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1. UvVoD

Diabetes mellitus je jednim z nejc¢astéjSich chronickych onemocnéni v rozvinutych
zemich svéta a zvysSujici se prevalence umocnuje jeho celospolec¢enskou zavaZznost. Podle
WHO v r. 2010 trpélo timto onemocnénim celosvétoveé vice nez 220 miliénU osob a mezi léty
2010 a 2030 ma odhadovana prevalence diabetes mellitus v rozvojovych zemich vzrist o 69
% a ve vyspélych zemich o 20 %; jeho celosvétovy vyskyt mezi dospélymi (ve véku 20-79 let)
ma Cinit vroce 2030 7,7 %, tj. 439 milion( dospélych (Shaw et al., 2010). Pri¢ina tohoto
narlstu je prisuzovdna ménicimu se Zivotnimu stylu vedoucimu k redukci fyzické aktivity a
k obezité, zméndm v dieté a v hygienickém standardu populace. Pozitivni korelace mezi
zlepsenim hygienického standardu populace arozvojem diabetes mellitus koresponduje s
hygienickou hypotézou, podle které je snizena mikrobidlni stimulace organizmu asociovana
s vyS$Sim rizikem rozvoje autoimunitnich a imunologicky mediovanych chorob a alergii (Kolb a
Elliott, 1994). Rozvoj téchto onemocnéni je vSak spojovan i s toxickymi environmentalnimi
faktory, jejichz moZzny mechanizmus pusobeni vyjadfuje , overload” hypotéza. Tato hypotéza
predpoklada vliv nefyziologického zatizeni beta bunék pankreatu zplsobeny inzulinovou
rezistenci a dlouhodobym fyzickym i psychickym stresem. Vliv chronického stresu m(ize vést
k apoptoze beta bunék Ci k jejich poSkozeni autoimunitni reakci (Wild et al., 2004; Dahlquist,
2006).

Ackoliv se diabetes mellitus typu 1 a typu 2 odliSuji svou patogenezi i klinickou
prezentaci, u obou onemocnéni se vyskytuji morfologické a funkéni zmény tenkého streva
charakterizované zvySenim slizniéni plochy stfeva véetné zvyseni poctu poharkovych bunék ¢i
chybéni intersticidlnich Cajalovych bunék (Rayner a Horowitz, 2006; Zhao et al., 2006). Délka
klki tenkého stfeva a proliferace intestinalnich bunék koreluje pozitivné s hladinou
glykosylovaného hemoglobinu (HbAlc), indikdtoru chronické hyperglykémie (Adachi et al.,
2003). Pro oba typy diabetes mellitus je charakteristickd také porucha stfevni motility
zplUsobend diabetickou autonomni neuropatii, vedouci k retenci stfevniho obsahu a
naslednému rozvoji stfevni dysbidzy, k poruSeni intestindlni bariéry a zvySeni stfevni
propustnosti (Virally-Monod et al.,, 1998). S poruchou stfevni motility a permeability
zplUsobené dysbidzou i pfimo prostiednictvim hyperglykémie souvisi i vznik enteropatii

manifestovanych u diabetickych pacientli obstipaci ¢i prlijmy (Damci et al., 2003; Shakil et



al., 2008). Vice versa, existuji dlikazy oznacujici alteraci bariérové funkce tenkého streva jako
iniciacni faktor vzniku diabetes mellitus (Vaarala, 2008).

Intestindlni bariérova funkce zahrnuje aktivni, komplexni a koordinovany
homeostaticky systém, jehoZz klicovymi prvky jsou intestindlni permeabilita, intestinalni
imunita a intestinalni mikrobiota (Tlaskalova-Hogenova a Méstecky, 2012). Je znamo, zZe
bariérova funkce stfeva je vyrazné narusena u fady gastrointestinalnich onemocnéni jakymi
jsou gastrointestindlni infekce, nespecifické stfevni zanéty, celiakie, nealkoholicka
steatohepatitida, syndrom draidivého tracniku, enteropatie navozené uZivanim
nesteroidnich antirevmatik, intestinalni ischemie, ale také u nékterych autoimunitnich a
systémovych onemocnéni (Arrieta et al., 2006; Catalioto et al., 2011). Porucha intestindalni
bariéry se dale podili i na rozvoji sepse a multiorganového selhani u pacientd se snizenou
stfevni perfuzi nasledkem velkého operaéniho vykonu, traumatu ¢i Soku (Grootjans et al.,

2010).

Teoretickd c¢ast predkladané dizertacni prace popisuje soucasné znalosti o funkci
intestinalni bariéry a jejim patofyziologickém vztahu k diabetes mellitus 1. typu a 2. typu.
Vlastni experimentalni prace byla zaméfena na posouzeni poruchy intestindlni bariéry na
urovni epitelu tenkého stfeva u pacientll s obéma typy diabetes mellitus a charakter této
poruchy srovnavala s modelovym onemocnénim tenkého stfeva, provazenym poruchou
bariérové funkce streva, jakym je celiake. V séru pacientd a kontrolni skupiny jsme
stanovovali tfi markery, z nichz kazdy testoval odliSny aspekt poruchy epitelové intestindlni
bariéry: apoptdzu enterocytli, poskozeni enterocytl a aktivaci systému vrozené imunity.
V zavéru dizertacni prace naznacujeme mimo jiné i potencialni vyuziti nami studovanych
neinvazivnich markerQ poruchy intestindlni bariéry v klinické praxi a budouci moznosti
modulace intestinalni bariéry, jez by mohly prispivat k 1é¢bé obou typu diabetes mellitus i

ostatnich chorob provazenych poruchou bariérové funkce tenkého streva.



2. TEORETICKA CAST: Diabetes mellitus a porucha intestinalni bariérové funkce stfeva
2.1. Bariérova funkce tenkého stieva

Sténa tenkého stfeva tvofi anatomickou a imunologickou bariéru, souhrnné
nazyvanou intestinalni bariéra (obrazek 1). Intestinadlni bariéra oddéluje antigenni
komponenty zevniho prostiedi (tj. v lumen obsazeny chymus a mikrobiotu) od vnitfniho
prostfedi organismu. Zakladni dlohou funkéni intestindlni bariéry je schopnost rozpoznavani
patogennich agens a potravnich antigenli od nepatogennich a navozovani tzv. oralni

tolerance imunitnim systémem.

Obrazek 1. Schéma epitelové casti intestindlni bariéry. Zkratky: TLR — toll like receptor; NF-kb -
nuklearni faktor kappa B; IFN-y — interferon gamma; IL- interleukin; TGF-B — transforming growth
factor beta; SIgA — sekrec¢ni immunoglobulin A; Dc — dendritické burniky; M — makrofagy; Ly —
lymfocyty. Upraveno podle: West et al., 2009.
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Mechanickou a strukturalni oporu intestinalni bariéry tvofi sténa tenkého streva s
funkéné diferencovanou epitelovou slizniéni vystelkou, kterd je v anatomickém kontaktu
s buikami nervového, endokrinniho a imunitniho systému. Jednovrstevna vystelka
epitelovych stfevnich bunék mda plvod v multipotentni kmenové burice pritomné
v slizni¢nich kryptdch. Tato kmenova bunka se diferencuje do ctyf hlavnich epitelovych
bunék: (1) absorp¢ni enterocyty, které predstavuji vice nez 80 % epitelovych bunék tenkého
stfeva, (2) poharkové burky produkujici mucin (smés glykoproteint a vody), jez pokryva a
chrani slizni¢ni povrch, a trefoilové peptidy, jez jsou nutné pro epitelovy rlist a opravu
poskozeni, (3) enteroendokrinni buriky, které secernuji peptidové hormony a (4) Panethovy
bunky. Epitelové buriky spole¢né s lamina propria mucosae tvofi sliznici stfeva. Enterocyty
jsou vysoce metabolicky aktivni buriky s biologickym polo¢asem 3 — 4 dny, kdy na vrcholcich
klkd hynou apoptézou a uvolfiuji se do stfevniho lumen. Kontinuita stfevniho povrchu je
zajistovana jejich neustdlou obménou. Enterocyty vznikaji v mitotickych zénach stfevnich
krypt, ze kterych se pohybuji po vertikdlni ose klku k jeho vrcholu (Sansonetti, 2004).

Optimalni funkci intestindlni bariéry umoZznuji i chemické Iatky secernované do lumen
gastrointestindlniho traktu: kyselina chlorovodikova, pepsin, Zlu¢, pankreatické a stfevni
protedzy, sekrecni imunoglobuliny a antimikrobidlni latky. Antimikrobidlni Iatky jsou
produkované Panethovymi bunikami, jez jsou lokalizovany v kryptach tenkého stfeva a maji
schopnost rozpozndvat pritomnost bakterii a branit kolonizaci krypt uvolfiovanim
antimikrobialnich peptid( a proteint (defenziny, lysozym) (Vaishnava et al., 2008).

Imunologicka bariéra je zajisténa kooperaci fady bunék. V lamina propria mucosae se
nachazeji imunitni bunky (antigen-prezentujici bunky, dendritické burky, T-lymfocyty, B-
lymfocyty, plasmatické bunky, makrofagy, mastocyty) fungujici jako senzory pro cizorodé
antigeny, mikrobidlni patogeny ¢&i komenzalni mikroorganismy a Ucastnici se imunitni
odpovédi. Mezi enterocyty jsou vmezereny intraepitelidini T-lymfocyty (IELs). Rovnéz
samotné enterocyty jsou aktivni soucasti vrozeného imunitniho systému, kromé svych
absorpcnich a metabolickych funkci exprimuji receptory schopné rozpoznavat bakterialni
antigeny (Hisamatsu et al.,, 2003). Vrdmci systému vrozené imunity je antigenni
rozpoznavani v tenkém streveé zavislé na pfitomnosti transmembrandznich ¢i intraceluldrnich
receptorll, nazyvanych pattern recognition receptory (PRR), které zahrnuji rodiny toll-like

receptorll (TLR) a NOD-like receptorli (NLR). PRR jsou exprimovany imunitnimi bunkami v
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lamina propria mucosae a rovnéz i intestindlnimi epitelovymi burnkami; jejich exprese se
zvySuje pfi zanétu. Vazba antigent na PRR stimuluje intraceluldrni signaliza¢ni kaskady (NF-
kB, AKT/phosphatidylinositol-3’-kindzova and mitogenen-aktivovanda proteinkindzova draha)
vedouci k imunitni odpovédi — k produkci cytokinG a chemokin(, které atrahuji imunitni
bunky zucastnéné v akutni zanétlivé odpovédi (Baumgart a Dignass, 2002; Arrieta et al.,
2006; Mukherjee et al., 2008; Santaolalla a Abreu, 2012).

Transport antigenli ze stfevniho lumen do subepitelovych vrstev probiha
paracelularné — skrze tésné spoje (tight junctions) mezi enterocyty ¢i prostfednictvim
specializovanych M-bunék a dendritickych bunék. M-buriky jsou pfimo distribuovany mezi
enterocyty, kdezto dendritické buriky jsou lokalizovany v lamina propria mucosae a svymi
vybézky pronikaji epitelovou vrstvou do lumen stfeva (Boscardin et al., 2006). Prezentace
lumindlnich antigen( se uskutecnuje prostfednictvim dendritickych bunék a M-bunék. Tyto
antigen-prezentujici bunky predkladaji antigeny T- a B-lymfocytim vlamina propria
mucosae, ¢imZz dochdazi kindukci imunitni odpovédi. Hlavni soucasti humordlni imunitni
reakce je sekrece imunoglobulinu A (IgA) plasmatickymi burikami pfitomnymi v lamina
propria mucosae. IgA je z lamina propria mucosae transportovan enterocyty na slizni¢ni
povrch, kde se Ucastni tzv. imunitni exkluze antigen(l (Sansonetti, 2004).

Integrdlni Ulohu v udrzeni spravné funkce sliznice gastroitestinalniho traktu, a tedy i
bariérové funkce, maji komenzalni bakterie. Komenzalni mikrobiota zahrnujici pfiblizné 10"
bakterii plsobi jako troficky kompetitor a antagoinsta patogennich mikroorganisma.
Bakteridlni produkty stimuluji proliferaci epitelovych bunék, sekreci mucinu poharkovymi
burfikami a produkci defenzini Panethovymi bunkami. K udrZeni slizniéni homeostazy
prispivd komenzdalni mikrobiota svou imunomodulacni aktivitou: kontroluje zanétlivou
odpovéd’ prostfednictvim regulace exprese transkripéniho faktoru NF-kB v epitelovych
burikdch. Mikrobiota dale stimuluje (pfimo ¢i prostfednictvim T2, Ty3 a Trg lymfocytl)
slizniéni B-lymfocyty k produkci sekre¢niho IgA, IL-10 a TGF-B (Garrett et al., 2010). Naproti
tomu prozanétliva slozka imunitni odpovédi navozena dysbiézou a patogennimi agens je
charakterizovana produkeci IL-12.

Vyvoj intestindlni homeostazy, ve které ma své nezastupitelné misto také imunitni
systém, zacind jiz béhem raného postnatalniho vyvoje, kdy je organizmus kolonizovan

komenzalni mikrobiotou. Kolonizace mukdznich povrchi mikrobiotou v tomto obdobi
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ontogeneze ma zasadni vyznam pro rozvoj funkéni imunity, a to nejen slizni¢ni, nybrz i
systémové.

Integrita a kvalita epitelové vrstvy tenkého stfeva je pfimo zodpovédna za intestinalni
bariérovou funkci. Kontakt mezi dvéma sousednim enterocyty je zajistovan luminalné
lokalizovanymi bunécnymi spojenimi oznaCovanymi jako ,tight junctions” a bazalné
lokalizovanymi ,adherens junctions” a desmosomy. Epitelové tight junctions predstavuji
multimolekularni proteinovy komplex sloZzeny z membrdnovych proteinl zahrnujich
okludiny, proteiny rodiny claudind, ZO-proteiny, myosin IXB, zonulin a junkéni adhezni
molekuly. Proteiny tight junctions formuiji fibrilarni struktury tvofené molekulami okludinu a
claudinu, prochdzeji membranami sousednich enterocytd, ¢imz zajistuji vzajemnou interakci
téchto bunék. Okludiny a claudiny jsou vzdjemné spojeny s intracelularnimi proteiny Z0O-1,
Z0-2 a Z0-3 aktinovymi filamenty, jejichz organizace reguluje paracelularni propustnost
sliznice tenkého stteva. Tight junctions jsou dynamickymi a pfisné regulovanymi strukturami,
které relaxuji ¢i kontrahuji v odpovédi na stimuly pfichdzejici z lumen stfeva, z epitelu ci
z lamina propria mucosae. Mezi stimuly ovliviujici propustnost stfeva skrze tight junctions
patfi dietni produkty &i jejich metabolity, humordini nebo neurondlni signaly, zadnétlivé
medidtory, produkty Zirnych bunék ¢i plsobky patogennich virovych a bakteridlnich agens
(Turner, 2009). DuleZitym patofyziologickym mechanismem (vyuZivanym napf. i fadou
bakterii), ktery reguluje propustnost tenkého stfeva prostfednictvim tight junctions, je
exprese zonulinu. Zonulin je parakrinné secernovan z bunék lamina propria mucosae na
povrch strevni sliznice, kde se vaze na zonulinovy receptor enterocytl, ve kterych indukuje
snizeni exprese Z0O-1 a okludinu a restrukturalizaci cytoskeletu vedouci k otevreni tight
junctions a tim ke zvyseni stfevni permeability (Wang et al., 2000; Groschwitz a Hogan, 2009;

Fasano, 2012a, 2012b).

2.1.1. Intestinalni permeabilita

Zakladni funkci enterocytll je absorpce molekul traveniny. Absorpcéni schopnost
stfeva je umoznéna jednak transceluldrnim transportem, ktery mlze byt pasivni (difdzni) i
aktivni - vyuZivajici molekuldrnich prenasecl; dale pak transportem pres paracelularni

prostory, ktery probiha pasivni difuzi. Permeabilita stfevni bariéry Uzce souvisi s funkci tight
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junctions, které maiji zasadni roli v regulaci paracelularniho transportu (Arrieta et al., 2006;
Anderson a Van ltallie, 2009).

Zvysena strevni permeabilita, ¢asto oznacovanad jako ,leaky gut”, je nalézdna u fady
stfevnich, jaternich a autoimunitnich chorob a rovnéZz u diabetes mellitus 1. a 2. typu.
Doposud v3ak neni zcela jasné, zda poskozeni stfevni bariéry doprovazené zvySenim strevni
permeability je disledkem ¢i jednou z pfFicin téchto onemocnéni. Na zdkladé systematickych
pozorovani vSak narUstaji diikazy podporujici pfedstavu o primarnim vlivu poruchy strevni
bariéry na rozvoj zminénych onemocnéni (Arrieta et al., 2006). Nepfimym dikazem pusobeni
alterované stfevni bariéry na rozvoj autoimunitnich a imunitné mediovanych onemocnéni
traviciho traktu je napf. nalez zvySené strevni propustnosti u klinicky zdravych pfibuznych
prvniho stupné pacientl s nespecifickymi stfevnimi zanéty a celiakii (Groschwitz a Hogan,
2009). Predpoklada se, ze poruseni bariérové funkce stfeva nadmérné stimuluje imunitni
systém potravinovymi a mikrobidlnimi antigeny zlumen stfeva. Nadmérné stimulovany

imunitni systém muzZe vést ke vzniku destruktivnich procesl autoimunitni povahy.

2.1.2. Intestinalni mikrobiota

Stfevni mikrobiota je dllezitym faktorem spojujicim genetické pozadi, enviromentalni
vlivy a imunitni systém. Stfevo pramérného zdravého ¢lovéka obsahuje vice nez 10™ bakterii
zahrnujicich pftiblizné 1000 druh( (Neish, 2009). MnoiZstvi bakterii progresivné nar(std
vtenkém stfevé abordlnim smérem: od pfiblizného mnozstvi 10 bakterii na gram
luminalniho obsahu vjejunu ai k 10’ bakterii na gram lumindlniho obsahu vileu,
s predominanci gram-negativnich aerobu a nékolika obligatnich anaerob(. Nejvétsi mnoZstvi
bakterii je v tlustém stfevé — 10" na gram luminélniho obsahu (Zoetendal et al., 2006).
Velikost genomu tohoto mikrobidlniho spoleéenstvi - mikrobiomu - prevysuje lidsky
nuklearni genom o dva rady. Symbioticka mikrobiota umozriuje organismu nékteré dulezité
fyziologické funkce metabolické i imunologické (Musso et al., 2010).

Pfitomnost komenzalni intestinalni mikrobioty je nutnd v ranych ontogenetickych
fazich organizmu, kdy se podili na regulaci traveni, rdstu, angiogeneze a v neposledni fadé na
maturaci imunitniho systému (Hooper, 2004; Mazmanian et al., 2005). Dietni faktory,
zejména v ¢asném détstvi (kdy dietou prichdzeji do organismu doposud neznamé potravni

antigeny), jsou zasadni pro ustaveni ekvilibria intestinalni mikrobioty (Penders et al., 2006).
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Intestinalni mikrobiota zpétné ovliviiuje stav a maturaci imunitniho systému a regulaci
permeability tenkého stfeva. Pfitomnost pfiznivé komenzalni mikrobioty ma i pfimy
imunomodulaéni efekt, nebot Uzce souvisi s aktivitou cytotoxickych a regulacnich T-
lymfocytl (Treg) ve stfevni sliznici. Komenzalni mikrobiota stimuluje vznik Ty3 a Treg lymfocyti
produkujicich IL-10 a TGF-B tlumici prozanétlivé procesy (Yan a Polk, 2004; Rook a Brunet,
2005; Hrncif et al., 2008; Coombes a Powrie, 2008) a potlacujicich rekreci prozanétlivého IL-
17 (lvanov et al., 2009).

Kolonizace zaZivaciho traktu bakteriemi muiZe podporovat rozvoj oralni tolerance (tj.
imunologické neodpovidavosti na uréité antigeny, zejména antigeny komenzalni mikrobioty
a potravni antigeny), jak bylo experimentdlné prokazano na zvifecich modelech (Sudo et al.,
1997; Repa et al., 2008; Tsuda et al., 2010). Dale se ukazuje, ze komenzalni bakterie pfimo
ovlivAuji integritu stfevni bariéry: napt. Lactobacillus plantarum prokazatelné zvysuje expresi
protein(l tight junctions okludinu a ZO-1 v bioptickych vzorcich tenkého stfeva zdravych
lidskych dobrovolnikli, ¢imZz dochazi ke snizeni permeabity tenkého stfeva cestou tight
junctions (Karczewski et al., 2010). Zvysuji se znalosti o Uloze stfevni mikrobioty nejen
v rozvoji optimalni funkce slizni¢niho imunitniho systému a intestinalni bariéry, ale i o Ucasti
mikrobidlnich castic se silnymi imunoaktivaénimi vlastnostmi (tj. lipopolysacharidu,
peptidoglykant, superantigen(, bakterialni DNA, heat shock proteint) v etiopatogenetickych
mechanismech multifaktoridlnich a multigenetickych zanétlivych a autoimunitnich
onemocnéni (jakymi jsou napf. nespecifické stfevni zanéty, celiakie, diabetes mellitus 1.
typu, obezita, diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskuldrni onemocnéni, ateroskleréza,
revmatologickd, neurologickd a psychiatrickd onemocnéni, alergie), ale i nddorovych
onemocnéni (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004; Tlaskalova-Hogenova et al., 2011; Kverka a
Tlaskalova-Hogenova, 2013).

Stfevni mikrobiota je v soucasnosti povazovana za lidsky mikrobidlni organ, ktery
hraje dulezZitou roli vimunité a energetickém metabolismu. MozZnost, Ze pfi¢inou fady
imunitné mediovanych ¢i metabolickych onemocnéni mize byt alespon ¢astecné dysfunkce
tohoto mikrobidlniho organu, vede k rozsahlému studiu vlivu transplantace fekalni
mikrobioty u téchto chorob (napf. metabolicky syndrom a diabetes mellitus 2. typu,
idiopatické strfevni zanéty, syndrom drdidivého tracniku ¢i autoimunitni a alergicka

onemocnéni) (Borody a Khoruts, 2012).
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2.2. Diabetes mellitus 1. typu a intestinalni bariéra

Podstatou diabetes mellitus 1. typu (T1D) je imunitné mediovana destrukce beta
bunék Langerhansovych ostrvk( pankreatu (autoimunitni inzulinitida), ¢imZ postupné
ustdva sekrece inzulinu a zvySuje se plasmaticka hladina glykémie. Rozvoj diabetes mellitus
1. typu je indukovan spoustécimi (environmentdlnimi) vlivy u geneticky vnimavych jedinct
(Yeung et al., 2011; Honeyman et al., 2010). Destruktivni imunitni proces zahrnuje jak slozku
vrozené, tak adaptivni imunity; Langerhansovy ostrlvky jsou béhem autoimunitni inzulinitidy
infiltrovany monocyty, makrofagy, T- a B- lymfocyty (Beyan et al.,, 2006). O ucasti slozek
adaptivni imunity svédci skutecnost, Ze v prabéhu autoimunitni inzulinitidy je v séru pacientt
nalézdna rada autoprotilatek: proti pankreatickym ostravkim (ICA, islet cell antibodies),
proti dexarboxyldze kyseliny glutamové (GADA, glutamic acid dexarboxylase antibodies),
anti-IA2 protilatky (islet antigen-2 antibodies), proti inzulinu (IAA, insulin auto-antibodies).
Podle soucasnych predstav jsou beta buniky pankreatu poSkozovdny T-bunééné
mediovanymi imunitni mechanismy. Destrukce beta bunék se pfimo ucastni cytotoxické
CD8+T-lymfocyty v kontextu zanétlivého prostredi determinovaného produkci cytokint IFN-
v, IL-1B a IL-17, které patrné i samo indukuje apoptdzu beta bunék (Honkanen et al., 2010;
Arif et al., 2011).

Studie na zvifecich modelech diabetes mellitus 1. typu prokdzaly imunitni spojeni
onemocnéni pankreatu a tenkého streva. T-buriky aktivované v gastrointestindlnim traktu
migruji do Langerhansovych ostrlivkd, jejichz bunky exprimuji mukdzni ,,homing” receptor
MadCAM-1 (Hanninen et al., 2007). Anatomické a imunitni spojeni obou organtd umoziuje
transfer antigen( z lumen tenkého stfeva do sekundarnich lymfatickych organd pankreatu.
Na transgennim mysim modelu bylo napf. demonstrovano, Ze potravni ovalbumin indukuje
proliferaci T-bunék (s pfitomnym ovalbumin-specifickym T-bunéénym receptorem) jak
v mezenterialnich, tak i pankreatickych lymfatickych uzlindch (Turley et al., 2005). Tato
pozorovani naznacuji, Ze potravni (a mikrobialni) antigeny nachazejici se vlumen stfeva
mohou ovliviiovat imunitni buriky v pankreatu. Zmény v zastoupeni cytokin( ve strevni
sliznici (které jsou vysledkem gastrointestinalni infekce ¢i alterované reakce imunitnich
bunék na intestinalni mikrobiotu ¢i potravni antigeny) indukuji zmény ve fenotypu a aktivité

T-lymfocytl. T-lymfocyty nasledné migruji z tenkého stfeva do pankreatu, kde se mohou
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podilet na rozvoji ostrlvkové autoimunity. Zminéna predstava imunitniho spojeni mezi
stfevem a pankreatem koresponduje s embryonalnim plvodem pankreatu, ktery se vyviji ze
stfevniho endodermu (Vaarala, 2012).

Vaarala et al. definovali hypotézu, podle niz intestindlni dysbidza, porucha slizni¢ni
stfevni bariéry a aberantni intestindlni imunitni reakce jsou pfi¢inou vzniku diabetes mellitus
1. typu. Stfevni mikrobiota, stfevni propustnost a stfevni imunita jsou tfi vzdjemné

provazané, a tedy vzdjemné se ovliviujici systémy (Vaarala et al., 2008).

2.2.1. Diabetes mellitus 1. typu a intestinalni mikrobiota

2.2.1.1. Intestinalni mikrobiota u zvifecich modell autoimunitniho diabetes mellitus

Vysledky pokusl na zvifecich modelech (véetné bezmikrobnich) diabetes mellitus 1.
typu, NOD mysich (non-obese diabetic mice) a BB-DP potkanech (biobreeding diabetes
prone rats) ukazuji, Ze zmény v mikrobioté ovliviiuji rozvoj autoimunitniho diabetes mellitus.

