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Seznam zkratek:

APC — antigen prezentujici buiky

BMI - body mass index

CR - Ceska republika

DR3/DR4 — hlavni komplex histokompatibility, 2. tfida, DR3 a DR 4
FBB — funk¢ni bolesti biicha

FD - funkéni dyspepsie

GADG65 — dekarboxylaza kyseliny glutamové

GIP - gastric inhibitory polypeptide, novéji glucose-dependent insulinotropic peptide
GIT — gastrointestinalni trakt

GLP-1 - glucagon-like peptide 1

H. pylori - Helicobacter pylori

HbA ;- glykovany hemoglobin A;c

IA-2 — protilatky proti tyrozin fosfatdze

IAA — protilatky protiinzulinu

ICA512 — protilatky proti proteinu sekrecnich granul f-bunck

IL - interleukin

ISPAD — mezinarodni spolecnost pro détsky a juvenilni diabetes
PMT 563-587nm — fotonasobi¢ 563-587nm

PP - pankreaticky polypeptid

PYY - peptid YY

RAP — recidivujici bolesti bficha

T1DM - diabetes mellitus typ 1

TNF-a - tumor necrosis factor alfa

XMAP Luminex — multiplexova metoda Luminex

YAG-laser - Yttrium Argon Germanium laser



Gastrointestinalni hormony a diabetes mellitus
typu 1 v détském véku

1 Uvod

1.1 Diabetes mellitus typ 1

T1DM je chronické autoimunitni onemocnéni spojené s poruchou metabolickych pochodii
jedince, které vznika v disledku autoimunitni destrukce B-bunék Langernhanzovych ostravku

pankreatu.

1.1.1 Patoimunologie TIDM

Pfi¢ina vzniku autoimunitni destrukce B-bunck je multifaktoridlni. Rizikovym faktorem je
geneticka vybava jedince spojena s hlavnim komplexem histokompatibility II. tfidy, u néhoz
dojde v dusledku vnéjsi noxy k Spusténi autoimunitni kaskady. Tato kaskada nebyla prozatim
identifikovana. U jedinct nesouci genotyp DR3 nebo DR4 je relativni risk vzniku TIDM vét-
§i nez u bézné populace (1). Inzult zprostiedkovany T-lymfocyty vede k uvolnéni antigent -
bun¢k (GAD6S5). Tyto antigeny jsou APC prezentovany CD4 T-lymfocytim. CD4 T-
lymfocyty podporuji diferenciaci T-lymfocytu na Thl-helpers. Makrofagy secernuji IL-12 a
stimuluji CD4 T-lymfocyty k produkci interferonu y a IL-2 (2; 3). Interferon y stimuluje dalsi
makrofagy, které produkuji cytokiny IL-1PB, TNF-a a volné radikaly NOy-, Oy, jenz ptsobi
dale cytotoxicky na p-bunky pankreatu (2). Prevaha Thl bun¢k vede k diferenciaci
k autoantigen cytotoxickych CD8 T-lymfocyti, které uvolnénim perforinu, granzymu a Fas
aktivovanou apoptézou destruuji f-buniky Langernhanzovych ostrivkl pankreatu a dale uvol-

nuji dalsi antigeny (4).



Autoimunitni odpovéd’ je po uréitou dobu udrzovana a dale diverzifikovana proti vice epito-
pum, tim dojde k dysfunkci protektivnich imunitnich mechanismi jedince (Schéma 1). Pfi-
znaky onemocnéni se projevi pii destrukci asi 80-90% bunék (5). Rychlost destrukce je rtizna.
U mladsich jedinct pfedevsim s haplotypy DR3/DR4 probéhne destrukce bunék béhem tvod-
nich 1-3 let od propuknuti nemoci, kdezto u starSich jedincti dochazi ke kompletni destrukei 1
po 10 letech trvani nemoci. U vétSiny T1DM pacientdl pii propuknuti onemocnéni je deteko-
vano vice druhti protilatek GAD65, ICA512/1A-2 a IAA (Schéma 2) (6). Prubéh onemocnéni
muzeme rozdélit do 4 stadii: (1) preklinické stadium (destrukce B-bunék pankreatu), (2) po-
stupné propuknuti onemocnéni, (3) prechodné remise ,,honeymoon period, (4) vlastni one-
mocnéni.

Schéma 1
Autoimunitni odpovéd’ proti p-buiikdm pankreatu
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Schéma 2
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Zdroj: Atkinson MA, Eisenbarth GS: Type 1 diabetes: New perspectives on disease pathogenesis and treat-
ment. Lancet 2001;358: 221-229 a upraveno dle Huml M. et al.

1.1.2 Epidemiologie TIDM

TIDM je nejcastéjsi typ diabetes mellitus vyskytujici se v détském véku s velmi zavaznymi
diisledky pro jedince. Incidence onemocnéni v CR pohybuje na hranici 20 ptipadii na 100tis.
obyvatel (7). V posledni dekadé dochazi k vyznamnému narlstu incidence T1IDM ve vyspé-
lych statech Evropy a svéta (Tabulka 1) v celém spektru vékovych skupin détskych pacientd.
Nejprogresivnéji je tomu u déti nejmladsich vékovych skupin, tj. v predskolnim véku (Ta-

bulka 2).



Tabulka ¢. 1

Incidence T1DM ve statech jednotlivych svétadili na 100 tis. obyvatel

(o] 10 20 30

Incidence/100,000

40

Finland 34.9 Safat (Kuwait) 17.1
Sardinia (ltaly) 32.4 Israel 5.9
Sweden EEEEEEE———————— 25 7 Novosibirsk (Russia) 4.5
3 counties (Denmark) eess————— 24.5 Hokkaido (Japan) 2.1
Aberdeen (UK) meesssssssss—— 24.0 Chiba (Japan) 1.4
8 counties (Norway) =eessss———— 20.0 Okinawa (Japan) 1.3
N. Ireland (UK) weessssssms 16.9 Hong Kong 0.9
Oxford region (UK) s 15.8 Karachi (Pakistan) 0.7
Catania province (ltaly) w——11.7 Africa
Estonia 1.4 Oran (Algeria) mmm5.7
5 regions (Netherlands) = 11.0 Beja (Tunisia) wmm5.7
Portalegre (Portugal) s 10.9 Gezira province (Sudan) ===5.0
Algarve region (Portugal) == 10.3 Gafsa (Tunisia) w==3.7
Attica region (Greece) W 9.5 Monastir (Tunisia) =1.7
Antwerp region (Belgium) =S4 Mauritius ®81.3
Luxembourg 9.3 Australia and Oceania
West Bulgaria we= 8.5 Canterbury (New Zealand) — 23.8
Pavia province (ltaly) =82 New South Wales (Australia) —17.7
Austria == 8.0 y
Turin province (ltaly) W= 3.0 . North America
4 regions (France) s 8.0 Prince Edward Island (Canada) s 20.0
18 counties (Hungary) == 7.7 Puerto Rico (USA) s 16.3
Coimbra (Portugal) === 7.7 Jefferson county, AL (USA) = 10.2
Lombardia region (ltaly) "=7.6 Cuba =m4.0
Region Marche (ltaly) == 7.4 Veracruz (Mexico) ®1.3
Latvia ™==—=6.9 South America
Lithuania '™===6.9 Montevideo (Uruguay) wesss 8.2
Slovenia "= 6.5 Avellaneda (Argentina) meees 7.3
Lazio region (Italy) ™= 6.4 Cordoba (Argentina) s 7.3
Bucharest region (Romania) ™= 5.6 Corrientes (Argentina) === 6.5
Slovakia "™==5.6 Virgin Islands (USA) == 4.0
Wielkopolska (Poland) "™=5.0 Santafé de Bogota (Colombia) == 3.8
. o 3 centres, Sao Paulo (Brazil) == 3.6
Ceska republika msss——— 20.0 Santiago (Chile) ™3.0
Paraguay 10.8

0 10 20 30
Incidence/100.000
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Zdroj: Nelson Textbook of Pediatrics, Elsevier, 18" ed., 2008 a upraveno dle Huml M. et al.

Tabulka ¢. 2

Procentualni meziro¢ni rust incidence TIDM v riiznych vékovych kategoriich

Zdroj : Nelson Textbook of Pediatrics, Elsevier, 18" ed., 2008 a upraveno dle Huml M. et al.




1.1.3 Hyperglykemie a T1IDM

Porucha metabolické rovnovahy T1DM vede k recidivujicim hyperglykemiim. NaSe pracovni
skupina prokazala, ze hyperglykemie u TIDM v détském véku je spojena se zvySenym OXi-
da¢nim stresem (8). Hyperglykemie indukuje nadprodukci superoxidu. Zvysena tvorba kysli-
kovych radikalti poskozuje bunécné proteiny, lipidy membran, nukleové kyseliny vedouci
k bunééné smrti a rozvoji degenerativnich zmén. I pfes intenzivni terapii se u mnohych TIDM
pacientii nedafi dosdhnout dobré kompenzace T1DM, coz ptispivd k rozvoji komplikaci
T1DM. Juvenilni diabetes a s nim spojené komplikace se podileji na zkraceni primérné délky

zivota nemocnych az o 15 let (9).

1.1.4 Faktory ovliviiujici kompenzaci TIDM

Glykemie vzhledem k centralnimu postaveni je pod vlivem fady riznych faktor. Uplatiiuji se
zakladni prvky 1écby T1DM (inzulinoterapie, dodrzovani diety, fyzicka aktivita, edukace a
self-monitoring), pfitomnost komplikaci TIDM (makro- i mikroangiopatie — diabeticka neu-
ropatie, nefropatie, retinopatie), dale pfidruzené autoimunitni onemocnéni (pfedevsim auto-
imunitni thyroiditis, celiakalni sprue), infekéni nemoci (hornich cest dychaci, gastrointestinal-
ni infekce), stav pacientovi psychiky, rodinné zdzemi a v neposledni fad€ diabetologicky tym
starajici se o pacienta. Kvalita metabolické kompenzace je izce spjata s progndézou onemoc-

néni a pfimo imérna riziku rozvoje komplikaci (10).



1.1.5 Ovlivnéni kompenzace T1DM gastrointestinalnim traktem

Gastrointestenitalni onemocnéni se bézn¢ vyskytuji v normalni populaci, ale také u jedincii
s TIDM. Snaha najit ekvilibrium mezi davkou inzulinu a pozadovanou energii organismem
stavi GIT jako vstupni bod do dulezité role. K postizeni GIT mtize dojit na zaklad¢ anatomic-
kého ¢lenéni od dutiny ustni az po periandlni oblasti, dale GIT muze byt postizen v disledku
riznych patofyziologickych mechanismi. Kompenzaci TIDM miuze ovliviiovat sdruzené au-
toimunitni onemocnéni (1) celiakalni sprue, (2) chronicka infekce (H. pylori), (3) porucha
autonomniho nervového systému (gastroparéza), (4) lokalné produkované peptidy (gastroin-
testindlni peptidy). Dysfunkce v oblasti GIT mize vést ke zhorSené metabolické kontrole

onemocnéni.

1.1.5.1 Piidruzené autoimunitni onemocnéni a TIDM

T1DM je autoimunitni onemocnéni (11), které byva sdruzeno i s dalsimi onemocnénimi, napft.
juvenilni lymfocytarni thyroiditis, autoimunitni adrenalitidou vedouci k Addisonové chorobé,
atrofickou gastritidou a také celiakii (celiakalni sprue, glutenova enteropatie) (12; 13). U
T1DM pacientti se vyskytuje celiakie s prevalenci asi 4-6%, u vétSiny z nich probihd asym-
ptomaticky nebo si pfiznakii nejsou védomi, tj. asi desetinasobek ve srovnani s predpoklada-
nou prevalenci v bézné détské populaci (14; 15; 16). AZ u 1/3 pacienti se objevi jinak nevy-
svétlitelné priznaky onemocnéni - neprospivani na véaze, priajmovitych stolic, porucha rastu,
bolesti bficha nebo anémie (17). Pod vlivem autoimunitniho zanétu dochazi k atrofii klku
tenkého stieva a poruse absorpce Zivin az vzniku malabsorp¢niho syndromu. Je otdzkou, zda
zanctem poskozena sliznice ovliviiuje metabolickou kontrolu a potiebu inzulinu u TIDM pa-

cienti? Mohn a spol. popsali vyssi vyskyt rannich hypoglykemickych epizod u TIDM déti



s celiakalni sprue predevsim kratce po zavedeni bezlepkové diety (18). Avsak po stabilizaci a
dodrzovani bezlepkové diety se pocet prodélanych hypoglykemii nelisil od bézné T1DM po-
pulace. PoSkozeni stfevni sliznice pfi celiakdlni sprue pravdépodobné zvysuje riziko hypogly-
kemie u TIDM déti. Acertini a spol. nenalezli zadné statisticky vyznamné rozdily
v metabolické kontrole a potiebé inzulinu mezi détskymi TIDM a zdravymi jedinci (19). Ke

stejnym zaveéram dospél i kolektiv Kaukinena a jeho spolupracovnikii (20).

1.1.5.2 Infekce a TIDM

Infekce u TIDM jedinct zhorSuje metabolickou kompenzaci a zvySuje potiebu inzulinu (21).
Infekce vede u TIDM K hyperglykemii v dusledku sekrece kontra-regula¢nich hormont (ka-
techolamind, glukagon, kortikosteroidt, hormont $titné zlazy) a produkce cytokint (IL-1,IL-
6, TNF-a). Samotné cytokiny zpétné stimuluji sekreci kontra-regulacnich hormont a pfimo
ovlivituji metabolismus glukézy (21). Byly popsany elevované klidové hladiny cytokint (IL-
1, IL-6, TNF-a) u T1DM ve srovnani se zdravou populaci (22).

Helicobacter pylori (H. pylori) je ptivodce nejbéznéjsi chronické bakterialni infekce svéta,
prevazné ziskanou v détstvi, a ktera je spojena s produkci zanétlivych cytokint (TNF-a, inter-
leukinu 1,6). HP je povazovan za hlavniho gastroduodenalniho patogena ve spojitosti
S zalude¢nimi a duodenalnimi viedy, Zalude¢nimi malignitami, bolestmi bficha, non-ulcer6zni
dyspepsii a s poruchou motility Zaludku (23). HP infekce je davana do souvislosti s propuknu-
ti nékterych autoimunitnich onemocnéni (24). TIDM v dusledku hyperglykemii je spojen
s vyss§i vnimavosti k infekcim (25). U T1DM pacientti byla popsana dysbalance imunitniho
systému a to abnormality leukocytl (neutrofili, monocytl a lymfocyt) ve spojitosti s chemo-
taxi, fagocytdzou, oxidativnim vzplanutim. Gallacher popsal negativni korelaci mezi glyko-

vanym hemoglobinem (HbA1.%) a schopnosti neutrofilti ni¢it bakterie (26).



