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SOUHRN 

 

Úvod: Porucha bariérové funkce tenkého střeva je zapojena v patogenezi imunitně mediovaných 

chorob (jakými jsou diabetes mellitus 1. typu či celiakie) a metabolických onemocnění (jakým je 

diabetes mellitus 2. typu). 

  

Cíle práce: Prvním cílem práce bylo ověřit přítomnost poruchy epitelové bariéry tenkého střeva u 

obou typů diabetes mellitus a popsat eventuální rozdíly oproti celiakii, která je typickým 

onemocněním provázeným poruchou integrity intestinální bariéry. Druhým cílem bylo posoudit 

korelaci mezi poruchou intestinání bariéry a dobou trvání či kompenzací diabetes mellitus u pacientů 

s oběma typy diabetes a body mass indexem u pacientů s diabetes mellitus 2. typu. Třetím cílem bylo 

u pacientů s celiakií posoudit vliv bezlepkové diety na zlepšení integrity slizniční vrstvy tenkého 

střeva.   

 

Metodika: Do studie bylo zahrnuto 166 jedinců včetně zdravé kontrolní skupiny a pěti pacientských 

skupin s následujícími onemocněními: diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitídou (T1D), 

diabetes mellitus 1. typu s probíhající inzulinitídou (T1D/INS), diabetes mellitus 2. typu (T2D), 

recentně diagnostikovaná, tj. neléčená celiakie (CLD) a celiakie léčená bezlepkovou dietou (CLD-GFD). 

V séru uvedených jedinců jsme testovali marker apoptózy epitelových buněk – cytokeratin 18 

caspase-cleaved fragment (cCK-18), marker poškození enterocytů – intestinal fatty acid-binding 

protein (I-FABP) a marker aktivace systému vrozené imunity – solubilní CD14 (sCD14). Ke statistické 

analýze byl užit Mann-Whitneyův U test a Pearsonovy korelační koeficienty.   

 

Výsledky: Statisticky signifikantně zvýšené sérové hladiny cCK-18 a I-FABP jsme prokázali u pacientů s 

T1D a T2D (p<0,001) a rovněž u pacientů s T1D/INS (p<0,01; p<0,001). Nebyla prokázána přesvědčivá 

korelace mezi testovanými markery a dobou trvání či kompenzací diabetes mellitus, resp. body mass 

indexem v případě T2D. U pacientů s CLD byly nalezeny statisticky signifikantně zvýšené sérové 

hladiny cCK-18 (p<0,001), I-FABP (p<0,01) a sCD14 (p<0,05) ve srovnání s kontrolní skupinou.  Navíc 

jsme ukázali, že sérové hladiny cCK-18 (p<0,01) a I-FABP (p<0,01) byly statisticky signifikantně 

zvýšené i u pacientů s CLD-GFD ve srovnání s kontrolní skupinou.  

 

Závěry: Potvrdili jsme přítomnost poruchy epitelové bariéry tenkého střeva u pacientů s diabetes 

mellitus 1. a 2. typu a současně jsme ukázali, že tato porucha je mírnějšího stupně, než je tomu u 

celiakie. V případě pacientů s celiakií jsme prokázali reziduální poruchu intestinální bariéry i přes 

striktní dodržování bezlepkové diety. Jako první jsme dokumentovali séropozitivitu sCD14 u pacientů 

s neléčenou celiakií. Na základě našich výsledků považujeme zejména I-FABP za neinvazivní marker 

poškození intestinální bariéry u pacientů s diabetes mellitus obou typů i u celiakie 

 

Klíčová slova: intestinální bariérová funkce, diabetes mellitus, celiakie, cytokeratin 18 caspase-

cleaved fragment, intestinální fatty acid-binding protein, solubilní CD14. 
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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 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. 

 

Key words: intestinal barrier function, diabetes mellitus, celiac disease, cytokeratin 18 caspase-

cleaved fragment, intestinal fatty acid-binding protein, soluble CD14. 
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1. ÚVOD 

 

Bariéra tenkého střeva je komplexním homeostatickým systémem zahrnujícím intestinální 

mikrobiotu, intestinální permeabilitu a intestinální imunitu. Integrita střevní bariéry je udržována 

zejména epitelovou vrstvou obsahující enterocyty spojené těsnými spoji (tight junctions), které 

utěsňují paracelulární prostory a jsou klíčovými místy střevní propustnosti. Poškození intestinální 

bariéry je spojeno se zvýšením střevní propustnosti a je považováno za hlavní faktor ve vzniku a/nebo 

progresi intestinálního zánětu. Kromě toho je zvýšená střevní propustnost příčinou prostupu 

exoantigenů (dietních a mikrobiálních - zejména bakteriálního lipopolysacharidu) z lumen střeva 

ke slizničním imunitním buňkám a do vnitřního prostředí organismu, čímž dochází k aktivaci 

imunitního systému.   

Narůstají poznatky, že zvýšená střevní propustnost je patogeneticky zapojena do rozvoje 

autoimunitního poškození beta buněk pankreatu u diabetes mellitus 1. typu, ale i do zvýšené 

systémové produkce zánětlivých cytokinů s následným vznikem inzulínové rezistence a diabetes 

mellitus 2. typu. Dlouhodobá hyperglykémie může vice versa narušit strukturu a funkci tenkého 

střeva, a vyvolat tak poruchu integrity intestinální bariéry.   

 

Teoretická část dizertační práce popisuje současné znalosti o funkci intestinální bariéry a 

jejím patofyziologickém vztahu k obou typům diabetes mellitus. Vlastní experimentální práce byla 

zaměřena na posouzení poruchy epitelové vrstvy intestinální bariéry u pacientů s diabetes mellitus 1. 

typu a 2. typu a charakter této poruchy srovnávala s modelovým onemocněním tenkého střeva, 

provázeným poruchou bariérové funkce střeva, jakým je celiakie. V závěru dizertační práce je 

naznačeno mimo jiné i potenciální využití námi studovaných neinvazivních markerů poruchy 

intestinální bariéry v klinické praxi a možnosti modulace intestinální bariéry, jež by mohly přispívat k 

léčbě obou typů diabetes mellitus i ostatních chorob provázených poruchou bariérové funkce 

tenkého střeva.  

 

 

2. HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE 

 

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

tenkého střeva? B) Je toto poškození odlišné od charakteru poškození u celiakie? 

 

Hypotéza 2: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 1. typu s:  

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

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

 

Hypotéza 3: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 2. typu s: 

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

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

C) body mass indexem?                  

 

Hypotéza 4: Je poškození epitelové bariéry tenkého střeva u pacientů s celiakií příznivě ovlivnitelné 

bezlepkovou dietou? 
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Cílem práce bylo analyzovat poškození bariéry tenkého střeva na úrovni epitelové vrstvy u 

pacientů s diabetes mellitus 1. typu a 2. typu a porovnat je s charakterem tohoto poškození celiakie. 

 

Za tímto účelem jsme testovali sérové hladiny tří markerů, z nichž každý hodnotí odlišný 

aspekt poškození intestinální epitelové bariéry: 

1) marker apoptózy epitelových buněk: cytokeratin 18 caspase-cleaved fragment (cCK-18) 

2) marker poškození enterocytů a dezintegrace enterocytární vrstvy tenkého střeva: intestinální fatty 

acid binding protein (I-FABP)  

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

Studie hodnotící tyto parametry u pacientů s diabetes mellitus nebyla dosud publikována.  

 

 

3. MATERIÁL A METODIKA  

 

Studie zahrnovala skupiny dospělých pacientů s následujícími charakteristikami: 

1) pacienty s diabetes mellitus 1. typu s aktuálně probíhající inzulinitítou (T1D/INS) dokumentovanou 

průkazem séropozitivity ostrůvkových autoprotilátek 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 inzulinitídou (T1D) dokumentovanou aktuální 

séronegativitou anti-GAD a anti-IA2 autoprotilátek, avšak dokumentovanou pozitivitou těchto 

autoprotilátek v minulosti.    