Zda se, ze existuje urcitd intestinalni mikrobiota s projektivnim efektem na rozvoj
autoimunitniho diabetes (anti-diabetogenni mikrobiota) (Roesch et al., 2009): NOD mysi
chované v bezmikrobnich podminkach vyvinou diabetes mellitus ¢astéji, nez mysi chované
v konvencnich podminkach (Greiner et al., 2001; Mordes et al., 2004; Wen et al., 2008),
stejné tak BB-DP potkani narozeni cisafskym rezem (asepticky) vykazuji akcelerovany vyvoj
diabetes mellitus (Like et al., 1991). Transfer fekalni mikrobioty od diabetes-rezistentnich
potkant (BB-DR rats) ¢i podani Lactobacillus spp. zmirfiuje u bezmikrobnich BB-DP potkan(
rozvoj autoimunitniho diabetes (Valladares et al., 2010).

Oproti tomu podavani antibiotik (doxycyklinu, kyseliny fusidové, kolistinu ¢i bactrimu)
BB-DP potkanim v odstavu ma protektivni ucinek pred rozvojem diabetu, coZ naznacuje
existenci pro-diabetogenni mikrobioty (Buschard et al., 1992; Brugman et al., 2006; Schwartz
et al., 2007). NOD mysi také vyvijeji T-bunécnou odpovéd proti zastupcdm komenzalni
mikrobioty (Alam et al., 2010).

Kvalita interakci mikrobioty a slozek pfirozené imunity vtenkém stfevé
pravdépodobné rozhoduje o rozvoji poskozujici adaptivni imunitni reakce proti beta burikdm

pankreatu. Pochopeni zakonitosti interakce mikrobioty a imunitniho systému by poskytovalo
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i budouci moznosti ochrany pred vznikem autoimunitniho diabetes mellitus pomoci

modulace sloZeni stfevni mikrobioty (Lau et al., 2011).

2.2.1.2. Intestinalni mikrobiota u pacienti s diabetes mellitus 1. typu

Uloha stfevni mikrobioty ve vyvoji diabetes mellitus 1. typu u lidi je pfedmétem
intenzivniho vyzkumu. V pilotni studii autord Giongo et al. (2011) byly popsany zmény
mikrobioty u déti, které vyvinuly beta bunécnou autoimunitu. Ukazuje se, Zze mikrobiota u
déti s beta bunécnou autoimunitou je méné druhové rozmanita. Zajimavé je, Ze druhova Site
bakteridlni kolonizace se snizuje s délkou ¢asu, po kterou jedinec trpi autoimunitou ve
srovnani s jedinci, u kterych nebyla autoimunita prokazana. U déti s diabetes mellitus 1. typu
bylo (ve srovnani se zdravymi détmi) popsano odlisné slozeni stfevni mikrobioty: snizené
zastoupeni bifidobakterii, kmen( Lactobacillus a Firmicutes a naopak zvySené zastoupeni
clostridii, enterobakterii, Candida albicans a Bacteroides (Murri et al., 2013; Soyucen et al.,
2014).

Narustajici incidence diabetes mellitus 1. typu by pak mohla byt z ¢asti vysvétlena
zménami v mikrobioté jako dlsledku zmén hygienickych a potravinovych standardd a

zZivotniho stylu pozorovanych v poslednich dekadach (Vaarala, 2012).

2.2.2. Diabetes mellitus 1. typu a intestindlni permeabilita

2.2.2.1. Intestinalni permeabilita u zvifecich modelli autoimunitniho diabetes mellitus

U animdlnich modell autoimunitniho diabetes mellitus (BB-DP potkand i NOD mysi)
byla prokazana zvysena intestinalni permeabilita jiZz v prediabetickych stadiich (Visser et al.,
2010; Lee et al., 2010). ZvySenad intestindlni permeabilita signifikantné pozitivné korelovala
s ndlezy snizené exprese claudinu 1 a okludinu (protein( tight junctions mezi enterocyty).
Detailnéjsi analyzy prokazaly, Ze zvySena intestinalni permeabilita byla charakteristicka pro
vSechna stadia diabetes véetné prediabetickych, kde byla prekvapivé nejvyssi (Meddings et
al., 1999; Neu et al., 2005). S témito vysledky koresponuji ndlezy jak zvysené intraluminalni

koncentrace zonulinu v preklinickych stadiich diabetes, tak i vliv oralniho podani inhibitoru
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zonulinu AT-1001 (sniZuje strevni permeabilitu), ktery soucasné snizoval incidenci diabetes
(Watts et al., 2005).

Pfestoze zvySeni stfevni permeability je jasné spojeno srozvojem autoimunitniho
diabetes mellitus u zvifecich modell, pro plny rozvoj tohoto onemocnéni je patné nutna
pfitomnost stfevniho zanétu. Predstavu pfitomnosti stfevniho zanétu v prediabetickém
stadiu autoimunitniho diabetes mellitus podporuje napf. ndlez zvySené aktivity
myeloperoxidazy ve sliznici tenkého stfeva u BB-DP potkan(i (Meddings et al., 1999; Graham

et al., 2004; Neu et al., 2005).

2.2.2.2. Intestinalni permeabilita u pacienti s diabetes mellitus 1. typu

Podobné jako u zvitecich modelll je také u pacientl s diabetes mellitus 1. typu
nalézana zvySena stfevni permeabilita (méfena testem laktuléza/manitol), jeZ pozitivné
koreluje s luminalni koncentraci zonulinu. ZvySena urinarni exkrece laktuldzy, nikoliv vSak
manitolu, znamena dominanci zvySeni paracelularni stfevni permeability. Bylo ukadzano, zZe
zvysend stfevni permeabilita vSak u pacientl nekoreluje s délkou trvani diabetu a ani
s hladinou HbAlc (Kuitunen et al., 2002; Secondulfo et al., 2004; Sapone et al., 2006).
Signifikantné zvySené sérové hladiny zonulinu byly prokazany nejen u pacientl s diabetes
mellitus 1. typu, nybrz také u 70 % jejich pribuznych séropozitivnich v protilatkdch proti
ostravklim pankreatu, tedy u jedinch v prediabetickych stadiich (Sapone et al., 2006).
Naproti tomu napfiklad Bosi et al. (2006) nepozorovali zadny rozdil ve stfevni propustnosti
(mérené testem laktuléza/manitol) mezi skupinou pacientl v preklinickém stadiu diabetu a
pacientud s dlouhotrvajicim diabetem.

U latentniho autoimunitniho diabetes mellitus dospélych (LADA) ndlez pfitomnosti
anti-gliadinovych protildtek naznacuje poruchu slizni¢ni bariérové funkce, ktera muze

pfispivat k beta bunécné autoimunité (Kucera et al., 2003).

2.2.2.3. Intestindlni permeabilita a mikroskopické zmény sliznice tenkého stfeva u pacienti
s diabetes mellitus 1. typu
Elektron-mikroskopickd vySetreni bioptickych vzorki duodena od pacientl s diabetes

mellitus 1. typu prokdazala poskozeni tight junctions a rozsiteni paracelularnich prostorti mezi
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epitelovymi bunkami, coz vysvétluje zvySenou stfevni propustnost, ale zaroven naznacuje
pfitomnost jakéhosi subklinického intestindlniho zanétu. Analogické zmény sliznice tenkého
stfeva byly nalezeny u zvifecich modeld autoimunitniho diabetes mellitus. Oproti tomu
histologicka analyza biopsii tenkého stfeva u pacient(l s diabetes mellitus 1. typu podobné
jako u DP-BB potkanl neprokdzala vyrazné patologické zmény duodena (Secondulfo et al.,
2004). Na zakladé téchto pozorovani se predpoklada, Ze pouze zvysena stfevni permeabilita
patrné predchdzi vzniku diabetes mellitus 1. typu. ZvySend stfevni propustnost vede ke
zvySenému prlniku luminalnich antigenl do subepitelovych prostor( stfeva a k antigenni
stimulaci imunitnich bunék a sekundarné také ke genotypové a fenotypové alteraci
enterocytl a jejich zapojeni vintestinalni zdnétlivé reakci, ktera je v subklinické formé
nalézdna u pacientd s diabetes mellitus 1. typu (Bosi et al., 2006). Uvedené nalezy spise
podporuji hypotézu o kauzdlnim zapojeni zvySené intestindlni permeability v patogenezi

diabetes mellitus 1. typu (Kort et al., 2011).

2.2.3. Alterace slizni¢niho imunitniho systému u diabetes mellitus 1. typu

2.2.3.1. Aktivace intestinalni imunity u diabetes mellitus 1. typu

Rada studii dokumentuje v tenkém stfevé modelovych zvifat i pacienttl s diabetes
mellitus 1. typu zmény sliznicniho imunitniho systému, které provazeji zvySenou
permeabilitu tenkého streva. Analyzy enterobiopsii pacientll s diabetes mellitus 1. typu
ukazaly pritomnost zanétlivych cytokint (TNF-a, IFN-y, IL-1a, IL-4) ve sliznici tenkého stfeva
se soucasné zvysenou permeabilitou stfeva (Westerholm-Ormio et al., 2003; Bruewer et al.,
2005; Li et al., 2008; Vaarala, 2008), zvysenou expresi HLA-DR a HLA-DP antigenu Il. tfidy a
zvySeni exprese interceluldarni adhezni molekuly ICAM-1 na enterocytech (Westerholm-
Ormio et al., 2003) a zvySenou expresi a4B7 integrinu na imunitnich bunkach lamina propria
mucosae (Savilahti et al., 1999). Tyto nalezy ukazuji, Ze v tenkém stfevé pacientl s diabetes
mellitus 1. typu je pfitomen urcity subklinicky zanét, provazeny sekreci zanétlivych cytokind
typu Thi.

Kultivace gliadinu s bioptickymi vzorky sliznice tenkého stfeva pacientd s diabetes

mellitus 1. typu vede ke zvySené expresi IL-4, IL-1a a IFN-y a zvySeni ¢etnosti CD25+ bunék
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vlamina propria mucosae a intraepitelidlnich CD3+ y/& intraepitelidlnich T-lymfocytd
(Auricchio et al., 2004). Popsané zmény ve stfevni sliznici se neomezuji pouze na pacienty
exprimujici nékterou z alel HLA-DQ2 (kterd je asociovana s celiakii) a nemohou byt tedy
zplUsobeny ev. latentni celiakii. Enterobioptické nalezy u déti s diabetes mellitus 1. typu se
liSi od déti s aktivni celiakii nejen morfologickymi zménami, nybrz i nizkou pfitomnosti

regulacnich Foxp3+ T-lymfocytl (Tiittanen et al., 2008; Badami et al., 2011).

2.2.3.2. Autoimunitni reakce proti beta bunkam jako dusledek reaktivity proti
potravinovym a bakterialnim antigeniim

Zvysena intestindlni permeabilita a chronicky ¢i rekurentni intestindlni zanét jsou
rizikovymi faktory pro vznik rozvinuté imunitni reakce proti antigenim nachazejicim se
v lumen stfeva. Potravinové antigeny, antigeny mikrobioty i mrtvych bunék traviciho traktu
pfitomné v chymu mohou za nepfiznivych podminek aktivovat aberantni imunitni odpovéd’
v tenkém strevé véetné reaktivace efektorovych autoimunitnich T- a B- bunécénych klond, jez
migruji do lymfatické tkané lokalizované v pankreatu a vyvolavaji autoimunitni reakci proti
beta burikdm, jak ukazuji vysledky z experimentélnich zvifecich model(. Rada praci prokazuje
souvislosti mezi dietnimi antigeny a rozvojem inzulinitidy. Autoimunitni inzulinitida maze byt
tedy dlsledkem poruseni mechanism( ordlni tolerance spojené se zvysenou intestinalni
permeabilitou u geneticky predisponovanych jedincl (Tiittanen et al., 2006; Kort et al.,
2011). Zcela béiné potravinové antigeny, jakymi jsou gliadin a proteiny kravského mléka,

mohou vyvolat aktivaci intestinalni imunity (Vaarala et al., 1996; Klemetti et al., 1998).

2.2.3.2.1. Gliadin a diabetes mellitus 1. typu

Celiakie (trvald, imunologicky mediovana glutenova intolerance charakteristicka
morfologickym a funkénim poskozenim tenkého stfeva) a diabetes mellitus 1. typu jsou
asociovand onemocnéni s vyznamnou vazbou na geny kdédované lokusem MHC, zejména
HLA-DQ2 a DQS8. Koincidence celiakie a diabetes mellitus 1. typu se pohybuje mezi 1 a 11 %
(Marchese et al.,, 2013). Studium spojitosti mezi vznikem diabetes mellitus 1. typu a
gliadinem se proto stalo pfedmétem intenzivniho zajmu. Dlouhodobé nedodrZovani
bezlepkové diety u pacientl s diagnostikovanou celiakii zvySuje riziko rozvoje asociovanych

autoimunitnich chorob véetné diabetes mellitus 1. typu (Ventura et al., 1999).
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Absence gliadinu sniZuje incidenci autoimunitniho diabetes mellitus v obou zvifecich
modelech, tedy jak u BB-DP potkan( (Elliott a Martin, 1984; Visser et al., 2010), tak u NOD-
mysi (Funda et al., 1999). SniZeni incidence autoimunitniho diabetes u experimentalnich
zvitat je spojena se snizenim intestindlni permeability, sérové hladiny zonulinu a se zvySenim
exprese proteinl tight junctions. Absence gliadinu tedy miZe mit protektivni efekt na
integritu intestinalni bariéry (Visser et al., 2010). Funda et al. (2008) preciznéji definovali
vztah dietarniho gliadinu k indukci diabetes u NOD mysi: ¢asné zavedeni potravy obohacené
jen malym mnozstvim gliadinu totiz mGzZe mit tentyZ protektivni efekt prfed rozvojem
diabetes jako bezlepkova dieta. Gliadin podavany timto zplsobem pravdépodobné indukuje
modulaci reaktivity slizniéniho imunitniho systému a navozeni ordlni tolerance proti tomuto
proteinu, ale pravdépodobné také proti jinym slozkam potravy a mikrobioty. Soucdsti téchto
jevl bude patrné také ochrana integrity stfevni sliznice.

Oproti situaci v experimentdlnim zvifecim modelu c¢asnd expozice potravnimu
gliadinu v détstvi zvySuje podle nékterych studii u lidi riziko vzniku chronického intestindlniho
zanétu a rozvoje beta bunécné autoimunitni reakce a diabetes mellitus 1. typu (Scott et al.,
2002; Ziegler et al., 2003; Norris et al., 2003; Auricchio et al., 2004; Knip et al., 2010). Avsak
eliminace gliadinu pfi jiz probihajici ostrlvkové autoimunité (charakterizované
séropozitivitou ostravkovych autoprotilatek) neni schopna zastavit jiz zapocaty autoimunitni
proces proti beta burikdm Langerhansovych ostravk( (Hummel et al., 2002; Pastore et al.,
2003). Aplikace bezlepkové diety vtomto obdobi mliZze pouze zvysit inzulinovou sekreci a
senzitivitu (Pastore et al., 2003). Pfestoze mechanismus, kterym bezlepkova dieta zlepsuje
inzulinovou sekreci a senzitivitu je nejasny (glykemicky index bezlepkové diety je podobny
jako u bézné diety), protektivni vliv odnéti gliadinu na funkci beta bunék pankreatu béhem
preklinické faze diabetes mellitus 1. typu a tedy i opozdéni klinické manifestace diabetu jsou
prokazatelné (Packer et al., 2000).

Od devadesatych let 20. stoleti probihaji intenzivni studie genetického pozadi
diabetes mellitus 1. typu a celiakie ve vztahu ke zvySené stfevni propustnosti. V rdmci téchto
studii byl napf. identifikovdn gen MYQ9B, jenz se ucastni kontroly stfevni propustnosti.
Polymorfismus v genu MYQO9B je asociovan jak se zvySenou vnimavosti k celiakii, tak

k diabetes mellitus 1. typu (Monsuur et al., 2005; Santiago et al., 2008).
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2.2.3.2.2. Proteiny kravského mléka, bovinni inzulin a diabetes mellitus 1. typu

U déti vyZivovanych dietou odvozenou z kravského mléka byla prokazana (oproti
détem kojenym) zvySena stfevni propustnost (Catassi et al., 1995), kterd pravdépodobné
souvisi s intestindlnim zanétem, charakterizovanym zvySenou sérovou hladinou solubilniho
ICAM-1 (Paronen et al., 1996). Vyloucenim kravského mléka z potravy dochazi ke zménam ve
sloZeni intestindlni mikrobioty, potlac¢eni zanétu a obnoveni ordlni tolerance (Vaarala et al.,
1999).

Vyloucenim protein( kravského mléka ze stravy je soucasné eliminovan také v mléku
pfitomny bovinni inzulin, ktery se zda byt (podle experimentli na zvifecich modelech)
induktorem ostrivkové autoimunity. Bovinni inzulin senzitizuje v ¢asnych obdobich Zivota
intestinalni T-lymfocyty, které se po reaktivaci v pribéhu Zivota mohou podilet na vzniku
autoimunitni inzulinitidy (Vaarala, 2006). Pfijem vysokych davek bovinniho inzulinu v ¢asné
dieté u déti s genetickym rizikem diabetes mellitus 1. typu je spojen se vznikem beta
bunécné autoimunity (Tiittanen et al., 2006). ZvySend hladina protilatek proti kravskému
mléku v ¢asném détstvi je prokazovdna u jedincl, ktefi pozdéji béhem détstvi vyvinou
diabetes mellitus 1. typu (Luopajarvi et al., 2008). Vaarala et al. (2012) predpokladaji, ze
vynechani produktl kravského mléka v potravé v prvnich mésicich Zivota umoZnuje
optimalni rozvoj oralni tolerance a prevenci vzniku beta bunééné autoimunity.

Omezeni doby kojeni mize zplsobit opozdéni ve vyvoji a ndstupu funkce tenkého
stfeva vontogeneze, nebot biologicky aktivni latky matefského mléka napomahaiji
funkénimu rozvoji stfevniho epitelu, stfevni bariéry a slizni¢niho imunitniho systému vcetné
sekrece slizni¢niho IgA (Catassi et al., 1995; Piirainen et al., 2009). Epidemilogické studie u
lidi potvrzuji rizikovost kratké doby kojeni a ¢asného zavedeni vyZivy obsahujici proteiny
kravského mléka pro vznik diabetes mellitus 1. typu (Vaarala, 2008; Vaarala et al., 2008). Pfi
substituci kravského mléka v dieté hydrolyzovanym kaseinem v ¢asném détstvi dochazi k
poklesu rizika vzniku inzulinitidy u déti s genetickou predispozici k diabetes mellitus 1. typu
priblizné o 50 % (Akerblom et al., 2005). Vysledky studie TRIGR zahrnujici sledovani déti do
véku 10- ti let prokdzaly, Ze podavani diety obsahujici hydrolyzovany kasein po ukonceni
kojeni snizuje riziko beta bunécné autoimunity u déti s genetickym rizikem rozvoje diabetu
mellitu 1. typu o 40 % (Knip et al., 2010). Intervencni studie FINDIA prokazala, Ze podavani

stravy vyuZzivajici syrovatky kravského mléka a vylouceni bovinniho inzulinu v prvnich 6- ti
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mésicich Zivota sniZuje vyskyt beta bunécnych autoprotilatek u triletych déti (Vaarala et al.,

2012).

2.2.3.2.3. Vliv enteralni infekce pfti rozvoji diabetes mellitus 1. typu

Podle nékterych studii jsou enteralni infekce zplsobené rotaviry a enteroviry
povazovany za mozné induktory diabetes mellitus 1. typu u lidi (Lonnrot et al., 2000;
Honeyman et al.,, 2000; Honeyman et al.,, 2010; Yeung et al.,, 2011). V beta burkach
Langerhansovych ostrlvkd pankreatu u pacientl s diabetes mellitus 1. typu byla prokdzana
pfitomnost enterovirovych antigenl (Ylipaasto et al., 2004; Richardson et al., 2009).
Enterovirovy protein VP1 a enterovirovd RNA byly nalezeny v biopsiich tenkého stieva
pacientl s diabetes mellitus 1. typu Castéji nez u zdravych jedincd (Oikarinen et al., 2008).
Pritomnost enterovirové RNA v krvi byla rovnéz zjisténa u pribuznych pacientl s diabetes
mellitus 1. typu v prlbéhu 6- ti mésicni periody predchdzejici prvnimu zachytu séropozitivity
ostravkovych autoprotilatek (Oikarinen et al., 2011). Ve studii DAISY u déti s pfitomnosti
séropozitivity ostrlvkovych autoprotildtkek korelovala hladina enterovirové RNA v séru
signifikantné pozitivné s progresi diabetes mellitus 1. typu a jeho klinickou manifestaci
(Stene et al., 2010). U pacientl s diabetes mellitus 1. typu byla dokumentovdna kfizova
reaktivita T-lymfocytll, které rozpoznavaji specifické epitopy rotavirového proteinu VP-7 a
soucasné antigeny pankreatickych ostrivk( IA-2 a GAD (Honeyman et al., 2010). U NOD mysi
a NOD 8.3 TCR mysi (transgenni mysi pro T-bunéény receptor specificky pro ostrlivkovy
autoantigen) akceleruje rotavirovd infekce jiz probihajici inzulinitidu a urychluje klinickou
manifestaci diabetes mellitus (Graham et al., 2008). Zajimavé je, Ze v tomto modelu nebyla
infekce prokazana v pankreatu, ale v tenkém strevé, coz podporuje domnénku, Ze enterdlni
infekce mohou byt iniciaénim faktorem v rozvoji diabetes mellitis prostfednictvim aktivace
slizni¢ni imunity.

Dale u 4 tydny starych NOD mysi infikovanych Citrobacterium rodentum, které
prokazatelné zplsobuje poskozeni intestinalni epitelové bariéry, je pozorovano zkraceni
obdobi od infektu po vznik autoimunitniho diabetes mellitus. V pribéhu infekce
Citrobacterium rodentum byla nalezena v pankreatickych lymfatickych uzlinach polyklonalni
aktivace T lymfocytl véetné CD8+ (spojovanych s Ucasti na poskozeni beta bunék pankreatu)

(Lee et al., 2010).
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Zminéna pozorovani vedou k domnénce, Ze enteralni infekce mohou zpUsobovat
disrupci stfevni epitelové bariéry, zvySeni intestinalni propustnosti, hyperstimulaci
intestinalniho imunitniho systému a aktivaci autoimunitniho procesu v pankreatickych
lymfatickych uzlinach a v pankreatu, a tak vést k rozvoji inzulinitidy s naslednou destrukci
beta bunék (Oikarinen et al., 2008; Lee et al., 2010).

Dokumentovana spojitost mezi vznikem diabetes mellitus 1. typu a aktivaci i
dysregulaci stfevniho slizniéniho systému nasledkem dysbidzy poskytuje nové sméry pro
prevenci a lé¢bu diabetes mellitus 1. typu, ktera by méla byt cilena na modulaci stfevniho
imunitniho systému. MozZnosti by mohlo byt poddvani hydrolyzované a bovinniho inzulinu
prosté vyzivy kojenclim s genetickym rizikem vzniku diabetes mellitus 1. typu (Akerblom et
al., 2005; Vaarala, 2012) ¢i manipulace se stfevni mikrobiotou (Kverka a Tlaskalova-

Hogenov4, 2013).

2.3. Diabetes mellitus 2. typu a intestinalni bariéra

Diabetes mellitus 2. typu je charakterizovdn inzulinovou rezistenci a relativnim
inzulinovym nedostatkem vedoucim k hyperglykémii a je témér vidy spojen s obezitou ci
nadvahou. V jeho rozvoji se uplatiuje vysoce kaloricka, vysokotukova dieta a sedavy zpUsob
Zivota (Kahn et al.,, 2006). Qatanani a Lazar (2007) definovali nékolik patofyziologickych
mechanismu, jimiz obezita mlze indukovat inzulinovou rezistenci, resp. diabetes mellitus 2
typu; jde o mechanismy endokrinni (mastné kyseliny, adipokiny), neurondlni, celularné
metabolické (oxidativni stres, mitochondridlni dysfunkce) a zanétlivé. Chronicky subklinicky
(,low-grade”) zanét je relativné novym konceptem v metabolické mediciné, vysvétlujici vztah
mezi zanétem, tukovou tkani, inzulinovou rezistenci, aterosklerézou a diabetem mellitem 2.
typu (Andél et al., 2009).

Tenké stfevo se podili na kontrole glukézové homeostazy sekreci inkretin (Drucker,
2007). Ve sliznici distalni ¢asti tenkého stfeva a kolon jsou distribuovany stievni endokrinni
bunky (L buriky), produkujici inkretiny, zejména glucagon-like peptid 1 (GLP-1) a glucose-

dependent insulinotropic polypeptid/gastric inhibitory polypeptid (GIP). Hlavnimi
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mechanismy, kterymi inkretiny ovliviiuji homeostazu glukdzy, jsou posileni sekrece inzulinu
zavislé na glykémii, postprandialni suprese sekrece glukagonu, ovlivnéni evakuace Zaludku a
glukoneogeneze vtenkém stfevé, kterd reguluje jaterni metabolismus glukézy. Vztah
inkretin k diabetes mellitus 2. typu je dokumentovdn fadou pozorovani, napf. jeho
vymizenim po provedeni by-passu proximalniho tenkého stfeva u lidi (Rubino et al., 2010) i
u mysiho modelu diabetes mellitus 2. typu (Troy et al., 2008). V pfipadé obezity a diabetes
mellitus 2. typu je pozorovana zvysena systémova produkce prozanétlivych cytokind (TNF-a,
IL-12) a C-reaktivniho proteinu. TNF-a a IL-12 mediuji periferni inzulinovou rezistenci
prostiednictvim signalizacnich drah zahrnujicich aktivaci NF-kB a JNK1 vedouci k fosforylaci
serinu inzulinového receptoru-1 (Hotamisligil a Erbay, 2008). Plavodnim inicidatorem rozvoje
chronického ,low-grade” zanétu vedouciho az k inzulinové rezistenci a diabetes mellitus 2.
typu mulze byt zvySenad intestindlni permeabilita a intestinalni dysbidéza (Kort et al., 2011).
Genetickd predispozice, imunitni systém tenkého stfeva, stfevni mikrobiota, vlivy diety a
prostiedi predstavuji komplexni systém zasahujici do rozvoje obezity, inzulinové rezistence a
diabetes mellitus 2. typu. V patogenezi téchto metabolickych chorob se recentné dostdvaji
do pozornosti slozky ptirozené imunity (Musso et al., 2010). Napfriklad se ukazalo, Ze mysi
krmené vysokotukovou dietou vyvijeji hepatickou inzulinovou rezistenci a glukézovou
intoleranci, kterd je mediovana aktivovanymi jaternimi makrofagy. Potlaceni aktivity
jaternich makrofagl pak obnovuje hepatalni inzulinovou senzitivitu a snizuje akumulaci
celotélového i hepatického tuku spolecné se zlepsenim glukdzového metabolismu (Neyrinck

et al., 2009; Huang et al., 2010).

