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POUZITE ZKRATKY

ABCCS ATP-binding cassette, subfamily C, member 8

ADP adenosindifosfat

Anti-GADG65 protilatky proti izoformé 65 dekarboxylazy kyseliny glutamové
Anti-JA-2 protilatky proti tyrozinové fosfataze

ATP adenosintrifosfat

BMI body mass index

CEL carboxyl-ester lipaza

DEND developmental delay, epilepsy, neonatal diabetes

dHPLC denaturacni vysokovykonna chromatografie

EIF2AK3 eukaryotic translation initiation factor-2a kinaza 3

FOXP3 forkhead box P3

FPIR first-phase of insulin release/prvni faze inzulinové sekrece
GCK glukokinaza

GCK gen kodujici glukokinazu

GLUT2 specificky glukozovy transportni protein-2 3-buiky pankreatu
G-6-P glukdza-6-fostat

HbA | glykosylovany hemoglobin

HNF-1a hepatocytarni nuklearni faktor-1a

HNF1A4 gen kodujici HNF-1o/TCF1

HNEF-1p hepatocytalni nuklearni faktor-1P

HNFIB gen koédujici HNF-1 B/TCF2

HNF-4a hepatocytalni nuklearni faktor-4a

HNF44 gen kodujici HNF-4a

HYMAI hydatidiform mole-associated and imprinted transcript
IAA protilatky proti inzulinu

ICA protilatky proti ostrivkovym buikam

IFCC [nternational Federation of Clinical Chemistry

IGT/PGT impaired glucose tolerance/porusena glukézova tolerance

IPEX immunodysregulation, polyendocrinopathy and enteropathy,



[PF-1
IVGTT
KCNJI1
Kir6.2
KLF11
LOT 1
MODY
Neuro-D1/32
NGT
OGTT
PACAPI
PCR
PDX-1
PLAGLI
PND/PNDM
RCAD
PTF-1A
SPIR
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TNDM
TCF1
ICF1
TCF2
ICF2
T1DM
T2DM
VNTR

x-linked

insulin promoter factor-1

intravenozni glukdzovy tolerancni test
potassium channel, inwardly rectifying, subfamily J, member 11
inwardly rectifying K+ channel
Kruppel-like transcription factor 11
lost on transformation 1

Maturity-onset diabetes of the young

neurogenic differentiation factor D1/B-cell-E box transactivator 2

normalni glukézova tolerance

oralni glukézovy toleran¢ni test

pitiutary adenylate cyclase activating polypeptide receptor |
polymeréazova retézova reakce

pankreas duodenum homeobox-1

pleomorphic adenoma gene-likel

permanentni neonatalni diabetes mellitus

renal cysts and diabetes

pancreas transcription factor-1, alpha subunit

second-phase of insulin release/druhd faze inzulinové sekrece
sulfonylureovy receptor 1

transientni neonatalni diabetes mellitus

transkripéni faktor 1

gen koédujici HNF-1a/TCFE1

transkripéni faktor 2

gen kodujici HNF-1 B/TCF2

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu

variable number of tandem repeats

Wolcottiiv-Rallisonilv syndrom

Zn(2+)-activated channel



VLASTNI PRACE

I. Teoreticka ¢ast

1. Uvod

Donedéavna se v souvislosti s diabetem v pediatrické populaci uvazovalo témér
vyhradné o diabetu mellitu 1. typu (T1DM) s jeho typickou klinickou symptomatologii
zahrnujici polyurii, polydipsii, vahovy abytek a pfipadné projevy ketoacidoézy. Nyni na
diabetes mellitus détského veéku a adolescence pohlizime jako na heterogenni
onemocnéni zahrnujici skupinu poruch s rozdilnou patogenezi, pribéhem a odpovédi na
lécbu (ADA 2005). V nekterych pripadech je klinickd symptomatologie velmi spord a
miZe se omezit jen na nahodné zjisténi mirné hyperglykémie v ramci vySetfovani pro

rizné klinické stavy.

Nahodnou hyperglykémii se rozumi zvySend glykémie nad referenéni mez u jinak
zdravého, klinicky asymptomatického jedince, stanovend z ndhodného Zilniho odbéru
nala¢no za bazalnich podminek (napf. v ramci preventivni prohlidky) ¢i béhem zatézové
situace (napt. v prib&hu akutné probihajici onemocnéni, v souvislosti s chirurgickym

zakrokem ¢i urazem).

Dle definice (ADA 2005, WHO 1999) se za fyziologické povazuji hodnoty
plazmatické glykémie nalacno nizsi nez 5,6 mmol/l za predpokladu dodrzeni podminek
preanalytické pfipravy. Normalni hodnota glykémie méfend 2 hodiny po standartni
zatézi v pribéhu OGTT (ordlniho glukézového toleran¢niho testu) je nizSi nez 7,8
mmol/l. 1 pres existenci jasnych kritérii nepovazuji nékteré biochemické laboratore
stanovenou hrani¢ni dolni mez plazmatické glykémie nalacno za striktni a zarazuji do
abnormalniho pasma i hodnoty nizsi (napf. > 5,4 mmol/l). Nejednotnost pristupu
ruznych pracovnich skupin signalizuje, Ze doporu¢end arbitralni kritéria nejsou zatim

vSeobecné akceptovana.



Pro klinickou praxi nasledné vyvstava dilezitd otdzka stupné zavaznosti nalezu
néhodné hyperglykémie u ditéte, které nema klinické ptiznaky hyperglykémie. V tvahu

prichazi fada patologickych stavi, které znazorfiuje obr. 1.

Obr. 1: Etiologie asymptomatické hyperglykémie u déti a adolescentu

Sekundarni DM ] Metabolicky Jiné raritni
stres typy DM

NN/

Nahodna hyperglykémie

Diabets mellitus
/ (Casna faze) \
TIDM
(Casna faze) LTzDMT l MODﬂ
Glukokinazovy / /

asociované s DM diabetes

Syndromy ] LNeonatélni ]

diabetes
(MODY?2)

Transientni

Diabetes transkripénich
faktortl:

: Permanentni ]
-(MODY1, 3 -6) CEL ?
- Defekt KLF11 ?

CEL - carboxyl-ester lipase, KLF11 - Kruppel-like transcription factor 11

Diabetes mellitus 1. typu (T1DM) je charakterizovdn absolutnim nedostatkem
inzulinu v dusledku autoimunitni destrukce B-bunék pankreatu s nutnosti inzulinové

terapie a s naslednym vyznamnym rizikem pozdnich mikro- a makrovaskularnich
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komplikaci. Klinickou manifestaci TIDM ptedchazi preklinicka neboli premanifestni

faze, jejiz prubeh je velmi variabilni (Kulmala 2003).

Maturity-onset diabetes of the young (MODY), diabetes mellitus s ¢asnym
zaCatkem a autozoméalné dominantni deédicnosti, predstavuje skupinu monogenné
podminénych poruch funkce pankreatickych p-bun€k. Dle definice Americké
diabetologické spole€nosti (ADA 2005) se jedna o diabetes mellitus fazeny do skupiny

poruch zpusobenych genetickym defektem B-bunék.

Klinicka diagnéza MODY je zalozena na: (i) mladém véku pfi manifestaci poruchy
(pfed 25. rokem zZivota), (ii) rodinném vyskytu s autozomalné dominantnim typem
d&dicnosti a vysokou penetranci a (iii) zachované sekrece C-peptidu pti inzulinové 1é¢bé
(Hattersley 1998, Velho 2003a, Winter 2003). Doposud bylo identifikovano 6 specifickych
podtyp MODY (MODY1-MODY 6) na zéaklad¢ prislusné genetické poruchy. Mezi dal§i
potencialni MODY geny mohou byt nové fazeny nedavno popsané defekty dvou genti:

genu pro transkripéni faktor KLF11 a genu pro karboxyl-ester lipazu.

MODY?2 je zpusoben mutacemi GCK genu kddujiciho glukokinazu (GCK), coz je
enzym nezbytny pro fosforylaci glukézy v B-burikdch pankreatu a v jaternich buikach
(obr. 2). Postizeni jedinci maji mirnou hyperglykémii od narozeni do pozdniho véku.
Pacienti jsou vétsinou bez klinickych symptoml a nemaji vazné orgédnové komplikace.

Vek diagndzy zavisi na prvnim zméreni hladiny krevni glukézy (Fajans 2001).

Dalsi podtypy MODY diabetu (MODY1, 3 - 6 a potencialné defekt transkrip&niho
faktoru KLFI11) wvznikaji nasledkem chybné regulace transkripénich mechanismi
pankreatické (-bunky. Ke klinické manifestaci onemocnéni u postizenych jedinci
dochazi obvykle v pozdni pubert€¢ nebo v Casné dospélosti. Charakteristickd je ve
vétSin€ pripadt progresivni porucha inzulinové sekrece a glukdzové regulace s

vysokym rizikem pozdnich diabetickych komplikaci.
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Nedavno popsand mutace genu pro karboxyl-ester lipdzu (carboxyl-ester lipase,
CEL) je prvnim pfikladem monogenni formy diabetu s ¢asnym zacatkem a s primarni

expresi genového produktu v exokrinnim pankreatu (Reader 2006).

Neonatalni diabetes mellitus (transientni nebo permanentni) je charakterizovan
nalezem hyperglykémie béhem prvnich mésict Zivota s nutnosti inzulinové terapie
(Gloyn 2004, Marquis 2002). Transientni neonatalni diabetes mellitus (TNDM)
vyzaduje prechodné exogenni doddvku inzulinu, béhem roku dochazi k ustupu
onemocnéni s rizikem recidivy v pozdéj$im véku (Polak 2007). Na druhé strané pacienti
s permanentnim neonatdlnim diabetem mellitem (PNDM) zustavaji zavisli na inzulinu
(Shield 2000). Jako pricina PNDM byla v poslednich letech u podstatné casti
postizenych déti detekovana mutace genu KCNJII kodujiciho Kir6.2 podjednotku
ATP-senzitivniho K" kanalu pankreatické B-buiiky (Gloyn 2004). Recentné byla
prokdzana spojitost mezi neonatalnim diabetem a mutaci genu ABCCS, ktery koduje

SURI podjednotku Karp kanalu (Proks 2006).

Diferencialni diagnéza ndhodné zachycené hyperglykémie dale zahrnuje diabetes
mellitus vyvolany léky, sekundarni diabetes mellitus pfi souCasné endokrinopatii
nebo pfi onemocnéni exokrinniho pankreatu, genetické syndromy spojené s diabetem
mellitem, jiné vzacné formy diabetu mellitu a hyperglykemické stavy zplsobené

stresovou situaci.

Pro komplexni pojeti problému diabetu déti a adolescentli je nutné navic zminit
diabetes mellitus 2. typu (T2DM), jehoz vyskyt je stale CastéjSi u velmi obéznich

mladych lidi v zemich s epidemickou obezitou (Pontiroli 2004).

Rozliseni jednotlivych pfiCin asymptomatické hyperglykémie a stanoveni etiologie je
potiebné, nebot’ jednotlivé stavy se vyznamné li§i svym pfirozenym pribéhem,

optimalni terapii a dlouhodobou progndzou.

V prvni ¢asti studie jsme se zamérili na uréeni etiologickych pfi¢in a posouzeni

klinické zavaznosti ndhodné hyperglykémie u neobéznich Ceskych déti (BMI < 97.
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percentil pro dany v€k a pohlavi), které nemély rizikové faktory pro rozvoj poruchy
glukézové tolerance (endokrinopatii, onemocnéni exokrinniho pankreatu ani medikaci s

moznym vlivem na glykémii).

Dle vysledkl predchazejici studie publikované nasi pracovni skupinou je nejastéjsi
formou monogenniho diabetu v Ceské republice MODY?2 (Prahova 2003), ktery je
zplsoben mutaci genu pro glukokinazu (GCK) (Froguel 1992, Vionnet 1992). Jde o
benigni formu metabolické odchylky ve srovnani s ostatnimi subtypy MODY a pfinasi
postizenym jedincim prognosticky pfiznivou zpravu. Projevy onemocnéni se obvykle
omezuji na mirnou stabilni asymptomatickou hyperglykémii a pacienti byvaji zachyceni
nadhodné pfi vySetfovani z jinych ddvodi (Fajans 2001, Hattersley 2006). Screening
GCK mutaci u jedincitl s klinickym podezienim na MODY diabetes pomaha odlisit tyto
pacienty od pacient s jinymi, rizikovymi formami hyperglykémie. Druha ¢ast prace se
proto zabyva vySetfenim mutaci genu pro glukokinazu u jedinci z Ceské populace s

klinicky suspektnim MODY.

2. Diabetes mellitus 1. typu (T1DM)

Diabetes mellitus 1. typu (T1DM) je onemocnéni charakterizované destrukci (-
bunék pankreatu autoimunitnim procesem (Atkinson 1994), ktery vede k rozvoji
inzulinové nedostate¢nosti a k chronické zavislosti na exogenni dodavce inzulinu.
Riziko mikro- a makrovaskularnich komplikaci je velké (ADA 2005). Vyskyt TIDM u
déti v globalnim métitku stoupa (Onkamo 1999). Jeho incidence v Ceské republice je
dle recentnich udaji ve srovnani s ostatnimi zemémi stfedné vysoka (Cinek 2005).
Mechanismus vzniku onemocnéni nenf dosud plné objasnén. Vnimavost je
pravdépodobné ¢astecné podmin€na genetickou predispozici, na které se podileji
zejména geny HLA systému na kritkém raménku chromozomu 6 (Atkinson 1994,
Kulmala 2003). V etiopatogenetickém procesu zfejmeé hraji roli i vlivy environmentalni
(uvazuje se o faktorech infekCnich a dietnich) (Atkinson 1994). Predpoklada se, Ze

efektorovymi buiikami v procesu autoimunitni destrukce B-bunek jsou T lymfocyty. V



séru lze stanovit autoprotilatky proti riznym komponentam B-buné&k: protilatky proti
ostrivkovym bunkam (ICA), protilatky proti isoformé 65 dekarboxylazy kyseliny
glutamové (anti-GAD6S5), protilatky proti tyrozinové fosfatdze (anti-IA-2) a protilatky
proti inzulinu (IAA).

Klinickou manifestaci TIDM predchazi bezptiznakové stadium, tzv. premanifestni
neboli preklinickd faze T1DM, jejiz trvani je variabilni v rozmezi od n&kolika mésicti
do nékolika let (Kulmala 2003). B&hem tohoto obdobi progreduje autoimunitni
destrukce B-bun€k pankreatu. Pozitivita autoprotilatek muize byt v této fazi vedle
porusené sekrece inzulinu a C-peptidu jednou z &asnych znamek nadchazejiciho
onemocnéni (Mrena 2003, Kulmala 2003). Miru funkéniho poskozeni [B-bunék lze
odhadnout stanovenim prvni faze inzulinové sekrece (FPIR) v pribéhu intravenézniho
glukozového  toleranéniho  testu (IVGTT). Premanifestni faze TIDM je
charakterizovana dynamickym pribéhem se znaCnou variabilitou, coz komplikuje
predikci onemocnéni. Neni zndmo, zda jedinec v premanifestni fazi nevyhnutelné
dospéje do klinické faze TIDM (Kulmala 2003). Neéktefi pacienti mohou mit pfi prvni
manifestaci T1DM znamky ketoacidézy, jini maji pouze mirnou hyperglykémii nalaéno,

ktera se v8ak miuzZe rychle zhorsit za stresové situace (Duck 1988, Vardi 1990).

