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Seznam zkratek:

APC — antigen prezentujici buiiky

BMI - body mass index

CR - Ceska republika

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

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 fosfataze

IAA — protilatky protiinzulinu

ICA512 — protilatky proti proteinu sekrecnich granul f-bunck
ISPAD — Mezinarodni spolec¢nost pro détsky a juvenilni diabetes

PP - pankreaticky polypeptid

PYY - peptid YY

RAP — recidivujici bolesti bificha

T1DM - Diabetes mellitus typ 1

XMAP Luminex — multiplexova metoda Luminex



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 pochodi
jedince, které vznika v disledku autoimunitni destrukce B-bunék Langernhanzovych ostravku
pankreatu. Pti¢ina vzniku autoimunitni destrukce B-bunék je multifaktorialni. Rizikovym fak-
torem je geneticka vybava jedince spojena s hlavnim komplexem histokompatibility II. téidy,
u n¢hoz dojde v dusledku vnéjsi noxy k Spusténi autoimunitni kaskady. Rychlost destrukce je
riznd. U mladSich jedincii predevsim s haplotypy DR3/DR4 probéhne destrukce bunék béhem
uvodnich 1-3 let od propuknuti nemoci, kdezto u starSich jedincii dochazi ke kompletni de-
strukci 1 po 10 letech trvani nemoci. U vétSiny T1DM pacientd pfi propuknuti onemocnéni je
detekovano vice druhti protilatek GADG65, ICA512/1A-2 a IAA (1). Pribéh onemocnéni mui-
zeme rozdélit do 4 stadii: (1) preklinické stadium (destrukce B-bunék pankreatu), (2) postupné

propuknuti onemocnéni, (3) pfechodna remise ,,honeymoon period®, (4) vlastni onemocnéni.

1.1.1 Epidemiologie T1IDM

T1DM je nejcastejsi 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. V posledni dekadé dochazi k vyznamnému nartstu incidence TIDM ve vyspélych
statech Evropy a svéta v celém spektru vékovych skupin détskych pacientii. Nejprogresivnéji

je tomu u déti nejmladsich vékovych skupin, tj. v pfedskolnim véku.



1.1.2 Faktory ovliviiujici kompenzaci TIDM

Glykemie vzhledem k centralnimu postaveni je pod vlivem fady riznych faktort. Uplatiiuji se
zakladni prvky 1é¢by 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 (pfedev§im auto-
imunitni thyroiditis, celiakalni sprue), infek¢ni 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 progndzou onemaoc-

néni a pfimo tmérna riziku rozvoje komplikaci.

1.1.2.1 Gastrointestindalni hormony a TIDM

Moderni strategie 1€cby TIDM se opira o substituci inzulinu. Od roku 1921, kdy byl tento
hormon objeven, je jedinym Iékem volby pro T1DM pacienty. Diky intenzifikovanému inzu-
linovému rezimu dosahuji pacienti lepSi metabolické kontroly onemocnéni a sniZeni rizika
rozvoje komplikaci spojenych s TIDM, kterd je vykoupena vys$§imi vahovymi pfiristky a
soucasné tfikrat vysSim rizikem hypoglykemie piedev§im v dobé adolescence. Substituce in-
zulinu 1 pfes celou fadu inzulinovych analog a inzulinovych pump neodrazi sekre¢ni profil
zdravych jedincii. 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-
ného hormonti — 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 pisobky ovliviiuji motilitou GIT (amy-



lin, GIP, GLP-1, PYY), ptisobi na produkci glukézy jatry (amylin, ghrelin, PP, ghrelin, gastric
inhibitory polypeptide, glucagon-like peptide 1, peptid Y'Y, leptin), inzulinovou sekreci (amy-
lin, ghrelin, GIP, GLP-1, PP) ¢i zvysuji preziti f-bunék Langernhanzovych ostrivkd. Popis
ucinkl jednotlivych hormonti ve vztahu k diabetu mellitu a jeho kompenzaci (tabulka 1).
GIT hormony a hormony souvisejici s glukdzovym metabolismem byly studovany na zviie-
cich i lidskych modelech. Existuje vS§ak mnozstvi pochodi a interakci, které nejsou zcela ob-

jasnény. Svétova literatura neobsahuje dostate¢né informace ve vztahu k détskému T1DM.