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

4) pacienty s recentně diagnostikovanou (tj. neléčenou) celiakií (CLD). Diagnóza celiakie byla 

stanovena dle modifikovaných kriterií ESPGHAN (Husby et al., 2012), tj. na základě současné 

přítomnosti séropozitivity celiakálních autoprotilátek (protilátky proti tkáňové transglutamináze 

(anti-tTG) ve třídě IgA; protilátek proti endomysiu (EMA) ve třídě IgA) a přítomnosti 

charakteristických histologických změn duodenální sliznice (odebrané při esofago-gastro-

duodenoskopickém vyšetření) klasifikovaných stadiem 3a-c dle Marshovy klasifikace (Marsh, 1992).  

Pacienti s recentní celiakií v době odběru krve ještě nezahájili bezlepkovou dietu.   

5) pacienty s celiakií (CLD-GFD) léčení bezlepkovou dietou (gluten-free diet, GFD). Byli vybráni 

celiakální pacienti dodržující bezlepkovou dietu přísně a minimálně 12 měsíců, což bylo doloženo 

normalizací výše uvedených celiakálních autoprotilátek (anti-tTG a EMA) a vymizením vstupní 

symptomatologie.   

Kontrolní skupinu (C) tvořili zdraví jedinci z řad krevních dárců, zaměstnanců 2. interní kliniky, 

jejich příbuzných a studentů 3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy.  Nikdo z testovaných pacientů i z 

kontrolní skupiny neměl jiné autoimunitní onemocnění, nádorové onemocnění (ani v osobní 

anamnéze) či v době testovacího odběru aktuálně probíhající infekční či zánětlivé onemocnění. 

Rovněž jedinci s abnormálními hladinami běžných laboratorních vyšetření (kreatinin, urea, jaterní 

testy, C-reaktivní protein, albumin) či deficitem imunoglobulinů nebyli do studie zařazeni. Pacienti s 

T1D/INS, T1D a T2D, kteří měli závažnou komplikaci diabetes mellitus, nebyli také do studie zahrnuti.  

Tabulka 1 shrnuje počet, věk a pohlaví testovaných pacientů s CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D, T2D a 

kontrolní skupiny (C). 
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Tabulka 1. Charakteristika počtu, věku a pohlaví testovaných pacientů a kontrolní skupiny.  

Testovaná skupina  Počet 
   Průměr věku,         
   (rozmezí věku) Pohlaví M/Ž 

Celiakie recentně diagnostikovaná (CLD) 43       30,8 (18-46) 17/26 

Celiakie na bezlepkové dietě (CLD-GFD) 12       41,2 (22-77)              3/9 

Diabetes mellitus 1. typu s přítomnou inzulinitídou (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 

Kontrolní skupina (C) 41       39,4 (18-81) 22/19 

 
 

 

Tabulka 2 ukazuje základní biochemickou, imunologickou a histologickou charakteristiku 

testovaných skupin.        

 

Tabulka 2. Základní biochemická, imunologická a histologická charakteristika testovaných skupin.  

M - muži; Ž - ženy; Marsh - histologická klasifikace dle Marshe hodnotící stupeň poškození sliznice tenkého 

střeva; tTG - tkáňová transglutamináza; EMA - endomysiální protilátky; GAD - glutamic acid decarboxylase; IA2 - 

islet antigen2; CRP - C-reaktivní protein. Fyziologická rozmezí: anti-tTG IgA Ab <12,00 IU/ml, anti-GAD <5,00 

IU/ml, anti-IA2 <10,00 IU/ml, albumin (34,0-50,0 g/l), CRP <5,0 mg/l, celkové sérové hladiny IgG (6,80-14,45 

g/l), IgA (0,71-3,74 g/l), IgM (0,40-2,48 g/l), IgE <100,0  IU/ml.  Data jsou vyjádřena jako průměr ± směrodatná 

odchylka. 

Testované skupiny C CLD CLD-GFD T1D/INS T1D T2D 

Počet 41 43 12 20 20 30 

Průměr věku 
(rozmezí věku) 

39,4  
(18 - 81) 

30,8  
(18 - 46) 

41,2  
(22 - 77) 

53,5  
(20 - 87) 

47,1  
(20 - 78) 

66,3  
(41 - 84) 

Poměr pohlaví M/Ž 22/19 17/26 3/9 12/8 13/7 18/12 

Histologie: Marsh  - 3a-c - - - - 

Protilátky:             

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 negativní positivní negativní negativní negativní negativní 

anti-GAD 2,7 ± 2,1  1,4 ± 0,58 1,4 ± 1,1 120,8 ± 23,4 1,8 ± 0,5 1,2 ± 0,5 

anti-IA2 2,0 ± 0,4 3,6 ± 1,5 0,9 ± 0,6 40,3 ± 20,1 0,7 ± 0,4 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 5,0 ± 1,7 4,1 ± 1,1 15,7 ± 4,9 5,7 ± 2,0 5,1 ± 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 10,9 ± 0,3 11,6 ± 0,74 10,3 ± 0,9 11,4 ± 1,0 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 

 

 

V rámci klinického vyšetření byla u všech pacientů i u kontrolní skupiny provedena 

abdominální ultrasonografie (ultrasonografický přístroj Philips HD 11 XE) k posouzení přítomnosti 

jaterní steatózy. Jaterní steatóza byla hodnocena pomocí abdominální ultrasonografie ve dvou 

stupních: jako mírná a jako výrazná steatóza ve shodě s metodickým přístupem Sanyala (Sanyal, 

2002). 
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V sérech pacientů a jedinců z kontrolní skupiny bylo provedeno stanovení hladin 

následujících markerů:  

1) cytokeratin 18 caspase-cleaved fragmentu (cCK-18) soupravou M30-Apoptosense ELISA Kit (Peviva, 

Sweden) 

2) intestinálního fatty acid binding proteinu (I-FABP) soupravou Human I-FABP ELISA Kit (Hycult 

Biotech Inc., US) 

3) solubilního CD14 (sCD14) testem Human sCD14 ELISA Kit (Hycult Biotech Inc., US). 

 

Ke statistické analýze byl užit Mann-Whitneyův U test and Pearsonovy korelační koeficienty.  

Za statisticky významnou byla považována hodnota p < 0,05.  

 

 

4. VÝSLEDKY 

  

Obrázek a, b, c dokumentuje individuální distribuci sérových hladin testovaných makerů, tj. 

cCK-18, I-FABP a s CD 14, u jednotlivých skupin.   

 

Obrázek a, b, c. Distribuce sérových hladin cCK-18 (a), I-FABP (b) a  sCD14 (c) u kontrolní skupiny (C), u pacientů 

s CLD, CLD-GFD, T1D/INS, T1D a T2D.  Vodorovné linie představují průměrnou hodnotu; „n“, počet pacientů a 

zdravých jedinců z kontrolní skupiny. Ke statistickému porovnání hladin sledovaných markerů u testovaných 

pacientských skupin se zdravými kontrolami (C) byl použit Mann-Whitney U test:  *** (hladina významnosti 

p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), NS (statisticky nevýznamný rozdíl). 
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Tabulka 3 ukazuje průměrné sérové hladiny testovaných markerů u kontrolní skupiny a pacientských 

skupin a statistické hodnocení.   

 

Tabulka 3. Srovnání sérových hladin cCK-18, I-FABP a sCD14 u zdravých kontrol (C) a u pacientů s CLD, CLD-GFD, 

T1D/INS, T1D a T2D. Uvedené jednotky: cCK-18 (pM, tj. pmol.l
-
); I-FABP (ng.ml

-
); sCD14 (μg.ml

-
). Hodnoty jsou 

vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Ke statistickému hodnocení sérových hladin sledovaných 

markerů byl využit Mann-Whitney U test; p - hladina statistické významnosti. 

Marker         C      CLD    CLD-GFD      T1D/INS        T1D         T2D 

cCK-18 137,2 ± 86,3  339,3 ± 178,4 189,3 ± 57,1  204,1 ± 109,5  200,5 ± 84,3  355,4 ± 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      1,1 ± 0,4 

            -      p<0,01     p<0,01       p<0,01       p<0,001      p<0,001 

sCD14     1,8 ± 1,2      3,2 ± 2,5     2,5 ± 1,5      2,6 ± 2,4       3,1 ± 3,0      2,1 ± 1,6 

            -      p<0,05          NS           NS           NS            NS 

 

 

Tabulka 4 vyjadřuje četnost osob séropozitivních pro cCK-18, I-FABP a sCD14 u kontrolní skupiny a u 

pacientských skupin. Za séropozitivní byly považovány hodnoty překračující prahovou hodnotu (cut-

off) pro stanovované markery, což odpovídá sérové koncentraci 310 pM pro cCK-18, 2.2 ng.ml-1 pro I-

FABP a 4.2 μg.ml-1 pro sCD14. Cut-off hodnoty byly kalkulovány jako průměrná hodnota plus 2 

směrodatné odchylky ze sérové hladiny individuálních markerů testovaných u 41 zdravých jedinců z 

kontrolní skupiny.   

