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Poděkování 

Upřímné poděkování na prvním místě patří MUDr. Janě Vrbíkové PhD. 

za trpělivé vedení mého postgraduálního studia a za mnoho užitečných 

rad a nápadů nejen ve vědecké práci. Studie by nebylo možné uskutečnit bez 

podpory pana docenta MUDr.Karla Vondry a zázemí, které poskytla Laboratoř 

funkční diagnostiky Endokrinologického ústavu. Mé díky patří MUDr. Kateřině 

Dvořákové za laskavé zaškolení v clampových i jiných technikách. Dále bych 

ráda poděkovala Oddělení molekulární genetiky a Oddělení steroidních 

hormonů Endokrinologického ústavu za provedení rutinních hormonálních 

vyšetření. Na neposledním místě děkuji mé rodině, která je vždy mou velkou 

oporou. 
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Seznam užitých zkratek 

ADP - adenosin-difosfát 

ATP - adenosin-tri fosfát 

ApEn - approximate entropy 

BM1 - index tělesné hmotnosti (body mass index) 

cAMP - cyklický adenosin-monofosfát 

CNS - centrální nervový systém 

GABA - kyselina y-aminomáselná 

hCG - lidský choriogonadotropin 

DM 1- diabetes mellitus 1. typu 

DM 2 - diabetes mellitus 2. typu 

FSH - folitropin 

GIP - glukózo-dependentní inzulínotropní polypeptid 

GLP-1 -g lukagonu podobný peptid 1 (glukagon-like peptid 1) 

GLP-2 - glukagonu podobný peptid 2 (glukagon-like peptid 2) 

GLUT 4 - na inzulínu závislý glukózový transportér typu 4 

GnRH - gonadotropiny stimulující hormon 

GWAS - celogenomová asociační studie 

HDL - lipoprotein o vysoké densitě (high-density lipoprotein) 
HOMA-IR - homeostatic model assessment of insulin resistance 

IFG - porušená lačná glykémie (impaired fasting glucose) 

IGF-1 - inzulínu podobný růstový faktor 1 (insulin-like growth factor 1) 

IGFBP-1 - inzulínu podobný růstový faktor vázající protein 1 (insulin-like growth factor 
binding protein) 

IR - inzulínová rezistence 

IS - inzulínová senzitivita 

ivGTT - intravenózní glukózový toleranční test 

K.I - konfidenční interval 

LADA - latent autoimmune diabetes in adults 

LDL - lipoprotein o nízké denzitě (low-density lipoprotein) 

LH - lutropin 

Min- minuta 

MODY - maturity onset diabetes of the young 

NGT - normální glukózová tolerance 

OGIS - oral glucose insulin sensitivity index 

oGTT - orální glukózový toleranční test 

PCO - polycystická ovaria 

PCOS - syndrom polycystických ovarií 
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PGT - porušená glukózová tolerance 
QUICK.I - quantitative insulin sensitivity check index 

SHBG - pohlavní hormony vázající protein (sex-hormone binding protein) 

S|_ index inzulínové sensitivity 

VMK - volné mastné kyseliny 

VLDL - lipoprotein o velmi nízké denzitě (very-low density lipoprotein) 
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Úvod 

1) Syndrom polvcystickych ovarií 

Syndrom polycystických ovarií (PCOS) je jednou z nejčastějších endokrinopatií. postihuje 

5-10 % žen ve fertilním věku (Carmina a Lobo 1999). Původní diagnostická kritéria 

definovaná panelem expertů National Institute of Health (NIH) v roce 1990 doporučovala 

stanovit diagnózu PCOS při přítomnosti hyperandrogenismu a/nebo hyperandrogenémie a 

chronické anovulace. Současně musela být vyloučena další onemocnění, která by mohla 

podobné klinické projevy způsobit. Jsou to především tumory nadledvin nebo ovarií 

s nadprodukcí androgenů, kongenitální adrenální hyperplázie, hyperprolaktinémie, 

tyreoideální dysfunkce či Cushingův syndrom (Zawadski a Dunaif 1992). V roce 2003 na 

konferenci Evropské společnosti pro lidskou reprodukci a embryologii (ESHRE) a Americké 

společnosti pro reprodukční medicínu (ASRM) v Rotterdamu (Revised 2003 consensus) byla 

upravena původní diagnostická kriteria. Pro diagnózu PCOS musela být splněna dvě 

z následujících tří kriterií: 1) oligo- a/nebo anovulace, 2) klinické nebo biochemické známky 

hyperandrogenismu, 3) sonografický nález polycystických ovarií (PCO). V roce 2006 

Androgen Excess Society navrhla modifikaci těchto kriterií, podle níž je nezbytnou 

podmínkou pro stanovení diagnózy PCOS biochemické nebo klinické známky 

hyperandrogenismu (hirsutismus). Dalším diagnostickým kritériem je přítomnost buď 

oligoanovulace nebo sonografického obrazu PCO. Jako třetí bod musí být vyloučena 

onemocnění, která by mohla mít podobné klinické projevy (Azziz et al. 2006). 

Podle klasických Adamsových kritérií je obraz PCO přítomen při sonografickém popisu 

aspoň 8 subkapsulárně uložených folikulárních cyst o průměru do 10 mm a ovariálního 

stromatu tvořícího více než 25 % objemu ovaria (Adams et al. 1985). Tato kriteria byla opět 

modifikována ESHRE (Balen et al. 2004). Jako PCO se nověji označuje obraz ovarií, která 

obsahují aspoň 12 foliklů měřících v průměru 2-9 mm nebo která jsou zvětšená (> 10 cm3). 

Není třeba hodnotit distribuci foliklů ani objem stromatu. 

Zásadním symptomem PCOS je nadbytek androgenů, avšak etiologie PCOS zůstává 

nejasná. Předpokládá se genetický podklad vzhledem k tomu, že je znám familiární výskyt. 

Pravděpodobně se jedná o oligogenně až polygenně podmíněný syndrom. Studie se shodují, 
® 

že podstatnou roli hraje ovariální dysfunkce vedoucí k nadbytku androgenů a další genetické 
(T) - " 

defekty regulující sekreci a působení inzulínu a energetický metabolismus. Zevní faktory jako 

pohybová aktivita či dieta dále ovlivňují projevy PCOS a jejich intenzitu (Franks et al. 1997; 

Kashar-Miller a Azziz 1999; Abbott et al. 2002). 
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Nadměrná sekrece ovariálních androgenů je popsána u pacientek s předčasnou pubarché, 

která je asociována se zvýšenou incidencí PCOS, hyperinzulínémií a dyslipidémií. U těchto 

dívek je také častější anamnéza nízké porodní váhy (Ibanez et al. 1998: Driscoll 2003). Studie 

na zvířecím modelu podporují tezi rozvoje PCOS již před obdobím dospívání. Samičky opice 

Macacus rhesus měly po intrauterinní expozici vyšší hladině androgenů typické projevy 

PCOS včetně abdominální obezity (Abbott et al. 2002). Během těhotenství mají ženy zvýšené 

hladiny SHBG a je dostatečně účinná aktivita placentární aromatázy. Plod je tak chráněn před 

exogenním nadbytkem androgenů (Blank et al. 2008). Předpokládá se tedy, že u žen s PCOS 

se prenatálně na hyperandrogenémii podílí především ovárium s geneticky podmíněnou 

Obr. 1. Hypotéza vzniku PCOS. Během těhotenství dochází vlivem sekrece placentárního hCG a 
fetálního LH k nadprodukci androgenů ovariem s geneticky podmíněnou poruchou folikulogeneze či 
steroidogeneze ovaria. Časná expozice zvýšené hladině androgenů má za následek oslabenou zpětnou 
vazbu mezi steroidy ovaria a LH hypofýzy. Dochází ke zvýšenému ukládání abdominálního tuku a 
rozvoji inzulínové rezistence (IR). Hyperinzulinémie a LH se podílejí na trvalé nadprodukci 
ovariálních steroidů, což vede k zástavě dozrávání folikulů a k anovulaci. Spořivé geny 
(thrifty genes) podporují vznik inzulín-rezistentního fenotypu. Za fyziologických podmínek pomáhají 
efektivně využívat a ukládat energii při nedostatku potravy. Naopak při nadbytku potravy typickém 
pro západní civilizaci dochází vlivem těchto genů k obezitě (Holte 1998; volně dle Abbott et al. 
2002). 

2 
Geny regulující 
a)sekreci inzulínu 
b)účinek inzulínu 
c)diferenciaci adipocytů 
d)spořivé geny 

prenatální/prepubertální 
expozice androgenům 

2 

centrální obezita 

abnormální sekrece LH inzulínová rezistence 

• 

hyperandrogenémie anovulace 
Geny regulující 
a)folikulogenezi 
2)steroidogenezi 

hCG/LH 
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poruchou folikulogeneze či steroidogeneze. In vitro je popsána vystupňovaná sekrece 

androgenů thekálními buňkami polycystického ovaria ve srovnání s normálním ovariem 

(Obr. 1) (Abbott et al. 2002). 

Časná intrauterinní expozice androgenům má dále za následek hypersekreci LH vedoucí 

k další produkci ovariálních androgenů. Pravděpodobně se jedná o porušenou zpětnou vazbu 

mezi steroidy ovaria a sekrecí LH hypofýzou (Abbott et al. 2002). U žen s PCOS je popsána 

rychlejší frekvence pulzní sekrece GnRH. která upřednostní sekreci LH. Relativní nedostatek 

FSH vede ke snížené aromatizaci androgenů na estrogeny a k zástavě růstu dominantního 

folikulu s poruchou menstruačního cyklu. Endogenní či exogenní progesteron zpomaluje 

frekvenci pulzů GnRH. Nicméně u žen s PCOS jsou k zpomalení frekvence pulzů GnRH 

třeba suprafyziologické dávky progesteronu, což svědčí pro oslabené zpětné působení 

progesteronu v hypotalamu. Snížená citlivost hypotalamu na progesteron je podmíněna 

hyperandrogenémií, neboť při blokádě androgenních receptorů flutamidem došlo k obnovení 

této citlivosti (Abbott et al. 2002; Blank et al. 2008; Suhail 2008). 

2) Sekrece inzulínu 

Glukóza je nejvýznamnějším podnětem, který ovlivňuje sekreci inzulínu v jednotlivé [}-

buňce Langerhansových ostrůvků pankreatu. Samotná glykolýza má v (3-buňce cyklické 

výkyvy vlivem opakující se aktivace klíčového enzymu glykolýzy fosfofruktokinázy. Snížená 

aktivita tohoto klíčového enzymu glykolýzy vede k prodloužení periody oscilací hladin 

inzulínu (Schellenberger et al. 1984). Při nedostatečné funkci fosfofruktokinázy, jak je tomu 

u autozomálně recesivně dědičného onemocnění glykogenózy VII, nejsou oscilace inzulínu 

přítomny. U těchto pacientů je popsána inzulínová rezistence (IR) a zvýšené riziko rozvoje 

diabetes mellitus 2. typu (DM 2) (Bergsten 2000; Ristow et al. 1999). Oscilace glykolýzy 

jsou doprovázeny oscilacemi v poměru ATP/ADP. Zvýšení ATP nebo snížení ADP vede k 

uzavření ATP-sensitivních K+kanálů. Následně dochází k depolarizaci (i-buněk a k aktivaci 

kalciových kanálů. Nárůst koncentrace intracelulárního kalcia vede k exocytóze granul 

s inzulínem (Obr.2). Oscilace intracelulárního kalcia nejsou podnětem pro oscilace inzulínu, 

ale mohou je zesilovat (Tornheim 1997). 

8 



Obr. 2 Sekrece inzulínu je spuštěna vstupem glukózy do p-buňky zprostředkovaným transportérem 
GLUT-2. Fosfory lace glukózy během procesu glykolýzy vede ke zvýšení poměru ATP/ADP. Dochází 
k inaktivaci ATP-senzitivních K kanálů a k depolarizaci buněčné membrány. Otevírají se napěťově 
řízené Ca : kanály a ionty Ca: vstupují do P-buňky. Zvýšení intracelulární hladiny Ca~ vede 
k uvolnění inzulínu ze zásobních granul a k sekreci inzulínu (volně dle Beta cell biology consortium 
2004). 

glukóza . 

„GLUT2 

sekrece inzulínu 

ATP-sensitivní K' 
kanály 

napět ove 
řízené Ca 
kanály 

2+ 

granula s inzulínem 

3) Sekrece inzulínu a diabetes mellitus 2. typu 

V patofyziologii vzniku a rozvoje DM 2 se uplatňuje jak porucha sekrece inzulínu, tak 

inzulínová rezistence (IR). Pro rozvoj poruchy glukózové tolerance je důležitá porucha 

souhry těchto dvou procesů. Bergman v r. 1981 prvně postuloval zpětnou vazbu mezi 

inzulínovou senzi ti vitou a sekrecí inzulínu (Bergman et al. 1981). Tento vztah byl pak 

potvrzen dalšími autory, kteří prokázali, že parametry popisující sekreci inzulínu (AIRgiUkóza 

(časná odpověď sekrece inzulínu při ivGTT), AIR a slope v argininovém testu) a senzitivitu 

k inzulínu (S| při ivGTT) jsou navzájem závislé (Kahn et al. 1993). Tato závislost u 

vyšetřených zdravých osob byla nejlépe definovaná pomocí hyperbolické funkce (viz obr. 6). 
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Násobek sekrece inzulínu a inzulínové senzitivity (tzv.dispoziční index ) je konstantní 

veličina, (Ahren and Pacini 2004), pokud je zachována stejná úroveň glukózové tolerance. 

Normální glukózová tolerance je při zhoršení inzulínové senzitivity (IS) udržena za cenu 

zvýšené sekrece inzulínu. Pokud byla navozena inzulínová rezistence (např. podáváním 

nikotinové kyseliny) a současně došlo ke zhoršení glukózové tolerance, sekreční kompenzace 

byla neúplná (Kahn et al. 1993). 

Je známo, že u řady jedinců s IR se nikdy nerozvine DM 2, protože mají dostatečnou sekreční 

kompenzaci. IR sama o sobě tedy ke vzniku DM 2 nestačí. Porucha sekrece inzulínu je 

důležitým mechanismem, který se uplatňuje při vzniku a rozvoji DM 2 (Stumvoll et al. 

2007). Funkce beta buněk a schopnost sekreční kompenzace jsou geneticky podmíněné. 

Dispoziční index má vysokou heritabilitu (Elbein et al. 1999). V celogenomových 

asociačních studiích (GWAS) byla prokázána asociace DM 2 s geny, jejichž produkty hrají 

roli při sekreci inzulínu, ale ne s geny. kódující faktory ovlivňující působení inzulínu 

(Frayling 2007). Tento výsledek může být dán provedením GWAS, kdy byl minimalizován 

vliv BMI, a tedy i IR. Inzulínová rezistence je silněji ovlivněna faktory zevního prostředí a 

má nižší heritabilitu než sekrece inzulínu (Florez 2008). Porucha sekrece inzulínu byla 

prokazatelná u normoglykemických potomků diabetiků 2. typu v některých studiích častěji 

než porucha inzulínové senzitivity (Pimenta et al. 1995). V prospektivních studiích pak bylo 

prokázáno, že IR a porušená sekrece inzulínu jsou nezávislými prediktory poruchy glukózové 

tolerance (Weyer et al. 2001). V longitudinální studii bylo prokázáno, že sekrece inzulínu u 

osob, u nichž se v průběhu sledování rozvinul DM 2, poklesla mnohem výrazněji nežli 

inzulínová senzitivita (Weyer et al. 1999). 

Většina pacientů s DM 2 (85-90 %) je obézních s abdominální predispozicí ukládání tuku 

(Wajchenberg 2000). U pacientů s DM 2, kteří snížili svou tělesnou hmotnost, došlo ke 

zlepšení inzulínové senzitivity. Naopak nebylo pozorováno zlepšení porušené sekrece 

inzulínu (Gerich 2000). U pacientů, kteří mají zvýšené riziko rozvoje DM 2 jako jsou 

příbuzní prvního stupně pacientů s DM 2, je popsána porušená sekrece inzulínu. Naopak IR 

byla pozorována v některých studiích v podobném zastoupení jak u pacientů s rodinnou 

zátěží DM 2 tak u zdravých kontrol bez této rodinné anamnézy. Podle těchto prací se může 

předpokládat, že porucha funkce (3-buněk se objevuje ještě před rozvinutím IR (Gerich 2003). 

Dyslipidémie, která je běžně pozorována u pacientů s DM 2. může přispívat k dysfunkci [3-

buněk. Mluví se o tzv. lipotoxicitě. U jedinců s predispozicí k DM 2 a pacientů s DM 2 

přispívají k poruše [3-buněk zvýšené hladiny volných mastných kyselin (VMK). Za 

fyziologických podmínek se VMK podílejí na glukózou stimulované sekreci inzulínu (Boden 

10 



2002). Při dlouhodobě zvýšené hladině VMK však sekrece inzulínu klesá (Schmitz et al. 

2001). Na lipotoxicitě se také podílejí VLDL a LDL lipoproteinové částice, které vedou 

k apoptóze a tlumí proliferaci P-buněk. Částice HDL naopak chrání (3-buňky před apoptózou. 

Lipotoxicita se neprojeví bez dlouhotrvající hyperglykémie (Roehrich 2003). Chronická 

expozice ostrůvků pankreatu suprafyziologické hladině glukózy tzv. glukotoxicita vede 

k apoptóze p-buněk. Současně dochází k útlumu exprese genu pro inzulín a ke snížené 

biosyntéze a sekreci inzulínu. Pro PGT a DM 2 je charakteristické snížené množství P-buněk, 

což je především způsobeno vystupňovanou apoptózou p-buněk. Vznik nových ostrůvků 

pankreatu či replikace P-buněk je normální či zvýšená. U pacientů s DM 2 je také snížená 

citlivost a-buněk na glukózu, což vede k hyperglukagonémii (Wajchenberg 2007). 

Je pravděpodobné, že časná stádia DM 2 jsou charakterizována reverzibilní změnou 

množství i funkce P-buněk. Proto je důležitá časná diagnostika těchto pacientů (Wajchenberg 

2007). 

4) Pulzní sekrece inzulínu 

U mnoha hormonů byla popsána pulzní sekrece, která má význam jak za fyziologických 

tak za patologických stavů. V roce 1922 Karen Hansenová popsala oscilace plazmatické 

hladiny glukózy v postabsorbčním stavu (tj. po nejméně 12-ti hodinovém lačnění) 

(Hansen 1923). Souvislost oscilací glykémie a hladin inzulínu byla zjištěna koncem 60. let 

(Anderson et al. 1967). O desetiletí později byly popsány oscilace hladin inzulínu (Lang et al. 

1979). 

Inzulín je z P-buněk Langerhansových ostrůvků pankreatu uvolňován převážně v pulzech 

nasedajících na bazální (nepulzní) sekreci (Schmitz et al. 2002). Nalačno tvoří množství 

inzulínu uvolněné v průběhu pulzů přibližně 70 % celkové sekrece inzulínu. Při stimulaci 

glukózou se podíl pulzní sekrece inzulínu na celkové sekreci zvyšuje nejméně na 75 % 

(Porksen 2002; Porksen et al. 1997). 

Pulzní sekrece inzulínu je charakterizována rychlými a pomalými (ultradiánními) pulzy. 

Rychlé pulzy o nízké amplitudě s periodicitou 5-15 min nasedají na pomalé oscilace o větší 

amplitudě s periodicitou 60-140 min (Porksen 2002). Rychlé pulzy inzulínu mají v portálním 

řečišti mnohem vyšší amplitudu než posthepatálně v systémovém řečišti. Proto se 

předpokládá, že rychlé pulzy inhibují zejména jaterní produkci glukózy a že jejich 

posthepatální efekt na utilizaci glukózy je jen malý (Meneilly et al. 1997; Porksen 2002). 

Pulzní podání inzulínu ve srovnání s kontinuálním účinněji inhibuje jaterní glukoneogenezi 
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(Bratusch-Marrain et al. 1986; Komjati et a). 1986). Exprese receptorů pro inzulín na 

hepatocytech byla signifikantně vyšší při pulzním podání inzulínu ve srovnání s kontinuální 

infúzí (Goodner et al. 1988). 

Každá P-buňka pankreatu má pravděpodobně vlastní pacemaker, který řídí oscilace inzulínu 

(Bergstrom et al. 1989). Synchronizace sekrece inzulínu [3-buněk jednotlivého ostrůvku 

pankreatu je podmíněna depolarizací membrány. Pokud není membrána depolarizována, je 

koordinace sekrece inzulínu (3-buněk v každém ostrůvku pankreatu zajištěna signálními 

molekulami jako cAMP. ATP či NO, které prostupují spojením (gap junction) mezi 

jednotlivými (3-buňkami (Bergsten 2000). 

V izolovaných perfundovaných pankreatech jsou rychlé pulzy inzulínu detekovatelné v 

médiu i při stabilní hladině glukózy. Proto se předpokládá, že rychlé pulzy inzulínu mohou 

být řízené tzv. intrapankreatickým neuronálním pacemakerem nezávisle na oscilacích 

glykémie (Stagner et al. 1980). Intrapankreatický neuronální pacemaker je tvořen 

intrapankreatickými ganglii, které mají spontánní pacemakerovou aktivitu (King et al. 1989). 

Nervová regulace sekrece inzulínu je důležitá pro koordinovanou pulzní sekreci inzulínu ze 

všech ostrůvků pankreatu. Po transplantaci ostrůvků pankreatu do portálního řečiště u 

potkanů byla pozorována plně synchronizovaná pulzní sekrece inzulínu přibližně za 7 

měsíců, což odpovídá reinervaci těchto ostrůvků. U transplantovaných ostrůvků byla také 

popsána pomalejší frekvence oscilací inzulínu (14 min) ve srovnání s frekvencí 5 minut u 

perfundovaného pankreatu, což může ukazovat na odlišnou spontánní pacemakerovou 

aktivitu v játrech (Porksen et al. 1994). 

In vivo se při regulaci rychlých pulzů uplatňuje oscilace glykémie a/nebo nervové vlivy. Při 

srovnání rychlých pulzů inzulínu nalačno a po stimulaci glukózou je zřejmé že, frekvence 

rychlých pulzů inzulínu odpovídá na změnu intervalu podávání infúze glukózy (tzv. 

entrainment); pulzy inzulínu jsou pravidelnější a jsou zřetelněji oddělené (Porksen et al. 

2000). Při hyperglykémii je popisováno zvýšení frekvence oscilací inzulinémie (Porksen 

2002). 

Entrainment je definován jako změna frekvence pulzní sekrece inzulínu v reakci na změnu 

podnětu (např. synchronizace pulzní sekrece inzulínu s periodou 10 min při podání glukózy 

každou 10 min). Předpokládá se, že samotný neuronální intrapankreatický pacemaker je 

citlivý na změny hladiny glukózy (Porksen et al. 2000). 

Nicméně autoři studií in vitro na izolovaných ostrůvkách pankreatu a perfundovaných 

pankreatech nepozorovali změnu frekvence sekrece inzulínu následující po podání 

infúze glukózy v pravidelném intervalu 10. min a to ani za podmínek hyperglykémie. Dle 
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těchto autorů se při podání in fúze s glukózou zvětší amplituda a množství inzulínu uvolněné 

během jednoho pulzu. Frekvence se nemění a zesílí se pouze pulzy, které jsou již přítomny a 

jsou snadněji detekovatelné (Ritzel et al. 2005; Stagner et al. 1980). Nicméně za podmínek in 

vitro chybí plná vaskularizace a inervace pankreatu. 

Mnoho studií popsalo poruchu pulzní sekrece inzulínu jak u pacientů s DM 2 (Porksen 

1999), tak u příbuzných prvního stupně pacientů s DM 2 (O'Rahilly et al. 1988), u obezity 

(Peiris et al 1992, Zarkovic et al. 2000) nebo u starších jedinců (Meneilly et al. 1999). U 

diabetiků 2.typu i jejich příbuzných prvního stupně byla např. popsána porucha entrainmentu. 

Při periodickém podávání infúze glukózy u nich nedocházelo k odpovídající sekreci inzulínu. 

Tento jev označujeme jako odpojení oscilací glykémie od oscilací inzulinémie (Hollingdal et 

al. 2000). 

Mezi oscilacemi glykémie a pomalými pulzy inzulínu je jednoduchá zpětná vazba (Sturis et 

al. 1991). Pomalé pulzy inzulínu ovlivňují periferní utilizaci glukózy. Při supresi endogenní 

produkce inzulínu somatostatinem byla glykémie výrazněji snižována po pulzním podání 

inzulínu ve srovnání s konstantní rychlostí podávání inzulínu (Matthews et al. 1983; Schmitz 

et al. 1986; Paolisso et al. 1991). Některé studie však nepozorovaly významnější účinek 

pulzně podaného inzulínu (Verdin et al. 1984: Kerner et al. 1988). Rozdílné výsledky mohou 

být dány odlišným časováním podání inzulínu, dobou trvání studie a optimální hladinou 

glukagonu (cca 75 pg/ml), která je nutná k účinnosti pulzní sekrece inzulínu (Paolisso et al. 

1991; Courtney et al. 2003). Pulzní podání inzulínu snížilo spotřebu inzulínu o 40 % oproti 

konstantnímu podání u pacientů s DM 1 a DM 2 (Bratusch-Marrain et al. 1986, Paolisso et al. 

1988d'b). Pulzní sekrecí je ovlivněn účinek inzulínu (inzulínová sensitivita) v periferních 

tkáních, což je dáno mj. kinetikou inzulínových receptorů. kdy kontinuální podání inzulínu 

ve srovnání s pulzním podáním vede k výraznější down-regulaci inzulínových receptorů 

(Porksen 2002). Méně výrazné oscilace hladin inzulínu popisované u DM 2 mohou 

pravděpodobně vést k down-regulaci inzulínových receptorů (Lang et al. 1981). 

5) Inkretiny 

Sekrece inzulínu je ovlivněna kromě glukózy dalšími substancemi jako jsou např. 

aminokyseliny, gastrointestinální peptidy a neurotransmitery. Hormonální kontrola 

zprostředkovaná gastrointestinálními peptidy se významně podílí na regulaci sekrece 

inzulínu. Tyto peptidy se označují jako inkretiny. Při navození stejné hladiny glykémie po 

perorálním podání glukózy je sekrece inzulínu o 30 - 60 % vyšší než při parenterálním podání 
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glukózy (tzv. inkretinový efekt) (Nauck et al. 1986) (Obr.3). Inkretiny se uvolňují po požití 

jídla z neuroendokrinních buněk gastrointestinálního traktu. Nejdůležitějšími inkretiny jsou 

glukagon-like peptid 1 (GLP-1) a glukózo-dependentní inzulínotropní polypeptid (GIP). 

GLP-1 je produkován v L-buňkách ilea a tlustého střeva a GIP v K-buňkách duodena a 

jejuna. Oba peptidy potencují glukózou stimulovanou sekreci inzulínu a tento efekt je závislý 

na dávce glukózy. 

Obr. 3 Inkretinový efekt-při perorálním podání glukózy při oGTT bylo dosaženo signifikantně 
vyšších hladin inzulínu a C-peptidu ve srovnání s intravenózním podání glukózy u zdravých jedinců. 
Při parentálním podání infúze s glukózou byla vždy docílena stejná glykémie jako při oGTT (volně 
dle Nauck et al. 2004). 

(I Ml 120 ISO 24(1 

(i 60 120 ISII 24(1 

0 60 1211 1X0 240 

čas (min) 

Sekrece inkretinů se zvyšuje po příjmu potravy již při hladinách glukózy v rozmezí lačné 

glykémie, ačkoliv GLP-1 působí především při vyšších hladinách glukózy (Vilsboll et al. 
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2003a). Inkretiny zvyšují biosyntézu a aktivují transkripci inzulínového genu. Dále stimulují 

proliferaci p-buněk, zabraňují jejich apoptóze a podporují neogenesi ostrůvků pankreatu. 

Koncentrace GIP jsou v periferní cirkulaci desetinásobné vyšší než hladiny GLP-1, avšak 

GLP-1 je účinnější inkretin. Účinek obou inkretinů má u lidí aditivní charakter (Drucker 

2006). 

Receptory pro GLP-1 jsou u lidí exprimovány na P- a 5- buňkách pankreatu, v gastrointesti- ^ 

nálním traktu, mozku, srdci a ledvinách. Sekreci GLP-1 stimulují mimo glukózy také lipidy, 

leptin, glycin a GABA. Sekrece GLP-1 je inhibována sympatickým nervovým systémem, 

glukagonem, VMK a somatostatinem. GLP-1 kromě přímého působení na P-buňky pankreatu 

působí na glukózové sensory v portálním řečišti, které předávají do CNS cestou parasympa-

tického aferentního nervového systému informaci o hladině glukózy. Odpověd' CNS je 

stimulace sekrece inzulínu eferentní parasympatickou nervovou dráhou. GLP-1 také zvyšuje 

lipolýzu, což vede k uvolnění VMK z tukové tkáně. Krátkodobě zvýšené hladiny VMK 

potencují glukózou stimulovanou sekreci inzulínu. GLP-1 podporuje utilizaci glukózy v játrech 

a svalové tkáni nezávisle na inzulínu. GLP-1 tlumí sekreci glukagonu přímo ovlivněním 

receptorů na a-buňkách a/nebo nepřímo stimulací sekrece inzulínu a somatostatinu (Drucker 

2006; Wajchenberg 2007). Inhibice sekrece glukagonu pomíjí při dosažení normální glykémie 

či hypoglykémie. GLP-1 má anorexigenní účinek, omezuje příjem potravy a chuť k jídlu. 

Hladina GLP-1 je snížená u obézních pacientů a redukce váhy vedla k normalizaci hladin 

GLP-1 (Ranganath 2008). GLP-1 zpomaluje vyprazdňování žaludku, což vede k nižšímu 

vzestupu postprandiální glykémie. Současná distenze žaludku slouží jako periferní signál 

sytosti a snižuje gastrinem stimulovanou sekreci žaludeční kyseliny i exokrinní sekreci 

pankreatu. Pro žaludeční motilitu a sekreci je důležitá parasympatická inervace, neboť po 

vagotomii došlo k vymizení těchto účinků GLP-1 (Obr. 4 a 5) (Holst 2007). 
•i \ 

GIP snižuje postprandiální glykémii stimulací sekrece inzulínu a postrádá účinky na 

vyprazdňování žaludku (Vilsboll et al. 2003a). Receptory pro GIP jsou exprimovány mj. na a-

a P" buňkách pankreatu, v tukové tkáni, mozku a žaludku. Ovlivněním receptorů na 

adipocytech má GIP v tukové tkáni podobné účinky jako inzulín. Zvyšuje utilizaci glukózy, 

aktivitu lipoproteinové lipázy, syntézu VMK a jejich zabudování do tukové tkáně a inhibuje 

lipolýzu (Flatt 2008). Myši s defektním receptorem pro GIP (GIPR~") měly méně tukové tkáně, 

nepřibíraly na váze po příjmu potravy s vysokým obsahem tuků a měly lepší inzulínovou 

15 



senzitivitu. Nadměrný příjem tuků potravou vede ke zvýšené sekreci GIP. Hypersekrece GIP 

působí zvýšené ukládání triacylglycerolů do adipocytů. což vede k rozvoji obezity provázené 

IR a následně DM 2. U lidí GIP při exogenním podání pravděpodobně zvyšuje příjem potravy 

Obr. 4. GLP-1 má přímý účinek na mozek, srdce, žaludek a pankreas. na játra a sval působí nepřímo. 