Tabulka 1: Uéinky specifickych hormond

Utinek specifickych GIT hormond

Cirkulujic hladiny hormonu o s "
, Inzulinova sekrece  Prefiti populace B-bunék

GIT hormon Mistosyntézy  GITmotilita Evakuace Zaludku Produkce glukozy jat
' i BRI Nalatno  Postprandalni

Amylin pankreas

ViV iy iyt

PYY GIT

Ghrelin GIT E - i s i A i i\ i \L i \l/ i _
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SRS
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gt ot | - : D T
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Legenda: P - zvySeny Ucinku; 4 - snizeni U¢inku; GIT — gastrointestinalni trakt; N/A — nelez apliko-
vat, GIT — gastrointestinalni trakt



2 Cile prace

V soucasné dobé né€kolik studii shrnuje role GIT hormont u dospé€lych pacienti s TIDM.
Kromé inzulinu se objevuji i dal$i hormony, u nichz dochazi k depleci nebo k alteraci jejich
sekrece v dasledku autoimunitni destrukce B-bun¢k Langerhansovych ostrivkti pankreatu.
Substituce nékterych z téchto gastrointestinalnich hormont u TIDM dospélych pacientt vede
ke zlepseni metabolické kontroly a kompenzaci. Svétova literatura neobsahuje dostatecné
informace zabyvajici se GIT hormony ve vztahu k détskému T1DM. Studie zabyvajici GIT
hormony z komplexniho hlediska a vzajemnych interakci nékolika hormonti neni v soucas-
nosti znama. Informace o vlivu urovné kompenzace TIDM na hladiny GIT hormonti nejsou

dle dostupné literatury dostatecné.

1. Stanoveni GIT hormoni pomoci analytické multiplexové 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, inzulin, PP, PYY).

a. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormonti u souboru déti TIDM.
b. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormont u kontrolni skupiny zdravych jedinci.
c. Stanovit plazmatické hladiny GIT hormontd u FBB pacientut, ktefi tvofi 2. kontrol-

ni soubor k zhodnoceni sekrece GIT hormoni u détskych TIDM.

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.

3 Material a metodika

3.1 Soubor

Vsichni pacienti byli pfed zafazenim do studie klinicky vySetfeni a byly stanoveny jejich
zakladni biochemické a antropometrické parametry. Soubor studie tvotilo 55 déti, ty byly
rozdéleny do 3 souborti (T1DM, zdravé kontroly a soubor déti s FBB). Mezi jednotlivymi
skupinami nebyl statisticky rozdil ve vékovém rozlozeni, pohlavi a BMI. Demografické udaje
vysetfenych skupin jsou shrnuty v tabulce 2, 3 a 4. Jednotliva data od vSech probandl byla

ziskana v prabéhu 12 mésici.

3.1.1 T1IDM

Z celkového poctu pacientta s TAIDM (n=113; 64/49 chlapci/divek) sledovanych v endokrino-
logické poradné Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni bylo do studie zafazeno na zakla-
dé vstupnich kriterii 19 TIDM pacientd (Tabulka 2). TIDM pacienti byli 1é¢eni inzulinem
intenzifikovanym rezimem minimaln¢ 4 roky (primérna doba od diagnézy: 6.5 roku, pramér-
né davky inzulinu: 0.92 IU/kg/den, primérné hodnoty HbA;: 7.2%). V dalsi fazi studie byla
skupina T1DM rozd¢lena dle hodnoty glykovaného hemoglobinu na skupinu s jedinci, ktefi

méli hodnotu HbAicy, >7% (n=9) a skupinu s jedinci s hodnotou HbA1cw <7% (n=10)



k posouzenim vlivu kompenzace onemocnéni na hladiny GIT hormont (Tabulka 3). 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 pfi diabetické ketoacidozou Vv poslednich 6 mésicich nebo pacienti s poruchou

renalnich funkci byli vylouceni ze studie.