 

Tabulka 4. Četnost séropozitivity cCK-18, I-FABP and sCD14 u kontrolní skupiny (C) a u pacientů s CLD, CLD-GFD, 

T1D/INS, T1D a T2D.  

Marker C CLD CLD-GFD T1D/INS T1D 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 %) 

 

 

Při abdominálním ultrasonografickém vyšetření jsme prokázali ve skupině 30 -ti pacientů s T2D 

přítomnost jaterní steatózy ve 26 případech. V ostatních pacientských skupinách a v kontrolní 

skupině byl sonografický nález na játrech v normě.    

 

 

4.1. Výsledky - hypotéza 1: A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poškození 

epitelové bariéry tenkého střeva? B) Je toto poškození odlišné od charakteru poškození         u 

celiakie? 

 

Ve srovnání s kontrolní skupinou (obrázek) jsme nalezli statisticky signifikantně zvýšené 

hladiny cCK-18 a I-FABP u pacientů s diabetes mellitus 1. typu s probíhající inzulinitídou (T1D/INS) 

(p<0,01, resp. p<0,001), s diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitídou  (T1D)  (p<0,001, resp. 

p<0,001) a s diabetes mellitus 2. typu (T2D) (p<0,001, resp. p<0,001).  
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V případě pacientů s diabetes mellitus 1. typu nebyly nalezeny statisticky signifikantní rozdíly 

v průměrech hladin cCK-18, I-FABP a sCD14 mezi pacienty s probíhající (T1D/INS) a s vyhaslou (T1D) 

inzulinitídou (obrázek, tabulka 3).  

Byly však nalezeny určité odlišnosti v testovaných markerech mezi skupinou diabetes mellitus 

1. typu (bez ohledu na stav inzulinitídy) a diabetes mellitus 2. typu. Zejména je pozoruhodné, že u 

pacientů s diabetes mellitus 2. typu (T2D) byly sérové hladiny cCK-18 vysoké (355,4 ± 287,5 pM) 

(tabulka 3) a dosahovaly přibližně hodnot jako u skupiny pacientů s neléčenou celiakií (CLD); dokonce 

u 9 ze 30-ti pacientů s T2D překročily sérové hladiny hodnotu cut-off (tj. séropozitivitu) pro tento 

marker (tabulka 4).  Všichni séropozitivní pacienti pro marker cCK-18 měli při ultrasonografickém 

vyšetření jater detekovaný vysoký stupeň jaterní steatózy.  

Ve srovnání s pacienty s diabetes mellitus 2. typu (T2D) byla průměrná hladina cCK-18 u 

pacientů s diabetes mellitus 1. typu s probíhající inzulinítídou (T1D/INS) a s vyhaslou inzulinitídou 

(T1D) nižší: 204,1 ± 109,5 pM a 200,5 ± 84,3 pM (tabulka 3). Četnost séropozitivity cCK-18 u pacientů 

s diabetes mellitus 1. typu byla nízká (3/20 u T1D/INS a 3/20 u T1D) ve srovnání se séropozitivitou 

tohoto markeru u diabetes 2. typu (9/30) (tabulka 4).  

Rovněž frekvence séropozitivity markerů I-FABP a sCD14 byla ve všech skupinách diabetes 

mellitus relativně nízká (tabulka 4).    

U pacientů s neléčenou celiakií (CLD) byly ve srovnání s kontrolní skupinou (C) statisticky 

signifikantně zvýšeny všechny serologické markery: cCK-18 (p<0,001), I-FABP (p<0,01) a sCD14 

(p<0,05) (obrázek). Ve srovnání s ostatními pacientskými skupinami dosahovaly sérové hladiny 

testovaných makerů u CLD pacientů nejvyšších hodnot: cCK-18 (339,3 ± 178,4 pM; průměr ± SD), I-

FABP (1,7 ± 1,4 ng.ml-), sCD14 (3,2 ± 2,5 μg.ml-) (tabulka 3) a zároveň největší četnosti séropozitivity: 

cCK-18 (22/43; 51,5 %), I-FABP (19/43; 44.2 %) a sCD14 (11/43; 25.6 %) (tabulka 4).  

Průměrné sérové hladiny všech tří markerů u kontrolní skupiny (C) byly ze všech testovaných 

skupin nejnižší:  cCK-18 (137,2 ± 86,3 pM), I-FABP (0,8 ± 0,7 ng.ml-) a sCD14 )(1,8 ± 1,2 μg.ml-) 

(tabulka 3) a v rámci všech testovaných pacientských skupin dosahovaly nejnižší četnosti 

séropozitivity:  cCK-18 (3/41; 7.3 %), I-FABP (3/41; 7.3 %) a sCD14 (1/41; 2.4 %) (tabulka 4). 

 

 

4.2. Výsledky - hypotéza 2: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 

1. typu s:  

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

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

 

Délka trvání diabetes mellitus (doba T1D) je uváděna v rocích, hladina glykosylovaného 

hemoglobinu (HbA1c) v mmol/mol. 

V případě diabetes mellitus 1. typu s probíhající inzulinitídou (T1D/INS) z níže uvedené 

korelační matice (v dizertační práci jsou zobrazeny i příslušné bodové grafy) vyplývá, že statisticky 

významná závislost nebyla zjištěna mezi žádným z testovaných markerů (cCK-18, I-FABP, sCD14) a 

žádnou z dvojice parametrů doba T1D a HbA1c.  
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V případě pacientů s diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou inzulinitídou (T1D) z níže uvedené 

korelační matice (v dizertační práci jsou zobrazeny i příslušné bodové grafy) vyplývá, že statisticky 

významná pozitivní závislost byla zjištěna pouze mezi parametry cCK-18 a HbA1c (r = 0,5047, p = 

0,028). 

 

 
 

 

 

 

4.3. Výsledky - hypotéza 3: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 

2. typu s: 

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

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

C) body mass indexem?   

 

Délka trvání diabetes mellitus (doba T2D) je uváděna v rocích, hladina glykosylovaného 

hemoglobinu (HbA1c) v mmol/mol, body mass index (BMI) v kg.m-2.  

V případě diabetes mellitus 2. typu (T2D) z níže uvedené korelační matice (v dizertační práci 

jsou zobrazeny i příslušné bodové grafy) vyplývá, že pouze mezi parametry cCK-18 a dobou T2D (r = -

0,4267, p = 0,021) byla zjištěna statisticky významná negativní závislost. 
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4.4. Výsledky - hypotéza 4: Je poškození epitelové bariéry tenkého střeva u pacientů s celiakií 

příznivě ovlivnitelné bezlepkovou dietou? 

 

Průměrné sérové hladiny všech tří testovaných markerů (cCK-18, I-FABP a sCD14) i četnosti 

jejich séropozitivity byly podstatně snížené u pacientů s celiakií léčenou bezlepkovou dietou (CLD-

GFD) ve srovnání s pacienty s recentně diagnostikovanou (neléčenou) celiakií (CLD) (obrázek 5, 

tabulka 3, tabulka 4).  Avšak i přesto byly statisticky signifikantně zvýšené markery cCK-18 (p<0,01) a 

I-FABP (p<0,01) u pacientů CLD-GFD ve srovnání s kontrolní skupinou (C) (obrázek), ačkoliv tito 

pacienti přísně dodržovali bezlepkovu dietu.  

 

 

5. DISKUZE 

 

5.1. Diskuze - hypotéza 1: A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poškození 

epitelové bariéry tenkého střeva? B) Je toto poškození odlišné od charakteru poškození u celiakie? 

 

5.1. A) Je u diabetes mellitus 1. typu a 2. typu prokazatelné poškození epitelové bariéry tenkého 

střeva?  