3.MODY

Doposud byly molekularné-geneticky identifikovany heterozygotni mutace v 6
(potencialné 8) rozdilnych genech jako pfi€¢ina MODY. MODY' je zpiisoben mutaci
genu HNF4A4 pro hepatocytarni nuklearni faktor-4a, MODY2 je néasledkem mutace
genu GCK kodujiciho glukokindzu (GCK), pri¢inou MODY3 je mutace genu
HNF1A/TCF1 pro hepatocytarni nuklearni faktor-la/transkripéni faktor 1 (HNF-
1/TCF1), MODY4 je zpusoben mutaci genu pro inzulinovy promotorovy faktor-
1/pankreas duodenum homeobox-1 (IPF-1/PDX-1), MODY5 mutaci genu
HNFI1B/TCF2 pro hepatocytarni nuklearni faktor-1p/transkripéni faktor 2 (HNF-
1B/TCF2), MODY 6 mutaci genu pro protein neurogenni diferenciace (Neuro-D1/B2).
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Recentné byly popsany mutace genu pro transkripéni faktor KFL11 a genu pro
karboxyl-ester lipazu jako dal$i mozné podtypy MODY. Témér vSechny zminéné geny
jsou exprimovany v B-bunikach pankreatu, defekt v kterémkoliv z nich vede k poruse
fungovani B-bunék a diabetu mellitu. U nejmén€ 20% pacientl s klinickou diagnézou
MODY se sou€asnymi metodami genetickou pficinu objasnit nedafi (Chevre 1998,
Stride 2002a). Tyto tzv. MODYX pfipady mohou byt zpisobeny mutacemi v dosud
neidentifikovanych genech nebo mohou byt néasledkem komplexnich molekularnich
interakci ve zndmych MODY genech, které nebyly detekovany pri provadéném

vySetieni.

Svétova prevalence MODY neni zndamd, protoze hyperglykémie mize byt
diagnostikovana az v dospélém véku (Velho 2002) a pacienti s diagnozou diabetu
mellitu 2. typu nebo diabetu mellitu 1. typu bez pfitomnosti rizikového HLA haplotypu
mohou mit ve skute¢nosti MODY (Ledermann 1995, Miller 1998). Relativni prevalence
uddvané jednotlivymi studiemi se liSi, coZ mize byt dano genetickym pozadim dané
populace, ale mnohem pravdépodobnéji rozdilnou strategii pfi sbéru populacnich
vzorkl. Dle recentnich udajd MODY?2 predstavuje 22% ze vSech MODY pacienti,
diabetes transkripénich faktor 65% (z toho MODY1 5%, MODY3 58%, MODY4
<1%, MODYS 2%, MODY6 <1%) (Frayling 2001, Hattersley 2006, Raeder 2006). V
rozsahlé ceské studii z roku 2003 MODY2 reprezentoval 30%, MODY3 11% a
MODY 1 5% ze vSech pacientd s MODY (Priihova 2003).

3.1 Hepatocytarni nuklearni faktor-4a (MODY1)

MODY1 je zpusoben mutaci genu HNF4A4, ktery koduje hepatocytarni nuklearni
faktor-4a (HNF-4a). Gen HNF4A4 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému 20
(Yamagata 1996). K expresi genu dochazi v jatrech, ledvinach, stfevech a pankreatu.
HNF-4a ma zasadni roli v fizeni tkanoveé specifické exprese genl v jatrech a pankreatu

(Parviz 2003, Shih 2000).
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Patofyziologické mechanismy a fenotypové projevy MODY1 a MODY3 jsou velmi
podobné. Exprese HNF-4a a HNF-1a podléha vzajemné regulaci (Fajans 2001, Hansen
2002). Pacienti s mutaci v téchto genech mohou mit zpo¢atku mirnou formu diabetu,
kterd ale ma tendenci k progresi. Glykémie nalatno miZze byt inicidlné jen mirné
zvysSend, charakteristicky je vyznamny vzestup koncentrace plazmatické glukozy pfi
OGTT. Jiz v premanifestnim stadiu Ize detekovat snizenou inzulinovou sekreci po
zatézi glukézou (Byrne 1995). Hyperglykémie ma tendenci zhorSovat se s ¢asem a
vyzaduje zahdjit 1€cbu peroralnimi antidiabetiky nebo inzulinem. Empirickd data

ukazuji, Ze inzulinem byva Ié€eno 30 - 40 % postizenych.

Tyto formy MODY jsou spojeny rizikem vzniku mikro- a makrovaskularnich
komplikaci. VySe rizika cévnich komplikaci je zfejmé zavisla na kvalit€ kompenzace

onemocnéni (Isomaa 1998, Iwasaki 1998, Velho 1996).

3.2 Glukokinaza (MODY?2)

MODY?2 je zplsoben heterozygotni mutaci genu GCK kodujiciho glukokindzu
(GCK), enzym katalyzujici pfeménu glukozy na glukdza-6-fosfat. Ten se nachazi mimo
jiné v B-bunkéach pankreatu a v jaternich bunkéach. Gen pro glukokinazu je lokalizovan
na chromozomu 7 (Froguel 1992, Vionnet 1992). GCK je oznafovana jako ,,glukézovy
senzor* B-buiiky (Matschinsky 1990). Enzym se vyznacuje nizkou afinitou ke glukéze
pii pH 7,4 a koncentraénim rozmezi 5-7 mmol/l a neni inhibovan reakénim produktem

glukdza-6-fosfatem (Matschinsky 1998, Matschinsky 2002).

Patogenni mutace GCK genu vede ke zmené€ aktivity enzymu resp. ke zméné afinity
glukédzy ke glukokinaze. To vede k trvalé regulaci glykémie na vy3si hlading€. Postizeni
jedinci maji chronickou mirnou hyperglykémii nala¢no v rozmezi od 6 do 8§ mmol/l
(Fajans 2001). Pacienti jsou obvykle bez klinickych symptoml a bez organovych
komplikaci. V&k pfi diagndze zavisi na prvnim zmefeni glykémie v zivoté. Klinicky
fenotyp je v prub&hu zivota relativné staly, pravdépodobné v disledku kompenzacné

zvysené exprese druhé nemutované alely (Stride 2002b, Sturis 1994). Hladiny inzulinu
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jsou podobné jako hladiny u zdravych jedincti, ale pii zvySené glykémii nalatno
(Pearson 2001, Velho 1997). Glykemicka odpovéd pri OGTT je charakterizovana
vzestupem glykémie men$im nez o 3,5 mmol/l (Stride 2002b). Lécba vétSinou neni
nutnd. Nové zkuSenosti ukazuji, ze terapie inzulinem nebo PAD ma jen maly vliv na
glykémii. Postizeni maji hladinu HbA . lehce zvySenou nad horni hranici normy,
rozdily v HbA . mezi lé¢enymi a neléCenymi jedinci nebyly prokazany. Lécba byva
Casto indikovana v tehotenstvi, kdy se porucha miize poprvé rozpoznat a je pak

zpravidla oznacena jako ,,gestacni diabetes mellitus™ (Hattersley 2006).

3.3 Hepatocytarni nukledrni faktor-la (MODY3)

MODY3 je zplisoben heterozygotni mutaci genu HNFIA/TCF1 pro hepatocytarni
nukledrni faktor-1a (HNF-1a), nazyvany nekdy také TCF1 (transkripéni faktor 1). Gen
se nachéazi na dlouhém raménku chromozomu 12. HNF-la se prevazné exprimuje v
jatrech, pankreatu a ledvinach a je velmi vyznamnou komponentou transkripéni
reguladni sit¢ beta-bunék. Porucha funkce tohoto faktoru v pankreatické tkani vede k
diabetu (Fajans 2001). Funkce HNF-1a a HNF-4a je vzdjemné podminéna ve spolecné

regulacni smy¢ce (Hansen 2002).

MODY3 je charakterizovan postupnym selhdvanim funkce B-bun€k a manifestaci
diabetu mezi 10. a 30. rokem zivota (Frayling 2001, Pearson 2001). Porucha B-bunék
ma tendenci ke zhorSovani i po propuknuti diabetu; nasledkem je wvzrlstajici
hyperglykémie a nutnost zintenzivnéni terapie (Pearson 2001). Riziko
mikrovaskuldrnich a makrovaskuldrnich komplikaci je zdvazné (Isomaa 1998).
Glykémie nala¢no mohou byt zpo€atku v normé nebo blizké hranicim normy, typicka je
zejména pozat€zova hyperglykémie (Byrne 1996). Vzestup hladiny plazmatické
glukdzy béhem oralniho glukézového toleranéniho testu je obvykle > 5 mmol/l (Stride

2002b). Pacienti maji snizeny renélni prah pro glukozu a glykosurii (Menzel 1998).

MODY 3 dobfe reaguje na lécbu derivaty sulfonylurey (Pearson 2000, Sovik 1998).

Priikaz prinesla randomizovana studie (Pearson 2003), v niz MODY3 pacienti



petinasobné 1épe odpovidali na lécbu gliclazidem ve srovnani s metforminem a
¢tyfnasobné [épe na derivaty sulfonylurey ve srovnani s pacienty s diabetem mellitem 2.
typu. Podobné MODY3 pacienti pivodn€ vedeni pod diagnézou TI1DM a léceni
inzulinem byli Uspé€Sn€ prevedeni na derivaty sulfonylurey, bez rizika vzniku
ketoacidézy. U mnohych z nich doSlo dokonce ke zlepSeni glykemické kontroly
(Stepherd 2003). Studiemi na zvifatech a bunéénych liniich byla prokdzana porucha v
transportu glukézy (specificky glukézovy transportni protein-2 B-buriky, GLUT2), v
metabolismu glukozy (pyruvatkinaza) a v mitochondridlnim metabolismu (Dukes 1998,
Pontoglio 1998, Shih 2001, Wang 1998, Wang 2000, Wolheim 2000). Porucha je tedy
lokalizovéna v bunécné metabolické draze vyse nez Karp kanal, coz vysvétluje moznost
Uspésného terapeutick€ého zésahu derivaty sulfonylurey. Mechanismus postupného

zhorSovani funkce B-bunék vsak zlstava neobjasnén.

3.4 Inzulinovy promotorovy faktor-1 (MODY4)

MODY4 vznika nasledkem heterozygotni mutace genu pro IPF-1/PDX-1 (inzulinovy
promotorovy  faktor-1/pankreas duodenum homeobox-1), lokalizovaného na
chromozému 13. IPF-1 je nutny pro transkripci genu pro inzulin, hraje vyznamnou roli
ve vyvoji pankreatu a pravdépodobné zasahuje do procesu determinace a diferenciace
spoleénych pankreatickych prekurzorovych bun€k ve vyvijejicim se stievé (Jonnson
1994, Ohlsson 1993). U mysi jej lze detekovat mezi 8. a 9. dnem embryonalniho
vyvoje. Zprvu se exprimuje v endokrinnich i exokrinnich bunkéch, v pribéhu
morfogeneze pankreatu se jeho exprese omezuje na - a 6-burnky ostrivki, kde se podili

na regulaci genové exprese.

Mutace IPF-1 mohou vést k neonatalnimu diabetu (pfi patogenni mutaci obou alel),
piedstavovat predispozici k T2DM (nékteré polymorfismy) nebo zplsobovat MODY
(pfi patogenni mutaci jedné alely) (Hani 1999, Macfarlane 1999).

MODY4 je raritni, poprvé byl popsan v rodin€ ditéte s agenezi pankreatu, u jehoz

piibuznych byla zjiSt€éna heterozygotni mutace genu pro IPF-1 s manifestaci diabetu
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kolem 35. roku zivota (Stoffers 1997a). Vyskyt komplikaci se zda byt vzacny (Velho
2003b).

3.5 Hepatocytarni nuklearni faktor-1§ (MODYS5)

MODYS5 je zplsoben mutaci genu HNFIB/TCF2, ktery kéduje hepatocytarni
nuklearni faktor-1B (HNF-1B), znamy téz jako transkripéni faktor-2 (TCF-2). HNF-1j
patrné hraje roli v epitelialni diferenciaci (Kolatsi-Joannou 2001). Gen HNFIB/TCF?2 je
lokalizovan na chromozomu 17 (Bach 1991, Edghill 2006). Pivodné bylo postizeni
popsano jako MODY (Horikawa 1997), klinicky se vSak diabetes manifestuje jako
izolované onemocnéni jen ojedinéle (Beards 1998, Edghill 2006). Pro fenotyp jsou
typické zejména vyvojové anomadlie ledvin, nejcastéji charakteru renalnich cyst
(Bingham 2004). Klinickéd jednotka se nékdy oznacuje jako RCAD (Renal Cysts and
Diabetes) (Bingham 2004). Klinickd symptomatologie je vSak zna¢né heterogenni. K
dalsim anomaliim, které se mohou vyskytnout, pati{ abnormality délohy a pohlavniho
ustroji, poruchy jaternich testi a/nebo stenéza pyloru (Bingham 2004). Vék pii
manifestaci diabetu je variabilni, onemocnéni miZe propuknout pred desatym rokem

nebo ve stiednim véku (Edghill 2006).

Mutace 7CF2 vede k projevim inzulinové rezistence (hyperinzulinémie, snizeni
HDL cholesterolu a zvySeni hladin triglycerid) (Brackenridge 2006, Pearson 2004) a k
dysfunkei B-bunék. Zhorseni funkce B-buné€k ma progresivni charakter, byly popsany i
piipady ketoacidézy (Bingham 2003). Asi dvé tietiny postizenych jedinct jsou IéCeni
inzulinem (Frayling 2001). Nedavné nédlezy dokumentuji roli HNF-1B v embryonéalnim
vyvoji pankreatické tkané. Jednd se o priikaz pritomnosti HNF-1B v kmenovych
nediferenciovanych burikach pankreatu (Maestro 2003) a o pripad neonatélniho diabetu

u pacienta s patogenni mutaci obou alel genu pro HNF-1B (Yorifuji 2004).
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3.6 Protein neurogenni diferenciace Neuro-D1/p2 (MODY6)

MODY6 je nasledkem mutace genu pro transkripéni faktor Neuro-D1/p2
(neurogenic differentiation factor D1/B-cell-E box transactivator 2), ktery se vaze na
kritickou oblast inzulinového promotoru a hraje roli ve vyvoji endokrinniho pankreatu a
v neurogenezi. Gen je lokalizovan na chromozému 2 (Tamimi 1996). Chybéni Neuro-
D1/B2 u mysi je spojeno se snizenim poctu 3-bunék pankreatickych ostriivki, snizenim
exprese genu pro inzulin a t€Zzkou formou diabetu. U ¢lovéka je vyskyt mutace Neuro-
D1/p2 vzéacny, klinickd manifestace a prib&h jsou v soucasnosti malo znamy (Velho

2003b).

3.7 Kruppel-like transkripéni faktor 11

Recentné byla prokazédna spojitost mutace genu kodujiciho transkripéni faktor
KLF11 (Kruppel-like transcription factor 11) a diabetu u tfi rodin s diabetem s ¢asnym
zacatkem, ktery splioval kritéria MODY (Neve 2005). KLF11 patfi do rodiny
transforma¢nich rastovych faktort B (TGF-p), které reguluji bunécny rtst (Cook 1998).
KLF11 hraje pravdépodobné vyznamnou roli v fizeni exprese inzulinového genu. Gen

pro KLF11 se nachazi na chromozému 2 (Scohy 2000).

3.8 Karboxyl-ester lipaza

U dvou norskych rodin s MODY diabetem byla jako pii¢ina poruchy funkce B-bunék
zjisténa mutace ve VNTR (variable number of tandem repeats) exonu 11 genu pro
karboxyl-ester lipdzu (karboxyl-ester lipase, CEL) (Reader 2006). Jednalo se o rodiny s
autozomélné dominantné dédi¢nou formou diabetu a dysfunkci exokrinniho pankreatu.
VéEk pti manifestaci pfiznakd byl méné nez 25 let u 3 ze 14 nositeld mutace s diabetem.
Postizeni ¢lenové rodin méli biochemické a klinické zndmky primarni poruchy
inzulinové sekrece, bez znamek autoimunitniho procesu, a nebyli obézni. Ketoacidéza

se nevyskytla u zddného z nich.
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Gen pro CEL se exprimuje hlavné v acinarnich burnikach exokrinniho pankreatu a v
mléénych Zzlazach v dob& laktace. V B-buiikach pankreatu se pravdépodobné
neexprimuje (Lombardo 2001, Raeder 2006). Fyziologickou roli karboxyl-ester lipazy
je zejména hydrolyza esterii cholesterolu v duodenu a traveni mléného tuku u
novorozencti (Hui 2002, Lombardo 2001). Jedinci s mutaci tohoto genu maji
fenotypové projevy snizené aktivity CEL: mirnou, Casto asymptomatickou poruchu
exokrinni pankreatické sekrece, zménu hladin sérovych lipidi a poruchu glukézové
tolerance. Mechanismus postupného selhavani funkce 3-bunék nebyl objasnén. Pomoci
zobrazovacich metod se podafilo prokazat atrofii pankreatické tkané s pravdépodobnou

tukovou infiltraci; autopsie prokazala znamky fibrozy.