Predpokladalo se, Ze prevalence HP infekce bude vyssi mezi TIDM a povede k zhorSeni me-
tabolické kontroly zadkladniho onemocnéni. Mimo ojedin€lé studie, které prokazala zlepseni
HbA1.% u détskych T1IDM po eradikaci HP a jejiz vysledky jsou zatizeny malym poctem
probandt (n=13) (27), dalsi studie neprokazaly vliv HP infekce na T1DM a nebylo prokazano
zlepseni HbA;1.%, Vv denni potieb¢ inzulinu a ani v uspésnosti eradikaci HP u TIDM jedinct.
T1DM (28; 29). Nase skupina také neprokazala vliv HP infekce na kompenzaci T1DM, ale
HP pozitivni status byl signifikantné spojen s pfiznaky horniho dyspeptického syndromu (30;
31). Je mozné spekulovat, Ze k ovlivnéni kontroly TIDM dochazi az pii déle trvajici infekci

HP a tedy z eradikace onemocnéni vice profituji dospeli T1DM jedinci (28).

1.1.5.3 Porucha autonomniho nervového systéemu a TIDM

Neuropatie je povazovana za hlavni komplikaci TIDM u dospélych jedinct (32). Vyznamné
piispiva k celkové morbitidé a mortalit¢ onemocnéni. Termin diabetické neuropatie je prede-
v8§im spojovan s polyneuropatii zahrnujici autonomni i periferni nervovy systém. Dle dat z
rozsahlych epidemiologickych studii polyneuropatie se vyskytuje az u 66% T1DM dospélych
jedinct (33). Neuropatie autonomniho nervového systému byla potvrzena i u détskych TIDM
pacientt (32). Pfiznaky neuropatie senzoricko-motorickych vlaken piedchazi rozvoji poruchy
autonomniho systému, vyjimeéné v opa¢ném sledu. Pod vlivem autonomni neuropatie, fluk-
tuace glykemie dochazi k poruse koordinace motorického komplexu zaludku — tzv. diabetické
gastroparéze (34; 35; 36). Zména rychlosti evakuace zaludku mimo subjektivnich symptomi
nadymani, pocitii plnosti vede ke vzniku neocekavanych hypoglykemii a naslednym hyper-
glykemiim (37). Hyperglykemie dale pfipivaji k zvysené tvorbé kyslikovych radikalim, jenz

nadale poskozuje nervova vldkna a tim uzavird pomyslny ,,circulus viciosus®. Az 44% pacien-



ti umira v priméru do 2.5 rokt od diagnoézy symptomatické autonomni neuropatie. Reid a
spol. popsal kazuistiku 3 adolescenti, u nichz byla scintigraficky prokazana gastroparéza a
nasledna 1éc¢ba prokinetiky vedla k zlepSenim metabolické kontroly (38). Také White a spol.
popisuji kazuistiky 2 mladych jedinct s gastroparézou, u kterych doslo k zlepSeni metabolické
kontroly po zahajeni 1é¢by (39). Cucchiara s spol. popsal prodlouzenou dobu evakuace a elek-
trické abnormality zaludku u T1IDM détskych pacientli spojené s vyssi hladinou HbA1.% a
hor§imi postprandidlnimi glykemickymi profily (40). Détsti TIDM s jinak nevysvétlitelnou

Spatnou kompenzaci onemocnéni by méli byt vySetfeny stran poruchy motility zaludku.

1.1.5.4 Gastrointestinalni hormony a TIDM

Moderni strategie 1é¢by TIDM se opira o substituci inzulinu. Od roku 1921, kdy byl tento
hormon objeven, je jedinym lékem volby pro T1IDM pacienty. Diky intenzifikovanému inzu-
linovému rezimu dosahuji pacienti lepsi metabolické kontroly onemocnéni a sniZeni rizika
rozvoje komplikaci spojenych s TIDM, ktera je v§ak vykoupena vy$$imi vahovymi pfirtstky
a soucasné tiikrat vyssim rizikem hypoglykemie piedev$im v dobé adolescence (41). Substi-
tuce inzulinu i pfes celou fadu inzulinovych analog a inzulinovych pump neodrazi sekrecni
profil zdravych jedincl. Perzistujici nebo postpradidlni hyperglykemie neni vyjimkou
v détském veku.

I ptes existenci celé fady substitu¢nich rezimt v 1é¢bé T1DM stale dochazi k substituci jedi-
né¢ho hormontl — inzulinu, jehoZ sekrece je poskozena destrukci B-bunck pankreatu. Nékolik
posledni let je intenzivné zkouman vliv gastrointestinalnich peptidi na TIDM a jeho kom-
penzaci, coZ je predmétem této dizertacni prace. Tyto plisobky ovliviiuji motilitu GIT (amy-
lin, GIP, GLP-1, PYY), ptsobi na produkci glukoézy jatry (amylin, ghrelin, PP, GIP, GLP-1de
1, peptid Y'Y, leptin), inzulinovou sekreci (amylin, ghrelin, GIP, GLP-1, PP) ¢i zvySuji pfeziti

9



B-bun€k Langernhanzovych ostrivkid. Popis u¢inki jednotlivych hormont ve vztahu k TLDM
a jeho kompenzaci (tabulka 3). GIT hormony a hormony souvisejici S gluk6zovym metabo-
lismem byly studovany na zvitecich i lidskych modelech. EXistuje v§ak mnozstvi pochodii a
interakci, které nejsou zcela objasnény. Svétova literatura neobsahuje dostate¢né informace ve

vztahu k détskému T1DM.
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2 Gastrointestinalni hormony - charakteristika
hormoni a soucasny stav problematiky

V poptedi vyzkumi stoji hormony produkované pankreatem (amylin, ghrelin, PP) a gastroin-

testindlni traktem (ghrelin, GIP, GLP-1, peptid YY) nebo tukovou tkani (leptin).

2.1 Amylin

Amylin je polypeptid tvofeny fetézcem 37 aminokyselin a je secernovan B-bunkami Langer-
hansovych ostrivkl spole¢né s inzulinem. Gen amylinu byl lokalizovan na chromozomu 12
(42). Amylin vznika z preproamylinu proteolyzou proamylinu, 67-aminokyselinovy fetézec,
z kterého nasledné vznika dalSimi Gpravami kone¢na podoba amylinu (43; 44). Molekula
amylinu napodobuje strukturu vlastni molekuly inzulinu. Obsahuje disulfidické mustky a C-
terminalni Gsek, jenZ je esencialni pro jeho biologickou aktivitu (45). Rostouci hladina gly-
kemie po poziti stravy je signalem k sekreci amylinu. K tomu dochazi ve B-bunkach pankrea-
tu ve spole¢nych vezikulach s inzulinem, kde je skladovan v molarnim poméru 1:100 ve pro-
spéch inzulinu (46; 47). Ledvinna clearence amylinu je podobné jako C-peptidu niz§i nez in-
zulinu, proto béhem la¢néni je pomér v obéhu amylinu Kk inzulinu 1:7-1:16 (48; 49). Zavéry
studii uc¢inkd amylinu u T1DM jedinct jsou odlisné od zavéra studii na zvitecich modelech.
Pfedevsim popiraji souvislost amylinu s inzulinovou senzitivitou, ktera byla popsana na zvi-
fecich modelech (50). Dalsi dvé dilezité vlastnosti amylinu jsou popsany i u lidskych TIDM
jedinct - zpomaleni evakuace zaludku a inhibice sekrece glukagonu, tento Gcinek je dulezitéj-
81 nez ovlivnéni inzulinové sekrece a senzitivity (51; 52). Rychlost evakuace zaludku je na
davce zavisla amylinu. Hypoglykémie ptsobi nadfazen¢ na t¢inek amylinu a evakuaci zalud-

ku (53). Inhibice sekrece glukagonu je také na davce zavisla a k supresi dochazi jiz pti velmi
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malych davkach amylinu. Amylin také ovliviiuje pocit sytosti. Receptory amylinu byly identi-
fikovany v jadrech hypotalamu fidici pocit sytosti (lamina terminalis a area postrema). Data
recentnich studii naznacuji, ze amylin ma centralni anorekticky efekt (54; 55). U T1IDM byly
nalezeny nizké hladiny amylinu na rozdilné stimuly bez ohledu na peroralni nebo intravendz-
ni podani. Disledkem snizenych hladin amylinu u T1DM dospélych jedinct dochézi ke ztraté
dilezitych postprandidlnich ucink. Jedna se predevsim supresivni Gc¢inek na sekreci gluka-
gonu a zpomaleni evakuace zaludku (51; 52), proto nasim cilem je substituce u¢inkt amylinu.
Synteticky analog amylinu byl jiz vyvinut a schvalen k 1é¢bé dospélych TIDM jedinct
v kombinaci s inzulinem. Ukazuje se, Ze pii dlouhodobé terapii dochazi k redukci poc¢tu post-
prandialnich exkurzi glukozy, snizeni hladiny HbA1.% a vahy pacientii bez soucasné potieby
navyseni davky inzulinu (56; 57; 58). Potvrzenim nizkych hladin amylinu i u détskych TIDM

pacientil by se oteviel novy prostor pro jejich 1écbu.

2.2 Inkretiny

Témét pred 100 lety Moore a spol. popsali substanci v duodenalnim extraktu, jenz méla hy-
poglykemizujici vlastnosti (59). Latky zacaly byt pozdé&ji oznaCovany jako inkretiny. Inkreti-
ny jsou hormony secernované travicim traktem a mezi zastupce se fadi GIP a GLP-1. Poly-
peptidy, které jsou uvoliiovany po poziti stravy do obéhu, moduluji sekreci, G¢inky inzulinu a
dalsi metabolické pochody (tabulka 3). Sekre¢ni odpoveéd’ inzulinu na plisobeni inkretinti se
nazyva ,inkretin efekt” (60). Piiblizn¢ 50% ¢ast secernovaného inzulinu po poziti stravy ob-
sahujici glukoézu je uvolnéno v disledku G¢inku inkretind. Vzhledem k této vlastnosti jsou

inkretiny oznacovany jako inzulinotropické hormony (61).
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2.2.1 GLP-1

GLP-1 je secernovan postprandialn¢ L-bunikami rozmisténymi v pribehu celého tenkého stie-
va a vzestupného traéniku (62). GLP-1 vznika postransla¢ni tpravou ptsobenim konvertazy
PC/1 produktu genu pro proglukagon umistény na chromozomu 2 (63). Proglukagon je gen
kodujici dva glucagon-like peptidy (GLP-1 a GLP-2), které sdileji asi 50% strukturalni
homologie s glukagonem. GLP-2 nema zadné inzulotropické ani hypoglykemizujici G¢inky. U
lidskych jedinct existuje GLP-1 v nékolika podobach, az 80% GLP-1 je tvofena biologicky
aktivni formou latky GLP-1(7-36) amid, mén¢ pak zastoupena GLP-1 (7-37). GLP-1 dosahuje
svého ucinku navazanim na specigfické receptory — (GLP-1R) (60), zvySujici intracelularnich
posli cAMP a Ca®*. Kromé insulinotropického efektu GLP-1 inhibuje Zaludeéni evakuaci a
inhibuje sekreci glukagonu, dale chrani B-buiky pted apoptéozou a stimuje proliferaci
ductalnich bunék a diferenciaci nezralych progenitorti pankretickych ductu v buitky podobné
B-bunkam Langerhazovych ostruvki (38). Biologicky polo¢as GLP-1 je velmi kratky v fadu
nékolika minut vzhledem k enzymatické degradaci dipetidyl-peptidazou-1V (DPP-1V) a
rychlé ledvinné clearence (64; 65). Hladina GLP-1 prudce stoupa béhem nekolika minut po
poziti stravy, k navratu k bazalnim hladindm dochazi béhem 2-3 hodin (60). Absence gent
pro GLP-1 vede k rozvoji diabetu mellitu. Vztah byl prokazan pomoci geneticky modifikova-
nych knock-out mysi. Uéinky GLP-1 na cilové tkan& jsou shrnuty v tabulce 3. U T1DM paci-
entll byl popsan nizky ,,inkretin efekt”, avSak hladiny jednotlivych inkretinii se statisticky
nelisily v porovnani se zdravou populaci (66; 67). Aplikaci exogenniho GLP-1 dochazi
k prodlouzeni ¢asu evakuace Zaludku. Dle vysledkt Myhreo a Willmse se ¢as prodluzuje az
na dvojnasobnou hodnotu (68; 69). Vysledky radomizovanych dvojité zaslepenych studii uka-
zuji signifikantni zlepSeni glykemie nala¢no u T1DM jedinct, kterym byla podana infuze
s GLP-1 (70). Dalsi studie hodnotici postprandialni hyperglykemické exkurze u TIDM pro-

kazaly, ze podanim infuze s GLP-1/inzulin maji pacienti zlepSené glykemické profily
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Vv porovnani s aplikacemi samotného inzulinu (71; 72). Tyto zavéry podporuji hypotézu zvy-
Sené senzitivity inzulinu indukované u¢inkem GLP-1 a inhibice abnormalni sekrece glukago-
nu. Poznanim G¢inkd GLP-1 na glukézovy metabolismus rozpoutalo vinu zajmu o tento poly-
peptid. Informace ve svétové literatufe hodnotici hladiny a uc¢inky GLP-1 na détsk¢ TIDM

populaci jsou prozatim nedostate¢né.

2.2.2 GIP

K syntéze GIP dochdzi v K-bunikach v oblasti duodena a jejuna. Jedna se o peptid tvoreny 42
aminokyselinami vznikajici postranslaéni modifikaci 153 aminokyselinového polypeptidu,
ktery je kodovan GIP genem na chromozomu 17 (73). GIP byl nejprve spojovan s inhibici
sekrece zaludecni kyseliny a motility GIT v suprafyziologickych hladinach. Pozdé;si studie
prokazaly jeho stimulujici G¢inek na sekreci inzulinu. Obdobné jako GLP-1 i GIP cirkuluje
nalac¢no V nizkych hladinach. K jeho syntéze a uvolnéni do ob&éhu dochazi po poziti stravy
obsahujici glukozu a lipidy (74; 75; 76). Pozitim samotnych lipidu bez ptitomnosti sacharidi
nedojde k dostate¢né sekreci GIP, ktera by stimulovala sekreci inzulinu. Sekrece inzulinu
facilitovana GIP je dependentni na glukoze (77). GIP se vaze na specifické receptory (GIRP),
jejichz aktivaci se zvysi intracelularni hladiny cAMP a Ca®. GIP kromé inzulinotropniho
ucinku také spolecné€ s inzulinem stimuluje inkorporaci mastnych kyselin do triacylglyrida
v adipocytech, zvySuje aktivitu lipoproteinové lipazy, a tim moduluje syntézu mastnych kyse-
lin. Proliferace B-bun¢k a délka jejich preziti je také pod vlivem GIP. Hladina GIP prudce
stoupa béhem nékolika minut po poziti stravy, k navratu k bazalnim hladindm dochazi béhem
2-3hodin (60). Biologicky poloc¢as GIP je velmi kratky a je enzymaticky degradovan u¢inkem
DPP-IV. Absence gent pro GIP vede k rozvoji diabetu mellitu. Vztah byl prokazan pomoci

geneticky modifikovanych knock-out mysi. Lynna a spol. prokéazal spojitost mezi hypergly-
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kemii a downregulaci exprese GIPR (78; 79). U¢inky GIP na cilové tkan& jsou shrnuty
v tabulce 3. Predchozi studie prokazaly normalni cirkulujici hladiny GIP u nové diagnostiko-
vanych mladistvych TIDM jedinct po zahajeni inzulinoterapie (66; 80). Naopak Nakanome-
me a spol. popsali zvysené postpradialni hladiny u dospé€lych pacientd s TLDM a T2DM opro-
ti zdravé populaci (81). Soucasné dob¢é neni patofyziologie GIP u détskych T1DM jedinct

definitivn¢ oziejména.