3.1.2 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 (Tabulka 2). Vsichni probandi pied zatazenim do studie absolvovali
vstupni kompletni klinické vystiedni. Zadny z jedincti nebyl sledovan pro chronické onemoc-
néni, nemél ptiznaky onemocnéni gastrointestinalniho traktu, a to se nevyskytovalo ani u nej-
blizSich ptibuznych. V dobé¢ vySetteni nikdo z probandii neuzival antibiotika, nesteroidni an-

tiflogistika nebo jiné ptipravky ovlivitujici chut’ ¢i motilitu traviciho traktu.

3.1.3 FBB

Druhou kontrolni skupinu tvofilo 15 pacientt, kteti byli sledovani v gastroenterologické po-
radn¢ Détské kliniky Fakultni nemocnice v Plzni pro FBB (Tabulka 4). Vsichni probandi
splnovali fimska kriteria 111 (Rome 111 — H2b) pro FBB, ktera zahrnuji intermitentni nebo trva-
lou bolest bficha bez ptitomnosti zanétlivého, anatomického, metabolického procesu, ktery by
mohly jinak vysvétlit symptomy pacienta. Obtize musi pacient udavat nejméné 1x tydné po
dobu alespon 2 mésici. Diagndza probandi byla stanovena na zakladé kombinace klinického
nalezu, krevniho biochemismu, mikrobiologického a parazitologického vySetfeni, analyzy
moci, ultrasonografie ¢i endoskopického vysetieni traviciho traktu a psychologického vyset-

feni.



Tabulka 2

Demografické udaje

Charakteristika T1DM Kontroly
Jedinci (n) 19 21
Pohlavi (chlapci/divky) 12/7 10/11
VEk (roky) 13,38 (3,25) 13,36 (3,50)
BMI (kg/m?) 19,49 (4,34) 19,06(2,08)
Vék v dobé diagnézy (roky) 6,87 (2,47) -
Doba trvani onemocnéni (roky) 6,5 (2,22) -
Glykemie - nala¢no 8,25 (3,38) -

- po testovacim jidlu (90min) 12,50 (5,59) 5,28 (0,53)
HbA ¢ (%) 7,2 (0,28) -
Inzulin (1U)/kg/den (1U) 0,92 (0,28) -

Legenda: Cisla vyjadiuji primérné hodnoty, &isla v zavorkach vyjadiuji smérodatné odchylky. T1DM — Diabetes mellitus

typ 1, BMI — body mass index; HbA,c — glykovany hemoglobin; Inzulin (1U) — mezinarodni jednotky inzulinu

Tabulka 3

Demografické udaje

Charakteristika T1DM HbA.c (>7%) [ TIDM HbAc (<7%) || Kontroly
Jedinci (n) 9 ' 10 o2
Pohlavi (chlapci/divky) 5/4 713 10/11
Vek (roky) 14,73 (3.43) 12,18 (2,69) | 13,36 (3,50)
BMI (kg/m?) 21,40 (5,37) 17,77 (2,27) | 19,06(2,08)
VEk 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 nalagno 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 vyjadfuji primérné hodnoty, &isla v zavorkach vyjadiuji smérodatné odchylky. T1DM — Dia-
betes mellitus typ 1; HbAc — glykovany hemoglobin; BMI — body mass index; Inzulin (IU) — mezinarodni
jednotky inzulinu; TIDM™" - Pacienti s TIDM s HbA. vice nez 7%; TIDM™ - Pacienti s TIDM s HbA,. méné&
nez 7%.