Jedna se o prvni zndmou pfi¢inu monogenni formy diabetu s primarni expresi
genového produktu v exokrinnim pankreatu. Predstavuje zfejmé jen maly zlomek ze

v§ech MODY pacientt (Hattersley 2006).

3.9MODYX

Diabetes, jehoz klinicka charakteristika odpovida kritériim pro MODY, u kterého se
vSak nepodarilo prokéazat mutaci v dosud znamych genech, naznauje existenci dalSich
potencialnich MODY gent (Chévre 1998). Zatim se oznaCuje jako MODYX. V
jednotlivych studovanych souborech se jedna obvykle asi o 20 % pacienti s klinickou
diagnézou MODY (Chevre 1998, Stride 2002a). Presnou prevalenci MODYX je
obtizné ur¢it vzhledem k odliSnym kritériim uzivanym riznymi vyzkumnymi skupinami

pfi selekci probandii do screeningovych vysSetieni MODY rodin.

4. NEONATALNI DIABETES MELLITUS

Neonatalni diabetes mellitus je vzacné onemocnéni (1: 300 000 — 1: 400 000 Zive
narozenych) (Polak 2007). Je charakterizovan nalezem hyperglykémie béhem prvnich 3

mésict Zivota, ktera vyzaduje inzulinovou terapii (Gloyn 2004). Podle klinického
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pribéhu se novorozenecky diabetes deli na transientni (TNDM) a permanentni

(PNDM).

4.1 Transientni neonatalni diabetes mellitus (TNDM)

TNDM predstavuje 50 az 60 % pripadi neonatdlniho diabetu (Polak 2007).
Manifestuje béhem prvnich dnd zivota hyperglykémii, dehydrataci a neprospivanim.
Charakteristickd je anamnéza intrauterinni ristové retardace (Temple 2000). Byva
pfitomna minimalni ketéza, hladiny inzulinu jsou nizké nebo nedetekovatelné a je nutné
zahdjit inzulinovou terapii. Stav mé tendenci k upraveé a béhem roku dochazi k ustupu
onemocnéni (Polak 2007). Mulze vSak dojit k recidivé b&hem adolescence nebo
dospélosti (Gardner 2000, Marquis 2002, Shield 1997, Temple 2000). Postizeni nemaji
pozitivni specifické autoprotilatky proti ostriivkovym burikdm pankreatu ¢i jiné projevy
autoimunitniho onemocnéni ani HLA haplotyp typicky pro TIDM (Metz 2002, Shield
1997). Porucha funkce pankreatu patrné pretrvava po celou dobu zivota. Jako jedno z
moznych vysvétleni klinického prab&hu se nabizi variabilni schopnost pankreatu
produkovat dostate¢né mnozstvi inzulinu; k manifestaci onemocnéni dochazi
pravdépodobné pouze v obdobi zvySenych metabolickych narokt organismu, jako je

napi. puberta nebo t€hotenstvi (Ma 2004, Polak 2005).

Vyskyt TNDM je vétsinou sporadicky. Cast pacientd ma anomélie chromozomu 6q
(lokus 6g24) (Gardner 2000, Temple 2000) - paternalni uniparentdlni izodizomii,
paternalni duplikaci a/nebo poruchy metylace. Mezi kandidatni geny patfi:

(1) gen pro transkripéni faktor ZAC/LOT1/PLAGLI (Zn(2+)-activated channel/lost
on transformation 1/pleomorphic adenoma gene-likel), ktery se podili na
regulaci zéastavy bunéného cyklu a apoptdézy a na regulaci receptoru pro
PACAP1 (Pitiutary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide Receptor 1),
ktery je silnym sekretagogem inzulinu (Polak 2007) a

(2) gen HYMAI (hydatidiform mole-associated and imprinted transcript), jehoz

funkce zatim neni znama (Arima 2001, Kamiya 2000).
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Poruchy lokusu 6g24 klinicky vedou k vyrazné zvySené glykémii v rozmezi od 12 do
57 mmol/l s nutnosti inzulinové terapie, jejiz potiebné davky poté obvykle pomérné
rychle klesaji. Pacienti ve fazi remise museji byt sledovani, protoze hrozi riziko relapsu
v pozdéjSim obdobi. V obdobi relapsu mohou byt pacienti Iéceni dietou, mnohdy je
vSak nutnad terapie inzulinem (Polak 2004). Odpovéd’ na peroréalni IéCbu derivaty

sulfonylurey nebo metforminem je z dlouhodobého hlediska nejasna.

Recentné byla prokdzéana asociace mezi TNDM a mutacemi v genech kédujicich
Kir6.2 a SURI1 podjednotky Karp kanalu: v genu KCNJII a/nebo v genu ABCCS
(Babenko 2006, Proks 2006, Y orifuji 2005).

4.2 Permanentni neonatalni diabetes mellitus (PNDM)

K poruse inzulinové sekrece dochazi v pozdnim fetdlnim nebo casném
novorozeneckém obdobi. Pfed rokem 2004 byl PNDM indikaci k celozivotni inzulinové
terapii (Shield 2000). Nebyva ptfitomen HLA haplotyp rizikovy z hlediska TIDM ani
markery autoimunitniho procesu (lafusco 2002, Polak 2007). S PNDM se spojuje fada
patologii, z nichZ n€které se jiz podatilo objasnit na molekuldrni urovni. Z etiologického
hlediska 1ze rozlisit zejména:

- aktivaéni mutace genu KCNJ/ I kédujiciho Kir6.2 podjednotku Karp kandlu

- aktivaéni mutace genu ABCCS kodujiciho SURT podjednotku Katp kanalu

- homozygotni mutace genu pro glukokindzu

- mutace genu pro IPF-I/PDX1

- mutace genu FOXP3: IPEX syndrom (immunodysregulation, polyendocrinopathy
and enteropathy, x-linked)

- Wolcottiiv-Rallisontiv syndrom

- mutace genu PTF-1A4 (neonataini diabetes a cerebellarni ageneze)

- autoimunitni PNDM

- a dalsi.
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4.2.1 Kir6.2

Mutace genu KCNJI I (potassium channel, inwardly rectifying, subfamily J, member
11) pro Kir6.2 (inwardly rectifying K+ channel) podjednotku Karp kanalu B-bunky
pankreatu je nej¢ast€jsi pricinou permanentniho neonatalniho diabetu. Je odpovédnd za

tretinu az polovinu ptipadi PNDM (Gloyn 2004, Hattersley 2006).

Karp kanal B-buniky pankreatu hraje dllezitou roli v glukézou stimulované sekreci
inzulinu. Je prostfednikem mezi metabolickymi procesy [B-buriky a membranovymi
elektrickymi jevy. Katp kanal tvori hetero-oktamer slozeny ze Ctyf podjednotek Kir6.2,
které tvofi vlastni iontovy kandal, a ze Ctyf regulacnich podjednotek SURI (Shyng
1997). Kir6.2 i SURI podjednotky jsou nutné pro spravnou metabolickou funkci
kanalu. ATP pri zvySeni poméru ATP:ADP v bunce zplsobi uzavieni kanalu vazbou na
Kir6.2 podjednotku a naslednou depolarizaci membrany. Pfi nizkém metabolismu
glukézy a tedy nizkém poméru ATP:ADP Mg-nukleotidy naopak stimuluji aktivitu
kanalu diky interakci s podjednotkou SURI, coz vede k hyperpolarizaci bunééné
membrany. Rovnovdha mezi témito dvéma mechanismy je nezbytnd pro fizeni

excitability pankreatické B-bunky (Babenko 1999, Bryan 2004, Tucker 1997).

Heterozygotni aktivacni mutace KCNJ// zplsobuji PNDM tim, ze klesd sekrece
inzulinu B-bunikou v dusledku snizené citlivosti Kap kanalu na zvySenou koncentraci
intracelularniho ATP (Gloyn 2004). Mutace KNCJ! ! genu vznikaji vétSinou de novo,
jen asi 10% pripadt je familiarnich s autozoméalné dominantnim typem dédi¢nosti
(Sagen 2004, Slingerland 2006a). Funkéné méné zadvazné mutace mohou vést k TNDM,
ktery se upravi do 12-24 mésicl, ale pozd¢ji recidivuje (Gloyn 2005). Naopak mutace,
vyrazné postihujici funkci Karp kanalu, maji za nasledek vedle diabetu i neurologické
poruchy, které se projevuji jako opozdéni psychomotorického vyvoje, svalova slabost
a/nebo epilepsie (Gloyn 2004). Klinicky se soubor téchto pfiznakd oznacuje jako
DEND syndrom (Developmental delay, Epilepsy, Neonatal Diabetes), ktery méa nékolik
forem s rdznym stupném zavaZnosti (Gloyn 2004, Hattersley 2005, Proks 2005b).

N
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projevil generalizované epilepsie; tato forma je Casto asociovdna s mutaci VS9M

(Hattersley 2005, Slingerland 2005).

K fenotypovym projeviim PNDM zpilisobeného mutaci KCNJI 1 genu patii:
(1) hyperglykémie s nutnosti inzulinové terapie,
(2) v ne€kterych pripadech pritomnost ketoacidézy pii manifestaci choroby,
(3) nizka hladina bazélniho a stimulovaného C-peptidu,
(4) negativita autoprotilatek proti ostrivkovym bunkam pankreatu,
(5) HLA haplotyp protektivni nebo neutralni z hlediska rizika T1DM,
(6) nizka porodni hmotnost (Gloyn 2004, Vaxillaire 2004).

Pred rokem 2004 byli pacienti léCeni inzulinem a vedeni pod diagnézou T1DM.
Prokazéani etiologické pri¢iny otevielo nové terapeutické moznosti v podob€ derivati
sulfonylurey, které stimuluji sekreci inzulinu vazbou na SUR1 podjednotku a uzavérem
Karp kandlu na ATP nezavislym mechanismem (Gribble 2003). Vysledky recentnich
studii zaznamenaly zlepSeni glykemického profilu fady pacientd s mutaci R201H genu
KCNJI1 1é€enych perordlnimi derivaty sulfonylurey (Klupa 2005, Sagen 2004, Zung
2004). Dle zavért funkénich studii in vitro zavisi pravdépodobné odpovéd’ na terapii na

typu mutace (Proks 2004, 2005a, 2005b).

4.2.2 SUR1

Aktivaéni mutace genu ABCCS8 (ATP-binding cassette, subfamily C, member 8),
ktery koéduje SURT podjednotku Karp kanalu, byla nedavno popsana jako pfi€ina
transientniho i permanentniho neonatdlniho diabetu (Babenko 2006, Proks 2006). [ u
téchto pacientd byly v terapii s uspéchem pouZity derivaty sulfonylurey (Babenko

2006).

4.2.3 Glukokinaza

Homozygotni nebo slozena heterozygotni mutace genu GCK kédujiciho glukokinazu

vede k absolutnimu deficitu genového produktu a k PNDM. K fenotypovym projeviim
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patfi intrauterinni rdstova retardace a zadvazna hyperglykémie s nutnosti exogenni

dodavky inzulinu kratce po narozeni (Njolstad 2001, Njolstad 2003).

4.2.4 IPF-1

IPF-1 je transkripéni faktor, ktery hraje mimo jiné dilezitou roli ve vyvoji
pankreatické tkdn€ a v regulaci exprese genu pro inzulin. Inaktivaéni homozygotni nebo
sloZena heterozygotni mutace genu pro [PF-1 je asociovéna se vznikem PNDM a aplazii
pankreatu. Stoffers et al (Stoffers 1997b) popsali pfipad homozygotni inaktivacni
mutace tohoto genu, kterd vedla k dplnému deficitu genového produktu a k agenezi

pankreatu.

4.2.5 FOXP3

[PEX syndrom je vzacné autoimunitni onemocnéni s X-recesivné véazanou
dédicnosti. Postizeni chlapci maji autoimunitni diabetes a/nebo autoimunitni enteropatii
jiz v novorozeneckém nebo kojeneckém véku. K dal§im projevim patfi exfoliativni
dermatitida, hemolytickd anémie, autoimunitni thyreopatie, recidivujici infekce a
membrandzni nefropatie. Smrt nastiva nasledkem sepse nebo tézkého neprospivani
béhem prvnich dvou let zivota (Wildin 2002). Podstatou onemocnéni je zvySena
aktivace CD4+ T bunék a nadprodukce cytokini na podkladé mutace genu FOXP3
(Shigeoka 1993, Wildin 2001). Genovy produkt hraje kritickou roli v regulaci vyvoje a
funkce CD4+CD25+ T bunék, jak se podarilo objasnit na mySim modelu (Hori 2003).
Diabetes vznika pravdépodobné jako nasledek zanétlivé destrukce ostrivkovych bunék

pankreatu.

4.2.6 Wolcottiv-Rallisoniv syndrom

Wolcottiv-Rallisondv ~ syndrom (WRS) je vzacné autozomalné recesivni
onemocnéni, které¢ spojuje nékolik klinickych jednotek: PNDM nebo inzulin-
dependentni diabetes mellitus vznikly v Casném détstvi, spondyloepifyzealni dysplazii a

ristovou retardaci. Fenotypové projevy jsou variabilni; dale mohou byt pfitomny
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mentalni retardace a rizné organové dysfunkce (Delepine 2000, Senée 2004). Klinicka
heterogenita mize byt vysvétlena genetickou heterogenitou, jejiz podstata neni
objasnéna v celém rozsahu. Byla popsana asociace WRS s mutaci genu pro enzym
EIF2AK3 (eukaryotic translation initiation factor-2a kinase 3) nutny pro regulaci
proteosyntézy v endoplazmatickém retikulu (Shi 1998). Expresi EIF2AK3 se podatilo
prokazat v lidskych fetalnich tkénich i tkanich dospé€lych lidi: v pankreatu, kostech,
ledvinach, jatrech (Brickwood 2003).

4.2.7 PTF-1A

Syndrom cerebellarni a pankreatické ageneze s PNDM a facidlnim dysmorfismem
byl popsdn u pokrevné ptibuznych rodin; poprvé u neobézni pékistanské rodiny
(Hoveyda 1999) s familiarnim vyskytem diabetu a nasledné u norské rodiny, u které byl
nasledné identifikovan defekt genu pro PTF-1A (pancreas transcription factor-1, alpha
subunit) (Sellick 2004). Na myS§im modelu byla prokdzana vyznamna role PTF1A ve
vyvoji pankreatu a mozecku (Sellick 2004). Byla popsana autozomalné recesivni

dédi¢nost onemocnéni (Slingerland 2006a).

4.2.8 Autoimunitni PNDM

Autoimunitni proces v pfipadé neonatainiho diabetu autoimunutniho plivodu nastava
ztejmé jiz in utero. V té€chto pfipadech byva asociovan s enterovirovou infekci matky

(Otonkoski 2000).

5. DIABETES MELLITUS 2.TYPU

V soucasnosti vlivem narustajici prevalence obezity stoupa v n&kterych zemich
vyskyt T2DM u déti a adolescenttl. 1 kdyz prisludnici etnickych minorit jsou ve vétsim
riziku, problém se tyka obéznich ze vSech etnickych skupin. K manifestaci onemocnéni

dochazi obvykle b€hem stfedni az pozdni puberty. Mulze se objevit mirna polyurie



27

a/nebo polydipsie. VE&tSina pacientl trpi extrémni obezitou a ma znamky metabolického
syndromu s inzulinovou rezistenci, acanthosis nigricans, hypertenzi a poruchou
metabolismu lipidGd. Divky mohou mit syndrom polycystickych ovarii. V rodinné
anamnéze lze Casto najit pribuzné s T2DM. Klinickd symptomatologie ale mize byt
pomérn€ chuda: jedna tfetina déti s T2DM patticich do minoritnich skupin a vétSina déti
kavkazské populace s T2DM byly zachyceny diky screeningovému vySetfeni pri

nepfitomnosti klinickych pfiznakd (Reinehr 2005).