2.3 Ghrelin

Ghrelin je polypeptid tvoteny fetézcem z 28 aminokyselin a je kodovan genem umisténym na
chromozomu 3. Ghrelin-imunoreaktivni buiiky jsou rozmistény piedevs§im v antru zaludku,
duodenu, jejunu a tlustém stevé, dale jsou sporadicky nalézany v pankreatu, hypofyze, ledvi-
nach a placenté (82; 83; 84). Produkce je z 80% zajisténa buikami lokalizovanymi v antru
zaludku (85). Pro vlastni biologické u€inky ghrelinu je nutna postransla¢ni modifikace, kdy
dojde k esterifikaci hydroxylové skupiny serinu a tim aktivaci ghrelinu. V krevnim obé&hu se
nachazi obé formy. Aktivni forma je diky esterifikaci nestabilni, proto hladiny aktivni formy
jsou podstaté niZsi nez formy neaktivni. Existuji 2 typy receptoru pro ghrelin podtyp la a 1b
skladajici se 7 hlavnich transmebranovych domén, k jeho aktivaci dochéazi cestou cAMP a
proteinkinazy A (86; 87). Bunky produkujici ghrelin v oblasti zaludku v tésné blizkosti termi-
nalnich vagovych zakonceni. Hladina ghrelinu je ve fetalni obdobi velmi nizka a zvysuje se S
vékem (88). Béhem lacnéni je hladina ghrelinu elevovana, naopak k jejimu poklesu dochazi
po poziti stravy (89).

Utinky ghrelinu jsou velmi rozmanité. Ghrelin piisobi centralng v oblasti hypofyzy, kde zvy-

Suje sekreci antidiuretického hormonu, somatotropinu, kortikotropin uvoliiujici hormonu a
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prolaktinu. Ghrelin ovliviiuje energetickou bilanci organismu plisobenim na centrum sytosti.
Aplikace ghrelinu stimuluje pfijem stravy u zvifecich modelt, soucasné zvysuje sekreci zalu-
de¢ni kyseliny a urychluje evakuaci zaludku. V ptipadé kratkodobé nebo dlouhodobé nega-
tivni energetické bilance dochazi k zvyseni cirkulujicich hladin ghrelinu, naopak nizké hladi-
ny jsou detekovany po poziti stravy nebo pfi dlouhodobé pozitivni energetické bilanci. Na
geneticky upravenych zvitecich modelech, kterym byl vyfazen gen ghrelinu, prokazaly nizsi
hladiny glukézy po zatézovych testech a vysS§i hladinu inzulinu ve srovnani
s nemodifikovanymi modely (90). Infuze ghrelinu vyvola u zdravych mladych jedinct akutni
inzulinové rezistence ovlivnénim K*-kanala -bunék (91). Soucasné dobé nejsou znamy pies-
né faktory regulujici sekreci ghrelinu. Sun a spol. prokazali, ze nizka hladina ghrelinu vede
k zlepSeni funkce B-buiiky a také zvySuje senzitivitu periferni tkané€ k ptisobeni inzulinu (91).
Dle zavéra dalsich studii zvySené hladiny ghrelinu ptisobi na B-buniku a inhibuji sekreci inzu-
linu (83; 94; 95). Celi a spol. popsal negativni korelaci mezi hladinou celkovou i hladinou
aktivniho ghrelinu a denni davkou inzulinu (96). Holdstock a spol. popsali alterovanou sekre-
ci ghrelinu u TIDM pied zahdjenim 1écby inzulinem. Hladina ghrelinu byla po podani testo-
vaciho pokrmu signifikantné sniZzena (97). Po roce trvani 1é¢by doslo k normalizaci odpovédi,
avSak hladiny pfetrvavaly niz$i ve srovnani se zdravou populaci. Abnormalni sekrece ghrelinu
narusuje energetickou i metabolickou bilanci diabetickych pacienti. Data o vztahu mezi dét-

skou T1DM populaci a ghrelinem jsou nedostatecn.
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2.4 Leptin

Leptin je polypeptid tvofeny 148 aminokyselinami a je produkovan adipocyty piedevsim bilé
tukové tkané (98). Jeho piitomnost byla vSak prokazana i v dalSich tkanich - placenté, epiteli-
alnich bunék mlécné Zlazy a dokonce i ve sliznici zaludku (99). Ke kdédovani dochazi na
chromozomu ¢islo 7 genem Ob (lep) (100). Biologickou aktivitu Ob proteinu zajistuje termi-
nalné umisténd disulfidickd vazba. Leptin U¢inkuje navdzadnim na ob receptor. V soucasné
dob¢ je popsano 6 variant ob-receptoru. Pét izoforem jsou bunééné receptory, Sesta izoforma
cirkuluje v plazmé. Bunééné izoformy jsou oznacovany jako Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd a
Ob-Rf. Avsak pouze Ob-Rb izoforma (tzv. dlouha izoforma) obsahuje intracelularni strukturu
nutnou pro aktivaci JAK (janus kinase) - STAT (signal transducers and activators of transcrip-
tion). JAK-STAT struktura je dulezita pro dalsi pfenos signalu z receptoru k nitrobunécnym
systémum, které realizuji vlastni odpovéd’ buniky po navazani leptinu na jeho receptor. Ostatni
izoformy s transmembranovou doménou (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd a Ob-Rf) jsou oznacovany
jako tzv. kratké formy receptoru a podileji se zejména na transportu leptinu do tkani a na udr-
zovani jeho setrvalé hladiny v organizmu. Pfitomnost receptorti byla nalezena v tkanich hypo-
talamu, Langerhansovych ostriivkach, nadledvinach, pti¢né pruhovanych svalech, tukové tka-
ni, srdci, jatrech, plicich (101; 102).

Pusobenim v hypotalamu, snizuje apetit a reguluje télesnou hmotnost (100). V obdobi vyva-
zené hmotnosti jedince, kdy je pfijem a vydej energie V rovnosti, hladina leptinu odrazi cel-
kové mnozstvi télesného tuku. Ke zméné hladiny leptinu dochézi pfi negativni nebo pozitivni
energetické bilanci ¢ili hladina leptinu slouzi jako senzor energetické imbalance. K zméné
hladiny leptinu nedochazi v bezprostiedni souvislosti se stravou (103). Pii 24 hodinovém lac-
néni klesd hladiny leptinu oproti bazalni hladiné o 30%, naopak zvysi se 0 50% po 12 hodino-

vém masivnim kalorickém piivodu. Hladina leptinu a exprese Ob genu je zvySena u obéznich
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jedinct. Existuje silnd pozitivni korelace mezi leptinem a BMI a celkovym télesnym tukem
(104; 105; 106). Na lidskych i zvifecich modelech se prokazalo, ze faktory ovliviiujici meta-
bolismus glukdzy jako jsou glukdza, inzulin, glukokortikoidy a cytokiny, soucasné hraji také
roli v regulaci hladiny leptinu (106; 107). Hladiny leptinu je také ovlivnéna pohlavim, zeny
maji tendenci K vyssim hladinam. Sexualni dimorfismus je patrny i v obdobi adolescence
(108). In vivo inzulin vyznamné zvySuje tvorbu leptinu (108). Existuje hypotéza, ze leptin
mize pusobit jako piirozeny stimulator syntézy inzulinu cestou PI3-kinazy (109). A naopak v
prostfedi bunécnych kultur pfi suprafyziologickych hladinach leptinu doslo k snizené sekreci
inzulinu (110). Zavéry nékolika studii prokazaly zvySenou sekreci leptinu pii suprafyziolo-
gickych koncentracich inzulinu nasledujici po infuzi inzulinu, coz je pravdépodobné
v dasledku trofickému efektu inzulinu a zvétSené velikosti tukovych bunék (111; 112; 113).
Soliman a spol. nalezli zvySené hladiny leptinu u T1DM pacienti s horsi glykemickou kontro-
lou (>7,5% HDbA:.), které korelovaly s vysokymi davkami inzulinu (114). Dalsi studie porov-
navajici zdravou détskou populaci s TIDM jedinci neprokazala signifikantni rozdily mezi

hladinami leptinu.

2.5 Pankreaticky polypeptid

PP je tvofen 36 aminokyselinami a patii do rodiny tzv. ,,PP peptidi‘, ktera také zahrnuje neu-
ropeptid Y (NPY) a peptid YY (PYY). Gen pro PP je lokalizovan na chromozomu 17 a synté-
za PP je realizovana specializovanymi PP buiikami disperzné€ rozmisténymi v pankreatu vcet-
né¢ Langerhansovych ostruvka (115; 116). PP je odvozen od prekurzoru prepropankreatického
polypeptidu a jeho biologicka aktivita vznikd navdzanim na receptory oznacované ,,Y* recep-

tory. V soucasné dob¢ bylo identifikovano 5 podtypt, pfi¢emz vSechny jsou spojeny GTP/G-
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protein signalni cestou. PP je schopen se navazat na vSechny podtypy Y receptort, avsak Y, je
preferované aktivovan PP a byl identifikovan v oblasti GIT, pankreatu, srdce, cév, hypotala-
mu a hippokampu (117; 118; 119; 120; 121; 122). Po poziti stravy je PP secernovan do krev-
niho ob¢hu a hladiny zlstavaji elevovany i né€kolik hodin (123; 124). Dle dostupné literatury
PP pravdépodobné¢ hraje roli v metabolismu jedince. Nejsou popisovany rozdilné hladiny me-
zi pohlavimi, ale pravdépodobné existuje tendence k vyS$im hladindm PP u mladSich déti
Vv porovnani s dospélymi (125). U obéznich jedinct byly nalezeny nizké hladiny PP, naopak
zvysené hladiny PP se nachézeji u jedinct s mentalni anorexii (126; 127; 128). Na zvifecich
modelech intravendzni podavani PP vedlo k snizeni pfijmu potravy. U jedinci s Prader-
Williho syndromu, ktery je charakterizovan obezitou a hypefagii, byl pozorovan po intra-
venodznich infuzich PP snizeny pfijem stravy (129). Kono a spol. zjistili, ze aplikaci PP pomo-
ci infuze dochazi k niz§i pottebé inzulinu u pankreotomovanych pst (130). Podavanim PP
infuzemi jedincim s chronickou pankreatitidou doslo k zlepseni jejich glykemickych profila
(131). Signifikantné vyssi zastoupeni PP bunék v pankreatu bylo popsano u jedinct kratce po
onemocnéni diabetem mellitem (132). Zvysené hladiny PP byly popsany u dospélych TIDM
(133), coz poukazuje na moznou souvislost mezi hladinou PP a G¢inku inzulinu.

Ptesny mechanismus neni prozatim zndm a data hodnotici détské T1DM chybi.

2.6 Peptid YY

Peptid YY (PYY) je peptid tvofen 36 aminokyselinami a jeho hlavnim producentem jsou L
buniky. Ty jsou lokalizovany v oblasti terminalniho ilea a celého tra¢niku pod nepifimym neu-
ralnim a humoralnim vlivem proximalni ¢asti GIT (134; 135). Postprandialné jsou do ob&hu

uvoliovany 2 formy PYY (PYY13s a PYY3.36) (136). V porovnani s PP k exkurzim hladin
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PYY dochazi pomaleji a ne bezprostiedné s pozitou stravou (137). Biologicka aktivita peptidu
podobné jako PP je realizovana navazanim na receptory oznacované ,,Y* receptory (138).
V soucasné dob¢ bylo identifikovdno 5 podtypl, pfiCemz vSechny jsou spojeny GTP/G-
protein signalni cestou. PYY je schopen se navdzat na vSechny podtypy Y receptorti, avSak
Y, je preferované aktivovan PYY (138). Ty jsou ptevazné lokalizovany v mozku, na nervech
autonomniho nervového systému, cévach (139). PYY ovliviiuje na ptijem stravy. U lidskych
jedincti po intraven6éznim podani PYY dochazi k snizeni apetitu a pfijmu stravy b&hem
24hodin. Postprandialni elevace PYY puisobi na receptory Y2 lokalizované v nukleus arcuatus
a inhibuji pfijem stravy hypotalomo-gastrointestinalni cestou (140). Cirkulujici PYY pusobi
jako potentni inhibitor motility gastrointestindlniho traktu, evakuace zaludku a sekrece zalu-
dec¢ni kyseliny, taktéz inhibuji exogenni sekreci pankreatu (141). Nizké hladiny PY'Y koreluji
s poklesem inzulinu nebo sensitivité tkani k inzulinu. Na zvifecich modelech T1DM byl zjis-
tén nizky pocet PYY bunék v tra¢niku, nikoliv vSak v prediabetické fazi (142). Data popisuji

hladiny a G¢inky u détskych T1DM zcela chybi.
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3 Cile prace

V soucasné dobé nékolik studii shrnuje role GIT hormoni u dospélych pacientti s TIDM.
Krom¢ inzulinu se objevuji i dal§i hormony, u nichz dochazi k depleci nebo k alteraci jejich
sekrece v dasledku autoimunitni destrukce PB-bun¢k Langerhansovych ostrivki pankreatu.
Substituce nékterych z téchto gastrointestinalnich hormonti u T1IDM dospélych pacientii do-
chazi ke zlepsSeni metabolické kontroly a kompenzaci. Svétova literatura neobsahuje dostatec-
né informace zabyvajici se GIT hormony ve vztahu k détskému T1DM. Studie zabyvajici GIT
hormony z komplexniho hlediska a vzajemnych interakci nékolika hormontl neni v soucas-
nosti znama. Informace o vlivu Grovné kompenzace T1DM na hladiny GIT hormont nejsou

dle dostupné literatury dostatec¢né.

1. Stanoveni GIT hormont pomoci multiplexové analytické metody u détské populace

S T1DM a jejiho posouzeni pro vyuZiti v klinické praxi.

2. Stanoveni plazmatické hladiny jednotlivych GIT hormont u détskych pacienti

(amylin, ghrelin, GIP, GLP-1, leptin, insulin, PP, PYY).

a. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormoni u souboru déti TIDM.
b. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormont u kontrolni skupiny zdravych jedinci.
c. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormont u FBB pacientu, ktefi tvoii 2. kontrol-

ni soubor k zhodnoceni sekrece GIT hormoni u détskych TIDM.
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3. Posoudit vliv GIT hormonii na kompenzaci TIDM.

a. Studovat vliv jednotlivych hormont na metabolickou kompenzaci détskych TIDM

a korelovat hladiny téchto hormont se zékladnimi biochemickymi a antropomet-

rickymi parametry détskych TIDM.

b. Stanoveni hladin GIT hormont u skupin T1DM stratifikovanych dle hodnot HbA .

a tim posoudit vliv hormont na kompenzaci onemocnéni.
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4 Material a metodika

4.1 Soubor

Vsichni pacienti byli pfed zafazenim do studie klinicky vySetfeni a byly stanoveny jejich
zakladni biochemické a antropometrické parametry. Se zdmérem ziskat validni statistické
vysledky byl pted zahajenim studie konzultovan statistik. Probandi jednotlivych analyzova-
nych skupin byli vybrani na zakladé pfedem stanovenych vstupnich kriteriich. Soubor studie
tvotilo 55 déti, ty byly rozdéleny do 3 soubort (T1DM, zdravé kontroly a soubor déti s FBB).
Mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky rozdil ve vékovém rozlozeni, pohlavi a BMI.
Demografické udaje vySetienych skupin jsou shrnuty v tabulce 4, 5 a 6. Jednotliva data od
vSech probandt byla ziskana v pribcéhu 12 mésict spolecné s krevnim vzorkem pii planované
laboratorni kontrole nebo vysetfeni v ramci dispenzarizace v odbornych poradnach détské
kliniky. Ve vsech ptipadech rodi¢e déti byli pred zahajenim studie informovani a podepsali
informovany souhlas. Studie byla schvalena lokalni etickou komisi a vedena dle zasad sprav-

né klinické praxe v ramci Helsinského protokolu (143).

