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Seznam zkratek

aMSH......ccovviiini a melanocyty stimulujici hormon

AGRP.....cocvriinenees agouti-related protein

ALS ..., acidolabilni podjednotka (acid-labile subunit)

@] 23 = RTT uvolfiujici hormon pro ACTH (corticotropin releasing hormone)
GH..oooeeeeeeeeeeeee ristovy hormon (growth hormone)

GHRH......cocciiii, uvolfiujici hormon pro ristovy hormon (growth hormone-releasing hormone)
GHRP-6.......occvrve peptid-6 stimulujici sekreci GH (growth hormone-releasing peptide-6)
GHS....ooiee sekretagogum ristového hormonu (growth hormone secretagogue)

GIT oot gastrointestinalni trakt
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rthGH....ooooiiiiiiies rekombinantni lidsky ristovy hormon (recombinant human growth hormone)
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RS, rendlni selhani

SLR.oeeiiieciieeeee solubilni leptinovy receptor (soluble leptin receptor)
WHR.....ccooiiiiee pomeér pas/boky (waist to hip ratio)



1. Uvod

Ghrelin patii do skupiny sekretagog ristového hormonu (GHS). Poc¢étek jejich historie se
datuje do roku 1977, kdy Bowers a spolupracovnici objevili skupinu malych peptidi se schopnosti
stimulovat vydej riistového hormonu (GH) z bunék adenohypofyzy in vitro (Bowers a kol. 1977). Az
do doby, kdy byl ghrelin izolovdn, zahrnovala tato skupina pouze uméle syntetizované latky.
V priibéhu let byly postupné syntetizovdny daldi pusobky peptidové i nepeptidové povahy se
schopnosti vyznamné stimulovat sekreci GH in vitro i in vivo, napf. growth hormone-releasing
peptide-6 (GHRP-6) a pozdéji MK-0677 (Bowers a kol. 1984, Smith a kol. 1997). Nékteré litky z této
skupiny, napf. GHRP-6, vykazovaly schopnost stimulovat sekreci GH i pfi riznych aplika¢nich
cestdch (intravenoéznf, intramuskulérni, peroralni).

V roce 1982 byl v3ak izolovan growth hormone-releasing hormone (GHRH), ktery na sebe
obratil pozornost védcii. Postupné prevliddlo dogma, Ze sekrece GH ze somatotropnich bunék
adenohypofyzy je vysledkem antagonistického piisobeni dvou hypotalamickych hormont, a sice
GHRH a somatostatinu, modifikovaného vlivem negativni zpétné vazby IGF-I na drovni hypotalamu a
hypofyzy i vlastniho GH na hypotalamické drovni.

Brzy se ukazalo, Ze GHS, GHRH i somatostatin ovlivfiuji sekreci GH jinymi mechanismy a
pres jiné receptory. Ve v8ech pripadech se jedna o receptory spiaZzené s G-proteinem. GHRH aktivuje
adenylatcyklasu katalyzujici tvorbu cAMP. cAMP nisledné aktivuje proteinkindzu A a ve svém
disledku sekreci hormonu. Somatostatin piisobi pies inhibiéni receptor sprazeny s G-proteinem, ktery
zabrariuje depolarizaci membrany somatotropnich bunék a tak blokuje vydej GH.

Receptor pro sekretagoga ristového hormonu (GHS-R) byl izolovén az v roce 1997 (McKee a
kol. 1997). Jedn4 se o klasicky receptor spiaZzeny s G-proteinem. Pfi jeho stimulaci dochazi k aktivaci
fosfolipdzy C, coz vede ke zvySeni koncentrace jednak inositol 1,4,5-trifosfatu a jeho plisobenim
k uvolnéni kalcia do cytoplasmy bunék, jednak diacylglycerolu aktivujiciho proteinkindzu C. GHS-R
je pritomen v fadé tkdni a orgdni, napf. v adenohypofyze, hypotalamu, Zaludku, stfevu, pankreatu,
myokardu, aorté, nadledvinach, plicich, jatrech, ledvinach, $titné Zlaze, tukové tkani, lymfatickych
uzlinach, pfistitnych téliskach, placenté, prostaté a ve sleziné (Date a kol. 2000a, Papotti a kol. 2000,
Shuto a kol. 2001). V sou€asné dobé€ jsou zndmy 2 subtypy GHS-R, oznacované jako GHS-R la a
GHS-R 1b. Ghrelin, stejné jako ostatn{ latky ze skupiny GHS, se vdZze pouze na GHS-R la, endogenni
ligand pro GHS-R 1b dosud nebyl izolovédn. Velmi pravdépodobné v3ak existuji i daldi subtypy tohoto
receptoru, ¢emuz nasvédCuje pfitomnost vazebnych mist pro GHS rozdilnych od GHS-R la a b
v rozli¢nych tkanich (Papotti a kol. 2000, Ghigo a kol. 2001).

I pfes intenzivni vyzkum byl prvni endogenni ligand GHS-R izolovan z tkdné krysiho Zaludku
aZz v roce 1999 a nazvan ghrelinem (Kojima a kol. 1999). Ghrelin je pifevazné produkovén v Zaludku

(Date a kol. 2000a), i kdyz men3i produkce byla objevena i ve stfevé, pankreatu, ledving, placenté,



nadledvindch, vaje¢nicich, varlatech, imunokompententnich burikdch, hypofyze a hypotalamu (Date a
kol. 2000a, Papotti a kol. 2000, Kr¥ek a kol. 2002, Wierup a kol. 2002). V Zaludku je ghrelin
produkovén endokrinnimi burikami v Zalude¢nich zldzkach (Dornonville de la Cour a kol. 2001).

Ghrelin je peptid sloZeny z 28 aminokyselin, tfeti aminokyselinou v pofadi je serin, na ktery je
pfipojen octanoylovy zbytek. Tato unikétni posttranslaéni peptidovd modifikace je esencidlni pro
vazbu na GHS-Rla a tudiZ i pro funkci ghrelinu a hraje roli zfejmé i v transportu molekuly pfes
hematoencefalickou bariéru (Bednarek a kol. 2000, Kojima a kol. 1999, Matsumoto a kol. 2001).

Pfi dal3ich vyzkumech bylo zji§téno, Ze ghrelin neni jedinym endogennim ligandem GHS-R.
Byl izolovan des-Gln'‘~ghrelin, peptid sloZeny z 27 aminokyselin, ktery postrddd oproti ghrelinu
aminokyselinu glutamin v pozici 14. Des-Gln'*~ghrelin m4 stejné biologické G&inky jako vlastni
ghrelin (Hosoda a kol. 2000a).

Pozdéji byl v plasmé izolovédn téZ des-acyl ghrelin, ktery postrddd hydrofobni substituci
v pozici 3. Des-acyl ghrelin pfevaZzuje nad ghrelinem svou koncentraci ve tkdni krysiho Zaludku. Také
v plasmé jsou jeho koncentrace mnohondsobné vyssi, jak bylo prokdzdno u krys (Hosoda a kol.
2000b) i u ¢loveéka (Yoshimoto a kol. 2002). Des-acyl ghrelin nevykazuje endokrinologické ucinky

jako vlastni acylovany ghrelin, neni v§ak biologicky zcela inaktivni (Baldanzi a kol. 2001).

2. Ghrelin

2.1. Fyziologicka role ghrelinu — sekrece ristového hormonu

Ghrelin stimuluje u krys sekreci GH z bunék adenohypofyzy in vitro i in vivo. Je dokonce
silnéj&im stimuldtorem sekrece GH nez samotny GHRH (Kojima a kol. 1999, Seoane a kol. 2000). U
lidi intravenézni podani ghrelinu zpusobuje v zdvislosti na ddvce téZ vzestup koncentrace GH a také
plati, Ze ghrelin je siln&j§im stimuldtorem sekrece GH nez GHRH (Arvat a kol. 2000, Peino a kol.
2000, Takaya a kol. 2000, Ghigo a kol. 2001).

Jaka je v8ak fyziologicka role endogenniho ghrelinu ve vztahu k sekreci GH neni zatim vibec
jasné. Moznost, zda se ghrelin uplatiiuje za fyziologickych podminek vyznamnou mérou na sekreci
GH a podobné zda endogenni GH reciproéné ovliviiuje sekreci ghrelinu je stile pfedmétem diskusi,
dosud publikované vysledky jsou do znaéné miry rozporuplné a neumozniuji jednozna¢nou odpovéd.
Situaci komplikuje i fakt, Ze koncentrace plasmatického ghrelinu pfevdzné€ odrdzi jeho syntézu
v zaludku a ostatnim GIT, zatimco jeho produkce adenohypofyzou/hypotalamem v zdvislosti na
zménédch koncentraci GH je velmi mald a obtiZné stanovitelnd. NiZe uvedené studie ddle vidy
zkoumaly pouze koncentrace celkového ghrelinu, které jsou ddny souétem koncentraci des-acyl
ghrelinu (pfedstavujici cca 94% z celkové koncentrace ghrelinu) a acylovaného ghrelinu. Pouze

acylovany ghrelin mé schopnost stimulovat sekreci GH.



Néktera pozorovani roli endogenniho ghrelinu v sekreci GH i vzdjemny zpétnovazebny vztah
mezi obéma pisobky podporuji. Naptiklad kontinudlni periferni poddni GH u krys vedlo ke sniZeni
koncentrace hypofyzarniho ghrelinu a sniZilo hypofyzarni expresi ghrelinového genu, samotné podani
IGF-I tento efekt nezpisobilo (Kamegai a kol. 2004). To by odpovidalo negativni zpétné vazbé mezi
GH a hypofyzarnim ghrelinem. Podobné synchronicita ghrelinové a GH dynamiky pfi nutri¢nich
manipulacich ukazuje na moZnou roli ghrelinu jako promotéru sekrece GH (vysoké koncentrace GH i
ghrelinu u $tihlych individui véetné mentalni anorexie a nizké koncentrace obou hormont u obéznich -
Otto a kol. 2001, Cummings a kol. 2002). Dal$i studie naznauji roli ghrelinu v generovani
diurndlniho rytmu sekrece GH (Muller a kol. 2002) a zvy$ené sekrece GH pfi hladovéni (Toshinai a
kol. 2001, Muller a kol. 2002).