Experimenty na zvifecich modelech obezity dokazuji pfimou souvislost mezi zménami
slozeni mikrobioty a rozvojem obezity, inzulinové rezistence a diabetes mellitus. Stav a
sloZeni intestinalni mikrobioty ovliviiuje: (1) sekreci stfevnich peptidl: stfevniho peptidu YY,
GLP-1 a GLP-2, (2) metabolismus a sloZzeni mastnych kyselin v tukové tkani a jatrech, (3)
energetické vyuziti potravy a (4) chronicky ,low grade” zanét. Chronicky ,low grade” zanét
pravdépodobné souvisi s ,low-grade” endotoxémii, jez je povaZovdana za kli¢ovy faktor vzniku

mnoha metabolickych onemocnéni (Musso et al., 2010).
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2.3.1. Chronicka ,low-grade” endotoxémie u diabetes mellitus 2. typu

Vysledky studii analyzujicich vztah mezi sloZzenim diety, intestindlni mikrobiotou,
epitelovou integritou a obezitou zdUraznily kli¢ovy vyznam intestinalnich mikroorganism( a
jejich strukturdlnich komponent (zejména bakteridlniho lipopolysacharidu) v rozvoji
metabolickych onemocnéni spojenych s obezitou a diabetes mellitus 2. typu (Diamant et al.,
2011; Gregor a Hotamisligil, 2011). Bakteridlni lipopolysacharid (LPS), nékdy nazyvany
endotoxin, je soucasti stény gram-negativnich bakterii a je jednim z nejsilnéjSich zanétlivych
signalli. LPS je mimoradné vsudypfitomny v pfirodé, vyskytuje se v potravé, ve vodé,
v béZzném domacim prostfedi, véetné domaciho prachu (Fernandez-Real et al.,, 2011).
Endogenni LPS je rovnéZz kontinudlné produkovan ve stfevnim lumen pfi replikaci nebo
zaniku gram-negativnich bakterii a je ze stfevniho lumen absorbovan do intestinalnich
kapilar. Mirnd (,low-grade”) koncentrace LPS v portalni krvi ¢lovéka je zcela normalnim
stavem (Jacob et al., 1977).

V plazmé pacientl s diabetes mellitus 2. typu byly nalezeny statisticky signifikatné
zvysené hladiny LPS ve srovnani s kontrolni skupinou krevnich darcd (Creely et al., 2007).
Vysokotukova a vysokokaloricka dieta vede ke kolonizaci stfeva gram-negativni mikrobiotou
a nasledné ke zvysené plasmatické hladiné LPS v experimentalnich zvifrecich modelech i u lidi
(Cani et al., 2007a; Amar et al., 2008). Takovéto mirné zvySeni hladiny LPS v plazmé je
oznacovano jako metabolickd endotoxémie ¢i ,low-grade” endotoxémie. Plasmatické
koncentrace LPS béhem metabolické endotoxémie jsou relativné nizké a nedosahuji
extrémnich hladin nalézanych béhem akutni endotoxémie u septického Soku (Cani et al.,
2007a). Gram-negativni stfevni bakterie mohou prostfednictvim LPS iniciovat zanét. LPS je
transportovan ze stfevniho lumen do cilovych tkani chylomikrony, jez jsou syntetizovany
enterocyty v odpovédi na vysokotukovou dietu (Cani et al., 2009b). LPS se vdzie
na receptorovy komplex CD14/TLR4/MD2 exprimovany na povrchu bunék systému pfirozené
imunity, zejména monocytl, makrofagl ¢i neutrofil(. Vazba LPS na CD14/TLR4/MD?2 spousti
soubor bunéénych zmén vedoucich pres aktivaci NF-kB k sekreci prozanétlivych cytokin(
(napt. TNF-a, IL-1B, IL-12 a C-reaktivniho proteinu), které za neptiznivych okolnosti mohou
vyvolat inzulinovou rezistenci, obezitu a diabetes mellitus 2. typu (Cani et al., 2007a).

V mysSim modelu s chybéjicim receptorem TLR4 (TLR4 knock-out) nedochdzi k rozvoiji
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inzulinové rezistence indukovatelné vysokotukovou dietou (Shi et al., 2006). Metabolicka
endotoxémie experimentdlné navozena subkutannim podanim LPS mysim zpUsobila stejné
metabolické abnormality, jaké byly vyvolany vysokotukovou dietou. Potvrzenim téchto
nalezll byla rezistence mysi s chybéjicim receptorem CD14 (CD14 knock-out) jak k efektu
vysokotukové diety, tak i k podani LPS. Pfekvapivym zjisténim byla hypersenzitivita téchto
CD14 knock-out mysi k inzulinu i pfi pfijmu konvenéni potravy. Inzulinova senzitivita se tedy
zda byt fyziologicky modulovana prostfednictvim molekuly CD14 (Cani et al., 2007a).

Dale bylo ukdzano, Ze zmény ve sloZeni stfevni mikrobioty vyvolané antibiotickou
|é¢bou zredukovaly v mysim modelu metabolickou endotoxémii a cékalni obsah LPS (Cani et
al., 2008a). Vliv bakteridlniho LPS na vyvolani systémového zanétu byl studovan také u
zdravych lidi. Vysledky studie Andersona et al. (2007) prokazaly (podobné jako predchozi
studie na zvifecich modelech) asociaci mezi stupném endotoxémie a hladinami adipdzniho
TNF-a, IL-6 a inzulinovou rezistenci. Vysokotukovd a vysokouhlovodanova dieta navodila
signifikatni zvySeni postprandialni plasmatické hladiny LPS, které bylo spojené se zvySenim
exprese receptoru TLR4 na mononukledrnich bunkach a se zvySenim exprese NF-kB a
adipokinu SOCS-3, jez pfrispivaji k inzulinové rezistenci.

Role bakteriadlniho LPS a aktivace receptorového komplexu CD14/TLR4/MD2 svédci o

Ucasti slozek ptirozené imunity v patogenezi diabetes mellitus 2. typu (Jialal et al., 2014a).

2.3.2. Ovlivnéni stfevni mikrobioty antibiotiky, prebiotiky, probiotiky a fekalni

transplantaci u diabetes mellitus 2. typu

Dllezitost stfevni mikrobioty v rozvoji diabetes mellitus 2. typu dokladaji i studie
analyzujici vliv podavani prebiotik, probiotik a antibiotik. Jako probiotika jsou oznacované
Zivé bakterie podavané oralné v mnozstvich umoziujici kolonizaci. Prebiotika jsou biologicky
ucinné latky, které nejsou degradovatelné enzymatickym aparatem hostitelského organismu
(pt. oligosacharidy, inulin), avsak jsou Stépitelné kolonickou mikrobiotou a stimulujici rdst
symbiotickych bakterii, jakymi jsou Bifidobacterium a Lactobacillus spp. (Musso et al., 2010).
Vysledky studii na zvifecich modelech prokazaly, Ze aplikace prebiotik a probiotik zvySuje

zastoupeni bifidobakterii a redukuje mnoZstvi LPS ve stfevé, zlepSuje bariérovou funkci
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stfeva véetné zvysSené exprese proteinl tight junctions ZO-1 a okludinu (Cani a Delzenne,
2007; Cani et al.,, 2007c; Cani et al.,, 2008b; Zakostelska et al., 2011). Bifidobakteria
nedegraduji (na rozdil od jinych patogennich gram-negativnich bakterii) intestinalni
glykoproteinovou hlenovou vrstvu, coz vede k podpore zdravého stfevniho mikroprostredi a
k ochrané pred zvySenou permeabilitou a bakteridlni translokaci (Cani et al., 2007c). Zlep3Seni
funkce tight junctions vede ke sniZeni translokace bakteridlniho endotoxinu (LPS) do
submukdzy, a také ke snizeni stimulace prozanétlivé imunitni odpovédi. UzZivani prebiotik
vyvolava pfiznivé morfologické zmény ve strfevni sliznici: zvySeni délky klkd, prohloubeni
krypt a zesileni vrstvy hlenu v jejunu a v tlustém strevé (Kleessen et al., 2003).

Vyznamnou Ulohu pti udrZovani integrity stfevni bariéry maji derivaty kyseliny
maselné — produkty fermentace nestravenych uhlovodant, které maiji troficky ucinek na
bunky stfevni sliznice. Na mysSim modelu byl prokdzan protektivni vliv butyratl na rozvoj
obezity spojené s inzulinovou rezistenci vyvolanou dietnimi faktory. Butyraty
pravdépodobné stimuluji energeticky vydej ovlivnénim mitochondridlnich funkci (Gao et al.,
2009) a maji protizanétlivé efekty vyplyvajici z inhibice produkce NF-kB a INFy (Hamer et al.,
2009).

Podavani prebiotik obéznim osobam vede k ubytku hmotnosti, zvySeni hladiny
orexigenniho hormonu ghrelinu (inhibovaného postprandidlné), k indukci hormonu sytosti —
peptidu YY, ke sniZeni kalorického vyuziti potravy, zmirnéni vykyvi glykémie a ke snizeni
postprandidlni zanétlivé odpovédi (Parnell a Reimer, 2009; Nilsson et al., 2008).

Probiotika (Lactobacillus rhamnosus a Bifidobacterium lactis) poddvana od prvniho
trimestru gravidity také sniZila incidenci gesta¢niho diabetes mellitus a sniZila riziko velkého
plodu (Laitinen et al., 2009; Luoto et al., 2010).

Fekalni transplantace od Stihlych darcl pacientim s metabolickym syndromem vedla
po 6- ti tydnech ke zvysSeni inzulinové senzitivity spolec¢né se zvySenim mnoiZstvi butyrat-

produkujici intestinalni mikrobioty u pfijemcu (Vrieze et al., 2012).
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2.3.3. Vliv nutrientd na sérovou hladinu lipopolysacharidu — tiloha intestinalni permeability

Zvysena hladina plasmatického LPS muzZe pochazet ze zvySené produkce LPS strevni
mikrobiotou a/nebo ze zvySené stievni absorpce LPS. Rlzné nutrienty maji rozdilny vliv jak
na produkci mikrobialniho LPS ve stfevnim lumen, tak i na intestindlni absorpci LPS a tedy
maji rozdilny pro-endotoxemicky potenciadl (Musso et al., 2010). Vysokotukova dieta sniZuje
expresi epitelovych proteint tight junctions, okludinu a ZO-1, coz je sekunddrné spojeno se
zvySenim intestinalni permeability a endotoxémie. Tyto nalezy vedly k domnénce, Ze
intestindlni absorpce a sekrece tuku ma dominantni roli v translokaci LPS strfevni sténou a v
jeho vstupu do portalni krve (Cani et al., 2009b). Vysokotukova dieta indukuje zvyseni
plasmatického LPS ve srovnani s izokalorickou vysokouhlovodanovou dietou u mysi. Vliv
dietniho tuku na zvySeni plasmatické hladiny endotoxinu byl potvrzen i v lidskych studiich. V
souboru 201 zdravych muzl korelovala signifikantné pozitivné hladina cirkulujiciho LPS s 3-
dennim ptijmem vysokotukové diety (Amar et al.,, 2008). U zdravych lidi zvysuje
vysokotukova dieta plasmatické koncentrace endotoxinu na hodnoty, které jsou in vitro
schopné prostfednictvim uvolnéného solubilniho TNF-a z monocytd aktivovat lidské aortalni
endotelidlni buriky (Erridge et al., 2007). Endotoxin mUZe byt aktivné translokovan do krve
prostiednictvim chylomikron(. Je vSak rovnéZz mozné, Ze vliv zvySené propustnosti strevni
bariéry na translokaci LPS mize byt pouze sekunddrni (Ghoshal et al., 2009). Zajimavé je, ze
dalSim nutrientem schopnym indukovat ,low-grade” endotoxemii i zanétlivou reakci ve
stfevni sliznici mUZe byt také fruktdza (Spruss et al., 2009).

Uvedené nalezy tedy podporuji predstavu o klicové Uloze endotoxémie v patogenezi
zanétlivého procesu (,low-grade” zdnétu) asociovaného s obezitou, stejné jako ji podporuji
predstavy o alimentarnim ovlivnéni plasmatické hladiny endotoxinu. Zasadni vliv na
individualni sloZeni stfevni mikrobioty maji prvni roky Zivota (Hansen et al., 2012). Proto
kromé nutri¢ni intervence mlze mit i ovlivnéni slozeni stfevni mikrobioty béhem c¢asného
détstvi preventivni ¢i terapeuticky vliv na obezitu v dospélosti (Musso et al., 2010; Hansen et
al.,, 2012). V prospektivni studii (Kalliomaki et al., 2008) mély 7- leté déti s obezitou nizsi
hladiny bifidobakterii a vyssi hladiny Staphylococcus aureus v 1. roce zivota na rozdil od 7-
letych neobéznich déti. Jind studie (Santacruz et al., 2009) popisuje, Ze snizeni obezity

adolescentll dietou a cvicenim je zavislé na inicidlnim sloZzeni mikrobioty pred lécbou.
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2.3.4. Sekrece stievnich peptidli — modulace integrity intestinalni bariéry prostfednictvim

glucagon-like peptidu 2

Bariérova funkce tenkého stfeva je mimo jiné udrZovdna i sekreci glucagon-like
peptidu 2 (GLP-2). GLP-2 je enteroendokrinni peptid s inzulinotropickymi vlastnostmi,
secernovany z intestinalnich L-bunék spole¢né s GLP-1 v odpovédi na lumindlni nutrienty.
GLP-2 ma troficky efekt na tenké stfevo a stimuluje jeho funkce — zvySuje pocet proliferaci
krypt, elongaci klk( a sniZuje apoptdzu (Tsai et al., 1997). U zvifat i lidi GLP-2 navozuje pocit
sytosti (Estall a Drucker, 2006). GLP-2 se vSak rovnéz ucastni modulace intestindlni
permeability (Martin et al., 2004; Drucker, 2005; Estall a Drucker, 2006; Sigalet et al., 2006).
Prostfednictvim GLP-2 mUZe stfevni mikrobiota modulovat integritu stfevni bariéry a
sérovou hladinu endotoxinu (Musso et al., 2010).

Cani et al. (2009b) testovali efekt fermentovatelné oligofruktdézy z prebiotik na
sloZeni stfevni mikrobioty, intestinalni permeabilitu a hepatalni a systémovy zanét u ob/ob
mysi (obézni mysi, zvifeci model diabetes mellitus 2. typu s vyraznou inzulinovou resistenci).
Ve srovnani s prostou uhlovodanovou dietou potrava obohacend o prebiotické uhlovodany
zvySovala mnoZstvi a zastoupeni lactobacill a bifidobakterii ve stfevech, chrédnila integritu
tight junctions a stfevni bariéry, snizovala endotoxémii a oxidativni stres. Tyto efekty jsou
mediovany intestinalnim GLP-2, ktery je zvySené produkovan v odpovédi organismu na
probiotické uhlovodany. Prebiotika indukuji sekreci GLP-2 a GLP-1. Vyssi endogenni
uvolfovani GLP-2 je spojeno se zlepSenim bariérové funkce, vedouci ke snizeni sérové
koncentrace LPS a zmirnéni zanétlivé odpovédi (Cani et al., 2009a). Antagonisté GLP-2 brani
pozitivnim Gc¢inklm probiotik ve stfevé. Tyto nalezy naznacuji, Ze zmény ve strevni
mikrobioté by mohly ovliviiovat intestinalni permeabilitu a zanét prostfednictvim GLP-2 a

butyrat-dependentnim mechanismem.

2.3.4.1. Stievni mikrobiota moduluje sekreci intestindlniho peptidu YY

Intestinalni peptid YY (PYY) je uvolfiovan z enteroendokrinnich bunék v ileu a tlustém
stfevé v odpovédi na prijem potravy. Funkci PYY je anorexigenni efekt, inhibice stfevni
motility, zvySeni stfevni pasaze a snizeni energetického vyuZiti potravy. Obézni osoby

secernuji méné PYY. Stfevni mikrobiota syntetizuje velké mnozstvi glykosidovych hydroldz,
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které Stépi rostlinné polysacharidy a mastné kyseliny s kratkym fetézcem, hlavné acetat,
propionat a butyrat. Tyto slouceniny jsou dlleZzitym zdrojem energie pro lipogenezi de novo,
avSak mastné kyseliny s kratkym retézcem funguji také jako ligandy pro receptory spojené
s G-proteinem, Gprdl a Gpr 43, nachazejici se na stfevnich enteroendokrinnich burikach.
Vazba mastnych kyselin na tyto receptory spousti kaskddu bunécénych déjli vedoucich
k stimulaci sekrece PYY, ktery redukuje chut kjidlu a sniZuje energetické vyuZiti potravy

(Samuel et al., 2008).

2.3.4.2. Strevni mikrobiota moduluje sekreci intestindlniho glucagon-like peptidu 1

Stfevni mikrobiota muzZe rozkladat prebiotika a tim podporovat diferenciaci L-bunék
u potkand a zvySovat sekreci inkretinu GLP-1 po jidle u lidi (Cani et al., 2007b; Cani et al.,
2009a). Stfevni mikrobiota a GLP-1 maji synergicky vliv na glukdézovy metabolismus,

hmotnost i aktivaci zanétlivé kaskady (Cani et al., 2006; Zhou et al., 2008).

2.3.5. Zvysené energetické vyuziti potravy u diabetes mellitus 2. typu

V mysSim modelu je diabetes mellitus 2. typu provazen morfologickymi a funkénimi
zménami tenkého stfeva: tenké stfevo je hypertrofické az hyperplastické se zvySenou
aktivitou disacharidaz, coz vede ke zvySené absorpci nutrientll (Adachi et al., 2003). Strevni
mikrobiota mlze podporovat obezitu prostfednictvim zvySené schopnosti kolonizovaného
organismu extrahovat energii z potravy (Turnbaugh et al., 2006); organismem nestravitelné
Castice potravy jsou konvertovany mikrobiotou na stravitelné substraty, coz zvysuje
energetickou extrakci z jidla. Nepatrné poruchy v energetické rovnovaze, trvaji-li nékolik let,
mohou ovlivnit télesnou hmotnost (Tsukumo et al., 2009).

Néktera pozorovani naznacuji, Ze zmény ve sloZeni stfevni mikrobioty mohou byt
pri¢inou (nikoliv vSak dlsledkem) obezity: cékdlni mikrobiota mysi v konvenéni chovné
kondici a mysiobéznich byla transplantovana do stfeva bezmikrobnich mysi. Mysi
kolonizované mikrobiotou obéznich zvifat po dvou mésicich extrahovaly vice kalorii

z potravy za soucasného narlstu tukové hmoty a inzulinové rezistence ve srovnani s témi,
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které byly kolonizovany mikrobiotou mysi v konvencni chovné kondici (Turnbaugh et al.,

2006; Turnbaugh et al., 2008; Turnbaugh et al., 2009).

2.3.6. Strevni mikrobiota reguluje sloZzeni mastnych kyselin tukové tkané a jater

Stfevni mikrobiota ovliviiuje sloZeni tkdanovych mastnych kyselin; savci intestinalni
laktobacilly a bifidobakterie syntetizuji z volné linoleové kyseliny bioaktivni izomery
konjugdtl, které maji antidiabetické, antiaterosklerotické, imunomodulaéni a anti-
obezitogenni vlastnosti (Terpstra, 2004). Potravinova suplementace kombinaci
Bifidobacterium breve a kyseliny linoleové (ve srovndni se suplementaci potravy pouze
kyselinou linoleovou) u rliznych druh( savcll vedla k dvoj- aZ troj-nasobnému zvyseni obsahu
intestindlnich, hepatalnich a tukovych konjugdtl cis-9, trans-11 linoleovych kyselin,
eikosapentaenové kyseliny, dokosahexaenové kyseliny, spole¢né se snizenim exprese
prozanétlivych cytokinG TNF-a, IL-6, IFN-y (Wall et al., 2009).

Obezita mUze vzniknout pfi poruse periferniho tukového metabolismu. Pfi stejném
sloZzeni potravy maji bezmikrobni mysi o 40 % nizsi obsah télesného tuku ve srovnani
smySmi chovanymi v konvencénich podminkach. Denni energetickd spotfeba mysi
v konvencnich chovech je o0 30 % nizsi nez spotifeba bezmikrobnich mysi. Mysi kolonizované
mikrobiotou obeznich mysi zvySuji svou télesnou hmotnost v konvencnich chovech. Na
zakladé téchto pozorovani vznikla predstava o potlaceni exprese proteinu FIFA (fasting-
induced adipose factor) obezitogenni mikrobiotou, jez vede ke snizeni oxidace mastnych
kyselin ve svalech a ke zvySovani depozice triglyceridl v tukové tkani (Backhed et al., 2004).
Stfevni mikrobiota ovliviiuje energeticky metabolismus jak ve sméru energetického vyuziti
potravy a skladovani energie (triglycerid(), tak i energetického vydeje prostfednictvim
oxidace mastnych kyselin. Mikrobiota tedy timto zplsobem mulzZe mediovat dietné

indukovanou obezitu, inzulinovou resistenci a diabetes mellitus 2. typu (Musso et al., 2010).
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3. ZAVER TEORETICKE CASTI

Intestindlni bariéra se aktivné podili na regulaci transportu makromolekul mezi
zevnim a vnitfnim prostfedim organismu. Bariérova funkce tenkého stfeva ma zdsadni vliv na
interakci mezi slizni€nim imunitnim systémem a luminalnim obsahem zahrnujicim dietni a
mikrobidlni antigeny. Porucha bariérové funkce pfispiva k systémové malfunkci mediované
imunitnim systémem a k rozvoji nékterych onemocnéni. Experimentdlni a klinickd
pozorovani ukazuji, Ze oba typy diabetes mellitus jsou spojeny se zménami intestinalni
bariéry. Zda je vSak intestinalni bariérovd dysfunkce primarni pfic¢inou rozvoje diabetes
mellitus, ¢i vjakém rozsahu se podili na patogenezi jejich obou typu, zlstavda doposud
nezodpovézenou otazkou (Musso et al., 2010).

Studie na zvirecich modelech obou typl diabetes mellitus identifikovaly fadu faktor(
vedoucich ke zvySené permeabilité stfeva a k expozici luminalnich antigend imunitnim
bunkdam organismu. Tento jev by mohl ndsledné pfispivat jak krozvoji autoimunitni
inzulinitidy v pfipadé diabetes mellitus 1. typu, tak ke vzniku periferni inzulinové rezistence
jako dUsledku metabolické endotoxémie a zvySené produkce cytokinl v pripadé diabetes
mellitus 2. typu.

Hygienickd hypotéza, vysvétlujici zvySenou vnimavost k alergickym a autoimunitnim
chorobdm vcetné diabetes mellitus 1. typu, mlze z¢asti objasnit i pri¢iny obezity a diabetes
mellitus 2. typu. Kombinace vysokého hygienického standardu, naduzivani antibiotické lécby,
pfijmu vysokotukové a vysokokalorické diety a s tim souvisejici alterace ve sloZeni strevni
mikrobioty mohou zvySovat riziko vzniku metabolickych chorob (Kort et al., 2011).

Recentni studie zd(raznuji vliv vysokokalorické a vysokotukové diety na rlst a
dominanci deviantni (,obezitogenni“) stfevni mikrobioty modulujici energetickou
homeostazu hostitele, adipozitu, inzulinovou rezistenci a diabetes mellitus 2. typu. Stfevni
mikrobiota ovliviiuje energetické vyuZiti potravy, lipopolysacharidem indukovany chronicky
zanét, modulaci slozeni tkarnnovych mastnych kyselin i sekrece peptidd z L-bunék (Musso et
al., 2010). V etiopatogenezi diabetes mellitus 1. typu je zvazovdno (kromé vlivu
,diabetogenni“ mikrobioty) také imunomodulacni pulsobeni potravinovych antigent

(zejména inzulinu kravského mléka a pSeni¢ného glutenu) na vznik autoimunitni inzulinitidy.
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Zavéry studii na zvifecich modelech i randomizovanych studii u lidi dokumentuji
vyhody dietnich manipulaci ¢i podavani probiotik a prebiotik s cilem podpofit fyziologické
sloZeni stfevni mikrobioty, a tim i posilit intestindlni bariérovou funkci, coz vede k prevenci
rozvoje jak autoimunitniho diabetes mellitus, tak inzulinové rezistence, k ovlivnéni

postprandidlni sekrece inkretin(i a ke zlepSeni glukdzové tolerance.

Komplexnéjsi porozuméni molekuldrnim mechanismdm zahrnutych v regulaci
intestindlni bariéry maze mit dalezité klinické dUsledky pfilécbé a prevenci jak diabetes
mellitus 1. typu, tak diabetes mellitus 2. typu a s nim pfibuznych metabolickych chorob.
Z tohoto divodu by se mohly preventivni ¢i terapeutické intervence u diabetickych a
prediabetickych pacientl zamérovat i na posileni intestindlni bariéry. Existuje nékolik
intervencnich zplsobl smérujicich k ovlivnéni strevni bariéry: (1) selekce pfijimanych
nutrietd s ohledem na jejich imunogenicitu, (2) kontrola sloZeni stfevni mikrobioty
(prebiotiky, probiotiky a antibiotiky), (3) modifikace protein(i stfevni bariéry a jinych
regulacnich protein(l a (4) potlaceni zanétu zodpovédného za destrukci inzulin-produkujicich

beta bunék pankreatu ¢i zanétu zodpovédného za inzulinovou rezistenci (Kort et al., 2011).
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4. EXPERIMENTALNI PRACE

4.1. Uvod experimentalni prace

V poslednich desetiletich je tenké stfevo, zejména intestinalni bariéra, predmétem
nar(stajiciho védeckého zajmu. Rada pozorovani ukazuje na patogenetickou Géast tenkého
stfeva v rozvoji takovych onemocnéni, ktera drive nebyla do spojitosti s timto organem
dadvana. Mezi tato onemocnéni patfi jak skupina autoimunitnich chorob, tak skupina
systémovych metabolickych chorob. Tedy i diabetes mellitus 1. typu a diabetes mellitus 2.
typu se ukazuji byt patofyziologicky propojeny s tenkym stfevem a s poruchou jeho
bariérové funkce.