4.1.1 TiIDM

Z celkového poctu pacientt s TLDM (n=113; 64/49 chlapci /divky) sledovanych v endokrino-
logické poradné Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni bylo vybrano na zéakladé vstup-
nich kriterii 19 TIDM pacientd. Jejich definitivni diagnéza byla stanovena na zakladé kombi-
nace klinického nalezu, biochemickych a imunologickych parametrii dle diagnostickych krite-
rii doporucenych ISPAD (144; 145). Nasi probandi T1DM pacienti byli 1é¢eni inzulinem in-
tenzifikovanym rezimem minimaln¢ 4 roky (primérnd doba od diagndzy: 6.5 roku, primérné
davky inzulinu: 0.92 [U/kg/den, praimérné hodnoty HbAj.: 7.2%). V dalsi fazi studie byla

skupina T1DM stratifikovana dle hodnoty glykovaného hemoglobinu na skupinu s jedinci,
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kteti méli hodnotu HbA1cy, >7% (n=9) a skupinu s jedinci s hodnotou HbA;ce <7% (n=10)
k posouzenim vlivu kompenzace onemocnéni na hladiny GIT hormoni (9; 146). Pacienti
s TIDM trvajicim méné nez 4 let, s pfidruzenim dal$§im autoimunitnim onemocnénim, one-
mocnénim jater, infekci vcetné pozitivity Helicobacter pylori infekce, hospitalizovany pro
dekompenzaci pti diabetické ketoaciddzou Vv poslednich 6 mésicich nebo pacienti s poruchou

renalnich funkci byli vylouceni ze studie.

4.1.2 Zdravé kontroly

Kontrolni skupina byla tvofena 21 zdravymi détmi, které byly vysetieny v rdmci hematolo-
gické poradny Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni pro vyskyt trombofilniho stavu
V jejich ptibuzenstvu. VSichni probandi pied zafazenim do studie absolvovali vstupni kom-
pletni klinické vySetieni. Zadny z jedincti nebyl sledovan pro chronické onemocnéni, nemél
ptiznaky onemocnéni gastrointestinalniho traktu, a to se nevyskytovalo ani u nejblizsich pfi-
buznych. V dob¢ vysetieni nikdo z probandi neuzival antibiotika, nesteroidni antiflogistika

nebo jiné ptipravky ovliviiujici chut’ ¢i motilitu trviciho traktu.

4.1.3 FBB

Druhou kontrolni skupinu tvotilo 15 pacienti, ktefi byli sledovani v gastroenterologické po-
radn¢ Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni pro FBB. Vsichni probandi spliovali fimska
kriteria 111 (Rome Il — H2b) pro FBB, ktera zahrnuji intermitentni nebo trvalou bolest biicha
bez piitomnosti zanétlivého, anatomického, metabolického procesu, ktery by mohly jinak
vysvétlit symptomy pacienta. Obtize musi pacient udavat nejméné 1x tydné po dobu alesponi
2 mésicu (147). Diagnoza probandt byla stanovena na zaklad¢ kombinace klinického nalezu,
krevniho biochemismu, mikrobiologického a parazitologického vySetieni, analyzy moci, ul-

trasonografie ¢i endoskopického vysetieni traviciho traktu a psychologického vysetieni.
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Tabulka 4

Demografické udaje

Charakteristika T1DM Kontroly
Jedinci (n) 19 21
Pohlavi (chlapci/divky) 1277 10/11
VEk (roky) 13,38 (3,25) 13,36 (3,50)
BMI (kg/m?) 19,49 (4,34) 19,06(2,08)
VEk v dobé diagnézy (roky) 6,87 (2,47) -
Doba trvani onemocnéni (roky) 65(222) i
Glykemie - nala¢no 8,25 (3,38) )
- po testovacim jidlu (90min) 12,50 (5,59) 5,28 (0,53)
HbAc (%) 7,2 (0,28) -
Inzulin (IU)/kg/den (1U) 0,92 (0,28) -

Legenda: Cisla vyjadiuji priméré hodnoty, &isla v zavorkach vyjadiuji smérodatné odchylky. T1DM —

Diabetes mellitus typ 1; BMI — body mass index; HbA;c — glykovany hemoglobin; Inzulin (IU) — mezinarodni

jednotky inzulinu
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Tabulka 5

Demografické udaje

Charakteristika

TIDM HbAc (>7%)

TIDM HbAc (<7%)| Kontroly

Jedinci (n) 9 10 21
Pohlavi (chlapci/divky) 5/4 7/3 10/11
Vik (roky) 14,73 (3,43) 12,18 (269) | 13,36 (3,50)
BMI (kg/m’) 21,40 (5,37) 17,77(2,27) | 19,06(2,08)
Vék v dobé& diagnézy (roky) 7,54 (2,92) 6,29 (2,47) :
Doba trvani onemocnéni (roky) 7,19 (2,80) 5,89 (1,43)
Glykemie nalaéno 8,36 (3,14) 10,51 (3,21)

po testovacim jidlu (90min) 12,94 (6,21) 13,42(5,27)
HbAc (%) 7,9 (0,43) 6,4 (0,31)
Inzulin (1U)/kg/den (1U) 0,99 (0,34) 0,86 (0,14)

Legenda: Cisla vyjadiuji primémé hodnoty, ¢isla v zavorkach vyjadiuji smérodatné odchylky. T1DM — Dia-
betes mellitus typ 1; HbA;c — glykovany hemoglobin; BMI — body mass index; Inzulin (IU) — mezinarodni
jednotky inzulinu; T1DM'" - Pacienti s TIDM s HbA,. vice neZ 7%; TIDM™ - Pacienti s TLDM s HbA,, méné

nez 7%.

Tabulka 6

Demografické udaje

Charakteristika FBB Kontroly
Jedinci (n) 15 21
Pohlavi (chlapci/divky) 5/10 10/11
VEKk (roky) 10,5 (5,50) 13,36 (3,50)
BMI (kg/m?) 17,75(3,20) 19,06(2,08)

Legenda: Cisla vyjadfuji pramé&mé hodnoty, &isla v zavorkach vyjadiuji smérodatné odchylky. FBB —
funkéni bolesti biicha; BMI — body mass index.
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4.2 Protokol studie

Pacienti a jejich kontroly lacnili béhem noc¢nich hodin, nejméné 12 hodin pfed podanim stan-
dardizované snidan¢ (celkova energeticka hodnota: 1633kJ, cukry: 38.7g, tuky 18.3g, bilkovi-
na 18.1g, vlaknina 2.98g). Snidan¢ odpovidala 3 vyménnym jednotkdm. Vzorek krve byl ode-
bran mezi 9-10.00 hod., 90 minut po snidani spole¢né s vzorkem planované laboratorni kont-
roly nebo vySetieni vV ramci dispenzarizace V odbornych poradnach détské kliniky. Krevni
vzorek o objemu 2ml byl odebran do piedem vychlazenych EDTA zkumavek, poté byly pii-
dany jednotlivé inhibitory (LINCO DPP-IV inhibitor — ke stanoveni GLP-1 , Sigma’s Protea-
se inhibitor cocktail — ke stanoveni Amylinu a Roche’s Pefabloc SC serine protease inhibitor
— ke stanoveni ghrelinu. Néslednou centrifugaci (22000t./min.) po dobu 12 minut byla sepa-
rovan vzorek plazmy. Jedinci z kontrolni skupiny a skupiny FBB si neaplikovali zadny inzu-
lin. Dal$i analyza zahrnovala zpracovani demografickych udajt, pohlavi, vyska, vaha, trvani
onemocnéni, HbAj., aktudlni glykémii, denni davku inzulinu, lipidové spektrum a BMI. BMI
bylo pocitano dle vzorce: hmotnost pacienta v kilogramech byla délena druhou mocninou

jeho vysky v metrech.

4.3 Analyza a laboratorni testy

Ke stanoveni hladiny jednotlivych GIT hormont a hormont souvisejici s metabolismem glu-
kozy (aktivni ghrelin, leptin, GIP, aktivni GLP-1, amylin, PP, PYY a inzulin) byl pouzit mul-
tiplexovy kit (LINCOplex®). Stanoveni bylo provedeno multiplexovou metodou xMAP na
pfistroji Luminex. Metoda je zaloZena na kombinaci ,,sandwichové imunoassaye* a priitokové
cytometrie. Sady mikrokuli¢ek, oznacenych specifickou smési dvou fluorescen¢nich barviv

(obrazek 1), které jsou v rizném poméru kovalentné navazany na protilatky specifické pro
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kazdy analyt a fluorescence detekovana pfti priuchodu kulicek kyvetou. Inkubace smési mikro-
kuli¢ek s 25ul vzorku plazmy probéhala v 96 jamkové mikrotitraéni desti¢ce béhem noci pii
teploté 4°C. Nasledn¢ smés byla promyta a pfiddna smés biotinylovanych protilatek a inku-
bovana pii pokojové teploté¢ 21°C po 30 minut a dale bylo ptidano fluorescenéni barvivo
steptavidinphycoerytrin a opét byla cela smés inkubovana pti pokojové teploté 21°C po dobu
30minut (Schéma 3). Detekce fluorescence probihala dvoustupnove. Mikrosféry s navazanym
vzorkem protékaly detekénim kandlem, skrze ktery probihaji dva laserové paprsky (YAG-
laser 532nm a PMT 563-587nm), tim byla snimana fluorescence uvniti mikrosfér slouzici
k jeji identifikace a na jejich povrchu k méfeni fluorescence navazaného vzorku (Schéma 4).
Pfesnost métfeni byla zajisténa spolecnosti Linco dodavanymi standardnimi koncentraénimi
vzorky a vSechna méfeni byla provedena specialné vySkolenym pracovnikem. Kazdy vzorek
plazmy o objemu 25ul byl analyzovan pii jednom sezeni 3x a primérna hodnota byla statisti-
ky zpracovana. Vzorky neabsolvovaly >2 cykly rozmrazeni a zmrazeni, byly analyzovany
najednou. Intra-assay koeficient byl < 11%, a inter-assay < 19%.

C-peptid byl stanoven imunoradiometricky (Immunotech, Ceské republika, SR 300 Stratec®
instrument). HbA;; byl méfen pomoci kapalinové chromatografie (high performance liquid
chromomatography - Tosoh G7). Stanoveni hodnot lipoproteinti o vysoké hustoté (HDL),
nizké hustoté (LDL) a triglyceridd bylo provedeno standardizovanou metodou (GTP-PAP
Human®, CHOD-PAP Dialab®). Biochemické parametry byly méfeny v laboratofi klinické

biochemie Fakultni nemocnice Plzen.
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Obrézek 1

Mikrotitraéni desticka

5.6 Microns

Zdroj: Millipore ™

Schéma 3

Legenda: Mikrosféry jsou interné fluo-
rescencné znaceny, pficemz v Luminex sys-
tému je k dispozici sto sett mikrosfér s od-
lisSnou fluorescenci, a to diky smichani rtz-
nych poméri dvou fluorescen¢nich barev.
Kazdy set mikrosfér ma tedy charakteristikou
fluorescenci, na zakladé¢ které je pti pruchodu
lasery identifikovan. Pro znaceni testovanych
vzorkidl jsou vyuzivany fluorescencni barvy
s emisni vinovou délkou 560-590 nm.

Inkubace vzorku s mikrosférami a specifickymi protilatkami

Mix mikrosfér

Ao
Vzorek k\éf\"y e

Multi-Analyt Profil

analyt
analyt anti-C=7
anti-A=5

-

Dmu NI ™D -
O=NWAUONNOO

Vinova délka florescence

Zdroj: Millipore ™

Legenda: Na povrch mikrosfér modifikovany
avidinem jsou kovalentné ukotveny sondy (pro-
tilatky). Navazované sondy maji jejich 5’-
konce modifikovany aminoskupinou biotinem.
Po navazani vzorku jsou pfidany biotinylované
protilatky s fluorescenénim barvivem steptavi-
dinphycoerytrin.  Mikrosféry s navdzanym
vzorkem protékaji detekénim kandlem, skrze
ktery probihaji dva laserové paprsky (YAG-
laser - Yttrium-Argon-Germanium  laser
532nm a PMT 563-587nm), a je sniména fluo-
rescence uvnitt mikrosfér (identifikace mikro-
sfér) a na jejich povrchu (méfeni fluorescence
navazaného vzorku).
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Schéma 4

Detek¢énim kanalem s dvéma laserovymi paprsky

YAG laser
532nm PMT laser
563-587nm

Zdroj: Millipore ™

Legenda: Mikrosféry s navazanym vzorkem protékaji detekénim kanalem, skrze ktery probi-
haji dva laserové paprsky (YAG-laser laser 532nm a PMT 563-587nm), a je snimana fluores-
cence uvnitt mikrosfér (identifikace mikrosfér) a na jejich povrchu (méfeni fluorescence na-
vazaného vzorku).
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4.4 Statistika

Hladiny jednotlivych zkoumanych hormoni jsou vyjadieny pomoci pramérné hodnoty a smé-
rodatné odchylky, medianu a interkvartilového rozmezi. Pro pocitani rozdilnosti mezi skupi-
nami zdravych kontrol a TIDM a skupinami FBB a T1DM byl pouzit vzhledem k povaze
biologickych populaci neparametricky Wilcoxonuv parovy test. Hodnoceni rozdilnosti skupin
T1DM dle urovné kompenzace onemocnéni byl zvolen neparametricky Kruskaltiv-Wallistiv
test. Zavislosti mezi hladinami jednotlivych hormont v obou skupinach byly testovany pomo-
ci Spearmanova a Kendallova koeficientu potadové korelace, taktéz zavislost mezi hladinou
hormont a HbA;¢ (%), BMI (kg/m?), inzulinem (IU/kg) a lipidovym spektrem (HDL, LDL,
triglyceridy) byla stanovena uzitim Spearmantv a Kendalliv koeficientu pofadové korelace.
Na zavé€r pro ur€eni nezavislého prediktivniho faktoru byly statisticky vyznamné proménné
podrobeny stepwise regresni analyze. Statistické vypocty byly provedeny statistikem uzitim
softwaru Statistica™ (StatSoft, Tulsa - U.S.A.). P-hodnota 0.05 byla povazovéana za hodnotu

statisticky vyznamnou.
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5 Vysledky

Ve vysledkové ¢asti jsou uvedeny vysledky hladin gastrointestinalnich hormonii u vySetfova-
nych skupin. V jednotlivych sekcich jsou zpracovany skupiny T1DM, pacienti s TIDM stra-
tifikovanych dle hodnoty HbA;. a FBB pacienti. Nejprve jsou uvedeny hladiny gastrointesti-
nalnich hormonti v porovnani s kontrolami, dale pak korela¢ni analyza mezi jednotlivymi
hormony a korela¢ni analyza mezi biochemickymi parametry a hladinami hormont. U skupi-
ny TIDM je uvedena navic step-wise regresni analyza. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi
skupinami jsme nenalezli signifikantni rozdily ve vékovém rozlozeni, rozlozeni pohlavi, rasy,

vysky, vahy a BML.