Existenci negativni zpétné vazby mezi ghrelinem a osou GH/IGF-I podporuje i pozorovéni
suprese koncentraci ghrelinu po podani GH pfi aerobnim cvi¢eni u nemocnych s deficitem rustového
hormonu (GHD) (Dall a kol. 2002). Ve studii Fredové a spolupracovniki vedla normalizace
akromegalického procesu a koncentraci GH k elevaci plasmatickych koncentraci ghrelinu (Freda a
kol. 2003).

Z vysledku recentnich studii u krys se nicméné ukazuje, Ze ghrelin neni kriticky nutny pro
sekreci GH a tato pozorovani zdroveri neprokazuji pfitomnost jejich vzdjemného zpétnovazebného
vztahu. Krysy, u kterych byl ghrelinovy gen knockoutovdn a které maji koncentrace ghrelinu
minimalni, vykazuji normalni rust, télesnou kompozici véetné kostni denzity a normdlni koncentrace
IGF-1. Podani ghrelinu u nich vede ke stimulaci pfijmu potravy, stejné€ jako u zdravych zvifat (Sun a
kol. 2003). U lidi nedochazi po podini GHRH antagonisty ¢i GHRH antiséra k Zddnému ovlivnén{
plasmatickych koncentraci ghrelinu, i kdyZ koncentrace GH signifikantné poklesnou (Barkan a kol.
2003). Kazuistika Corbetty a spolupracovniki popisuje vysoké koncentrace ghrelinu u nemocného s
pankreatickym tumorem (ghrelinomem), u néhoZ tyto vysoké koncentrace ghrelinu nijak neovlivnily
s€érové koncentrace GH a IGF-1 (Corbetta a kol. 2003). V nékterych studiich zahrnujicich pacienty
s akromegalii (Barkan a kol. 2003) ¢i s GHD (Janssen a kol. 2001) nebyly zji$tény signifikantni
rozdily v koncentracich ghrelinu oproti zdravym kontroldm, pfestoZe koncentrace GH se mezi témito
skupinami subjektd vyrazné li§ily a eventudlni jednoduchd zpétnd vazba ghrelin/GH by to
predpokladala. Navic v publikovanych studiich nebyly zji$tény korelace mezi koncentracemi ghrelinu
a GH jak u zdravych jedincu, tak v pfipadé riznych patologickych stavti (Cappiello a kol. 2002, Dall a
kol. 2002, Torsello a kol. 2002).

Studie Dalla a spolupracovnikd pfind3i sama o sobé rozporuplné vysledky. Zde sice do$lo
k supresi koncentraci ghrelinu u nemocnych s GHD po podén{ rekombinantniho lidského GH ( rhGH),
aviak aerobni cviceni zdravych subjektd nevedlo k Zddnym zméndm koncentraci ghrelinu, pfestoZe
doslo k elevaci koncentraci GH (Dall a kol. 2002).

Ghrelin svym pasobenim vede ke stimulaci sekrece, ne v8ak pfimo syntézy GH. Opakované

podéani ghrelinu u krys v kratkém c¢asovém intervalu nevede k dal§im vzestupim koncentraci GH.



K tomu dochdzi aZ po uplynuti intervalu 3-4 hodin, ve kterych nebyly pozorovany spontdnni episody
sekrece GH (Tolle a kol. 2001). Po podani ghrelinu dale nedochdzi ke stimulaci syntézy GH mRNA
v adenohypofyze. Naproti tomu infuze GHRH stimuluje syntézu i sekreci GH a v experimentu u krys
byla prokdzédna i zvy¥end syntéza ghrelinu i GHS-R v adenohypofyze po podani GHRH (Kamegai a
kol. 2001, Yoshihara a kol. 2002).

Nékteré vysledky naznaduji, Ze exprese ghrelinu i jeho stimulaéni vliv na sekreci GH
v adenohypofyze jsou alespon &asteéné zavislé na GHRH (Kamegai a kol. 2004). V experimentalnich
podminkach u krys, ve kterych dochazi ke zvySeni exprese hypotalamického GHRH, napf. pfi deficitu
GH zpisobeném mutaci GH receptoru, pfi hypokortikalismu a hypotyreéze, dochazi ke zvy3ené
produkci ghrelinu v adenohypofyze. Obdobné pfi sniZeni exprese hypotalamického GHRH, napf. pfi
terapii rhGH, po podani suprafyziologickych davek glukokortikoidl, pfi hypertyreéze a pfi hladovéni
dochazi ke snizeni mnozstvi ghrelinové mRNA i ghrelinu samotného v hypofyze. V nékterych studiich
podani antagonisty GHRH receptoru ¢i protnuti stopky hypofyzy u krys vedlo k potlaceni sekrece GH
po podani GHS i ghrelinu (Tannenbaum a kol. 2001, van der Lely a kol. 2004).

Jiné prace dokladaji i opa¢ny vztah mezi GHRH a hypotalamickym ghrelinem. GHS-R jsou
piitomny na hypotalamickych buiikach secernujicich GHRH. Podéni antagonisty GHS-R signifikantné
sniZilo produkci GH stimulovanou GHRH (Kamegai a kol. 2004). Lze tedy konstatovat, Ze GHS i
GHRH participuji na sekreci GH a oba systémy se vzajemné ovliviiuji.

V sekreci GH existuje pohlavni dimorfismus (Jaffe a kol. 1998). Ackoli celkovy denni vyde;j
GH se neli§i mezi muZi a Zenami, byly opakované zji§tény pohlavni rozdily v charakteru GH sekrece.
U obou pohlavi pfevlada noé¢ni sekrece GH. Zeny maji oviem vice dennich pulsi sekrece GH nez
muZi, jejichz amplituda je relativné uniformni a bazdlni a stfedni koncentrace GH v mezidobi jsou
vy$8§i v porovnani s muzi. U muzi vice pfevladd no¢ni sekrece GH, no¢ni pulsy vydeje GH maji
vysokou amplitudu, naopak béhem dne je vydej GH relativné nizky. UvaZzuje se, Ze na udrZeni vy38ich
koncentraci GH u Zen se podili GHRH a zvy3ena citlivost hypofyzy k GHRH u Zen (Jessup a kol.
2003). Pohlavni rozdily téz v.s. existuji jednak v ptisobeni hypotalamického somatostatinu, ktery se
vice podili na ovlivnéni sekrece GH u muzi, jednak v sile negativni zpétné vazby IGF-I potlacujici
sekreci GH. Barkan na zdkladé vysledku své studie zvaZzuje moZnou roli ghrelinu v udrzeni vy38ich
koncentraci GH u Zen (Barkan a kol. 2003).

Sekrece GH je tedy nejspiSe ovliviiovdna vzdjemnym pusobenim GHRH, somatostatinu,
ghrelinu, negativni zpétné vazby IGF-I i samotného GH a zvazuje se téZz potencidlni vliv daldich
neuropeptidli. Vysledky nékterych studii naznacuji, ze amplituda GH pulsii u ¢lovéka miZe byt
prevazné fizena GHRH a frekvence pulsatilni sekrece GH je patrné ovlivnéna oscilacemi
v koncentracich somatostatinu/ghrelinu (Maheshwari a kol. 2001).

Bunky produkujici ghrelin byly prokdzdny v adenohypofyze i hypotalamu. V soudasné dobé
néktefi autofi na zdkladé svych pozorovani uzaviraji, Zze endogenni sekrece GH je parakrinné

ovlivnéna ghrelinem pfitomnym v adenohypofyze (Korbonits a kol. 2001, Kamegai a kol. 2004), jin{



autofi pfipisuji rozhodujici vliv na sekreci GH hypotalamickému ghrelinu (Popovic a kol. 2003, van
der Lely a kol. 2004). Cirkulujici ghrelin v plasmé zfejmé neni vyznamnéj$im reguldtorem sekrece GH
z adenohypofyzy, i kdyZ byl popsdn aktivni transport ghrelinu pfes hematoencefalickou bariéru
(Banks a kol. 2002). K definitivnimu objasnéni, ktera z hypotéz nejvice odpovidd skute¢nosti, bude

zapotiebi dal$iho vyzkumu.

2.2. Sekrece dalSich hypofyzarnich hormoniti

Po intracerebroventrikuldarnim podani ghrelinu u krys dochdzi kromé stimulace sekrece GH
také ke stimulaci vydeje ACTH a nédsledné kortizolu a k inhibici sekrece TSH. Po perifernim podédni
ghrelinu u krys dochdzi pouze ke zvygeni sérovych koncentraci GH, koncentrace ostatnich hormont
nejsou ovlivnény (Date a kol. 2000b, Wren a kol. 2000). Po intravendéznim podani u krys ghrelin
blokuje stimulovanou sekreci somatostatinu, zatimco jeho bazdlni sekrece zustava neovlivnéna (Tolle
a kol. 2001).

U lidi intravenézni podani ghrelinu vede kromé stimulace sekrece GH také ke zvy3eni
koncentraci prolaktinu, ACTH a kortizolu (Arvat a kol. 2001b), byla pozorovéna téZ stimulace sekrece
aldosteronu (Arvat a kol. 2001a). Koncentrace FSH, LH i TSH ztstdvaji konstantni (Takaya a kol.
2000). Tento stimula¢ni vliv na sekreci ACTH a kortizolu byl pozorovdn i u nemocnych s GHD

(Aimaretti a kol. 2002).

d

2.3. Faktory ovliviiujici plasmatické koncentrace ghrelinu

Bylo zjiSt€no, Ze u krys plasmatické koncentrace ghrelinu stoupaji pfi hladovéni a klesaji po
pfijmu potravy (Toshinai a kol. 2001). Tyto zmény jsou zpusobeny zménou sekrece ghrelinu
v Zaludku a jsou reversibilni po realimentaci (Toshinai a kol. 2001).

