez 90 minut po ptijmu potravy. Ve studii Sedlackové a ost. (2008)
koreloval pomér ghrelin/obestatin pozitivné s hodnotami BMI u zdravych Zen, zatimco
samotné hladiny ghrelinu ¢i obestatinu tuto korelaci nevykazovaly [102]. V naSich
vysledcich se tato korelace neobjevila ani u zdravych Zen, ani u pacientek s AN.
Vsechny zminéné udaje ukazuji na zajimavou roli rovnovahy mezi témito dvéma
hormony, ale pfesny vyznam poméru ghrelin/obestatin musi byt podroben dal$imu

zkoumani.

Inzulin je hormon, jehoZ vyplaveni je podn€covano vzestupem koncentrace
glukozy v krvi a tim i v extracelularnim prostoru. M4 stimula¢ni vliv na syntézu leptinu
v lidskych adipocytech. Ctyi az Sestihodinova hyperinzulinémie viak jeité neukazala
vyrazné zvySeni exprese leptinové mRNA v lidskych adipocytech in vivo [149]. Ke
zvySeni plazmatickych hladin leptinu je tedy nutné podstatné dels$i pisobeni inzulinu (in
vitro 48 az 72 hodin) [150]. Vzhledem ktémto zjiSténim anasemu relativné
kratkodobému sledovani hormonii po podani snidan€¢ (150 minut) nebyl vztah mezi
hladinami leptinu a inzulinu sledovan.

HOMA index se pouziva k ur¢eni stupné inzulinové senzitivity (IS). Je zalozen
na vypoctu, ktery charakterizuje udrZeni negativni odezvy mezi jatry a pankreatickymi
B-burikami regulujici koncentrace glukézy i inzulinu [151]. Studie, které se zabyvaji IS
u pacientek s AN piinaSeji rozdilné vysledky. VEétsi pocet studii uvadi zvySenou IS [27,
152, 153], jini autofi pozorovali snizenou IS [154] nebo nezménénou [155]. Bazalni
hladiny glukézy se podle Dostalové a ost. (2008) nelisi u zdravych osob a pacientek
s AN, zatimco hladiny inzulinu jsou vyrazné snizeny. HOMA u AN nalezli tito autoii
rovnéz vyrazné niz$i [156]. V ptredloZzenych vysledcich se toto nepodaiilo zcela
potvrdit. Stejné€ jako Dostalova a ost. (2008) jsme nenalezli rozdil v bazalnich hladinach
gluk6zy mezi sledovanymi skupinami, oproti jejim vysledkim jsme v$ak nenasli

vyznamny rozdil v hladinach inzulinu mezi skupinou kontrol a pacientek s AN. HOMA
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index jsme u pacientek s AN zjistili nizs§i, ale kvili rozptylu hodnot ve skupin€ nedoséhl

tento rozdil statistické vyznamnosti.

Studie tykajici se uvolniovani ghrelinu po pfijmu sacharidové snidan¢ ukazaly, Ze
pokles plazmatickych hladin ghrelinu je paralelni se zvy$enim hladin inzulinu [56, 59,
68, 70, 71, 72, 73]. Objevila se v3ak 1 studie, ktera korelaci mezi postprandialnimi
zménami cirkulujiciho ghrelinu a glukézy s inzulinem u zdravych Zen nepotvrdila [77].
Monteleone a ost. (2003) odivodriuji tento nalez odlisnou energetickou hodnotou ptijaté
potravy nez jaka byla pouzita v ostatnich studiich [43]. Dal3imi divody mize byt i
diurndlni rytmus vyplavovani hormont. Stejn¢ jako Monteleone a ost. (2003) [43] jsme
nenalezli korelaci mezi hladinami inzulinu, glukézy a ghrelinu u zdravych Zen a
pacientek s AN. Podle Erdmanna a ost. (2004) ma inzulin inhibi¢ni vliv na uvolfiovani
ghrelinu, coz miize byt podminéno uréitou prahovou koncentraci inzulinu a/nebo
glukozy [72].

Studie sledujici vztah hladin inzulinu a ghrelinu jsou pomérné €etné, oproti tomu
vztahem hladin inzulinu a obestatinu se zabyvalo velmi maélo autori. SniZené
koncentrace obestatinu jsou spojeny s diabetem a inzulinovou rezistenci, kterd je
vyjadiovana pomoci HOMA indexu [103, 157]. Studie Anderwald-Stadlerové a ost.
(2007) ptedpoklada, Ze inzulin a celkova IS muizZe byt regulatorem sekrece obestatinu
[148]. Ve skupindch, které jsme sledovali, byla korelace hladin inzulinu a obestatinu
zjiSténa pouze u zdravych osob (p < 0,05), coz podporuje pfedstavu o vyznamném
vztahu téchto dvou hormont. Uloha obestatinu v energetické homeostize, regulaci
télesné hmotnosti a IS je vSak stale nejasna a je zapotiebi dalSich studii k jejimu
objasnéni [50, 81, 100].