GIT-gastrointestinální trakt (volně dle Drucker 2006). 

neuroprotekce 

mozek 

žaludek 

vyprazdňování 
žaludku 

kardioprotekce 

srdeční výkon 

glukoneogeneze 

syntéza inzulínu 

proliferace f^-buněk 

senzitivita k inzulínu apoptóza p-buněk 

sekrece inzulínu 

sekrece glukagonu 

a snižuje výdej energie (Drucker 2006; Ranganath 2008)(0br.5). 

U pacientů s DM 2 je popisována snížená sekrece GLP-1, který však má zachovanou 

inzulínotropní aktivitu. Při podání infúze s GLP-1 se u pacientů s DM 2 obnovila první a druhá 

fáze sekrece inzulínu. Vzhledem k tomu, že pacienti se zvýšeným rizikem rozvoje DM 2 jako 

jsou příbuzní prvního stupně pacientů s DM 2 a ženy s gestačním diabetem v anamnéze, neměli 

porušenou sekreci GLP-1. předpokládá se, že porucha sekrece GLP-1 je spíš funkčního 
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charakteru, vyplývající z metabolického stavu DM 2. Ve studii jednovaječných dvojčat se 

snížená sekrece GLP-1 vyskytovala pouze ujedince s rozvinutým DM 2 (Holst 2007). Pacienti 

s krátce trvajícím DM 2 měli stejnou sekreci GLP-1 při oGTT či testu se standardním jídlem ve 

srovnání se zdravými kontrolami, což podporuje tezi, že GLP-1 není pravděpodobně 

rozhodujícím faktorem při etiopatogenezi DM 2 (Vollmer et al. 2008). 

Agonisté GLP-1 a inhibitor)' dipeptidyl peptidázy IV (prodlužují biologický poločas inkretinů 

inhibicí jejich degradace) jsou také úspěšně využívány k léčbě DM 2. Snižují glykémii, 

Obr.5 Přehled účinků GLP-1 a GIP. P-označuje přítomnost účinku; N-označuje chybění účinku 

(volně dle Drucker 2007). 
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Gastrointestinální trakt 
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Inzulínu podobné lipogenní účinky N P 
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hladinu glykovaného hemoglobinu. VMK, tělesnou váhu a chuť k jídlu. Zlepšují také IS 

(Zander et al. 2002). GIP má naopak u pacientů s DM 2 sníženou inzulínotropní aktivitu a 

jeho sekrece byla popisována jako normální, snížená či zvýšená (Flatt 2008). Hladina GIP 

byla vyšší po podání standardní snídaně či při oGTT u pacientů s DM 2 ve srovnání se 

zdravými kontrolami. U příbuzných prvního stupně pacientů s DM 2 s normální glukózovou 

tolerancí byl pozorován snížený inzulínotropní účinek GIP ve srovnání se zdravými 

kontrolami bez této rodinné anamnézy. Předpokládala se primární geneticky podmíněná 

porucha účinku GIP (Meier 2001). Nicméně později byla prokázána porucha 

inzulínotropního účinku GIP nejen u pacientů s DM 2, ale i u pacientů s jinými typy diabetu, 

jako je DM 1, sekundární diabetes při chronické pankreatitidě, diabetes typu MODY či 

LADA. Porucha sekrece GIP podle této studie je spíš následkem metabolického stavu při 

diabetickém onemocnění, ačkoliv význam genetických faktorů autoři zcela nevylučují 

(Vilsboll et al. 2003b). K léčbě DM 2 nelze GIP využít vzhledem k rezistenci (3-buněk na jeho 

účinek (Drucker 2006; Ranganath 2008). 

6) Syndrom polycystickvch ovarií a sekrece inzulínu 

PCOS se považuje za rizikový faktor rozvoje porušené glukózové homeostázy. Porušená 

glukózová tolerance (PGT) se vyskytuje až u 30 % a diabetes mellitus 2. typu až u 10 % 

těchto žen (Ehrmann et al. 1999; Legro et al. 1999). Hyperinzulinémie a IR je častým 

nálezem u žen s PCOS. Inzulín má klíčovou roli při vzniku a manifestaci PCOS (Obr.l) . IR 

je tkáňově specifická, postihuje tukovou tkáň a sval, ale ne ovárium. Ovárium exprimuje 

receptory pro inzulín a inzulín synergicky s LH aktivuje klíčové enzymy steroidogeneze, což 

vede k nadprodukci androgenů (Dunaif 1997). Inzulín také nepřímo zvyšuje počet receptorů 

pro LH v ovariu a zvyšuje citlivost gonadotropů uvolňujících LH na účinek GnRH (Poretsky 

1999). Inzulín inhibuje syntézu IGFBP-1 a zvyšuje tak dostupnost IGF-1 pro periferní tkáně. 

IGF-1 se podílí na růstu a formaci cyst ovarií. Podání inzulínu vede k expresi receptorů pro 

IGF-1 v ovariu, což zvyšuje účinek jak IGF-1, tak samotného inzulínu (Gambineri et al. 

2002). 

U žen s PCOS byla popsána postreceptorová porucha signalizační kaskády inzulínu. Byla 

prokázána snížená exprese GLUT-4 (na inzulínu závislý glukózový transportér typu 4) 

v tukové tkáni, svalu i v ovariu vedoucí k inzulínové rezistenci (Diamanti-Kandarakis et al. 
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2008). Popisovaná hyperinzulinémie u žen s PCOS zvyšuje produkci ovariálních androgenů. 

Inzulín zvyšuje také biologickou dostupnost testosteronu supresí syntézy SHBG. Testosteron 

může nepřímo přispívat k inzulínové rezistenci. Nadbytek androgenů vede k přednostnímu 

ukládání viscerálního tuku, který je rizikový pro rozvoj IR, metabolického syndromu a 

kardiovaskulárních onemocnění (Nestler et al. 1991; Holte 1994). Dále testosteron usnadňuje 

uvolnění VMK z abdominální tukové tkáně a pravděpodobně přímo snižuje inzulínem 

zprostředkovanou utilizaci glukózy ve svalu, zvyšuje jaterní glukoneogenezi a snižuje jaterní 

extrakci inzulínu, což přispívá k periferní hyperinzulinémii (Holte et al. 1995). 

Hyperinzulinémie byla u žen s PCOS prvně popsána v 80. letech minulého století (Burghen 

et al. 1980). Je důsledkem kombinace inzulínové rezistence (IR), kompenzatorní vyšší 

sekrece inzulínu a snížené clearance inzulínu v játrech (Dunaif 1997; Holte et al. 1994; Holte 

et al. 1995). U části pacientek s PCOS může být primární porucha spíš v nadměrné sekreci 

inzulínu než ve snížené inzulínové senzitivitě (Holte et al. 1994). Inzulínová rezistence se 

vyskytuje u řady, ale ne u všech pacientek s PCOS. Vzájemné souvislosti jsou zastřeny často 

přítomnou obezitou. Pacientky s PCOS jsou totiž podle různých sestav v 15 - 50 % obézní 

(Pasquali et al. 2003) a to většinou s preferenční lokalizací tuku v abdominální oblasti. I ženy 

s PCOS s BMI v normálním rozmezí měly podle některých studií více viscerálního tuku než 

zdravé kontroly (Kirchengast a Huber 2001). Nicméně některé studie neprokázaly rozdíl 

v množství viscerální tukové tkáně mezi ženami s PCOS a zdravými kontrolami, ačkoliv ženy 

s PCOS byly více inzulín-rezistentní. Předpokládá se, že ženy s PCOS mohou mít ektopickou 

tukovou tkáň v játrech či ve svalech (Barber et al. 2008). 

Není vyloučené, že na rozdílných výsledcích studií o výskytu IR u PCOS se podílejí i 

zřetelné etnické vlivy (např. vyšší výskyt IR a abdominální obezity u hispánsko-americké 

populace). Práce pocházející z USA nebo Asie popisují IR nezávisle na BMI, tedy u štíhlých 

i obézních žen, a tak považují IR za poruchu patřící do projevů PCOS (Dunaif et al. 1992; 

Toprak et al. 2001), zatímco v pracích evropských autorů se setkáváme s názorem, že IR je 

spíš získaným faktorem v důsledku obezity (Ovesen et al. 1993). Při redukci váhy došlo ke 

zlepšení IS, ale nebylo pozorováno snížení časné odpovědi inzulínu na i.v. podání glukózy, 

což svědčí pro primární poruchu sekrece inzulínu u žen s PCOS. Vysvětlením vystupňované 

sekrece inzulínu může být zvýšená citlivost na glukózu nebo zvýšená celková masa [}-buněk. 

U žen s PCOS jsou popsány nižší hladiny glykovaného hemoglobinu ve spojení 

s hyperinzulinémii (Holte et al. 1995; Holte 1998). 
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Porucha pulzní sekrece inzulínu a nepravidelná sekrece inzulínu je považována za časný 

znak poruchy funkce [3-buňky (Bingley et al. 1992; 0'Rahilly et al. 1988; Schmitz et al. 

2001). Rychlé pulzy inzulínu u žen s PCOS byly hodnoceny v jedné studii popisující 

inzulínovou pulzní sekreci před a po léčbě ethinyl-estradiolem v kombinaci s cyproteron-

acetátem. Frekvence rychlých pulzů inzulínu a celkové množství uvolněného inzulínu a 

inzulínu uvolněném během jednoho pulzu byla srovnatelná mezi ženami s PCOS a zdravými 

kontrolami (Armstrong 2001). Ve studii popisující pomalé pulzy inzulínu byla zjištěna 

významně vyšší bazální sekrece inzulínu a oslabená odpověď inzulínu na podání jídla, se 

snížením amplitudy pulzu inzulínu bez změny frekvence (0'Meara et al. 1993). 

V jediné studii na omezeném souboru pacientek s PCOS nebyla pozorována porušená 

sekrece inkretinů, i přestože ženy s PCOS měly vyšší koncentraci inzulínu a C-peptidu 

(Gama et al. 1996). 
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Soubory a metodika 

1) Ve studii zabývající se rodinnou zátěží DM 2 u pacientek s PCOS a ovlivněním inzulínové 

sensitivity (IS) a funkce (3 buněk bylo zahrnuto 22 žen s PCOS, z toho 8 pacientek (věk 

27,5±3,2 let; BMI 23,54±6,04 kg/m2) mělo příbuzného prvního stupně postiženého DM 2 

(PCOS RA+) a 14 pacientek (věk 24,2±4,8 let; BMI 22,52±2,8 kg/m2) bylo bez rodinné 

anamnézy DM 2 (PCOS RA-). Diagnóza PCOS byla definována dle kritérií NIM (Zawadski a 

Dunaif 1992). Zdravých kontrol bylo celkově 13 ve věku 28,7±5,6 let a s BMI 21,82±2,24 

kg/m". Byla provedena následující vyšetření: bazální odběry krve nalaěno, oGTT, 

euglykemický hyperinzulinemický clamp a argininový test. Glukózová tolerance byla 

hodnocena dle WHO kritérii (1999). Výsledky jsou uvedeny jako průměrné hodnoty±SD. 

2) Ve studii zabývající se pulzní sekrecí inzulínu bylo vyšetřeno 8 žen s PCOS ve věku 25,1 

let (KI 21,8-29,5); BMI 21,9 kg/m2 (KI 20,2-23,5) a 7 zdravých žen (věk 30,2 (KI 25,1-38,1) 

let; BMI 20,1 (KI 18,9-21,2) kg/m2. Diagnóza PCOS byla stanovena dle ESHRE/ASRM 

kritérií (Revised 2003 consensus). Obě skupiny pacientek podstoupily nalaěno bazální odběry 

a odběry každou minutu celkově po 60 minut k hodnocení rychlých pulzů inzulínu. Pulzní 

sekrece inzulínu byla hodnocena dekonvoluění analýzou (software AutoDecon) a 

pravidelnost sekrece inzulínu pomocí metody approximate entropy (ApEn). Inzulínová 

senzitivita byla hodnocena indexem QUICKI. Výsledky jsou uvedeny jako průměrné hodnoty 

a 95% konfidenění interval (KI). 

3) Ve studii sledující sekreci inkretinů u žen s PCOS bylo celkově zahrnuto 21 žen s PCOS 

s normální glukózovou tolerancí a bez rodinné anamnézy DM 2 (věk 25,8±4,1 let; BMI 

21,6±1,7 kg/m2) a 13 zdravých žen (věk 28.5±7,2 let; BMI 20,3±2,5 kg/m2). Ke stanovení 

diagnózy PCOS byla využita ESHRE/ASRM kritéria (Revised 2003 consensus). Odběry krve 

nalaěno na stanovení hladiny glukózy, inzulínu a C-peptidu proběhly v O.min před podáním 

75 g glukózy při oGTT a dále pokračovaly odběry krve po podání glukózy v 30., 60., 90., 

120., 150., a 180.min. Hladiny aktivního GLP-1 a celkového GIP byly stanoveny v 0., 30., 

60., 120. a 180. min. IS byla hodnocena nalaěno indexem QUICKI a během oGTT za využití 

OGIS. Výsledky jsou uvedeny jako průměrné hodnoty±SD. 
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4) Ve studii sledující prevalenci inzulínové resistence a zastoupení poruchy glukózové 

tolerance a/nebo DM 2 u žen s PCOS bylo celkově zahrnuto 244 žen s PCOS ve věku 27±7,5 

let s BMI 27,5±6.9 kg/m2. Tyto ženy byly srovnány s kontrolním souborem zdravých žen (n= 

57; 26.8±5.8 let; BMI 21,3±2,1 kg/m2). PCOS byl diagnostikován dle ESHRE/ASRM kritérií 

(Revised 2003 consensus). Glykémie, kompletní lipidogram. inzulinémie a hladina C-peptidu 

byla stanovena z bazálního odběru nalaěno. Dále ženy podstoupily oGTT. Glukózová 

tolerance byla hodnocena dle WHO kritérii (1999). Inzulínová senzitivita byla hodnocena dle 

HOMA-IR a QUICKI. Inzulínová rezistence byla definována jako hodnota HOMA-IR vyšší 

než 95. percentil u zdravých kontrol (2,29 mmol x mIU/12). Výsledky jsou uvedeny jako 

průměrné hodnoty±SD. 

Užité metody a výpočty 

HOMA-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance) (Matthews et al. 1985); 

bazální inzulinémie (mIU/1) x bazální glykémie (mmol/l) 122,5 

QUICKI (quantitative insulin sensitivity check index) (Katz et al. 2000); 

l/((log bazální inzulinémie (mIU/l))+log bazální glykémie (mg/dl)) 

OGIS (oral ulucose insulin sensitivity index) (Mari et al. 200l) i 

popisuje clearance glukózy při postprandiální části oGTT 

Jaterní extrakce inzulínu (Tura et al. 2 0 0 1 m n o ž s t v í inzulínu (%) vstupující do jater; podíl 

jaterní clearance inzulínu (l/min) a průtoku krve játry (I/min). Jaterní extrakce inzulínu byla 

počítána bazálně a během oGTT jako molární poměr hladiny C-peptidu k inzulinémii podle 

„model-derived method" 

Index volného testosteronu: 100 x testosteron (nmol/I)/SHBG (nmol/1) 

oGTT (orální glukózovy toleranční test): glykémie, inzulinémie a hladina C-peptidu je 

stanovena z bazálního vzorku krve nalačno. Po podání 75 g glukózy p.o. pokračují odběry 

krve v 30., 60., 90., 120., 150., a 180.minutě. 
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Fuglykemický hyperinzulinemický clamp (DeFronzo et al. 1979) 

Při euglykemickém hyperinzulinemickém clampu je pacientovi zavedena jedna kanyla do 

kubitální žíly sloužící k infúzi 15% glukózy a současnému podání inzulínu o rychlosti lmlU. 

kg"1.min"1 s cílem dosáhnout průměrné glykémie 5,0 mmol/1. Druhý žilní vstup je na dorsu 

ruky a slouží k odběrům arterializované krve (ruka s kanylou je uložena pod vyhřívací 

poduškou) na stanovení inzulinémie před zahájením clampu, v 90., 105. a 120. minutě 

vyšetření a glykémie opakovaně každou 5. min celkově po 120 minut. Uvedené výpočty jsou 

počítány z 31 Oti-minutového intervalu mezi 90. a 120. minutou, kdy je dosaženo ustáleného 

stavu s glykémií přibližně 5,0 mmol/1 (CV do 5%). 

M: spotřeba glukózy (pmol/(kg.min) - množství infundované glukózy nutné k udržení cílové 

glykémie 5,0 mmol/1 (CV do 5%) 

ISI: index inzulínové senzitivity (pmol.l/(kg.min.mIU)) = M/I (I je průměrná inzulinémie ve 

sledovaném časovém intervalu) zkorigováno na kg váhy 

MCRg: metabolická clearance glukózy (ml/(kg.min)) - podíl množství infundované glukózy 

nutné k udržení cílové glykémie a průměrné glykémie ve sledovaném časovém intervalu 

Argininový test (Larsson et al. 1998) 

Při argininovém testu jsou zavedeny kanyly do obou kubitálních žil. Jeden krevní vstup 

slouží k odběrům krve a podání bolusu argininu a druhý vstup je určen k podání infúze 

glukózy. Bazální odběry na stanovení hladiny inzulínu a glukagonu jsou odebrány - 5 . a -2 . 

minutu, následně je podán bolus 5 g argininu (O.min). Odběry pokračují 2., 3., 4. a 5. minutou 

po podání argininu. Po dokončení první řady odběrů se začne podávat infúze s 15% glukózou 

s cílem zvýšit glykémii na 13-15 mmol/1. Po dosažení cílové glykémie se opakuje druhá řada 

odběrů v stejném schématu jako předchozí odběry. Maximální odpověd a a P buněk je 

docílena dalším podáním argininu s infúzi glukózy. Cílem je dosažení glykémie > 25 mmol/1. 

V našich studiích nebyla maximální sekreční odpověď hodnocena. Podrobněji viz Obr. 5. 

AIR: akutní odpověď inzulínu na arginin (mUI/1) - průměrná inzulinémie mezi 2.-5. minutou 

po podání bolusu argininu minus průměrná bazální inzulinémie. Kvantifikuje přímou a akutní 

odpověď (3-buněk na náhlé podání argininu, což úzce souvisí s mechanismem exocytózy 

inzulínu z P-buněk 

AIRgbas" akutní odpověď inzulínu na arginin při bazální glykémii 

AIRgi4: akutní odpověď inzulínu na arginin při navozené hyperglykémii (průměr 14 mmol/1) 
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Slope: AA1R/AG; AAIR= AIRg |4- AIRgbas; AG je vzestup glykémie vyvolaný infúzí glukózy. 

Je to ukazatel potenciaee sekrece inzulínu při hyperglykémii 

Obr.5 Hladina inzulínu a glukagonu při dvou po sobě následujících argininových testech (sledování 
reprodukovatelnosti testu) při různých cílových hladinách glykémie u sedmi zdravých žen (volně dle 
Larsson a Ahren 1998). 
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Dispoziční index (Kahn et al. 1993): vnáš í studii je měřen z hodnot ISI (euglykemický 

hyperinzulinemický clamp), AIRgt,as, A I R ^ a SlopeAik (argininový test) (viz Obr. 6) 

Obr. 6 Hyperbolická závislost mezi sekrecí inzulínu (AIR,.|ukoi,a) a inzulínovou senzitivitou (S,) u 55 

mužů (•) a 38 žen (o). Velké změny IS u inzulín-senzitivních jedinců nevedou k tak významným 

změnám v koncentracích inzulínu. Naopak u inzulín-rezistentních jedinců i malé změny IS vedou 

k relativně velkým změnám v hladinách inzulínu. Plná čára představuje optimální vztah mezi sekrecí 

inzulínu a IS (50. percentil). Přerušované čáry jsou 95., 75. a 5. percentil (převzato volně podle Kahn 

et al. 1993). AIRg|ukóza časná odpověď inzulínu při ivGTT. S | - index inzulínové senzitivity počítán 

z ivGTT. 
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Pulzní sekrece inzulínu (Veldhuis a Johnson 1994) 

Po zavedení kanyly do kubitální žíly byla krev odebírána každou minutu celkově po 60 minut 

k hodnocení rychlých pulzů inzulínu. Pulzní sekrece inzulínu byla hodnocena dekonvoluční 

analýzou (software AutoDecon). Dekonvoluční analýza je matematická procedura vyvinutá 

pro výpočet základních znaků signálů či událostí, které nejsou pozorovány přímo (např. pulz, 

seismologická vlna). Poskytuje informace o očekávaném a na čase závislém oslabení 

původního signálu. V endokrinologii tato metoda hodnotí simultánně sekreci a eliminaci 

vybraného hormonu za pomoci konvolučního integrálu (Veldhuis a Johnson 1994). 
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Dekonvoluční analýzou lze u pulzní sekrece inzulínu hodnotit následující parametry: JQ 

určitý počet oddělených, inzulínových pulzů objevujících se v určitém čase a mající 2) 

individuální amplitudu (maximální sekreční výdej dosažený během pulzu); 3) obecný poločas 

pulzu (trvání algebraického, gaussovského pulzu v polovině maximální amplitudy), který je 

superimponován na 4) bazální, časově neměnnou sekreci inzulínu a 5) model mono-

biexponenciální hormonální eliminace v systémové cirkulaci (Mulligan et al. 1994; Porksen 

2002). Bi-exponenciální model eliminace inzulínu byl stanoven v minulosti s prvním 

(rychlým) poločasem inzulínu 2,8 min a s druhým (pomalým) poločasem 5.0 min (Johnson et 

al. 2004). My jsme stanovili poločas eliminace inzulínu na 3,3 min (KI 2.8-4,1) u žen s PCOS 

a 3,2 min (KI 2,6-4,1) u zdravých žen za využití softwaru AutoDecon. Software AutoDecon 

dále poskytuje informace o frekvenci pulzů inzulínu během 60 min. intervalu mezi pulzy, 

množství inzulínu uvolněné během jednoho pulzu (mUI/1), amplitudě pulzu (maximální 

sekreční výdej v jednom pulzu, mUI/1/min), AUC0-60 (plocha pod křivkou, celková sekrece 

inzulínu během 60 min, mUI/1), obecném poločase (mUI/min) a bazální sekreci (mUI/1/min). 

K hodnocení pravidelnosti sekrece inzulínu byla použita metoda approximate entropy 

(ApEn). Větší pravidelnost (nižší hodnota ApEn) svědčí pro větší autonomii hodnocené 

hormonální sekrece a naopak větší nepravidelnost (vyšší hodnota ApEn) předpokládá 

významnější vnější vlivy (Pincus et al. 1999). 
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Výsledky 

1) Ve studii zabývající se ovlivněním funkce P-buněk rodinnou zátěží DM 2 měly pacientky s 

PCOS a s pozitivní rodinnou anamnézou DM 2 (PCOS RA+) signifikantně vyšší hladinu 

triglyceridů (p<0,005) a nižší hladinu HDL-cholesterolu (p<0.005) ve srovnání s ženami s 

PCOS bez rodinné zátěže DM 2 (PCOS RA-) a kontrolní skupinou. PCOS RA+ i PCOS RA-

měly vyšší hladinu testosteronu (p<0,002) a LH (p<0,002) ve srovnání s kontrolní skupinou. 

PCOS RA+ měly nižší hladinu DHEAS něž PCOS RA- a kontrolní skupina (p<0,0001). 

Bazální glykémie se nelišila mezi skupinami na rozdíl od bazální inzulinémie, která byla 

signifikantně vyšší u PCOS ve srovnání se zdravými probandkami (p<0.04). PCOS RAt 

měly vyšší hodnoty HOMA-1R (p<0,05) a snížený index inzulínové senzitivity stanovený 

euglykemickým clampem ve srovnání se zdravými kontrolami (p<0,07). PCOS RA- se 

v těchto ukazatelích nelišily od kontrolní skupiny. AIRgbas při argininovém testu byla zvýšená 

u PCOS RA+ ve srovnání s PCOS RA- (p<0,05), AIRg |4 a slopeA|R se nelišily mezi 

skupinami. PCOS RA+ a PCOS RA- se nelišily mezi sebou v hodnotách dispozičního indexu. 

PCOS RA- měly signifikantně vyšší hladinu glukagonu ve srovnání se zdravými ženami 

(p<0,02). 

2) Ve studii zabývající se pulzní sekrecí inzulínu měly ženy s PCOS podle očekávání vyšší 

hladinu testosteronu (p<0,02), prolaktinu ( p<0,05), 17-OHP (p<0,03) a estradiolu (p<0.05) a 

nižší hladinu SHBG (p<0.0006) než zdravé kontroly. Nezjistili jsme rozdíly v bazální 

glykémii, inzulinémii, hladině C-peptidu a QUICKL Ženy s PCOS i kontrolní skupina měly 

průměrnou frekvenci 10 rychlých pulzů inzulínu s rozmezím od 6 do 13 pulzů během 60 

minut (Obr. 7). Nepozorovali jsme rozdíl v počtu pulzů, bazální sekreci inzulínu, amplitudě 

pulzů. množství inzulínu uvolněném během jednoho pulzu a intervalu mezi pulzy u pacientek 

s PCOS ve srovnání s kontrolní skupinou. U žen s PCOS byla celkově tendence k širším 

pulzům inzulínu určeno tzv. obecným poločasem (1,97 (KI 1,1-3,37) vs 0,89 (KI 0,51-1,49) 

mUI/min; p<0,07). Bazální sekrece inzulínu korelovala negativně s HDL-cholesterolem (r=-

0.85; p<0,004), QUICKI (r=-0,77; p<0,002) a pozitivně s hladinou triglyceridů (r=0,75; 

p<0,03). A U C O - 6 0 korelovala negativně s QUICKI (r=-0.99; p= 0,0001), HDL-cholesterolem 

(r=-0,89; p<0,0006) a pozitivně s hladinou triglyceridů (r=0,78; p<0,009). Amplituda pulzu 

inzulínu (r=-0,61; p<0,03) a množství inzulínu uvolněné během jednoho pulzu (r=-0,59; 

p<0,03) korelovaly negativně s QUICKI. Obecný poločas pulzu inzulínu koreloval pozitivně 

s koncentrací prolaktinu (r=0,76; p<0,008) a kortizolu (r=0,64; p<0,03). Množství inzulínu 
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uvolněné během jednoho pulzu korelovalo pozitivně s hladinou testosteronu (r=0,61; 

p<0.05;) a negativně s SHBG (r=-0,88; p<0,0004). Pravidelnost sekrece inzulínu hodnocena 

ApEn se nelišila mezi PCOS a zdravými kontrolami (1,14 (1.095-1,178) vs 1.079 (0.94-

1,164); p<0.2). ApEn pozitivně korelovalo s hladinou prolaktinu (r=0,68; p<0,03) a s BMI 

(r=0,57; p<0.04). 

3) Ve studii sledující sekreci inkretinů u žen s PCOS nebyla pozorována rozdílná inzulínová 

senzitivita a jaterní extrakce inzulínu nalaěno a během oGTT ve srovnání s kontrolní 

skupinou. Ženy s PCOS měly signifikantně vyšší hladinu testosteronu (p<0.00009) a index 

volného testosteronu (p<0,002) než zdravé kontroly, i přestože SHBG nebylo rozdílné. 

Bazální glykémie byla stejná u žen s PCOS a zdravých kontrol (p<0.69). Ženy s PCOS měly 

vyšší hladinu C-peptidu než zdravé 

Obr. 7. Rychlé pulzy inzulínu u zdravé ženy. Rezidua-rozdíl mezi měřenou a předpokládanou 

hodnotou. 
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kontroly (p<0.05) a měly tendenci k vyšší inzulinémii (p<0.12). Hladiny celkového GIP byly 

signifikantně vyšší u žen s PCOS ve srovnání s kontrolní skupinou (p<0,001). Hladina 

aktivního GLP-1 měla signifikantně odlišný charakter v závislosti na čase během oGTT u žen 

s PCOS ve srovnání se zdravými ženami. Koncentrace aktivního GLP-1 byly podobné u žen s 

PCOS a kontrolami během časné fáze oGTT do 60. minuty, ale ve v 180. minutě dosáhly 

signifikantně nižších hladin u žen s PCOS oproti skupině zdravých žen (p<0,05). Hladina 

C-peptidu pozitivně korelovala s koncentrací celkového GIP v 0. (r=0.40; p<0.04). 60. 

(r=0,46; p<0,01) a 180. minutě (r=0,60; p<0,002). Nebyla pozorována korelace mezi 

aktivním GLP-1 a C-peptidem. Celkový GIP ani aktivní GLP-1 nekorelovaly s inzulínem. 

4) Ve studii sledující prevalenci poruch sacharidového metabolismu byla IR pozorována 

celkově u 40,2 % žen s PCOS. Ve skupině bylo 49,2 % štíhlých, 22,9 % s nadváhou a 27,9 % 

obézních žen s PCOS. IR byla nalezena u 14,6 % štíhlých, 42,5 % s nadváhou a u 71,8 % 

obézních žen s PCOS (%2=61,81; p<0,0001). Zdravé kontroly měly nadváhu v 4 % a obezitu v 

10,5 %. IR byla přítomna u 7,2 % kontrolních probandek. Inzulín-rezistentní pacientky 

s PCOS byly ve srovnání s IS pacientkami signifikantně starší (p<0,003), obéznější 

(p<0,0001) a měly vyšší jak systolický (p<0,0001) tak diastolický tlak (p<0,0001). Měly také 

vyšší hladinu triglyceridů (p<0,02), celkového cholesterolu (p<0,05), lačnou glykémii 

(p<0,0001), inzulinémii (p<0,0001), hladinu C-peptidu (p<,0001) a nižší koncentraci HDL-

cholesterolu (p<0,01). Inzulín-rezistentní a inzulín-senzitivní pacientky s PCOS se nelišily 

v hladinách celkového testosteronu, androstendionu. 17-hydroxy-progesteronu, estradiolu, 

LH a FSH. Inzulín-rezistentní ženy s PCOS však měly signifikantně nižší hladinu SHBG 

(pO.OOOl) a vyšší index volného testosteronu (p<0,000001). Porucha glukózové tolerance 

(PGT) byla zjištěna u 23 žen s PCOS (9,4 %) a DM 2 u 4 žen s PCOS (1,6 %). Porušená 

lačná glykémie (IFG) byla pozorována u 30 žen s PCOS (12,3 %); oGTT u těchto žen 

odhalilo poruchu glukózové tolerance u 6 pacientek a DM 2 u jedné pacientky. 

