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Seznam zkratek
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... uvolfnjict hormou pro ACTH (corticotropin releasing hormone)

.....ristovy hormon (growth hormonc)

......avolimjici hormon pro ristovy hormon (growth hormone-reteasing hormone)
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gastrointestinini traki

inzulinu podobny ristovy faktor-3 (insvlin-bike growth factor-1}

... vazebny protein pro 1GF (insulin-like growth factor binding protein)

.....nuklearnt maguetick4 1 ¢ (magoelic resonance imaging)
.....neusopeptid Y
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¥
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Rl......... _renalnd insuficience

RS e Alni selbani

L1 0 S— solubilni leptinovy receptor (soluble leptin receptor)
L7715 12— pomgr pasfboky (waist to hip ratio)

1. Uvod

Gbrelin je prateinovy hormon, ktery byl izofovan v roce 1999 jako endogenni ligand veceptoru
pro sekaretagopa ristového bonnonu (GHS) (Kojima a kol. 1999). Je siluym stimuldtorem sekrece
ritstového hornenu (GH) u krys 1 v Stovéka (Knjima a kol. 1999, Arvat a kot, 2000).

Ghlirelin je pteviimeé produkovin v zaludku v endokrinnich buiikach Zaludedaich #azek (Date a
kol, 20003, Dornonville de la Cowr a kol. 2001), i kdyZ men3( produkee byla objevena i ve stfevé,
pankreaty, fedving, placentd, wadledvinack, vajelnicich, vartatech, levkocytech, hypofyze a
hypotatamu (Date a kol. 2000a, Papotti a kol. 2000, Wierup a kol. 2002).

Ghrelin je peptid sioZeny z 28 aminokyselin, ffeti aminokyselinou v pofadi je serin, na kfery je
plipojen octanoylovy zbytek. Tate unikétei posttrausladni peptidovi madifikace je csencidlni pro
eudokrinologické plisobeni glreline a hraje rtoli  zfgjimé i vtcansportu  molekuly pies
bematoencefalickou bariéru (Bednarek a kof. 2000, Matsumoato a kal. 2001). Pozdéji byl v plasmé
izolovin t¢% des-acyl ghrelin, ktery postradd hydrofobni substituci vpozici 3. Des-acyl ghrelin
vyziamné pievafuje nad acylovanym glrelinem svou koncentraci v plasmé {Hosoda 2 kol. 2000,
Yoshimoto a kol. 2002), aviak nevykazuje endokrinologické iéinky jako vlastai acylovany ghrelin, i
kdy# neni biolagicky zcela inaktivai (Baldanzi a kal. 2001).

2. Ghrelin

2.1. Fyziologicka role ghrelinu — sekrece riistového hormonu

Ghrelin stimubuje u krys sekreci GH z bundk adenahypofyzy in vitre { in vivo. Je dokonce
siln&jSim stimulatorem sekrece GH ne? samuotng GHRE (Kaojinta a kol, 1999, Seaane a kal. 2000), cot
plati i v lidi (Arvat a kol. 2000). Ghrelin, na rozdit od GHRH, vede pfimo pouze ke stimulaci sekrece,
ne viak syntézy GH (Tolle a koi. 2001, Kamegai a kol. 2001).

Jaka je viak fyziologické role endogennilio ghrelinu ve vztahu k sckreci GH neni zatim vibec
jasné. Momost, zda se glrelin uplatituje i za fyziologickych podminck v sekreci GH a podobng, zda
endogenni GH reciprotné ovliviwje sekreci glreling je stile piedimétem diskusi, dosud publikované
wysledky jsou do wmatné miry yozporuping a neumoiiujt jednoznadnou odpovéd’. Sitnaci komplikuje
fakt, % koncentrace plasmatického ghreliny previing odra# jeho syntézu v zaludku & ostatnim GIT,
zatimeo jeho produkee adenohypofyzowhypotalamem v zdvislosti na zm&néch koncentraci GH je
velmi mald a obtizné stanovitelnd. NiZe uvedené studic dile vidy zkoumaly pouze koncentrace
eelkoveho ghrelinu, kferé jsou dany soudtem kancentracl des-acyl ghrelinu (pfedstavujict cca 94%
zcelkové koncentrace glrelinu) a acylovaného ghrelivu. Pouze acylovany ghrelin w4 schopnost
stimutovat sekreci GH.



Nekterd pozorovéni oli endogenniho ghreliny v selaeci GH podporuji. Mapiiklad kontinualni
periferni podani GH u krys vedlo ke snfZeni koncentrace hypofyzamiho ghrelinu a saiZito hypofyzami
expresi ghrelinového genu, samotné poddni IGF-1 tento efekl nezpisobilo (Kamegai a kol. 2004). To
by odpovidalo negativai zpétné vazb® mezi GH 2 lypofyzamim ghrelinem. Podobng synchronicita
ghrelinové 2 GH dynamiky pi nutriénich manipulacich ukazuje na moZnou roli glrefinu jako
promotéru sekrece GH (vysoké koncentrace GH i ghrelinu u stilifych individui a nizké koncentrace
obou hormont t obéznick - Otto a kol. 2001, Cuminings a kol. 2002). Dalsf studie naznaduji roli
ghrelinu v generovani diuvralniho rytmu sekrece GH (Muller a kol. 2002) a zvySené sekiece GH pii
hiadovéni (Toshinai a kol. 2001, Muller a kol. 2002).

Existenci negativni zpstné vazby mezi ghrelinem a osoun GH/IGE-I podporuje i pozorovani
suprese koncentraci ghrelinu po podini GH pii acrobnim cviteni u uemocnych s deficitem ristového
fhormonu (GHD) (Dall a kol 2002). Ve studii Fredové a spolupracovnikii vedla normalizace
akromegalického procesu a koncentraci GH k elevaci plasmatickych koneceniracl ghrelinu (Freda a
kol. 2003).

Z vyslediit recentnich studii u keys se nicméng vkazuje, Ze ghrelin neni kriticky nutny pro
sekreci GH. Krysy, u kferych byl ghrelinovy gen knockoutovén, vykazujf normalni rist, t€lesnou
kompozici a normalui koncentrace IGF-I (Sun a kol. 2003). U lidi nedochézi po poddni GHRH
antaponisty & GHRH antiséra k Zidnému ovlivnéni plasmatickyoh koncentraci ghreliny, i kdyZ
koncentrace GH signifikantng poklesnou (Barkan a kol. 2003). Kazuistika Corbetty a spolupracovnikii
popisuje vysoké komcentrace ghrelinu u nemocného s pankrealickym fumorem (ghrelinomem), u

n&ho3 Iyto vysoké koncentrace ghrelinu nijnk neovlivaily sérové koncentrace GH a IGF-I (Corbetta a
kol. 2003). V agkterych studilch zahrnujicich pucienty s akromegalii (Barkan a kol. 2003) &
s deficitem GH (GHD) (Jaussen 2 kol. 2001) uebyly zjistény signifikanini rozdily v koncentracich
ghrelinu oproti zdravim kontrolin, piestoze koncentrace GH se mezi témito skupinami subjektd
vprazné ligily a eventudlni jednoduché zpstnd vazba ghreli/GH by to predpokladala. Navle
v publikovanych siudiich nebyly zjisiény korelace mezi koncentracemi ghrelion a GH jak u zdravych
jedined, tak v pipadé rizaych palologickych stavi (Cappiello a kol. 2002, Dall a kol. 2002, Torsello a
kol. 2002).

Studie Dalla a spolupracovnikii pfindi sama o sob¥ rozporupiné vysledky. Zde sice doslo
k supresi koncentraci ghrelinu n nemoenych s GHD po podanf thGH, avsak acrobni cvideni zdravych
subjektd nevedlo k zadnym zm@nam koncentraci ghrelinu, pfestoze dotlo % elevaci koneentraci GH
(Dall s kol. 2002).

Nékierd pozorovéni naznaluji, Ze exprese ghrelinn i jeho stimulaéni vliv na sekreci GI1
v adenchypofyze jsou alespoii &dstesns zévisié na GHRH (Kamegai a kol. 200 1). V experimentilalch
podininkach u krys, ve kteryoch dochdzi ke zvydeni exprese hypotalamického GHRH dochazi ke
zvidené produkei ghrelinu v adenohypofyze. Qbdobn€ pfi sniZen exprese hypotalamického GHREH
dochézi ke saffeni mno¥stvi ghrelinové mRNA i ghreliny samotného v hypofyze (Kamegai a kal.

2004). V nékterych studiich podini antagonisty GHRH receptorn u krys vedlo k potlateni sekrece GH
po podénf GHS i ghrelinu (Tannenbasm a kol. 2001, van der Lely a kol. 2004).

Jiné préce dokladajf i opaény vztah mezi GHRH a hypotalamickym ghrelinem. GHS-R jsou
pritasmmy na hypotelamickych buiikich secernujicich GHRH. Podani antagonisty GHS-R signifikantng
suifllo produkci GH stunulovanou GHRH (Kamegai a kol. 2004). Lze tedy konstatovat, ze GHS |
GHRH participujf na sekreci GH a aba systémy se vzijemng ovlivituji.

V sekreci GH existuje poltlavaf dimorfisius (Jaffe a kol. 1998). Agkoli celkovy denni vydej
GH se nelifi mezi mui a Zenawd, byly opakovang zjistény pohlawni rozdily v charakteru GH sekrece.
U obou pohtavi prevlidd nodai sekeece GH. Zeny maji vice dennich pulsit videje GH nez mu,
Jejich anplituda je relativag wniformnf a bazalui a stedni koncentrace GH v mezidobi jsou vyssi
v porovudnl s mu, U muzd vice plevladi nodni sekrece GH. Uvazuje se, Ze va udreni vySsich
koncentract GH u Zen sc padili zvysena citlivost hypofyzy k GHRH, pohlavii dimarfismus v pfisobeni
somatosiatitu a v sile acgativni zpéné vazby IGF-I potlatujlcl sekreci GH (Jessup a kol. 2003).
Barkan na zaklad® vysledkii své studie zvazuje i moZnou roli ghrelinu v udrsent vy&ich koncentraci
GH u Zen (Batkan a kol. 2003). Sekrece GH je tedy nejsptée oviiwfovina vzdjemnym pitsobenim
GHRH, somatostatiou, ghrelinn, negativi zpéiné vazby IGF-I i samatnéio GH a 7vazije se téx

potenciaini vliv dal3(ch neuropeptidi.

Buttky produkujici ghrelin byly prokiziny v adenohypofyze i hypotalamu. V soutasné dobd
néktefi autofi na zékladd svych pozorovial uzaviraji, % endogenni sekrece GH. je parakrinng ¥izena
ghrelinem piitomnym v adenohypofyze (Korbonits a kol. 2001, Kamegai a kol. 2004), jint autofi
pfipisuji rozhodujici vliv na sekreci GH lhypotalamickému ghrelim (Popovic a kol. 2003, van der Lely
a kol. 2004). Cirkulujici ghrelin v plasmé zfejmé neni vyznamn&j$im reguldtorem sekrece GH, i kdyz
byl popsin aktivnl transport ghrelinu pres hematoencefalickon bariéru (Banks a kol. 2002),
K definitivnimu objasoéni, kterd zhypotéz nejvice odpovida skutegnosti, bude zapotiebl dalSiho
vyzkwinu,

2.2, Faktory ovliviiujici plasmatické koncentrace ghrelinu

Bylo zji¥t&no, Ze u krys plasmatické koncentrace ghrelinu stoupaji pti hladovéui a Klesaji po
piijimu potravy. Tyto zmény jsou zplisobeny zminou sekrece glrelinu v zaludku a jsou reversibiloi po
realimentaci (Toshinai a kol. 2001).

Vazestup koncentraci ghrelinu pii hiadovéni a jeho postupny pokles po nasyceni byt zji$tdn i
lidi. Plasmatické kancentrace ghrelinu negativnd koveluji s BMI a absaliem t¥lesucho tuk (Capiello a
kol. 2002}, jsou nizké u obéznich individui (v{jimkou je Praderiiv-Willyho syndrom, viz nize), u
kterych stoupajf po redukei hmotnosti (Tschdp a kol. 2001), naopak jsou zvyfené u kachektickych



jedinct a snizujf se po dietni intervenci vydstujici v ndrist hmoinosti (Becker a kol. 1999, Qtto a kal.