Tabulka 4

Demografické udaje

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

Legenda: Cisla vyjadiuji primérné hodnoty, ¢isla v zavorkich vyjadiuji smérodatné odchylky. FBB —
funk¢ni bolesti biicha; BMI — body mass index.

3.2 Protokol studie a laboratorni analyza

Pacienti a jejich kontroly la¢nili béhem nocnich hodin, nejméné 12 hodin pfed podanim stan-
dardizované snidané (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 k planované laboratorni kon-
troly nebo vySetieni v ramci dispenzarizace V odbornych poradnach détské kliniky. Ke stano-
veni hladiny jednotlivych GIT hormoni a hormont souvisejici s metabolismem glukozy (ak-
tivni ghrelin, leptin, GIP, aktivni GLP-1, amylin, PP, PYY a inzulin) byl pouzit multiplexovy
kit (LINCOplex®). Viechna mé&feni byla provedena specialng vyskolenym pracovnikem. Int-
ra-assay koeficient byl < 11%, a inter-assay < 19%. C-peptid byl stanoven imunoradiomet-
ricky (Immunotech, Cesk4 republika, SR 300 Stratec® instrument). HbAs byl méfen pomoci
kapalinové chromatografie (high performance liquid chromomatography - Tosoh G7). Stano-
veni hodnot lipoproteinii o vysoké hustot¢ (HDL), nizké hustoté (LDL) a triglyceridd bylo
provedeno standardizovanou metodou (GTP-PAP Human®, CHOD-PAP Dialab®). Bioche-

mické parametry byly méfeny v laboratoii klinické biochemie Fakultni nemocnice Plzen. Je-
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dinci z kontrolni skupiny a skupiny FBB si neaplikovali Zadny inzulin. Dalsi analyza zahrno-
vala zpracovani demografickych udaji, pohlavi, vyska, vaha, trvani onemocnéni, hladinu gly-
kovaného hemoglobinu (HbA¢), aktualni glykémii, denni davku inzulinu, lipidové spektrum

a BMLI.

3.1 Statistika

Hladiny jednotlivych zkoumanych hormont jsou vyjadieny pomoci praimérné hodnoty a smé-
rodatné odchylky, medianu a interkvartilového rozmezi. Pro pocitani rozdilnosti mezi skupi-
nami zdravych kontrol a TIDM a skupinami FBB a TIDM byl pouzit vzhledem k povaze
biologickych populaci neparametricky Wilcoxonliv parovy test. Pro hodnoceni rozdilnosti
skupin T1DM stratifikovanych dle arovné¢ kompenzace onemocnéni byl zvolen neparametric-
ky Kruskaliv-Wallisiv test. Zavislosti mezi hladinami jednotlivych hormont v obou skupi-
nach byly testovany pomoci Spearmanova a Kendallova koeficientu potadové korelace, taktéz
zavislost mezi hladinou hormoni a HbA. (%), BMI (kg/m?), inzulinem (IU/kg) a lipidovym
spektrem (HDL, LDL, triglyceridy) byla stanovena uzitim Spearmanova a Kendalltiva koefi-
cientu potadové korelace. Na zavér pro uréeni nezavislého prediktivniho faktoru byly statis-
ticky vyznamné promeénné podrobeny stepwise regresni analyze. Statistické vypocty byly
provedeny statistikem uZitim softwaru Statistica® (StatSoft, Tulsa - U.S.A.). P-hodnota 0.05

byla povaZovana za hodnotu statisticky vyznamnou.