Pro predikci PGT/DM 2 jsme využili antropometrické, klinické a biochemické parametry 

zbazálních odběrů krve. Hladina cholesterolu (s hraniční hodnotou 4,19 mmol/1) dosáhla 

senzitivity 91,7 % a specificity 38,7 %, sérová hladina triglyceridů (0,705 mmol/1) senzitivity 

91,7 % a specificity 38,7 %, systolický tlak (110 mmHg) senzitivity 90 % a specificity 25 % 

a diastolický tlak (69,1 mmHg) senzitivity 91,7 % a specificity 28 %. Hodnota HOMA-IR 

0,673 měla senzitivitu 92,6 %, ale specifická dosáhla pouze 11 %. 
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Diskuse 

Syndrom polycystických ovarií se považuje za rizikový faktor rozvoje porušené glukózové 

tolerance a diabetes mellitus 2. typu (Ehrmann et al. 1999; Legro et al. 1999). 

Hyperinzulinémie a inzulínová rezistence je u PCOS zkoumána již od 80. let 20. století 

(Burghen 1980). zatímco sekreci inzulínu bylo u těchto žen věnováno mnohem méně 

pozornosti. V našich studiích jsme se proto zaměřili na různé aspekty sekrece inzulínu u žen 

s PCOS. Zvolili jsme i různé vyšetřovací metody a výpočty, které se navzájem doplňují a 

poskytují podrobnější charakteristiku možné dysfunkce [3-buněk. 

V první studii jsme sledovali ovlivnění funkce (3-buněk rodinnou zátěží DM 2. IS byla 

měřena pomocí hyperinzulinemického euglykemického clampu a sekrece inzulínu byla 

hodnocena argininovým testem. Získali jsem tak dva vzájemně nezávislé parametry 

popisující IS a sekreci inzulínu umožňující výpočet dispozičního indexu. Bazální inzulinémie 

byla signifikantně vyšší u žen s PCOS ve srovnání se zdravými kontrolami. U žen s PCOS, 

které měly rodinnou zátěž DM 2, jsme prokázali sníženou inzulínovou senzitivitu, nicméně 

dispoziční index se nelišil od PCOS RA". Předpokládali jsme. že u žen s PCOS RA+ 

nalezneme poruchu sekrece inzulínu, ale tento předpoklad nebyl potvrzen. Pouze sekrece 

inzulínu po podání bolusu argininu při bazální glykémii byla vyšší u PCOS RA+ než PCOS 

RA-. Kompenzační sekrece inzulínu se nelišila mezi PCOS a zdravými kontrolami. Naše 

výsledky jsou v souladu se studiemi popisujícími neporušený kompenzační mechanismus u 

osob s normální glukózovou tolerancí (Kahn et al. 1993). Ovšem výsledky publikovaných 

studií zaměřených na tuto problematiku u žen s PCOS jsou diskrepantní. Některé práce 

popisují snížený dispoziční index obecně bez závislosti na obezitě či rodinné anamnéze DM 2 

(Dunaif a Finegood 1996). zatímco jiní autoři pozorovali zhoršenou funkci (3-buněk pouze u 

pacientek s PCOS s rodinnou anamnézou DM 2 (Ehrmann et al. 1995). Další autoři popsali 

zvýšenou časnou fázi sekrece inzulínu a zvýšený dispoziční index u štíhlých i obézních 

pacientek s PCOS. Tato studie nebrala v potaz rodinnou anamnézu DM 2 (Holte et al. 1994). 

V další studii jsme zvolili ne zcela běžně využívané hodnocení pulzní sekrece inzulínu a 

pravidelnosti sekrece inzulínu. Sledovali jsme rychlé pulzy inzulínu, které mají důležitou roli 

při regulaci glykémie. Dále jsme hodnotili pravidelnost sekrece inzulínu vypovídající 

o možných zevních vlivech. Předpokládá se, že porucha pulzní sekrece inzulínu se objevuje 

časně již u prediabetických stavů ještě dříve než je prokazatelná porušená první fáze sekrece 

inzulínu (0 'Rahil ly et al. 1988; Porksen 2002). Nepozorovali jsme rozdíl mezi počtem a 

amplitudou pulzů inzulínu, množstvím inzulínu uvolněného během jednoho pulzu, intervalem 
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mezi pulzy a pravidelností sekrece inzulínu. Ženy s PCOS měly tendenci k širším pulzům 

inzulínu. Nepravidelnější sekrece inzulínu (vyšší hodnota ApEn) a širší pulzy inzulínu 

korelovaly pozitivně s hladinami prolaktinu. Za podmínek in vitro exprimují P-buňkv 

receptory pro prolaktin. Prolaktin podporuje růst ostrůvků pankreatu a stimuluje sekreci 

inzulínu (Ben-Jonathan et al. 2006). Prolaktin také reguluje inzulínovou senzitivitu. Ženy 

s PCOS a hyperprolaktinémií byly více inzulín-rezistentní než ženy s PCOS a s normální 

hladinou prolaktinu (Bahceci et al. 2003). 

Pozorovali jsme pozitivní korelaci mezi hodnotami ApEn a BMI. Naše výsledky jsou 

v souladu s jinými autory, kteří popisují méně pravidelnou sekreci inzulínu u pacientů 

s obezitou a úpravu pravidelnosti sekrece inzulínu po redukci váhy (Zarkovic et al. 2000). 

K určení inzulínové senzitivity u žen s PCOS a zdravých kontrol jsme využili indexu 

QUICKI. Pacientky s PCOS i kontroly se nelišily v IS. Pozorovali jsme negativní korelaci 

mezi IS a bazální sekrecí inzulínu. Naopak nebyla prokazatelná žádná korelace mezi IS a 

frekvencí nebo intervalem inzulínových pulzů. Výsledky studií popisujících vztah mezi IS 

měřenou euglykemickým clampem a frekvencí inzulínových pulzů se rozcházejí. Jedna ze 

studií uvádí, že zvýšená frekvence rychlých pulzů inzulínu korelovala pozitivně s tíží IR u 

pacientů s abdominální obezitou. Počet rychlých pulzů inzulínu se snížil a IS se upravila po 

redukci váhy (Peiris et al. 1992). Na druhou stranu, frekvence inzulínových pulzů 

nekorelovala s IS u zdravých kontrol (Courtney et al. 2003) nebo u žen s PCOS (Armstrong 

et al. 2001). Rozdílné výsledky mohou být způsobeny odlišným souborem pacientek a/nebo 

použitím různých metod hodnotících pulzní sekreci inzulínu. 

V třetí studii jsme se zaměřili na roli inkretinů v patogenezi poruchy sacharidového 

metabolismu u žen s PCOS. Inkretiny, GIP a GLP-1, se významně podílejí na regulaci 

sekrece inzulínu. Jediná studie popisující sekreci inkretinů u malé skupiny štíhlých žen s 

PCOS nenalezla rozdíl v hladinách GIP nebo GLP-1 mezi PCOS a kontrolami, i přestože 

ženy s PCOS měly vyšší koncentraci inzulínu a C-peptidu (Gama et al. 1996). V naší studii 

štíhlé ženy s PCOS měly zvýšené hladiny celkového GIP a C-peptidu během oGTT ve 

srovnání se zdravými kontrolami. Hladina celkového GIP, na rozdíl od hladin aktivního GLP-

1, signifikantně korelovala s koncentrací C-peptidu. Důvod nepřítomné korelace mezi GLP-1 

a inzulínem či C-peptidem není jasný. Obě skupiny pacientek měly stejnou IS vypočítanou na 

lačno (QUICKI) i během oGTT (OGIS). Jiní autoři také popsali zvýšenou hladinu C-peptidu 

během oGTT, která nebyla doprovázená sníženou IS měřenou euglykemickým clampem u 

žen s PCOS (Ciampelli et al. 1997). Aktivní GLP-1 prokazoval signifikantně odlišnou 

charakteristiku v závislosti na čase u žen s PCOS ve srovnání s kontrolní skupinou. GLP-1 
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koncentrace byly podobné u žen s PCOS a kontrolami v časné fázi oGTT do 60 min, ale 

hladina GLP-1 byla signifikantně nižší u žen s PCOS ve srovnání se zdravými ženami ve 

180. minutě oGTT. Ačkoliv se jedná o zajímavý výsledek, nejsme schopni tento fenomén 

jasně vysvětlit. Regulace sekrece GLP-1 není zatím plně objasněna. Leptin stimuloval 

v buněčné kultuře sekreci GLP-1, a obézní pacienti rezistentní na leptin mají nízké hladiny 

GLP-1 (Anini a Brubaker 2003). Dalším faktorem ovlivňujícím sekreci GLP-1 je glukagon, 

který za fyziologických podmínek u zdravých osob sekreci GLP-1 inhibuje. Postprandiální 

vzestup glykémie sníží hladinu glukagonu, což zvyšuje sekreci GLP-1. U pacientů s DM 2 je 

nedostatečná suprese sekrece glukagonu glukózou a porucha sekrece GLP-1 může být proto 

druhotná (Vollmer et al. 2008). U pacientů s DM 2 hladina glukagonu nalačno korelovala 

negativně s koncentrací GLP-1, ale postprandiálně (během oGTT či standardní test s jídlem) 

je korelace hladiny glukagonu a GLP-1 pozitivní. Vysvětlením by mohl být GLP-2, který se 

v ekvimolárním množství uvolňuje s GLP-1 z L-buněk gastrointestinálního traktu. GLP-2 je 

pomaleji eliminován z cirkulace a dosahuje několikanásobně vyšších koncentrací než GLP-1. 

GLP-2 stimuluje sekreci glukagonu a tento účinek pravděpodobně převáží inhibiční efekt 

GLP-1 (Vollmer et al. 2008). 

Rozdílné výsledky našich vyšetření v porovnání se studií Gamy et al. (Gama et al. 1996) 

mohou být dány malým souborem pacientek a/nebo odlišnou metodou stanovení inkretinů. 

Na druhou stranu jsou naše výsledky souhlasné s autory popisující zvýšené hladiny GIP a 

snížené koncentrace GLP-1 u pacientů s DM 2 (Jones et al. 1989; Vilsbolls et al. 2001; Holst 

a Gromada 2004). U osob s porušenou glukózovou tolerancí i u zdravých příbuzných prvního 

stupně pacientů s DM 2 byla podobně pozorována při oGTT zvýšená hladina celkového GIP 

doprovázená zvýšenou hladinou C-peptidu (Theodorakis et al. 2004). Jedna z hypotéz 

vysvětlující zvýšené hladiny C-peptidu u žen s PCOS uvažuje nadměrnou aktivitu entero-

inzulární osy (Holte 1998). Můžeme předpokládat, že zvýšená sekrece GIP nadměrně 

stimuluje P-buňky k produkci většího množství inzulínu. Nepřiměřeně zvýšená sekrece 

inzulínu pak při normální IS vede ke snížení glykémie. Pro tuto hypotézu svědčí nižší hladiny 

glykovaného hemoglobinu (Holte et al. 1994) a snížené vnímání hypoglykemických 

symptomů (Gennarelli et al. 1997) prokázané u žen s PCOS. Hladina GIP může být zvýšená 

jako kompenzace jeho snížené aktivity. V naší studii nemůžeme uzavřít, zda-li je hladina GIP 

zvýšená následkem porušené inzulínotropní aktivity. To lze hodnotit změřením inkretinového 

efektu po exogenním podání GIP během hyperglykemického clampu (Holst a Gromada 

2004). Předpokládá se také zvýšená internalizace či snížená citlivost GIP receptorů (Holst a 

Gromada 2004). Snížený inzulínotropní efekt GIP byl popsán nejen u pacientů s DM 2, ale 

33 



také u jejich příbuzných prvního stupně s normální glukózovou tolerancí (Meier et al. 2001). 

Proto se předpokládalo, že porucha GIP je primárním genetickým defektem DM 2. Při 

vyšetření širšího spektra pacientů s různými typy DM. byla nalezena snížená odpověď na 

podání GIP také u osob s diabetem typu MODY nebo se sekundárním diabetem (Vilsboll et 

al. 2003b). Porušená aktivita GIP může tedy být naopak důsledkem metabolického stavu při 

onemocnění DM (Nauck et al. 2004). 

Jak již bylo zmíněno dříve, u žen s PCOS je zvýšené riziko rozvoje PGT a/nebo DM 2. 

Stanovením pouze lačné glykémie nemusíme zachytit až 30% pacientů s DM 2 a nelze 

stanovit diagnózu porušené glukózové tolerance (WHO 2006). Proto se doporučuje provést 

oGTT při stanovení diagnózy PCOS bez ohledu na BMI, i když jsou lačné hodnoty glukózy 

v pásmu normy, a dále každé 2-3 roky (Salley et al. 2007). Toto doporučení samozřejmě 

přináší velké nároky na zdravotní systém. V poslední studii jsme tedy použili data 

shromážděná v dřívějších letech na souboru 244 pacientek s PCOS vyšetřených pomocí 

oGTT a hodnotili jsme výskyt poruch glukózové homeostázy a možnosti jejich predikce 

z jednoduchých klinických a biochemických parametrů. Ke stanovení IS jsme využili 

jednoduchého výpočtu z bazálních hodnot inzulínu a glykémie, tzv. HOMA-IR. Porušenou 

lačnou glykémii jsme pozorovali u 12 %, PGT u 9,4 % a DM 2 u 1,6 % žen s PCOS. 

Inzulínová rezistence byla přítomna u 40 % žen s PCOS a u 7,2 % zdravých kontrol. 

Prevalence IR úzce korelovala s obezitou. Inzulín-resistentní ženy s PCOS oproti inzulín-

senzitivním byly starší, obéznější a měly významnější výskyt rizikových faktorů 

kardiovaskulárního onemocnění (vyšší hodnoty krevního tlaku, celkového cholesterolu, 

triglyceridů a nižší hladinu HDL-cholesterolu. Vyšší výskyt IR je popisován u obézních 

PCOS pacientek (Deugarte et al. 2005; Carmina a Lobo 2004). Naše ženy s PCOS byly 

celkově štíhlejší, což může vysvětlovat menší procento inzulín-rezistentních pacientek ve 

srovnání s uvedenými studiemi. Nižší výskyt IR může být také způsoben rozdílem mezi námi 

použitými diagnostickými kritérii PCOS dle ESHRE/ASMR ve srovnání s NIH kritérii 

v citovaných studiích. Je známo, že u některých fenotypů PCOS dle definice ESHRE/ASMR 

není IR doprovodným symptomem. Na druhou stranu, 40 % výskyt IR může být 

nadhodnocen. Tzv. euttoff point pro IR je stanoven dle kontrolní skupiny žen, které se 

přihlásily na inzerát o vyšetření glycidového metabolismu. Mohlo by se jednat o ženy, které 

se více zajímají o zdravý životní styl a ochotněji se zúčastňují podobných studií. Hodnoty IR 

u nich mohou být nižší než v běžné populaci. 
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Pokusili jsme se také o nalezení biochemických či klinických parametrů, které by mohly 

sloužit k časnému odhalení pacientek se zvýšeným rizikem rozvoje poruchy glukózového 

metabolismu. U žen s PCOS byla nejvyšší senzitivita s 8-10 % falešně negativní chybou 

pozorována pro hodnoty celkového cholesterolu, triglyceridů. bazální glykémie, systolického 

a diastolického tlaku v normálním rozmezí, nicméně specificita byla nízká, což je 

nevyhovující pro screeningové vyšetření. Horní hranice normálního rozmezí pro výše 

uvedené parametry mělo jak nízkou specifícitu tak senzitivitu. Tzv. cuttoff hodnota HOMA-

IR 0,7 prokazovala nejvyšší senzitivitu pro stanovení poruchy sacharidového metabolismu, 

nicméně specificita byla příliš nízká, neboť zachytila i řadu tzv. rizikových žen. které mají 

normální výsledek při oGTT. Proto jsme uzavřeli, že ani tento ukazatel nelze využít jako 

screeningové vyšetření. Naše práce nepodpořila výsledky studie, kde hodnota HOMA-1R 

byla vhodná k predikci poruchy glukózového metabolismu (Mohlig et al. 2006). Rozdílné 

výsledky je možné vysvětlit úzkým rozmezím BMI (31,8±0,7 kg/m2) v citované studii a 

významnější korelací hodnot HOMA-IR a BMI v pásmu obezity ve srovnání s BMI 

v normálním rozmezí (Kim et al. 2004). Soubor našich pacientek měl mnohem heterogennější 

BMI. 
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Závěry 

1) Sníženou inzulínovou senzitivitu jsme pozorovali pouze u žen s PCOS, 

které měly pozitivní rodinnou anamnézu DM 2 ve srovnání se zdravými 

ženami. Tyto ženy, pokud mají normální glukózovou toleranci, jsou 

schopny kompenzovat sníženou inzulínovou senzitivitu zvýšenou sekrecí 

inzulínu. 

2) Štíhlé ženy s PCOS měly podobnou charakteristiku pulzní sekrece 

inzulínu až na tendenci k širším pulzům inzulínu ve srovnání se zdravými 

kontrolami. Prolaktin, kortizol a androgeny měly vztah k jednotlivým 

parametrům charakterizujícím pulzní sekreci inzulínu. Inzulínová 

sensitivita nesouvisela s parametry popisujícími pulzní sekreci inzulínu. 

3) U štíhlých žen s PCOS jsme pozorovali zvýšené hladiny C peptidu, 

celkového GIP a nižší koncentraci aktivního GLP-1 během pozdní fáze 

oGTT ve srovnání se štíhlými zdravými kontrolami. 

4) Z jednoduchých klinických a biochemických parametrů (antropometrie, 

krevní tlak, glykémie nalaěno, lipidogram) neměl u žen s PCOS žádný 

dostatečnou senzitivitu a specificitu, aby mohl být využit k predikci PGT 

a/nebo DM 2. Proto doporučujeme používat diagnostický oGTT u všech 

pacientek s PCOS. 
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PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU 
PULSATILE INSULIN SECRETION 

TEREZA GRIMMICHOVÁ, JANA VRBÍKOVÁ, PETR MATUCHA, KAREL VONDRA 

Endokrinologický ústav, Praha 

SOUHRN 
Inzulín je z |)-buněk Langerhansových ostrůvků pankreatu uvolňován převážně v pulzech. Sekrece inzulínu je charakterizována 

rychlými pulzy o nízké amplitudě s periodicitou 8-15 minut a pomalými pulzy o vysoké amplitudě s periodicitou 60 140 
minut. Rychlé pulzy inzulínu inhibují jaterní glukoneogenezu a pomalé pulzy inzulínu se podílejí na periferní utilizaci glukózy. 

Nejvýznamnějšim podnětem stimulujícím sekreci inzulínu je glukóza. Mezi pomalými pulzy inzulínu a oscilacemi glykemie 
je jednoduchá zpětná vazba. Rychlé pulzy inzulínu jsou řízeny kromě oscilací glykemie i nervovými vlivy. Pankreas je bohatě 

nervové zásoben a tato inervace zajišťuje koordinovanou sekreci inzulínu ze všech ostrůvků pankreatu. Sekreci inzulínu ovlivňuje 
mnoho dalších metabolických substrátů, hormonů či neurotransmiterů. Změny jak v rychlých, tak v pomalých pulzech inzulínu 

mohou být časným projevem poruchy sacharidového metabolizmu. 
Klíčová slova: inzulín, pulz, oscilace, regulace, diabetes 

SUMMARY 
Insulin is secreted mostly in pulsatile manner from pancreatic [i-cells.There are two types of insulin pulsatile secretion: rapid and 
slow. Rapid pulses have low amplitude and high frequency (8 15 minutes), on the other side, slow ultradiane oscillations have 

high amplitude and low frequency (60- 140 minutes). The pulsatility of insulin secretion influences insulin sensitivity. 
Rapid pulses suppress hepatic gluconeogenesis. Slow pulses influence glucose utilization in the peripheral tissues. Glucose is the 

most important regulator of insulin secretion, with the feedback loop between slow pulses and blood glucose levels. 
Rapid insulin pulses besides oscillations of plasma glucose are controlled by the neural influences arising from rich autonomic 

pancreatic innervation. Many other metabolic substrates, hormones or neurotransmitters could influence insulin secretion. 
The changes in insulin pulsatility are detected early in the course of impaired glucose metabolism and it could be early and 

sensitive marker of [i cell dysfunction. 
Key words: insulin, pulse, oscillation, regulation, diabetes 

Ú V O D A TERMINOLOGIE 

V roce 1922 Karen Hansenová popsala oscilace plazma-
tické hladiny glukózy v postabsorbčním stavu (tj. po nej-
méně 12hodinovém lačnění). Souvislost oscilaci glykemie 
a inzulinemie byla zjištěna koncem 60. let. Sekrece inzulínu 
z (3-buněk Langerhansových ostrůvků pankreatu má převáž-
ně pulzní charakter. Nalačno tvoří množství inzulínu uvolně-
né v průběhu pulzů přibližně 70 % celkové sekrece inzulínu. 
Při stimulaci glukózou se podílí pulzní sekrece inzulínu nej-
méně 75 % na celkové sekreci inzulínu. Předpokládá se pro-
to, že jakýkoliv proces, který selektivně snižuje pulzní složku 
sekrece inzulínu, má zásadní vliv i na snížení celkové sekrece 
inzulínu (Porksen, 2002; Porksen et al., 1997). 

Terminologie, se kterou se můžeme setkat v literatuře, 
není úplně jednotná (Del Prato et al., 2002; Porksen et al., 
2000; Schmitz et al., 2002). Jakojpazální sekrece je některými 
autory nazývána sekrece inzulínu, která nejeví pulzatilitu. Jiní 
autoři jako bazální označují sekreci, která není indukovaná 
glukózou (tedy v postabsorbčním stavu). Pulzní sekrece inzu-
línu nasedá na bazální sekreci (obr. 1) (Schmitz et al., 2002). 

Pulzní sekrece inzulínu je charakterizována pomalými 
(ultradiánními) a rychlými pulzy. Rychlé pulzy o nízké ampli-
tudě s periodicitou 8-15 minut nasedají na pomalé oscila-
ce o větší amplitudě s periodicitou 60-140 minut. In vivo 
vzniká simultánní sekrecí inzulínu až z 1 miliónu jednotli-

vých Langerhansových ostrůvků pankreatu jeden integro-
vaný pulz (Porksen, 2002). 

V izolovaných perfundovaných pankreatech a v izolova-
ných Langerhansových ostrůvcích jsou rychlé pulzy deteko-
vatelné v médiu i při stabilní hladině glukózy. Proto mohou 
být rychlé pulzy inzulínu řízené intrapankreatickým neuro-
nálním pacemakerem nezávisle na oscilacích glykemie (Stag-

Cas (minuty) 

A - množství inzulínu uvolněného v jednom pulzu 
B - amplituda pulzu 
C - bazální (nepulzni) sekrece 
D - interval mezi pulzy 

Obr. 1 Pulzní a bazální sekrece inzulínu. 
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A - Oscilace inzulinemie bez stimulace glukózou (nalačno), 
B Oscilace inzulinemie po podáni i.v. glukózy každou 12., 7. a 10. minutu 
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Obr. 2 Ovlivnění rychlých pulzu inzulínu oscilacemi glykemie 
(volné podle Porksen et al., 2000). 

ner et al., 1980). In vivo se při regulaci rychlých pulzu uplat-
ňuje oscilace glykemie a/nebo nervové vlivy. Předpokládá 
se, že samotný hypotetický neuronální intrapankreatický 
pacemaker je citlivý na změny hladiny glukózy. 

Při srovnání rychlých pulzu inzulinu nalačno (obr. 2A) a po 
stimulaci glukózou (obr. 2B) je zřejmé, že frekvence rychlých 
pulzů inzulinu odpovídá na změnu intervalu podávání infu-
ze glukózy; pulzy inzulinu jsou pravidelnější a jsou zřetelněji 
oddělené. Dle této studie jsou malé oscilace glykemie ve 
fyziologickém rozmezí u zdravých osob schopné řídit pulza-
tilitu sekrece inzulinu s odpovídající periodicitou od 7 do 12 
minut (Porksen et al., 2000). Naopak oscilace inzulinemie je 
nezbytná pro udržení plazmatické hladiny glukózy v úzkém 
fyziologickém rozmezí (Porksen et al., 2000). 

Oscilace glykemie a pomalých pulzů inzulinu jsou blízce 
synchronní. Podobně jako osciluje hladina inzulinu, kolísá 
i hladina plazmatické glukózy. Změnou periodicity podávání 
i.v. infúze glukózy dosáhneme současně i změnu periodici-
ty oscilací hladin inzulinu (tzv. entrainment). Proto se před-
pokládá jednoduchá zpětná vazba mezi oscilacemi glykemií 
a pomalými pulzy inzulinu (Stu ris et al., 1991). 

JÁTRA, INZULÍNOVÁ SENZITIVITA A PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU 

Hlavní cílové orgány působení inzulinu jsou játra, kosterní 
sval a tuková tkáň . Inzulín je z p-bunék pankreatu uvolňován 
do portálního řečiště. Při první pasáži játry je před dosažením 
systémového řečiště z 40-80 % vychytán. V portálním řečiš-
ti detekujeme proto koncentrace inzulinu o 80-500 % vyšší 
než v systémové cirkulaci. Jedna z nedávných studií udává, 
že amplituda pulzů inzulinu v systémovém řečišti tvoří pouze 
1 % amplitudy v portálním řečišti (Meier et al., 2005) Odbě-
ry z portálního řečiště jsou ale v humánních studiích téžko 
schůdné, neboť jsou uskutečnitelné především za využití 
transjugulárního intrahepatického portosystémového shun-
tu (Song et al., 2000). Frakční extrakce inzulinu v játrech se 
může lišit podle toho, zda je glukóza jako sekreční podnět 
podána perorálně nebo intravenózně. Po p.o. podání glukó-
zy je frakční extrakce inzulinu v játrech významně nižší nežli 
po i.v. aplikaci. Předpokládá se, že za snížení frakční jaterní 
extrakce inzulinu mohou být zodpovědné gastrointestinální 
hormony anebo nervové vlivy, které jsou stimulovány během 
požití glukózy (Nauck et al., 1986). 

Před dosažením svalové anebo tukové buňky musí inzu-
lín difundovat přes cévní endotel, což dále snižuje ampli-
tudu pulzu. „Konečný signál" v periferních tkáních je tedy 
celkově zeslaben v důsledku hepatální extrakce, diluce 
v systémovém řečišti a časového opoždění amplitudy pulzu 
(Porksen, 2002). 

Pulzní sekrece ovlivňuje účinek inzulinu (inzulínovou 
senzitivitu) v periferních tkáních. Je to dáno mj. kinetikou 
inzulínových receptorů, kdy kontinuální podání inzulinu ve 
srovnáni s pulzním podáním vede k výraznější down-regula-
ci inzulínových receptorů. Rychlé pulzy inzulinu mají v por-
tálním řečišti mnohem vyšší amplitudu než posthepatálně 
v systémovém řečišti. Proto se předpokládá, že rychlé pulzy 
ovlivňují (inhibují) zejména jaterní produkci glukózy a že 
jejich posthepatální efekt na utilizaci glukózy je jen malý 
(Meneilly et al., 1997). PuJzníjDgdání inzulinu účinněji než 
kontinuální inhibuje jaterní glukoneogenezu (Ahren, 2000; 
Porksen, 2002; Schmitz et al., 2001). Je zajímavé, že tento 
efekt je závislý na frekvenci pulzů. Podávání inzulinu v inter-
valu 13 minut má výrazný efekt na inhibici endogenní pro-
dukce glukózy, při intervalu 26 minut inhibiční efekt vymizel 
(Paolisso et al., 1991). 

Naopak, pomalé pulzy inzulinu ovlivňují periferní utilizaci 
glukózy. Hladina glykemie je výrazněji snižována po pulzním 
podání inzulinu ve srovnání s konstantní rychlostí podávání 
inzulinu. Dostatečně velká amplituda pomalých pulzů inzu-
linu zajištuje po intravenózním podání glukózy, při konti-
nuální enterální výživě anebo po podání jídla v intersticiu 
periferních tkáních, lepší využití glukózy (Porksen, 2002). 

REGULACE PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU 

a) Metabolická kontrola pulzní sekrece inzulinu 
Glukóza se považuje za nejvýznamnější podnět, který 

ovlivňuje sekreci inzulinu v jednotlivé P-buňce. Samotná 
glykolýza má v p-buňce cyklické výkyvy vlivem opakující 
se aktivace klíčového enzymu glykolýzy fosfofruktokinázy. 
Oscilace glykolýzy jsou doprovázeny oscilacemi v poměru 
ATP/A DP. Zvýšení ATP a/nebo snížení ADP vede k uzavření 
ATP-senzitivních K+ kanálů. Následně dochází k depolarized 
P-buněk a k aktivaci kalciových kanálů. Nárůst koncentrace 
intracelulárního kalcia vede k exocytóze granul s inzulínem. 
Oscilace intracelulárního kalcia nejsou pravděpodobně 
podnětem pro oscilace inzulinu, ale mohou být důležité pro 
zesílení těchto oscilací (Tornheim, 1997). Hypotetický neuro-
nální pacemaker je pravděpodobně také pod vlivem změn 
v koncentraci glukózy, neboť frekvence inzulínových pulzů 
se zvyšuje z periody 7 -8 minut za bazálních podmínek na 
4-5 minut při hyperglykemii (Juhl et al., 2002). 