5.1 GIT hormony u T1DM jedinct

5.1.1 GIT hormony

51.1.1 Amylin

Plasmaticka hladiny celkového amylinu u déti s TIDM byla signifikantné niz§i v porovnani
s kontrolni skupinou. (50.11£29.41pg/ml; median: 27.40pg/ml, interkvartilové rozmezi:
27.30-75.40; 129446.40pg/ml; median: 129.96, interkvartilové rozmezi: 86.83-170.86;

p<0.001) graf 1.
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Graf 1
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Amylin (p<0.001)

Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median naméfenych

hodnot, iseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — T1DM; 2 - kontroly; p - p-hodnota

5112 GIP

Plasmaticka hladiny celkového GIP u déti s TIDM byla signifikantné elevovana v porovnani

S kontrolni skupinou. (234.21£157.29pg/ml; medidn: 235.45pg/ml, interkvartilové rozmezi:

80.74-342.83; 88.30+£86.82pg/ml (median: 53.70 interkvartilové rozmezi: 26.85-145.15;

p<0.001) graf 2.

Graf 2
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GIP (p<0.01)

Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznaduje median naméfenych

hodnot, usecky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TI1DM; 2 - kontroly; p - p-hodnota
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5113 GLP-1
Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami aktivniho GLP-1 u déti TIDM a

jejich kontrol (23.44+ 13.51pg/ml median: 17.75, interkvartilové rozmezi: 15.86-27.60; 29.68

+ 16.49 pg/ml; median: 28.54pg/ml, interkvartilové rozmezi: 14.65- 36.61; p=0.39) graf 3.

Graf 3

80 GLP-1 (NS)
70 T
60
50
40
30
20
10

GLP-1 pg/ml

Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznafuje median namétenych
hodnot, GiseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM; 2 - kontroly; NS — nesignifikantni

5.1.1.4 Ghrelin

Plasmaticka hladina aktivniho ghrelinu u déti s TIDM byla signifikantné niz$i v porovnani
S kontrolni skupinou. (41.20+27.91pg/ml; medidn: 32.61pg/ml, interkvartilové rozmezi:
18.60-63.57; 66.66+41.72pg/ml; median: 61.76, interkvartilové rozmezi: 40.75-75.62;

p<0.05) graf 4.
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Graf 4
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median naméfenych

hodnot, GiseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — T1IDM ; 2 - kontroly; p - p-hodnota

5.1.1.5 Inzulin

Plazmatické hladiny subkutdnniho inzulinu byly signifikantné elevovany u TIDM déti

V porovnani se zdravymi kontrolami. (1783.44+2896.72pg/ml; median: 1110.58, interkvarti-

lové rozmezi 562.79-1590.22; 323.53+119.12pg/m; median: 296.45: interkvartilové rozmezi

243.04-405.34: p<0.001) graf 5.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznaduje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — T1DM; 2 - kontroly; p - p-hodnota

5116 C-peptid
Plasmaticka hladiny stimulovaného C-peptidu u déti s TIDM byla signifikantné nizsi

V porovnani s kontrolni skupinou. (50,45+96,00pg/ml; median: 21,70, interkvartilové rozme-
zi: 3,62-43,40; 2072,36+717,93 pg/ml; median: 1945,95, interkvartilové rozmezi: 1410,63-

2336; p<0.001) graf 6.

Graf 6
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, iseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 ~T1DM; 2 - kontroly; p - p-hodnota

5.1.1.7 Leptin

Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami leptinu u déti T1DM a kontrolami.
(4451.68+£5698.27 pg/ml; median: 1857.60pg/ml, interkvartilové rozmezi: 1333.53-6049.58;

5682.77+£6356.17; 2734.01pg/ml, interkvartilové rozmezi: 989.71-9879.76; p=0.71) graf 7.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznafuje median namétenych
hodnot, GiseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — T1IDM; 2 - kontroly; NS — nesignifikantni

5118 PP

Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PP u déti TIDM a jejich kontrol nebyl nalezen.
(139.00+£96.38 pg/ml; median: 111.18 pg/ml, interkvartilové rozmezi: 66.85-73-218.24,
106.16+£64.42 pg/ml; median: 74.96 pg/ml, interkvartilové rozmezi: 54.08-176.07; p=0.21)

graf 8.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznaduje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM; 2 - kontroly; NS — nesignifikantni
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5119 PYY
Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami celkového PYY u déti TIDM a jejich kontrol

nebyl nalezen. (78.87+£30.12 pg/ml; median: 71.24pg/ml, interkvartilové rozmezi: 64.84-

81.78; 84.75+29.71pg/ml; median:79.55 interkvartilové rozmezi:60.39-104.54; p=0.55, graf

9.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznafuje median naméfenych
hodnot, iseCky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM; 2 - kontroly; NS — nesignifikantni
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5.1.2 Korela¢ni analyza

5.1.2.1 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidii u TIDM a kontrolni skupiny

5.1.2.1.1 Kontrolni skupina

Amylin koreloval s inzulinem (r=0.7474; p<0.001), C-peptidem (r=0.5401; p<0.001) a lepti-
nem (r=0.4857; p<0.05) a inzulin také pozitivné koreloval s leptinem (r=0.5383; p<0.05) a C-
peptidem (r=0.8123, p<0.001). Negativni korelace byla nalezena mezi GIP a GLP-1
(r=0.3810, p<0.05), a PP (r=0.6526; p<0.05). Dale jsme prokazali negativni korelace mezi

ghrelinem a PYY (r=- 0.5323; p<0.05). Tabulka ¢. 6
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Tabulka ¢. 6

Korelace plasmatickych hladin GIT peptidi u zdravych kontrol
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Legenda: Jednotlivé korelace mezi hladinami GIT hormonii u zdravych kontrol; p — p-hodnota
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5.1.2.1.2 T1DM pacienti

Ve skupin¢ TIDM pacient byla nalezeny pozitivni korelace mezi amylinem a GLP-1
(r=0.7834; p<0.05) a PP (r= 0.4867; p<0.05). GIP koreluje s GLP-1 (r=0.4903; p<0.05) a PP
(r=0.5702; p<0.05). GLP-1 pozitivn¢ koreluje s PP (r=0.7223; p<0.01) a PYY (r=0.4569;
p<0.05), a také hladina inzulinu negativné korelovala plasmatickou hladinou PYY (r= -

0.4704; p<0.05). Tabulka &. 7
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Tabulka ¢. 7

Korelace plasmatickych hladin GIT peptidi u TIDM

0 5 10 15 20 25 0 10 20 30 40
Amylin (pmol/L) Amylin (pmol/L)

0 5 10 15 20 25 0 20 40 60 80 100
GIP (pmol/L) GIP (pmol/L)

0 5 10 15 20 25 0 500 1000 1500 2000 2500
GLP-1(pmol/L) Insulin (pmol/L)

Legenda: Jednotlivé korelace mezi hladinami GIT hormont u pacient s diabetes mellitus typ 1(T1DM); p — p-
hodnota
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5.1.2.2 Korelace plazmatickych hladin GIT peptidit a biochemickych parametri TIDM
deti

Ve skupiné TIDM byly hladiny vySetfovanych hormont korelovany s hodnotami pacientova
HbA1.%, aktualni glykemie, BMI, hladinou TC, HDL-C, LDL-C, a TG, davkou inzulinu na
kilogram pacientovy hmotnosti (IU/D), véku, pohlavi, véku v dobé diagnozy a délce trvani
onemocnéni. BMI T1DM déti koreluje s GLP-1 (r=0. 4642; p<0.05), leptinem (r=0.5151;
p<0.05), a amylinem (r=0.5193; p<0.05). Davky inzulinu negativné korelovala s aktualni gly-
kemii (r=-0.3595; p< 0.05). Hladiny ghrelinu koreluji se sérovymi hladinami HDL (r=0.4760;
p<0.05) a negativné s TG (r=-0.5674; p<0.01) a davkou inzulinu (insulin - 1U/kg/den) (r= -
0.5366; p< 0.05). Byly nalezeny také negativni korelace mezi ghrelinem a HbA1:% (r= -
0.6864; p<0.01), leptin a TG (r= -0.6351; p< 0.01). Zadna z dali korelaci nebyla statisticky

signifikantni.

5.1.2.3 Stepwise regresni analyza

K odhaleni nezavislych proménnych byla statisticky signifikantni data zpracovana regresni
analyzou. Glykovany hemoglobin HbA;. (r'=0.592; p<0.05), davka inzulinu (r'=0.583;
p<0.05) a HDL (r'=0.790; p<0.001) byly odhaleny jako nezavislé faktory pro plazmatickou
hladinu ghrelinu. BMI (r'=0.818; p<0.001, TG (r'=-0.793; p<0.001) a cholesterol (r'=-0.527;

p<0.05). Pro ostatni GIT peptidy nebyly nalezeny Zadné nezéavislé proménné.
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5.2 GIT hormony u skupiny jedinca hladinou glykovaného
hemoglobinu nad 7% (T1DM*") a pod 7% (T1DM™)

5.2.1 GIT hormony

5.2.1.1 Amylin

5.2.1.1.1 TiDM"’

Plazmatické hladina amylinu u déti s TLDM*’ byla signifikantn& niz&i v porovnani s kontrolni
skupinou. (59.73+£34.63pg/ml; median: 48.67pg/ml, interkvartilové rozmezi: 27.40-92.96;

129+46.50pg/ml; median: 129.93, interkvartilové rozmezi: 86.83-170.86; p<0.01) graf 10.

5.2.1.1.2 TiDM”’

Plazmatické hladiny Amylinu u déti s TLDM” byla signifikantn& niz$i v porovnani s kontrolni
skupinou. (39.41+£18.77pg/ml; median: 27.40pg/ml, interkvartilové rozmezi: 27.40-59.34,

129+46.40pg/ml; median: 129.93, interkvartilové rozmezi: 86.83-170.86; p<0.001) graf 10.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje medidn naméfenych
hodnot, tse¢ky maximalni a minimélni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbAc nad 7% (T1DM*"); 2 - T1IDM
s HbAc pod 7% (T1DM™) 3 - zdravé kontroly; p - p-hodnota
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5212 GIP

5.2.1.2.1 TiDM"’

Plazmaticka hladiny GIP u déti s T1DM*’ byla signifikantn¢ elevovana v porovnani
s kontrolni skupinou. (264.15+£167.44pg/ml; median: 241.35pg/ml, interkvartilové rozme-
71:139.37-342.83; 88.30+86.82pg/ ml (median: 53.70 interkvartilové rozmezi: 26.85-145.15;

p<0.05) graf 11.

5.2.1.2.2 TiDM’

Plazmatickd hladiny GIP u déti s TIDM” byla signifikantnd elevovana v porovnani
s kontrolni skupinou. (200.95+147.51pg/ml; median: 153.63pg/ml, interkvartilové rozmezi:
66.80-360.00; 88.30+86.82pg/ ml (median: 53.70 interkvartilové rozmezi: 26.85-145.15;

p<0.05, graf 11.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje medidn naméfenych
hodnot, tsetky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbAc nad 7% (T1DM"’); 2 - TIDM
s HbAc pod 7% (T1DM™) 3 - zdravé kontroly; p - p-hodnota
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5.213 GLP-1

52.1.3.1 T1DM"
Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi GLP-1 hladinami u déti s TIDM* a jejich

kontrol. (26.50+ 17.33 pg/ml; median: 21.98pg/ml, interkvartilové rozmezi: 16.29-25.47;
29.68 + 16.49 pg/ml; median: 28.54pg/ml, interkvartilové rozmezi: 14.65- 36.61; p=0.82)

graf 12.

52.13.2 TIDM’
Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi GLP-1 hladinami u d&ti TIDM™ a jejich kon-

trol. (20.03+ 6.91pg/ml; median: 16.70pg/ml, interkvartilové rozmezi: 15.52-28.60; 29.68 +

16.49pg/ml; median: 28.54pg/ml, interkvartilové rozpéti: 14.65- 36.61; p=0.82) graf 12.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, tsetky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbAc nad 7% (T1DM"’); 2 - TIDM
s HbAc pod 7% (T1DM™); 3 - zdravé kontroly; NS — nesignifikantni
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5.2.1.4 Ghrelin

5.2.1.4.1 TiDM"’

Plazmaticka hladina ghrelinu u déti s T1DM* byla signifikantn¢ nizsi vV porovnani s kontrolni
skupinou. (20.10+8.15pg/ml; median: 18.96pg/ml, interkvartilové rozmezi: 13.70-21.48;

66.66+41.72pg/ml; median: 61.76, interkvartilové rozmezi: 40.75-75.62; p<0.001) graf 13.

5.2.1.4.2 TiIDM”

Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi ghrelinu a hladinami u d&ti TIDM™ a jejich
kontrol (64.64+22.42pg/ml; median:63.87pg/ml, interkvartilové rozmezi: 48.01-85.51,;

66.66+41.72pg/ml; median: 61.76, interkvartilové rozmezi: 40.75-75.62; p=0.60) graf 13.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje medidn naméfenych
hodnot, tse¢ky maximalni a minimélni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbA¢c nad 7% (T1DM*"); 2 - T1IDM
s HbAc pod 7% (T1IDM™); 3 - zdravé kontroly; p - p-hodnota; NS — nesignifikantni
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5.2.1.5 Inzulin

5.2.1.5.1 T1DM"’

Plazmatické hladiny subkutanniho inzulinu byly signifikantné elevovany u TIDM" de&ti
V porovnani se zdravymi kontrolami. (1346.74+1126.22pg/ml; median: 1120.53, interkvarti-
lové rozmezi 779.91-1590.22; 323.53+119.12pg/ml; median: 296.45: interkvartilové rozmezi

243.04-405.34; p<0.001) graf 14.

5.2.1.5.2 Ti1DM”’

Plazmatické hladiny subkutanniho inzulinu byly signifikantng elevovany u TIDM™ d&ti
V porovnani se zdravymi kontrolami. (2268.67+ 4116.99pg/ml; median: 859.15, interkvartilo-
vé rozmezi 562.79-1755.46; 323.53+119.12pg/m; median: 296.45: interkvartilové rozmezi

243.04-405.34: p<0.05) graf 14.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, tsetky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbA¢c nad 7% (T1DM"’); 2 - TIDM
s HbAc pod 7% (T1DM™); 3 - zdravé kontroly; p - p-hodnota
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5.2.1.6 C-peptid

5.2.1.6.1 T1IDM"’

Plazmatickda hladiny stimulovaného C-peptidu u déti s T1DM* byla signifikantné nizsi
V porovnani s kontrolni skupinou. (36.86+50.65pg/ml; median: 21,70pg/ml, interkvartilové
rozmezi: 3,62-79,57; 2072,36+717,93pg/ml; median: 1945,95, interkvartilové rozmezi:

1410,63-2336; p<0.001) graf 15.