4 Vysledky

Ve vysledkové Casti jsou uvedeny hladiny gastrointestinalnich hormont u vysetfovanych sku-
pin. V jednotlivych sekcich jsou zpracovany skupiny T1DM, pacientti s TLDM stratifikova-
nych dle hodnoty HbA;. a FBB pacienti. Nejprve jsou uvedeny hladiny gastrointestinalnich
hormontl v porovnani s kontrolami, dale pak korela¢ni analyza mezi jednotlivymi hormony a
korela¢ni analyza mezi biochemickymi parametry a hladinami hormont. U skupiny T1DM je

9



uvedena navic step-wise regresni analyza. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami jsme

nenalezli signifikantni rozdily ve vékovém rozlozZeni, rozlozeni pohlavi, rasy, vysky, vahy a

BMI.

4.1 GIT hormony u T1DM jedinci
4.1.1 GIT hormony

U skupiny TIDM pacientti byly nalezeny signifikantné niz$i hladiny amylinu (p<0.001),

ghrelinu (p<0.05) a C-peptidu (p<0.001), naopak hladina GIP (p<0.05) a inzulinu (p<0.01)

byla elevovana v porovnani se zdravou populaci. Hladiny ostatni sledovanych hormonii se

statisticky neli$ily. Graf 1
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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 — T1DM; 2 - kontroly; p - p-hodnota;; NS- nesigni-

fikantni hodnota
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4.1.2 Korela¢ni analyza

4.1.2.1 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidit u TIDM a kontrolni skupiny

4.1.2.1.1 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). Graf 2

Graf 2

Korelace plasmatickych hladin GIT peptidi u zdravych kontrol

+0,0474, p<0.05 +0.5684 p<0.001
1600
80
1400 g e *
g 1200 = o
g 1000 - Py T e oo =
= 800 - S 40 . @
= =
£ - =
£ so00 2 = 30 . o <
i 400 <> 2 20 «»
200 S *=" * 10
> Lo £ o P o |
o 20 a0 60 80 100 120 o 20 40 50 80 100 120
Insulin (pmol/L) Amylin (pmol/L)
+ 0.3263, p<0.05 -0.4135, p=0.07
1600 120
1400 < — >
= 1200 =L -
= =3 >
E 1000 * E 2 - .
2 so0 = eo e 4
= - = s * 3
£ = 2 -«
§ 400 0’ - § > 2
200 <8 e = 20
o > * > & < &
20 40 60 80 10 20 30 a0 50 60
Amylin (pmol/L) Ghrelin (pmol/L)
-0.3789, p<0.05 +0.4842, p<0.01
70
;: “ 60 Py
— — 50
= 30 < * = 2 - -
< 25 < - g a0
N e =2 - .
1s =
= 3 ~ 4 & 20 =
a 10 | - <>
5 10 “ WV o
£ o
10 20 30 a0 50 60 | o 20 40 60 —
Ghrelin (pmol/L) GIP (pmol/L)
+ 0.8123, p<0.001 + 0.5401, p<0.05
120 1200
— 100 *s — 1000 o P
=
T =0 > - —g 800
= *
2 60 e % 600 . 2 s >
= * = - <
= 40 « B o * o 2
- 20 3— 200
o o
o 200 400 600 800 1000 1200 20 a0 60 80

C-peptid (pmol/L)

Amylin (pmol/L)

Legenda: Jednotlivé korelace mezi hladinami GIT hormoni u zdravych kontrol; p — p-hodnota
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4.1.2.1.2 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). Graf 3

Graf 3
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Legenda: Jednotlivé korelace mezi hladinami GIT hormoni u pacienta s diabetes mellitus typ 1(T1DM); p — p-

hodnota
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4.1.2.2 Korelace plazmatickych hladin GIT peptidii a biochemickych parametri T1DM
deéti

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 diagndzy a délce trvani
diabetu. 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 glykemii (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 HbAlc% (r = -0.6864;
p<0.01), leptin a TG (r= -0.6351; p< 0.01). Zadna dalsi korelaci nebyla statisticky signifikant-
ni.

4.1.2.3 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.