Vzestup koncentraci ghrelinu pfi hladovén{ a jejich postupny pokles po nasyceni byl zjitén i u
lidi. Bylo opakované pozorovéno, Ze plasmatické koncentrace ghrelinu negativné koreluji s BMI a
obsahem té€lesného tuku (Capiello a kol. 2002). Koncentrace ghrelinu jsou nizké u obéznich individui
(vyjimkou je Praderiv-Willyho syndrom, viz niZe), u kterych stoupaji po redukci hmotnosti (Tschop a
kol. 2001), naopak jsou zvySené u S§tihlych jedincd, nemocnych s mentdlni anorexii i kachexii
nejruznéjsi etiologie a sniZuji se po dietni intervenci vyustujici v ndrdst hmotnosti (Becker a kol.
1999, Otto a kol. 2001).

Intravendzni ¢i perordlni podéni glukézy vede k supresi plasmatickych koncentraci ghrelinu u
krys i u ¢lovéka (Ariyasu a kol. 2002, Nakagawa a kol. 2002, Shiiya a kol. 2002). Pouze ve studii

Cappiella nebyla prokazana suprese koncentraci ghrelinu pfi ordlnim glukézovém toleranénim testu,



aviak jednalo se o nemocné s akromegalii (Cappiello a kol. 2002) a v jiné studii u téchto nemocnych
suprese koncentraci ghrelinu pozorovana byla (Freda a kol. 2003).

Hyperinzulinémie, at’ jiZ se soucasnou hypoglykémii ¢&i v euglykemickém clampu, sniZuje
plasmatickou koncentraci ghrelinu (Lucidi a kol. 2002, McCowen a kol. 2002, Saad a kol. 2002). Na
zékladé téchto pozorovdni autofi uvedenych studii uzaviraji, Ze inzulin pfimo ¢i nepfimo
zprostfedkovéva vliv nutrice ¢i aktudlni energetické bilance na koncentraci ghrelinu a naopak. Pokles
koncentraci inzulinu pfi hladovéni dle této hypotézy vede k vzestupu koncentraci ghrelinu, zatimco
postprandidlni hyperinzulinismus zpisobuje jev opa¢ny. Chronicky hyperinzulinismus u obéznich
jedincid a nizkd koncentrace inzulinu u kachexie by obdobné stejnym mechanismem méla ovliviiovat
plasmatické koncentrace ghrelinu u chronickych nutri¢nich zmén. Nicméné ani zde nepanuje naprosta
shoda mezi autory, v recentni studii Schallera a kol. (2003) do8lo k supresi koncentraci ghrelinu u lid{
pouze pii pouZiti suprafyziologickych dévek inzulinu, samotnd hyperglykémie vedouci
k fyziologickému hyperinzulinismu koncentrace ghrelinu neovlinila. Navic u krys byl v jedné studii
pozorovdn opacny jev, podani inzulinu vedlo ke stimulaci syntézy a sekrece ghrelinu v Zaludku
(Toshinai a kol. 2001).

Pokud se ty¢e zmén koncentraci inzulinu plsobenim ghrelinu, poddni ghrelinu vedlo k
potlaceni sekrece inzulinu u lidi (Broglio a kol. 2001) i u krys (Egido a kol. 2002), coZ by mohla opét
byt hormondlni odpovéd’ na hladovéni (viz vy3e), udrzujici koncentrace glukézy v normalnim rozmez{
inhibici sekrece inzulinu. Podobné v ojedinélych kasuistikdch nemocnych stumory secernujicimi
ghrelin (Corbetta a kol. 2003, Tsolakis a kol. 2004) dos$lo v pribéhu nemoci k potladeni sekrece
inzulinu a k rozvoji diabetu mellitu, a u my3i s knockoutovanym ghrelinovym genem byly detekovdny
zvy$ené koncentrace inzulinu (Sun a kol. 2005). Jiné studie ov8em popisuji stimulaci sekrece inzulinu
po podéni ghrelinu z izolovanych bunék krysiho (Adeghate a Ponery 2002) ¢i lidského pankreatu
(Date a kol. 2002). Podani ghrelinu vedlo u lidi k hyperglykémii (Broglio a kol. 2001), v jiné studii
doslo ke zvySen{ koncentraci glukézy ale i inzulinu pouze po podani acylovaného (aktivniho) ghrelinu,
desacylovany ghrelin tyto biochemické zmény nevyvolal (Gauna a kol. 2004). Z uvedeného vyplyvi,
Ze zatim nelze jednoznacné stanovit vzdjemny vztah ghrelinu a inzulinu a v této oblasti je zapotfebi
dal§iho vyzkumu.

K dal$im plsobkiim ovliviiujicim koncentraci ghrelinu patii somatostatin. Tento, stejné jako
jeho analoga, zplsobuje signifikantni pokles plasmatické koncentrace ghrelinu (Broglio a kol. 2002a,
Norrelund a kol. 2002) a navic zpiisobuje ztratu jeho diurndlni variability (Barkan a kol. 2003). Infuze
glukézy, stejné jako lipid-heparinova infuze stimulujici vydej somatostatinu z hypotalamu redukuji,
nicméné nedokaZi eliminovat sekreci GH fizenou ghrelinem (Broglio a kol. 2002b), zatimco stimulace
sekrece GH po poddni GHRH je kompletné potlaena (Di Vito a kol. 2002).

Sérové koncentrace leptinu negativné koreluji s plasmatickymi koncentracemi ghrelinu
(Cappiello a kol. 2002), navic podéni leptinu u krys vedlo ke sniZeni koncentraci ghrelinu a podobné

po podani ghrelinu doSlo ke sniZeni koncentraci leptinu (Toshinai a kol. 2001, van der Lely a kol.
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2004). Tyto nalezy vedly k dvahdm o tom, Ze leptin a ghrelin recipro¢né vzdjemné ovliviiuji svou
sekreci. Nicméné recentni vysledky studii na mySich s vyfazenim ghrelinového ¢i GHS-R genu
naznaduji, Ze vzajemna regulace téchto dvou hormoni je komplexné&j3i a zahrnuje i spolupodil dalSich
regulaénich mechanismd. V tomto pfipadé nedochazi ke zméné fyziologické sekrece leptinu
v zavislosti na akutnich ¢&i chronickych nutriénich zméndch i pfes to, Ze koncentrace ghrelinu jsou bud’
minimdlni anebo je jeho pasobeni pfes GHS-R zablokovano (Sun a kol. 2003, Sun a kol. 2004). Dalsi
vzajemné pusobeni ghrelinu a leptinu je zminéno v &asti pojedndvajici o centrdlnim metabolickém
pusobeni ghrelinu.

Sekrece ghrelinu je téZ ovlivnéna v zdvislosti na pohlavi. U Zen v pozdné folikularni fazi byly
zjiStény signifikantné vy33i koncentrace ghrelinu (Barkan a kol. 2003). I v sekreci GH existuje
pohlavni dimorfismus (viz vy3e), néktefi autofi tedy zvazuji kromé jinych vlivii i roli endogenniho
ghrelinu zpisobujici pohlavni dimorfismus sekrece GH (Barkan a kol. 2003).

Nejednoznaény je dosud vztah stirnuti a plasmatickych koncentraci ghrelinu; v nékterych
studiich byl popsan pokles koncentraci ghrelinu s vékem (Chapman 2004, Rigamonti a kol. 2002),

v jiné studii toto pozorovéni potvrzeno nebylo (Purnell a kol. 2003).

2.4. Centralni metabolické piisobeni ghrelinu

Exogenné podany ghrelin vede u krys ke stimulaci pfijmu potravy, coZ zpisobuje nartst
hmotnosti a signifikantni zvy$eni mnoZstvi tukové tkan€, beze zmény mnoZstvi beztukové tkané,
kostni hmoty a bez stimulace rustu (Nakazato a kol. 2001, Wren a kol. 2000). Dochézi k nérdstu
respiratniho kvocientu, coZz naznaduje zvy$eny katabolismus sacharidi a naopak sniZeni utilizace
tuku. Lipogeneticky efekt ghrelinu se zda byt nezavislym na pisobeni GH, protoZze GH zvy3uje vyde;j
energie a sniZuje mnoZstvi télesného tuku aniZz by ovlivnil respira¢ni kvocient. Tento celkové
anabolicky efekt ghrelinu (moZzno chdpat jako biologicky adaptaéni mechanismus zaji§t'ujici substrat
rastu pro pusobeni GH) byl pozorovéan i u my$i s GHD (Tschép a kol. 2000). U krys, u kterych byl
ghrelinovy gen knockoutovan, nebyly nicméné zjiSt€ény vyznamné odchylky ve velikosti a t€lesné
kompozici ani v rychlosti ristu a schopnosti reprodukce. Nebyl nalezen rozdil mezi pfijmem stravy u
mys3i s vyfazenym ghrelinovym genem a u zdravych kontrol, coZ nepotvrzuje hlavni ani unikatni roli
ghrelinu ve stimulaci pfijmu potravy (Sun a kol. 2003). Recentni studie u my$i s knockoutovanym
ghrelinovym genem naznalily moZnou roli ghrelinu v uréeni metabolického substrdtu, ktery je
vyuZivan k udrZzeni energetické bilance pfi pfijmu diety s vysokym obsahem tuki (Wortley a kol.
2004).

Produkce ghrelinu byla prokdzana i v hypotalamickych buiikdch lokalizovanych v okoli tieti
mozkové komory. Tyto neurony jsou v kontaktu s buiikami secernujicimi neuropeptid Y (NPY),

agouti-related protein (AGRP) a dal§i hormony (POMC/a-MSH, GHRH a CRH), které jsou
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lokalizovany v oblasti nucleus arcuatus. NPY je jednim z neji¢inngj$ich stimulatordi pfijmu potravy a
tim i narGstu hmotnosti. Béhem podan{ ghrelinu byla pozorovéna zvy$end exprese markerii neurondlni
aktivace (Fos a Egr-1 protein), stejné jako exprese NPY mRNA a sekrece NPY v téchto neuronech
(Nakazato a kol. 2001, Shintani a kol. 2001). Po podani protilitek proti NPY ¢&i antagonisti NPY-
receptoru Y1 a Y5 doslo k inhibici ghrelinem indukované hyperfagie. Pfi intracerebroventrikularnim
podéni protilatek proti ghrelinu viak nebyl pozorovan inhibi¢ni efekt na NPY indukovanou hyperfagii
(Nakazato a kol. 2001). Neurony produkujici NPY a AGRP jsou pfitomny spole¢né v nucleus arcuatus
a AGRP antagonisté taktéZ potla&i ghrelinem indukovany pfijem potravy. Tato fakta naznacuji, Ze
ghrelin uzivd NPY/AGRP systém pro své orexigenni piisobeni (Horvath a kol. 2001). Ghrelin navic
inhibuje sekreci serotoninu z krysich hypotalamickych neurondlnich synapsi in vitro, podobné jako
orexin A a B, coZ také muzZe pfispét k jeho orexigennimu puisobeni (Brunetti a kol. 2002).