Mezi studované aspekty Ucasti intestindlni bariéry v patofyziologii obou typl diabetes
mellitus patfi hodnoceni funkéniho stavu epitelové vrstvy tenkého stfeva a hodnoceni sloZzek
vrozené imunity, souvisejicich s translokaci bakteridlniho lipopolysacharidu (LPS) z lumen
stfeva pres narusenou intestindlni bariéru do systémového obéhu. V nasi prdci jsme se
zaméfili na studium neinvazivnich marker( hodnoticich (1) apoptézu epitelovych bunék, (2)
poskozeni enterocytll a integrity enterocytdrni vrstvy a (3) aktivaci systému vrozené imunity
ve vztahu k translokaci LPS u diabetes mellitus 1. a 2. typu.

Pro srovnani charakteru poruchy intestindini bariéry u diabetes mellitus 1. a 2. typu
jsme vybrali celiakii, ktera je modelovym onemocnénim typicky provazenym poruchou
bariérové funkce streva, tedy zvySenou apoptdzou enterocytl, dezintegraci enterocytarni

vrstvy, poruchou intestindlni permeability a aktivaci imunitniho systému.

4.1.1. Markery apoptozy epitelovych bunék

Bunécna smrt je za fyziologickych okolnosti i za patologickych stavi stejné dalezita
jako bunécné déleni. Existuji tfi hlavni druhy bunécného zaniku: apoptdza, autofagie a
nekréza. Apoptoza je forma programované bunécné smrti mediovand enzymy kaspazami
(obrazek 2). Autofagie je proces, ve kterém se uplatiuje aktivita lysosom(. Nekrdza je
neregulovany proces spojeny s masivnim uvolnénim intracelularniho obsahu a vedouci k

zanétlivé reakci ve tkani (Ueno et al., 2005).
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Obrazek 2. Intracelularni signaliza¢ni kaskada apoptézy. Po navazani Fas ligandu
(FasL) na Fas receptor (FasR) dojde k trimerizaci Fas receptoru, coZ vede k formovani
multiproteinového komplexu (tzv. death-inducing signaling complex) zahrnujiciho
trimerizovany receptor a cytosolické proteiny. Tento komplex aktivuje kaspazu 8, coz
vede k mitochondridlni dysfunkci spojené s uvolnénim cytochromu c a AIF (apoptosis
inducing factor) do cytosolu. Dale pak dochazi k aktivaci kaspazy 3, klicové protedzy
zpUsobuijici strukturdlni zmény béhem apoptdzy. Upraveno podle: Jones a Gores,
1997.
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APOPTOZA

Apoptdza hraje dileZitou roli v homeostadze stfevniho epitelu, ale predstavuje téz
stresovou odpovéd na rdzné patologické stimuly. Regulovany zanik bunék
gastrointestindlniho epitelu probiha apoptdzou. Existuji dva hlavni typy apoptdzy: spontanni
apoptdza, kterd probiha fyziologicky kontiundlné v malé mife; a stresem indukovand
apoptdza (Jones a Gores, 1997; Watson a Pritchard, 2000). U spontanni apoptdzy je pocet
apoptotickych bunék shodny s poctem bunéénych mitdz, takze zUstava zachovano mnozstvi
epitelovych bunék a tkanovd homeostaza. Patofyziologické procesy, které vedou k nadmérné
stresem indukované apoptdze epitelovych bunék se projevuji poskozenim epitelu, jeho
atrofii a dysfunkci. Naopak inhibice apoptdézy vede k hyperplazii a podporuje maligni

transformaci (Jones a Gores, 1997).



Zlatym standardem identifikace apoptdzy je  mikroskopické zobrazeni
charakteristickych morfologickych zmén burky, které nakonec vedou k rozpadu burnky na
bunécnou membranou ohrani¢end tzv. apoptotickd téliska. Apoptoticka téliska jsou rychle
fagocytovana sousednimi epitelovymi bunikami a profesiondlnimi fagocytujicimi burikami.
Diky rychlosti celého procesu neni apoptdza spojena se zanétlivou odpovédi ve tkani.
Apoptdzu je obtizné v tkanich mikroskopicky detekovat, nebot probiha rychle (béhem 2-4
hodin). AvSak béhem fagocytdzy uvoliuji apoptotickd téliska v limitovaném case urcité
intracelularni slozky do extracelularniho prostoru (Jones a Gores, 1997), které je mozZno

detekovat v séru a slouzi jako markery apoptdzy.

4.1.1.1. Fragmenty cytokeratinu 18

Mezi intraceluldrni slozky, jez jsou uvolfovany do extraceluldrniho prostoru béhem
apoptozy epitelovych bunék, patfi fragmenty cytokeratinu 18. Cytokeratin 18 je
intermediarni filamentum specifické pro epitelové tkané; predstavuje asi 5 % z celkového
mnozstvi proteind v jatrech, exokrinnim pankreatu, stfevnim epitelu a v ostatnich
epitelovych tkanich. Experimenty in vitro ukdazaly, Ze bunécné uvolnéni fragmentl
cytokeratinu 18 do extraceluldrniho prostoru je disledkem Stépeni cytokeratinu 18 kaspazou
3 béhem intermediarni faze apoptdzy (Kramer et al.,, 2004). Cytokeratin 18 je Stépen
kaspazou 3 na tfi rGzné fragmenty, z nichZ fragment zvany caspase cleaved cytokeratin-18
(cCK-18) je specificky rozpoznavdn monoklonalnimi protildtkami komeréné pojmenovanymi
M30. Monoklondlni protilatky M30 rozpozndvaji neoepitopy cCK-18 na pozici 387 az 396
(tzv. CK18-Asp396). Naproti tomu béhem autofagie zlstava cytokeratin 18 nerozstépen a
béhem nekrdzy je z bunék uvolfiovan rovnéz nerozstépeny (Ueno et al., 2005) (obrazek 3).
cCK-18 tedy slouZi jako specificky marker apoptdzy epitelovych bunék (Kramer et al., 2004;
Ueno et al., 2005; Luft et al.,, 2007), véetné apoptdzy epitelovych bunék tenkého streva
(Groos et al., 2003; Luft et al., 2007).
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Obrazek 3. Zanik epitelovych bunék. Pfi nekrdze se uvolfiuje do extracelularniho prostoru
nerozstépeny, intaktni cytokeratin 18. Pfi apoptdze se uvoliuji do extraceluldrniho prostoru
kaspazou rozstépené fragmenty cytokeratinu 18 (caspase cleaved cytokeratin 18; cCK-18).

Upraveno podle: www.peviva.com/product/m30-apoptosense-elisa.
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Ve zdravych tkanich dospélych jedinci je cCK-18 jen stézi detekovatelny; jeho
akumulace je vSak prokazatelnd za fady patologickych situaci (v€etné chronickych
degenerativnich onemocnéni a metastatickych procesu) ve sleziné (Leers et al., 2002). V
klinické praxi je navrhovano vyuziti cCK-18 jako markeru proliferace a markeru hodnoceni
odpovédi na cytotoxickou Ié¢bu u epitelovych karcinom@ (Hamilton, 2012) ¢i jako markeru
chronickych jaternich onemocnéni (Yilmaz, 2009). Odrazi rovnéz apoptdzu epitelovych bunék
tenkého strfeva (Groos et al., 2003; Luft et al., 2007), a proto jsme testovani cCK-18 vybrali

jako marker apoptdzy enterocyt(, resp. epitelovych bunék tenkého streva.
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4.1.2. Metody neinvazivniho testovani poskozeni enterocytl a integrity enterocytarni

vrstvy

Integrita intestindlni bariéry je zajistovana predevsim funkénimi enterocyty
spojenymi tight junctions, které utésnuji paracelularni prostory. Ztrata integrity mize byt
hodnocena markery intestinalniho epitelového poskozeni nebo markery poskozeni tight
junctions a dale pomoci testll, jez posuzuji disledek této desintegrace, tj. (zvySenou)
intestindlni permeabilitu. V souvislosti se zvySenou intestindlni permeabilitou dochdzi k
translokaci stfevniho luminalniho obsahu (zejména bakterii, jejich metabolitl a ¢asti jejich
stény napf. LPS) do systémové cirkulace. K testovani tohoto aspektu intestindlni bariéry se
uzivaji markery translokace bakterii nebo jejich produktd (Grootjans et al., 2010; Derikx et

al., 2010).

4.1.2.1. Markery intestinalniho epitelového poskozeni

Mezi markery, které odrdzeji poskozeni epitelu tenkého stfeva, patfi fatty acid
binding proteiny, glutathion S-transferaza a citrulin.

Fatty acid binding proteiny (FABP) jsou malé (14-15kDa) cytosolické, ve vodé
rozpustné proteiny, jez se nachazeji ve vysokych koncentracich ve tkanich zahrnutych v
absorpci a konsumpci mastnych kyselin. Jsou tedy pfitomny i ve zralych enterocytech
tenkého stfeva, kde funguji jako transportéry mastnych kyselin z apikalni membrany
enterocytd do endoplasmatického retikula, kde probiha biosyntéza komplexnich lipidQ
(Pelsers et al., 2005). Ve stfevé se nachdzeji tfi izoformy FABP: intestinalni FABP (I-FABP),
jaterni (liver) FABP (L-FABP) a ileal bile acid binding protein (I-BABP). I-FABP je exprimovan
zejména vjejunu a vmalé mife vtlustém stfevé; |-BABP v ileu a jejunu. L-FABP je
exprimovan zejména v hepatocytech, v mensi mife i v enterocytech tenkého a tlustého
stfeva a v tubuldrnich burikach ledvin; proto se nehodi jako marker izolovaného poskozeni
tenkého streva (Derikx et al., 2010; Pelsers et al., 2005). I-FABP je exprimovan predevsim v
zralych enterocytech pfitomnych na vrcholu klk{, coz je misto, kde je iniciovana destrukce
enterocytl u fady intestindlnich chorob. Podstatné je, Ze I-FABP se v jaternim parenchymu
(na rozdil od L-FABP) nevyskytuje. I-FABP se uvolfiuje do systémové cirkulace z tenkého
stfeva specificky a vzhledem ke své malé molekule a rozpustnosti ve vodé i rychle pfi

bezprostiednim poskozeni integrity enterocytarni membrany. Tyto skutec¢nosti Cini z I-FABP
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potencialné uZitecny a specificky marker c¢asného, aktudlné probihajiciho poskozeni
enterocytd (Derikx et al., 2010; Grootjans et al., 2010). FABP jsou rychle rendlné
eliminovany (polocas kolem 11 min) a Ize je stanovit jak v plazmé, tak v moci uzitim ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) metodiky. Basalni hladiny I-FABP odraZeji fyziologicky
obrat enterocyt(l. V malych mnoZstvich je I-FABP pfitomen v krvi zdravych jedincl, zvySené
hladiny plasmatického nebo mocového I-FABP byly nalezeny u pacientl s intestinalni
ischemii, se SIRS (systemic inflammatory response syndrome), s nekrotizujici enterokolitidou;
vysoké hladiny jsou detekovany u pacient( s intestinalni ischemii béhem vaskularni chirurgie
a u pacientli s mezenterialnim infarktem (Grootjans et al., 2010; Derikx et al., 2010). Zd4 se
dokonce, Ze hladiny cirkulujictho I-FABP koreluji s histologickym stavem epitelu v
experimentalnich studiich (Derikx et al., 2010).

Glutathion S-transferdzy (GST) se podileji na bunééné ochrané, antioxidaci a
detoxikaci celé fady toxickych a cizorodych latek, které jsou konjugovany s glutathionem.
Podskupina aGST se predominantné nachdzi v tenkém stfevé a tlustém strevé, jatrech a
ledvinach; a je nékterymi autory povaZovana za potencidlni marker intestinalniho
epitelového poskozeni. ZvySené plasmatické a mocové hladiny aGST byly popsany napf. u
pacientl s akutni mezenteridlni ischemii. Je vSak nutno zdlraznit, Ze zvySend hladina aGST
rovnéz ukazuje na poskozeni jaterniho ¢i ledvinného epitelu. Proto je tento marker vhodny
jen v téch klinickych situacich, kdy se predpoklada izolované poskozeni epitelu stfeva (Derikx
et al., 2010; Grootjans et al., 2010).

Citrulin je aminokyselina specificky produkovand diferencovanymi enterocyty
tenkého stfeva. Citrulin je syntetizovan z glutaminu a neni inkorporovdn do proteind.
Enterocyty jsou zodpovédné za hlavni ¢ast z celkového mnozstvi cirkulujiciho citrulinu, a tak
sérové hladiny citrulinu odrazeji funkéni masu enterocytl. SniZeni poctu (masy) enterocytl

vede ke snizeni hladiny cirkulujiciho citrulinu (Crenn et al., 2008).

4.1.2.2. Markery poskozeni tight junctions
K posouzeni stavu tight junctions se nejéastéji pouzivd hodnoceni intestindlnich
biopsii a mikroskopické posouzeni jejich defektu, cozZ je ¢asové narocna procedura spojena s

invazivnim endoskopickym vysetfenim.
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Nedavno bylo ukdzano, Ze imunohistochemicky vizualizovand ztrata claudinu-3,
hlavniho tésniciho proteinu tight junctions, je provazena zvySenym mnoZstvim claudinu-3 v
moci (Thuijls et al., 2010). Méfeni koncentrace claudini (zejména v moci) poskytuje
informace o paraceluldrni sloZce stfevni bariéry. Zejména claudin-3 se ukazuje byt vhodnym
neinvazivnim markerem detekujicim ztrdtu integrity tight junctions u pacientl s
nespecifickymi  stfevnimi zdnéty, nekrotizujici enterokolitidou ¢ po vaskuldrnich
chirurgickych vykonech. Interpretace vysledkd vSak vyZzaduje zohlednéni faktu, Ze distribuce

tight junctions neni limitovana pouze na stfevo (Grootjans et al., 2010).

4.1.2.3. Testovani intestindlni permeability

Permeabilita stfevni bariéry Uzce souvisi s funkci tight junctions, které hraji zasadni
roli v regulaci paraceluldrniho transportu (Arrieta et al., 2006; Anderson a Van Itallie, 2009).
Stfevni permeabilita je testovdna perordlnim poddvanim radioaktivné znacenych
monosacharidd (manitol, L-rhamndza), disacharid(i (laktuldza, sukraléza), polyetylenglykolt
o rizné molekulové hmotnosti ¢ nedegradabilnich cheldtt (napf. *'Cr-EDTA), jejichz
koncentrace je v ¢asovych odstupech (nejcastéji po 24 hodindch) mérena v moci. Zakladnimi
pozadavky na latky pro testovani stfevni propustnosti je nizkd molekulovda hmotnost,
nestépitelnost v gastrointestinadlnim traktu, hydrofilita, biokompatibilita, kompletni exkrece
ledvinami a snadna detekovatelnost v modéi. Analyza stfevni propustnosti vyuzivajici
stanoveni pouze jedné takové molekuly mizZe vykazovat znacnou metodickou zatiZzenost,
nebot neexistuje objektivni kompenzace interindividualni variability (rozdily v rychlosti
intestindlni pasaze a v rychlosti exkrece moci). Z tohoto divodu konstrukce testl stfevni
propustnosti nejcastéji vyuziva detekce dvou molekul liSicich se zpisobem transportu pres
sténu tenkého stfeva — disacharid( (napf. laktuléza) transportovanych paracelularné, cestou
tight junctions a monosacharidd (napf. manitol, rhamnodza) transportovanych transcelularné.
Vysledky testd stifevni propustnosti poskytuji idaje o mnozstvi molekul peroralné podanych,
vyloucenych moé¢i za 24 hodin a jejich vzajemnych pomérech. Pomér koncentraci
laktuléza/manitol ¢i laktuléza/rhamnéza koresponduje s podilem paracelularniho a
transceluldrniho transportu stfevni sténou (Kort et al., 2011).

V tenkém strevé zdravych jedinc je nizsi prostupnost pro cukry s vy$si molekulovou

hmotnosti (napf. laktuléza) oproti cukrim o mensi molekulové hmotnosti (napf. manitol,

42



rhamnoza); velké molekuly (laktuldéza) totiz nejsou schopny paracelularniho transportu
cestou tight junctions. Mechanismus paraceluldrniho transportu ve zdravém strevé tedy
tvori nizsi podil nez transport transceluldrni.

Za patologického stavu, jakym je napf. chronicky slizni¢ni zanét, se permeabilita pro
vetsi cukry zvySuje mechanismem paraceluldrniho transportu, zatimco permeabilita pro malé
cukry transcelularnim transportem zlstava stabilni nebo klesd — pomér laktuldéza/manitol
resp. laktuléza/rhamndza je proto pfi poruse bariérové funkce stfeva zvySen. Paraceluldrni
transport je regulovan prostfednictvim tight junctions, zvySeny paraceluldrni transport tedy
odpovida zvysené strevni propustnosti (Murphy et al., 1989).

Testy hodnotici mocové poméry rlznych oligosacharidd (laktuldza, celobiéza) a
monosacharidd (manitol, L-rhamndza), poméry polyetylenglykolt (PEG) o rtzné velikosti Ci
radioaktivné znatené makromolekuly >*Cr-EDTA vykazuji srovnatelné vysledky. Problémem
je, Ze nékteré sacharidy, jako napf. laktuléza, mohou zvySovat intestinalni motilitu, proto
jejich peroralné podané mnozstvi musi byt co nejmensi. Laktuléza je navic degradovana
bakteriemi v tlustém stfevé. ZvysSena intestindlni permeabilita hodnocend zminénymi testy
byla popsdna u rfady onemocnéni (zejména u Crohnovy choroby, celiakie, potravnich
intoleranci ¢i u kriticky nemocnych pacient). Avsak toto testovani pro znacnou
neprakti¢nost nezaujalo misto v klinické praxi ani jako soucdast diagndzy, ani pfi sledovani

pacientd (van Nieuwenhoven et al., 2000; Demeo et al., 2002).

4.1.2.4. Markery translokace bakterii nebo jejich produktt

Mezi plasmatické markery odrdzejici translokaci bakterii nebo jejich produktl patfi
lipopolysacharid (LPS) a D-laktat (Grootjans et al., 2010; Derikx et al., 2010).

LPS neboli endotoxin je hlavni slozkou zevni membrany gram-negativnich bakterii.
Nejvyssi koncentrace LPS je ve stfevnim lumen, kde sidli mnoho triliond komensalnich gram-
negativnich bakterii. K jeho uvolfiovani dochazi pfi replikaci nebo zaniku bakterii. Lumindlni
LPS pronikd ve zdravém strevé intaktni epitelovou bariérou v klinicky nevyznamném
mnozstvi. AvSak pfi stavech spojenych s poruchami intestinalni permeability dovoluji
defektni tight junctions paraceluldrni permeaci LPS, vedouci k zvySenym hladinam LPS
v intestindlni tkani a v systémové cirkulaci (Hurley, 1995; Guo et al., 2013). LPS v nizkych

sérovych koncentracich, tj. v tzv. fyziologicky relevatnich koncentracich (0-1,0 ng/ml) a tzv.
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klinicky relevantnich koncentracich (0-10 ng/ml) nezplsobuje bunéénou smrt enterocytl Ci
poskozeni enterocytl, ale vyvoldva selektivni zvySeni stfevni permeability cestou tight
junctions jak in vitro, tak in vivo. Pficemz centralni roli v této modulaci intestindlnich tight
junctions hraji receptory TLR4 a CD14 (Abreu, 2010; Funda et al., 2001). Extrémné vysoké
hladiny sérového LPS vedou k indukci mnohocetnych patofyziologickych déjii zahrnujicich
sepsi, horecku, leukocytézu, trombocytopenii a koagulopatii (Hurley, 1995). Pfitomnost LPS
muze byt mérena v krvi pfimo - metodou zvanou LAL (limulus amebocyte lysate) assay nebo
neptimo - stanovenim protilatek proti LPS, tj. endotoxin core antibody (EndoCAb). Specificita
LAL assay je vSak velmi nizka, nebot falesné pozitivni vysledky mohou byt zplsobeny
produkty stény hub, gram-pozitivnich bakterii, polynukleotidy ¢i kontaminaci exogennim
endotoxinem (Hurley, 1995; Cohen, 2000). Sérové hladiny EndoCAb vykazuji vysokou
interindividudlni variabilitu, coZ predstavuje nevyhodu pro interpretaci vysledk( (Barclay,
1999).

D-laktat je fermentaéni produkt tady bakterii pfitomnych v lidském
gastrointestindlnim traktu. Nizké plasmatické hladiny D-laktatu se nachazeji u zdravych
jedincG. Rada studii prokdzala vztah mezi plasmatickou hladinou D-laktdtu a zvy3enou
intestindlni permeabilitou. Hladina D-laktdtu md hodnotu zejména pfi posuzovani
ischemického postizeni tlustého streva; vysledky vsak mohou byt nadhodnoceny v téch
klinickych situacich, kde dochazi k bakteridinimu prertstani ve stfevé, nebot v téchto
pripadech zvySena pritomnost bakterii zvySuje fermentaci nestravitelnych uhlovodand na D-

laktat (Herrera et al., 2008).

Zvyse uvedenych neinvazivnich markerd poskoZzeni enterocytd a integrity
enterocytarni vrstvy jsme vybrali I-FABP, nebot se zda byt nejvice histospecificky (Derikx et

al., 2010).

4.1.3. Marker aktivace systému vrozené imunity a translokace lipopolysacharidu

Z imunitnich mechanism( zapojenych do poruchy bariérové funkce tenkého streva
jsme se zaméfili na posouzeni téch slozek vrozené imunity, které mimo jiné souvisi i

s translokaci bakteridlniho LPS alterovanou intestindlni bariérou. K tomuto ucelu jsme zvolili
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testovani sérové hladiny solubilniho CD14 (sCD14). Sérova hladina sCD14 je povaZovana za
specificky a senzitivni marker aktivace systému vrozené (nespecifické) imunity a bioaktivity
LPS v systémové cirkulaci (Litzman et al., 2012). Receptory CD14 spolecné s toll-like
receptory (TLRs) maji zasadni roli v aktivaci systému vrozené imunity a v prvni linii obrany
proti invadujicim mikroblm. Zejména TLR4 (resp. receptorovy komplex CD14/TLR4/MD?2) je
nutny pro aktivaci vrozené imunitni obrany proti LPS gramnegativnich bakterii. TLRs a
receptory CD14 tak mohou predstavovat spojeni mezi intestindlni mikrobiotou, alteraci
intestindlni bariéry a imunitné mediovanymi chorobami (Cook et al., 2004). Podrobnosti

osvétluji nasledujici dvé podkapitoly.

4.1.3.1. Nékteré aspekty vrozené imunitni odpovédi v tenkém stievé

Zahdjeni vrozené imunitni odpovédi v tenkém stfevé je umoinéno receptory
rozpoznavajicimi patogenni vzory (PRRs, pattern recognition receptors). PRRs funguji jako
senzory (1) mikrobidlnich antigeni (MAMPs, microbe-associated molecular patterns) z
intestindlniho lumen a (2) tzv. DAMPs (damage-associated molecular patterns), coZ jsou
endogenni molekuly produkované bunkami v rdmci odpovédi na poskozeni Ci stresové
stimuly. Prototypem antigenu typu MAMPs je bakterialni LPS.

Nejvice studovanymi PRRs jsou TLRs. V tenkém stfevé jsou TLRs exprimovany jednak
intestindlnimi epitelovymi bunikami (bud' na jejich povrchu nebo v endosomech) a jednak na
povrchu imunitnich bunék v lamina propria mucosae. Aktivace TLRs stimuluje zanétlivou
odpovéd' cestou signalizacni kaskady NF-kB, s naslednou produkci cytokinG a chemokind,
které atrahuji dalsi bunky zucastnéné v akutni zanétlivé odpovédi (Santaolalla a Abreu,
2012).

TLRs signalizace v tenkém stfevé je zapojena do proliferace epitelovych bunék
(Fukata et al., 2006), do produkce IgA (Shang et al., 2008), do udrZeni stavu tight junctions
(Cario et al., 2004) a do sekrece antimikrobialnich peptidd, tj. do funkci, které jsou zdsadné

dllezité pro udrzeni integrity intestinalni bariéry (Hooper a Macpherson, 2010).
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4.1.3.2. Solubilni CD14

CD14 (cluster of differentiation antigen 14) je 53-kDa glykoprotein a existuje ve dvou
formach: (1) membrdnovy CD14 (mCD14), ktery je ukotven v bunééné membrané glycosyl-
phosphatidyl-inositolovou kotvou a (2) solubilni CD14 (sCD14). Solubilni CD14 vznika z
mCD14 odstépenim glycosyl-phosphatidyl-inositolové kotvy pomoci proteaz nebo je pfimo
secernovan z intraceluldrnich vesikul (Funda et al., 2001). Bunky rlznych tkani exprimuji
razné formy CD14. Membranovy CD14 je exprimovan predominanté na bunééném povrchu
myeloidnich bunék (monocytl, neutrofill) a makrofagli, tedy bunék systému vrozené
imunity; zatimco sCD14 je exprimovan na ostatnich burkach, véetné enterocytd, hepatocytd,
beta-bunék pankreatu a adipocytd (Funda et al., 2001; Fernandez-Real et al., 2011; Vives-Pi
et al.,, 2003). Obé formy CD14 funguji jako receptory (PRRs) systému vrozené imunity;
interaguji s rozlicnymi antigennimi molekulami, zejména s LPS gram-negativnich bakterii.
Membranovy CD 14 je soucdsti komplexu toll-like receptoru 4 (TLR4). Tento receptorovy
komplex (CD14/TLR4/MD2) je schopen specificky vazat bakterialni lipopolysacharid (LPS). Po
vazbé LPS signalizuje prostfednictvim fady intraceluldrnich drah a aktivuje NF-kB, coz
nasledné vede k produkci mnozZstvi zanétlivych cytokinG (napf. TNF-a, IL-1, IL-6, a IL-8) a
adheznich molekul (obrazek 4) (Jiang et al.,, 2000). Bylo prokazadno, Ze bakteridlni LPS
indukuje zvySeni permeability tight junctions prostfednictvim zvySenim exprese TLR4 v
apikalni membrané enterocytl a TLR4 dependentnim zvySenim exprese mCD14 (Guo et al.,

2013).
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Obrazek 4. Komplex receptoru TLR4. Lipopolysacharid (LPS) se vaze na
bunééném povrchu na receptorovy komplex CD14/TLR4/MD2. Na
cytoplasmatické strané bunécné membrdny TLR4 interaguje s MyD88
(myeloid differentiation protein 88), dochazi k aktivaci kaskady zahrnujici
IRAK (interleukin-1 receptor associated kinase), TRAF6 (tumor-necrosis-
factor-receptor-associated factor 6) a findlné nuklearni faktor-kappa B (NF-
KB), coz vede k transkrip¢ni aktivaci genl a expresi zanétlivych cytokind.