Dalším metabolickým regulátorem sekrece inzulinu jsou 
neesterifikované mastné kyseliny (VMK). Krátká expozice izo-
lovaných p-buněk volným mastným kyselinám za podmínek 
in vitro stimuluje sekreci inzulinu. Naopak, při dlouhodobé 
expozici (více než 48 h) je sekrece inzulinu snížená. Mecha-
nizmus, kterým VMK řídí sekreci inzulinu, není zcela jasný. 
In vivo hladiny VMK také oscilují s periodicitou 7-11 minut 
(Getty et al., 2000). Oscilace hladin VMK jsou převážně pod 
vlivem sympatického nervového systému. Předpokládala 
se existence zpětnovazebního mechanizmu mezi změna-
mi hladin VMK a oscilacemi inzulinemie. Lze předpokládat, 
že oscilace hladin VMK se mohou podílet na řízení sekrece 
inzulinu (Schmitz et al., 2001). Je známá také vzájemná závis 
lost mezi oscilacemi hladiny inzulinu a leptinu, který je jed-
ním z hormonů poskytujících informace o nutričním stavu 
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organizmu nadřazeným neuroendokrinním centrům. Vzá-
jemný vztah těchto dvou hormonů není také plně objasněn. 
(Koutkia et al., 2003). 

b) Nervová kontrola pulzní sekrece inzulínu 
Sekrece jednotlivých p-buněk v jednom z Langerhan-

sových ostrůvku je koordinována prostřednictvím elekt-
rofyziologického spojení mezi jednotl ivými buňkami. Lan-
gerhansovy ostrůvky pankreatu jsou bohatě inervovány 
parasympatickými, sympatickými i senzorickými nervy. Ner-
vová kontrola funkce endokrinního pankreatu zajišťuje in 
vivo synchronizaci sekrece všech Langerhansových ostrůvků 
(Ahren, 2000). Pro důležitou úlohu nervové regulace pulz-
ní sekrece inzulínu mluví také sledování transplantovaných 
izolovaných ostrůvků. Reinervace ostrůvků pankreatu trans-
plantovaných do jater se postupně objevuje mezi 4. až 14. 
týdnem po výkonu. Inzulín se uvolňuje v koordinovaných 
pulzech až po ukončení plné reinervace transplantovaných 
ostrůvků pankreatu (Porksen, 2002). 

V pankreatu se nacházejí nervová ganglia, v nichž končí 
vlákna dorzálního motorického jádra n. vagus. V nervových 
zakončeních v gangliích se uvolňuje acetylcholin (Ach), který 
aktivuje nikotinové receptory na postgangliových neuro-
nech. Postgangliová nervová vlákna pak inervují jednotlivé 
Langerhansovy ostrůvky. Jako neurotransmiter zde funguje 
opět Ach, vážící se na muskarinové receptory typu j.i3. Para-
sympatická inervace cestou n. vagus stimuluje sekreci inzulí-
nu a také sekreci glukagonu, somatostatinu a pankreatické-
ho polypeptidu (PP). Stanovení PP se využívá jako nepřímý 
ukazatel parasympatické aktivity nervů inervující pankreas. 

Parasympatická inervace je zajištěna i dalšími mediátory. 
V nervových zakončeních parasympatiku byly prokázány 
pomocí imunohistochemických metod peptidergní me-
diátory, jako je vazoaktivní intestinálnípolypeptid (VIP), pitu-
itární adenylát cyklázu aktivující polypeptid (PACAP) a gastrin 
releasing peptide (GRP). Předpokládá se, že neuronální intra-
pankreatický pacemaker koordinuje sekreci ostrůvků pan-
kreatu právě za pomoci peptidergního nervového systému 
(Stagner et al., 1980). 

Sympatická inervace pankreatu je zprostředkována post-
gangliovými adrenergními vlákny vycházejícími z ganglion 
coeliacum anebo přímo z pankreatických sympatických 
ganglií. Pregangliová sympatická vlákna začínají v hypo-
talamu a vystupují z míchy v úrovni C8-L3. Aktivace sym-
patiku globálně inhibuje bazální i glukózou stimulovanou 
sekreci inzulínu. Jako mediátory na sympatických nervo-
vých zakončeních fungují noradrenalin (NA), neuropeptid 
Y (NPY) a galanin. NA inhibuje sekreci inzulínu vazbou na 
a.2 adrenergní receptory p-buněk, nicméně může sekreci 
inzulínu také stimulovat, a to jak přímo, vazbou na p2-adre-
nergní receptory p-buněk ostrůvků pankreatu, tak nepřímo 
aktivací p2 a a.2 receptorů na o.-buňkách, což vede k uvol-
nění glukagonu, antagonisty inzulínu. Celkový efekt NA na 
sekreci inzulínu je proto závislý na vzájemném poméru «2-
a [32-receptorů na p-buňkách. Galanin a NPY sekreci inzulí-
nu inhibují. Sekrece somatostatinu v 5-buňkách je sympati-
kem inhibována. 

Langerhansovy ostrůvky mají také senzorickou inervaci. 
Jako neurotransmitery byly v senzorických vláknech proká-
zány substance P a calcitonin gene-related peptide-! (CGRP-1), 
které inhibují sekreci inzulínu a stimulují sekreci glukagonu 
(Ahren, 2000). 

V pankreatu byla nalezena další nervová zakončení, kte-
rá se nedají zařadit k parasympatickému, sympatickému ani 

senzorickému systému. Mezi ně patří např. nervová zaKc -

ní uvolňující oxid dusnatý a cholecystokinin (Ahren, 20CC 
Jako cefalickou fázi sekrece inzulínu označujeme sex-e-

ci spouštěnou senzorickou inervaci a ne absorbovaný" 
nutrienty. Aferentní dráha cefalické fáze sekrece inzulínu .e 
aktivována cestou čichové, vizuální a chuťové nervové dráhy 
a orofaryngeálními mechanickými receptory. Cefalická odpo-
věďinzulinové sekrece je u lidí přítomna v prvních 3 - 4 minu-
tách po podání jídla. Cefalická fáze sekrece inzulínu přispívá 
jen 1 -3 % k celkové postprandiální sekreci inzulínu, ale před-
pokládá se, že zásadním způsobem ovlivňuje postprandiáni 
vzestup glykemie, a tak i glukózovou toleranci. Pokud byla 
u potkanů podána glukóza tak, že byla obejita ústní duti-
na, a tedy vyloučen vliv cefalické fáze sekrece inzulínu, byla 
pozorována porucha glukózové tolerance (Steffens, 1976). 

Autonomní inervace ostrůvků pankreatu je důležitá pro 
řízení cefalické fáze sekrece inzulínu, synchronizaci inzulí-
nové sekrece ze všech ostrůvků pankreatu a optimalizaci 
hormonální sekrece ostrůvků pankreatu během stresových 
reakcí, jako je např. hypoglykemie (Ahren, 2000). 

c) Hormonální kontrola pulzní inzulínové sekrece 
Hormonální kontrola významně reguluje sekreci inzu-

línu. Inkretiny GLP-1 (glukagon-like peptid 1) a GIP (glukó-
zo-dependentní inzulinotropní polypeptid) se uvolňují po 
požití jídla v gastrointestinálním traktu a stimulují sekreci 
inzulínu. Proto je při navození stejné hladiny glykemie po 
perorálním podání glukózy sekrece inzulínu o 30-60 % 
vyšší než při parenterálním podání glukózy (tzv. inkretino-
vý efekt). Inkretiny zvyšují množství inzulínu produkované 
v jednom pulzu bez ovlivnění frekvence a pravidelnosti pul-
zů (Naucketal., 1986). 

IGF-1 (insulin-like growth factor-1), angiotenzin II a soma-
tostatin inhibují sekreci inzulínu tím, že sníží množství inzu-
línu produkované v jednom pulzu (Porksen, 2002; Schmitz 
et al., 2002). 

PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU U PORUŠENÉ GLUKÚZOVÉ TOLERANCE 

( P G T ) , DIABETU MELLITU ( D M ) A OBEZITY 

Diabetes mellitus 2 typu (DM 2) je heterogenní onemoc-
nění charakterizované inzulínovou rezistencí (IR) a nedosta-
tečností sekrece inzulínu. Sekreční porucha u DM 2 zahrnuje 
snížení až vymizení první fáze sekrece inzulínu po glukózo-
vém podnětu, opoždění a zeslabení sekreční odpovědi inzu-
línu na požití jídla, zvýšení molárního poměru proinzulin/ 
inzulín v plazmě a postprandiální hyperglukagonemii vedou 
cí k nedostatečnému utlumení jaterní glukoneogeneze. 

Porušená glukózová tolerance (PGT) a DM 2 jsou prováze-
ny poruchou pulzní sekrece inzulínu. U pacientů s DM 2 mají 
pulzy inzulínu celkově nižší amplitudu. Dále u nich nachá-
zíme také sníženou jaterní extrakci inzulinu, která je závislá 
právě na pulzní sekreci inzulinu. Není však zcela jasné, zda-li 
je primární příčinou vedoucí k poruše pulzní sekrece inzu-
linu neuronální dysfunkce či dysfunkce p-buněk ostrůvku 
pankreatu (Ahren, 2000), kdy můžejít o nedostatečnou citli-
vost p-buněk na glukózu a/nebo nedostatečnou odpovéd na 
malé změny koncentrací glukózy (Hollingdal et al., 2000, . 

U pacientů s PGT a s DM 2 měření intervalů mezi jednot -
vými pulzy ukázalo zpomajení oscilací glykemií bez podco-
ného zpomalení oscilací pomalých pulzů inzulinu jak nWc-
no, tak po podáníjídla.U neléčených pacientů s DM 2 b, : =z 
50 % inzulínových pulzů bez spojitosti s oscilacemi g . -
(Sturis et al., 1992).Tato částečná disociace mez: csc scemi 

jJA < ( 

/í 
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glykemie a inzulinemie může být časným projevem naru-
šeni zpětnovazební smyčky (Porksen, 2002). Jinou příčinou 
této disociace jsou vlivy zasahující za patologických stavů do 
řízení oscilačního mechanizmu; jako je např. hyperglukago-
nemie (Sturis et al., 1992). Pomalé pulzy inzulínu mají u již 
rozvinutého DM 2 menší amplitudu a jsou také méně pravi-
delné. Rychlé pulzy inzulínu jsou u DM 2 také méně pravidel 
né a kratší než u zdravých osob. 

Zvýšený poměr proinzulin/inzulin v plazmě u pacientu 
s DM 2 je důsledkem uvolňování nezralých sekrečních granul 
při chronicky zvýšeném nároku na (5-buňky (hyperglykemiea IR 
při celkově sníženém množství |í-buněk vlivem depozit amyloi-
du u DM2). Frekvence pulzů je zachovaná, množství inzulínu 
uvolněné během jednoho pulzu je zmenšeno, což vede k cel-
kově snížené inzulínové sekreci (Laedtke et al., 2000). 

Příbuzní prvého stupně pacientů s DM 2 mají vysoké 
riziko vzniku DM 2. Byla u nich pozorována nepravidelná 
pulzní sekrece inzulínu, i přestože měli normální glukózo-
vou toleranci. Porucha pulzní sekrece inzulínu byla u nich 
prokazatelná, i když první fáze sekrece inzulinu byla ještě ve 
fyziologickém rozmezí (O'Rahilly et al., 1988). Proto běžně 
uznávané tvrzení, že porušená první fáze sekrece inzulinu 
je nejčasnější porucha inzulínové sekrece u DM 2, nemusí 
odpovídat skutečnosti. Porucha ultradiánních oscilací inzu-
línu během stavu na lačno by mohla být senzitivnějším mar-
kerem poruchy |5-buněk než vymizení první fáze sekrece in-
zulinu podjlukózovém podnětu. 

U pacientů s recentním DM 1 jsou zachovány ultradiánní 
oscilace hladiny inzulinu, a to i při celkově nižším sekrečním 
výdeji inzulinu. Dále byla i u nich zjištěna méně těsná vazba 
mezi oscilacemi glykemie a pomalými oscilacemi inzuline-
mie než u zdravých osob (Bingley et al., 1992). 

U prvostupňových příbuzných pacientů s DMI, kteří měli 
pozitivní protilátky proti antigenúm Langerhansových ost-
růvků pankreatu byla srovnávána bazální sekrece inzulinu 
(nalačno) se zdravými kontrolami. U osob s pozitivními pro-
tilátkami proti antigenúm ostrůvků pankreatu byla zjištěna 
nepravidelná sekrece inzulinu ve srovnání se zdravou sku-
pinou. Porušená pulzní sekrece inzulinu byla detekovatelná 
i u osob s pozitivními protilátkami a s ještě fyziologickou 
sekrecí inzulinu při ivGTT (Bingley et al., 1992). 

Pacienti s abdominální formou obezity mají jak bazální, 
tak jídlem stimulovanou hyperinzulinemii. Na tom se může 
podílet nadmě_májTervově indukovaná cefalická fáze sekre-
ce inzulinu (Ahren, 2000). U obézních pacientů byla zjiště-
na zvýšená frekvence rychlých pulzů. Zkrácení intervalu 
mezi jednotl ivými rychlými pulzy korelovalo se současným 
snížením inzulínové senzitivity. Ultradiánní pomalé oscilace 
hladiny inzulinu mají u obézních vyšší amplitudu ve srovná-
ní se zdravými osobami (Peiris et al., 1992). 

M E T O D Y POUŽÍVANĚ K HODNOCENÍ PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU 

1) Santen a Bardin (1973) 
Santen-Bardinův algoritmus je jedna z prvních metod 

užívaných k hodnocení pulzní sekrece. Santen a Bardin defi-
novali pulz jako minimálně 20% nárůst koncentrace sledo-
vaného hormonu nad předcházejícím nadirem (viz níže). 
Hranice 20 % byla zvolena jako trojnásobek průměrného 
intra-assay koeficientu variace (Santen, Bardin, 1973). 

2) ULTRA program (1981) 
Hlavní princip tohoto algoritmu je eliminace všech vrcho-

lu, pro které není žádný přírůstek (rozdíl mezi vrcholem 

a předcházejícím poklesem) a snížení (rozdíl mezi vrcholem 
a následujícím poklesem) a které nepřekročí hranici souvise-
jící s chybou měření daného hormonu. Jako tato hranice je 
obvykle užíván dvojnásobek intra-assay koeficientu variace 
(Shapiro et al., 1988) 

3) PULSAR program 
Podstatou této metody je identifikace dlouhodobého 

trendu v sérii dat vytvářející tzv. vyhlazenou základní čáru 
(smoothed baseline). Následně se hodnotí signifikantní ná-
růst nad tuto základní čáru. Je zde využíváno několik před-
pokládaných hranic (neboli tzv. G koeficientů) ve vztahu 
k výšce a šířce pulzu (Merriam, Wachler, 1982). 

4) Clusterová analýza (shluková analýza) 
Clusterová analýza je v endokrinologii využívána k hod 

nocení sekrece mnoha hormonů (Veldhuis et al„ 1986). Pulz 
je clusterovou analýzou definován jako signifikantní zvýše-
ní hodnot vybraného hormonu nakupených v tzv. clusteru 
následované signifikantním snížením hodnot daného hor 
monu. Nadir je definován jako signifikantní pokles, který 
je okamžitě následován signifikantním nárůstem. Vrchol je 
definován jako signifikantní nárůst koncentrace sledované-
ho hormonu následovaný signifikantním poklesem, tato for 
mutace vrcholu požaduje přítomnost nadiru na obou dvou 
stranách uvažovaného vrcholu. Clusterová analýza umožňu-
je určit průměrnou šířku pulzu v minutách, maximální výšku 
vrcholu, průměrnou výšku vrcholu jako procento nárůstu 
nad nadirem, který je těsně před vrcholem, dále přírůstko-
vou amplitudu pulzu a plochu pod vrcholem. Interval mezi 
vrcholy je identifikován jako oblast s nadiry bez přerušují-
cího vrcholu (obr. 3). Program clusterové analýzy by měl 
poskytovat následující výhody: 1) detekci pulzů i při měnlivé 
bazální koncentraci hormonů, 2) v sérii dat není nutná uni-
formní amplituda pulzů, 3) statisticky jednoznačná definice 
signifikantního nárůstu a poklesu v sérii dat, což umožňuje 
určit přesně šířku vrcholu, 4) možnost použití multiple point 
kritérií k vymezení signifikantních nadirů a vrcholů, 5) sen-
zitivita k assay přesnosti v aktuální experimentální sérii dat, 
6) nezávislost na variabilitě falešně-pozitivních chyb daných 
širokým rozmezím intra-assay koeficientu variace. 

5) Dekonvoluční analýza 
Dekonvolučníanalýzaje matematická procedura vyvinutá 

pro výpočet základních znaků signálů či událostí, které nejsou 
pozorovány přímo (např. pulz, seismologická vlna). Poskytuje 
informace o očekávaném a na čase závislém oslabení původ-
ního signálu. V endokrinologii tato metoda hodnotí simul-

Interval mezi 
pulzy 

Přírůstková 
amplituda 

pulzu 

Nadir před 
vrcholem 
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Maximální \ 
amplituda ; 

pulzu 

Trváni 
pulzu 

\ 
A 

v.-* 
Nadir po vrcholu 

— Cas • 

\ 
\ 

+ 
Plocha pulzu 

Obr. 3 Základní nomenklatura pulzní sekrece hormonu 
(volně podle Urban et al., 1988). 
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nota ApEn) předpokládá významnější vnější vlivy a/nebo 
vyšší sílu vazby (Pincus et al., 1999). 

7) Spektrální a korelační analýza 
Frekvenci inzulínových pulzů můžeme hodnotit také 

pomocí spektrální nebo korelační analýzy. Tyto metody 
informují o frekvenci dané změnou koncentraci vybraných 
hormonů. Mají svá omezení, zejména pokud je přítomna 
velká variabilita ve frekvenci nebo amplitudě pulzů, anebo 
pokud máme detekovat pulzy o relativně malé amplitudě 
(Porksen et al., 1995). 

Obr. 4 Schematické znázornění využití konvolučního integrálu při hod-
noceni sekrece hormonů (volné podle Veldhuis et al., 1994). 

S - sekrečni funkce (množství hormonu uvolněné za určitý čas do distribučního 
objemu) 
E (t-z) eliminační funkce (množství hormonu odstraněné za jednotku času 
z distribučního objemu 
Dz - časový diferenciál 

tánně sekreci a eliminaci vybraného hormonu za pomoci 
konvolučního integrálu (obr. 4). Hormonální eliminace je 
popsána mono- nebo multi-exponenciální funkcí. Sekrečni 
funkce může mít podobu jednoduchého pulzu, čtvercové 
vlny, gaussovské křivky nebo může být zešikmená. 

Dekonvoluční analýza při hodnocení pulzní sekrece může 
využívat dva modely: 
1) tzv. na vlně závislý model (waveform-dependent), který 

můžeme použít, pokud známe tvar sekrečni vlny hormo-
nu. Tento model hodnotí zásadní sekrečni epizody, jejich 
počet, množství uvolněného daného hormonu během 
1 pulzu na objem systémového, distribučního objemu, 
délku trvání této epizody, amplitudu a současně počítá 
kinetiku odbourávání vybraného hormonu neboli jeho 
poločas t)/2. 

2) tzv. na vlně nezávislý model (waveform-independent) 
používáme, pokud neznáme přesně tvar sekrečni epi-
zody. Pro použití tohoto modelu je nutné a priori znát 
model kinetiky eliminace daného hormonu (Veldhuis, 
Johnson, 1994). Dekonvoluční analýzou lze u pulzní 
sekrece inzulínu hodnotit následující parametry: 1) urči-
tý počet oddělených, inzulínových pulzů objevujících se 
v určitém čase a mající 2) individuální amplitudu (maxi-
mální sekrečni výdej dosažený během pulzu), 3) obecný 
poločas pulzu (trvání algebraického, gaussovského pulzu 
v polovině maximální amplitudy), který je superimpo-
nován na 4) bazální, časově neměnnou sekreci inzulínu 
a 5) model mono-biexponenciální hormonální elimina-
ce v systémové cirkulaci (Mulligan et al., 1994; Porksen, 
2002). Dekonvoluční analýza správně identifikuje více 
než 90 % pulzů (senzitivita) a správně rozpoznává jejich 
absenci (specificita). Senzitivita dekonvoluce je ovlivněna 
amplitudou pulzu i frekvencí odběrů vzorků ke stanovení 
hladiny hormonů (Porksen et al., 1997; Veldhuis, Johnson, 
1995). 

6) Approximate entropy (ApEn) 
Metoda sloužící k hodnocení pravidelnosti hormonální 

sekrece. Narušení pravidelnosti pulzní sekrece hormonů 
bývá časným znakem endokrinní poruchy jako např. u inzu-
línové sekrece pacientů s DM 2. ApEn přiřazuje přirozené 
(nezáporné) číslo k časové řadě. Větší pravidelnost (nižší 
hodnota ApEn) svědčí pro větší autonomii hodnocené hor-
monální sekrece a naopak větší nepravidelnost (vyšší hod-
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Znalost mechanizmu vývoje poruchy pulzní sekrece inzu-
línu u DM 2, stejně jako i u jiných onemocněních doprová-
zených poruchou sacharidového metabolizmu, nám může 
pomoci pochopit příčiny dysfunkce |l-buněk. Porucha rych-
lých i pomalých oscilací hladin inzulínu pravidelně provází 
rozvinutý DM 2. Pokud je porucha pulzní sekrece inzulínu 
přítomná i u prediabetických stadií, tak by mohlo její vyšet-
ření sloužit k časné detekci ohrožených osob. 

Práce byla podpořena grantem IGA MZ ČR NR 8759-3. 
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8 ENDOKRINOLOGICKÉ ASPEKTY 
METABOLICKÝCH ONEMOCNĚNÍ 

8 .1 P U L Z N Í SEKRECE I N Z U L Í N U 

Tereza Grimmichové, Jana vrbíková, Karel Vondra 

8 . 1 . 1 Ú v o d 

Sekrece in /u l inu z bela-huněk I.angerhansových ostrůvku pankreatu má převáž-
ně pul/.ní charakter. Množství in /u l inu uvolněné \ průběhů pulsu tvoří nejméně 
75% celkové sekrece in /u l inu. V roce 1922 Karen Hansenová popsala, že hla-
dina glykemie není konstantní hodnotou, a lo ani v postabsorpčním stavu (po 
nejméně 12hodinovém lačnění). Souvislost oscilací g lykemie a inzulinemie b\ la 
/ j ištěna koncem 60. let minulého století 113|. 

Jako bazálni sekrece je některými autory nazývána sekrece in /u l inu . která 
nejev í pulzati l i tu. Jiní autoři jako bazálni označují sekreci, která není indukovaná 
glukosou (tedy v postabsorpčním stavu). Terminologie, se kterou se tedy muže 
me setkat v literatuře, není úplně jednotná [3. I2. I4 | . 1'idz.ni sekrece in /u l inu 
nasedá na bazálni sekreci (obr. 8.1) 114|. 

Rychlé pulsy in /u l inu jsou přítomné i v izolovaných perlundovaných pan 
kreatcch. a to i pokud je v médiu stabilní hladina glukosy. Proto se předpokládá, 
že i in W w jsou rychlé pulsy inzulínu řízeny imrapankreaiickým pacemakerem 
nezávisle na oscilacích glykemie. nicméně \ literatuře není o tom úplná jednota 
116| a nacházíme protichůdné údaje. Podle j iných autorů mohou být rychlé pulsy 
in /u l inu řízeny oscilacemi glykemie nebo nervovými v l ivy |4|. 

Pomalé oscilace glykemie a hladiny in /u l inu jsou blízce synchronní. Podobně 
jako osciluje hladina in /u l inu . kolísá i hladina plasmatické glukosy. Změnou 
periodicity podávání i. v. in fuze glukosy dosáhneme současně i změnv periodi-
city oscilací hladin inzulínu (tzv. entrainment). Proto se předpokládá jednoduchá 
zpětná vazba mezi glykemií a pomalými pulsy inzulínu 11 81. 
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Rychlé i pomalé pulsy jsou přítomny za hazálních podmínek při lačnění i při kun 
stanlní infuzi glukosy. Při stimulaci glukosou jc /.výšena amplituda jak rychlých, i.ik 
pomalých oscilací inzulínu. In vivo vzniků simultánní sekrecí inzulínu až z. ! milionu 
jednotlivých Langerhansových ostrůvků pankreatu I integrovaný puls. 

Je znám vliv pul/ni sekrece inzulínu na účinek inzulínu (na inzulínovou sen 
zil ivi lu) v periferních tkáních. Protože inzulín je vychytáván až z 80 c/< při první 
pasáži játry, mají rychlé oscilace v portálním řečišti mnohem vyšší amplitudu 
než. posthepatálně v systémovém řečišti. Proto se předpokládá, že rychlé pulsy 
ovlivňují (inhihují) zejména jaterní produkci glukosy a že jej ich posthepaiáliu 
elekt na ulili/.aci glukosy je jen malý [6|. 

Naopak, pomalé (ultradiánní) oscilace s periodicitou 80-150 minut o velke 
amplitudě stimuluji periferní utilizaci glukosy. Po intravenóznim podání glukosy , 
kontinuální enterální výživě anebo po podání jídla dostatečně velká amplituda 
pomalých pulsu inzulínu zajišťuje v intcrsticiu periferních tkání výraznější peri 
ferní využití glukosy. 

Hladina glykemie je výrazněji snižována po pul/ním podání inzulínu ve sro\ 
nání s konstantní rychlostí podávání inzulínu. Pul/ní podání inzulínu účinněji 
inhibuje jaterní glukoneogenezi stimulovanou glukagonem 11. I I . 15]. Je zají-
mavé, že tento elekt je závislý na frekvenci pulsu. Podávání inzulínu v intervalu 
13 minut má výrazný efekt na inhihici endogenní produkce glukosy, při intervalu 
26 minut inhibiční efekt vymizel 

M l .2 Pu l /n i sekrece inzul ínu rf ja t ra 

I li.iv ni i iluu- i>i".ui\ PUST>1 K III III/IIImu |MHI |atia. kosterní sval ;i tuková tkáň In/u 
ii |e / />' Ininek pankiealu uvolňován do portálního řečiště. Při pr\ ni pasáži játry je 

il dosaženiiu systémového řečiště z 40 80(.-< vychytán. V portálním řečišti de-
••iijenie proto koncentrace inzulínu o 80 Ó00':< vyšší než v systémové cirkulaci, 

i Mlíčry / portálniho řečiště jsou však \ humánních studiích těžko schůdné, neboť 
i i >n uskutečnitelné především za v y užití transjugulárního intrahepatického porto-
v šlemového shuntu. Frakční extrakce inzulínu \ játrech se muže lišit podle toho. 
da je glukosa podána perorálně. nebo pokud obejdeme gastroimesiinální trakt, 

podáním glukosy i. v. Po p. o. podáni glukosy je trakční extrakce inzulínu v ját-
H-cli významně nižší nežli po i. v. aplikaci. Předpokládá se. že za snížení frakční 
laterní extrakce inzulínu mohou být zodpovědné gastrointestinálni hormony anebo 
nervové vlivy, které jsou stimulovány během požiti glukosy |7|. 

V arteriálním řečišti je amplituda pomalých i ry chlých pulsu inzulínu snížena 
na cca 30 c/c. Před dosažením svalové anebo tukov é buňky musí inzulín difundo-
val skrz cév ní endotel. což dále snižuje amplitudu pulsu. V důsledku hepatální 
extrakce, diluce v systémovém řečišti a časovým opožděním amplitudy pulsuje 
celkově oslaben ..konečný signál" 11 11. 

8.1.3 Regulace pulzní sekrece inzul ínu ' 

8.1.3.1 METABOLICKÁ KONTROLA PULZNÍ SEKRECE INZULÍNU 

Glukosa se považuje za nejvýznamnější podnět, který ov livňuje řízení pulzní 
sekrece inzulínu. Samotná glykolýza má cyklické výkyvy. Katabolismus gluko-
sy vede ke zvýšení intracclulárního poměru ATP/ADP. k depolarizaci jS-bunčk 
uzavřením ATP-senzitiv nich K" kanálu a následně k aktivaci kalciových kanálu. 
Nárůst koncentrace intracclulárního kalcia vede k exocytóz.e granul s inzulinem. 
Předpokládá se. že každá jednotlivá /i-buňka funguje jako pacemaker pro pulzní 
regulaci metabolismu glukosy a sekreci inzulínu. Hypotetický neuronální pa-
cemaker je pravděpodobně také pod vlivem změn v koncentraci glukosy, neboť 
frekvence inzulínových pulsu se zvyšuje z periody 7-8 minut za hazálních pod-
mínek na 4- 5 minul při hyperglykemii |5|. 

Krátká expozice neesterifikovaným mastným kyselinám (FFA) stimuluje 
sekreci inzulínu za podmínek in vino na izolovaných [i-buňkách. Naopak, při 
dlouhodobé expozici (více než 48 h) je sekrece inzulínu snížená. In vivo hladiny 
FFA také oscilují. Oscilace FFA je pravděpodobně řízena centrálním nervovým 
svstémem. při použití /J-blokady dochází k narušení pravidelnosti oscilací hla-
diny FFA. Předpokládala se existence zpčtnovazebného mechanismu mezi FFA 
a inzulínem. Nicméně při podání glukosy je v idět v zájemná nezáv islost oscilací 
koncentrací FFA a inzulínu, což tuto teorii nepodporuje 115]. 



8 . 1 . i . Z N I I ť V O V A K O N I K O I A IMJI / N I M K l í ) ( I I N / I J I I N U 

I .angei hansov v oslniv kv pankreatu |sou holiale mervovauv paiasv nipatickv mi. 
sympatickými i senz.oriekvmi nerv v. Nervová konin>l.i funkce endoki inniho pan 
krcalu zajišťuje in vivo synchronizaci sekrece všech I .angerhansov ých oslniv ku. 
Sckrccc jednotl ivých buněk v jednom ostrůvků je pak koordinována prostřednic-
tvím clektrofyziologického spojení mezi jednotlivými buňkami 111. 

V pankreatu jsou nervová ganglia, v nich/ končí vlákna dorzálního motoric-
kého jádra n. vagus. V nervových zakončeních v gangliích se uvolňuje acetyl-
c liolin (Ac h), který aktivuje nikotinové receptory na postgangliov ých neuronech. 
Postgangliová nervová vlákna pak inervují jednotlivé l.angerhansovy ostrův ky. 
Jako neurotransmiter zde funguje opél Ach. vážící se na muskarinové receptory 
typu / j3. Vagová inervace však využívá i další mediatory, v nervových zakon-
čeních parasy mpatiku byly prokázány pomocí imunohistochemických metod 
peplidergní mediatory, jako je vaz.oaktivní intestindhiipolypcptid (VIP), pitui-
tdrní adenyldtcykldz.il aktivující polypcptid (PACAP) a gastrin releasing peptide 
(GKP). Parasympatická aktivita přes n. vagus stimuluje také sekreci glukagonu. 
somatostatinu a pankrealického polypeptidu (PP: jeho stanovení se využív á jako 
nepřímý ukazatel parasympatické aktivity nervu inervujících pankreas). 