Ghrelin blokuje leptinem indukovanou redukci pf{jmu potravy a obdobné leptin potlauje
ghrelinem indukovanou hyperfagii u krys. Vzhledem ktomu, Ze i leptin vyuZivd pfi svém
anorektickém pusobeni systém NPY/AGRP je pravdépodobné, Ze opa¢né t¢inky téchto hormoni jsou
zpusobeny vzdjemné antagonistickou regulaci NPY/AGRP systému na tirovni hypotalamu (Nakazato a

kol. 2001).
2.5. Ghrelin a poruchy prijmu potravy

Po zjidténi vyrazného orexigenniho pusobeni ghrelinu se zpocitku zvaZovala jeho mozZna
kauzilni role v etiopatogenezi obezity. Vysoké koncentrace ghrelinu by tak u predisponovanych
jedinci mohly vést k rozvoji obezity. Plasmatické koncentrace ghrelinu nicméné v prevazné vét§iné
studif negativné koreluji s body mass indexem (BMI) popt. i s obsahem télesného tuku a koncentrace
ghrelinu u obéznich jsou oproti plivodnimu pfedpokladu nizké (Tschép a kol. 2001, Cappiello a kol.
2001) a vzristaji po redukci hmotnosti (Tschop a kol. 2001).

V nékterych studiich (Cummings a kol. 2002, Shiiya a kol. 2002) plasmatické koncentrace
ghrelinu u subjektd s normdlni télesnou hmotnosti vykazovaly uréity diurnalni profil podobny profilu
sérovych koncentraci GH. Bylo zji§téno, Ze koncentrace ghrelinu stoupaji 1-2 hodiny pfed kaZzdym
jidlem a po najeden{ klesaji na bazdlni hodnoty opét béhem 1-2 hodin. U zdravych dobrovolniki
podany ghrelin vyvolal pocit hladu, a proto ndrust jeho koncentraci pfed jidlem muZe hrat roli
v iniciaci pifjmu potravy. Koncentrace ghrelinu mezi hlavnimi jidly pfi sledovani jeho diurndlniho
profilu postupné vzristaly v pribéhu dne, miniméalnich hodnot dosahovaly mezi 9. a 10. hodinou
dopoledne a maximalnich hodnot mezi piilnoci a 2. hodinou ranni (Cummings a kol. 2002). Denn{
kolisan{ koncentraci ghrelinu oviem nebylo pozorovano viemi autory (Barkan a kol. 2003).

U obéznich jedinci jsou snizené koncentrace ghrelinu a nedochézi k jejich supresi po pf{jmu

potravy (English a kol. 2002). Toto je nicméné reverzibilni stav, po snizeni hmotnosti koncentrace
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ghrelinu vzristaji a jeho reaktivita na pfijem potravy se obnovuje (Cummings a kol. 2002). Obézni
jedinci zdrovefi vykazuji abnormdlni spontdnni sekreci GH, stejné jako poruSenou somatotropni
reaktivitu na rizné provokativni stimuly. Insuficience somatotropni osy u obéznich je reverzibilni, po
normalizaci hmotnosti  dietnimi  opatfenimi  dochdzi k znovuobnoveni plvodniho stavu.
Hyposomatotropismus u obéznich jedincl je nejspiSe podminén multifaktoridlng€, pfispivaji k nému
metabolické zmény jako chronickd elevace volnych mastnych kyselin, hyperinzulinismus atd.,
nicméné ve svétle novych poznatkl nelze vylougit i vliv ghrelinu (Maccario a kol. 2002).

U prosté obezity ghrelin pravdépodobné neni hledanym kauzdlnim orexigennim faktorem.
Ackoli jsou koncentrace ghrelinu u obéznich sniZeny, jak je uvedeno vy3e, vyjimkou v tomto ohledu
jsou nemocni s Praderovym-Willyho syndromem (PWS), u nichZ nachdzime vysoké plasmatické
koncentrace ghrelinu a kde by orexigenni a ve svém disledku i adipogennf{ efekt ghrelinu mohl hrat
roli. PWS je charakterizovan excesivnim pfejidanim, progresivni masivni obezitou, mentdln{ retardaci
a abnormdlni télesnou kompozici se zmnoZenim tukové tkdné. Na rozdil od prosté obezity jsou
v pfipadé PWS vysoké koncentrace ghrelinu spojeny s pozitivnimi korelacemi mezi koncentracemi
ghrelinu a subjektivnimi pocity hladu ukazujici na moZny patofyziologicky vztah ghrelinu k hyperfagii
a obezit¢ u PWS (Delparigi a kol. 2002). Toto onemocnéni je dile charakterizovdno deficitem
somatotropni osy, av3ak kauzdlni vztah mezi relativni deficienci GH a hyperghrelinemii, véetné studi{
u nemocnych s poddvianim rhGH, nebyl prokdzan (Hoybye a kol. 2004, Tauber a kol. 2004). Také u
nemocnych s bulimia nervosa byly pozorovdny signifikantné zvy3ené koncentrace ghrelinu oproti
kontrolni skupiné, coZz naznaCuje jeho moznou roli jako inicidtoru hyperfagie (Tanaka a kol. 2002).
Podobné byl v ojedinélych kasuistikich u nemocnych stumory gastrointestindlniho traktu
secernujicimi ghrelin (ghrelinomy), jeZ vedly k jeho suprafyziologickym koncentracim, zji$tén vyssi
BMI i obsah télesného tuku u téchto nemocnych (Corbetta a kol. 2003, Tsolakis a kol. 2004).

Nemocni s mentdlni anorexii maji vysoké koncentrace ghrelinu (Becker a kol. 1999). Po
terapeutické intervenci vedouci k ndrustu télesné hmotnosti dochézi k jejich signifikantnimu sniZeni
(Otto a kol. 2001).

Zda se tedy, Ze zmény plasmatickych koncentraci ghrelinu s nutriénim stavem souvisi, za
fyziologického stavu jsou v3ak spiSe ndsledkem neZ pfi¢inou zvySeného obsahu tuku v organismu a
jeho zmén. Pravdépodobné neni hlavnim orexigennim faktorem zpisobujicim prostou obezitu u
Clovéka, av8ak u nékterych patologickych stavii spojenych s vysokymi koncentracemi ghrelinu se

tento jeho vliv uplatiiovat muze.
2.6. Ghrelin u nemocnych s akromegalii

Akromegalie je onemocnéni charakterizované zvy3enou autonomni sekreci GH v dospélosti

zpiisobenou nejcastéji adenomem hypofyzy z eosinofilnich bunék. Jen vzdcné se jedné o ektopickou
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paraneoplastickou sekreci GHRH z malignich tumorl ¢i o autonomni sekreci GHRH
z hypotalamickych hamartomd, které zplsobuji hyperplazii somatotropnich bunék adenohypofyzy.
Diagnéza je stanovena jednak na zakladé klinickych charakteristik, protoZe dochazi k fadé
morfologickych zmén, jednak na zdkladé laboratornich ndlezi a ndlezli zobrazovacich metod, pfi
kterych je adenom lokalizovdn. Laboratorné jsou prokazatelné vysoké koncentrace GH, IGF-,
IGFBP-3 a nesupresibilita elevovanych koncentraci GH k bazdlnim hodnotdm pfi ordlnim gluk6zovém
toleranénim testu.

Ghrelin se uplatiiuje jako silné sekretagogum rdstového hormonu, a proto lze predpokladat
zmény jeho plasmatickych koncentraci u onemocnéni charakterizovaného abnormdlni sekreci GH. U
tohoto onemocnéni se zprvu uvaZovalo o existenci negativni zpétné vazby mezi ghrelinem a
komponentami somatotropni osy, kterd by vedla k supresi koncentraci ghrelinu. V dobé sbirani dat pro
nadi studii bylo publikovdno nékolik praci zabyvajicich se stanovenim koncentraci ghrelinu u
akromegalie, av8ak tyto studie nepfinesly jednoznacné vysledky, které by objasnily patofyziologickou
tlohu ghrelinu v endogenni sekreci GH u tohoho onemocnéni. Néktefi autofi detekovali nizs{
koncentrace ghrelinu oproti zdravym kontrolam (Cappiello a kol. 2002, Freda a kol. 2003, Ronchi a
kol. 2004), v jinych studiich se koncentrace ghrelinu od zdravych subjekti neliSily (Norrelund a kol.
2002, Barkan a kol. 2003). Zadny statisticky vyznamny vztah mezi koncentracemi ghrelinu a GH ¢&i
IGF-1 v danych studiich prokdzdn nebyl. Problémem téchto praci je fakt, Ze autofi v nich dosud
stanovovali pouze koncentrace celkového ghrelinu, ne biologicky aktivni frakce (aktivniho ghrelinu),
ktery predstavuje minoritni podil v plasmé a jehoZz plasmatické zmény nemuseji odrdZet zmény
koncentraci celkového ghrelinu. Navic koncentrace biologicky tGéinného peptidu produkovaného
lokdlné v hypofyze €i hypotalamu u téchto nemocnych nejsou zndmé a zpétnovazebné regulaéni
mechanismy v této oblasti jsou obtiZné prokazatelné.

Zajimavé vysledky pfinesly studie zabyvajici se vlivem ruznych lé¢ebnych modalit u
akromegalie na zmény koncentraci ghrelinu. U nemocnych lé¢enych neurochirurgickou operaci doslo
po normalizaci koncentraci GH i IGF-1 k vyraznému zvy3eni hladin celkového ghrelinu, naopak u
pacientl léenych somatostatinovymi analogy koncentrace celkového ghrelinu klesly (Freda a kol.
2003, Norrelund a kol. 2002).