Upraveno podle http://physrev.physiology.org/content/91/1/221.

Komplex receptoru TLR4

bunéénd membrana

NFkappaB

exprese jzénétliv{/ch cytokint

sCD14 je secernovan predevsim jatry a monocyty a chova se jako protein akutni faze;
je povaiovan za vseobecny indikator aktivace imunitniho systému. sCD14 je schopen
specificky vazat LPS v extraceluldarnim prostoru; nachazi se v séru, mozkomisnim moku ¢i v
jinych télesnych tekutindch, a umozZnuje bunkam, kterym chybi endogenni mCD14,
odpovidat na LPS (Tapping a Tobias, 2000). In vivo za fyziologickych podminek jsou
intestinalni epitelové burky kontinualné exponovany LPS ze stfevni mikrobioty a hraji
dilezitou roli v prirozené sliznicni imunité. In vitro byl mCD14 exprimovan na lidskych

intestinalnich epitelovych burikdch po jejich expozici LPS a rovnéz byl témito burikami
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uvolfiovan v podobé sCD14 (Funda et al., 2001). Pokud vezmeme v Uvahu obrovské mnozstvi
epitelovych bunék v slizniénim kompartmentu a fakt, Ze u lidskych epitelovych bunéénych
linii byla popsana polarizovand basolateradlni sekrece rlznych cytokin, chemokinl Cci
protein(l akutni faze (Molmenti et al., 1993), pak je pochopitelné, Ze dokonce malé hladiny
uvolfiovaného sCD14 z epitelovych bunék mohou vést k méfitelné hladiné v séru (Funda et
al., 2001).

Rada dat ukazuje, 7e ve fyziologickém slizniénim mikroprostfedi tenkého stieva
makrofdgy lamina propria mucosae snizuji expresi mCD14, ale zanétlivé procesy probihajici
ve sliznici tenkého stfeva (napf. celiakie ¢i nespecifické stfevni zanéty) vedou ke zvyseni
exprese mCD14 (Funda et al., 2001). JakoZto pattern recognition receptor je CD14 schopen
kromé LPS vazat Siroké spektrum pfirozenych a syntetickych ligand(, véetné soucasti

apoptotické buriky (Devitt et al., 1998; Kelley et al., 2013).

4.1.4. Celiakie

Celiakie je modelovym autoimunitnim onemocnénim tenkého streva, které je
nezpochybnitelné spojeno s poruchou intestindlni bariérové funkce a v jehoz patofyziologii
dochdzi k aktivaci mechanism( vrozené i adaptivni imunity (Schuppan a Zimmer, 2013;

Lundin a Sollid, 2014).

4.1.4.1. Definice, klinické projevy, diagnostika a lécba celiakie

Celiakie je definovana jako permanentni senzitivita k potravou pfijimanému lepku,
glutenu (zasobnimu proteinu pSenice, jeCmene, Zita a fady odrid ovsa) vedouci k
autoimunitnimu postizeni tenkého stfeva - autoimunitni enteropatii, jez je spojena i s
poruchou jinych organt. Vznika u geneticky predisponovanych jedincl nesoucich haplotyp II.
tfidy HLA systému DQ2 nebo DQ8 a konzumujicich potraviny obsahujici gluten. Celiakie
predstavuje naléhavy problém soucasné mediciny - postihuje celosvétové priblizné 1 %
populace. M(iZze se objevit v jakémkoliv véku a klinické spektrum jejich pfiznakd je velmi
Siroké, zahrnujici jak (1) typické — stfevni projevy (chronicky ¢i intermitentni prdjem, pfiznaky
spojené se strevni distenzi - nadymani, bolesti bficha, nechutenstvi, zvraceni, ale i zacpa), tak
(2) atypické — mimostrevni projevy vyplyvajici z malabsorpce ¢i z imunologické poruchy

intestindlni bariéry (porucha ristu, vahovy ubytek, malnutrice, unavnost, sideropenicka
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anémie, osteopenie a osteopordza, osteomalacie, dermatitis herpetiformis, hypoplazie
zubni skloviny, aftdézni stomatitida, elevace transamindz, artritidy, artralgie, myalgie,
neurologické problémy, ataxie, bolesti hlavy, periferni neuropatie, kfeCové stavy,
psychiatrické poruchy, infertilita, opoZdény ndstup puberty, asociované autoimunitni
choroby - zejména autoimunitni tyreoiditida, diabetes mellitus 1. typu, Addisonova choroba,
polyglanduldrni syndromy) a dale i (3) asymptomatické (silentni) pfipady diagnostikované v
ramci aktivniho skrininku (Tack et al., 2010; Schuppan a Zimmer, 2013; Lundin a Sollid, 2014;
Guandalini a Assiri, 2014).

Prevalence celiakie u pacientd s diabetes mellitus 1. typu je uvadéna mezi 1,3 % a
16,4 %. Tato preferencni asociace obou chorob je vysvétlovdna spole¢nou genetickou
dispozici; pfiblizné 95 % pacientu s celiakii jsou nositely HLA-DQ2 antigenu, ktery je soucasné
povazovan za rizikovy geneticky faktor pro rozvoj diabetes mellitus 1. typu (van Autreve et
al., 2004).

Diagndza celiakie je zaloZena na séropozitivité specifickych celiakdlnich autoprotilatek
(proti tkanové transglutamindze, proti endomyziu, ev. proti deamidovanym gliadinovym
peptidiim) (Guandalini a Assiri, 2014) a zejména u dospélych i na histologickém pruikazu
zmén sliznice tenkého stfeva hodnocenych ¢tyrmi stadii dle Marshe (Marsh, 1992): stadium
0 (normalni sliznice); stadium 1 (zvySeny pocet intraepitelidlnich lymfocytl), stadium 2
(znaky stadia 1 + hyperplazie krypt); stadium 3 (znaky stadia 2 + vilézni atrofie; 3a — parcidlni,
3b — subtotalni, 3c — totalni vilézni atrofie), stadium 4 (celkova atrofie sliznice). Za
histopatologické zmény tenkého stfeva nutné pro diagndzu celiakie se povazuji vSechna
stadia nad 2 (v¢etné), tedy zvySeny pocet CD3+ intraepitelidlnich lymfocytl, hyperplazie
krypt a vildzni atrofie (atrofie slizni¢nich klk() (Walker a Murray, 2011; Schuppan a Zimmer,
2013). V soucasnosti se jako nejlepsi sérologické testy ukazuji imunoglobulin A (IgA)
protilatky proti tkanové transglutamindze a IgA antiendomysidlni protildatky. Oboji maji
srovnatelnou diagnostickou spolehlivost se specificitou blizkou 100 % a senzitivitou mezi 90-
98 %. V pripadé pritomnosti IgA deficitu je vSak tfeba testovat tyto autoprotilatky ve tridé
IgG (Rostom et al.,, 2005; Vande Voort et al., 2009). K zamezeni faleSné negativity
diagnostickych test( je nutné nezahajovat bezlepkovou dietu pred definitivnim stanovenim
diagndzy. Jedinou moZnou terapii celiakie je celoZivotni Uplnd bezlepkova dieta. Pravidelna

lékarska péce o jedince s celiakii je zamérena na kontrolu adherence k bezlepkové dieté
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(véetné hodnoceni sérovych hladin celiakdlnich autoprotilatek, jez se pti dodrzovani
bezlepkové diety normalizuji), na posouzeni a lé¢bu skrytych projevli malabsorpce Cdi

pridruzenych autoimunitnich chorob (Guandalini a Assiri, 2014).

4.1.4.2. Porucha mechanismi adaptivni a vrozené imunity u celiakie

Celiakalni autoimunitni enteropatii zpUsobuje nepfiméfend imunitni odpovéd na
gluten. Aktivace imunitni odpovédi zahrnuje mechanismy jak vrozené, tak adaptivni imunity
(Schuppan a Zimmer, 2013; Lundin a Sollid, 2014). O zapojeni adaptivni imunity
zprostfedkované T- a B- lymfocyty existuje u celiakie rfada silnych dukaz(. Centralni roli
v imunopatogenezi celiakie hraji gluten-reaktivni T-lymfocyty aktivované vlamina propria
mucosae tenkého stfeva. V poslednich letech bylo detailné popsano, jak gluten-reaktivni
CD4+ T-lymfocyty rozpoznavaji deamidované gliadinové epitopy v kontextu s antigeny HLA-
DQ2 nebo HLA-DQS8 pfitomnymi na antigen-prezentujicich burikdch (Broughton et al., 2012;
Qiao et al., 2011).

Dlkazy o aktivaci vrozené imunity u celiakie jsou pomérné recentni. Ukazuje se, Ze
gluten indukuje ve sliznici tenkého stfeva maturaci dendritickych bunék a pfispiva k aktivaci
systému vrozené imunity (Palova-Jelinkova et al., 2005; Palova-Jelinkova et al., 2013). O
zapojeni vrozené imunity svéd¢i i pozorovani, ze in vitro gliadinovd stimulace sliznice
duodena ziskané biopsii vede k aktivaci pouze systému vrozené imunity (Maiuri et al., 2003).

Jako psSeni¢né komponenty, které byly izolovany spolecné s urcitymi glutenovymi
peptidy a které rovnéz aktivuji vrozenou imunitni odpovéd, byly popsany inhibitory a-
amylazy a trypsinu (ATls, a-amylase trypsin inhibitors). ATIs stimuluji TLR4, konkrétné drahu
TLR4/MyD88 (Junker et al., 2012).

Antigen-prezentujici buriky vlamina propria mucosae celiakdlnich pacientl Ize
rozdélit na CD11c+ dendritické buriky (DCs) a CD68 +CD11c2 makrofagy. Vétsina DCs
koexprimuje monocytarni marker CD14, coZ naznacuje, Zze tyto buriky pochdzeji z krevnich
monocytl. U celiakadIni slizniéni léze byla dokumentovana zvysenda denzita DCs

koexprimujicich CD14 (Beitnes et al., 2012).
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4.2. Hypotézy, cile prace

Problematika vztahu mezi poruchou intestinalni bariéry tenkého stfeva a diabetes
mellitus 1. a 2. typu je intenzivné zkoumdna v fadé souvislosti, jak bylo popsano
v teoretickém Uvodu této dizertacni prace. Mensi pozornost byla dosud vénovana studiu
funkéniho hodnoceni epitelové, resp. enterocytarni vrstvy tenkého stfeva a zapojeni slozek
vrozené imunity.

Cilem prace bylo analyzovat poskozeni bariéry tenkého stfeva na Urovni epitelové
vrstvy u pacientl s diabetes mellitus 1. typu a 2. typu a porovnat je s charakterem tohoto
poskozeni u modelového onemocnéni spojeného s poruchou intestinalni bariéry, jakym je
celiakie.

Za timto ucelem jsme testovali sérové hladiny tfi markerd, z nichz kazdy hodnoti
odliSny aspekt poskozeni intestindlni epitelové bariéry:

1) marker apoptdzy epitelovych bunék: cCK-18 (cytokeratin 18 caspase-cleaved fragment)

2) marker poskozeni enterocyt(i a dezintegrace enterocytarni vrstvy tenkého streva: I-FABP
(intestinal fatty acid binding protein)

3) marker aktivace systému vrozené imunity: sCD14 (solubilni CD14)

Studie hodnotici tyto parametry u pacientll s diabetes mellitus nebyla dosud
publikovana.

S ohledem na cil prace jsme formulovali nasledujici hypotézy:

Hypotéza 1: A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poskozeni epitelové

bariéry tenkého stfeva? B) Je toto poskozeni odlisné od charakteru poskozeni u celiakie?

Hypotéza 2: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stifeva u diabetes mellitus 1. typu
s:
A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?
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Hypotéza 3: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stieva u diabetes mellitus 2. typu
s:

A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?

C) body mass indexem?

Hypotéza 4: Je poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u pacientll s celiakii priznivé

ovlivnitelné bezlepkovou dietou?

4.3. Metodika

4.3.1. Vybér pacientti a kontrolni skupiny

Do studie byli zarazeni pacienti [éCeni ambulantné nebo na lizkovych oddélenich 2.
interni kliniky 3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady v Praze.

Studie zahrnovala skupiny dospélych pacientt s nasledujicimi charakteristikami:

1) pacienty s diabetes mellitus 1. typu s aktualné probihajici inzulinititou (T1D/INS)
dokumentovanou prlikazem séropozitivity ostrlvkovych autoprotilatek anti-GAD (anti-
glutamic acid decarboxylase) a anti-IA2 (anti-islet antigen2) (Nokoff et al., 2012);

2) pacienty s diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitidou (T1D) dokumentovanou
aktudlni séronegativitou anti-GAD a anti-IA2 autoprotilatek, avsak dokumentovanou
pozitivitou téchto autoprotilatek v minulosti;

3) pacienty s diabetes mellitus 2. typu (T2D) bez ohledu na typ lécby.

4) pacienti s recentné diagnostikovanou (tj. nelé¢enou) celiakii (CLD). Diagndza celiakie byla
stanovena dle modifikovanych kriterii ESPGHAN (Husby et al., 2012), tj. na zakladé soucasné
pritomnosti  séropozitivity celiakalnich  autoprotildtek (protilatky proti tkanové
transglutaminaze (anti-tTG) ve tfidé IgA; protilatek proti endomysiu (EMA) ve tridé IgA) a
pritomnosti charakteristickych histologickych zmén duodendlni sliznice (odebrané pfi

esofago-gastro-duodenoskopickém vysetreni) klasifikovanych stadiem 3a-c dle Marshovy
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klasifikace (Marsh, 1992). Pacienti s recentni celiakii v dobé odbéru krve jesté nezahajili
bezlepkovou dietu.

5) pacienti s celiakii (CLD-GFD) lé¢eni bezlepkovou dietou (gluten-free diet, GFD). Byli vybrani
celiakalni pacienti dodrzujici bezlepkovou dietu pfisné a minimalné 12 meésicll, coz bylo
doloZzeno normalizaci vySe uvedenych celiakdlnich autoprotilatek (anti-tTG a EMA) a
vymizenim vstupni symptomatologie.

Kontrolni skupinu (C) tvofili zdravi jedinci z fad krevnich darcli, zaméstnanca 2.
interni kliniky, jejich pfibuznych a studentd 3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy. Nikdo z
testovanych pacientll i z kontrolni skupiny nemél jiné autoimunitni onemocnéni, nddorové
onemocnéni (ani v osobni anamnéze) ¢i v dobé testovaciho odbéru aktualné probihajici
infekéni ¢i zanétlivé onemocnéni. Rovnéz jedinci s abnormalnimi hladinami béznych
laboratornich vysSetfeni (kreatinin, urea, jaterni testy, C-reaktivni protein, albumin) ci
deficitem imunoglobulinG nebyli do studie zarazeni. Pacienti s TID/INS, T1D a T2D, ktefi méli
zavaznou komplikaci diabetes mellitus, nebyli také do studie zahrnuti. Tabulka 1 shrnuje
pocet, vék a pohlavi testovanych pacientd s CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D, T2D a kontrolni

skupiny (C).

Tabulka 1. Charakteristika poctu, véku a pohlavi testovanych pacientd a kontrolni skupiny.

Pramér véku,
Testovana skupina Pocet| (rozmezivéku) |Pohlavi M/Z
Celiakie recentné diagnostikovana (CLD) 43 30,8 (18-46) 17/26
Celiakie na bezlepkové dieté (CLD-GFD) 12 41,2 (22-77) 3/9
Diabetes mellitus 1. typu s pfitomnou inzulinitidou
(T1D/INS) 20 53,5 (20-87) 12/8
Diabetes mellitus 1. typu (T1D) 20 47,1 (20-78) 13/7
Diabetes mellitus 2. typu (T2D) 30 66,3 (41-84) 18/12
Kontrolni skupina (C) 41 39,4 (18-81) 22/19

Studie byla schvdlena Etickou komisi Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha
a respektovala principy Helsinské deklarace. Vsichni Ucastnici studie podepsali informovany

souhlas (pfiloha 1).
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4.3.2. Popis rutinnich laboratornich a klinickych vysetieni

Rutinni sérologicka vysetfeni byla provedena v Ustavu laboratorni diagnostiky 3.
lékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady, histologické nalezy
duodendlni sliznice byly hodnoceny v Ustavu patologie 3. lékarské fakulty UK a Fakultni

nemocnice Kralovské Vinohrady.

Pro stanoveni hladiny anti-tTG IgA protilatek byl uZit ELISA kit (Biosystems SA,
Barcelona, Spain); pro hodnoceni EMA protilatek neptimd imunofluorescence (Indirect
immunofluorescence - monkey oesophagus AEA - Anti Endomysium antibodies, Biosystems
SA, Barcelona, Spain); pro anti-GAD protilatky: Medizym Anti-GAD ELISA kit (MEDIPAN
GMBH, Dahlewitz/Berlin, Germany); pro anti-IA2 protilatky Medizin Anti-IA2 ELISA kit
(MEDIPAN GMBH, Dahlewitz/Berlin, Germany). Sérova hladina imunoglobulint byla mérena
nephelometricky (BNIl analyzer, Dade Behring — Siemens); hladina albuminu pomoci
Colorimetric assay with bromocresol green and ADVIA 1800 and Cobas 8000 and Cobas 6000
analyzer (Siemens Healthcare Diagnostics, and Roche Diagnostics); hladina C-reaktivniho
proteinu (CRP) byla stanovena imunoturbidimetrii (Siemens Healthcare Diagnostics, and
Roche Diagnostics). Tabulka 2 shrnuje biochemickou, imunologickou a histologickou

charakteristiku testovanych skupin.

V ramci klinického vysSetreni byla u vSech pacientl i u kontrolni skupiny provedena
abdomindlni ultrasonografie (ultrasonograficky pftistroj Philips HD 11 XE) k posouzeni
pfitomnosti jaterni steatdzy. Jaterni steatdéza byla hodnocena pomoci abdominalni
ultrasonografie ve dvou stupnich: jako mirna a jako vyrazna steatéza ve shodé s metodickym

pfistupem Sanyala (Sanyal, 2002).
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Tabulka 2. Zakladni biochemicka, imunologicka a histologicka charakteristika testovanych skupin.

C - kontrolni skupina; CLD - recentné diagnostikovana celiakie; CLD-GFD - celiakie na bezlepkové dieté

(GFD - gluten-free diet); TID/INS - diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou; T1D - diabetes

mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitidou; T2D - diabetes mellitus 2. typu; M - muzi; Z - Zeny; Marsh -

histologicka klasifikace dle Marshe hodnotici stupen poskozeni sliznice tenkého stfeva; tTG - tkanova

transglutaminaza; EMA - endomysialni protilatky; GAD - glutamic acid decarboxylase; IA2 - islet

antigen2; CRP - C-reaktivni protein. Fyziologickd rozmezi: anti-tTG IgA Ab <12,00 IU/ml, anti-GAD

<5,00 IU/ml, anti-lIA2 <10,00 IU/ml, albumin (34,0-50,0 g/I), CRP <5,0 mg/|, celkové sérové hladiny

IgG (6,80-14,45 g/l), 1gA (0,71-3,74 g/l), IgM (0,40-2,48 g/l), IgE <100,0 IU/ml. Data jsou vyjadrena

jako primér + smérodatna odchylka.

Testované

skupiny C CLD CLD-GFD T1D/INS TiD T2D
Pocet 41 43 12 20 20 30
Primér véku 39,4 30,8 41,2 53,5 47,1 66,3
(rozmezi véku) (18 - 81) (18 - 46) (22-77) (20 - 87) (20-78) (41 - 84)
Pomér pohlavi

M/Z 22/19 17/26 3/9 12/8 13/7 18/12
Histologie: Marsh - 3a-c - - - -
Protilatky:

anti-tTG IgA 0,6%+0,3 105,9+2,75| 2,7+0,69 1,0+£0,24 3,0+£1,3 1,4+0,3
EMA negativni positivni negativni negativni negativni negativni
anti-GAD 2,7+2,1 1,4+058 | 1,4+1,1 |120,8+23,4| 1,8+0,5 1,2+0,5
anti-1A2 2,0+0,4 3,6+1,5 09+06 |403+20,1| 0,704 0,5+0,5
Sérové hladiny:

albumin 43,2+0,3 | 42,4+0,79 43+1,1 36,9+0,9 | 37,0+1,0 39,2+0,8
CRP 3,1+£0,6 50+1,7 4,1+1,1 15,7+4,9 57%2,0 51+0,9
IgA 2,1+0,1 2,4+0,2 1,8+0,2 2,6+0,3 2,5+0,2 3,1+0,3
IgG 109+0,3 | 11,6+0,74 | 10,3+0,9 | 11410 9,8+0,9 9,4+0,5
IgM 1,1+0,1 1,4+0,2 1,5+0,3 1,1+0,2 1,1+0,1 0,9+0,1
IgE 63,8+8,7 | 76,5+35,9 | 131,0+8,5 | 57,2+15,9 | 106,6 +6,0 | 127,4+49,9
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4.3.3. Popis experimentalnich laboratornich vysetieni

V sérech pacientl a jedincl z kontrolni skupiny bylo provedeno stanoveni hladin
nasledujicich markeru:
1) cytokeratin 18 caspase-cleaved fragmentu (cCK-18) soupravou M30-Apoptosense ELISA
Kit (Peviva, Sweden)
2) intestinalniho fatty acid binding proteinu (I-FABP) soupravou Human |-FABP ELISA Kit
(Hycult Biotech Inc., US)
3) solubilniho CD14 (sCD14) testem Human sCD14 ELISA Kit (Hycult Biotech Inc., US).

4.3.4. Statistické zpracovani

Pro statistické zpracovani byl pouzit software STATISTICA 12 (Statsoft, USA).

Kontinualni proménné jsou vyjadieny jako stfedni hodnoty + smérodatné odchylky.
Cut-off (prahové hodnoty, od kterych byl vysledek hodnocen jako pozitivni) pro sérové
hladiny cCK-18, I-FABP a sCD14 byly vypocteny jako priimérna hodnota plus 2 smérodatné
odchylky sérové hladiny pfislusného testovaného markeru u 41 zdravych jedincl z kontrolni
skupiny.

Pro srovnani sérovych hladin testovanych markerl cCK-18, |-FABP a sCD14 v
pacientskych skupinach a v kontrolni skupiné byl z dlivodu velké odlehlosti nékterych méreni
a davodu nenormality dat pouzit neparametricky Mann-Whitney(v U test, ktery testuje, zda
se lisi mediany v rdmci skupin. Metoda testuje nulovou hypotézu, Ze mezi obéma skupinami
neni rozdil oproti alternativni hypotéze, Ze se obé skupiny vyznamné liSi. Za statisticky
vyznamnou byla povazovdna hodnota signifikance p < 0,05. Mann-Whitneylv U test byl
rovnéz uzit pro hodnoceni vlivu hypolipidemické Ié¢by na sérovou hladinu markeru sCD14 u
pacientd skupiny T2D.

V pfipadé hypotézy €. 2 a hypotézy €. 3 byly zavislosti mezi sledovanymi parametry
posouzeny pomoci Pearsonovych korelacnich koeficient(i usporadanych do korelaéni matice.
Stejny pfristup byl rovnéz pouzit pfi hodnoceni korelace hladiny protilatek anti-t-TG IgA

s markery cCK-18, I-FABP a sCD14. V korelaénich maticich je prvni ¢islo korelacni koeficient r.
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Druhé Cislo p je signifikance (vyznamnost) testu, ktery ovéruje nulovou hypotézu, Zze mezi
danymi parametry neexistuje zdavislost oproti alternativni hypotéze, Ze jsou zavislé. Za
statisticky vyznamnou byla povaZovadna hodnota p < 0,05. Grafické znazornéni sledovanych
zavislosti bylo provedeno pomoci bodovych grafl (scatter plots) s proloZenim linearni

regresni funkci.

Statistickd analyza byla provedena statistikem se zkuSenosti v biomedicinské

statistice.

4.4. Vysledky

Hladina markerd cytokeratin 18 caspase-cleaved fragmentu (cCK-18), intestinal fatty
acid-binding proteinu (I-FABP) a solubilniho CD14 (sCD14) byla testovdna u 166 dospélych
jedincl, zahrnucicich zdravou kontrolni skupinu (C) a 5 pacientskych skupin: s recentné
diagnostikovanou (nelécenou) celiakii (CLD), s celiakii 1é¢enou bezlepkovou dietou (CLD-
GFD), s diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou (T1D/INS), s diabetes mellitus 1.
typu s vyhaslou inzulinitidou (T1D) a s diabetes mellitus 2. typu (T2D). Obrdzek 5 a, b, ¢
dokumentuje individudlni distribuci sérovych hladin testovanych makerld u jednotlivych

skupin.
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Obrazek 5. Distribuce sérovych hladin cCK-18 (a), I-FABP (b) a sCD14 (c) u kontrolni skupiny (C), u
pacient( s CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D a T2D. Vodorovné linie pfedstavuji primérnou hodnotu; ,n“,
pocet pacientl a zdravych jedincl z kontrolni skupiny. Ke statistickému porovnani hladin sledovanych
marker( u testovanych pacientskych skupin se zdravymi kontrolami (C) byl pouZit Mann-Whitney U

test: *** (hladina vyznamnosti p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), NS (statisticky nevyznamny rozdil).
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Tabulka 3 ukazuje primeérné sérové hladiny testovanych marker( u kontrolni skupiny

a pacientskych skupin a statistické hodnoceni.