2001).

Podani glukézy vede podle vitsiny autord k supresi plasmatickych koncentracl ghrelinu u krys

i u dloveka (Nakagawa a kol 2002, Shiiya a kol. 2002). Hyperinzulinéinie, at’ jiz se soutasnou
hypoglykémii & v euglykemickém clampu, téZ snizuje plasmatickon koncentraci ghrelinu (McCowen
a kol. 2002, Send a kol. 2002). Podubng podani ghrelinu vedlo k potlateni sekrece fnzulina w lidi
(Broglio a kol. 2001) i u kays (Egido a kol. 2002). Nn ziklad® t&chto pozorovéni autofi uvedenych
studii wzaviraji, Ze zmény koncentraci ghrelimu by wokly byt harmondini odpov¥di na hladovéni
udrzujict koncentrace glukézy v normalnim rozmezi inhibici sekrece inzulinu, event. e inzulin pifmo
& nepiimo zprostfedkovdva vliv nuirice & akutni i chronické energetické bilance na plasmatické
koncentrace ghrelinu. Pokles koncentraci inzulinu pfi hiadovéni 2 u kachexie by vedl kvzestupu
koncenfraci ghrelinu, zatimco postprandidini hyperinzulinisnius a chronicky hyperinzulinismus
obéznich by zpiisobil jev opa¥ny. Nieméng ani zde nepanuje naprosta shoda mezi autory, v recentnd
studii Schallera a kol. (2003) doslo ksupresi koncenfraci ghrelinu u lidi powze po podani
suprafyziologickych divek inzuifiu, fyziologicky byperinzulinismus plasmatické koncentrace ghrelinu
neovlinil. Navic u krys byla v jedné studii pozorovana stimulace sekrece phrelinu po podéni inzulfan
(Toshinai a kol. 2001) 2 v jinych studiich stimulace sekrece i linu po podani glrelinu (Adeghate a
Poncry 2002, Date a kol. 2002).

Podani leptinu u krys vedlo ke sniZeni koncentraci ghrelinu a podobné po podini ghrelime
dotlo k supresi koncentraci leptinu (Toshinai a kol. 2001). Koncentrace leptinu a ghrelinu vzdjemné
negativng korelovaly viadé studii (Tschop a kol. 2001, Cappielto a kol. 2002), nicraéné recen!n‘i
vystedky experimenti na my8Sich nepodporuji hypotézu, Ze tyto plisobky vzajemng negativné ovliviiujf
svou sekreci, jejich vzijemny vatah je sloZitj¥ a v fomto ohledu bude zapotiebi dalitho vyzkumu
(Sun a kol, 2003, Sun a kol. 2004).

K daltim piisobkiim ovlivijicin koncentrace ghrelinn patti latin, kiery vede k jejich
supresi (Broglio a kol. 2002, Norrehimd 2 kol. 2002, Bavkan a kol. 2003), sekrece ghielinu je t€%
ovlivnéna v zavislosti na pohlavi, u Zen v pozdnd folikuldmi fazi byly zjiSiény signifikantnd vyssi
koncentrace ghrelinu (Barkan a kol. 2003).

2.3. Centrilni metabolické plisobeni ghrelinu, poruchy pifjmu potravy

Exogennd podany ghrelin vede u krys ke stimutaci ptijmu potravy, ktera zpiisobuje nariist
hmotnosti 2 adipozity. Otexigenni pilisobeni ghrelinu je zprostfedkovano stimulaci sekrece NPY a
AGRP v hypotalamu (Nakazato a kol. 2001, Shintani a kol. 2001), Tento jebio orexigenni efeks se zda
byt nezavislym na pisobeni GH (Nakazato a kol. 2001, Wren a kot. 2000), n&kiefi autofi jej chapou
jako biologicky adaptaéni mechanismus zajiffujfci subsiral riistu pro pisobeni GH (Tschdp a kol.

2000). U krys, v kterych byl ghrelinovy gen knackoutovan, nebyly nicoéné zjistény vyznamné
odchylky ve velikosti, télesué kompozici ani v rychlosti rism a prijmu stravy oproti zdravym
konirotim, coZ nepotvrzuje hiavat ani unikatni roli ghrelinu ve stimulaci piijmu potravy a ukazuje na
vyznamné wplaingni dal$ich regulatnich faktord (Sun a kol, 2003).

V nekteryeh studiich plasmatické koncentrace ghrelinu vykazovaly uréity diurnaini profil
padobny profite sérovych koncentracl GH. Bylo 7jisténa, Ze koncentrace ghrelinu stoupaji 1-2 hodiny
pied kazdym jidlem a po najedeni klesaji na bazdini hoduoty, U zdravych dobrovolniki podany
ghrelin vyvolal pocit hladu, & proto nartist jeho kenceniraci pred Jjidlem mdZe brét roli v iniciaci
Pprijmu potravy (Cummings a kol. 2002, Shiiya a kol. 2002). Tato pozorovaal, soudasné se zjisténim

vyrazuého orexigemnibo pisobeni ghrelinu vedla kdvahidm o mozné kavzilni roli ghrelina

v etiopatogenezi obezity. Plasmatické koncentrace glrelitu jsow micméné u obéznich oproti
pivodnimu predpokladu sniZeny a varistaji po redukei hmotnosti (Cappiello a kol. 2001, Tschop a
kal. 2001) a v prevaZné v&tsing studif negativn koreluji s bady mass indexem (BMT} popi. obsahem
telesného tuku. Nemocen! s mentdlni anorexii naopak maji vysoké koncentrace ghrelinu (Becker a kol.
1999), které po narisiu inotnosti vyznamng kiesaji (Otto akol. 2001).

U prosté obezity tedy ghrelin z¥ejmé penf hledanym kauziluim orexigennim faktorem. Jing
situace viak mii%e byt & nemocnych s Praderovym-Willyho syndromem (PWS), jet je charakterizovan
excesivnim plejidénim a vyraznou obezitou, kde nachszime vysoké koncentrace ghrelinu, které jsou
spojeny s pozitivaimi korelacewi se sabjektiva{mi pacity hadu (Delparigi a ko, 2002) a « nemocnych
s bulimia nervosa (Tanaka a kol. 2002), kde ghrelin mit%e hrat roli inicidtory hyperfagie. Podobu byl
v ojedinglych kasuistikich u nemroenych stumocy gastrointestindlntla traktu secemujl{cini ghrelin
(ghrelinomy), jez vedty k jeho suprafyziologickym koncentracim, zjistén vy33i BMI i obsali t&tesného
tuku v téchito nemocoych (Corbetta a kol. 2003, Tsolakis a kol. 2004).

2.4. Ghrelin u nemocnych s akromegalif

Akromegalie je onemocnéni charakterizované zvySenou autonomni sekreci GH v dospélosti
zpisobenou nejéastdji adenomem hypofyzy 2 eosinofilnich bunék. Jen vzicus se jednd o ektopickou
paraneoplastickou  sekreci GHRH zmalignich tumordt & o autonomni sekreci GHRH
zhypotalamickych hamartomti. Laboratomé jsou prokazatelné vysoké konceutrace GH, [GF-I,
IGFBP-3 a nesupresibilita elevovanjch koncentraci GH k bazlfun hodnotdn pri ordlnim glukozovéin
testu.

V dobé sbirni dat pro nasi studii bylo publikovane nékolik pract zabyvajicich se stanovenin
plasmatickgeh kancentraci ghrelinu u akromegalie, aviak tyto studie neptinesly jednoznadng vysledky,
které by objasnily patofyziologickou ttohu ghelinu v endogenal sekreci GFL u tohoho onemoen@ni,
Nekieli autofi detekovali niz3f koncentrace ghrelinu oproti zdravym kentrolim (Cappielio a kol. 2002,



Freda a kol. 2003), v jingch studiich se koncentrace ghretinn od zdravych subjektd nelisily (Norrelund
a kol. 2002, Barkan a kol. 2003). Z4duy statisticky vyznamny vztah mezi koncentracemi ghrelinu a
GH ¢ IGF-1 vdanych studiich zji&tén nebyl. PH zkouméni vliva miznych 1é¥ebujck modalit bylo
zjistdno, e 168ba neurachirurgickou operaci vedlia k normalizaci koncentraci GH i IGF-l a
k vyraznéme zvySeni koncentraci ghrelinu, naopak u pacientit lé€enych somatostatinovimi analogy
koncentrace ghrelinu klesly (Freda a kol. 2003, Norrelund a kol. 2002).

Problémem tichto praci je faki, Ze autofi vnich dosud stanovovali pouze koncenirace
celkového ghrelinu, ne biofogicky aktivni frakce (acylovaného ghrelinu) piedstavujici minoritni podil

v plasmg, jehoZ plasmatické zm&ny nemuseji odréZet zmeny koncentraci celkového ghrelinu.
2.5. Ghrelin u nemocnych s deficitem riistového hormonu

Deficit riistového hormonu (GHD) se miZe vyvinout ndsledkem celé fady patologickych
stavit. Nejdast&simi pridinami jsou tumory hypotatamo-hypofyzirniho systému a jejich terapie,
ozéteni, trauma, vaskuldrni pfiiody, infekee a infiltrativni choroby. Laboratormné prokazujeme nizké
oncentrace GH i IGF-I Diagnoza je postavena na zikladé provedeni stimuladaich testd, nejéastéji
jsou vyuZivany test s inzulinem indukovanou hypoglykémii a argininovy test, pti kterych nedocluizi
k adekvamimu vzestupu koncentract GH.

U nemocnych s GHD byly v priibghu provadéni madi studie riznyimi autory postupné zjidtény a
publikovany ve studiich rizné koncentrace ghrelinu - stejné jako u kontrolnich osob (Malik a kol.
2004), nesignifikantng ni%si oproti zdravym jedincim (Janssen a kol. 2002), & signifikantn# snfZené
(Giavoli a kol. 2004). Nebyly Zjistény Zidaé korelace mezi koneentracemi ghrelinu a GH & IGF-L
Nékolik védeckych skupin zjisfovalo zmny koncentraci ghrelinu pfi terapii téchto memocnych
rekombinautnim lidskym GH (thGH) 2 vysledky jsou opét rozperupiné. Ve studii Janssena nedoglo po
dlonliodobém podivant thGH k signifikantnim zménédm v koncentracich ghrelina, naproti tomu ve
studii Engstromové vedia terapie thGH k jejich poklesu (Janssen a kol, 2002, Engsirom a kol. 2004).
Rozporuplné vysledky pozorovala i Giavoliové a spolupracovnici (2004). V této studii doslo
ke vzestupu koneentraci ghrelinu po rofnim podévani thGH, zatimco po kratkodobém tydenuim
podéni vysokych dévek rhGH koncentrace ghrelinu klesly (Giavoli a kol. 2004). Opét je
komplikujicim faktem to, Ze uvedené studie stanovovaly pouze koncentrace cetkavého, ne biologicky

aktivniho ghrelinu.
2.6. Ghrelin u nemocnych s porusenou funkef ledvin

Rendlni selhdni je charakterizovano mnchodetnymi endokrinnimi a metabolickymi

abnommalitami, které vznikaji jako nasledek zmny sekrece a metabolismu hermonil. Tyto zmény
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pastihujf i samatotropni osu. PHi pornde funkee ledvin dochdzi k vzestupu pulsatilnf sekrece GH, coz
ve spojeni se sniZenou clearauce resultuje ve zy¢&ent sérovych koneentraci GH, Na druhé strané byva
postizena sekrece IGF-1 v jatrech pH urémii a proto jsou koncentrace IGF-I normdlni & mimé
elevavaué (Roelfsena a kol. 2001).

V buiikdcl glomerulu i ledvinuych tubulit byla zji$téna exprese genu pro ghrelin i pro GHS-R,
aviak patofyziologicky vymam produkce ghrelinu ledvinami neni zndm (Mori a kal. 2600).
V pritbehu sbirdnf dat nadi studie byla publikovano ndkolik praci, jeZ zjisfovaly zmény plasmatickych
koncentraci ghrefine u nemocnych s porusenou funkei ledvin, 1 téchto nemocnych byly ve stadiich
aniformng zjistény zvysené koncentrace celkovéha ghrelinu (Yoshinmoto a kol 2002, Pérez-Fontan a
kol. 2004, Rodriguez Ayala a kol. 2004, Schmidt a kol. 2004), avak regulace sekrece ghrelinu a jeho
vztah k sekreci GH/IGF-1 ut rendlnich onemocnéni nejsou zcela objasnéné.

