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CILE PRACE

Cilem naseho vyzkumu bylo objasnit ulohu n€kterych regulacnich peptidi
centrdlniho nervového systému, gastrointestindlniho traktu a tukové tkané
v patogenezi zmén télesné hmotnosti a nutri¢niho stavu u détskych pacientl s
obezitou, mentalni anorexii, Crohnovou nemoci a celiakalni sprue.
Radioimunoanalyzou byly stanoveny plazmatické hladiny orexinu A, celkového
ghrelinu a sérové hladiny leptinu a enzymovou imunoanalyzou byly stanoveny
sérové hladiny adiponektinu u zdravych jedinci a u vySe uvedenych
patologickych stavli a zhodnocen vliv nutriéni intervence na tyto hladiny. Dale
jsme stanovili plazmatické hladiny amylinu u dospélych pacientt

s osteoporozou.

Konkrétni cile navrzené pro tento projekt zahrnovaly:

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

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

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

4. Stanoveni plazmatickych hladin amylinu u dospélych pacienti

s osteoporozou, diabetem II. typu a u kontrolni skupiny pacienti
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1. PREHLED SOUCASNEHO STAVU ZNALOSTI

1.1. Poruchy pfijmu potravy a nutri¢niho stavu organismu

1.1.1. Uvod

Téma vyzivy nabyva v moderni spolecnosti velkého vyznamu, pfedevsim vzhledem ke
vzrlstajicimu vyskytu poruch nutri¢éniho stavu i poruch pfijmu potravy v populaci. Na
etiologii téchto zmén ma kromé Zivotniho stylu nezanedbatelny vliv také individudlni
konstituce organismu, ktery je vystaven snizenému nebo naopak zvySenému piijmu Zivin. Pro
konkrétniho jedince je riziko vzniku poruchy nutri¢niho stavu déno jak stravovacimi navyky a
fyzickou aktivitou, tak jeho genetickou vybavou, kterd urcuje bazalni metabolickou spotiebu a
reakci organismu za podminek nadmérné nebo nedostatecné nabidky kalorii. V této praci jsou
popsany nékteré peptidové hormony, které se ti€astni regulace pfijmu potravy a stavu vyzivy

organismu.

1.1.2. Zakladni pojmy

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

na pFijem potravy a dlouhodobé vlivy na nutri¢ni stav organismu.

1.1.2.1. Zmény ptijmu potravy

Z hlediska ptijmu potravy miizeme odlisit skupinu peptidit orexigennich (napt. orexin
A, ghrelin, neuropeptid Y), které pii experimentalni aplikaci plisobi zvySeni pfijmu potravy a
jejich exprese se obvykle zvySuje nalacno a klesd po nasyceni. Proto lze v prubchu dne
vysledovat v jejich krevnich hladindch uréitou periodicitu zavislou na poctu a rozvrZeni
dennich jidel. Tyto peptidy se podileji na biologické reakci jako signaly hladu a spoustéji
komplexni odpovéd organismu vedouci k vyhledavani a zvySeni pfijmu potravy. Jsou
zapojeny do nervovych drah a okruhti, které zprostfedkovavaji priivodni emocionalni a
vegetativni projevy piijmu potravy. Privodnim emocionalnim projevem muiize byt napt. pocit

hladu, vegetativnim projevem je napf. zvySenad motilita a sekrece traviciho traktu (slinéni). Na

13



opacném konci spektra jsou anorexigenni peptidy (napt. cholecystokinin, amylin, leptin),
jejichz ucinek je komplementarni k predchozi skupiné peptidi a hladiny v krevnim fecisti

reaguji na pfijem potravy opa¢nym zpusobem.

1.1.2.2. Zmény nutri¢niho stavu

Vyse popsané zmény jsou fyziologické a reguluji ptijem potravy u vSech jedinct bez
ohledu na jejich nutriéni stav. Naopak zména nutri¢niho stavu nastadva v piipadé dlouhodobé
poruchy regulaé¢nich mechanismi ptijmu potravy nebo energetické spotieby.

V ptipad¢ dlouhodobé prevazujiciho pfijmu potravy nad energetickym vydejem se v
organismu nadmérné uklada energie v podob¢ tuku - vznika obezita. Nejcastéjsi pfi¢inou je
nespravny zivotni styl spojeny s nadmérnym piijmem stravy a nizkou pohybovou aktivitou.
Jedna se o vuli ovlivnitelny psychosocialni jev, ktery je pti vhodné edukaci v dlouhodobém
horizontu reverzibilni. V takovém piipadé¢ je porucha nutricniho stavu provazena
sekunddrnimi zménami v systému regulacnich peptidd, které pii dlouhodobé normalizaci
nutri¢niho stavu vymizi.

Byly ovsem popsany i geneticky podminéné poruchy (syndromy i monogenni vady),
jejichz soucasti je rozvoj obezity (obr. 1). U téchto stavii je na podkladé vrozené poruchy v
systému regulacnich peptidl zvySeny piijem potravy nebo sniZzeny energeticky vydej. Vyskyt
téchto poruch je v populaci relativné vzacny a jejich ovlivnéni dietnim a pohybovym rezimem
je obtizné.

V piipadé¢ dlouhodobé snizené¢ho piijmu potravy, ktery je nedostacujici pro
energeticky vydej organismu, se spotiebovavaji tukové zasoby a vznikd podvyziva,
malnutrice. PtiCinou mize byt snizena nabidka stravy - Castd v rozvojovych zemich nebo v
civilizovaném svété u nutri¢né rizikovych skupin (napf. pacienti s chronickym onemocnénim,
kojenci atd.). Také v tomto ptipadé dochéazi k sekundarnim zménam v systému regulacnich
peptid, které s normalizaci nutriéniho stavu odezni.

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

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

1.1.3. Obezita

Obezita je civiliza¢ni chorobou postihujici predev§im vyspélé populace (Lévy a spol.
1995). Podle rozsahl¢ holandské studie z roku 2000 (Frederiks a spol. 2000) se od roku 1980
pocet obéznich déti v Holandsku zdvojnasobil. Od tif let véku je obézni jedno dité z péti. VEk,
ve kterém se déti stanou obéznimi, se snizil na primérné 5,5 roku. Nejvétsi vyskyt obezity je
mezi méstskymi détmi méné vzdélanych rodi¢i. Ceska republika patii k zemim s nejvyssim
vyskytem obezity v Evropé.

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

Yeo a spol. 1998).
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1.1.4. Mentalni anorexie

Mentalni anorexie je zavazna porucha piijmu potravy, kterd je charakterizovana
vyraznou podvyzivou, dysfunkci menstruaéniho cyklu a poruchou vnimani télesného
schématu. Postihne béhem zivota 0,5% zen a ma nejvyssi mortalitu ze vSech psychiatrickych
onemocnéni. V jeji etiologii hraji krom€ mnoha dal$ich vyznamnou ulohu i genetické faktory.
Nutri¢ni podpora je jako 1écba v akutni fazi postacujici, ale dosazeni dlouhodobého vyléceni
bez psychologicko-psychiatrické intervence je velmi obtizné. V souvislosti s timto
onemocnénim jsou zmiflovany abnormality v serotoninovém systému v mozku, ale specificka
dysfunkce jediného neurotransmiterového systému nemuize vysvétlit vSechny aspekty
choroby. Je tfeba zkoumat také vliv dopaminu a gonadalnich steroidd, vzhledem k vyraznému
vyskytu mentalni anorexie u divek v obdobi puberty, zvlast¢ u téch, které mély menarché
v nizkém veku. Také objev leptinu, orexinil a jinych neuropeptidii mize, vzhledem k jejich
ucasti na regulaci pfijmu potravy, pfispét k objasnéni patogeneze a zlepSeni terapie tohoto

onemocnéni (Vitiello a spol. 2000).

1.1.5. Syndrom anorexie a kachexie pti nadorovych onemocnénich

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

1999).
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1.1.6. Crohnova nemoc

Crohnova nemoc je zadvazné nespecifické zanétlivé onemocnéni traviciho traktu, které
se vdétském véku projevuje kromé gastrointestindlni symptomatologie (priymy, bolesti
bficha) také poruchou riistu a nutri¢niho stavu. Casto je onemocnéni provazeno chronickym
nechutenstvim, na jehoz patogenezi se miize podilet fada mechanismu. Pfi¢inou mohou byt
zanétlivé mediatory (cytokiny), které jsou produkovény v misté zanétu a puisobenim na
autonomni nervova zakonceni nebo prostfednictvim cirkulace na hypothalamicka centra
imitovat pisobeni n¢kterych pfirozenych anorexigennich regula¢nich peptidl (napft. leptinu) a
tim vést k anorexii a dlouhodobé nepiiznivému nutri¢nimu stavu. Na rozvoji nechutenstvi se
ovSem muze podilet také dysbalance mezi regulaénimi hormony, které za fyziologickych
okolnosti udrzuji rovnovazny piijem potravy odpovidajici nutriénim potiebdm organismu. Za
podminek chronického zanétlivého onemocnéni mohou vznikat primarni nebo sekundarni
zmény v expresi téchto peptidii. Obdobnym mechanismem by bylo mozno vysvétlit 1 vznik
kostni nemoci, na které se kromé& dlouhodobého nedostatku mineralt a jinych nutrientii mize

podilet i nerovnovéaha v regula¢nich peptidech nutri¢niho stavu.

1.1.7. Celiakie

Celiakie (glutensenzitivni enteropatie) je trvala nesnaSenlivost lepku, pii které vznika
poskozeni sliznice tenkého stfeva u vnimavych jedincti. Prevalence onemocnéni v populaci je
vysoka — podle n¢kterych udaji az 1:300. Symptomatologie celiakie je velmi bohaté a 1isi se
dle véku. Mezi nejcastéjsi symptomy v kojeneckém obdobi patii anorexie, neprospivani a
gastrointestindlni symptomatologie (prijmy). Ve Skolnim véku se onemocnéni projevuje
Castéji poruchami rdstu, anemii a osteopenii az osteopordzou. U dospélych se kromé vyse
jmenovanych symptomt setkdvame i s poruchami fertility a projevy souvisejicimi se
sdruzenymi autoimunitnimi onemocnénimi (thyreopatie atd.). Z vyse patrnych udaja vyplyva,
7e celiakie je casto spojena s poruchou pfijmu potravy a nutricniho stavu organismu.
Jednotlivé symptomy napovidaji, Ze v patogenezi tohoto onemocnéni by mohla byt zahrnuta
fada regulacnich peptidd, které se v rdmci primarnich nebo sekundarnich zmén podileji na
vzniku malnutrice nebo se naopak organismus zménou jejich exprese snazi zachovat dostatek
energetickych zasob pii chronickém onemocnéni. Také na patogenezi poruchy ristu a kostni

nemoci se mohou podilet regulaéni peptidy, které maji vliv na vyplavovani rlstového
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hormonu nebo jsou spojujicim ¢ladnkem mezi regulaci nutricniho stavu a vyvojem kostni

hmoty.

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

1.2.1. Obecné regula¢ni mechanismy

Pfijem potravy a nutricni stav organismu jsou regulovany souhrou nékolika systémt.

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

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

Buiiky traviciho traktu jsou mistem produkce fady regulac¢nich peptidi (ghrelin,
cholecystokinin, peptid YY, oxyntomodulin, amylin). Ty jsou vyplavovany jako reakce na
pritomnost traveniny v zaludecnim nebo stfevnim lumen. Jsou tvofeny zejména bunikami
zaludec¢ni a stfevni sliznice a endokrinnimi buiikami slinivky bfisni. Cilova mista ptsobeni
téchto hormoni jsou zejména v oblasti gastrointestinalniho traktu a hypothalamu, kde zpétnou
vazbou - pfimo nebo prosttednictvim bloudivého nervu - ovliviiuji piijem potravy.

Piivodni predstavy o tukové tkani jako o pasivnim tlozisti energie ve formé tukovych
z4asob jsou dnes jiz piekondny. V soucasné dob¢€ vime, ze tukova tkan je hormondlné vysoce
aktivni organ, ktery je mistem produkce celé fady regulacnich peptidd (leptin, TNF-alfa,
adiponektin, resistin). Jejich tvorba je ovlivnéna mnozstvim a velikosti adipocytli a mistem
pusobeni jsou zejména receptory v hypothalamu, jejichz prostiednictvim je centralni nervovy

systém informovan o mnozstvi tukové tkan¢ v organismu.
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Hypothalamus

OREXIGENNI
- NPY, AgRP, OX, Galanin

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

1

Tukova tkan GIT

I Leptin, Resistin,Adiponektin] €———
Adipsin, TNF-alfa

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

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

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

1.2.2. Ptehled zékladnich regulacnich center

1.2.2.1. Hypothalamus

Hypothalamus (HT) je dulezitou diencefalickou strukturou ti¢astnici se regulace fady
klinicky vyznamnych fyziologickych dé&ja. Jeho jadra jsou sidlem exprese genii mnoha
neuropeptidt i klasickych neurotransmiterd ovliviiujicich homeostdzu organismu od regulace
télesné teploty a uvoliiovani hypofyarnich hormont az po synchronizaci jednotlivych slozek
autonomniho nervového systému. Jednotliva hypothalamickd jadra tvofi fadu neuropeptidd,
které maji vztah k potravnimu chovani jedince (Bronsky a spol. 2003a). Jiz pfed mnoha lety
se prokazalo, Ze potravni chovani ma své regulaéni centrum v hypothalamické oblasti,
nicmén¢ az nedavna léta pfinesla objasnéni mnoha detailnich poznatki a identifikaci fady
novych neuropeptidl. Jejich kratky piehled spolu s uvedenim pfislusnych anatomicko-

fyziologickych a klinickych vztaht je uveden v nasledujici stati.
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1.2.2.1.1. Neuroanatomicky podklad

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

informace §ifi a cilové tkdn¢, zastavaly po dlouhy ¢as nezodpovézeny.

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

Anorexigenni neuropeptidy
(snizuji prijem potravy)

Kortikotropin-releasing hormon 8q13 41
Urocortin 2p23-p21 40
Neurotensin 12921 13
Glukagon-like peptid 1 2q36-q37 30
Kokainem a amfetaminem regulovany transkript 5913.2 89
Melanokortin 2p23.3 13
Agouti protein 20g11.2 16
Agouti-related peptid 16g22 112

Tabulka 1: Orexigenni a anorexigenni neuropeptidy hypothalamu
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Intenzivni vyzkum v poslednich nékolika letech vedl nejprve k identifikaci
orexigennich a anorexigennich neurotransmiterti v hypothalamu (tab. 1). Nasledovala ptesna
lokalizace jejich produkce, uvoliiovani a receptivnich oblasti. Byly také podany dikazy
morfologického vztahu mezi neurony produkujicimi jednotlivé neurotransmitery /
neuromodulatory. To, Ze nékteré neurony mohou byt piivodcem vice nez jednoho signélu
regulujiciho potravni chovani (Hokfelt a spol. 2000, Stanley a spol. 1993, Spina a spol. 1996,

vvvvvv

lokalizovan slozity okruh schopny regulovat potravni chovani.

1.2.2.1.2. Hypothalamicka jadra

Hypothalamus tidi homeostdzu celého organismu tiemi rdznymi mechanismy

(Kingsley a spol. 1996):

1) Prvnim z nich jsou descendentni spojeni s mozkovym kmenem a michou, podilejici se
na regulaci autonomniho nervového systému (ANS). Hypothalamus slouzi jako zakladni
integracni centrum ANS a je propojen sjadry mozkového kmene a s michou
prostiednictvim fasciculus longitudinalis dorsalis, fasciculus mamillaris princeps a
fasciculus telencephalicus medialis. Drahy, jakymi se do hypothalamu dostavaji
senzorické informace, nejsou doposud uspokojivé prozkoumany. Zda se, Ze vétSina
z nich ptichazi pres kmenovou retikularni formaci a maji sviij ptivod v fadé bunécnych

typi, jez mohou produkovat katecholaminy, serotonin, ¢i acetylcholin.

2) Hypothalamus sam o sob¢ slouzi jako endokrinni organ, ktery prostiednictvim sekrece
do krevniho ob¢hu reguluje mnozstvi fyziologickych a endokrinnich funkci. Doposud
nebylo mozné bliZe urcit korelaci specifickych autonomnich funkci s individualnimi HT
jadry. Je vsak zfejmé, ze existuje urcitd regionalni specializace: Oblasti ptedniho HT jsou
blizce asociované s parasympatickymi funkcemi. Napfi. stimulace v blizkosti nucleus
anterior zpusobuje zpomaleni srdecniho rytmu, snizeni krevniho tlaku, periferni

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

asociovany se sympatickymi funkcemi a jejich draZzdénim je mozZno vyvolat opacné

reakce.
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3)

vvvvvv

buiiku v téle) a nervovy (elektricky, ovliviujici specifické efektorové skupiny buné€k) je
dnes jiz zastaralé. CNS je diky existenci tzv. cirkumventrikularnich orgédnt (CVO) s
chybéjici hematoencefalickou bariérou (HEB) konfrontovan s krevnimi endokrinnimi
prenaseCi. Mezi CVO ftadime téchto sedm oblasti: area postrema, epifyza,
subkomisuralni a subfornikalni oblast, organum vasculosum laminy terminalis,
eminentia mediana a neurohypofyza. CVO obsahuji neurony, ale maji nckteré
charakteristické rysy endokrinnich zlaz. Napt. bézna nervova tkén je schopna pouzivat
jako jediny zdroj energie glukozu a to prostiednictvim cyklu trikarboxylovych kyselin.
CVO jsou schopné jako zdroj energie vyuzivat t€Z volné mastné kyseliny a navic je
mohou metabolizovat cestou hexdézo-monofosfatového shuntu, coz je cesta pro neurony
nedostupna. CVO maji vyssi kapilarni densitu nez okolni nervova tkan a tyto kapilary
jsou téz strukturalné odlisné (perikapilarni prostor, fenestrace a povrchové pits”). Je
prokéazano, ze povrch “pits” je pokryt specializovanymi receptory, které vazi cirkulujici
hormony a pfeménuji chemicky signal na neurondlni. CNS je tedy predmétem

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

Konec¢né, svymi spojenimi se strukturami koncového mozku hraje HT velmi dtlezitou,
avsak zatim ne pfili§ jasnou roli v regulaci chovani. Hypothalamus lezi v klicovém bodé
celé neurdlni osy. Kiizi se v ném descendentni vlivy z kortikalnich oblasti a regulace
nejprimitivnéjSich funkei organismu: traveni, kardiovaskularnich funkci, dychani, télesné
teploty, obrannych mechanismt a sexualnich funkci. Dale slouzi jako ohnisko, z néhoz
mohou byt ascendentni informace vhodné distribuovany do celého nervového systému a
integrovany s descendentnimi ptikazy. Zda se, Ze pfes tato spojeni jsou behavioralni
mechanismy integrovany do fyziologickych homeostatickych mechanismi preziti. Napf.
potravni chovéni je ned¢litelnou slozkou traveni. Nékteré zajimavé studie ukazuji, jak
mohou léze ¢i stimulace HT struktur ovlivnit stereotypni chovani orientované na pteziti.
HT pravdépodobné ovliviluje stereotypni chovani recipro¢nimi interakcemi s
kortikalnimi strukturami. NejvyznamnéjS$imi z nich jsou jddra amygdaly, hipokampalni

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

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

Eferentni signialy zCNS jsou do GIT pfenaSeny zejména prostiednictvim
pregangliovych vladken vagového parasympatiku, ktery prevazuje béhem vétSiny
interdigestivni 1 digestivni faze a koordinuje exogenni 1 endogenni sekreci a motilitu v GIT.
Naopak postgangliova splanchnickd vldkna zprostfedkovavaji signaly sympatiku predev§im
za podminek stresu, adaptace a nocicepce (Janig a spol. 1986).

Aferentni signaly z GIT jsou pfenaseny do CNS prostfednictvim vlaken n. vagus a
spinalnich nervi. Pfendseji informace ztady senzort v trdvicim traktu, které reaguji na
mechanické podnéty (distenze, kontrakce), chemické latky (travenina v lumen GIT), neuro-
hormonalni vlivy (regula¢ni hormony traviciho traktu), neurotransmitery, neuromodulatory,
cytokiny a medidtory zadnétu produkované mikroby v travicim traktu (Langley a spol. 1994,
Holzer a spol. 1992).

Excitace gastrointestindlnich mechano- chemo- a nociceptori ve sliznici, svaloving
nebo v serdéze GIT mize byt zdrojem pro intramuralni a extramuralni reflexy. Intramuralni
reflexy jsou zprostiedkovany lokalnimi senzorickymi neurony, interneurony a efektorovymi
neurony. Ovliviluji motorickou, sekre¢ni a vaskularni aktivitu v kratkém useku GIT.
Extramuralni reflexy se odehravaji na urovni prevertebrdlnich ganglii, michy nebo
mozkového kmene (Wingate a spol. 1981, Langley a spol. 1994, Blaugrund a spol. 1996,
Janig a spol. 1986, Holzer a spol. 1992). Aferentni vldkna splanchnickych nervli prochazeji
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intervertebralnimi ganglii do zadnich roht miSnich, kde jsou zapojena do miSnich reflexii
ovliviiyjicich motilitu a sekreci GIT (Maggi a spol. 1991, Green a spol. 1988). VétSina
aferentnich vagovych vldken je zakoncena v nucleus tractus solitarii (NTS) mozkového
kmene. Tato oblast je interneurony propojena s dorsalnim motorickym jadrem vagu (DMV)
v oblasti dorsalniho vagalniho komplexu. Tim je uzavien okruh zprostiedkujici tzv. vago-
vagalni reflexy koordinujici fadu funkci traviciho traktu. Neékteré signaly z GIT jsou
pirenaSeny do vysSich etazi CNS prostfednictvim ascendentnich spojeni z NTS do
hypothalamu, zejména do PVN a nucleus arcuatus (ARC), dale do centralniho jadra
amygdaly, jadra stria terminalis a ventralniho thalamu, kde ovliviiuji potravni chovani
(Berthoud a spol. 1990).

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

1.2.2.3. Tukova tkan jako endokrinng aktivni orgén

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

Nejmén¢ pul stoleti je znamo, ze ptijem potravy a mira bazalniho metabolismu jsou
regulovany ve vztahu k mnozstvi télesného tuku v organismu (Kennedy a spol. 1953).
V posledni dobé byla identifikovana fada pisobkd produkovanych adipocyty, z nichZ mnohé
jiz byly v minulosti popsany také v souvislosti s jinymi tkanémi organismu. Jedna se zejména
o komponenty renin-angiotensinového systému, inzulinu podobny rtstovy faktor 1 (IGF-1),
adenosin, interleukin-1 a 6, TNF-alfa, inhibitor aktivatoru plasminogenu a dalsi (Kim a
Moustaid-Moussa 2000). Dale jsou v adipocytech produkovany hormony, které hraji

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

protein stimulujici acylaci (obr. 3).

angiotensinogen @

e
adiponektin @

Obriazek 3: Tukova tkan jako endokrinné aktivni organ

properdin

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

transforming growth factor beta

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

leptinu a adiponektinu (Zhang a spol. 2002).
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Tukova tkan neni pouze mistem produkce regula¢nich hormont, ale zéaroven je
metabolicky aktivnim efektorovym orgadnem eferentnich drah z CNS, ktery se podili na
bazélni metabolické spotiebé organismu. Za tuto funkci jsou zodpovédné tzv. uncoupling
proteiny. Jedna se o molekuly, které se vyskytuji zejména v buikach tzv.hnédé tukové tkané
a kosterniho svalstva. Jejich prostfednictvim je organismus schopen uvolfiovat energii ve
formé tepla namisto jejiho uklddani ve formé chemickych sloucenin. Tyto proteiny hraji
vyznamnou roli v celkové energetické bilanci organismu. Hnéda tukova tkan ma u cloveka
vyznam pfi tvorbé tepla v novorozeneckém obdobi, v pozdé&j§im véku tuto funkci piebird

kosterni svalovina, kterd obsahuje odlisny typ uncoupling proteind.

1.2.3. Vz4jemna interakce signall

Regulace prfijmu potravy a nutriéniho stavu organismu probihd prostiednictvim
vzajemné interakce tfi zakladnich systémid. Hypothalamus je fidicim centrem,
gastrointestindlni trakt registruje mnozstvi a kvalitu piijaté stravy a tukova tkan poskytuje
informaci o mnozstvi energetickych zasob v organismu. Hypothalamicka centra sytosti a
hladu produkuji orexigenni a anorexigenni regulacni peptidy, které jsou propojeny do
interaktivni sit€ signal. Vystupem jsou eferentni drahy do ostatnich oblasti CNS, kde probiha
regulace chuti k jidlu, registrovani pocitu hladu a zmény potravniho chovéni, které¢ vedou k
vyhledani stravy a pfipravé k jeji konzumaci. Zaroven jsou neurony produkujici orexiny
napojeny na spankova centra a synchronizuji tak denni stravovaci rytmus s cyklem spanku a
bdéni. Dalsi eferentni drahy z hypothalamickych center vedou do vegetativnich center v
prodlouzené miSe, kde prostfednictvim eferentnich drah autonomniho nervového systému
ovlivituji motilitu a sekre¢ni aktivitu gastrointestindlniho traktu a energetickou spotiebu v
mitochondriich tukové tkané a kosterniho svalstva. Hypothalamické neurony maji na svém
povrchu receptory pro orexigenni a anorexigenni hormony traviciho traktu a tukové tkané a
nckteré z nich jsou glukosenzitivni. Zaroven registruje hypothalamus periferni orexigenni a
anorexigenni signaly prostfednictvim aferentnich vldken nervus vagus a nadfazenych drah
CNS. Tim vyhodnocuje mnozstvi energetickych zasob v organismu, stadium procesu piijmu
potravy a aktudlni hladinu glykemie v cirkulaci. Obecné lze fici, Ze tukova tkan je zdrojem
signalli pro dlouhodobou regulaci pfijmu potravy a nutri¢niho stavu organismu, naopak
hormony traviciho traktu se podileji predevsim na kratkodobych regula¢nich mechanismech

ovlivityjicich pocity hladu a pfijem potravy v priibéhu dne.
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1.2.4. Dalsi funkce regulac¢nich peptida

Nutriéni regulacni peptidy maji kromé vlivu na pifijem potravy a stav vyZzivy
organismu také fadu dalSich funkci, které vychdzeji z jejich zapojeni do komplexnich
neuroendokrinnich drah. Hypothalamické neuropeptidy orexiny reguluji cyklus spanku a
bdéni a jejich chybéni je spojovdno se vznikem narkolepsie - onemocnéni, pii némz pacient
nekontrolované upadd do zachvatl spanku i pfi béZznych dennich cinnostech. Ghrelin
stimuluje sekreci riistového hormonu, ma také vliv na cyklus spanku a bdéni, dale na
kardiovaskularni funkce, regulace endokrinni funkce slinivky bfisni a metabolismu glukézy a
je také zkoumén v souvislosti s protinddorovym pusobenim. Amylin zasahuje do regulace
metabolismu glukozy, pisobi na zlepSeni kvality kostni hmoty a tcastni se mechanisml
ovlivityjicich krevni tlak. Leptin u zen fidi reprodukéni aktivitu a nastup menstruacniho cyklu.
Déle hraje vyznamnou roli v imunitnich funkcich organismu a pii zanétlivych procesech.
Také ma vliv na kardiovaskularni systém a ovlivituje vznik osteopordzy ve stari. Adiponektin
ma protizanétlivy vliv na cévni sténu a tim také pisobi proti rozvoji aterosklerozy. Z vyse
uvedenych udaji je patrné, ze regulace nutricniho stavu je slozity proces, ktery je

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

1.2.5. Klinické aspekty

V souvislosti s klinickym vyznamem studia hypothalamickych neuropeptidii je
zminovana fada patologickych stavii. Je zndmo, ze poruchy pfijmu potravy pii 1écbé
nadorovych onemocnéni nelze pfi¢itat pouze nezddoucim ucinkim chemoterapeutik. Za jednu
z pticin tohoto tzv. cancer anorexia-cachexia syndromu je povazovana dysregulace v expresi
hypothalamickych neuropeptidt, kterd muze byt vyvoldna piisobenim riznych latek, mimo
jiné cytokinti, tvofenych v pfitomnosti nddoru (Inui a spol. 1999). Obdobna situace miize
nastat i pfi pisobeni stresového podnétu (napf. zanét, trauma, infek¢éni onemocnéni). Otazkou
zustava, zda uvedené zmény mohou byt zpiisobeny neuropeptidem produkovanym piimo
tumory. To bylo zjisténo v ptfipad€é neuroblastomu a ganglioneuroblastomu (Arihara a spol.
2000). Velka pozornost se v posledni dobé soustiedila na orexiny a jejich vztah k narkolepsii
(Nevsimalova a spol. 2000). Také otazka vrozenych dispozic k obezité, mentalni anorexii ¢i

diabetu je detailn¢ diskutovana pravé ve vztahu khypothalamu a jeho regula¢nim
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neuropeptidim. Nékterd vyse uvedend onemocnéni vyznacujici se poruchami piijmu potravy
a poruchou energetické rovnovahy byla mezi kliniky oznaovana jako ,,diencefaldzy”, tzn., ze
primarni porucha téchto chorob by mohla spocivat v alteraci exprese hypothalamickych
neuropeptidll, jejich receptori a vzdjemnych vazeb. Slibnou je moZnost budouci cilené
medikament6zni nebo mikrochirurgické intervence u hypothalamickych poruch. Naopak
peroperacni poskozeni hypothalamickych jader mize vést k dysregulaci neuroendokrinnich
funkci. Také nékteré nejasnosti v oblasti autonomnich regulaci (Moran a spol. 2000) by
mohly byt vbudoucnu vysvétleny na zakladé¢ dikladného studia hypothalamickych
neuropeptidil a jejich vzdjemnych vztaht.

Znalost mist tvorby a pisobeni hypothalamickych neuropeptidii podilejicich se na
regulaci energetické rovnovdhy a piijmu potravy mize byt v budoucnu dilezita pfii
posuzovani klinického dopadu a vnéjSich projevii hypothalamickych poskozeni, at uz se
jednd o tumory, traumata, krvaceni ¢i operacni zdkroky. Pfi vhodné integraci poznatki
zakladniho vyzkumu s klinickym pozorovanim, zobrazovacimi, histopatologickymi a
biochemickymi metodami bude mozné posuzovat patofyziologické procesy na mnohem

v

detailn€j$i urovni a vyvinout cilenéjsi terapeutické postupy.

1.2.6. Vyzkum regula¢nich peptidi

Oblast regulacnich peptidi nutriéniho stavu je vzhledem ke svému vyznamu
celosvétove intenzivné zkoumana. V odborné literatufe je mozno nalézt na toto téma mnoho
publikaci. Nékteré z nich se zabyvaji tkanovym ucinkem regulacnich peptidl, napiiklad na
buiiky tukové tkané, nadledvin a slinivky bfiSni, ale také zménou exprese peptidi v
posmrtnych fezech z mozkové tkané, predevSim z hypothalamu. VétSina dostupnych
védeckych publikaci popisuje experimenty na zvifecich modelech, kde je mozno vysledovat i
zmény piijmu potravy a nutri¢niho stavu pfi aplikaci regulacnich peptidi do krevniho fecisté,
bfiSni dutiny nebo centrdlniho nervového systému organismu. VétSina experimentil na
lidskych modelech je omezena z etickych diivodii na sledovani zmén hladin regulacnich

peptidt v krvi jedinct se zménou nutri¢niho stavu.
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1.3. Zakladni charakteristika studovanych regulacnich peptidi

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

shrnuty v tabulce 2.

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

Tabulka 2: Zéakladni ctharakteristika studovanych orexigennich a anorexigennich peptida

Legenda: kDa — kilodaltony, amk — pocet aminokyselinovych zbytka

1.3.1. Orexin A

1.3.1.1. Uvod

Orexiny jsou hypothalamické neuropeptidy objevené v roce 1998 dvéma nezavislymi
tymy. Sakurai (Sakurai a spol. 1998, Sakurai 1999) je nazval orexin A a B (OX A, OX B) pro
jejich ucinky na zvyseni ptijmu potravy (orexis = fecky chut’) a De Lecea (De Lecea a spol.
1998) je pro podobnost se secretinem nazval hypocretin 1 a 2 (Hert 1, Hert 2). Jsou
produkovany ptedev§im bunkami dorzélniho, laterdlniho a perifornikdlniho hypothalamu.
Axony téchto bun€k inervuji fadu struktur, jako nucleus arcuatus, paraventrikularni jadro
thalamu, septalni jadra, fadu mist v mozkovém kmeni a v mise (Peyron a spol. 1998, Taheri a

spol. 1999, Van den Pol 1999). Orexin A (33 aminokyselinovych zbytkll) i orexin B (28

29



aminokyselinovych zbytkl) vznikaji zjedné prekurzorové molekuly — preproorexinu (130
aminokyselinovych zbytkl), jehoz gen je u ¢loveéka lokalizovan na lokusu 17g21 (obr. 4).
Doposud byly objeveny dva typy orexinovych receptori — OXIR a OX2R, které jsou

distribuovany v CNS i v perifernich tkanich.

Obrazek 4: Struktura lidského orexinu A a orexinu B

1.3.1.2.  Vysledky experimentélnich praci
Ptesto, ze orexiny jsou znamy kratkou dobu, byla provedena fada experimenti na
hlodavcich, vyssich saveich 1 pozorovani na ¢lovéku. Na zdklad€ jejich vysledkl je mozno

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

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

1.3.1.2.1. Orexiny a potravni chovani

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

(Mignot 2001).

SENZORICKA STIMULACE | | GLYKEMIE Tukova tkan

.

Centrum hladu \
oxn il e Y,
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PRIJEM | - POMC
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Obriazek 5: Zapojeni orexinu A do hypothalamickych regulacnich okruhti
Legenda: OX A — orexin A, LHA — lateralni hypothalamick4 oblast, ARC — nucleus arcuatus hypothalamu,
NPY — neuropeptid Y, PVN — paraventrikularni jadro hypothalamu, POMC — proopiomelanokortin, CART —

kokainem a amfetaminem regulovany transkript

1.3.1.2.2. Orexiny a regulace cyklu spanku a bdéni

Vroce 1999 byla objevena souvislost mezi inaktivaci preproorexinového genu a
vyvojem symptoml podobnych narkolepsii u mySi (Chemelli a spol. 1999,

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

v genu pro OX2R zplsobujici narkolepsii u pstt (Lin a spol. 1999). U vétSiny lidskych
pacientll s touto chorobou byla nalezena snizena koncentrace orexini v mozkomisnim moku a

pozd¢ji i v plazmé& (Nishino a spol. 2000, Higuchi a spol. 2002). Studie post mortem
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prokézaly u téchto pacientll snizené mnozstvi neuronti produkujicich orexin v hypothalamu o
80-100% (Thannickal a spol. 2000).