Daldi a svou koncepci ojedin€ld studie Arosia a spolupracovnikli zkoumala vliv exogenné
podaného ghrelinu na koncentrace GH. 1 u nemocnych s akromegalii zlstala zachovadna stimulace
sekrece GH po podani acylovaného ghrelinu (Arosio a kol. 2004).

Vysledky vySe uvedenych pozorovani tedy neumoZiiuji jednozaéné zhodnocen{
patofyziologického vyznamu endogenné produkovaného ghrelinu u akromegalie, jeho dlohy
v endogenni sekreci GH u tohoho onemocnéni ani zmén jeho koncentraci po tGspé$ném vylé&eni
akromegalického procesu. Koncentrace ghrelinu mohou odriZet vliv zmén télesného sloZeni jez
vznikaji u nemocnych s akromegalii (vy33i podil beztukové hmoty a men3i obsah t&lesného tuku pfi

aktivnim onemocnéni a naopak vzestup adipozity po Usp&¥né 1écbé), miize se podilet i
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hyperinzulinismus u akromegalie hypoteticky suprimujici koncentrace ghrelinu a pokles koncentraci
inzulinu po vylé&eni, nelze vylougit ani vliv zpétné vazby GH/IGF-I event. jiné dosud nepoznané
mechanismy. Posledné jmenovany mechanismus by mohl vést k elevaci koncentraci ghrelinu po
poklesu koncentraci GH a IGF-I po operaci hypofyzy, v pfipadé poddvani somatostatinovych analog
lze uvaZovat o piimé blokddé sekrece ghrelinu endokrinnimi bunikami Zalude¢ni sliznice. Kromé
piimého vlivu somatostatinu na somatotropni buiiky hypofyzarniho adenomu potladujiciho sekreci GH

se tudiz miZe uplatiiit i vliv zménéné sekrece ghrelinu v Zaludku.
2.7. Ghrelin u nemocnych s deficitem riistového hormonu

Deficit ristového hormonu (GHD) se miiZze vyvinout ndsledkem celé fady patologickych stavil
béhem détstvi & v dospélosti. Ac¢koli miZe byt pfitomen izolované jako jedinnid endokrinopatie,
Zastéji je soucdsti mnohocetnych hormondlnich deficitt, kdy GH je typicky prvnim hormonem, jehoz
sekrece je u patologickych stavil postizena. Nejcastéjsi pfi¢iny téchto stavil jsou tumory hypotalamo-
hypofyzarniho systému a jejich terapie, ozafeni, trauma, vaskuldrni pfihody, infekce a infiltrativni
choroby. V dospélosti, kdy chybi hlavni klinicky pfiznak deficitu GH a sice zdstava ristu, je tento stav
v poc¢atku klinicky obtizné detekovatelny. Diagnéza je postavena na zdkladé provedeni stimula¢nich
testl, napf. testu sinzulinem indukovanou hypoglykémii, didle je moZno vyuZit argininovy,
glukagonovy, klonidinovy test, test s GHRH a GH sekretagogy atd. Za tézky deficit GH se povaZzuje
stav, kdy v testu s inzulinem indukovanou hypoglykémii nepfekro¢i indukovana koncentrace GH 3
pg/l (6mIU/).

U nemocnych s GHD byly v prib&hu provadéni nad{ studie riznymi autory postupné zjiitény a
publikovany ve studiich rtizné koncentrace ghrelinu - stejné jako u kontrolnich osob (Malik a kol.
2004), nesignifikantné niZ3{ oproti zdravym jedinciim (Janssen a kol. 2002), ¢i signifikantné sniZené
(Giavoli a kol. 2004). Nebyly zjistény Zadné korelace mezi koncentracemi ghrelinu a GH ¢&i IGF-1.

Nékolik védeckych skupin zjistovalo zmény koncentraci ghrelinu pfi terapii téchto
nemocnych thGH a vysledky jsou opét rozporuplné. Ve studii Janssena nedo$lo po roénim poddvéni
rhGH k signifikantnim zméndm v koncentracich ghrelinu, naproti tomu ve studii Engstromové do$lo
po devitimési¢nim podavani rhGH k poklesu koncentraci ghrelinu (Janssen a kol. 2002, Engstrom a
kol. 2004). Rozporuplné vysledky pozorovala i Giavoliovd a spolupracovnici (2004). V této studii
doslo ke vzestupu koncentraci ghrelinu, které tak dosdhly hodnot nalézanych u zdravé populace po
ro¢nim podavani rhGH, zatimco po kritkodobém tydennim podani vysokych ddvek rhGH vedoucich
k elevaci IGF-I nad fyziologické hodnoty koncentrace ghrelinu klesly (Giavoli a kol. 2004).

U nemocnych s GHD dochdzi po dlouhodobém poddvani rhGH i beze zmény hmotnosti
k poklesu celkového mnoZstvi télesného tuku (Janssen a kol. 2002, Engstrom a kol. 2003), eventuelné

soucasné i k poklesu hmotnosti a tim i BMI (Giavoli a kol. 2004). Dochazi k vzestupu koncentraci
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inzulinu (Enstrdm a kol. 2004). Plasmatické koncentrace ghrelinu a jejich zmény pfi 1é¢bé téchto
nemocnych by mohly opét byt zplisobeny negativni zpétnou vazbou mezi ghrelinem a komponentami
osy GH/IGF-I, ale podilet se mohou i zmény mnoZstvi télesného tuku, koncentraci inzulinu ¢i jiné
dosud nepoznané faktory. Opét je komplikujicim faktem to, Ze uvedené studie dosud stanovovaly
pouze koncentrace celkového, ne biologicky aktivniho ghrelinu.

U nemocnych s GHD vede podani ghrelinu k signifikantnimu vzestupu koncentraci GH. Jeho
stimulaéni efekt je siln&j$i neZ plGsobeni GHRH + argininu ¢&i efekt inzulinem indukované
hypoglykémie, nicméné indukované koncentrace GH jsou niZ3i neZ u zdravych kontrol. Také u téchto
nemocnych podani ghrelinu vede ke zvy$eni koncentraaci ACTH, kortizolu a prolaktinu (Aimaretti a

kol. 2002).
2.8. Ghrelin u nemocnych s porusenou funkci ledvin

Rendlni selhdni je charakterizovdno mnohocetnymi endokrinnimi a metabolickymi
abnormalitami, které vznikaji jako nédsledek zmény sekrece a metabolismu hormond a ristovych
faktori na jedné strané a zmény orgdnové sensitivity k jejich fyziologickému plisobeni na strané
druhé. Tyto zmény postihuji i somatotropni osu a vedou k urcité rezistenci na ptisobeni GH. Pfi poruse
funkce ledvin dochdzi k vzestupu pulsatilni sekrece GH, coZ ve spojeni se sniZzenou clearance vede ke
zvySeni sérovych koncentraci GH. Na druhé strané byva postiZzena sekrece IGF-I v jatrech pfi urémii a
proto jsou cirkulujici koncentrace IGF-I normalni &i lehce elevované, aviak vzhledem ke zvySenym
koncentracim GH jsou neadekvatné nizké. K tomu pfistupuje snizend dostupnost IGF-I pfi vazbé na
vazebné proteiny pro IGF (IGFBP 1-6), jejichZ koncentrace ndsledkem kumulace v organismu pfi
rendlnim selhdn{ téZ vzristaji. A dal$im faktorem prohlubujicim GH/IGF-I rezistenci pfi onemocnéni
ledvin jsou jejich pfedpoklddané receptorové a postreceptorové poruchy. Rendlni selhdni tak neni
stavemn deficitu endogenniho GH ¢&i IGF-1, ale spiSe stavem, kdy regulace a dostupnost jednotlivych
komponent somatotropni osy je porusena (Roelfsema a kol. 2001).

V burikiach glomerulu i ledvinnych tubulil byly nalezeny receptory pro GH i IGF-1. GH i IGF-I
vedou ke zvySeni pritoku plasmy ledvinami a ke zvy3eni glomeruldrni filtrace. Exprese genu pro
ghrelin i pro GHS-R byla také nalezena v ledvinné tkdni: v podocytech, mesangidlnich burkdch,
v burikdch glomerulu i ve fibroblastech, a to jak u hlodavci, tak v lidské ledving (Mori a kol. 2000,
Papotti a kol. 2000). Av3ak patofyziologicky vyznam produkce ghrelinu ledvinami zatim nen{ znam.

V priibéhu sbirdni dat naS$i studie bylo publikovdno né&kolik praci, jeZ zjistovaly zmény
plasmatickych koncentraci ghrelinu u nemocnych s porugenou funkci ledvin. U nemocnych s renalni
insuficienci/rendlnim selhdnim (RI/RS) byly ve studiich uniformné zjistény zvyZené koncentrace

celkového ghrelinu (Yoshimoto a kol. 2002, Pérez-Fontén a kol. 2004, Rodriguez Ayala a kol. 2004,
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Schmidt a kol. 2004), aviak regulace sekrece ghrelinu a jeji vztah k sekreci GH ¢i IGF-I u rendlnich
onemocnéni neni zcela objasnéna.

Koncentrace GH jsou pfi porudené funkci ledvin zvy3ené a hemodialyza vede k jejich poklesu.
Pokud se tyée vztahu mezi ghrelinem a GH, byly mezi koncentracemi téchto parametrii nalezeny
pozitivni korelace ve dvou studiich (Yoshimoto a kol. 2002, Pérez-Fontén a kol. 2004), Yoshimoto a
spolupracovnici zkoumali téZ koncentrace aktivniho ghrelinu, které také s koncentracemi GH
pozitivné korelovaly. V jinych uvedenych studiich Zidnd asociace mezi koncentracemi celkového
ghrelinu a GH potvrzena nebyla.