Jednim z faktorl: padilejicich se na reulaci koncentract ghrelinu u RI/RS je porucha ledvinné
funkee, kiert vede k jeho kwnulaci v organismu. Agkoli v nékterych studiich nebyla nalezena 74dna
asociace mezi koncentracemi ghrelinu a rendlni funkei (Pérez-Fontan a kol. 2004, Rodriguez Ayala a
kol. 2004), po hemodialyze byl zjiStén pokles koncentraci celkového (Schmidt a kol. 2004) i
acylovaného ghrelinu (Yoshimoto a kol. 2002). PH studiich u krys vedla heminefrektomie &
bilaterilnl nefrektomie ke madnému nériistu plasmatickych koncentraci celkového ghrelinu a navic
byl ghrelin detekovin v moi zdravych subjektii, coz naznatuje jeho filtraci & aktivai sekveci do modi
{Yoshimoto a kol. 2002).

Koncentrace GH jsou pti porusené funkoi ledvin zvy$ené a hemodialyza vede k jejich poklesu.
Mezi koncentracemi ghrelinu a GH byly nalezeny pozitivai korelace ve dvou studifch (Yoshimoto a
kol. 2002, PérezFontin a kal. 2004), Yoshimoto a spolupracovnici zkoumali &% plasmatické
koncenirace aktivniho ghreliny, které také s koncentracemi GH pozitivng korelovaly. V jinych studiich

#4dné asaciace mezi koncentracemi celkového ghrelinu a GH potvrzeny nebyly.
3. Cil projektu

Cilem nadi studie bylo rozifeni poznaai fyziologické role ghrelinu. Ghrelin Jje nejsilngj$im
znamym stimuldtorem sekrece GH po exogennim paddni, nieméns jeho viastni fyziologické piisobent
ve vztahu k endogenni sckeci GH nenf ping objasnéno. Ve studich, které se dosud timto tématem
zabyvaly, byly zjiSfovany pouze koncentrace celkového ghrelinu. Citem uaseho projektu bylo urdeni
plasmatickych koncentract celkového i aktivniho ghrefinu u zdravych jedinct i rizaych chorobnych
stavll spojenych s patologickou sekree! GH (nemocnf s akromepalii, GHD a rtendlni insuficiencf) 2
studium vzdjemnych vztall mezi koncentracemi ghrelinu a jednotlivych parametrit osy GH/IGE-1.

Predpokladali jsme, #¢ sekrece ghrelinn je modulovéna sckrednim stayemn riistového hormonu.
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Tesiované hypotézy:
1) u pacientii s akromegalif jsme plivodné ofekivali snizené plasmatické koncentrace ghrefinn
jako vysledek negativai zp&tné vazby pii hypersekreci riistového hormonn
2) u pacientd s GHD jsme prvoté predpoklidali, ze v disledku chybgjictho negativaé
zpétnovazebného vliva GH budou plasmatické koncentrace ghrelinn elevoviny
3) u pacientli s RI/RS jsine zprvu olekévali snizené koncentrace ghrelinu, a dale jsme
predpokladali, Ze stupeit tohoto sniZeni je im&my stupni rensin{ insuficience. Pfedpokladati

jsme, Ze dojde k iipravé tohoto stavu po hemodinlyze

4. Metody

Do na8i studie byla zahrnuta fada nemocnych s vybranymi diagnézami — patologickymi stavy
charakterizovanymi porusenou regulacl somatotropni osy. Jednalo se o pacienty s hormondlng aktivni
akromegalii, pacienty s GHD a o nemocué s rendlaf insuficienci/selhanim ledvin. Déle jsme vySetfili
skupinu zdravych dobrovolntki, jejichZ visledky slowzily jako kontroly. Vichai vySetfovani jedinci
byli poudeni o vyzkumné povaze providéngch vySetfeni a podepsali informovang souhlas. Nase studie
byla schvélena etickou komisi.

Odbéry kive byly provedeny u viech vySetfenych subjektd za standardnich podminek. Krev
byla vrémci prvniho nibsu odebrana v8.00 hod. rino po celonotnfim laénéni do vakuovych
zkimavek. Koncentrace GH byly uréeny jako aritmeticky primér celkem ze 3 vzorkit ziskanych
odbérem v odstupn 30 min. U nemeocuyeh v dialyzagnim programu jsme navic provedli dalsi odbér
krve po skonteni rutiani § dialyzy. Bezprostfednd po odbéru byly sérum i plasma oblozeny ledem

a po transportu do laboralofe separovany eentrifugaci pii 3000 ot/min. po dobu 10 min. pfi + 4 °C.
Vzorky byly ndsledng zmrazeny pfi - 80 °C oZ do doby stanoven!.

U viech subjektd bylo v den vySetfeni provedeno zikladni antropometrické vySetfent — byli
zvaZeni, byla zm&tena 1élesnd vyska, obvod pasu v dirovni pupku a obvod boki v nejdiréim misté.
Z vybranych parametrd jsme vypotitali body mass index (BMI) a pomér pas/boky (WHR). Obsah
18lesného tuku byl stanoven zméienim tloustky 4 konich fas Bestovym kaliperem na nedominanivi
stran& téla (nad bicepsem, tricepsem, spina iliaca anterior superior, pod lopatkou).

Sérové koucentrace vybranych hormoudlnich parametr byly stanovoviny pomoci komerénich
kith. Ke zméfeni koncentracl ghreliny byly pouity RIA kity - Ghrelin (Total) RIA kit a Ghrelin
(Active) RIA kit (Linco Research, USA), koncentrace leptinu 2 solubilnfho leptinového receptoru byly
urtovény pomoci komerénich ELISA kit (Bio Vendor, CR), koncentrace inzuliny pomocf R{A kitu
{Solupharm, CR). Koncentrace GH a IGF-I byly stanoveny komerSnimi IRMA kity (Imnunotech,
éR), koncenirace volného IGE-I, IGFBP-1 a IGFBP-3 byly zméfeny taktéZ IRMA kity (DSL, USA).
Ke zjisténi koncentraci IGFBP-2 a IGFBP-6 byly pouzity RIA kity (DSL, USA). Ostati sérové
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paramelry byly stanoveny standardnfmi laboratomimi metodami v centraknich laboratofich VFN,
Praha.

RIA metoda (radivimmunoassay) je metoda komwpetitivné imunochemicka. Stanovovany
antigen ve vzorku séra & plasmy a ve vzorcich standard je inkubovan spolu s autigenem znadenym '>J
ve zkumnvkach potaZenych pelyklondlni protildtkou proti stanovovanému antigenu. Po inkubaci obsah
zkumavek odsajeme a navézand aktivita je zméfena pama-Sitatem. Koncentrace stanovovaného
antigenu je nepfimo tmémé méfené aktivité a je odedtena z kalibraéni kiivky.

IRMA metoda je imunoradiometrické stanoveni koncentrace neznamé létky , sendvidovou™ a
tedy nekompetitivni metodou., VyuZivi dvou monoklonglnich protilatek proti dvéma riznym epitoplim
stanovované molekuly. Stanovovany antigen soudasné reagwje sprvnf specifickou protilatkau
imobitizovauou na si€né zkumavky a s druhou specifickon monaklonalui protititkou znadenon "I, Po
inkubaci se odsaje obsah zZkumavek a vymyje se nenavézand znacens protilatka. Radioaktivita je opét
méfena na gama-&itadi. Koncentrace stanovované latky ve vzorku se odedte z katibracni kfivky
sestrajené pomaci standardii.

BELISA metoda (enzyme-linked imnwmosorbent assay) je {munoenzymatické  stavoveni
sendviového typu. Na sténé jamek ELISA kitii je adsorbovana specifick monakiondh protilatka
vizajiei zkoumané antigeny v testovaném vzorku tekutiny. Po vymyti zbytka vzorku se piida
pelyklondlni pratilitka, taktéZ specifickd pro dany antigen, ua které je navazany enzym (kienova
peroxidiza). Daldim promytim se odstrani tato polyklondini nenavhzana protilitka a po piidani
chremogennilio sabstrétu (tetramethylbenzidin) dojde k enzymatické reakei, kterd je provdzena
barevniou ziménou Gmémou koncentraci detekovaného antigenu ve zkumavkach. ntenzita barvy je pak
méfenn spektrofotometricky. Standardni k¥ivka je stanovena na ziklads méfeni absorbance standard,
koncentrace neznamych vzork jsou uréeny na zaklad této kiivky.

Data byla statisticky zpracovana pomocf programu Statistica (StatSoft, Inc., USA). Byly
vypoSitany priméry a stfednf chyby priméru. Vyznamnost rozdiliy mezi skepinami byla stanovena
pomoci nepdrového  t-testu, pifpadné Mann-Whitney neparametrického testu. K porovndni
dynamickych zngn sledovanych parametrii (efekt hemodiatyzy) byl pouzit parovy t-test. Vztahy mezi

jednotlivymi parametry byly uréovény pomoci Pearsonova resp. Spearmanava koreladniho festi.
Rovnéz byla pouzita analyza kovariance, kterd pfi porovivéni skupin zohlediiuje rizné roztozeni
koncentraci kreatininu, Data, kterd byla nenormnalng (ne-Gaussovsky) rozlozena byla pied pouzitim
analyzy kovariance lagatitmovéna. Vzhledem k padezieni, Ze vztah mezi nékterymi prom&anymi je
zplisobem vendlnim selbénim byly rovnéz poéitény parcidlui korelace, které tento piipaday vliv
kontroluji event. elimituji.



5. Vysledky

5.1. Plasmatické koncentrace ghrelinu u zdravych jedincil

5.1.1. Vziah ghrelinu k pavametrim osy GH/IGF-I a kzdkladuim iaboratornim a

antropometrickym parametriim u zdravych jedincd a v zavislosti na pohlavi

Do shudie bylo zafazeno celkem 79 subjekifi (33 muzd a 46 Zen). Bylo zjiSténo, Ze obsah
télesného tuku, koncentrace celkového ghrelinu, GH, IGFBP-3 a leplinu byly signifikantné vyS$8f u
Fen, naapak muzi méli statisticky viznamué vy$si WHR a koncentrace IGFBP-6 (graf 1, tabufka 1),

Koncentrace celkového ghrelimi negativng korelovaly s BM1, WHR, sérovymi kencentvacemi
IGF-I a inzulinu a pozitived korelovaly skoncentracemi IGFBP-2 a pomédrem GH/IGF-1 v celé
kontrohni skuping (tabulka 2). Zadné signifikentni korelace nebyly zjiStény mezi plasmatickymi
koncentracemi aktivniho ghrelinu a studovanymi parametry.

Dile byl zkoumén vztah koncentraci ghrelinu ke sledovanym parametrim zvlast’ ve skuping
muzi i Zen. U obou pohlavi byly nalezeny negativni korelace mezi koncentracemi celkového ghrelinu
a BMIL, obsahem fuku v organistiu a koncentracenyi inzolfmi. U mud koncentrace celkovélio ghrefime
pozitivag korelovaly s IGFBP-I a IGFBP-2. U en byly nalezeny pozitivni korelace s koncentracemi
yolnélio JGF-, pomérem GHAGF-l a negativol korclace skoncentracemi IGF-J. Koncentrace

aktivniho ghrefinu nekorelovaly s Zadnymi stndovanymi parametry ani v jednoho pohlavi (tabulka 2).

Qe ghvetn {(nphh)

25

Hatl 20

Graf 1. Plasmatické koncentrace celkového ghrelim ve skuping zdraveh mutii a Zen. Udaje v grafu jsou

vyjidPeny jako priunery = stiedni chyba prianeru, p< 0,01.