Tabulka 3. Srovnani sérovych hladin cCK-18, I-FABP a sCD14 u zdravych kontrol (C) a u pacientd s
CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D a T2D. Uvedené jednotky: cCK-18 (pM, tj. pmol.l'); I-FABP (ng.ml);
sCD14 (pg.ml’). Hodnoty jsou vyjadfeny jako prlmér + smérodatna odchylka. Ke statistickému
hodnoceni sérovych hladin sledovanych marker( byl vyuZit Mann-Whitney U test; p - hladina

statistické vyznamnosti.

Marker C CLD CLD-GFD T1D/INS TiD T2D
cCK-18 137,2+86,3 | 3393+178,4 |189,3+57,1 | 204,1+109,5 | 200,5+84,3 | 3554 + 287,5

- p<0,001 p<0,01 p<0,01 p<0,001 p<0,001
I-FABP 0,8+0,7 1,7+1,4 1,3+0,7 1,4+0,7 1,5£0,8 1,104

- p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,001 p<0,001
sCD14 1,8+1,2 32%2,5 2,515 2,6+2,4 3,1%3,0 2,116

- p<0,05 NS NS NS NS

Tabulka 4 vyjadfuje cetnost osob séropozitivnich pro cCK-18, I-FABP a sCD14 u
kontrolni skupiny (C) a u testovanych pacientskych skupin. Za séropozitivni byly povazovany
hodnoty prekracujici prahovou hodnotu (cut-off) pro stanovované markery, coz odpovida
sérové koncentraci 310 pM pro cCK-18, 2,2 ng.ml'1 pro I-FABP a 4,2 ug.ml'1 pro sCD14. Cut-
off hodnoty byly kalkulovany jako pramérna hodnota plus 2 smérodatné odchylky ze sérové

hladiny individualnich marker( testovanych u 41 zdravych jedinct z kontrolni skupiny.

Tabulka 4. Cetnost séropozitivity cCK-18, I-FABP and sCD14 u kontrolni skupiny (C) a u pacient( s
CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D a T2D.

Marker | C CLD CLD-GFD T1D/INS TiD T2D

cCK-18 |3/41(7,3%) |22/43(51,1%) |0/12 (0 %) 3/20 (15 %) 3/20 (15 %) |9/30 (30 %)
I-FABP |3/41(7,3%) |19/43 (44,2 %) |2/12 (16,7 %) |2/20 (10 %) 5/20 (25 %) |0/30 (0 %)
sCD14 |1/41(2,4%) |11/43(25,6%) |1/12(8,3%) |5/20 (25 %) 4/20(20 %) |1/30(3,3 %)
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Pfi abdominalnim ultrasonografickém vysetieni jsme prokdazali ve skupiné 30 -ti
pacientl s T2D pfitomnost jaterni steatézy ve 26 pripadech. V ostatnich pacientskych

skupinach a v kontrolni skupiné byl sonograficky ndlez na jatrech v normé.

4.4.1. Hypotéza 1: A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poskozeni
epitelové bariéry tenkého streva? B) Je toto poskozeni odlisné od charakteru poskozeni

u celiakie?

Ve srovnani s kontrolni skupinou (obrdzek 5) jsme nalezli statisticky signifikantné
zvySené hladiny cCK-18 a I-FABP u pacientl s diabetes mellitus 1. typu s probihajici
inzulinitidou (T1D/INS) (p<0,01, resp. p<0,001), s diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou
inzulinitidou (T1D) (p<0,001, resp. p<0,001) a s diabetes mellitus 2. typu (T2D) (p<0,001,
resp. p<0,001).

V ptipadé pacientll s diabetes mellitus 1. typu nebyly nalezeny statisticky signifikantni
rozdily v primérech hladin cCK-18, I-FABP a sCD14 mezi pacienty s probihajici (T1D/INS) a
s vyhaslou (T1D) inzulinitidou (obrazek 5, tabulka 3).

Byly vSak nalezeny urcité odlisSnosti v testovanych markerech mezi skupinou diabetes
mellitus 1. typu (bez ohledu na stav inzulinitidy) a diabetes mellitus 2. typu. Zejména je
pozoruhodné, Ze u pacientll s diabetes mellitus 2. typu (T2D) byly sérové hladiny cCK-18
vysoké (355,4 + 287,5 pM) (tabulka 3) a dosahovaly ptiblizné hodnot jako u skupiny pacientt
s nelécenou celiakii (CLD); dokonce u 9 ze 30-ti pacientl s T2D prekrocily sérové hladiny
hodnotu cut-off (tj. séropozitivitu) pro tento marker (tabulka 4). VSichni séropozitivni
pacienti pro marker cCK-18 méli pfi ultrasonografickém vySetfeni jater detekovany vysoky
stupen jaterni steatozy.

Ve srovnani s pacienty s diabetes mellitus 2. typu (T2D) byla prdmérnd hladina cCK-18
u pacientl s diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou (T1D/INS) a s vyhaslou
inzulinitidou (T1D) nizéi: 204,1 + 109,5 pM a 200,5 + 84,3 pM (tabulka 3). Cetnost
séropozitivity cCK-18 u pacientd s diabetes mellitus 1. typu byla nizka (3/20 u TID/INS a 3/20
u T1D) ve srovnani se séropozitivitou tohoto markeru u diabetes 2. typu (9/30) (tabulka 4).

Rovnéz frekvence séropozitivity marker( I-FABP a sCD14 byla ve vSech skupinach

diabetes mellitus relativné nizka (tabulka 4).
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U pacientll s neléfenou celiakii (CLD) byly ve srovndani s kontrolni skupinou (C)
statisticky signifikantné zvysSeny vSechny serologické markery: cCK-18 (p<0,001), I-FABP
(p<0,01) a sCD14 (p<0,05) (obrazek 5). Ve srovnani s ostatnimi pacientskymi skupinami
dosahovaly sérové hladiny testovanych makerd u CLD pacientl nejvyssich hodnot: cCK-18
(339,3 + 178,4 pM; primér £ SD), I-FABP (1,7 £ 1,4 ng.ml’), sCD14 (3,2 + 2,5 pug.ml’) (tabulka
3) a zadroven nejvétsi Cetnosti séropozitivity: cCK-18 (22/43; 51,5 %), I-FABP (19/43; 44.2 %) a
sCD14 (11/43; 25.6 %) (tabulka 4).

Primérné sérové hladiny vSech tfi markerl u kontrolni skupiny (C) byly ze vSech
testovanych skupin nejnizsi: cCK-18 (137,2 + 86,3 pM), I-FABP (0,8 £ 0,7 ng.ml’) a sCD14 )(1,8
etnosti séropozitivity: cCK-18 (3/41; 7.3 %), I-FABP (3/41; 7.3 %) a sCD14 (1/41; 2.4 %)
(tabulka 4).

4.4.2. Hypotéza 2: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u diabetes mellitus 1.
typus:
A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?

Délka trvani diabetes mellitus (doba T1D) je uvadéna vrocich, hladina
glykosylovaného hemoglobinu (HbAlc) v mmol/mol.

V pfipadé diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou (T1D/INS) z nize
uvedené korelacni matice a pfrislusnych bodovych graf( vyplyva, Ze statisticky vyznamna
zavislost nebyla zjisténa mezi zadnym z testovanych marker( (cCK-18, I-FABP, sCD14) a

Zadnou z dvojice parametrl doba T1D a HbA1lc.
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Korelace (DataT1D/INS)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
Proménna Doba T1D (roky) | HbA1c (mmol/mol) | cCK-18 (pM) | I-FABP (ng.ml-1) | sCD14 (ug.ml-1)
Doba T1D (roky) 1,0000 -, 3449 ,0661 -2758 -,3024
p= — p=.107 p=.765 p=.214 p=.273
HbA1c (mmol/mol) -, 3449 1,0000 1431 0258 -, 3483
p=107 p= — p=515 p=.909 p=.203
cCK-18 (pM) ,0661 1431 1,0000 3332 2124
p=.765 p=515 p= — p=130 p=447
I-FABP (ng.ml-1) -,2758 0258 3332 1,0000 1315
p=.214 p=.909 p=.130 p= - p=.654
sCD14 (yg.mi-1) -,3024 -, 3483 2124 1315 1,0000
p=.273 p=.203 p=447 p=.654 =
550
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V ptipadé pacientl s diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitidou (T1D) z nize

uvedené korelacni matice a pfrislusnych bodovych graf( vyplyva, Ze statisticky vyznamna

pozitivni zavislost byla zjiSténa pouze mezi parametry cCK-18 a HbAlc (r =0,5047, p = 0,028).

Korelace (Data T1D wyhasla)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < ,05000

Proménna Doba T1D (roky) | HbA1c (mmol/mol) | cCK-18 (pM) | I-FABP (ng.ml-1) | sCD14 (ug.mi-1)
Doba T1D (roky) 1,0000 - 4373 - 3547 - 2961 2099
p= — p=.061 p=_136 p=.218 p=.388
HbA1c (mmaol/mal) - 4373 1,0000 5047 2399 0410
p=061 p= — p=.023 p=323 p=,568
cCK-18 (pM) - 3547 5047 1,0000 1778 0194
p=.136 p=.028 p= — p=467 p=937
I-FABP (ng.ml-1) - 2961 2399 AT78 1,0000 - 4542
p=.218 p=.323 p=467 p=— p=.036
5CD14 (pg.ml-1) 2099 - 0410 0194 - 4342 1,0000
p=388 p=868 p=937 p=036 p= —

65



cCK-18 (pM)

360

340 t o
320 t
300 t

280 | r=-0,3547; p = 0,1362

260 |
240 |
220 |
200 |
180 }
160 }
140 }
120 }

100 ¢
80

60

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Doba T1D (roky)

r=-0,2961; p = 0,2183

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Doba T1D (roky)

66



sCD14 (ug.ml™")

cCK-18 (pM)

16

14 |

12+

10 t

r=0,2099; p = 0,3884

360

10 15 20 25

Doba T1D (roky)

30

35 40

45

340 }
320 ¢
300 }
280 }
260 }
240 }
220 }
200 }
180 }
160 }
140 }
120 }
100 |
80 }

60

r=0,5047; p=0,0275

8 10
HbA1c (mmol/mol)

67

12

14

16

18



I-FABP (ng.ml™")

sCD14 (ug.mi™")

r=0,2399; p = 0,3226

HbA1c (mmol/mol)

68

@® 0O
0 i i i i i
2 8 10 12 14 16 18
HbA1c (mmol/mol)
16
14 5 0
12 +
e}
10 +
r=-0,0410; p = 0,8676
8t
Q
6t
4t o
o Q
2t 0 o
o] o]
ofa @
0 " " i i "
8 10 12 14 16 18



4.4.3. Hypotéza 3: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u diabetes mellitus 2.
typu s:

A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?

C) body mass indexem?

Délka trvani diabetes mellitus (doba T2D) je wuvadéna vrocich, hladina
glykosylovaného hemoglobinu (HbA1c) v mmol/mol, body mass index (BMI) v kg.m™.

V pfipadé diabetes mellitus 2. typu (T2D) znize uvedené korelacni matice a
pfislusnych bodovych graf( vyplyvd, Ze pouze mezi parametry cCK-18 a dobou T2D (r = -

0,4267, p = 0,021) byla zjiSténa statisticky vyznamnad negativni zavislost.

Korelace (Data T20)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
Proménna Doba T2D (roky) | HbA1c (mmol/mol) | BMI (kg.m-2) | cCK-18 (pM) | I-FABP (ng.mi-1) | sCD14 (ug.mi-1)
Doba T2D (roky) 1,0000 - 5552 - 2159 - 4267 2686 - 1571
p=— p=.002 p=.270 p=.021 p=167 p=425
HbA1c (mmol/mal) - 5552 1,0000 2079 11980 - 0259 0798
p=.002 p=— p=,288 p=313 p=.898 p=,687
BMI (kg.m-2) - 2159 2079 1,0000 3537 0427 - 0231
p=270 p=.288 p=— p=065 p=833 p=1907
cCK-18 (p\) - 4267 1980 3837 1,0000 - 1425 - 0358
p=.021 p=313 p=.065 p= — p=470 p=857
I-FABP (ng.ml-1) 2686 - 0259 0427 - 1425 1,0000 - 1426
p=167 p=.898 p=.833 p=470 p= — p=478
sCD14 (pg.mi-1) - 1571 0798 - 0231 - 0358 - 1426 1,0000
p=425 p=687 p=,907 p=.857 p=478 p=—
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4.4.4. Hypotéza 4: Je poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u pacientll s celiakii

pfiznivé ovlivnitelné bezlepkovou dietou?

Priamérné sérové hladiny vsSech tfi testovanych marker( (cCK-18, I-FABP a sCD14) i
Cetnosti jejich séropozitivity byly podstatné snizené u pacientll s celiakii lé¢enou
bezlepkovou dietou (CLD-GFD) ve srovnani s pacienty srecentné diagnostikovanou
(nelécenou) celiakii (CLD) (obrazek 5, tabulka 3, tabulka 4). Avsak i presto byly statisticky
signifikantné zvySené markery cCK-18 (p<0,01) a I-FABP (p<0,01) u pacientli CLD-GFD ve
srovnani s kontrolni skupinou (C) (obrazek 5), ackoliv tito pacienti prisné dodrzovali

bezlepkovu dietu.
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4.5. Diskuze

4.5.1. Hypotéza 1: A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poskozeni
epitelové bariéry tenkého stfeva? B) Je toto poskozeni odlisné od charakteru poskozeni u

celiakie?

4.5.1. A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poskozeni epitelové bariéry

tenkého streva?

V nasi praci jsme nalezli, Ze u diabetes mellitus 1. typu i 2. typu je pfitomno poskozeni
epitelové bariéry tenkého stfeva ve smyslu zvySené apoptdzy epitelovych bunék
(reprezentované zvysenim hladin cCK-18) a ve smyslu poskozeni enterocytd, resp. poskozeni
integrity enterocytarni vrstvy (reprezentované zvysenim hladin I-FABP). Zvyseni hladin obou
téchto marker( dosahovalo statistické vyznamnosti ve srovnani s kontrolni skupinou. Tato
pozorovani koresponduji jak se znalostmi o morfologickych i funkénich zméndch sliznice
tenkého stfeva provazejici oba typy diabetes mellitus, které byly popsany v teoretickém
uvodu dizertaéni prace (Virally-Monod et al., 1998; Damci et al., 2003; Adachi et al., 2003;
Rayner a Horowitz, 2006; Zhao et al., 2006; Shakil et al., 2008), v€etné zvyseni paracelularni
propustnosti tenkého stfeva, jez je provazeno aktivaci slizniéniho imunitniho systému
(Catalioto et al., 2011; Kort et al., 2011), tak koresponduji se vieobecné pfijimanou teorii o
mozném etiopatogenetickém spojeni diabetes mellitus 1. typu a 2. typu s poruchou
bariérové funkce tenkého stfeva (Baggio a Drucker, 2002; Westerholm-Ormio et al., 2003;

Vaarala, 2008).

Mezi obéma typy diabetes mellitus jsme vSak nalezli nékteré odliSnosti v sérologickém

profilu testovanych markera:

1/ V obou skupinach pacientl s diabetes mellitus 1. typu (T1D a T1D/INS) byl zaznamenan

uréity trend (byt statisticky nevyznamny ve srovnani s kontrolni skupinou) ke zvyseni

markeru sCD14.
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Zvysené sérové hladiny sCD14 souviseji s aktivaci systému vrozené imunity a
pravdépodobné i s translokaci bakterii, resp. bakteridlniho LPS, pfes alterované mukdzni
povrchy (Litzman et al., 2012). ZvySeni markeru aktivace vrozeného imunitniho systému je
v souladu s etiopatogenetickym konceptem diabetes mellitus 1. typu jako autoimunitniho
onemocnéni zplisobeného destrukci beta bunék pankreatu. Podle soucasnych znalosti jsou
v imunitné mediovanych procesech, které posSkozuji beta buriky pankreatu, zapojeny slozky
vrozeného i adaptivniho imunitniho systému (Honkanen et al., 2010; Arif et al., 2011; Nokoff
et al., 2012; Li et al.,, 2014). V poslednim desetileti narUstaji zejména dikazy o zapojeni
patofyziologické kaskady aktivovanych toll-like receptor(i (TLRs) systému vrozené imunity do
rozvoje ostrivkové autoimunity (Beyan et al., 2006; Zipris, 2008; Devaraj et al., 2008; Lien
and Zipris, 2009; Meyers et al., 2010; Alkanani et al., 2012).

Vrozeny imunitni systém a jeho TLRs maji roli pfedevSim v rozpoznavani a eliminaci
mikrobU. Soucasti komplexu receptoru TLR4 (CD14/TLR4/MD2) je i molekula CD14, ktera
rozpoznava zejména bakteridlni lipopolysacharid. Aktivace TLRs vede pres ftadu
nitrobunécénych kaskad k aktivaci NF-kB a k uvolnéni zanétlivych cytokinl a antibakterialnich
peptidl. Patofyziologické kaskady nasledujici po aktivaci TLRs mohou za urcitych okolnosti
vést kspusténi zdnétlivé odpovédi, ktera aktivuje systém adaptivni imunity vedouci
k destrukci beta bunék pankreatu s naslednym rozvojem diabetes mellitus 1. typu (Lien a
Zipris, 2009). Existuji ndznaky, ze zvySeni sérové hladiny sCD14 koreluje i s rozsahem aktivace
T-lymfocytl (Litzman et al., 2012).

Studie zabyvajici se sérologii a stavem imunitnich bunék periferni krve pacientt
s diabetes mellitus 1. typu prokazuji odliSnosti v chovani bunék vrozené imunity. Bylo
napftiklad ukazano, Ze u pacientl s diabetes mellitus 1. typu je na monocytech periferni krve
zvysena exprese receptort TLR2 a TLR4 s jejich naslednou signalizaci, ktera vede k sekreci
cytokin( (IL-1B, TNF-a, IFN-a2, IFN-y, CXCL-10), cozZ pfrispiva k navozeni zanétlivého stavu
(Devaraj et al., 2008; Meyers et al., 2010; Alkanani et al., 2012).

Zavéry z experimentl na zvifecich modelech diabetes mellitus 1. typu (NOD mysi,
BBDP potkani) podporuji hypotézu, Ze systém vrozené imunity, aktivovany prostfednictvim
TLRs, je zapojen v aktivaci autoreaktivnich T-lymfocytl a rozvoji ostrivkové autoimunity
(Zipris, 2008; Lien a Zipris, 2009). NOD mysi s chybéjici adaptorovou molekulou toll-like

receptorli oznacovanou MyD88 (MyD88 knock-out) maji nizkou incidenci autoimunitniho
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diabetes mellitus i prokazatelné zmény ve sloZeni stfevni mikrobioty. Pfi preneseni jejich
mikrobioty bezmikrobnim NOD mysim (bez uvedeného knock-out) dochazi i u nich (pfijemct)
ke sniZeni incidence autoimunitniho diabetes mellitus (Wen et al., 2008). Interakce stievni
mikrobioty se systémem pfirozené imunity je patrné dllezitym (epigenetickym?) faktorem
v rozvoji diabetes mellitus 1. typu. Komponenty pfirozené imunity mohou pusobit zjevné
dudlné, jako obrdnci prvni linie proti patogennim bakteriim a jako slizni¢ni homeostatické
prvky, ale také jako induktory rozvoje imunologicky-mediovaného poskozeni ostrivkd

pankreatu (Lien a Zipris, 2009).

2/ U pacientd s diabetes mellitus 2. typu (T2D) nase vysledky neprokazaly tendenci ke
zvySeni markeru sCD14.

RozloZeni sérovych hladin sCD14, vcetné jejich priméru a cetnosti séropozitivity se u
skupiny T2D nelisily od kontrolni skupiny (C). Tento vysledek byl spiSe prekvapivy, nebot u
diabetes mellitus 2. typu existuji nékteré neprimé dlkazy o aktivaci systému vrozené imunity
a zvySené expresi TLRs, véetné TLR4. V poslednich desetiletich narlsta evidence, Ze
inzulinovou rezistenci a diabetes mellitus 2. typu provazi chronicky subklinicky (,,low-grade”)
zanét v metabolicky aktivnich tkanich zahrnujicich tukovou tkan, jatra, kosterni svaly,
pankreas, mozek a aktivace slozek vrozené imunity v odpovédi na metabolicky stres,
nadmérny prijem nutrient( a energie (Gregor a Hotamisligil, 2011). Bylo ukazano, Ze aktivace
TLRs, zvlasté TLR2 a TLR4, indukuje inzulinovou resistenci, kterd ma klicovou roli v rozvoji
diabetes mellitus 2. typu, metabolického syndromu, obezity i aterosklerézy (Dasu et al.,
2010; Jialal et al., 2014a). TLR4 na makrofazich a adipocytech tukové tkané jsou aktivovany
nejen LPS, ale i volnymi mastnymi kyselinami (jejichZz sérové hladiny jsou ¢asto zvysSené u
obéznich osob), coz nasledné vede k aktivaci NF-kB a uvolnéni zanétlivych mediatord (jakymi
jsou napt. IL-1B, TNF-a) (Jialal et al., 2014a).

Studie na zvifecich modelech podpofily vyznam sCD14 jako markeru aktivace vrozené
imunity provazejici syndrom inzulinové rezistence a obezitu. Napf. mysi model s chybénim
receptoru CD14 (CD14 knock-out) vykazuje nizké mnoiZstvi tukové hmoty (Johnson et al.,
2004; Roncon-Albuquerque et al., 2008), nevyviji inzulinovou rezistenci ani zanétlivou reakci
tukové tkané (Fernandez-Real et al., 2011). Navic podavani rekombinantniho sCD14 vedlo ke

snizeni inzulinové rezistence u pokusnych zvitat; tento efekt je vysvétlovan vyvazovanim
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prozanétlivych ligandd (LPS a mastnych kyselin) na sCD14, a tedy naslednym sniZzenim
aktivace CD14 na povrchu makrofdgl a adipocytli a utlumenim prozanétlivé signalizace v
bunkach tukové tkané (Fernandez-Real et al., 2011).

Data tykajici se zvySeni sérové hladiny sCD14 u pacientl s inzulinovou rezistenci a
diabetes mellitus 2. typu viak nejsou konzistentni. Fogelstrand et al. (2004) a Stulc et al.
(2012) prokazali zvySenou expresi CD14 u pacientd s diabetes mellitus 2. typu. lJialal et al.
(2014b) nalezl u pacientl s pocinajicim metabolickym syndromem (tedy u jesté nelécenych
pacientl) signifikantné zvySenou sérovou hladinu sCD14, kterd korelovala se zvySenim
exprese TLR4 i s indexem inzulinové rezistence (HOMA-IR). Naopak jiné studie (Leber et al.,
2012; Gonzalez-Quintela et al., 2013) neprokdzaly u pacientl s metabolickym syndromem
signifikantni zvySeni sérové hladiny sCD14 ve srovnani se zdravymi kontrolami. Jednim
z moznych vysvétleni tohoto jevu je fakt, Ze v uvedenych studiich bylo vyznamné procento
pacientl |éceno hypolipidemiky, zejména statiny. Bylo popsano, Ze statiny u pacientd
s metabolickym syndromem vykazuji vyrazny protizanétlivy G¢inek (Devaraj et al., 2006; Stulc
u pacientll s diabetes mellitus 2. typu lé¢enych kromé statin( i fibraty (Stulc et al., 2012) a
rosiglitazonem (Stulc et al., 2014).

V nasi studii bylo 13 pacient( z 30 -ti ¢lenné skupiny T2D lé¢eno statinem, fibratem,
ev. kombinaci obou Iékd. Proto se jsme se domnivali, Ze pfi¢ina nizkych sérovych hladin
sCD14 (statisticky srovnatelnych s kontrolni skupinou) mohla spocivat v jejich poklesu
navozeném hypolipidemickou Ié¢bou. Pfi dodatecné statistické analyze (pfiloha 1) jsme
srovnali sérové hladiny sCD14 u T2D pacient(l nelé¢enych a Ié¢enych hypolipidemiky. Podle
ocekdavani se ukazalo, Ze sérové hladiny sCD14 jsou u T2D pacientl bez |écby vyssi nez u T2D

pacientu s hypolipidemickou lé¢bou, rozdil vsak nebyl statisticky signifikantni (p = 0,438).

Zvyseni hladiny sCD14 by u diabetes mellitus 1. a 2. typu pravdépodobné mohlo byt
zpUsobeno:
a/ zvysenou produkci a uvolfiovanim sCD14 krevnimi monocyty a neutrofily v odpovédi na
zvySenou translokaci bakteridlniho LPS z lumen stfeva do systémové cirkulace pfi porusené
intestinalni  bariéfe nebo zvySenou produkci sCD14 LPS-independentni cestou

v prozanétlivém prostredi, tj. stimulaci krevnich monocytll a neutrofilll prozanétlivymi
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cytokiny a naslednym uvolnovanim sCD14 zintracelularnich skladovacich granuli téchto
aktivovanych imunitnich bunék (Litzman et al., 2012).

b/ alternativné mizZe sCD14 vznikat pfi narusené intestinalni bariéfe v enterocytech (Funda
et al., 2001) ¢i v monocytech a makrofazich lamina propria mucosae tenkého stfeva (ter
Steege et al., 1997).

¢/ v pfipadé diabetes mellitus 2. typu lze uvaZovat i o mozZnosti odstépeni sCD14 z mCD14

exprimovanych na adipocytech tukové tkané (Nakarai et al., 2012).

3/ Ve skupiné pacientd s diabetes mellitus 2. typu (T2D) jsme prokazali napadné vysoké
hladiny markeru apoptdzy epitelovych bunék (cCK-18).

Interpretace tohoto nalezu spocivad nejpravdépodobnéji v Siroké specificité markeru
cCK-18, ktery neni pouze markerem apoptdzy enterocytl, ale vSech epitelovych bunék,
véetné jaternich bunék, bunék exokrinniho pankreatu aj. epitelovych tkani (Kramer et al.,
2004; Luft et al., 2007). Poskozeni jakéhokoliv souboru epitelovych bunék pfi déletrvajici
hyperglykémii navozené diabetes mellitus by tedy mohlo hladinu cCK-18 zvySovat.