Na regulaci plasmatickych koncentraci ghrelinu u RI/RS se v.s. podili vice faktord. Jednim
znich je porucha ledvinné funkce, kterd vede k jeho kumulaci v organismu. Ackoli v né€kterych
studiich nebyla nalezena Z4ddnd asociace mezi koncentracemi ghrelinu a renélni funkci (Pérez-Fontén a
kol. 2004, Rodriguez Ayala a kol. 2004), po hemodialyze byl zji§tén pokles koncentraci celkového
event. i acylovaného ghrelinu (Yoshimoto a kol. 2002, Schmidt a kol. 2004). Pii studiich u krys vedla
heminefrektomie ¢i bilaterdln{ nefrektomie ke znaénému narustu plasmatickych koncentraci celkového
ghrelinu a navic byl ghrelin detekovdn v mo¢i zdravych subjekti, coZz naznacuje jeho filtraci ¢i aktivni
sekreci do moci (Yoshimoto a kol. 2002).

Z dal8ich faktord urujicich koncentrace ghrelinu u onemocnéni ledvin se podobné jako u
zdravych jedinci zvaZuje negativné zpétnovazebné pulsobeni koncentraci inzulinu a leptinu,
koncentrace ghrelinu negativné koreluji téZ s BMI a procentem viscerdlniho tuku (Rodriguez Ayala a
kol. 2004), i kdyZ ani tento vztah nebyl potvrzen viemi autory (Pérez-Fontin a kol. 2004).
Jednoznaéné nelze ani usuzovat na vliv nutriénich parametrt ¢i markerd zanétu (Pérez-Fontédn a kol.

2004, Schmidt a kol. 2004).

3. Leptin a solubilni leptinovy receptor

Leptin je proteinovy hormon objeveny v roce 1994 klonovanim mysiho ob genu (Zhang a
kol. 1994). Jeho funkce u mysi byla aste¢né objasnéna studiemi na ob/ob mysich, které v dlsledku
mutace ob genu produkuji inaktivn{ leptin. Tito hlodavci se vyznaduji obezitou a hyperfagii, podani
rekombinantniho leptinu vede k redukci hmotnosti a normalizaci pfijmu potravy (Halaas a kol. 1995).
Leptin vede u krys ke zvySeni bazilniho energetického metabolismu zvy$enou sympatickou nervovou
aktivitou a termogenezi v tukové tkédni a ve svalech (Scarpace a kol. 1997).

I u lidi je leptin povaZovdn za signdl informujici centrdlni nervovou soustavu o stavu
tukovych zdsob organismu a jevi se jako dlouhodoby regulaéni signdl chuti k jidlu. Hlavnim
producentem leptinu jsou adipocyty, jeho produkce viak byla identifikovdna i v daldich tkdnich

(Banks a kol. 1996).
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Koncentrace leptinu u lidi koreluji pozitivn& s BMI a obsahem télesného tuku, obézni
jedinci maji zvy$ené koncentrace leptinu (Maffei a kol. 1995). Nejen u chronickych, ale také u
akutnich zmén nutriéniho stavu dochdzi k ovlivnéni sérovych hladin leptinu. Hladovéni vede ke
snizeni jeho koncentraci, naopak piijem potravy koncentrace leptinu zvyS$uje. Zvy3end koncentrace
leptinu fyziologicky vede k omezeni pfijmu potravy. Toto viak neplati u obéznich jedincd, ktefi maji
zvysené koncentrace leptinu, jeZ se neuplatiiuji v supresi pifjmu potravy. U téchto nemocnych se
predpokladd vznik rezistence k piisobeni leptinu (Sinha a Caro 1998). Kromé obsahu télesného tuku a
BMI se za kliovy regulétor sekrece leptinu povaZuje inzulin, jeZ stimuluje jeho sekreci (Kolaczynski
a kol. 1996). Koncentrace leptinu vykazuji cirkadidnni rytmicitu s maximéalnim vzestupem v ¢asnych
rannich hodindch. Diurndln{ rytmus je potlaéen pfi dlouhodobém hladovéni, kdy koncentrace leptinu,
zprvu elevované u obéznich jedinct, klesaji (Sinha a kol. 1996).

V piipadé kachexie, malnutrice nejriznéjsi etiologie i mentdlni anorexie nachdzime nizké
koncentrace leptinu (Haluzik a kol. 1999). Naproti tomu u nemocnych s rendlni insuficienci ¢i
rendlnim selhdnim v dialyzaénim programu jsou koncentrace leptinu zvy$ené, pfestoZe tito nemocni
asto trpi malnutrici, anorexif a maji sniZzeny obsah télesného tuku (Stenvinkel a kol. 2000). Podil
leptinu na etiologii anorexie téchto nemocnych se predpokldd4, i kdyZ vysledky nejsou jednoznacné.
Vysoké koncentrace leptinu jsou v tomto pfipadé zpuisobeny nejspife vlivem sniZené clearance a
degradace leptinu pfi onemocnéni ledvin, na druhé strané nebyly jednoznaéné prokdzény korelace
mezi koncentracemi leptinu a urey, kreatininu ¢i glomeruldrni filtraci. Proto se u téchto stavi
pfedpoklddd i jind pfiina hyperleptinémie. 1 zde zistdvaji zachovédny pozitivni korelace mezi
koncentracemi leptinu a obsahem télesného tuku, BMI a koncentracemi inzulinu a pravé
hyperinzulinémie resp. inzulinové rezistence je dal§im moZnym etiologickym faktorem elevujicim
koncentrace leptinu. Koncentrace leptinu zdvisi téZ na propustnosti dialyzaéni membrany, proto
v nékterych studiich po dialyze nedo$lo ke zméné koncentraci leptinu (Sharma a kol. 1997, Haluzik a
kol. 2000), v jinych sérové koncentrace leptinu klesly (Wiesholzer a kol. 1998).

V cilovych tkédnich piisobi leptin po vazbé na sviij receptor, jeZ se sklddd z extraceluldrni a
intraceluldrni domény. Solubilni leptinovy receptor (SLR), jehoZ koncentraci uréujeme v séru, je
strukturdln€ shodny s extraceluldrni ¢asti leptinového receptoru a je hlavnim plasmatickym vazebnym
proteinem pro leptin. Jeho funkce je nejspi§e moduladni — vazbou leptinu sniZuje jeho pisobeni ve
tkdnich, na druh€ strané prodluZuje jeho biologicky polo¢as (ochrana leptinu pfed degradaci sérovymi
protedzami) a tim miZe ekonomizovat jeho d¢inek (Lammert a kol. 2001). Predpoklada se, ze
biologicky aktivni je pouze volny leptin.

V koncentracich leptinu existuje pohlavni dimorfismus, sérové koncentrace leptinu jsou 2-
3x vy33i u Zen neZ u muzl odpovidajictho BMI. PfiGina neni zcela jasnd, miZe se jednat o vliv
pohlavnich hormoni €i o vliv relativné vy33iho podilu télesného tuku u Zen (Ostlund a kol. 1996).

Koncentrace leptinu jsou dle dostupnych studii sniZeny u pacientl s akromegalif, tito

nemocni maji t€Z niZ3i obsah télesného tuku oproti zdravé kontrolni skupin& Pohlavni rozdily
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v koncentracich leptinu jsou pfitomny i u tohoto onemocnéni. Po dsp&$né normalizaci koncentraci
GH/IGF-I (po operaci hypofyzy &i pfi podavani somatostatinovych analog) dochazi k signifikantnimu
vzestupu koncentraci leptinu i obsahu télesného tuku, ktery nemusi byt doprovédzen zvySenim BMI.
Opét i v pfipadé akromegalie zlstdvaji zachovany pozitivni korelace mezi koncentracemi leptinu
a BMI, obsahem télesného tuku akoncentracemi inzulinu (Damjanovic a kol. 2000). V né&kterych
studiich jsou tyto korelace pfitomny pouze po normalizaci akromegalického procesu (Tan a kol.
2001). VétSina autord uzavird, Ze zmény koncentraci leptinu jsou primdrné determinovdny zménami
obsahu tuku v organismu, pfimé ovlivnéni koncentraci leptinu zménami jednotlivych parametr(
GH/IGF-I osy je spiSe spekulativni (Isozaki a kol. 1999). Koncentrace leptinu negativné koreluji
s koncentracemi ghrelinu u nemocnych s akromegalii (Cappiello a kol. 2002), stejné jako u zdravych
jedinct (Tschop a kol. 2001).

Nemocni s GHD naopak vykazuji oproti zdravym kontroldm vy$3i obsah télesného tuku, pfi
isp&sném lé¢eni thGH obsah télesného tuku klesd. V souladu s témito zménami vétSina autord studif
zaznamenala vy33i koncentrace leptinu, které pii 1é¢bé rhGH obvykle klesaji a jejich pokles je
proporciondlni poklesu obsahu télesného tuku (White a kol. 2003, Engstrom a kol. 2003), i kdyZ
néktefi autofi s témito ndlezy polemizuji. Bud’ nezaznamenali zmény koncentraci leptinu pfi 1é¢bé
rhGH i pfes zmény télesné kompozice (Héna a kol. 2004), anebo nebyl pokles koncentraci leptinu
proporciondlni zméné adipozity (White a kol. 2003). Koncentrace leptinu tedy dle vétSiny autorti opét
pfevdzné odraZeji zmény obsahu télesného tuku u nemocnych s GHD a koreluji s obsahem télesného
tuku pfed i po 1é¢bé. Nicméné zmény koncentraci leptinu pfi 1é¢bé rhGH pfipoustéji navic i moZny
regulacni vliv vlastniho poddvaného rhGH, ktery zpisobuje supresi koncentraci leptinu (Randeva a
kol. 2002, White a kol. 2003) a jehoz efekt je nezdvisly na zménach obsahu télesného tuku (Lissett a
kol. 2001). U nemocnych s GHD vét§ina autord nezaznamenala Zadny statisticky vyznamny vztah

mezi koncentracemi ghrelinu a leptinu (Engstrom a kol. 2003, Giavoli a kol. 2004, Malik a kol. 2004).

4. IGF ajejich vazebné proteiny

IGF-I a IGF-II (insulin-like growth factor-I a II) byly identifikovédny v roce 1957 a ptivodné
byly vzhledem ke své schopnosti stimulovat inkorporaci sulfdtu do chrupavek nazvény ,sulfataénimi
faktory“. S rozvojem poznéni jejich dal3ich aktivit byly postupné pfejmenovavéany aZz do ustileni
nomenklatury v roce 1978, kdy byly oznaCeny jako ,,inzulinu podobné ristové faktory* — IGF-1 a IGF-
II. Jednd se o polypeptidy syntetizované ve tkdnich vlivem GH, jsou strukturdlné homologni
s inzulinem i navzdjem.