Sympatická inervace pankreatu je zprostředkována postgangliov ými adre-
nergními vlákny, vycházejícími z ganglion coeliacum anebo přímo z pankrea-
tiekých sympatických ganglií. Pregangliová sympatická v lákna začínají v hy-
pothalamu a vystupují z míchy v úrovni C8-L.3. Aktivace sympatiku globálně 
inhibuje bazální i glukosou stimulovanou sekreci in/ul inu. Jako mediatory na 
sympatických nervových zakončeních fungují noradrenalin (NA), neuropeptid Y 
(NPY) a galanin. NA muže sekreci inzulínu stimulovat, a to jak přímo (vazbou na 
/l-adrenergní receptory na /i-buňkách). tak nepřímo aktivací a «,-reccptorii na 
a-huňkách. což vede k uvolnění glukagonu. antagonisty in/ul inu. NA však také 
muže inhibovat sekreci in/ul inu. pokud se váže na a,-receptory na /i-buňkách. 
Celkový efekt NA na sekreci in /u l inu je proto závislý na vzájemném poměru 
a , a /^-receploru. Galanin a NPY sekreci in/ul inu inhibují. Sekrece somalosta-
tinn v íVbuňkách je sympatikem inhibována. 

l.angerhansovy ostrůvky mají také senzorickou inervaci. Jako neurotransmi-
lery byly v senzorických v láknech prokázány substance P a calcitonin gene-
-related peptide I (CGKPI). které inhibují sekreci in /u l inu a stimulují sekreci 
glukagonu [ 11. 

Pul/ní sekrece in /u l inu je řízena odlišně od pul /ní sekrece glukagonu |8|. 
V pankreatu byla nalezena další nervová zakončení, která se nedají zařadit k pa-
rasympatickému. sympatickému ani senzorickému systému. Mezi ně patří např. 
nervová zakončení uvolňující oxid dusnatx (inhibice svntázy oxidu dusnalého 
inhibuje sekreci in/u l inu) a cliolecysiokinin (stimuluje sekreci in/ul inu). Před-

poklad. i R . U I C M p.uií IR. IHI l.\ I K I V O V V incclianisinus. nehol jsou /n.ima 
licí \ o v ,i piopo|eui n i r / i ;'.iu" li i duodena .1 pankreatu | I |. 

I.iko i , /íilh Lnu /<;. i si krči i in uhnu o/načujeme sekreci spouštěnou senzo-
nckou inervaci a ne absorbovanvmi nulrienty. Alerenmí dráha celalické fáze se-
krece in/ul inu je aktivována cestou čichové, vizuální a chuťové nervové dráhy 
a o r o f a r y ngeálními mechanickými receptory. Ceťalická lá/e sekrece in/ul inu při-
spívá jen I 3'/< k celkové postprandiální sekreci in/ul inu. ale předpokládá se. že 
/ásadním /působeni ov livňuje postprundialní v z.estup glv kemie. a lak i glukoso-
vou toleranci. Ceťalická odpov ěď in/ul inové sekrece je u lidí příiomna v prv nich 
3 -4 minutách po podání jídla. 

8.1.3.3 HORMONÁLNÍ A FARMAKOLOGICKÁ KONTROLA PULZNI IN/Ul INOVi 

SEKRECE 

I lormonální kontrola významně reguluje sekreci inzulinu. inkretiny d l i ' / i yln 
kagon-like peptide l ) a GIP (glucose dependent insulinotropic polypeptide) se 
uvolňují po požití j ídla v gastrointestinálním traktu a stimulují sekreci in/ulmu 
Proto je při navození stejné hladiny glykemie po perorálním podáni v l u k n s v 

sekrece in/ul inu vyšší o cca 30-60% než při parenterálním podání glukosy ( i / \ 
inkrelinovx efekt). Inkretiny zvyšují množství in /u l inu produkované v j e d n o m 

pulsu bez ovlivnění frekvence a pravidelnosti pulsu. 
IGI'-I (insulin-like growth factor I) a angioienzin II inhibují sekreci inzuli 

nu tím. že sníží množství in /u l inu produkované v jednom pulsu 11 I. I4|. lake 
somatostatin inhibuje pul/ní sekreci in/ul inu. 

Pul/ní sekreci in /u l inu lze ovl ivnit i ťarmakologicky. Perorálníantidiaheiiku 
zvětšují amplitudu pulsu in/u l inu be/.e /měny jej ich ťrekvence 11 1. I4|. Sujlo 
nylureové deriváty (g l ik la / id a tolbutamid) zvětšují množství in /u l inu uvolněné 
v jednom pulsu, /a l ímeo poměr me/ i ha/ální a pulzní sekrecí inzulínu se nemě-
ní. Repaglinid působí jako postprandiální regulátor hladiny glykemie. zvyšu 
je bazální sekreci i množství in /u l inu uvolněné v jednom pulsu a neovlivňuje 
frekvenci pulsu. 

Tliiaz.olidindiony (TZD) zvyšují in/ul inovou senzitivitu: jsou účinné zejména 
ve svalové a tukové lkáni, kde zvyšují ulil izaci glukosy, v hepatocytech snižuji 
glukoneogene/.i a mají i efekt antioxidační. Podání glita/.onu je následováno vý-
znamným poklesem plasmatických koncentrací 1-FA. což vede ke snížení jej ich 
lipotoxického působení na /i-buňky, a tedy ..sekundárně" ke zlepšení in/ul ino-
vé sekrece. Při terapii troglita/onem dochází k úpravě pravidelnosti ultradiánní 
pulzní sekrece inzulinu. 



8.1 .4 Pulzní sekrece inzul ínu u porusene y lukosove 
to lerance (PGT), d i a b e t u mel l i tus (DM) a obez i ty 

Diabetes mellitus 2. lypu (DM2) je heterogenní onemocněni charakterizovaní 
inzulínovou rezistencí (IR) a absolutní nebo relativní nedostatečností s e k r e c e m 
zulinu. Sekreční porucha u DM2 zahrnuje snížení až vymizeniprvníJ<i:, seku ,, 
inzulínu po glukosovém podnětu, opoždění a zeslabení sekreční odpovědi in/ul i 
nu na požití j ídla a zvýšení molárního poměru proinzulín/inzulin v plasmě. 

I. pacientu s PGT a s DM2 měření intervalu mezi jednotlivými pulsy ukázali> 
zpomalení oscilací glykemie bez podobného zpomalení oscilací hladin inzulínu 
jak za stavu lačnění, tak při podání jídla. Tato částečná disociace mezi oscilacemi 
glukosy a inzulínu muže být časným projevem narušení zpětnovazebně smyěkv 
11 11. U neléčených pacientu s DM2 byla prokázána porucha ve zpětné vazbě mezi 
hladinami glykemie a sekrecí inzulínu, kdy je až 50 9ř inzulínových pulsu be/ 
spojitosti s oscilacemi glykemie 117|. Rychlé pulsy inzulínu jsou méně pravidelné 
a kratší než u zdravých osob. Ultradiánní oscilace hladiny inzulínu mají u již roz 
vinutého DM2 nižší amplitudu a jsou také méně pravidelné. Porucha inzulínové 
sekrece u DM2 pravděpodobně souvisí bud s nedostatečnou citlivostí na glukosu 
a/nebo nedostatečnou odpovědí na malé změny koncentrací glukosy |4|. 

Příbuzní prvého stupně pacientu s DM2 mají vysoké riziko vzniku DM2. 
Porucha pulzní sekrece inzulínu u nich byla delegovatelná. i když. první fáze 
sekrece inzulínu byla ještě v normálním rozmezí. Proto běžné uznávané tvrzení, 
že porušená první fáze sekrece inzulínu je nejčasnější detegovatelná porucha 
inzulínové sekrece u DM2. nemusí odpovídat skutečnosti a je možné, že porucha 
ultradiánních oscilací inzulínu během stavu na lačno by mohla být senzitiv něj-
ším markerem poruchy /Tbuněk než vymizení první fáze sekrece inzulínu po 
glukosovém podnětu. 

U pacientu s recentním DM 1 jsou sice zachovány ultradiánní oscilace hladiny 
inzulínu, ale při nižším sekrečním výdeji inzulínu. Byla u nich zjištěna méně 
těsná vazba mezi oscilacemi glykemie a pomalými oscilacemi inzulinemie než 
u zdravých osob [2|. 

Pacienti s abdominální formou obezity mají bazální i stimulovanou hyperin-
zulineniíj po j jdle. na čemž se muže podílet nadměrná nervově indukovaná inzu-
línová sekrece a celalická fáze sekrece inzulínu. U obézních pacientu byl zjištěn 
zkrácený interval mezi jednotl ivými rychlými pulsy inzulínu, a tedy zvýšená 
Irekvence rychlých pulsu. Zkrácení intervalu mezi jednotlivými rychlými pulsy 
korelovalo se současným snížením inzulínové senzilivity. Ultradiánní pomalé 
oscilace hladiny inzulínu mají u obézních vyšší amplitudu ve srovnání se zdra-
vými osobami | 1()|. 

8.1.5 Pulzní sekrece inzul ínu ve sti in 

I 'nii i-s stai nutí |e charakterizovali zhoršováním glttkosovc tolerance. Inzulínová 
ekrecc se s t a v a více nepravidelnou, což se projev i jako částečná disociace vazby 

mezi oscilacemi mzuTinenue glykemie. 1 starých osob nepravidelnost pulzní se-
krece inzulínu souvisí s involučnimi změnami v nervové regulaci pankreatickych 
I iinkcí. 

/.a podmínek nalačno jsou rychlé pulsy charakterizov ány snížením amplitudy 
i množství inzulínu uvolněného během jednotlivého pulsu. S věkem se snižu-
|e postprandiální suprese jaterní glukoneogeneze. Zdá se. že snížena amplituda 
rvchlých inzulínových pulsu u starých lidí muže přispívat ke zhoršené regulaci 
jaterní produkce glukosy |6|. 

Ultradiánní oscilace inzulínu při podmínkách nalačno mají sníženou lrekvenci 
bez. změny amplitudy. Při hyperglvkemii navozené infuzí glukosy je pak snížená 
i amplituda těchto ultradiánních oscilací. 

Závěr 

Znalost mechanismu vývoje poruchy pulzní sekrece inzulínu u DM2. stejně 
jako i u j iných onemocnění doprovázených poruchou sacharidového metaboli-
smu. nám muže pomoci pochopil příčiny dysfunkce /i-buněk. Není jasné, zda 
při vzniku diabetické poruchy jsou primární metabolické defekty nebo genetic 
kv podmíněné defekty funkce (1-buněk. Výrazná porucha rychlých i pomalých 
oscilaci hladin inzulínu pravidelně provází rozvinutý DM2. Pokud je porucha 
pulzní sekrece inzulínu přítomná i u prediabetických stadií, mohlo by její vyset 
ření sloužit k časné detekci ohrožených osob. 

Práce bxla podpořena grantem IGA M/.d ČR NR S'759 .?. 
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8.2 LÉČBA GLUKOKORTIKOIDY A PORUCHY GLUKOSOVÉ 

TOLERANCE 

Karel Vondra, Richard riarr.pl 

8.2.1 Ú V O D 

Zájem t) poruchy metabolismu glukosy resp. glukosové tolerance při léčbě glu-
kokortikoidy (GK) ve srovnání s pozorností, která je věnovaná vedlejším účin-
kům léčby GK v oblasti metabolismu kostí, rustu dětí nebo očních komplikací, 
/.ustává stále jen malý. Především chybějí srovnatelná dala z velkých prospek-
tivních studií, k dispozici jsou jen výsledky malých klinických či klinicko-ex-
perimentálních studii. Cílem tohoto krátkého přehledu je upozornit na význam 
této oblasti stojící stranou hlavní pozornosti, na některé nové poznatky i moderní 
možnosti, jak ovlivnit nepříznivé účinky stále více předepisovaných GK na me-
tabolismus glukosy. 

8.2 .2 G lukokor t i kou iy .i metabo l ismus glukosy 

( i luki ikui l ikoulv s u m kuli l i . ini/ul.n nun působením \ oblasti glv koivgulace 
.i glukosové tolerance map spolu s glukanonem. rustov v m {uinnonem a kale 
cliolaniiny zasadili vyznám při udržování glykémie \e fyziologickém rozmezí, 
l o j e důležité při negativní energetické bilanci a při zajišťováni přednostního 
zásobování mozku a nervové tkáně glukosou v zátěžových situacích. 

I mechanismu účinku GK na metabolismus glukosy se uplatňuje: 
a) /výšeni endogenní tvorby glukosy 

GK mají podle současných představ přímý v liv na glukoneogenezi jen malý 
a ovlivňují její aktivitu hlav ně nepřímo: 
• Up-regulaeí genové exprese pro enzy m ťosťolruktokiná/u -2 (PI'K 2) /v v 

sují obsah tohoto enzymu v tkáních. T ímto mechanismem GK v ý/namně 
regulují hladinu fruktosa-2.6-bisl'oslalu v játrech, který je důležitým intra-
celulárnim regulačním faktorem aktivity glukoneogeneze. 

• Zvýšením koncentrace glukoneogenních substrátu v krvi (laktát. alanin. 
glutamin. glycerol), aktivací lipolýzy a proteolýzy v periferních tkáních, ze-
jména v tukové a svalové lkáni, i zvýšením tvorby laktátu ve svalu. GK po 
vazbě na cytosolové receptory a translokaci k buněčnému jádru, zde v inter-
akci s řadou dalších regulačních faktoru (jako jsou další steroidy. hormony 
štítné žlázy, mastné kyseliny a další molekuly), stimulují resp. i nh i bují expre-
si genu odpovídajících za syntézu enzymu / uvedených metabolických drah. 
Zda a do jaké míry se podílejí na rychlém zvýšení lipolýzy či proteolýzy 
v periferních tkáních i negenomové velmi rychlé účinky GK. je předmětem 
diskuse. Příkladem synergie genomových a negenomových účinku je akti 
vace dalšího rychlost určujícího enzymu glukoneogeneze Ibsloenolkar-
boxykinázy (PF.PCK) vedle kortisolu působícího prostřednictv ím svých 
nitrobuněčných reeeptoru se zde uplatňuje signální dráha zahajovaná aktivaci 
proteinkinázy A cyklickým adenosinmonofosfátem (cAMP). kde důležitým 
mezičlánkem fosfory lační kaskády je aktivace dalšího enzymu argininme-
thyllransleráz.y asociované s koaktivátoreni (coactivator-associated arginine 
meihyltransferase I. CARM- i). Dostupnost mastných kyselin jako energe 
tického substrátu a glukoneogenních prekurzoru je významným regulátorem 
glukoneogeneze. Zvyšující se intenzita oxidace mastných kyselin v játrech 
je spojena se zvýšenou tvorbou acetyl-CoA a citrátu. AcelvI-CoA inhibuje 
aktivitu pyruvátdehydrogenáz.y. stimuluje naopak pyruvátkarboxylá/u. Pv 
ruvát tak zůstává přes tvorbu oxalacetátu k dispozici pro glukoneogenezi. 
Zvýšená koncentrace citrátu vede k inhibici fosfoťruklokinázy I i 2 (PI 'K I. 
Pl-K-2). Důsledkem je zvýšená konverze Iruktosa-1,6-bisfosl'ál na fruktosa-
6-l'oslat a cestou glukosa-6-l'osfátu i zvýšená tvorba glukosy . Zvy šuje se i po-
měr redukované formy N'ADH k formě oxidované NAD' . Zvýšený poměr 
NADH/NAD* rovněž, významně stimuluje aktivitu glukoneogeneze. 
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Summary 

Objective: To examine the impact of family history of diabetes 

mellitus 2 (DM 2) on insulin sensitivity and secretion in lean 

women with polycystic ovary syndrome (PCOS). Thirteen healthy 

women (C), 14 PCOS without family history of DM 2 (FH-) and 

8 PCOS with family history of DM 2 (FH+) were examined using 

euglycemic hyperinsulinemic clamp and an arginine secretion test 

(insulin and glucagon at fasting glycemia (AIRFG and AGRfG) and 

at hyperglycemia (AIR,., and AGRu)). FH+ women were more 

insulin resistant than FH- with lower insulin sensitivity index 

corrected per lean body mass (p<0.05). They had significantly 

higher triglycerides (p<0.05) and lower HDL-cholesterol (p<0.05) 

than C or FH- women. Concerning insulin secretion, AIR re was 

increased in FH+ women comparing FH- women (p<0.05). 

Disposition indices derived from AIRFG or AIRH and insulin 

sensitivity index did not differ between FH+ or FH-. Thus, women 

with PCOS with the concomitant family history of DM 2 have 

lower insulin sensitivity than healthy control women. Insulin 

resistance observed in these women with PCOS is compensated 

by increased insulin secretion. 
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Introduction 

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is 
considered as a risk factor for diabetes mellitus type 2 
(DM 2). However, only a fraction of PC'OS-affected 
women wil l eventually develop diabetes (Legro et al. 
2004). It is possible to suppose that only a subgroup of 
PCOS-affected women is at a special risk for DM 2. Risk 
factors of DM 2 include family history of DM 2. obesity, 
insulin resistance and defects in insulin secretion. 

Family history of DM 2 occurred with a 
significantly greater frequency in women with PCOS 
with impaired glucose tolerance (IGT) or with DM 2 than 
in those with normal glucose tolerance (Khrmann et al. 

2005). Insulin resistance is supposed to affect a 
significant proportion of women with PCOS (Legro el al 
2004). but not all women with PCOS are insulin-resistant. 
We have previously shown using euglycemic clamp that 
only obese, but not lean women with PCOS were more 
insulin-resistant than lean controls (Vrbíková et a! 2004). 
T hese results agree with other studies (llolte et al. 1994. 
Ovesen et at. 1993). However, some investigators have 
found insulin resistance in both lean and obese women 
with PCOS (Dunaif el al. 1989. 1992. Toprak et al. 
2001). The cited studies were not controlled exactly for 
the factors known to influence the degree of insulin 
resistance, such as the family history of DM 2. 

B-cell dysfunction is another risk factor 
contributing to the development of DM 2. It is important 
to examine simultaneously insulin sensitivity and 
secretion by independent methods, as these variables are 
interrelated. Insulin secretion increases with decreasing 
insulin sensitivity, and vice versa, to maintain normal 
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glucose tolerance (k.ahn et al. 1993). Discrepant results 
concerning insulin secretion in women with PCOS were 
also published. G-cell dysfunction inherent to PCOS and 
independent of obesity and family history of DM 2 was 
described using ivGTT in women with PCOS (Dunaif 
and Finegood 1996). On the other hand, an increased 
insulin secretion normalized for insulin sensitivity over 
the entire range of BMI was found, when women with 
PCOS were examined by ivGTT and euglyceniic clamp 
(Holte et al. 1994). Ehrmann et al. (1995) used ivGTT. 
oscillatory and graded i.v. glucose infusion to assess 
insulin secretion in obese women with PCOS and found 
B-cell dysfunction only in women with family history of 
DM 2. 

We hypothesized that women affected with 
PCOS with a first degree relative suffering from DM 2 
could have more profound defects in insulin sensitivity 
and B-cell function than those without family history of 
DM 2. We decided to use arginine secretion test to 
evaluate simultaneously different aspects of B- and a-cell 
function. Euglycemic clamp was used as an independent 
measurement of insulin sensitivity. Arginine secretion 
test has the advantage of using isoglycemic condition in 
all subjects and was thoroughly validated for the 
measurement of insulin secretion (Larsson and Ahren 
1998). 

Subjects and Methods 

Women with PCOS (n i :22) diagnosed according 
to NIH criteria (Dunaif 1997). were enrolled in the stud) 
in an outpatient tertiary endocrine care department. Eight 
of them had family history of DM 2 among their first 
degree relatives (FH+). The rest of the group (n 14) was 
free of family history of D M 2 (FH-). Al l women had a 
clinical manifestation of hyperandrogenemia presented as 
hirsutism and/or acne and an elevation of the free 
testosterone index > 6 and/or androstenedione above the 
upper limit of the normal range. Al l of the women were 
in good health without any other serious disorder. 
Women with epilepsy or migraines were excluded. In all 
patients 17-OH progesterone levels were determined in 
the early follicular phase of their cycle, and i f levels were 
between 5-10 nmol/l. an ACTH test was used to exclude 
late-onset congenital adrenal hyperplasia. Hyperprolacti-
nemia (prolactin levels), hypercortisolism (plasma 
C o r t i s o l , and i f necessary. 24-h urinary C o r t i s o l excretion 
or short dexamethasone suppression test with 1 mg of 
dexamethasone at 22-23 p.m.). thyroid dysfunction (TSH. 
fT4. anti-thyreoglobulin and anti-thyroid-peroxidase 

antibodies) were excluded. The control group was 
composed of healths women (n 13) who were free of 
an\ clinical signs of hyperandrogenism and showed 
regular menstrual cycles (28-33 days). They also had not 
used oral contraceptives for at least the preceding 3 
months. lhe\ were recruited from the health care 
personnel and from subjects seeking endocrine 
evaluation, after excluding any endocrine pathology. 

The local ethical committee of the Institute of 
Endocrinology approved the protocol of the stud\. 

The patients and controls were evaluated at the 
clinical department as outpatients, and after signing a 
written informed consent they underwent clinical 
examination, and blood sampling for hormonal and 
biochemical examinations between days 3 and 6 of the 
menstrual cycle or. in the case of secondary amenorrhoea. 
at any time. Weight and height was measured and lean 
body mass was calculated according to the equation of 
Hume (1966). Two blood pressure readings were 
obtained from seated patients after a 10-min rest: the 
mean value was used for further analysis. After basal 
blood samples were taken, oral glucose tolerance test 
(oGTT) with sampling for blood glucose, insulin and C 
peptide in the O'1'. 30'1', 60'h and 120'" minutes was carried 
out w ith 75 grams of oral glucose load. Samples were 
centrifuged and plasma was frozen at 20 °C until 
analysis. Glucose tolerance was evaluated according to 
revised WHO criteria (1997). In controls and FH . 
normal glucose tolerance was found, in one subject with 
FH •. impaired glucose tolerance was found. 

Euglycemic hyperinsulinemic (I mi l .kg .min1) 
clamp was performed as described previously (DeFronzo 
et al. 1979). Insulin sensitivit) was determined from the 
values obtained during the steady-state period, between 
100'" -120lh minutes. Target blood glucose level was 5.0 
mmol/l. with the coefficient of variance less than 5 %. 
Following parameters were calculated based on clamp 
results: glucose disposal rate (M) was defined as the 
amount of glucose supplied by the infusion to maintain 
the desired blood glucose level (M. (.imol.kg '.min '). and 
the insulin sensitivity index (ISI. umol.kg' .min 1 per 
m l l U x 100) was defined as the ratio of glucose 
disposal rate and the average insulin concentration during 
the observed period corrected either for kilogram of body 
weight (ISI) or per kilogram of lean body mass 
(ISI-LBM). 

To evaluate a- and P-cell secretion, an arginine 
test was performed as described b\ Larsson et al (1998). 
Briefly, intravenous cannulae were placed in antecubital 
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veins on both arms (one for glucose infusion and the 
second for sampling). Baseline samples for insulin and 
glucagon were taken at -5 , h and 2"d minutes. 
Subsequently. 5 g of arginine (diluted in 40 ml of 
phy siological solution) was applied at time 0 during 50 s 
as an intravenous bolus and samples for insulin and 
glucagon were taken again at the 2"d, 3rd, 4,h and 5"' 
minute. After that, a variable-rate infusion of 15 % 
glucose solution was started in order to raise and maintain 
blood glucose levels between 13-15 mmol'I and finally, 
new baseline samples were taken; arginine bolus was 
repeated and new samples for insulin and glucagon were 
taken at the 2nd. 3'd, 4'1' and 5,h minute thereafter. 

Blood glucose was determined in the whole 
blood by electrochemical method (Super GL. Dr. VUiller 
Gerate Ban. GmbH, Freital Germany). ( ' peptide was 
estimated by IRMA (Immunotech, Prague, Czech 
Republic), with an intra- and inter-assay CV of 4.1 % 
and 5.1 %. respectively. Insulin was estimated by IRMA 
(Immunotech. Prague. Czech Republic) with an intra-
and inter-assav CV of 4.6 % and 5.3 %. respectively. 
Total cholesterol. HDL cholesterol and triglycerides 
were assessed by photometry (Ecoline 25. Merck 
Vitalab Eclipse. Darmstadt. Germany), with intra-assay 
CVs 1.6 %. 1.7 % and 1.2 % and inter-assay C'Vs of 1.9 
%, 2.1 % and 1.9 %. respectively. Testosterone (T) was 
determined by RIA w ith the use of own antiserum (anti-
testosterone-3-carboxymethyloxid BSA). with intra-
assay and inter-assay CVs of 10.2 % and 10 %. 
respectively. Androstenedione (A) was estimated by 
RIA with the use of own antiserum (anti-
androstendione-6-carboxymethyl-oxide BSA). with 
intra-assay and inter-assay CVs of 10%. and 10.2 % 
respectively. Dehydroepiandrosterone (DHEA) was 
estimated after extraction with dichloromethane by RIA 
(Immunotech. Marseille. France), with an intra-assay 
CV of 6 % and inter-assay CV of 12.1 %. 
Dehydroepiandrosterone sulfate (DHF.A-S) was 
estimated by RIA (Immunotech. Marseille, France), 
with an intra-assay CV of 3.5 % and inter-assay CV of 
10.2 %. 17-0H progesterone (17 OHP) was determined 
after diethylether extraction with RIA (Immunotech. 
Prague. Czech Republic), with an intra-assay CV of 5.2 
%, and inter-assav CV of 6.5 °o. Estradiol was 
determined with RIA (Immunotech. Prague. Czech 
Republic) with an intra-assay CV of 4.4 % and an inter-
assay CV of 4.6 %. Luteinizing hormone (LH) was 
determined by IRMA (Immunotech. Prague, Czech 
Republic) with an intra-assay CV of 3.7 % and an inter-

assay CV of 4.3 °o. Follicle-stimulating hormone (FSH) 
was determined b\ IRMA (Immunotech. Prague. Czech 
Republic) with an intra-assay CV of 2.6 V and an inter-
assay CY of 4.5 °o. Sex-hormone binding globulin 
(SHBG) was determined b> IRMA (Orion. Lspoo. 
Finland) with an intra-assay CY of 6.1 V and an inter-
assay CY of 7.9 %. 

( amputations am! statistics 
The homeostatic model assessment of insulin 

resistance (HOMA-IR) was calculated as: fasting insulin 
(mi l ' 1) x fasting glucose (mmol I) 22.5 (Matthews et al 
1985). 

The acute insulin response (AIR) to arginine 
was calculated as the mean of -2 to *5 min samples 
minus the pre-stimulus insulin concentration for the 
fasting values ( A I R M | ) and glucose-potentiated values 
( A 1 R U ) . The slope between A I R at fasting blood 
glucose and at blood glucose 14 mmol I (slopeAm 
A A I R A glucose) was calculated as a measure of the 
glucose potentiation of (i-cell secretion since it is known 
that augmentation of the insulin response to arginine is 
linearly related to the glucose level al levels below 17 
mmol I. T he acute glucagon response ( A G R M , A G R U ) 

and the slope«pK were calculated in the same manner. 
Disposition indices (Di) were calculated according to 
Kalin et al. (1993) using the values of IS1 and A I R U I 

(DiK ; ) , A1RU ( l ) i ( l) or slopc\|K (Dis). kruskal-Wallis 
one-yvay A N O Y A yyas done. 1'lie individual differences 
between the subgroups were evaluated by kruskal-
Wallis robust multiple-comparison /-value test. P<0.05 
values yvere considered as significant. NCSS 2001 
(Number Cruncher Statistical Systems, kaysville. Utah, 
USA) was used for the calculations. 

Results 

Anthropometric and biochemical parameters arc 
given in Table I. Body mass index, lean body mass, 
systolic and diastolic blood pressure tlid not differ between 
groups. FH * women have significantly higher triglycerides 
(ANOYA p<0.05) and lower HD1.-cholesterol (ANOVA 
p<0.05) than C or M l women. Concerning hormonal 
profile, higher testosterone and higher 1.11 was present in 
both FH • and IT I women (ANOVA p<0.002 and p<0.02; 
respectively ) in comparison with the control group. FH+ 
women have loyver values of D i l l . AS than I I I or than C 
(ANOYA p<0.000l). 

Results from aminine secretion tests and 
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Table 1. Anthropometrical, biochemical and hormonal characteristics of women with polycystic ovary syndrome (PCOS) with (FH+) or 
without (FH-) family history of type 2 diabetes mellitus comparing healthy controls. 

PCOS FH- PC OS FH+ C ontrols ANCA V Significant between 

(n= 14) (n =8) (n = 13) P< group differences 
(p<0.05) 

mean SI) mean SD mean SI) 

Age (years/ 24.2 4.8 27.5 3.2 28.7 5.6 
Body mass iiulex (kg m't 22.52 2.80 23.54 6.04 21.82 2.24 
Lean body mass (kg) 43.66 5.1 1 46.37 4.20 45.58 2.78 
Systolic BP {mm llg) 112 8.9 121 13.5 1 14 7.8 

Diastolic BP (mm llg) 71 7.5 75 8.2 74 7.9 

( holesterol (mmol I) 4.24 0.51 4.26 1.21 4.13 0.66 
HDL-tliolesterol Immol li 1.32 0.28 1.33 0.43 1.78 0.31 0.05 111 \ s C. I l l vsC 
Triglycerides (mmol It 0.66 0.18 0.82 0.24 0.71 0.27 0.05 111 - \ s I I I 

Testosterone (nmol h 2.75 0.80 2.82 1.12 1.74 0.46 0.002 111 - \s C. I'M vsC 
Estradiol (nmol 1) 0.23 0.14 0.18 0.08 0.18 0.1 1 
17 Oil progesterone (nmol h 1.99 0.96 1.71 0.78 1.78 0.87 
DHEAS (nmol I) 7.73 2.21 5.23 2.70 4.00 2.07 0.0001 I II - vs 1 11 .111- vsC 
DHEA (nmol h 30.92 1 1.00 25.45 10.30 18.31 9.58 0.03 111 vsC 
Androsienedione (nmol 1) 5.76 ~> 1 | 8.24 4.64 6.05 1.73 
LH (mil' 1) 5.61 2.83 7.59 4.25 3.16 1.69 0.02 I II - vs C, FH vs C 
FSH (mil' 1) 4.81 2.02 4.73 1.68 4.95 2.57 
SHBG (nmol I) 45.72 20.01 48.34 17.97 65.84 42.28 

DHEAS - dehydroepiandrosterone sulfate; DHEA - dehydroepiandrosterone; FSH - follicle-stimulating hormone; LH - luteinizing 
hormone, SHBG - sex hormone binding globulin; BP - blood pressure. 

euglycemic clamps are shown in Table 2. Fasting blood 
glucose did not differ between women with PCOS or 
controls. Fasting insulin was higher in both FH+ and 
FH women than in C (ANOVA p<0.04). FH women 
have higher basal glucagon (ANOVA p<0.02) than C 
and the similar trend for FH+ was observed. HOMA-IR 
was higher in FH+ women only than in C (ANOVA 
p<0.05). Similarly, insulin sensitivity index from 
euglycemic clamp corrected per L.B\1 was lower in FH + 
women than in C with no difference between FH 
women and C (ANOVA p<0.05). During arginine 
secretion test, a similar degree of hyperglycemia was 
achieved in all subgroups. Concerning insulin secretion. 
AI R r ( , was higher in FH+ women comparing I l l -
women (ANOVA p<0.05). A l R u and slopeAii< did not 
differ significantly. Glucagon secretion during the 
arginine tests did not differ between women with PCOS 
and C. 