4.2 GIT hormony u skupiny jedincti hladinou glykovaného
hemoglobinu nad 7% (T1DM*") a pod 7% (T1DM™)

4.2.1 GIT hormony
4.2.2 TIDM"
U skupiny TIDM*" pacientii byly nalezeny signifikantng niz§i hladiny amylinu (p<0.01),

ghrelinu (p<0.001) a C-peptidu (p<0.001), naopak hladina GIP (p<0.01) a inzulinu (p<0.01)
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byla elevovana v porovnani se zdravou populaci (Graf 4). Hladiny ostatni sledovanych hor-

moni se statisticky nelisily.

4.2.3 TIDM™
U skupiny TIDM pacientii byly nalezeny signifikantng niz&i hladiny amylinu (p<0.001), a
C-peptidu (p<0.001), naopak hladina GIP (p<0.05) a inzulinu (p<0.01) byla elevovana

Vv porovnani se zdravou populaci (Graf 4). Hladiny ostatni sledovanych hormont se statistic-

ky nelisily.
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median naméfenych
hodnot, usetky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 — TIDM s HbA¢ nad 7% (T1DM"’); 2 - TIDM
s HbAc pod 7% (T1DM™); 3 - zdravé kontroly; p- p-hodnota; NS — nesignifikantni
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4.2.4 Korelaéni analyza

4.2.4.1 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidit a biochemickych parametrii u skupin
T1DM"

Ve skupingé TIDM"’ pacientti 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;¢ (r=-0.8896; p<0.01). Ghrelin negativné koreluje s hladinou TG (r=
-0.8442;p<0.05), leptin negativn¢ s TG (r= -0.7212; p<0.05) a pozitivn¢ v BMI (0.6727;
p<0.01). PP negativné koreluje s davkou inzulinu - insulin - 1U/kg/den (r=-0.6809; p<0.05).

Zadna z dalsi korelaci nebyla statisticky signifikantni.

4.2.4.2 Korelace plasmatickych hladin GIT peptidi a biochemickych parametri u sku-
pin TIDM”

Ve skuping TIDM pacienti byla nalezena pozitivni korelace ghrelinua HDL (r= 0.8000;
p<0.05) a 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.
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4.3 GIT hormony a FBB

Hladiny sledovanych hormonti u pacientti s FBB se statisticky nelisily v porovnani se zdravou

populaci. Graf 5
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Legenda: Krabicovy graf vyjadiuji interkvartilové rozmezi. Horizontalni linie ozna¢uje median namétenych
hodnot, use¢ky maximalni a minimalni ziskanou hodnotu; 1 - Pacienti s funkénimi bolestmi bficha; 2 - kontroly;

NS — nesignifikantni
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5 Zavéry

1. Vsechny hormony byly stanoveny pomoci multiplexové metody (LINCOplex®). Stanove-
ni hladin pomoci multiplexové metody xMAP se jevi jako velmi vyhodné predevSim
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 analyti
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 TAIDM détskych pacientt.

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
odlisné od kontrolni skupiny.

b. Stanovili jsme hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1, leptinu, insulinu, PP a PYY
u FBB pacientd, ktefi tvofili 2. kontrolni soubor. NaSe vysledky hladin GIT hor-
mont u déti s FBB a zdravych kontrol ukazuji, ze metabolismus T1DM hraje dui-
lezitou roli v sekreci GIT peptidd uplatitujici se s velkou pravdépodobnosti
V patofyziologickych mechanizmech u TIDM.

4. Ve studii byl potvrzen vliv hormont na kompenzaci T1DM.

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).
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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 T1DM byl potvrzen signifikantni deficit plazmatické hladiny amylinu.
U skupiny se $patnou kompenzaci T1DM jsme nalezli signifikantni korelaci HbA;¢
a hladiny amylinu (p<0.01). Zafazeni znamého analoga do l1écebného schématu
T1DM studii by mohlo pfispét k zlepSeni metabolické kontroly a kompenzace
T1DM, coz prozatim bylo potvrzeno na dospélé populaci.

