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UvVOD

Obor pediatrie a subspecializace, détska endokrinologie a diabetologie se jako kazdy
medicinsky obor dynamicky rozviji a posledni desetileti je ve znameni radikalnich zmén.
S rozvojem molekuldrné biologickych metod ptibyva stdle novych poznatkii o etiologii a
patogenezi fady onemocnéni a rozSifuji se diagnosticko-1é¢ebné moznosti. Perspektivy
rozvoje détské endokrinologie a diabetologie, ktera ma dlouhou tradici na Dé&tské klinice
Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulté UK v Plzni vidime, kromé¢ aplikace novych metod do
rutinniho vySetfovani v klinické praxi, zejména v oblasti vyvoje novych generaci 1éciv, ve
vyuziti novych technologii Vv diabetologii, ve vyuziti poznatki molekularni genetiky
v diagnostice onemocnéni S optimalizaci terapie, v individualizaci terapie a v mezioborové
spolupréci.

Ptedklddand habilitacni prace nazvana ,Komentovany soubor uvefejnénych
védeckych praci v détské endokrinologii a diabetologii* je sestaven formou komentovanych
publikaci, na kterych jsem se podilela jako prvni autor nebo spoluautor. Vsechny
komentované prace jsou v plném znéni ve formé reprintu pfilohou komentovaného souboru.
Jedna se o 20 praci pfevazné v angli¢tiné psanych, které vysly v ¢asopise se znamym impact
faktorem nebo v domacich odbornych recenzovanych periodicich.

Konkrétné jde o publikace:

- vevropskych casopisech (Journal of Experimental Clinical Endocrinology &
Diabetes, Biomedical Papers, Journal of Pediatric Gastronterology and Nutrition, Journal of
Pediatric Endocrinology and Metabolism, Pediatric Diabetes, Diabetologia, Physiological
Research)

- v americkych casopisech (Helicobacter, Journal of Clinical Gastroenterology,
Americal Journal of Dermatopathology, Journal of Diabetes and its Complications,
Biomedicine and Pharmacotherapy)

Tématicky je cela prace roz¢lenéna do 5 ¢asti: Stitna zlaza, nadledviny, gonady, diabetes
mellitus a poruchy kalcium-fosfatového metabolismu. Jednotlivé ¢asti habilitacni prace jsou
dale ¢lenény do podkapitol, které jsou uvedeny obecnym komentifem a dale komentafem
jednotlivych praci. Nékteré prace jsou komentovany jednotlivé. Komentované publikované

prace pievazné integruji soucasné pokroky v détské endokrinologii a diabetologii a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.+Reactivity+to+Helicobacter+pylori+antigens+in+patients+suffering+from+thyroid+gland+autoimmunity
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https://www.researchgate.net/journal/1056-8727_Journal_of_Diabetes_and_its_Complications

spole¢nym pojitkem vSech komentovanych publikaci jsou metabolicko-genetické a klinicko-

imunologické aspekty endokrinnich chorob v détském veku.
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1.1. Autoimunitni tyreoiditida v détstvi a adolescenci; SdruZena
autoimunitni onemocnéni; familiarni vyskyt autoimunitnich onemocnéni;
autoimunitni tyreoiditida jako rizikovy faktor pro vyvoj karcinomu Stitné

Zlazy

(komentar 3 publikaci)

1.1.1. Autoimmune diseases, familial clustering and thyroid carcinoma coexistent with
autoimmune thyroiditis in children and adolescence: A cross-sectional study from the
Czech Republic

Pomahacova R, Zamboryova J, Paterova P, Fiklik K, Cerna Z, Lad V, Skalicka E, Huml M,
Sykora J.

Biomedical Papers, 2018, 162(4): 289-293. DOI: 10.5507/bp2018.061.

1.1.2. SdruzZena autoimunitni onemocnéni v détském véku

Associated autoimmune disorders in childhood

Pomahacova R, Sykora J, Paterova P, Fiklik K, Schwarz J, Lad V, Skalicka E, Cerna Z,
Zamboryova J.

Pediatrie pro praxi, 2015, vol. 16, no. 2, p. 78-81.

1.1.3. Simultaneous presentation of celiac disease, ulcerative colitis and autoimmune
thyroiditis in childhood

Sykora J, Varvarovska J, Pomahacova R, Siala K, Stozicky F.

Journal of Clinical Gastroenterology, 2004, Aug vol. 38, no. 7, p. 613-614.

Autoimunitni tyreoiditida (AIT), nebo chronickd lymfocytarni tyreoiditida (CLT), je
nejcastéj$i onemocnéni §titné Zlazy a nejCast€js$i autoimunitni onemocnéni v détském veku,
S prevahou postizeni u Zenského pohlavi. Gravesova-Basedowova choroba (GB) je méné
Casta. Kvyvoji AIT dochazi piedevsim v obdobi puberty a adolescence. Existuje
hypertrofickd forma AIT se strumou (Hashimotova tyreoiditida) a atrofickd forma AIT
(atroficka tyreoiditida) (1). Riziko vyvoje AIT je v 70% genetické a spolu s faktory zevniho
postfedi u vnimavych jedinct spousti autoimunitni reakci (1). Ukazateli autoimunni destrukce
Stitné zlazy jsou protilatky proti tyreoidalni peroxidaze (anti TPO) a protilatky proti
tyreoglobulinu (anti TG). Blokujici protilatky proti receptorim pro tyreotropni hormon (anti
rTSH) jsou ptitomny u 18% déti a adolescenti s té€Zkou primarni hypotyredzou. Pretrvavajici
blokujici anti rTSH u Zen v gravidité predikuji mozny vyvoj piechodné formy kongenitalni

hypotyredzy u novorozence (2). Pfi ultrasonografickém vySetfeni §titné zlazy je pro AIT
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typicka zménéna echostruktura §titné zlazy s hypoechogenicitou. AIT je jednim z rizikovych
faktorit vyvoje papilarniho karcinomu stitné zlazy (PTC). U pediatrickych pacientd neni o
soucasném vyskytu PTC a AIT dostatek literarnich zdroju (3-5). Funkce $titné zlazy je v dobé
stanoveni diagnozy AIT vétSinou normalni nebo snizena, vzacné je zvySend. Teézka
hypofunkce §titné Zlazy muze vést k poruse ristu a vyvoje ditéte (6,7). Pacienti s AIT mohou
mit soucasné jiné pridruzené autoimunitni onemocnéni (AO), organové specifické nebo
organové nespecifické jako je napiiklad juvenilni idiopaticka artritida nebo systémovy lupus
eythematodes (SLE). Organové specificka AO, jako je AIT, mohou byt soucasti
autoimunitniho polyglandularniho syndromu (APS) (8-13). Na tomto mist¢ je tieba zdtraznit,
Ze nepoznand autoimunitni Addisonova nemoc, ktera je soucasti APS typu 1 a 2, je zivot
ohrozujici onemocnéni (14). Problematiku APS typu 2 zmifiujeme v praci 1.1.1. a 1.1.2. Malo
je znamo 0 familiarnim vyskytu autoimunitnich onemocnéni a o koexistenci sdruzenych AO u
jedinct s AIT (15-19).

Jednim ze zakladnich cili prace 1.1.1. a 1.1.2. bylo analyzovat klinicky profil a
sdruzena autoimunitni onemocnéni u pacienti s AIT a vpraci 1.1.1. soucasné¢ zmapovat
vyskyt karcinomu $titné Zlazy u pacientd s AIT ze stejné geografické oblasti s odhadem
rizika vzniku vterénu AIT. V prifezové studii jsme retrospektivné analyzovali soubor
pacienti s autoimunitnimi tyreopatiemi Ve veékovém rozmezi 3-18 let 1écenych
v endokrinologické poradné Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni. Z celkového poctu
246 déti s autoimunitnimi tyreopatiemi byla GB pfitomna u 15 déti a AIT u 231 déti.
V soboru déti s AIT jsme hodnotili demografické tdaje, funkci §titné zlazy a pozitivitu
specifickych autoprotilatek proti S§titné Zlaze v dobé stanoveni diagnézy AlT,
ultrasonografické vysetfeni S§titné zlazy, vyskyt sdruzenych AO, AO u prvostupniovych
ptibuznych pacientll a vyskyt karcinomu §titné zlazy (TC) vterénu AIT. Do studie byly
zatazeny déti s diagnozu AIT stanovenou na podkladé pozitivity protilatek anti TPO a/nebo
anti TG a ultrasonografickém nalezu zménéné echostruktury stitné zlazy s hypoechogenicitou
a nepravidelnou texturou. Funkce $titné Zlazy byla stanovena analyzou hladin TSH
(tyreotropni hormon) a fT4 (volny tyroxin). Diagnéza TC byla zaloZena na aspiracni biopsii
tenkou jehlou FNAB (fine needle aspiration biopsy) a na histologickém vysetfeni uzla §titné
zlazy.

Do studie bylo zahrnuto 231 pacienti s AIT véetné 4 pacientek s Turnerovym
syndromem. 98% jedincii ve studii bylo ¢eského ptivodu. V souboru jednoznaéné prevazovalo
postizeni zenského pohlavi (77%), pomér muzského a zenského pohlavi byl 1:3,5. Vékové

rozlozeni souboru pacientd s AIT v dobé stanoveni diagnézy: 79 déti (34%) bylo mladSich 10
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let, z nich 14 déti (6%) bylo mladsich 6 let; 152 déti (66%) bylo ve véku 11-18 let (puberta a
adolescence). 137 pacienti mé¢lo v dob¢ stanoveni diagnézy AIT hypotyreozu (59,3%), 91
pacientd (39,4%) mélo normdlni funkci $titné Zlazy a 3 pacienti (1,3%) méli piechodnou
tyreotoxickou fazi s pfechodem do hypotyredzy (hashitoxikéza). 72 pacientu (52,6%) S
hypofunkeci stitné zlazy mélo subklinickou hypofunkci s hladinou TSH 4,2-10 mIlU/I (norma
0,3-4) a 65 pacientt (47,4%) mélo klinické znamky hypotyredzy, z nich 30 déti (46%) mélo
tézkou hypotyreézu s TSH > 50 mlU/l. 5 déti s tézkou hypotyreézou mélo atrofickou
tyreoiditidu s negativnimi blokujicimi anti rTSH. 140 pacientt (60,6%) mélo v dobé diagnozy
AIT jak pozitivitu anti TPO, tak anti TG protilatek. U 47 déti (20,3%) byla pozitivita pouze
anti TG a u 36 déti (15,6%) pouze anti TPO protilatek. 8 pacientd (3,5%) mélo autoprotilatky
proti §titné Zlaze negativni.

Soucasny vyskyt autoimunitnich onemocnéni u pacientli s AIT a u prvostupiiovych
ptibuznych. V analyzované skupiné 231 déti s AIT mélo 56 déti (24,2%) pozitivni alergickou
anamnézu, z nichz vétSina méla polyvalentni alergii (95%). AO u rodicd, prarodicii nebo
sourozencl v nasi analyzované skupin€ 231 déti s AIT se vyskytovalo u 103 déti (44,6%).
Pouze ve ttech ptipadech (1,3%) bylo AO u rodic¢e nebo prarodice muzského pohlavi. V 74
piipadech (71,8%) se v rodinach jednalo o AIT, v 16 piipadech (15,5%) o GB a ve 13
ptipadech (12,7%) o SLE, revmatoidni artritidu, celiakii, diabetes mellitus 1. typu (T1DM) a
vitiligo. V analyzované skupiné 231 déti s AIT bylo 17 pacientd (7,4%), kteti méli
sourozence s AO. U sourozenct se také nejéastéji jednalo o AIT. Celkem 35 (15,2%) pacientti
(68% zen) ve skuping€ 231 déti s AIT mélo v anamnéze 1 nebo vice pridruzenych AO (tabulka
1). TIDM byl nejcastejsim komorbidnim onemocnénim u 19 (8,5%) pacientt s AIT. Jeden
pacient s TIDM mél diagnostikovan APS typu 2. V 5,5% ptipadd bylo primarné
diagnostikovano jiné AO i neendokrinnich organti a diagnoéza AIT jiz s hypofunkci Stitné
zlazy byla stanovena s odstupem nékolika let.

Soucasny vyskyt AIT a karcinomu §titné Zlazy v analyzované skupiné pacientii s AIT.
Béhem 7letého obdobi nasi studie jsme diagnostikovali TC u 16 pacientii. V 15 piipadech
(94%) se jednalo o papilarni karcinom stitné zlazy (PTC) a v 1 ptipadé (6%) o folikularni
karcinom. Ve skupiné pievazovalo u 13 pacientd postizeni zZenského pohlavi (81%).
Primérny veék souboru byl 13,5 roku, s rozmezim 10-18 let. 11 pacientti s PTC (69%) mélo
soucasn¢ AIT. V této skupiné¢ byla v 6 piipadech diagnéza PTC stanovena Vv pribéhu
pravidelného USG sledovani pacienti s AIT (u 2 pacientd se jednalo o papilarni
mikrokarcinom) a v 5 ptipadech byla diagnéza PTC potvrzena soucasn¢ s diagnozou AIT.

V souboru 16 déti s TC byly metastazy v dobé stanoveni diagnozy piitomny u 9 pacienti
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(56%). 8 z téchto 9 pacientlt (89%) mélo soucasné AIT. Jednalo se o metastazy v krénich
uzlinach, u 2 pacientti vV mediastinalnich uzlinach, 2 pacienti méli metastazy ve 2. laloku
Stitné zlazy a 1 pacient mél plicni metastazy. Extrakapsularni invaze PTC byla piitomna u 7
ze 16 pacientl (44%), 6 (86%) z téchto 7 pacientl byli pacienti s AIT. Celkem 4 pacienti
Vv souboru méli papilarni mikrokarcinom.

Zavéry studie 1.1.1., 1.1.2 a vystupy pro klinickou praxi mizeme shrnout nasledujicim
zpusobem. Jednd se o komplexni studii a podle dostupnych udaji o prvni Ceskou studii
analyzujici klinicky profil, sdruzena AO, familiarni vyskyt AO a vyskyt TC v souboru
pediatrickych pacientii s AlIT. NaSe pozorovani a literarni tidaje ukazuji na castéjsi vyskyt
AIT u Zenského pohlavi. Tato skute¢nost byla také potvrzena analyzou rodinné anamnézy ve
skupiné pacienti s AIT, kde pouze 1,3% rodicli/prarodici muzského pohlavi trpélo AO.
Studie ukazala, Zze nejéast&jsim vékem manifestace AIT je puberta a adolescence (vek 11-18
let v dobé diagnozy byl 66%). Na druhé strané se AIT mize manifestovat i u velmi malych a
piedskolnich déti. Tato skute¢nost by neméla byt podcenovana. Studie dale ukazala, ze u déti
S AIT jsou anti TPO a anti TG protilatky soucasné piitomny u vétSiny pacientii (v naSem
souboru 60,6%), ale negativita té€chto autoprotilatek diagnézu AIT nevyluCuje (3,5%).
Blokujici anti rTSH, které mohu vést k pfechodné vrozené hypotyre6ze u novorozence, se
vyskytuji u 18% déti a dospivajicich s tézkou hypotyredzou. Nase klinické zkusenosti ukazuji
dulezitost vySetfovani blokujicich anti rTSH protilatek, zvlasté u Zen s atrofickou formou AIT
v téhotenstvi. Pozitivita téchto protilatek predikuje moznost zablokovani §titné zlazy u plodu
s rozvojem piechodné formy kongenitalni hypotyre6zy. Diagndéza muze byt u novorozence
potvrzena stanovenim TSH Vv pupecnikové krvi a piechodna terapie levothyroxinem zahajena
pfed vysledkem screeningu kongenitdlni hypotyre6zy. Tyto Zeny musi mit adekvatni
hormonalni substitu¢ni terapii levotyroxinem po celou dobu gravidity pro trvalou zavislost
plodu na transplacentarnim prenosu tyroxinu k zajisténi fyziologického vyvoje plodu. 24%
pacient s AIT mélo pozitivni alergickou anamnézu, coz doklada genetickou dispozici k
imunopatologickym reakcim u téchto jedincd. V souboru pacientd s AIT jsme potvrdili
vysoky vyskyt AO u rodict a/nebo prarodicl (44,6%), coz potvrzuje genetickou dispozici
k autoimunitni imunopatologické reakci v téchto postizenych rodinach. Nejcastéjsi AO byla
také AIT s prevalenci 72%, prevalence GB byla 15,5%. Prevalence AO u sourozenct nasich
pacienti s AIT byla 7,4%, také spredominanci AIT. Na podkladé téchto zjisténi se
domnivame, ze by m¢l byt zvazovan u prvostupnovych piibuznych jedincti s AIT screening
mozného vyvoje AlIT. V dobé stanoveni diagnozy AIT mélo 59% déti jiz hypofunkci §titné

zlazy, ve 46% byla ptfitomna tézkd nekompenzovand primdrni hypotyredza s myxedémem,
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bradykardii, hypotenzi a ristovou retardaci. V n€kolika pfipadech se jednalo o déti z rodin
s genetickou dispozici k AO. Otazkou proto je preventivni sledovani vyvoje AIT a funkce
Stitné zlazy u déti v takto disponovanych rodinach s vyskytem autoimunitnich onemocnéni.
Pozdni diagnéza té¢zké primarni hypotyredzy muze vést k trvalému postizeni ristu a vyvoje
ditéte. Dullezitou otazkou, kterd zatim v Ceské republice nebyla feSena na velkém souboru
pacientd, je prevalence sdruzenych AO u déti s AIT. V nasi studii jsme potvrdili, Ze AIT se
muze vyskytovat samostatné nebo v koincidenci s jinymi systémovymi nebo organovymi AO
endokrinnich 1 neendokrinnich organd. V nasem souboru se jednalo nejcastéji o T1DM
(15,2%), 1 pacient s TIDM je vedeny pod diagnézou APS typu 2. V 6% piipadu bylo nejprve
diagnostikovano neendokrinni autoimunitni onemocnéni a diagnéza AIT jiz stézkou
hypofunkci §titné zlazy byla stanovena az s odstupem nékolika let. Doporucujeme vyhledavat
AIT u pacientl s jinymi endokrinnimi a neendokrinnimi AO. Nesmime zapominat na Zivot
ohrozujici autoimunitni Addisonovu nemoc V piipadé pozdni diagnézy. Existuji kontroverni
nazory na roli AIT ve vyvoji TC. AIT a PTC maji nékteré spolecné rizikové faktory, mezi
které patii expozice ionizujicimu zafeni, zvySeny vyskyt v oblastech s dostateénym piijmem
jodu a castéjsi vyskyt u Zenského pohlavi. Genetické zmény RET/PTC pieskupeni, typické
pro PTC, byly nalezeny také u AIT. V naSem souboru jsme diagnostikovali v prubéhu 7letého
obdobi TC u 16 pacienti s ptevahou PTC v 15 piipadech. Ve shod¢ s literarnimi tdaji jsme
potvrdili pfevahu postizeni u Zenského pohlavi (81%). Primérny vék naseho souboru byl 13,5
roku a nejmladsi dit€¢ s PTC a soucasné s AIT bylo 10leté. 11 pacientii s PTC (69%) mélo
soucasn¢ AIT. Diagnoza PTC u 6 pacienti s AIT byla stanovena na pokladé pravidelné
ultrasonografie §titné zlazy, z nich 2 pacienti méli papilarni mikrokarcinom. U 5 pacienti byla
diagnoza PTC stanovena soucasné s diagnézou AIT. 56% pacienti analyzovaného souboru
mélo metastazy TC a u vétSiny z nich byla pfitomna AIT (89%). Invazivni forma PTC byla
pfitomna ve 44%, také sprevahou jedinci sAIT (86%). Pacienti s papilarnim
mikrokarcinomem bez piitomnych metastaz podstoupili totalni tyreoidektomii bez 1écby
radioaktivnim jodem. Nase vysledky potvrzuji, ze AIT je jednim z rizikovych faktord pro
vyvoj TC v détské populaci. V souladu s publikovanymi udaji doporucujeme koncept
pravidelného ultrasonografického sledovani pacienti s AIT jednou ro¢né z hlediska mozného
vyvoje PTC. Rovnéz se domnivame, ze casny zachyt zlepSuje vyznamné prognézu
onemocnéni.