6. JINE FORMY DIABETU

K dal$im typim diabetu patii diabetes mellitus vyvolany Iéky, sekundarni diabetes
mellitus pri sou€asné endokrinopatii nebo pfi onemocnéni exokrinniho pankreatu,
genetické syndromy asociované s diabetem mellitem a tzv. ,,jiné raritni formy diabetu

mellitu (dle klasifikace ADA 2005).

7. STRESOVA HYPERGLYKEMIE

Stresova situace (napr. akutni infekce, trauma, cirkula¢ni porucha, akutni dechova
tisen, chirurgicky zékrok, fyzickd namaha, hypotermie, hypertermie) vyvolava
komplexni odpovéd’ organismu, kterd mlze byt dle stupné zévaznosti, trvani a
celkového stavu organismu spojena s poruchou glukézové tolerance, inzulinovou
rezistenci a hyperglykémii. Mechanismus vzniku hyperglykémie je vysvétlovan
synergickym uéinkem kontraregulacnich hormonii (glukagonu, ristového hormond,
katecholaminti, kortizolu) a zanétlivych mediatori na glukézovy metabolismus, coz
vede k nasledné nerovnovaze mezi produkci a utilizaci glukézy. Zejména klesa
inhibi¢ni acinek inzulinu na jaterni neoglukogenezi a oslabuje se pozitivni U€inek
inzulinu na utilizaci glukézy perifernimi tkanémi (McCowen 2001, Mizock 2001,
Weissman 1990). V dasledku toho narlista lipolyza a proteolyza a hromadi se laktat

jako substrat pro jaterni neoglukogenezi. Ta je zvySena i pfi existujici hyperglykémii a
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zvySenou sekreci inzulinu. Posiluje se glykogenolyza a brzdi se glykogeneze (Watt
2001). Na arovni perifernich tkdni dochazi k alteraci funkce specifickych glukézovych
transportnich systému a k poruse aktivity nékterych enzyma (Stephens 1992, Virkamaki

1994, Wolfe 1987).

V jedné prospektivni observacni studii byla hyperglykémie v souvislosti se stresovou
situaci nalezena u 5% déti (41 z 833) akutné oSetfovanych z divodu traumatu nebo
hore¢natého onemocnéni, zejména pokud bylo komplikovanaho febrilnimi krecemi
a/nebo teplotou nad 39 stupniti (Valerio 2001). Riziko progrese stresové hyperglykémie
do klinického stadia diabetu je podle rlznych studii velmi variabilni od 0 do 32%
(Bhisitkul 1996, Herskowitz 1988, Herskowitz-Dumont 1993, Shehaden 2001, Schatz
1989, Vardi 1990). Logicky je Cast€j$i u déti, u nichz byla stresovd hyperglykémie
zachycena v pribéhu méné zavazného onemocnéni (Herskowitz-Dumont 1993). Tento
tdaj naznaCuje, ze v fadé pripadii se mohlo jednat o ndhodnou koincidenci dlouhodobé
probihajici zavazné poruchy funkce beta-bunky a akutni zat€zové situace, ktera vedla k
vySetieni glykémie. Z toho vyplyva, ze i dit€ s tzv. stresovou hyperglykémii je tfeba

spolehlivé vySetrit k vylouceni zavazné poruchy regulace glykémie.

8. REGULACE GLYKEMIE - ULOHA B-BUNKY PANKREATU

Metabolismus glukézy je regulovan fadou vzajemné propojenych mechanisma, které
udrzuji glykémii v 0zkém fyziologickém rozmezi. Cilovd hodnota glykémie je u
zdravych osob blizka 5 mmol/l (Matschinsky 1993, Matschinsky 1998). Odchylka
aktualni glykémie od této hodnoty urcuje, zda se momentaln€ aktivuji rizné systémy
zapojené do kontroly glukézové homeostazy. Klicovou roli v regulaénim okruhu hraje
inzulin na jedné stran€ a glukagon, adrenalin, kortizol a ristovy hormon na strané druhé
(Cryer 2004, Dimitriadis 2004). Uvolnovéni téchto hormont je fizeno buiikkami, které
maji schopnost detekovat koncentraci glukézy. Zasadni ulohu gluk6ézového senzoru
vétSiny bunék mé enzym glukokiniza (GCK) (Matschinsky 2006). Detekce koncentrace
glukdézy probiha bud’ pfimo (napt. v B-burnikéch pankreatu produkujicich inzulin) nebo

nepiimo (napf. v chromafinnich burikdch secernujicich adrenalin, které jsou
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stimulovany cholinergnimi neurony fizenymi centry autonomniho nebo centralniho
nervového systému) (Cryer 2004, Matschinsky 2006). Uginky glukagonu, kortizolu a
ristového hormonu jsou pravdépodobné neprimé. Pankreatické a-buriky produkujici
glukagon obsahuji také GCK (Heimberg 1996), ale sekrece glukagonu je
pravdépodobné fizena faktory uvoliovanymi [B-buiikami pankreatu (Zelent 2006).
Ostatni kontraregulacni hormony jsou zfejmé pod kontrolou hypothalamickych

stimulac¢nich a inhibi¢nich neurohormont (Cryer 2004).

V pankreatick¢ PB-bufice je vyznamnou komponentou systému, ktery reguluje
glykémii, cytoplazmaticky enzym glukokinaza neboli hexokinaza IV (GCK)
(Matschinsky 1998). GCK realné pisobi jako glukézovy senzor B-buriky (Matschinsky
1990). Katalyzuje fosforylaci glukézy na glukéza-6-fosfat v pritomnosti MgATP™ jako
kofaktoru. Fosforylace glukézy je kli€ovym bodem pro dal$i pribéh glykolyzy, a proto i
velmi malé zmény aktivity GCK méni prdh pro spusténi glukézou stimulované

inzulinové sekrece (Liang 1997).

Glukéza se transportuje do nitra buriky prostfednictvim specifického transportniho
proteinu pro glukézu (GLUT2), ktery je umistén na povrchu buiky (Bell 1990).
Mnozstvi glukoézy, kterd vstupuje do bunky, odpovida aktudlni glykémii. V burice se
glukoza metabolizuje. Prvnim krokem je fosforylace glukézy glukokindzou na glukdza-
6-fosfat. Konednym krokem je produkce ATP, kterd vede ke zvySeni poméru
ATP/ADP, coz je signalem pro uzavér Karp kanalli a nasledné pro depolarizaci bunécné
membrany. Ta otevie napétové Fizené kalciové kandly a umozni tim vstup
extracelularniho kalcia do buiky (Aguilar-Bryan 1999). ZvySeni intracelularni
koncentrace kalcia spousti fuzi sekrenich granul obsahujicich inzulin s

cytoplazmatickou membranou a naslednou exocytézu inzulinu (Seino 1999).
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II.  Prakticka cast

9. Nahodné zjisténa hyperglykémie

Formou retrospektivné-prospektivni studie jsme v obdobi od ledna 1998 do prosince
2004 provedli analyzu dat a vySetieni 82 déti a adolescenti odeslanych pediatry,
détskymi endokrinology a détskymi nemocni¢nimi oddélenimi pro ndhodné zjist€nou

hyperglykémii.

Do studie byly zatazeny déti, které spliiovaly nasledujici kritéria:

- asymptomaticka hyperglykémie nalacno

- nepfitomnost obezity (BMI < 97. percentil pro dany vék a pohlavi)

- nepfitomnost rizikovych faktord pro rozvoj poruchy glukézové tolerance
(obezita, syndrom polycystickych ovarii, jind znama endokrinopatie, steroidni
terapie)

- etnicky ptivod v kavkazské populaci.

Zpétné byla posouzena dokumentace pacientl s cilem zjistit prediktivni data pro
manifestaci diabetu, byla provedena metabolickd a molekuldrné-geneticka vySetteni.
Metabolické vySetfeni zahrnovalo zakladni biochemické vysetfeni (hodnoty glykémie,
inzulinu a C-peptidu nalac¢no, HbA,¢) a dynamické testy na zjist€ni poruchy glukdzové
tolerance a inzulinové sekrece (OGTT, IVGTT). Béhem prospektivni faze studie v
pramérné délce trvani 3,9 let (0,7 az 6,9 let) byl sledovan vyvoj klinickych a

biochemickych parametrt v Case.

Molekularné-genetické vySetfeni bylo zamérfeno na hledani mutaci a polymorfisma v
jiz znamych genech zplsobujicich diabetes MODY a PNDM. Pii indikaci genové
analyzy jsme vychazeli z publikovanych udaji o prevalenci jednotlivych mutaci v
evropské a Ceské populaci (Gloyn 2004, Prihova 2003). Vysetfili jsme néasledujici geny:
HNF44, GCK, HNFI1A/TCFI, KCNJI1.
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Kladli jsme si za cil zjistit etiologii, stanovit prevalenci a zhodnotit vyvoj
jednotlivych poruch, ovéfit diagnosticky postup a vypovédni hodnotu IVGTT a na
zakladé ziskanych vysledkd stanovit diagnostickd kritéria, kterd by umoznila co
nejpiesnéjsi stanoveni diagndzy a tim i zahdjeni co nejvhodné&jsi 1é¢by jiz na pocatku

onemocnéni.

Studie byla realizovana na zakladé spoluprace Kliniky déti a dorostu UK-3. LF a
ENKYV v Praze, Oddéleni bunécné a molekularni biologie UK-3. LF UK v Praze a Steno

Diabetes Center and Hagedorn Research Institute v Dansku.
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9.1 Clanek 1

Feigerlova E, Prithova S, Pintérova D, Kolostovd K, Cernd M, Lebl J (2005)
Intravenozni glukozovy tolerancni test v diferencialni diagnostice ndhodné zjistené

hyperglykémie u déti a dospivajicich. Cesko-slovenska pediatrie 60: 119-125.

Intravenozni glukozovy toleranéni test v diferencialni diagnostice

nahodné zjiSténé hyperglykémie u déti a dospivajicich

Feigerlova E', Prihova §', Pintérova D?, Kolostova K*, Cerna M?, Lebl J'

' Klinika déti a dorostu UK-3.LF a FN Kralovské Vinohrady, Praha
prednosta prof. MUDr. J. Lebl, CSc.
2 Oddgleni bundné a molekularni biologie UK-3.LF, Praha

vedouci doc. RNDr. J. Kovat, DrSc.

Souhrn

Cil: Pfi ndhodném zachytu hyperglykémie u ditéte ¢i dospivajiciho s normélnim
BMI je zapotiebi odlisit pacienty s Casnou fazi diabetu mellitu 1. typu (TIDM), s
nékterym podtypem diabetu MODY a jedince bez prokazatelné poruchy metabolismu
glukozy. Cilem studie bylo posoudit validitu intraven6zniho glukézového toleranéniho
testu (IVGTT) jako jediného vySetieni pfi inicidlnim posouzeni pfi€iny nahodné zjisténé
zvySené glykémie.

Soubor a metodika: Pro ndhodny zachyt hyperglykémie (definované jako
plazmatickd hladina glukézy nalacno vysSi nez 5,4 mmol/l) bylo vySetfeno 43 déti a
dospivajicich (24 chlapcl) ve véku 2,7-18,5 let (median 13,1) s normalnim BMI pro
dany vé&k a pohlavi. U vsech byl proveden IVGTT (glukéza 0,5 g/kg t€lesné hmotnosti).

Byla vyhodnocena glykémie v ¢ase 0 a 60 minut a hladiny inzulinu a C-peptidu v ¢ase 0
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(la¢na hodnota), 143 minut (prvni faze inzulinové sekrece; FPIR) a 60 minut (druha
faze inzulinové sekrece; SPIR). Podle dalSiho pribéhu a vysledku molekularné-
genetického vySetreni byli pacienti rozdéleni do tfi diagnostickych skupin: 1. ¢asna faze
T1DM; 2. MODY?2; 3. normalni glukézova tolerance (NGT).

Vysledky: FPIR 26 mlU/I a nizsi je ptiznacnéd pro presymptomatickou fazi T1DM
(senzitivita 100 %, specificita 98 %), a to v celé sledované vékové skupiné (vék 2,7
rokli a vy$si) bez ohledu na stafi a stupen pubertdlniho vyvoje. FPIR se mezi NGT a
MODY?2 nelisi. Pri FPIR 26 mIU/I a vyssi je nejspolehlivéj$i hodnotou pro odliSeni
MODY2 a NGT glykémie nala¢no (v ase 0). Hladiny nad 5,3 mmol/l svéd¢i pro
MODY?2 (senzitivita 97 %, specificita 100 %). Diagnézu MODY?2 nasledné potvrdi
molekularné-genetické vysSetfeni. Ostatni hodnoty z pribéhu IVGTT maji pouze
dopliikovy vyznam.

Zavér: IVGTT je velmi spolehlivou metodou pro odliSeni nejcastéjSich pricin
nadhodné zjisténé hyperglykémie u déti a adolescentll s norméalnim BMI pro dany vék a
pohlavi.

Kli¢ova slova: FPIR (prvni faze inzulinové sekrece), IVGTT (intravenozni
glukézovy toleran¢ni test), MODY (maturity onset diabetes of the young ), TIDM
(diabetes mellitus 1. typu)

Uvod

Nahodny zachyt asymptomatické hyperglykémie u dé&ti a dospivajicich miize
pfedchazet rozvoji klinickych symptom0 diabetu mellitu. Proto je zapotiebi kazdému
takovému nalezu v€novat pozornost a pokusit se o prfesné uréeni typu a tize poruchy.

Diabetes mellitus je heterogenni onemocnéni sdruzujici skupinu poruch s rozdilnou
patogenezi, pribéhem a odpovédi na Iécbu [2]. Spolecnou charakteristikou téchto poruch
jsou funk¢ni abnormality B-bunék pankreatickych ostravkd [4, 10, 11], které se mohou
objevit v pritbéhu patogeneze procesu i nékolik let pred klinickou manifestaci choroby.
Podminkou pro moznou intervenci jiz v tomto stadiu je jejich v€asné rozpozndni, k Cemuz

Ize vyuZit intravendzni glukdzovy toleranéni test (IVGTT).
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IVGTT je stimulani test, ktery umozZnuje in vivo stanovit bifazickou odpovéd™ 8-
bunék pankreatickych ostriivkd v uvoliiovani inzulinu na intravenoézni podani glukézy —
prvni a druhou fazi stimulované inzulinové sekrece [8]. Tuto bifazickou odpovéd’ nelze
prokdzat ordlnim gluk6zovym tolerancnim testem (OGTT). Prvni faze stimulované
inzulinové sekrece (first phase insulin release; FPIR) je charakterizovana rychlym
uvolnénim jiZz nasyntetizovaného inzulinu z granul uloZenych v blizkosti plazmatické
membrany B-bunék [7]. Porucha FPIR je jednou z nejcasnéji detekovatelnych zmén u
jedinch v subklinické fazi diabetu mellitu 1. typu (T1DM) 1 diabetu mellitu 2. typu
(T2DM) [15, 23]. V nasledujici druhé fazi stimulované inzulinové sekrece (second
phase insulin release; SPIR) dochazi k postupnému uvoliiovani inzulinu z granul (-
bun€k. Druhd faze inzulinové sekrece byva relativné dobre zachovana u pacientil s
T2DM, zatimco u pacientd s TIDM tato odpovéd” B-bunék chybi, jak dokladaji
vysledky studii na dospélé populaci diabetickych pacientd [20]. DalSi prednosti
intravenozniho pfistupu je eliminace variability absorpce glukdzy z gastrointestinalniho
traktu, ktera komplikuje hodnoceni OGTT pfi stievnich chorobach. Naopak pii [IVGTT
je vylou€en vliv enterohormont na inzulinovou sekreci [14].V literatufe dosud chybgji
udaje o diagnostickém ptinosu IVGTT u diabetu typu MODY, ktery podie recentnich
pozorovani mlze pfedstavovat pomérn€ vyznamny podil pacientd s ndhodn¢ zjisté€nou
hyperglykémii.