KS KS-M KS-Z
Vik (roky) 47,66:1,84 49,9133 24 46,04+2,13
BMI (kg/m?%) 25,2940,63 2546+0,76 25,18+0,94
Obsa tuku (%) 16,50+1,08 10,16=1,20° 21,00x1,24
Cetkovy ghrelin (ag/mi) 2,1620,13 1,7410,14° 2,460,138
Aktivni ghrelin (ag/ml) 0,09+0,02 0,09:0,04 0,09£0,02
GH (miUfl) 7.75x1,48 1,5720,35°¢ 12,19£2 32
IGF-T (ng) 201,1549,42 215£17,29 191,22¢1031 |
Pomér GH/AGE-I (mlUfug) 0,0440,01 0,0120,002 0,07:0,01
Volny IGF-T (ught) 0,6610,03 0,6920,06 0,64:0,04
IGFBP-] (pgfly 36,37+5,30 28,04+3,52 42,48+8,75
IGFBP-2 (tng/l) 0,57£0,05 0,540,06 0,59:0,07
[GFBP-3 (mg/) 4,2920,10 3,98:0,14° 4,510,13
IGFBP-G (mg/l) 0,3310,01 0,37%0,02° 0,3040,02
Leptin (ng/ml) 13,691,530 6,6420,98 ¢ 18,95x1,77
' SLR {ng/ml) 21,59:0,89 22,59¢1,58 20,82¢1,00
Tzulin (uEUANL) 19,92:(,43 20,02+4 51 19,85:227
WHR 0,8340,01 0,910,017 0,77£0,0(

Tabulka 1. Vybrané autropometrické a hormondlni parameiry ve skuplné zdravych subjektir. Udaje v tabulce

JSsou vyjadieny juko primdry  stbedrd cliyba priméru, KS - & fni skuping, KS-M - k Inf skupira nuzi,
KS-Z — kontrolni skuping Zen, BMI — body miass index, GHT — ristovp bormon, IGF-1 — inzulinu podobny riistovy
Jaktar-1, volug IGEF-1 - voluy inzulinu padobng ristovy faktord, IGFBP-1 - vazebny protein pro IGF-1, IGFRP-
2 —vazeluy proteln pro IGF-2, [GFBP-3 — vazchup protein pro IGH-3, IGFBP-6 — vazebuy proiein pro IGE-6,
SLR ~ solubilnf leptinovy veceptor, WHR - pomér pas/boky, ° p< 6,05, ° p< 6,01, * p< 0,001, 4 p<t 0,0007 vs.
kontrotuf skupina 3en.

XS KS-M KS-Z
BMI =-0,36, p=0,001 =-0,55, p= 0,001 =-0,31, p<0,05
Olsah taku NS =041, p< 0,05 =-0,34, p< 0,05
Altivni ghrelin NS NS NS
GH NS NS NS
IGPI r=-0,23, p< 0,05 NS =-0,39, p< 0,01
GHAGF1 =0,35, p<0,05 NS = 0,48, p< 0,001
Vohy IGF-1 NS N§ 1=0,34, p< 0,05
IGEBP-1 NS = 0,50, p<0,01 NS
IGFBP-2 = 0,29, p~ 0,01 = 0,65, p< 0,0001 NS
IGFBP-3 NS NS NS
1GFBP-G6 NS NS NS
Leptin NS NS NS
SLR NS NS NS
Inzulin =-0,29, p=0,01 =-0,40, p< 0,05 = 0,40, p< 0,01
WHR r=-0,37, p= 0,001 NS NS

Tabulka 2. Vziah mezi plasmatickymi koncentracemi celkuvého gheelimt a vwbranymi antropametrickyni

honmondhtini parametry ve skupiné zdrnyoh subjekat. KS — kontrotnl skuping, KS-M — kontraini skupina muzi,
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KS-Z ~ kontrolni skuping Fen, BMI - body mass index, GH - risstovy kormon, 1GP-J — inzalint podobny ristovy
faktor-1, volny {GF-1 - volny inzufinu padobny riistovy foktor-1, IGFBP-1 — vazebny protein pro IGF-1, IGFBP-2
~ vazebnyp protein pro 1GF-2, IGFBP-3 - vozebny protein pro JGF-3, IGFBP-6 - vazebny protein pro IGF-6,
SLR — solubilni leptinovy receptor, WHR — pomér pas'baky, NS — nesignifikonmi razdil, r - korelaéni koeficient,

p - hadina vznaunost,
5.1.2. Vliv t&lesné kompozice na plasmaticlé koncentrace ghrelinu u zdrayych subjektii.

Do studie jsme zafadili 79 subjekti (33 muzd a 46 Zen). Celou skupinu jsme rozdélili na 2
podskupiny; podskupinu jedinci s normalni valou (n = 51, BMI<25 kg/m?) a na podskupinu jedinct
s nadvahouv/obezitou (n =28, BMI>25 ke/m?).

Koncenirace celkového ghreliny byly signifikantné vy% ve skupiné Stiblych jedincd, v
koneentracich aktivntbo ghretinu se ob¥ skupiny neliSily. BMI, obsah t8lesného tuku, WHR, sérové
koncentrace leptimi a inzmling  byly statisticky vyznamong vy$$i ve skuping jedincd
s nadvahow/obezitou, naproti tomu ve skuping §tihlych subjekiit jsme zaznamenali signifikantng vy33(
koncentrace GH, volného IGF-1, IGFBP-1 a IGFBP-2, Jedinci s normélni vahou byl 162 signifikantné
miad3i (tabulka 3, graf 2).

Plasmatické koncentrace celkového ghrelinu koretovaly u obou skupin pozittvnd s pomérem
GHAGE-1 (= 0,37, p< 0,01 u Hiblych, r= 0,56, p<0,01 u abézmich} a negativeé s koncentracemi
inzofinu (= -0,35, p< 0,05 n $tihlych, = -043, p< 0,05 u obézmich). Na rozdil od jedincti
s nadvahowobezilon koncentrace celkového ghrelinn korelovaly ve skuping tiblych individui
pozitivné s koncentracemi 1GFBP-2 (r= 0,32, p< 0,05) a negativné s WHR (r=-0,3, p< 0,05).

V pfipnd¥ aktivoiho ghrelin byly nalezeny pouze pozitivai korelace s koncentracemni IGFBP-3
ve sknping subjekti s nadvahowobeziton (== 0,59, p= 0,001). Ve skuping Stikiych subjeknd nebyl
nalezen ¥idny statisticky vyznamny vztahh mezi koncentracemi aktivniho ghrelinu a sledovanymi

parametry.
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K5-§ KS-OB
Vek (roky) 44,7132,47° 53,0442,30
BMI (kg/m”) 22,0740,297 31,0540,98
Obsah tuku (%) 13,17:6,02° 22,771,93
Celkovy ghrelin (ng/ml) 244+0,17° 1,6640,13
Aktival ghrelin (ng/ml) 0,1140,04 0,07+0,01
GH (mIUN) 11,0632,14° 1,7320,49
IGF-{ (ugh) 191,06£9,87 219,54+19,35
Pomér GH/AGF-1 (mIU/ g} 0,06+0,01 0,010,01
Volny IGF-1 (ug/l) 0,7120,04 * 0,58+0,06
IGFBP-1 (gl 43,63£779° 22,6442, 91
IGFBP-2 (mg/l) 0,65+0,06* 0,4240,05
IGFBP-3 (mg/l) 4314012 4,2410,18
IGFBP-6 {rag/l) 0,3320,61 0,32£0,03
Leptin (ag/ml) 11,80:1,41* 17,2742.55
SLR (ng/ml) 21,61£1,08 20,55(,59
[ozulin {(uTU/ml) 17,2941,09 % 25,0043,46
WHR 0,78+0,01 7 0,9340,02
Tabulka 3. Vybrand aniroy rické a hor ihni parametry ve skuping zdravych jedinc s normdlnl wihou a
ve skuping jedincd s nadvilowobeziton. Udaje v tubulee jsott vyjddieny jako priméry + stiednl chyba praméru,

K-8 - kontrolni skupina Stthijich jedincti, KS-OB - kontrolnl skupina jedinct s nadvihou/obeziton, BMI — body
mass index, GH — riisioyy hormon, 1GF-1 — inzultnu podabng ristens faktor-l, votuy IGF-I — volny inzudini
podobny risiovy fuktor-l, IGFBP-1 — vazebuy protein pro IGF-1, IGFBP-2 — vazebny protein pro IGF-2,
{GFBP-3 — vazebny protein pra IGF-3, IGFBP-6 — vazebnp protein pro IGF-6, SLR -- solubilni leptinovy
receptor, WHR — pomér pas/baky, “p< 0,05, *p< 0.01,° P 0,001, p< 0,000 vs. kontrolni skupina obéznich.

Celawy ghrakn (aghrl)

Bthjedinci Jedincts nadvihauibezésa

Graf 2. Plasmatické konceutrace cetkového ghrelinst ve shiping stthlych zdravich jedincii a ve skuping Jedincd

s nadvihat/obeziton. Udaje v goafis jsou sjddieny jako priiméry + stiedni chyba priméry, p< 0,01.



5.2. Plasmatické koncentrace ghrelinu u nemocuych s Akromegalii

Do studie jsnte zatadili 21 nemocnych s hormondlné aktivni akromegalii (8 muZ@ a 13 Zen). U
10 nemocnych byla akromegalie diagnostikovana nové, zbylych 11 z t&chto nemocnych jiz
podstoupilo operaci adenomu hypofyzy, ale pretrvévala hypersekrece GH z pooperatniho rezidua
adenomu. Zadny z nemocnych nebyl dosud 168en dopaminergnimi agonisty, somatostatinovymi
analogy ani radioterapif. Kontrolni skupinu tvofilo 21 zdravych jedinct odpovidajich pehtavim,
vékem a BMI skupiné nemocnych (8 muZi a 13 Zen) .

Koncentrace cetkového i aktivniho ghrelinu byly u vemocnych s aktivei akromegalif niZsi nez
u zdravych kontrol, tento rozdil v§ak nedosdhl statistické vyznamnosti. Nemocni s akromegalii méli
signifikantné vyS§i koncentrace GH, IGF-I, volného IGF-I, IGFBP-3 a inzulinu. Naopak obsah
télesného tuku a koncentvace IGFBP-1 byly oproti zdravym jedinciun signifikantn$ sniené.
V ostatnich studovanych parametrech se obd skupiny neliSity (1abulka 4). Aktivaf ghrelin piedstavoval
2,7% z celkové koncentrace ghreline u akromegaliki a 2,8% u kontrolni skupiny.

Koncentrace celkového phrelinu korelovaly negativng s koncentracemi IGF-I ve skuping
nemocnych s akromegalii (r=-0,46, p< 0,05) i zdravych kontrol (r=-0,44, p< 0,05), ve skupingé kontrol
korelovaly navic pozitivné s pomrem GH/IGF-I (= 0,42, p< 0,05) a negativnd s koncentracemi
aktivniho ghreliny (r=-0,44, p< 0,05) a s WHR (= -0,50, p< 0,05). Nebyl zji§tén Zadny signifikantng
vyapamuy vztah mezi koncentracemi aktivafho ghrelinn 2 studovanymi paramelry ve skuping
nemocnych s akromegalii, ve skupiné kontrol korelovaly koncentrace aktivaiho ghrelinu negativid
skoncentracemi celkového ghrelinu (= -0,44, p= 0,05) a volného IGF-I (r= -0,50, p< 0,05) a
pozitivaé s koncentracemi IGFBP-3 (== 0,61, p< 0,01). Jiné korelace mezi koncentracemi cefkového a
aktivnibio ghrelinu a daldinti parametry nebyly nalezeny.

Z analyzy pohlavnich rozdild vyplyva, Ze Zeny s akromegalif mély vysSi obsah t€lesného tuku
{p< 0,001) a iz WHR (p< 0,0001) v porovnini s nemocnymi muZi. V koncentraclch celkového &
aktivniho ghrelinu ani v dal¥ich sledovanych parametrech nebyl nalezen statisticky vyznamay rozdil
mezi obéma pohlavimi. V konfrolni skupiné %en jsme zaznamenali vy3i obsah tglesnébo tuku (p<
0,001) a vy$8i koncentrace IGFBP-3 (p< 0,05) a leptinu (p< 0,01) a nizf WHR (p< 0,01) a
koncentrace IGFBP-6 (p< 0,05) a urey {p< 0,05) v porovnani se zdravymi mui.