Prace 1.1.3 rozsifuje klinicko-morfologické spektrum popisované skupiny
asociovanych autoimunitnich chorob a potvrzuje kombinaci neobvyklé pti¢iny poruchy ristu

zpusobenou celiakii, ulcerézni kolitidou (UC) a AIT. Podle naSich znalosti sou¢asny vyskyt
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téchto chorob nebyl dosud v détském veéku publikovan. Celiakie je multifaktorialni
onemocnéni, na jehoz rozvoji se uplatiuji faktory genetické, imunologické a vlivy prostiedi.
Celiakie je vyvolana pozitim glutenu u predisponovanych jedinct, ale vSechny patogenetické
mechanizmy, vedouci k poskozeni sliznice tenkého stieva, nejsou dosud detailné objasnény.
Vyznamnou roli mohou hrét trvale zvySené populace gama/delta T-lymfocytii v epitelu stieva
pacienti s celiakii (20,21). Glutenové peptidy jsou prezentovany specifickymi antigen-
prezentujicimi bunikami obsahujicimi HLA alely II. tfidy. Touto cestou dochazi k iniciaci
imunitni odpovédi pfevazné v pojivové tkani lamina propria. tTG, ktera byla identifikovana
jako vysoce specificky endomyzidlni autoantigen, je uvolfiovana v pribéhu zanétlivého
sliznicniho  poSkozeni. Tento mechanizmus dale potencuje prezentaci antigenu
prostfednictvim HLA-DQ2 a HLA-DQ8 po deamidaci glutenovych peptidi. Vysledkem je
aktivace T-bun¢k v lamina propria a zmény ve sliznici tenkého stieva (22). Diagndza celiakie
je stanovena v souladu s kritériit ESPGHAN (23). Klinicka manifestace celiakie se vyrazné lisi
v zavislosti na véku pacienta, trvani, rozsahu postizeni tenkého stfeva a pritomnosti
extradigestivnich projevii. Je dobie znamo, Zze pokud se choroba projevi u starSich déti,
mohou byt nejcastéjSim symptomem opakujici se bolesti bficha, naopak tézky prijem byva
vzacny. Dale se celiakie muze projevit poruchou rustu bez gastrointestinalni nebo jiné
endokrinni symptomatologie. Celiakie mize byt rovnéZ monosymptomaticka a projevovat Se
pouze jako sideropenicka anémie (24). Soucasny model patogeneze ISZ piedpoklada trvalou
stimulaci slizniéni imunity intralumindlnimi antigeny (mikrobidlni, potravinové) a
abnormality v imunoregulaci, které mohou hrat primarni roli v rozvoji chronického
slizni¢niho zanétu. V ptipad€ ISZ nejsou intraluminalni antigeny, na rozdil od celiakie, ptesné
znamy. Pfi destrukci tkané se uplatiuje kaskdda rdznych mediatori zanétu (cytokiny,
reaktivni kyslikové metabolity, ristové faktory) a vétSina soucasnych lé€ebnych postupl je
zamé&fena timto smérem (25). Zda se, Ze kli¢ovou tlohu u chronickych stievnich zanéth hraje
aktivace makrofagi. Bunééna imunita je u UC ve srovnani s Crohnovou chorobou méné
vyznamna. Aktivované T-lymfocyty se v zanétlivé sliznici vyskytuji fidce (26). Nekteré
studie predpokladaji, ze UC by mohla byt zpiisobena IgG zprostfedkovanym autoimunitnim
procesem Vv mukoze (27,28). Soucasné vysledky potvrzuji u déti s UC, ve srovnani
s Crohnovou chorobou a kontrolami, signifikantné vyssi vyskyt protilatek proti poharkovym
bunkam (29). Vyssi pravdépodobnost vyskytu celiakie je u ptibuznych v prvni linii a pfi
selektivni IgA deficienci (30). HLA DQ2 také velmi zvySuje pravdépodobnost celiakie.
Celiakie mize byt asociovana s riznymi chorobami (31). Asociované choroby zahrnuji

diabetes mellitus 1. typu (32), AIT a autoimunitni hepatitidu (33-35). V posledni dob¢ byla
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popsana neobvykla asociace celiakie, systémového lupus erythematodes, Hashimotovy
thyreoiditidy a syndromu Noonanové (36). Turneriv syndrom, ktery je charakterizovany
malym vzrustem, je rovnéz spojen s autoimunitnimi poruchami jako AIT a celiakie (37). Nase
pacientka se zavaznou poruchou rustu netrpéla Turnerovym syndromem, ale méla AlT, ktera
byla diagnostikovana na zékladé zvySené hladiny protilatek anti TPO a sonografického
nalezu. Celiakie byla rovnéz popsana u pacientt s B-thalasémii major (38), revmatoidni
artritidou (39) a Downovym syndromem (40). U déti s celiakii se vzacné vyskytuje i
lymfocytarni gastritida (41). Tato forma gastritidy vSak nebyla v nasem piipadé zjiSténa.
Exokrinni insuficience pankreatu, spojena s celiakii, se po zavedeni bezlepkové vyzivy
normalizuje (42). Sekretoricka funkce pankreatu byla v nasem pfipad¢ také normalni. Pfi
celiakii muze byt zaznamenano piechodné izolované zvyseni aktivity transaminaz (43). Bylo
rovnéz popsano spojeni S neurologickymi odchylkami (autismus, epilepsie) (44) nebo
mikrocefalii (45). V literatufe je pouze né€kolik pfipadi spojeni mezi celiakii a UC u
dospélych. Jsou popsany asociace primarni sklerozujici cholangitidy, UC a celiakie (46,
47,48). Tii studie prezentuji pacienty s celiakii a UC a také jednoho pacienta s Crohnovou
chorobou (49-51). Casella a kol. uvefejnili spojeni mezi UC, celiakii, glomerulonefritidou,
hlubokou Zzilni trombozou a heterozygotni formou Leidenské mutace V. faktoru (52). V dalsi
studii je popsana koexistence dermatitis herpetiformis, celiakie a UC (53). Day a kol.
prezentovali dit¢ s celiakii a UC (54). Sood a kol. popsali 30-ti letého muze a 16-ti letého
chlapce s manifestaci celiakie, u kterych se postupné rozvinula UC (55). Z epidemiologické
studie, kterou publikoval Shah a kol., vyplynulo, Ze riziko UC je asi 5x vyssi u piibuznych
pacientll V prvni linii oproti bézné populaci (56). Soucasna asociace celiakie sUC a AIT
v détské populaci dosud nebyla popsana. Pravdépodobnost spojeni UC, AIT a celiakie zatim
neni mozno jednozna¢né odhadnout, ale souc¢asny vyskyt spolu s AIT se zda velmi nezvykly a
vzacny. Spolecny jmenovatel tohoto spojeni neni zatim zndm, ale autoimunitni podklad je
pravdépodobny. Pacienti s celiakii maji vysoké riziko vyskytu autoimunitnich chorob.
Celiakie je siln¢ spojena s HLA DQ2 a DQ8 haplotypem, ktery by mohl vysvétlit potencialni
riziko pacientl k riznym autoimunitnim onemocnénim (57). Dlouhotrvajici nelécena celiakie,
obzvlasté ticha forma, predisponuje k autoimunitnim chorobam (58). Kromé toho neléceni
pacienti s celiakii maji vys$§i vyskyt organové specifickych protilatek. Ve studii pacienti
s celiakii Ventura a kol. byla prevalence diabetu a protilatek souvisejicich se Stitnou zlazou
11,1% respektive 14,4% (59). Da Rosa Utiyama a kol. také poukazali na rozdilné protilatky u
pacientti s celiakii a jejich ptibuznych (60). | vnasem sdéleni je patrna tendence

k autoimunitnim reakcim. Z detailnich laboratornich testti je na zakladé spole¢ného vyskytu
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autoprotilatek patrna tendence k autoimunitnim reakcim jak organové specifického tak
nespecifického charakteru. Na zakladé soucasnych znalosti a naSich zjisténi je mozno
povazovat za spoleény jmenovatel autoimunitni mechanizmy V rozvoji asociovanych chorob

endokrinniho i non endokrinniho ptivodu.

Tabulka 1
PiidruZena autoimunitni onemocnéni v souboru 231 pacientt s chronickou lymfocytarni
tyreoiditidou

PiidruZené autoimunitni onemocnéni (15 %) Pocet pacienti s JLT

Diabetes mellitus typu 1

(APS-2 — 1 pacient) 1
Celiakie 3
Morbus Crohn 3
Colitis ulcerosa 1
Systémovy lupus erythematodes 1
Sjogrentv syndrom 1
Juvenilni idiopaticka artritida 1
Sklerodermie 1
Myasthenia gravis 1
Vitiligo 1
Alopecie 2
Idiopaticka trombocytopenicka purpura 1
1

Autoimunitni hemolyticka anemie
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1.2. Posouzeni imunologické reaktivity pacienti s chronickou
lymfocytarni tyreoiditidou k antigenim Helicobacter pylori; epidemiologie

a symptomatologie infekce Helicobacter pylori

(komentar 3 publikaci)

1.2.1 Reactivity to Helicobacter pylori antigens in patients suffering from thyroid gland
autoimmunity

Stechova K, Pomahacova R, Hrabak J, Durilova M, Sykora J, Chudoba D, Stavikova V,
Flajsmanova K, Varvarovska J.

J Exp Clin Endocrinol Diabetes, 2009 Sep;117(8): 423-31. DOI: 10.1055/s-0029-1214385.
Epub 2009 May 26.

1.2.2 Epidemiology of Helicobacter pylori infection in asymptomatic children: A
prospective population-based study from the Czech Republic. Application of a
monoclonal-based antigen-in-stool enzyme immunoassay

Sykora J, Siala K, Varvarovska J, Pazdiora, P, Huml,M, Pomahacova R.

Helicobacter, 2009 Aug; 14(4): 286-297. DOI: 10.1111/].1523-5378.2009.00689.

1.2.3 Paediatric Rome 111l criteria-related abdominal pain is associated with
Helicobacter pylori and not with calprotectin

Sykora J, Huml, M, Siala K, Pomahadova R, Jehlicka P, LiSka J, Kuntscherova J, Schwarz J.
J Pediatr Gastroenterol Nutr, 2016 Oct; 63(4): 417-422.
DOI:10.1097/MPG.0000000000001172.

Helicobacter pylori (H. pylori) je hlavni Zzalude¢ni patogen, ktery zpisobuje
chronickou aktivni gastritidu, gastroduodenalni viedy a 2 druhy ZzaludeCnich malignit,
adenokarcinom a MALT lymfom (61). Tato bakterie je neinvazivni, kolonizuje Zalude¢ni
sliznici, ztstava v povrchovém hlenu a nepronika do hlubsich vrstev sliznice (62). Stupen
neutrofilni infiltrace dobie koreluje s tizi histopatologickych zmén v zalude¢ni sliznici (63).
Neutrofily jsou hlavnim zdrojem fekalniho kalprotektinu uvoliujiciho se béhem zanétu
Vv gastrointestinalnim traktu (64). Data o koncentraci kalprotektinu ve stolici a jeho vztahu
k infekci H. pylori, zalude¢nim histologickym zménam a klinickym symptomim vcetné
funk¢nich recidivujicich bolesti bricha (Rome III) nejsou dostate¢né. Prostifednictvim
adhezinu se vaze na epitelialni buniky zaludecni sliznice a produkci fady proteini vyvolava
mohutnou systémovou a lokalni slizni¢ni zanétlivou odpovéd, kterda zahrnuje reakci
neutrofilt, T,B lymfocyti, plazmatickych bun€k, makrofagl, Zirnych bunék, mize dochazet

az k apoptoze epitelialnich bunék zaludeéni sliznice (65). V Zaludeéni sliznici byla zjisténa
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ptevaha Thl lymfocytl s produkci Thl cytokinti podporujici gastritidu (66). Zanétliva reakce
nevede k eradikaci infekce, ale mtize vést k tkanovému poskozeni U Casti pacientll dochazi k
tvorbé protilatek proti H+/K+ ATPaze zaludecnich parietalnich bunck s rozvojem atrofické
gastritidy (67). Dalsim faktorem poskozeni epitelialnich bunék Zalude¢ni sliznice jsou volné
kyslikové nebo dusikaté radikaly vytvarené aktivovanymi neutrofily. Systémovéa imunitni
odpovéd’ hostitele zahrnuje produkci tady chemokint,, cytokinii a stimulaci exprese
adhezivnich molekul, coz by mohlo pfispét k rozvoji onemocnéni s extragastrointestinalni
lokalizaci. Ze zvifecich modell je znamo, Ze akutni infekce H. pylori je charakteristicka spise
Thl odpovédi, zatimco T lymfocyty v zalude¢ni sliznici v prabéhu chronické infekce
produkuji jak Thl, tak Th2 cytokiny. Mozna role infekce H. pylori v iniciaci klinickych
symptomu a rozvoje autoimunity neni dosud spolehlivé objasnéna. Nejsou jednotné nazory na
vztah automunitni tyreoiditidy a soucasné infekce H. pylori. Nektefi jsou pro piic¢innou
souvislost mezi infekci H. pylori a autoimunitni tyreoiditidou, néktefi jsou proti. Manifestace
onemocnéni zavisi na faktorech virulence H. pylori (VacA cytotoxin, CagA protein, ureaza) a
genetické predispozici hostitele. Pacienti s H. pylori pozitivni gastritidou produkuji Siroké
spektrum antigastrickych protilatek zaméfenych proti rliznym antigenim. Mezi témito
antigeny hraji vyznamnou roli Lewis antigeny druhé t¥idy tj. Lewis x a Lewis y (Le x, y),
které¢ jsou exprimovany na beta fetézci ZaludeCni protonové pumpy a dale na Zalude¢nim
mucinu. Obdobné antigeny exprimuje H. pylori na svém povrchu jako soucast
lipopolysacharidu (LPS). H. pylori stimuluje tvorbu autoprotilatek zaméfenych proti Lewis
antigenim, které jsou vSak zaroven exprimovany zalude¢ni sliznici. Mechanismus
molekularnich mimiker je tedy zavzat do patogeneze gastritidy, a to zvlasté atrofické (68).
Lewis antigeny x a y jsou také soucéasti krevni skupiny Lewis. Tyto antigeny jsou
exprimovany na povrchu erytrocytli, ddle na krevnich a synovidlnich granulocytech, jak jiz
zminéno v travicim traktu na zaludecni sliznici, ale i v kolon, v epitelidlnich buiikach §titné
Zlazy a pankreatu.

Studie 1.2.1 popisuje, V literatufe dosud nestudovanou, imunologickou reaktivitu u
détskych pacient S juvenilni lymfocytarni tyroiditidou (JLT) H. pylori pozitivnich a
negativnich a u zdravych kontrol H. pylori pozitivnich a negativnich stanovenim mnozstvi a
spektra produkovanych cytokinii a chemokini bazdln¢é a po stimulaci krevnich
mononuklearnich bun¢k lyzatem H. pylori a jeho antigeny (lipopolysacharidem) metodou
proteinové microarray. Antigeny pro stimulaci byly pfipraveny z 8 ndhodné vybranych kment
izolovanych od pacientli z oblasti Plzeniského kraje. Bylo vySetieno celkem 53 pacientd

SJLT, a sice za bazalnich podminek, po stimulaci celym H. pylori a dale po stimulaci

18



izolovanym lipopolysacharidem H. pylori. Tato skupina byla dale rozdélena na skupinu H.
pylori pozitivni (THP, n=20) a negativni (THN, n=33). Stejnym testim byly podrobeny
krevni mononuklearni bunky odebrané kontrolni skupin¢ 40 zdravych divek. 20 divek bylo H.
pylori pozitivnich - CP, 20 divek negativnich - CN. Kontrolni divky byly ze stejné
sociockonomické skupiny a jejich pramérny veék byl 15 let (rozmezi 7-26 let). Krevni
mononukledrni bunky byly izolovany z heparinizované periferni zilni krve studovanych
jedinca s JLT H. pylori pozitivnich, negativnich a zdravych kontrol metodou hustotni
gradientové centrifugace na Ficollu. Imunologicka reaktivita byla posuzovana stanovenim
jejich bazalni produkce cytokini a chemokint a po stimulaci lyzatem H. pylori a jeho LPS
metodou proteinové microarray. Celkem bylo hodnoceno 23 cytokint a chemokind.