Pro zprostfedkovéni pisobeni GH je nejduleZit&jsi IGF-1. IGF-1 vznika v fadé perifernich
tkani pisobenim GH, nejvétsi podil v plasmé tvofi IGF-1 produkovany v jatrech. V séru je piitomen

pfevazné ve formé ternarniho komplexu (150 kDa) s IGFBP-3 a acidolabilni podjednotkou (ALS).
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Men& mnozstvi IGF-I je vdzdno na ostatni vazebné proteiny, anebo je pfitomno ve volné formé jako
volny IGF-1, ktery je fakticky biologicky aktivni frakci. Jako faktor cirkulujici v krevnim fedisti
plisobi endokrinnég, v tkdnich které jej produkujf také parakrinné a autokrinné. Mezi jeho Gcinky patii
stimulace rustu dlouhych kosti a celkové anabolicky uginek, dale inzulinu podobny u€inek ve
svalovych buiikich a vtukové tkdni (vychytdvani glukézy v uvedenych tkénich zplsobuje
hypoglykémii podobné jako pisobeni inzulinu), sniZuje jaterni glukoneogenezi a zvy3uje inzulinovou
senzitivitu, vede k poklesu hladiny ketolatek, volnych mastnych kyselin a triacylglycerolt v séru, dile
stimuluje rust a diferenciaci buné€k (zvy3uje syntézu DNA a proliferaci bunék, byla téZ popsina
schopnost oddélit bunéénou smrt), ovliviiuje funkci nékterych bunék a tkéni (produkce hormonii
v ovariich, nadledvindch) a negativni zpétnou vazbou ovliviiuje sekreci GH na tdrovni hypofyzy a
hypotalamu. V ledviné zvy3uje IGF-I stejné jako GH rendlni pritok plasmy, glomeruldrni filtraci a
tubuldrni reabsorpci fosfétl, za patologickych stavii zpiisobuje IGF-I hypertrofii ledvin, kterou vidime
napf. u diabetes mellitus ¢i po nefrektomii. Samotny GH naopak vede ke glomeruloskleréze.
Diagnosticky se pouZiva stanoveni sérovych koncentraci IGF-I k potvrzeni diagnézy akromegalie, kde
jsou koncentrace IGF-1 zvySené a na rozdil od samotného GH jsou relativné stabilni béhem dne. U
nemocnych s GHD jsou koncentrace IGF-I nizké a pfi terapii rhGH vzristaji. Nizké koncentrace IGF-1
nalézdme i pfi hladovéni (je markerem proteino-energetické malnutrice), pfi realimentaci koncentrace
IGF-I stoupaji. Pfi poruSené funkci ledvin (nemocni s rendlni insuficienci ¢i selhdnim v dialyzaénim
programu) jsou koncentrace IGF-1 obyCejné v pasu normy ¢i mirné zvy3ené — uplatiiuje se snizend
clearance IGF-I a jeho poru3end tvorba ve tkdnich, hlavné v jatrech, pfi urémii (Iglesias a kol. 2004).

Prava fyziologickd funkce IGF-II stile neni zcela objasnéna. Jak bylo zji§téno
v experimentédlnich podminkach, mnoho jeho biologickych funkci je ekvivalentni k funkcim IGF-1. Je
prokazano, ze IGF-II plni roli fetdlniho ristového faktoru. V séru je transportovén pievaZzné ve vazbé
na IGFBP-3.

Na fizeni aktivity IGF-1 i IGF-II se podili fada jejich vazebnych proteini (IGFBP 1-6 -
insulin-like growth factor binding protein 1-6). Regulace aktivity IGF-1 a IGF-II témito paisobky je
pfevdzné negativni (vazbou IGF sniZuji jeho biologickou dostupnost), i kdyZz byl popsdn i vliv
stimula¢ni, navic se spekuluje o pfimych tkanovych d¢incich nékterych vazebnych proteina. Pfipisuje
se jim role v ovlivnéni motility a adheze buné&k, apoptézy i bun&tného cyklu. Dosud jich bylo
izolovédno 6, hlavnim sérovym vazebnym proteinem je IGFBP-3. IGFBP-3 transportuje vice neZ 75%
IGF-I a IGF-II, voln4 frakce obou hormoni v cirkulaci tvofi cca 1% a zbytek je vaz4n na ostatn{
transportni proteiny.

IGFBP-1 je produkovén pfevdzné jatry a decidudlné transformovanym endometriem. Jeho
produkce v jétrech je inverzné regulovdna koncentraci inzulinu v portalni krvi a tedy odraZi akutni
zmény tykajici se pffjmu potravy. Jeho sérové koncentrace stoupaji pfi restrikci pfijmu potravy a pfi
malnutrici, po nasyceni opét klesaji. Zvy3ené koncentrace nachdzime u diabetikd, t&hotnych Zen a pfi

Jaterni cirhéze, snizené koncentrace pfi obezité, hyperinzulinismu a hypersekreci GH. Vysoké
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koncentrace nachdzime téZ v amniotické tekutiné a fetdlnim séru, postnatélné tyto koncentrace klesaji.
Koncentrace IGFBP-1 béhem dne kolisaji a vykazuji cirkadidnni rytmus s preprandidlnim vzestupem a
postprandidlnim poklesem, coZ souvisi se sekreci inzulinu. IGFBP-1 s nejvétsi pravdépodobnosti
neplni dlohu rezervodru IGF-1, ale jakéhosi moduldtoru aktivity IGF-I1. Rendln{ insuficience je spojena
se zvy$enim koncentraci IGFBP-1, na kterych se kromé& jeho porusené clearance ledvinami podili i
zvy3eni jaterni syntézy (Iglesias a kol.2004).

IGFBP-2 je po IGFBP-3 druhym nejvyznamnéj$im sérovym vazebnym proteinem pro IGF
a hlavnim vazebnym proteinem v cerebrospindlnim likvoru. Je pfitomen téZ v amniotické a semindlni
tekutiné a v mo€i. Pfi nutri¢nim deficitu jeho koncentrace stoupaji, zvy$ené koncentrace nachdzime
téZ2 u nemocnych srendlni insuficienci ¢i selhdnim ledvin. Opét se kromé poruené clearance
ledvinami spekuluje o zvy3ené tvorbé v jatrech. Vazebn4 kapacita IGFBP-2 pro IGF-II je signifikantné
vy$§i nez pro IGF-I (Jehle a kol. 2000).

IGFBP-3 je produkovin pfedev§im jétry, jeho koncentrace jsou béhem dne stabilni a jeho
syntéza je fizena plsobenim GH. Vazebnd kapacita je téméf zcela nasycena a piedstavuje jakysi
rezervoar IGF. V séru je pfitomen ve formé komplexu tvotfeného jednim z dvojice IGF-I ¢i IGF-II,
déle ALS a vlastnim IGFBP-3. M4 modulaéni vliv na biologickou aktivitu IGF-I, i kdyZ pfevaZuje
jeho inhibi¢ni plsobeni. Recentné publikované studie nazna€uji moZnou souvislost mezi zvySenymi
koncentracemi IGF-I v situaci sniZenych koncentraci IGFBP-3, které jsou asociovdny se zvy$enym
rizikem kolorektdlniho karcinomu, karcinomu prostaty, prsu a plic. U nemocnych s akromegalii jsou
koncentrace IGFBP-3 zvy3ené a naopak u nemocnych s deficitem ristového hormonu nachdzime
koncentrace nizké. Zmény nutri¢niho stavu sleduje paralelné s IGF-I; pfi nutri¢nim deficitu klesd, po
realimentaci se jeho koncentrace zvySuji. Pfi rendln{ insuficienci &i selhdni ledvin dochdzi ke zvy$ené
hydrolyze IGFBP-3, nésledkem ¢ehoZ se kumuluji nizkomolekuldrni fragmenty IGFBP-3 v krvi, které
ov8em vykazuji malou afinitu pro IGF-I (Iglesias a kol. 2004, Jehle a kol. 2000).

IGFBP-6 nemd patrné vyznamnou transportni funkci, podili se spise na modulaci
biologick€ aktivity IGF-I na tkafové drovni. Je pfitomen v séru i v mozkomi$nim moku, jeho
produkce byla prokdzana v jatrech, plicich i mozku. Jeho G¢inek je pfevdZné inhibi&ni a md vy3si
afinitu k IGF-II. Stejné jako u dalsich vazebnych proteint jeho koncentrace pti rendlni insuficienci

vzriastaji (Jehle a kol. 2000).

5. Cil projektu

Cilem na3i studie bylo rozdifeni poznéni fyziologické role ghrelinu. Ghrelin je nejsiln&j$im
znamym stimuldtorem sekrece GH po exogennim podani, nicméné jeho vlastni fyziologické piisobeni
ve vztahu k endogenni sekreci GH neni pln€ objasnéno. Ve studiich, které se dosud timto tématem

zabyvaly, byly zji§tovany pouze koncentrace celkového ghrelinu. Cilem naseho projektu bylo uréeni
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plasmatickych koncentraci celkového i aktivniho ghrelinu u zdravych jedinci i riiznych chorobnych
stavil spojenych s patologickou sekreci GH (nemocni s akromegalii, GHD a rendlni insuficienci) a
studium vzdjemnych vztahti mezi koncentracemi ghrelinu a jednotlivych parametrti osy GH/IGF-1.
Piedpokladali jsme, Ze sekrece ghrelinu je modulovédna sekre¢nim stavem rtstového hormonu.
Testované hypotézy:
1) u pacientl s akromegalii jsme plivodné o&ekdvali sniZené plasmatické koncentrace ghrelinu
jakoZto vysledek negativni zpétné vazby pii hypersekreci riistového hormonu
2) u pacienti s GHD jsme prvotné piedpoklddali, Ze v disledku chybéjictho negativné
zpétnovazebného vlivu GH budou plasmatické koncentrace ghrelinu elevovany
3) u pacientd s RI/RS jsme zprvu ocekdvali sniZené koncentrace ghrelinu, a ddle jsme
ptedpoklddali, Ze stupei tohoto sniZeni je Umérny stupni rendlni insuficience. Predpoklddali

jsme, Ze dojde k dpravé tohoto stavu po hemodialyze

6. Metody

Do na3i studie byla zahrnuta fada nemocnych s vybranymi diagnézami — patologickymi stavy
charakterizovanymi poru$enou regulaci somatotropni osy. Jednalo se o pacienty s hormondalné aktivni
akromegalif, pacienty s GHD a o nemocné s poruSenou funkci ledvin v&etné pacienti s rendlnim
selhanim v dialyza¢nim programu. Posledné jmenované jsme vysetiili pfed i po provedeni rutinni
hemodialyzy. Déle jsme vySetiili skupinu zdravych dobrovolniki, jejichZz vysledky slouzily jako
kontroly. VSichni vySetfovani jedinci byli poudeni o vyzkumné povaze provadénych vy3etfeni a
podepsali informovany souhlas. Na3e studie byla schvélena etickou komisi.