V naší práci jsme nalezli, že u diabetes mellitus 1. typu i 2. typu je přítomno poškození 

epitelové bariéry tenkého střeva ve smyslu zvýšené apoptózy epitelových buněk (reprezentované 

zvýšením hladin cCK-18) a ve smyslu poškození enterocytů, resp. poškození integrity enterocytární 

vrstvy (reprezentované zvýšením hladin I-FABP). Zvýšení hladin obou těchto markerů dosahovalo 

statistické významnosti ve srovnání s kontrolní skupinou. Tato pozorování korespondují jak se 

znalostmi o morfologických i funkčních změnách sliznice tenkého střeva provázející oba typy diabetes 

mellitus, které byly popsány v teoretickém úvodu dizertační práce (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), 

včetně zvýšení paracelulární propustnosti tenkého střeva, jež je provázeno aktivací slizničního 

imunitního systému (Catalioto et al., 2011; Kort et al., 2011), tak korespondují se všeobecně 

přijímanou teorií o možném etiopatogenetickém spojení diabetes mellitus 1. typu a 2. typu 

s poruchou bariérové funkce tenkého střeva (Baggio a Drucker, 2002; Westerholm-Ormio et al., 

2003; Vaarala, 2008).  
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Mezi oběma typy diabetes mellitus jsme však nalezli některé odlišnosti v sérologickém profilu 

testovaných markerů:    

 

1/ V obou skupinách pacientů s diabetes mellitus 1. typu (T1D a T1D/INS) byl zaznamenán 

určitý trend (byť statisticky nevýznamný ve srovnání s kontrolní skupinou) ke zvýšení markeru sCD14.  

Zvýšené sérové hladiny sCD14 souvisejí s aktivací systému vrozené imunity a pravděpodobně 

i s translokací bakterií, resp. bakteriálního lipopolysacharidu, přes alterované mukózní povrchy 

(Litzman et al., 2012). Zvýšení markeru aktivace vrozeného imunitního systému je v souladu 

s etiopatogenetickým konceptem diabetes mellitus 1. typu jako autoimunitního onemocnění 

způsobeného destrukcí beta buněk pankreatu. Podle současných znalostí jsou v imunitně 

mediovaných procesech, které poškozují beta buňky pankreatu, zapojeny složky vrozeného i 

adaptivního imunitního systému (Honkanen et al., 2010; Arif et al., 2011; Nokoff et al., 2012; Li et al., 

2014), včetně toll-like receptorů (TLR) systému vrozené imunity (Beyan et al., 2006; Zipris, 2008; 

Devaraj et al., 2008; Lien and Zipris, 2009; Meyers et al., 2010; Alkanani et al., 2012). Součastí 

komplexu toll-like receptoru 4 (TLR4), tj. komplexu CD14/TLR4/MD2, je i molekula CD14, která 

rozpoznává zejména bakteriální lipopolysacharid. Aktivace TLR4 vede přes řadu nitrobuněčných 

kaskád k aktivaci nukleárního faktoru κB (NF-κB) a k uvolnění zánětlivých cytokinů. Takto navozené 

prozánětlivé prostředí může za určitých okolností může vést k aktivaci systému adaptivní imunity a 

k destrukci beta buněk pankreatu s následným rozvojem diabetes mellitus 1. typu (Lien a Zipris, 

2009). Existují náznaky, že zvýšení sérové hladiny sCD14 koreluje i s rozsahem aktivace T-lymfocytů 

(Litzman et al., 2012).  

Závěry z experimentů na zvířecích modelech diabetes mellitus 1. typu (NOD myši, BBDP 

potkani) podporují hypotézu, že systém vrozené imunity, aktivovaný prostřednictvím TLR, je zapojen 

v aktivaci autoreaktivních T-lymfocytů a v rozvoji ostrůvkové autoimunity (Zipris, 2008; Lien a Zipris, 

2009). NOD myši s chybějící adaptorovou molekulou TLR označovanou MyD88 (MyD88 knock-out) 

mají nízkou incidenci autoimunitního diabetes mellitus i prokazatelné změny ve složení střevní 

mikrobioty. Při přenesení jejich mikrobioty bezmikrobním NOD myším (bez uvedeného knock-out) 

dochází i u nich (příjemců) ke snížení incidence autoimunitního diabetes mellitus (Wen et al., 2008). 

Interakce střevní mikrobioty se systémem přirozené imunity je patrně důležitým (epigenetickým?) 

faktorem v rozvoji diabetes mellitus 1. typu. Komponenty přirozené imunity mohou působit zjevně 

duálně, jako obránci první linie proti patogenním bakteriím a jako slizniční homeostatické prvky, ale 

také jako induktory rozvoje imunitně mediovaného poškození ostrůvků pankreatu (Lien a Zipris, 

2009).   

 

2/ U pacientů s diabetes mellitus 2. typu (T2D) naše výsledky neprokázaly tendenci ke zvýšení 

markeru sCD14.    

Rozložení sérových hladin sCD14, včetně jejich průměru a četnosti séropozitivity se u skupiny 

T2D nelišily od kontrolní skupiny (C). Tento výsledek byl spíše překvapivý, neboť u diabetes mellitus 

2. typu existují některé nepřímé důkazy o aktivaci systému vrozené imunity a zvýšené expresi TLR, 

včetně TLR4.  V posledních desetiletích narůstá evidence, že inzulínovou rezistenci a diabetes mellitus 

2. typu provází chronický subklinický („low-grade“) zánět v metabolicky aktivních tkáních zahrnujících 

tukovou tkáň, játra, kosterní svaly, pankreas, mozek a aktivace složek vrozené imunity v odpovědi na 

metabolický stres, nadměrný příjem nutrientů a energie (Gregor a Hotamisligil, 2011). Bylo ukázáno, 

že aktivace TLR, zvláště TLR2 a TLR4, indukuje inzulínovou resistenci, která má klíčovou roli v rozvoji 

diabetes mellitus 2. typu, metabolického syndromu, obezity i aterosklerózy (Dasu et al., 2010; Jialal 
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et al., 2014a). TLR4 na makrofázích a adipocytech tukové tkáně jsou aktivovány nejen bakteriálním 

lipopolysacharidem, ale i volnými mastnými kyselinami (jejichž sérové hladiny jsou často zvýšené u 

obézních osob), což následně vede k aktivaci NF-κB a k uvolnění zánětlivých mediátorů (jakými jsou 

např. IL-1β, TNF-α) (Jialal et al., 2014a). 

Studie na zvířecích modelech podpořily význam sCD14 jako markeru aktivace vrozené imunity 

provázející syndrom inzulínové rezistence a obezitu. (Johnson et al., 2004; Roncon-Albuquerque et 

al., 2008; Fernández-Real et al., 2011).  

Data týkající se zvýšení sérové hladiny sCD14 u pacientů s inzulínovou rezistencí a diabetes 

mellitus 2. typu však nejsou konzistentní. Fogelstrand et al. (2004) a Štulc et al. (2012) prokázali 

zvýšenou expresi CD14 u pacientů s diabetes mellitus 2. typu.  Jialal et al. (2014b) nalezli u pacientů 

s počínajícím metabolickým syndromem (tedy u ještě neléčených pacientů) signifikantně zvýšenou 

sérovou hladinu sCD14, která korelovala se zvýšením exprese TLR4 i s indexem inzulínové rezistence 

(HOMA-IR). Naopak jiné studie (Leber et al., 2012; Gonzalez-Quintela et al., 2013) neprokázaly u 

pacientů s metabolickým syndromem signifikantní zvýšení sérové hladiny sCD14 ve srovnání se 

zdravými kontrolami.  Jedním z možných vysvětlení tohoto jevu je fakt, že v uvedených studiích bylo 

významné procento pacientů léčeno hypolipidemiky, zejména statiny. Bylo popsáno, že statiny u 

pacientů s metabolickým syndromem vykazují výrazný protizánětlivý účinek (Devaraj et al., 2006; 

Štulc et al., 2012). Podobný protizánětlivý efekt a snížení exprese receptoru CD14 byl zaznamenán u 

pacientů s diabetes mellitus 2. typu léčených kromě statinů i fibráty (Štulc et al., 2012) a 

rosiglitazonem (Štulc et al., 2014).   