Zavéry studie 1.2.1 jsou souhrnné uvedeny pro piehlednost v Grafu 1-4 na konci této
kapitoly. Ve skupiné Thl cytokint (IFN-y, IL-2, TNF-B) jsme zjistili statisticky vyznamné
zvyseni produkce IFN-y po specifické stimulaci u zdravych kontrol H. pylori negativnich ve
srovnani s jedinci s JLT H.pylori negativnimi (p=0.035 po stimulaci LPS, p=0.021 po
stimulaci lyzatem H. pylori), stejné tak ve srovnani s jedinci s JLT H.pylori pozitivnimi
(p=0.011 po stimulaci LPS, p=0.004 po stimulaci lyzatem H. pylori). Ve skupiné¢ Th2
cytokinu (IL-4, IL-5, IL-13) zdravé kontroly H. pylori negativni reagovaly jak po stimulaci
LPS, tak po stimulaci lyzatem H. pylori snizenou produkci IL-5. Zdravé kontroly H. pylori
negativni mély niz8i rozdil v produkci IL-5 (stimulovand minus bazalni produkce) po
stimulaci LPS ve srovnani s jedinci JLT H. pylori negativnimi (p=0.013), stejn¢ tak s jedinci
JLT H. pylori pozitivnimi (p=0.09). Nepozorovali jsme statisticky vyznamné rozdily v
produkci IL-4 mezi skupinami. Ve skupiné¢ Th3 cytokinu (IL-10, TGF-f), zdravé kontroly H.
pylori negativni nereagovaly zvySenim produkce IL-10 po specifické stimulaci LPS ve
srovnani s jedinci JLT H. pylori negativnimi (p=0.028), stejné tak ve srovnani s jedinci JLT
H. pylori pozitivnimi (p=0.026). Opacna situace byla pozorovana u TGF-B. Zdravé kontroly
H. pylori negativni mély vyssi produkci TGF-B po stimulaci LPS ve srovnani se vSemi
ostatnimi skupinami (p=0.015 jedinci JLT H. pylori negativni, p=0.015 jedinci JLT H. pylori
pozitivni, p=0.001 zdravé kontroly H. pylori pozitivni). Jedinci JLT H. pylori negativni méli
vy$si produkci TGF-B po stimulaci LPS ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori
pozitivnimi (p=0.01), stejné tak ve srovnani s jedinci JLT H. pylori pozitivnimi (p=0.026).
Ve skupiné prozanétlivych cytokind (IL-1, IL-6, TNF-a) jsme zjistili zajimavé odchylky,
jedinci H. pylori pozitivni reagovali na stimulaci LPS zvySenim produkce IL-6 nejvice ve
srovnani se vSemi ostatnimi skupinami (p=0.022 jedinci JLT H. pylori negativni, p=0.001

zdravé kontroly H. pylori negativni, p < 0.0001 zdravé kontroly H. pylori pozitivni). Jedinci
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JLT H. pylori negativni méli nizsi vzestup v produkci IL-6 po stimulaci LPS nez jedinci H.
pylori pozitivni, ale vyssi nez zdravé kontroly H. pylori pozitivni (p=0.015). Jedinci JLT H.
pylori negativni produkovali po stimulaci LPS vy$8i mnozstvi TNF-a ve srovnani s jedinci
JLT H. pylori pozitivnimi (p=0.042), stejn¢ tak ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori
pozitivnimi (p=0.009). Zdravé kontroly H. pylori pozitivni mély nizsi produkci tohoto
cytokinu po stimulaci LPS ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi
(p=0.007). Pti hodnoceni chemokinové reakce po stimulaci lyzatem H. pylori - chemokiny
(GRO, GRO-a, IL-8, MCP-1,-2,-3, MIG, RANTES) jedinci JLT H. pylori negativni
statisticky vyznamné zvysili produkci IL-8 po stimulaci lyzatem H. pylori (p<0.0001) ve
srovnani s jedinci JLT H. pylori pozitivnimi. Jedinci JLT H. pylori negativni signifikantné
zvysili produkci GRO ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi (p=0.012),
IL-8 (p=0.006), MIG (p=0.008), RANTES (p=0.001) a ve srovnani se zdravymi kontrolami
H. pylori pozitivnimi snizili produkci MCP-1 (p=0.042). Zdravé kontroly H. pylori pozitivni
mély ve srovnani s jedinci JLT H. pylori negativnimi po stimulaci lyzatem H. pylori vyssi
produkci téchto chemokinti: GRO-a (p=0.027), MCP-2 (p=0.001), MCP-3 (p=0.002) a MIG
(p=0.026). Jedinci JLT H. pylori pozitivni spiSe snizili chemokinovou produkci. Toto bylo
signifikantni pro GRO-a (p=0.006), IL-8 (p<0.0001), MCP-1 (p=0.012), MCP-2 (p=0.001) a
MIG (p=0.033) ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori pozitivnimi. Skupina zdravych
kontrol H. pylori pozitivni méla také vyssi chemokinovou produkci ve srovnani se zdravymi
kontrolami H. pylori negativnimi [signifikantni pro GRO (p=0.008), GRO-a (p=0.004), 1L-8
(p=0.002), MCP-1 (p=0.007), MCP-2 (p=0.02), MCP-3 (p=0.047) MIG (p=0.004)]. U
chemokinové reakce po stimulaci LPS jedinci JLT H. pylori negativni produkovali nizsi
mnozstvi MCP-2 ve srovnani s jedinci JLT H. pylori pozitivnimi (p<0.0001), ale vyssi
mnozstvi GRO (p=0.004), MCP-1 (p=0.046), MCP-3 (p=0.025), MIG (p=0.019) a RANTES
ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi. Jedinci JLT H. pylori pozitivni
produkovali vy$$i mnozstvi GRO (p=0.005), MCP-1 (p=0.042), MCP-2 (p=0.041), MCP-3
(p=0.029), MIG (p=0.017) a RANTES ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori
negativnimi a niz$i mnozstvi IL-8 ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori pozitivnimi
(p=0.033). Zdravé kontroly H. pylori pozitivni mély také vyssi chemokinovou produkci po
stimulaci LPS ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi [signifikantni pro
GRO (p=0.018), IL-8 (p=0.003), MCP-1 (p=0.042) a RANTES (p=0.017) ]. Pti hodnoceni
ristovych faktord a dalSich cytokind (G-CSF, GM-CSF, IL-3,-7,-15) pfi reakce po stimulaci
lyzatem H. pylori jedinci JLT H. pylori negativni produkovali vice G-CSF (p=0.005) a IL-7

(p=0.001) ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi. Jedinci JLT H. pylori
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pozitivni spiSe zvysili signifikantné produkci G-CSF (p=0.003), GM-CSF (p=0.033) a IL-7
(p=0.023) ve srovnani se zdravymi kontrolami H. pylori negativnimi. Pfi reakci po stimulaci
LPS, LPS stimuloval produkci G-CSF (p<0.0001), GM-CSF (p=0.007) a IL-7 (p=0.005) u
jedinct JLT H. pylori negativnich (signifikantné ve srovnani se zdravymi kontrolami H.
pylori negativnimi) a IL-15 (p=0.022), tento signifikantni rozdil byl také pozorovan pfi
srovnani jedini JLT H. pylori negativnich a zdravych kontrol H. pylori pozitivnich. Zdravé
kontroly H. pylori negativni signifikantné¢ snizily produkci G-CSF (p<0.0001), GM-CSF
(p=0.005) a IL-7 (p=0.003) ve srovnani s jedinci JLT H. pylori pozitivnimi, ktefi m¢li vyssi
produkeci téchto chemokinti. Vysledek proteinové microarray byl korelovan na vék pacient,
hormonalni funkce a autoprotilatky proti §titné zlaze. Starsi pacienti ze skupiny JLT H. pylori
pozitivni vykazovali vys$$i reaktivitu proti lyzatu H. pylori nez mladsi jedinci (pfedev$im u
produkce GM-CSF, r=0.975, p=0.005) a naopak star$i jedinci méné reagovali na stimulaci
LPS (ptedevsim v produkci IL-7, r=-1). Ve skupiné JLT H. pylori negativni se reaktivita viuci
H. pylori a vuc¢i LPS sniZzovala se stoupajicim vékem (detekovano u MCP-2,3, MIG a IL-2
produkce:r=-0.630, p=0.038, r=-0.676, p=0.022, r=-0.604, p=0.049 a r=-0.771, p=0.005).
Nizsi titr protilatek proti thyreoidalni peroxidaze byl spojen s nizsi bazéalni hladinou IL-6, IL-
10 a IL-15 (r=-0.691, p=0.019, r=-0.782, p=0.004, r=-0.645, p=0.032). Ostatni
antithyreoidalni autoprotilatky, stejné tak hladina TSH a hladiny dalSich hormont §titné zlazy
nevykazovaly vliv na vysledky studie.

Na zékladé¢ vysledki studie 1.2.1. se imunologicka reaktivita k lyzatu H. pylori a LPS
lisila mezi studovanymi skupinami. Jedinci JLT H. pylori pozitivni i zdravé kontroly H. pylori
pozitivni vykazovali masivni chemokinovou odpovéd’ na stimulaci krevnich mononuklearnich
buné¢k lyzatem H. pylori i jeho lipopolysacharidem. Déti s JLT H. pylori pozitivni produkuji
po stimulaci prozanétlivé cytokiny, zejména IL-6. Zdravé kontroly H. pylori negativni mély
stimulaci H. pylori ve srovnani s jedinci JLT H. pylori pozitivnimi i negativnimi signifikantné
stoupala produkce IFN-y (Thl cytokin) a také regulac¢niho cytokinu TGF-f (Th3 cytokin).
Jedinci JLT H. pylori negativni méli vyssi produkci TGF-f po stimulaci LPS ve srovnani se
zdravymi kontrolami H. pylori pozitivnimi, stejn¢ tak ve srovnani s jedinci JLT H. pylori
pozitivnimi. IL-10 jako dalsi regulacni cytokin byl u skupiny zdravych kontrol H. pylori
negativnich spiSe snizen, stejné jako produkce IL-5. U pacienttt JLT H. pylori pozitivnich a H.
pylori pozitivnich zdravych kontrol byla tedy zjisténa nizsi produkce regulacnich cytokint,
coz lze vysvétlit bud’ vy€erpanim jejich imunokompetentnich bun¢k nebo negativnim vlivem

infekce H. pylori.
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Studie 1.2.1. tedy potvrdila vyznamny vliv infekce H. pylori na imunokompetentni
buiky, a to zejména v piipadé¢ jedinci s autoimunitni dispozici a tudiz ptitomnou
imunologickou dysbalanci a pfedstavila doposud nejvétsi sestavu spektra cytokinti a
chemokint u JLT asociovanou s infekci H.pylori. Prokazala, ze imunoreaktivita a cytokinovy
profil je ovlivnén mnoha faktory. Ve studii byl zjistén vliv véku na nase vysledky, a to na
intenzitu cytokinové produkce hlavné u déti s JLT H. pylori pozitivnich po stimulaci jejich
perifernich krevnich mononuklearnich bun¢k lyzatem H. pylori a jeho lipopolysacharidem.
Star$i jedinci ve skupiné déti JLT H. pylori negativni méli spiSe niz8i produkci ur€itych
chemokini (MCP-2,-3, MIG) a IL-2. Toto neni piekvapujici, protoze starnuti je komplexni
proces, ktery ovliviiuje vyvoj imunitniho systému a jeho schopnost funkce. Nebyli jsme
schopni analyzovat vliv pohlavi na vysledky, protoze do studie bylo zatazeno pouze Zenské
pohlavi. Toto vyplyva z vyssi frekvence vyskytu autoimunitni tyreoiditidy u Zenského
pohlavi, takze jsme neméli moznost ziskat reprezentativni muzskou kohortu s JLT. Nezjistili
jsme korelaci mezi produkci chemokinti a cytokini a mezi hladinami protilatek proti
thyreoglobulinu a hladinami thyreoidalnich hormoni jak u skupiny pacientt s JLT H. pylori
negativni, tak u skupiny pacientd s JLT H. pylori pozitivni. Niz§i titry protilatek proti
thyreoidalni peroxidaze byly spojeny s niz§imi bazalnimi hladinami IL-6, IL-10 a IL-15, ale
toto pozorovani nemuize byt vysvétleno odliSnym trvanim nemoci nebo terapii, protoze
testovani pacienti se v téchto aspektech neodliSovali. Pro maly pocet pacientl s atrofickou
formou JLT jsme nemohli porovnat odlisné formy tyreoiditidy.

Piedmétem studie 1.2.2 bylo dale vysettit vyskyt infekce H. pylori v asymptomatické
détské populaci ¢eskych déti a zjistit rizikové faktory asociované s touto infekci, protoze
ackoliv tato infekce je vétSinou asymptomaticka, mize vyvolat chronickou aktivni gastritidu,
mize spoustét autoimunitni gastritidu a/nebo dal$i autoimunitni nemoci, coz jsme také
prokazali ve studii 1.2.1. Domnivame se, ze je tieba rozliSovat mezi infekci H. pylori a
chorobami asociovanymi stouto infekci a tyto udaje je také tfeba hodnotit v kontextu
geografického regionu. Studie byla prospektivni, prafezova, popula¢né zalozena, provedena
V Plzeniském kraji na vzorku 1545 déti (0-15 rokd, 49% chlapct). Aktivni infekce byla
stanovena monoklondlnim testem (ELISA) a soucasné byly hodnoceny socioekonomické
vlivy. Podle této studie, ktera se jako prvni zabyvala epidemiologickou situaci za pomoci
antigenu H. pylori stanoveného  monoklonalnimi protilatkami ve stolici s vysokou
senzitivitou a specifitou (> 90%) ve stiedni Evropé¢, je ziejmé, ze vyskyt 7,1% déti (5,8% ve
vseobecné populaci mimo kolektivni zafizeni), byl zdaleka nejnizsi v popsané literatuie a

srovnatelny se zapadnimi staty. Pozitivni asociace byla prokézana s veékem, avSak ne
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s pohlavim. Nezavislé rizikové faktory asociované s touto infekci v nasi pediatrické populaci
bylo mnozstvi déti v rodiné (OR 4.26; CI: 1.91-9.80), nedostatek vzdélani u otce (OR 0.23;
Cl: 0.18-0.64) a d¢ti v zafizenich kolektivni péce, hlavné détské domovy (OR 6.33;CI 2.25-
26,50). Zavéry nasi studie jsou dle naSeho minéni dulezité pro klinickou praxi a spole¢enské
intervence. Ukazali jsme na této velké kohorté déti, ze vyskyt této infekce patii mezi nejnizsi
v Evropé a socio-ekonomicky znevyhodnéné déti maji bohuzel stale vyssi riziko infekce této
potencidlné preventibilni infekce v regionu s nizkou prevalenci.

Studie 1.2.3 rozsifuje klinicko- morfologické spektrum popisované infekce H.pylori a
ukazuje, ze se miize podilet na rozvoji dalSich chorob a klinickych symptomt a dopliuje a
rozsifuje zaveéry studie 1.2.1. Prokazali jsme, Ze infekce H. pylori je vyznamné asociovana
s funkénimi bolestmi bticha dle Rome III kritérii (69) obzvlasté se jedna o funkéni dyspepsii
ale ne s dalsimi formami, soucasné jsou piitomny zanétlivé zmény v zalude¢ni sliznici a
pacienti s témito zménami méli signifikantné vyssi vyskyt infekce H.pylori. Na druhé strané
stanoveni kalprotektinu ve stolici nemélo zadny dopad na diagnostiku funkénich bolesti
bticha, infekce H. pylori nebo gastritidy. Mame za to, Ze nase vysledky mohou mit $ir$i
dopady smérem k patogenezi chorob spojenych s infekci H. pylori a revizi Klasifikace
funk¢nich bolesti bficha s nutnosti dalSich intervencnich studii zaméfenych na vztah mezi

infekci, rozvojem klinickych symptomu a autoimunitnich chorob.
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Graf ¢ 1 Signifikantni zvySeni produkce IFN-y po stimulaci LPS a lyzatem H. pylori u
skupiny negativnich kontrol
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Graf ¢ 2 Signifikantni sniZeni produkce IL-5 po stimulaci LPS a lyzatem H. pylori u
skupiny negativnich kontrol
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Graf 3A Signifikantni sniZeni produkce IL-10 po stimulaci LPS u skupiny negativnich
kontrol
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Graf 3B Signifikantni zvySeni TGF- 1 produkce po LPS stimulaci u skupiny
negativnich kontrol a THN (pacienti JLT H. pylori negativni)
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Graf ¢ 4 ZvySeni produkce IL-6 po stimulaci s LPS zejména u skupiny THP (pacienti
s JLT H. pylori pozitivni)
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2.1. Vrozena adrenalni hyperplazie zpisobena defektem 1. kroku
steroidogeneze v disledku mutace STAR genu a CYP11Al genu; prvni

pacient s mutaci v CYP11A1 genu v Ceské republice

(komentar 2 publikaci)

2.1.1. First case report of rare congenital adrenal insufficiency caused by mutations in
the CYP11A1 gene in the Czech Republic 5

Pomahacova R, Sykora J, Zamboryova J, Paterova P, Varvafovska J, Subrt I, Dort J, Dortova
E.

J Pediatr Endocrinol Metab, 2016 Jun ; 29(6): 749-52. DOI: 10.1515/jpem-2015-0255.

2.1.2. Nové genetické prifiny primarni adrenalni insuficience

New genetic causes of primary adrenal insufficiency

Pomahacova R, Sykora, J Zamboryova J, Paterova P, Dort J, Dortova E, Subrt 1.
Ces-slov Pediat, 2018; 73 (2): 100-103.