Diabetes MODY (maturity onset diabetes of the young; ,.dospéla™ forma diabetu u
mladych) je monogenné podminéna forma diabetu mellitu. Pro onemocnéni je
piiznaény mlady vék pfi manifestaci, (pfed 25. rokem zivota), familiarni vyskyt s
autozomainé¢ dominantni dédi¢nosti a vysokou penetranci (az 90%), nezavislost na
inzulinu nejméné 2 roky od diagndzy, zadna tendence ke ketoaciddze a nepritomnost
autoimunitnich projeva [21, 24]. Fenotypové projevy jsou spojeny s poruchou sekrece
inzulinu; inzulinova senzitivita je u t€chto pacientl normalni [9].

MODY diabetes je geneticky heterogenni. V soucasné dob¢€ je popséno 6 podtypl,
oznaenych MODY 1-MODY6.

MODY?2 je zplsoben mutaci v genu pro glukokinazu (GCK), enzym dileZity pro
fosforylaci glukézy v B-buiice. Projevuje se mirnou hyperglykémii od narozeni do stari

bez tendence k progresi a nema klinické ptiznaky. VeEk pii diagndze proto zavisi na tom,
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kdy poprvé byla u daného jedince zmérena glykémie. Prav€ proto je diferencidlné
diagnosticky tak dulezity v détském véku. Porucha je zfejmé benigni, riziko pozdnich
komplikaci diabetu neni Zadné nebo je velmi nizké [12].

MODY, 3, 4, 5 a 6 jsou vyvolany defektem nékterého z gend pro transkripcni
faktory, nezbytné pro normalni funkei B-bunék. Tento ,,diabetes transkripénich faktord®
se projevuje nejcastéji v pozdni puberté nebo Casné dospélosti, je pro néj piiznainy
nepriznivy pribéh s progresivné se zhorSujici toleranci glukdézy a rizikem pozdnich
diabetickych komplikaci.

Cilem této studie bylo stanovit vypovédni hodnotu IVGTT testu jako jednoho z
prvnich vySetfeni pii diferencidlni diagnostice u ndhodné zjist€né hranicni
hyperglykémie nad 5,4 mmol/l u déti a dospivajicich s norméainim BMI pro dany vek a

pohlavi.

Soubor a metodika

Soubor pacientu

Do studie bylo zatazeno 43 déti a dospivajicich (24 chlapcil) ve véku od 2,7 do 18,5
let (median 13,1), odeslanych k vysetfeni pro nahodné zachycenou hyperglykémii v
obdobi od ledna 1997 do ledna 2004. VSichni pacienti byli vySetfeni na Klinice déti a
dorostu 3.LF UK a FNKV v Praze v ¢asovém obdobi do 3 mé&sict od prvniho zachytu
hyperglykémie. Podminkou pro zarazeni do studie bylo spInéni nasledujicich kritérii:

- glykémie nalatno vySSi nez 5,4 mmol/l podle vySetfeni vzorku Zzilni krve v
laboratofi klinické biochemie, zachycenda nahodné za bazalnich podminek ¢i béhem
zatézové situace v pribéhu akutné probihajiciho onemocnéni;

- nepiitomnost rizikovych faktord pro rozvoj poruchy glukézové tolerance (obezita,
syndrom polycystickych ovarii, jind znama endokrinopatie, steroidni terapie)

- body-mass index [hmotnost/(vyska)*; BMI] < 97. percentil pro dany vék a pohlavi.
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Rozdéleni do diagnostickych skupin

Nasledné rozdéleni vySetfovanych osob do diagnostickych skupin bylo provedeno na
zakladé klinického prib&hu (zndmky ketoacidézy, zdvislost na [€éEb& inzulinem),
rozboru rodinné anamnézy a molekularné-genetického vySetieni.

U 22 pacientl (v€k od 4,5 do 18,5 let, median 13,5) byl prokazan defekt v genu pro
glukokinazu (MODY2). VySetieni bylo provedeno dfive popsanou metodikou [16].
Bylo zjist€no celkem 13 rtznych genovych mutaci: Arg36Trp, Glu40Lys, Gly44Asp,
Phel50Leu, Glul57Lys, Cys220Stop, Val226Met, Glu260Stop, Gly294Asp,
Gly318Arg, Phe419Leu, Cysd434Tyr, Ala454Glu. U vSech téchto pacientl byla nasledné
cilenym vySetfenim zjiSt€na pozitivni rodinna anamnéza stejného typu poruchy.

U 8 pacientli (vék od 4,3 do 14,5 let, median 13,3) byl prokazdan TIDM. U téchto
pacientll byl negativni nalez pfi vySetfeni MODY geni. U vSech doSlo nejdéle do 2 let
od prvniho zachytu asymptomatické hyperglykémie k zavislosti na l1€¢bé& inzulinem v
davce vétsi nez 0,5 [U/kg/den.

U 13 déti a dospivajicich (vék od 2,7 do 17,4 let, median 11,6) byla prokazana
normalni glukdzova tolerance, nebyly zjist€ny projevy T1DM a nebyly nalezeny mutace
v MODY genech. U téchto pacientli se jednalo zfejmé& o zcela ojedinély nalez mirné
hyperglykémie, ktery nebyl projevem metabolického onemocnéni.

U Zadného z pacientii s ndhodn¢ zachycenou hyperglykémii nebyla molekularné-
genetickym vySetfenim zjiSténa né€ktera z forem diabetu transkripcnich faktort (MODY

1,3,4,5a6).

Protokol intravenozniho glukézového toleranéniho testu (IVGTT)

Postupovali jsme podle standardniho protokolu [5]. Nejméné tii dny pred testem
pacienti dostavali b&znou stravu bez omezeni pfivodu sacharidi. V den pred testem
nebyli vystaveni nadmeérné fyzické aktivité. Kontraindikaci testu bylo akutné probihajici
onemocnéni a aplikace 1€kl potenciainé zplsobujicich hyperglykémii. Test byl zahdjen
po 10-12 hodinovém lacnéni mezi 8. a 9. hodinou rano zavedenim dvou intravenéznich
kanyl do predloketnich Zil pravé a levé horni koncetiny. Z jedné kanyly byly provedeny

odbéry bazalnich vzorki na stanoveni inzulinu, C—peptidu a glykémie. Do druhé kanyly
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byla aplikovana glukoéza v davce 0,5 g/kg télesné hmotnosti (maximum 35 g) ve forme
40 % roztoku rovnomérnou i.v. injekci po dobu 3 minut +/- 15 sekund. Konec aplikace
glukézy byl povazovan za 0. minutu testu. Krevni vzorky na stanoveni inzulinu, C—
peptidu a glykémie byly odebrany v 1., 3., 5., 10., 30. a 60. minuté testu ze zily, z niz
byly provedeny nativni odbéry. Byla vyhodnocena glykémie v Case 0 a 60 minut,
hladiny inzulinu a C-peptidu v €ase 0 (la¢na hodnota), 1+3 minut (FPIR) a v case 60

minut (SPIR). Hladiny inzulinu byly vyjadreny v mIU/I, hladiny C-peptidu v pmol/I.

Laboratorni diagnostické metody

Vsechny krevni vzorky byly analyzovany na Oddé&leni klinické biochemie a
imunochemie FNKV v Praze v den odbéru. Hladina krevni glukézy byla stanovena
enzymatickou hexokinazovou metodou za pouziti automatického analyzatoru Konelab
60 firmy VIAN. C-peptid a inzulin byly analyzovany chemiluminiscentni
imunometrickou technikou pomoci komerénich sett Immulite 2000 C-peptid a Immulite

2000 Insulin firmy DPC, Los Angeles, CA, USA.

Statisticka analyza

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér +/- SEM. Ke zpracovani dat byl pouzit
statisticky program GraphPad Prism, verze 4.00. Rozdily mezi vSemi sledovanymi
skupinami byly stanoveny analyzou rozptylu one-way ANOVA. Rozdily mezi
jednotlivymi dv€ma skupinami byly stanoveny neparovym t-testem. Hladina p<0,05

byla povaZovéna za statisticky vyznamnou.

Etika

Studie byla schvéalena Etickou komisi 3.LF UK. Pacienti a/nebo jejich zakonni

zastupci podepsali informovany souhlas s odbérem a vySetfenim DNA.
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Vysledky

Tabulky 1 a 2 shrnuji vysledné hladiny glykémie, inzulinu a C-peptidu v prab&hu
IVGTT. Porovnani jednotlivych parametri znazornuji grafy 1 az 4.

Vysledky ukézaly, ze pacienti s MODY2 a TIDM maji vys$si glykémii nalaéno nez
jedinci s normalni glukézovou toleranci (NGT) (p=0,0002) (tab. 1, graf 1). Rovnéz
glykémie v 60. minuté testu je vyznamné nizsi ve skupin€é NGT ve srovnani s ostatnimi
pacienty (p<0.0001) (graf 2).

FPIR u skupiny déti s TIDM je vyznamné niz§i nez u skupin MODY2 a NGT
(p=0,002). Rozdily v FPIR mezi skupinami NGT a MODY?2 nejsou vyznamné (tab.1,
graf 4). SPIR je ve vSech skupinédch srovnatelnd (tab. 2).

Podrobnéjsi analyzy ukéazaly, Ze pohlavi a stupenn pubertalniho vyvoje vyznamné
neovliviiuji ani FPIR, ani ostatni hodnocené parametry IVGTT (vysledky k dispozici u
autorll).

Na zékladé¢ analyzy rozptylu jednotlivych hodnot Ize konstatovat, Ze:

(senzitivita 100 %, specificita 98 %), a to v celé sledované vékové skupingé (veék 2,7 let a
vys$8i) bez ohledu na stafi a stuperi pubertalniho vyvoje;

2. FPIR se mezi NGT a MODY?2 nelisi. Pfi FPIR 26 mIU/Il a vy33i je nejspolehlivejsi
hodnotou pro odliSeni MODY2 a NGT glykémie nalacno (v ¢ase 0). Hladiny nad 5,3
mmol/l svéd¢i pro MODY?2 (senzitivita 97 %, specificita 100 %). Diagnézu MODY?2
nasledné potvrdi molekuldrné-genetické vysetreni;

3. Ostatni hodnoty z prubéhu [IVGTT maji pouze doplitkovy vyznam.

Diskuse

Pfi ndhodné zjisténé mirné hyperglykémii u déti a adolescentll s normalnim BMI je
nutné uvazovat zejména o dvou nozologickych jednotkdch se zasadné odliSnou
prognézou — o presymptomatické fazi diabetu mellitu 1. typu a o MODY2 — defektu
glukokinazy.

Presymptomaticka faze TIDM je obdobim pred klinickou manifestaci choroby. Je

charakterizovana probihajici destrukci inzulin produkujicich (-bun€k pankreatu
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autoimunitnim procesem. Jiz v této fazi lze =ziskat informace o pokrodilosti
patofyziologickych pochodi pomoci ukazatelt imunitnich (protilatky proti strukturam
B-bunék) a metabolickych (porucha FPIR). Po ur¢ité dob& dochazi k rozvoji diabetu s
plnou zavislosti na inzulinu. Pro pacienty je vCasné rozpoznani diagnézy a zahajeni
inzulinové l€¢by zasadnim prinosem, protoze predejde klinické manifestaci diabetu s
rizikem diabetické ketoacidozy.

MODY?2 je evidentné nejast&jSi priCinou nadhodné zjisténé hyperglykémie u déti a
dospivajicich. Spravné zarazeni této metabolické odchylky a jeji potvrzeni molekularné-
genetickym vySetfenim je pro pacienta jednoznacné dobrou zpravou. Jednd se o stav
benigni, bez sklonu k progresi a ziejmé bez rizika komplikaci. L.é¢ba neni nutnd, ani
dietni opatfeni ¢i jind adjuvantni terapie zfejme& nemiize glykémii pii MODY2 ovlivnit.
Pacienta je tfeba vybavit jednoznacnym diagnostickym zavérem, abychom jej pro
budoucnost uchranili pfed zbyte¢cnym metabolickym vySetfovanim pfi dal$im zachytu
mirné hyperglykémie.

Dalsi podtypy MODY diabetu (,,diabetes transkripénich faktori®) se v détském véku
manifestuji méné Casto. Jsou typické spiSe pro postpubertalni a Casny dospély vek [22].
Mezi pacienty s ndhodné zjisténou hyperglykémii jsme jejich vyskyt nezaznamenali.

U casti vySetfovanych osob jsme pfi podrobném vySetieni a dal$im sledovani
neprokéazali zadnou poruchu metabolismu glukézy. MiZzeme jen spekulovat o tom, zda
se u nich jednalo o ojedin¢lou stresovou hyperglykémii, o postprandialni odbér Ci o
laboratorni omyl. Mélo pravdépodobnd, ale pfesto mozn4 je i alternativa, ze se latentni
poruchu pouze nezdatilo detailnim vySetfenim rozpoznat a klasifikovat.

Vliv stadia pubertalniho vyvoje na interpretaci vysledkG IVGTT je casto
diskutovanou otazkou. Rada studii publikovanych v 80. a 90. letech minulého stoleti
prokazala zavislost hodnoceni vysledki IVGTT u déti na stadiu pubertalniho vyvoje
[19]. Byly pozorovany vyssi hladiny inzulinu jako odpovéd” -bunék na stimulaci v
prib&hu IVGTT v pozdni puberté¢ nez u prepubertalnich déti, a to u obou pohlavi
nezavisle na glykémii (1, 13, 17, 18, 19). Pfi¢inou by mohla byt zména inzulinové
rezistence, ktera se zvyuje od détstvi do pozdni puberty a nasledné klesa v priibéhu
¢asného dospélého véku [3, 6, 18]. V nasem souboru sledovanych pacientd jsme zasadni

vliv pohlavi a stadia pubertalniho vyvoje na hodnoceni IVGTT neprokazali.
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Pfi hodnoceni SPIR jsme vychazeli z predpokladu, Ze u pacientd s MODY?2 a u déti s
normalni glukézovou toleranci je tato hodnota relativn€ zachovana, zatimco u pacientd
s TIDM by méla byt snizena. Ukédzalo se viak, Zze SPIR diagnostické zpfesnéni
neprinasi. Hladiny inzulinu a C-peptidu v 60. minuté testu se mezi jednotlivymi
skupinami vyznamné neli§ily. Hodnoceni druhé faze odpovédi B-bunék na stimulaci
gluk6ézou miize mit své opodstatnéni u pacientll s diabetem mellitem 2. typu (T2DM),
kde lze predpokladat urity stupen inzulinové rezistence projevujici se laboratorné
hyperinzulinémii. S projevy T2DM v pediatrickém véku se vSak setkdvame prakticky
vyluén€ u pacientd s rizikovymi faktory pro rozvoj inzulinové rezistence (masivni

obezitou, steroidni terapif).

Zavér

NaSe studie prokazala, ze hlavnim diagnostickym uUkolem pfi ndhodné zjisténé
hyperglykémii u neobéznich déti a dospivajicich je odliSeni presymptomatické faze
TIDM, diabetu MODY?2 a jedinci bez prokazatelné poruchy metabolismu glukdzy.
Jako spolehlivou metodu k ¢asnému odliSeni téchto stavi lze vyuzit IVGTT. Pii FPIR
nalaéno (v case 0). Diagnézu MODY?2 nasledné potvrdi molekularné-genetické

vySetfeni.
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Tabulka 1. Hladiny glukozy, C-peptidu, inzulinu v pribéhu IVGTT.

parametr: glykémie _g]yke’mie 60 |inzulin inzulin C-peptid C—peptid' ]
minuta: 0 0 143 (FPIR) | 0 143

TIDM 58+0,7 |1001+1,1 |76+ 1,5 |130%23 |516+68 |1002191
(n=8) (4,1-74)  [(7.5-12,7) | (4,1-11,1) |(8,3-19,4) |(355-677) |(786-1217)
(4,3-14,5 let)

'MODY2  [6,2+0,2 [83+0,5 |102+1,4 [127+17 [566+56 |3135+275 |
(n=22) (5,8-6,5) | (7,3-9,3) (7,4-13,1) [(91-163) | (450-683) |(2557-3713)
(4,5-18,5 let) '

'NGT 45+0,1# |50+04 |66+0,9 |116+21* [495+61 [2907 +253 |
(n=13) (4,2-4.8) | (4,2-5,8) (4,7-8,6) | (71-161) | (362-629) |(2355-3459)
(2,7-17,4 let)

p (one—w_ay 0,0002 <0,0001 n.s. 0,002 n.s. <0,0001
ANOVA)

#p <0,0001 - porovnano s MODY?2 (nepérovy t-test)
* p=n.s. - porovndno s MODY?2 (neparovy t-test).