V naší studii bylo 13 pacientů z 30 -ti členné skupiny T2D léčeno statinem, fibrátem, ev. 

kombinací obou léků. Proto se jsme se domnívali, že příčina nízkých sérových hladin sCD14 

(statisticky srovnatelných s kontrolní skupinou) mohla spočívat v jejich poklesu navozeném 

hypolipidemickou léčbou. Při dodatečné statistické analýze (příloha 1 dizertační práce) jsme srovnali 

sérové hladiny sCD14 u T2D pacientů neléčených a léčených hypolipidemiky. Podle očekávání se 

ukázalo, že sérové hladiny sCD14 jsou u T2D pacientů bez léčby vyšší než u T2D pacientů s 

hypolipidemickou léčbou, rozdíl však nebyl statisticky signifikantní (p = 0,438).   

 

3/ Ve skupině pacientů s diabetes mellitus 2. typu (T2D) jsme prokázali nápadně vysoké 

hladiny markeru apoptózy epitelových buněk (cCK-18).   

Interpretace tohoto nálezu spočívá nejpravděpodobněji v široké specificitě markeru cCK-18, 

který není pouze markerem apoptózy enterocytů, ale všech epitelových buněk, včetně jaterních 

buněk, buněk exokrinního pankreatu a dalších epitelových tkání (Kramer et al., 2004; Luft et al., 

2007). Poškození jakéhokoliv souboru epitelových buněk při déletrvající hyperglykémii navozené 

diabetes mellitus by tedy mohlo hladinu cCK-18 zvyšovat.  

Sérová hladina cCK-18 je v současnosti mimo jiné zmiňována jako neinvazivní marker 

nealkoholické steatohepatitídy (NASH), která je charakterizována poškozením a časnou apoptózu 

hepatocytů (Bantel et al., 2001; Musso et al., 2011; Chen et al., 2014). NASH je jedním z podtypů 

nealkoholické jaterní steatózy, která velmi frekventně (v 40-75 %) provází diabetes mellitus 2. typu 

(Masarone et al., 2014).   

Při analýze nálezů z abdominální ultrasonografie ve skupině T2D v naší studii, byl v 87 % 

(26/30) případů zjištěn různý stupeň jaterní steatózy. Dokonce všech devět pacientů séropozitivních 

pro cCK-18 mělo sonograficky detekovatelný vysoký stupeň steatózy. Současně přítomná NASH byla 

tedy v našem souboru pravděpodobnou příčinou zvýšení markeru cCK-18 u pacientů s diabetes 
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mellitus 2. typu.  Naše nálezy jsou v souladu s jinými studiemi (Machado a Cortez-Pinto, 2013; Dvořák 

et al., 2014; Morling et al., 2014).  

Nicméně zvýšení cCK-18 u pacientů s T2D a přítomnou jaterní steatózou není pouze odrazem 

přítomnosti zvýšené apoptózy hepatocytů, ale s nejvyšší pravděpoděpodobností i současně zvýšené 

apoptózy enterocytů, neboť právě i u NASH byla pozorována porucha bariérové funkce tenkého 

střeva (Arrieta et al., 2006). 

V souvislosti s významem markeru cCK-18 v naší studii je nutno zdůraznit, že u kontrolní 

skupiny a u jiných pacientských skupin než byla skupina T2D jsme ultrasonograficky detekovatelnou 

jaterní steatózu neprokázali. Současně jsme dokumentovali statisticky významný pokles sérové 

hladiny cCK-18 navozený bezlepkovou dietou u pacientů s celiakií, tj. v souvislosti se zlepšením 

bariérové funkce tenkého střeva. Proto se domníváme, že marker cCK-18 je u těchto testovaných 

skupin odrazem převážně poškožení epitelové vrstvy tenkého střeva.  

 

5.1. B) Je poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus odlišné od charakteru 

poškození u celiakie?  

 

V naší studii jsme potvrdili, že mezi poškozením epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes 

mellitus a u celiakie existují určité rozdíly.  

Především se ukázalo, že poškození epitelové bariéry tenkého střeva (hodnocené sérovými 

hladinami všech tří markerů) u pacientů s diabetes mellitus obou typů je mírnější než u pacientů 

s recentní, tj. neléčenou celiakií.   

Zásadním rozdílem však je, že jsme prokázali statisticky signifikantní zvýšení sCD14 pouze u 

pacientů s neléčenou celiakií, nikoliv u pacientů s oběma typy diabetes mellitus ani u pacientů 

s celiakií léčenou bezlepkovou dietou. Toto pozorování velice dobře koresponduje s konceptem 

celiakie jako autoimunitní choroby tenkého střeva s dokumentovaným patogenetickým zapojením 

systému vrozené i adaptivní imunity a s prokázanou poruchou bariérové funkce (Lundin a Sollid, 

2014; Schuppan a Zimmer, 2013). Nález statisticky významně zvýšené hladiny sCD14 u pacientů 

s neléčenou celiakií nebyl dosud publikován a je dalším příspěvkem k narůstajícím důkazům o roli 

vrozeného imunitního systému v patofyziologii celiakie. Zvýšení hladiny sCD14 zde může být 

důsledkem aktivace vrozeného imunitního systému tenkého střeva jak samotným glutenem (Palová-

Jelínková et al., 2005; Palová-Jelínková et al., 2013), tak i neglutenovými složkami obilného zrna 

(Junker et al., 2012), důsledkem aktivace vrozeného imunitního systému po translokaci 

lipopolysacharidu komensálních bakterií z lumen tenkého střeva do systémové cirkulace, dále může 

být sCD14 uvolňováno enterocyty (Funda et al., 2001) či monocyto-makrofágovými buňkami lamina 

propria mucosae tenkého střeva (ter Steege et al., 1997). Ve sliznici tenkého střeva dětí s léčenou i 

neléčenou celiakií byly (na rozdíl od zdravých jedinců) detekovány gram-negativní bakterie (Forsberg 

et al., 2004) a na monocytárních buňkách lamina propria mucosa byla prokázána zvýšená exprese 

receptorů TLR2 a TLR4 rozpoznávající lipopolysacharid gram-negativních bakterií (Szebeni et al., 

2007). Zvýšení sCD14 může také souviset se zvýšenou apoptózou enterocytů provázející neléčenou 

celiakii, neboť receptor CD14 je schopen rozpoznávat rovněž součásti apoptotické buňky (Devitt et 

al., 1998; Kelley et al., 2013).    
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5.2. Diskuze - hypotéza 2: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 1. 

typu s:  

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

B) parametrem kompenzace diabetes mellitus, tj. hladinou glykosylovaného hemoglobin (HbA1c)? 

 

V případě diabetes mellitus 1. typu s probíhající inzulinitídou (T1D/INS) jsme neprokázali 

statisticky významnou korelaci mezi žádným z testovaných markerů (cCK-18, I-FABP, sCD14) a dobou 

trvání diabetes mellitus či s hladinou HbA1c. V případě diabetes mellitus 1. typu s vyhaslou 

inzulinitídou (T1D) jsme prokázali statisticky významnou pozitivní korelaci, avšak na nízké hladině 

významnosti, pouze mezi markerem cCK-18 a HbA1c (r = 0,5047, p = 0,028). 

Ve skupině diabetes mellitus 1. typu jsme nenalezli významné rozdíly v průměrech hladin 

všech tří hodnocených markerů (cCK-18, I-FABP a sCD14) mezi podskupinou s probíhající inzulinitídou 

(T1D/INS) a podskupinou s vyhaslou inzulinitídou (T1D).  

Studie zabývající se vztahem diabetes mellitus 1. typu ať s probíhající či s již vyhaslou 

inzulinitídou ve vztahu k různým aspektům poškození intestinální bariéry jsou doposud spíše 

ojedinělé a jejich výsledky jsou kontroverzní.    