Sérova hladina cCK-18 je v soucasnosti mimo jiné zmifiovana jako neinvazivni marker
nealkoholické steatohepatitidy (NASH), kterd je charakterizovdana poskozenim a c¢asnou
apoptozu hepatocyth (Bantel et al., 2001; Musso et al., 2011; Chen et al., 2014). NASH je
jednim z podtypl nealkoholické jaterni steatdzy, kterd velmi frekventné (v 40-75 %) provazi
diabetes mellitus 2. typu (Masarone et al., 2014).

Pti analyze ndlez( z abdominalni ultrasonografie ve skupiné T2D v nasi studii, byl v 87
% (26/30) pripad( zjistén rlzny stupen jaterni steatézy. Dokonce vsech devét pacientt
séropozitivnich pro cCK-18 mélo sonograficky detekovatelny vysoky stupen steatdzy.
Soucasné pfritomnd NASH byla tedy v nasem souboru pravdépodobnou pficinou zvyseni
markeru cCK-18 u pacientl s diabetes mellitus 2. typu. NasSe nadlezy jsou v souladu s jinymi
studiemi (Machado a Cortez-Pinto, 2013; Dvorak et al., 2014; Morling et al., 2014). Autofi
recentné publikované ,The Edinburgh type 2 diabetes study”, jez zahrnuje 939 pacientd,
povazuji elevaci markeru cCK-18 u pacientli s diabetes mellitus 2. typu za neinvazivni
prediktivni marker rozvoje metabolickych jaternich komplikaci (Morling et al., 2014).

Nicméné zvySeni cCK-18 u pacientli s T2D a pfitomnou jaterni steatézou neni pouze

odrazem pritomnosti zvysené apoptdzy hepatocytl, ale s nejvyssi pravdépodépodobnosti i
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soucasné zvysené apoptdzy enterocytl, nebot pravé i u NASH byla pozorovana porucha
bariérové funkce tenkého streva (Arrieta et al., 2006).

V souvislosti s vyznamem markeru cCK-18 v nasi studii je nutno zdlraznit, Ze u
kontrolni skupiny a u jinych pacientskych skupin nez byla skupina T2D jsme ultrasonograficky
detekovatelnou jaterni steatdézu neprokazali. Soucasné jsme dokumentovali statisticky
vyznamny pokles sérové hladiny cCK-18 navozeny bezlepkovou dietou u pacientl s celiakii,
tj. vsouvislosti se zlepSenim bariérové funkce tenkého stfeva. Proto se domnivame, Ze
marker cCK-18 je u téchto testovanych skupin odrazem prevainé poskozeni epitelové vrstvy

tenkého streva.

4.5.1. B) Je poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u diabetes mellitus odlisSné od

charakteru poskozeni u celiakie?

V nasi studii jsme potvrdili, Ze mezi poskozenim epitelové bariéry tenkého stfeva u
diabetes mellitus a u celiakie existuji urcité rozdily.

Pfedevsim se ukazuje, Ze posSkozeni epitelové bariéry tenkého stfeva (hodnocené
sérovymi hladinami vSech tfi marker(l) u pacientd s diabetes mellitus obou typl je mirnéjsi
nez u pacientll s recentni, tj. nelééenou celiakii.

Zasadnim rozdilem vsak je, Ze jsme prokazali statisticky signifikantni zvySeni sCD14
pouze u pacientll s nelécenou celiakii, nikoliv u pacienti s obéma typy diabetes mellitus ani u
pacientu s celiakii Ié¢enou bezlepkovou dietou. Toto pozorovani velice dobre koresponduje
s konceptem celiakie jako autoimunitni choroby tenkého stfeva s dokumentovanym
patogenetickym zapojenim systému vrozené i adaptivni imunity a s prokdzanou poruchou
bariérové funkce (Lundin a Sollid, 2014; Schuppan a Zimmer, 2013). Ndlez statisticky
vyznamné zvySené hladiny sCD14 u pacientl s nelécenou celiakii nebyl dosud publikovéan a je
dalsim prispévkem k narlstajicim dlkazim o roli vrozeného imunitniho systému
v patofyziologii celiakie. Zvyseni hladiny sCD14 zde muze byt disledkem aktivace vrozeného
imunitniho systému tenkého streva jak samotnym glutenem (Palova-Jelinkova et al., 2005;
Palova-Jelinkova et al., 2013), tak i neglutenovymi slozkami obilného zrna (Junker et al.,
2012), disledkem aktivace vrozeného imunitniho systému po translokaci LPS komensalnich

bakterii z lumen tenkého stfeva do systémové cirkulace, ddle maze byt sCD14 uvolfiovano
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enterocyty (Funda et al., 2001) c¢i monocyto-makrofagovymi bunkami lamina propria
mucosae tenkého stfeva (ter Steege et al., 1997). Ve sliznici tenkého stfeva déti s [éCenou i
nelécenou celiakii byly (na rozdil od zdravych jedinc() detekovany gram-negativni bakterie
(Forsberg et al., 2004) a na monocytarnich burikach lamina propria mucosa byla prokazana
zvySend exprese receptord TLR2 a TLR4 rozpoznavajici LPS gram-negativnich bakterii
(Szebeni et al., 2007). ZvySeni sCD14 muze také souviset se zvySenou apoptdézou enterocyti
provazejici nelécenou celiakii, nebot receptor CD14 je schopen rozpoznavat rovnéz soucasti
apoptotické burky (Devitt et al., 1998; Kelley et al., 2013).

Shalimar et al. (2013) nalezli u 25 pacientll sneléCenou celiakii pfi
imunohistochemickém vysSetfeni duodendlni sliznice statisticky vyznamné zvysSené hladiny
apoptotickych markerd a snizenou expresi apoptotickych inhibitor(. Mezi markery spole¢né
apoptotické kaskady uvedeni autofi hodnotili i hladinu markeru M30, ktery byl statisticky
signifikantné zvysen (p<0,01). Marker M30 je komerénim oznacenim pro testovani cCK-18.
Nase pozorovani tykajici se cCK-18 u pacientl s nelééenou celiaki je s uvedenym ndlezem
vsouladu a vykazuje statisticky vyznamnéjsi rozdil (p<0,001) ve srovnani s kontrolni
skupinou.

Tvrzeni, Ze porucha bariérové funkce tenkého stfeva je u pacientl s diabetes mellitus
1. a 2. typu mirnéjsi nez, je tomu u celiakie, by bylo zcela pochopitelné, kdybychom
srovnavali klinicky obraz diabetes mellitus sklinickym obrazem pouze typické, tj.
symptomatické celiakie provdzené gastrointestindlnimi priznaky (nejcastéji prdjmy) s
naslednym malabsorpénim syndromem. Toto tvrzeni vSak plati i pro celiakii
asymptomatickou (silentni). V soucasnosti je znamym faktem zménény fenotyp celiakalnich
projevd, kdy vétSina pacienti v dobé diagndzy celiakie nema pritomnu vyraznou
gastrointestindlni symptomatologii ¢i malabsorpéni syndrom, tedy nema klinicky zjevné
znamky postizeni tenkého stfeva (Tack et al., 2010; Guandalini a Assiri, 2014). Taktéz v nasi
studii vétSina pacientl (40 ze 43) s recentné diagnostikovanou celiakii byla
asymptomatickych a diagndza celiakie u nich byla stanovena na zakladé skrininkového
vySetieni. Nejcastéji Slo o skrinink prvostupriovych pribuznych pacientt s jiz znamou celiakii
¢i o vySetieni v ramci diferencidlni diagnostiky sideropenické anemie ¢i osteoporozy.

Rozdily v rliznych aspektech poruchy bariérové funkce stfeva jsou patrné nejen pfi

srovnani celiakie s diabetes mellitus 2. typu, tedy nemoci s odliSnou patogenezi, ale i pfi
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srovnani obou autoimunitnich chorob, tj. diabetes mellitus 1. typu a celiakie. Pro intestinalni
zanét u symptomatické i siletni formy celiakie je typickd porucha slizni¢ni architektury
charakterizovana zvySenym poctem intraepitelidnich lymfocytl, hyperplazii krypt a vildzni
atrofii (Marsh, 1992). Takovéto morfologické zmény nejsou u diabetes mellitus 1. typu (ani 2.
typu) prokazatelné. Avsak kromé symptomatické a silentni celiakie je dalsi uznavanou
formou celiakie potenciadlni, ktera je charakterizovdna séropozitivitou specifickych
celiakalnich autoprotilatek pfi normalnim histologickém nalezu na sliznici tenkého streva
(Sapone et al., 2012). Nicméné pfi imunohistochemickém vySetfeni jsou v pfipadé
potencialni celiakie prokazatelné imunologické odliSnosti od diabetes mellitus 1. typu:
zvysSend denzita intraepitelidlnich lymfocytl nesoucich y6-T bunécny receptor (TCR) (Arranz
et al., 1994).

Narustaji diakazy, Ze u diabetes mellitus 1. typu je subklinicky intestinalni zanét
soucasti patofyziologie této nemoci (Vaarala, 2008; Vaarala et al., 2008), s charakteristickym
zvysenim cytokinové exprese a aktivace intestindlnich lymfocytl ve sliznici tenkého streva,
které je vsak odlisSné od zdnétlivého intestinalniho prostredi u celiakie; ackoliv obé choroby
jsou imunitné mediované (autoimunitni) a sdileji predisponujici genetické pozadi: geny HLA-
DQ2 a HLA-DQ8. Napriklad Westerholm-Ormio et al. (2003) nalezli vjinak histologicky
normalnim tenkém strevé pacientd s diabetes mellitus 1. typu (a nikoliv u pacientl s celiakii)
zvySenou expresi intraceluldrni adhezni molekuly ICAM-1 a zvySenou denzitu IL-1a a IL-4
pozitivnich bunék v lamina propria mucosae. Naproti tomu, pfi koincidenci diabetes mellitus
1. typu a celiakie prokazali zvySenou denzitu IL-2, IFN-y a TNF-a pozitivnich bunék
(Westerholm-Ormio et al., 2003). Kromé toho se enterobioptické ndlezy u diabetes mellitus
1. typu lisi od aktivni celiakie i nizkou pfitomnosti regulacnich Foxp3+ T-lymfocytl (Tiittanen
et al., 2008; Badami et al., 2011; Lahdenpera et al., 2012). Naopak ve sliznici tenkého stfeva
u recentni celiakie bylo ve srovnani s diabetes mellitus 1. typu pozorovano signifikantni
zvySeni Th-1 imunity provazené zvySenim exprese IFN-y (Lahdenperd et al., 2011) a Th-17

imunity, resp. zvySend exprese IL-17 (Lahdenperad et al., 2012).
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4.5.2. Hypotéza 2: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u diabetes mellitus 1.
typus:
A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?

V pripadé diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou (T1D/INS) jsme
neprokazali statisticky vyznamnou korelaci mezi Zzadnym z testovanych markerd (cCK-18, I-
FABP, sCD14) a dobou trvani diabetes mellitus ¢i s hladinou HbA1lc.

V pfipadé diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitidou (T1D) jsme prokazali
statisticky vyznamnou pozitivni korelaci, avSak na nizké hladiné vyznamnosti, pouze mezi
markerem cCK-18 a HbAlc (r = 0,5047, p = 0,028).

Ve skupiné diabetes mellitus 1. typu jsme nenalezli vyznamné rozdily v primérech
hladin vSech tfi hodnocenych marker(i (cCK-18, I-FABP a sCD14) mezi podskupinou
s probihajici inzulinitidou (T1D/INS) a podskupinou s vyhaslou inzulinitidou (T1D).

Studie zabyvajici se vztahem diabetes mellitus 1. typu at s probihajici ¢i s jiz vyhaslou
inzulinitidou ve vztahu k rznym aspektim poskozeni intestinalni bariéry jsou doposud spise

ojedinélé a jejich vysledky jsou kontroverzni.

U jedincl s rizikem rozvoje diabetes mellitus 1. typu (tj. u prvostupriovych pribuznych
pacientl s diabetes mellitus 1. typu) byla nalezena TLRs indukovana cytokinova dysregulace
(zvyseni hladin IL-1B a snizeni IL-6) pouze u osob s pfitomnosti autoprotilatek namirenych
proti ostrivkovym strukturam, tj. pouze u prediabetickych jedincd, a nikoliv u jedinct
séronegativnich. Nebyla vSak nalezena korelace hladin téchto cytokinl s hladinou HbAlc.
Tato skutecnost miZe poukazovat na zapojeni TLRs a systému vrozené imunity do ¢asnych
(prediabetickych) stadii inzulinitidy spiSe nez na zapojeni TLRs do progrese diabetes mellitus
(Alkanani et al., 2012). Pokud pfijmeme tuto hypotézu, pak by i nase pozorovani mohla
naznacovat, Ze probihajici inzulinitida neovliviiuje poruchu epitelové bariéry tenkého stieva
u jiz manifestovaného diabetes mellitus 1. typu. Toto vysvétleni by pak bylo v souladu
s nalezy ve zvirecich modelech tohoto onemocnéni, kdy zvySena stfevni propustnost provazi
prediabeticka stadia inzulinitidy (Visser et al., 2010; Lee et al., 2010) a je v prediabetickych

stadiich dokonce vyssi nez pti manifestovaném diabetes mellitus (Meddings et al., 1999; Neu
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et al.,, 2005). Porucha bariérové funkce u manifestovaného diabetes mellitus by pak byla
spise dUsledkem hyperglykémie nez disledkem probihajici ¢i probéhlé inzulinitidy.

Existuji pozorovani podporujici hypotézu, Ze dlouhotrvajici hyperglykémie muize vést
ke zvySené permeabilité intestinalni bariéry. Damci et al. (2003) ukazali, Ze u pacientd
s diabetes mellitus 1. typu je zvy$end intestindlni permeabilita (mé&Fend metodou >'Cr-EDTA)
ve vztahu ke zvySené hladiné glykémie. Podobné v mySim modelu diabetes mellitus bylo
recentné ukazano, ze hyperglykémie navozuje zvySeni intestinalni permeability a poskozeni
struktur tight junctions (Qing et al., 2015).

Dalo by se tedy ocekavat, Ze vlivem hyperglykémie pfi déletrvajicim diabetes mellitus
(tj. pfi vyssi sérové hladiné HbAlc) bude dochazet vlivem zvysené intestindlni permeability i
ke zvySené translokaci bakteridlniho LPS zlumen stfeva do systémového obéhu a stim
spojenému zvySeni sCD14, jako markeru aktivace vrozeného imunitniho systému. Co se vSak
ty¢e hodnoceni aktivace systému vrozené imunity, byla publikovdna rovnéz kontroverzni
pozorovani. Meyers et al. (2010) nenalezli u pacientll s nové diagnostikovanym diabetes
mellitus 1. typu korelaci mezi aktivaci TLR4 na povrchu monocytl periferni krve a hladinou
HbAlc.

Bylo vSak také ukdzano, Ze imunitni procesy spojené s inicidlnimi stadii diabetes
mellitus 1. typu se lisi od téch, jez jsou pozorovany po nékolika mési¢ni ¢i nékolikaleté
progresi onemocnéni (Wang et al., 2008). Studie zkoumajici pacienty s jiz rozvinutymi stadii
diabetes mellitus 1. typu prokazuji korelaci mezi expresi TLR2 a TLR4 receptord na
monocytech periferni krve a hladinou HbA1c (Devaraj et al., 2008). Navic Dasu et al. (2008)
prokazali, Ze hyperglykémie (nad 15 mmol/l) indukuje expresi TLR4 a TLR2 receptord na
monocytech periferni krve.

Je tedy moiné, Ze aktivace TLRs je zapojena jak do velmi ¢asnych stadii inzulinitidy,
tak i do progrese komplikaci diabetes mellitus vlivem déletrvajici hyperglykémie.

Jini autofi naopak popsali, Ze zvySena stfevni permeabilita je u diabetikych pacientt
pritomna, vSak nekoreluje s délkou trvani diabetes mellitus a ani s hladinou HbA1c (Kuitunen

et al., 2002; Secondulfo et al., 2004; Sapone et al., 2006).

84



4.5.3. Hypotéza 3: Koreluje poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u diabetes mellitus 2.
typu s:

A) délkou trvani diabetes mellitus?

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobinu?

C) body mass indexem?

V pfipadé diabetes mellitus 2. typu (T2D) jsme prokazali statisticky vyznamnou
negativni korelaci pouze mezi markerem apoptdzy epitelovych bunék cCK-18 a dobou trvani
diabetes mellitus (r =-0,4267, p = 0,021).

Toto pozorovani bylo prekvapivé, nebot povaZzujeme-li u nasich pacientd sT2D
sérovou hladinu cCK-18 za marker pfitomnosti NASH (Chen et al., 2014), jak bylo popsano
vyse, pak bychom spiSe ocekdavali, Ze s dobou trvani diabetes mellitus 2. typu se bude
prevalence této metabolické jaterni komplikace zvySovat. Pficinou tohoto jevu by mohl byt
vliv hypolipidemické l|écby, ktera pravdépodobné také ovlivnila sérovou hladinu sCD14
mechanismem snizeni systémového ,low-grade” zadnétu. Nadto je znamo, Ze i lécba
perordlnimi antidiabetiky snizujicimi inzulinovou rezistenci vede k urcité regresi jaterni
steatdzy (Olaywi et al., 2013; Fukuhara et al., 2014). Vzhledem k tomu, Ze 26 pacientl
skupiny T2D (z celkového poctu 30) bylo Ié¢eno peroralnimi antidiabetiky, pak snizeni
markeru cCK-18 pfi postupujici dobé trvani diabetes mellitus by mohlo byt vysvétlitelné
urcitou mirou regrese NASH vlivem této antidiabetické 1écby.

Obtizné interpretovatelné jsou vysledky tykajici se vztahu sérové hladiny sCD14
k dobé trvani diabetes mellitus 2. typu ¢i k hladiné HbAlc ¢i k BMI. VétSina metabolickych
parametr (mnozstvi tukové hmoty, hladina cholesterolu a triacylgylceroll, HbAlc, glykémie
a index inzulinové rezistence HOMA-IR) je vyznamné ovlivnéna hodnotou BMI a vice versa
hodnota BMI do velké miry koreluje s pfitomnosti metabolickych poruch (Ohwaki a Yano,
2009). Nicméné nase vysledky u markeru sCD14 ve skupiné pacient(l s diabetes mellitus 2.
typu byly zfejmé do velké miry ovlivnény hypolipidemickou lécbou, jak bylo popsano vyse.

Fogelstrand et al. (2004) popsali zvySenou expresi CD14 na monocytech periferni krve
(spolu se zvysenou sérovou hladinou C-reaktivniho proteinu a IL-6) u pacientl s diabetes
mellitus 2. typu. Hladina CD14 pozitivné korelovala s BMI a v mensi mife i s glykemickou

kontrolou. Rovnéz Dasu et al. (2010) prokazali, Ze u pacientl s diabetes mellitus 2. typu
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exprese TLR4 na monocytech periferni krve pozitivné koreluje s BMI, s indexem inzulinové
rezistence (HOMA-IR), s hladinou HbAlc a s hladinou volnych mastnych kyselin.

Ukazuje se, ze TLRs hraji roli nejen v inzulinové rezistenci, ale i ve vyvoji aterosklerézy
a obezity (Fogelstrand et al., 2004; Dasu et al., 2010; Vila et al., 2014). TLR4 na povrchu
makrofagl periferni krve a adipocytll rozpozndvaji kromé LPS i volné mastné kyseliny, coz

vede produkci prozanétlivych cytokinl a akceleraci aterosklerézy (Shi et al., 2006).

Verdam et al. (2011) popisuji nejen zvySeni sérové hladiny I-FABP u obéznich osob
s chronickou hyperglykémii (na rozdil od obéznich bez chronické hyperglykémie), ale i nalez
pozitivni korelace mezi hladinou I-FABP a hladinou HbAlc; a dale i zvySeni sérové hladiny
citrulinu (marker funkéni masy enterocytl) a zvySeného poméru sérovych hladin I-
FABP/citrulin. ZvySeny pomér |-FABP/citrulin naznacuje, Ze poskozeni a zanik enterocytd
pfevldada nad proliferaci a funkéni masou enterocytl u jedincl s chronickou hyperglykemii.
Chronickd hyperglykémie tak muze pfispivat k poruse bariérové funkce tenkého streva u
diabetes mellitus 2. typu.

Valentini et al. (2014) ukazali, Ze poSkozeni intestinalni bariéry neni zavislé na véku a
starnuti. Zvysena stfevni propustnost (mérena testem laktuldza/manitol) byla v této studii
signifikantné zvySena pfi soucasné pritomnosti ,low-grade” zanétu u diabetes mellitus 2.
typu a nebyla zavisla na véku nemocnych.

Vztah marker( cCK-18, I-FABP a sCD14 k poruse bariérové funkce tenkého stfeva u
diabetes mellitus 2. typu je obtizné interpretovatelny a do velké miry ovlivnitelny
konkomitantni medikaci u téchto pacient(l. Zejména hypolipidemicka Iécba a |é¢ba zamérena
na potlaceni inzulinové rezistence interferuje svysledky a pravdépodobné vysvétluje

rozdilné nalezy v fadé studii.

4.5.4. Hypotéza 4: Je poskozeni epitelové bariéry tenkého stfeva u pacientl s celiakii

pfiznivé ovlivnitelné bezlepkovou dietou?

Nase vysledky ukazaly, Ze pramérné sérové hladiny vsech tfi testovanych markera

(cCK-18, I-FABP a CD14) i Cetnosti jejich séropozitivity byly vyznamné snizené u pacientd

lécenych bezlepkovou dietou (CLD-GFD) ve srovnani s pacienty s recentné diagnostikovanou
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(nelécenou) celiakii (CLD). Toto pozorovani potvrdilo vSseobecné zndmy a oCekdvany pfiznivy
efekt bezlepkové diety na reparaci sliznice tenkého stfeva u pacientli s celiakii. Nicméné pfi
srovnani s kontrolni skupinou (C) byly primérné sérové hladiny téchto markerli mirné
zvySené ve skupiné CLD-GFD i presto, Ze tito pacienti ptisné dodrzovali bezlepkovu dietu.

Domnivdme se ve shodé s jinymi autory, Ze tento ndlez dokumentuje persistujici
mirnou poruchu intestindlni bariéry u dospélych pacientd s celiakii navzdory pfisnému
dodrzovani bezlepkové diety (Adriaanse et al., 2013). Dietni adherence u nasich pacient(
skupiny CLD-GFD byla dokumentovana normalnimi hladinami celiakdlnich autoprotilatek
(EMA, anti-t-TG IgA). Uvedené tvrzeni o ne zcela dokonalé reparaci sliznice tenkého streva i
pfes prisné dodrzovani bezlepkové diety podporuji i nalezy z morfologickych studii.
V enterobioptickych vzorcich pacientd dodrzujicich bezlepkovou dietu jsou prokazatelné
mirné morfometrické abnormality sliznice tenkého stfeva tykajici se plochy klkd a hloubky
krypt (Cummins et al., 2011) a elektronmikroskopicky je patrné poskozeni enterocytu
(Sbarbati et al., 2003) pfi jinak normalnim histologickém ndlezu hodnoceném Marshovou
klasifikaci, tj. pfi stadiu Marsh 0.

Z téchto ndlezl vyplyva, Ze mirné poskozeni enterocytl je nezdvislé na produkci
celiakalnich autoprotilatek, ¢i pfinejmensim na jejich uvoliovani ze sliznice tenkého stfeva
do systémového obéhu, nebot pfi prisném dodriovani bezlepkové diety dochazi
k normalizaci jejich sérovych hladin, zatimco depozita téchto autoprotilatek jsou ve sliznici
tenkého stfeva prokazatelnd i vice nez dva roky (Koskinen et al., 2010). Pricina
pretrvavajictho mirného poskozeni enterocytll u dospélych jedincd s celiakii i pres
dodrZovani bezlepkové diety je nejasna; zvazuje se imunogenni vliv nepatrnych stop glutenu
ve straveé Ci vliv persistujici imunologické dysregulace a aktivace intraepitelialnich lymfocytd,
které nejsou na glutenu zavislé (Lahdenpera et al., 2011; Adriaanse et al., 2013).

Dosud nejvice studovanym neinvazivnim markerem poskozeni enterocytl u celiakie
je I-FABP. Pilotni studie prokazujici zvySené hladiny I|-FABP (ve srovndni se zdravymi
kontrolami) byla provedena na malé skupiné déti a dospélych s celiaki s histologicky
dokumentovanou vildzni atrofii (Derikx et al., 2009). Neddvnd studie prokdzala statisticky
vyznamné zvyseni (p < 0,001) hladin I-FABP u déti s nelécenou celiakii a za 12 tydnd po

zavedeni bezlepkové diety vyznamny pokles hladin I-FABP a dokonce jejich normalizaci v 80
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% pripadl. Sérové koncentrace I-FABP u nelécené celiakie zaroven korelovaly s tiZi vildzni
atrofie v tenkém stievé (Vreugdenhil et al., 2011).

Nase vysledky tykajici se sérovych hladin I-FABP u dospélych s celiakii jsou ve shodé
svySe uvedenymi pozorovanimi i s recentni studii (Adriaanse et al., 2013), ktera
dokumentovala signifikantné zvySené sérové hladiny |-FABP u dospélych pacient(
s nelé¢enou celiakii a snizeni téchto hladin béhem prvniho roku po zavedeni bezlepkové
diety. Avsak ani v obdobi 3 let neklesly hladiny I-FABP na uroven kontrolni skupiny (ackoliv
hladiny specifickych autoprotilatek i histologicky nalez v tenkém stfevé se vlivem bezlepkové
diety normalizovaly). Soucasné se ukazalo, Zze zvySené hladiny I-FABP u nelécené celiakie
koreluji jak s hladinami anti-t-TG IgA (r = 0,403; p < 0.01), tak s tiZi histologického nélezu
v duodenu hodnoceného podle Marshovy klasifikace (r = 0,265; p < 0.05) (Adriaanse et al.,
2013).

Pfi dodatecné statistické analyze (pfiloha 2) jsme hodnotili vztah vSech tfi
testovanych marker(i (cCK-18, I-FABP a sCD14) k hladiné anti-t-TG IgA u naSich pacientl
s recentné diagnostikovanou celiakii (CLD). Sérové hladiny I-FABP u nelécené celiakie (CLD)
vykazovali trend k pozitivni korelaci s hladinami anti-t-TG IgA (r=0,5839; p = 0,098).