Ke zjisténi viiva télesné kompozice na koncentrace ghrelinu u nemocnjch s akromegalii jsme
futo skupinu rozdglily ve 2 podskupiny; jednak podskupinu $tihlych nemocnych s akromegalif (1 muz
a 4 zeny, BMI<25 kp/m®), jednak podskupinu nemocnych s nadvihou & obezitou (7 muzk a 9 Zen,
BMI>25 kg/m?). Nemocni s nadvahiow/cbeziton mili vyznamné vy$i koncentrace IGFBP-3 (p< 0,05),
koncentrace celkového ghrefimy byly u téchio obéznich nemocnych signifikantnd sniZené (p< 0,05),
koncentrace aktivniho ghrelinu podobné jako dal$i sledované parametry se mezi ob&ma skupinami

nelidily.

A KS
Vek (roky) 57,6243,02 55,432,63
BMI (kg/nr) 29,3140,97 29,4751,02
Cbsah tuku (%) 1791+1,74° 23,7042,05
Celkovy ghrelin (ng/mt) 1,7620,16 1,99+0,19
Aktivni ghrelin {ng/ml} 0,05+0.01 0,06+0,01
GH (mIUAN) 55,00£15,58 3,66x1,52
1GF-1 (ug/l) 1014,24286,00° 208,36+22,95
GH/IGF-] (mlU7 ug) 0,05+0,01 0,0240,01
Volay IGF-1 (ug/) 43910,77° 0,5920,06
EGFBP-1 (ug/) 14284234° 26,5143,84
1GFBP-2 (mg/l) 0,400,830 0,44+0,06
IGFBP-3 (mg/1) 6,74%0,29° 4,2840,21
1GFBP-G (mg/) 0,3320,05 0,3320,03
Leptin {ng/mt) 14,423,72 18,4122,67
SLR (ng/ml) 19,29+1,31 19,93%] 66
Inzulin (lU/ml) 45,39£7,37° 22,3242 48
WHR 0,5840,02 0,8920,02
Tabutka 4. Vybrané antrop ické a hormondint parametry ve skuping nemocnych s akromegalii a v

koutrolui skuping, Udaje v tabulee jsow vyjddieny jako priméry = strednf chyba priuméru, A — skupina
nemocrych s akromegulii, KS — kontrolni shuping, BMI — bady mass index, GH - riistovy hormon, IGF-{ .-
inzulfnut podobuy: riistovy faktor-1, volng IGE-[ -~ valy inzuliny podobup ristovy fakter-I, IGFBP-1 —
vazebny protein pro IGF-1, IGFBP-2 - vazebny protein pro IGF-2, IGEBP-3 — vazehny protein pro IGF-3,
IGFBP-6 — vazebny protein pro IGF-6, SLR — solubilni leptinovy receptor, WHR — pomér pasboky, °
p0.05, p<0,01, < p=0,001, "p=:0,001, ° p<0,0001 vs. kontroly.

5.3. Ghrelin u nemocenych s deficitem ristového hormonu

Skupina nemocnych s deficitem riistovéhio hormonu (GHD) zahrnovala 9 subjekti (8 muzti a 1
#ena). U 8 nemocnych se jednalo o sekunddrni deficit GH po operaci afunkéniho adenoma hypofyzy
v dospélosti, u 1 nemocného o idiopaticky GHD vunikly v dtstvi. Zadny znemocnych nebyl
v poslednich 5 letech tégen rhGH, ostatni horsnonélni deficity byly adekvatng substituovany. Kontrolni
skupinu tvofilo 9 zdravych jedinedt odpovidajich pohlavim, ».'ékem a BMI (8 muzi a I Zena).

Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v koncentracich cetkového ani aktivatho ghreliou
mezi nemoenymi s GHD a zdravymi kontrolami. Nemoeni s GHD méli niz¥i koncentrace GH, 1GF-1a
volného IGF-I v parovndni se zdravymi kontrolami, v ostainich parametrech se tyto skupiny nelisily
(tabutka 5). Koncentrace aktivniho ghrelinu pfedstavovala 3.6 % z celkové koncentrace ghrelinu u
nemocnych s GHD a 2,8 % v kontrolni skuping.



Ve skupingé memocaych s GHD nebyly nalezeny Zidué korelace mezi kooceutracemi
eelkového ghrelinuy a sledovanymi paramefry, ve skuping kontro! karelovaly koncentrace celkovéha
glreliny pozitivié s koncentracemi IGFBP-1 ( r= 0,79, p< 0,05), IGFBP-2 (= 0,89, p= 0,00]) a
pomérem GH/TGF-I (r= 0,42, p< 0,05) a negativné s obsahem télesného wkn (r=-0,79, p< 0,05).

Koncentrace aktiviibo ghrelinu korclovaly v nemocnych s GHD pozitivag s koncen(racei
IGE-I (r= 0,68, p< 0,05, graf 3) a negativné s pomsrem GH/IGF-1 (r= -0,88, p< 0,01}, v kontrolnd
skapiny koncentrace aktivaiho ghrelinu korelovaly negativné s konceniracemi IGF-f ( = -0,74, p<
0,05).

GHD K8
Vek (roky) 39,564:6,66 48 67+5,73
BMI (ke/m°) 28,9842 46 285122 (8
Obsah tuku (%) 20,16:2,93 15.84+2,19
Celkovy ghrelin (ng/ml) 1,70x0,17 1,85+0,28
Aktivni ghrelin (ng/mt) 0,063:0,01 0,0520,01
GH (mlUA) 0,54+0,12° 3,79+3.05
IGF-i (jg/h)y 06,33x13,26 ° 181,78+18,07
GH/IGF-1 (miU/ pg) 0,01+0,01 0,0240,01
Voloy IGF-1 (ng) 0,1730,04 © 0,4780.06
IGFBP-1 (ng/l) 28,9048,79 24,5127,15
IGFBP-2 (mg/l} 0,50+0,16 0.3540,06
IGFBP-3 (mg/l} 3,66+0,38 4,1240,25
IGFBP-6 (mg/l) 0,4140,06 0,4240,04
Leptin (ng/m) 15,2943,43 12,8122,.47
SLR (ng/ml) 18,7422.06 2317:1.57
Tnzulin (W[U/ml) 38.02421,59 25054496
WHR 0,8710,05 0,94:0,04
Tabulka 5. Vybrané antropometrické a k itnf p y ch s deficitem viistovdho h a

konfrolni skupiny. Udaje v tabulee jsou vyjddieny jako priundry + stfedni chyba prisméru, GHD — skupina
nemveich 5 deficitem ristového harmonn, XS — kontrolni skupina, BMI - body mass index, GH -- riistovy:
hormon, IGE-I - inzulinu podobry: ritstovy fakior-1, volny IGF-1 — volry inzulinn podobny ristovst faktor-1,
IGEBP-1 - vazebny protein pro IGF-1, IGFBP-2 — vazebny protein pro IGF-2, IGFBP-3 — vazebny pratein
pro 1GH-3, IGFBP-6 — vazebny protein pro IGF-6, SLR ~ solubiini leptinovy: r , WHR ~ pomér

1 o ¢’

pasiboky, “p<0,05,° p=<0,01, * p=0,001 vs. kontrolni skupina.
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Graf 3. Korelace mezi koncentracemi aktivaiho ghreline a IGE-{ ve skipiné nemocnych s GHP,
5.4. Ghrelin u nemocnych s porufenou funkef ledvin

5.4.1. Koncentrace celkového a aktivniho ghrelinu 2 dalSich hormonsinich a nutritnich

parametrii u nemoenych s rendini insuficienci

Do studic jsme zafadili 40 nemocnych s rendlnf insuficiencifrenalnim selhanim (RI/RS) (19
muzi a 21 Zeb, kreatinin 131-1115 pmell) na podklad® diabetické nefrapatie (n=6). primdrni
glomerulonefritis (n=2), tubulointersticiabni nefeitis (n=17), polycystdzy ledvin (n=11) a vaskuldmi
nefrosklerézy (w=4). Kontrolni skupinu tvotilo 34 zdravych dobrovolniki (17 muZi a 17 Zen).

Kencentrace celkového i aktivniho ghrelinu byly u nemacnych s RI/RS signifikaning zvySeny
{graf 4,5). Nemacni mé&l vy3§i obsah t&lesného tuku, koncentrace GH, IGF-1, IGFBP-1, IGFBP-2,
IGFBP-G, leptinu, wrey a kreatininu ve sravadni se zdravymi kontrofami (tabulka 6). Aktivui ghrelin
pledstavoval 2,8% 2 celkové koncentrace ghrelinu u nemocnych s RIVRS a 3,72% v kontrolni skuping.

Z analyzy pohlavaich rozdil vypl{v4, Ze nemacné Zeay mdly vysi obsah tslesného tuku (p<
0,0001), koncentrace celkoveho (p< 0,05) i aktivaiho ghrelinu (p< 0,05), IGFBP-3 (p< 0,05) a leptinu
(p< 0,001) a nizsf WHR (p< 0,001} a koncentrace SLR {p< 0,001) ve srownini s nemocnymi mu.
V kontrolnf skuping Zen jume prokdzali zvySeny obsah t&lesného tuku (p< 0,0001), koncentrace
IGFBP-3 (p< 0,001) a leptinu (p< 0,001) a niz8i WHR (p< 0,01) a koncenirace kreatininu (p< 0,05)
oproti skuping muzi. Koncentrace cetkového i aktivaiho ghrelinu byly v kontrolni skuping Zen vy3si
vparavndni s muz, aviak statistickou vyznamnost doséhl pouze rozdll v koncentracich aktivmiho
ghrelinyg {p< 0,05).
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Skupinu nemocnych sRUVRS jsme ddle rozdélili pa podskupinu 3tiblych nemocnych
s porusenou funkei ledvin (BMI<25 kg/m®) a skupinu nemocnych s nadvahow/obezitou (BMI>25
kg/m?). Stihli nemocni méli vyssi koncenfrace GH (p< 0,01), IGFBP-1 (p< 0,01) a SLR (p< 0,0!) a
ni2&i WHR (p=0,01) a koncenirace leptinu (p< 0,05). Mezi ob&ma skupinami nebyl nalezen statisticky
vyznainny rozdil v koncentracich celkovélo ani aktivaiho ghrelinu.

Ve skupiné nemocnych sRURS koncentrace celkového ghrelinu korelovaly pozitivnd
s koncentracemi aktivnilo ghrelinu, IGF-1, volného 1GF-I, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-6 a kreatining
(r= 0,37, p< 0,05) a negativné s vékem (r= -0,35, p< 0,05), pii pfepoltn zkoumanych hormonalnich
parametrds na koncentrace kreatininu jsme ve skupind pemocnych zaznamenali pouze pozitivni
korelace mezi koncentracemi celkového ghrelinu a koncentracemi aktivaiho ghrelinu a volného 1GF-1,
Naproti tonws ve skuping zdravych kontroluich subjekta koncentrace celkového ghrelinu korelovaly
pozitivng s koncentracemni GH, IGFBP-1 a pom&rem GH/IGF-T a negativné s BMI (= -0,35, p< 0,05),
WHR (= -0,45, p< 0,05) a koneenfracemi inzufinu. U kontrolni skupiny pit pfepottn parametrii va
koncentrace kreatininu korelovaly koncentrace celkového ghreling pozitiva pouze s koncentracemi
GH (tabulka 7).

Plasmatické koncentrace aktivniho ghrelinu korelovaly pozitivné s IGBP-3 v obou skupinéch,
ve skupiné nemocnych s RI/RS na rozdil od kontrol byly navic zjidt&ny pozitivnd korelace mezi
koncentracemi aktivotho ghrelinn a obsahem tElesného tuku (= 0,38, p< 0,05), koncentracemi
celkového ghrelinn, IGF-1, volného IGF-1, IGFBP-2, wey (= 0,34, p< 0,05), a kreatininu {r= 0,43, p<
0,01) a ncgativni korelace s vékem {r= -0,42, p< 0,01). Pii pfepofiu hormondlnich parametrty na
koncentrace kreatininu korelovaly koncentrace aktivntho ghrelinu w RI/RS pouze s koncentracesni
celkového ghreline a IGF-1. U konlrolnich subjekih byly piitomny pouze pozitivai korelace mezi
koncentracemi aktivniho ghrelinu a IGFBP-3 ( graf 6, fabulka 8).
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Graf 4. Pl ické k ace celkového ghrefiny ve skupind nemocngeh s rendini insuficiencicvendinim

im o v ke Ini skuping. Udaje v grafu jsou vyjadieny juko priméry + stFednf chybu primeru, p= 0,001,
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Graf 5. Plasmatické koncentrace aktivutho ghrelinu ve skupind nemocaych s rendini insuficlenct/rendinin

selhidnbm a v kontront skupind. Uduje v grufijsou vyjadreny juko prémnéry + stfedni chyba priunéru, p= 0,01.