U jedinců s rizikem rozvoje diabetes mellitus 1. typu (tj. u prvostupňových příbuzných 

pacientů s  diabetes mellitus 1. typu) byla nalezena TLR indukovaná cytokinová dysregulace (zvýšení 

hladin IL-1β a snížení IL-6) pouze u osob s přítomností autoprotilátek namířených proti ostrůvkovým 

strukturám, tj. pouze u prediabetických jedinců, a nikoliv u jedinců séronegativních. Nebyla však 

nalezena korelace hladin těchto cytokinů s hladinou HbA1c. Tato skutečnost může poukazovat na 

zapojení TLR a systému vrozené imunity do časných (prediabetických) stadií inzulinitídy spíše než na 

zapojení TLR do progrese diabetes mellitus (Alkanani et al., 2012). Pokud přijmeme tuto hypotézu, 

pak by i naše pozorování mohla naznačovat, že probíhající inzulinitída neovlivňuje poruchu epitelové 

bariéry tenkého střeva u již manifestovaného diabetes mellitus 1. typu. Toto vysvětlení by pak bylo 

v souladu s nálezy ve zvířecích modelech tohoto onemocnění, kdy zvýšená střevní propustnost 

provází prediabetická stadia inzulinitídy (Visser et al., 2010; Lee et al., 2010) a je v prediabetických 

stadiích dokonce vyšší než při manifestovaném diabetes mellitus (Meddings et al., 1999; Neu et al., 

2005). Rovněž u diabetických pacientů byla popsána zvýšená střevní permeabilita, která však 

nekorelovala s délkou trvání diabetes mellitus a ani s hladinou HbA1c (Kuitunen et al., 2002; 

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

Existují však i pozorování podporující hypotézu, že dlouhotrvající hyperglykémie může vést ke 

zvýšené permeabilitě intestinální bariéry. Damci et al. (2003) ukázali, že u pacientů s diabetes 

mellitus 1. typu je zvýšená intestinální permeabilita (měřená metodou 51Cr-EDTA) ve vztahu ke 

zvýšené hladině glykémie. Podobně v myším modelu diabetes mellitus bylo recentně ukázáno, že 

hyperglykémie navozuje zvýšení intestinální permeability a poškození struktur tight junctions (Qing et 

al., 2015).  

Dalo by se tedy očekávat, že vlivem hyperglykémie při déletrvajícím diabetes mellitus bude 

docházet k poruše intestinální bariéry, ke zvýšení střevní permeability a zvýšení translokace 

bakteriálního lipopolysacharidu z lumen střeva do systémového oběhu; s těmito ději spojená aktivace 

vrozeného imunitního systému bude provázena zvýšením sérové hladiny sCD14. Co se však týče 

hodnocení aktivace systému vrozené imunity u diabetes mellitus 1. typu, byla publikována rovněž 

kontroverzní pozorování. Meyers et al. (2010) nenalezli u pacientů s nově diagnostikovaným diabetes 

mellitus 1. typu korelaci mezi aktivací TLR4 na povrchu monocytů periferní krve a hladinou HbA1c. 

Bylo však také ukázáno, že imunitní procesy spojené s iniciálními stadii diabetes mellitus 1. typu se liší 
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od těch, jež jsou pozorovány po několika měsíční či několikaleté progresi onemocnění (Wang et al., 

2008). Studie zkoumající pacienty s již rozvinutými stadii diabetes mellitus 1. typu prokazují korelaci 

mezi expresí TLR2 a TLR4 receptorů na monocytech periferní krve a hladinou HbA1c (Devaraj et al., 

2008).  Navíc Dasu et al. (2008) prokázali, že hyperglykémie (nad 15 mmol/l) indukuje expresi TLR4 a 

TLR2 receptorů na monocytech periferní krve.  

Je tedy možné, že aktivace TLR je zapojena jak do velmi časných stadií inzulinitídy, tak i do 

progrese komplikací diabetes mellitus vlivem déletrvající hyperglykémie. 

 

5.3. Diskuze - hypotéza 3: Koreluje poškození epitelové bariéry tenkého střeva u diabetes mellitus 2. 

typu s: 

A) délkou trvání diabetes mellitus?                

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

C) body mass indexem (BMI)?  

 

V případě diabetes mellitus 2. typu (T2D) jsme prokázali statisticky významnou negativní 

korelaci pouze mezi markerem apoptózy epitelových buněk cCK-18 a dobou trvání diabetes mellitus. 

Ovšem korelace byla na nízké hladině významnosti (r = -0,4267, p = 0,021).   

Toto pozorování bylo překvapivé, neboť považujeme-li u našich pacientů s T2D sérovou 

hladinu cCK-18 za marker přítomnosti NASH (Chen et al., 2014), jak bylo popsáno výše, pak bychom 

spíše očekávali, že s dobou trvání diabetes mellitus 2. typu se bude prevalence této metabolické 

jaterní komplikace zvyšovat. Příčinou tohoto jevu by mohl být vliv hypolipidemické léčby, která 

pravděpodobně také ovlivnila sérovou hladinu sCD14 mechanismem snížení systémového „low-

grade“ zánětu. Nadto je známo, že i léčba perorálními antidiabetiky snižujícími inzulínovou rezistenci 

vede k určité regresi jaterní steatózy (Olaywi et al., 2013; Fukuhara et al., 2014). Vzhledem k tomu, že 

26 pacientů skupiny T2D (z celkového počtu 30) bylo léčeno perorálními antidiabetiky, pak snížení 

markeru cCK-18 při postupující době trvání diabetes mellitus by mohlo být vysvětlitelné určitou 

mírou regrese NASH vlivem této antidiabetické léčby.  

Obtížně interpretovatelné jsou výsledky týkající se vztahu sérové hladiny sCD14 k době trvání 

diabetes mellitus 2. typu či k hladině HbA1c či k BMI. Většina metabolických parametrů (množství 

tukové hmoty, hladina cholesterolu a triacylgylcerolů, HbA1c, glykémie a index inzulínové rezistence 

HOMA-IR) je významně ovlivněna hodnotou BMI a vice versa hodnota BMI do velké míry koreluje 

s přítomností metabolických poruch (Ohwaki a Yano, 2009). Nicméně naše výsledky u markeru sCD14 

ve skupině pacientů s diabetes mellitus 2. typu byly zřejmě do velké míry ovlivněny hypolipidemickou 

léčbou, jak bylo popsáno výše.  

Fogelstrand et al. (2004) popsali zvýšenou expresi CD14 na monocytech periferní krve (spolu 

se zvýšenou sérovou hladinou C-reaktivního proteinu a IL-6) u pacientů s diabetes mellitus 2. typu. 

Hladina CD14 pozitivně korelovala s BMI a v menší míře i s glykemickou kontrolou. Rovněž Dasu et al. 

(2010) prokázali, že u pacientů s diabetes mellitus 2. typu exprese TLR4 na monocytech periferní krve 

pozitivně koreluje s BMI, s indexem inzulínové rezistence (HOMA-IR), s hladinou HbA1c a s hladinou 

volných mastných kyselin.  

Ukazuje se, že TLR hrají roli nejen v inzulínové rezistenci, ale i ve vývoji aterosklerózy a 

obezity (Fogelstrand et al., 2004; Dasu et al., 2010; Vila et al., 2014). TLR4 na povrchu makrofágů 

periferní krve a adipocytů rozpoznávají kromě lipopolysacharidu i volné mastné kyseliny, což vede 

produkci prozánětlivých cytokinů a akceleraci aterosklerózy (Shi et al., 2006).  
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Verdam et al. (2011) popisují nejen zvýšení sérové hladiny I-FABP u obézních osob 

s chronickou hyperglykémií (na rozdíl od obézních bez chronické hyperglykémie), ale i nález pozitivní 

korelace mezi hladinou I-FABP a hladinou HbA1c; a dále i zvýšení sérové hladiny citrulinu (marker 

funkční masy enterocytů) a zvýšeného poměru sérových hladin I-FABP/citrulin.  Zvýšený poměr I-

FABP/citrulin naznačuje, že poškození a zánik enterocytů převládá nad proliferací a funkční masou 

enterocytů u jedinců s chronickou hyperglykemií. Chronická hyperglykémie tak může přispívat 

k poruše bariérové funkce tenkého střeva u diabetes mellitus 2. typu.    

Vztah markerů cCK-18, I-FABP a sCD14 k poruše bariérové funkce tenkého střeva u diabetes 

mellitus 2. typu je obtížně interpretovatelný a do velké míry ovlivnitelný konkomitantní medikací u 

těchto pacientů. Zejména hypolipidemická léčba a léčba zaměřená na potlačení inzulínové rezistence 

interferuje s výsledky a pravděpodobně vysvětluje rozdílné nálezy v řadě studií.  

 

5.4. Diskuze - hypotéza 4: Je poškození epitelové bariéry tenkého střeva u pacientů s celiakií příznivě 

ovlivnitelné bezlepkovou dietou? 