5.2.1.6.2 T1DM’

Plazmatick4 hladiny stimulovaného C-peptidu u d&ti s TIDM byla signifikantnd nizsi
V porovnani s kontrolni skupinou. (62.57+125.51pg/ml; median: 19,89, interkvartilové roz-
mezi: 3,62-43,40; 2072,36+717,93 pg/ml; medidn: 194595, interkvartilové rozmezi:

1410,63-2336; p<0.001) graf 15.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, tsetky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbA¢c nad 7% (T1DM*’); 2 - TIDM
s HbAyc pod 7% (T1DM™); 3 - zdravé kontroly; p - p-hodnota
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5.2.1.7 Leptin

5.2.1.7.1 TiDM"’

Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami leptinu u déti TIDM* a jejich
kontrol. (4706.35+6291.25pg/ml; median: 1911.90pg/ml interkvartilové rozmezi: 987.32-
6285.40; 5682.77+6356.17; 2734.01pg/ml, interkvartilové rozmezi: 989.71-9879.76; p=0.56)

graf 16.

5.2.1.7.2 TiDM’

Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami leptinu u d&ti TIDM ™’ a jejich kon-
trol. (4168.71£5325.37pg/ml; median: 1662.53pg/ml interkvartilové rozmezi: 1362.01-
6049.58; 5682.77+6356.17; 2734.01pg/ml, interkvartilové rozmezi: 989.71-9879.76; p=1.00)

graf 16.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, Gse¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbAc nad 7% (TlDM+7); 2 -T1DM
s HbAc pod 7% (T1IDM); 3 - zdravé kontroly; NS — nesignifikantni
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5.2.18 PP

5.2.1.8.1 T1DM"’

Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PP u déti TIDM™’ a jejich kontrol nebyl nalezen.
(144.70+ 85.94pg/ml; median: 141.19pg/ml, interkvartilové rozmezi: 66.85-218.24;
106.16+64.42pg/ml; median: 74.96pg/ml, interkvartilové rozmezi: 54.08-176.07; p=0.18)

graf 17.

5.2.1.8.2 T1DM’

Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PP u d&ti TIDM™’ a jejich kontrol nebyl nalezen.
(132.67+111.83pg/ml; medidn: 89.44pg/ml, interkvartilové rozmezi: 69.45-294.49;

106.16+£64.42pg/ml; median: 74.96pg/ml, interkvartilové rozmezi: 54.08-176.07; p=0.51)

graf 17.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median naméfenych
hodnot, ise¢ky maximélni a minimélni ziskanou hodnotul — TIDM s HbA,c nad 7% (T1DM*"); 2 - TIDM
s HbAc pod 7% (T1DM™); 3 - zdravé kontroly; NS — nesignifikantni
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5.21.9 PYY

52.1.9.1 TIDM"
Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PYY u déti TIDM*" a jejich kontrol nebyl nale-

zen. (73.36x11.32pg/ml; median: 67.53pg/ml, interkvartilové rozmezi: 66.60-78.87;

84.75429.71pg/ml; median: 79.55 interkvartilové rozmezi: 60.39-104.54; p=0.57) graf 18.

52.1.9.2 TIDM’
Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PYY u d&ti TIDM™ a jejich kontrol nebyl nale-

zen. (85.00 £ 42.62pg/ml; median: 74.53pg/ml, interkvartilové rozmezi: 52.00 -139.65;
84.75429.71pg/ml; median: 79.55pg/ml, interkvartilové rozmezi: 60.39-104.54; p=0.71) graf

18.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, Gse¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbAc nad 7% (TlDM+7); 2 -T1DM
s HbAc pod 7% (T1IDM); 3 - zdravé kontroly; NS — nesignifikantni
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5.2.2 Korelaéni analyza

5.2.2.1 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidit a biochemickych parametrit u skupin
T1DM"

Ve skupiné TIDM" pacientli byly nalezeny pozitivni korelace mezi amylinem a GLP-1
(r=0.8651; p<0.05) a hladinou ghrelinu a leptinu (r=0.7066; p<0.05). Dale amylin negativné
koreluje s hladinou HbA;c% (r= -0.8896; p<0.01). Ghrelin negativné koreluje s hladinou TG
(r=-0.8442;p<0.05), leptin negativné s TG (r= -0.7212; p<0.05) a pozitivn¢ v BMI (0.6727;
p<0.01). PP negativné koreluje s davkou inzulinu - IU/kg/den (r= -0.6809; p<0.05). Zadna

z dalsi korelaci nebyla statisticky signifikantni. Tabulka ¢.8

5.2.2.2 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidii a biochemickych parametria u sku-
pin TIDM”

Ve skuping TIDM pacientii byla nalezena pozitivni korelace ghrelinu a HDL (r= 0.8000;
p<0.05). GLP-1 pozitivné koreluje s hladinou PP (r=-0.8285;p<0.05), GIP koreluje s PP (r=
0.6833, p<0.05) a leptin negativné s PYY (r=-0.7000; p<0.05). Zadna z dali korelaci nebyla

statisticky signifikantni. Tabulka ¢&. 8.
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Tabulka ¢.8

Korelace plasmatickych hladin GIT peptidi u skupin TIDM*" a TIDM”’

T1DM+7; Korelace +0.8651,p<0.05 T1DM-7; Korelace +0.8285, p<0.05
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Legenda: Jednotlivé korelace mezi hladinami GIT hormond u T1DM pacienti dle kompenzace onemocnéni; 1
—T1DM s HbA;c nad 7% (T1DM™); 2 - TIDM s HbA;c pod 7% (T1DM™); p - p-hodnota
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5.3 GIT hormony a FBB

5.3.1 GIT hormony

53.1.1 Amylin

Plazmaticka hladiny celkového amylinu u déti s FBB se signifikantné nelisila v porovnani
s kontrolni skupinou. (132.92+68.68pg/ml; median: 113.38pg/ml, interkvartilové rozmezi:

83.25-207.40; 129+46.40pg/ml; median: 129.96, interkvartilové rozmezi: 86.83-170.86) graf

20.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznafuje median naméfenych
hodnot, ise¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

5312 GIP

Plazmaticka hladiny celkového GIP u déti u déti s FBB se signifikantné nelisila v porovnani
s kontrolni skupinou. (141.56+104.24pg/ml; median: 157.25pg/ml, interkvartilové rozmezi:
37.40-248.02; 88.30+£86.82pg/ml (median: 53.70 interkvartilové rozmezi: 26.85-145.15) graf

21.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

53.1.3 GLP-1
Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami aktivniho GLP-1 u dé¢ti s FBB

Vv porovnani s kontrolni skupinou. (19.31+ 7.38pg/ml median: 16.05, interkvartilové rozmezi:
13.70-22.15; 29.68 + 16.49 pg/ml; median: 28.54pg/ml, interkvartilové rozmezi: 14.65-

36.61) graf 22.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median namétenych
hodnot, tse¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

5.3.1.4 Ghrelin

Plazmaticka hladina aktivniho ghrelinu u déti u déti s FBB se signifikantné neliSila
V porovnani s kontrolni skupinou. (86.84+73.23pg/ml; median: 66.32pg/ml, interkvartilové
rozmezi: 34.44-129.09; 66.66+41.72pg/ml; median: 61.76, interkvartilové rozmezi: 40.75-

75.62) graf 23.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

5.3.1.5 Inzulin

Plazmatické hladiny vlastniho inzulinu u déti s FBB se signifikantné neliSily v porovnani
s kontrolni skupinou. V porovnani se zdravymi kontrolami. (396.91+211.40pg/ml; medidn:
320.66, interkvartilové rozmezi 174.21-570.10; 323.53+119.12pg/m; median: 296.45: interk-
vartilové rozmezi 243.04-405.34) graf 24.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

5.3.1.6 Leptin

Statisticky vyznamny rozdil nebyl nalezen mezi hladinami leptinu u déti s recidivujicimi bo-
lestmi bficha v porovnani s kontrolni skupinou. (3248+4015.55pg/ml; median: 1333.74pg/ml,
interkvartilové rozmezi: 824.21-4022.39; 5682.77+6356.17; 2734.01pg/ml, interkvartilové
rozmezi: 989.71-9879.76) graf 25.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznaduje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi b¥icha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni

5.3.1.7 PP

Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami PP u déti u déti s recidivujicimi bolestmi biicha
Vv porovnani s kontrolni skupinou. (80.61+48.31pg/ml; median: 63.38pg/ml, interkvartilové
rozmezi: 47.35-111.62; 106.16+64.42 pg/ml; median: 74.96 pg/ml, interkvartilové rozmezi:

54.08-176.07) graf 26.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi biicha; 2 - kontroly;
NS — nesignifikantni
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5.3.1.8 PYY

Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinami celkového PYY u déti u déti s recidivujicimi bo-

lestmi bficha v porovnani s kontrolni skupinou. (83.74+28.98pg/ml; median: 77.25pg/ml, in-

terkvartilové rozmezi: 68.59-93.01; 84.75+£29.71pg/ml; median: 79.55 interkvartilové rozme-

zi: 60.39-104.54) graf 27.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie oznacuje medidn naméfenych
hodnot, ise¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s recidivujicimi bolestmi bficha; 2 - kont-

roly; NS — nesignifikantni
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6 Diskuze

V nasi studii jsme stanovili cirkulujici hladiny sedmi hormont (GIT hormony a hormony
souvisejici s metabolismem glukézy) u TIDM déti. V soucasné literatufe neni dostacujici
mnozstvi praci zabyvajici se GIT hormony u détskych T1DM pacientt. Dle dostupnych zdro-
ju neexistuje prace hodnotici 7 hormont soucasné z pohledu jejich postprandidlnich hladin,
vzajemnych interakci a jejich vlivu na metabolismus. Vysledky studie ukazaly signifikantni
rozdily v hladinéch jednotlivych hormont mezi T1IDM a jejich kontrolami, tak soucasné mezi
podskupinami T1DM rozdélené dle kompenzace zakladniho onemocnéni V porovnani
se zdravou populaci. U TIDM pacientt po stanoveni diagnézy a zahdjeni inzulinoterapie do-
chazi k restituci funkce B-bunky a na pfechodnou dobu dochazi k zlepseni produkce vlastniho
inzulinu — tzv. ,,Honeymoon period* (148). Zamérn¢ jsme do studie zafadili pacienty jiz S
delsi dobou trvani TIDM, abychom zamezili mozné interferenci se zachovalou sekreci f-
bunék pankreatu. Studovana kohorta byla slozena z TIDM jedincti, u nichzZ onemocnéni trva-
lo primérné 6,50 rokt (SD +2,23 roku). Namé&fena nizka hladina stimulovaného C-peptidu

ukazuje minimalni sekreci vlastniho inzulinu u téchto jedinct (Graf 1 a 4) (142).

6.1 Amylin

Analyzou vysledkl jsme prokézali signifikantné snizené hladiny amylinu u TIDM pacientt
(p<0.001), ke stejnym zaveérim dospély i dalsi studie provedené na dospé€lé populaci (149).
Souhlasn& hladiny amylinu byly signifikantné nizké i u obou skupiny TIDM*" a TIDM™.
Autoimunitni destrukci B-bunék dochazi k nejen k absolutni depleci vlastniho inzulinu, ale i k
nedostacené sekreci amylinu a tim jsou jeho postprandialni hladiny nizké. Tento vztah podpo-

ruje zjisténa pozitivni korelace mezi amylinem a hladinou C-peptidu u kontrolni skupiny.
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Zjisténé nizké hladiny amylinu a C-peptidu potvrzuji nizkou sekreci destruovanych B-bunck
pankreatu u TIDM jedinci. Nizké hladiny amylinu v postprandialni periodé zptisobuji nedo-
stacenou supresi sekrece glukagonu o-bunikami pankreatu a nezpomaleni evakuace zaludku
(47; 51).

Jiz n€kolik desitek let se snazime co nejdokonaleji substituovat inzulin, jenz ma zcela zasadni
ulohu v 1é¢bé TIDM. Z vysledki vyplyva, ze bychom tuto snahu koncentrovat i na substituci
druhého hormonu produkovaného B-bunikami, K jehoz depleci také dochazi jejich destrukei -
amylinu. Vzhledem kjeho G¢inkim bychom mohli dosdhnout lepsi kompenzace T1DM.
V soucasné dob¢ byl vytvofen synteticky analog amylinu. Prozatim je testovan a vyvijen
k 1é¢b¢ TIDM v kombinaci s inzulinem pro dospélou populaci. Ve vétsiné studii na mens$im
poctu probandu je shodné popisovana redukce exkurzi postprandialni glykemie, snizeni hladi-
ny HbA;. a hmotnosti probandu a to bez vyssi incidence hypoglykémii nebo nutnosti navyse-
ni mnozstvi aplikovaného inzulinu (150; 151; 152; 153; 154; 155; 156). Autofi tii studii pro-
vedenych na juvenilnich TIDM dosly k podobnym zavéram, i kdyz byly provedeny na malém
vzorku pacientil (n<12) (157; 158; 159). Casteéné rozdilné vysledky jsou prezentovany u roz-
sahlych studii dvojité zaslepenych placebem kontrolovanych provedené na dospé€lé populaci.
Jedna studie potvrzuje vySe uvedené vysledky (160), naopak Eldeman a spol. popsali také
redukci exkurzi postprandidlni glykemie, hmotnosti probandl nikoliv vSak snizeni hladiny
HbA. (161).

Vliv amylinu na lep§i kompenzaci onemocnéni podporuji i naSe vysledky. Ve skuping
se $patnou kompenzaci onemocnéni TIDM*' hladina amylinu signifikantn& negativné korelo-
vala s HbA;:% (p<0.05). Také jsme nalezli signifikantni korelace mezi amylinem a GLP-1
(p<0.05) a dale mezi amylinem a PP (p<0.05) ve skupin¢ T1DM, nikoliv vSak v kontrolni
skuping. Korelace mezi amylinem a GLP-1 (p<0.01) je opét silnéjsi ve skupiné TIDM"". Niz-

ké hladiny GLP-1 jsou popisovany u T1DM a jsou spojeny poruchou metabolismu glukézy,
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niz§im ,,inkretin efektem. Shodné zmény cirkulujicich hladin PP jsou popisovany u T1DM
jedincii. Pfesny patofyziologicky mechanismus vzajemného ovlivnéni neni prozatim znam.
Na zaklad¢ dostupnych informaci se domnivame, ze uziti amylinu nebo jeho analoga by zlep-

silo kompenzaci onemocnéni a prognézu détskych TIDM pacienti.