Disposition indices derived from A1RFG, AIR).! 
or slope.MR and 1SI did not differ between women with 
PCOS and C. 

Discussion 

I he present stud> describes decreased insulin 
sensitivit} only in women with PCOS and family history 
of DM 2. This finding is in accordance with the 
observations of insulin resistance as an early defect in the 
development of DM 2 (Ferrannini 1998). The second 
main finding is the preserved insulin secretory 
compensation in these women. 

Women with PCOS and family history of DM 2 
had significantly higher triglycerides with no difference 
in total cholesterol compared to their counterparts without 
family history of DM 2 or healthy subjects. Fhrmann el 
al'. (2005) studied obese women with PCOS according to 
family history of DM 2 and found significantly higher 
waist circumference, hemoglobin A IC . fasting insulin 
and glucose in women with a positive family history of 
diabetes. However, the lipid levels were not evaluated in 
their study. 

We observed an increased insulin secretion alter 
arginine bolus at fasting blood glucose levels (AIR H i ) in 
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Table 2. Insulin sensitivity and 13- and a-cell secretion in women with polycystic ovary syndrome (PCOS) with (FH+) or without (FH-) 
family history of type 2 diabetes mellitus comparing healthy controls. 

p c o s n i - P C O S F H + ( ontrols \ \ ( ) \ \ ( • roup 

(n = 14) (n =8) (n= 13) P< differences 

(p<0.05) 

mean SI) mean SI) men n M) 

Fasting blood 4.66 0.30 4.89 0.40 4.73 0.44 

glucose <mmol 1) 

Blood glucose during 14.29 1.04 14.47 0.92 13.86 0.94 

arginine lest 

(mrnol 1) 

Glucagon (pmol 1) 38.69 13.21 35.51 10.48 27.2 8.49 0.02 111 v s C 

AGRic, (pmol h 45.26 29.05 55.78 38.23 43.47 27.04 

ACiRn (pmol h 24.81 11.89 29.63 19.49 17.27 10.48 

Suppi •ess ibility of (1 23.44 17.90 26.15 24.93 26.20 20.50 

Slope Ae,K -2.18 2.25 -2.83 3.03 -2.99 2.53 

(pmol mmol) 

Insulin (mil h 6.06 2.62 6.43 3.64 4.20 1.62 0.04 111 vsC: 

1 11- v s C 

AIR,.,; (mil 1) 20.68 8.76 32.71 7.18 29.27 21.84 0.05 1 11 - vs M l 

AIRu (mil I) 132.68 65.63 131.78 22.56 161.67 128.60 

Slope.tm (mil mmol) 84.73 49.54 74.65 12.60 1 10.57 99.02 

ilOMA-IR 1.29 0.65 1.59 0.61 0.91 0.33 0.05 111- vs ( ' 

Insulin during damp 67.13 34.01 62.10 6.70 60.53 13.71 
(mil 1) 

Insulin sensitivity 71.98 23.94 51.50 28.53 76.03 22.13 0.07 1 11- vs C 

index (ISI) 

Insulin sensitivity 99.83 33.28 73.04 39.00 102.51 28.50 0.05 I II vs 1 11 

index (ISl-UiM) I II vs C 

Disposition Indices 

ISI* AIR,,, 1446.1 0 693.20 1657.62 950.69 1994.74 1151.02 

ISI*Slope,m 5529.1 6 2642.44 3955.40 2649.03 7660.68 5905.03 0.14 I I I - vs C 

ISI*AIRn 8797.46 3595.58 6755.30 3933.23 11215.83 7225.44 

AIRFG - the acute insulin response to arginine for the fasting values; A I R H - the acute insulin response to argmine for glucose-
potentiated values; G - glucagon; AGRFG - the acute glucagon response to arginine for the fasting values; AGR H - the acute glucagon 
response to arginine for glucose-potentiated values; HOMA-IR - homeostatic model assessment of insulin resistance; ISI - insulin 
sensitivity index; LBM - lean body mass; SlopeAre - measure of the glucose potentiation of B-cell secretion ; Slope,-,, • measure of the 
glucose suppression of (/-cell secretion. 

women with PCOS and family history o f D M 2. 

compared to women with PCOS but without family 

history o f DM 2. Previous studies conducted in women 

with PCOS used ivGTT to examine insulin secretion. 

These studies have found either B-cell dysfunction 

inherent to PCOS and independent o f obesity and family 

history of DM 2 (Dunaif and Finegood 1996). or B-cell 

dysfunction in women with family history o f D M 2 only 

(Ehrmann el al 1995). f inal ly . Holte el al (1994) 

described an increased insulin secretion over the entire 

range o f BMI It is possible to encounter subjects with 

glucose intolerance and acute insulin response in normal 

range, while other subjects with the same degree o f 

glucose intolerance completely lack this response. On the 

other hand, when subjects become diabetic, the first 

phase of insulin secretion is lost (Pratley and Weyer 

2001). This heterogeneity could partly explain the 

observed discrepancies between the above cited studies. 
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Another explanation for the discrepant results could be 
the fact that during ivGT 1. the subjects achieved different 
levels of blood glucose and insulin secretion was not 
examined under isoglycemic condition. We used arginine 
secretion testing which makes possible to achieve the 
same degree o f hyperglycemia in all subjects. We 
observed increased acute insulin response to arginine in 
women with PCOS with family history o f l ) \ l 2. I he 
slope\IR and insulin response at hyperglycemia was not 
different between women with PCOS and controls. I'lie 
A! Ri c, quantifies the direct acute B-ccll response to a 
sudden arginine challenge and is therefore related to the 
rapid efficiency of the exocytotic machinery of the B-eell. 
We did not measure maximal secretory capacity of B-cell 
as this could be achieved when blood glucose is equal or 
higher than 25 mmol I. Ahren and Larsson (2002) 
showed excellent correlation o f all measures o f insulin 
secretion at the different steps o f arginine test. We cannot 
thus exclude that besides increased basal insulin 
secretion, the increase in maximal secretory capacity 
would also be seen. 

Disposition index calculated from different 
measurements of B-cell function from the arginine test 
and from the insulin sensitiv ity index as derived from 
euglycemic clamp did not differ between women with 
PCOS and control healthy women. The disposition index 
describes the ability o f B-cells to increase insulin 
secretion in response to decreased insulin sensitivity. This 
compensation is finely tuned, and in subjects with normal 
glucose tolerance, insulin sensitivity and insulin secretion 
are related to each other in a hyperbolic manner. Our 
results thus agree with others describing intact 
compensation in subjects with normal glucose tolerance 
(kal in el al 1993). However, other investigators have 
found decreased disposition index in women with PCOS 
in general (Dunaif and Finegood 1996) or with family 
history of DM 2 (Ehrmann el al 1995). f inal ly. 
Scandinavian authors (Holte et al 1994) described 
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Summary 
The aim of our study was to evaluate rapid insulin pulses and 
insulin secretion regularity in fasting state in lean women with 
polycystic ovary syndrome (PCOS) in comparison to lean healthy 
women. PCOS (n=8) and controls (n=7) underwent every minute 
blood sampling for 60 min. Insulin pulsatility was assessed by 
deconvolution and insulin secretion regularity by approximate 
entropy methodology. PCOS had higher testosterone (p<0.02), 
prolactin (p<0.05) and lower sex hormone binding globulin 
(SHBG) (p<0.0006) levels than controls. Approximate entropy, 
insulin pulse frequency, mass, amplitude and interpulse interval 
did not differ between PCOS and controls. PCOS had broader 
insulin peaks determined by a common half-duration (p<0.07). 
Burst mass correlated positively with testosterone (p<0.05) and 
negatively with SHBG (p<0.0004) and common half-duration 
correlated positively with prolactin (p<0.008) and Cortisol levels 
(p<0.03). Approximate entropy positively correlated with BMI 
(p<0.04) and prolactin (p<0.03). Lean PCOS patients tended to 
have broader insulin peaks in comparison to healthy controls. 
Prolactin, androgens and Cortisol might participate in alteration of 
insulin secretion in PCOS-affected women. Body weight and 
prolactin levels could influence insulin secretion regularity. 
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Introduction 

Insulin is physiologically secreted in a pulsatile 

manner with a variable basal insulin release. The 

contribution of pulsatile insulin secretion to total insulin 

secretion has been estimated as being at least 70 %, both 

in fasting and in postabsortive states (Porksen et al. 1995. 

Porksen 2002). 

Insulin pulsatility is composed of rapid regular 

pulses o f 5 to 15 min in frequency, superimposed on 

ultradian (slow) oscillations with a period o f 80-150 min. 

It has been assumed that rapid insulin pulses suppress 

hepatic gluconeogenesis and slow insulin pulses 

contribute to glucose utilization in the peripheral tissues 

(Porksen 2002). Glucose is the most important regulator 

of insulin secretion, with a feedback loop between slow 

pulses and blood glucose levels. Rapid insulin pulses, in 

addition to being driven by glycaemic oscillations, are 

controlled by the hypothetical intrapancreatic neuronal 

pacemaker arising from rich pancreatic innervation. 

Many other metabolic substrates, hormones or 

neurotransmitters also influence insulin secretion 

(Stagner et al. 1980, Ahren 2000, Porksen et al. 2000). 

Polycystic ovary syndrome is one of the most 

common endocrinopathies of women in their fertile years. 

Together with the reproductive abnormalities of chronic 

anovulation and hyperandrogenism, hyperinsulinaemia 

and insulin resistance (IR) are present in a relevant 

number of women affected with PCOS. The incidence o f 

impaired glucose tolerance (IGT) and diabetes mellitus 

type 2 ( D M 2) is significantly increased in PCOS in 

comparison with healthy control subjects (Ehrmann et al. 

1999, Legro et al. 1999). 

Besides insulin resistance, insulin secretory 

dysfunction is another risk factor for DM 2. The 

alterations in insulin pulsatile secretion and insulin 
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release orderliness might be an early marker o f beta-cell 

dysfunction. Abnormal insulin pulsatile patterns were 

detected even in first degree relatives o f patiens wi th D M 

2, who stil l had normal first phase secretory response to 

glucose (O'Rahilly et al. 1988). Insulin secretion in PCOS 

was studied in a limited number o f studies (Dunai f el al. 

1996. Ehrmann et al. 1995. Holte et al. 1994, Vrbíková et 

al. 2007) and the data about insulin pulsatile release in 

PCOS is especially sparse (Armstrong et al. 2001). 

Concerning slow insulin pulses, others described 

significantly higher basal insulin secretory rates and 

attenuated secretory responses to meals in obese women 

wi th PCOS (O'Meara et al. 1993). 

The aim o f our study was to evaluate the rapid 

insulin pulses and the regularity o f insulin secretion in 

lean women affected wi th PCOS in comparison to 

healthy lean women. 

Methods 

After an overnight fast, the participants were 

brought to the Clinical Research Unit in Institute o f 

Endocrinology. The protocol was approved by the 

Instutional Ethical Committe. Before entering the study, 

written informed consent was obtained after written and 

oral information. The study group consisted o f 8 women 

affected with PCOS ful f i l l ing the diagnostic criteria by 

using definit ion ESHRE/ASRM (2004). The diagnosis o f 

PCOS is accepted, when 2 out o f 3 from: 

oligo/amenorhoea, hyperandrogenaemia and or clinical 

manifestation of either acne or hirsutismus and 

ultrasonographic morphology o f polycystic ovary are 

present. The control group (C) consisted o f 7 healthy 

women with regular menstrual cycles and no clinical or 

biochemical signs of hyperandrogenemia. Pelvic 

ultrasonography was not performed in healthy controls. 

Both groups were without medication affecting 

carbohydrate metabolism including oral contraceptives at 

least for the preceding 3 months and without family 

history o f diabetes mellitus. Impaired glucose tolerance, 

diabetes mellitus, thyroid dysfunction, hyper-

prolactinemia, hypercortisolism and the late onset 

congenital adrenal hyperplasia were all excluded using 

the appropriate biochemical parameters or tests. 

Basal blood samples for the determination o f 

testosterone, androstenedione, dehydroepiandrosterone 

sulfate (DHEAS), lutropin (LH) , fol l i t ropin (FSH), 

progesterone, estradiole, 17-hydroxyprogesterone (17-

OHP) were taken in the fasting state in the early foll icular 

phase o f the menstrual cycle (between 1st and 5th day at, 

7-8.30 a.m.) or in the case o f secondary amenorhoea at 

any time. After the cannulae were placed in an 

antecubital vein for sampling purposes, the women 

affected with PCOS and control women underwent 

frequent blood sampling in 1-minute intervals for 60 min. 

Blood (cca 2 ml) was collected from 5 s before to 5 s 

after each minute. Af ter f inishing each blood sampling 

0.6 ml o f saline solution was administered to dead space. 

Ten seconds before sampling, the saline solution from the 

dead space was withdrawn and discarded. Serum insulin 

concentration was estimated each minute. The samples 

were analyzed the same day as the study was performed. 

The resultant insulin concentration time series was 

analyzed by deconvolution analysis. Insulin secretion 

regularity was estimated by approximate entropy. Both 

analyses are described below. 

Quantitative insulin sensitivity check index 

(QUICK1) was calculated as l / ( log (G0)+log (I,,)) where 

G0 is fasting plasma glucose (mil l igrams per deciliter), 

and I0 is fasting plasma insulin (microunits per mi l l i l i ter) 

(Katz et al. 2000). 

Serum glucose concentrations were measured 

using the glucose-hexokinase method (Integra 400 plus, 

Roche Diagnostics GmbH. Mannheim, Germany). Serum 

insulin was determined in singlet by EL1SA (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) using two 

monoclonal murine antibodies. Intrassay CV 1.5 % and 

interassay CV 4.9 % are for insulin detection range o f 

5.93±0.09 (iU/ml. The higher insulin detection range is 

14.5±0.13 | iU/ml with intrassay CV 0.9 % and interassay 

CV 3.7 %. Minimal detection concentration is 0.20 |iU/ml. 

The assay has no cross-reactivity with proinsulin. C-

peptide was measured by the electrochemiluminescence 

immunoassay ECLIA (Modular El70, Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Germany). The cross-reactivity o f 

antiserum with both insulin and glucagon is less than 0.05 

% with intra-and inter-assay CV o f 0.5 % and 1.6 %, 

respectively. Testosterone was determined by standard 

R1A using anti-testosterone-3-carboxymethyloxime: 

bovine serum albumin (BSA) antiserum and testosterone 3-

carboxymethyloxime-tyrosylmethylester-(' l) as a tracer; 

the intra-assay and inter-assay coefficients o f variation (CV 

values) were 10.2 % and 10 % respectively, and the 

sensitivity is 0.21 nmol/1 (normal range 0.4-3.0 ninol/l). 

Prolactin was measured in serum by chemiluminescence 

immunoanalysis ECLIA (Elecsys Prolactin 11, Roche, 

Germany) (normal range 6-29.9 ng/ml). Androstenedione 

was determined using a standard RIA with anti-
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androstenedione-6-carboxymethyloxime: BSA antiserum 

and ( - ,H) androstenedione as a tracer. The intra-assay and 

inter-assay CV values were 10 % and 10.2 % respectively 

and the sensitivity was 0.39 nmol/1. Sex hormone binding 

globulin (SHBG) was estimated using I R M A method 

(Orion, Espoo, Finland) wi th an intra-assay CV o f 6.1 % 

and an inter-assay CV o f 7.9 % (normal range 43.2-94.8 

nmol/1). DHEAS (normal range 2.4-14.5 umol/ l ; intra-

assay CV o f 3.5 % and inter-assay C V o f 10.2 %), 17-OHP 

(normal range 1.1-8.4 nmol/1; intra-assay CV o f 5.2 % and 

inter-assay CV o f 6.5 %) and estradiol (normal range 0.11-

1.29 nmol/1; intra-assay C V o f 4.4 % and inter-assay CV o f 

4.6 %) were measured by the RIA kit from Immunotech 

(Prague, Czech Republic). L H was determined by I R M A 

(Immunotech, Prague, Czech Republic) wi th an intra-assay 

CV o f 3.7 % and an inter-assay C V o f 4.3 %. FSH was 

estimated by I R M A (Immunotech, Prague, Czech 

Republic) wi th an intra-assay CV o f 2.6 % and an inter-

assay CV o f 4.5 %. Total cholesterol, high-density 

lipoprotein (HDL)-cholesterol and triglycerides were 

measured by photometry (Ecoline 25, Vitalab Elipse; 

Merck; Darmstadt; Germany) wi th intra-assay CVs 1.6 %, 

1.7 % and 1.2 % and inter-assay CVs o f 1.9 %, 2.1 % and 

1.9 %, respectively. 

Deconvolution analysis of the data 

Deconvolution analysis was developed for 

endocrinological purposes as a mathematical procedure for 

measuring simultaneously hormone secretion and 

elimination. Insulin concentration time series were 

analyzed by deconvolution method to detect and quantify 

insulin secretory pulses. We employed several different 

deconvolution algorithms Pulse 2, Pulse 4 and AutoDecon. 

The principle o f deconvolution software was described 

previously (Veldhuis and Johnson 1992, Veldhuis and 

Johnson 1994). Briefly, the deconvolution method is a 

multiparameter technique validated previously and 

correctly identifying more than 90 % o f hormone pulses 

(sensitivity) as correctly recognizing their absence 

(Johnson et al. 2004). The insulin concentrations were 

assumed to result from five determinable and correlated 

parameters: 1) a finite number o f separate insulin pulses 

occurring at specific times. 2) individual amplitudes, 3) a 

common half-duration (duration o f an algebraically 

Gaussian secretoiy pulse at half-maximal amplitude), 4) 

basal time invariant insulin secretion and 5) 

monoexponential or biexponential insulin model o f 

elimination in the systemic circulation. Biexponential 

model o f insulin clearance was estimated wi th rapid (first) 

2.8 min and slow (second) 5.0 min half-lives with 

fractional slow compartment o f 0.28. We calculated 

monoexponencial insulin half- l i fe o f 3.3 (2.8-4.1) min in 

PCOS and 3.2 (2.6-4.1) min in healthy controls. 

We used the root mean square o f residuals (RMS) 

and residual variance (%) to assess optimal insulin kinetics 

parameters (best fit curve). We derived the best fit curve 

with fo l lowing RMS and residual variance in PCOS and 

healthy women (0.77±0.23 vs 0.9±0.26 mUI/1; 9.44*4.73 

vs 9.14±8.79 %, respectively). 

The fo l lowing parameters were calculated: 

secretory pulse number (the number o f significant 

secretory pulses per 60 min), interpulse interval (time in 

minutes separating successive pulses), pulse mass (the 

mass o f the calculated secretory pulses) (mUI/1), amplitude 

(maximal secretory rate within a pulse) (mUI/1/min), 

AUC(i_6o (area under the curve, overall insulin secretion per 

60 min) (mUl / l ) , common half-duration (mUI/min) and 

basal secretion (mUI/1/min). 

Approximate entropy (ApEn) is used as a model-

independent and scale-invariant statistic. In brief, ApEn 

assumes the orderliness o f hormonal release patterns. ApEn 

is computed as the sum o f the negative logarithms o f the 

conditional probabilities that subpatterns o f length m in a 

time series recur upon next (m + 1) incremental 

comparison within a given tolerance range r. We used m ; 

1 and r = 20 % o f the intraseries SO, which provides a 

normalized (scale-independent) ApEn statistics. ApEn was 

in detail described previously (Pincus et al. 1999). 

Statistics 

A l l data are given as retransformed means with a 

95 % confidence interval. Unpaired t-tests and Pearson 

correlation coefficients were used on transformed data to 

evaluate differences between groups and the mutual 

relationship among the variables, respectively (p<0.05) 

was considered statistically significant. RMS and residual 

variance are given as mcans±SD. 

Results 

The clinical, basal biochemical and hormonal 

parameters o f women affected wi th PCOS and healthy 

subjects are given in Table 1. PCOS women had 

significantly higher testosterone (p<0.02), prolactin 

(p<0.05), 17-OHP (p<0.03) and estradiol (p<0.05) 

concentrations and lower SHBG levels (p<0.0006). We did 

not observe significant diference between groups in basal 

insulinaemia, basal glucose levels, C-peptide and QUICKI . 
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Table 1. Clinical, hormonal and biochemical parameters of PCOS subjects (n=8) and controls (n=7) 

PCOS Controls 

C I C I C I C I 

Lower Upper Lower Upper 

Mean limit limit Mean limit limit P< 

BMI (kg/m2) 21.9 20.2 23.5 20.1 18.9 21.2 NS 

Age (years) 25.1 21.8 29.5 30.2 25.1 38.1 NS 

Insulinaemia basal (mUI/l) 5.1 3.9 6.5 4.2 3.1 5.6 NS 

Blood glucose basal (mmol/l) 4.17 4 4.35 4.12 4 4.4 NS 

C-peptide (nmol/l) 0.54 0.4 0.71 0.51 0.23 0.96 NS 

QUICKI 0.39 0.37 0.4 0.4 0.38 0.43 NS 

Total cholesterol (mmol/l) 4 3.7 4.8 4 3.6 4.7 NS 

HDL cholesterol (mmol/l) 1.6 1.2 1.8 1.8 1.6 1.9 NS 

Triglycerides (mmol/l) 0.75 0.6 0.9 0.7 0.4 0.9 NS 

Testosterone (nmol/l) 3.2 2.8 3.6 2.3 0 3.3 0.02 

DHEAS (mmol/l) 7.1 5.6 8.3 5.5 0 8.1 NS 

Androstenedione (nmol/l) 8.6 5.9 12.9 7.4 5 11.4 NS 

SHBG (nmol/l) 46.3 28.4 64.1 98.1 83.1 1 13.1 0.0006 

Prolactin (ng/ml) 23.8 16.8 32.5 13.7 6.3 25.4 0.05 

Estradiol (nmol/l) 0.12 0.1 0.14 0.09 0.05 0.13 0.05 

Progesterone (nmol/l) 2.5 1.4 3.6 2.8 0 7.4 NS 

LH (IU/l) 4.5 2.8 8.4 6.5 3.1 20.4 NS 

FSH (IU/l) 6.3 5.25 7.8 8 6.4 10.4 NS 

Cortisol (nmol/l) 564 442 729 448.7 306 680 NS 

/ 7-hydroxyprogesterone (nmol/l) 2.5 1.8 3.7 1.4 0.9 2.2 0.03 

Values are given as means and 95 % confidence interval (CI); p - value-statistical significance; NS - not significant; QUICKI -
Quantitative insulin sensitivity check index; LH - luteinising hormone; FSH - follicle stimulating hormone; DHEAS -
dehydroepiandrosterone sulfate; BMI - body mass index; SHBG - sex hormone binding globulin 

Table 2. Deconvolution analysis results of rapid insulin pulsatile secretion in PCOS (n=8) and controls (n=7) 

PCOS Controls 

C I C I C I C I 

Lower Upper Lower Upper 

Mean limit limit Mean limit limit P< 

Number of peaks per 1 hour 9.7 7.7 11.7 9.9 7.2 12.55 NS 

Basal secretion (mUI/1/min) 0.7 0.4 0.98 0.5 0.24 0.82 NS 

Half-life of insulin (min) 3.3 2.8 4.1 3.2 2.6 4.1 NS 

AUCq-60 (mUI/l) 300.5 235.6 398.2 255.3 188.2 340.2 NS 

Common half-duration (mUI/min) 1.97 1.1 3.37 0.89 0.51 1.49 0.07 

Secretory pulse amplitude (mUl/l/min) 1.1 0.7 2.1 1.5 1 2.6 NS 

Secretory pulse mass (mUI/l) 2.1 1.55 3 1.4 0.96 2.4 NS 

Interpulse interval (min) 5.87 5 7.2 5.56 4.6 7.1 NS 

Approximate entropy 1.14 1.09 1.19 1.08 0.94 1.16 NS 

Values are given as means and 95 % confidence interval (CI); NS-not significant; AUCo-w " area under the curve, overall insulin 
secretion during 1 hour; p-value-statistical significance 
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Table 3. Correlations in PCOS subjects (n=8) and controls (n=7) 

r-value P< 

3 Š c c 

r-value P< 

< § 
r-value 

P< r-value l»< 

£ a 
E 3 
2 £ 

rvalue P< 

Q. 
e ^ 
5 ^ 
J E 

r-value l>< 

C-peplide 0.78 0.008 0.75 0.008 0.75 0.008 NS NS NS 

(nmol/l) 

HDL cholesterol -0.85 0.004 -0.88 0.0007 -0.89 0.0006 NS NS NS 

(mmol/1) 

Triglycerides 0.75 0.03 0.78 0.008 0.78 0.009 NS NS NS 

(mmol/l) 

QUICKI -0.77 0.002 -0.99 0.0001 -0.99 0.0001 NS NS -0.59 0.03 

Prolactin NS NS NS 0.68 0.03 0.76 0.008 NS 

(ng/ml) 

BMI NS NS NS 0.57 0.04 NS NS 

(kg/m:) 

Cortisol (nmol/l) NS NS NS NS 0.64 0.03 NS 

Testosterone NS NS NS NS NS 0.61 0.05 

(nmol/l) 

SHBG NS NS NS NS NS -0.88 0.0004 

(nmol/l) 

DUE AS NS 0.73 0.02 0.73 0.02 NS NS NS 

(nmol/l) 

r-value-coefficient of correlation; p - value-statistical significance; NS - not significant; QUICKI - Quantitative insulin sensitivity check 
index; AUC0 - 60 -area under the curve, overall insulin secretion per 60 minutes; ApEn - Approximate entropy; DHEAS -
dehydroepiandrosterone sulfate; SHBG - sex hormone binding globulin 

Pulsatile insulin secretion results 

Deconvolut ion analysis results are given in 

Table 2. Women affected wi th PCOS and healthy 

controls had similar average frequency o f 10 insulin 

pulses per 60 min. Variat ion in insul in burst frequency 

ranges from 6 to 13 insulin pulses per hour in both 

groups. We did not observe differences in number o f 

insulin pulses, basal insulin secretion, pulse amplitude, 

pulse mass or in interpulse interval between the two 

groups. PCOS-affected women had broader insul in peaks 

in comparison to control group, as determined by the 

common-hal f pulse duration (1.97 (1.1-3.37) vs 0.89 

(0.51-1.49) mUI /m in ; p<0.07). 

Basal insulin secretion correlated negatively 

w i th HDL-cholesterol (r - -0.85; p<0.004), Q U I C K I (r = 

-0.77; p<0.002) and posit ively w i th tr iglycerides (r -

0.75; p<0.03). AUCVÓO correlated negatively wi th 

Q U I C K I (r = -0.99; p -0 .0001) , HDL-cholesterol (r 

-0.89; p<0.0006) and posit ively w i th triglycerides (r 

0.78; p<0.009) (Table 3.). 

Insulin pulse ampli tude (r = -0.61; p<0.03) 

simi lar ly as insul in pulse mass (r -0.59; p<0.()3) 

correlated negatively w i th Q U I C K I . Common-ha l f pulse 

duration correlated posit ively w i th prolactin (r 0.76; 

p<0.008) and Cortisol levels (r = 0.64; p<0.03). Burst 

mass correlated posit ively wi th testosterone (r 0.61; 

p<0.05) and negatively w i th SHBG levels (r = -0.88; 

p<0.0004) (Table 3.). 

Insulin secretion regularity 

Insulin burst orderliness evaluated by ApEn did 

not d i f fer signif icantly between women affected wi th 
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PCOS and healthy subjects (1.14 (1.095-1.178) vs 1.079 

(0.94-1.164), respectively; p<0.2). ApEn correlated 

positively with prolactin levels (r = 0.68; p<0.03) and 

with B M I (r = 0.57; p<0.04). 

Discussion 

The present study was designed to assess the 

rapid insulin pulses, insulin secretion regularity and the 

potential factors affecting insulin pulsatile secretion in 

lean women affected with PCOS in comparison to 

healthy lean women. The main findings are as follows: 

1. PCOS-affected women tended to have different insulin 

pulsatile secretion patterns described by the broader 

insulin pulses in comparison to healthy controls. 

2. Steroid hormones and prolactin levels were related to 

different aspects o f insulin pulsatile secretion. 

We observed the tendency toward broader 

insulin peaks in PCOS, but no differences between PCOS 

and controls in number o f insulin secretory events, 

insulin pulse amplitude, pulse mass, interpulse interval or 

insulin secretion orderliness. Many studies have shown 

alterations in insulin pulsatility and insulin release 

orderliness in different states connected with insulin 

resistance, such as in patients with diabetes mellitus type 

2 (Porosen 1999), in first degree relatives o f D M 2 

patients (O'Rahi l ly et al. 1988), in obesity (Peiris et al 

1992, Zarkovic et al. 2000) or in old people (Meneil ly et 

al. 1999). Conversely, there are only few studies 

concerning insulin pulsatility in PCOS as in another 

states often connected with insulin resistance. In one o f 

these studies, no significant difference in rapid fasting 

insulin pulse frequency, total insulin area or total pulse 

related area was found between PCOS and healthy 

controls (Armstrong et al. 2001). 

We have found that higher prolactin levels were 

associated with more irregular insulin secretion as 

determined by higher ApEn and with different insulin 

secretory patterns. Prolactin could influence insulin 

secretion. In vitro, beta-cells o f the pancreatic islets 

express prolactin receptors. Prolactin supports the growth 

o f the pancreatic islets and stimulates insulin secretion 

(Ben-Jonathan et al. 2006). Prolactin could induce insulin 

resistance, as women with microprolactinomas were more 

insulin resistant than healthy women (Serri et al. 1986, 

Seki and Nagata 1991). Similarly hyperprolactinemic 

PCOS women were more insulin resistant than their 

normoprolactinemic counterparts (Bahceci et al. 2003 ). 

We have also observed a positive correlation between 

insulin secretion regularity, as determined by ApEn 

values, and BMI . This f inding is supported by other 

authors who have found an association o f overweight and 

irregular insulin secretion with improvement after weight 

loss (Zarkovic et al. 2000). 

Further, Cortisol was positively 

correlated with the common half-duration of insulin 

peaks. Similarly to us, others shown that glucocorticoids 

could influence insulin secretion. Short-term gluco-

corticoid treatment impaired insulin pulsatility, probably 

by a disruption o f the normal glucose-insulin feedback 

loop (Holl ingdal et al. 2002). 