Statisticky vyznamnou pozitivni korelaci jsme u CLD pacientl prokazali mezi sérovymi
hladinami cCK-18 a hladinami anti-t-TG IgA (r = 0,7415; p = 0,0222). Bullen uzival
k identifikaci apoptdézy lidskych enterocytl in situ metodiku zaloZenou na
imunohistochemickém prlikazu protilatek M30 proti kaspazou Stépenému cytokeratinu 18
(Bullen et al., 2006). | vzhledem k tomu lze povaZovat testovani sérové hladiny cCK-18 u
pacientu s celiakii v nasi studii za marker apoptdzy enterocyt(.

Mezi sérovym markerem sCD14 a hladinou anti-t-TG IgA jsme u CLD pacientQ
neprokazali korelaci. Nicméné u pacientd skupiny CLD-GFD byla nepochybné vlivem
bezlepkové diety priimérnd hladina tohoto markeru vyrazné snizend ve srovnani s CLD
skupinou, podobné jako tomu bylo i u marker cCK-18 a I-FABP. Sérova hladina sCD14
nebyla dosud u pacientl s celiakii studovana. Uvedeny nalez je vSak souladu s narUstajicimi

dlkazy o zapojeni systému pfirozené imunity v etiopatogenezi celiakie.
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4.6. Souvislosti s klinickou praxi

4.6.1. Dietni opatfeni u chorob provazenych poruchou bariérové funkce tenkého streva.

Molekularnim spojenim mezi poruchou bariérové funkce tenkého stfeva a aktivaci
vrozeného imunitniho systému u diabetes mellitus 1. typu i 2. typu m(Ze byt bakteridlni LPS,
k jehoz zvySené translokaci z lumen tenkého stfeva do systémové cirkulace u téchto chorob
dochdzi (Cani et al., 2008a; Shen et al., 2013; Caricilli a Saad, 2013). Bakterialni LPS v nizkych
sérovych koncentracich vyvolava expresi TLR2 a TLR4 (véetné receptoru CD14) na burnkach
monocyto-makrofdgové fady i na adipocytech s naslednou aktivaci zanétlivych kaskad
(Caricilli a Saad, 2013). Systémovy ,low-grade” zdnét prispiva k inzulinové rezistenci, jejiz
patogenetické spojeni s diabetes mellitus 2. typu je vSeobecné znamé. Narlstaji vsak i
dikazy o inzulinové rezistenci provazejici diabetes mellitus 1. typu, byt ma odlisné
fenotypické projevy (chybéni rysli metabolického syndromu, chybéni korelace mnoZstvi
intraabdominalniho tuku sindexem inzulinové rezistence) od inzulinové resistence
provazejici diabetes mellitus 2. typu. Inzulinovd rezistence, stejné jako ,low-grade”
systémovy zanét, jsou povazovany za jednu z pfi¢in endotelidlni dysfunkce a akcelerace
mikro- a makro-vaskularnich komplikaci diabetes mellitus obou typt (Nokoff et al., 2012;
Bjornstad et al., 2015). Podle soucasnych znalosti hraje zdnétlivy proces centralni roli i
v samotné ateroskleréze (Libby et al., 2002). ,Low-grade” systémovy zanét se podili na
akceleraci aterosklerézy nejen u diabetes mellitus obou typl (Maahs et al., 2014; Xu, 2015),
ale i u celiakie (Rybak et al., 2014).

Jednou z pfirozenych moznosti jak zmirnit systémovy ,low-grade” zanét se vSemi
jeho neblahymi metabolickymi dlsledky u chorob spojenych s poruchou intestindlni bariéry
by mohla byt dietni opatreni zaloZzend na prijmu nutrientd, které vyhodné ovliviiuji slozeni
stfevni mikrobioty a tim vyvoldvaji minimalni aktivaci imunitniho systému (Bjornstad et al.,
2015). Takovato dieta je oznacovana jako anti-inflamatorni (Giugliano et al., 2006) a spociva
v pfijmu dostatku omega-3 mastnych kyselin, pfirozenych antioxidantl a vldkniny, tj.

v pfijmu ryb, ovoce, zeleniny, ofechi a celozrnnych produktd.

Naproti tomu tzv. zdpadni dieta, tj. vysokosacharidova a vysokotukova dieta bohata
na rafinované skroby a cukry, na saturované mastné a trans-mastné kyseliny, je spojena se

signifikantnim narlstem obezity i systémového ,low-grade” zanétu. U obéznich osob bylo
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dokumentovano (ve srovnani se Stihlymi) odliSné slozeni stfevni mikrobioty (tj. dysbidza)
spocivajici zejména ve zvySeném zastoupeni kmenU Firmicutes a snizeném zastoupeni kmenu
Bacteriodetes, jez vede ke zvySeni energetického vyuZiti potravy ale i ke zvySeni ,low-grade”
zanétu (Caricilli a Saad, 2013). Na zvitecich modelech bylo ukdzano, Ze ptiznivé dietni zmény
maji signifinantni vliv na sloZeni stfevni mikrobioty (Caricilli a Saad, 2013). Nékolik klinickych
intervencnich studii dokumentovalo rovnéZ pozitivni vliv anti-inflamatorni diety na sérové
hladiny solubilnich marker(i systémového zdnétu, markerl endotelidlni dysfunkce i na

markery zanétlivé bunécné aktivace (Nettleton et al., 2010).

Vrozeny imunitni systém cestou aktivace TLR4 predstavuje spojeni mezi dietou,
intestindlni mikrobiotou, regulaci energetického metabolismu, prozanétlivym prostfedim,
inzulinovou rezistenci a aterosklerézou (Shi et al., 2006; Jialal et al., 2014a). Anti-inflamatorni
dieta tak m0Ze vhodnym zplsobem zasahnout do bludného patofyziologického kruhu u
chorob spojenych s poruchou bariérové funkce stfeva, at uz je porusena intestindini bariéra

pfic¢inou ¢i jen epifenoménem uvedenych jev(.

4.6.2. Solubilni CD14 jako marker ,low-grade” zanétu.

Multivariantni analyza srovndvajici fadu zanétlivych marker( ukdzala, Ze zejména
exprese membranového receptoru CD14 a TLR2 na monocytech periferni krve a exprese
destickového glykoproteinu llb je statisticky vyznamné snizena (p = 0,01; 0,04 a 0,01) pfi
anti-inflamatorni dieté (Nettleton et al., 2010). Vzhledem k ndroc¢nosti hodnoceni exprese
téchto bunécénych receptorli metodou pritokové cytometrie se domnivame, Ze vhodné;jsim
markerem , low-grade” systémového zanétu (a tedy rizika rozvoje inzulinové rezistence a
endotelidlni dysfunkce) by mohla byt sérova hladina sCD14. Sérova hladina s CD14 ma uzky
vztah k vySe uvedenému membrandznimu receptoru CD14, ktery je soucasti receptorového
komplexu CD14/TLR4/MD2, jak bylo popsano v kapitole 4.1 této dizertacni prace.
Podstatnou vyhodou spojenou s timto markerem je (ve srovnani s prltokovou cytometrii)
jeho jednodussi metodika stanoveni zaloZzend na ELISA testovani. Jialal et al. (2014b) popsali
u pacientd s metabolickym syndromem signifikantni zvySeni sCD14, které odrazelo zvySenou
expresi TLR4 a pozitivné korelovalo s indexem inzulinové rezistence (HOMA-IR). Mo et al.

(2010) nalezli pozitivni korelaci mezi zvySenymi sérovymi hladinami sCD14, CRP a markeru

90



endotelidlni dysfunkce E-selectinu u pacientll s nové diagnostikovanym diabetes mellitus 2.

typu.

Vzhledem k zapojeni receptorového komplexu CD14/TLR4/MD2 i do procesu
aterosklerdzy (Bjornstad et al., 2015) se domnivame, Ze sCD14 by mohl slouzit nejen jako
marker ,low-grade zanétu“, ale i jako marker rizika progrese aterosklerézy u diabetes
mellitus obou typl, eventuelné u dalSich chorob spojenych s poruchou bariérové funkce
tenkého stfeva. Bylo ukdzano, Ze zvySend sérova hladina sCD14 provazi subklinickou
pritomnost LPS gramnegativnich bakterii v systémovém obéhu (Nakarai et al., 2012). Nase
prace rovnéz naznacila vyznam sCD14 pfi hodnoceni poruchy bariérové funkce tenkého
stfeva tim, Ze ukazala jeho statisticky signifikantni zvySeni u pacientl s nelécenou celiakii,
tedy podpofila souvislost vztahu sCD14 a moiné translokace bakteridlniho LPS pfres

alterovanou intestinalni bariéru do systémového obéhu.

4.6.3. cCK-18 jako neinvazivni marker nealkoholické steatohepatitidy u diabetes mellitus 2.

typu

V nasi praci pozorované zvySeni sérovych hladin cCK-18 zejména u pacientl
s diabetes mellitus 2. typu a sonograficky detekovanou jaterni steatdzou naznacuji, Ze cCK-
18 neni markerem, ktery by byl vhodny pro posouzeni apoptdzy enterocytll, resp. pro

posouzeni stavu epitelové intestinalni bariéry.

V soucasnosti je sérova hladina cCK-18 povazovana za marker proliferace epitelovych
karcinom0 (Hamilton, 2012) a za neinvazivni marker nealkoholické steatohepatitidy (NASH)
(Chen et al., 2014). Nealkoholicka jaterni steatdza a jeji podtyp NASH jsou velmi ¢asto jaterni
komplikaci metabolického syndromu a diabetes mellitus 2. typu. Zatimco prosta jaterni
steatéza nema zadné klinické konsekvence, NASH je charakterizovana nekro-inflamatornim
procesem, progresi do jaterni fibrdzy, cirhézy a rizikem vzniku hepatocelularniho karcinomu
(Olaywi et al., 2013). Zobrazovaci vysSetfovaci metody (jaterni ultrasonografie, pocitacova
tomografie ¢i magnetickd rezonance) nejsou dostatec¢né senzitivni v rozliSeni prosté jaterni
steatézy a NASH (Hernaez et al., 2011). | jaterni biopsie ma fadu limitaci (Sumida et al.,

2014). V klinické praxi by identifikace pacientd s NASH dostupnym neinvazivnim markerem,

91


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4211730/#pone.0111551-Sumida1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4211730/#pone.0111551-Sumida1

jakym je sérova hladina cCK-18, mohla vést jak kintenzivni terapii tohoto onemocnéni
(Olaywi et al., 2013; Fukuhara et al., 2014), tak kindikaci pravidelnych kontrol jaterniho
parenchymu zobrazovacimi metodami k véasnému zachytu a l1é¢bé jeho komplikaci, véetné

téch malignich.

4.6.4. |-FABP jako marker rezidudlniho poskozeni enterocytli u celiakie |é¢ené bezlepkovou

dietou

Jak bylo uvedeno v diskuzi této dizertacni prace, i naSe studie ukdzala ve skupiné
pacientl lé¢enych bezlepkovou dietou pretrvavajici zvySeni sérovych hladin I-FABP a cCK-18 i
pres dokumentované dodrzovani bezlepkové diety. Zejména I-FABP je senzitivnim markerem
enterocytarniho poskozeni na rozdil od cCK-18, ktery odrazi apoptdzu vSech epitelovych

bunék.

V souladu sjinymi autory (Vreugdenhil et al., 2011; Adriaanse et al., 2013) se
domnivame, Ze I-FABP by mohl byt objektivnim markerem k posouzeni rezidudlniho
enterocytarniho poskozeni u pacientll s normalizovanymi hladinami specifickych celiakalnich
autoprotilatek. [-FABP umoziuje citlivéjsi kontrolu dodrzovéni bezlepkové diety a
monitorovani jejiho efektu, nez poskytuje dosud v klinické praxi rozsifena kontrola pomoci
sérovych hladin specifickych celiakalnich autoprotilatek, které ptisné vzato odrazeji jen
uroven autoimunitni odpovédi na konzumaci gliadinu. Rezidudlni slizniéni poskozeni je
provazeno urcitymi nutricnimi deficity a soucasné muze prispivat k autoimunitnim a
malignim komplikacim celiakie (Rubio-Tapia et al., 2010; Lanzini et al., 2009). Posouzeni
rezidudlniho slizniéniho poskozeni je tedy v klinickém sledovani pacienta s celiakii velmi
daleZité.

Rovnéz u tzv. séronegativni celiakie, charakterizované typickym enterobioptickym
nalezem pti negativité specifickych celiakdlnich autoprotilatek (lerardi et al., 2015) by
vySetfeni sérové hladiny I-FABP mohlo pfispivat kidentifikaci pacientl indikovanych
k intestinalni biopsii, nebot zvysena hladina I-FABP predikuje vildézni atrofii sliznice tenkého
stfeva (Vreugdenhil et al., 2011). Dale v pripadé nalezu zvySenych celiakdlnich autoprotilatek

v séru u pacientl s hrani¢nim histologickym nalezem (Marsh stadium 0-1) by zvySeni sérové
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hladiny I-FABP podpofilo diagndzu celiakie a vhodnost 1éCby bezlepkovou dietou (Kurppa et
al., 2010).

Ze zavedeni vySetfovani sérové hladiny I-FABP do klinické praxe by mohli profitovat
kromé pacient( s celiakii i nemocni s jinymi obtizné diagnostikovatelnymi onemocnénimi
tenkého stfeva, jakymi jsou mezenterialni ischemie ¢i trombdza, nekrotizujici enterokolitida
¢i pacienti s ¢asnou fazi sepse, kde by vsak sérové hladiny I-FABP byly fadové vyssi (Derikx et

al., 2010).
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5. ZAVER

NasSe prace potvrdila pfitomnost poruchy bariérové funkce tenkého stfeva na drovni
intestindlniho epitelu u pacientd s diabetes mellitus 1. typu a 2. typu a soucasné ukazala, Ze
tato porucha je mirnéjsiho stupné, nez je tomu u modelového onemocnéni tenkého streva,
jakym je celiakie. Vzajemny vztah mezi poruchou intestindlni bariéry a délkou trvani ¢i
kompenzaci diabetes mellitus (tedy déletrvajici hyperglykémii) nase vysledky neukazaly. Byt
je soubor naSich pacientl relativné maly, mohla by nepfitomnost uvedeného vztahu
podporovat spiSe teorii o kauzdlni spojitosti poruchy bariérové funkce tenkého streva
s rozvojem obou typu diabetes mellitus a svédcit proti ocekavani, Ze porusena stfevni bariéra
je jen dusledkem déletrvajici hyperglykémie.

U pacientl srecentné diagnostikovanou a tedy dosud nelééenou celiakii nase
vysledky podle ocekdvani potvrdily vyraznou poruchu integrity epitelové bariéry tenkého
stfeva. Kromé toho jsme popsali statisticky signifikantni zvySeni markeru aktivace systému
vrozené imunity, sérové hladiny sCD14 u pacient( s nelé¢enou celiakii; pokud je ndm znamo,
tento nalez nebyl dosud publikovan. Avsak i u pacientl pfisné dodrzujicich bezlepkovou
dietou se ukdazalo, Ze rezidudlni porucha intestindlni bariéry stale pretrvava.

Nase vysledky a rozbor dostupné literatury uvedeny v diskuzi naznacuji potencidl
klinického vyuZziti ndmi studovanych neinvazivnich markerl poskozeni epitelové bariéry
tenkého stfeva. Zejména I-FABP se jevi jako vhodny specificky marker poskozeni enterocytd.
Sérova hladina cCK-18 se zda byt markerem poskozeni enterocytl, ale i markerem
pfitomnosti non-alkoholické steatohepatitidy u pacientl s (nejen) diabetes mellitus 2. typu.
Sérova hladina sCD14 by mohla slouzit jako marker aktivace systému vrozené imunity
v souvislosti se systémovym ,low-grade zanétem” provazejicim metabolicky syndrom i
aterosklerézu; a mohla by byt prediktorem rozvoje makro- i mikro-vaskularnich komplikaci u
diabetes mellitus, ale i celiakie a dalSich chorob spojenych s poruchou intestindlni bariérové
funkce.

Pfes rozsahlé studium patofyziologického vztahu intestinalni bariéry k radé
autoimunitnich i metabolickych onemocnéni trva zasadni nejistota, zda porucha bariérové
funkce tenkého streva je pficinou ¢i dlsledkem nebo jen epifenoménem zminénych

onemocnéni. Prohlubujici se znalosti mechanismu zahrnutych v regulaci intestindlni bariéry
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vSak naznacuji, Ze vhodné dietni manipulace, podavani prebiotik a probiotik by mohly
pfiznivym zplsobem ovlivnit bludny kruh porusené intestindlni bariéry, ,low-grade”
systémového zanétu, inzulinové rezistence a aterosklerdzy. Uz nyni se ukazuje, Ze napt. anti-
inflamatorni dieta podobné pfiznivé efekty vykazuje. Zasadni vliv diety na zdravi zdlraziuje i
nutnost propojeni mediciny se zemédélskym a potravinarskym primyslem v boji proti

narUstajicim metabolickym i autoimunitnim chorobam.
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6. SOUHRN

Uvod: Porucha bariérové funkce tenkého stfeva je zapojena v patogenezi imunitné
mediovanych chorob (jakymi jsou diabetes mellitus 1. typu ¢i celiakie) a metabolickych

onemocnéni (jakym je diabetes mellitus 2. typu)

Cile prdce: Prvnim cilem prace bylo ovéfit pfitomnost poruchy epitelové bariéry tenkého
stfeva u obou typl diabetes mellitus a popsat eventudlni rozdily oproti celiakii, kterd je
typickym onemocnénim provazenym poruchou integrity intestindlni bariéry. Druhym cilem
bylo posoudit korelaci mezi poruchou intestinani bariéry a dobou trvani ¢i kompenzaci
diabetes mellitus u pacientll s obéma typy diabetes a body mass indexem u pacient(
s diabetes mellitus 2. typu. Tretim cilem bylo u pacientl s celiakii posoudit vliv bezlepkové

diety na zlepSeni integrity slizni¢ni vrstvy tenkého stfeva.

Metodika: Do studie bylo zahrnuto 166 jedincl véetné zdravé kontrolni skupiny a péti
pacientskych skupin s nasledujicimi onemocnénimi: diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou
inzulinitidou (T1D), diabetes mellitus 1. typu s probihajici inzulinitidou (T1D/INS), diabetes
mellitus 2. typu (T2D), recentné diagnostikovana, tj. nelécena celiakie (CLD) a celiakie l1é¢ena
bezlepkovou dietou (CLD-GFD). V séru uvedenych jedincli jsme testovali marker apoptdzy
epitelovych bunék — cytokeratin 18 caspase-cleaved fragment (cCK-18), marker poskozeni
enterocytl — intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP) a marker aktivace systému vrozené
imunity — solubilni CD14 (sCD14). Ke statistické analyze byl uzit Mann-Whitneydv U test a

Pearsonovy korelaéni koeficienty.

Vysledky: Statisticky signifikantné zvySené sérové hladiny cCK-18 a I-FABP jsme prokazali u
pacientll s T1ID a T2D (p<0,001) a rovnéZ u pacientl s T1D/INS (p<0,01; p<0,001). Nebyla
prokdzana presvédciva korelace mezi testovanymi markery a dobou trvani ¢i kompenzaci
diabetes mellitus, resp. body mass indexem v pfipadé T2D. U pacientll s CLD byly nalezeny
statisticky signifikantné zvysené sérové hladiny cCK-18 (p<0,001), I-FABP (p<0,01) a sCD14
(p<0,05) ve srovnani s kontrolni skupinou. Navic jsme ukazali, Ze sérové hladiny cCK-18
(p<0,01) a I-FABP (p<0,01) byly statisticky signifikantné zvySené i u pacienti s CLD-GFD ve

srovnani s kontrolni skupinou.
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Zavery: Potvrdili jsme pfitomnost poruchy epitelové bariéry tenkého stfeva u pacientl
s diabetes mellitus 1. a 2. typu a soucasné jsme ukazali, Ze tato porucha je mirnéjsiho stupné,
nez je tomu u celiakie. V ptipadé pacientl s celiakii jsme prokdazali rezidudlni poruchu
intestindlni bariéry i pres striktni dodrZovani bezlepkové diety. Jako prvni jsme
dokumentovali séropozitivitu sCD14 u pacientl s nelééenou celiakii. Na zakladé naSich
vysledk( povaZujeme zejména I-FABP za neinvazivni marker poskozeni intestinalni bariéry u

pacientl s diabetes mellitus obou typ( i u celiakie.
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7. SUMMARY

Introduction: Impairment of intestinal barrier function is involved in pathogenesis of
immune mediated diseases (such as type 1 diabetes mellitus or celiac disease) and metabolic

diseases (such as type 2 diabetes mellitus).

Aims of study: The first aim was to analyze impairment of mucosal part of intestinal barrier
in both type of diabetes and to describe differences when compared to celiac disease, which
is a typical condition associated with impairment of intestinal barrier function. The second
aim was to find a correlation between duration or compensation of diabetes and intestinal
barrier desintegration in patients with both type of diabetes, and to find a correlation
between body mass index and intestinal barrier desintegration in patients with type 2
diabetes. The third aim was to assess influence of gluten-free diet on improvement of small

intestinal mucosal integrity in patient with celiac disease.

Methods: The study was performed on 166 individuals including healthy controls and five
group of patients with: type 1 diabetes mellitus with fading insulitis (T1D), type 1 diabetes
mellitus with ongoing insulitus (T1D/INS), type 2 diabetes mellitus (T2D), untreated celiac
disease (CLD), and celiac disease on gluten-free diet (CLD-GFD). We tested the marker of
epithelial apoptosis — cytokeratin 18 caspase-cleaved fragment (cCK-18), marker of
enterocyte damage — intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP) and marker of activation
of innate immunity — soluble CD14 (sCD14) in sera of studied individuals. Mann-Whitney U

test and Pearson correlation coefficients were used for statistical analyses.

Results: We found elevated levels of cCK-18 and I-FABP in T1D and T2D (p<0.001), and
T1D/INS (P<0.01, P<0.001). No convincing relationships were observed between tested
markers and duration or compensation of diabetes, or BMI in T2D patients. In CLD, we found
elevated levels of cCK-18 (p<0.001), I-FABP (p<0.01) and sCD14 (p<0.05) when compared to
healthy controls. Moreover, the levels of cCK-18 (p<0.01) and I-FABP (p<0.01) in CLD-GFD

were higher when compared with controls.

Conclusion: We confirmed the impairment of intestinal mucosal barrier integrity in type 1
and type 2 diabetes mellitus, which is of milder degree when compared to untreated celiac

disease. Moreover, we found residual impairment of intestinal mucosal barrier integrity in
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celiac disease treated with gluten-free diet. We documented for the first time seropositivity
for sCD14 in untreated celiac disease, and potential usefulness of serum I-FABP as marker of

small intestinal damage in diabetes of both types and in celiac disease.
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9. PRILOHY

Priloha 1. Srovnani sérovych hladin markeru sCD14 u pacientl T2D bez lécby (17 pacienti)

a T2D s lé¢bou hypolipidemiky (12 pacientt).

Jeden pacient ze skupiny T2D byl z hodnoceni vyfazen, nebot u néj nebyla lécba znama.
Z nize uvedené tabulky popisnych statistik a grafického zndzornéni v krabicovém grafu se
zda, Ze sérové hladiny sCD14 (pg.ml-1) jsou u pacientli s T2D bez lécby o malo vétsi nez

v pfipadé T2D s lé¢bou hypolipidemiky.

Popisné statistiky (Data T20 s lécbou a bez lechy)
Mplatnjch | Promér | Int spolehl. | Int spolehl | Median | Minimum | Maximum | Dolni | Homi | Sm.odch.

Proménna 95.000% | 95,000% oartl | kot
T20 bez léchy 7 1%2411 19021 2474670 171,0000 89.00000  380,0000 1320000 2160000 9573017
120 5 échay 121666333 1232939 2139727 1505000 86,00000 30,0000 1240000 1940000 71,3591

Krabicovy graf. Dolni a horni konce ¢ar znazorfuji minimum a maximum souboru dat. Dolni okraj

hodnot (horni kvartil). Cara uvniti krabice znazorfiuje median, tedy oddéluje polovinu nizsich a
polovinu vyssich hodnot. Krouzek uprostfed krabice znazornuje primér. Za extrémné odlehlou
hodnotu se povazuje hodnota, kterd je ve vzdalenosti delSi neZ 1,5 ndsobek délky boxu

(mezikvartilové rozpéti).
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Pro srovnani obou skupin pouzit neparametricky Mann-Whitneyuv test. Vysledna hodnota p

byla vyssi nez 0,05 (p = 0,438). Na hladiné spolehlivosti 5 % se tedy neprokazalo, Ze se obé

skupiny statisticky vyznamné lisi.

Mann-Whitneydv U Test (Data T2D s 1é€bou a bez 16Eby)

Dle promén. Promd

Oznatené testy jsou wwznamné na hladiné p <,05000

117

SEt pof. SEt pof. U Z p-hodn. N platn. M platn.
Proménna T2D bez |eCby T2D s |1é€bou T2D bez |EEby T2D s [é€bou
From3 273,0000 162,0000 84,000000 0774913  0,438392 17 12



Pfiloha 2. Analyza vztahu sérové hladiny anti-t-TG IgA u pacientt s recentni celiakii (CLD)

k sérovym hladinam markert cCK-18, I-FABP a CD14.

Z nize uvedené korela¢ni matice a pfislusnych bodovych graf(i vyplyva,
Ze statisticky vyznamna zavislost byla zjiSténa pouze mezi parametry cCK-18 a anti-t-TG IgA

(r=0,7415, p =0,022).

Korelace (Data - Celiakie)
Oznat. korelace jsou vyznamné na hlad. p < 05000
Proménna Anti+-TG IgA (IU.ml-1) | cCK-18 (pM) | -FABP (ng.ml-1) | sCD14 (pg.ml-1)
Antit-TG IgA (IU.ml-1) 1,0000 415 5839 . 1129
p= — p=.022 p=.099 p=772
cCK-18 (pM) NEYE 1,0000 A739 0642
p=.022 p=— p=.106 p=.870
I-FABP (ng.ml-1) h839 L5739 1,0000 -, 3657
p=.099 p=.106 = p=.333
sCD14 (pg.ml-1) 1129 0642 -, 3657 1,0000
p=.772 p=.870 p=.333 p= —
700
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I-FABP (ng.ml™")

sCD14 (ug.ml™"

r=0,5839; p = 0,0988
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