 

Naše výsledky ukázaly, že průměrné sérové hladiny všech tří testovaných markerů (cCK-18, I-

FABP a CD14) i četnosti jejich séropozitivity byly významně snížené u pacientů léčených bezlepkovou 

dietou (CLD-GFD) ve srovnání s pacienty s recentně diagnostikovanou (neléčenou) celiakií (CLD). Toto 

pozorování potvrdilo všeobecně známý a očekávaný příznivý efekt bezlepkové diety na reparaci 

sliznice tenkého střeva u pacientů s celiakií. Nicméně při srovnání s kontrolní skupinou (C) byly 

průměrné sérové hladiny těchto markerů mírně zvýšené ve skupině CLD-GFD i přesto, že tito pacienti 

přísně dodržovali bezlepkovu dietu.   

Domníváme se ve shodě s jinými autory, že tento nález dokumentuje persistující mírnou 

poruchu intestinální bariéry u dospělých pacientů s celiakií navzdory přísnému dodržování 

bezlepkové diety (Adriaanse et al., 2013). Dietní adherence u našich pacientů skupiny CLD-GFD byla 

dokumentována normálními hladinami celiakálních autoprotilátek (EMA, anti-t-TG IgA). Uvedené 

tvrzení o ne zcela dokonalé reparaci sliznice tenkého střeva i přes přísné dodržování bezlepkové diety 

podporují i nálezy z morfologických studií. V enterobioptických vzorcích pacientů dodržujících 

bezlepkovou dietu jsou prokazatelné mírné morfometrické abnormality sliznice tenkého střeva 

týkající se plochy klků a hloubky krypt (Cummins et al., 2011) a elektronmikroskopicky je patrné 

poškození enterocytů (Sbarbati et al., 2003) při jinak normálním histologickém nálezu hodnoceném 

Marshovou klasifikací, tj. při stadiu Marsh 0.  

Příčina přetrvávajícího mírného poškození enterocytů u dospělých jedinců s celiakií i přes 

dodržování bezlepkové diety je nejasná; zvažuje se imunogenní vliv nepatrných stop glutenu ve 

stravě či vliv persistující imunitní dysregulace a aktivace intraepiteliálních lymfocytů, které nejsou na 

glutenu závislé (Lahdenperä et al., 2011; Adriaanse et al., 2013).  

Naše výsledky týkající se sérových hladin I-FABP u dospělých s celiakíí jsou ve shodě s  

recentní studií (Adriaanse et al., 2013), která dokumentovala signifikantně zvýšené sérové hladiny I-

FABP u dospělých pacientů s neléčenou celiakií a snížení těchto hladin během prvního roku po 

zavedení bezlepkové diety. Avšak ani v období 3 let neklesly hladiny I-FABP na úroveň kontrolní 

skupiny (ačkoliv hladiny specifických autoprotilátek i histologický nález v tenkém střevě se vlivem 

bezlepkové diety normalizovaly). Současně se ukázalo, že zvýšené hladiny I-FABP u neléčené celiakie 

korelují jak s hladinami anti-t-TG IgA (r = 0,403; p < 0.01), tak s tíží histologického nálezu v duodenu 

hodnoceného podle Marshovy klasifikace (r = 0,265; p < 0.05) (Adriaanse et al., 2013).    
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Při dodatečné statistické analýze (příloha 2 dizertační práce) jsme hodnotili vztah všech tří 

testovaných markerů (cCK-18, I-FABP a sCD14) k hladině anti-t-TG IgA u našich pacientů s recentně 

diagnostikovanou celiakií (CLD). Sérové hladiny I-FABP u neléčené celiakie (CLD) vykazovali trend 

k pozitivní korelaci s  hladinami anti-t-TG IgA (r=0,5839; p = 0,098).  

 

 

6. SOUVISLOSTI S KLINICKOU PRAXÍ 

 

6.1. Dietní opatření u chorob provázených poruchou bariérové funkce tenkého střeva.   

 

Molekulárním spojením mezi poruchou bariérové funkce tenkého střeva a aktivací vrozeného 

imunitního systému u diabetes mellitus 1. typu i 2. typu může být bakteriální lipopolysacharid, 

k jehož zvýšené translokaci z lumen tenkého střeva do systémové cirkulace u těchto chorob dochází 

(Cani et al., 2008a; Shen et al., 2013; Caricilli a Saad, 2013). Bakteriální lipopolysacharid v nízkých 

sérových koncentracích vyvolává expresi TLR2 a TLR4 (včetně receptoru CD14) na buňkách 

monocyto-makrofágové řady i na adipocytech s následnou aktivací zánětlivých kaskád (Caricilli a 

Saad, 2013).  Systémový „low-grade“ zánět přispívá k inzulínové rezistenci, jejíž patogenetické 

spojení s diabetes mellitus 2. typu je všeobecně známé.  Narůstají však i důkazy o inzulínové 

rezistenci provázející diabetes mellitus 1. typu, byť má odlišné fenotypické projevy (chybění rysů 

metabolického syndromu, chybění korelace množství intraabdominálního tuku s indexem inzulínové 

rezistence) od inzulínové resistence provázející diabetes mellitus 2. typu. Inzulínová rezistence, stejně 

jako „low-grade“ systémový zánět, jsou považovány za jednu z příčin endoteliální dysfunkce a 

akcelerace mikro- a makro-vaskulárních komplikací diabetes mellitus obou typů (Nokoff et al., 2012; 

Bjornstad et al., 2015). Podle současných znalostí hraje subklinický zánětlivý proces centrální roli i 

v samotné ateroskleróze (Libby et al., 2002). „Low-grade“ systémový zánět se podílí na akceleraci 

aterosklerózy nejen u diabetes mellitus obou typů (Maahs et al., 2014; Xu, 2015), ale i u celiakie 

(Rybak et al., 2014).  

Jednou z přirozených možností jak zmírnit systémový „low-grade“ zánět se všemi jeho 

neblahými metabolickými důsledky u chorob spojených s poruchou intestinální bariéry by mohla být 

dietní opatření založená na příjmu nutrientů, které výhodně ovlivňují složení střevní mikrobioty – 

snižují množství bakteriálního lipopolysacharidu v lumen střeva, a tím vyvolávají minimální aktivaci 

imunitního systému (Bjornstad et al., 2015). Takováto dieta je označována jako anti-inflamatorní 

(Giugliano et al., 2006) a spočívá v příjmu dostatku omega-3 mastných kyselin, přirozených 

antioxidantů a vlákniny, tj. v příjmu ryb, ovoce, zeleniny, ořechů a celozrnných produktů. Na zvířecích 

modelech bylo ukázáno, že příznivé dietní změny mají signifinantní vliv na složení střevní mikrobioty 

(Caricilli a Saad, 2013). Několik klinických intervenčních studií dokumentovalo rovněž pozitivní vliv 

anti-inflamatorní diety na sérové hladiny solubilních markerů systémového zánětu, markerů 

endoteliální dysfunkce i na markery zánětlivé buněčné aktivace (Nettleton et al., 2010).  

Anti-inflamatorní dieta tak může vhodným způsobem zasáhnout do bludného 

patofyziologického kruhu u chorob spojených s poruchou bariérové funkce střeva, ať už je porušená 

intestinální bariéra přičinou či jen epifenoménem uvedených jevů.  
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6.2. Solubilní CD14 jako marker „low-grade“ zánětu.    

 

Multivariantní analýza srovnávající řadu zánětlivých markerů ukázala, že zejména exprese 

membránového receptoru CD14 a TLR2 na monocytech periferní krve a exprese destičkového 

glykoproteinu IIb je statisticky významně snížena (p = 0,01; 0,04 a 0,01) při anti-inflamatorní dietě 

(Nettleton et al., 2010). Vzhledem k náročnosti hodnocení exprese těchto buněčných receptorů 

metodou průtokové cytometrie se domníváme, že vhodnějším markerem „low-grade“ systémového 

zánětu (a tedy rizika rozvoje inzulínové rezistence a endoteliální dysfunkce) by mohla být sérová 

hladina sCD14. Sérová hladina s CD14 má úzký vztah k membránovému receptoru CD14, který je 

součástí receptorového komplexu CD14/TLR4/MD2. Podstatnou výhodou spojenou s tímto 

markerem je (ve srovnání s průtokovou cytometrií) jeho jednodušší metodika stanovení založená na 

ELISA testování. U pacientů s metabolickým syndromem bylo popsáno signifikantní zvýšení sérové 

hladiny sCD14, které pozitivně korelovalo s indexem inzulínové rezistence (HOMA-IR) (Jialal et al., 

2014b) i s hladinou C-reaktivního proteinu a markeru endoteliální dysfunkce E-selectinu (Mo et al., 

2010). 