Odbéry krve byly provedeny u vSech vySetfenych subjektd za standardnich podminek. Krev
byla vramci prvniho ndbéru odebrdna v 8.00 hod. rdno po celono¢nim laénéni do vakuovych
zkumavek. U v3ech subjektii jsme vySetfili koncentrace celkového a aktivniho ghrelinu, GH, IGF-I,
volného IGF-1, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-6, leptinu, inzulinu, solubilniho leptinového
receptoru, celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu, triacylglycerolu,
prealbuminu, albuminu, celkové bilkoviny, glukézy, urey a kreatininu. Koncentrace GH byly uréeny
jako aritmeticky primér celkem ze 3 odbérii provedenych v odstupu 30 min. U nemocnych
v dialyzaénim programu jsme navic po skonfeni hemodialyzy, kterd nédsledovala bezprostiedné po
odbérech krve, odebrali krev na vy3etfeni koncentraci celkového a aktivniho ghrelinu, GH, IGF-],
volného IGF-I, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-6, leptinu, inzulinu a solubilniho leptinového
receptoru. Bezprostfedné po odbéru byly sérum i plasma obloZeny ledem a po transportu do laboratoie
separovdny centrifugaci pfi 3000 ot./min. po dobu 10 min. pfi +4 °C. Vzorky byly ndsledné zmrazeny

pii -80 °C aZ do doby stanoveni.
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U viech subjektil bylo v den vySetfeni provedeno zikladni antropometrické vy3etfeni — byli
zvézeni, byla zméfena télesnd vy3ka, obvod pasu v trovni pupku a obvod bokl v nej3irSim miste.
Z vybranych parametrii jsme vypo€itali body mass index (BMI) dle vzorce télesnd védha (kg)/t€lesnd
vy$ka (m?) a waist-hip ratio (WHR) jakoZto pomér obvodu pasu (m)/obvod bokii (m). Obsah télesného
tuku (%) byl stanoven zméfenim tloustky 4 koZnich fas Bestovym kaliperem na nedominantni strané
t&la (nad bicepsem, tricepsem, spina iliaca anterior superior, pod lopatkou).

Koncentrace vybranych hormondlnich parametri byly stanovovény pomoci komerénich Kitd.
Ke zméfeni koncentraci ghrelinu byly pouZity RIA kity — Ghrelin (Total) RIA kit a Ghrelin (Active)
RIA kit (Linco Research, USA), koncentrace leptinu a solubilniho leptinového receptoru byly
uréovany pomoci komerénich ELISA kitd (Bio Vendor, CR), koncentrace inzulinu pomoci RIA kitu
(Solupharm, CR), ke zjidténi koncentraci IGFBP-2 a IGFBP-6 byly pouzity také RIA kity (DSL,
USA). Koncentrace GH a IGF-1 byly stanoveny komerénimi IRMA kity (Immunotech, CR),
koncentrace volného IGF-I, IGFBP-1 a IGFBP-3 byly zméfeny taktéZ IRMA kity (DSL, USA).
Ostatni sérové parametry (koncentrace celkové bilkoviny, albuminu, prealbuminu, cholesterolu,
triacylglyceroli, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu, urey, kreatininu a glukézy) byly stanoveny
standardnimi laboratornimi metodami v centrdlnich laboratofich VFN, Praha.

RIA metoda (radioimmunoassay) je metoda kompetitivné imunochemickd. Stanovovany
antigen ve vzorku séra ¢i plasmy a ve vzorcich standard je inkubovan spolu s antigenem zna¢enym 123
ve zkumavkdach potaZenych polyklondln{ protilatkou proti stanovovanému antigenu. Po inkubaci obsah
zkumavek odsajeme a navdzand aktivita je zméfena gama-citacem. Koncentrace stanovovaného
antigenu je nepfimo imérnd méfené aktivité a je odecétena z kalibraéni kiivky.

IRMA metoda je imunoradiometrické stanoveni koncentrace nezndmé latky ,,sendvi¢ovou* a
tedy nekompetitivni metodou. VyuZivd dvou monoklonélnich protildtek proti dvéma riiznym epitopiim
stanovované molekuly. Stanovovany antigen soucasné reaguje s prvni specifickou protildtkou
imobilizovanou na sténé zkumavky a s druhou specifickou monoklonalni protilitkou znagenou '*’I .
Po inkubaci se odsaje obsah zkumavek a vymyje se nenavdzand znafend protildtka. Radioaktivita je
opét méfena na gama-Cita€i. Koncentrace stanovované liatky ve vzorku se odeéte z kalibraéni kfivky
sestrojené pomoci standardu.

ELISA metoda (enzyme-linked immunosorbent assay) je imunoenzymatické stanoveni
sendviového typu. Na sténé€ jamek ELISA kit je adsorbovéna specifickd monoklondlni protilatka, jez
vdZe detekované antigeny pfitomné v testovaném vzorku tekutiny. Po vymyti zbytku vzorku se pfidd
polyklondlni protildtka, taktéZ specifickd pro dany antigen, na které je navdzany enzym (kfenovd
peroxiddza). Dal$im promytim se odstrani tato polyklondlni nenavdzand protilitka a po pfidani
chromogenniho substrdtu (tetramethylbenzidin) dojde k enzymatické reakci, kterd je provizena
barevnou zménou iimérnou koncentraci detekovaného antigenu ve zkumavkach. Intenzita barvy je pak
méfena spektrofotometricky. Standardni kfivka je stanovena na zdkladé méfeni absorbance standard,

koncentrace nezndmych vzorki jsou uréeny na zakladé této kfivky.

23



Data byla statisticky zpracovana pomoci programu Statistica (StatSoft, Inc., USA). Byly
vypogitdny priméry a stfedni chyby priméru. Vyznamnost rozdili mezi skupinami byla stanovena
pomoci nepdrového t-testu, pfipadné Mann-Whitney neparametrického testu. K porovnani
dynamickych zmén sledovanych parametri (efekt hemodialyzy) byl pouZit parovy t-test. Vztahy mezi
jednotlivymi parametry byly uréovdny pomoci Pearsonova resp. Spearmanova korelaéniho testu.
RovnéZ byla pouZita analyza kovariance, ktera pfi porovnavéni skupin zohlediiuje rizné rozloZeni
koncentraci kreatininu. Data, kterd byla nenormalné (ne-Gaussovsky) rozloZena byla pfed pouZitim
analyzy kovariance logaritmovana. Vzhledem k podezfeni, Ze vztah mezi nékterymi proménnymi je
zpasobem rendlnim selhdnim byly rovnéZ poéitdny parcidlni korelace, které tento pfipadny vliv

kontroluji event. eliminuji.
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7. Vysledky

7.1. Plasmatické koncentrace ghrelinu u zdravych jedincu

7.1.1. Vztah ghrelinu k parametrim osy GH/IGF-I a k zdkladnim laboratornim a

antropometrickym parametrim u zdravych jedincu a v zavislosti na pohlavi

Do studie bylo zafazeno 79 zdravych subjektd (33 muzi a 46 zen). Plasmaticka koncentrace
celkového ghrelinu u kontrolnich zdravych subjektd byla 2,16+0,13 ng/ml. koncentrace aktivniho
ghrelinu byla 0,09+0,02 ng/ml. Aktivni ghrelin pfedstavoval 4,03 % z celkové koncentrace ghrelinu.

Bylo zjisténo, ze koncentrace celkového ghrelinu, GH, IGFBP-3, leptinu, HDL cholesterolu a
obsah télesného tuku byly signifikantné vyssi u zen, muzi méli statisticky vyznamné vyssi WHR a
koncentrace IGFBP-6, urey, kreatininu, prealbuminu a glukozy (graf 1, tabulka 1).

Koncentrace celkového ghrelinu negativné korelovaly s BMI, WHR, sérovymi koncentracemi
IGF-1, inzulinu, urey a triacylglyceroli a pozitivné korelovaly s koncentracemi IGFBP-2, HDL
cholesterolu a pomérem GH/IGF-I v celé kontrolni skupiné. Zadné signifikantni korelace nebyly
zjistény mezi plasmatickymi koncentracemi aktivniho ghrelinu a studovanymi parametry (tabulka 2).

Dale byl zkouman vztah koncentraci ghrelinu ke sledovanym parametrim zvlast’ ve skupiné
muzi i zen. U obou pohlavi byly nalezeny negativni korelace mezi koncentracemi celkového ghrelinu
a BMI, obsahem tuku v organismu a koncentracemi inzulinu. U muzi koncentrace celkového ghrelinu
pozitivné korelovaly s koncentracemi IGFBP-1 a IGFBP-2. U zen, na rozdil od muzi, byly nalezeny
pozitivni korelace s koncentracemi volného IGF-I, pomérem GH/IGF-1 a negativni korelace
s koncentracemi IGF-1 a triacylglycerol. V ptipadé aktivniho ghrelinu nebyly nalezeny korelace

s zadnym ze studovanych parametrt ani u jednoho pohlavi (tabulka 2).

Grafl

Plasmatické koncentrace celkového ghrelinu ve skupiné zdravych muzi a zen

Celkovy ghrelin (ng/mi)

Zeny

Udaje v grafu jsou vyjddreny jako priméry + stiedni chyba pruméru, p< 0,01.
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