Nejcastéjsi formou (95%) kongenitdlni adrenalni hyperplazie (CAH) je celosvétove
defekt enzymu 21-hydroxylazy. Mezi nejvzacngjsi formy patii defekty lokalizované na
zacatku steroidogeneze v kife nadledvin vedouci ke kongenitalni lipoidni adrendlni
hyperplazii (lipoidni CAH) nebo P450scc adrendlni insuficienci. U obou klinickych jednotek
je porucha steroidogeneze ptitomna soucasné v gonaddach a u P450scc adrenalni insuficience
také v placenté. Frekvence lipoidni CAH je mnohem vys$§i nez P450scc adrenalni
insuficience. Klinické a hormonalni nalezy u lipoidni CAH a P450scc adrenalni insuficience
jsou prakticky nerozlisitelné (70,71). Lipoidni CAH je zptusobena defektem steroidogenniho
akutniho regula¢niho proteinu (StAR protein), ktery je nezbytny pro pienos cholesterolu
z vngjsi na vnitini membranu mitochondrie (72). Mutace v tomto genu byla poprvé popsana
vroce 1996. Enzym Stépici postranni fetézec cholesterolu (P450scc) ovlivituje konverzi
cholesterolu na pregnenolon, tedy prvni krok steroidogeneze. CYP11Al gen, ktery koduje
enzym P450scc je lokalizovan na dlouhém raménku 15. chromozomu (15q23-24). Mutace
v tomto genu byla poprvé popsana u pacienta s akutni adrenalni insuficienci a s poruchu
sexualni diferenciace v roce 2001 (73). V Ceské republice mutace v CYP11A1 genu dosud

nebyla popsana. Nedostate¢na steroidogeneze v kufe nadledvin u lipoidni CAH vede ke
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zvySené produkci ACTH (adrenokortikotropni hormon) v hypofyze s akumulaci cholesterolu
Vv tukovych kapénkach v buikdch kiry nadledvin s jejich naslednym poskozenim.
Patofyziologicky mechanismus poSkozeni bunc¢k kiiry nadledvin v disledku akumulace
cholesterolu muze vysvétlit neklasickou formu lipoidni CAH s manifestaci adrenalni
insuficience pozd&ji v détstvi. Stejny problém miZze postihnout testes a ovaria (74).
Leydigovy bunky v testes jsou poskozeny jiz v prubehu embryogeneze. Folikuldrni bunky
Vv ovariich zlstavaji bez stimulace, a tedy bez poSkozeni, az do puberty. K jejich poSkozeni
dochazi v puberté po aktivaci gonadalni osy se zahajenim produkce steroidnich hormond.
Klasické formy lipoidni CAH a P450scc adrenalni insuficience jsou charakterizovany tézkou
poruchou steroidogeneze v nadledvinach a v gonadach (74). Snizena produkce testosteronu
fetalnimi testes vede k poruSe vyvoje zevniho genitdlu u muzského pohlavi. 46,XY
novorozenci se rodi vzdy s fenotypicky Zenskym genitalem. Zivot ohrozujici akutni adrenalni
insuficience se manifestuje casn¢ po narozeni. U plodi s mutaci CYP11Al genu je vysoké
riziko potratu nebo ptredcasného porodu, protoze ezym P450scc je nezbytny pro
steroidogenezi v placenté. Progesteron suprimuje délozni kontraktilitu, pomaha tak k udrzeni
t€hotenstvi. StAR protein se naopak steroidogeneze v placenté netcastni, proto plody s mutaci
STAR genu nejsou ohrozeny potratem nebo piedCasnym porodem (73). Pomérné nedavno
byly popsany neklasické formy lipoidni CAH (r. 2006) a P450scc adrenalni insuficience (r.
2009) s castecnou poruchou funkce StAR proteinu nebo enzymu P450scc (75). Pacienti se
manifestuji pozdnim nastupem primarni adrendlni insuficience a neuplnou virilizaci zevniho
genitalu u muzského pohlavi (mikropenis, retence testes, hypospadie).

V nasi praci 2.1.1. a 2.1.2. popisujeme ptipad extrémné vzacné pfiCiny vrozené
primarni adrendlni insuficience. Jedné se o klasickou formu P450scc adrenalni insuficience,
poprvé popsanou v Ceské republice, zptisobenou novou CYP11A1 missense mutaci ¢.412G>A
(p-Gly138Arg) v exonu 2 a frameshift mutaci ¢.508 509delCT (p.Leul70Valfs*30) v exonu
3, ktera rozsifuje genotypické spektrum CYP11A1l mutaci. Pacientka se narodila z prvni
rizikové gravidity rodi¢lim z neptibuzenského vztahu. T¢hotenstvi bylo ukonceno sekci ve 36.
tydnu gestace pro opakované krvaceni od 3. mésice gravidity, s porodni hmotnosti 2600 g a
délkou 47 cm. Nekolik hodin po porodu se rozvinula kardiopulmonalni nestabilita s té¢zkou
solnou krizi. Parametry vnitiniho prostfedi a hormonélni ndlezy svéd¢ily pro primarni
adrendlni insuficienci S tézkou hyponatremii, hyperkalemii, hypoglykemii, metabolickou
acidozou, extrémné nizkou hladinou sérového kortizolu a vysokou hladinou ACTH. Nizka
hladina 17-hydroxyprogesteronu a Zensky zevni genital bez znamek virilizace vyloudily

moznost CAH zpusobené defektem enzymu 21-hydroxylazy. Ultrasonografické vySetieni
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nadledvin vylou¢ilo moznost krvaceni a hyperplazie kiry nadledvin. Chromozomalni
vysetfeni potvrdilo zenské pohlavi. Po zahajeni substitu¢ni hormonalni terapie glukortikoidy a
mineralokortikoidy s dosolovanim NaCl doslo k normalizaci Klinického stavu a parametri
vnitiniho prostfedi. VySetfeni magnetickou rezonanci v 7 letech véku verifikovalo
hypoplastickou levou nadledvinu, pravd nadledvina nebyla nalezena. Ve véku 4 roky byly
hladiny gonadotropinii fyziologicky prepubertalni. Ve veéku 12 let jsme provedli, pro
nenastupujici znamky puberty, kontrolni vySetfeni gonadalni funkce s vyvojem
hypergonadotropniho hypogonadismu s vysokymi hladinami LH (luteiniza¢ni hormon), FSH
(folikuly stimulujici hormon) a ultrasonograficky pfitomnymi hypoplastickymi vajecniky.
Tento vyvoj potvrdil nasi ptivodni domnénku o spoleéném bloku steroidogeneze v kuie
nadledvin a v gonadach. Mutace v genu kodujicim StAR protein nebyla nalezena. Sekvenace
CY11A1 genu kodujicim enzym P450scc potvrdila dvé mutace v tomto genu. Pacientka je
slozeny heterozygot pro novou CYP11A1 missense mutaci c.412G>A (p.Gly138Arg) v exonu
2, zdédénou od otce, a CYP11A1 frameshift mutaci ¢.508_509delCT (p.Leul70Valfs*30) v
exonu 3, zdédénou od matky stanovenou pomoci ,,in silico analyzou®. Genetické vySetfeni
vylouc¢ilo mutaci v CYP11A1l genu u mladsi sestry. Genetické testovani bylo provedeno ve
spolupraci s prof. Y. Morelem v Lyonu (Centre de Biologie Est, Service d "Endocrinologie
Moléculaire et Maladies rares, Lyon, Francie).

Zaveéry prace 2.1.1. a 2.1.2. a vystupy pro klinickou praxi. P450scc adrendlni
insuficience je extrémné vzacnd, ale u jedincl s primarni adrenalni insuficienci je tfeba na ni
myslet. Tézké formy lipoidni CAH a P450scc adrenalni insuficience jsou Zivot ohrozujici
onemocnéni, pokud nejsou casn¢ diagnostikovany a léceny. Nesmime zapominat, ze
steroidogeneze probiha jak v nadledvinach, tak v gonadach. U lipoidni CAH a P450scc
adrendlni insuficience je v disledku poruchy prvniho kroku steroidogeneze postiZzena jak
syntéza glukokortikoidii a mineralokortikoidd, tak syntéza pohlavnich hormond. U
novorozencl s primarni adrenalni insuficienci s fenotypicky zenskym genitdlem by proto
mélo byt vzdy urceno pohlavi ditéte. Lipoidni CAH se vyskytuje piedevsim v Japonsku (2.
nejcastejs$i enzymaticky blok), v Korey a v Palestiné s incidenci 1:300 000 zivé narozenych
déti. Dosud bylo popsano 48 mutaci u 190 pacientii. P450scc adrenalni insuficience byla
dosud popséana pouze u 19 pacienttl (Japonsko, Korea, Cina, Syrie, Saudska Arabie, Rusko,
Turecko, Fidzi, USA- hispanci, Némecko, Ceska republika), z toho byla klasicka forma
onemocnéni u 10 pacientti. V Ceské republice se tedy jedna o prvniho popsaného pacienta.
Klasickd forma lipoidni CAH a P450scc adrendlni insuficience jsou spojené s tézkou

poruchou funkce StAR proteinu nebo enzymu P50scc. Naopak neklasické formy onemocnéni
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u pacientli s nelplnou virilizaci zevniho genitalu u muzského pohlavi jsou zplisobeny
¢astecnou poruchou funkce StAR proteinu nebo enzymu P450scc (mikropenis, retence testes,
hypospadie) a k rozvoji primarni adrenalni insuficience dochazi pozdé&ji v pribéhu détstvi.
V nasem pfipad¢ se jednalo 0 klasickou formu P450scc adrenalni insuficience. Akutni
adrenalni insuficience nejasné etiologie s kardiopulmonalni nestabilitou a solnou krizi se
vyvinula nékolik hodin po porodu. Laboratorni vySetteni potvrdila vysoce elevovanou hladinu
ACTH, reninu a téméf nedetekovatelné hladiny adrenalnich steroiddi. Tyto nélezy byly
popsany u vSech pacientii s P450scc adrendlni insuficienci. Stejné jako u dfive popsanych
jedinct s touto diagnézou piedpokladdme u nasi pacientky velmi nizkou aktivitu enzymu
P450scc s tézkou poruchou steroidogeneze. Nepiimo pro to také svéd¢i casna manifestace
adrendlni insuficience a vyvoj gonadalni insuficience. Anamnéza opakovaného krvaceni od 3.
mésice gravidity s pred¢asnym ukoncenim tehotenstvi ma vztah ke konecné diagnéze. Plody
smutaci v CYP11Al genu kodujicim enzym P450scc jsou ohroZeny potratem nebo
ptedCasnym porodem, protoze tento enzym je nezbytny pro steroidogenezi v placenté. Plody
smutaci v genu koédujicim StAR protein nejsou ohrozeny potratem nebo piredcasnym
porodem, protoze StAR protein se steroidogeneze v placenté neucastni. Tento fakt muize
typicka hyperplazie kury nadledvin. Naopak u zadného pacienta s defektem enzymu P450scc,
véetné naSi pacientky, nebyla hyperplazie kiry nadledvin dosud popsana. Klinické a
hormonalni nalezy jsou u lipoidni CAH a P450scc adrendlni insuficience prakticky
nerozlisitelné. V diagnostice k odliseni obou forem mtize pomoci radiologické vySetieni, ale z
nasich zkuSenosti vyplyva, Ze K potvrzeni diagnozy je nezbytné molekularné genetické

vysetieni.
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2.2. Cushingiv syndrom v détském véku; pri¢iny; klinicky obraz;

diagnostika; 1écba

(komentar 2 publikaci)

2.2.1. Cushingova nemoc v détském véku — kazuistika
The Cushing disease in childhood — a case report
Pomahacova R, Paterova P, Skalicka, E, Lad V.
Kazuistiky v diabetologii, 2014, vol. 12, no. 3, p. 32-35.

2.2.2. Cushingiiv syndrom v détském véku
Pomahacova R.
Cesko-slovenska pediatrie, 2015, vol. 70, no. 4, p. 190-192.

Cushingliv syndrom (CS) je vzacné onemocnéni provdzené zvySenou mortalitou a
morbiditou, ptedev§im kardiovaskularni, proto je nutna véasna diagnoza a etiologicky cilena
1écba. Jeho diagnostika a 1écba je Casto velmi obtizna (76). CS rozdélujeme na ACTH
(adrenokortikotropni hormon)-independentni formu a ACTH-dependentni formu. Pti¢inou
ACTH-independentni formy CS muze byt exogenni podavani glukokortikoidd,
adrenokortikalni tumory (adenom nebo karcinom), primarni adrenokortikalni hyperplazie
(primarni pigmentovanad adrenalni nodularni nemoc, makronodularni adrenalni hyperplazie,
McCunetv-Albrightiv syndrom). Pfi¢inou ACTH-dependentni formy CS mize byt ACTH
produkujici adenom hypofyzy (morbus Cushing) nebo ektopicky Cushingliv syndrom.
Cushingova nemoc (CD) je nejcastéjsi pii¢inou CS v dospélém veéku a u déti nad 5 let véku
s hlavnim vyskytem v obdobi puberty a adolescence (77). Nejcastéjsi pii¢inou je ACTH
produkujici adenom hypofyzy s pfevahou mikroadenomi. Makroadenomy jsou u déti vzacné.
CD mtize byt souc¢asti MEN-I (mnohocetnd endokrinni neoplazie). V prepubertdlnim obdobi
ptevazuje u CD postizeni muzského pohlavi, v puberté je zastoupeni obou pohlavi stejné, v
adolescenci a dospélosti pak pievazuje postizeni u Zenského pohlavi. Lécbou prvni volby je
transsfenoidalni resekce adenomu hypofyzy s literarné udadvanou uspesnosti v dospelém veéku
u mikroadenomii mezi 66-90%, u déti mezi 45-78%. Za uspésny operacni vykon je
povazovana pooperacni ranni kortizolémie < 50 nmol/l. V opacném piipadé je mozna radia¢ni
léCba rezidua adenomu stereotaktickym ozafenim Leksellovym gama nozem (LGN)
s blokovanim steroidogeneze v kife nadledvin do uCinku radiace (78). K blokovani

steroidogeneze lze pouzit adrenolytickou nebo neuromodula¢ni terapii. Novym Ilékem je
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analog somatostatinu (pasireotid) inhibujici sekreci ACTH v bunkach adenomu.
Adrenokortikalni tumory jsou nejcastéjsi pti¢inou CS u déti do 5 let véku. Proti dospélému
véku prevazuji u déti karcinomy nad adenomy, které se klinicky projevuji vyraznymi
pfiznaky androgenni nadprodukce (79). Ektopicky Cushingiiv syndrom je v détském véku
velmi vzécny. Pfi¢inou jsou u déti pfedevsim bronchidlni karcinoidy a karcinoidy thymu.
Paraneoplastickd produkce ACTH muze provazet Wilmstv tumor a adrendlni neuroblastom.
Vzacny  McCunetiv-Albrightiv syndrom jako pfi¢ina CS postihuje nejmladsi vekové
kategorie. V klinickém obraze pievazuje u déti a adolescenti s CS typicky cushingoidni
habitus (77,79). Mezi hlavni klinické pfiznaky CS v détském véku patii progredujici obezita;
porucha ristu se zpomalenim rastového tempa; porucha vyvoje pravé centralni izosexualni
puberty a klinické znamky patologické nadprodukce adrenélnich androgenti, které se u ditéte
mohou projevit jako piedCasnd pseudopuberta (izosexudlni u muzského pohlavi a
heterosexudlni u zenského pohlavi) nebo u divek rozvojem hirsutismu a akné. Mezi dalsi
klinické ptiznaky CS patii mésicovity oblicej, strie, hematomy, atrofie kiize, podkozi a svalt,
arteridlni hypertenze, porucha sacharidového metabolismu, psychické zmény (deprese,
porucha spanku), infekce, osteopordza. U malych déti s CS dominuje progredujici obezita a
porucha ristu se zpomalenim rstového tempa. Pro diagnézu endogenniho hyperkortizolismu
svéd¢i vysoky odpad volného kortizolu v moci za 24 hodin, naruSeny diurnalni rytmus
sekrece Kkortizolu s chybénim fyziologického poklesu no¢ni kortizolémie a nedostate¢na
supresibilita v hlading kortizolu v séru pii dexamethasonovém supresnim testu. Pfi potvrzeni
endogenniho hyperkortizolismu pak hladina ACTH odlisi formu CS. Suprimovana hladina
ACTH sveédci pro ACTH-independentni formu CS, zvySend nebo normalni hladina ACTH
svédci pro ACTH-dependentni formu CS (77). U ACTH- independentni formy CS provadime
zobrazovaci vySetfeni nadledvin a u ACTH-dependentni formy CS zobrazovaci vySetieni
hypofyzy (80). K potvrzeni Cushingovy nemoci a k odliseni od ektopického CS je nékdy
nutno, pred operaénim vykonem, provést test s CRH (kortikoliberin) nebo katetrizaci sinus
petrosi inferiores s odbéry ACTH bazaln¢€ a po stimulaci CRH simultanné z petrdznich splavi
a z periferni krve.

V praci 2.2.1. a 2.2.2. popisujeme piipad 13leté¢ divky s Cushingovou nemoci pfi
ACTH produkujicim mikroadenomu hypofyzy. Prvnimi ptfiznaky vedoucimi k diagnoze
onemocnéni byly svalova slabost, psychické potize s depresemi a poruchou spanku. V dobé
stanoveni diagnozy byly pfitomny pouze inicialni pfiznaky Cushingova syndromu s vyvojem
mésicovitého obli¢eje, hirsutismu pii patologické nadprodukci adrendlnich androgent, bez

pfitomné obezity a bez strii. Napadna byla slizni¢ni kandidéza jako projev imunosuprese pii
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hyperkortizolismu a zvySend tvorba hematomi. Tézka systolicko-diastolickd hypertenze byla
disledkem mineralokortikoidniho efektu kortizolu pifi jeho nadprodukci. Supresni vliv
hyperkortizolismu na osu hypothalamus-hypofyza-gonady se projevil zastavou vyvoje
centralni izosexualni puberty. Zpomaleni ristového tempa pii supresi osy rustovy hormon-
IGF-I (inzulinu podobny ristovy faktor 1) bylo pfitomno 2 roky pied vyvojem klinickych
symptomll hyperkortizolismu. Laboratorn¢ byla pfitomna té¢zkd hypokalémie 2,3 mmol/l a
metabolicka alkaldza jako dusledek hyperkortizolismu. Vysoky odpad volného kortizolu
v mo¢i za 24 hodin a naruSeny diurnalni rytmus sekrece kortizolu s chybénim fyziologického
poklesu no¢ni kortizolémie potvrdily endogenni hyperkortizolismus (ranni kortizol v séru
v 7.00 hodin 1903 nmol/I pti normé& 250-600; noc¢ni kortizol v séru ve 24 hodin 1260 nmol/l
pfi normé do 50). Vysokd hladina ACTH svédcila pro centrdlni pti¢inu CS (ACTH 228,1
pg/ml pii norm¢ 10-60). MR mozku se zamétenim na hypofyzu potvrdila Cushingovu nemoc
ptfi mikroadenomu hypofyzy. Potvrdili jsme soucasné steroidni diabetes mellitus. Pacientka
podstoupila uspés$nou transsfenoidalni resekci mikroadenomu hypofyzy. Po operaci byla
izolované hypokortikalni. Ustoupily symptomy hyperkortizolismu vcetné normalizace
krevniho tlaku a sacharidového metabolismu. Obnovil se riist a vyvoj centralni izosexualni
puberty. K recidivé onemocnéni u pacientky doslo 2 roky po prvni operaci. Druhy opera¢ni
vykon nebyl Gspés$ny, pacientka proto podstoupila ozateni rezidua adenomu LGN. Do té¢inku
ozafeni steroidogeneze byla blokovana kombinovanou adrenolytickou a neuromodula¢ni
terapii (metyrapon, ketokonazol, dopaminergni agonista).