RHRS KS
Vik (roky) 63,4542,19 60,37£2,59
BMI (kg/m®) 77.5724,62 27,5524,50
Obsah Elesného tuku (%) 24,147,718 19,384:10,65
Celkovy ghrelin (ng/ml) 3,11£1,38° 1,99+1,23
Aktivii ghrelin (ng/nit) 0,09:0,05° 0,0740,09
GH (/) 5,16+5,81° 3,36£3,61
IGRI (ngfl) 208,74+142,98° 190,18+94,02
GH/GF-T (mlU/ pg) 0,03+0,01 0,0240,01
Volny IGF-1 (/) 0,7710,64 0,55+0,26
IGFBP-1 (pgfl) 73,67+35.84 ¢ 30,38421,46
TGFBP-2 (mgh) 2,185,507 0,47£0,28
IGFBP-3 (mg/) 4,61+1,66 4215098
IGFBP-6 (mg/l) 2,671,547 0,3630,16
Leptin (ng/mt) 30,66£28,97" 14,33£11,29
|"SLR (ng/mi) 20,86+9,38 22,2249 15
Inzulin (ulUG/ml} 25,69£13,65 20,65¢10,23
Urea (mmol/l) 19,637,107 5.62+(,43
Kreatinin (smol/I} 544,43£126,57° 86,15+15,69
WHR 0,93+0,08 0,89+0,10
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Tabuika 6. ¥ybrand untropometrickd, hormondini o bischemické parametry ve skupiné nemecnych
s rendind insuficienci/rendinim sethdnim o v kontrolnl skupiné.Udaje v tabuice jsou vyjddieny jako
priméry & stiednf chyba priimérn, RURS — skupine nemocnych s rendint insuficiencizrendInim sethdnim,
KS — kontrolni skupina, BMI — bady mass index, GH - ristovy hormon, IGF-1 - inzulinu podobuy ristovy
Jaktor-I, volng IGE-I — volny inzulinu podobny ristovy fakior-l, IGFBP-]1 — vazchny protein pra IGF-1.
IGFBP-2 - vazebny protein pro IGF-2, IGFBP-3 —vazebny protein pro IGF-3, IGFBP-6 — vazehny protein

pra fGF-6, SLR — solubilui iep

P < 0.000! oproti kenirolni skupiné

) receptor, WHR — pomér pusboky, °p < 0,05, p < 0,01, “p < 0,001, “

RURS RI/RS-krea KS KS-krea
Celkovy ghrelin = 0,66, p< 0,0001 =047, p<0,01 NS NS
GH NS NS NS NS
IGF- =043, p< 0,01 = 0,34, p< 0,05 NS NS
GHAGE NS NS NS NS
Volay IGF3 = 0,30, p< 0,05 NS NS NS
IGFBP-1 NS NS NS NS
IGFBP-2 = 0,38, p< 0,05 NS NS NS
1GFBP-3 = 0,39, p< 0,05 NS =0,50, p<0,0001 | =046, p< 0,01
IGFBP-6 NS NS NS NS
Leptin NS NS NS NS
SLR NS NS NS NS
ﬁm NS NS NS NS

RI/RS RI/RS-krea KS KS-krea
“Aktivni ghrelin = 0,66, p< 0,0001 | =047, p< 0,01 NS NS
oH S NS =037,p<001 § =05, p<0.01
TGP =043, p< 0,01 TS S NS
GG NS NS = 0,51, p< 0,01 NS
Yoy IGF1 7=0,56, p< 0,000 | =033, p< 0,001 TS NS
TGFBP-1 NS NS =035, p< 0,05 NS
TGFRP-2 =031, p< 00 TS NS NS
GFBP-3 =047, p< 0,01 NS NS NS
IGFBP-6 = 0,40, p< 0,05 NS NS NS
Teriin NS NS NS NS
SiR NS NS NS 5
Tazin NS NS 0,36, p<0,05 NS

Tabulka 8. Vztah plasmatickych k act aktivniha ghrelinu a vybramych antrap ickyeh, b ilnfch 1
bivchensickych parawetrit u wWeh s rendini insuficienclvendtnim sethanim a i fnd skupiny RIRS -

skupina nemocnyeh s vendlni insuficienciirendiluim sethdnim, RIRS—krea - pFepodet parametrtt u nemocnyci
SRIRS na koncemrace kreatininu (parcidini korelace), KS — kontrotni skupina, KS-trea — pepode
parametrii u konfrolnf skupiny na koncentrace kreatinint, BMI — body mass index, GH — réistovy hormon, IGF-
— inzalinu podobny ristovy faktor-1, volny IGP-T — volny inzuelinn podobny rastovs faktor-l, IGFBP-1 —vazebn)
profein pro IGF-1, IGIFBP-2 — vasebnii profein pro IGF-2, IGFRP-3 - vazebny protein pro IGF-3, IGFBP-6 -
vazebny protein pre IGF-6, SLR — solubilni leptinuvy receptor, NS — nesignifikantni rozdil, v - korelacn

Tubutke 7. Vetah plasmatickych koncemract celkovéhn ghrelinn a vybranych antropomenickych, hormondinich
a biocheimickych purameiriv u nemoenvel s rendinf insuficienciirendinim sethdnim a u kontrolni skupiny. RVRS —

firi 1 *Innd P

skupina nemocnych s rendinl insuf iy RIFRS-krea -- pFepocet parametrii u

nemocnyeh s RIRS na koncentrace kreatininy (parcidini korelace), KS — kontralni skupina, KS-krea —
piepodet parametrit u konirolni skupiny na koncentrace kreatininu, BMI — body mass index, GH — riistovy
hormon, IGI-1 - inzulinu podobny ristovy fukiar-1, volny }GF-1 - volny inzulinn podobny riistovy: faktor-1,
IGFBP-I - vazebny prosein pro IGF-1, IGFBP-2 -- vazebny profein pro IGF-2, IGFBP-3 — vazebny protein
pro IGF-3, IGFBP-6 — vazebny: protein pro IGl-6, SLR — solubilil leptinovy receptor, NS — nesignifikanini

rozdif, v — korelacnf koeficient, p — hladi
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Graf 6. Korelace mezi koncentracemi aktivatho ghreling a 1G1:-f ve skupiné nemocitych s rendini

insuficienciivendinin selhdnim.
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5.4.2 Zmény kencentraci celkového a aktivaiho ghrelinu viivem hemodialyzatnf 168by

Do studie bylo zatazeno 16 nemocnych s rendlnim selhanim (RS) vyzadujicim pravidelnou
bemodialyza&ni [&bu (8 nmZd a 8 Zen, sérovy kreatinin 603-1115 pymol/}). Koatrolni skupinu tvorilo
16 zdravych dobrovolniki (8 muZi a § zen).

Koncentrace celkového ghreling, IGF-I, volného IGF-I, IGFBP-1, 1GFBP-2, 1GFBP-3,
IGFBP-6, inzulinu a urey byly u nemocnych s RS statisticky vyznamné vyssi oproti koniroloi skupiné
a to pfed i po hemodialyze. Predialyzacn& méli nemocef s RS navic vy$3 plasmatické koncentrace
aktivnibo ghreline a kreatininu (p<0,0001). Po skonéeni hemodialyzy mEh nemocni s RS signifikantng
niz8i koncentrace GH oproti zdravym kontrelam. Hemodialyzn vedln ke stafisticky
vyznsmnému poklesu koncentraci ¢elkového i aktivnfho ghrelini, GH, IGF-1 a urey, nappak
koncentrace volného 1GF-l, IGFBP-1, IGFBP-6 a SLR vzosily (tabulka 9,10, graf 7.8).
Hemodialyzon bylo odstranéno 17,37% celkového a 30,51% aktivaiho phrelinu.

Ve skuping nemocnych sRS korelovaly koncenirace celkového pghrelinu pozitivaé
s koncentracemi aktivniho ghrelinu 8 IGFBP-3 pred i po hemodialyze, pfed hemodialyzou korelovaly
pozitivné také s obsahem t&lesného tuku (0= 0,62, p< 0,05), po dialyze se objevily pozitivni korelace
s kancentracemi IGF-I i volného JGF-I a negativnl korelace s koneentracemi SLR. U konirolni
skupiny nekorelovaly koncenirace cetkového ghrelinu s zidnym parametrem (fabulka 11).

Koncentrace aktivatho ghrelinu pozitivng korelovaly s koncentracemi celkového ghrelinu u
nemocenych s RS pred i po hemodialyze, pfed hemodialyzou navic pozitivng korelovaly s obsabem
télesného tuku (= 0,53, p< 0,05) a negativn® s koncentracemi SLR, po dialyze jsme prokazali
pozitivni korelaci s koncentracemi volného IGF-I. V kontrolnf skuping koncentrace aktivniho ghrelinu
v plasmé pozitivng korelovaly s BMI (r= 0,52, p< 0,05), obsahem t&lesného tuku (r= 0,57, p< 0,05) a

Tabutka 9. Vybrand hormondini a biachemické parametry ve skupiné nemocnjch s rendlnim selhinim pred

J figlyzou, po ltalyze a v & iné skuping. Udaje v tabuice fsou vyjddreny jaka priméry = stiednf
chyba priiméru, RS-1 - { s rendininr selhdnin pred hemadialyzon, RS-2 — nemacni 3 rendinim sethdnim

po hemodlalyze, K8 — kontrolnf skupina, GH — ristovy honmon, IGF-{ — inzlivu podobuy risiovy faktor-1, volny
1GI-F — volny inzulimy podobny riistony fokiar-l, IGFEP-1 — vazebm protein pro IGP-4, IGFBP-2 — vazebny
protein pro IGF-2, IGFBP-3 — vazebny protein pro IGF-3, IGFBP-6 — vazebny protein pro IGF-6, SLR —
solubilni leprinovy receptor, *p < 0.05.*p < 0,01,°p < 0,001, “p < 0,8091 oproti kontralni skupind.