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

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

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

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

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

school/psychiatry/narcolepsy).

Narkolepsie je u ¢lovéka Casto sdruzena s mirnou obezitou, coz muze byt zptisobeno
snizenou fyzickou aktivitou béhem dne nebo vlivem sekundarni dysregulace hormont
ovliviiyjicich ptfijem potravy v disledku deficitu orexinti.

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

Mignot 2001, Nevsimalova a spol. 2000).

1.3.1.2.3. Ostatni funkce orexinu

Na zakladé anatomické lokalizace vlaken neuronii obsahujicich orexin a orexinovych
receptorti Ize povazovat tyto neuropeptidy za spojovaci element mezi neuroregulacnim,
neuroendokrinnim a autonomnim systémem (Blanco a spol. 2001, Date a spol. 1999, Karteris
a spol. 2001). Je zndma fada zmén vyvolanych experimentalnim plisobenim orexind. Jejich
aplikace do mozkovych komor pisobi zvySeni metabolismu, aktivaci sympatiku a
vyplavovani kortizolu, zatimco produkce prolaktinu a ristového hormonu je snizena (Mignot
2001). Orexiny také reguluji télesnou teplotu v zavislosti na stavu bdélosti (Yoshimichi a
spol. 2001) a stimuluji vyplavovani kortizolu zlidskych adrenokortikalnich bunék
(Mazzocchi a spol. 2001).
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1.3.1.3.  Zavér

Dle soucasnych poznatkl hraji orexiny dilezitou tlohu v propojeni systémt regulace
pfijmu potravy, spanku, autonomniho nervového systému a neuroendokrinnich funkci.
Vzhledem k tomu, Ze jejich existence je znama pouze nékolik let, bude fada otazek teprve
zodpovézena po dalsim vyzkumu. Uplna fyziologicka tiloha orexinti v lidském organismu je
zatim nejasnd, avSak fada experimentd a studii, zvlasté v oblasti spankové mediciny, by
mohla v blizké dobé vést ke klinické aplikaci. Pokud se podafi prokazat Gcast orexini pfi
vzniku poruch piijmu a traveni potravy, bude mozné zkoumat jejich farmakologickou 1écbu

ovlivnénim orexinovych receptort.

1.3.2. Ghrelin

1.3.2.1. Uvod

Ghrelin je peptidovy hormon slozeny z 28 aminokyselinovych zbytkl (obr. 6). Byl
objeven japonskymi védci vroce 1999 (Kojima a spol. 1999) jako pfirozeny ligand
,sirot¢iho” receptoru GHS1a, ktery je specificky pro skupinu syntetickych peptida (growth
hormone secretagogues - GHS) podporujicich vyplavovani riistového hormonu (GH) (Smith a
spol. 2001). Ghrelin je tvofen pfedevS§im v enteroendokrinnich bunkach zalude¢ni sliznice
(Kojima a spol. 1999, Date a spol. 2000). V mens$i mife je také tvofen ve sliznici tenkého a
tlustého stfeva, pankreatu, ledvinach, placenté, stitné zlaze, hypothalamu a hypofyze (Date a
spol. 2000). Gastrektomie vede ke snizeni plazmatickych hladin ghrelinu o 65 - 80 %.
Aboralnim smérem se piitomnost ghrelinu v tkanich gastrointestindlniho traktu snizuje.
Ghrelin je také produkovéan nékterymi zaludeénimi a stfevnimi karcinoidy a medularnim
karcinomem S§titné¢ zlazy. Gen pro ghrelinovy prekurzor je umistén na kratkém raménku
chromosomu 3 (3p26-p25). Koduje aminokyselinovou sekvenci pre-pro-ghrelinu, ktery ma
117 aminokyselinovych zbytki a molekulovou hmotnost 12911. Jeho naslednym Stépenim

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

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

(Hosoda a spol. 2000).

Obrizek 6: Struktura ghrelinové molekuly

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

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

Ghrelin je tvofen v celé tad¢ organii, predev§im v zaludku. Buiiky tvofici ghrelin
neusti do lumen gastrointestindlniho traktu. Pravdépodobné reaguji na fyzikalni a chemické
podnéty z basolaterdlni strany a uzce komunikuji s kapilarni siti v lamina propria. Zde je
ghrelin secernovan do cirkulace a ovliviiyje cilové tkan¢ prostfednictvim krevniho fecisté jako
klasicky endokrinni signal. Tento periferni signal pravdépodobné odrazi sumaci kratkodobych
a dlouhodobych zmén v energetické rovnovaze a predava informace do CNS.

V pankreatu je ghrelin produkovan nékterymi alfa-bunikami (Date a spol. 2002). U
krys plsobi inzulinem vyvoland hypoglykemie nebo podani leptinu stimulaci sekrece
ghrelinu. Podéani glukézy sekreci ghrelinu potlacuje, pravdépodobné pfimym uc¢inkem na
zaludec¢ni burnky, které ghrelin produkuji.

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

V placent¢ je ghrelin pfitomen predev§im v cytotrofoblastu, méné¢ pak
v syncytiotrofoblastu. Uloha ghrelinu v autokrinnich, parakrinnich i endokrinnich
mechanismech fetdlné-maternalni interakce je pfedmétem studii (Gualillo a spol. 2001).
Hladiny ghrelinu vzriistaji ve tietim tydnu téhotenstvi a klesaji v pozdnich stadiich gestace. U
novorozencl byla popsdna piitomnost imunoreaktivniho ghrelinu v pupecnikové krvi
(Chanoine a spol. 2002).

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

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

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

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

pusobi ztratu kostni hmoty a snizeni kostni denzity.

1.3.2.4. Ghrelin v lidské plazmé

Plazmatické hladiny ghrelinu odrazeji kratkodobé zmény piijmu potravy i dlouhodobé
zmény nutricniho stavu organismu. Pfi extrapolaci poznatkii ze zvifecich experimentll na
¢lovéka je nutnd obezietnost, protoze stanovovani ghrelinu v lidské plazmé narazi na fadu
technickych prekazek. Namétené hodnoty se mohou znaéné liSit v zavislosti na pouzitém
antiséru a jsou ovlivnény 1 pouzitou extrakéni procedurou, kterd mize stanoveni predchazet.
Doposud nebyly u clovéka publikovany referenéni hladiny plazmatického ghrelinu a
publikované prace vychazeji z relativnich diferenci v naméfenych hodnotach. Plazmatické
hladiny ghrelinu jsou snizené po pfijmu potravy a u obéznich jedincii (Bronsky a spol.
2003b), naopak ke zvySeni dochazi pii lacnéni a u pacientii s mentalni anorexii. Plazmatické
hladiny ghrelinu u ¢lovéka negativné koreluji s body mass indexem, mnoZzstvim télesného
tuku, velikosti adipocytli, plazmatickymi hladinami inzulinu, glukézy a leptinu (Tschop a
spol. 2001, Ravussin a spol. 2001, Becker a spol. 1999). Vzestup hladin ghrelinu
bezprostfedné pred piijmem potravy naznacuje, ze ghrelin hraje tlohu v piipravné fazi — jako
signdl hladu. Intravendzni podédni ghrelinu zdravym dobrovolnikiim vyvolalo pocity hladu
(Wren a spol. 2001). Byla také popséna asociace mutaci na 51. a 72. kodonu v pre-pro-

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

1.3.2.5. Funkce ghrelinu

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

prvek k leptinu.
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1.3.2.6. Ghrelin a regulace energetické rovnovahy

Ghrelin je prvnim objevenym orexigennim hormonem tvofenym Zalude¢ni tkani. Je
jednim z nejsilnéjSich orexigennich a adipogennich hormont pfitomnych v savéim organismu.
Zmnozeni tukové tkané mize byt zplisobeno nejen zvysSenim piijmu potravy, ale i snizenim
energetického vydeje organismu. Ghrelin, stejné jako leptin, plisobi v obou téchto slozkach

energetického regulacniho mechanismu.

1.3.2.6.1. Vliv ghrelinu na ptijem potravy

U hlodavcti pisobi opakované aplikace ghrelinu zvyseni télesné hmotnosti na
podkladé zmnozeni tukové tkané. Tyto zmény jsou signifikantni jiz po 48 hodinach.
Nedochazi vsak ke zméndm longitudinalniho riistu ani zmnozeni svalové hmoty (Tschdp a
spol. 2000). Stejny efekt ma 1 podani syntetickych agonisti GHS-receptoru — NNC 26-0161
(Ipamorelin), GHRP-2 a GHRP-6. Tento efekt je pravdépodobné zprostfedkovan leptin-
responsivnimi neurony ve specifickych hypothalamickych jadrech (Nakazato a spol. 2001).
GHS zvysuji aktivitu v hypothalamickych neuronech, na nichz jsou pfitomny receptory pro
ghrelin, GHS a GHRP. V bunkéch tukové tkané byla pomoci RT-PCR prokazéana ptitomnost
mRNA pro GHS receptor (Kojima a spol. 1999). Neni tedy vylouceno, ze adipogenni efekt
ghrelinu je zptisoben pfimym ucinkem tohoto hormonu na tukovou tkan. Stejné tak je
zvazovan 1 podil aktivace hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osy na tomto dé&ji - ghrelinem
vyvolany Cushingliv syndrom (Arnaldi a spol. 2003).

Ghrelin si zachovava svilj orexigenni ucinek i pfi podani do periferie, narozdil od
jinych znamych orexigennich peptidi (neuropeptid Y (NPY), agouti-related protein (AgRP),
melanin-koncentrujici hormon (MCH)), které¢ jsou u¢inné pouze pii centralni aplikaci.
Periferni i centralni aplikace ghrelinu u hlodavct zplisobuje vyrazné zvyseni pfijmu potravy,
které je zavislé na davce (Tschop a spol. 2000). Tento efekt nastava velmi rychle — cca do 60
minut. Dlouhodoba infuse ghrelinu do tieti mozkové komory vede u krys k vyraznému a
trvalému zvySeni chuti k jidlu. Pfi podani ghrelinu do CNS je jeho ucinek srovnatelny s
ucinkem NPY, zatimco periferni aplikace je mén¢ G¢inné. Toto konstatovani plati i pro ostatni
GHS. Mezi GHS, u kterych byla prokazéna orexigenni aktivita, patii Ipamorelin, Hexarelin,
GHRP-2 a GHRP-6.
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Otazkou zlstava, zda ghrelin prochézi ptes hematoencefalickou bariéru, ¢i zda pasobi
prostiednictvim nékterého z cirkumventrikuldrnich organtt s parcidlnim chybénim
hematoencefalické bariéry (jako je napt. ventromedialni oblast nucleus arcuatus), které jsou
ptistupné pro latky cirkulujici v krevnim ob&hu. Pravé v téchto oblastech byla prokazana
exprese GHS receptoru. Dickinson et al. prokazal, Ze periferni aplikace ghrelinu zvySuje
expresi produkti casnych geni (c-Fos a EGR-1) v neuronech nucleus arcuatus, které
koexprimuji neuropeptid Y, AgRP a GHS receptor (Hewson a Dickson 2000).

Ghrelin pravdépodobné wuplatiiuje svlj vliv na energeticky metabolismus
prostiednictvim dvou hypothalamickych systému. Prvni z nich zahrnuje neurony produkujici
neuropeptid Y, druhy je zprostiedkovan receptory pro melanokortin a jejich agonisty a
antagonisty: anorexigennim o-melanocyty stimulujicim hormonem (alfa-MSH), jenz je
derivatem proopiomelanokortinu (POMC), a orexigennim AgRP, ktery je produkovéan tymiz
buiikami, které tvoii NPY — (Bronsky a spol. 2004) (obr. 7). Pro toto tvrzeni existuje fada
dikazli: jednordzové 1 opakované podani ghrelinu zvySuje produkci NPY a AgRP,
dlouhodoba stimulace GHS receptorti ptisobi zvyseni exprese mRNA pro AgRP, ghrelin je
neucinny u mysi s vyfazenym genem pro NPY a soucasné podani antagonistli receptori pro
NPY blokuje orexigenni efekt ghrelinu (Nakazato a spol. 2001).
ghrelinu, zatimco AgRP se castni jak pti kratkodobém, tak i dlouhodobém podani. DalSimi
pravdépodobnymi molekulami, které se mohou na ucincich ghrelinu podilet jsou POMC,
kokainem a amfetaminem regulovany transkript (CART), melanin-koncentrujici hormon
(MCH), orexiny A a B (hypokretiny 1, 2), ciliarni neurotropni rastovy faktor (CNTF),
kyselina gama-aminomaselnd (GABA) a galanin (Horvath a spol. 2001, Bronsky a spol.
2003a, 2004).

1.3.2.6.2. Vliv ghrelinu na energetickou spotiebu

Po jednorazové aplikaci ghrelinu hlodavctim nebyly zjiStény signifikantni zmény ve
24hodinové spotiebé energie, ale v prvnich 3 hodinach po jeho aplikaci bylo pozorovano
vyrazné snizeni energetického vydeje. Neptimou kalorimetrii bylo zjiSténo vyznamné zvySeni
respiraéniho kvocientu, které je nezavislé na zvySeni piijmu potravy (Tschop a spol. 2000).
Na podkladé elektrofysiologickych studii bylo zjisténo, ze na pfenosu ghrelinového signalu se

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

Podani ghrelinu a nékterych agonistl jeho receptoru tedy vede k pozitivni energetické
bilanci a plsobi zvySeni mnozstvi tukové tkdné jak prostfednictvim zvySeného piijmu

potravy, tak i snizenim oxidativni utilizace tukové tkané.
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Obrizek 7: Role ghrelinu v hypothalamické regulaci piijmu potravy
Legenda: NPY — neuropeptid Y, AgRP — agouti-related protein, POMC — proopiomelanokortin, alpha-MSH —
melanokortin, Y1, Y5 — receptory pro neuropeptid Y
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1.3.2.7. NevyieSené otazky

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

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

Stale je nutné dofesit otazku vlivu opakovaného, kontinualniho a pulsatilniho podani
ghrelinu a agonisti jeho receptorti na energetickou rovnovahu v organismu.

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

ucinklim patii pocity hladu, které se objevuji az u 80 % probandil.

1.3.2.8. Zavér

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

stavu, ristu a vyvoje organismu.

1.3.3. Adiponektin

1.3.3.1.Uvod

Adiponektin je predominantni sekretoricky protein tukové tkané (Scherer a spol.
1995). Strukturdlné je ptibuzny skupiné cytokinovych molekul a proto je v literatuie nékdy

oznacovan jako adipocytokin nebo adipokin. Také je mozno se setkat s fadou synonym, jako

40



napf. ACRP-30 (adipocyte compliment related protein-30kDa), apM-1 (adipose tissue most
abundant gene transcript-1), GBP28 (gelatin-binding protein of 28 kDa), nebo Adipo-Q (Hu a
spol. 1996). Adiponektin tvofi asi 0,01% celkové sérové bilkoviny. Jeho molekula se sklada z
247 aminokyselinovych zbytkli, N-terminalni doména je podobna kolagenu typu VIII a C-
terminalni globularni doména vykazuje strukturalni podobnost s C1q faktorem komplementu.
Adiponektin ma v krevnim fecisti tendenci tvorit homotrimery a oligomerni struktury vyssiho
fadu diky interakcim mezi oblastmi podobnymi kolagenu. V séru je mozno detekovat i
samostatny C-terminalni fragment. Adiponektinovy gen ma oznaceni AMP1 a je umistén na
lokusu 3q27. Toto misto je dle védeckych vyzkumi zodpovédné za ndchylnost k diabetu

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

1.3.3.2.Receptory pro adiponektin

Doposud bylo identifikovano né€kolik adiponektinovych receptortt (Yamauchi a spol.
2003). Zékladnimi dvéma typy jsou AdipoR1 a AdipoR2, které maji 7 transmembranovych
domén, ale jsou strukturdlné, topologicky i1 funkéné odlisné od receptort sdruzenych s G-
proteinem (GPCR). Jejich N terminalni doména je intracelularni a C termindlni doména
extracelularni (narozdil od GPCR). AdipoR1 se vyskytuje ubikvitné, ale pfevazné je umistén
na povrchu bun&k kosterni svaloviny. Jeho gen je umistén na lokusu 1p36. AdipoR2 je
predominantné exprimovan v jaterni tkdni a gen je lokalizovan na 12p13. cDNA kodujici
AdipoR1 a AdipoR2 byly izolovany v roce 2003. Dal§im zndmym typem receptoru je tzv. T-
cadherin, ktery vaze hexamerni a vysokomolekularni formy adiponektinu.

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

molekulu adiponektinu, AdipoR2 vykazuje stfedni afinitu pro ob¢ formy.
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1.3.3.3.Regulace sekrece adiponektinu

Produkce adiponektinu v bil¢ tukové tkani vzristd béhem diferenciace adipocytd.
Hypertrofie adipocytii vyvolana stravou s vysokym obsahem tukli zptsobuje naopak snizeni
produkce a sekrece vSech hormonil zvySujicich inzulinovou senzitivitu (v¢etné adiponektinu)
a zvySeni hormonii pfispivajicich k inzulinové rezistenci (obr. 8) (Kershaw a spol. 2004).
Snizeni syntézy a sekrece adiponektinu zplsobuje zvySeny kaloricky piijem zvlasté za
podminek leptinové deficience ¢i rezistence. Jeho produkce a sekrece je také stimulovana
IGF-1. Thiazolidindiony (antidiabetika zvysujici inzulinovou sensitivitu — agonisté receptoru
aktivované¢ho peroxisomovym proliferitorem - PPAR gamma) stimuluji expresi
adiponektinového genu a zvySuji hladiny adiponektinu u obéznich mysi a u obéznich pacientii

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

Na zaklad¢ ptredchozich studii bylo prokazano, ze adiponektin zajistuje homeostazu
glukozy a lipidl, pisobi proti fadé rizikovych faktori spojenych s obezitou a zvysuje
inzulinovou senzitivitu. Pfi endotelidlnim postizeni se akumuluje ve stén¢ cév, moduluje
endotelidlni odpoveéd na zanét tim, Ze inhibuje fagocytézu monocytomakrofagovych bunck a

brani uvolnéni adhezivnich molekul indukované pisobenim TNF-alfa.
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Obrizek 8: Exprese produkti tukové tkan¢ u neobéznich a obéznich jedinci

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

Thiazolldindiony| —— ADIPONEKTIN | <——= | a0rie

Obrazek 9: Faktory ovliviiujici produkei adiponektinu
Legenda: IGF-1 — inzulinu podobny rastovy faktor 1, TNF-alfa — tumor nekrotizujici faktor alfa

1.3.3.4.1. Vliv na metabolismus glukézy a lipidi

Aplikace adiponektinu neobéznim diabetickym mySim vede ke sniZeni koncentrace
glukézy, které je nezavislé na inzulinu. Adiponektin pravdépodobné reguluje produkci c¢i
aktivitu molekul tcastnicich se metabolismu triacylglyceroli (CD36, acyl CoA oxidaza, 5'-
aktivovana proteinkindza, PPAR-gamma). Tim indukuje oxidaci mastnych kyselin.
Intracelularni obsah lipidi ve svaloviné stanoveny pomoci spektroskopie magnetickou
resonanci negativné koreluje s koncentracemi adiponektinu v séru.

Snizeni produkce PPAR-gamma chrani pfed rozvojem obezity a DM IlL.typu (Berger a spol.
2005, Maeda a spol. 2001). Zvysené koncentrace adiponektinu jsou asociovany se snizenym
rizikem DM 1II. typu (Hug a spol. 2002). Adiponektin snizuje syntézu lipidi a produkci
glukézy v jatrech a zplsobuje snizeni koncentrace glukézy a volnych mastnych kyselin v
krvi. Ve svaloviné snizuje produkci triacylglycerolit a zvySuje oxidaci mastnych kyselin.
Adiponektin také zvySuje citlivost hepatocytli k inzulinu. Doposud neni objasnéno, zda je
tento efekt pfimy nebo nepiimy - prostfednictvim sniZeni koncentrace cirkulujicich lipida

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

1.3.3.4.2. Adiponektin a aterosklerdza

w1

endotelidlnich a monocyto-makrofdgovych buiikach (Ouchi a spol. 1999, Yokota a spol.
2000). U pacientt s ICHS jsou snizené koncentrace sérového adiponektinu - ty jsou také
asociovany s nekterymi rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni jako je muzské
pohlavi, hypertenze, obezita, DM II. typu (Fortuno a spol. 2003). U mysi deficientnich v genu
pro adiponektin dochézi k vyraznéjSimu ztlusténi intimy poSkozenych arterii. Tomuto jevu lze
predejit aplikaci adiponektinu. Adiponektin in vitro brani produkci adhezivnich molekul v
endotelidlnich buiikach a potlacuje adhezi monocyti. Adiponektin také negativné reguluje
rust myelomonocytarnich progenitorovych bun€k a snizuje produkci TNF-alfa v bunkach
monocyto-makrofagového systému a v pénovych bunikach. Adiponektin oslabuje biologické
ucinky TNF-alfa a vSeobecné potlacuje jeho sekreci. V experimentalnich modelech hraje
adiponektin protektivni roli vaskularniho poskozeni a v Casnych fazich aterosklerotickych

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

TNF-alfa je cytokin, ktery ma v organismu obdobné ucinky jako kortizol. TNF-alfa
iniciuje katabolismus ve vétSing tkdni a byl definitivné identifikovan jako faktor zplisobujici
ubytek télesného tuku. TNF-alfa ovSem také snizuje energeticky vydej. Je prokazano, ze
snizuje aktivitu uncoupling proteint UCP1 a UCP2 a tim redukuje mnoZzstvi spotfebovanych
kalorii a sniZzuje termogenni aktivitu. To je alespoil ¢aste¢né zplsobeno jeho katabolickym
efektem na tkané¢ bohaté na UCP1 a UCP2. PPAR-gamma pisobi negativné¢ na produkci
TNF-alfa.

TNF-alfa mé velmi uzky vztah ke kortizolu. ZvySuje mnozstvi dostupného kortisolu v
buiikdch. Kdyz jsou glukokortikoidy secernovény, jsou obvykle neaktivni. Potfebuji ke své
aktivaci dehydrogenazy. Je prokazano, Ze enzymy patiici do skupiny 11-beta HSD
(hydroxysteroid dehydrogendzy) moduluji kortizon k tvorbé aktivniho kortizolu. TNF-alfa
zvySuje intraceluldrni aktivitu nékterych 11-beta HSD enzymii. Timto zplisobem je
zprosttedkovan jeho proteolyticky a apoptoticky efekt.

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

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

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

Sérové koncentrace adiponektinu jsou zvySené u konstituéné Stihlych jedinct a nizké u
obéznich (Arita a spol. 1999). Inzulinova rezistence je u pacientek s mentdlni anorexii

signifikantné snizend a u obéznich pacientli zvySend. Pfi normalizaci télesné hmotnosti se

sérové koncentrace adiponektinu vraceji do referencniho rozmezi i navzdory malym zménam

45



body mass indexu (BMI) (Yang a spol. 2001). Abnormalni pfijem potravy a potravni chovani
u pacientl s poruchou piijmu potravy mize vést ke zménam hladin cirkulujiciho adiponektinu
(Delporte a spol. 2003). U lidi byla prokdzdna negativni korelace mezi hladinami
adiponektinu a BMI, procentem télesného tuku, koncentracemi inzulinu na la¢no a hladinou
triacylglyceroltl v plasmé. Byla nalezena pozitivni korelace s HDL chlesterolem (Kazumi a
spol. 2004). Chirurgicka 1é¢ba morbidni obezity Zalude¢ni bandazi vede ke zvyseni hladin
adiponektinu v séru u diabetikli 1 nediabetickych pacientti (Holdstock a spol. 2003). Sérové
koncentrace adiponektinu jsou snizené u pacientll s poruchou glukézové tolerance a DM II.
typu a negativné koreluji s hladinami plazmatické glukézy méfenymi ve 2.hodin€ ordlniho

gluko6zového tolerancniho testu (Hotta a spol. 2000, Weyer a spol. 2001) (obr. 11).

ﬁ ADIPONEKTIN: B ADIPONEKTIN:
Mentalni anorexie Obezita

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

Hyperinsulinemie
Hypertenze

ICHS

Endotelialni dysfunkce

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

1.3.3.7.Analytické aspekty

Pro stanovovani adiponektinu jsou v soucasné dobé k dispozici kompetitivni
radioimunoassay (RIA) a sandwichové enzymové imunosorbentni (ELISA) metody. V roce
2004 publikoval Suominen a spol. praci, v niZ hodnotil parametry rliznych biochemickych
metod pro stanovovani adiponektinu (Suominen a spol. 2004). Srovnaval metodu ELISA a
RIA u 159 pacienti ve vékovém rozmezi 18-65 let. Adiponektin stanovoval v séru ziskaném z
vendzni krve odebrané rano nala¢no. DosSel k zavéru, ze obé tyto metody jsou vhodnymi
kandidaty pro zavedeni do klinické praxe pro jejich vysokou linearitu a uspokojivou dobu
trvani métfeni (cca 4 hodiny). Obé metody maji nizké koeficienty analytické variability

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

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

nekolikanasobném opakovaném zamrazeni biologického materialu.

1.3.3.8.Klinicky vyznam

Na zaklad¢ experimentalnich praci mizeme ptedpokladat, Ze adiponektin bude do
budoucna vhodnym kandiddtem pro vyvoj 1ékt ovliviiujicich obezitu a DM II. typu.
Cirkulujici hladiny adiponektinu se zdaji byt vhodnym biomarkerem pro sledovani inzulinové
senzitivity ve spektru pacientii se zvySenou inzulinovou rezistenci, jako napt. diabetici II.
typu, pacienti s obezitou ¢i metabolickym syndromem "X" a béhem terapeutické intervence u
téchto stavi (Matsuzawa a spol. 1999). Aplikace adiponektinu, rekombinantniho
adiponektinu, nebo 1€kt stimulujicich sekreci nebo ptisobeni adiponektinu mize v budoucnu
vést ke zlepSeni inzulinové senzitivity a glukézové tolerance a k naprave hyperglykémie
asociované s obezitou. Vliv thiazolidindion na sekreci adiponektinu muize alespon z ¢asti
vysvétlit hypoglykemizujici ucinek téchto 1éki u pacientt s DM II. typu. Z analytického
hlediska je imunochemicka metoda stanovovani adiponektinu vhodna k zavedeni do rutinniho
provozu. Adiponektin je biomarkerem spojujicim jednotlivé slozky metabolického syndromu

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

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

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

amylin se nachazi na chromozomalnim lokusu 12p12.3 —p12.1.
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Prekurzorem amylinu je propeptid prolAPP, ktery je sloZzen ze 67 aminokyselinovych
zbytkli. Z n€j vznika proteolyzou na C a N konci zraly peptid. Proteolyza prolAPP v
pankreatickych beta-bunikach nastava soucasné se Stépenim proinzulinu a je zprostiedkovana
prohormon konvertdzami typu 2 a 3 (Higham a spol. 2000). Amylin je tvofen spolu
s inzulinem v beta-bunikdch pankreatu a je spolu s nim vylu€ovan do cirkulace. Amylin a
amylinovd mRNA byly prokazany také v plicni tkéni, endokrinnich buiikéach zaludku a stfeva,
v fadé struktur CNS vcetné hypothalamu a v fadé tumort - inzulinom, gastrinom, karcinoid,
osteoblastom (Guidobono 1998).

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

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

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

Na degradaci amylinu se podili enzym IDE (inzulin-degrading enzyme, insulysin, inzulinaza;
110 kDa), ktery se nachazi v cytosolu a v peroxizomech mnoha bunécnych typa. Tato thiol-
metaloendopeptidaza je zodpoveédna predevsim za degradaci inzulinu, ke kterému ma nejvyssi
afinitu, ale také glukagonu, atridlniho natriuretick¢ého peptidu a dalSich substrat, které
vzajemné kompetuji o vazebnd mista na IDE (Kurochkin 2001). Béhem starnuti lidského
organismu dochazi postupné k paralelnimu snizovani sekrece amylinu a inzulinu (Dechenes

1998).
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1.3.4.2.Experimentalni poznatky a klinické disledky

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

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

1.3.4.2.1. Vztah amylinu, inzulinu a glukagonu

Glukagon produkovany pankreatickymi alfa-bufikami brani vzniku vaznych
hypoglykemickych stavi tim, Ze stimuluje glykogenolyzu v jaterni tkdni. U pacienti s DM 1.
a IL. typu je pritomna neadekvatni hypersekrece glukagonu, ktera pfispiva k velmi obtizné
korekci postprandidlni glykemie. U téchto pacientl je nemozné adekvatné potlacit uvoliiovani
glukozy z jaternich zasob. Exogenn¢ podany inzulin nezvySuje koncentraci inzulinu v
portalnim tecisti, kde postprandialng pretrvava abnormalné vysoky pomér glukagon/inzulin,
coz vede k nadmérnému uvoliiovani jaternich zasob glukozy do cirkulace.

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

gluko6zy, snizeni hladin inzulinu a nizsi tvorba inzulinové mRNA.

1.3.4.2.2. Diabetes mellitus

Jednim z nedostatki inzulinové terapie diabetu je snizend moznost ovlivnéni
postprandidlni hyperglykemie, kterd se vyznamnou mérou podili na vzniku zévaznych
komplikaci zhorSujicich kvalitu Zivota a prognozu pacientii. Mira postprandidlni koncentrace
plazmatické glukdzy je ur€ena rychlosti, s niZ se piijata potrava dostava do tenkého stieva. U
zdravych jedincii postprandidlni vzestup koncentrace amylinu v plazmé zpomali
vyprazdiiovani zaludku a tim i vzestup glykemie. U pacienti s DM 1. typu a v pozdni fazi DM
II. typu nastdva deficit amylinu a mechanismus synchronizace vzestupu glykemie

s vyplavenym inzulinem je porusen (obr. 12).
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Obrazek 12: Deficit amylinu u diabetiku I. a II. typu

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

K 1é¢be diabetikti ve fazi inzulinové rezistence by tedy bylo vhodné pouzit blokatory
amylinu, zatimco pfi nutnosti exogenni aplikace inzulinu by m¢l byt amylin substituovan, aby

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

Amylin se ucastni regulac¢nich déji v mechanismu pfijmu potravy na centralni i
periferni urovni (Bronsky a spol. 2002) (obr. 13). V centralnim nervovém systému puisobi
jako neuroendokrinni hormon a prostfednictvim receptort v nucleus accumbens, dorsalni
raphe a area postrema pusobi inhibi¢né na piijem potravy a snizuje motorickou aktivitu.
V area postrema zvySuje amylin koncentraci cGMP. Piedpoklada se, Zze amylin pusobi
anorexii prostfednictvim serotoninu, protoze zvysuje transport tyrosinu a tryptofanu do mozku

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

Subkutanni injekce amylinu zvySuje pifijem tekutin a jeho zvySené postprandidlni
uvoliiovani se mize podilet na mechanismu synchronizace pfijmu potravy a tekutin (Riediger
a spol. 1999). Opakované subkutanni podavani amylinu zvySuje t€lesnou hmotnost a mnozstvi

tukové tkané (Cornish a spol. 1998a).

Redukce pfijmu

S
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A
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glukagonové ' )
exprese udek /
Amylin T
T____ - Vyprazdiovani
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a\\u),- » Insulin —» Zasoby glukozy

Obrazek 13: Role amylinu a inzulinu v regulaci postprandialni glykemie
Legenda: Ra — rychlost vstupu glukdzy do cirkulace (kontrolovana amylinem), Rd — rychlost vstupu plazmatické

glukdzy do bun¢k (kontrolovana inzulinem)

Perifern€ nebo centralné aplikovany amylin mé& vyrazné inhibi¢ni u¢inky na bazalni
zaludec¢ni sekreci, které jsou zavislé na davce. Také inzulinem stimulovana Zalude¢ni sekrece
je amylinem potlacena (Guidobono 1998). Amylin ma protektivni vliv pii rozvoji zalude¢nich

viedii vzniklych na podkladé plisobeni indomethacinu ¢i alkoholu. Tento efekt se vSak
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projevuje pouze pii centrdlni aplikaci, coz vyrazné komplikuje moznost jeho terapeutického
vyuziti.

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

dopaminergni transmisi (Guidobono 1998).

1.3.4.2.4. Amylin a kostni metabolismus

Amylin patii do skupiny peptidi podobnych kalcitoninu. Jeho efekt na kost je dan
chemickou strukturou hormonu, ktery se v plazmé vyskytuje v nékolika formach. Intaktni
amylin a fragment sloZzeny z prvnich osmi aminokyselinovych zbytki — amylin (1 — 8) pisobi
jako mitogen stimulujici proliferaci osteoblastti (Cornish a spol. 2000). Amylin (8 — 37) a
amylin deamidovany na karboxylovém konci plsobi opaénym zplsobem. Také redukce
amylinu, ktera vede k rozstépeni disulfidového mustku vede ke ztraté osteogenetické aktivity
(Cornish a spol. 1998b). Inhibici kostni resorpce plisobi pouze intaktni amylin. Amylin
pravdépodobné plsobi na kost prostiednictvim dvou rtznych receptord, z nichz jeden je
umistén na osteoblastech a druhy na osteoklastech.

Pii dlouhodobém subkutdnnim poddvani amylinu u experimentdlnich zvifat se
ukazatelé kostni formace zvysuji o 30-100% a ukazatelé resorpce vykazuji pokles pfiblizné o
70%. Dochazi také k vzestupu objemu trabekularni kosti, ke ztlusténi kortikalis a ristu kosti
do délky. Tento anabolicky efekt je pfimo umérny podané davce (Cornish a spol. 2000;
Cornish a spol. 1998b).

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

k farmakologické 1écbé.
1.3.4.2.5. Vliv amylinu na kosterni sval

V kosternim svalu piisobi amylin zvySeni glykogenolyzy, aerobni glykolyzy, produkce
laktatu, cAMP, zvySeni aktivity Na'/K" ATPazy a glykogen fosforylazy. Intracelularni pomér

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

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

hypoglykemickych stavli doprovazejicich aplikaci inzulinu.