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér +/- SEM (v zavorce interval 95% spolehlivosti);
glykémie v mmol/l, inzulin v mIU/I, C-peptid v pmol/I.

Tabulka 2. Druha faze inzulinové sekrece (SPIR) v priibéhu IVGTT

(n=14) (4,5-18,5 let)

_parametr: inzulin C-peptid
minuta: 60 (SPIR) |60

TIDM 17,0 +3,0 [925+83
(n=8) (4,3-14,5 let) | (5,0-32,0) |(518-1187)
MODYZ 19,6 +7,1 | 1372+ 289

(5,6-110,0) | (532-3126)
|

INGT
(n=10) (2,7-17,4 let)

16,5+3,9 | 1148 + 153
(2,0-47,0) | (370-2024)

?(one-way ANOVA)

n.s.

‘n.s.

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér +/- SEM (v zavorce interval 95% spolehlivosti);
inzulin v mIU/1, C-peptid v pmol/l.
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i.v.GTT: glykémie 0 min.
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Graf 1. Glykémie v ¢ase 0 minut na poééatku IVGTT.
Pacienti s MODY?2 a TI1DM maji vySs§i glykémii
nalaéno neZ jedinci s normalni glukézovou

toleranci (NGT).

i.v.GTT: inzulin 0 min.
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Graf 3. Hiadiny inzulinu v ¢ase 0 minut na poéatku
IVGTT. Rozdily mezi skupinami nejsou vyznamné.
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Graf 2. Glykémie v ase 60 minut IVGTT.
Glykémie v 60. minuté testu je vyznamné
nizsi ve skupiné NGT ve srovnani

s ostatnimi pacienty.

i.v.GTT: FPIR (inzulin 1+3 min.)
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Dopliujici poznamky

Vysledky této studie ukazuji, Ze FPIR jsou relativné spolehlivym parametrem v
rozliSeni nejCast€jSich pficin (T1IDM a MODY2) nadhodné zjist€éné hyperglykémie u
neobéznich déti a adolescentl. Hodnota FPIR rovna a niz$i nez 26 mIU/I je ptiznana

pro presymptomatickou fazi T1DM.

Literarni udaje uvadéji vliv v€ku a pubertdlniho vyvoje na hodnotu FPIR (Allen
1993, Lorini 1996, Smith 1988a, Srikanta 1984). V na$i skupin¢ pacientl jsme vliv
stadia pubertalniho vyvoje na hodnotu FPIR nezaznamenali; nicméné velikost a sloZeni
souboru nam nedovoluji spolehlivé tento parametr posoudit. VE&kovy rozptyl
analyzovanych déti je Siroky, mladsi vékové kategorie jsou vSak zastoupeny v malém
poctu (5 déti ze 43, ). 12 %). Statisticky vyznamny rozdil ve vékovém sloZeni

jednotlivych diagnostickych podskupin jsme nepozorovali.
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Abstract

Introduction: Randomly estimated fasting hyperglycaemia in an asymptomatic
individual may represent the first sign of pancreatic 3-cell dysfunction.
Objective: We aimed at specifying the genetic aetiology of asymptomatic

hyperglycaemia in a cohort of children and adolescents.
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Subjects and methods: We analysed the aetiological diagnosis in 82 non-obese
paediatric subjects (38 males) aged 0.2-18.5 years (median: 13.1) who were referred for
elucidation of a randomly found blood glucose level above 5.5 mmol/l. In addition to
fasting glycaemia and circulating levels of insulin and C-peptide, the subjects were
tested by an oral glucose tolerance test and an intravenous glucose tolerance test and
screened for mutations in the genes encoding glucokinase (GCK), HNF-1a (TCFI),
Kir6.2 (KCNJI11) (if aged < 2 years) and HNF-4a (HNF4A4) (those with a positive
family history of diabetes).

Results and discussion: We identified 35 carriers of GCK mutations causing
MODY?2, two carriers of 7CF/ mutations causing MODY3, one carrier of a HNF4A
mutation causing MODY 1 and one carrier of a KCNJ/ [ mutation causing permanent
neonatal diabetes mellitus. Of the remaining patients, 11 progressed to type 1 diabetes
mellitus (T1DM) and 9 had impaired glucose tolerance or diabetes mellitus of unknown
origin. In 23 subjects, an impairment of blood glucose levels was not confirmed. We
conclude that 39 of 82 paediatric patients (48%) with randomly found fasting
hyperglycaemia suffered from single gene defect conditions, MODY?2 being the most
prevalent. An additional 11 patients (13%) progressed to overt TIDM. The aetiological
diagnosis in asymptomatic hyperglycaemic children and adolescents is a clue to
introducing an early and effective therapy or, in MODY2, to preventing any future

extensive re-investigations.

Keywords: hyperglycaemia, genetics, children, MODY, type 1 diabetes mellitus,

permanent neonatal diabetes mellitus

Abbreviations: FPIR: first-phase insulin release; GCK: glucokinase; GCK: gene
encoding glucokinase; HbA c: glycosylated hemoglobin; HNF-la: hepatocyte nuclear
factor-1a; HNF4A4: gene encoding HNF-4a ; HNF-4a: hepatocyte nuclear factor-4a;
HNF-1: hepatocyte nuclear factor-1; IGT/DM: impaired glucose tolerance/diabetes
mellitus; IPF-1: insulin promotor factor; IVGTT: intravenous glucose tolerance test;
KCNJI1I: gene encoding Kir6.2; Kir6.2: inwardly rectifying K+ channel subunit;
MODY: Maturity-onset diabetes of the young; NGT: normal glucose tolerance; OGTT:
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oral glucose tolerance test; PND: permanent neonatal diabetes mellitus; SDS: standard

deviation score; T1DM: type 1 diabetes mellitus; 7C'//. gene encoding HNF-1q.

Introduction

For decades, the diagnosis of paediatric diabetes mellitus has being considered
trivial. In the majority of patients, suggestive symptoms of recent polyuria, polydipsia
and weight loss, in some cases associated with ketoacidosis, clearly indicate the need
for blood glucose measurement to establish the diagnosis of type 1 diabetes mellitus
(TIDM). However, an unexpected finding of elevated blood glucose may arise from a
random measurement in children without typical symptoms of diabetes, while
elaborating various medical conditions; in others, a positive dipstick test for glycosuria
may have led to a subsequent estimation of hyperglycaemia. As these children may
suffer from presymptomatic progressive pancreatic p-cell dysfunction, a rapid and
effective diagnostic action is required.

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) is a family of monogenic forms of
impaired B-cell function. The clinical diagnosis of MODY is based on (1) young age at
onset (before 25 years of age), (2) familial occurrence with autosomal dominant
inheritance and high penetrance and (3) no need for insulin treatment for at least 2 years
following diagnosis [20, 22]. So far, six distinct MODY subtypes (MODY 1-MODY 6)
have been defined according to the underlying genetic defect.

MODY?2 is caused by mutations of the gene encoding glucokinase (GCK), an
enzyme required for glucose phosphorylation in the pancreatic B-cells and in the liver
cells (Fig. 1). The affected subjects exhibit mild hyperglycaemia from birth up to old
age and are usually free of symptoms and severe organ damage. The age at diagnosis
depends on the first blood glucose estimation.

The additional MODY subtypes (MODY1 and 3-6) result from defective [-cell
transcriptional regulation (Fig. 1). The affected individuals usually manifest in late
puberty or early adulthood and suffer from progressively impaired insulin secretion and
impaired glucose regulation and a high risk of late diabetes-associated complications.

Neonatal diabetes mellitus (either transient or permanent) is characterised by

hyperglycaemia revealed within the first months of life requiring insulin treatment [7,
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12]. Transient neonatal diabetes mellitus resolves within a median of 3 months [17]. On
the contrary, patients with permanent neonatal diabetes mellitus (PND) remain insulin
dependent [17]. A defect of KCNJI1 encoding the Kir6.2 subunit of the B-cell ATP-
sensitive K+ channel has recently been established as a cause for PND in a substantial
proportion of affected children (Fig. 1) [7].

To make the spectrum of diabetic conditions aminy children and adolescents even
more complex, type 2 diabetes mellitus is recently being reported among severely
overweight young people from countries with an epidemic of obesity [14].

Here, we studied mutations and the phenotypic expression in the genes 7CF/, GCK,
HNF44 and KCNJI! in an unselected cohort of 82 children and adolescents,

consecutively referred for investigation of asymptomatic fasting hyperglycaemia.

Glucose

KirB.2 !

Target genes:

I
Insubin, GLUTZ2, ¢
GCK, PEPCK, |
PFK-2, L-PK

Fig. | Main pathways regulating insulin secretion in B-cells (left) and the current concept of B-
cell transcriptional regulation network (right). Glucose molecules enter B-cells via the GLUT2
membrane transporter. The cytoplasmic enzyme glucokinase (GCK) senses the glucose
concentration and initiates subsequent steps leading to insulin release. Adenine nucleotides
interact with the sulphonylurea binding component (SUR1) of the inward rectifying potassium
channel (Kir6.2). Potassium channel closure depolarises the cell membrane, opening voltage-
gated calcium channels. Increased intracellular calcium concentration promotes exocytosis of
insulin granules. Decreased GCK activity due to a heterozygous GCK gene mutation (1) is
associated with persistent mild hyperglycaemia from birth up to old age (MODY?2). Defects of
Kir6.2 subunit of the potassium channel due to a KCNJI/ mutation (2) tlead to permanent
neonatal diabetes (PND). Failure of transcriptional regulation results in gradual loss of insulin
secretion. Affected individuals become hyperglycaemic in late childhood, adolescence or young
adult age as seen in defects of HNF-4a (3) encoded by HNF44 (MODY'1) or of HNF-1a (4)
encoded by TCFI (MODY 3).
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Subjects and methods

Subjects

Between January 1998 and December 2004, a total of 82 children and adolescents
(38 males, 44 females; aged 2 months - 18.5 years, median: 13.1 years) were referred by
general paediatricians, paediatric endocrinologists or paediatric departments of local
hospitals to the Department of Paediatrics of the 3rd Medical Faculty in Prague for
elucidation of asymptomatic fasting hyperglycaemia. All patients were of Caucasian
origin. Their body mass index (BMI) ranged between 13.7 and 25.0 kg/m2 (median:
18.9). None of the subjects was severely overweight (BMI >97th percentile of the age-
and gender-matched reference population) [3].

Non-symptomatic elevated fasting blood glucose was originally estimated either
within the elaboration of an acute condition (tonsillitis, gastroenteritis/vomiting,
bronchitis, influenza, pyelonephritis, otitis media, fatigue, abdominal pain, head injury,
vertigo, dyspnoea, collapse or tachycardia) or following a positive glycosuria testing at
a routine preventive examination or at urine examination for various other reasons.
None of the patients suffered from polyuria/polydipsia/weight loss or was ketotic at
initial evaluation.

The age of patients at the first recognition of hyperglycaemia was 2 weeks—16.1
years (median: 12.0 years) and fasting plasma glucose level at the referring physician’s
office ranged from 5.6 mmol/l (101 mg/dl) to 20.9 mmol/l (376 mg/dl) (median: 7.1
mmol/l; 127 mg/dl). Those with fasting plasma glucose < 5.6 mmol/l (101 mg/dl) at
initial examination were excluded from the study cohort. At the first examination
following referral, levels of fasting plasma glucose ranged from 4.0 mmol/I (71 mg/dl)

to 22.6 mmol/l (407 mg/dl) (median: 5.9 mmoV/I; 106 mg/dl).
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Study protocol

Baseline investigations

The baseline evaluation included family history, fasting glycaemia, fasting serum
insulin and C-peptide, and glycosylated haemoglobin (HbA,c). Family history was
considered positive if at least one parent and/or one sibling had diabetes mellitus.

All individuals were tested with an oral glucose tolerance test (OGTT) which was
evaluated according to the American Diabetes Association (ADA) criteria [1]. Children
with results within normal range (fasting plasma glucose <5.6 mmol/l and 2-h postload
plasma glukose <7.8 mmol/l; <140 mg/dl) were considered to have normal glucose
tolerance (NGT). Intravenous glucose tolerance test (IVGTT) to assess pancreatic p-cell
function by estimating the first-phase serum insulin release (FPIR) was performed in all
children above 2 years of age. All subjects were investigated for mutations in the genes
encoding GCK and HNF-1a. The KCNJI1 gene encoding the Kir6.2 subunit of the -
cell ATP-sensitive K+ channel was analysed in all children younger than 2 years.

In addition patients with a positive family history of diabetes mellitus in first-degree
relatives but with negative search for mutations in GCK, TCFI and KCNJI1 genes were
screened for mutations in the gene encoding HNF-4a.

Low-dose insulin therapy and home blood glucose monitoring were initiated in
patients who had abnormal glucose tolerance (a pathological result during an OGTT) in
association with decreased FPIR (lower than 1st percentile). Although that is still not a
standard therapeutic option, we personally believe that it may prevent a rapid

progression to overt TIDM.

Clinical follow up

All study participants were followed prospectively. The median follow-up time was
3.9 years (range: 0.7-6.9 years). Venous blood was sampled for HbA ¢ and profiles of
blood glucose levels over 24 h (three to five measurements before main meals and at

bedtime) were performed every 6 months.
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In those on insulin therapy, the treatment was aimed at maintaining near-
normoglycaemia. The insulin requirements were recorded at regular outpatient visits

every 3 months.

Ethics

Informed written consent was obtained from all subjects and/or their parents before
entering the study protocol. The study was approved by the Ethical Committee of the

3rd Faculty of Medicine, Charles University of Prague.

Testing procedures

Both OGTT and IVGTT [2] were performed according to standard protocols. The
subjects were on regular diet with unrestricted carbohydrate intake at least 3 days
preceding the test. Excessive physical activity was not allowed | day before testing. The
test was not provided in cases of acute illness and/or administration of drugs with
potential effect on blood glucose levels (including inhaled corticosteroids). After an
overnight fast for 1012 h, testing was initiated between 8 and 9 a.m.

For IVGTT, two contralateral antebrachial veins were cannulated. Sampling was
performed from one cannula to measure basal plasma glucose and serum insulin and C-
peptide. Immediately thereafter, 0.5 g glucose per kg of body weight (maximum: 35 g)
as a 40% aqueous solution was infused into the second cannula within 3 min + 15 s.
Serum insulin and C-peptide levels at time points 1 and 3 min were used for calculation
of the first-phase insulin response (FPIR). The results were evaluated according to
published standards [9, 18].

For OGTT, 1.75 g glucose per kg of body weight (maximum: 75 g) was given. Blood
samples to measure plasma glucose and serum insulin and C-peptide were obtained at

time points 0, 60 and 120 min. The results were evaluated according to ADA criteria

[].
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Routine laboratory assays

Plasma glucose

Plasma glucose concentration was measured by the enzymatic hexokinase method
using the automatic analyse Konelab 60 (Thermo Clinical Labsystem Oy, Espoo,

Finland).
C-peptide and insulin

C-peptide and insulin in serum were analysed by a chemiluminescent immunometric
technique using the commercial sets Immulite 2000 C-peptide and Immulite 2000
Insulin (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA).
HbA

Estimation of HbA ¢ was performed with the DS5 Analyser (Drew Scientific Ltd.,
Barrow in Furness, Cumbria, UK) using cation exchange chromatography in
conjunction with gradient elution. The assigned values of HbA ¢ were calibrated to the

International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) system (normal levels: 2.0-

4.5%).