Vzhledem k zapojení receptorového komplexu CD14/TLR4/MD2 i do procesu aterosklerózy 

(Bjornstad et al., 2015) se domníváme, že sCD14 by mohl sloužit nejen jako marker „low-grade 

zánětu“, ale i jako marker rizika progrese aterosklerózy u diabetes mellitus obou typů, eventuelně u 

dalších chorob spojených s poruchou bariérové funkce tenkého střeva.  

 

 

6.3. cCK-18 jako neinvazivní marker nealkoholické steatohepatitídy u diabetes mellitus 2. typu 

 

V naší práci pozorované zvýšení sérových hladin cCK-18 zejména u pacientů s diabetes 

mellitus 2. typu a sonograficky detekovanou jaterní steatózou naznačují, že cCK-18 není markerem, 

který by byl ideální pro posouzení apoptózy enterocytů, resp. pro posouzení stavu epitelové 

intestinální bariéry.    

V současnosti je sérová hladina cCK-18 považována za marker proliferace epitelových 

karcinomů (Hamilton, 2012) a za neinvazivní marker nealkoholické steatohepatitídy (NASH) (Chen et 

al., 2014). Nealkoholická jaterní steatóza a její podtyp NASH jsou velmi často jaterní komplikací 

metabolického syndromu a diabetes mellitus 2. typu. Zatímco prostá jaterní steatóza nemá žádné 

klinické konsekvence, NASH je charakterizována nekro-inflamatorním procesem, progresí do jaterní 

fibrózy, cirhózy a rizikem vzniku hepatocelulárního karcinomu (Olaywi et al., 2013). Zobrazovací 

vyšetřovací metody (jaterní ultrasonografie, počítačová tomografie či magnetická rezonance) nejsou 

dostatečně senzitivní v rozlišení prosté jaterní steatózy a NASH (Hernaez et al., 2011). I jaterní biopsie 

má řadu limitací (Sumida et al., 2014). V klinické praxi by identifikace pacientů s NASH dostupným 

neinvazivním markerem, jakým je sérová hladina cCK-18, mohla vést jak k intenzivní terapii tohoto 

onemocnění (Olaywi et al., 2013; Fukuhara et al., 2014), tak k indikaci pravidelných kontrol jaterního 

parenchymu zobrazovacími metodami k včasnému záchytu a léčbě jeho komplikací, včetně těch 

maligních. 
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6.4. I-FABP jako marker reziduálního poškození enterocytů u celiakie léčené bezlepkovou dietou 

 

V souladu s jinými autory (Vreugdenhil et al., 2011; Adriaanse et al., 2013) se domníváme, že 

I-FABP by mohl být objektivním markerem k posouzení reziduálního enterocytárního poškození u 

pacientů s celiakií léčenou bezlepkovou dietou, kteří mají normalizované hladiny specifických 

celiakálních autoprotilátek. I-FABP umožňuje citlivější kontrolu dodržování bezlepkové diety a 

monitorování jejího efektu, než poskytuje dosud v klinické praxi rozšířená kontrola pomocí sérových 

hladin specifických celiakálních autoprotilátek, které přísně vzato odrážejí jen úroveň autoimunitní 

odpovědi na konzumaci gliadinu. Reziduální slizniční poškození je provázeno určitými nutričními 

deficity a současně může přispívat k autoimunitním a maligním komplikacím celiakie (Rubio-Tapia et 

al., 2010; Lanzini et al., 2009). Posouzení reziduálního slizničního poškození je tedy v klinickém 

sledování pacienta s celiakií velmi důležité.   

Rovněž u tzv. séronegativní celiakie, charakterizované typickým enterobioptickým nálezem 

při negativitě specifických celiakálních autoprotilátek (Ierardi et al., 2015) by vyšetření sérové hladiny 

I-FABP mohlo přispívat k identifikaci pacientů indikovaných k intestinální biopsii, neboť zvýšená 

hladina I-FABP predikuje vilózní atrofii sliznice tenkého střeva (Vreugdenhil et al., 2011). Dále 

v případě nálezu zvýšených celiakálních autoprotilátek v séru u pacientů s hraničním histologickým 

nálezem (Marsh stadium 0-1) by zvýšení sérové hladiny I-FABP podpořilo diagnózu celiakie a 

vhodnost léčby bezlepkovou dietou (Kurppa et al., 2010).  

Ze zavedení vyšetřování sérové hladiny I-FABP do klinické praxe by mohli profitovat kromě 

pacientů s celiakií i nemocní s jinými obtížně diagnostikovatelnými onemocněními tenkého střeva, 

jakými jsou mezenteriální ischemie či trombóza, nekrotizující enterokolitída či pacienti s časnou fází 

sepse, kde by však sérové hladiny I-FABP byly řádově vyšší (Derikx et al., 2010).  
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7. ZÁVĚR 

 

Naše práce potvrdila přítomnost poruchy bariérové funkce tenkého střeva na úrovni 

intestinálního epitelu u pacientů s diabetes mellitus 1. typu a 2. typu a současně ukázala, že tato 

porucha je mírnějšího stupně, než je tomu u modelového onemocnění tenkého střeva, jakým je 

celiakie. Vzájemný vztah mezi poruchou intestinální bariéry a délkou trvání či kompenzací diabetes 

mellitus (tedy déletrvající hyperglykémií) naše výsledky neukázaly. Byť je soubor našich pacientů 

relativně malý, mohla by nepřítomnost uvedeného vztahu podporovat spíše teorii o kauzální 

spojitosti poruchy bariérové funkce tenkého střeva s rozvojem obou typů diabetes mellitus a svědčit 

proti očekávání, že porušená střevní bariéra je jen důsledkem déletrvající hyperglykémie.  

U pacientů s recentně diagnostikovanou a tedy dosud neléčenou celiakií naše výsledky podle 

očekávání potvrdily výraznou poruchu integrity epitelové bariéry tenkého střeva. Kromě toho jsme 

popsali statisticky signifikantní zvýšení markeru aktivace systému vrozené imunity, sérové hladiny 

sCD14 u pacientů s neléčenou celiakií; pokud je nám známo, tento nález nebyl dosud publikován.  

Avšak i u pacientů přísně dodržujících bezlepkovou dietou se ukázalo, že reziduální porucha 

intestinální bariéry stále přetrvává.  

Naše výsledky a rozbor dostupné literatury naznačují potenciál klinického využití námi 

studovaných neinvazivních markerů poškození epitelové bariéry tenkého střeva. Zejména I-FABP se 

jeví jako vhodný specifický marker poškození enterocytů. Sérová hladina cCK-18 se zdá být markerem 

přítomnosti nealkoholické steatohepatitídy u pacientů s diabetes mellitus 2. typu. Sérová hladina 

sCD14 by mohla sloužit jako marker aktivace systému vrozené imunity v souvislosti se systémovým 

„low-grade zánětem“, provázejícím metabolický syndrom i aterosklerózu; a mohla by být 

prediktorem rozvoje makro- i mikro-vaskulárních komplikací u diabetes mellitus, ale i celiakie a 

dalších chorob spojených s poruchou intestinální bariérové funkce.  

Přes rozsáhlé studium patofyziologického vztahu intestinální bariéry k řadě autoimunitních i 

metabolických onemocnění trvá zásadní nejistota, zda porucha bariérové funkce tenkého střeva je 

příčinou či důsledkem nebo jen epifenoménem zmíněných onemocnění. Prohlubující se znalosti 

mechanismů zahrnutých v regulaci intestinální bariéry však naznačují, že vhodné dietní manipulace, 

podávání prebiotik a probiotik by mohly příznivým způsobem ovlivnit bludný kruh porušené 

intestinální bariéry, „low-grade“ systémového zánětu, inzulínové rezistence a aterosklerózy. Už nyní 

se ukazuje, že např. anti-inflamatorní dieta podobné příznivé efekty vykazuje. Zásadní vliv diety na 

zdraví zdůrazňuje i nutnost propojení medicíny se zemědělským a potravinářským průmyslem v boji 

proti narůstajícím metabolickým i autoimunitním chorobám.   
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