RS-1 RS2

Celkovy gbrelin {ng/ml) 3,7240,41° 3,0820,40
Aktivni ghrelin (ng/ml) 0,124002° 0,08+0.01
GH (mUf} 5,4941,29° 0,59:0,09
IGE-T (ught) 404,75¢£35.72* 350,31£42,09
Volng IGF-I (ug/f) 1,2840,17* 2,0420,42
IGFRP-1 (ug/t) 80,40£9,64 © 140,81+8.60
1GFBP-2 (mg/) 2,9630,39 3,38£0,53
TGFBP-3 (mg/) 5,7310,48 5,96£0,45
TGFBP-6 (mg/l) 3,65£0,37°¢ 5,5020,46
Leptin (ng/ml) 28,0157,43 26,93+8.08
SLR (ng/ml) 21,6312,33° 24,69+2,32
nzulin {(0/mt) 27,6942,71 25,635,70
Urea (mmot/l) 23,56+1,53 ¢ 7,5240,64

koncentracemi IGF-1, IGFBP-3 a leptinu negativné s koncentracemi IGFBP-2 (tabulka 12),

RS-1 RS2 KS
Celkovy ghrelin (ng/ml) 3,7230,41° 3,0840,40” 1,78+0,21
Aktivni ghrelin {ng/ml) 0,1240,02° 0,08:+0,01 0,06+0,0t
GH (mUA) 5,4041,26 0,590,09°" 3,10+1,01
1GF-1 (ngh) 404,75%35,72"7 350,31:42,09° 190,88%35,10
Volny IGF-1 (pg/l) 1,2840,17°¢ 2,040,42° 0,5230,05
IGFBP-1 (pg/h 85,4025,64 ° 140,8148,60° 30,77+3,95
IGFBP-2 (mgfh) 2.9620,39 7 3,38+0,53 " 0,54+0,07
1GFBP-3 (mg/h) 5,73+0,48 ° 5,0610,45° 4,1920,24
IGFBP-6 (mp/h 3,650 37°* 5,50£0,46 7 0,38+0,04
Leptin {ng/ml} 28,0127,43 26,03+8,08 14,08+3,20
SLR (ng/mi) 2),63+233 24,6542,82 23,14£2,70
Tonzulin {plUfal) 27,69£2,71 ° 25,635,770 21,13£2,22
Urea (mmol/1} 23,56+1,53 7 7524064 " 5,5610,37
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Tubutka 10. Fliv hemodialyzy na koncentrace celkového, aktivatho ghrelinu a dalSi hormonéini parametry

nemocnych se selkdinim ledvin. Udage v tabulce jsou vyjddreny jako priméry = stfedni ch wba priiméry, RS-1

— nenocni x rendinim sethdnim pred hemodialyzou, RS-2 { 5 rendinfm sethanim po hemodialy;
GH — ristovy hormon, IGF-I ~ inzulinu padobnp riisiovy faktor-1, vohiy IGF- — volny inzultnu podobm’
ristovy faktor-l, IGFBP-1 — vazebny protein pro IGF-1, IGFBP-2 — vazebuy protein pro IGF-2, IGFBP-3
- vazebuy protein pro IGF-3, IGFBP-6 — vazebnp protein pro IGI-6, SLR - solubiinl leptinovy receptor,
“p <045, p< 081 °p < 0,001, "p < 0,000 oproti stava po hemodialyze.
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Graf 7. Plasmatické koncentrace celkového ghrelinn ve skuping wich s rendfni thanim pred

diclyzom, po Wyze a v kontrolnt skuping. Udaje v grafu jsou vyjadieny jaku primery = stfedni chyba
prameéri, RS-1 — nemocni s rendginim sethdnim pred hemodialpzon, RS-2 — nemocni s rendinim sethanim po
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Grf 8. Plasmatické koncentrace aktivniho ghrelinn ve skupiné nemocnych s rendinim sethdnim pied

hemodiatyzon, po hemodialyze a v kontroini skuping. Udje v grafu json vyjadieny jako priéry » stednf

chyba primiéry, RS-1 — I s rendinfm sethanim pred } finljzon, RS-2 - { s renciinine selhdnh
po hemodiolyze, KS - & Inf skupina, p — hladi } i pFi vwridieni statisticky vwWanamné odlidnosti

od kontrolni skupiny.
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RS-1 RS2 KS
Aktivaf ghrelin =075, p< 0,001 =0,70, p< 0,0t NS
GH NS NS NS
1GF-§ NS r=0,54, p< 0,65 NS
Yoiny JGF-1 NS = 0,58, p< 0,05 NS
IGFBP-( NS NS NS
IGFBP-2 NS NS NS
IGFBP-3 = 0,52, p<0,05 = 0,61, p<005 NS
IGFBP-6 NS NS NS
ieptin NS NS NS
SLR NS r=-0,53, p< 0,05 NS
Inzulin NS NS NS
Urea NS NS NS

Tabulka 11. Vztah plasmatickyich koncentraci celkového gheelatie a vybrany'ch hovmonalutch a biachemickych
pred & dialyzan, pa l tialyze a u k ini skupiny. RS-1 -
pred k lialy, aS8-2 -

sethdrim po hemadialiize, KS - kantralni skupina, GH — tiistovys hormon, IGF-§ — inzuline podobny riistovy

ey Iiinds

ptrametrii v nemaecnych s r

<por 1,0

skupina nemocnych 5 ¢ nemocnych 5 rendlnin

Jaktor-l, voiny IGF-I —volny' tnzulinu podobng risiovy faktor-f, IGFBP-1 - vazehny protein pro IGF-1,
IGFBP-2 - vazebny protein pro IGF-2, IGFBP-3 — vazebny protein pra [GF-3, IGFBI-6 — vazebny protein
pro IGF-6, SLR - solubilni leptinovy receptor, NS — nesignifikantni rozdil, r — korelaéni kocficient, p —

Madina vyznamnosti,

RS-t ns-z KS
Celkavy ghrelia =0,75, p< 0,001 =0,70, p< 0,0t NS
Gy NS NS NS
IGE-1 NS NS =091, p<0,0001
Valny IGF-[ NS = 0,50, p< 0,05 NS
IGFBP-1 NS NS NS
1GFBP-2 NS NS r=-0,58, p<0,05
1GFBP-3 NS NS =0,79, p=0,01
IGFBP-6 NS NS NS
Leptin NS NS r=9,56, p< 0,05
SlR =-0,64, p< 0,01 NS§ NS
Inzatin NS NS NS
Urea NS NS NS
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Tabuika 12. Vzich pl. ickych & { aktiviihe ghveltnu a yyhranyeh hormondinich a biochemickjch

p fi it yeh 8 renddnim selfiinim pied h lialyzan, po hemedialyze a u kontroluf skuping.BS-1 —

PTACN 2

skupina nemocnych s rendluim pied h fialyzon, RS-2 — skupina nemocnych s rendinim
selhdnim po hemodialyze, K5 — kontrolnl skupina, GH — ritstovy: hormon, IGEF-1 - inzulinu podobny ritstovy
SJaktor-f, volng IGF-I — volny inziling podobny ristovy faktor-l, IGFBP-I - vazebny protein pro IGF-1,
KGFBP-2 — vazebnp protein pro IGF-2, IGI'BP-3 — vazebny protein pro IGF-3, IGFBP-6 -- vazebuy protein
pro IGF-6, SLR - solubitni lepiinovy receplor, NS — nesignifikanini yozdil, r — koveladni koeficient, p —

hladine vyznamnost.

6. Zavér

Ghrelin je proteohorroon 8 vyrazmym stimalaéuim a&inkem na sekveci GH. Patfi do skupiay
GHS, je prvnim izolovanym endogenaim ligandem receptoru pro GHS. Atkeliv byly prvni latky z této
skupiny syntetizovany jiz v roce 1977, izolace receptoru i samotného ghrelinu je zileZitosti posledniho
desetileti.

Vnadl studii jsme se zabyvali zkouménim fyziologické role endogenniho ghreling u
vybrangch patologickych stavi a studiem vziahd mezi koncentracemi celkového a aktivniho ghrelinu 2
parametry osy GH/IGF-1. Nade stndie je preni sindil, jez se zabyvala stanovenim Xoncentracf nejen
celkového, ale 1 aktivatho ghrelinu u vybranych skupin nemocnych. Predpokladali jsme, Ze sekrece
ghrelinu je modulovana sekreénim siavem GH.

U nemocnych sakromegalif jsme ofekdvali smiZené plasmatické koncentrace ghrelinu
(lrypotéza 1) a u nemocaych s GHD jsme piedpokladali jejich zvySeni (hypotéza 2) jakoto vysltedek

uplatnéni pegativni zp&mé vazby pfi z sekrece m hormonn. Nade pozorovani viak tyto
hypotézy nepotvrdilo. Koncenbrace celkového i aktivniho ghrelinu se v téchto nemocnyeh nelidily
v porovndni se zdravimi subjekty. V pfipadé téchto chorobnych stavih nepiedpokladaine vyznamngjsi
roli ghreliny v oviivnéni sekrece GH ani existenci negativai zpétné vazby 1aezi t8mito piisobky.

Syntéza ghrelinu byla nalezena té2z vitkimi lidské ledviny. Proto jsme u nemocnych
s poruSenou fankel ledvin olekavali sniZeni plasmatickych koncentraci ghrelinu v diistedku jeho
sniZené tvorby pii oncmocndnd fedvin a 2iroveh v diisledku uplamEni negativid zpétnovazebné
regulace zvySengini koncentraceni GH (hypotéza 3). Tuto hypotézn ani existenci negativni zpétné
vazby mezi phrelinem a GH jsme nepotvrdili. Na zviSeni koncentraci ghrelinu se zfejmé primdrné
podili porucha clearance a/nebo metabolisinu ghrelinu v fedving,

Acylovany ghrelin je sice dosud nejsilngj$im zedmym stimulatorem selaece GH in vitro i i
vivo, ale nade vysledky v souladu sjinymi publikovanymi pomatky nesv&déi pro jeho unikétui roli
v endogenni sekreci GI4 ani pro vzajeminé zp#inovazebné piisobeni téchto dvou latek. Ghrelin je
spole¢né s GHRH, somatostatinen: 2 pisobenim negativai zp&tmé vazby IGF-1 i vlashiiho GH patmé
pouze jednim 2 fady regulitorii sekrece GH.
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I naprosta absence ghrelinu v experimentu u laborgtornich zvitat nevede ke zinéndal v t8lesné
kompozici ani koncentracich jednotlivych kempounent osy GH/IGF-1. Tofo pozorovani ukazuje na vliv
kompenzadnich zm&n, které za fyziologického stava mohou zcela nabradit funkci ghrelinu
v organismu, ktery je tedy vtomfo pfipad¢ redundantnim. Tato situace je nejspiSe zachovama i
vpiipadé akromegalie & GHD, jak vyplyva znaSich pozorovimt i vysledkdl dalSich studif.
Koncentrace ghrelinu v t&clito piipadech nejsou ovlivigay sekreénfm stavem nistovéfio hounonu,
Repgulace koncentraci ghrelint u téchto onemocnéni je komplexni, v pipadé celkového phrelinu
zalvnyje chronicky nutridul stav resp. stuped adipozity a v pfipadé aktivaibo ghrelinu dosud
nepoznané mechanismy. U nemocnych sporuienow funkel ledvin je hlavnim mechanismem
elevovanych koncentraci GH i ghrelinu nejspife retence obou latek v organismu pii poruseni jejich
clearance a/mebo metabolismu v Jedving,

Problémem studia fyziologickych dinkd ghreling ve vztahu k sowatotropni ose obecng je
ncinoznost jeho pfného stanoven! v oblasti hypofyzy/hypotalamu. Vysledky ziskané rozborem
plasmatickych koncentraci ghrelinu nelze jednodude transformovat ua oblast liypotalaa/hypofyzamd,
kde role akiivafho gbrelinu vsekreci GH a existence negativad zpéiné vazby mezi phrelinem a
kompouentami somatotropaf osy vyloutena neni a k jejimu potvezen{ & vyloudeni bude zapotiebi
daisiho vyzkumu.

Na zikladé velkého mnoZstvi studii Ize s jistotou Fici, Ze koncentrace celkového ghrelinu jsou
ovlividny akutnimi i chrenickymi zinénami nutri¢ulho stavi a koncentracemi inzulinu. Koncentrace
celkového phrelinu negativnd korelujl sBMI event. i sobsaltem té&lesnélto tuku, jsou suizené u
obéznich a naopak elevované u itihlych &i kachektickych jedincd. Norrsalizace hnotnosti vede
kuotmalizaci koncentraci ghreliny a k cboovenl jebo diwsdlatho tyimu. Jednd se viak o
fyziologickou regulaci koncentracf celkového ghrelinu a na zdkladé nafich vysledkd
nepfedpokisdame, Ze stejny typ regulace se uplatiiuje i v pipadé aktivniho ghrelinu.

Exogenng podany ghrelin vede u krys ke stimulaci piijmu pofravy a k nériistu hmotnosti v
duisledku signifikaniniho zvyenl mnogstvi tukové tkans. SniZuje utilizaci tuku a uptedaostitje vyuiti
sacharidit jako metabolického substritu pro ziskdvéni energie. Tento efekt ghrelinu se zdd byt
nezAvislym na piisobeni GH, protoZe GH zvySuje vydej energie a saiZuje muozstvi tElesného tuku
v dustedk stimulace lipolyzy. Orexigenni a celkové anabolicky efekt ghreling je mo#no chépat jake
biologicky adapta&ni mechanismus doplinjfcf piisobeni GH a zajist'ujici metabolicky substrét pro riist.