V praci 2.2.1. jsme analyzovali soubor nasich tfi déti s CD. Ve dvou ptipadech byl
pfi¢inou mikroadenom hypofyzy a v jednom piipadé makroadenom. VSechny déti byly
pubertalniho véku, jednalo se o dvé divky a jednoho chlapce. Pln¢ vyjadieny klinicky obraz
CS vcetné progredujici obezity, purpurovych strii, mésicovitého obli¢eje a hirsutismu byl
pfitomen pouze u jedné pacientky. Fotodokumentace u ni ukdzala postupny vyvoj
cushingoidniho habitu posledni 3 roky pted stanovenim diagndzy. Tato pacientka byla vedena
nejprve pod diagnézou prosté obezity. U vSech divek se hyperandrogenni stav pii CD projevil
vyvojem hirsutismu, akné, u chlapce vyvojem izosexuélni pseudopuberty s ristem penisu a
pubarché pfi prepubertdlnich testes. Divky mély zéastavu vyvoje pravé centralni izosexualni
puberty. U vSech pacientii byla pfitomna ristova porucha se zpomalenim ristového tempa.
S inicidlnimi klinickymi pfiznaky CS uvedena v kazuistickém sdé€leni, kterd byla z naSich
pacienti s CD nejvice hyperkortikalni. VSichni pacienti podstoupili transsfenoidalni resekci

adenomu hypofyzy. U chlapce, pro nejasny ndlez mikroadenomu na MR hypofyzy, bylo
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nutno provést pied vykonem katetrizaci petroznich splavii K potvrzeni hypofyzarni etiologie
hyperkortizolismu. Usp&sny byl aZ druhy operaéni zakrok. Po vykonu vyzadoval komplexni
hormonalni substitu¢ni terapii pro panhypopituitarismus a diabetes insipidus centralis. Doslo
ke spontannimu nastupu centralni izosexualni puberty a 3 roky po operaci k obnové funkce
adrendlni osy S vysazenim hydrokortizonu. Zrecidivoval 7 let po operaci. Nasledn€ podstoupil
dva neuspésné operacni zakroky a je po ozareni LGN. U divek s mikroadenomem hypofyzy
byl prvni opera¢ni vykon uspé$ny. Po operaci byly divky izolované hypokortikalni. K obnové
adrendlni funkce doslo za 1-2 roky po operaci. Divka s pln¢ vyjadienym obrazem CS v dobé
stanoveni diagndzy zustava v remisi nyni 4 roky. Pacientka, kterou uvadime v kazuistice,
zrecidivovala 2 roky po prvni operaci.

Zavéry prace 2.2.1. a 2.2.2. a vystupy pro klinickou praxi zdlraziuji nutnost myslet na
CS vpfipadé nahlého progresivniho vyvoje obezity s dal§imi typickymi klinickymi
symptomy pro détsky vek. Nesmime zapominat na postupny vyvoj symptomi
hyperkortizolismu, kdy pacienta miizeme zachytit v ¢asné fazi onemocnéni s chybénim plné
vyjadieného klinického obrazu. U obézniho ditéte je tieba hodnotit kiivku BMI (body mass
index) a soucasné rastovou kiivku. Na rozdil od prosté obezity je hyperkortizolismus vzdy u
ditéte provazen zpomalenim ristového tempa. Pfi zpomaleni ristové tempa u ditéte nejasné
etiologie musime v diferencidlné diagnostické rozvaze také zvazovat hyperkortizolismus,
protoze zpomaleni ristu miZe byt ¢asnym ptiznakem vyvoje endogenniho hyperkortizolismu.
Vime, Ze hyperandrogenni stav provazi také pozdni formu vrozené adrendlni hyperplazie. Na
rozdil od hyperkortizolismu je pro détsky vek ale v tomto pfipadé typické naopak urychlovani
rastu S akceleraci Vrustové kiivee. V diagndéze onemocnéni nam muze také pomoci

fotodokumentace zachycujici vyvoj cushingoidniho habitu.
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3.1. Pohlavni diferenciace; syndrom uplné androgenni insenzitivity; mutace
v genu pro androgenni receptor; genetické, klinické a etické aspekty

onemocnéni

(komentai 2 publikaci)

3.1.1. Late diagnosis of Complete Androgen Insensitivity Syndrome and
Transmission/Carriers of the Disease in a Family with mutation ¢.2495G>T
p.(Arg832Leu) in exon 7 of the androgen receptor gene: genetic, clinical and ethical
aspects

Pomahacova R, Zamboryovéa J, Paterova P, Kiepelova J, Subrt 1, Jaklova R, Vohradska P,
Hrdonkova E, Sykora J.

Biomedical Papers, October 17, 2018, DOI: 10.5507/bp.2018.067 (Published ahead of print)

3.1.2. Prekvapiva diagn6za vzacné endokrinni choroby pri vySetfeni ditéte pro maly
vzrust

Surprising diagnosis of a rare endocrine disease when examining a child for short
stature 5

Pomahacova R, Paterova P, Subrt I, Jaklova R, Vohradska P, Hrdonkova E.

Pediatrie pro praxi, 2014, vol. 15, no. 4, p. 222-224.

Dulezitou roli ve vyvoji vnitiniho a zevniho genitalu u muzského pohlavi hraje
testosteron produkovany fetdlnimi testes a dihydrotestosteron, ktery vznika konverzi z
testosteronu Géinkem enzymu 5a-reduktazy (81). Predpokladem fyziologické produkce
testosteronu ve fetdlnich testes je spravna funkce osy hypothalamus - hypofyza - gonady a
enzymd, které se ucastni steroidogeneze v gonadach. Pro zprostfedkovani fyziologického
ucinku testosteronu a dihydrotestosteronu je nezbytna spravnad receptorova citlivost tkéni
(82). Syndrom androgenni insenzitivity (AlS- androgen insensitivity syndrome) je nejcastéjsi
pfi¢inou muZzského pseudohermafroditismu Sincidenci 1:20 000 narozenych chlapct.
Pfi¢inou je mutace v genu pro androgenni receptor, ktery je lokalizovan na chromosomu X,
takZze zena muze byt pienaseckou onemocnéni. Je popsano pies 800 mutaci v tomto genu
(83,84). Podle stupné virilizace zevniho genitalu se AIS dé€li do 7 stupiit od minimalni, pies
neuplnou, aZ po uplnou androgenni insenzitivitu. U minimalni AIS maji pacienti normalni
muzsky genital, gynekomastii a infertilitu v disledku azoospermie nebo oligozoospermie. U
dalsich stupnt netplné androgenni insenzitivity (PAIS- partial androgen insensitivity

syndrome) je rizné tézka porucha virilizace zevniho genitalu (napf. mikropenis,
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hypoplastické skrotum, retence testes) (85). U kompletni androgenni insenzitivity (CAIS-
complete androgen insensitivity syndrome) se chlapci rodi s fenotypicky zenskym zevnim
genitalem. Fetdlni testes u CAIS produkuji testosteron, ale v disledku necitlivosti
k testosteronu a dihydrotestosteronu dochazi k poruse vyvoje vnitiniho a zevniho genitalu u
muzského fetu. Produkce AMH (antimiillericky hormon) v Sertoliho bunikach fetalnich testes
je fyziologicka, takze nedojde k vyvoji vejcovodd, d€lohy a proximdlni c¢asti pochvy
z paramezonefrickych Miillerovych vyvoda. Nevyviji se nadvarlata, ductus deferens, prostata,
semenné vacky a zevni muzsky genital. Testes jsou u CAIS lokalizovana v panvi, tiiselnych
kandlech nebo ve velkych labiich. Leydigovy bunky produkuji testosteron, ale
spermatogeneze je poruSena, protoze nékteré jeji faze jsou zavislé na androgenech (86).
Testes jsou dysgeneticka s rizikem malignizace v seminom nebo dysgerminom ve 2-5%
v détstvi a ve 20 % v puberté. U pacientli s CAIS dochdzi v dospélosti k vyvoji prsi, protoze
estrogeny jsou produkovany v testes a vznikaji také aromatizaci z testosteronu v perifernich
tkanich. V dusledku androgenni insenzitivity chybi pacientim axilarni a pubické ochlupeni,
byvaji vySsi postavy a maji primdrni amenoreu, kterd muze vést k diagndze onemocnéni.
Jedinci s CAIS jsou vychovavani jako Zeny, citi se byt zenami, ale nejsou fertilni. Po
stanoveni diagnézy CAIS se provadi gonadektomie. Pubertu navozujeme estrogeny.
Hormonalni substitu¢ni 1é¢ba je kontinualni. Gestageny nepodavame vzhledem k absenci
délohy. Nékdy je u Zen nutnd plastickd Gprava délky pochvy. Za nedilnou soucést 1écby
povazujeme psychologickou podporu pacientky a celé rodiny.

V praci 3.1.1. a 3.1.2. popisujeme vyskyt syndromu uplné androgenni insenzitivity a
pienasecstvi onemocnéni u nékolika rodinnych pfislusnikt. V rodiné€ byla potvrzena mutace
v genu pro androgenni receptor €.2495G >T p.(Arg832Leu) v exonu 7, ktery je lokalizovan
na chromosomu X. Diagnéza CAIS byla nahodna pii vysetieni ditéte pro maly vzrist. V praci
3.1.1. upozoriiujeme soucasn¢ také na etické aspekty, se kterymi se setkavame u takto
postizenych jedincii. K odhaleni této diagndzy a pienasecstvi v rodiné€ vedlo vysetieni divky,
ktera byla odeslana k endokrinologickému vySetfeni pro maly vzrist v 9 letech veku.
Narodila se z 1. gravidity z nepiibuzenského snatku ve 36. tydnu gestace po spontannim
porodu s porodni hmotnosti 2070 g a porodni délkou 45 cm, hrani¢né spliovala kritéria pro
intrauterinni rtstovou retardaci nejasné priiny. Bezprostiedni poporodni adaptace byla
nekomplikovana, na hmotnosti vzdy hiife prospivala, psychomotoricky vyvoj byl
fyziologicky. V rodinné anamnéze 33letd sestra matky ditéte se syndromem Uplné androgenni
insenzitivity podstoupila ve 13 letech véku gonadektomii. Z antropometrickych parametrt

byla divka vyskou 120 cm v pasmu velmi malé vySky pod 3. percentilem, podle BMI (body
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mass index) 13,6 kg/m? byla v pdsmu snizené vyzivy. Ristova kfivka ukazovala linearni rist
pod 3. percentilem bez progresivniho rustového opozdovani. V objektivnim nalezu méla
hmatnou levostrannou tfiselnou kylu, byla prepubertalni a jeji zevni genital byl Zensky.
Z hlediska vySetfeni malého vzrastu jsme vylouéili endokrinni poruchu a chronické
onemocnéni systémové povahy. V ramci komplexniho vySetfeni, vzhledem Kk rodinné
anamnéze a hmatné tfiselné kyle jsme doplnili cytogenetické vysetfeni, které prokdzalo
chromosomalné¢ muzské pohlavi, karyotyp 46,XY, tedy poruchu sexualni diferenciace.
Sonografické vysetfeni potvrdilo oboustranné na piechodu dutiny biisni a tfisla struktury
podobné varleti. Déloha a ovaria sonograficky nebyla verifikovana. Gynekologem byla
popsana slepé koncici pochva délky 4-5 cm. Test androgenni senzitivity potvrdil necitlivost
receptord k androgenim. Syndrom tplné androgenni insenzitivity byl potvrzen molekularné
geneticky. Stejna mutace v genu pro androgenni receptor byla potvrzena u matky pacientky,
babicky a tety. Matka pacientky a jeji babicka jsou pfenaseCkami onemocnéni. Vzhledem
K potvrzenému pienaSe¢stvi onemocnéni v rodiné jsme provedli cytogenetické vySetieni u
Sleté sestry S potvrzenim Kkaryotypu 46,XY. U sourozencu byla provedena bilateralni
laparoskopickd gonadektomie. Histologické vySetfeni potvrdilo atrofické gonady centralné
fibrotizované, v perifernich partiich se zastizenymi tubuldrnimi strukturami tvofenymi
Sertoliho bunikami bez zachycené spermiogeneze, bez Leydigovych bunék v intersticiu a bez
germinalni neoplazie. V soucasné dobé je u divek navozovana puberta estrogeny.

Zéavéry prace 3.1.1. a 3.1.2. avystupy pro klinickou praxi. Diagnéza CAIS u nasi
pacientky a u jeji sestry v dasledku mutace v genu pro androgenni receptor €.2495G >T
p.(Arg832Leu) v exonu 7 byla nahodna pii vysetieni ditéte pro maly vzrust. Cytogenetické
vySetieni jsme indikovali v ramci komplexniho vySetfeni malého vzrustu, sohledem na
rodinnou anamnézu CAIS u tety divky a pro pfitomnost levostranné tfiselné kyly. Potvrdili
jsme prenaseCstvi mutace v genu pro androgenni receptor v rodin€. Pozdni diagndza
ptenaSecstvi mutace byla zplsobena neinformovanim rodiny o vyskytu CAIS babic¢kou nasi
pacientky. Z tohoto divodu nebylo provedeno komplexni genetické vySetieni rodiny, které by
odhalilo pfenase¢e onemocnéni s poskytnutim mozné prenatalni diagnostiky CAIS. CAIS je
nejcastéji diagnostikovan v détstvi v souvislosti s tfislenou kylou u divek nebo s labialnim
otokem, ktery obsahuje testes. Incidence CAIS u kojence s fenotypicky zenskym zevnim
genitalem a s oboustrannou tiiselnou kylou je 1-2%. V téchto piipadech se proto doporucuje
vysetfeni karyotypu ditéte. K diagnéze dale mize vést primarni amenorea nebo prenatalni
diskrepance mezi ultrasonograficky diagnostikovanym zenskym pohlavim a karyotypem

46,XY z plodové vody. Riist v pdsmu velmi malé vysky pod 3. percentilem neni pro tyto déti
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typicky. Podle komplexné provedenych vysetieni byla pfi¢inou poruchy rdstu U nasi
pacientky a jeji sestry intrauterinni rustova retardace s postnatalnim rustovym selhanim a
geneticka dispozice k malému vzrastu ze strany matky. Nesestoupla testes jsou Vystavena
zvySenému riziku maligniho zvratu, které je u prepubertalnich jedinct nizké. Pokud neni
gonadektomie provedena v détském véku, doporucuje se jeji provedeni v ¢asné dospélosti.
Obvykle se testes odstranuji po puberté. Po odstranéni gondd je nezbytna trvala substitu¢ni
terapie estrogeny, progesteron se pro absenci délohy nepodava. Nase pacientky podstoupily
laparoskopickou gonadektomii ve véku 9 a 6 let, a to bez néalezu nddorovych bun¢k. V 11
letech véku jsme zahgjili subtituci estrogeny. Dulezitou souc¢asti terapie je psychosocialni
podpora téchto jedinct a jejich rodin. V praci se zabyvame také etickymi aspekty mozné
prenatalni diagnostiky onemocnéni v postizenych rodinach, které povazujeme Vv kontextu
choroby za dulezité. Podle naSeho nazoru by rodice méli mit moznost volby prenatalni
diagnostiky s eventualnim rozhodnutim o ukoncéeni téhotenstvi v ptipadé potvrzeni CAIS.

S timto stanoviskem ale fada zahrani¢nich autord nesouhlasi.

Rodokmen rodimy s CAIS

UT®

‘ I:l Zdravi mua

. PostiZzens Zeny s CAILS

:1 (8) Prenasetly CAIS
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4. CAST
DIABETES MELLITUS
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4.1. Thiamin-responzivni megaloblasticka anemie jako vzacna forma
monogenniho diabetu mellitu; pri¢ina neonatalniho diabetu mellitu; mutace
SLC19A2 genu s poruchou funkce membranového prenasecCe thiaminu do
buiiky; prvni 2 pacienti v Ceské republice; nova mutace v SLC19A2 genu,
.204+2T>G v intronu 1

(komentai 3 publikaci)

4.1.1. First 2 cases with thiamine-responsive megaloblastic anemia in the Czech
Republic, a rare form of monogenic diabetes mellitus: a novel mutation in the thiamine
transporter SLC19A2 gene- intron 1 mutation ¢.204+2T>G

Pomahacova R, Zamboryova J, Sykora J, Paterova P, Fiklik K, Votava T, Cerna Z, Jehlicka P,
Lad V, Subrt I, Dort J, Dortova E.

Pediatric Diabetes, 2017, vol. 18, no. 8, p. 844-847. doi: 10.1111/pedi.12479. Epub 2016 Dec
22.

4.1.2. Recessive SLC19A2 mutations are a cause of neonatal diabetes mellitus in
thiamine- responsive megaloblastic anaemia

Shaw-Smith C, Flanagan SE, Patch AM, Grulich-Henn J, Habeb AM, Hussain K,
Pomahacova R, Matyka K, Abdullah M, Hattersley AT, Ellard S.

Pediatr Diabetes, 2012 Jun;13(4): 314-21. doi: 10.1111/].1399-5448.2012.00855.x. Epub
2012 Feb 27

4.1.3. Pharmacogenomics in diabetes: outcomes of thiamine therapy in TRMA
syndrome

Habeb AM, Flanagan SE, Zulali MA, Abdullah MA, Pomahacova R, Boyadzhiev V,
Colindres LE, Godoy GV, Vasanthi T, Al Saif R, Setoodeh A, Haghighi A, Haghighi A,
Shaalan Y; International Neonatal Diabetes Consortium, Hattersley AT, Ellard S, De Franco
E.

Diabetologia, 2018 May;61(5):1027-1036. doi: 10.1007/s00125-018-4554-x. Epub 2018 Feb
15

Thiamin-responzivni megaloblasticka anemie (TRMA) je vzacné autozomalné
recesivné dédi¢né onemocnéni zptisobené mutaci SLC19A2 genu (lokalizace na chromosomu
1023.2-23), ktera vede k poruse funkce membranového pienasece thiaminu do buiky (THTR-
1) s intracelularnim deficitem thiaminu. Kompenza¢nim mechanismem je exprese jak
transportéru THTR-1, tak membranového transportéru pro thiamin THTR-2 ve vétsing tkani,
takze intestinalni absorpce thiaminu je zachovana a jeho plazmaticka hladina je normalni.