1.3.4.2.6. Ostatni funkce amylinu

Amylin znadeny izotopem '*I

se vaze v experimentu na receptory v kaie ledvin
asociovan¢ s distalnimi tubuly a juxtaglomeruldrnim aparatem. U krys s experimentalné
vyvolanou hypertenzi byla pozorovana pozitivni korelace mezi hodnotami systolického
krevniho tlaku a mnozstvim amylinu navazaného v renalnim kortexu. Amylin se tedy mize
podilet na regulaci rendlnich funkci a krevniho tlaku a miize hrat roli pfi vzniku arteridlni

hypertenze (Wookey a spol. 1997). V cévnim fec€isti piisobi amylin vasodilataci.

1.3.4.3 Pramlintid

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

nervus vagus (Samsom a spol. 2000).

1.3.4.4.Zavér

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

osteoblastii. Na zaklad¢ experimentalnich poznatki bude mozné zaradit amylin nebo jeho
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syntetické analogy do terapeutickych schémat fady patologickych stavil, jako je napt. diabetes

mellitus, osteopor6za nebo hypertenze (Wolffenbuttel a Graal 1996).

Pramlintid

Obrazek 14: Struktura amylinu a pramlintidu

1.3.5. Leptin

Leptin je cytokin produkovany buitkami tukové tkané a jeho sérové hladiny vysoce
vyznamné koreluji s mnozstvim tukové tkan€ v organismu. Jeho objev byl publikovan v roce
1994 (Zhang a spol. 1994), i kdyz jiz v roce 1950 byla popsana genova mutace v leptinovém
genu (ob gen) u mysi, kterd vedla k rozvoji morbidni obezity a diabetu jiz v ¢asném véku.
Leptin mé v organismu fadu receptorti (Tartaglia 1997). Dlouhd forma leptinového receptoru
ma v intacelularni doméné 303 aminokyselinovych zbytkl, zatimco kratkd forma jen 34.
Extracelularni domény obou typl receptorti jsou shodné. Mutace v genu pro leptinovy
receptor (db gen) vede také ke vzniku obezity. Kratkd forma leptinového receptoru se
vyskytuje predevsim v buiikach choroideédlniho plexu a predpoklada se, ze se tcastni regulace
transportu leptinu ze séra pres hematoencefalickou bariéru (Malik a Young, 1996). Schwartz a
spol. popsal korelaci plazmatickych hladin leptinu s jeho hladinami v mozkomi$nim moku
(Schwartz a spol. 1996). Podani rekombinantniho leptinu do CNS vede ke snizeni piijmu
potravy a télesné hmotnosti u leptin-deficitnich mysi. Perifernim podanim se dosdhne

obdobného efektu, ale pti pouziti vyssSich davek (Pelleymounter a spol. 1995). Dlouha forma
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leptinového receptoru je exprimovana na hypothalamickych neuronech, které produkuji NPY.
Podani leptinu inhibuje tvorbu NPY. (Stephens a spol. 1995). Je pravdépodobné, ze centralni
ucinky leptinu jsou do jisté miry zprostiedkovany pfes NPY. Tyto ucinky jsou také castecné
ovlivnény signaly zprosttedkovanymi pies melanokortinovy receptor typu 4 (Zemel 1998).
Neropeptid Y

Metabolické ucinky
sekrece NPY l

Uvolriujici hormony
Endokrinni uéinky
. hodnoty leptinu: | hodnoty leptinu:
pfijem potravy

télesna hmotnost glukokortikoidy | katecholaminy

inzulin T3/T4
tonus sympatiku f TNF-o/IL-1 cAMP
energeticky vydej ? fertilitaandmgeny

normalizace glykemie

a inzulinu Hlavni funkce:
prijem glukoézy, ukladani
tuku, energeticky
metabolismus
pankreas kosterni sval

Sekrece inzulinu

Prijem glukézy a
Jaterni produkce glukozy metabolismus

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

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat

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

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

IGF (inzulin-like growth factors) byly identifikovany v roce 1957 a vroce 1972
nazvany ,,somatomediny“ a rozdé€leny na bazicky somatomedin C a neutralni somatomedin A.
V roce 1978 Rinderknecht a Humbel izolovali z lidské plazmy dva aktivni somatomediny,
které nazvali pro podobu s inzulinem IGF 1 a 2. Jedna se o velmi podobné polypeptidové
molekuly s jednim fetézcem a tfemi sulfidovymi mistky. IGF-1 je jednofetézcovy bazicky
peptid tvofeny 70 aminokyselinovymi zbytky s molekulovou hmotnosti 7,65 kDa a IGF 2 je
lehce kysely peptid tvofeny 67 aminokyselinovymi zbytky s molekulovou hmotnosti 7,47
kDa. Nejpodstatnéjsi pro zprosttedkovani tc¢inku rastového hormonu (GH) je IGF-1. IGF-2
pravdépodobné sehrdva vyznamnou roli pfedevSim v embryondlnim a casném fetadlnim
vyvoji. Homologie v sekvenci mezi IGF-1 a IGF-2 je 62% a obé tyto molekuly maji navic i
40% homologii s proinzulinem. IGF-1 méa s molekulou inzulinu spole¢nych 48%
aminokyselinovych zbytkll v tsecich A a B, navic ma ovSem zachovany spojovaci usek C,
ktery se u inzulinu od$tépuje v podobé C-peptidu, a ptidatny Gsek D. Trojrozmérné struktura
molekul inzulinu a IGF-1 je podobnd, vzajemna zkiiZena afinita vi¢i opaénému receptoru je
vsak malé a prekryv ucinki je malo podstatny. Dulezitym rozdilem mezi IGF-1 a inzulinem je
jejich odlisny poloCas v krvi. Zatimco inzulin mé poloCas 4 minuty a jeho sekrece je
pulsatilni, reaguje tedy na akutni zmény metabolické situace, polo¢as IGF-1 je pfiblizné 15
hodin. To znamend, ze reguluje metabolismus v dlouhodobé&jsim horizontu. Delsi polocas je
zajistén vazbou na plazmatické vazebné proteiny. Stanoveni hladiny celkového IGF-1
z jednoho krevniho odbéru podava validni a reprodukovatelnou informaci o jeho sekreci.

Existuji dva typy receptorti — pro IGF-1 a 2. Hlavnim zdrojem cirkulujiciho IGF jsou
jatra, geny pro IGF jsou ale lokalizovany ve vétSiné tkani. Lokalni - autokrinni a parakrinni -
pusobeni IGF je povazovano za dulezity moment v regulaci ristu a diferenciace tkani.
Z tohoto diivodu je tieba pfi interpretaci poznatkii o IGF vzdy dusledné diferencovat mezi
cirkulujicimi hladinami IGF a jeho tkdnovymi hladinami. IGF-1 se podili na fizeni sekrece
GH negativni zpétnou vazbou. Supresni efekt IGF-1 na sekreci GH je zprostfedkovan
predevsim na trovni hypofyzy, méné zfejmé na trovni hypothalamu, kde bylo prokazéano, ze
snizuje produkci a sekreci GH-releasing hormonu (GHRH) a zvySuje produkci a sekreci
somatostatinu (SMS). Tento mechanismus piedstavuje tzv. dlouhou zpétnou vazbu. Za
kratkou zpétnou vazbu je povazovan Utlum sekrece GH po podéani exogenniho GH, ktery je

zprostfedkovan predevsim na hypothalamické trovni poklesem SMS.
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IGF-I ovliviiuje aktivitu vétSiny bunék organismu (obr. 16). Stimuluje bunécnou
proliferaci a diferenciaci, zvySuje proteosyntézu a ovliviiuje fadu specifickych funkei
jednotlivych tkani, napf. tvorbu steroidnich hormonii v pohlavnich Zzlazach, syntézu
glykosaminoglykant v buitkach chrupavky ¢i aktivitu NK-bunék (subpopulace T-lymfocyta,
natural killers). IGF-1 obecné stimuluje ty bunécné funkce, které jsou spojeny s vystavbou
organismu. Pfind$i signdl, Ze organismus disponuje dostatkem energie a Zzivin. Zacne-li
organismus trpét proteoenergetickou malnutrici nebo je ohrozen infekci ¢i jinym zanétem,
hladina IGF-1 klesa. Za takové situace dospély organismus katabolizuje, kachektizuje, dité
prestava riist. Ustavd proteoanabolismus, klesd rlstova aktivita a organismus Setii zbytky

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

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

IGF-1 je secernovan jednak endokrinn¢é aktivnimi hepatocyty, jednak parakrinné a
autokrinné v fad¢ jednotlivych tkéni. Parakrinni a autokrinni sekrece umoznuje dosahovat
v misté produkce vysokych koncentraci IGF-1, které by pro organismus jako celek byly
nevyhodné. Mezi tkdné¢ s vyznamnou lokalni produkci IGF-1 patii epifyzarni ristova
chrupavka, kde IGF-1 stimuluje proliferaci a diferenciaci chondroblasti a osteoblasti, a tim

urcujici mérou ptispiva k longitudindlnimu ristu kosti.
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Sekreci IGF-1 ovliviiuji srovnatelnou mérou tfi faktory: rastovy hormon, vyziva,
cytokiny. Diikazem ptimého vlivu GH na sekreci IGF-1 je tzv. ,,psychosocialni nanismus* u
dobte zivenych déti z détskych domovii. Rist se upravuje po tspésné adopci deprivovaného
ditéte. Chronicka proteoenergetickd malnutrice suprimuje hladiny IGF-1. Nizké hladiny IGF-
1 byly nalezeny u déti s celiakii, u pacientek s mentalni anorexii a u déti s cystickou fibrézou.
Také aktivace imunitniho systému pfi riznych formach zanétu vede k supresi hladin IGF-1.
To bylo prokazano u pacientd v septickém stavu, pfi systémovych onemocnénich C¢i
malignitach, ale 1 po polytraumatu ¢i vaZzném opera¢nim zakroku. Signalem k supresi hladiny
IGF-1 jsou velmi pravdépodobné cytokiny, zvlasté interleukin-6. Dale je sekrece IGF-1
modulovana i dal$imi pasobky, zelména pohlavnimi hormony, inzulinem, kortizolem a
hormony §titné zlazy. O IGF-1 se v posledni dobé ¢asto uvazuje jako o plsobku dilezitém
v onkogenezi. IGF-1 zvySuje proliferaci bun€k a soucasné plsobi antiapoptoticky. Nejcastéji
citovanymi typy nadorii jsou v této souvislosti karcinom prsu, karcinom prostaty a

bronchogenni karcinom (Jensovsky 2000).

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

Jak v cirkulaci, tak i1 v tkanich jsou IGF vazany na specifické bilkoviny (IGFBP-
inzulin-like growth factor binding proteins), ftetézce skladajici se z200 — 300
aminokyselinovych zbytkli. Dosud bylo identifikovano celkem Sest IGFBP a intenzivné se
zkouma skupina ,,superfamily IGFBPrp*“ (IGFBP related peptides), kterych je zatim znamo
deset a které patii mezi tzv. mozaikové proteiny. IGFBP vazi za normalnich okolnosti
naprostou vétSinu IGF-I a jen okolo 1% zilistava ve formé volné. Nejvice IGF-1 je vazéno na
IGFBP-1-3. Podle riiznych autori 75-95% veskerého IGF-1 nebo 2 cirkuluje v podobé
tercialniho komplexu (molekulovd hmotnost 150 kDa), ktery se sklada z IGF-1 nebo IGF-2,
IGFBP-3 a tzv. ALS (acid labile subunit, molekulovd hmotnost 85 kDa). Tento komplex neni
schopen opustit cévni fe€ist¢ a vazba IGF v této podobé vede k vyznamné prolongaci
plazmatického poloc¢asu IGF, napft. pro IGF-1 z 10 minut na 12-15 hodin.

Koncentrace IGFBP v séru jsou ovliviiovany jednak vlivy hormonalnimi a jednak
vlivy nutricnimi. Hladiny IGFBP-3 jsou zvySovany vys§imi hladinami GH. Z tohoto diivodu
nektefi autotfi doporucuji stanovovani IGFBP-3 v diagnostice deficitu GH u déti 1 dospélych.
Inverznim zpiisobem se chovd IGFBP-2. Hladiny IGFBP-1 vyznamné kolisaji v prib&hu dne

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

transformace a tim brzdit progresi tumord.

Funkce IGFBP tedy mohou spocivat:

- v omezeni pfistupu volného IGF k jeho receptoriim,

- v prevenci IGF vyvolané hypoglykémie,

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

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

- ve vlivu na buné¢nou proliferaci a smrt prostiednictvim IGFBP receptori.

Dalsim faktorem, ktery je nutné do tohoto komplikovaného systému zahrnout, jsou
IGFBP — protedzy. Proteolyticka aktivita fidici odbouravani IGFBP se podili na zvySovani
hladin volného IGF a jeho vétSim pfistupu k receptorim. IGFBP — protedzy mohou byt
kritickym mistem cel¢ fady malignich i benignich proliferacnich onemocnéni. Prvni
biochemicky definovanou IGFBP — proteazou byl PSA (prostaticky specificky antigen).
Kategorie IGFBP — protedz zahrnuji kalikreiny, katepsiny a metaloproteindzy (JenSovsky
2000).

1.3.8. Pankreatické hormony; Inzulin a C-peptid

V lidském pankreatu jsou 1-2 miliony Langerhansovych ostravka, které jsou slozeny
z n€kolika typli bunék (A, B, D, F). Secernuji pfedevS§im ¢tyfi hormony: inzulin, glukagon,
somatostatin a pankreaticky polypeptid. Hormony jsou uvoliiovdny do portalniho fecisté a
hlavnim mistem piisobeni inzulinu a glukagonu jsou jatra. Somatostatin — nejprve zjistény

v hypothalamu jako inhibitor sekrece ristového hormonu — je v pankreatickych ostrivcich ve
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vys$$i koncentraci nez v hypothalamu a pusobi jako lokalni regulator sekrece inzulinu a
glukagonu. Pankreaticky peptid ptisobi na sekreci v gastrointestinalnim traktu.

Inzulin je vzorovym peptidovym hormonem. Byl jako prvni vycistén, krystalovan a
syntetizovan chemickymi i1 molekularné biologickymi technikami. Studie jeho biosyntézy
vedly k vyznamné koncepci propeptidu. Inzulin mé dilezité 1écebné uplatnéni. 5% populace
rozvinutych zemi ma diabetes mellitus. V roce 1921 Banting a Best pouzili smés kyseliny a
ethanolu a extrahovali z pankreatické tkan¢ ostrivkovy faktor, ktery mél silné
hypoglykemizujici plsobeni. Gen pro lidsky inzulin je umistén na kratkém raménku
chromozému 11. Jeho syntéza v bakteridlnich systémech exprese za pouziti technologie
rekombinantni DNA poskytuje vyborny zdroj tohoto hormonu pro nemocné diabetem.

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

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

a uvolnuji sviij obsah do extracelularni tekutiny.

60



S——38

K] _V_]! O Praseci

A Retézec GIVEQCCTSICSLYQLENYCN j Bovinni

S S

7 i ®
B Retézec FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
A

Obrazek 17: Primarni struktura molekuly lidského inzulinu a aminokyselinové modifikace praseciho a

bovinniho inzulinu

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

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

Pii sekreci inzulinu se ucastni fada mediatori. NejvyznamnéjSim fyziologickym
podnétem pro sekreci inzulinu je zvySeni koncentrace glukdézy v plazmé. Alfa-adrenergni
agonisté, zejména adrenalin, inhibuji sekreci inzulinu, naopak beta-adrenergni agonisté ji
stimuluji. Sekrece inzulinu se také zvysuje po chronickém plisobeni nadmérnych hladin GH,
kortizolu, placentarniho laktogenu, estrogenti a gestagenti. Sekreci inzulinu také stimuluje

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

Inzulinovy receptor je glykoprotein s tyrozinkindzovou aktivitou. Je to heterotetramer
slozeny ze dvou podjednotek oznacovanych alfa a beta. V konfiguracfi alfa2-beta2 jsou
podjednotky spojeny disulfidovymi vazbami. Ob¢ podjednotky jsou siln¢ glykosylovany.
Alfa-podjednotka (Mr=135 000) je uloZena extraceluldrné a vaze inzulin pravdépodobné svou
doménou bohatou na cystin. Beta-podjednotka (Mr=95 000) je transmembranovy protein,
ktery zprostfedkovava prenos signalu. Cytoplazmatickd cast beta-podjednotky ma
tyrozinkinazovou aktivitu a jedno autofosforylatni misto. Inzulinovy receptor se trvale
syntetizuje a degraduje. Jeho polocas je 7 - 12 hodin. Gen receptoru pro lidsky inzulin je na
chromozému 19.

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

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

2.1. Soubory pacientii

Orexin A, ghrelin a adiponektin byly méfeny u obéznich déti pied 5 tydenni redukci
télesné hmotnosti a po ni v lazeniském zafizeni (Lécebna Dr.Filipa v Pod¢bradech) a u
pacientek s mentalni anorexii pted 8 tydenni psychiatrickou 1éc¢bou a realimentaci a po ni v
ramci hospitalizace na Klinice détské psychiatrie UK 2.LF a FN Motol, Praha. Orexin A byl
také méten u détskych pacientli s Crohnovou nemoci a s celiakalni sprue vySetienych v ramci
gastroenterologického oddé€leni pifi Pediatrické klinice UK 2.LF a FN Motol, Praha a u
zdravych kontrol ziskanych z ambulance détské ORL kliniky UK 2.LF a FN Motol, Praha.
Amylin byl stanoven u pacientl s osteopor6zou a u kontrolni skupiny pacienti sledovanych v
ramci odborné ambulance pii Ustavu klinické biochemie a patobiochemie UK 2.LF a FN
Motol, Praha. Kontrolni skupina pacientd s diabetem Il.typu byla vybrana ve spolupraci s

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

2.1.1. Soubor obéznich pacienti

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

Redukce télesné hmotnosti byla dosazena béhem 5 tydnii kombinaci snizeného ptijmu
stravy (vyvazend nizkokaloricka dieta v rozmezi 1200 kcal - 1700 kcal denné v zavislosti na
veéku) a zvySeného energetického vydeje (alespont 180 minut denné béh, plavani, mi¢ové hry,
aerobik). Ke snizeni télesné hmotnosti nebyly pouzivany zadné Iéky.

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

vySetfeni pacientll.

2.1.2. Soubor pacientek s mentalni anorexii

Do studie bylo =zafazeno 36 divek s diagn6zou mentidlni anorexie (10
premenarchealnich a 26 postmenarchealnich). Do studie jsme zatadili pacientky s BMI pod
18,5. Primérny veék ve skupiné premenarchealnich divek byl 13,9 + 0,4 let (rozpéti 12,6 —
16,6) a u postmenarchealnich 15,4 + 0,3 let (13,5 — 18,8). Primérnd télesna vyska byla 158,2
+ 2,7 cm (148,5 — 176) u premenarchealnich divek a 166,0 + 1,3 cm (156,5 — 182,2) u
postmenarchedlnich. T¢lesna hmotnost a BMI véetné SD skore jsou uvedeny v tabulce 3.

Zvyseni telesné hmotnosti bylo dosazeno béhem 8 tydnti kombinaci ptisného
stravovacitho rezimu se zvySenym dohledem nad jidlem a psychiatrick¢ [éCby
(psychodynamicka terapie, kognitivni psychoterapie, skupinové psychoterapie, rodinna
terapie, ergoterapie, arteterapie, muzikoterapie). Béhem hospitalizace nebyly pacientkdm
podavany zadné léky zvysujici pfijem potravy.

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

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

pacientek.
pramér + SEM Hm. pfed (kg)  (SDS) | Hm. po (kg) = (SDS) | BMI pied (kg/m2) (SDS) |BMI po (kg/m2) (SDS)
Obezita 74,2 + 2,8 (+ 3,55) 67,4+ 2,6 (+2,62) 28,8+ 0,6 (+3,94) 26,1+0,6 (+2,92)
- Divky 742+30 | (+346)| 67,8+28 | (+266) 28,6+ 0,6 (+369) | 261+06 | (+281)
- Chlapci 742+52 | (+355) | 668+49 | (+255) 29,1+ 1,1 (+428) | 261+1,1 (+ 3,08)
Mentalni anorexie| 424+10 | (-1,47) | 486+10 | (-0,66) 15,8 + 0,3 -1,71) 18,0 + 0,2 (- 0,85)
- Premenarchealni 38,6+ 1,5 (1,46) | 441+16 | (-0,92) 15,4 + 0,5 (- 1,54) 17,5 + 0,4 (-0,81)
- Postmenarchealni 439+ 1,1 -1,47) | 503+11 | (-0,56) 15,9 + 0,33 (-1,77) 18,2+ 0,2 (- 0,86)

Tabulka 3: Zakladni antropometrické tdaje pacientll s obezitou a mentalni anorexii pfed terapeutickou
intervenci a po ni

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

Do studie byli zafazeni détSti a adolescentni pacienti snové diagnostikovanou
Crohnovou nemoci. Pro stanoveni diagnézy byla pouzivana nasledujici kritéria: klinickd —
bolesti bricha, prijmy, zvraceni, krev ve stolici; biochemickd — zvySené zanétlivé parametry,
hypergamaglobulinemie, pozitivita sérovych protilatek proti Saccharomyces cerevisiae
(ASCA); radiodiagnosticka — typicky nalez na enteroklyze; endoskopickd —nalez zanétlivé
zménéné sliznice pii endoskopickém vySetieni a histologicka — nalez lymfoplasmocytarniho
zanétu a/nebo granulomu v bioptickych vzorcich stfevni sliznice. Pacienti nejevili znamky
poruch cyklu spanku a bdéni a v pfedchorobi nebyli 1éceni zddnou protizanétlivou terapii, ani
jinymi léky, které by mohly ovlivnit chut’ k jidlu a pfijem potravy. Do studie bylo zatazeno
celkem 23 pacientti (15 chlapct a 8 divek). Primérny vek, télesnd vyska, t€lesnd hmotnost a
BMI véetné¢ SD skore jsou uvedeny v tabulce 4. Odbér krve byl proveden rano nala¢no a
vzorky ke stanoveni orexinu A byly ziskdvany a zpracovavany stejnym zpusobem jak bylo
popsano u obéznich pacientl (viz. kapitola 2.1.1.). Zaroven s odbérem vzorki bylo provedeno

antropologické vySetieni pacienti.

2.1.4. Soubor pacientt s celiakalni sprue

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

provedeno antropologické vySetieni pacientu.
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pramér + SEM Vék(r) | Tv(m) (SDS) | THM(kg) (SDS) | BMI (kg/m2) (SDS)
Crohnova nemoc | 148+05 | 156+0,03 (-0,92)| 47,0+31 (-1,04)| 180+07 (-0,72)
Celiakalni sprue | 106+1,0|1,36+0,06 (-1,04)| 33,6+4,1 (-0,79)| 16,8+0,7 (- 0,49)
Kontrolni skupina | 128+0,6 [ 1,55+0,03 (-0,09)| 46,1+24 (0,00)| 187+05 (-0,03)

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

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

2.1.5. Soubor pacienttli s osteoporézou

Do studie bylo zatazeno 28 patientd (3 muzi a 25 postmenopauzalnich zen) s
pramérnym vékem 65 let; rozmezi 42 — 82 let) s diagnozou osteopordzy (OP). Pacienti byli
zatazeni na zaklad¢ klinickych kritérii (bolest v axidlnim skeletu a/nebo v kycelnich
kloubech), které¢ byly pfitomny u 28 pacientl, nebo diive radiologicky prokazanych fraktur
(kycCelniho kloubu, Zeber nebo kompresivnich fraktur obratll) — pfitomno u 11 pacientd.
Diagnéza byla také nepfimo podpotfena biochemickymi kritérii (zmény sérovych hladin
kalcia, alkalické fosfatazy a osteokalcinu) jako markery kostni remodelace. U vSech pacienta
jsme provedli vySetfeni DEXA (dual-energy X-ray absorptiometry) v urovni mezi 2. a 4.
lumbélnim obratlem a v urovni levého kycelniho kloubu. Jako prikaz osteopordzy byla
povazovana kostni densita méné nez - 2,5 standardni odchylky (SD) vzhledem k véku
pacienta (T-skore < -2,5). Pacienti s osteoporézou nevykazovali zaddné znamky poruchy
funkce pankreatickych beta-bun¢k: u téchto pacientli byly jak hladiny plazmatické glukosy
nalacno, tak hladiny C-peptidu v referen¢nich mezich.

Vzorky ke stanoveni jednotlivych analyti byly ziskavany a zpracovavany stejnym
zpusobem jako u obéznich pacienti (viz. kapitola 2.1.1.). Odbér byl proveden jednorazové

rano nala¢no v rdmci pravidelné ambulantni kontroly.
2.1.6. Kontrolni skupiny

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

z ambulantni slozky Kliniky usni, nosni a kréni UK 2.LF a FN Motol, Praha, ktefi pfichazeli

k predoperacnimu vySetfeni v rdmci piipravy na planované drobné chirurgické zakroky
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v oblasti hlavy a krku. Pacienti neméli zddné znamky poruch piijmu potravy, jejich nutri¢ni
stav byl v normalnim rozmezi vzhledem k véku a télesné vysce. Pacienti déle nejevili znamky
poruch cyklu spanku a bdéni ani zanétlivého onemocnéni. Do studie bylo zatfazeno celkem 28
pacientdl (14 chlapct a 14 divek). Primérny vék, télesna vyska, télesnd hmotnost a BMI
véetné SD skore jsou uvedeny v tabulce 4. Odbér krve byl proveden rano nalac¢no a vzorky ke
stanoveni orexinu A byly ziskavany a zpracovavany stejnym zplsobem jak bylo popsano u
obéznich pacientii (viz. kapitola 2.1.1.). Zaroven s odbérem vzorka bylo provedeno
antropologické vySetieni pacientll.

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

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

Jako kontrolni skupinu jsme vybrali 24 pacientl (11 muzd, 13 Zen; pramérny vék 53
let; rozmezi 35 — 73 let), kteti jsou dlouhodobé sledovani pro mirnou kompensovanou
sekundarni dyslipidemii v metabolické ambulanci (CG). VSichni tito pacienti byli 1éceni
vyhradné dietnimi opatfenimi a pohybovym rezimem tak, aby bylo dosaZeno poklesu
sérovych hladin cholesterolu a triacylglycerolti do referencniho rozmezi.

Na zéklad¢ ptedchoziho dlouhodobého ambulantniho sledovani pacientil, detailni
analyzy tdaji ze zdravotnické dokumentace a jejich fyzikalniho vySetfeni jsme neshledali
7z4dné anamnestické ani klinické zndmky osteopordzy (bolesti, fraktury) ani v jedné z
kontrolnich skupin. Ani opakované vySetfeni biochemickych parametrii kostni remodelace
neprokazalo jejich hodnoty mimo referen¢ni meze.

Pacienti s dyslipidemii nevykazovali Zadné znamky poruchy funkce pankreatickych
beta-bun€k. U téchto pacientli byly jak hladiny plazmatické glukosy nala¢no, tak hladiny C-
peptidu v referencnich mezich.

Vzorky ke stanoveni jednotlivych analytt byly ziskavany a zpracovavany stejnym
zpusobem jako u obéznich pacientil (viz. kapitola 2.1.1.). Odbér byl proveden jednorazovée

rano nala¢no v rdmci pravidelné ambulantni kontroly.
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2.2. Laboratorni metody

2.2.1. Stanoveni orexinu A

Pro stanoveni plazmatickych hladin orexinu A jsme vyvinuli metodu kombinujici
extrakéni proceduru pro izolaci orexinu A z plazmy s naslednym stanovenim koncentrace
pomoci radioimunoanalyzy (RIA). Orexin A byl stanovovéan z plazmy. Odbér a zpracovani
vzorku bylo provedeno ptesné dle instrukei ke kitu pro méfeni plazmatickych hladin orexinu
A RIA metodou (Phoenix Pharmaceuticals, Mountain View, CA, USA). Odbér krve byl
provadén na zaklad¢é informovaného souhlasu pacienta, u osob mladsich 18 let se souhlasem
jejich zakonného zastupce. Vzor formulafe informovaného souhlasu je uveden v piiloze €. 2.
Odbér a zpracovani vzorkll je zminéno v pfedchozi ¢asti metodiky.

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

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

Pro stanoveni plazmatickych hladin celkového ghrelinu byla pouzita metoda
kompetitivni radioimunoanalyzy. Ghrelin byl stanovovdn z plazmy. Odbér a zpracovani
vzorku bylo provedeno ptesn¢ dle instrukci ke kitu pro méfeni plazmatickych hladin
celkového ghrelinu RIA metodou (Phoenix Pharmaceuticals, Mountain View, CA, USA).
Odbér krve byl provadeén na zéklad¢ informovaného souhlasu pacienta, u osob mladsich 18
let se souhlasem jejich zdkonného zastupce. Odbér a zpracovéani vzorkd je zminéno v
predchozi ¢asti metodiky.

Jeden RIA kit je urCen pro stanoveni 125 vzorkl. Ke stanoveni se pouziva 100 ul
plazmy od kazdého pacienta. Méfeni jsme provadéli v dubletu. Pouzitd radioimunoanalyza je
zaloZena na principu kompetitivni vazby a vyuziva polyklondlnich krali¢ich protilatek proti
humannimu celkovému ghrelinu a kozich protilatek proti kralicim imunoglobulinim
k odd¢€leni navazané a volné frakce. Jako standard je pouzivan lidsky ghrelin.

Inkubace s primarni protilatkou a znaenym tracerem probihala pfi 4°C po dobu 24
hodin. Nasledna inkubace se sekundarni protilatkou probihala pfi pokojové teploté po dobu 90
minut. Mnozstvi radioaktivity v kazdém vzorku bylo vyhodnoceno gama pocitaCem a
vyjadieno jako cpm. Referen¢ni kiivka byla odvozena od sériového fedéni standardi (1, 2, 4,
8, 16, 32, 64 a 128 pg/ml). Z referencni kiivky byla na zdkladé¢ cpm odectena vysledna
koncentrace peptidu ve vzorku a ptepoctena dle predchoziho fedéni na 1 ml plazmy. Intra-
koncentrace je 10 pg/ml. Metoda nema zkiizenou reaktivitu s fragmentem 1-14 lidského
ghrelinu, se sekretinem, vasoaktivnim intestindlnim peptidem, galaninem, neuropeptidem Y

ani orexinem A a B.

2.2.3. Stanoveni adiponektinu

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

zakonného zastupce. Odbér a zpracovani vzorkl je zminéno v pfedchozi ¢asti metodiky.
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Jeden ELISA kit je urCen pro stanoveni 96 vzorkl. Ke stanoveni se pouziva 10 ul séra
od kazdého pacienta, které je pred stanovenim nafedéno v poméru 1:500. M¢éfeni jsme
provadeli v dubletu. Pouzitd sandwichova enzymova imunoanalyza vyuziva primarnich
monoklondlnich protilatek proti huménnimu adiponektinu a sekundéarnich biotinem znacenych
mySich monoklonalnich protilatek proti humannimu adiponektinu. Na biotin imobilizovaného
komplexu se vaze kienova peroxidaza konjugovana se streptavidinem. Reakce substratu (3,
3’, 5, 5'-tetrametylbenzidin) s kienovou peroxiddzou vede ke zvySeni absorbance méfené
spektrofotometricky pii 450 — 590 nm. Jako standard je pouZivan rekombinantni lidsky
adiponektin o koncentraci 200 ng/ml. Ke kontrole kvality je pouzito fedéné lidské sérum o
dvou riiznych koncentracich adiponektinu (o¢ekavané rozmezi je 3,5 — 7,2 ng/ml a 17,3 —
35,9 ng/ml).

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

2.2.4. Stanoveni amylinu

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

U metody stanovujici celkovy amylin se primarni protilatka vaZe na epitop v blizkosti
stedni ¢asti peptidu a detekuje redukovany amylin a amylinovou kyselinu (deamidovany
amylin), ale nikoliv amylinovy fragment 1-20. Detekéni protilatka se vaze k redukovanému

nebo neredukovanému amylinu, ale ne k amylinové kyselin€. S vyuzitim této eseje mizeme
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detekovat jak redukovany tak neredukovany amylin slozeny ze vSech 37 aminokyselin
s amidovanym C-koncem peptidu. Percy a spol. popsal, ze tato metoda mize také detekovat
amylinu podobné peptidy (amylin-like peptides). Intraanalyticky variacni koeficient je 2,5 %
a interanalyticky 10 %.

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

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

Zakladni charakteristiky laboratornich metod pouzitych ke stanoveni regulac¢nich

peptida jsou uvedeny v tabulce 5.

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

Vzorek
S-leptin RIA 0,5 ug/l 1-100 39% | 6,2% | stabilni pfi
Linco 200 ul ug/l 4st.C

P-amylin ELISA | 1pmol/l | 1-100 2,5% 10 % IF, MUP
Linco 50 ul pmol/l

S-adipo- ELISA | 0,5mg/l | 1,5-100 | 3,5% 6.5 % S, P
nektin Linco 10 ul mgl/l stabilni

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

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

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

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

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

systémem kontrol kvality.

2.2.5.1. Leptin

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

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

Princip metody:

Pii reakci dochéazi ke kompetitivni reakci pii vazbé znaceného a neznaceného antigenu
na protilatku. MnoZstvi '%I- znaceného leptinu navazaného k protilétce je nepfimo imérné

koncentraci leptinu obsazeného v pacientském séru.

Preanalvtické pozadavky:

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

potiebnych pro analyzu.

Reagencie:

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

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

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

e 25 I-Human Leptin — lyofilizovany, 13,5 ml. '*> I — znaceny lidsky leptin, &istény

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

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

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

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

Standardizace (ndvaznost méfeni):

Navaznost méfeni neni definovana.

Analvtické znaky metody:

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

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

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

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

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

Referenéni rozmezi:

Referen¢ni rozmezi u zdravych pacienti s BMI 18 — 25 stanovené vyrobcem:
Muzi: 2,0 - 5,6 pg/l
Zeny: 3,7-11,1 pg/l

Vypodet a vyjadieni vysledku:

Vysledek ziskany interpolaci z kalibra¢ni kfivky je vydavan na cela ¢isla v pg/l.
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Kontrola kvality:

Kontrola se zatazuje vzdy pii stanoveni kalibracni kiivky. Pouzivaji se firemni

kontroly, jejichz deklarované rozmezi je uvedeno na Stitku.