Mezi zékladni &initele wplatiujic se v sekreci ghrelinu nejen za fvziologického stavu patii
inzulln. V mnohych studifch byly prokdzany negativai korelace mezt koncentracemi ghrelinu a
inzuline, hyperinzutinémie snizuje plasmatické koncentrace glrelinu, ! kdyZ vzijemny vztah obau
hormonéi neni do podrobnostt objasnén je pravdépodobné, e inzelin piimo & nepifmo
zprostiedkovivd vliv nutrice ¢ aktvdlnl energetické bilance na plasmatické koncentrace ghreling a
naopak. Pokles koncentraci inzulinn pfi hladovéni vede & elevaci koncentraci ghrelinu, zatimco

postprandialni hyperinzulinismus zpiisobuje jev opatny. Chronicky hyperinzulinismus u obéznich
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jedinci a nizké koncentrace inzulinu u kachexic pravdépodobné stgjnym irechanismem ovlivitujf
plasmatické koncentrace ghrelinu u chronickyeh nutri¢nich zmEn. Reciprotnd hyperghrelinémie pti
hladovéni patroé sniZuje syotéze inzelinu a timto mechanismem udrfuje koncentraci glukozy
voonmélnim rozmezi, naopak postprandidlni hyperimzulinémie by mobla byt nasledkem poklesu
sekrece ghrelinu,

Zprva se zvaZgval mozny kauzilnd vliv ghrelinu na rozvoj prosté obezity. Studie u obéznich
nemocnych viak prokazaly, Ze jeho koncentrace nejsou v pifpadé obezity zvyseny, naopak jsou vy3dl
u jedincd kachektickych. Predpoklidéme, Ze zde dochdzi k uplatnéni negativef zpsiné vazby, kdy
zvySené koncentrace inzuwlinu tlumi syntézu ghrelinv. Dompivame se viak na ziklad viastmich
vystedk, Ze jind mitze byt sitnace v pripadé patologické nadprodukce nebo vadbytku ghrelinu, ktery
nelze ovlivnit zpétnou vazbou. Exogenné podany ghrelin ma u laboratornich zvifat orexigenni tdinky
a vede ke 2vydeni obsahu t&lesného tuku. Také u nemocnych s nddorem gastrointestindlntho trakiu
s patologickou sekreci ghrelinu (ghrelinomem) a u nemocnych s Praderovym-Willyho syndromer,
kde by bylo moino pfedpokladat vysokou autonomni sekreci ghrelinn v CNS, byly zjistény vysoké
koncentace ghrelinu, jez jsou spojeny s vy$sim BMI a vy$3im obsahem tuku v organismu, Nasi
nemoeni srenslni insuficiencl/selhinim ledvin méli vyS8i koncentrace aktivniito ghrelinu nejsplSe
vdisledku  jeho sniZené clearance ledvinami a tedy neovlivaitelné zpétnouw vazhou
uplatnénim inzulinu. Soutasnd m&li tito nemocni i zvySeny obsah télesného tuku, a zvysené
koncentrace aktivniho ghrelinu pozitivng kovelovaly s obsahem t¥lesného tuku. Vzhledem k t&mto
nalezim nelze vyloutit kausdlnd voli patologicky vysokyeh koncentraci ghrelinu v etiopatogenezi
tvorby tukové tkdné u téchto stavii. Ghrelip v tomto piipadé miZe mff a2 diabetogenni widinky
zvySenim glukoneogenczy a potlafenim sekrece inzulinu, jak bylo prokizéno u vemocnych
s ghrelinomy a u laboratornich zvitat.

Ghrelin je v sougasné dobé mnchymi autory povaZovin za orexigenni signil pochazejici ze
Zaludkn, jehoz koncentrace jsou dynamicky ovliviioviny pfijmem potravy a koncentracemi inzulinn,
ktery doplije protcosyntetické pisobeni GH. U my3i, u kierych byl ghrelinov$ gen knockoutovan,
nebyly nicméné zjit¢ny vyzmamné odchylky vmmnostvi pfijimané potravy, iélesné kompozici,
velikosti, rychlosti ristu ani ve schopnosti reprodukee. I kdyZ i u t3chto my$i stimuluje poddni
phrelinu pifjem potravy, jeho Gplny nedostatek nevede k anovexii, a proto ani jeho orexigeant
piisobent v organismu neni nenahraditelné a absence ghrelinu vede kzapojeni kompenzagnich
mechanismi, které jeho funkei nahradi. Nejevi se tedy jako hlavni orexigenni faktor v pripadsé
fyziologické regulace. Jind situace viak miZe byt pfitomna u stavii spojenych s vysokymi
koncentracemt  ghrelinu, kleré nejsow  ovlivnitelné zpétmou vazbow vplatménim  inzulfnu
(experimentalni podéni ghrelinu u zvifat, Praderdv-Willyho syndrom, bulimia nervosa, gluvelinom, a
podle nascho zjisténi i repalni insuficience), kde se miZe uplatitovat jeho adipogenni a event. a2

diabetogenni tcinek,
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7. Summary

Ghrelin is a peptide hormone with a strong stimulatory effect on growth hormone (GH)
secretion. Ghrelin was originally isolated from the rat stomach as an endogenous secretagogue for the
growlh hormone seccetagogue receptor (GLIS-R). Although the first compounds of the group of
growth hormone secretagogues were syutlesized already in 1997, the isolation of the GHS-R and
ghrelin is a matter of the last decade.

Our study was aimed at the determination of the physiological role of endogenous ghirelin in
GH secretion in certain pathological conditions and its associations with the GH/IGF-I axis
compounds. Our study was the first one detecting also active ghrelin coucentrations. We assumed, that
ghrelin secretian is aftected by the GH secretory state.

Tn patients with acromegaly we expected low glirelin concentrations (hypothesis 1} aud in
patients with GHD we presumed, that ghrelin concentrations will be elevated (hypothesis 2) in
comparison with healthy subjects as an effect of the negative feedback regulation by GH. Our findings
however did not support these hypotheses, active and total ghrelin concentrations did not differ
between patients and healtby controls, Tlhese data do not support an imporctaut role for ghrelin in GH
sceretion in these conditions as well as the existence of a negative feedback regulation between tiese
hermones.

Ghrelin production was also found in the kidney. Therefore we assumed, that in case of renal
failure ghrelin concentrations will be decreased due to its diminished production and due to the
supposed negative feedback regulation by clevated GH concenfrations (hypothesis 3). Again we
confirmed nefther our hypothesis, nor the existence of a negative feedback regulation between ghrelin
and GH. It is probably the impaired clearance and/or metabolism of ghrelin in the kiducy in renal
faiture, which is responsible for high ghrefin concentrations.

Acylated ghrelin is the most potent stimulator of GH seoretion in vitro as well as in vivo, but
the data available so far do not support its unique role in GH secretion as well as the existence of a
negative feedback regulation between ghrelin and GH. Even the tatal abseace of glitelin in
experients on laboratory animnals does not cause any changes in body composition aund
concentrations of GH/IGF-1 axis compounds, This is a result of compensatory pracesses, which
substitute for ghrelin functions in the organism. Ghrelin is together with GHRH, somatostatine and a
negative feedback regutation by IGF-1 only one of regalators of GH secretion.

This situation is probably preserved alse in case of acromegaly and GHD, which is supported
Dby our results and observations of another authors. Ghrelin concentrations are in these conditions not
affected by the secretion of GH and their regulation is more complex. It includes chronic nutritional
state and the degree of adiposity in case of total ghrelin, and some so far unknown mechanisms in case

of active ghrelin. On the other band we can not exclude a possible role of ghrelin in GH secretion in
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case of renal failure, although the main mechanisia, which is causing the elevation of GH and ghrelin
concentratiops in this condition is the impainnent of elearance of both compounds.

Problematic matter in the stedy of physiological functions of ghrelin io conuection will the
GHAIGF-T axis is the detenuination of ghrelin concentrations locally in hypotbalamus/pituitary glaud.
Plasma concenirations of ghrelin way not reflect its concenirations in the hypothalamus/pitnitary
gland, where 1he role ¢f ghrelin in GH secretion and the existence of a negative feedback regulation
between ghrelin and GH may exist and further research is needed to confirm or exclude this
hypothesis.

Based on maity observations it is possible to conclude, that the total ghrelin concentrations are
affected by acute and chronic changes of nutritionat state and by insulin concenteations. Our results
however do not support the view, that similar regulatory mechanisms are involved in case of active
ghrelin concentrations. Tatal ghrelin concentrations cortelaie positively with BMI and body fat mass,
are decreased in obese and clevated in fean or cachectic subjects. The normalization of body weight
leads to the normalization of total ghrelin concentrations and a restoration of the diwrnat chythm of
ghrelin,

Exogenously adininistered ghrelin leads in rodents fo the stianulation of food ingestion and to
weight gain, due to the increase in fat tissue, It decreases fal uiilization and favors the utilization of
sacharides as the main metabolic subsirate in cnergetic metabolism. This effect of ghrelin seems to be
independent of GH activities, since GH stimulates energy expenditure and decreases the amount of fat
tissue duc to the stimulation of Iipolysis. The orexigenic and amabolic effects of ghrelin might
represent ap adaptation mechanism, which completes the effects of GH and ensures metabolic
substrate for growih.

Insulin is ope of the most important regnlators of ghrelin secretion, Many experiments showed
negative comelations between ghrelin and imsulin congentrations, hyperinsulinzemia had been shown
to lower phrelin concentrations. Although the relationship between both hormones is not understood in
detail so far, it is plausible, that insulin directly or indirectly mediates the effect of nutrition or actual
energy slate on plasma ghrelin concentrations and vice versa. Thie decrease of insulin concentrations in
starving leads to the elevation of ghrelin concentrations, while postprandial hyperinsulinaemia causes
an opposite effect. Chronic hyperinsulinism in obese subjects and low insulin canceutrations in lean
and cachectic individuals might affect ghrelin concentrations in chronic hutritional changes by the

same mechanism. Reciprocally hyperghrelinaemia in starving might decrease insulin synthesis and by

this mechanism maintain glucose ations in norinal range, and postprandial hyperinsulinaemia
might be the effect of & decrease in ghrelin secretion,

After the discovery of ghrelin it was primarily thought, that ghrelin could be a key factor
causing simple obesity in man. But studies in obese individuals have shown, that its concentrations ace
suppressed in obesity and elevated in lean and cachectic subjects. We sappose, that this is an effect of

a negative feedback regulation between ghrelin and insulin, when ghrelin secretion is sappressed by

34

elevated insulin concentrations. Qur own results let us presume, that a different situation occurs in
case of pathologic overproduction of ghrelin, insusceptible to a negative feedback regulation.
Exogenously administered ghrelin exerts orexigenic effects and leads to fat accumulation in taboratory
animals. Also in patients with a GIT tumor secreting ghrelin (ghrelinoma) and in patients with Prader-

Willy syadrome, where high ghrelin concentrations are probably caused by autenomous secretion of
ghrelin in central nervous system, there are elevated ghrelin concentratious associated with a high
BMI and body fat content. Qur patients with renal failure had increased cancentrations of active
glrelin, probably due to an impaired clearance in the kidney, These patients had a high body fat
content at the same time and ghrelin concenirations correlated positively with body fat content.
Elevated concentrations of active ghrelin might therefore play a role in the ctiopathogenesis of fat
tissue formation, Ghrelin thus could have diabetogenic effects due to an increase in gluconcogenesis
and due to a suppression of insulin prodaction, which was proved in patienis with ghrelinomas asd in
laboratory animals,

At present ghrelin is considered by many authors to be an orexigenic signal from stemach,
whose secretion is regulaled by meal intake and insufin couceatrations, which completes the
proteasynthetic effects of GH. On the other hand in mice, where the ghrelin gene was knocked out, no
significant sbnornalities were observed in food infake, body composition, size, growth rate or
reproduction. Even in these animals exogenously administered ghrelin stinulates food intake, but its
endogenous total absence does not lead to anorexia. Therefore the orexigenic function of ghrefin is not
irceplaceable and other compensatory meclianisms substituting for this function are involved in the
regulation of faod intake in ghrelin knocked out animals. Tn physiologic conditians ghrelin is eot the
main orexigenic factor. However in conditions associated with higl ghrelin concentrations, which can
in anitnals, Prader-Willy

syndrome, bulimia nervosa, ghrelivoma and according to our fiudings patients with renal

not be down regulated by insulin (¢.g. exogenous administration of gl

insufficiency} ghrelin might exert adipogenic and diabetogenic effects,
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