5.  GIT hormony ukazuji velky potencial, jenz v budoucnu umoznuji hlubsi pochopeni pato-
fyziologickych d&ji T1DM déti. Pokud se podati farmakologicky zasahnout do metabo-
lickych pochodti GIT hormond, pravdépodobné se nam podati zlepsit i metabolickou kon-

trolu a sniZit morbiditu pacientii s TIDM.

6 Souhrn

Cilem bylo studovat vybrané GIT hormontd a hormoni 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-
moni 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 jedincti. VySetfovany soubor tvofilo 19 TIDM pacientli (primérny
vek: 13,4 roki), 21 jedincii kontrolni skupiny (pramérny veék: 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 skupinach byly testo-

vany pomoci Spearmanova a Kendallova koeficientu potadové korelace, taktéz zavislost mezi
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hladinou hormont a biochemickymi parametry. Nasledné signifikantni korelace byly podro-
beny step-wise regresni analyze k odhaleni moznych nezavislych faktor.

Studie prokazala, ze stanoveni hladin GIT hormonti 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 T1DM pacienti byly nalezeny signifikantné niz$i hladiny amylinu (p<0.001),
ghrelinu (p<0.05) a C-peptidu (p<0.001), naopak hladina GIP (p<0.05) byla elevovana
V porovnani se zdravou populaci. U skupiny T1IDM s $patnou kompenzaci byly zjistény vyso-
ce vyznamné odchylky v hladinach GIT hormonut. Ghrelin (p<0.001) i GIP (p<0.01) byly
signifikantn¢ odlisné od kontrolni skupiny. Hladiny ostatni sledovanych hormon se statistic-
ky nelisily v porovnani s kontrolni skupinou.

Dale byly stanoveny hladiny amylinu, ghrelinu, GIP, GLP-1, leptinu, inzulinu, PP a PYY u
FBB pacienttl, ktefi tvofili 2. kontrolni soubor. Hladiny hormont déti s FBB se signifikantné
neliSily od zdravych kontrol. NaSe vysledky hladin GIT hormoni déti s FBB a zdravych kont-
rol ukazaly, Ze metabolismus T1DM hraje dilezitou roli v sekreci GIT peptida uplatiujici se
s velkou pravdépodobnosti v patofyziologickych mechanizmech u TIDM.

Ve studii byl potvrzen vliv hormonti na kompenzaci TI1DM. 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 pfispét k hodnoceni kompenzace T1DM u déti.

Prokazané nizké hladiny amylinu u détskych TIDM potvrzuji jeho deficit. U skupiny

se $patnou kompenzaci TIDM byla nalezena signifikantni korelace HbA;. a hladiny amylinu
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(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 dospélé populaci. Tato studie mlze slouzit jako vychozi bod pro dalsi studie u
T1DM v détském veku.

Vysledky prokazaly alterovanou sekreci vybranych GIT hormoni a hormont souvisejicich s
metabolismem glukdézy u détskych TIDM a také jejich vliv na denni potfebu inzulinu a meta-
bolickou kontrolu nemoci. Prukaz odlisné sekrece GIT hormonut potvrdil, ze inzulin neni je-
dinym hormonem, k jehoz depleci dochazi pii autoimunitni destrukci pankreatickych B-bunék
pankreatu. GIT hormony ukazuji velky potencial, jenz v budoucnu umoziuji hlubsi pochopeni
patofyziologickych dé&ji TIDM déti. Pokud se podaii farmakologicky zasahnout do metabo-
lickych pochodti GIT hormont, pravdépodobné se nam podaii zlep$it i metabolickou kontrolu

a snizit morbiditu pacientti s TIDM.

/ Summary

Our objective was to evaluate plasma levels of gut hormones and hormones associated with
glucose metabolism in children with type 1 diabetes mellitus (TLDM), 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
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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.

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
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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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