Nejvice jsou postizeny vlaskové bunky vnitiniho ucha, B-bunky pankreatu a prekurzorové
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bunky erytropoézy, které exprimuji pouze transportér THTR-1. Z toho vyplyva klasicka tridda
ptiznaki u TRMA - megaloblastickd anemie, diabetes mellitus (DM) a progresivni
senzorineuralni hluchota (87). Mezi dal$i symptomy patii pancytopenie, abnormality
zrakového nervu a sitnice (atrofie optickych nervi, dystrofie sitnice, retinitis pigmentosa),
vrozené srdeCni vady (defekt septa sini a komor, mitralni, trikuspidalni insuficience,
Ebsteinova anomalie), arytmie (supraventrikularni tachykardie, fibrilace, flutter sini),
kardiomyopatie a epilepsie (88,89). Thiamin vstupuje do bunék tedy aktivnim transportem
pomoci THTR-1 a THTR-2, ktery je kodovan SLC19A3 genem (90). Pii vysoké plazmatické
koncentraci vstupuje thiamin do bunék také pasivnim transportem. Thiamin hraje dileZitou
roli v energetickém metabolismu bunky. Je soucasti thiaminpyrofosfatu, coz je kofaktor
enzymi pentézového cyklu, oxidativni dekarboxylace a citratového cyklu. Pro fyziologicky
energeticky metabolismus buiiky je nezbytnd vysokd intracelularni koncentrace thiaminu.
Intracelularni deficit thiaminu vede k apoptdze bunék. Casnd diagnéza a suplementace
thiaminem, ktera zvysi pasivni transport thiaminu do bunék, zlepsuje nebo oddaluje anemii,
trombocytopenii, diabetes mellitus a poruchu vizu. Porucha sluchu se vyviji i pfes ¢asnou
suplementaci thiaminem. Vznika ztratou receptorovych vlaskovych bunék vnitiniho ucha pti
intracelularnim deficitu thiaminu. Dosud bylo popsano méné nez 80 piipadi s TRMA,
predevsim v Asii a na Stfednim vychod€. V Evropé bylo popsano jen nékolik piipadi. V
SLC19A2 genu bylo popsano nejméné 43 mutaci (91).

V nasi praci 4.1.1. popisujeme dvé pacientky s TRMA poprvé diagnostikované a
popsané v Ceské republice. Provedli jsme podrobnou klinickou a genetickou analyzu téchto
jedinct. Geneticka analyza (Exeter, Velka Britanie) potvrdila 3 mutace v SLC19A2 genu,
jedna z téchto mutaci (c.204+2T>G v intronu 1) dosud nebyla popsana. Prvni pacientka, nyni
13leta, se narodila vterminu z 1. nekomplikované gravidity z nepiibuzenského snatku,
s fyziologickou poporodni adaptaci s porodni hmotnosti 3300 g a s porodni délkou 50 cm.
Jeji psychomotoricky vyvoj byl fyziologicky. V 7 mésicich véku byla u ditéte
diagnostikovana megaloblasticka anemie a diabetes mellitus neautoimunni etiologie bez
osmotické symptomatologie a bez diabetické ketoacidozy. Z monogennich forem DM byla
vylou¢ena mutace v ABCC8 genu, v KCNJ11 genu a homozygotni mutace VvV genu pro
glukokinazu. Zahajili jsme 1é¢bu inzulinem s trvale uspokojivou kompenzaci DM. Ve 3 letech
véku se vyvinula porucha vizu pfi bilaterdlni Cipkové dystrofii, v 5 letech senzorineuralni
porucha sluchu a v 8 letech téZka anemie a trombocytopenie. VySetfeni kostni diené ukézalo
megaloblastické zmény. Pfi substituci thiaminem 50 mg/den doslo k normalizaci krevniho

obrazu. Mutace v SLC19A2 genu potvrdila TRMA. Pacientka je sloZeny heterozygot pro
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mutaci p.Gly334Asp (c.1001G>A) v exonu 3 a mutaci p.Val383fs (c.1148_1149del) v exonu
4. Druha, nyni 5leta pacientka, se narodila ze 2. nekomplikované gravidity z nepiibuzenského
snatku, s fyziologickou poporodni adaptaci. Ve 2 letech véku byl u ni diagnostikovan diabetes
mellitus neautoimunni etologie, megaloblastickd anemie, trombocytopenie a sifiova ektopicka
tachykardie. Empiricky nasazena suplementace thiaminem 50 mg/den normalizovala anemii,
trombocytopenii a stabilizovala DM. Kompenzace DM je pii 1é¢bé inzulinem trvale
uspokojiva. Terapie propafenonem normalizovala EKG. Mutace v SLC19A2 genu potvrdila
TRMA. Pacientka je slozeny heterozygot pro mutaci p. ? (c.204+2T>G) v intronu 1 a mutaci
p.Gly334Asp (c.2001G>A) v exonu 3. V 5 letech v€ku pfi substituci thiaminem nema
poruchu vizu, ale pifes casnou substituci se vyvinula hluchota. V pribéhu akutni
gastroenteritidy se u ni rozvinula diabetické ketoacidéza.

Zavéry prace 4.1.1., 4.1.2., 4.1.3. avystupy pro klinickou praxi. TRMA je velmi
vzacna klinickd jednotka s vyskytem pfedevSim v Asii a na Stfednim vychod¢. Jedna se o
vzacnou formu monogenné podminéného DM a podle studie 4.1.2. muze byt piic¢inou
permanentniho neonatdlniho DM. Tato prace doklada vyvoj DM u TRMA ve 3 ptipadech v
prvnich 6 mésicich zivota a 2 piipadech vyvoj DM mezi 6-12 mésici zivota. TRMA nebyla
dosud zavzata do diferencialni diagn6zy novorozeneckého DM. V praci 4.1.1. popisujeme 2
pacientky s TRMA poprvé popsané v Ceské republice. Jedna ze zjisténych mutaci (mutace
€.204+2T>G v intronu 1) dosud nebyla popsana. U nasich pacientek byla ptitomna klasicka
tridda pfiznakll zahrnujici megaloblastickou anemii, diabetes mellitus a senzorineuralni
poruchu sluchu. Z dalsich symptomi TRMA jsme diagnostikovali arytmii (sinova ektopicka
tachykardie) a poruchu vizu pfi bilateralni ¢ipkové dystrofii. Podle literarnich zdroju nebyla
nalezena korelace mezi kardialnimi symptomy a genotypem u TRMA. Substituce thiaminu
v davce 50 mg/den u obou déti vedla k normalizaci krevniho obrazu a k dlouhodobé prevenci
vyvoje tézké anemie a trombocytopenie. Stejné zavéry uvadi prace 4.1.3., kde nebyl
pozorovan benefit podavani vysokych davek thiaminu nad 150 mg/den a nebyly pozorovany
nezadouci G¢inky vysokych davek thiaminu do 300 mg/den. Substituce thiaminu u nasi
pacientky 1 zlepsila metabolickou kontrolu DM spoklesem potieby inzulinu. Casna
substituce thiaminu v ptipad¢ pacientky 2 nezabranila vyvoji senzorineuralni poruchy sluchu,
nejasnd je prevence o¢niho postiZzeni pii zahdjeni ¢asné substituce. Senzorineuralni porucha
sluchu u TRMA, na podkladé naseho pozorovani, neni kongenitalni. Substituce thiaminu
nevede ke zlepSeni sluchu. Podle literarnich zdroji vcetné¢ uvedené prace 4.1.3. lécba
thiaminem zlepSuje kompenzaci DM s poklesem potieby inzulinu, ale s progresi endokrinni

insuficience pankreatu s akceleraci v puberté vlivem redukce B-bunck pii apoptoze v disledku
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intracelularniho deficitu thiaminu. V praci 4.1.3. u 4 z 15 jedinct bylo mozno po zahajeni
substituce thiaminem ukoncit 1é€bu inzulinem a u 7 jedinct se zlepsila kontrola DM s redukci
inzulinovych davek. U naSi pacientky 1 vedla ¢asna substituce thiaminu ke zlepSeni
metabolické kontroly DM s poklesem potieby inzulinu na za¢atku 1é¢by. U pacientky 2 doslo
ke vzestupu potieby inzulinu v puberté z 0,5 jednotky/kg/den na 1 jednotku/kg/den ptes
substituci thiaminem, ale metabolicka kontrola DM se zlepsila. Podle zavéra prace 4.1.3.
muze byt diabetes mellitus u TRMA asymptomaticky a mutze piedchazet vyvoji dalSich
symptomi TRMA. Diagn6za TRMA je dllezitd pro Casné zahdjeni substituce thiaminem,
ktera zlepSuje metabolickou kontrolu DM a v né€kterych piipadech muze zabranit 1é¢bé
inzulinem. Potvrzeni diagnézy je molekularné genetické. Ve shodé¢ s literarnimi Gdaji jsme
potvrdili, ptes C-peptid pozitivitu, moznost vyvoje diabetické ketoacidozy u TRMA v piipadé

akutni stresové situace jako je naptiklad akutni gastroenteritida.
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4.2. Monogenné podminény diabetes MODY (Maturity-Onset Diabetes of

the Young) v détském véku

(komentar 1 publikace)

4.2.1. Monogenné podminény diabetes MODY v détském véku: retrospektivni studie
pacientt diagnostikovanych na Détské klinice FN Plzen v letech 2000-2017

Monogenic diabetes MODY in childhood: a retrospective study of patients diagnosed at
the Department of Pediatrics, University Hospital in Pilsen in 2000-2017

Zamboryova J, Pomahacova R, Fiklik K, Elblova L, Sykora J.

Cesko-slovenskd pediatrie, 2019, vol. 74, no. 1, p. 16-21.

Monogenné podminény diabetes je forma diabetu mellitu (DM), ktera je zpusobena
odchylkou jediného genu. Podle odhadi postihuje tato forma diabetu 3-5 % vSech
diabetickych pacienti. Rada pacientli s monogennim diabetem byva prvotné vedena pod
diagnézou diabetes mellitus 1. nebo 2. typu. VéEtSina pfipadii monogenniho diabetu mellitu je
u déti zpilisobena mutacemi v genech regulujicich funkci B-bun€k pankreatu. MODY
(Maturity-Onset Diabetes of the Young) je definovany jako DM s asnym zacatkem a
autozomaln¢ dominantni dédi¢nosti. Projevuje se jako glukokindzovy diabetes nebo jako
diabetes transkripcnich faktorii (92). Spravné urceni monogenné podminéného typu diabetu je
dalezité pro zahajeni vhodné terapie. Glukokindzovy diabetes (familiarni mirna
hyperglykémie, GCK-MODY, diive MODY2) je zpisobeny heterozygotnim nosicstvim
mutace v genu pro glukokindzu (GCK). Homozygotni mutace v tomto genu je pficinou
permanentniho novorozeneckého diabetu. GCK-MODY je charakterizovan chronickou
mirnou hyperglykémii od narozeni do stafi, s minimdlni progresi b&hem zivota (93).
Hyperglykémie pti GCK-MODY vznikéd na podkladé poruchy funkce enzymu glukokinazy,
ktery je senzorem B-bun¢k pro glukézu. V dusledku tohoto defektu B-bunky zahajuji sekreci
inzulinu pfi vyssi glykémii nez 5 mmol/l. VétSinou se jednd o asymptomatickou, ndhodné
zjisténou hyperglykémii. U pacientl je typicky mirné zvySena lacna glykémie o 2-3 mmol/l
nad fyziologickou mez. Pfi ordlnim glukézovém toleran¢nim testu (oGTT) maji pacienti
normalni glukézovou toleranci nebo spliuji kritéria pro poruchu gluk6zové tolerance. Pii
intravendznim glukézovém toleranénim testu (ivGTT) vykazuji fyziologickou inicidlni fazi
sekrece inzulinu B-buiikami pankreatu. Specifické autoprotilatky proti f-buitkdm pankreatu
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jsou negativni. K progresi poruchy do diabetu mellitu nedochazi. GCK-MODY nevyzaduje
1é¢bu inzulinem, doporucuji se dietni opatfeni s omezenim rychle pusobicich sacharida.
Inzulinoterapie je nékdy podavéana pouze u Zen v gravidité (92). Nejcastéjsi formou diabetu
transkripénich faktordt (HNF-diabetes) je HNF1A-MODY (diive MODY3), zpisobeny
heterozygotni mutaci v genu pro hepatocytarni nuklearni faktor-1 alfa, HNF4A-MODY (dfive
MODY1), ktery vznikd na podkladé heterozygotniho nosi¢stvi mutace v genu pro
hepatocytarni nuklearni faktor-4 alfa a HNF1B-MODY (syndrom renalnich cyst a diabetu,
diive MODY5), zptisobeny mutaci v genu pro hepatocytarni nuklearni faktor-1 beta (94). V
prvnich letech Zivota maji pacienti normalni glukézovou toleranci, postupné dochézi k selhani
funkce B-bunék srozvojem diabetu v détstvi, adolescenci nebo c¢asné dospélosti. HNF-
diabetes se vétSinou manifestuje jako ndhodné zjisténd hyperglykémie nebo se projevi
osmotickymi ptiznaky. Typicka byva pozitivni rodinna anamnéza DM a negativni specifické
autoprotilatky proti B-buiitkam pankreatu. Diabetes neni zivotné zavisly na inzulinu. Vysazeni
inzulinu nevede pfimo ke ketoacidoze, ale v zatézovych situacich, jako je naptiklad
dehydratace pti akutni gastroenteritidé, se diabeticka ketoacidéza muize vyvinout. Pro tento
typ diabetu je typicka nizkd potieba inzulinu a pozitivni C-peptid vice nez 3 roky po
manifestaci diabetu. Pacienti jsou ohroZeni pozdnimi diabetickymi komplikacemi, proto je u
nich nezbytné optimalni metabolicka kontrola. Diabetes Ize 1é¢it derivaty sulfonylurey.

Cilem retrospektivni studie 4.2.1. bylo zmapovani vyskytu monogenniho diabetu
MODY u pacientt diagnostikovanych na Détské klinice Fakultni nemocnice v Plzni v letech
2000-2015. Hodnoceno bylo zastoupeni pohlavi v souboru, vék v dobé diagndzy, familidrni
vyskyt onemocnéni, vstupni parametry sacharidového metabolismu (glykémie nalacno,
glykovany hemoglobin HbAlc), zatézové testy (oGTT, ivGTT) a specifické autoprotilatky
proti B-bunkdm pankreatu. Soubor tvofilo 16 pacientd s monogennim diabetem MODY,
ztoho 9 divek a 7 chlapcl primérného v€ku 10,2 roku (rozmezi 3-17 let). V hodnoceném
souboru bylo zahrnuto 13 pacientti s glukokinazovym diabetem (GCK-MODY) a 3 pacienti
s HNF-diabetem (HNF1A-MODY, HNF4A-MODY a HNFI1B-MODY). U vsech pacientid byl
retrospektivné pro zachycenou zvysenou la¢nou glykémii (glykémie > 5,6 mmol/l) proveden
oralni glukézovy tolerancni test (0GTT). Jedinci s patologickym oGTT (porucha gluk6ézové
tolerance s glykémii ve 120. minuté¢ po podani glukézy 7,8-11,1 mmol/l nebo diabeticky
prabeh zatézové kiivky s glykémii ve 120. minuté nad 11,1 mmol/l) podstoupili intravendzni
glukozovy tolerancni test (ivGTT) ke zjiSténi prvni faze stimulované inzulinové sekrece
(FPIR ,first-phase insulin response® = soucet hladin inzulinu v 1. a 3. minuté po intravendzné

podaném bolusu glukézy). Za normu byla povazovana u prepubertalnich pacientd FPIR nad
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30 mlIU/l, v puberté nad 40 mIU/l a postpubertalné¢ nad 45 mlIU/l. U vSech pacientd byly
stanoveny specifické autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (anti-GAD),
proti tyrosinfosfataze (anti-IA2), proti inzulinu (anti- IRI) jako markery autoimunitni
inzulitidy a glykovany hemoglobin HbAlc (norma < 40 mmol/mol). K potvrzeni MODY
diabetu bylo provedeno molekuldrné genetické vySetteni DNA (Laboratof molekularni
genetiky Pediatrické kliniky 2. LF UK a FN v Motole).

Vysledky studie 4.2.1. Glukokinazovy diabetes byl potvrzen u 13 pacientti, z toho u 8
divek a 5 chlapcii ve vékovém rozmezi 3-15 let (median 11 let). Retrospektivné byla u vSech
pacientil pfi prvovySetfeni zjiSténa zvysend lacnd glykémie (rozmezi 6,0-7,4 mmol/l). oGTT
potvrdil ve 12 ptipadech (94%) poruchu glukézové tolerance, v 1 piipadé byla glukdzova
tolerance normaélni. Zadny pacient nemél diabeticky pribsh zatdzové kiivky s glukézou.
Hodnota glykovaného hemoglobinu HbAlc v dobé stanoveni diagnoézy byla ve vSech
pfipadech zvySena (rozmezi 41-50 mmol/mol; median 46 mmol/mol). ivGTT
vykazoval fyziologickou FPIR. Specifické protilatky proti pankreatu (anti-GAD, anti-IA2,
anti-IRI) byly negativni. Diagndza glukokinidzového diabetu byla u vSech jedinct potvrzena
molekularné geneticky. Jedna rodina je nositelem nejcastéji popisované mutace p.Glu40Lys
v genu pro GCK v Ceské republice. Pfislusnici dvou rodin jsou nositeli stejné mutace
p-Glu268Ter. V jedné rodin¢ byly zjistény dvé mutace na jedné alele v genu pro GCK
(p.Val226Glu, p.Alal88Thr). Pozitivni rodinnd anamnéza poruchy sacharidového
metabolismu byla v souboru pfitomna v 11 rodinach (85%); z toho anamnéza gestacniho
diabetu ve 4 ptipadech, u jednoho ¢lena rodiny byl diabetes 1é¢en inzulinem a veden jako DM
1. typu, 6 osob bylo 1é¢eno jako DM 2. typu peroralnimi antidiabetiky (PAD). Potvrzeni
diagnézy glukokindzového diabetu umoznilo u téchto jedinci vysazeni inzulinu a PAD.
Diabetes transkripénich faktord byl potvrzen u 3 pacientd, z toho u 2 chlapct a 1 divky ve
vékovém rozmezi 5-17 let (median 13 let). Pacienti s HNF-diabetem méli diabeticky pribéh
oGTT a snizenou FPIR pii ivGTT. Hodnota glykovaného hemoglobinu v dobé stanoveni
diagndzy byla zvySend (median 64 mmol/mol, rozmezi 52-68). Specifické protilatky proti
pankreatu byly negativni. Diagnéza diabetu u pacientky s HNF4A-MODY a u pacienta
s HNFIB-MODY diabetem byla stanovena na zédkladé nahodné¢ zachycené hyperglykémie bez
osmotické symptomatologie. U pacienta s HNF1A-MODY diabetem byla diagndza stanovena
na podklad¢ znalosti této diagn6zy u matky a u dalSich rodinnych ptislusnikii. K podezieni na
diagnoézu diabetu transkripénich faktor vedl u déti vyskyt diabetu mellitu v rodiné ve dvou
generacich, u pacientky s HNF4A-MODY soucasné vice nez 3 roky trvajici pozitivita C-

peptidu, chybéjici vyvoj diabetické ketoacidozy po vysazeni inzulinu pii non-compliance

50



v 1é¢bé a negativni autoprotilatky proti pankreatu. U pacienta s HNF1B-MODY bylo
vysloveno podezieni na tento diabetes diky pfitomnosti rendlni anomadlie (solitarni leva
ledvina s hydronefrozou a megaureterem). Tento pacient nese heterozygotni deleci celého
genu HNFIB. Diagn6za HNF4A-MODY diabetu u nasi pacientky vedla k potvrzeni stejné
diagnoézy u dalSich rodinnych pfislusnikt, kteti byli vedeni pod diagnézou DM 1. typu, byli
lé¢eni inzulinem a méli zadvazné pozdni komplikace diabetu. Znalost mutace v genu HNF4A
v této rodin€ soucasn¢ umoznila vySetfeni nevlastni sestry pacientky s vylou¢enim nosicstvi
dané mutace. V rodin¢ s HNF1A-MODY diabetem umoznila znalost mutace v genu HNFI1A
potvrzeni nosicstvi stejné mutace u dalSich ¢lenti rodiny, u kterych je pravidelné¢ sledovana
glukézova tolerance. Pacienti s potvrzenym HNF4A-MODY a HNF1B-MODY diabetem byli
pfevedeni z 1é¢by inzulinem na lé¢bu PAD. Pacient se zndmou mutaci v genu HNF'14 byl po
stanoveni diagnézy HNF1A-MODY diabetu nastaven jiZ pfimo na terapii derivatem
sulfonylurey.