2.2.5.2. IGF-1

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

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

Princip metody:

Stanoveni je zalozeno na sendvicové imunoradiometrickd metod€. V soupravé jsou
pouzity mysi monoklonalni protilatky proti dvéma riznym epitopim IGF-1. Je nezbytné
predem provést extrakci kyselym etanolem za ucelem uvolnéni IGF-1 zjeho komplexa
s vazebnymi proteiny. Vzorky extrahované kyselym etanolem a standardy jsou inkubovény ve
zkumavkach pokrytych primarni protilaitkou v pfitomnosti sekundarni monoklondlni
protilatky znacené pomoci '’I. Po inkubaci je obsah zkumavek odsat a méfi se véazana
radioaktivita. Nezndmé hodnoty se urci interpolaci z kalibracni kiivky. Véazana radioaktivita

je ptimo tumérna koncentraci IGF-1 ve vzorcich.

Preanalvtické pozadavky:

K analyze se pouziva sérum (odbér minimalné 2 ml krve). Plasma se odebira do
zkumavek obsahujicich heparin nebo EDTA. Po odbéru jsou vzorky dopraveny do laboratofte.
Material musi byt nalezité uloZzen a zabezpecen v prepravnim pouzdru. Po pfijeti vzorku do
laboratofe je nutno vzorek stocit v centrifuze pii 1000 g po dobu minimalné 10 minut. Vzorky
se musi zpracovat do 24 hodin po odbéru uchované dobte uzaviené pii 2 — 8 °C. Pro delsi
skladovani se vzorky skladuji pfi — 20 °C. Po rozmraZeni se uz nesmi znovu mrazit. Ke
stanoventi je tieba 25 ul séra, spolu s mrtvym objemem pfi pipetovani je tieba pocitat alespon

s 50 ul séra potiebnych pro analyzu.

Reagencie:

Vsechny reagencie jsou stabilni pti 2 — 8 °C do data exspirace soupravy.
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IGF-1 znageny '*°I, radioindikator: 1 lahvicka (55 ml) p¥ipraveny k pouziti. Lahvicka
obsahuje ke dni vyroby méné& nez 370 kBq %I znageného imunoglobulinu v roztoku
s proteiny, azidem sodnym (< 0,1%) a barvivem.

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

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

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

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

Pomocné roztoky:

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

Destilovana voda.

Standardizace (navaznost méreni):

Metoda IGF1 je navazdna na mezindrodni referencni standard IRR/IGF-1, ¢islo

87/518.

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibra¢ni kiivky udané vyrobcem: 0 — 3000 pg/1

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

Kontrolni material: Firemni kontrola — rozsah ofekavanych koncentraci je uveden na
Stitku lahvicky. Deklarovany rozsah o¢ekavanych koncentraci: 87 — 162 ug/l, stfedni

hodnota 125 pg/l.
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Referenéni rozmezi:

Referenc¢ni rozmezi bylo stanoveno vyrobcem pro rizné vékové skupiny a pohlavi a je

uvedeno v tabulce 6.

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

Tabulka 6: Referen¢ni rozmezi pro IGF-1 dle véku a pohlavi

Vypodet a vyjadieni vysledku:

Vysledek ziskany interpolaci z kalibra¢ni kiivky je vydavan na celd ¢isla v pg/l. Ke
kazdému vysledku je dopoctena a uvedena smérodatnd odchylka vypoctend ze souboru
normalnich pacient vzhledem k véku a pohlavi pacienta. U dospélych pacientt, tj. nad 18 let,

se smérodatnd odchylka neuvadi.

Kontrola kvality:

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

pool 2. Tyto kontroly jsou pfipravovany Usekovou laborantkou smichdnim pacientskych sér
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hodnoty okolo 40 — 70 ug/l (pool 1) a 600 -900 ug/l (pool 2). Séra jsou smichana, odstiedéna,
rozalikvétovéana do eppendorfek a zamrazena.

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

analyzuji se dva rizné vzorky. Podle uspéSnosti v cyklu ziskdva laboratot Osvédceni o ucasti.

2.2.5.3. IGFBP-3

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

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

Princip metody:

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

radioaktivita je pfimo umérné koncentraci IGFBP-3 ve vzorcich.

Preanalvtické pozadavky:

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

pocitat alesponi s 50 pl séra potiebnych pro analyzu.

Reagencie:

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

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

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

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

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

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

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

-20 °C v alikvotech.

Standardizace (navaznost méreni):

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

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

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

Analvtické znaky metody:

Pracovni rozsah - rozpéti kalibracni kiivky udané vyrobcem: 2,0 — 100 pg/1

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

Kontrolni materidl: Firemni kontrola — rozsah o¢ekévanych koncentraci je uveden na
stitku lahvicky. Deklarovany rozsah o¢ekavanych koncentraci: Nizka kontrola: 0,35 —
0,55 ng/l, sttedni hodnota 0,45 pg/l; vysoké kontrola: 3,3 — 5,7 ug/l; sttedni hodnota
4,5 ng/l
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Referenéni rozmezi:

Referenc¢ni rozmezi bylo stanoveno vyrobcem pro rizné vékové skupiny a pohlavi a je

uvedeno v tabulce 7.

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

Tabulka 7: Referen¢ni rozmezi pro IGFBP-3 dle v€ku a pohlavi

Vypocet a vyjadieni vysledku:

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

se smérodatnd odchylka neuvadi.

Kontrola kvality:

Kontrola se zatazuje vzdy pii stanoveni kalibracni kiivky. Pouziva se firemni kontrola,

jejiz deklarované rozmezi je uvedeno na Stitku.
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2.2.5.4. Inzulin

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

1000 (DPC).

Princip metody:

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

Intenzita vzniklého zéfeni je pfimo umérnd koncentraci inzulinu ve vySetfovaném vzorku.

Preanalvytické pozadavky:

Pacient k odbéru musi byt nalaéno a nevyzaduje zvlastni piipravu k odbéru. Zilni krev
se odebird do zkumavky a po odstfedéni se oddéli sérum. Nelze pouzit EDTA. Po pfijeti
vzorku do laboratofe je nutno vzorek stocit v centrifuze pii 1000 g po dobu minimalné¢ 10
minut. Vzorky séra je mozné skladovat 7 dni pii 2 - 8 °C nebo 2 mésice pii -20 °C.
Rozmrazeni vzorkl je mozné pouze jednou a to pfi teploté 15 - 28 °C. Ke stanoveni je tfeba
100 pl séra, spolu s mrtvym objemem je tfeba pocitat alespont 200 ul séra potiebnych pro

samostatnou analyzu.

Analyzator:

Imunochemicky chemiluminiscenéni analyzator Immulite 1000 (DPC) je samostatnou
jednotkou, ktera zahrnuje davkovani vzorkl i reagencii, inkubaci, detekci a automatické

vyhodnoceni vysledkli. Analyzator je urcen k nepfetrzitému provozu.

Reagencie:
1. Souprava: Inzulin (LKIN1 nebo LKINS). Souprava obsahuje nadobku s reagencii

(LIN2), obsahujici 6,5 ml konjugatu alkalické¢ fosfatazy s kufeci polyklonalni
protilatkou proti inzulinu v pufru, sacky s testovacimi jednotkami (LIN2), obsahujici

polystyrenové kulicky s imobilizovanou mysi monoklonalni protiladtkou proti inzulinu,
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2 lyofilizované kalibratory s nizkou (LINL) a vysokou (LINH) koncentraci inzulinu a
2 lyofiliované kontroly s nizkou (LINC1) a vysokou (LINC2) koncentraci inzulinu.
Souprava se skladuje pii 2 - 8 °C. VSechny reagencie se pouzivaji s ohledem na
expiraci, kterd je uvedena na vnéj$Sim obalu soupravy. V ptipadé piekroceni expiracni
doby na tuto skutecnost upozorni software analyzatoru. Kalibratory je mozné po
rekonstituci skladovat 60 dni pii -20 °C. Kontroly je moZzné po rekonstituci skladovat
60 dnt1 pii -20 °C.

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

3. Pomocné roztoky:

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

e  Wash Modul (LPWS2) — promyvaci roztok

e Probe cleaning kit (LKPM)- Cistici roztok

Kalibrace:

Soucasti soupravy je firemni kalibracni kfivka a dva kalibratory oznacené (LINL)
"Adjustor Low" a (LINH) "Adjustor High" (dodavatel DPC Czech, vyrobce DPC). Pomoci
téchto kalibratort se provadi uprava kalibra¢ni kiivky vzdy, kdyz se zméni Sarze soupravy, po
uplynuti 14 dnii od posledni Gpravy nebo v ptipadé€, kdy vysledek analyzy kontrolniho vzorku
je mimo povolené meze.

Kalibratory jsou v lyofilizované formé. Rekonstituuji se pfidanim piesné 4,0 ml
destilované vody a ponechanim stit po dobu 30 minut za ob¢asného opatrného promichani
krouzivym pohybem. Potom se rozpipetuji a zamrazi na -20 °C. Po kalibraci se provede

stanoveni kontrolniho materidlu. (Inzulin controls-kat. ¢. LINCI1 a LINC2)

Standardizace (ndvaznost méfeni):

Metoda Immulite Inzulin je navdzana na referencni standard WHO NIBSC IRP 1 ¢islo

66/304.

Analvtické znaky metody:

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

Kontrola pramér CV (%) Bias (%)
Hladina 1 9,81 mU/1 18,8 6,6
Hladina 2 47,54 mU/1 9.1 1,1

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

interferuji.

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

Kritické hodnoty nejsou definovany.

Vypocet a vyjadieni vysledku:

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

Kontrola kvality:

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

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

zéakladé casti v cyklu ziskava laboratot Osvédceni o ucasti.

2.2.5.5. C-peptid

C-peptid je stanovovany ze séra chemiluminiscenéni analyzou na analyzéatoru

Immulite 1000 (DPC).
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Princip metody:

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

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

Preanalytické pozadavky:

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

séra potfebnych pro samostatnou analyzu.

Analyzator:

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

vyhodnoceni vysledkt. Analyzator je urcen k nepfetrzitému provozu.

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

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

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

3. Pomocné roztoky:

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

e  Wash Modul (LPWS2) — promyvaci roztok

e Probe cleaning kit (LKPM)- Cistici roztok

Kalibrace:

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

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

module — kat. ¢. LPECM).

Standardizace (navaznost méreni):

Metoda Immulite C-peptid je navazana na referenc¢ni standard WHO IRP 1 ¢islo

84/510.

Analvtické znaky metody:

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

Mez detekce: 99 pmol/l

Analytické znaky metody

Kontrola prumér CV (%) Bias (%)
Hladina 1 263,13 pmol/l 19,6 3
Hladina 2 942,5 pmol/l 5,8 1,7
Hladina 3 1787,7 pmol/l 7,8 1,8
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Interference:
Bilirubin o koncentracich vice nez 100 mg/l zplusobuje faleSné¢ zvySeni hodnot.

Hemolyza nezptsobuje interferenci.

Referenéni rozmezi stanovené vyrobcem:

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

definovany.

Vypocet a vyjadieni vysledku:

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

Kontrola kvality:

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

obecnymi pravidly pro vnitini kontrolu kvality.

2.3. Antropometrické metody

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

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

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

pro chlapce i1 divky jsou uvedeny v ptiloze 1.
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2.4. Statistické metody

Statistickd analyza dat byla provedena s vyuzitim statistického software Prism 4.0 od
firmy Graph Pad, Inc. Vysledky jsou prezentovany jako primér + stfedni chyba priméru
(mean + SEM). Pokud neni uvedeno jinak, byla vSechna data normalné distribuovéna.
Korelace jsou vyjadieny jako Pearsoniiv (pro normalné rozlozend data) nebo Spearmantv
(pro nenormalné rozlotfend data) korelacni koeficient. U skupin s normalnim rozloZenim dat
byly rozdily v rdmci kazdé ze skupin probandli posouzeny parovym t-testem, rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnany neparovym t-testem. V pifipad¢ signifikantné
rozdilného rozptylu mezi skupinami byla pouzita Welchova korekce. U skupin s nenormalnim
rozlozenim dat byl k hodnoceni rozdili v ramci skupin pouzit Wilcoxonlv test, rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly porovnany Mann-Whitneyho testem. Ve studii amylinu u
pacientd s osteopordézou byl vzhledem k nenormalnimu rozlozeni hladin amylinu pro
porovnani dat mezi jednotlivymi skupinami pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
(non-parametric one-way repeated-measures analysis of variance (ANOVA)) s néaslednym
Dunnovym post testem. Ve stejné studii i ve studii pacientll s Crohnovou nemoci a s celiakii
byl pro hodnoceni dat s normalnim rozlozenim pouzit parametricky test one-way ANOVA
s naslednym Bonferoniho post testem. Za statisticky signifikantni byla povazovéana hodnota p

=0,05.
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3. VYSLEDKY

3.1. Pacienti s obezitou

3.1.1. Antropometricka data u obéznich déti

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

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

3.1.2. Orexin A u obéznich jedinct

3.1.2.1. Plazmatické hladiny orexinu A

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

chlapci a divkami (n.s.).

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

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

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

Legenda: GB — divky pted redukci, GA — divky po redukci, BB — chlapci pfed redukci, BA — chlapci po

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

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

Legenda: Ani u jednoho z parametrii nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi chlapci a divkami (n.s.).

90



3.1.2.3. Vztah hladin orexinu A k v€ku a pohlavi

Nalezli jsme silnou negativni korelaci mezi hladinami orexinu A a vékem (r =-0,5395;
p <0,0001) (obr. 22). Hladiny orexinu A nebyly signifikantn€ odlisné mezi chlapci a divkami
ani pred redukci té€lesné hmotnosti (p = 0,7842, Welchova korekce) ani po ni (p = 0,2842),
ackoli u chlapcti byly primérné hladiny orexinu A mirné vyssi jak pred redukci télesné
hmotnosti tak 1 po ni (obr. 19). Nalezli jsme pozitivni korelaci mezi hladinami leptinu a
vékem (r = 0,3370; p = 0,0097). Hladiny leptinu byly signifikantné€ nizsi u chlapct nez u
divek jak pted redukci (p = 0,0126) tak po redukei télesné hmotnosti (p = 0,0053, Welchova
korekce) (obr. 20).
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Obrazek 22: Korelace plazmatickych hladin orexinu A s vékem a télesnou vyskou u obéznich jedinct

3.1.2.4. Korelace hladin orexinu A a leptinu s antropometrickymi parametry

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

obéznich jedinci

Po prevedeni antropometrickych dat na SD skore jsme nenalezli zZadny vztah mezi
hladinami orexinu A a SDS télesné vysky (r = 0,07795; p = 0,5608), SDS télesné hmotnosti
(r = -0,03772; p = 0,7786) nebo SDS BMI (r = -0,02343; p = 0,8614). Naopak leptin
koreloval pozitivné s télesnou vyskou (r = 0,3318; p = 0,0109), SDS télesn¢ vysky (r =
0,3175; p=0,0152), SDS télesné hmotnosti (r = 0,6251; p < 0,0001) a SDS BMI (r = 0,5445;
p <0,0001).
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Obrazek 24: Zmeény plazmatickych hladin orexinu A u obéznich jedinci béhem redukce té€lesné hmotnosti ve
vztahu k uspésnosti redukéni 1é¢by

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

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

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

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

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

3.1.2.6. Korelace s biochemickymi parametry

Nenalezli jsme korelaci mezi plasmatickymi hladinami orexinu A a sérovymi

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

3.1.3. Ghrelin u obéznich jedinct

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

chlapci a divkami (#).

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

3.1.3.2. Vztah hladin ghrelinu k véku a pohlavi

U chlapct byly signifikantné nizsi hladiny ghrelinu nez u divek jak ptfed redukci
télesné hmotnosti (p = 0,0149) tak po ni (p = 0,011) (obr. 25). U sledované skupiny obéznich

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

3.1.3.3. Korelace hladin ghrelinu s antropometrickymi parametry

Nalezli jsme negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu po redukci télesné hmotnosti
a télesnou vyskou (r = -0,3196; p = 0,0145) (obr. 26) 1 SDS télesné vysky (r = -0,2901; p =
0,0272). Plasmatické hladiny ghrelinu negativné korelovaly s télesnou hmotnosti po redukcei (r
=-0,3137; p=0,0165) (obr. 26), korelace s SDS skore byla na hranici statistické vyznamnosti
(r = -0,2548; p = 0,0536). Pied redukci télesné hmotnosti byla korelace s hmotnosti méné
vyznamna (r = -0,2501; p = 0,0583) a korelace s BMI byla také na hranici statistické
vyznamnosti (r = -0,2325; p = 0,0791). Nenalezli jsme zadny vztah mezi hladinami ghrelinu a

SDS BMI.
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Obrazek 26: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu s télesnou vyskou a télesnou hmotnosti u obéznich jedinct

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

Ve skupiné¢ HR jsme nalezli vyraznéjs$i zvyseni hladin ghrelinu ve srovnani s LR

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

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

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

3.1.3.5. Korelace s biochemickymi parametry

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

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

3.1.4. Adiponektin u obéznich jedinct

3.1.4.1. Sérové hladiny adiponektinu

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

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

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

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

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

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

3.1.4.3. Vztah hladin adiponektinu k véku a pohlavi

Zjistili jsme vyznamnou negativni korelaci mezi hladinami adiponektinu a vékem (r =
-0,4625; p = 0,0003) (obr. 32). Hladiny adiponektinu nebyly signifikantné odlisné mezi
chlapci a divkami pied redukei télesné hmotnosti (p = 0,5817, Welchova korekce) ani po ni (p

= 0,4357, Welchova korekce) ackoli u chlapcii byly primérné hladiny adiponektinu mirné

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

3.1.4.4. Korelace hladin adiponektinu s antropometrickymi parametry

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

zadny vztah mezi hladinami adiponektinu a SDS télesné vysky, SDS télesné hmotnosti nebo
SDS BMI.
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Obrizek 33: Korelace sérovych hladin adiponektinu s télesnou hmotnosti a BMI u obéznich jedinct
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Obrazek 34: Zmény sérovych hladin adiponektinu u obéznich jedincti béhem redukce télesné hmotnosti ve
vztahu k uspésnosti redukéni 1écby

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

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

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

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

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

3.1.4.6. Korelace s biochemickymi parametry

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

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

3.2. Pacientky s mentalni anorexii

3.2.1. Antropometricka data u pacientek s mentalni anorexii

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

postmenarchealnimi divkami ani pfed realimentac¢ni terapii ani po realimentaci (obr. 37).
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Obriazek 37: Sérové hladiny leptinu u pacientek s mentalni anorexii pfed realimentacni 1é€bou a po ni

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

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

Sérové hladiny IGF-1 u PRB byly 223,7 + 45,8 ug/l, u PRA 3522 + 35,7 ug/l (p =
0,0125), u POB 281,8 + 25,3 ug/l, u POA 483,2 + 36,4 ug/l (p < 0,0001), u AB 265,7 + 22,4
ug/l a u AA 446,8 + 29,6 ug/l (p < 0,0001). Hladiny IGF1 po realimentaci se signifikantné
lisily mezi premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami (p = 0,0455) (obr. 38).

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

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

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

3.2.2.3. Vztah hladin orexinu A k véku a menarché

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

(obr. 36).

3.2.2.4. Korelace s antropometrickymi parametry

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

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

Sérové hladiny IGF-1 pted realimentaci korelovaly pozitivn€ s télesnou hmotnosti (r =
0,4948; p = 0,0022), s SDS télesné hmotnosti (r = 0,3428; p = 0,0407), BMI (r = 0,5068; p =
0,0016) (obr. 40) a SDS BMI (r = 0,3485; p = 0,0373). Hladiny IGF-1 po realimentaci
korelovaly pozitivn¢ s BMI (r = 0,4284; p = 0,0091).
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Obrizek 40: Korelace sérovych hladin IGF-1 a IGFBP-3 s BMI u pacientek s mentalni anorexii

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

(r=10,3626; p =0,0298) a BMI (r = 0,4586; p = 0,0049) (obr. 40).
3.2.2.5. Korelace s biochemickymi parametry

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

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

3.2.3. Ghrelin u pacientek s mentalni anorexii

3.2.3.1. Plazmatické hladiny ghrelinu

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

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

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

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

3.2.3.2. Vztah hladin ghrelinu k véku a menarché

Ve vySetiované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi v€kem a hladinami
ghrelinu ani pied realimentaci ani po ni. Hladiny ghrelinu nebyly signifikantné¢ odlisné mezi
premenarchealnimi a postmenarchedlnimi divkami ani pred realimentaci ani po ni (obr. 42).

3.2.3.3. Korelace hladin ghrelinu s antropometrickymi parametry

Ve sledované skupiné divek jsme nalezli negativni korelaci mezi hladinami ghrelinu

pred realimentaci a SD skére BMI (r = -0,3826, p = 0,0213). Po realimentaci korelovaly
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plazmatické hladiny ghrelinu negativné s BMI (Spearman r = -0,4392, p = 0,0074) (obr. 43) a

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

3.2.3.4. Korelace s biochemickymi parametry

Nalezli jsme negativni korelaci mezi plasmatickymi hladinami ghrelinu a sérovymi

hladinami leptinu pfed realimentaci (Spearman r = -0,3951, p=0,0171) i po ni (Spearman r =

-0,6416, p < 0,0001) (obr. 43). Hladiny ghrelinu po realimentaci také pozitivné¢ korelovaly s

hladinami orexinu A (Spearman r = 0,3621, p = 0,03) a negativn¢ s hladinami IGFBP-3 (r = -

0,3894, p = 0,0189) (obr. 44).
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Obrazek 44: Korelace plazmatickych hladin ghrelinu s orexinem A a IGFBP-3 u pacientek s mentalni anorexii
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3.2.4. Adiponektin u pacientek s mentalni anorexii

3.2.4.1. Sérové hladiny adiponektinu

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

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

premenarcheélnich (n.s.). Také byl nalezen rozdil mezi pre- a postmenarchealnimi divkami pred realimentaci (#).
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3.2.4.2. Sérov¢ hladiny inzulinu a C-peptidu

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

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

premenarchealnimi a postmenarcheélnimi divkami ani pfed realimentaci ani po ni (obr. 46).
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Obrazek 46: Sérové hladiny inzulinu a C-peptidu u pacientek s mentalni anorexii pfed realimenta¢ni 1é¢bou a
po ni

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

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

3.2.4.3. Vztah hladin adiponektinu k véku a menarché

Ve vySetiované skupiné divek jsme nenalezli korelaci mezi vékem a hladinami
adiponektinu ani pfed realimentaci ani po ni. Primérné hladiny adiponektinu u
postmenarchedlnich divek pted realimentaci byly signifikantné niz8i nez u premenarchealnich

(p =0,0317). Po realimentaci nebyl tento rozdil statisticky vyznamny (obr. 45).
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3.2.4.4. Korelace s antropometrickymi parametry

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

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

parametry.
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Obriazek 47: Korelace sérovych hladin adiponektinu s BMI a inzulinu s hmotnostnim pfirGstkem u pacientek

s mentalni anorexii

3.2.4.5. Korelace s biochemickymi parametry

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

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

Souhrn vysledkl pro jednotlivé regulacni peptidy u obéznich pacientii 1 u pacientek

s mentalni anorexii je uveden v tabulce 8.
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a)

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

b)

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

c)

MA: Vék Menarché TV THM BMI SDS TV | SDS THM | SDS BMI
Orexin A 0 0 0 0 0 0 0 0
Leptin 0 0 0 0 0 + +
Ghrelin 0 0 0 0 - 0 0 -
Adiponektin 0 POL 0 0 - 0 0 -

d)

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

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

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

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

Legenda: znaménko (+) - pozitivni korelace, znaménko (-) - negativni korelace, znaménko (0) — zadna korelace,
NT — netestovano, BL — nizsi hladiny u chlapct, POL — nizsi hladiny u postmenarcheélnich divek; TV — télesna

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

3.3. Pacienti s Crohnovou nemoci, celiakii a zdravé kontroly

3.3.1. Antropometricka data

Primérny vE€k v kontrolni skupiné (CG) nebyl statisticky odliSny od pacientt
s Crohnovou nemoci (CN) ani s celiakalni sprue (CS) (ANOVA, p > 0,05). Primérny vék u
CN byl signifikantné vyssi nez u CS (ANOVA, p < 0,001). Primérna télesna vyska i télesna
hmotnost byly signifikantné¢ niz§i u CS v porovnani s CG 1 CN. Naopak SDS tclesné
hmotnosti bylo signifikantn€ niz8i u CS i CN v porovnani s CG. V hodnotach primérného

BMI nebyl rozdil mezi jednotlivymi skupinami nalezen. SDS télesné hmotnosti i SDS BMI
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bylo signifikantné nizs§i u CN nez u CG. Uvnitt zadné ze sledovanych skupin pacientl nebyl
nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi chlapci a divkami v primérmém veku, télesné

vysce ani télesné hmotnosti.

3.3.2. Plazmatické hladiny orexinu A

Plazmatické hladiny orexinu A ve skupiné¢ CN byly 57,6 + 3,7 pg/ml (rozmezi 16,5 —
89,2), ve skupiné CS byly 55,2 + 3,3 pg/ml (rozmezi 26,1 — 80,9) a ve skupin¢ CG byly 44,8
+ 3,2 pg/ml (rozmezi 2,4 — 76,0), ANOVA, p = 0,0159. Hladiny ve skupiné¢ CN i1 CS byly
signifikantné vyssi nez v CG (ANOVA, p < 0,05) (obr. 49).
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Obriazek 49: Plazmatické hladiny orexinu A u pacienti s Crohnovou nemoci, celiakalni sprue a u kontrolni
skupiny
Legenda: CN — Crohnova nemoc, CS — celiakalni sprue, CG — kontrolni skupina; Primérné hladiny ve skupin¢

CN i CS byly signifikantné vys$si nez v CG (*)

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

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

CN 1 CS byly signifikantné vyssi nez v CG (*)

3.3.4. Korelace orexinu A s antropometrickymi a biochemickymi parametry

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

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

3.3.5. Rozdily vzhledem k pohlavi

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

3.4.1. Charakteristika pacientti

Primérna télesnda hmotnost u pacientii s osteoporoézou (OP), diabetikt II.typu (DM) a
v kontrolni skupiné (CG) byla 64,4 + 1,4, 71,1 + 2,2 a 69,3 + 1,7 kg, primérna télesnd vyska
v téchto skupinach byla 1,67, 1,64 a 1,64 m a primérny BMI byl 23,2 + 0,7, 26,5 + 1,1 a 25,8
+ 0,8 kg/m?. Té&lesnd vyska nebyla mezi jednotlivymi skupinami statisticky vyznamné
odli$na. Primérna télesna hmotnost byla niz§i u OP nez u CG a BMI u OP byl signifikantné

niz8i nez u CG (One-way ANOVA s Bonferoniho testem, p = 0,0155).

3.4.2. Plazmatické hladiny amylinu

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

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

jednotlivymi skupinami nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil (n.s.).
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Obrizek 54: Plazmatické hladiny neredukovaného amylinu nala¢no u rtiznych skupin pacienti
Legenda: OP — pacienti s osteopor6zou, DM — pacienti s diabetem II.typu, CG - kontrolni skupina; Byl nalezen

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

Ani po adjustaci na vék se hladiny celkového amylinu mezi jednotlivymi skupinami
signifikantné neliSily, ale u OP byly primérné hladiny stale niz§i nez u DM a CG. Hladiny
neredukovaného amylinu u pacientti s OP po adjustaci na vek zistaly signifikantné nizsi ve
srovnani s DM a CG na hladiné¢ vyznamnosti p < 0,05. V zadné ze skupin jsme nenalezli

korelaci mezi vékem a hladinami celkového nebo redukovaného amylinu.

3.4.4. Hladiny amylinu vzhledem k pohlavi

U zen byly primérné hladiny celkového amylinu nizs$i ve skupin¢ OP (3,1 + 0.4
pmol/l) nez u CG (8,2 + 5,3 pmol/l), ale tento rozdil nebyl statisticky signifikantni. Hladiny
neredukované¢ho amylinu u Zen byly signifikantné nizs§i u OP (2,2 + 0,9 pmol/l) nez u CG
(13,5 + 3,9 pmol/l), p < 0,01. U 3 muzi ve skupiné s OP byly hladiny celkového amylinu 4,6
+ 2,6 pmol/l a hladiny neredukovan¢ho amylinu 4,5 + 3,6 pmol/l. Nenalezli jsme signifikantni
rozdil v hladindch amylinu mezi muzi a Zenami. Podrobné&jsi statistickd analyza nebyla

provadéna vzhledem k nizkému poctu muza ve skupiné OP.
3.4.5. Hladiny amylinu vzhledem k antropometrickym parametriim

Po adjustaci na télesnou hmotnost byly hladiny celkového amylinu u OP niz8i nez u
DM a CG (n.s.). Neredukovany amylin u pacientii s OP byl statisticky signigfikantn€ nizsi nez

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

neredukovaného amylinu a télesnou hmotnosti, vyskou nebo BMI.
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4. DISKUSE

4.1. Orexin A

4.1.1. Hladiny orexinu A

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

V odborné literatute se uvadéné hladiny orexinu A v plazmé 1i§i podle pouzité
metodiky, napt. Arihara a spol. ve své praci uvadi primérné hladiny orexinu A rano nalacno u
17 zdravych jedinct 1,94 pmol/l (= 6,9 pg/ml) pfi pouziti radioimunoanalyzy s pfedchozi
extrakci peptidu z plazmy (Arihara a spol. 2001). Adam a spol. popisuje snizené plazmatické
hladiny orexinu A u dospé€lych obéznich jedincli ve srovnani s kontrolni skupinou. Do studie
byli zafazeni jedinci s BMI v rozmezi 19,8 — 59 kg/m2. Ke stanoveni orexinu A v plazmé byla
pouzita radioimunoanalyza s extrakci. Nejniz$i detekovatelna koncentrace byla 40 pg/ml a
hladiny orexinu A se pohybovaly v rozmezi od 40 pg/ml u obéznich jedincti po 61,4 pg/ml u
eutrofickych kontrol (Adam a spol. 2002). Tyto hodnoty jsou srovnatelné s hodnotami
stanovenymi v nasi studii u obéznich déti. Komaki a spol. popisuje zmény sérovych hladin
orexinu A béhem 10 denniho lacnéni a nasledné 7 denni realimentace u dospé€lych jedincii
s normalni télesnou hmotnosti. Ve studii byla pouZita radioimunoanalyza bez ptfedchozi
extrakéni procedury. Deklarovand senzitivita metody byla 18 pg/ml. Primérmé hladiny

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

Je zndmo, Ze pacienti s nékterymi formami narkolepsie maji snizené hladiny orexinu A
v mozkomi$nim moku (MMM). Jejich normalni hladina u zdravych jedincii je pfiblizn¢ 10x
vys$si nez v plazmé (300-600 pg/ml). U pacienti s narkolepsii jsou ¢asto uvadény hladiny
orexinu A v MMM pod 100 pg/ml a v odborné literatuie jsou popsany i ptipady, kdy byly
hladiny orexinu A v MMM u téchto pacienti zcela nedetekovatelné. Napt. Tsukamoto a spol.
uvadi kasuistiku dvou prepubertalnich chlapct, u nichZ byla hladina orexinu A pod detekénim
limitem radioimunoanalyzy (< 40 pg/ml) (Tsukamoto a spol. 2002). Byla také publikovana
fada praci, v nichZ jsou popisovany plazmatické hladiny orexinu A u pacientli s narkolepsii.
Higuchi a spol. udavé hladiny orexinu A u narkoleptickych pacientii v rozmezi 11-25 pg/ml a
u zdravych kontrol v rozmezi 20-33 pg/ml pifi dolnim detekénim limitu metody 10 pg/ml
(Higuchi a spol. 2002). Dalal a spol. pouzivd radioimunoanalyzu s extrakci a dolnim
detek¢énim limitem 40 pg/ml. U pacientii s narkolepsii popisuje plazmatické hladiny orexinu A
v rozmezi 175-847 pg/ml, které nejsou statisticky odlisné od kontrolni skupiny (Dalal a spol.
2001). Nishijima a spol. uvadi plazmatické hladiny orexinu A u dospélych jedincl se
syndromem spankové apnoe s vyuzitim radioimunoanalyzy s pfedchozi extrakci. Hladiny
uvadi v rozmezi 4,4 pmol/l (= 15,7 pg/ml) ve skupiné pacientti a 5,3 pmol/l (= 18,9 pg/ml)
v kontrolni skupiné€ (Nishijima a spol. 2003).

Lze tedy fici, ze primérné hladiny orexinu A udavané v literatufe se pohybuji
v rozmezi 10 — 60 pg/ml v zavislosti na studované skupiné pacientli a pouzité metodice. NaSe
studie odpovidd t€émto hodnotam ve vSech uvadénych experimentech — jak u obéznich
pacientt, tak u pacient s Crohnovou nemoci, celiakii i s mentalni anorexii. Hladiny orexinu
A u pacientil s narkolepsii ve studii Dalal a spol. se li§i nékolikanasobné¢ od béznych

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

4.1.2. Vztah hladin orexinu A k véku

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

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

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

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

Ve skupiné obéznich jedincl jsme nalezli negativni korelaci mezi plazmatickymi
hladinami orexinu A a télesnou vySkou a u pacientt s Crohnovou nemoci jsme zjistili
negativni vztah mezi hladinami orexinu A a SD skoére télesné vysky. Ve skupinach pacientl s
mentélni anorexii, celiakii ani v kontrolni skupiné nebyla mezi t€émito veli¢inami nalezena
vyznamna korelace.