Genetic analyses

Preparation of genomic DNA

Genomic DNA was isolated from leukocytes in blood samples anticoagulated with

ethylenediaminetetraacetate (EDTA).
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Analyses of genes encoding HNF-1a, GCK and HNF-4a

Denatured high-performance liquid chromatography (dHPLC) and direct sequencing
were used for analysis of all exons, the intron-exon boundaries and the promoter regions
of the TCFI and GCK genes [4]. Analysis of the HNF44 gene and of its Pl promoter
was performed by direct sequencing using ABI PRISM Dye Primer Cycle Sequencing
Kit with AmpliTaqg DNA polymerase FS.

Analysis of the KCNJI11 gene

The published primers and previously described protocol were used to carry out the
polymerase chain reactions (PCR) in addition to fragment 6 for which the annealing
temperature used was 70°C [8]. PCR were performed using AmpliTaq Gold and a
Gene-Amp PCR system 9700 thermocycler (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA).
After PCR, the products were purified using an ExoSAP-IT treatment (USB
Corporation, Cleveland, OH, USA), and all of them were sequenced in both directions
using the BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The sequencing was performed on an ABI PRISM 3100-Genetic
Analyse (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Definition of diagnostic subgroups

Positive screening for mutations in the ANF4A4, GCK, TCFI and KCNJI1 genes was
considered diagnostic for MODY I, MODY?2, MODY 3 and PND, respectively. Subjects
with negative search for mutations in genes mentioned above, but with persistent
increased fasting glycaemia and abnormally high plasma glucose response to an OGTT
were considered diabetic. Of these, individuals with FPIR below the Ist percentile who
required a daily insulin dose =0.5 [U/kg to maintain near-normoglycaemia within the
follow-up period were considered to manifest an early (pre-manifest) phase of TIDM.
Those with normal FPIR (and no insulin treatment) or those with low FPIR but daily

insulin requirements <0.5 [U/kg were assigned as impaired glucose tolerance/diabetes
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mellitus (IGT/DM) of undetermined origin. B-cell-specific autoantibodies were not
included into the diagnostic work-up. Individuals negative for mutations in the analysed
genes who had normal fasting plasma glucose and normal OGTT and physiological

FPIR at re-evaluation following referral were considered as NGT.

Statistics

The values are expressed as mean+SEM if not given otherwise. The data on
diagnostic subgroups were statistically evaluated if the entire subgroup included =9
individuals. The group differences in the clinical and metabolic variables were assessed
by the one-way analysis of variance (ANOVA) and by Student’s t-test where

appropriate.

Results

Monogenic forms of hyperglycaemia

The genetic findings are summarised in Table 1. One patient carried a heterozygous
mutation in the HNF4A4 gene causing MODY 1. In 35 subjects, we identified 19 different
heterozygous mutations in the GCK gene (MODY?2). In two individuals, we determined
heterozygous mutations in the 7CF/ gene causing MODY3.

One patient carried a heterozygous mutation in the KCNJI/ gene, an arginine-to-
histidine substitution at position 201 (R201H), causing PND. He was originally
investigated for prolonged cough at age 2.5 months. In spite of a blood glucose level of
22.6 mmol/l (407 mg/dl) at referral, he was free of diabetic symptoms. We have not
previously reported this patient; however, the R201H mutation is known to be the most
prevalent PND-causing variant within the entire KCNJ11 gene [7].

Thus, in 39 of 82 patients (48%) the randomly found hyperglycaemia led to the
disclosure of a single gene defect condition, MODY?2 being the most prevalent. The

clinical and biochemical phenotypes of affected individuals are summarised in Table 2.
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Type 1 diabetes mellitus (pre-manifest phase)

Eleven children who tested negative for mutations in the screened genes (13% of the
study group) had fasting hyperglycaemia (9.1+1.2 mmol/l; 164+£22 mg/dl), abnormally
high plasma glucose response to an oral glucose load and substantially decreased FPIR
(13.74£3.0 mIU/1) (Table 2). None of them was ketotic at diagnosis or within the follow-
up period of 3.84+0.4 years. The reason for the initial plasma glucose estimation was an
intercurrent infection in five, fatigue in three and head injury in one subject. In two
subjects, glycosuria was detected in a random urine sample at a preventive examination.
In all of the subjects, low-dose insulin therapy was initiated to prevent the development
of overt clinical symptoms of diabetes and the daily insulin requirements to maintain
near-normoglycaemia exceeded 0.5 IU/kg during the follow-up. Thus, these subjects
were considered to suffer from TIDM that was randomly detected within the

presymptomatic phase.

Impaired glucose tolerance/diabetes mellitus (IGT/DM) of undetermined origin

Nine patients (11%) who tested negative at mutation screening had an abnormal
plasma glucose response to an oral glucose load (OGTT) and a borderline fasting
plasma glucose level (6.1£0.5 mmol/l; 110+9 mg/dl). Their FPIR ranged from low
normal to moderately decreased values (54.4+19.5 mIU/I) (Table 2). The reason for the
initial examination was glucosuria at a preventive examination (4), intercurrent
infections (3) or fatigue (2). According to standard procedures, insulin therapy was
initiated in those with FPIR below the Ist percentile. However, the daily insulin
requirements to maintain near-normoglycaemia remained < 0.3 [U/kg.

Members of this subgroup were not obese (BMI-SDS ranging from -0.61 to+0.63),
making a diagnosis of type 2 diabetes mellitus improbable. However, eight of nine
reported a history of diabetes in one parent (three cases were classified as gestational

diabetes and five cases as type 2 diabetes).
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Normal glucose tolerance

In 23 subjects (28% of the study cohort), we did not confirm the hyperglycaemia
originally reported by the referring physician. These patients had normal fasting plasma
glucose, OGTT and FPIR. The screening for mutations in the selected genes was
negative. Furthermore, HbA ¢ and profiles of blood glucose levels remained normal
during follow-up.

The initial examination of plasma glucose was provided when elaborating an

intercurrent infection (11), fatigue (7) or abdominal pain (5).

Summary of clinical laboratory data in diagnostic subgroups

The clinical and laboratory data on subgroups of patients with asymptomatic
hyperglycaemia are summarised in Table 2. Individuals with the four most prevalent
conditions (T1DM, MODY?2, IGT/DM, NGT) were of similar age at first examination
for hyperglycaemia, had similar age- and gender-matched body mass index (BMI) and
similar fasting serum levels of insulin and C-peptide.

On the contrary, fasting plasma glucose, FPIR and HbA,c differed significantly
among the subgroups, distinguishing children with pre-manifest TIDM by lower FPIR

and higher fasting plasma glucose in association with increased HbA .
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Table 1: Genetic findings: 39 heterozygous multations identified within the cohort of 82
unrelated children and adolescents with randomly found hyperglycaemia

Gene Identified mutations
| HNF4A4 (1 subject)J VallZllle

GCK (35 subjects) | Arg36Trp (1 subject)
Glu40Lys (8 subjects)
| Gly44Asp (2 subjects)
Phel50Leu (1 subject)
Glul57Lys (1 subject)
Alal88Thr (1 subject)
Cys220Stop (4 subjects)
Val226Met (2 subjects)
Met251Val (1 subject)
Glu268Stop (1 subject)
Gly294Asp (1 subject)
Leu315His (2 subjects)
Phe316Val (1 subject)
Gly318Arg (3 subjects)
Ser383Leu (1 subject)
Phe419Leu (1 subject)
Cys434Tyr (2 subjects)
Ile436Asn (1 subject)
Ala454Glu (1 subject)
| TCFI (2 subjects) | P379fsdelCT
Arg229Stop
KCNJI1I (1 subject) | Arg201His

Identification of mutations in the HNF4A4, GCK and TCFI genes in individual patients
have been given in our previously published reports [15, Pinterova, submitted for
publication].
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Table 2: Clinical and metabolic characteristics of diagnostic subgroups of children

with randomly found asymptomatic hyperglycaemia.

TIDM |MODY1|MODY2 |MODY3|PND|IGT/DM |NGT
Number (%) 11 (13) 1y 13503 2(2) TOREND 23 (28)
‘_Age at first detection I 9.1£1.2 14.0 11.2+0.7 159+0.1 0.2 11.2%1.5 9.6%1.0
of hyperglycaemia (years)
"Sex (F/M) 4/7 10 19/16 2/0 O CE 12711
BMI (kg/m?) 184+1.1 |227 19.1+0.4 202421 [163 [19.1+05 [ 18.6:0.7
( Fasting p-glucose (mmol/l) | 9 g+] 4 . j 8.4 64? 59% 226 | li—OTr zm
Fasting s-insulin (mIU/l) | 7.3+1.6 NA 10.0+1.3 e NA [6.8+1.1 6.7+0.7
Fasting s-C-peptide (479292 342 561451 | 5124258 | NA [645483 508+69
(pmol/l) l
| B AT n % \; —¥ N |
OGTT: I-hourpostioad | 126¢1.1  [106  |107:06 | NA NA [116t12 [6.0:05
p-glucose (mmol/l)
| OGTT: 2-hour postload | 10 420.6 | 101 93405 |115%  |[NA 11817 [53+03
p-glucose (mmol/1)
"FPIR (mlU/) 37530 [NA 13024169 |940® |NA [544+19.5 |113.8+20.1
|
HbA ¢ (%) le6x07 |20 b.sro_z 154209 (54 [e1x04 |45:04
|
Number of affected parents | 0/3/8 0/1/0 2/28/5 0/2/0 0/0/1 1 0/8/1 0/5/18
Q/1/0) L
e — | S P —

Values are shown as mean + SEM (single values for the one member groups). BMI was
expressed as SDS according to recent local standards [3]. TIDM - type one diabetes
mellitus, PND - permanent neonatal diabetes mellitus, [GT/DM - impaired glucose
tolerance/diabetes mellitus, NGT - normal glucose tolerance, SDS - standard deviation
score, FPIR - first-phase of insulin release during an ivGTT, p - plasma, s - serum, NA -

not available

*p<0.0001 (T1IDM, MODY2, IGT/DM and NGT; ANOVA); **p<0.005 (T1DM,
MODY2, IGT/DM and NGT; ANOVA); ***p<0.01 (TIDM vs. NGT; t-test); * in a

single patient only.

Discussion
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Within the cohort of 82 children and adolescents with asymptomatic
hyperglycaemia, we identified 35 mutation carriers in the glucokinase gene (MODY?2)
and 3 patients with mutations in genes encoding transcription factors: one case of
MODY 1, two cases of MODY3 and one infant with a KCNJI1 mutation causing PND.
Thus, in 39 patients (48% of the study cohort) the randomly found hyperglycaemia led
to the disclosure of a single gene defect condition, MODY?2 being the most common.
Among the mutation-negative subjects, 11 (13%) developed TIDM, 9 (11%) had
IGT/DM of unknown cause and 23 (28%) were glucose tolerant.

These findings have important clinical implications: 35 of 59 subjects who were
confirmed to be hyperglycaemic by re-investigation suffered in fact from MODY2, a
benign and non-progressive form of impaired glucose regulation.

No diet or drug therapy is required in most of these patients [13] and an annual
follow-up with HbA,c measurement would suffice. The risk of diabetes-associated
complications is low [6]. However, affected women may require insulin therapy during
pregnancy to prevent foetal macrosomia [5]. Also exact genetic diagnosis is important
in order to prevent redundant periodic metabolic examinations of affected individuals.

The clinical diagnosis of MODY2 may be supported by a positive autosomal
dominant family history of mild hyperglycaemia. If maternally transmitted, affected
women may have a history of gestational diabetes meilitus in all pregnancies. If
transmitted by the father, the diagnosis is not necessarily known. A simple estimation of
parental fasting plasma glucose levels may be helpful. The affected grandparent may be
known to have “mild type 2 diabetes mellitus” and being recommended to follow a
“diabetic diet”.

On the contrary, the additional MODY subtypes tend to manifest in later childhood,
adolescence or young adulthood [21] and gradually develop to a symptomatic stage.
These forms of diabetes are characterised by progressive decrease in B-cell function and
high risk of microvascular complications. Therapy with insulin or oral hypoglycaemic
drugs is required to maintain near-normoglycaemia [22]. A positive autosomal
dominant family history of a clinically overt diabetes mellitus may help in establishing

the clinical diagnosis of MODY.
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Among infants, asymptomatic hyperglycaemia may be the first sign of PND. This
condition is known to result from defects of the KCNJI/ gene in a substantial
proportion of cases [7]. Our patient carrying the R201H mutation within the KCNJI1
gene was randomly detected to be hyperglycaemic at 2.5 months of age. His daily
insulin requirements did not exceed 0.4 IU/kg and the metabolic regulation was
excellent within the follow-up period of 3.3 years.

Currently, studies are ongoing to test the therapeutic potential of sulphonylurea
derivates instead of insulin in children affected by mutatidns in the KCNJI1 gene. Thus,
genetic diagnosis may open new future treatment options in these children [16].

In 11 patients (13 %), random hyperglycaemia was apparently the first sign of
TIDM. Early recognition of TIDM makes it possible to initiate insulin treatment before
the clinical onset of the disease and to reduce the risk of unrecognised diabetic
ketoacidosis upon manifestation of TIDM. The early stages of the disease process may
be detected by decreased FPIR and by B-cell-specific autoantibodies. However, in
young children the levels of autoantibodies may vary, introducing difficulties in the
interpretation of the results [10, 11]. Temporary positive titres of an autoantibody
against molecularly defined antigens (anti GADG65, anti-l1A2 or anti-IAA) might also
reflect the population variability [19]. Therefore, we performed the study irrespectively
of autoimmune markers.

The IGT/DM group in which the molecular pathogenesis was not understood
included nine (11%) of the examined subjects. They were all asymptomatic, had
impaired glucose tolerance or diabetes mellitus according to diagnostic criteria and their
FPIR was low normal or mildly decreased, making the diagnosis of T1DM unlikely.
However, eight of them had a first-degree relative affected with diabetes mellitus
indicating that undetected or unknown MODY gene variants may be involved in the
aetiology. Low-dose insulin therapy was in some of the subjects necessary to achieve
near-normoglycaemia.

In the remaining subgroup of 23 subjects (28%) with NGT, a detailed clinical and
metabolic examination did not reveal any metabolic disorder. The randomly found
fasting hyperglycaemia might have been due to an isolated stress hyperglycaemia,

postprandial blood sampling or errors in sample handling.
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In conclusion, the underlying cause of a randomly found asymptomatic
hyperglycaemia was fully elucidated in a considerable number of affected individuals in
our study. For many of them, the final diagnosis bears a positive message on the benign
nature of the condition; however, cases of pre-manifest type 1 diabetes mellitus and of
MODY1 and MODY3 require a rapid and adequate treatment to prevent an
unfavourable short-term and long-term outcome. In different populations, the results
might differ largely. Cases of type 2 diabetes mellitus would probably be recognised
among hyperglycaemic youngsters in countries with epidemic childhood obesity.
However, the spectrum of newly established monogenic conditions is worthy of

inclusion in the diagnostic work-up anyway.
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Dopliiujici poznamky

Nase vysledky potvrzuji klinicky vyznam nahodn€ zjiSt€éné hyperglykémie u
asymptomatickych déti a adolescentti. Urceni etiologické pfi¢iny nahodné
hyperglykémie hraje zasadni roli v ¢asném zavedeni uCinn€ terapie, v détském v€ku se

jedna predevsim o T1DM, nebo usetii pacienta od dal$iho extensivniho vy3etfovani, v
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pripadé MODY?2. V tomto ohledu jsou vysledky nasf studie povzbudivé: 43 % pripadi
nahodné zjisténé hyperglykémie u pediatrickych pacientd z ¢eské populace predstavuje
MODY?2, charakterizovany benignim pribéhem. 11 % ptipadi bylo spojeno s
presymptomatickou fazi TIDM, jediny pacient (1 %) s MODY1 a dva pacienti (2%) s
MODY3. Podatilo se zachytit i jeden pfipad permanentniho neonatalniho diabetu

mellitu na pokladé mutace genu KCNJI 1.