Zaveéry retrospektivni studie 4.2.1. a vystupy pro klinickou praxi. Ve shodé
s literarnimi 0daji jsme potvrdili pfevahu benigni formy glukokinazového GCK-MODY
diabetu. K suspekci na MODY diabetes s indikaci k molekularné genetickému vySetfeni nas
vedl vyskyt poruchy sacharidového metabolismu v rodinach v n¢kolika generacich, negativni
autoprotilatky proti B-bunkam pankreatu, trvajici pozitivita C-peptidu s nizkou potiebou
inzulinu, chybéjici rozvoj diabetické ketoaciddzy po vysazeni inzulinu a pfitomnost renalni
anomalie u pacienta s HNFIB-MODY. Znalost genové mutace umozZnila v naSem souboru
¢asnou diagnozu MODY diabetu u dalSich rodinnych ptislusnikli s volbou optimalni terapie.
Molekularn€ genetické vySetfeni je v indikovanych piipadech rozhodujici pro diagnozu
diabetu MODY a pro urceni jeho podtypt. K vySetfeni jsou indikovani pacienti s pozitivni
rodinnou anamnézou diabetu s vyskytem nemoci do 30 let véku v kazdé generaci. Genetické
testovani MODY lze zvazit i u peclivé vybranych jedinct bez rodinné anamnézy diabetu.
Mezi podplirna kritéria indikace k molekuldrné genetickému vySetteni MODY patii
manifestace diabetu bez diabetické ketoaciddzy, trvald staciondrni mirnd hyperglykémie,
dobra kompenzace diabetu na malych davkach inzulinu, na diet¢ nebo na PAD, sniZeny
renalni prah pro glukézu (glykosurie pfi normalni glykémii) a negativni autoprotilatky proti -
buitkdm pankreatu. K diagnéze GCK-MODY diabetu vedl u vSech naSich pacientii ndhodny
zachyt mirné¢ zvySené lacné glykémie, spolu se zvySenou hodnotou glykovaného
hemoglobinu, nediabeticky pribéh oGTT, fyziologicky FPIR pii ivGTT testu a negativita
specifickych autoprotilatek proti pankreatu. Diagnéza GCK-MODY byla ve vSech ptipadech

potvrzena molekuldrné¢ geneticky. V jedné rodin€¢ byla potvrzena nejCastéji popisovana
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mutace E40K v genu pro GCK v Ceské republice. oGTT vykazoval v 94% poruchu
glukozové tolerance, ostatni pacienti méli normalni glukézovou toleranci. V pribéhu naseho
sledovani zlstava glukoézova tolerance, ve shod¢ s literarnimi udaji, stacionarni. Lécba
inzulinem je indikovana pouze u gravidnich zen s GCK MODY, pokud podle ultrazvukového
vySetieni hrozi makrosomie plodu. Pravé te¢hotenstvi byva u téchto Zen prvnim momentem,
kdy je zjisténa hyperglykémie. Podle literdrnich udajii je mutace v genu pro glukokindzu
nalezena u 1-4 % Zen s gestatnim diabetem. V nasem souboru byla anamnéza gesta¢niho
diabetu pfitomna ve 4 piipadech. Pozitivni rodinnd anamnéza poruchy sacharidového
metabolismu byla v souboru pacienti s GCK-MODY pfitomna v 11 rodinach (85%).
Potvrzeni diagnézy GCK-MODY diabetu u téchto rodinnych piislusnikii umoznilo vysazeni
inzulinu nebo PAD se zlepSenou kvalitou Zivota. Diabetes transkripcnich faktord (HNFIA-
MODY, HNF4A-MODY a HNFIB-MODY) byl v souboru potvrzen ve 3 piipadech.
K diagnéze HNF-diabetu (HNF4AA-MODY a HNF1A-MODY) vedl, ve shodé¢ s literarnimi
udaji, vyskyt diabetu mellitu v rodin¢ ve dvou generacich, u pacientky s HNF4A-MODY
soucasné vice nez 3 roky trvajici pozitivita C-peptidu a chybgjici vyvoj diabetické
ketoacidozy po vysazeni inzulinu. U HNF4A-MODY je u 56% nositeli mutace tendence
k novorozenecké makrosomii, kterd mize byt provazena v 15% tranzientni novorozeneckou
hypoglykémii. V rodiné¢ s HNFAA-MODY diabetem jsme anamnesticky novorozeneckou
makrosomii a novorozeneckou hypoglykémii nezjistili. V rodin¢ s HNFIA-MODY diabetem
vedla znalost mutace v HNF1A genu k potvrzeni nosi¢stvi stejné mutace u dalsi ¢lenti rodiny,
u kterych pravidelné sledujeme gluk6zovou toleranci. Pacienti s HNFIA-MODY diabetem
maji snizeny rendlni prah pro glukoézu, coz lze vyuzit pro screening u ptibuznych pacientt
s timto typem diabetu. U pacienta s HNFIB-MODY vedla k diagnéze dlouhodobé napadné
nizkd potifeba inzulinu a pfitomnost rendlni anomadlie se solitarni levou ledvinou
s hydronefré6zou a megaureterem. Pacienti s HNF4AA-MODY a HNF1B-MODY diabetem byli
pfevedeni z 1é¢by inzulinem na 1é€bu PAD. V ptipadé nasi pacientky s HNF4A-MODY doslo
k vyraznému zlepSeni kompenzace diabetu s poklesem hladiny HbAlc. Pacient z rodiny
s HNF1A-MODY byl, diky znalosti genové mutace, po stanoveni diagnézy DM nastaven na
1é¢bu derivatem sulfonylurey II. generace v jedné denni davce. Jeho kompenzace diabetu je

vyborna.
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4.3. Oxidacni stres u diabetu mellitu typu 1 u déti a jejich prvostupiiovych

pribuznych; suplementace vitaminem E a C; poskozeni a reparace DNA

(komentai 2 publikaci)

4.3.1. Parameters of oxidative stress in children with Type 1 diabetes mellitus and their
relatives.

Varvarovska J, Racek J, Stozicky F, Souc¢ek J, Trefil L, Pomahacova R.

Journal of Diabetes and its Complications, 2003, vol. 17, no. 1, p. 7-10.
DOI:/10.1016/S1056-8727(01)00228-8

4.3.2. Aspects of oxidative stress in children with type 1 diabetes mellitus

Varvarovska J, Racek J, Stétina R, Sykora J, Pomahacova R, Rusavy Z, Lacigova S, Stozicky
F.

Biomedicine and Pharmacotherapy, 2004, vol. 58, no. 10, p. 539-545.
DOI:/10.1016/j.biopha.2004.09.011

Oxidacni stres (OS) vznika pfi nerovnovaze mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku
(ROS) a antioxida¢ni ochranou organismu (AOO). Pokud ptevladnou ROS nad AOOQO, rozviji
se oxidacni stres. OS u jedince s genetickou predispozici k diabetu mellitu typu 1 (T1DM)
hraje dilezitou roli v patogenezi onemocnéni. OS vznika jak v pribéhu tvodni destruktivni
autoimunitni inzulitidy lokaln€ v pankreatu, tak pozdé€ji u rozvinutého TIDM pii
hyperglykemii v dasledku metabolickych procest glykace proteint s rozvojem kone¢nych
produkti pokro¢ilé glykace (AGE- advanced glykosylated end-products), autooxidace
glukozy a glykoxidace AGE. Nasleduje aktivace zanétlivych, trombotickych a apoptotickych
procesu a rozvoj pozdnich mikrovaskularnich komplikaci DM (95,96,97). Vitamin C a E patfi
mezi antioxidacni latky, které chrani organismus pied dopadem ucinku reaktivnich forem
kysliku (98,99).

Cilem studie 4.3.1. bylo porovnat parametry OS u diabetickych déti a jejich
prvostupnovych piibuznych (rodice, sourozenci). Do studie bylo zafazeno 50 déti s TADM
(21 divek a 29 chlapct; veék 2,5-19,5 roku, prumérny veék 11,96+4,69 SD) z oblasti
Karlovarského a Plzeniského kraje. Primérna doba trvani choroby byla 4,25 roku. Zadné
z déti nemélo mikrovaskularni komplikace. U diabetickych déti byly vySetfeny markery OS

(SOD-superoxiddismutaza, GPx-glutathionperoxidaza, AOC-antioxida¢ni kapacita plazmy,
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GSH-glutathion, MDA-malondialdehyd). Markery OS byly vySetieny soucasné u rodicu (41
matek a 24 otcti primérného véku 38,74+6,01 let) a sourozenct diabetickych déti (20 divek a
12 chlapct pramérného véku 13,69+SD 4,41 roky). Vysledky markertt OS u diabetickych déti
a jejich sourozenct byly porovnany s hodnotami téchto parametri odebranych u skupiny
zdravych déti pted planovanou operaci kyly nebo fimdzy, vékoveé 1 zastoupenim pohlavi
srovnatelnych s diabetickymi pacienty. Vysledky parametri OS u rodi¢ti byly porovnany
s jejich diabetickymi détmi a déle s hodnotami 40 zdravych dospélych dobrovolnikii.

Vysledky a zévéry studie 4.3.1. Ve shod¢ s jinymi autory jsme potvrdili pfitomnost
poskozené antioxidacni ochrany u diabetickych déti. Byly zjistény nizké hodnoty jak
extracelularni antioxidaéni ochrany (AOC), tak intracelularni ve smyslu nizkého glutathionu a
GPx. Nizka aktivita GPx ma vliv na sniZené¢ odbouravani peroxidu vodiku, ktery vznika
béhem autoimunitni inzulitidy a ktery je toxicky pro B-bunky pankreatu. Ve studii nebyl
potvrzen statisticky vyznamny vztah mezi jakymkoli parametrem OS a kompenzaci diabetu
(HbAlc), rovnéz ne mezi OS a trvanim choroby. U sourozenct diabetickych déti byla rovnéz
zjiSténa tendence ke snizené antioxidacni ochrané (niz8i hodnoty GPx a AOC), naproti tomu
MDA jako marker peroxidace lipidi byl zvySen, i kdyZz nalezy nebyly vyznamné. Pouze
hodnota GPx oproti zdravym détem byla signifikantné nizsi. Jsme toho nazoru, ze uvedené
vysledky sourozenct diabetickych déti mohou byt vyznamné z hlediska nizsi obrany proti OS
pfi moZzném vyvoji autoimunitni inzulitidy a nasledné destrukci B-bun€k u geneticky
vnimavych jedincti. Nase vysledky potvrdily niz§i hodnotu GPx jak u diabetickych déti, tak u
jejich sourozencu. Tento nalez tedy vylucuje moznost, ze nizsi aktivita GPx je dusledek
samotného diabetu, ale jde nejspiSe o geneticky podminénou nizsi aktivitu tohoto enzymu u
sourozenct. GPx hraje vyznamnou tGlohu pii odbouravani peroxidu vodiku v organismu, tedy
I Vpankreatu. Pfi nizké aktivit¢ GPx tedy dochazi k akumulaci peroxidu vodiku a pfi
destruktivni autoimunitni inzulitidé ndsledné¢ ke zni¢eni B-bunck. PoSkozena antioxidacni
ochrana a nadprodukce volnych radikald (VR) pfispivaji nepochybné k patogenezi TIDM a
také k rozvoji pozdnich diabetickych komplikaci. Zajimavé je, Ze rodice diabetickych déti
meli normélni parametry OS, které se neliSily od zdravych dospélych.

Cilem navazujici intervencni studie 4.3.2. bylo zjistit, zda jednoro¢ni suplementace
vitaminem C a E povede ke snizeni OS u déti s TIDM a ke zlepSeni metabolické kontroly
DM. Do studie bylo zatazeno 38 diabetickych déti (19 chlapcti a 19 divek) primérného véku
12,5+SD 4,17 let, se Spatnou kompenzaci DM (HbAlc 11,55%+SD 2,7- DCCT, glykovany
protein 382+SD 60,9 umol/l), a primérnym trvanim DM 2,4 roku. 1ro¢ni suplemetace byla

podavana vzdy 3 mésice a 3 mésice méli pacienti pauzu. Do hmotnosti 25 kg dostavali
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vitamin C 100 mg denné a vitamin E 1 capsli denn¢, do hmotnosti 50 kg oba vitaminy
v davce 2x1 a nad 50 kg 3x1. Pied zahajenim suplementace a po kazdém obdobi 3 mésict
podéavani vitamina bylo provedeno stanoveni markeri oxidac¢niho stresu (SOD, GSH, GPx,
AOC, MDA), hladina vitaminu E, HbAlc a glykovany protein. Kontrolni skupinu tvotilo 14
déti s TIDM, které terapii s vitaminy odmitly (6 divek a 8 chlapci), primérného véku
13,07+£SD 4,57 let, primény HbAlc 9,64+SD 2,66% DCCT), glykovany protein 296,6+88,7
umol/l, pramérné trvani choroby 2.2 roky. VSechny déti byly IléCeny stejnym
intenzifikovanym inzulinovym rezimem.

Vysledky a zavéry studie 4.3.2. Déti s podavanou suplementaci vitaminu E a C na
konci ro¢ni studie jasn¢ vykazaly signifikantné lepsi kompenzaci DM (HbAlc p<0.05 a
glykovany protein p<0.01). Parametry oxidac¢niho stresu byly také vyznamné zlepSeny: SOD
p<0.05, GSH p<0.01, toto zvySeni svédc¢ilo pro zlepSeni antioxidani obrany organismu.
Stejné tak hladiny vitaminu E jako antioxidantu byly signifikantné vyss$i na konci kazdé
periody podavani. U kontrolni skupiny déti bez suplementace nedoslo k podstatné zméné
HbAlc a druhy sledovany parametr kompenzace glykovany protein byl hor$i nez na zacatku
studie (p<0.05).

Studie 4.3.2. se také zabyvala oxida¢nim poskozenim DNA a moznosti DNA reparace
u déti s TLIDM. Oxida¢ni pozkozeni DNA ve studii bylo vyssi nez u zdravych kontrol, ale
nebyla zjisténa statisticka vyznamnost. Oxidaéni stres vSak stimuluje DNA reparaci
opravujici oxida¢ni poskozeni DNA. S rostoucim vékem vsak intenzita tohoto procesu klesa a
Stim mulze souviset snizend obrana pacienti S T1IDM proti OS a vznik diabetickych

mikrovaskularnich komplikaci V mladém organismu je tedy DNA reparacni proces vyssi.
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4.4. Diabetes mellitus typu 1 a gastrointestinalni hormony v détském véku

(komentaft publikace)

4.4.1. Gut peptide hormones and pediatric type 1 diabetes mellitus
Huml M, Kobr J, Siala K, Varvarovska J, Pomahacova R, Karlikova M, Sykora J.
Physiological Research, 2011, vol. 60, no. 4, p. 647-658. Epub 2011 May16.

Moderni strategie 1écby TIDM se opird o substituci inzulinu, kterd ale neodrédzi
sekre¢ni profil zdravych jedincti. Postprandialni hyperglykémie jsou u pacientd s TIDM
Castym problémem (100). N¢kolik posledni let je intenzivné zkouman vliv
gastrointestinalnich (GIT) peptidd na TIDM a jeho kompenzaci. Tyto ptsobky ovliviiuji
jednak motilitu GIT (amylin; GIP- gastric inhibitory polypeptide, nové&ji glucose-dependent
insulinotropic peptide; GLP-1- glucagon-like peptide 1; PYY- peptid YY), ptsobi na
produkci glukézy jatry (amylin, ghrelin, PP- pankreaticky polypeptid, GIP, GLP-1, PYY,
leptin), inzulinovou sekreci (amylin, ghrelin, GIP, GLP-1, PP) ¢i zvySuji preziti B-bunck
pankreatu (GLP-1 a GIP). Amylin je produkovan v pankreatu spolu s inzulinem v reakci na
prijem stravy. Zvysuje sekreci inzulinu, snizuje produkei glukézy jatry, snizuje GIT motilitu,
zpomaluje evakuaci zaludku a inhibuje sekreci glukagonu. To vSe pfispiva k normalizaci
glykémie (101). U pacientd s TIDM je produkce amylinu snizena (102). Inkretiny (GIP a
GLP-1) jsou produkovany v GIT traktu v reakci na pfijem stravy, kdy zvySuji produkci
inzulinu (GIP pusobi ptes GIPR receptory; GLP-1 pies GLP-1 recetory), snizuji produkci
glukdzy jatry, snizuji GIT motilitu a zpomaluji evakuaci Zaludku. V dobé la¢néni jsou jejich
hladiny nizké. Pii hyperglykémii inzulinotropni ucinek GIP klesa (103). Ghrelin je
produkovan v GIT traktu (zaludek). Jeho produkce stoupa v dobé la¢énéni a po jidle klesa.
Zvysuje produkcei glukézy jatry a snizuje produkei inzulinu. U pacienti s TLDM byly popsany
nizké hladiny ghrelinu a snizena odpovéd’ v jeho produkci po poziti stravy (104). Pro lepsi
pochopeni slozitého G¢inkt jednotlivych digestivnich hormont ve vztahu k diabetu mellitu a
jeho kompenzaci uvadime souhrnné v tabulce 1. GIT hormony a hormony souvisejici s
glukozovym metabolismem byly studovany na zvifecich i lidskych modelech, avSak existuje

mnozstvi metabolickych pochodi a interakci, které nejsou zcela objasnény. Nékolik studii
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shrnulo role GIT hormont u dospélych pacientti s TLDM (102). Krom¢ inzulinu se objevuji i
dalsi hormony, u nichz dochazi k depleci nebo k alteraci jejich sekrece v dusledku
autoimunitni destrukce B-buné€k pankreatu. Substituce nékterych z téchto GIT hormont u
TIDM dospélych pacienti vede ke zlepSeni metabolické kontroly a kompenzace DM.
Svétova literatura neobsahuje dostate¢né informace zabyvajici se GIT hormony ve vztahu k
détskému T1DM. Studie zabyvajici se GIT hormony z komplexniho hlediska a z hlediska
vzajemnych interakci nékolika hormonu jsou aktudlné nedostate¢né a informace o vlivu
urovn¢ kompenzace TIDM na hladiny GIT hormont nejsou dle dostupné literatury
vycerpavajici.