6.2 Inkretiny

6.2.1 GIP

Role GIP ve vztahu k TIDM détskych pacientt je stale predmétem vyzkumu. Vysledky dvou
studii prokazaly normalni hodnoty GIP po zahajeni inzulinoterapie u nové diagnostikovanych
mladych T1DM jedinct (80; 162). Nase vysledky ukazuji signifikantni elevaci hladiny GIP ve
srovnani s kontrolni skupinou. K shodnému zavéru dospéli i Nakanome a spol. (81). Dalsi
studie prokazala také elevované postprandialni hladiny GIP u jedinca s maturity-onset diabe-
tem. Domnivame se, Ze rozdilnost mezi vysledky studii je dana rozdilnymi soubory pacientt
(80; 162). Nasi vysettovanou skupinu tvofili probandi 1é¢eni pro diabetes mellitus jiz nékolik
let (6,50+2,23 roku) a s téméf nulovou vlastni produkci inzulinu (nizka hodnota stimulované-
ho C-peptidu). Skupinu pacienti ptedchozich dvou studii byla tvofena z nové diagnostikova-
nych TIDM jedincd. Je znamo, ze po zahdjeni inzulinoterapie dochazi na uréitou dobu
k zlepSeni funkce B-bun¢k pankreatu - tzv. ,,Honeymoon period* (148). | pfes neustalou auto-
imunitni destrukci B-bun¢k Langerhansovych ostrivka pankreatu, nedochazi k uplné destruk-
ci a ¢ast B-bunék pieziva i n¢kolik let od stanoveni diagnozy (163). Lynn et al popsal spojitost
mezi hyperglykemii a nizsi povrchovou expresi GIRP (78).

Piedpokladame, Ze postprandialnich elevace hladin GIT u T1DM je tvofena kontra-
regulaénim mechanismem ve snaze kompenzovat nizsi po¢et GIPR. Nasi domnénku podporu-

ji i rozdilné hladiny GIP u skupin T1DM s rozdilnou kompenzaci TIDM. U skupiny $patné
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kompenzované skupiny TIDM*” elevace GIP odpovidala signifiantn&jsimu statistickému roz-
dilu (p<0.001). U pacientdi s dobrou kompenzaci TIDM’ byla elevace oproti kontrolni sku-
ping také signifikantni (p<0.01). GIP také pozitivné koreluje s GLP-1 a PP ve skupin¢ T1DM,
tak v kontrolni skupiné. Je mozné spekulovat, ze vznikaji jako kotraregulacni mechanismus
poruseného metabolismu glukozy.

Presny patofyziologicky mechanismus vzajemného ovlivnéni neni prozatim znam. Snaha o
farmakologické ovlivnéni patofyziologické drahy GIP bude pravdépodobné soucasné dobé

obtizn¢ uskute¢nitelna vzhledem k nizsi expresi aktivnich GIPR.

6.2.2 GLP-1

Role GLP-1 ve vztahu k détskych T1DM je stale pfedmétem vyzkumu. NaSe pracovni skupi-
na nenalezla signifikantni rozdily mezi T1DM a zdravou populaci, ackoli u TIDM méla hla-
dina GLP-1 tendenci k niz§im hodnotam. Vysledky nasi studie jsou ve shod¢ se zavéry studie
vypracované skupinou Carla a spol., ktefi také popsali nesignifikantni rozdily v postprandial-
nich hladinach GLP-1 mezi skupinou dospélych TIDM a zdravymi jedinci, avSak u jedinct
T1DM popsali nizsi ,,inkretin efekt” (porovnani odpovédi na intravendzni a peroralni podani
glukozy) (164). Jina randomizovana studie na dospé&lé populaci prokazala signifikantni zlep-
Seni glykemie nala¢no u pacientil, jimz byl v infuzi podavan GLP-1 (70). Vysledky studii
cilenych na postprandialni hodnotu glykemie také ukazaly, ze pti kombinaci infuze GLP-
1/inzulin dochdzi k redukci postprandialni hyperglykemie nez pfi podavani samotného inzuli-
nu. Pravdépodobné je to zpiisobeno nékolika ucinky GLP-1 (zvySenim senzitivity inzulinu,
prodlouzeni doby evakuace zaludku a snizenim sekrece glukagonu). Sila suprese je uréena
davkou GLP-1 (165). I vysledky nasi studie ukazuji na vliv GLP-1 na kompenzaci onemoc-

néni.
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U nasich pacient se $patnou kompenzaci onemocnéni - TIDM*’ hladina GLP-1 negativn&
korelovala s HbA;:% (p<0.05). Dale dle nasich vysledkti u TIDM GLP-1 pozitivné koreluje
sPPaPYY (p<0.01, p<0.05). Shodn¢ zmény cirkulujicich hladiny PP a PYY jsou popisovany
u TIDM jedincu, ale piesny patofyziologicky mechanismus vzajemného ovlivnéni neni pro-
zatim znam. Nedavna studie také prokazala souvislost mezi GLP-1 a BMI (166). Také z na-
Sich vysledki plyne, ze hladiny GLP-1 také koreluji s hodnotou pacientova BMI (p<0.05).
Muzeme se domnivat, ze zvySend hladina GLP-1 mlze fungovat jako pojistny mechanismus
pred dalsim kalorickym piijmem a rastem BMI. Edwards a spol. popsali nizsi kaloricky pii-
jem u zdravych jedinct, kterym byl podan inhibitor DPP-1V. DPP-1V inhibitory, které prodlu-
zuji biologicky polo¢as GLP-1 a tim prodluzuji jeho G¢innost (167). Pii podavani GLP-
l/inzulin dochazi 3x nizSimu riziku hypoglykemie a vahovému naristu v porovnani
s aplikacemi samotného inzulinu.

GLP-1 se jevi jako perspektivny gastrointestinalni peptid. Ovlivnénim jeho metabolismus
bychom mohli zlep$it kompenzaci onemocnéni u détskych TIDM pacienty, i prestoze fada

aspektt biologickych pochodti GLP-1 ziistdva neznama.

6.3 Ghrelin

Stale existuje jen omezené mnoZstvi praci zabyvajici se problematikou ghrelinu u détskych
T1DM. Publikované studie porovnavajici hladinu ghrelinu nala¢no pfed zah4jenim lécby in-
zulinem prokazaly signifikantn€ nizké hodnoty ghrelinu u T1DM ve srovnani se zdravou po-
pulaci. Hladiny se nelisily od zdravych jedinci jiz za n€kolik dni po zahajeni inzulinoterapie.
Holdstock a spol. vysetiovali hladiny ghrelinu u détskych TIDM po podani standardizované-
ho snidan€ po no¢nim la¢néni. Zjistili, Ze hladiny ghrelinu jsou signifikantn€ niz§i u TIDM

pte zahajenim 1é¢by v porovnani se zdravou populaci. Déti nadale sledovali a pfi identickém
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testu po 9 mésicich neodhalili zadné statisticky vyznamné rozdily v hladinach ghrelinu, kdyz
byly snizené v porovnani se zdravou populaci (97).

Nasi probandi vykazovali nizs§i hladiny ghrelinu po podani pokrmu v porovnani s kontrolni
skupinou (p<0.05). Domnivame, Ze rozdilny vysledek v porovnani od predchozich studii je
ovlivnén rozdilnym trvdnim onemocnéni. Skupina pacientii pfedchozi studie byla tvofena z
nov¢ diagnostikovanych T1DM jedinct. Je zndmo, ze po zah4ajeni inzulinoterapie dochazi na
urcitou dobu k zlepSeni funkce -bunék pankreatu - tzv. ,,Honeymoon period” (148). Hladina
stimulovaného C-peptidu T1DM jedinct v nasi studii byla 0,014+0,03 nmol/l) potvrzujici
vyznamnou depleci vlastniho inzulinu. Ve srovnani s vysledky Holdstocka a spol., u jejichz
pacientii byly o¢ekdvané stanoveny niz$i hladiny C-peptidu pfed zahdjenim 1é¢by inzulinem
nez po 9 mésicich 1é¢by. Pravdépodobné v disledku zminéné zlepsené sekrece B-bunck pii
pfechodné remisi onemocnéni. Ghrelin dle naSich vysledi nekoreluje s aktudlni glykemii. U
pacientl s T1DM* jsme pozorovali signifikantni tendenci k niz§im hodnotdm ghrelinu. M-
zeme spekulovat, Ze pfi snaze vyrovnat Spatnou kompenzaci onemocnéni dochdzi u T1IDM
jedinct k supresi sekrece ghrelinu s cilem zvysit senzitivitu perifernich tkani vici inzulinu a
zlepsit sekreci inzulinu zbyvajicich B-bunck pankreatu.

Tuto hypotézu podporuje nejen signifikantné nizsi hladiny ghrelinu (p<0.001) u Spatné¢ kom-
penzovanych TIDM" jedinct, ale také zjisténa signifikantni negativni korelace mezi ghreli-
nem a davkou inzulinu u T1DM jedinct. Identicky trend jsme také pozorovali mezi vlastni
tvorbou inzulinu a hladiny ghrelinu u zdravych jedinct (p=0.07), coz bylo také prokazano na
dospélé populaci (168). Tuto teorii dale podporuje negativni korelaci mezi ghrelinem a HbA 1.
(p<0.01), jehoz hladina spole¢né s davkou inzulinu a HDL funguje jako nezavisly prediktivni
faktor pro hladinu ghrelinu. Nase vysledky ukazuji, Ze hodnota ghrelinu by mohla piispét

k hodnoceni kompenzace T1DM u déti.
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U T1DM pacienti nalézdme normalni hodnoty HDL (169). Hypoteticky, u jedincti s TIDM
nebo T2DM nadmérmné davky inzulinu mohou hrat roli v akceleraci procesu aterosklerozy
snizenim hladin HDL (170). Nalezena pozitivni korelace mezi ghrelinem a HDL a negativni
korelace mezi ghrelinem a triglyceridy (p<0.05, p<0.01) podporuje souvislost metabolismu

ghrelinu a inzulinu, zmény jejich hladin jsou spojeny vyssim rizikem rozvoje aterosklerozy.

6.4 Leptin

Nenalezli jsme statisticky vyznamné rozdily mezi zkoumanymi skupinami jedinct
v hladinach leptinu. | ve vétsiné dalSich studii, publikovanych ve svétové literatuie, nebyly
signifikantni rozdily v hladinach leptinu (171; 172; 173). Na rozdil od Kiesse a spol., ktefi
popsali nizké hladiny leptinu u T1DM déti pied zahajenim inzulinové 1é¢by (170). Tyto hod-
noty se v8ak normalizovaly u prepubertalnich nebo ¢asné pubertalnich TLDM pacienti 1é¢ené
inzulinem. Naopak zvysené hladiny leptinu byly zjistény u postpubertalnich (Tanner 5) dlou-
hodob¢ 1é¢enych T1DM jedincii ve srovnani s referenéni skupinou. Pfedpokladame, ze roz-
dilné hodnoty hladin leptinu mohou byt dany rozdilem v rozloZeni vySetfované skupiny. Pri-
mérny ve€k nami vySetifované skupiny T1DM byl 13,38 (3,25) roku a necitala dostatek jedinct
k statistické analyze, pokud bychom pacienty rozdélili do skupin podle pubertalniho statusu
(dle Tannera). Hladina leptinu je zavisla na pohlavi jedince. Divky maji tendenci k vys$im
hladinam leptinu (171). Shodn¢ i v nasi studii byly hladiny leptinu signifikantn¢ vyssi u divek
nez chlapl v obou vysetfovanych skupinach (T1DM i zdravé kontroly). Na rozdil od Solima-
na a spol. jsme nepozorovali korelaci mezi hladinou leptinu a kompenzaci onemocnéni
(HbA1%) (114). Nase vysledky se shoduji s vétsinou publikovanych studii u détskych T1DM
(104; 170; 172). Dalsi studie porovnavajici obézni a non-obézni T1DM, obézni jedince s non-
obéznimi zdravymi jedinci dospéla k zavéru, ze hladiny leptinu byly signifikantné vyssi u
obéznich T1DM ve srovnani s non-obéznimi T1DM, ale jiz se neliSily v porovnani s obéznimi
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jedinci. A dokonce pfi redukci hmotnosti doslo i k poklesu hladiny leptinu (174). Tedy hladi-
ny leptinu se u TIDM méni v zévislosti na energetické bilanci shodné se zdravou populaci.
Jednim ze zndmych vedlejsich G¢inki inzulinoterapie je narast télesné hmotnosti (BMI), coz
je spojeno s narGstem hladiny leptinu. Ve skupiné u naSich T1DM také leptin koreloval s BMI
(p<0.05) shodujici se i s dalsimi studiemi (171; 172; 173). Podavani inzulinu indukuje synté-
zu leptinu.

To podporuje i nas nalez pozitivni korelace mezi leptin a inzulinem (p<0.05). Domnivame Se,
ze inzulin hraje roli v metabolismu leptinu, nikoliv leptin v vlastnim T1DM onemocnénim.
Muzeme spekulovat, pro¢ u postpubertalnich TIDM byly popsany vyssi hladiny leptinu. Po
vlivem opakovanych aplikaci inzulinu mize béhem puberty dochazet ke zméné procentualni-
ho zastoupeni jednotlivych slozek téla, s tendenci vétsiho zastoupeni lipidi. Je otazkou, zda
vysoké hladiny leptinu jsou ovlivnény pubertalnimi zménami jedince, ktery je Casto vystaven
potiebé vyssich davek inzulinu. Uvazuje se, Ze vysoka hladina leptinu sniZuje senzitivitu peri-
fernich tkani k inzulinu (175). Chrani vys$i hladiny leptinu sniZzenim senzitivity perifernich
tkani k inzulinu organismus pied dalSimi hmotnostnimi pfirastky? V souc¢asné dob¢ neni pato-

fyziologicky vysSich hladin leptinu u postpubertalnich T1DM pochod zndm.

6.5 Pankreaticky polypeptid

Ve svétové literatute data tykajici se pankreatického polypeptidu a détského T1DM jsou spora
nebo zcela chybéji. Skupina ndmi vySetfovanych T1DM jedincii méla hladiny PP mirné zvy-
Sené oproti kontrolni skupiné déti, nikoliv vSak statisticky vyznamné. Tato tendence je jeSté
vice patrna ve skuping $patné kompenzovanych jedinci TIDM* v porovnani se zdravymi
kontrolami. Tsuda a spol. popsali signifikantn¢ zvySené hladiny PP u dospélych T1DM nalac-

no i po peroralni podani glukozy (133). Po podavani PP pacientim s chronickou pankreatiti-
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dou doslo signifikantnimu poklesu glykemie, ale stale pietrvavaly elevované v porovnani
se zdravou populaci (131).

Piedpokladame, ze u T1DM k elevaci PP dochazi ve snaze kontra-regulovat poruchu gluko-
zového metabolismus. Elevované hladiny PP zvysi senzitivitu jaterni bunky K inzulinu a tim
snizit mnozstvi glukozy produkované jatry (124; 130). K nalezu elevovanych hladin PP pfi-
spiva i popsana hyperplazie PP bun¢k pankreatu T1DM (176). Snaha organismu vyrovnat
exkurze glykemie vyssi produkci PP a niz$i potfebou inzulinu. Tento vztah také podporuji
nase vysledky, ze kterych vyplyva signifikantni negativni korelace mezi hladinou PP a inzuli-
nem (p<0.05).

Domnivame se, ze zmény v hladinach PP u T1DM u dospélych i détskych pacientd ukazuji,
ze PP pravdépodobné hraje dilezitou ulohy v patofyziologii TIDM. Otdzkou zlistdva moznost
jeho uziti v klinické praxi. Vysledky védeckych praci naznacuji, Ze aplikace PP spole¢né

s inzulinem by mohla pfispét k zlepSeni kompenzace T1DM onemocnéni.