Orexin A byl v odborné literatufe zminén v souvislosti s regulaci sekrece rstového
hormonu (GH) jak in vitro tak in vivo (Chen a Xu 2003, Seoane a spol. 2004, Lopez a spol.
2004). V nasi studii jsme zjistili pozitivni korelaci mezi hladinami orexinu A a IGF-1 u
pacientd s Crohnovou nemoci i s celiakii, ale nikoliv v kontrolni skupin¢€. U pacientii s
Crohnovou nemoci navic orexin A pozitivn¢ koreloval i s hladinami IGFBP-3. Produkce IGF-
1 je pouze Castecné ovlivitovana sekreci GH. Dal§im z faktort, které mohou ovlivnit jeho
tvorbu je nutricni stav jedince. Je pravdépodobné, Zze UcCinek poruchy nutricniho stavu u
obéznich jedinct nebo podvyZziva u pacientek s mentdlni anorexii a u pacientll s Crohnovou

nemoci a s celiakii mize ovliviiovat sekreci IGF-1. Tuto hypotézu podporuje fakt, Ze hladiny
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IGF-1 a jeho vazebného proteinu pozitivné¢ korelovaly s télesnou hmotnosti a BMI u
pacientek s mentalni anorexii. U téchto pacientek byly hladiny IGF-1 a IGF BP-3 méfeny
pied realimentaci i po ni a byl zaznamenan signifikantni vzestup obou parametrti béhem
terapeutické intervence. Efekt orexinu A na sekreci GH tedy nemusi byt patrny na jeho vztahu
k IGF-1. Pro pfesn¢jsi zhodnoceni vztahu orexinu A a GH u naSich pacienti by bylo
vzhledem k vysoké intraindividudlni variabilit¢ v sekreci GH nutné provést stanoveni GH
nala¢no za standardnich podminek.

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

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

skupiné¢ premenarchedlnich divek byl nizky, mohl mit tento fakt vliv na statistickou
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vyznamnost rozdilu. V odborné literatuie jsme nenalezli praci, kterd hodnoti orexin A ve
vztahu k menarché. Proto nelze nase vysledky spolehlivé konfrontovat. Pfipadna moznost
vlivu gonadalnich steroidli na sekreci orexinu A jiz byla diskutovana ve vztahu orexinu A k
véku. K evaluaci téchto vztahl je zapotifebi dalSich studii se stanovenim sérovych hladin

pohlavnich hormoni a zjisténim jejich korelace s hladinami orexinu A.

4.1.4. Vztah hladin orexinu A k télesné hmotnosti

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

U pacientli s Crohnovou nemoci, s celiakii ani u pacientek s mentalni anorexii nebyla
korelace mezi orexinem A a télesnou hmotnosti ani BMI nalezena. Jak ve skupiné pacientli s
Crohnovou nemoci, tak s celiakii jsme ve srovnani s kontrolni skupinou zjistili signifikantné
zvySené¢ hladiny orexinu A, které¢ se blizily hladindm zjiSténym u pacientek s mentalni
anorexii. U téchto pacientek byly difive popsany vyrazné dysregulace v hormondlnim fizeni
pfijmu potravy a nutriéniho stavu, které se vyznacuji vyraznym piebytkem jak stimulacnich

(orexigennich), tak inhibi¢nich (anorexigennich) regula¢nich hormonti (Inui 2001). Hladiny
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orexinu A u pacientli s Crohnovou nemoci, s celiakii ani u pacientek s mentalni anorexit
nebyly doposud v literatufe publikovany. Proto nelze vysledky dosazené v nasi studii
porovnat s vysledky jinych autort.

U obéznich jedinct pii redukci télesné hmotnosti dochdzi soucasné se vzestupem
plazmatickych hladin orexinu A k poklesu sérovych hladin leptinu. U pacientek s mentalni
anorexii je tomu naopak. Proto je otdzkou, zda jsou zmény hladin orexinu podminény
zménami hladin leptinu. V naSi praci jsme tento fakt neprokazali. Svéd¢i proti tomu
nepiitomnost korelace uvedenych analytd v periferni cirkulaci bez ohledu na redukci télesné
hmotnosti. I pfesto, Ze jiz diive bylo prokézano, ze neurony produkujici orexin A v lateralni
hypothalamické oblasti jsou ve velmi tizkém vztahu k neuronim exprimujicim receptory pro
leptin (Funahashi a spol. 2003), jsou do regulacnich mechanismii hypothalamické exprese
orexinu A pravdépodobné zahrnuty komplexnéjs$i regulaéni mechanismy (Archer a spol.
2002, Kok a spol. 2002). Témi mohou byt napiiklad dalsi z regulacnich peptidi (bud’
perifernich — napt. ghrelin, cholecystokinin nebo centralnich — neuropeptid Y, agouti-related
protein), které mohou ovliviiovat produkci orexinu A v lateralnim hypothalamu. Podobny
ucinek by mohly mit i medidtory zan¢tu u Crohnovy nemoci. Je zndmo, ze nékteré cytokiny
mohou v CNS imitovat vliv anorexigennich regulacnich peptidii a tim vyznamné ovlivnit
piijem potravy a z dlouhodobého hlediska i nutri¢ni stav organismu. K identifikaci téchto

faktori jsou zapotiebi dalsi podrobnéjsi studie.

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

Vnasi studii jsme nalezli signifikantné zvySené hladiny orexinu A u nové
diagnostikovanych, dosud nelécenych pacientt jak s Crohnovou nemoci tak s celiakalni sprue
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Hladiny orexinu A u téchto dvou onemocnéni nebyly
doposud v literature popsany. Jedinou zminkou o orexigennich a anorexigennich regulac¢nich
peptidech jsou dvé prace popisujici hladiny ghrelinu u pacientd s celiakii a prace zmifujici
produkci adiponektinu v mesenterialni tukové tkani u pacienti s Crohnovou nemoci, ktera je
diskutovéana nize (Yamamoto a spol. 2005). Peracchi a spol. popisuje signifikantné zvySené
hladiny plazmatického ghrelinu u nelécenych dospélych pacientli s celiakii ve srovnani se
zdravymi kontrolami a pozitivni korelaci téchto hladin s rozsahem slizni¢niho postizeni. U
pacientil I1é€enych bezlepkovou dietou byly hladiny ghrelinu srovnatelné s kontrolni skupinou

(Peracchi a spol. 2003). Vzhledem k tomu, ze orexin A i ghrelin se fadi mezi orexigenni
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peptidy, Ize fici, Ze naSe vysledky tykajici se orexinu A u pacientu s celiakii jsou v souladu
s vySe uvedenymi poznatky u ghrelinu. Naopak Capristo a spol. popisuje srovnatelné hladiny
ghrelinu u pacientl s neléCenou celiakii a u zdravych kontrol a jejich signifikantni pokles
béhem dvourocni 1écby bezlepkovou dietou (Capristo a spol. 2005). Autor se domniva, Ze tyto
zmény mohou byt pouze castecné vysvétleny zménami télesného sloZzeni behem 1écby
bezlepkovou dietou a proto je tieba dalSich studii k objasnéni mechanismi ovliviiujicich
regulaci nutricniho stavu u téchto pacienti. Hladiny orexinu A uvedené v nasi studii byly
stanoveny u nové¢ diagnostikovanych (nelé¢enych) pacientl a k prokdzani dynamickych zmén
by bylo vhodné stanovit rozdily v hladinach jednotlivych regulacnich peptidi s casovym

odstupem.

4.2. Ghrelin

4.2.1. Hladiny ghrelinu

V nasi studii se pohybovaly primérné hladiny ghrelinu v rozmezi 721-938 pg/ml u
obéznich déti pred redukci télesné hmotnosti a v rozmezi 2583-3198 pg/ml u pacientek
s mentalni anorexii pfed realimentani 1écbou. V pribéhu redukce télesné hmotnosti u
obéznich jedinci se hladiny piiblizily hladinam u pacientek s mentalni anorexii po
realimentaci, ale rozdil ve vyslednych hladinach byl stale patrny. D4 se tedy prfedpokladat, ze
narozdil od orexinu A, ghrelin reaguje na zmény télesné hmotnosti prolongované a ani po 5,
respektive 8 tydnech terapeutické intervence nedojde k jejich plné normalizaci. Vzhledem k
tomu, ze ani vSichni obézni jedinci ani pacientky s mentalni anorexii nedosahly béhem terapie
normalni télesné hmotnosti (respektive BMI) ani normalniho nutri¢niho stavu organismu, pti
pokracujici terapeutické intervenci by se sledované hladiny ghrelinu pravdépodobné i nadale
meénily. V odborné literatuie se uvadéné plazmatické hladiny celkového ghrelinu 1isi podle
pouzité¢ metodiky. Rigamonti a spol. uvadi primérné hladiny ghrelinu rano nalacno u 12
zdravych jedincli s normalni télesnou hmotnosti 245 pg/ml pfi pouziti radioimunoanalyzy
detekujici celkovy ghrelin v plazmé. Stejny autor uvaddi u morbidné obéznich pacientii
primérné hladiny 136 pg/ml a u pacientek s mentalni anorexii 630 pg/ml (Rigamonti a spol.
2002). Soriano-Guillén a spol. udadva pramérné hladiny u zdravych kontrol stanovené
radioimunoanalytickou metodou 796 pg/ml (Soriano-Guillén a spol. 2004a). Shiiya a spol.

uvadi primé&rné hodnoty u zdravych kontrol 132,4 pmol/l (= 439 pg/ml) (Shiiya a spol. 2002).
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Tanaka a spol. ve své studii pouzil ke stanoveni ghrelinu v plazmé radioimunoanalyzu
s ptedchozi extrakci peptidu. U zdravych kontrol uvadi primérné hladiny ghrelinu 123,4
pmol/l (= 409 pg/ml), u pacientek s restriktivnim typem mentalni anorexie 233,8 pmol/l (=
775 pg/ml) a u pacientek s bulimii 347,4 pmol/l (= 1152 pg/ml) (Tanaka a spol. 2003c). Tolle
a spol. uvadi pro radioimunoanalyzu bez extrakce primérné hodnoty u zdravych kontrol 208
pg/ml a u pacientek s mentalni anorexii 491 pg/ml (Tolle a spol. 2003). Otto a spol. ve své
praci pouziva komer¢éné dostupnou radioimunoanalyzu. Plazmatické hladiny ghrelinu se v této
praci pohybovaly v rozmezi 514 pg/ml u zdravych kontrol az po 1057 pg/ml u pacientek
s mentalni anorexii (Otto a spol. 2001). Nedvidkova a spol. ve své praci popisuje poruSenou
odpovéd’ ghrelinu na pfijem potravy u pacientek s mentalni anorexii, u nichz primérné
hladiny ghrelinu byly signifikantn€ vyssi nez u kontrolni skupiny (1801 vs 796 pg/ml), u které
po stimulaci stravou doslo k jejich signifikantnimu poklesu (Nedvidkova a spol. 2003). Leidy
a spol. uvadi vzestup hladin plazmatického ghrelinu u Zen s normélni télesnou hmotnosti
béhem tfiméesi¢niho fyzického tréninku ze 770 na 1322 pmol/l (t.j. z2553 na 4382 pg/ml)
(Leidy a spol. 2004). Chanoine a spol. popsal v roce 2002 pritomnost ghrelinu v pupecnikové
krvi u 90 donosSenych novorozenct. Imunoreaktivni ghrelin byl pfitomen ve vSech vzorcich
jiz pted prvnim kojenim ditéte a priimérné hladiny se pohybovaly okolo 187 pmol/l (= 620
pg/ml) s Sirokym rozmezim od 66 do 594 pmol/l (= 219 — 1969 pg/ml) (Chanoine a spol.
2002).

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

V roce 2003 Espelund a spol. publikoval praci, v niz upozoriiuje na nutnost konsensu
v metodice stanovovani ghrelinu. Popisuje fadu komeréné dostupnych i1 laboratorné
vyvinutych technik pro stanovovani ghrelinu z plazmy a séra s vyuzitim extrakéni procedury
nebo bez ni. Upozoriiuje na fakt, Ze tato riiznorodost mize ovlivnit jak dosazené vysledky, tak

zavery vyvozené na jejich zaklade (Espelund a spol. 2003).

4.2.2. Vztah hladin ghrelinu k véku

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

pacientdl ani ve skupiné pacientek s mentalni anorexii. Tato korelace neni tedy pfitomnd ani
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pfi rizném vékovém rozlozeni probandil v jednotlivych skupindch (ve skupiné obéznich déti
od 6,9 do 18,5 let a ve skupiné pacientek s mentalni anorexii od 12,6 do 18,8 let).

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

s normalni t€lesnou hmotnosti (vék 67-91 let) ve srovnani s mladSimi (veék 27-39 let). Autor
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vidi pfi¢inu niz8ich hladin ghrelinu u starSich jedinct ve zhorSené funkci Zalude¢ni sliznice,
ktera je hlavnim zdrojem ghrelinu v organismu a ve stafi se snizuje jeji tloustka, délka
slizni¢nich zlazek 1 pocet funkcnich endokrinné aktivnich bun¢k (Rigamonti a spol. 2002).
Nelze vsak vyloudit ani jiné vlivy jako napf. zmény v sekreci ristového hormonu a inzulinu
nebo odlisné télesné slozeni u starSich pacienti.

Nepritomnost korelace s vékem v nasi studii miize byt zpisobena mnoha faktory. Je
znamo, ze bazalni koncentrace plazmatického ghrelinu nalacno se 1i$i u obéznich pacientli a u
pacientll s mentalni anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou zdravych jedincti. Vzhledem
k tomu, Ze vySe uvedené studie popisuji negativni korelaci s vékem pouze u zdravych kontrol,
je mozné, ze porusend bazalni sekrece ghrelinu u pacientd s patologickym nutricnim stavem
muze vést kporusené korelaci hladin ghrelinu vzhledem k zédkladnim biologickym
parametriim jedince, mezi néz patii i vék. Udaje o vztahu hladin ghrelinu k véku u déti a
adolescentil jsou na zékladé vysledkii vySe uvedenych praci rozporuplné. Zda se, Zze na
bazalni hladiny plazmatického ghrelinu mé vliv fada fyziologickych mechanismi (rast a
vyvoj sliznice traviciho traktu, hormony traviciho traktu, tukové tkané€, vlivy centralniho
nervového systému, polymorfismy v genu pro ghrelin atd.), které pravdépodobné nejsou
linearné zdvislé na véku jedince, ale také na jeho genetickém pozadi a momentalnim

nutri¢énim stavu organismu.

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

Vzhledem k tomu, Ze ghrelin je zminovan také jako hormon, ktery zvySuje sekreci
GH, byla v jednotlivych skupinach nasi studie hodnocena také korelace s télesnou vyskou.
Hladiny ghrelinu u obéznich pacientii po redukci télesné hmotnosti negativné korelovaly s
télesnou vyskou i SDS télesné vysky. Tento vztah nebyl u pacientek s mentalni anorexii
nalezen. Stanoveni korelace mezi hladinami ghrelinu a GH je technicky obtizné vzhledem
k variabilité¢ sekrece GH b&hem dne. Proto byl pro srovnani zvolen analyt s mensi variabilitou
— IGF-1. Nenalezli jsme zadnou statisticky vyznamnou korelaci mezi ghrelinem a IGF-1 ani u
obéznich pacientd, ani ve skupiné pacientek s mentalni anorexii, u nichz ghrelin negativné
koreloval s IGFBP-3. Misra a spol. popisuje mentalni anorexii jako onemocnéni asociované
s vysokymi sérovymi hladinami GH a nizkymi hladinami IGF-1. U adolescentnich pacientek
s touto diagnézou, které maji porusenou supresi GH po aplikaci glukézy, byly nalezeny

signifikantné vyssi hladiny ghrelinu. Pfimy vztah mezi hladinami GH a ghrelinu vSak nebyl
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prokdzan (Misra a spol. 2004). Ani Ikezaki a spol. ve své praci popisujici hladiny
plazmatického ghrelinu nalacno u obéznich déti a adolescentii nenalezl korelaci mezi
ghrelinem a SDS télesné vysky (Ikezaki a spol. 2002). Rigamonti nenalezl vztah mezi
ghrelinem a IGF-1 ani u dospélych pacientit ve vékovém rozmezi 27-39 let, ani ve skupiné
starSich jedinct (67-91 let) (Rigamonti a spol. 2002). Bellone a spol. popisuje negativni
korelaci mezi hladinami ghrelinu a IGF-1, ale nikoliv s GH u 10 eutrofickych prepubertalnich
deéti (Bellone a spol. 2004). Negativni korelaci s télesnou vySkou prokazal Bunt a spol. u
desetiletych déti Pima indidnd, ktefi se vyznacuji vysokou prevalenci obezity. Tato korelace
byla zjisténa i vzhledem k télesné vySce métené béhem nasledujicich nékolika let sledovani
této skupiny pacientti (Bunt a spol. 2003). Celi a spol. popisuje u zdravych eutrofickych
prepubertalnich 1 postpubertalnich jedincii pozitivni korelaci ghrelinu s IGFBP-1 (Celi a spol.
2005). Stejnou korelaci nalacno uvadi ve své praci 1 Soriano-Guillén a spol., za 60, respektive
120 min. po peroralni aplikaci glukézy vSak tento vztah jiz neni patrny. TentyZ autor popisuje
také pozitivni korelaci hladin ghrelinu a IGFBP-1 u novorozencti, negativni korelaci s IGF-1 a
IGFBP-3 a pozitivni korelaci s IGFBP- 1 a 2 béhem postnatalniho zivota a puberty (Soriano-
Guillén a spol. 2004b,c). V jiné studii téhoZ autora nebyla u obéznich déti nalezena korelace
mezi ghrelinem a IGF-1, respektive IGFBP-2 a 3 ani se sekreci GH (Soriano-Guillén a spol.
2004a). Naopak Park a spol. popisuje negativni korelaci mezi ghrelinem a télesnou vyskou u
skupiny eutrofickych divek i chlapcii s primérnym vékem 12,6 let (Park a spol. 2005).
Whatmore a spol. vrozsdhlé¢ praci hodnotici hladiny ghrelinu u 121 zdravych déti a
adolescentll ve v€kovém rozmezi 5-18 let popisuje negativni korelaci s hladinami IGF-1 a
IGFBP-3 a pozitivni korelaci s IGFBP-1, ale neuvadi zadny statisticky vyznamny vztah k
IGF-2 ani k SDS télesné vysky. Autor se domniva, ze tyto vysledky nesvéd¢i pro fakt, ze
primarni funkci ghrelinu in vivo je regulace sekrece GH. Timto mechanismem muze
pfechodné plisobit zejména béhem pozdnich fazi gestace a v Casném postnatdlnim obdobi
zivota (Whatmore a spol. 2003). Na ulohu ghrelinu v indukei sekrece GH byla zaméiena
prace autorit Ghizzoni a spol., ktera popisuje vztah mezi 24-hodinovou sekreci ghrelinu a GH
u 10 prepubertalnich zdravych jedinci a u 5 jedinct s neurosekretorickou dysfunkci GH.
Autofi prokdzali, Ze sekrece ghrelinu u prepubertdlnich jedinch je pulsatilni, stejné jako
sekrece GH. Zavéry studie vSak naznacuji, Zze ghrelin nema pifimy vliv na pulsatilitu GH, ale
vyplavovani obou hormonti by mohlo byt spole¢né fizeno piisobenim somatostatinu, ktery
pravdépodobné inhibuje sekreci GH piimo, ale také nepiimo prostfednictvim potlaceni

sekrece ghrelinu (Ghizzoni a spol. 2005).
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Aplikace ghrelinu u lidi ve farmakologickych davkach vede ke stimulaci sekrece GH.
Otazkou vsak zlstava, jaka je skutecna fyziologicka iloha ghrelinu v organismu. Negativni
korelace ghrelinu vzhledem k télesné vysce, respektive IGF-1 naznaCuje moznou ulohu
ghrelinu v regulaci télesného rastu in vivo. Regulacni mechanismus by mohl byt zaloZen na
negativni zpétné vazbé mezi IGF-1 a ghrelinem. Naopak nékteré rozpacité udaje ve vztahu
k hladinam GH naznacuji, ze hlavni fyziologickou funkci ghrelinu je regulace télesné
hmotnosti a nutricniho stavu organismu, nikoliv regulace sekrece GH, ktera je pravdépodobné
pouze sekundérni.

Také ve vztahu hladin ghrelinu k pohlavi jsou vysledky studii kontroverzni. V nasi
studii obéznich déti byly u chlapct signifikantné nizsi hladiny ghrelinu nez u divek jak pred
redukci télesné hmotnosti, tak po ni. Tento rozdil byl patrny i pfesto, ze u chlapcti 1 divek byl
srovnatelny vek, té€lesnd vyska, inicialni télesnd hmotnost i BMI. Naopak rozdil v hladinidch
ghrelinu mezi chlapci a divkami nebyl nalezen ve skupiné obéznich déti ani zdravych kontrol
ve studii publikované Bacha a spol., ani ve studii lkezaki a spol. u 49 japonskych déti a
adolescentll v rozmezi 5-19 let véku (Bacha a Arslanian 2005, Ikezaki a spol. 2002). Ve studii
popisujici stanoveni ghrelinu v pupecnikové krvi 90 novorozencii nebyl statisticky
signifikantni rozdil v hladinach mezi chlapci a divkami (Chanoine a spol. 2002). Pohlavni
rozdily v hladinach ghrelinu nebyly nalezeny ani u 10 letych Pima indiant (Bunt a spol.
2003). Bellone a spol. neprokazal signifikantni rozdil v koncentracich ghrelinu mezi chlapci a
divkami u 29 zdravych jedincti a u 36 pacientli s obezitou a v jiné studii prokazal, ze hladiny
ghrelinu jsou nezavislé na pohlavi od narozeni do dospélosti (Bellone a spol. 2002, 2003).
Shiiya a spol. neprokazal signifikantni rozdil v zavislosti na pohlavi ve studii popisujici
hladiny ghrelinu u dospélych obéznich jedincl, pacientek s mentalni anorexii a zdravych
kontrol (Shiiya a spol. 2002). Soriano-Guillén a spol. nezjistil signifikantni rozdily
v hladinidch ghrelinu v zavislosti na pohlavi ani u novorozencii ani u zdravych jedinct
v pribéhu prepubertalniho a pubertadlniho obdobi (Soriano-Guillén a spol. 2004b). Stejné tak
Whatmore a spol. v rozsahlé studii hodnotici hladiny ghrelinu u zdravych déti a adolescenti
neprokazal vyznamné pohlavni rozdily (Whatmore a spol. 2003). Tato data koresponduji
s vysledky studie Ghizzoni a spol. u normélnich prepubertalnich déti a u pacientl s deficitem
sekrece GH (Ghizzoni a spol. 2005). Rigamonti a spol. neprokazal pohlavni rozdily ani u
dospélych a starSich jedinci (Rigamonti a spol. 2002). Ani u pacienti s Prader-Willi
syndromem, u obéznich déti ani u zdravych kontrol nebyl uvedeny rozdil prokazan (Paik a
spol. 2004). V literatufe jsme nenalezli praci vysvétlujici z komplexniho hlediska vztah

ghrelinu k pohlavi jedince, avSak vzhledem k tomu, Ze fada jinych hormonii vykazuje ve své
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sekreci rozdily mezi muzi a Zenami, je mozné, ze i ghrelin je do ur¢it¢ miry regulovan
obdobnym zptisobem. Je zndmo, Ze sekrece GH se vyznamné lis§i mezi muzi a Zenami a muze
se behem zivota jedince zvysit az 20-ndsobn¢ v zavislosti na véku a sexudlni maturaci jedince
(Veldhuis a spol. 2003). Vzhledem k tomu, Ze hladiny GH u Zen jsou v priméru 2x vyssi nez
u muzl, mohly by nizsi hladiny ghrelinu u pubertdlnich hochli v nasi studii vypovidat o
existenci negativni zpétné vazby zprostfedkované GH a IGF-1. Odlisnost plazmatickych
hladin ghrelinu v jednotlivych studiich mezi muzi a Zenami zavisi pravdépodobné na vybéru
skupiny sledovanych jedinct, jejich véku a pohlavni dospélosti. Jednotlivé studie se proto ve
svych zavérech mohou lisit.

Ve skupiné pacientek s mentdlni anorexii nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi
premenarchedlnimi a postmenarchealnimi divkami. Tento rozdil nebyl patrny ani pied
realimentaci, ani po ni. Vzhledem k tomu, Ze pocet pacientek ve skupiné premenarchealnich
divek byl nizky, mohl mit tento fakt vliv na statistickou vyznamnost rozdilu. V odborné
literatufe jsme nenalezli praci, ktera hodnoti hladiny ghrelinu ve vztahu k menarché. Proto
nelze nase vysledky spolehlivé konfrontovat. Zvyseni poc¢tu pacientek v obou skupinach by
prokézalo rozdily s vétsi statistickou vyznamnosti. Lze se pouze vyjadfit k hladinam ghrelinu
vzhledem k pubertdlnim stadiim. Tento vztah je diskutovan v fad¢ praci. Dostupné studie,
které popisuji hladiny ghrelinu u déti a adolescentli a v nichZ je zminén vztah k pubertalnimu
zrani, uvadi rozporuplné tdaje o zavislosti hladin ghrelinu na stupni pohlavni zralosti.
Negativni korelaci hladin ghrelinu s pubertdlnim zranim popisuje Vivenza a spol. v praci,
kterd se zabyvd polymorfismy v ghrelinovém genu ve vztahu k biochemickym a
antropometrickym ukazatelim nutricniho stavu u déti a adolescentli (Vivenza a spol. 2004).
Naopak Bellone a spol. ve své praci zaméfené na hladiny ghrelinu vzhledem k pohlavni
zralosti popisuje zcela nezavisly vztah plazmatického ghrelinu k jednotlivym pubertalnim
stadiim a v jiné ze svych praci uvadi srovnatelné hodnoty jeho plazmatickych koncentraci u
prepubertalnich déti a dospé€lych jedincti (Bellone a spol. 2002, 2003). Vyssi hladiny ghrelinu
u prepubertalnich déti s DM 1.typu ve srovnani s postpubertalnimi uvadi ve své praci Celi a
spol. Tento rozdil vSak nepozoruje ve skupiné zdravych kontrol (Celi a spol. 2005). Nizsi
hladiny ghrelinu u pacientll s vys$§im stadiem zralosti dle Tannera prokdzal ve své praci i
Soriano-Guillén a spol. Nejvétsi rozdily byly nalezeny mezi Tannerovym stadiem 1 a 2 ve
srovnani se stadii 3-5. TentyZ autor v jiné préaci popisuje signifikantné vyssi hladiny ghrelinu
u jedinct s Tannerovym stadiem 1 ve srovnani se stadiem 5 (Soriano-Guillén a spol. 2004a,b).
Také Whatmore uvadi vyssi hladiny ghrelinu u zdravych prepubertalnich jedinct ve srovnani

s pubertalnimi (Whatmore a spol. 2003). Na zakladé vyse uvedenych udajt je pravdépodobné,
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ze gonadalni steroidy nemaji pfimy pozitivni vliv na sekreci ghrelinu v pubertalnim obdobi.
Je mozné, ze snizeni sekrece ghrelinu béhem puberty mize souviset se snizujicimi se
hladinami se vzrastajicim vékem, jak jiz bylo diskutovano vySe. Z tohoto pohledu je
zajimavé, Ze pokles hladin ghrelinu v organismu pokracuje i do pozdniho stafi, jak prokézal

napf. Rigamonti (Rigamonti a spol. 2002)

4.2.4. Vztah hladin ghrelinu k télesné hmotnosti

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

SniZzené hladiny ghrelinu u obéznich jedincii ve srovnéni se zdravymi kontrolami a
jejich postupny vzestup pii redukei télesné hmotnosti popisuji 1 jini autoti (Bellone a spol.
2002, Bunt a spol. 2003, Bacha a Arslanian 2005). Korbonits a spol. identifikoval pacienty
s polymorfismem v ghrelinovém genu (Leu72Met), kteti méli signifikantné vyssi SDS BMI
ve srovnani s pacienty, u nichZ neni tento polymorfismus ptitomen (Korbonits a spol. 2002).
Haqq a spol. a Paik a spol. uvadi vyssi hladiny ghrelinu u pacientd s Prader-Willi syndromem
ve srovnani s kontrolni skupinou (Haqq a spol. 2003, Paik a spol. 2004). Naopak Reinehr a
spol. nezaznamenal signifikantni zmény hladin ghrelinu u 37 obéznich déti béhem
jednoro¢niho ambulantniho programu redukce télesné hmotnosti. Tyto zmény nebyly patrné
ani pii podrobnéjsi analyze skupiny déti se signifikantné lepsi reakci na redukéni terapii.
Inicialni hladiny ghrelinu byly signifikantn€ nizs§i u obéznich jedinct ve srovnani se zdravymi
kontrolami (Reinehr a spol. 2005). Kanumakala nezaznamenal signifikantni rozdil
v hladinach ghrelinu mezi pacienty s hypothalamickou obezitou a prostou obezitou
z hyperalimentace, u obou skupin vSak byly hladiny signifikantn€ odlisné od zdravych
eutrofickych kontrol (Kanumakala a spol. 2005). Ve skupiné¢ HR jsme v nasi studii nalezli
tendenci k vyraznéjSimu zvyseni hladin ghrelinu ve srovnani s LR skupinou u obou pohlavi.
Soriano-Guillén u obéznich jedinct nepozoruje rozdily v hladinach ghrelinu u pacientd, kteti
meli po redukci télesnou hmotnost vétsi, resp. mensi nez 2SD primérné hmotnosti, ale
zaroven nenalezl korelaci mezi hladinami ghrelinu a BMI u obéznich pacienti (Soriano-

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

V nasi praci jsme zjistili signifikantni pokles hladin ghrelinu u pacientek s mentalni
anorexii béhem realimentace. Zaroven jsme u téchto pacientek zaznamenali i negativni
korelaci mezi hladinami ghrelinu a BMI, respektive SDS BMI. Vyssi hladiny ghrelinu u
pacientek s mentalni anorexii ve srovnani se zdravymi kontrolami byly popsany fadou autort
(Otto a spol. 2001, Broglio a spol. 2004, Tolle a spol. 2003, Tanaka a spol. 2002, 2003a,b,c,
KrSek a spol. 2003, Misra a spol. 2004 a dalsi). Vzestup hladin ghrelinu béhem redukce
télesné hmotnosti diky tfimésicnimu intenzivnimu tréninku u zdravych zen popisuje Leidy
(Leidy a spol. 2004). Tanaka a spol. v sérii praci popisuje negativni korelaci hladin ghrelinu
s parametry nutricniho stavu, jako je BMI, procento télesného tuku a sérova koncentrace
cholinesterazy jak u pacientek s mentalni anorexii, tak u bulimicek i zdravych zen (Tanaka a
spol. 2002, 2003a,b,c). Negativni korelaci ghrelinu a BMI uvadi Shiiya a spol. u pacientek
s mentalni anorexii, obéznich jedinci, zdravych kontrol i u pacientti s DM 2.typu (Shiiya a
spol. 2002). Negativni korelaci ghrelinu s procentem télesného tuku uvadi 1 Nedvidkova
(Nedvidkova a spol. 2003), naopak Celi a spol. nenalezl signifikantni vztah mezi hladinami
ghrelinu a mnozstvim télesného tuku u zdravych déti (Celi a spol. 2005). Soriano-Guillén
popisuje signifikantni rozdily v hladinach ghrelinu u donosenych novorozencii v zavislosti na
porodni hmotnosti vztazené ke gestatnimu véku. Tentyz autor uvadi signifikantni negativni
korelaci ghrelinu s BMI v kontrolni skupin€ zdravych prepubertalnich i postpubertalnich déti,
ale nenalezl tuto korelaci ani u obéznich jedinct, ani u pacientek s mentalni anorexii (Soriano-
Guillén a spol. 2004a,b).

Park a spol. v detailni studii vztahti ghrelinu k antropometrickym parametrim u déti
popisuje negativni korelaci s t€lesnou hmotnosti, BMI, procentem télesného tuku a obvodem
pasu a bokli u chlapcii i divek. Také uvadi negativni korelaci s hladinami triacylglycerold a
inzulinu a u chlapci pozitivni korelaci s HDL cholesterolem (Park a spol. 2005). Whatmore
nalezl u 121 zdravych déti a adolescentli ve vékovém rozmezi 5-19 let negativni korelaci mezi
hladinami ghrelinu a SDS BMI a SDS télesné hmotnosti (Whatmore a spol. 2003). Negativni

korelaci mezi ghrelinem a BMI popsal Rigamonti a spol. u pacientli s morbidni obezitou,
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nelécenou mentalni anorexii i u zdravych kontrol v Sirokém vékovém rozmezi (27-91 let)
(Rigamonti a spol. 2002).

V nasi studii po redukci télesné hmotnosti korelovaly hladiny celkového ghrelinu
pozitivné s plazmatickymi hladinami orexinu A. tyto vysledky nelze spolehlivé konfrontovat
s literarnimi udaji vzhledem k tomu, Ze jsme v odborné literatufe nenalezli praci popisujici
korelaci téchto dvou analytd. Oba peptidy se fadi do skupiny orexigennich peptidi a lze tedy
predpokladat, ze regulace jejich sekrece mé spolecny biochemicky podklad a jejich hladiny
jsou ovlivnény podobnym zpisobem v zavislosti na nutri¢énim stavu organismu.