Cilem studie 4.4.1. bylo proto stanovit plazmatické hladiny vybranych GIT hormont a
hormonii souvisejicich s metabolismem glukézy u pacientd s TIDM, kontrolni skupiny
zdravych jedinct a u skupiny déti s funkénimi bolestmi bficha (FBB). Dal§im cilem bylo
posoudit vliv GIT hormonti na kompenzaci TIDM. Pomoci multiplexového kitu
(LINCOplex®) byly stanoveny hladiny amylinu, aktivniho ghrelinu, aktivniho GLP-1, GIP,
inzulinu, leptinu, PP a PYY. Chtéla bych zdaraznit, ze odbéry biologického materidlu ke
stanoveni multiplexovou soupravou vyzaduji té€snou spolupraci pifi odbéru a nasledném
rychlému transportu k laboratorni analyze. Hladiny stanovenych GIT hormont byly
korelovany s plazmatickymi hladinami GIT hormonti kontrolnich skupin a s
antropometrickymi a biochemickymi parametry. Celkem bylo analyzovano 440 hladin
vybranych GIT hormonti u 55 jedincii. VySetfovany soubor tvofilo 19 TIDM pacientl
(pramérny veék: 13,4 rokt), 21 jedinct kontrolni skupiny (primérny vék: 13,4 roku) a 15 déti
sledovanych pro FBB (primérny vék: 10,5 roku). Vstupni data byla hodnocena pomoci
Wilcoxonova parového testu, zavislosti mezi hladinami jednotlivych hormon v obou
skupinach byly testovany pomoci Spearmanova a Kendallova koeficientu potfadové korelace,
také zavislost mezi hladinou hormoni a biochemickymi parametry. Nasledné signifikantni
korelace byly podrobeny step-wise regresni analyze k odhaleni moznych nezavislych faktorg.

Vysledky a zavéry studie 4.4.1. Studie prokazala, Ze stanoveni hladin GIT hormont
pouzitim multiplexové metody se jevi jako velmi vyhodné pro senzitivitu a efektivitu
hodnoceni vysledkd. Potfeba minimalniho objemu plazmy (25 pl) k analyze umoziuje
stanovit i nékolik desitek analyti najednou, coz je prospésné predevsim v pediatrii. U skupiny
T1DM pacienti byly nalezeny signifikantné nizs§i hladiny amylinu (p<0.001), ghrelinu
(p<0.05) a C-peptidu (p<0.001), naopak hladina GIP (p<0.05) byla elevovana v porovnani se
zdravou populaci. U skupiny TIDM se Spatnou kompenzaci byly zjiStény vysoce vyznamné

odchylky v hladinach GIT hormonii. Ghrelin (p<0.001) 1 GIP (p<0.01) byly signifikantn¢
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odlisné od kontrolni skupiny. Hladiny ostatni sledovanych hormont se statisticky neliSily v
porovnani s kontrolni skupinou. Dale jsme stanovili hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1,
leptinu, inzulinu, PP a PYY u FBB pacientt, kteti tvofili 2. kontrolni soubor. Hladiny
hormoni déti s FBB se signifikantné neliSily od zdravych kontrol. Nase vysledky hladin GIT
hormont déti s FBB a zdravych kontrol ukazaly, jako jedny z prvnich, ze metabolismus
T1DM hraje dulezitou roli v sekreci GIT peptidt uplatiujici se s velkou pravdépodobnosti v
patofyziologickych mechanizmech u TIDM. Ve studii byl potvrzen vliv hormont na
kompenzaci T1DM. Byly nalezeny signifikantni korelace hodnoty HbAlc a ddvkou inzulinu s
hladinou ghrelinu. Tento vztah potvrzuje signifikantné nizkd hladina ghrelinu u skupiny
T1DM se Spatnou kompenzaci v porovnani se zdravou skupinou (p<0.001). Multivariatni
regresni analyza potvrdila hodnotu HbAlc a davku inzulinu jako nezévislé¢ faktory pro
hladiny ghrelinu (p<0.01). Nase vysledky ukazaly, ze hodnota ghrelinu by mohla pfispét k
hodnoceni kompenzace TIDM u déti. Prokazané nizké hladiny amylinu u détskych T1IDM
pacientll potvrzuji jeho deficit. U skupiny se Spatnou kompenzaci TIDM byla nalezena
signifikantni korelace HbA1c a hladiny amylinu (p<0.01). Zafazeni znamého analoga amylinu
do léCebného schématu TIDM by mohlo pfispét ke zlepSeni metabolické kontroly a
kompenzace T1DM, coz prozatim bylo potvrzeno pouze na dospélé populaci. Domnivame se
vSak, ze tato studie mize slouzit jako vychozi bod pro dalsi intervenéni studie u TIDM v
détském veéku. Vysledky prokazaly alterovanou sekreci vybranych GIT hormond a hormont
souvisejicich s metabolismem glukozy u détskych T1DM pacienti a také jejich vliv na denni
pottebu inzulinu a metabolickou kontrolu nemoci. Priikkaz odlisné sekrece GIT hormonti nam
potvrdil, Ze inzulin neni jedinym hormonem, k jehoz depleci dochazi pti autoimunitni
destrukci pankreatickych B-bunék. GIT hormony ukazuji velky potencial, jenz v budoucnu
umozni hlubsi pochopeni patofyziologickych déji TI1DM déti. Pokud se podati
farmakologicky zasdhnout do metabolickych pochodi GIT hormonti, pravdépodobné se nam

podaii zlepsit i metabolickou kontrolu a snizit morbiditu détskych pacientii s TIDM.
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Tabula 1: U¢inky GIT hormoni

Utinek specifickych GIT hormond
GIT hormony Misto syntézy  GIT motilita Evakuace Zaludku Produkce glukézy jatry c:;::;:ltl hladi:(y)i::;r;ni Inzulinovd sekrece  Prefiti populace B-bunék
Amylin pankreas : \J/ : \l/ : \l/ : \l/ : ) : 1) :
Ghrelin aIT : = : - : qh : P ; J : 3 : =
R
f f f f f f f
e v v v vt
Inzulin pankreas : E : = : 4/ : \l/ i /]\ : N/A : »
Leptin tukova tkan : - : - : \1, : = : & : /I\ \l/ : -
Pankreaty polypeptid pankreas : - : - : 4/ : \l/ i ’]\ : /[\ : -
A T S VI S B A B

Legenda: P - zvyseny ucinku; 4 - snizeni Gc¢inku; GIT — gastrointestinalni trakt; N/A — nelez apliko-

vat, GIT — gastrointestindlni trakt
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5. CAST
PORUCHY KALCIUM- FOSFATOVEHO
METABOLISMU
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5.1. Albrightova hereditarni osteodystrofie; koZni a podkoZni léze;
pseudohypoparatyreéza typu Ia, pseudopseudohypoparatyreéza; klinicka,
histopatologicka a molekularné geneticka studie 4 pacienti s touto

diagnozou; nova mutace v GNAS1 genu

(komentar 1 publikace)

5.1.1. Cutaneous and superficial soft tissue lesions associated with Albright hereditary
osteodystrophy: clinicopathological and molecular genetic study of 4 cases, including a
novel mutation of the GNAS gene

Kacerovska D, Nemcova J, Pomahacova R, Michal M, Kazakov DV.

Am J Dermatopathol, 2008 Oct; 30(5): 417-24. DOI: 10.1097/DAD.0b013e318180ec0e.

Albrightova hereditarni osteodystrofie (AHO) je vzacny syndrom zahrnujici kozni a
podkozni 1éze (osteomy a kalcifikace), malou postavu, obezitu, kulaty oblice;j,
brachymetakarpii, zkracené IV. metakarpy a metatarzy. Mize by pfitomna mentalni retardace,
katarakta, zubni defekty a kalcifikace v  bazalnich gangliich  (105,106).
Pseudohypoparatyre6za typu Ia (PHPIa) a pseudopseudohypoparatyre6za (PPHP) jsou
autozomaln¢ dominantné dédicnd onemocnéni, zpisobend inaktivaéni mutaci v GNAS1 genu,
ktery koduje o-podjednotku proteinu G (107). Pacienti s PHPIa maji symptomy AHO a
soucasné rezistenci k hormontim, které ptsobi pies a-podjednotku proteinu G. Typicky se
jedna o rezistenci kK TSH (tyreotropni hormon) S vyvojem hypotyredzy a o rezistenci
k parathormonu (PTH), kterd se projevi hypokalcémii, hyperfosfatémii pii vysoké hladiné
PTH; byla popsana rezistence k ristovému hormonu a ke gonadotropinim (108). Pacienti
s PPHP maji symptomy AHO bez hormonalni rezistence (109).

Cilem prace 5.1.1 bylo demonstrovat klinicko-morfologickou a genetickou
heterogenitu téchto onemocnéni. Do studie byli zahrnuti 4 pacienti ze 2 rodin, kde matky jsou
postizeny PPHP s klinickymi pfiznaky AHO s koznimi osteomy a jejich déti PHPIa
s pfiznaky AHO a hormonalni rezistenci (rezistence k TSH a k PTH). U obou rodin byla
potvrzena mutace v GNAS1 genu. K diagnéze PHPIa u 3leté divky vedla progredujici obezita,
napadné kulaty obliCej, brachymetakarpie, drobné¢ kozni a podkozni kalcifikace v oblasti

stehna a paty. Laboratorné byla potvrzena primarni hypotyreéza s elevaci TSH 9,2 mIU/I

61


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kacerovska%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18806481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nemcova%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18806481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pomahacova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18806481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18806481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazakov%20DV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18806481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cutaneous+and+superficial+soft+tissue+lesions+associated+with+Albright+hereditary+osteodystrophy%3A+clinicopathological+and+molecular+genetic+study+of+4+cases%2C+including+a+novel+mutation+of+the+GNAS+gene

(norma 0,3-4), snizeny fT4 (volny tyroxin) 7,61 pmol/l (norma 8-21,1), hypokalcémie 1,84
mmol/l (norma 2,2-2,6), hyperfosfatémie 2,64 mmol/l (norma 0,7-2,2), vysoka hladina
parathormonu 822 pg/ml (norma 10-60), coZz pii soucasné hypokalcémii svédcilo pro
rezistenci kK PTH. U matky ditéte byla stanovena diagn6za PPHP. Anamnesticky méla od
détstvi kozni a podkozni kalcifikace dlané¢ a zapésti, zkrdceny IV. metakarp, hormonalni
vySetfeni nesvédCila pro hormonalni rezistenci. U matky a ditéte byla potvrzena mutace
v genu GNAS1, Q35X (c.103C>T) v exonu 1. K diagnéze PHPIa u 4letého chlapce vedl vyvoj
podkoznich kalcifikaci od 5. tydne Zivota v oblasti konéetin, bficha a kalvy. V klinickém
obraze dale dominoval mikropenis, postupny vyvoj obezity a napadné kulaty oblice;j.
Histopatologické vysetfeni z provedené probatorni excise ze 2 riznych koznich 1ézi potvrdilo
diagnézu kozniho osteomu. Osteomy byly tvofeny trabekulami lamelarni kosti ulozené
v dermis a subkutis. Fokalnim nalezem byly mnohojaderné osteoklasty a jen fidce byly
trabekuly lemovany osteoblasty. Ve druhé biopsii byla velka ¢ast kosti ostie oddélena od
sousedniho kolagenu ¢i tuku, zatimco na jiném misté biopsie byla kost ohrani¢ena nezralymi
vietenovitymi ¢i ovalnymi buiikami. Kostni trabekuly byly v této Casti lehce zakiiveny a
obraz tak napodoboval fibrozni dysplazii. V 8 mésicich véku byla u ditéte zjisténa primarni
hypotyreoza s mirnou elevaci TSH a sniZzenou hladinou T4, stejny obraz jako Vv piipadé nasi
prvni pacientky. V tomto v€ku byly parametry kalciového metabolismu v normé vcetné
hladiny PTH. Kontrolni vySetteni ve 4 letech véku jiz ukazalo vyvoj hypokalcémie,
hyperfosfatémie pii vysoké hladiné PTH, coz potvrdilo rezistenci k PTH. Pfic¢inou
hypotyreézy byla tedy rezistence k TSH a sohledem napfitomnost mikropenisu
pravdépodobné rezistence ke gonadotropinim. U matky ditéte byla stanovena diagndza
PPHP. Od détstvi méla podobné kozni léze na zadech a Koncetinach. Kozni excise
s histopatologickym vySetfenim potvrdila diagnézu koznich osteomi. RTG vySetieni rukou
prokdzalo zkraceni IV. a V. metakarpu. Hormondlni vySetfeni nesvédc¢ila pro hormonalni
rezistenci. U matky a ditéte byla potvrzena dosud nepopsana mutace v genu GNAS1, E268X
(c.802G>T) vexonu 10. 1 osteom a kalcifikujci aponeuorotické 1éze piipominajici fibrom
byla analyzovany za pouziti human androgen receptor assay (HUMARA) a byl zkouman
klonalni status, ve vSech pfipadech analyzovanych metodou HUMARA (2/2) byla zjisténa
polyklonalita. Ve studii je popsano mnohem vétsi spektrum 1ézi kiize a mékkych tkani nez
jsou obvykle popisovany V literatufe, coz dale zptesiuje zafazeni jiz znamych klinickych
variant AHO. Vedle osteomt v klUzi a podkozi jsme identifikovali nasledujici 1éze:
kalcifikujici aponeurotické 1éze upominajici na fibrom, 1éze pfipominajici cirkumskriptni

kalcindzu a neobvyklé nevi s osteoidem a/nebo intranuklearni pseudoinkluze.
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Zavéry prace 5.1.1. NaSe vysledky ukazuji, Zze pfinaky AHO mohou byt velmi
heterogenni. U vSech piipadi AHO by méla byt provedena analyza genu GNAS1 K uréeni
mutace. U détské obezity, primarni hypotyredzy a u nejasné pii¢iny hypokalcemie je
diferencialn¢é diagnosticky nutné zvazovat diagnézu pseudohypoparatyredzy. Hypokalcemie,
hyperfosfatemie a vysoka hladina PTH jsou suspektni z PHP. Té&zka hypokalcemie je

emergentni, zivot ohrozujici stav.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIS
AIT
ACTH
AHO
AMH
anti GAD
anti 1A2
anti IRI
anti rTSH
anti TG
anti TPO
AO
AOO
APS
BMI
CAH
CAIS
CD
CRH

CS

DM
FBB
FNAB
FSH
fT4

GB
GCK
GCK-MODY
GIP

GIT
GLP-1

androgene insensitivity syndrome
autoimunitni tyreoidida
adrenokortikotropni hormon
Albrightova hereditarni osteodystrofie
antimiillericky hormon

protilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamové
protilatky proti tyrozinfosfataze
protilatky proti inzulinu

protilatky proti receptorim pro TSH
protilatky proti tyreoglobulinu
protilatky proti tyreoidalni peroxidaze
autoimunitni onemocnéni
antioxida¢ni ochrana organismu
autoimunitni polyglandularni syndrom
body mass index

kongenitalni adrenélni hyperplazie
complete androgene insensitivity syndrome
Cushingova choroba

kortikoliberin

Cushingliv syndrom

diabetes mellitus

funk¢ni bolesti biicha

fine needle aspiration biopsy

folikuly stimulujici hormon

volny tyroxin

Gravesova-Basedowova choroba
glukokinéaza

glukokinazovy diabetes

gastric inhibitory polypeptide
gastrointestinalni trakt

glucagon-like peptide 1
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GPx glutathionperoxidaza

GSH glutathion

HbAlc glykovany hemoglobin

HNF-diabetes diabetes transkrip¢nich faktort

IGF-1 inzulinu podobny rustovy faktor 1 (insulin-like growth factor 1)

IVGTT intravendzni glukézovy tolerancni test

JLT juvenilni lymfocytarni tyreoiditida

LGN Lekselliiv gama niiz

LH luteiniza¢ni hormon

LPS lipopolysacharid

MEN mnohocetna endokrinni neoplazie

MDA malondialdehyd

MODY dospéla forma diabetu u mladych
(maturity-onset diabetes of the young)

oGTT oralni gluk6zovy toleranéni test

0S oxidacni stres

PAIS partial androgene insensitivity syndrome

PHP pseudohypoparatyredza

PHPla pseudohypoparatyredza typu la

PP pankreaticky polypeptid

PPHP pseudopseudohypoparatyredza

P450scc enzym Stépici postranni fetézec cholesterolu

PTC papilarni karcinom S§titné zlazy

PTH parathormon

PYY peptid YY

ROS reaktivni formy kysliku

SLE systémovy lupus erythematodes

SOD superoxiddismutaza

StAR protein steroidogenni akutni regulacni protein

TC karcinom §titné Zlazy

T1DM diabetes mellius 1. typu

TRMA thiamin-responzivni megaloblasticka anemie

TSH tyreotropni hormon

ucC ulcer6zni kolitida
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