Zapornd korelace mezi pomérem ghrelin/obestatin a hladinami inzulinu je
prezentovana ve studii Gil-Campose a ost. (2006) [158]. Podle téchto autori mize mit
tato korelace zasadni uc¢inek pfi regulaénim vlivu inzulinu na hladiny cirkulujiciho
ghrelinu [158]. Ve studovanych skupinach se vSak Zadna korelace mezi koncentraci
inzulinu a pomérem ghrelin/obestatin neobjevila.

Mechanizmus, kterym by inzulin ovliviioval uvoliiovani obestatinu a ghrelinu, je
prozatim nejasny. Inzulinova signalni kaskada byla nalezena v GIT, ktery tak muze byt

povazovan za tkar citlivou na inzulin [159]. Inzulinem zptisobeny pokles plazmatickych
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hladin obestatinu a ghrelinu mize byt vysledkem na inzulinu zavislé inhibice produkce
spole¢ného prekurzoru téchto dvou peptidii nebo uvoliiovani hormont z bunék, které je

produkuji [148].
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6 Zaveér

PiedloZena diplomova prace sledovala hladiny vybranych parametrd energetické
homeostazy u pacientek s anorexia nervosa po podani sacharidové snidané o celkové
energetické hodnoté 1604 kJ a porovnavala je se zdravymi Zenami.

U pacientek s anorexia nervosa jsou plazmatické hladiny hormond ovliviujicich
ptijem potravy oproti kontrolnim Zenam zmeénény. Hladina anorexigenniho hormonu
leptinu je u pacientek s AN vyrazné€ nizsi, coz odpovida snizenému mnozstvi té€lesného
tuku. Hladiny antagonisty leptinu, ghrelinu, jsou zvySené a nekoreluji s BMI.
Neprokazali jsme pivodni pfedpoklad anorexigenniho charakteru nedavno objeveného
hormonu obestatinu podobné jako to v posledni dobé popisuje fada autorti. U pacientek
s AN jsme stanovili soubézné vys$si bazalni hladiny obestatinu a orexigenniho ghrelinu.

Plazmatické hladiny ghrelinu a obestatinu po pfijmu potravy s vysokym
obsahem sacharidill klesaji. To opét pfispiva k domnénce orexigenniho charakteru obou
hormont ovliviiyjicich chut’ k jidlu a pfijem potravy. Zmény v jejich hladinach odrazi
fyziologicky stav pacientek s AN. Zda se, Ze jak obestatin, tak ghrelin vzajemné
moduluji svoji sekreci. Oba hormony jsou pokladany za indikéatory kratkodobé regulace
energetické rovnovahy.

Lze usuzovat, Ze za stavil jako je naptiklad hladovéni dochazi k alternativnimu
sestiihu genu pro preproghrelin, ktery nese informaci pro ghrelin i obestatin.
Mechanizmy odpovédné za nerovnovéhu v produkci ghrelinu a obestatinu nejsou zcela
objasnény, zatim je zndmo malo o posttranslaénim sestfihu preproghrelinu, ktery mize
byt ovlivnén mnoha faktory. Jak ghrelin, tak obestatin pfispivaji k regulaci energetické
homeostizy nejen vlivem na potravni chovani, ale také modulaci uvolfiovani inzulinu a
dalSich hormon.

Bazalni hodnota poméru ghrelinu ku obestatinu se u pacientek s AN nelisila od
kontrolnich Zen. Z na$ich nalezii vyplyva, Zze zména poméru ghrelin/obestatin navozena
piijmem potravy se stava ztetelnou az po dosazeni miniméalnich hladin obou hormonu.
To vSe poukazuje na dilezitost udrzovani rovnovdhy mezi sekreci ghrelinu a obestatinu.

Z ptedlozenych vysledkti plyne, Ze existuje vztah mezi uvolfiovanim
sledovanych hormont a hladinami inzulinu. ZvySené hladiny inzulinu po podéni

vysokosacharidové snidané jsou provazeny poklesem hladin ghrelinu a obestatinu a je
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tedy mozné, Ze piijem potravy primarné stimuluje gastrickou sekreci ghrelinu.Je-li
podano a absorbovano dostacujici mnozstvi sacharidd vedouci ke zvy3eni
plazmatickych hladin glukézy a tim inzulinu, je uvolfiovani ghrelinu nésledné

potlaceno.
Vysledky ziskané touto studii mohou byt vychozim materidlem pro dalsi

klinické studie zabyvajici se sledovdnim hladin hormonii energetické homeostazy u

pacientek s poruchami pfijmu potravy.
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