V nasi studii jsme nezjistili korelaci mezi plazmatickymi hladinami ghrelinu a
sérovymi hladinami leptinu ¢i adiponektinu u obéznich jedincii ani pied redukei télesné
hmotnosti ani po ni, ale popsali jsme negativni korelaci mezi ghrelinem a leptinem u
pacientek s mentalni anorexii. Soriano-Guillén a spol. ve své studii nenalezl tuto korelaci u
obéznich déti ani u mentéalnich anorekti¢ek (Soriano-Guillén a spol. 2004a), ale negativni
korelaci mezi ghrelinem a leptinem prokazal Tolle a spol. u konstitu¢né $tihlych Zen a u
pacientek s mentalni anorexii pied realimentaci (Tolle a spol. 2003). Naopak Chanoine a spol.
popisuje u novorozenych chlapcti pozitivni korelaci mezi hladinami ghrelinu a leptinu
v pupecnikové krvi. Je otazkou, zda je sekrece ghrelinu ptimym zplisobem ovlivnéna témito
produkty tukové tkané, nebo zda se na jeji regulaci podileji jiné faktory, které tvoii spojovaci
prvek mezi mnozstvim télesného tuku a produkci gastrointestindlnich peptidd. Bazalni
sekrece ghrelinu tak muze byt ovlivnéna napt. hypothalamickymi centry prostfednictvim
eferentnich vladken bloudivého nervu nebo jinymi produkty adipocytti, jako je napt. TNF-alfa
nebo resistin. Navic pfirozené vazby mezi jednotlivymi regulacnimi hormony, které jsou
funkéni u zdravych eutrofickych jedincti, mohou byt u pacienti s poruchou nutri¢niho stavu
modifikovany. U pacientek s mentalni anorexii byla napf. pozorovana tzv. ,.ghrelinova
resistence®, kdy pfi nadbytku endogenniho ghrelinu je oslabena endokrinni odpovéd’ na jeho
aplikaci (Broglio a spol. 2004). U téchto pacientek také nedochazi k poklesu endogenni
produkce ghrelinu po podani standardizované stravy, jak je tomu u zdravych jedinct
(Nedvidkova a spol. 2003). Tento jev muze byt soucasti chronické adaptace na
prolongovanou restrikci potravy a miize pfispivat k obnové normalniho pfijmu stravy po

odeznéni primarni pfi¢iny onemocnéni.
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4.3. Adiponektin

4.3.1. Hladiny adiponektinu

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

V odborné literatufe se uvadéné plazmatické hladiny adiponektinu lis$i mezi
jednotlivymi studiemi v zavislosti na pouzit¢é metodice. Pischon a spol. uvadi hladiny
adiponektinu u 24 zdravych jedinc vrozmezi 9-22 ug/ml pii pouziti komeréni
radioimunoanalyzy (Pischon a spol. 2003). Delporte a spol. uvadi primérné hladiny u
zdravych kontrol stanovené radioimunoanalytickou metodou v rozmezi 10-15 ug/ml (Delporte
a spol. 2003). Bruun a spol. uvadi primérmné hodnoty méfené stejnou metodou u zdravych
kontrol 4,6 ug/ml u obéznich jedincii pfed redukci télesné hmotnosti 2,3 ug/ml a po 20
tydenni redukeci 3,4 ug/ml (Bruun a spol. 2003). Bacha a spol. uvadi pii pouziti stejné
metodiky signifikantné niz$i hladiny adiponektinu u ¢ernosskych déti (9,9 ug/ml) ve srovnani
s bélosskymi (15,7 ug/ml) (Bacha a spol. 2005). Arita a spol. popisuje ve své praci vyvoj
ELISA metody, diky niz stanovil plazmatické hladiny adiponektinu u zdravych dobrovolnikt
vrozmezi 1,9 — 17 ug/ml (Arita a spol. 1999). Lawlor a spol. uvadi primérné hladiny
adiponektinu u star$ich zdravych zen 15 ug/ml (Lawlor a spol. 2005).

Lze tedy fici, ze primérné hladiny adiponektinu udévané v literatuie se pohybuji
v rozmezi 5 — 20 ug/ml v zavislosti na studované skupin€ pacientli a pouzité metodice. NaSe
studie odpovida témto hodnotam v obou uvadénych experimentech — jak u obéznich pacienti,
tak u pacientek s mentalni anorexii.

Adiponektin je potenciondlnim kandidatem pro klinické vyuziti v biochemické
diagnostice zejména u pacientll se symptomy metabolického syndromu. Vzhledem k této
skutecnosti je tfeba zhodnotit jeho vlastnosti jako biochemického analytu. V roce 2003
publikoval Pischon a spol. praci hodnotici stabilitu adiponektinu ve vzorcich plazmy od 24
dobrovolnikti (vékové rozmezi 53-65 let) béhem 36 hodin a jeho intraindividudlni variabilitu
v prub¢hu 1 roku zivota (Pischon a spol. 2003). Hodnotil stabilitu vzorka plazmy odebrané po
12 hodinovém la¢néni do zkumavek s EDTA nebo Na-heparinem. Hladiny adiponektinu byly
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stanoveny pii pocatku studie a za ndsledujicich 24 a 36 hodin metodou RIA (Linco).
Koncentrace adiponektinu ve vzorcich odebranych do Na-heparinu se signifikantné nelisily,
zatimco u vzorkd odebranych do EDTA byla koncentrace po 36 hodinach mirn¢ vyssi
(p=0,05). Ve vzorcich odebranych v odstupu jednoho roku byly koncentrace adiponektinu
mirné nizs$i, ale po korekci na BMI nebyl rozdil statisticky signifikantni. Vysledky této studie
prokazuji, ze transport a uchovavani adiponektinu na ledu do 36 hodin od provedeni odbéru,
neni pravdépodobné zdrojem systémové chyby méfeni. Mirné€ vyssi koncentrace adiponektinu
ve vzorcich EDTA po 36 hodinach povazuje autor za dasledek disociace polymernich forem
adiponektinu na monomerni. Suominen a spol. v roce 2004 publikoval préci, v niz na vzorcich
od 59 jedincii popisuje analytickou srovnatelnost radioimunoanalyzy a enzymové
imunoanalyzy. Zaroven prokazal dobrou stabilitu adiponektinu ve vzorcich i1 b&hem
opakovanych zamrazovacich cykli (Suominen a spol. 2004). Vzhledem k nizké
intraindividuélni variabilit¢ adiponektinu béhem delSiho casového obdobi a jeho dobrym
analytickym vlastnostem je vhodné jeho pouziti jako biomarkeru inzulinové senzitivity pro

vyzkumné ucely.

4.3.2. Vztah hladin adiponektinu k véku

V nasi studii jsme zjistili negativni vztah mezi adiponektinem a vékem u obéznich
pacientd, nikoliv vSak u pacientek s mentalni anorexii. Pischon a spol. nepopsal signifikantni
vztah mezi hladinami adiponektinu a vékem u jedinct ve vékovém rozmezi 53-65 let (Pischon
a spol. 2003). Ani Arita a spol. nepopsal uvedenou korelaci u 57 obéznich jedinci a 87
zdravych kontrol s primérnym v€kem 42,3, respektive 50,4 let (Arita a spol. 1999). Stefan a
spol. hodnotil longitudinalné hladiny adiponektinu u prepubertalnich Pima indianti v 5 a 10
letech veéku. Hladiny adiponektinu postupné klesaly se vzristajicim mnozstvim tukové tkané
(Stefan a spol. 2002). Negativni vztah mezi hladinami adiponektinu a vékem popisuje také
Reinehr a spol. u 42 obéznich prepubertdlnich a pubertdlnich déti (Reinehr a spol. 2004).
Naopak Lawlor a spol. popisuje pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu a vékem u
starich Zen ve vékovém rozmezi 60-79 let (Lawlor a spol. 2005). Udaje o vztahu sérovych
hladin adiponektinu k véku jsou v odborné literatufe rozporuplné. Nejvétsi vliv na vysledky
v jednotlivych studiich ma dle naseho nazoru vybér skupiny zkoumanych jedincti. Zvlasté u
déti a adolescentl je posouzeni tohoto vztahu obtizné vzhledem k piedpoklddanym vazbam

hladin adiponektinu na vliv pohlavnich hormoni, zejména v obdobi pubertalniho vyvoje. Pfi
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hodnoceni vysledkit musi byt také ptihlédnuto k jinym zndmym regulaénim faktorim, které

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

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

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

Stejné jako u hladin leptinu se zda, ze hladiny adiponektinu jsou zavislé na pohlavi. V
n¢kolika studiich bylo opakované prokazano, ze hladiny adiponektinu jsou vys$si u Zen nez u
muzl (Scherer a spol. 1995, Yamamoto a spol. 2002, Hotta a spol. 2000, Zoccali a spol.
2002). Arita a spol. popsal tento rozdil u skupiny obéznich dospélych jedinct i u zdravych
kontrol (Arita a spol. 1999) a Huang a spol. u adolescentii ve vékovém rozmezi 10-19 let
(Huang a spol. 2004). Reinehr a spol. popisuje vyssi hladiny adiponektinu u pubertalnich
divek ve srovnani s chlapci, ale tento rozdil nepozoruje u prepubertdlnich jedinct (Reinehr a
spol. 2004). V roce 2002 Nishizawa popsal, ze testosteron snizuje plazmatické hladiny
adiponektinu (Nishizawa a spol. 2002). Naopak Gavrila a spol. nenachazi zadny vztah mezi
sérovymi hladinami adiponektinu a testosteronu (Gavrila a spol. 2003). Stefan a spol. také
nenalezl u Pima indidni signifikantni rozdil v hladinach adiponektinu mezi 5 letymi ani 10
letymi chlapci a divkami (Stefan a spol. 2002). Ani v nasi studii nebyl rozdil mezi chlapci a
divkami u obéznich déti statisticky vyznamny, i kdyz primérné hladiny u divek byly vyssi
pied redukci télesné hmotnosti 1 po ni. Vyssi hladiny adiponektinu u zen nejsou v souladu ani
s poznatkem, Zze Zeny maji obecné vys$i procento télesného tuku nez muzi. Naopak nizsi

hladiny adiponektinu u muzi by mohly souviset s jejich vy$§im rizikem vzniku inzulinové
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rezistence a aterosklerdzy. Je pravdépodobné, Ze intenzita exprese adiponektinu neni
determinovana pouze mnozstvim tukové tkané, ale také jinymi faktory, jako napt. pohlavnimi
hormony.

Primérné hladiny adiponektinu v nasi studii byly u postmenarchedlnich divek pted
realimentaci signifikantné niz8i nez u premenarcheélnich. Po realimentaci nebyl tento rozdil
statisticky vyznamny. Reinehr a spol. popisuje signifikantné nizsi hladiny adiponektinu u
pubertalnich déti ve srovnéni s prepubertalnimi (Reinehr a spol. 2004). Na rozdilu hladin
adiponektinu vzhledem k menarché se miize podilet nékolik faktorti. Mohlo by se napft. jednat
o vliv celkového mnozstvi tukové tkané, které je u postmenarchedlnich divek vétsi, nebo o
vliv pohlavnich hormont, jak jiz bylo diskutovano v ¢asti tykajici se pohlavnich rozdila
v hladinach adiponektinu. Literarni tidaje o vztahu adiponektinu k menarché u divek nejsou

dostupné, proto nelze nase vysledky spolehlivé konfrontovat.

4.3.4. Vztah hladin adiponektinu k télesné hmotnosti

Je znamo, Ze hladiny adiponektinu u obéznich jedinct jsou signifikantné niz$i nez u
zdravych kontrol (Arita a spol. 1999). Cianflone prokazal tento rozdil také u 124 déti ve véku
od 2 do 6 let (Cianflone a spol. 2005). V na$i studii jsme nenalezli signifikantni zmény v
hladinach adiponektinu béhem redukce télesné hmotnosti u obéznich pacienti. Hladiny
adiponektinu pfed redukei télesné hmotnosti vysoce signifikantné korelovaly s hladinami po
redukci. Tento fakt svéd¢i pro to, Zze sérové hladiny adiponektinu u jednotlivych pacientl
zustaly béhem reduk¢ni terapie vysoce stabilni a nedochéazelo k jejich vyraznym vykyvim.
Pacienti, ktetfi méli nizké hladiny adiponektinu pted zahédjenim terapie, si je zachovavali po
celou dobu péti tydnl trvani studie a obdobné reagovali i pacienti s vyS$§imi hladinami
adiponektinu v séru. Vzhledem k celkové nesignifikantni zméné hladin béhem redukéni 1écby
nebyly zadné vyrazné zmény adiponektinu pozorovany ani pii rozdéleni pacientti do HR a LR
skupin. Nase vysledky jsou v souladu s recentni praci Manigrasso a spol., v niz nebyly
pozorovany signifikantni zmény v hladindch adiponektinu u dospé€lych obéznich Zen béhem
12 tydenni redukce t¢lesné hmotnosti (Manigrasso a spol. 2005) a s praci Anderlova a spol., v
niz nebyly pozorovany signifikantni zmény sérovych hladin adiponektinu u obéznich zen
béhem tfitydenniho podavani stravy o velmi nizké kalorické hodnoté (Anderlova a spol.
2005). Imbeault a spol. dospél ke stejnym vysledkim béhem 4 denni kalorické restrikce u 15
zdravych mladych muzi (Imbeault a spol. 2004). Naopak zvyseni hladin adiponektinu béhem
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redukce télesné hmotnosti popisoval u dospélych obéznich jedincii Yang (Yang a spol. 2001)
a Reinehr a spol. u déti, které signifikantné snizily svoji hmotnost béhem redukéni terapie
trvajici 1 rok. U déti, které na redukcni terapii nezareagovaly, nedoSlo k signifikantnim
zméndm v hladinach adiponektinu (Reinehr a spol. 2004). Bruun a spol. uvadi zvySeni
primérnych hladin adiponektinu v plazmé u dospélych obéznich jedincti béhem 24 tydenni
redukce télesné hmotnosti 0 51% a v tukové tkani zvySeni exprese adiponektinové mRNA o
45% (Bruun a spol. 2003).

Vzhledem k tomu, ze v nasi studii nedoSlo béhem 5 tydenni reduk¢ni terapie k
signifikantni zméné hladin adiponektinu, zd4 se, ze tato doba neni dostatecnd pro nastup
regulacnich mechanismu, které ovliviiuji tvorbu adiponektinu v zavislosti na nutri¢nim stavu
organismu. Uvedeny jev ma ovSem i jiné mozné vysvétleni. V roce 2003 Matsubara a spol.
popsal negativni asociaci hladin adiponektinu s inzulinovou rezistenci u nediabetickych
pacientd nezavisle na véku, krevnim tlaku, celkovém mnozstvi tukové tkdné a sérové
koncentraci lipidd (Matsubara a spol. 2003). Je tedy mozné, ze u obéznich déti, které
nevyvinou dostateény stupen inzulinové rezistence, nedojde béhem redukce télesné hmotnosti
k signifikantnim zménam adiponektinu, protoZe jeho sérové hladiny neodréazeji bezprostiedné
mnozstvi tukové tkan€ v organismu, ale spiSe jsou korelatem inzulinové senzitivity. Pro
presnéjsi ovéfeni této hypotézy by bylo nutné stanovit sérové hladiny adiponektinu béhem
redukce télesné hmotnosti u obéznich déti zaroven se stanovenim jejich inzulinové rezistence.

U pacientek s mentalni anorexii byly pramérné hladiny adiponektinu vyss$i nez u
obéznich jedincli, ale béhem realimentace doSlo k jejich dal§imu zvySeni, které bylo u
postmenarchealnich divek statisticky signifikantni. Rada studii uvadi zvySené hladiny
sérového adiponektinu u pacientek s mentalni anorexii ve srovnani se zdravymi kontrolami
(Nedvidkova a spol. 2005, Matsubara a spol. 2002, Delporte a spol. 2003, Iwahashi a spol.
2003), ale vySe uvedené studie jsou provadény na dospélych pacientkdch. ZvySend exprese
adiponektinu v mesenteridlnim tuku byla prokazana také u jinych pacientl, ktefi mohou trpét
poruchou nutri¢niho stavu, jako je napt. Crohnova nemoc (Yamamoto a spol. 2005). Dle vyse
uvedenych literarnich 0daji bychom ocekavali v nasi studii béhem realimentace pokles v
sérovych hladinach adiponektinu. Fakt, ze zejména postmenarchedlni pacientky v nasi studii
reagovaly opacnym zplsobem, poukazuje na mozny vliv dalSich faktori na produkci
adiponektinu v perimenarchealnim obdobi, zejména pohlavnich hormont, jejichz produkce se
béhem dospivani u divek za fyziologickych podminek vyznamné méni a navic dochazi k
jejich negativnimu ovlivnéni v disledku poruchy nutricniho stavu u mentalni anorexie. O

takovémto vlivu svéd¢i i signifikantni rozdil v hladinach adiponektinu, ktery jsme zjistili mezi
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pre- a postmenarchealnimi divkami. Také Inui popisuje mentalni anorexii jako onemocnéni s
nadbytkem jak orexigennich tak anorexigennich regulacnich peptida (Inui 2001).

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

Tvorba a sekrece adiponektinu u zdravych jedinct pozitivné koreluje s velikosti
adipocytli a negativn¢ s BMI a je signifikantné niz§i ve visceralni tukové tkani nez v podkozni
(Johnson a spol. 2003). Kwon a spol. popisuje negativni korelaci mezi hladinami
adiponektinu a mnozstvim visceralniho i podkozniho tuku a s BMI (Kwon a spol. 2005). V
nasi studii sérové hladiny adiponektinu u obéznich pacienti negativné korelovaly s télesnou
hmotnosti pred jeji redukci a jest¢ vyznamnéji po redukci a negativné korelovaly i s BMI.
Také u pacientek s mentalni anorexii jsme nalezli negativni korelaci s BMI a SDS BMI. Také
Matsubara a spol. uvadi negativni korelaci adiponektinu s BMI a celkovym mnozstvim
télesn¢ho tuku u pacientek s mentalni anorexii, obéznich Zen i eutrofickych zdravych zen v
kontrolni skupin¢ (Matsubara a spol. 2002). Negativni korelaci s BMI uvadi u jedinct s
normalni télesnou hmotnosti také Arita, Yamamoto a Pischon (Arita a spol. 1999, Yamamoto
a spol. 2002, Pischon a spol. 2003). Delporte a spol. uvadi negativni korelaci s BMI a
mnozstvim tukové tkané (Delporte a spol. 2003) a Bruun a spol. také uvadi negativni korelaci
s mnozstvim télesného tuku u obéznich jedinct (Bruun a spol. 2003). Naopak Iwahashi a spol.
popisuje linedrni negativni korelaci s BMI pouze u zdravych Zen v kontrolni skuping, nikoliv

u pacientek s mentalni anorexii (Iwahashi a spol. 2003).
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V nasi studii jsme nenalezli korelaci mezi sérovymi hladinami adiponektinu a leptinu
u obéznich pacientli pied redukci télesné hmotnosti ani po ni, ani kdyz byly samostatné
posouzeny skupiny HR a LR. Vztah mezi obéma analyty nebyl nalezen ani u pacientek s
mentalni anorexii. Gavrila a spol. také nenachdzi Z4dny vztah mezi sérovymi hladinami
adiponektinu a leptinu (Gavrila a spol. 2003). Naopak Matsubara a spol. uvadi negativni
korelaci adiponektinu s leptinem u pacientek s mentalni anorexii, obéznich zen i zdravych
kontrol (Matsubara a spol. 2002).

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

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

4.3.5. Vztah hladin adiponektinu k inzulinové senzitivité

Je znamo, Ze hladiny adiponektinu nejsou signifikantné snizené pouze u obéznich
jedinci, ale také u jinych patofyziologickych stavli asociovanych s obezitou, jako je DM
2.typu (Hotta a spol. 2000, Beltowski 2003), a ischemicka choroba srde¢ni (Ouchi a spol.
1999). U jedinct s vyssi inzulinovou senzitivitou svédci vyssi hladiny adiponektinu pro lepsi
schopnost oxidace tuki a pisobi jako ochranny faktor pted rozvojem DM 2.typu (Berk a spol.
2003). Vliv adiponektinu na zlepSeni oxidace mastnych kyselin u lidi popisuje i Thamer a
spol.(Thamer a spol. 2003). V nasi studii jsme popsali u obéznich pacientll negativni korelaci
mezi hladinami adiponektinu a inzulinu, respektive C-peptidu pred redukci télesné hmotnosti.
Tato korelace byla po redukci hmotnosti v obou ptipadech jeSté vyznamnéjsi. Naopak u
pacientek s mentalni anorexii se ndm nepodafilo vztah mezi adiponektinem, inzulinem a C-
peptidem prokézat. Matsubara a spol. uvadi negativni korelaci hladin adiponektinu s
hladinami inzulinu a vypoc¢itanou inzulinovou rezistenci u pacientek s mentalni anorexii,
obéznich zen i eutrofickych zdravych zen v kontrolni skupiné (Matsubara a spol. 2002).
Delporte a spol. uvadi pozitivni korelaci adiponektinu s inzulinovou senzitivitou, kterd byla u

pacientek s mentalni anorexii o 40% vysS§i ve srovnani se zdravymi kontrolami (Delporte a
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spol. 2003). Pozitivni korelaci mezi hladinami adiponektinu a inzulinovou senzitivitou
popisuji také dalsi autoti (Bacha a spol. 2005, Kwon a spol. 2005).

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

Na zaklad¢ predchozich studii bylo prokazano, ze adiponektin zlepSuje inzulinovou
senzitivitu prostfednictvim stimulace oxidace mastnych kyselin, snizenim hladiny
triacylglycerolti v plazmé a zlepSenim metabolismu gluko6zy (Statnick a spol. 2000). Také byl
v fad¢ studii prokéazan jeho antiaterogenni efekt diky pozitivnimu vlivu na endotelidlni buriky.
Adiponektin potlacuje expresi adhezivnich proteinii extracelularni matrix v endotelu a
produkci cytokinti potencujicich aterosklerdzu, jako je napt. TNF-alfa (Chen a spol. 2003,
Bronsky a spol. 2005). Jeho snizené hladiny v séru u obéznich jedinci mohou byt spojovacim
¢lankem mezi obezitou a pfidruzenymi komplikacemi, které jsou soucasti tzv. metabolického
syndromu, jako je poruSena inzulinova senzitivita, dyslipidemie a hypertenze. Také bylo
prokéazano, ze dospélé pacientky s mentalni anorexii a pacienti s DM 1.typu maji vyssi
inzulinovou senzitivitu ve srovnani se zdravymi kontrolami (Nedvidkova a spol. 2005). V
nasi studii jsme prokazali, Ze jiz v casném détském veéku a adolescentnim obdobi dochazi pii
poruse nutricniho stavu ke zméndm sérovych hladin adiponektinu. Vzhledem k tomu, ze se
predpoklada, Ze jednotlivé slozky metabolického syndromu maji patofyziologicky zaklad jiz v
casném détstvi, napovidaji tyto vysledky o adiponektinu jako mozném biomarkeru poruchy
inzulinové senzitivity jiz v obdobi, kdy jeSté nejsou piitomny klinické symptomy
onemocnéni. Adiponektin by se mohl stdt vhodnym analytem vyuzivanym v diagnostice, ale
také spolu se svymi receptory vhodnym cilem farmakologické 1écby u pacientl s poruchou
inzulinové senzitivity a nutriéniho stavu. Dnes je jiz zndmo, ze 1éky zvySujici inzulinovou
senzitivitu, jako napf. thiazolidindiony, vedou prostfednictvim PPAR-gamma ke zvySeni
exprese adiponektinové mRNA (Chinetti a spol. 2004, Rocchi a spol. 1999, Diez a Iglesias
2003).
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4.4. Amylin

V experimentech na zvitatech se prokazalo, ze nékteré biochemické formy amylinu
mohou byt vlivnymi stimulanty proliferace osteoblastl a intaktni amylin zaroven plsobi jako
inhibitor kostni resorpce. Doposud neni zcela jasné, zda tyto funkce vykazuje amylin i u
lidskych jedinct.

V nasem prvnim experimentu se hladiny celkového amylinu statisticky signifikantné
nelisily od hladin v kontrolni skupiné, kterd nesplnila podminky normalniho rozlozeni hodnot.
s osteoporozou ve srovnani s diabetiky a se zdravymi kontrolami. Tento fakt miize byt
znamkou mozného deficitu celkového amylinu u pacientd trpicich osteopordézou. Deficit
hladin neredukovaného amylinu u pacienti s OP byl statisticky vyznamnéjsi nez u celkového
amylinu i pfes niz$i pocet pacientl testovanych v jednotlivych skupinach. Na zékladé téchto
poznatkii a vysledkii pfedchozich experimentli na zvitatech a in vitro (Cornish a spol. 1998
a,b, 2000) se zda, Ze stanovovani neredukované¢ho amylinu mé vyssi sensitivitu u poruch
kostniho metabolismu. Je mozné, Ze klicovou roli ve stimulaci osteoblasti hraje intaktni
disulfidicky mustek. Tento efekt mize byt negativné ovlivnén redukénimi procesy v lidském
organismu, kter¢ vedou krozstépeni disulfidického mustku mezi pozicemi 2 a 8
v aminokyselinové sekvenci amylinové molekuly.

U pacienti s OP jsme nenalezli zddna anamnestickd, klinickd ani biochemicka data,
ktera by poukazovala na dysfunkci pankreatickych beta-bun¢k vedouci k snizené produkci
nebo sekreci amylinu z pankreatické tkané do periferni cirkulace. K odhaleni moznych pficin
deficitu amylinu u pacientl s osteopordzou je zapotiebi provést podrobnéjsi studie zamétené
na kostni metabolismus. Také biochemickéd analyza moznych modifikaci struktury amylinu
v lidské plazmé a jeho kinetiky je tfeba k objasnéni pfi¢iny nasich zjisténi. V organismu lze
nalézt fadu faktorti, které mohou ovlivnit produkci amylinu, jeho uvolnovani do cirkulace
nebo jeho efekt na kostni tkan (napt. redukce zpusobujici rozStépeni disulfidického mistku) a
tim mohou vést k primdrnim nebo sekundarnim zménam hladin amylinu. V odborné literatufe
je kdispozici velmi malo studii, které se zabyvaji timto tématem, zvlasté pak u lidskych
jedinci. U pacientd s DM byly hladiny amylinu niz$i nez v kontrolni skupiné. Tento fakt
podporuje hypotézu, Ze porucha funkce pankreatickych beta-bun¢k muze vést k deficitu

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

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

Metodika stanovujici neredukovany amylin detekuje pouze intaktni molekulu amylinu.
Metodika stanovujici celkovy amylin detekuje navic také redukovany amylin a
pravdépodobné také nékteré ,amylin-like peptidy”. Jedna se o molekuly, které byly
prokazany metodou Western blot a jsou vétsi nez molekula intaktniho amylinu. Tyto peptidy
byly prokazany ve vSech vzorcich testovanych na amylin ve studii Percy a spol. (Percy a spol.
1996). Témito peptidy mohou byt napi. agregaty amylinu, jeho prekurzory jako napf.
proamylin, nebo posttranslacné¢ modifikovany amylin. Tento fakt mize vysvétlit rozdil
v koncentracich celkového a neredukovaného amylinu v obou experimentech u skupiny OP a
DM. Ve skupiné CG byly hladiny ziskané pomoci metodiky pro celkovy amylin nizsi nez
hladiny neredukovaného amylinu, ale vysledek nebyl statisticky signifikantni. Rozdil miize
byt vysvétlen rozdilnym poctem pacientli ve skupiné CG v obou experimentech. Porovnani

obou metodik za takovychto podminek je obtizné, obzvlasté¢ sohledem na interassay
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variabilitu. Doposud byl amylin u lidi stanovovdan pouze v souvislosti s poruchami
metabolismu glukézy. Novym a dilezitym aspektem nasi studie je, Ze popisuje zmény
plazmatickych hladin tohoto hormonu ve vztahu k jeho méné znamé, ale dulezité¢ biologické
funkci — a tou je jeho efekt na kostni tkan. NaSe studie miize pomoci zaméfit se na tento
problém a najit mozné vyuziti molekuly amylinu pro klinickou praxi, at’ uz v diagnostické
nebo terapeutické roving.

Pocet pacientli zatfazenych do nasi studie neni dostatecné velky pro to, abychom ur¢ili,

zda bude vhodné zaradit amylin do diagnostického schématu u pacientl s osteopordzou.
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5. ZAVER

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

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

praxe muize piinést zlepSeni diagnostickych i terapeutickych postupti.

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

S-Adiponektin | metabolicky syndrom (obezita,
inzulinova resistence atd.)

P-Ghrelin mentalni anorexie, malnutrice,
poruchy ristu

S-Leptin obezita, infertilita, (poruchy kostniho
metabolismu)
P-Orexin A narkolepsie, poruchy cyklu spanku a

bdéni, obezita, mentalni anorexie

Tabulka 9: Navrh indikaci k vysetieni nutricnich hormonti v klinické praxi

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

Uvod: Regulace piijmu potravy a nutriéniho stavu je komplexni d&j zprostiedkovany
vzadjemnou souhrou fady regulacnich peptidi centrdlniho nervového systému,
gastrointestinalniho traktu a tukové tkané. Tyto systémy jsou propojeny zpétnymi vazbami,
které¢ informuji o pfijmu potravy a mnoZzstvi energetickych zasob v organismu. Porucha v
nckteré z téchto oblasti miize vést ke zmeéné nutri¢niho stavu organismu.

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

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

vztah k antropometrickym a biochemickym parametrim béhem terapeutické intervence.
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SUMMARY

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

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

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

relationship to anthropometrical and biochemical parameters during nutritional therapy.

150



7. POUZITA LITERATURA

ABRAHAMSON EE, LEAK RK, MOORE RY: The suprachiasmatic nucleus projects to
posterior hypothalamic arousal systems. Neuroreport 12: 435-440, 2001.

ADAM JA, MENHEERE PP, VAN DIELEN FM, et al.: Decreased plasma orexin-A levels
in obese individuals. Int J Obes Relat Metab Disord 26: 274-276, 2002.

ALVAREZ E, RONCERO I, CHOWEN JA, THORENS B, BLAZQUEZ E: Expression of
the glucagon-like peptide-1 receptor gene in rat brain. J Neurochem 66: 920-927, 1996.

ANDERLOVA K, KREMEN J, DOLEZALOVA R, et al.: The influence of very-low-
calorie-diet on serum leptin, soluble leptin receptor, adiponectin and resistin levels in obese

women. Physiol Res, 2005, v tisku.

ARCHER ZA, FINDLAY PA, RHIND SM, MERCER JG, ADAM CL: Orexin gene
expression and regulation by photoperiod in the sheep hypothalamus. Regul Pept 104: 41-5,
2002.

ARIHARA Z, TAKAHASHI K, MURAKAMI O, et al.: Orexin-A in the human brain and

tumor tissues of ganglioneuroblastoma and neuroblastoma. Peptides 21: 565-570, 2000.

ARIHARA Z, TAKAHASHI K, MURAKAMI O, et al: Immunoreactive orexin-A in human
plasma. Peptides 22: 139-142, 2001.

ARITA Y, KIHARA S, OUCHI N, et al.: Paradoxical decrease of an adipose-specific protein,
adiponectin, in obesity. Biochem Biophys Res Commun 257: 79-83, 1999.

ARNALDI G, MANCINI T, KOLA B, et al.: Cyclical Cushing's syndrome in a patient with a

bronchial neuroendocrine tumor (typical carcinoid) expressing ghrelin and growth hormone

secretagoguereceptors. J Clin Endocrinol Metab 88: 5834 —5840, 2003.

151



ASAKAWA A, INUI A, KAGA T, et al.: Ghrelin is an appetite-stimulatory signal from

stomach with structural resemblance to motilin. Gastroenterology 120: 337 — 345, 2001.

BACHA F, SAAD R, GUNGOR N, ARSLANIAN SA: Does adiponectin explain the lower
insulin sensitivity and hyperinsulinemia of African-American children? Pediatr Diabetes 6:

100-102, 2005.

BACHA F, ARSLANIAN SA: Ghrelin suppression on overweight children: a manifestation
of insulin resistance? J Clin Endocrinol Metab 90: 2725-2730, 2005.

BARRACHINA MD, MARTINEZ V, WANG L, WEIJY, TACHE Y: Synergistic interaction
between leptin and cholecystokinin to reduce short-term food intake in lean mice. Proc Natl

Acad Sci USA 94: 10455-10460, 1997.

BECKER AE, GRINSPOON SK, KLIBANSKI A, HERZOG DB: Eating disorders. N Engl J
Med 340: 1092 — 1098, 1999.

BELLONE S, CASTELLINO N, BROGLIO F, et al.: Ghrelin secretion in childhood is
refractory to the inhibitory effect of feeding. J Clin Endocrinol Metab 89: 1662-1665, 2004.

BELLONE S, RAPA A, VIVENZA D, et al.: Circulating ghrelin levels in newborns are not
associated to gender, body weight and hormonal parameters but depend on the type of

delivery. J Endocrinol Invest 26: RC9-RC11, 2003.

BELLONE S, RAPA A, VIVENZA D, et al.: Circulating ghrelin levels as function of gender,
pubertal status and adiposity in childhood. J Endocrinol Invest 25: RC13-RC15, 2002.

BELTOWSKI J: Adiponectin and resistin — new hormones of white adipose tissue. Med Sci
Monit 9: RA55-61, 2003.

BERGER JP: Role of PPARgamma, transcriptional cofactors, and adiponectin in the

regulation of nutrient metabolism, adipogenesis and insulin action: view from the chair

(Abstract). Int J Obes Relat Metab Disord, Suppl 1 29: S3-4,2005.

152



BERK E, KOVERA A, BOOZER C, PI-SUNYER FX, JOHNSON J, ALBU J: Adiponectin
levels and insulin sensitivity during low and high fat diets in obese, premenopausal, non-

diabetic women. Obes Res 11: A34, 2003.

BERTHOUD HR, JEDRZEJEWSKA A, POWLEY TL: Simultaneuos labeling of vagal
innervation of the gut and afferent projections from trhe visceral forebrain with Dil injected

into dorsal vagal complex in the rat. J Comp Neurol 301: 65-79, 1990.

BLANCO M, LOPEZ M, GARCIA-CABALLERO T, et al.: Cellular localization of orexin
receptors in human pituitary. J Clin Endocrinol Metab 86: 1616-1619, 2001.

BLAUGRUND E, PHAM TD, TENNYSON VN, et al: Distinct subpopulations of enteric
neuronal progenitors defined by time of development, sympathoadrenal lineage markers and

mash-1-dependence. Development 122: 309-332, 1996.

BROGLIO F, GIANOTTI S, DESTEFANIS S, et al: The endocrine response to acute ghrelin
administration is blunted in patients with anorexia nervosa, a ghrelin hypersecretory state.

Clinical Endocrinology 60: 592-599, 2004.

BRONSKY J, CHADA M, KOTASKA K, PRUSA R: Amylin — fyziologicka tiloha v lidském
organismu. Cs Fyziol 51: 179-180, 2002.

BRONSKY J, CHADA M, KOTASKA K, PRUSA R: Hypothalamické neuropeptidy
ovliviiujici pifjem potravy a regulaci energetické rovnovahy. Ces a slov Neurol Neurochir

66/99: 8-13, 2003.

BRONSKY J, CHADA M, NEVORAL J, et al.: Orexiny - experimentalni poznatky a
perspektivy v pediatrické praxi. Ces-slov Pediat 57: 600 — 603, 2002.

BRONSKY J, KOTASKA K, PRUSA R: Ghrelin — struktura, funkce a klinické vyuZziti. Cs
Fyziol 53: 80-85, 2004.

153



BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, et al.: Ghrelin, Leptin, IGF1 and
IGFBP-3 and Their Relationship in Obese Children During Reduction of Body Weight. Clin
Chem Lab Med, Spec Suppl 41: 347, 2003.

BRONSKY J, NEVORAL J, PRUSA R: Adiponektin - marker insulinové sensitivity. Cs
Fyziol 54: 92-96, 2005.

BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, et al.: Orexin A Fasting Plasma Levels
Increase After Weight Loss In Obese Children and Adolescents. J Pediatr Gastroenterol
Nutr, Spec Suppl 36: 520-583, 2003.

BRONSKY I, ZADINA J, PECHOVA M, et al.: Amylin Plasma Levels In Patients With
Osteoporosis and Type 2 Diabetes Mellitus. Clin Chem Lab Med, Spec Suppl 41: 83, 2003.

BRUUN JM, LIHN AS, VERDICH C, et al.: Regulation of adiponectin by adipose tissue-
derived cytokines: in vivo and in vitro investigations in humans. Am J Physiol Endocrinol

Metab 285: E527-533, 2003.

BUNT JC, SALBE AD, TSCHOP MH, DELPARIGI A, DAYCHILD P, TATRANNI PA:
Cros-sectional and prospective relationschips of fasting plasma ghrelin concentrations with

anthropometric measures in Pima Indian children. J Clin Endocrinol Metab 88: 3756-3761,
2003.

BURDYGA G, SPILLER D, MIRRIS R, et al.: Expression of the leptin receptor in rat and

human nodose ganglion neurons. Neuroscience 109: 339-347, 2002.

CAPRISTO E, FARNETTI S, MINGRONE G, et al.: Reduced plasma ghrelin concentration

in celiac disease after gluten-free diet treatment. Scand J Gastroenterol 40: 430-436, 2005.

CASSONI P, PAPOTTI M, GHE C, et al.: Identification, characterization, and biological
activity of specific receptors for natural (ghrelin) and synthetic growth hormone
secretagogues and analogs in human breast carcinomas and cell lines. J Clin Endocrinol

Metab 86: 1738 — 1745, 2001.

154



CELI F, BINI V, PAPI F, et al: Circulating acylated and total ghrelin and galanin in children
with insulin-treated type 1 diabetes: relationship to insulin therapy, metabolic control and

pubertal development. Clinical Endocrinology 63: 139-145, 2005.

CIANFLONE K, LU HL, SMITH J, YU W, WANG HW: Adiponectin, acylation stimulating
protein and complement C3 are altered in obesity in very young children. Clinical

Endocrinology 62: 567-572, 2005.

CLODI M, THOMASETH K, PACINI G, et al.: Distribution and kinetics of amylin in
humans. A4m J Physiol: Endocrinology and Metabolism 274: E903 — E908, 1998.

COOPER GJ, WILLIS AC, CLARK A, et al.: Purification and characterization of a peptide
from amyloid-rich pancreases of type 2 diabetic patients. Proc Natl Acad Sci USA 84: 8628-
8632, 1987.

CORNISH J, CALLON KE, GASSER JA, et al.: Systemic administration of a novel
octapeptide, amylin-(1-8), increases bone volume in male mice. Am J Physiol: Endocrinology

and Metabolism 279: E730 — E735, 2000.

CORNISH J, CALLON KE, KING AR, et al.: Systemic administration of amylin increases
bone mass, linear growth, and adiposity in adult male mice. Am J Physiol: Endocrinology and

Metabolism 275: E694 — E699, 1998.

CORNISH J, CALLON KE, LIN CQ-X, et al.: Dissociation of the effects of amylin on
osteoblast proliferation and bone resorption. Am J Physiol: Endocrinology and Metabolism

274: ER27 — E833, 1998.

DALAL MA, SCHULD A, HAACK M, et al.: Normal plasma levels of orexin A
(hypocretin—1) in narcoleptic patients. Neurology 56: 1749-1751, 2001.

DATE Y, KOJIMA M, HOSODA H, et al.: Ghrelin, a novel growth hormone-releasing

acylated peptide, is synthetized in a distinct endocrine cell type in the gastrointestinal tracts of

rats and humans. Endocrinology 141: 4255 — 4261, 2000.

155



DATE Y, NAKAZATO M, HASHIGUCHI S, et al.: Ghrelin is present in pancreatic alpha-

cells of humans and rats and stimulates insulin secretion. Diabetes 51: 124 — 129, 2002.

DATE Y, UETA Y, YAMASHITA H, et al.: Orexins, orexigenic hypothalamic peptides,
interact with autonomic, neuroendocrine and neuroregulatory systems. Proc Natl Acad Sci

US4 96: 748-753, 1999.

DECHENES CJ, VERCHERE CB, ANDRIKOPOULOS S, KAHN SE: Human aging is
associated with parallel reductions in insulin and amylin release. Am J Physiol:

Endocrinology and Metabolism 275: E785 — E791, 1998.

DE LECEA L, KILDUFF TS, PEYRON C, et al.: The hypocretins: Hypothalamus-specific
peptides with neuroexcitatory activity. Proc Natl Acad Sci USA 95: 322-327, 1998.

DELPORTE ML, BRICHARD SM, HERMANS MP, BEGUIN C, LAMBERT M:

Hyperadiponectinaemia in anorexia nervosa. Clin Endocrinol (Oxf) 58: 22-29, 2003.

DIEZ JJ, IGLESIAS P: The role of the novel adipocyte-derived hormone adiponectin in
human disease. Eur J Endocrinol 148: 293-300, 2003.

DORNONVILLE DE LA COUR C, BJORKQVIST M, SANDVIK AK, et al.: A-like cells in
the rat stomach contain ghrelin and do not operate under gastrin control. Regul/ Pept 99: 141 —

150, 2001.

ESPELUND U, HANSEN TK, ORSKOV H, FRYSTYK J: Assessment of ghrelin. APMIS
Suppl 109: 140-145, 2003.

FILIPPI E, SENTINELLI F, TRISCHITTA V, et al.: Association of the human adiponectin
gene and insulin resistance. Eur J Hum Genet 12: 199-205, 2004.

FORTUNO A, RODRIGUEZ A, GOMEZ-AMBROSI J, FRUHBECK G, DIEZ J: Adipose

tissue as an endocrine organ: role of leptin and adiponectin in the pathogenesis of

cardiovascular diseases. J Physiol Biochem 59: 51-60, 2003.

156



FREDERIKS AM, VAN BUUREN S, WIT JM, et al.: Body index measurements in 1996-7
compared with 1980. Arch Dis Child 82: 107-112, 2000.

FUNAHASHI H, HORI T, SHIMODA Y, et al.. Morphological evidence for neural
interactions between leptin and orexin in the hypothalamus. Regu/ Pept 92: 31-35, 2000.

FUNAHASHI H, YAMADA S, KAGEYAMA H, TAKENOYA F, GUAN JL, SHIODA S:
Co-existence of leptin- and orexin-receptors in feeding-regulating neurons in the

hypothalamic arcuate nucleus — a triple labeling study. Peptides 24: 687-694, 2003.

GAVRILA A, CHAN JL, YINNAKOURIS A, KONTOGIANNI M, MILLER LC, ORLOVA
C: Serum adiponectin levels are inversely associated with overall and central fat distribution
but are not directly regulated by acute fasting or leptin administration in humans: cross-

sectional and interventional studies. J Clin Endocrinol Metab 88: 4823-4831, 2003.

GEDULIN BR, RINK TJ, YOUNG AA: Dose-response for glucagonostatic effect of amylin
in rats. Metabolism 46: 67 — 70, 1997.

GHIZZONI L, MASTORAKOS G, VOTTERO A, ZIVERI M, ILIAS I, BERNASCONI S:
Spontaneous growth hormone (GH) secretion is not directly affected by ghrelin in either short

normal prepubertal children or children with GH neurosecretory dysfunction. J Clin

Endocrinol Metab 89: 5488-5495, 2005.

GOLDSTONE AP, MERCER JG, GUNN I, et al.: Leptin interacts with glucagon-like
peptide-1 neurons to reduce food intake and body weight in rodents. FEBS Lett 415: 134-138,
1997.

GRANNER DK: Hormony pankreatu a gastrointestinalniho traktu. V. MURRAY RK,
GRANNER DK, MAYES PA, RODWELL VW: Harper’s biochemistry. Appleton & Lange,
Connecticut, USA, 1993. Pieklad z anglického origindlu KRAML J a spol., H&H, Praha, 584-
600, 1998.

GREEN T, DOCRAY GJ: Characterization of the peptidergic afferent innervation of stomach

in the rat, mouse and guinea-pig. Neuroscience 25: 181-193, 1988.

157



GUALILLO O, CAMINOS J, BLANCO M, et al.: Ghrelin, a novel placental-derived
hormone. Endocrinology 142: 788-794, 2001.

GUAN XM, YU H, PALYHA OC, et al.: Distribution of mRNA encoding the growth
hormone scretagogue receptor in brain and peripheral tissues. Brain Res Mol Brain Res 48:

23-29, 1997.

GUIDOBONO F: Amylin and gastrointestinal activity. Gen Pharmac 31: 173-177, 1998.

HAGAN JJ, LESLIE RA, PATEL S, et al.: Orexin A activates locus coeruleus cell firing and
increases arousal in the rat. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 10911-10916, 1999.

HAHN TM, BREINIGER JF, BASKIN DG, SCHWARTZ MW: Coexpression of AgrP and
NPY in fasting-activated hypothalamic neurons. Nat Neurosci 1: 271-272, 1998.

HAQQ AM, FAROOQI IS, O'RAHILLY S, et al.: Serum ghrelin levels are inversely
correlated with body mas index, age, and insulin concentrations in normal children and are

markedly increased in Prader-Willi syndrome. J Clin Endocrinol Metab 88: 174-178, 2003.

HAYNES AC, JACKSON B, CHAPMAN H, et al.: A selective orexin-1 receptor antagonist
reduces food consumption in male and female rats. Regul Pept 96: 45-51, 2000.

HEWSON AK, DICKSON SL: Systemic administration of ghrelin induces Fos and Egr-1
proteins in the hypothalamic arcuate nucleus of fasted and fed rats. J Neuroendocrinol 12:

1047-1049, 2000.
HIGHAM CE, HULL RL, LAWRIE L, et al.: Processing of synthetic pro-islet amyloid
polypeptide (prolAPP) “amylin” by recombinant prohormone convertase enzymes, PC2 and

PC3, in vitro. Eur J Biochem 267: 4998-5004, 2000.

HIGUCHI S, USUI A, MURASAKI M, et al.: Plasma orexin-A is lower in patients with
narcolepsy. Neurosci Lett 318: 61-64, 2002.

158



HOKFELT T, BROBERGER C, XU ZQD, SERGEYEV V, UBINK R, DIEZ M:
Neuropeptides - an overview. Neuropharmacology 39: 1337-1356, 2000.

HOLDSTOCK C, ENGSTROM BE, OHRVALL M, LIND L, SUNDBOM M, KARLSSON
FA: Ghrelin and adipose tissue regulatory peptides: effect of gastric bypass surgery in obese
humans. J Clin Endocrinol Metab 88: 3177-3183, 2003.

HOLZER P: Peptidergic sensory neurons in the control of vascular functions: mechanisms
and significance in the cutaneous mand splanchic vascular beds. Rev Physiol Biochem

Pharmacol 121: 49-146, 1992.

HORVATH TL, DIANO S, VAN DEN POL AN: Synaptic interaction between hypocretin
(orexin) and neuropeptide Y cells in the rodent and primate hypothalamus: A novel circuit

implicated in metabolic and endocrine regulations. J Neurosci 19: 1072-1087, 1999.

HORVATH TL, DIANO S, SOTONYI P, et al.: Ghrelin and the regulation of energy
homeostasis: a hypothalamic perspective. Endocrinology 142: 4163—4169, 2001.

HOSODA H, KOJIMA M, MATSUO H, KANGAWA K: Purification and characterization of
rat des-GIn14-Ghrelin, a second endogenous ligand for the growth hormone secretagogue

receptor. J Biol Chem 275: 1995-2000, 2000.

HOTTA K, FUNAHASHI T, BODKIN NL, et al.: Circulating concentrations of the adipocyte
protein adiponectin are decreased in parallel with reduced insulin sensitivity during the

progression to type 2 diabetes in rhesus monkeys. Diabetes 50: 1126-1133, 2001.
HOTTA K, FUNAHASHI T, ARITA Y, TAKAHASHI M, MATSUDA M: Plasma
concentration of a novel adipose specific protein, adiponectin, in type 2 diabetic patients.

Artherioscler Tromb Vasc Biol 20: 1595-1599, 2000.

HU E, LIANG P, SPIEGELMAN BM: AdipoQ is a novel adipose-specific gene dysregulated
in obesity. J Biol Chem 271: 10697-10703, 1996.

159



HUAN JN, L1J, HAN Y, CHEN K, WU N, ZHAO AZ: Adipocyte-selective reduction of the
leptin receptors induced by antisense RNA leads to increased adiposity, dyslipidemia, and

msulin resistance. J Biol Chem 278: 45638-45650, 2003.

HUANG ZL, QU WM, LI WD, et al.: Arousal effect of orexin A depends on activation of the
histaminergic system. PNAS 98: 9965-9970, 2001.

HUANG KC, LUE BH, YEN RF, et al.: Plasma adiponectin levels ad metabolic factors in
nondiabetic adolescents. Obes Res 12: 119-124, 2004.

HUG C, LODISH HF: Diabetes, obesity, and Acrp30/adiponectin. Biotechniques 33: 654-
658, 2002.

HUNGS M, MIGNOT E: Hypocretin/orexin, sleep and narcolepsy. BioEssays 23: 397-408,
2001.

HUSZAR D, LYNCH CA, FAIRCHILD-HUNTRESS V, et al.: Targeted disruption of the

melanocortin-4 receptor results in obesity in mice. Cell 88: 131-141, 1997.

CHANOINE JP, YEUNG L, WONG A, BIRMINGHAM CL: Immunoreactive Ghrelin in
Human Cord Blood: Relation to Anthropometry, Leptin, and Growth Hormone. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 35: 282286, 2002.

CHEMELLI RM, WILLIE JT, SINTON CM, et al.: Narcolepsy in orexin knockout mice:
Molecular genetics of sleep regulation. Cell 98: 437-451, 1999.

CHEN C, XU R: The in vitro regulation of growth hormone secretion by orexins. Endocrine

22: 57-66, 2003.
CHEN H, MONTAGNANI M, FUNAHASHI T, SHIMOMURA I, QUON MJ: Adiponectin

stimulates production of nitric oxide in vascuar endothelial cells. J Biol Chem 278: 45021-

45026, 2003.

160



CHEN MP, TSAI JC, CHUNG FM, et al.: Hypoadiponectinemia is associated with ischemic
cerebrovascular disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol 25: 821-826, 2005.

CHIN SY, HALL JM, BRAIN SD, MORTON IK: Vasodilator responses to calcitonin gene-
related peptide (CGRP) and amylin in the rat isolated perfused kidney are mediated via
CGRP1 receptors. J Pharmacol Exp Ther 269: 989-992, 1994.

CHINETTI G, ZAWADSKI C, FRUCHART JC, STAELS B: Expression of adiponectin
receptors in human macrophages and regulation by agonist of the nuclear receptors

PPARalpha, PPARgamma, and LXR. Biochem Biophys Res Commun 314: 151-158, 2004.

IKEZAKI A, HOSODA H, ITO K, et al.: Fasting plasma ghrelin levels are negatively
correlated with insulin resistance and PAI-1, but not with leptin, in obese children and

adolescents. Diabetes 51: 3408-3411, 2002.

IMBEAULT P, POMERLEAU M, HARPER ME, DOUCET E: Unchanged fasting and
postprandial adiponectin levels following a 4-day caloric restriction in young healthy men.

Clin Endocrinol 60: 429-433, 2004.

INUI A: Cancer anorexia-cachexia syndrome: Are neuropeptides the key? Cancer Res 59:

4493-4501, 1999.

INUI A: Eating behavior in anorexia nervosa — an excess of both orexigenic and anorexigenic

signalling? Mol Psychiatry 6: 620-624, 2001.

IWAHASHI H, FUNAHASHI T, KUROKAWA N, et al.: Plasma adiponectin levels in

women with anorexia nervosa. Horm Metab Res 35: 537-540, 2003.
JAMES JH, WAGNER KR, KING JK, et al.: Stimulation of both aerobic glycolysis and Na'-

K'-ATPase activity in skeletal muscle by epinephrine or amylin. Am J Physiol:
Endocrinology and Metabolism 277: E176—-E186, 1999.

161



JANIG W, MORRISON JFB: Functional properties of spinal visceral afferents supplying
abdominal and pelvic organs with special emphasis on visceral nocireception. Prog Brain Res

67: 85-95, 1986.

JENSOVSKY J: Ruistovy hormon — zakladni fyziologické poznatky. V JENSOVSKY J,
LEBL J, CHRISTIANSEN JS, et al.: Ristovy hormon. Galén, Praha, 23-52, 2000.

JOHNSSON J, FLANCBAUM L, ALBU J: Adiponectin release in deep subcutaneous
abdominal and visceral tissue depots. Obes Res 11: A34, 2003.

JOHREN O, NEIDERT SJ, KUMMER M, DENDORFER A, DOMINIAK P:_Prepro-orexin
and orexin receptor mRNAs are differentially expressed in peripheral tissues of male and

female rats. Endocrinology 142: 3324-3331, 2001.

KANBAYASHI T, YANO T, ISHIGURO H, et al.: Hypocretin-1 (orexin-A) levels in human
lumbar CSF in different age groups: infants to elderly persons. Sleep 25: 337-339, 2002.

KANUMAKALA S, GREAVES R, PEDREIRA CC, et al.: Fasting ghrelin levels are not
elevated in children with hypothalamic obesity. J Clin Endocrinol Metab 90: 2691-2695,
2005.

KARTERIS E, CHEN J, RANDEVA HS: Expression of human prepro-orexin and signaling
characteristics of orexin receptors in the male reproductive system. J Clin Endocrinol Metab

89: 1957-1962, 2004.
KARTERIS E, RANDEVA HS, GRAMMATOPOULOS DK, et al.: Expression and Coupling
Characteristics of the CRH and orexin type 2 receptors in human fetal adrenals. J Clin

Endocrinol Metab 86: 4512-4519, 2001.

KASTIN AJ, AKERSTROM V: Orexin A but not orexin B rapidly enters brain from blood by
simple diffusion. J Pharm Exp Ther 298: 219-223, 1999.

162



KAZUMI T, KAWAGUCHI A, HIRANO T, YOSHINO G: Serum adiponectin is associated
with high-density lipoprotein cholesterol, triglycerides, and low-density lipoprotein particle

size in young healthy men. Metabolism 53: 589-593, 2004.

KENNEDY GC: The role of depot fat in the hypothalamic control of food intake in the rat.
Proc R Soc Lond B Biol Sci 140: 578-596, 1953.

KERSHAW EE, FLIER JS: Adipose tissue as an endocrine organ. J Clin Endocrinol Metab
89: 2548-2556, 2004.

KIM S, MOUSTAID-MOUSSA N: Secretory, endocrine and autocrine/paracrine function of
the adipocyte. J Nutr 130: 3110S-3115S, 2000.

KINGSLEY RA, GABLE SR, KINGSLEY TR: Concise text of neuroscience. Williams and
Wilkins, Baltimore, Maryland, USA, 419-462, 1996.

KOJIMA M, HOSODA H, DATE Y, et al.: Ghrelin is a growth-hormone-releasing acylated
peptide from stomach. Nature 402: 656 — 660, 1999.

KOK SW, MEINDERS AE, OVEREEM 8§, et al.: Reduction of plasma leptin levels and loss
of its circadian rhythmicity in hypocretin (orexin)-deficient narcoleptic humans. J Clin

Endocrinol Metab 87: 805-809, 2002.

KOMAKI G, MATSUMOTO Y, NISHIKATA H, et al.: Orexin-A and leptin change
inversely in fasting non-obese subjects. Eur J Endocrinol 144: 645-651, 2001.

KORBONITS M, GUEORGUIEV M, O'GRADY E, et al.: A variation in the ghrelin gene
increases weight and decreases insulin secretion in tall, obese children. J Clin Endocrinol

Metab 87: 4005-4008, 2002.

KOURIE JI, SHORTHOUSE AA: Properties of cytotoxic peptide-formed ion channels. Am J
Physiol: Cell Physiology 278: C1063 — C1087, 2000.

163



KOYLU EO, COUCEYRO PR, LAMBERT PD, LING NC, DE SOUZA EB, KUHAR MJ:
Immunohistochemical localization of novel CART peptides in the rat hypothalamus, pituitary

and adrenal gland. J Neuroendocrinol 9: 823-833, 1997.

KRSEK M, ROSICKA M, PAPEZOVA H, et al.: Plasma ghrelin levels and malnutrtion: a
comparison of two etiologies. Eat Weight Disord 8: 207-211, 2003.

KUROCHKIN 1IV: Insulin-degrading enzyme: embarking on amyloid destruction. Trends
Biochem Sci 26: 421-425, 2001.

KWON K, JUNG SH, CHOI C, PARK SH: Reciprocal association between visceral obesity
and adiponectin: in healthy premenopausal women. Int J Cardiology 101: 385-390, 2005.

LAWLOR DA, SMITH GD, EBRAHIM S, THOMPSON C, SATTAR N: Plasma
adiponectin levels are associated with insulin resistance but do not predict future risk of

coronary heart disease in women. J Clin Endocrinol Metab 90: 5677-5683, 2005.

LAMBERT PD, COUCEYRO PR, MCGIRR KM, DALL VECHIA SE, SMITH Y, KUHAR
MIJ: CART peptides in the central control of feeding and interactions with NPY. Synapse 29:
293-298, 1998.

LANGLEY JN: The autonomic nervous system. Part. I. W. Heffer (ed), Cambridge, 1921.
LANGLEY K: The neuroendocrine concept today. Ann NY Acad Sci 733: 1-17, 1994.

LEIDY HJ, GARDNER JK, FRYE BR, et al.: Circulating ghrelin is sensitive to changes in
body weight during a diet and exercise program in normal-weight young women. J Clin

Endocrinol Metab 89: 2659-2664, 2004.

LEVY E, LEVY P, LE PEN C, BASDEVANT A: The economic cost of obesity: French
situation. Int J Obesity 19: 788-792, 1995.

LIHN AS, PEDERSEN SB, RICHELSEN B: Adiponectin: action, regulation and association
to insulin sensitivity. Obes Rev 6: 13-21, 2005.

164



LIN L, FARACO J, LI R, et al.: The sleep disorder canine narcolepsy is caused by a mutation
in the hypocretin (orexin) receptor 2 gene. Cell 98: 365-376, 1999.

LINDSAY RS, RESNICK HE, ZHU J, et al.: Adiponectin and coronary heart disease: the
Strong Heart Study. Arterioscler Thromb Vasc Biol 25: e15-16, 2005.

LIVSHITZ G, PANTSULAIA I, TROFIMOV S, KOBYLIANSKY E. Genetic variation of
circulating leptin is involved in genetic variation of hand bone size and geometry. Osteoporos

Int 14: 476483, 2003.

LHOTSKA L, BLAHA P, VIGNEROVA J, ROTH Z, PROKOPEC M. V. celostatni
antropometricky vyzkum déti a mladeze 1991 (Eeské zemé). SZU, Praha, 1993.

LOPEZ M, SEOANE LM, TOVAR S, NOGUEIRAS R, DIEQUEZ C, SENARIS R: Orexin—
A regulates growth hormone-releasing hormone mRNA content in a nucleus-specific manner

and somatostatin mRNA content in a hormone-dependent fashion in the rat hypothalamus.

Eur J Neuroci 19: 2080-2088, 2004.

LUTZ TA, ALTHAUS J, ROSSI R, SCHARRER E: Anorectic effect of amylin is not
transmitted by capsaicin-sensitive nerve fibres. Am J Physiol: Regulatory, Integrative and

Comparative Physiology 274: R1777-R1782, 1998.

LUTZ TA, TSCHUDY S, MOLLET A, et al.: Dopamine D2 receptors mediate amylin’s acute
satiety effect. Am J Physiol: Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 280:
R1697-R1703, 2001.

MA K, CABRERO A, SAHA PK, KOJIMA H, LI L , CHANG BH: Increased beta-oxidation
but no insulin resistance or glucose intolerance in mice lacking adiponectin. J Biol Chem 277:

34658-34661, 2002.

MAEDA N, SHIMOMURA I, KISHIDA K, et al.: Diet-induced insulin resistance in mice
lacking adiponectin/ACRP30. Nat Med 8: 731-737, 2002.

165



MAEDA N, TAKAHASHI M, FUNAHASHI T, et al.: PPARgamma ligands increase
expression and plasma concentrations of adiponectin, an adipose-derived protein. Diabetes

50: 2094-2099, 2001.

MAGGI CA: The pharmacology of the efferent function of sensory nerves. J Auton
Pharmacol 11: 173-208, 1991.

MALIK KF, YOUNG WS: Localization of binding sites in the central nervous system for
leptin (OB protein) in normal, obese (ob/ob), and diabetic (db/db) C57BL/6J mice.
Endocrinology 137: 1497-1500, 1996.

MANIGRASSO MR, FERRONI P, SANTILLI F, et al.: Association between circulating
adiponectin and interleuin-10 levels in android obesity. Effects of weight loss. J Clin

Endocrinol Metab 90: 5876-5879, 2005.

MATSUBARA M, MARUOKA S, KATAYOSE S: Inverse relationship between plasma
adiponectin and leptin concentrations in normal-weight and obese women. Eur J Endocrinol

147: 173-780, 2002.

MATSUBARA M, KATYOSE S, MARUOKA S: Decreased plasma adiponectin
concentrations in nondiabetic women with elevated homeostasis model assessment ratios. Eur

J Endocrinol 148: 343-350, 2003.

MATSUMURA T, NAKAYAMA M, SATOH H, NAITO A, KAMAHARA K, SEKIZAWA
K: Plasma orexin-A levels and body composition in COPD. Chest 123:1060-1065, 2003.

MATSUMURA T, NAKAYAMA M, NOMURA A, et al.: Age-related changes in plasma
orexin-A concentrations. Exp Gerontol 37: 1127-1130, 2002.

MATSUZAWA Y, FUNAHASHI T, NAKAMURA T: Molecular mechanism of metabolic

syndrome X: contribution of adipocytokines adipocyte-derived bioactive substances. Ann N Y

Acad Sci 892: 146-154, 1999.

166



MATSUZAWA Y, FUNAHASHI T, KIHARA S, SHIMOMURA I: Adiponectin and
metabolic syndrome. Arterioscler Thromb Vasc Biol 24: 29-33, 2004.

MAZZOCCHI G, MALENDOWICZ K, GOTTARDO L, et al.: Orexin-A stimulates cortisol
secretion from human adrenocortical cells through activation of the adenylate cyclase-

dependent signaling cascade. J Clin Endocrinol Metab 86: 778-782, 2001.

MIGNOT E: A commentary on the neurobiology of the hypocretin/orexin system.
Neuropsychopharmacology 25: S6-S13, 2001.

MISRA M, MILLER KK, HERZOG DB, et al.: Growth hormone and ghrelin responses to an
oral glucose load in adolescent girls with anorexia nervosa and controls. J Clin Endocrinol

Metab 89: 1605-1612, 2004.

MITSUMA T, HIROOKA Y, KAYAMA M, et al.: Radioimmunoassay for orexin A. Life Sci
66: 897-904, 2000.

MONTAGUE CT, FAROOQI IS, WHITEHEAD JP, et al.: Congenital leptin deficiency is

associated with severe early-onset obesity in humans. Nature 387: 903-908, 1997.

MOORE GB, CHAPMAN H, HOLDER JC, et al.: Differential regulation of adipocytokine
mRNAs by rosiglitazone in db/db mice. Biochem Biophys Res Commun 286: 735-741, 2001.

MORAN M, SIEGELOVA J, KADANKA Z, et al.: Cirkadianni variabilita krevniho tlaku a
srde¢ni frekvence u pacientil se syndromem spankové apnoe. Ces a slov Neurol Neurochir 3:

147-151, 2000.

MORIARTY P, DIMALINE R, THOMPSON DG, DOCRAY GIJ: Characterization of
cholecystokininA and cholecystokininB receptors expressed by vagal afferent neurons.

Neuroscience 79: 905-913, 1997.

MORIGUCHI T, SAKURAI T, NAMBU T, et al.: Neurons containing orexin in the lateral
hypothalamic area of the adult rat brain are activated by insulin-induced acute hypoglycemia.

Neurosci Lett 264: 101-104, 1999.

167



MOUNTJOY KG, MORTRUD MT, LOW MJ, SIMERLY RB, CONE RD : Localization of
the melanocortin-4 receptor (MC4-R) in neuroendocrine and autonomic control circuits in the

brain. Mol Endocrinol 8: 1298-1308, 1994.

NADLER ST, STOEHR JP, SCHUELLER KL, TANIMOTO G, YANDELL BS: The
expression of adipogenic genes is decreased in obesity and diabetes mellitus. Proc Natl Acad

Sci USA 97: 11371-11376, 2001.

NAKABAYASHI M, SUZUKI T, TAKAHASHI K, et al.: Orexin-A expression in human
peripheral tissues. Mol Cell Endocrinol 205: 43-50, 2003.

NAKAZATO M, MURAKAMI N, DATE Y, et al.: A role for ghrelin in the central regulation
of feeding. Nature 409: 194 — 198, 2001.

NISHIUIMA T, SAKURAI S, ARIHARA Z, TAKAHASHI K: Plasma orexin—A-like
immunoreactivity in patients with sleep apnea hypopnea syndrome. Peptides 24: 407-411,

2003.

NISHIZAWA H, SHIMOMURA 1, KISHIDA K, MAEDA N, KURIYAMA H,
NAGARETANI H: Androgens decrease plasma adiponectin, an insulin-sensitizing adipocyte
derived protein. Diabetes 51: 2734-2741, 2002.

NEDVIDKOVA J, SMITKA K, KOPSKY V, HAINER V: Adiponectin, an adipocyte-derived
protein. Physiol Res 54: 133-140, 2005.

NEDVIDKOVA J, KRYKORKOVA I, BARTAK V, et al.: Loss of meal-induced decrease in
plasma ghrelin levels in patients with anorexia nervosa. J Clin Endocrinol Metab 88: 1678-

1682, 2003.

NEVSIMALOVA S, VANKOVA J, SONKA K, et al.: Deficit hypocretinu (orexinu) u
narkolepsie-kataplexie. Shor lék: 101: 381-386, 2000.

168



NILSSON L, BINART N, BOHLOOLY-Y M, et al.: Prolactin and growth hormone regulate
adiponectin secretion and receptor expression in adipose tissue. Biochem Biophys Res

Commun 331: 1120-1126, 2005.

NISHINO S, RIPLEY B, OVEREEM 8§, et al.: Hypocretin (orexin) deficiency in human
narcolepsy. The Lancet 355: 39-40, 2000.

OTT V, FASSHAUER M, DALSKI A, MEIER B, PERWITZ N, KLEIN HH: Direct
peripheral effects of ghrelin include suppression of adiponectin express. Horm Metab Res 34:

640-645, 2002.

OTTO B, CUNTZ U, FRUEHAUEF E, et al.: Weight gain decreases elevated plasma ghrelin

concentartions of patients with anorexia nervosa. Eur J Endocrinol 145: 669-673, 2001.

OUCHI N, KIHARA S, ARITA Y, MAEDA K, KURIYAMA H: Novel modulator for
endothelial adhesion molecules: adipocyte-derived plasma protein adiponectin. Circulation

100: 2473-2476, 1999.

PAIK KH, JIN D-KJ, SONG SY, et al.: Correlation between fasting plasma ghrelin levels and
age, body mass index (BMI), BMI percentiles, and 24-hour plasma ghrelin profiles in Prader-
Willi syndrome. J Clin Endocrinol Metab 89: 3885-3889, 2004.

PARK HS, LEE KU, KIM YS, PARK CY: Relationships between fasting plasma ghrelin

levels and metabolic parameters in children and adolescents. Metabolism 54: 925-929, 2005.

PELLEYMOUNTER MA, CULLEN MJ, BAKER MB, et al.: Effects of the obese gene
product on body weight regulation in ob/ob mice. Science 269: 540-543, 1995.

PERACCHI M, CONTE D, TERRANI C, et al.: Circulating ghrelin levels in celiac patients.
Am J Gastroenterol 98: 2474-2478, 2003.

PERCY AJ, TRAINOR DA, RITTENHOUSE J, PHELPS J, KODA JE: Development of
sensitive immunoassays to detect amylin and amylin-like peptides in unextracted plasma. Clin

Chem 42: 576-585, 1996.

169



PEYRON C, FARACO J, ROGERS W, et al.: A mutation in a case of early onset narcolepsy
and a generalized absence of hypocretin peptides in human narcoleptic brains. Nat Med 6:

991-997, 2000.

PEYRON C, TIGHE DK, VAN DEN POL AN, et al.: Neurons containing hypocretin (orexin)
project to multiple neuronal systems. J Neurosci 18: 9996-10015, 1998.

PISCHON T, HOTAMISLIGIL GS, RIMM EB: Adiponectin: Stability in plasma over 36
hours and within-person variation over 1 year. Clin Chem 49: 650-652, 2003.

PORKKA-HEISKANEN T, ALANKO L, KALINCHUK A, HEISKANEN S, STENBERG
D: The effect of age on prepro-orexin gene expression and contents of orexin A and B in the

rat brain. Neurobiol Aging 25: 231-238, 2004.

RANDEVA HS, KARTERIS E, GRAMMATOPOULOS D, HILLHOUSE EW: Expression
of orexin-A and functional orexin type 2 receptors in the human adult adrenals: implications

for adrenal function and energy homeostasis. J Clin Endocrinol Metab 86: 4808-4813, 2001.

RAVUSSIN E, TSCHOP M, MORALES 8, et al.: Plasma ghrelin concentration and energy
balance: overfeeding and negative energy balance studies in twins. J Clin Endocrinol Metab

86: 4547 — 4551, 2001.

REINEHR T, ROTH CL, ALEXY U, KERSTING M, KIESS W, ANDLER W: Ghrelin levels
before and after reduction of overweight due to a low-fat high-carbohydrate diet in obese

children and adolescents. /nt J Obes 29: 362-368, 2005.

REINEHR T, ROTH C, MENKE T, ANDLER W: Adiponectin before and after weight loss
in obese children. J Clin Endocrinol Metab 89: 3790-3794, 2004.

RIEDIGER T, RAUCH M, SCHMID HA: Actions of amylin on subfornical organ neurons

and on drinking behavior in rats. Am J Physiol: Regulatory, Integrative and Comparative

Physiology 276: R514 — R521, 1999.