Afterwards, we observed positive correlation o f 

testosterone levels and negative correlation o f SHBG and 

insulin pulse mass. Insulin increases the biological 

availability of testosterone through the suppression o f 

SHBG synthesis. Hyperinsulinemia increases ovarian 

androgen production. Conversely, testosterone may 

indirectly contribute to insulin resistance throught 

facilitating free fatty acids release from abdominal fat and 

perhaps directly from muscular tissue reducing insulin-

mediated glucose uptake (Holte 1994, Holte et al. 1996. 

Cahová etal. 2007). 

We used Q U I C K I to determine insulin 

sensitivity in PCOS-affected women and healthy 

controls. Both groups had the same insulin sensitivity. 

We observed a negative correlation between insulin 

sensitivity and basal insulin secretion. But we did not 

ascertain any correlation between insulin pulse frequency 

or interpulse interval and insulin sensitivity. Previously 

published results concerning the relationship between 

insulin sensitivity, measured by euglycaemic clamp, and 

insulin pulse frequency are, however, discrepant. One 

study concluded that the increased frequency o f rapid 

insulin pulses might be related to the insulin resistance in 

patients with abdominal obesity. The number o f rapid 

insulin pulses was reduced and insulin sensitivity was 

improved after weight loss (Peiris et al 1992). On the 

other hand, insulin pulse frequency was not the indicator 

o f insulin sensitivity in healthy subjects (Courtney et al. 

2003) or women with polycystic ovary syndrome 

(Armstrong et al. 2001). These divergent results could be 

explained by different studied populations or by the use 

o f varying approaches for assessment o f insulin pulsatile 

secretion. 

In conclusion, PCOS-affected women tended to 

have broader insulin peaks in comparison to healthy lean 

women. Prolactin, Cortisol and androgens were related to 

some o f the insulin pulsatile secretion characteristics. 
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whereas parameteres describing insul in pulsati l i ty were 

not significant determinants o f insulin sensitivity. 
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Abstract 
Objective: Polycystic ovary syndrome (PCOS) has been linked to a high risk of type 2 diabetes mellitus. 
Disturbances in the secretion of the incretin hormones glucose-dependent insnlinotropic polypeptide 
(GIP) and glucagon-like peptide 1 (GLP-1) have been observed in states with impaired glucose 
regulation. This paper considers the secretion of GIP and GLP-1 after oral glucose load in a group of 
lean, glucose-tolerant PCOS women in comparison with age- and body mass index (HMD-matched 
healthy women. 
Design: Case control. 
Methods: PCOS (n = 21. 2 5 . 8 ± 4 . 1 years. BMI 21.6 + 1 . 7 kg/m2) and control healthy women 
(CT. / i=13 . 28.5 ± 7.2 years. BMI 20.3 ± 2 . 5 kg /n r ) underwent oral glucose tolerance test (OGTT) 
with blood sampling for glucose, insulin. C-peptide. total (SIP. and active GLP-1. Insulin sensitivity was 
determined both at fasting and during the test. 
Statistics: Repeated measures ANOVA. 
Results: Glucose levels and insulin sensitivity did not differ between PCOS and CT. PCOS had 
significantly higher levels of C-peptide (P<0 .05) and tended to have higher insulin levels. 1'he levels of 
total GIP were significantly higher in PCOS than in CT (PC0.001) . Active GLP-1 levels exhibited a 
significantly different time-dependent pattern in PCOS (/>< 0.002 for PCOS versus time interaction). 
GLP-1 concentrations were similar in PCOS and CT in the early phase of OG'IT and then reached 
significantly lower levels in PCOS than in CT at 180 min (P<().()5). 
Conclusions: Increased total GIP and lower late phase active GLP-1 concentrations during OG'IT' 
characterize PCOS women with higher C-peptide secretion in comparison with healthy controls, and 
may be the early markers of a pre-diabetic state. 
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Introduction 

Incretins are peptide hormones, secreted from the gut, 
responsible for the augmentation of insulin secretion 
after oral glucose intake (1, 2). Glucagon-like peptide 1 
(GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic poly-
peptide (GIP), formerly known as gastric inhibi tory 
polypeptide (GIP), are the most important of these. 

An altered secretion pattern and/or insulinotropic 
activity of incretins have been described in diabetes and 
in other conditions connected w i th impaired glucose 
regulation. Impaired secretion of GLP-1, preserved 
insulinotropic GLP-1 activity, and, by contrast, loss of 
the insulinotropic action of GIP wi th normal or only 
moderately impaired GIP secretion have been seen in 
patients wi th type 2 diabetes mellitus (T2DM) ( 3). In first-
degree relatives of T2DM patients, GLP-1 secretion was 
unchanged and GIP responses after meals or OGTT were 
on average higher than in healthy control subjects (4). 
Furthermore, increased GIP levels have been observed in 

obese subjects (5) and both GIP and insulin secretion 
decreased after successful gastric bypass (6). Similarly, 
increased GIP levels have been described in elderly 
subjects (7). The cited studies reflect the current marked 
interest in the evaluation of the role of incretin hormones 
in different metabolic states. 

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most 
common endocrine disorders and affects 5 -10% of 
women in their fertile years (8, Women wi th PCOS 
have an increased prevalence of T2DM (10-12) and 
some studies suggest that patients w i th PCOS should 
undergo early screening for T2DM (13). Wi th the 
exception of a small study demonstrating no differences 
in GIP and GLP-1 levels between PCOS and healthy 
subjects (14). to the best of the authors' knowledge, no 
study to date has evaluated the relationship of incretin 
secretion to [3-cell function in PCOS. We therefore 
investigated the secretion of GIP and GLP-1 after oral 
glucose load in a group of lean glucose-tolerant PCOS 
women in comparison w i th healthy women matched for 
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body mass index (BMI) and age. with the aim of 
characterizing incretin release in a disorder known 
likely to be a pre-diabetic state. 

Subjects and methods 

Subjects 

Of 54 lean PCOS women diagnosed according to the 
ESHRE consensus (15) at the Institute of Endocrinology 
between October 2005 and March 2007. 21 fulfilled the 
inclusion criteria of the study (a negative family history 
of T2DM, normal glucose tolerance. BMI < 2 5 kg/m~, 
and the exclusion of any other serious illness). The 
subjects had been free of any medication influencing 
glucose metabolism, and of hormonal contraception, 
for at least 3 months. In all of the women, oligoamenor-
rhea was present in combination wi th either an 
elevation of testosterone and the index of free testoster-
one above the upper l imit of the normal range 
(e.g.. 0.40-2.65 nmol/1 for testosterone, free testoster-
one index < 6 ) and w i th PCO morphology on 
transvaginal ultrasound (n= 17). or with the PCO and 
normal androgen levels but with significant hirsutism 
(n = 2), or wi th both elevation of the androgens and 
clinically significant hirsutism and normal/absent (as 
one subject refused to undergo ultrasound examination) 
ovarian ultrasound morphology (n = 2). 

Thirteen healthy women w i th normal glucose 
tolerance, recruited via advertisements, served as the 
control population (CT, Table 1). They were free of any 
medication affecting glucose metabolism, had negative 
family history of T2DM, and were also free of any family 
history of hyperandrogenic symptoms and infertility. CT 
had no symptoms of hyperandrogenism. had a regular 
menstrual cycle (21-3 5 days), and had androgen levels 
within the reference range. Pelvic ultrasonography was 
not performed in CT. 

Tests and assays 

After signing written informed consent approved by the 
local Ethical Committee, weight (to the nearest 0.1 kg) 
and height (to the nearest cm) were measured, liasal 
fasting blood samples for lipid profile and hormonal 
parameters were taken from the cubital vein between 
the first and fifth day of the spontaneous menstrual 
cycle or. if amenorrhea was present, at any day. Samples 
were centrifuged and serum was stored at —20 °C until 
analysis. OGTT was performed after overnight fasting by 
sampling blood before the 75 g glucose oral load and 
after 30. 60. 90. 120. 150. and 180 min. Samples for 
blood glucose, insulin, and C-peptide concentration 
measurements were centrifuged and serum frozen at 
— 20 °C unti l analysis. GIP and GI.P-1 were determined 
from samples at 0. 30, 60. 120. and ISO min. Blood 
was collected into pre-chilled tubes w i th IiDTA. 
Immediately after sampling, 10 pl/ml dipeptidyl pepti-
dase-IV (DPP-IV) inhibitor (Unco. St Charles. MO. USA) 
and 50 pi antilysin (Spofa, Prague. Czech Republic) 
were added, and the tubes were centrifuged at 2000 g 
for 10 min: plasma samples were immediately frozen at 
— 70 °C unti l analysis. 

Total cholesterol, high density lipoprotein (HDI.l-
cholesterol. and triglycerides were assessed by 
photometry (Ecoline 2 5. Merck Vitalab Eclipse). Plasma 
glucose was determined by the glucose oxidase method 
(Beckmann. Fullerton, CA. USA), with intra- and inter-
assay coefficients of variation (CVs) of 1.8 and 2.6% 
respectively. C-peptide and insulin were assayed by IRMA 
(Immunotech, Prague, Czech Republic), with intra- and 
inter-assay CVs of 4.1 and 5.1% for C-peptide and 4.6 
and 5.3% for insulin respectively. Testosterone (T) was 
determined by R1A with the use of our own antiserum 
(anti-testosterone-3-carboxymethyloxime: BSA), with 
intra- and inter-assay CVs of 10.2 and 10% respectively. 
Sex hormone-binding globulin (SHBG) was determined 
by IRMA (Orion, Espoo. Finland) with intra- and inter-
assay CVsol'6.1 and 7.9% respectively. Active GI.P-1 was 

Table 1 Anthropometric and biochemical data and insulin sensitivity in women with polycystic ovary syndrome (PCOS) and controls (CT). 

PCOS (n=21) CT (n= 13) 

Variable Mean S.D. Mean S.D. P value 

Age (years) 25.81 3.98 28.46 6.90 NS 
Body mass index (kg/m2) 21.57 1.68 20.27 2.37 NS 
Waist-to-hip ratio 0.75 0.05 0.75 0.04 NS 
Total cholesterol (mmol/l) 4.02 0.74 4.21 0.41 NS 
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.74 0.39 1.64 0.37 NS 
Triglycerides (mmol/l) 0.77 0.37 0.66 0.24 NS 
Testosterone (nmol/l) 3.03 0.79 1.68 0.64 0.00009 
SHBG (nmol/l) 52.05 15.50 60.83 26.78 NS 
Free testosterone index 6.57 3.01 3.19 1.49 0.002 
Basal hepatic insulin extraction (molar ratio) 0.71 0.50 0.67 0.58 NS 
Hepatic insulin extraction during OGTT (%) 68.1 8.7 67.0 9.1 NS 
Fasting insulin sensitivity (QUICKI) 0.39 0.04 0.39 0.03 NS 
Dynamic insulin sensitivity (OGIS, ml/min per m2) 536 69 556 53 NS 

QUICKI, quanlitative insulin sensitivity index; OGIS, oral glucose insulin sensitivity; SHBG, sex hormone-binding globulin. 
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determined by HI.ISA (Lineo Research) wi th no cross 
reactivity with glucagon, GLP-2 or GLP-l (9-36 amide). 
Intra- and inter-assay CVs were in the range of 6.7-7.8 
and 1.8-6.1% respectively. Total GIP was determined 
by ELISA (Linco Research) with no cross-reactivity with 
oxyntomodulin. glucagon. GLP-l, or GLP-2. Intra- and 
inter-assay CVs were in the range of 7 -9 and 1-1 3% 
respectively. 

Calculations and statistics 

Insulin sensitivity was assessed in fasting conditions 
with the quantitative insulin sensitivity index QUICKI 
(16), and in dynamic conditions with the oral glucose 
insulin sensitivity index (OGIS), which describes glucose 
clearance during the postprandial phase of the OGTT 
(17). These indices have been validated against the 
euglycemic hyperinsulinemic clamp and are widely used 
(18). Hepatic insulin extraction was computed in the 
basal state as the molar ratio of C-peptide to insulin 
levels, and during the OGTT according to a model 
derived method (19). 

Comparisons were made using repeated measures 
ANOVA, with status (PCOS or CT) as the inter-subject 
factor and subject factor and time as the intra-subject 
factor and factor interaction, followed by least significant 
difierence multiple comparisons, fo r multiple compari-
sons, a probability level of P<0 .05 was considered 
statistically significant. Spearman's correlations between 
C-peptide or insulin and GIP or GLP-l levels at diiTerent 
time points of the OGTT were computed. Due to the 
skewed data distribution and heteroscedasticity in both 
the dependent variables and the residuals, the data were 
treated by a power transformation to approximate a 
Gaussian data distribution and constant variance. The 
outliers were detected using residual diagnostic plots. 
Statgraphics v. 5.1 statistical software (Rockville. MA. 
IJSA) was used for the computations. 

Results 

The clinical, biochemical, and hormonal parameters of 
the subjects are given in Table 1. Age. BMI. waist-to-hip 
ratio (WHR), total cholesterol, HDL-cholesterol. and 
triglyceride levels did not differ between PCOS and CT. 
Insulin sensitivity and hepatic insulin extraction, both 
at fasting and during OGTT, were similar in PCOS and 
CT. As expected, PCOS had signif icantly higher 
testosterone levels (P<().00009) and free testosterone 
index (P< 0.002) than CT. even when SHBG levels were 
not diiTerent between the groups. 

OGTT time courses are shown in Fig. la and b. Blood 
glucose was similar in PCOS and CT (P<0.69) . Women 
affected with PCOS exhibited higher levels of C-peptide 
than CT (P<().()5) and tended to have higher levels of 
insulin (P<0.12; Fig. la). The concentrations of total 
GIP were significantly higher in PCOS than in CT 

(P<().()()1). Active GLP-l levels exhibited a significantly 
diiTerent time-dependent pattern in PCOS than in CT 
(P<0.002 for PCOS versus time interaction). GLP-l 
concentrations were similar in PCOS and CT in the early 
phase of OGTT unti l 60 min and reached significantly 
lower levels in PCOS than in CT ( / '<() .05) at 180 min 
(Fig. lb). 

C-peptide levels correlated significantly with total GIP 
levels at 0 ( r=0 .40 : P<0.04) . 60 ( r=Ó.46: P<0.01) . 
and 180 min ( r = 0 . 6 0 : / '< ( ) .002) . No significant 
correlation was observed between active GLP-l and 
C-peptide. Neither total t i l l ' nor active GLP-1 correlated 
with insulin. 

Discussion 

Incretin hormones, GIP and GLP-l. are responsible for 
the augmentation of insulin secretion after oral glucose 
load (1.2). To the best of the authors' knowledge, there 
is only one previous study of incretin hormones in a 
small group of lean PCOS, which found no difference in 
GIP or GLP-l between PCOS and controls, even when 
the PCOS women had higher insulin and C-peptide 
levels (14). By contrast, in the study presented here, 
women with PCOS exhibited increased total GIP and 
increased C-peptide concentrations during OGTf in 
comparison with healthy control subjects. On the other 
hand, active GLP-l levels exhibited a significantly 
different time course, being similar in PCOS and controls 
in the early phase, but lower in PCOS in the late phase of 
OGTT. The observed discrepancies between the present 
results and those of the cited investigation (14i could be 
due to either the limited sample size of the previous 
study or the methodological differences in the incretin 
hormone assays. Our results do on the other hand 
accord with other authors, describing increased ( i l l ' 
(20) and decreased active GLP-l levels in patients with 
overt T2DM (21). Similarly, increased total and intact 
(SIP levels accompanied by increased C-peptide levels 
have been shown in subjects with impaired glucose 
tolerance (22). Increased concentrations of total GIP 
together with increased C-peptide secretion have also 
been found in healthy first-degree relatives of patients 
with T2DM during day-long sampling profiles (4). All 
these findings, together with those of the present study 
in PCOS, show that incretins. and especially GIP. seem to 
be altered both in overt diabetes and in those metabolic 
states considered as pre-diabetic. 

The studied cohort of women affected with PCOS 
exhibited increased (3-cell function, as they had 
significantly increased concentrations of C-peptide in 
comparison wi th matching healthy subjects. Similar to 
C-peptide. insulin levels also tended to be higher in 
PCOS. but did not reach significance, probably due to 
the greater dispersion of insul in levels. Liver 
degradation of the hormone should not be responsible 
for the discrepancy between insulin and C-peptide. 
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Figure 1 (a) Levels of glucose, C-peptide. and insulin after oral glucose load in women with polycystic ovary syndrome (closed circles, solid 
line) in comparison with age- and BMI-matched healthy women (open circles, hatched line), (b) Levels of total glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide (GIP) and active glucagon-like peptide 1 (GLP-1) after oral glucose load in women with polycystic ovary 
syndrome (closed circles, solid line) in comparison with age- and BMI-matched healthy women (open circles, hatched line). 
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because there was no difference in hepatic insulin 
extraction, both at fasting and during OGTT. in the 
PCOS and controls. The increased (3-cell response is not 
due to obesity, as the patients and controls were lean 
with similar BMI and WHR. We have chosen lean PCOS 
for this study specifically to avoid the possible 
confounding effect of obesity on {5-cell release. 

(3-Cell compensation for the given degree of insulin 
resistance (2 3) should not be responsible for the 
observed differences, as both groups had the same 
degree of insulin sensitivity measured in both a fasting 
state and during dynamic conditions. Similar insulin 
sensitivity is consistent with other reports employing 
the euglycemic clamp (24. 2 5). Other authors have also 
described increased C-peptide levels dur ing OGTT, 
which were not accompanied by decreased insulin 
sensitivity as measured by euglycemic clamp in PCOS 
women (26). Increased (3-cell activity has been 
described in other populations with a high risk of 
T2DM. Early insulin responses in OGTT. meal test, and 
IVGTT were exaggerated in the Pima Indians, for 
example, and could not be explained by insulin 
resistance (27). It is possible to speculate that increased 
3-cell activity is an early defect that is present even 
before subtle defects in insulin sensitivity can be 
discerned. 

We have shown that total GIP secretion was an 
important factor contributing to increased C-peptide 
levels, which significantly correlated with ( i l l ' levels, 
but not with active GLP-1, at different time points of 
OGTT. The role of GLP-1 must not, however, be 
neglected, because although GIP levels are up to ten 
times higher than GLP-1 levels, both incretins act in an 
additive manner, wi th GLP-1 being predominant at 
higher glucose concentrations (28). The reasons for the 
lack of correlation between GLP-1 and insulin or 
C-peptide levels are not clear. Decreased GLP-1 secretion 
has been found in patients wi th overt T2DM, where, 
however, GLP-1 had preserved insulinotropic activity 
(3). In the present study, GLP-1 exhibited a significantly 
different time pattern in PCOS than in CT. GLP-1 
concentrations were similar in PCOS and CT in the early 
phase of OGTT until 60 min and reached significantly 
lower levels in PCOS than in CT at 180 min. In our 
opinion, this was an interesting observation, although 
we were not able to provide a clear explanation of this 
phenomenon. The regulation of GLP-1 secretion is still 
not fully clarified. Rate of gastric emptying, leptin, and 
glucagon have been shown to influence GLP-1 secretion 
(1). In particular, leptin stimulates GLP-1 secretion, and 
this effect was attenuated in subjects wi th leptin 
resistance (29). while glucagon correlated negatively 
with GLP-1 during OGTT in patients with T2DM. On the 
other hand, no relationships between the parameters of 
glucose control, insulin sensitivity, and secretion with 
GLP-1 levels have been found ( 30). 

One of the hypotheses explaining increased GIP levels 
in PCOS would be pr imary overactivity of the 

enteroinsular axis. Increased t i l l ' secretion could 
exaggerate the stimulation of (3-cells to produce more 
insulin. The inappropriately increased insulin secretion 
should lead to lower blood glucose levels if insulin 
sensitivity is preserved. Indeed, lower levels of glycated 
hemoglobin (51) and a lower perception of hypogly-
cemic symptoms (32) have been observed in women 
affected with PCOS. We cannot conclude from our study 
whether the increased GIP levels in PCOS are associated 
with the altered insulinotropic effect of GIP: this remains 
to be evaluated by the administration of GIP during 
hyperglycemic clamp and by measurement of the 
incretin effect. Alternatively. GIP levels could be 
increased as a compensatory mechanism of decreased 
GIP activity ( 3). The decreased Gil ' activity observed in 
T2D.M was originally supposed to result from the loss-
of-function mutations of the ( i l l ' receptor, bul no 
association of causative polymorphism or mutations in 
GIP receptor and T2D.M has been identified ( 3 !. 34). 
Decreased GIP activity and concomitantly increased 
plasma GIP levels might also result from the decreased/ 
absent expression of GIP receptors on the (3-cells. In 
humans, however, the defective GIP action is restricted 
to the late phase of insulin secretion with preserved 
early phase GIP activity. Increased internalization or 
enhanced desensitization of GIP receptors has. there-
fore, been suspected (3). The decreased insulinotropic 
effect of GIP has been demonstrated not only in diabetic 
subjects, but also in their first-degree relatives with 
normal glucose tolerance I 5Ť) and thus, the GIP delect 
has been supposed to be a primary, genetically 
determined defect in T2DM. When subjects wi th 
different types of diabetes were examined, however, 
decreased responses to GIP in a similar range as in 
T2DM were also found in subjects with MODY or with 
secondary diabetes ( 36). The defective GIP activity could 
therefore result from the diabetic metabolic state ( 37). 

In conclusion, increased total GIP and lower late 
phase active GLP-1 concentrations during OGTT were 
observed in lean PCOS women compared with I3MI- and 
age-matched control subjects. 
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Abstract 

B a c k g r o u n d : D iabe tes m e l l i t u s t y p e 2 ( D M 2 ) a f fec ts 
10% o f w o m e n w i t h p o l y c y s t i c o v a r y s y n d r o m e 
(PCOS). W e e v a l u a t e d t he s e n s i t i v i t y a n d spec i f i c i t y 
of c l i n i ca l a n d f a s t i n g b i o c h e m i c a l p a r a m e t e r s in 
s c r e e n i n g fo r i m p a i r e d g l u c o s e t o l e r a n c e (IGT) a n d 
D M 2 . 

M e t h o d s : W o m e n w i t h PCOS i n - 2 4 4 , age 2 7 . 4 : : 
7.5 years , b o d y m a s s i n d e x (BMI) 2 7 . 5 - 6 . 9 kg/ r rT] a n d 
h e a l t h y w o m e n (n = 57, age 2 6 . 8 : - 5 . 8 years , B M I 
21.3 r 2.1 k g / m ' ) u n d e r w e n t basa l b l o o d s a m p l i n g a n d 
an o ra l g l u c o s e t o l e r a n c e test (oGTT) . 
Resu l t s : I nsu l i n res i s tance w a s i d e n t i f i e d in 40 .2% o f 
PCOS w o m e n . I m p a i r e d f a s t i n g g l u c o s e (5 .6 -6 .9 
mmol / ' L ) w a s f o u n d in 30 s u b j e c t s (12.3%), bu t t he 
o G T T revea led IGT in o n l y six o f t hese cases a n d D M 2 
in o n e sub jec t . IGT w a s f o u n d in 23 (9.4%) a n d D M 2 
in f o u r (1.6%) of t h e w o m e n w i t h PCOS. T h e c o n v e n -
t i o n a l u p p e r l i m i t s f o r t o t a l c h o l e s t e r o l , t r i g l y c e r i d e s , 
sys to l i c a n d d i as to l i c b l o o d p r e s s u r e a n d f a s t i n g g lu -
cose r evea led l o w s e n s i t i v i t y fo r t he i d e n t i f i c a t i o n of 
i m p a i r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m . 

C o n c l u s i o n s : N o s i ng l e p a r a m e t e r nor any c o m b i n a -
t i o n of t h e m s h o w e d an a c c u r a c y su f f i c i en t fo r sc reen-
i ng of IGT or D M 2 in PCOS pa t i en t s . A l l PCOS pa t i en t s 
s h o u l d be s c r e e n e d u s i n g an o G T T to i d e n t i f y d i s tu r -
bances"Tn g l u c o s e m e t a b o l i s m . 
C l in C h e m Lab M e d 2007;45 :639 44. 
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Introduction 

Po lycys t i c o v a r y s y n d r o m e (PCOS> is a c o m m o n 
e n d o c r i n e d i s o r d e r in w o m e n o f fe r t i l e age. It is recog-
n i sed tha t i n s u l i n res i s tance (IR) m a y p lay a m a j o r ro le 
in t he p a t h o g e n e s i s o f PCOS (1, 2). IR is o n e of t h e 
risk f a c t o r s fo r t he d e v e l o p m e n t of d i a b e t e s m e l l i t u s 
t y p e 2 (DM2) . D M 2 a f fec ts a p p r o x i m a t e l y 10% a n d 
i m p a i r e d g l u c o s e t o l e r a n c e (IGT) a p p r o x i m a t e l y 2 0 % 
of PCOS pa t i en t s , w h i c h are h i g h e r f r e q u e n c i e s t h a n 
fo r h e a l t h y w o m e n (3 -7 ) . I! is l i ke ly t ha t o n l y a s u b 
g r o u p of PCOS w o m e n are at h i g h e r r isk of IGT a n d 
D M 2 . The ear l y i d e n t i f i c a t i o n o f i n d i v i d u a l s at l i sk o f 
D M 2 and s u b s e q u e n t p r e v e n t i o n c o u l d h a v e a s ign i f -
icant e c o n o m i c i m p a c t (8). In recen t yea rs , so -ca l l ed 
p r e d i a b e t e s ( i m p a i r e d f a s t i n g g l u c o s e (IFG) a n d IGT] 
has a g a i n c o m e i n to focus . Data for g e n e r a l p o p u l a -
t i o n s s u g g e s t that no t o n l y D M 2 , bu t a lso i so l a ted IGT, 
is c o n s i s t e n t l y a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d c a r d i o v a s -
cu la r m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y , a n d w i t h all c a u s e m o r -
ta l i t y (9) Th i s i nc rease in r isk fo r IGT is h i g h e r (10) 
t h a n fo r i so l a ted IFG (11). T o date , al l l a rge sca le s tud-
ies a i m e d at p r e v e n t i n g D M 2 u s e d IGT .is an i n c l u s i o n 
c r i t e r i o n . T h e s e s t u d i e s p r o v e d tha t l i f es t y le (12) a n d 
p h a r m a c o l o g i c a l (13) i n t e r v e n t i o n s m a y p r e v e n t t he 
d e v e l o p m e n t o f D M 2 . 

PCOS m a n i f e s t s ea r l y in the l i f espan , a n d s u f f e r e r s 
t h u s r e p r e s e n t an idea l t a r g e t g r o u p for t he s c r e e n i n g , 
p r e v e n t i o n a n d ear l y t r e a t m e n t o f D M 2 . As t he prev-
a lence o f PCOS is h i g h in w o m e n o f fe r t i l e age, h y p o 
t h e t i c a l l y r e a c h i n g 7 % - 1 0 % , i d e n t i f i c a t i o n o f f a s t i n g 
m a r k e r s w i t h h i g h a c c u r a c y for t he d i a g n o s i s of IGT/ 
D M 2 c o u l d s u b s t a n t i a l l y r e d u c e t he n u m b e r o f o ra l 
g l u c o s e t o l e r a n c e tes ts t oGTTs ) necessa ry . In PCOS, 
t he re have b e e n o n l y a f e w s t u d i e s to d a t e f o c u s i n g 
o n t he p r e d i c t i o n of g l u c o s e i n t o l e r a n c e (14, 15). Ind i -
ces of IR d e r i v e d f r o m basa l v a l u e s of b l o o d g l u c o s e , 
i n s u l i n a n d a n d r o g e n leve ls h a v e b e e n s t u d i e d as 
p o t e n t i a l p r e d i c t o r s of g l u c o s e i n t o l e r a n c e in w o m e n 
w i t h PCOS (15). 

T h e a i m s of t h e p r e s e n t s t u d y w e r e : 1) to e v a l u a t e 
t he IR p r e v a l e n c e as d e f i n e d by t he h o m e o s t a t i c m o d -
el a s s e s s m e n t of i n s u l i n r es i s tance ( H O M A IR) in 
Czech PCOS p a t i e n t s ; a n d 2) to i n v e s t i g a t e t h e sensi -
t i v i t y a n d spec i f i c i t y of b i o c h e m i c a l c a r d i o v a s c u l a r 
r isk f ac to rs , IR i n d i c e s a n d a n d r o g e n leve ls in detec t -
i ng IGT a n d D M 2 . 

Patients and methods 

W o m e n w i t h PCOS j n ?44; m e a n age 27.4 7.5 years , m e a n 
b o d y m a s s i n d e x f B M i i 27 5 6.9 kg n d i a g n o s e d accord-
ing t o the c o n s e n s u s of ' l i e E u r o p e a n S o c i e t y 'or H u m a n 
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Rep roduc t i on and E m b r y o l o g y (ESHREi and the A m e r i c a n 
Soc ie ty for Reproduc t i ve M e d i c i n e (ASRM) (16) [ the diag-
nos is is accepted w h e n t w o of the f o l l o w i n g th ree s y m p t o m s 
are present : 1) o l i go anovu la t i on : 2: c l in ica l a n d o i b i o c h e m 
ical s igns of h y p e r a n d r o g e n i s m ; and 3 i po lycys t i c ovar ies 
(PCO)]. These sub jects w e r e en ro l l ed consecu t i ve l y in the 
s tudy f r o m an ou tpa t ien t te r t ia ry e n d o c r i n e d e p a r t m e n t 
b e t w e e n 1997 a n d 2006 H y p e r a n d r o g e n a e m i a w a s de f ined 
as e leva t ion of to ta l tes tos te rone , f ree tes tos te rone index or 
a n d r o s t e n e d i o n e above the upper l im i t of the n o r m a l range: 
0 .40-3 .00 nmo l / L for tes tos te rone ; a va lue of 6 for the f ree 
tes tos te rone index (17): anci 1.6 5.4 n i n o l L for and ros tene-
d i one 118'. A to ta l of 36 w o m e n re fused to u n d e r g o vag ina l 
u l t r a s o u n d e x a m i n a t i o n , m o s t l y for non c o m p l i a n c e or per-
sona l reasons, a n d in 45 p r o b a n d s n o r m a l u l t r asonog raph i c 
appearance of the ovar ies w a s observed . In all of these 
pat ients , a c o m b i n a t i o n of ch ron i c a n o v u l a t i o n and c l in ica l 
s igns of h y p e r a n d r o g e n i s m , toge the r w i t h e leva t ion of to ta l 
t es tos te rone or the f ree tes tos te rone index or andros tene-
d ione above the upper l imi t of the n o r m a l range w a s ohserv 
ed. In 84.5% of w o m e n , o l i go a m e n o r r h o e a w a s present . 
These pat ien ts we re c lass i f ied as anovu la to r y . In 15.5% of 
cases, regu lar m e n s t r u a l cyc les w e r e observed . These w o r n 
en all had s o n o g r a p h i c ev idence of PCOS a n d hype rand ro -
genaemia . H y p e r a n d r o g e n a e m i a w a s present in 92.5% of the 
w o m e n s tud ied . 