6.6 PYY

Doposud nebyla role PYY u détskych TIDM vyrazné studovéna. Ve shodé s dal§imi studie-
mi provedenych na zvifecich modelech jsme nenalezli signifikantni rozdily mezi hladinami
PPY u studovanych skupin. Pozorovali jsme vSak tendenci niz§im hodnot PYY u T1DM
V porovnani zdravymi détmi. Tato tendenci byla vice zfejma ve skupiné Spatné kompenzova-
nych jedinct TIDM" v porovnani se zdravymi kontrolami. Zadné rozdily nebyly vsak statis-
ticky vyznamné. Jelikoz PYY inhibuje vyprazdiovani zaludku, je postupné snizovan pocet L
bunék, a tim i klesa syntéza PYY jako kontraregulatni mechanismus zpomaleného vyprazd-
novani pti hyperglykemii v disledku T1DM (141). K jinym zavérim dospéli autofi hodnotici

mnozstvi L bun¢k v rektu T1DM pacientit s dlouhodobym trvanim T1DM (trvani nemoci

70



rozmezi: 18-48let) jiz s rozvinutymi gastrointestindlni komplikacemi onemocnéni (nauzea,
priymy) (177). Na rozdil od zvitecich studii u téchto pacientii byly nalezeny signifikantné
pocetn€jsi populace L bun€k nez u zdravych jedinct. Vysledky naznacuji, ze dochazi ke
zméné poctu L bunck a hladiny PYY v zavislosti na délce trvani onemocnéni a inzulinové
terapii nebo metabolismus PYY je zcela odlisny u lidskych jedinct. Je tieba dalSich studii
k ovéfeni téchto metabolickych pochodut. Pro dalsi poznani metabolismu PYY u T1DM bude
tieba v budoucnu zhodnotit hladiny PYY a pocet L-bun¢k riznych ¢asovych etapach TIDM
onemocnéni, zamé&fit se na hladiny PYY s souvislosti s poruchou motility jakozto GIT kom-

plikaci TIDM.

6.7 Funkéni bolesti biicha a GIT hormony

RAP patii mezi nejcastéjsi obtize v détském véku a jsou nejcastéjsim divodem navstévy ordi-
nace détského gastroenterologa. Dle epidemiologickych studii RAP postihuje mezi 10-20%
déti skolniho véku s mirnym nartistem u zenského pohlavi po 9. roku véku (178). Mezi jednu
z podskupin RAP patii FBB (179). V soucasnosti neni pti¢ina FBB znama, predpoklada se, ze
je zaloZena na slozitém biopsychosocialnim modelu. V sou¢asné dob¢ existuje nékolik hypo-
téz: (1) nestabilita autonomniho nervového systému, (2) visceralni hyperalgezii, (3) stresové
situace nebo (4) GIT dysmotilité (180; 181; 182; 183). Gastrointestinalni trakt a nervovy sys-
tém se vyviji ze stejného embryonalniho zakladu. Neuropeptidy a neurotransmitéry produko-
vany GIT ovliviiuji GIT motilitu, prokrveni, sekreci a absorpci (184; 185). Piedpoklada se, ze
chronické symptomy jsou nasledkem zmén v ose mozek — GIT, kdy psychoemocionalni stav
jedince muze vyustit v gastrointestinalni dysfunkci (184). Nékteré z nami vySetiovanych GIT

hormonti ovlivituji motilitu GIT (amylin, GIP, GLP-1, PYY). Ve svétové literatuie pouze
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Nishozava et al. popsal zvySené hladiny ghrelinu u dospélych pacientd s FD pifedevsim
s dysmolity like FD, avSak jednalo se jinou podskupinu RAP (186). V nasem souboru FBB
pacientu statisticka analyza hladin GIT hormont u souboru jedincti s FBB neukazala signifi-
kantni rozdily v jejich hladinach v porovnani se zdravymi kontrolami. Na zaklad¢ téchto dat
muzeme predpokladat, ze hladiny GIT hormonti pravdépodobné nehraji podstatnou roli v pa-
tofyziologickych mechanismech FBB u déti. Nase vysledky hladin GIT hormonti u déti s FBB
a zdravych kontrol ukazuji, Ze metabolismus T1DM hraje diilezitou roli v sekreci GIT peptidi

uplatiiujici se s velkou pravdépodobnosti v patofyziologickych mechanizmech u TIDM.
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[ Zavéry

1. Vsechny hormony byly stanoveny pomoci multiplexové metody (LINCOplex®). Stanove-
ni hladin pomoci multiplexové metody xXMAP se jevi jako velmi vyhodné ptedevsim
v pediatrii. Nejen pro efektivitu a senzitivitu metody, ale také vzhledem k potfebé mini-
malni objemu plazmy. Pfi analyze objem 25ul umoziuje stanovit i n€kolik desitek analyta
soucasné. To umozni redukovat potiebu mnoha imunologickych kitt, zkrati ¢as zpracova-

ni a v neposledni fad¢ cenu.

2. Stanovili jsme hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1, leptinu, inzulinu, PP a PYY u

T1DM, zdravych kontrol a FBB.

3. Zmény hladiny amylinu (p<0.001), ghrelinu (p<0.05) a GIP (p<0.01) v porovnani

s kontrolami prokazuji alterovanou sekreci u TLDM détskych pacientd.

a. U skupiny T1DM s $patnou kompenzaci jsme nalezli vysoce signifikantni odchyl-
ky v hladinach GIT hormont. Ghrelin (p<0.001) i GIP (p<0.01) byly signifikantné
odli$né od kontrolni skupiny.

b. Stanovili jsme plazmatické hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1, leptinu, inzu-
linu, PP a PYY u FBB pacientd, ktefi tvofili 2. kontrolni soubor. Nase vysledky
hladin GIT hormonti u déti s FBB a zdravych kontrol ukazuji, Ze metabolismus
T1DM hraje dulezitou roli v sekreci GIT peptidi uplatnujici se s velkou pravdépo-

dobnosti v patofyziologickych mechanizmech u TIDM.

4. Ve studii byl potvrzen vliv hormont na kompenzaci TIDM.
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a. Nalezli jsme signifikantni korelace hodnot HbA;. a davky inzulinu s hladinou
ghrelinu (p<0.01) u T1DM. Tento vztah potvrzuje signifikantné nizka hladina
ghrelinu u skupiny T1DM s $patnou kompenzaci vV porovnani se zdravou skupinou

(p<0.001).

b. Multivariatni regresni analyza potvrdila hodnotu HbA; a davku inzulinu jako ne-
zavislé faktory pro hladiny ghrelinu. Nase vysledky ukazuji, Ze hodnota ghrelinu

by mohla ptispét k hodnoceni kompenzace TIDM u déti.

c. U détskych TIDM byl potvrzen signifikantni deficit plazmatické hladiny amylinu.
U skupiny se $patnou kompenzaci TIDM jsme nalezli signifikantni korelaci HbA;.
a hladiny amylinu (p<0.01). Zafazeni znamého analoga do lé¢ebného schématu
T1DM studii by mohlo pfispét k zlepSeni metabolické kontroly a kompenzace

T1DM, coz prozatim bylo potvrzeno na dospé€lé populaci.

5. GIT hormony ukazuji velky potencial, jenZ v budoucnu umoziuji hlubsi pochopeni pato-
fyziologickych d&ji TIDM déti. Pokud se podafi farmakologicky zasahnout do metabo-
lickych pochodti GIT hormontl, pravdépodobné se nam podaii zlepsit i metabolickou kon-

trolu a sniZit morbiditu pacienti s TIDM.
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8 Souhrn

Cilem bylo studovat vybrané GIT hormonii a hormont souvisejici s metabolismem glukézy.
Pomoci multiplexového kitu (LINCOplex®) jsme stanovili hladiny hladinu amylinu, aktivniho
ghrelinu, aktivniho GLP-1, GIP, inzulinu, leptinu, PP a PYY. Hladiny stanovenych GIT hor-
mont byly korelovany s plazmatickymi hladinami GIT hormont kontrolnich skupin a s an-
tropometrickymi a biochemickymi parametry. Celkem bylo analyzovano 440 hladin vybra-
nych GIT hormont u 55 jedinct. VySetfovany soubor tvofilo 19 TIDM pacientl (pramérny
vék: 13,4 roki), 21 jedincii kontrolni skupiny (primérny vek: 13,4 roku) a 15 déti sledova-
nych pro FBB (primérny vek: 10,5 roku). Vstupni data byla hodnocena pomoci Wilcoxonova
parového testu, zavislosti mezi hladinami jednotlivych hormonti v obou skupinéach byly testo-
vany pomoci Spearmanova a Kendallova koeficientu potfadové korelace, taktéz zavislost mezi
hladinou hormont a biochemickymi parametry. Nasledné signifikantni korelace byly podro-
beny step-wise regresni analyze k odhaleni moznych nezavislych faktorg.

Studie prokazala, Ze stanoveni hladin GIT hormonl pouZitim multiplexové metody se jevi
jako velmi vyhodné pro senzitivitu a efektivitu. Potfeba minimalniho objemu plazmy (25ul)
k analyze umoznuje stanovit i nékolik desitek analytl najednou, coz je prospésné predevsim v
pediatrii.

U skupiny TIDM pacienti byly nalezeny signifikantn€ niz8i 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 s Spatnou kompenzaci byly zjistény vyso-
ce vyznamné odchylky v hladindch GIT hormonti. Ghrelin (p<0.001) i GIP (p<0.01) byly
signifikantné odliSné od kontrolni skupiny. Hladiny ostatni sledovanych hormonti se statistic-

ky nelisily v porovnani s kontrolni skupinou.
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Dale byly stanoveny hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1, leptinu, inzulinu, PP a PYY u
FBB pacienti, 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 kont-
rol ukazaly, ze metabolismus T1DM hraje dilezitou roli v sekreci GIT peptidu uplatiujici se
s velkou pravdépodobnosti v patofyziologickych mechanizmech u T1IDM.

Ve studii byl potvrzen vliv hormont na kompenzaci TIDM. Byly nalezeny signifikantni kore-
lace hodnoty HbA;. a davkou inzulinu s hladinou ghrelinu. Tento vztah potvrzuje signifikant-
né nizkd hladina ghrelinu u skupiny T1DM s $patnou kompenzaci Vv porovnani se zdravou
skupinou (p<0.001). Multivariatni regresni analyza potvrdila hodnotu HbA ;. a davku inzulinu
jako nezavislé faktory pro hladiny ghrelinu (p<0.01). NaSe vysledky ukazaly, Ze hodnota
ghrelinu by mohla ptispét k hodnoceni kompenzace T1DM u déti.

Prokézané nizké hladiny amylinu u détskych TIDM potvrzuji jeho deficit. U skupiny
se Spatnou kompenzaci TIDM byla nalezena signifikantni korelace HbA;. a hladiny amylinu
(p<0.01). Zatazeni znamého analoga amylinu do 1é¢ebného schématu T1DM studii by mohlo
prispét k zlepseni metabolické kontroly a kompenzace T1DM, coz prozatim bylo potvrzeno
pouze na dospé€lé populaci. Tato studie mtze slouzit jako vychozi bod pro dalsi studie u
T1DM v détském veéku.

Vysledky prokazaly alterovanou sekreci vybranych GIT hormonti a hormoni souvisejicich s
metabolismem glukozy u détskych TIDM a také jejich vliv na denni potebu inzulinu a meta-
bolickou kontrolu nemoci. Prukaz odlisné sekrece GIT hormont potvrdil, Ze inzulin neni je-
dinym hormonem, k jehoz depleci dochazi pti autoimunitni destrukci pankreatickych B-bunék
pankreatu. GIT hormony ukazuji velky potencial, jenZ v budoucnu umoziuji hlubsi pochopeni
patofyziologickych d&jit TIDM déti. Pokud se podaii farmakologicky zasahnout do metabo-
lickych pochodit GIT hormonti, pravdépodobné se nam podaii zlepsit i metabolickou kontrolu

a snizit morbiditu pacienti s TIDM.
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9 Summary

Our objective was to evaluate plasma levels of gut hormones and hormones associated with
glucose metabolism in children with type 1 diabetes mellitus (T1DM), and to correlate plasma
concentrations of gut hormones with blood biochemistry, markers of metabolic control and
anthropometric parameters. A multiplex assay kit (LINCOplex®™) was used for the determina-
tion of postprandial plasma levels of specific gut peptide hormones. Amylin, glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP), active glucagon-like peptide 1 (GLP-1), active
ghrelin, insulin, leptin, pancreatic polypeptide (PP), and polypeptide YY (PYY) were assessed
prospectively in 55 subjects including 19 T1DM children (mean age: 13.4 years) and 21
healthy reference controls (mean age: 13. 4 years) and 15 patients with functional abdominal
pain (FAP) (mean age: 10.5 years). In total, 440 plasma hormones samples were assessed in
55 patients. Entered data were examined using a non-parametric Wilcoxon’s test. Further-
more, statistically significant correlations were assessed by stepwise regression analysis.

Our study demonstrated that the determination of specific postprandial gut hormones with the
multiplex assay kit (LINCOplex®) was highly efficient. Not only was a small amount of
plasma sample (25ul) required for analysis, but also a vast number of gut hormones could be
assessed simultaneously. This is particularly useful in paediatrics.

T1DM subjects demonstrated significantly reduced amylin (p<0.001) and ghrelin (p<0.05)
levels, whereas GIP (p<0.05) was elevated when compared to healthy controls. Hormone lev-
els may impact on daily insulin dosages as well as metabolic control. Differences in gut hor-
mones levels in TIDM with worse metabolic control tended to be more significant in com-
parison to healthy controls. Plasma levels of ghrelin (p<0.001) and GIP (p<0.01) were more
significantly different in TLDM with worse metabolic control. Plasma levels of other assessed

hormones did not differ significantly.
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The FAP group of patients was considered as a second reference group. No statistically sig-
nificant differences were found in hormone plasma levels between FAP patients and healthy
controls. This implies an important role of gut peptides in TLDM children.

Based on our results, gut hormones may have an impact on TLDM metabolic control. A sig-
nificant correlation between HbA;., daily insulin dosage and ghrelin was found in T1DM.
This supports a significant correlation between HbA;. daily insulin dosage and ghrelin in
T1DM with worse metabolic control. Step-wise regression analysis confirmed HbA;. and dai-
ly insulin dosage as a predictive factor for ghrelin plasma levels. Based on our findings we
could further speculate that postprandial ghrelin values might serve as a measurable parameter
of metabolic control.

Our study demonstrated altered secretion patterns of GIT hormones in TLDM children. This
supports the theory that insulin is not the only hormone which is lost after B-cells destruction
or its secretion altered. A potential use of amylin to reduce postprandial hyperglycaemia can
be envisioned as its deficit in TIDM and significant correlation with HbA;. were demon-
strated. Studies utilising GIT hormones are a promising future prospect for a deeper under-
standing of diabetic metabolism. Given our final data one might speculate that better meta-
bolic control and lower morbidity could be achieved using pharmacological intervention in

GIT hormone pathways.
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