170



RIGAMONTI AE, PINCELLI AI, CORRA B, et al.: Plasma ghrelin concentrations in elderly

subjects: comparison with anorexic and obese patients. J Endocrinol 175: R1-R5, 2002.

ROCCHI S, AUWERX J: Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma: a versatile
metabolic regulator. Ann Med 31: 342-351, 1999.

RODGERS RJ, HALFORD JCG, NUNES DE SOUZA RL, et al.: Dose-response effects of
orexin-A on food intake and the behavioural satiety sequence in rats. Regul Pept 96: 71-84,

2000.

SAKURAI T.: Orexins and orexin receptors: implication in feeding behavior. Regul Pept 8S5:
25-30, 1999.

SAKURAI T, AMEMIYA A, ISHII M, et al.: Orexins and orexin receptors: A family of
hypothalamic neuropeptides and G protein-coupled receptors that regulate feeding behavior.

Cell 92: 573-585, 1998.

SAMSOM M, SZARKA LA, CAMILLERI M, et al.: Pramlintide, an amylin analog,
selectively delays gastric emptying: potential role of vagal inhibition. Am J Physiol:
Gastrointestinal and Liver Physiology 278: G946 — G951, 2000.

SANCHEZ DE MIGUEL MJ, BURRELL MA: Immunocytochemical detection of orexin A
in endocrine cells of the developing mouse gut. J Histochem Cytochem 50: 63-69, 2002.

SARTIN JL, DYER C, MATTERI R, et al.: Effect of intracerebroventricular orexin-B on
food intake in sheep. J Anim Sci 79: 1573-1577, 2001.

SEOANE LM, TOVAR SA, PEREZ D, et al.: Orexin A suppresses in vivo GH secretion. Eur
J Endocrinol 150: 731-736, 2004.

SHIYA T, NAKAZATO M, MIZUTA M, et al.: Plasma ghrelin levels in lean and obese

humans and the effect of glucose on ghrelin secretion. J Clin Endocrinol Metab 87: 240-244,
2002.

171



SHUGHRUE PJ, LANE MV, MERCHENTHALER I: Glucagon-like peptide-I receptor
(GLP1-R) mRNA in the rat hypothalamus. Endocrinology 137: 5159-5162, 1996.

SCHERER PE, WILLIAMS S, FOGLIANO M, BALDINI G, LODISH HF: A novel serum
protein similar to Clq, produced exclusively in adipocytes. J Biol Chem 270: 26746-26749,
1995.

SCHUBERT D, BEHL C, LESLEY R, et al.: Amyloid peptides are toxic via a common
oxidative mechanism. Proc Natl Acad. Sci USA 92: 1989 — 1993, 1995.

SCHWARTZ MW, PESKIND E, RASKIND M, BOYKO EJ, PORTE D JR: Cerebrospinal
fluid leptin levels: relationship to plasma levels and to adiposity in humans. Nat Med 2: 589-
593, 1996.

SILVESTRE RA, RODRIGUEZ-GALLARDO J, JODKA C, et al.: Selective amylin
inhibition of the glucagon response to arginine is extrinsic to the pancreas. Am J Physiol:

Endocrinology and Metabolism 280: E443 — E449, 2001.

SMITH RG, LEONARD R, BAILEY AR, et al.: Growth-hormone secretagogue receptor
family members and ligands. Endocrine 14: 9 — 14, 2001.

SORIANO-GUILLEN L, BARRIOS V, CAMPOS-BARROS A, ARGENTE J: Ghrelin levels
in obesity and anorexia nervosa: effect of weight reduction or recuperation. J Pediatr 144: 36-

42,2004.

SORIANO-GUILLEN L, BARRIOS V, CHOWEN JA, et al.: Ghrelin levels from fetal life
through early adulthood: relationship with endocrine and metbolic and anthropometric

measures. J Pediatr 144: 30-35, 2004.
SORIANO-GUILLEN L, BARRIOS V, MARTOS G, CHOWEN JA, CAMPOS-BARROS

A, ARGENTE 1I: Effect of oral glucose administration on ghrelin levels in obese children. Eur
J Endocrinol 151: 119-121, 2004.

172



SPINA M, MERLO-PICH E, CHAN RK, et al.: Appetite-suppressing effects of urocortin, a
CRF-related neuropeptide. Science: 273: 1561-1564, 1996.

STANLEY BG, HOEBEL BG, LEIBOWITZ SF: Neurotensin: effects of hypothalamic and

intravenous injections on eating and drinking in rats. Peptides: 4: 493-500, 1983.

STANLEY BG, WILLETT III VL, DONIAS HW, HA LH, SPEARS LC: The lateral
hypothalamus: a primary site mediating excitatory amino acid-elicited eating. Brain Res: 630:

41-49, 1993.

STATNICK MA, BEAVERS LS, CONNER LJ, COROMINOLA H, JOHNSON D,
HAMMOND CD: Decreased expression of apM 1 in omental and subcutaneous adipose
tissue of human with type 2 diabetes. Int J Exp Diabetes Res 1: 81-88, 2000.

STEFAN N, BUNT JC, SALBE AD, FUNAHASHI T, MATSUZAWA Y, TATARANNI
PA: Plasma adiponectin concentrations in children: relationships with obesity and

insulinemia. J Clin Endocrinol Metab 87: 4652-4656, 2002.

STEPHENS TW, BASINSKI M, BRISTOW PK, et al.: The role of neuropeptide Y in the
antiobesity action of the obese gene product. Nature 377: 530-532, 1995.

SUOMINEN P: Evaluation of an enzyme immunometric assay to measure serum adiponectin

concentrations. Clin Chem 50: 219- 221, 2004.

TAHERI S, MAHMOODI M, OPACKA-JUFFRY J, et al.: Distribution and quantification of
immunoreactive orexin A in rat tissues. FEBS Letters 457: 157-161, 1999.

TANAKA M, NARUO T, MURANAGA T, et al: Increased fasting plasma ghrelin levels in
patients with bulimia nervosa. Eur J Endocrinol 146: R1-R3, 2002.

TANAKA M, NARUO T, NAGAI N, et al.: Habitual binge/purge behavior influeces
circulating ghrelin levels in eating disorders. J Psychiatr Res 37: 17-22, 2003.

173



TANAKA M, NARUO T, YASUHARA D, et al.: Fasting plasma ghrelin levels in subtypes

of anorexia nervosa. Psychoneuroendocrinology 28: 829-835, 2003.

TANAKA M, TATEBE Y, NAKAHARA T, et al: Eating pattern and the effect of oral
glucose on ghrelin and insulin secretion in patients with anorexia nervosa. Clin Endocrinol

59: 574-579, 2003.

TARTAGLIA LA: The leptin receptor. J Biol Chem 272: 6093-6096, 1997.

THAMER C, MACHANN J, TSCHRITTER O, et al.: Relationship between serum
adiponectin concentration and intramyocellular lipid store in humans. Horm Metab Res 34:

646-649, 2003.

THANNICKAL TC, MOORE RY, NIENHUIS R, et al.: Reduced number of hypocretin
neurons in human narcolepsy. Neuron 27: 469-474 , 2000.

TOLLE V, KADEM NM, BLUET-PAJOT MT, et al: Balance in ghrelin and leptin plasma
levels in anorexia nervosa patients and constitutionally thin women. J Clin Endocrinol

Metabol 88: 109-116, 2003.
TOMASETTO C, KARAM SM, RIBIERAS S, et al.: Identification and characterization of a
novel gastric peptide hormone: the motilin-related peptide. Gastroenterology 119: 395 — 405,

2000.

TOMASIK PJ, SPODARYK M, SZTEFKO K: Plasma concentrations of orexins in children.
Ann Nutr Metab 48: 215-220, 2004.

TSCHOP M, SMILEY DL, HEIMAN ML: Ghrelin induces adiposity in rodents. Nature 407:
908 — 913, 2000.

TSCHOP M, WAWARTA R, RIEPL RL, et al.: Post-prandial decrease of circulating human
ghrelin levels. J Endocrinol Invest 24: RC19 — RC21, 2001.

174



TSUKAMOTO H, ISHIKAWA T, FUJII Y, FUKUMIZU M, SUGAI K, KANBAYASHI T:
Undetectable levels of CSF hypocretin-1 (orexin-A) in two prepubertal boys with narcolepsy.
Neuropediatrics 33: 51-52, 2002.

UKKOLA O, RAVUSSIN E, JACOBSON P, et al.: Mutations in the preproghrelin/ghrelin
gene associated with obesity in humans. J Clin Endocrinol Metab 86: 3996 — 3999, 2001.

VAN DEN POL AN: Hypothalamic hypocretin (orexin): Robust innervation of the spinal
cord. J Neurosci 19: 3171-3182, 1999.

VELDHUIS JD, BOWERS CY: Human GH pulsatility: an ensemble property regulated by
age and gender. J Endocrinol Invest 26: 799-813, 2003.

VERCHERE CB, D’ALESSIO DA, PALMITER RD, et al.: Islet amyloid formation
associated with hyperglycemia in transgenic mice with pancreatic beta cell expression of

human islet amyloid polypeptide. Proc Natl Acad Sci USA 93: 3492 — 3496, 1996.

VITIELLO B, LEDRHENDLER I.: Research on eating disorders: Current status and future
prospects. Biol Psychiatry 47: 777-786, 2000.

VIVENZA D, RAPA A, CASTELLINO N, et al. Ghrelin gene polymorphisms and ghrelin,
insulin, IGF-1, leptin and anthropometric data in children and adolescents. Eur J Endocrinol

151: 127-133, 2004.
WEYER C, FUNAHASHI T, TANAKA S, et al.: Hypoadiponectinemia in obesity and type 2
diabetes: close association with insulin resistance and hyperinsulinemia. J Clin Endocrinol

Metab 86: 1930-1935, 2001.

WHATMORE AJ, HALL CM, JONES J, WESTWOOD M, CLAYTON PE: Ghrelin
concentrations in healthy children and adolescents. Clin Endocrinol 59: 649-654, 2003.

WIMALAWANSA SJ: Amylin, calcitonin gene-related peptide, calcitonin, and
adrenomedullin: A peptide superfamily. Crit Rev Neurobiol 11: 167 — 239, 1997.

175



WINGATE DL, EWART WR: The brain-gut axis. In. YAMADA T, ALPERS DH,
OWYANG C, POWELL DW, SILVERSTEIN FE: Textbook of Gastroenterology. B.
Lippincott Co., Philadelphia, 50-60, 1981.

WOLFFENBUTTEL BH, GRAAL MB: New treatments for patients with type 2 diabetes
mellitus. Postgrad Med J 72: 657 — 662, 1996.

WOOKEY PJ, CAO Z, VAN GEENEN RC(I, et al.: Increased density of renal amylin binding
sites in experimental hypertension. Hypertension 30: 455 — 460, 1997.

WREN AM, SEAL LJ, COHEN MA, et al.: Ghrelin enhances appetite and increases food
intake in humans. J Clin Endocrinol Metab 86: 5992, 2001.

YAMAMOTO Y, HIROSE H, SAITO I, et al.: Correlation of the adipocyte derived protein
adiponectin with insulin resistance index serum high-density lipoprotein-cholesterol in the

Japanese population. Clin Sci 103: 137-142, 2002.

YAMAMOTO K, KIYOHARA T, MURAYAMA Y, et al.: Production of adiponectin, an
anti-inflammatory protein, in mesenteric adipose tissue in Crohn’s disease. Gut 54: 789-796,

2005.

YAMAUCHI T, KAMON J, ITO Y, et al.: Cloning of adiponectin receptors that mediate
antidiabetic metabolic effects. Nature 423: 762-769, 2003.

YANG W-S, LEE W-J, FANAHASHI T, et al.: Weight reduction increases plasma levels of
an adipose-derived anti-inflammatory protein, adiponectin. J Clin Endocrinol Metab 86:

3815-3819, 2001.

YEO GSH, FAROOQI IS, AMINIAN §, et al.: A frameshift mutation in MC4R associated
with dominantly inherited human obesity. Nat Genet 20: 111-112, 1998.

YOKOTA T, ORITANI K, TAKAHASHI 1, et al.: Adiponectin, a new member of the family
of soluble defense collagens, negatively regulates the growth of myelomonocytic progenitors

and the functions of macrophages. Blood 96: 1723-1732, 2000.

176



YOSHIMICHI G, YOSHIMATSU H, MASAKI T, et al.: Orexin-A regulates body
temperature in coordination with arousal status. Exp Biol Med 226: 468-476, 2001.

ZEMEL MB: Agouti/melanocortin interactions with leptin pathways in obesity. Nutr Rev 56:
271-274, 1998.

ZHANG Y, MATHENY M, ZOLOTUKHIN S, TUMER N, SCARPACE PJ: Regulation of
adiponectin and leptin gene expression in white and brown adipose tissues: influence of
beta3-adrenergic agonists, retinoic acid, leptin and fasting. Biochim Biophys Acta 1584: 115-
122, 2002.

ZHANG Y, PROENCA R, MAFFEI M, BARONE M, LEOPOLD L, FRIEDMAN JM:
Positional cloning of the mouse obese gene and its human homologue. Nature 372: 425-432,

1994.
ZOCCALI C, MALLAMACI F, TRIPEPI G, et al.: Adiponectin, metabolic risk factor, and

cardiovascular events among patients with end-stage renal disease. J Am Soc Nephrol 13:

134-141, 2002.

177



8. SEZNAM PUBLIKACI

8.1. Piivodni prace a prehledné ¢lanky v ¢asopisech s definovanym impakt

faktorem

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PECHOVA M, CHADA M,
KOTASKA K, NEVORAL J, PRUSA R: Dynamic changes of orexin A, leptin and
anthropometrical data in obese children during reduction of body weight. Physiol Res 56:
2007, ptijato do tisku. ISSN 0862-8408. IF = 1,140.

BRONSKY J, PRUSA R: Amylin fasting plasma levels are decreased in patients with
osteoporosis. Osteopor Int 15: 243-247, 2004. ISSN: 0937-941X (Tisténa verze) 1433-2965
(Online verze). IF = 3,799.

BRONSKY J, CHADA M, KOTASKA K, PRUSA R: Hypothalamické neuropeptidy
ovliviiujici pfijem potravy a regulaci energetické rovnovahy. Ces a slov Neurol Neurochir

66/99: 8-13,2003. ISSN: 1210-7859. IF = 0,047.

CHADA M, PRUSA R, BRONSKY J, KOTASKA K, SIDLOVA K, PECHOVA M, LISA L:
Inhibin B, follicle stimulating hormone, luteinizing hormone and testosterone during

childhood and puberty in males: changes in serum concentrations in relation to age and stage

of puberty. Physiol Res 52: 45-51, 2003. ISSN 0862-8408. IF = 1,140.

CHADA M, PRUSA R, BRONSKY J, PECHOVA M, LISA L: Inhibin B, follicle stimulating
hormone, luteinizing hormone, and oestradiol and their relationship to the regulation of
follicle development in females during childhood and puberty. Physiol Res 52: 341-346, 2003.
ISSN 0862-8408. IF = 1,140.

BRONSKY J, PRUSA R, NEVORAL J: The role of amylin and related peptides in

osteoporosis. Clin Chim Acta, v recenznim fizeni.

BRONSKY J, KARPISEK M, BRONSKA E, PECHOVA M, JANCIKOVA B, KOTOLOVA
H, PRUSA R, NEVORAL J: Adiponectin, adipocyte fatty acid binding protein (AFABP), and

178



epidermal fatty acid binding protein (EFABP) — proteins newly identified in human breast

milk. Clin Chem, v recenznim fizeni.

8.2. Ostatni ptivodni prace a prehledné ¢lanky

BRONSKY J, CHADA M, NEVORAL J, KRASNICANOVA H, LISA L, PRUSA R:
Orexiny - experimentalni poznatky a perspektivy v pediatrické praxi. Ces-slov Pediat 57: 600
— 603, 2002. ISSN 0069-2328.

BRONSKY J, CHADA M, KOTASKA K, PRUSA R: Amylin — fyziologicka tiloha v lidském
organismu. Cs Fyziol 51: 179-180, 2002. ISSN 1210-6313.

BRONSKY J: Orexiny — spat & jist? Lékarské listy 1: 24, 2003. ISSN 0044-1996.

PRUSA R, BRONSKY J: Molekula roku 2002 — humanin. Pelikéin, Akademicky bulletin UK
2.1ékarské fakulty 10: 15, 2002. ISSN 1214-2670.

PRUSA R, ZADINA J, BRONSKY J: Aktivovany koagulaéni faktor XII u pacient
s hyperglykémii a dyslipoproteinémii. Vniti Lék 50: 917-922, 2004. ISSN 0042-773X.

BRONSKY J, KOTASKA K, PRUSA R: Ghrelin — struktura, funkce a klinické vyuziti. Cs
Fyziol 53: 80-85, 2004. ISSN 1210-6313.

BRONSKY J, VESELA M, KRASNICANOVA H, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA 1,
HRDLICKA M, KOUTEK J, PRUSA R, NEVORAL J: Celkovy ghrelin v plazmé pacientek s
mentalni anorexii bé&hem osmitydenni realimentace. Ces a slov psychiatrie 101: 45-48, 2005.

ISSN 1212-0383.

BRONSKY J: Peptidové hormony v regulaci piijmu potravy a nutri¢niho stavu organismu.

Vyziva a potraviny S: 133-134, 2005. ISSN 1211-846X.

BRONSKY J, NEVORAL J, PRUSA R: Adiponektin - marker insulinové sensitivity. Cs
Fyziol 54: 92-96, 2005. ISSN 1210-6313.

179



BRONSKY J.: Vyznam formuli ve vyzivé ditéte batoleciho véku. Ctvrtletni noviny Nutricia,

v tisku.

8.3. Oponovana abstrakta v ¢asopisech s definovanym impakt faktorem

PRUSA R, LISA L, PECHOVA M, BRONSKY J, CHADA M: Inhibin B, follicle stimulating
hormone, luteinizing hormone and testosterone and their relationships in males during
childhood and puberty. Clin Chem Lab Med, Spec Suppl 40: 90, 2002. ISSN 1437-8523. IF =
1,685.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PECHOVA M, KOTASKA K,
PRUSA R: Ghrelin, leptin, IGF1 and IGFBP-3 and their relationship in obese children during
reduction of body weight. Clin Chem Lab Med, Spec Suppl 41: 347, 2003. ISSN 1437-8523.
IF = 1,685.

BRONSKY J, ZADINA J, PECHOVA M, CHADA M, PRUSA R: Amylin plasma levels in
patients with osteoporosis and type 2 diabetes mellitus. Clin Chem Lab Med, Spec Suppl 41:
83, 2003. ISSN 1437-8523. IF = 1,685.

CHADA M, KOTASKA K, BRONSKY J, PECHOVA M, LISA L, PRUSA R: Dimeric
inhibins, follicle stimulating hormone, luteinizing hormone and oestradiol and their
relationship in girls during childhood and puberty. Clin Chem Lab Med, Spec Suppl 41: 94,
2003. ISSN 1437-8523. IF = 1,685.

BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PRUSA R: Orexin A
fasting plasma levels increase after weight loss in obese children and adolescents. J Pediatr
Gastroenterol Nutr, Spec Suppl 36: 520-583, 2003. ISSN 0277-2116 (tiSténa verze), 1536-
4801 (online verze). IF = 1,402.

180



BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, CHADA M, PRUSA R: Orexin A and
leptin levels change inversely during reduction of body fat in obese children and adolescents.

Clin Chem, Suppl 49: A142,2003. ISSN 0009-9147. IF = 6,501.

PRUSA R, BRONSKY J, CEPOVA J, PECHOVA M: A possible role of amylin in the
pathogenesis of osteoporosis. Clin Chem, Suppl 49: A126, 2003. ISSN 0009-9147. IF = 6,501.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA J, HRDLICKA M, PRUSA R,
KRASNICANOVA H, NEVORAL J: Ghrelin, leptin, IGF-1, IGF BP-3 and their relationship
in girls with mental anorexia before and after realimentation. J Pediatr Gastroenterol Nutr,
Spec Suppl 39: S74, 2004. ISSN 0277-2116 (tisténa verze), 1536-4801 (online verze). IF =
1,402.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, PRUSA R, VALTROVA V, NEVORAL J: Changes of
ghrelin plasma levels during decrease of body weight in obese children. Gut / Endoscopy,

Spec Suppl 53/36: A11, 2004. ISSN 0017-5749 / 0013-726X. IF = 6,601.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SRAMKOVA D, PECHOVA M, PRUSA R, NEVORAL J:
Adiponectin, insulin and C-peptide serum levels in obese children before and after reduction
of body weight. J Pediatr Gastroenterol Nutr 40: 688, 2005. ISSN 0277-2116 (tisténa verze),
1536-4801 (online verze). IF = 1,402.

PRUSA R, BRONSKY J, SRAMKOVA D, PECHOVA M, NEVORAL J: Adiponectin serum

levels in obese and non-obese children and its relationship to biomarkers of lipid metabolism.

Clin Chem, Suppl 51: A232-233, 2005. ISSN 0009-9147. IF = 6,501.

8.4. Ostatni prednasky a postery

BRONSKY J, KOTASKA K, CHADA M, PRUSA R: Orexins - new biomarkers of nutrition.
Poster. 6.pracovni setkani biochemikd a molekularnich biologli, Masarykova univerzita, Brno,

2002, abstrakt ve sborniku ptispevkii.

181



BRONSKY J, PRUSA R, MERCER JG: Exprese preproorexinové mRNA v laterdlnim
hypothalamu sibifskych kieckt. Pfednaska. Studentska védecka konference UK 2.LF, Praha,
2002, abstrakt ve sborniku ptispevki.

BRONSKY J, PRUSA R, LISA L: Orexins/hypocretins — new appetite stimulants. Pfednaska.
European Childhood Obesity Group, 12" Workshop, Praha, 2002, abstrakt ve sborniku

prispévki.

BRONSKY J, PRUSA R: Uloha orexinu A vregulaci pfijmu potravy. Prednaska.
Kinantropologické dny MUDr. V. Soulka, Hradec Kralové, 2002, abstrakt ve sborniku

prispévki.

BRONSKY J, CHADA M, PRUSA R: Orexins/hypocretins — the role in food intake,
digestion and gastrointestinal motility. Poster. Kinantropologick¢ dny MUDr. V. Soulka,
Hradec Kralové, 2002, abstrakt ve sborniku ptispévki.

BRONSKY J, PRUSA R, CEPOVA J: Amylin v souvislosti patobiochemie diabetu mellitu a
osteopordzy. Pfednaska. FONS, Pardubice, 2002, abstrakt ve sborniku pfispévki.

BRONSKY J, PRUSA R: Vyznam orexinu A a amylinu v regulaci pijmu potravy a travicich
procestu. Poster. FONS, Pardubice, 2002, abstrakt ve sborniku pfispévk.

BRONSKY J, PRUSA R, LISA L: Orexin A — perspektivy v obezitologii. Pfednaska. 9.
pracovni den — Obezitologie 2002, Karlovy Vary, 2002, abstrakt ve sborniku ptispevki.

BRONSKY J, LISA L, PRUSA R: Role Orexinu A v rozvoji obezity. Poster. 9. pracovni den
— Obezitologie 2002, Karlovy Vary, 2002, abstrakt ve sborniku prispévkd.

BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, TUMOVA M, PRUSA R: Changes of
orexin A-plasma levels during weight-reduction therapy in obese children and adolescents.
Prednaska. 7. pracovni setkani biochemikd a molekularnich biologii, Masarykova univerzita,

Brno, 2003, abstrakt ve sborniku piispevkii.

182



BRONSKY J, PECHOVA M, ZADINA J, CEPOVA J, BARTASKOVA D, PRUSA R:
Amylin — mozné vyuziti v 1écbé osteopordzy. Poster. 7. pracovni setkdni biochemikl a

molekulérnich biologii, Masarykova univerzita, Brno, 2003, abstrakt ve sborniku ptispévk.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, PECHOVA M, SRAMKOVA D, PRUSA R: Plazmatické
hladiny Orexinu A u obéznich déti. Poster. Studentska védecka konference UK 2.LF, Praha,
2003, abstrakt ve sborniku ptispevkii.

BRONSKY J, ZADINA J, PECHOVA M, CHADA M, PRUSA R: Amylin plasma levels in
patients with osteoporosis and type 2 diabetes mellitus. Poster. 15" IFCC-FESCC European
Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Barcelona, Spanélsko, 2003.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PECHOVA M, KOTASKA K,
PRUSA R: Ghrelin, leptin, IGF1 and IGFBP-3 and their relationship in obese children during
reduction of body weight. Poster. 15" IFCC-FESCC European Congress of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, Barcelona, Spanélsko, 2003.

CHADA M, KOTASKA K, BRONSKY J, PECHOVA M, LISA L, PRUSA R: Dimeric
inhibins, follicle stimulating hormone, luteinizing hormone and oestradiol and their
relationship in girls during childhood and puberty. Poster. 15" IFCC-FESCC European
Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Barcelona, Spané&lsko, 2003.

BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PRUSA R: Orexin A
fasting plasma levels increase after weight loss in obese children and adolescents. Poster.

Symposium of European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition

(ESPGHAN), Praha, 2003.
BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, CHADA M, PRUSA R: Orexin A and

leptin levels change inversely during reduction of body fat in obese children and adolescents.

Poster. 55" Annual Meeting of AACC, Philadelphia, USA, 2003.

183



PRUSA R, BRONSKY J, CEPOVA J, PECHOVA M: A possible role of amylin in the
pathogenesis of osteoporosis. Poster. 55" Annual Meeting of AACC, Philadelphia, USA,
2003.

BRONSKY J, PECHOVA M, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PRUSA R: Orexin A
fasting plasma levels increase after weight loss in obese children and adolescents. Poster.

ESPGHAN Summer School, Almunecar, Spanélsko, 2003.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, ZAMRAZILOVA H, PECHOVA M, KOTASKA K,
PRUSA R: Ghrelin, Leptin, IGF1 and IGFBP-3 and Their Relationship in Obese Children
During Reduction of Body Weight. Poster. ESPGHAN Summer School, Almunecar,
Spanélsko, 2003.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, PECHOVA M, ZAMRAZILOVA H, PRUSA R: Plasma
levels of orexin A in the relationship to biochemical and anthropometrical markers of
nutritional status. Pfednaska. VI. Celostatni sjezd CSKB, Hradec Kralové, 2003, abstrakt ve

sborniku piispévkd.

BRONSKY J, PRUSA R: Ghrelin and its possible role in childhood obesity. Poster. VI.
Celostatni sjezd CSKB, Hradec Kralové, 2003, abstrakt ve sborniku piispévka.

CHADA M, LISA L, PECHOVA M, BRONSKY J, PRUSA R: Regulation of biologically
active dimeric inhibin A and inhibin B in healthy girls during childhood and puberty. Poster.
VL. Celostatni sjezd CSKB, Hradec Kralové, 2003, abstrakt ve sborniku p¥ispévkil.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, PRUSA R, NEVORAL J: Orexin A a ghrelin v regulaci
nutricniho stavu u déti. Pfednaska. 14. celostatni konference détské gastroenterologie a

vyzivy, Karlovy Vary, 2003.

BRONSKY J, PRUSA R: Ghrelin — a new chapter in the paediatric obesity book? Poster. 12.

Tagung “Pidiatrische Forschung mitteleuropdischer Lander”, Viden, Rakousko, 2003.

VALTROVA V, NEVORAL J, KOTALOVA R, BRONSKY J, KRASNICANOVA H,
SZITANYI P, POZLER O, DEDEK P, SYKORA J, KOLEK A, VOSPELOVA J, FRUHAUF

184



P: Infliximab (Remicade) v terapii Crohnovy nemoci (CN) u déti a mladistvych. Piednaska.
Satelitni sympozium firmy Schering-Plough. ,,Aktualizované standardy 1é¢by infliximabem®,

Stitin, 2004.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA J, HRDLICKA M, PRUSA R,
KRASNICANOVA H, NEVORAL J: Ghrelin, leptin, IGF-1, IGF BP-3 and their relationship
in girls with mental anorexia before and after realimentation. Poster. 2. svétovy kongres

WCPGHAN, Pariz, Francie, 2004.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA J, HRDLICKA M, KOUTEK J, PRUSA
R, KRASNICANOVA H, NEVORAL J: Ghrelin, leptin, IGF-1, IGF BP-3 a jejich vzajemny
vztah u pacientek s mentalni anorexii béhem realimentac¢ni a psychiatrické 1écby. Poster.

Studentska védecka konference UK 2.LF, Praha, 2004.

VALTROVA V, NEVORAL J, BRONSKY J, SZITANYI P, KOTALOVA R, POZLER O,
DEDEK P, SYKORA J, KOLEK A, FRUHAUF P: Infliximab (Remicade) v terapii Crohnovy
nemoci u déti. Pfednaska. VI. ¢esky pediatricky kongres s mezinarodni Gcasti, Ostrava, 2004,

abstrakt ve sborniku ptispévk.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA J, HRDLICKA M, KOUTEK J, PRUSA
R, KRASNICANOVA H, NEVORAL J: Imunoreaktivni orexin A u pacientek s mentalni
anorexii. Pfednaska. VI. Cesky pediatricky kongres s mezinarodni 0casti, Ostrava, 2004,

abstrakt ve sborniku ptispévk.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, PRUSA R, VALTROVA V, NEVORAL J: Changes of
ghrelin plasma levels during decrease of body weight in obese children. Pfednaska. United

European Gastroenterology Week, Praha, 2004.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA J, HRDLICKA M, KOUTEK J,
KRASNICANOVA H, NEVORAL J, PRUSA R: Vyznam stanoveni imunoreaktivniho
orexinu A v periferni plazmé pacientek s mentalni anorexii. Poster. FONS 2004, Pardubice,

2004, abstrakt ve sborniku ptispevki.

185



BRONSKY J, LISA L, PECHOVA M, PRUSA R: Uloha adiponektinu v patogenezi obezity a
insulinové resistence u déti a adolescenti. Poster. FONS 2004, Pardubice, 2004, abstrakt ve

sborniku ptispevki.

BRONSKY J, PECHOVA M, VALTROVA V, PRUSA R, NEVORAL J: Stanovovani
adiponektinu u pacienti s poruchou nutri¢niho stavu. Prednaska. 16. celostatni konference

détské gastroenterologie a vyzivy, Karlovy Vary, 2004.

VALTROVA V, NEVORAL J, KOTALOVA R, SZITANYI P, BRONSKY J: Nase
zkusenosti s 1écbou idiopatické proktokolitidy u mladistvych infliximabem. Prednaska. 16.

celostatni konference détské gastroenterologie a vyzivy, Karlovy Vary, 2004.

BRONSKY J, VESELA M, KRASNICANOVA H, NEDVIDKOVA J, SCHMIDTOVA 1,
HRDLICKA M, KOUTEK J, PRUSA R, NEVORAL J: Celkovy ghrelin v plazmé pacientek s
mentalni anorexii béhem 8 tydenni realimentace. Poster. V. Mezinarodni a mezioborova

konference o poruchach ptijmu potravy (V. Interdisciplinary Eating Disorders Conference),

Praha, 2005.

VALTROVA V, NEVORAL J, KOTALOVA R, SZITANYI P, BRONSKY J: Biologicka
1écba IBD u déti a mladistvych. Pfednaska. Piestany, Slovenska republika, 2005.

BRONSKY J, PECHOVA M, SRAMKOVA D, NEVORAL J, PRUSA R: Vliv redukce
télesné hmotnosti u déti na sérové hladiny adiponektinu. Pfednaska. Studentskd védecka

konference UK 2.LF, Praha, 2005, abstrakt ve sborniku ptispevkii.

BRONSKY J, NEDVIDKOVA J, SRAMKOVA D, PECHOVA M, PRUSA R, NEVORAL J:
Adiponectin, insulin and C-peptide serum levels in obese children before and after reduction
of body weight. Poster. Symposium of European Society for Paediatric Gastroenterology,

Hepatology and Nutrition (ESPGHAN), Porto, Portugalsko, 2005.

PRUSA R, BRONSKY J, SRAMKOVA D, PECHOVA M, NEVORAL J: Adiponectin serum
levels in obese and non-obese children and its relationship to biomarkers of lipid metabolism.
Poster. XIX International Congress of Clinical Chemistry IFCC/AACC, Orlando, Florida,
USA, 2005.

186



BRONSKY J, SRAMKOVA D, PECHOVA M, PRUSA R, NEVORAL J: Immunoreactive
adiponectin in serum of obese children. Poster. Konference "Paediatric Research of the

Central European Countries", Praha, 2005, abstrakt ve sborniku pfispévk.

BRONSKY J, TOMASOVA H, NEVORAL J: Faecal lactoferrin as a biomarker of bowel
inflammation in childhood. Pfednaska. ESPGHAN summer school, Helsingor, Dansko, 2005,

abstrakt ve sborniku ptispévk.

BRONSKY J: Regulace piijmu potravy a nutriéniho stavu. Piednaska. Pracovni dny détské
diabetologie, Karlovy Vary, 2005, abstrakt ve sborniku ptispévk.

BRONSKY J, TOMASOVA H, VALTROVA V, SZITANYI P, KOTALOVA R, NEVORAL
J: Laktoferrin v diagnostice sttevnich onemocnéni u déti. Prednéska. 17. celostatni konference

détské gastroenterologie a vyzivy, Hradec Kralové, 2005.

BRONSKY J, KARPISEK M, BRONSKA E, PRUSA R, NEVORAL J: Nové proteiny
matetského mléka. Prednéaska. 17. celostatni konference détské gastroenterologie a vyzivy,

Hradec Kralové, 2005.

BRONSKY J, NEVORAL J, CINEK O, HRADSKY O, KOTALOVA R, VALTROVA V,
SZITANYI P, LUKAS M: Genetika IBD u déti v CR. Pfednaska. 17. celostatni konference
détské gastroenterologie a vyzivy, Hradec Kralové, 2005.

VALTROVA V, NEVORAL J, KOTALOVA R, BRONSKY J, SZITANYI P,
KRATOCHVILOVA E: Infliximab (Remicade) v 16¢bé ulcerdzni kolitidy - Studie ACT 1 &
ACT 2. Prednéska. 17. celostatni konference détské gastroenterologie a vyzivy, Hradec

Kralove, 2005.

187
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Seznam pfiloh:
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vyzkumu déti a mladeze, 1991 (Lhotska a spol. 1993)

Priloha €. 2: Informovany souhlas s ucasti ve studii
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