Heal thy con t ro l s w e i e rec ru i ted via adve r t i semen t (n 57; 
m e a n age 2 5 . 6 - 4 . 8 years, m e a n 8 M I 21.3 2 07 kg .m ' ) . 
These all lacked s y m p t o m s of h y p e r a n d r o g e n i s m , had a reg-
ular mens t rua l cyc le (21 35 days), and had a n d r o g e n levels 
w i t h i n the re ference range. Pelvic u l t r a s o n o g r a p h y w a s not 
p e r f o r m e d in con t ro l sub jects . 

Af ter s i gn i ng i n f o r m e d consen t a p p r o v e d by the local 
Ethics C o m m i t t e e , t w o b l o o d p ressure read ings w e r e 
ob ta ined f r o m seated pat ien ts af ter a 10 m i n rest; the m e a n 
w a s d e t e r m i n e d f r o m the t w o va lues a n d w a s used for fur-
ther analysis. W e i g h t (to the nearest 0.1 kg) and he igh t (to 
the nearest cm) w e r e measu red . The deg ree of obes i t y w a s 
c lass i f ied as f o l l o w s : lean, BMI • 25 k g / m ' ; o v e r w e i g h t , BMI 
2 5 - 3 0 kg./m'; obese, BMI -30 k g / m ' 119). 

Basal fas t ing b l o o d samp les for l ip id spec t rum, g lucose , 
C-pept ide a n d insu l in w e r e taken f r o m the cub i ta l ve in. Sam-
ples w e r e cen t r i f uged and s e r u m w a s s to red at 20 C unt i l 
analys is . 

oGTTs w i t h s a m p l i n g for b l o o d g lucose, insu l in and C pep-
t ide at 0, 30, 60 a n d 120 m i n w e r e car r ied ou t w i t h a 75 g 
ora l g lucose load. S a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d and p lasma 
w a s f rozen at 20 C unt i l analys is . 

C-pept ide w a s es t ima ted by i m m u n o r a d i o m e t r i c assay 
( IRMA; I m m u n o t e c h , Prague, Czech Republ ic) w i t h an in t ra-
a n d inter assay CV of 4.1% and 5.1%, respect ive ly . Insu l in 
w a s es t ima ted by IRMA ( I m m u n o t e c h , Prague, Czech Repub-
lic) w i t h an intra and inte i assay CV of 4.6% and 5.3%, 
respect ive ly . B lood g lucose w a s es t ima ted by the g lucose 
ox idase m e t h o d (g lucose ana lyser , Beckmann , Fu l le r ton , CA, 
USA) in venous p lasma, w i t h an intra- and in ter-assay CV of 
1.8% and 2.6%, respect ive ly . Tota l cho les te ro l , h igh dens i t y 
l i pop ro te in (HDl . ) -cho lestero l a n d t r i g l yce r i des we re 
assessed by p h o t o m e t r y (Ecol ine 25, V i ta lab Ecl ipse; Merck, 
Darms tad t , Ge rmany ) , w i t h intra assay CVs 1.6%, 1.7% a n d 
1.2% anci inter assay CVs of 1.9%, 2.1% a n d 1.9'.,, re-
spect ive ly . 

Tes tos te rone was d e t e r m i n e d by r a d i o i m m u n o a s s a y (RIA) 
us ing ant i t es tos te rone 3 c a r b o x y m e t h y l o x i d e bov ine s e r u m 
a l b u m i n (BSA), w i t h intra a n d in ter-assay CVs of 10.2 '. and 
10%. respect ive ly . A n d r o s t e n e d i o n e w a s es t ima ted by RIA 
us ing ant i andros tenc i ione 6 c a r b o x y m e t h y l o x i d e BSA, w i t h 
intra a n d inter assay CVs of 10'., a n d 10.2%, respect ive ly . 

D e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e IDHEAI w a s e s t i m a t e d by RIA after 
d i c h l o r o m e t h a n e ex t rac t i on ( I m m u n o t e c h Marse i l le , 
France1 , w i t h an in t ra-assay C V of 6 % a n d in ter -assay CV of 
12.1%. DHEA su l fa te IDHEAS) w a s e s t i m a t e d by RIA ( I m m u -
notech, Marse i l le . France), w i t h an in t ra assay CV of 3.5% 
a n d in ter-assay CV of 10.2%. 17 OH p roges te i one w a s deter-
m i n e d after d ie thy le the r ex t rac t i on w i t h RIA ( I m m u n o t e c h , 
Prague Czech Republ ic ) , w i t h an intra assay ( v of 5 2%, a n d 
inter-assay CV of 6.5%. Oes t rad io l w a s d e t e r m i n e d w i t h RIA 
( I m m u n o t e c h , Prague, Czech Republ ic ) w i t h an in t ra-assay 
CV of 4.4 • and an inter assay CV of 4.6%. Lu te in i s ing hor 
m o n e (LH) w a s d e t e r m i n e d by i m m u n o r a d i o m e t r i c assay 
( IRMA ( I m m u n o t e c h . Prague, Czech Republ ic ) w i t h an intra-
assay CV of 3.7% anci an inter assay CV of 4.3%. Fol l ic le s t i m 
u la t ing h o r m o n e (FSH) w a s d e t e r m i n e d by IRMA 
( I m m u n o t e c h , Prague Czech Republ ic ) w i t h an intra assay 
CV of 2.6%, a n d an inter assay CV of 4.5' . Sex h o r m o n e 
b i n d i n g g l o b u l i n iSHBG) w a s d e t e r m i n e d by IRMA i Or ion , 
Espoo, F in land ! w i t h an in t ra assay CV of 6.1% a n d an inter 
assay CV of 7 9 ••„. 

IGT and DM2 w e r e c lass i f ied after an oGTT acco rd ing to 
the rev ised cr i ter ia of the W o r l d Hea l th Organ i za t i on (WHO) 
(20i. P lasma g lucose b e t w e e n 7.7 a n d 11.1 m m o l / t at 
120 m:n is c lass i f ied a-, IG I D M 2 is d i a g n o s e d w h e n p lasma 
g lucose at 120 m m is 11.1 m n i o l L. IFG w a s d i a g n o s e d 
acco rd ing to the A m e r i c a n Diabetes Assoc ia t i on (ADA) i l l ) 
as fas t ing va lues of b e t w e e n 5.6 a n d 6.9 m m o l I 

C a l c u l a t i o n s 

The HOMA- 'R w a s ca lcu la ted as: fasting insulin (mlU/ 
L)\fasting glucose imniollj'22.5. The h o m e o s t a t i c m o d e l 
assessmen t of j-i cel l f u n c t i o n ( H O M A (iF) w a s ca lcu la ted as 
20\ fasting msu!:n iinlU. 11 i lasting glucose [nvnol/l.) 5.5), as 
desc r ibed by M a t t h e w s et al. 121'. The quan t i t a t i ve insu l in 
sens i t i v i t y check index (QUICKI) w a s c o m p u t e d as lUdog 
fasting insulin imlU I)) log fasting glucose (mgidL)), as 
desc r ibed by Katz et al. (22). 

For con t ro l s the 95 th percen t i l e of H O M A T R w a s 
2.29 m m o l • m l U I ' and th is va lue w a s used as a cu to f f va lue 
for the p iesence of IR. 

S t a t i s t i c s 

M a n n W h i t n e y a n d tests (NCSS 2002, S ta t i j rap l i i os Plus v. 
5.1; N u m b e r C iu r i cher Stat is t ica l Sys tems , Kaysv i l le , UT, 
USA) w e r e used for s tat is t ica l analys is . Receiver ope ra t i ng 
charac ter is t ic (ROC) curves w e i e ana lysed us ing SPSS sta 
tistic.al s o f t w a r e (SPSS Inc. Ch icago, IL. 1JSA). Data are 
repo r ted as mean • SD. 

Results 

P r e v a l e n c e of IR 

T h e IR p r e v a l e n c e wa.s 40.2% in the g r o u p of 244 
PCOS pa t i en ts , u s i n g t he H O M A I R 9 5 t h p e r c e n t i l e in 
h e a l t h y c o n t r o l s as a c u t o f f va l ue . PCOS sub jec t s 
w e r e lean in 49 .2%, o v e r w e i g h t in 22 .9% a n d o b e s e 
in 27.9% of cases. W h e n the w h o l e g r o u p w a s ana-
l ysed a c c o r d i n g to B M I c a t e g o r i e s , IR w a s f o u n d in 
14.6% of lean, 42 .5% of o v e r w e i g h t a n d 71 .8% of 
o b e s e w o m e n 61.81 p 0 .0001) . H e a l t h y c o n t r o l s 
w e r e o v e i w e i g h t in £ „ a n d o b e s e in 10.5% o f cases. 
IR w a s p resen t in 7.2' .-; of c o n t r o l s . 
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Table 1 Comparison of anthropometr ic, clinical, biochemical and hormonal variables in insulin sensit ive and insulin-resistant 
women wi th PCOS. 

Var iab le Insu l in sens i t ive PCOS Insu in res is tant PCOS P ' 
in 146) in 98) 

M e a n SO M e a n SD 

Age, years 26.25 6 60 29.0(5 8.36 0.0030 
Fer r iman Ga l lwev score 6 95 6.33 10 06 6 20 0.0001 
Systolic: b l o o d pressure, m m Hg 115.30 13.46 124.63 15.23 0.0001 
Diasto l ic b l o o d pressure, m m Hg 74.11 9 83 80 02 10 80 0.0001 
Body mass index, kg n r 24.67 4.93 31 43 6 '34 0.0000 
Wais t , c m 81.67 12.08 94.79 13.12 0.0020 
Tes tos te rone , nmo l / L ? 71 1.09 2 48 0.84 0.0800 
Free tes tos te rone index 7 78 4.70 1 1.40 7 20 0.000001 
Oest rad io l , n m o l L 0 79 0 28 0 .''7 0.17 11 s 
17 OH p roges te rone , n m o l I 2 38 1.23 1.32 ns 
D e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e sul fate, ( junol L 7 21 3.66 7.84 4 59 lis 

D e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e , n m o l L 30.75 19.77 29.32 1 7.22 IIS 
A n d r o s t e n e d i o n e , nmo l / L 7.89 3.59 8 39 3 9 1 ns 
Lu te in i s ing h o r m o n e , IU/L 8 03 5 51 7 30 5 01 ns 
Fol l ic le s t i m u l a t i n g h o r m o n e , IU/L 5.42 2.36 6.36 6 18 l is 
S e x - h o r m o n e - b i n d i n g g l obu l i n , n m o l ' L 44.31 26.16 28 77 18.10 0.0001 
Insul in , m lU /L 6.14 2.59 20.66 16.59 0.000001 
C-pept ide , nmo l /L 0.69 0.26 1.36 0.61 0.000001 
Plasma g lucose, m m o l / L 4.65 0.49 5.19 0.68 0.0001 
H O M A ((F, m l U / m m o l 144.87 199.20 277,.'-9 195.00 0.0001 
HOMA-IR, m l U m m o l / L 2 1.27 0.54 4.86 4.90 0.0001 
Cho les tero l , m m o l / L 4.56 0.94 4.83 0.94 0.0447 

HDL-cho les tero l , m m o l / L 1.61 0.97 1.23 0.34 0.0011 
Tr ig l yce r ides , m m o l / L 1.05 1.08 1.52 0.85 0.0017 

HOMA-liF, hoineostatic model assessment of (5 cell funct ion; HOMA IR horneostatic model assessment of insulin resistance 

Tab le 1 p r o v i d e s a c o m p a r i s o n of the a n t h r o p o -
me t r i c , c l in i ca l , b i o c h e m i c a l a n d h o r m o n a l v a r i a b l e s 
in the i n s u l i n - s e n s i t i v e and i n s u l i n - r e s i s t a n t PCOS 
w o m e n . T h e la t ter g r o u p w a s s ta t i s t i ca l l y o l d e r 
( p - 0.003), m o r e obese ( p - 0.0001) , a n d w i t h h i g h e r 
sys to l i c (p 0.0001) and d ias to l i c b l o o d p r e s s u r e s 
(p 0.0001). T h e y had h i g h e r t r i g l y c e r i d e (p- 0.02) 
a n d t o ta l c h o l e s t e r o l (p< 0.05) leve ls , l o w e r HDL-cho -
les te ro l leve ls (p 0.01), a n d h i g h e r f as t i ng p l a s m a 
g l u c o s e ( p - 0.0001) , i n s u l i n (p 0.0001) a n d C - p e p t i d e 
leve ls (p 0.0001). T h e i n s u l i n - r e s i s t a n t a n d i nsu l i n -
sens i t i ve PCOS s u b j e c t s d i d no t d i f f e r in t o t a l tes tos -
t e r o n e , a n d r o s t e n e d i o n e , 17-OH p r o g e s t e r o n e , oes t ra -
d io l , LH or FSH leve ls . T h e i n s u l i n - r e s i s t a n t PCOS 
w o m e n had s i g n i f i c a n t l y l o w e r S H B G (p 0.0001) and 
a h i g h e r f ree t e s t o s t e r o n e i n d e x (p 0 .000001 1 t h a n 
t he i n s u l i n - s e n s i t i v e PCOS w o m e n . 

Prevalence of IFG, IGT and DM2 

IGT w a s i d e n t i f i e d in 23 PCOS p a t i e n t s .'9.4%) a n d 
D M 2 in f o u r p a t i e n t s (1.6",;), assessed a c c o r d i n g t o 
b l o o d g l u c o s e leve ls at 120 m i n fo r t he oGTT. IFG w a s 
o b s e r v e d in 30 w o m e n (12.3%); t he o G T T r e v e a l e d 
IGT in six of t hese cases a n d D M 2 in one sub jec t . 

Predictors of IGT 

ROC c u r v e s w e r e c o n s t r u c t e d fo r o G T T b l o o d g l u c o s e 
at 120 m i n -7.7 m m o l / L as a r e s p o n s e p a r a m e t e r , 
a n d f a m i l y h i s t o r y of D M 2 , BMI , sys to l i c a n d d ias to l i c 
b l o o d p ressu res , H O M A - I R , QUICKI , HOMA- j - lF , fast-
i ng b l o c d g l u c o s e , f as t i ng i nsu l i n , t o t a l c h o l e s t e r o l . 

H D L - c h o l e s t e r o l , t r i g l y c e r i d e s , t e s t o s t e r o n e , a n d 
S H B G as s u b s e q u e n t c r i t e r ia . The area u n d e r t he 
c u r v e (AUC) w a s s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m 0.5 o n l y 
f o r the f o l l o w i n g p a r a m e t e r s : sys to l i c a n d d i a s t o l i c 
b l o o d p ressu res , H O M A - I R , OUICKI . f as t i ng b l o o d g lu -
cose a n d i nsu l i n , t o t a l c h o l e s t e r o l a n d t r i g l y c e r i d e s 
(Tab le 2). T h e A U C s for t hese p a r a m e t e r s , h o w e v e r , 
w e r e no t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m each o t h e r . 

The best a c c u r a c y for the i d e n t i f i c a t i o n of i m p a i r e d 
g l u c o s e m e t a b o l i s m w a s f o u n d f o r t h e f o l l o w i n g para-
m e t e r s : t o t a l c h o l e s t e r o l , t r i g l y c e r i d e s , a n d sys to l i c 
a n d d i as to l i c b l o o d p r e s s u r e s v a l u e s (F igu re 1). Sen-
s i t i v i t y a n d spec i f i c i t y w e i e 91 .7% a n d 38 .7% fo i to ta l 
c h o l e s t e r o l ( cu to f f p o i n t 4.19 m m o l / L ) , 91 .7% a n d 
38 .7% for s e r u m t r i g l y c e r i d e s (0.705 m m o l / L ) , 90 .9% 
a n d 28% fo i d i as to l i c b l o o d p r e s s u r e o f 69.1 m m Hg, 
a n d 90 b a n d 25% fo i s ys to l i c b l o o d p r e s s u r e o f 
110 m m Hg . T h e H O M A - I R c u t o f f v a l u e o f 0 .673 
s h o w e d a s e n s i t i v i t y of 92,6".. , bu t s p e c i f i c i t y r e a c h e d 
o n l y 11%. Th is l o w spec i f i c i t y m e a n s tha t a l a rge 
n u m b e r of w o m e n d e f i n e d as par t of t h e " r i s k " g r o u p 
by HOÍVIA-IR ac tua l l y h a d n o r m a l o G T T resu l ts . 

The c o n v e n t i o n a l upper l i m i t s for t o ta l c h o l e s t e r o l , 
t r i g l y c e r i d e , sys to l i c a n d d i as to l i c b l o o d p r e s s u r e s 
a n d f a s t i n g g l u c o s e revea led l o w s e n s i t i v i t y for t he 
i d e n t i f i c a t i o n o f i m p a i r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m l i a b l e 
2). 

Discussion 

The f i rs t a i m o f t he p resen t s t u d y w a s to i n v e s t i g a t e 
t h e IR p r e v a l e n c e in ° C O S w o m e n . W e i d e n t i f i e d IR 
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Table 2 D iagnos t i c accuracy of v a r i o u s pa rame te rs for i den t i f i ca t ion of i m p a i r e d g lucose m e t a b o l i s m . 

Cr i te r ion Cuto f f Sens i t iv i ty , % Spec i f i c i t y , % A U C 

HOMA- IR, m m o l m l U ' L ' 0.67 92.6 11.0 0.668 (0.541 0.794) 
QUICKI 0.41 92.6 10 0 0.668 (0.541 0.794) 
Diasto l ic b l o o d pressure, m m Hg 69.1 92.0 17.0 0.683 (0.561- 0.805) 

80.0 68.0 54.1 
Systo l ic b l o o d pressure, m m Hg 110.0 90.0 25.0 0.686 (0.583 0.788) 

130.0 48.0 75.7 

Tota l cho les te ro l , m m o l / L 4.19 91.7 38.7 0.659 (0.554 0.764) 

5.00 46.0 63.7 

Tr ig lycer ides , rnmo l /L 0.705 90.9 28.0 0.673 (0.559 0.786) 
1.8 31.8 82.0 

Fast ing b l o o d g lucose, m m o l / L 4.05 94.0 5.0 0.671 (0.555 0.788) 

5.60 26.0 89. F 
Fast ing insu l in , m l U / L 3 69 92.6 10.0 0.656 (0.533 0.780) 

AUC, c u m u l a t i v e area under t he ROC curve, p resen ted as mean (con f idence in terva l ) . 
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Figure 1 Cons t ruc t i on of ROC curves for d i f fe ren t cr i ter ia (HOMA- IR, QUICKI. systo l ic a n d d ias to l i c b l o o d pressures, to ta l 
cho les te ro l a n d t r ig lycer ides) for i den t i f y i ng IGT or D M 2 
DM2, d iabetes me l l i t us t ype 2; H O M A 1R, homeos ta t i c m o d e l assessment of i nsu l in res is tance; IGT, i m p a i r e d g lucose to ler -
ance; QUICKI, quan t i t a t i ve insu l in sens i t i v i t y check index; ROC, receiver ope ra t i ng character is t ic . 
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in 40% o f the PCOS w o m e n o f fe r t i l e age, c o m p a r e d 
t o 7 .2% in the i r lean h e a l t h y c o u n t e r p a r t s . 

T h e IR p r e v a l e n c e w a s c l ose l y c o r r e l a t e d w i t h obe-
s i ty . I nsu l i n res is tan t PCOS w o m e n w e r e o lde r , m o r e 
obese , a n d had m o r e f r e q u e n t p r e s e n c e of c o r o n a r y 
r isk f ac to rs ( h i g h e r b l o o d p r e s s u r e , to ta l c h o l e s t e r o l , 
H D L - c h o l e s t e r o l , t r i g l y c e r i d e s ) t h a n i n s u l i n sens i t i ve 
PCOS sub jec t s . H i g h e r H O M A - t f F w a s a lso f o u n d in 
i nsu l i n - res i s tan t i n d i v i d u a l s . T h e s e resu l t s are in 
a c c o r d a n c e w i t h o t h e r s tud ies . D e u g a r t e et al. (23) 
i d e n t i f i e d IR d e f i n e d by H O M A IR in 6 0 % of PCOS 
w o m e n f r o m the U S A w i t h B M I in t he r a n g e 2 7 - 4 5 
kg /m 2 . C a r m i n a a n d L o b o (24) f o u n d IR u s i n g H O M A -
IR in 60% o f I ta l ian PCOS s u b j e c t s w i t h B M I 27 
k g / n r ' a n d in 95% of obese PCOS w o m e n . O n e w e a k -
ness of o u r s t u d y is t he p o t e n t i a l b ias in t he e s t i m a -
t i o n of IR in h e a l t h y w o m e n . The s e l e c t i o n p r o c e s s 
w a s no t t r u l y r a n d o m . W o m e n w i t h a g rea te r i n te res t 
in h e a l t h y h a b i t s m i g h t be e x p e c t e d t o r e s p o n d m o r e 
o f t e n to a d v e r t i s e m e n t s fo r h e a l t h e x a m i n a t i o n s ; t he 
IR p r o p o r t i o n in o u r c o n t r o l s a n d the H O M A IR c u t o f f 
se lec ted w o u l d t h u s be l o w e r t h a n in the " u s u a l " pop -
u l a t i o n . Th is w o u l d , h o w e v e r , lead to o v e r - e s t i m a t i o n 
of IR in w o m e n w i t h PCOS. 

T h e use of d i f f e r e n t d i a g n o s t i c c r i t e r ia (NIH or 
ESHRE) m a y h a v e led to d i f f e r e n c e s in t he p r o p o r -
t i o n s of m e t a b o l i c d i s t u r b a n c e s o b s e r v e d . It is k n o w n 
t h a t IR d o e s no t a c c o m p a n y s o m e of t he p h e n o t y p e s 
d e f i n e d as PCOS by ESHRE (25). C a r m i n a a n d L o b o 
(24) b a s e d PCOS d i a g n o s i s o n the NIH c o n s e n s u s . T h e 
a u t h o r s d i a g n o s e d PCOS a c c o r d i n g to ESHRE cr i te r ia . 
A c o m b i n a t i o n of r egu la r m e n s t r u a l cyc les , PCO m o r -
p h o l o g y a n d h y p e r a n d r o g e n i s m w e r e f o u n d in 15.5% 
of the i r s t u d y sub jec t s . It is k n o w n tha t u p t o 40% of 
t hese w o m e n e x h i b i t e d a n o v u l a t i o n w h e n e x a m i n e d 
m o r e t h o r o u g h l y (26). It is p o s s i b l e t ha t t he d i f f e r e n t 
d i a g n o s t i c c r i te r ia used i n f l u e n c e d t h e IR p r e v a l e n c e 
o b s e r v e d . W e s u p p o s e , h o w e v e r , t h a t the a f o r e m e n -
t i o n e d d i s c r e p a n c i e s in IR p r e v a l e n c e are m o r e l i ke ly 
due to the d i f f e r e n t o c c u r r e n c e s of o b e s i t y . In t he 
s t u d y of C a r m i n a a n d L o b o !24), a v e r a g e BMI w a s 
27.6 k g / n r w i t h an SD of 0.4 kg /m 2 . On t he o t h e r h a n d , 
nea r l y 50% of the PCOS w o m e n in the c u r r e n t s t u d y 
w e r e lean, i.e., w i t h B M I 25 k g / n r . Data f r o m a n o t h -
er s t u d y (27) d e s c r i b i n g s i m i l a r i n s u l i n leve ls in lean 
PCOS w o m e n a n d lean c o n t r o l s ag ree w i t h the l o w IR 
p r e v a l e n c e in o u r lean PCOS p o p u l a t i o n . 

T h e s e c o n d a i m of t h i s s t u d y w a s to d e t e r m i n e t he 
sens i t i v i t y a n d spec i f i c i t y of v a r i o u s f a s t i n g b i o c h e m -
ical a n d c l i n i ca l p a r a m e t e r s for t he d e t e c t i o n of 
i m p a i r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m . IR is o n e of the "isk fac-
t o r s fo r D M 2 . T h e r e is, h o w e v e r , no r e c o m m e n d a t i o n 
(28) o n h o w to de tec t IR in c l i n i ca l p rac t i ce . On t he 
o t h e r h a n d , it l ias been c o n v i n c i n g l y s h o w n that l ife-
s ty le a n d p h a r m a c o l o g i c a l i n t e r v e n t i o n can p r e v e n t 
the d e v e l o p m e n t of D M 2 in i n d i v i d u a l s w i t h IGT. A s 
IGT is en t i r e l y a s y m p t o m a t i c , it can be d i a g n o s e d 
o n l y v ia oGTT . Fas t i ng a n d 2-h g l u c o s e c o n c e n t r a -
t i o n s w e r e s h o w n to be e q u a l l y g o o d at p r e d i c t i n g 
D M 2 d e v e l o p m e n t ove r a 10-year p e r i o d in Caucas ian 
p o s t m e n o p a u s a l w o m e n (29). Because IGT is m o r e 
c o m m o n t h a n IFG, m e a s u r i n g o n l y f as t i ng g l u c o s e 

c o n c e n t r a t i o n s w o u l d resu l t in m i s s i n g a p r e - d i a b e t i c 
s tage in a la rge g r o u p of p e o p l e at r isk fo r D M 2 a n d 
c a r d i o v a s c u l a r d i seases . A t t e m p t s h a v e b e e n m a d e to 
i d e n t i f y p r e d i c t o r s of IGT D M 2 f r o m f a s t i n g v a l u e s fo r 
d i f f e r e n t b i o c h e m i c a l p a r a m e t e r s , b e c a u s e o G T T is 
i n c o n v e n i e n t a n d t i m e - c o n s u m i n g . W e h a v e s h o w n 
t h a t the c o n v e n t i o n a l u p p e r l i m i t s fo r t o ta l cho les -
te ro l , t r i g l y c e r i d e s , sys to l i c a n d t i i as to l i c b l o o d pres-
su res and f a s t i n g g l u c o s e e x h i b i t l o w s e n s i t i v i t y f o r 
the i d e n t i f i c a t i o n of i m p a i r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m in 
PCOS w o m e n . The s e n s i t i v i t y o b s e r v e d w a s a p p r o x -
i m a t e l y 92%, w i t h a spec i f i c i t y o f 17% for d ias to l i c 
b l o o d p r e s s u r e a n d 3 5 % for c h o l e s t e r o l . Bo th of t h e s e 
p a r a m e t e r s , h o w e v e r , y i e l d e d a p p r o x i m a t e l y 8 % 
f a l s e - n e g a t i v e resu l ts w h i c h is an u n a c c e p t a b l y h i g h 
p r o p o r t i o n fo r a s c r e e n i n g test . A H O M A IR c u t o f f va l 
ue of 0.7 y i e l d e d the h i g h e s t s e n s i t i v i t y for the de tec -
t i o n of i m p a i r e d g l u c o s e m e t a b o l i s m , bu t s e n s i t i v i t y 
on ly a p p r o a c h i n g 9 0 % is at the m i n i m u m leve l 
r e q u i r e d fo r a s c r e e n i n g test . M o r e o v e r , spec i f i c i t y 
w a s ve r y l o w , r e a c h i n g o n l y 10%. If e i t he r H O M A - I R 
or c a i d i o v a s c u l a i risk fac to rs a re used as s c r e e n i n g 
tests , t he m a j o r i t y of o G T T s w o u l d be n o r m a l in w o m -
en a s s i g n e d to the risk g r o u p , a n d t he n u m b e r o f 
f a l s e - n e g a t i v e d i a g n o s e s w o u l d be re la t i ve l y h i g h , 
r e a c h i n g 12%. On the o t h e r h a n d , M o h l i g et al. (15) 
f o u n d that H O M A - I R is a c o n v e n i e n t p r e d i c t o r of IGT/ 
D M 2 . A t a c u t o f f p o i n t of 73 .1%, H O M A IR h a d a sen-
s i t i v i t y of 95 .5% a n d a spec i f i c i t y of 51 .9%. T h e s e dis-
c o r d a n t resu l ts m i g h t be e x p l a i n e d by t he B M I 
h e t e r o g e n e i t y in our Czech I 'COS p o p u l a t i o n in c o m -
p a r i s o n t o the c i t ed c o h o r t (15), w h i c h h a d a n a r r o w 
B M I range of a p p r o x i m a t e l y 30 k g / n r . It is k n o w n tha t 
H O M A - I R is m o r e c l ose l y c o r r e l a t e d t o i n s u l i n a c t i o n 
in obese i n d i v i d u a l s t h a n in s u b j e c t s w i t h n o r m a l B M I 
(30). O t h e r a u t h o r s , h o w e v e r , h a v e no t c o n f i r m e d t h a t 
H O M A - I R is a use fu l t o o l in p r e d i c t i n g D M 2 in t he g e n -
era l p o p u l a t i o n . T h e y f o u n d tha t t h e best p r e d i c t o i o f 
s u b s e q u e n t d e v e l o p m e n t of D M 2 is e l e v a t e d C reac-
t i ve p r o t e i n . W o m e n w i t h C reac t i ve p r o t e i n in the 
h i g h e s t te r t i l e had an i n c r e a s e d re la t i ve r isk of deve l -
o p i n g d i abe tes , w h i c h < h a n g e d o n l y m i n i m a l l y a f te r 
a d j u s t i n g fo r B M I or H O M A IR (31). 

In c o n c l u s i o n , IR a c c o r d i n g t o the H O M A - I R i n d e x 
w a s i d e n t i f i e d in a p p r o x i m a t e l y 40% o f t h e PCOS p o p -
u l a t i o n s t u d i e d . T h e IR p r e v a l e n c e w a s h i g h l y d e p e n d -
ent on BMI . IFG w a s p r e s e n t in 12%, IGT in 9 .4% a n d 
D M 2 in 1.6% of the sub jec t s . N o s i n g l e p a r a m e t e r 
s h o w e d a d e q u a t e a c c u r a c y fo r the d e t e c t i o n of IGT in 
PCOS p a t i e n t s in th is s t u d y . C o n v e n t i o n a l u p p e r l i m i t s 
for c a r d i o v a s c u l a r risk f ac to rs s h o w e d l o w s e n s i t i v i t y . 
Based o n t hese resu l t s w e s u g g e s t s c r e e n i n g o f al l 
PCOS pa t i en t s u s i n g an oG I I . 
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