Molekularn¢ genetické vySetfeni dokaze spolehlivé odlisit znaAmé monogenné
podminéné formy diabetu. U jedincl s negativnim nalezem napomiuze k urCeni etiologie
klinicky prabéh, laboratorni data (glykémie nalacno, HbAic, vysledky dynamickych
testt OGTT a IVGTT se stanovenim FPIR) a pfipadna nutnost exogenni dodavky
inzulinu, navic i s prihlédnutim k potfebné davce. Pro premanifestni fazi TIDM byla
charakteristickd nutnost denni davky inzulinu = 0.5 1U/kg k udrZeni hladin glykémie

blizkych normainim hodnotam.

Rozbor situaci, pfi nichz bylo provedeno inicialni vySetreni glykémie, neprokézal
vyznamné rozdily z hlediska klinické zavaznosti mezi jednotlivymi diagnostickymi

podskupinami.

Podskupinu PGT/DM (11 %) se nepodarilo presné specifikovat. Vysledky
molekularn¢ genetického vySetfeni neprokéazaly u t€chto pacientii mutaci v testovanych
genech. Opakované vysetfeni potvrdilo pretrvavani zvySené glykémie nalacno s
patologickou glykemickou kfivkou v pribéhu OGTT. Hodnota FPIR byla normalni
nebo stfedné sniZzena. V pribéhu sledovani nedoslo k rozvoji klinickych symptomd.
Inzulinova terapie k udrzeni hladin glykémie blizkych normalnim hodnotdm byla
zahdjena u Casti pacientl, pfitom inzulinova potfeba byla nizsi nez 0,3 [U/kg. Pacienti
méli normalni BMI pro dany v€k a pohlavi. Rozbor rodinné anamnézy své€dcil u velké
Casti  probandi  pro wvyskyt diabetu s autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti.
Predpokladame tedy, Zze by se mohlo jednat o pacienty s mutaci v dosud

neidentifikovanych MODY genech (MODY X).
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9.3 Mutace genu KCNJ11, kédujiciho Kir6.2 - terapeuticky pristup

Formou kazuistiky jsme referovali o ndlezu mutace R201H genu KCNJ/I, ktery
kéduje Kir6.2 podjednotku kaliového kanalu. Tento nalez ptinesl novy pohled na
onemocnéni a umoznil zmé&nit dosavadn{ terapii z inzulinu na peroralni antidiabetikum.
Nova terapie znamenala nejen zvySeni kvality Zivota pacienta, ale predeviim vedla ke

zlepSeni kompenzace diabetu.

Jedna se o chlapce, ktery byl zachycen diky studii ,,Nahodné zjisténa hyperglykémie

u déti a adolescenth.

Pruhova S, Lebl J, Pinterova D, Feigerlova E, Hansen T, Pedersen O (2004) R201H
mutation of the KIR6.2 gene causing permanent neonatal diabetes mellitus. Slovenska

Pediatrija 11. 83.

R201H mutation of the KIR6.2 gene causing permanent neonatal

diabetes mellitus

Background: Permanent neonatal diabetes mellitus (PNDM) is defined as persistent
hyperglycaemia diagnosed within the first three months of life. Recent findings have
shown that a substatnial proportion of cases of PNDM are caused by mutations of the
Kir6.2 gene encoding a subunit of the ATP-senstive potasium-channel.

Case report. A full-term male offspring of healthy parents was investigated at 18
days for prolonged neonatal jaundice and was found to be mildly hyperglycaemic (8,7
mmol/l). At re-investigation in 2,5 months, his blood glucose was 13,6 mmol/l and he
was referred to our department. At admission, he had permanent glycosuria and blood
glucose 22,6 mmol/l with no signs of ketoacidosis. The level of C-peptide was 183
pmol/l and autoantibodies (antiGAD) were negative. We started NPH insulin in 3 daily
doses; he was normoglycaemic at 3,25 [U/day (0,4 1U/kg/day). Currently at 3,5 years,

he is given insulin 0,22 1U/kg/day and his metabolic control is excellent.
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Recently, we provided molecular genetic analysis of the Kir6.2 gene using PCR and
direct sequencing and found a R201H mutation that was for the first time described in
subjects with PNDM earlier this year. This finding opened the possibility to test OHA
(glibenclamide) instead of insulin to control his blood glucose levels.

Conclusions. We have proven that testing for Kir6.2 mutations may be
recommended in subjects with PNDM and maybe in all children with early-onset
diabetes within the first year of life. Some preliminary reports suggest that patients with

“Kir6.2-diabetes” may profit from therapy with OHA (glibenclamide) instead of insulin.

Dopliiujici poznamky

Mutace genu KCNJII, koédujictho Kir6.2 podjednotku kaliového kandlu, je
nejcastéjsi pric¢inou diabetu diagnostikovaného pred 6 mésici véku. Mutace KCN.JI]
mohou zptsobit PNDM, TNDM nebo jiné mirn€j$i formy diabetu s nastupem pozdéji v
zivoté (Gloyn 2004, Gloyn 2005, Hattersley 2005, Slingerland 2005, Yorifuji 2005).
Rodinnd anamnéza je vétSinou negativni, nebot 90 % mutaci vznikd de novo
(Slingerland 2006a). lzolovany vyskyt diabetu byva casty, asi 20 % pacienti md
neurologické komplikace. Pacienti postizeni mutaci Kir6.2 jsou klinicky inzulin-
dependentni; u 30% z nich se diabetes manifestuje ketoacidézou, hladina C-peptidu je
Casto neméfiteln€¢ nizkd a terapie inzulinem byla v minulosti povazovéna za

nevyhnutelnou (Hattersley 2005).

U naseho pacienta molekularn€ geneticka analyza genu pro Kir6.2 prokézala de novo
mutaci R201H (zdména argininu za histidin v pozici 201). Dle publikovanych dat se
jedna pravdépodobné o oblast KCNJI 1 genu, kterd nejCast€ji podléha mutacim. Naléza
se v -COOH terminalnim useku Kir6.2 (Edghill 2004) a obsahuje CpG dinukleotid,
ktery predstavuje u savcu ,hot spot™ pro genové mutace. Toto by mohlo vysvétlovat
opakované néalezy mutace R201H u nepfibuznych rodin z rozdilnych zemi svéta. Jelikoz
velka ¢ast mutaci vznikd spontanng, rodinna anamnéza diabetu byva negativni. Funkéni

studie prokazaly, Ze mutace ma za nésledek Ctyficetindsobné snizeni citlivosti kanalu
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viuci ATP, coz néasledné vede k selhdni uzavéru kandlu B-buiiky ATP dependentnim

mechanismem a k poruse sekrece inzulinu (Gloyn 2004).

V neddvné dobé se podarilo prokazat, ze perordlni terapie derivaty sulfonylurey je
pro pacienty s mutaci R201H genu KCNJI I ptinosnd. Mechanismus plisobeni spoiva
ve vazbé farmaka na SURI podjednotku a uzavérem Karp kandlu mechanismem
nezavislym na ATP (Gribble 2003). Bylo prokézano, Ze terapie nejen zlepSuje kvalitu
Zivota, ale zejména prispiva ke zlepSeni glykemického profilu bez zvyseni frekvence
hypoglykémii. Po¢ate¢ni denni davky glibenclamidu mohou doséhnout 0,5 az 1 mg na
kilogram télesné hmotnosti (Slingerland 2006a). S postupem doby je u nékterych
pacientd mozno denni davku léku snizit a to pfi zachovéani vyborného glykemického
profilu (Colombo 2005, Conner 2005, Klupa 2005, Massa 2004, Pearson 2006, Sagen
2004, Zung 2004).

Po stanoveni genetické diagnézy jsme u naSeho pacienta zahdjili p.o. €Cbu
glibenclamidem s postupnym sniZzovanim dévky inzulinu. Po tydnu lécby byl inzulin
zcela vysazen a pokracovalo se jen v p.o. [é€b€ glibenclamiden v poatecni davce 0,07
mg/kg/den. Glykemicky profil na terapii glibenclamidem byl velmi uspokojivy.
Vysetieni 2 mésice po vysazeni inzulinu prokézalo normalizaci hladiny C-peptidu. Po
pll roce léby glibenklamidem se zlepsila kompenzace diabetu. Nepozorovali jsme

zadné nezadouci U€inky této terapie.

Jde o prvni pfipad, kdy byla v Ceské republice Gsp&$né zménéna terapie PNDM na
zaklad& genetického nélezu. Jedna se tedy o ziejmy priklad uplatnéni farmakogenetiky

v klinické praxi.
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10. Studie MODY2

V této Casti prace jsme se zaméfili na pacienty, jejichz onemocnéni svym

charakterem vyvoldvalo podezieni na MODY.

Exaktni ureni diagndzy je potrebné pro urfeni etiologie onemocnéni a patrani po
pridruzenych komplikacich, pro G¢inné vedeni terapie a odhad ofekavané odpovédi na
[éCbu, pro stanoveni priibéhu onemocnéni a jeho progndzy. Pfesna diagnoza hraje
velkou roli v pripadném genetickém poradenstvi a ma velky vyznam pro ¢leny rodiny

postizeného.

Vysledky predchozi studie (Prihova 2003) ukéazaly, ze nejcastéjsi formou
monogenni formy diabetu v Ceské republice je MODY2. MODY?2 je charakterizovany
benignim prib&hem a ptiznivou prognézou (William 2003). Screening mutaci v GCK
genu u jedinct s klinickym podezienim na MODY diabetes by pomohl odlisit tyto
pacienty od pacientd s vysSim rizikem progrese do klinického diabetu a s nim

souvisejicich komplikaci.

Hlavnim naSim cilem bylo prostiednictvim molekularné genetického vySetreni u
souboru 92 probandit z ¢eské populace identifikovat mutace genu pro glukokinazu. K
vyseteni byli doporu€eni probandi spliiujici klinické kritérium MODY:

e pozitivni rodinna anamnéza diabetu (poruchy glukdzové tolerance, gestatniho

diabetu, mirné hyperglykémie) s vyskytem nemoci do 30 let v€ku v kazdé

generaci.

Mezi podptlrna kritéria patfi:

e manifestace diabetu (hyperglykémie) bez znamek diabetické ketoaciddzy,

e trvala staciondrni mirné hyperglykémie,

e dobra kompenzace na malych davkach inzulinu, na diet€, pripadné na PAD,

e glykosurie i pfi normélnich glykémiich (nizky rendlni préah),
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e negativita anti-GAD6S5, ICA, TAA protilatek, pfipadné siln€ protektivni HLA

genotyp vzhledem k autoimunitnimu diabetu.

Studie se uskute¢nila ve spolupraci Kliniky déti a dorostu UK-3. LF a FNKV, Praha,
Oddéleni bunééné a molekularni biologie UK-3. LF, Praha a Steno Diabetes Center and

Hagedorn Research Institute, Dansko.
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10.1 Clanek 3

Pinterova D, Ek J, Kolostova K, Pruhova S, Novota P, Romzova M, Feigerlova E,
Cerna M, Lebl J, Pedersen O, Hansen T (2007) Six novel mutations in the GCK gene in
MODY patients. Clin Genet 71. 95-96.

Six novel mutations in the GCK gene in MODY patients

D Pinterova®, J EK®, K Kolostova®, S Pruhova®, P Novota®, M Romzova®, E Feigerlova®,

M Cerna®, J Lebl®, O Pedersen®, T Hansen®
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To the Editor:
Maturity-onset diabetes of the young (MODY; MIM# 606391) is a genetically and
clinically heterogeneous form of diabetes mellitus, characterized by an autosomal

dominant inheritance, early-onset non-insulin-dependent diabetes mellitus and by a
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primary defect in the pancreatic beta-cell function (1). Until now, six types of MODY
diabetes have been identified, depending on the gene causing the disease (2). Screening
for glucokinase (GCK) mutations in subjects with clinical characteristics of MODY
allows distinguishing between patients with a benign metabolic condition (GCK
mutation positive, clinical diagnosis MODY?2) and those with a higher risk of
progressive hyperglycemia associated with more prevalent and severe diabetic
complications (GCK mutation negative). The first mutation in the GCK gene was
reported in 1992 (3). Up to now, 195 mutations in GCK have been described, in 285
families (4). Diabetic complications are rare in GCK-MODY, thus GCK-MODY
patiens only need to be followed by annual HbAlc examination. Also, screening of
GCK for heterozygous inactivating mutations allows to determine the subtype of
MODY diabetes and to predict the lifelong prognosis.

All 12 exons (exons la, 1b, 1c and 2—-10), the intron—exon boundaries and promotor
region of GCK (GenBank accession number, AF041012-22) were screened; in 92 Czech
probands fulfilling classical MODY criteria, using denaturing high performance liquid
chromatography as previously described (5). The nature of identified mutations was
established by direct nucleotide sequencing using BigDye Terminator v3.l Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) according to manufacture’s
instructions. Mutations were confirmed using a second, independent amplification of
the affected part of GCK and re-sequenced the following day. The probands were
recruited from pediatricians and endocrinologists from the entire Czech Republic.
Fifteen different missense mutations were identified in 27 patients. Of these, six were
novel missense mutations R250C (exon 7, ¢.748C>T), L315H (exon 8, c.944T>A),
F316V (exon 8, ¢.9461T>G), F419L (exon 10, c¢.1255T>C), 436N (exon 10,
c.1307T>A) and A454E (exon 10, c.1361C>A). Some of the identified GCK missense
mutations are located near putative functional domains: R250C was found in the close
vicinity of a putative glucose binding site, while F419L was detected near a putative
MgATP binding site and could thus affect binding kinetics (6). Five of these mutations
co-segregated with hyperglycemia in the family, suggesting that the variants are new
disease causing mutations. For the novel R250C variant, family members were not
available for cosegregation studies. All codons, which are changed by the six novel

mutations, are conserved in the human, mouse, rat and chimpanzee genomes and we
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found none of these mutations in 50 unrelated healthy Czech Caucasian subjects.
Therefore, we assume that the mutations are probably novel disease-causing mutations.

We also compared the clinical characteristics of patients with GCK mutations and
those without mutation in GCK (data not shown in details). In short - the treatment of
hyperglycemia with diet was more frequent (p < 0.001) in the group of probands with
mutations in GCK and they had a significantly lower frequency of diabetic
complications (p = 0.02). None of the patients with mutations in GCK was treated with
insulin (p < 0.001). Moreover, GCK mutation carriers had a lower level of glycosylated
hemoglobin (p = 0.02). The mean HbA ¢ (%) in GCK-positive probands vs negative
was 5.7+ 0.2 vs 6.5 +0.2.

In conclusion, we identified 29% of GCK mutation carriers among Czech MODY
probands, confirming that mutations in GCK are a common cause of MODY in the
Czech population. The present high relative prevalence of GCK-MODY, compared
with some other European studies, might reflect not only a specific genetic background,
but also the mode of recruitment, because most of the probands in the present
investigation were recruited by 95 pediatricians. The prevalence of known types of
MODY differs in reports from various European populations. Mutations in GCK were
described to be a common cause of MODY in France (7) and Italy (8) whereas
mutations in TCFI (MODY 3) predominated in the UK (9), Denmark (10) and Germany
(11). Our findings again highlight the concept that molecular diagnostic methods in

clinical practice may help to verify a diagnosis of MODY.
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Dopliiujici poznamky

Dle zavért predchozi studie (Prihova 2003) je prevalence MODY2 v Ceské
republice mezi jednotlivymi podtypy MODY 30 %. NaSe vysledky se s uvedenym
nalezem shoduji: 27 probandi z celkového poctu 92 (29 %) mélo pozitivni nalez mutace

genu pro GCK.
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Pro evropskou populaci se nalezy prevalence MODY?2 rlzni. Mutace genu pro
glukokinazu jsou nejCastéjsi pricinou MODY v Italii, ve Francii a v Némecku (Massa
2001, Toaima 2005, Velho 1997). Na druh€ strané napfiklad ve Velké Britanii a v
Dansku je prevalence MODY?2 mezi jednotlivymi podtypy MODY niz$i (Frayling 2001,
Johansen 2005). Uvedené rozdily pravdépodobné zéaviseji nejen na typu vySetfované
populace, ale také na populacnim vzorku a na kritériich vybéru probandi do studie

(Barrio 2002, Gragnoli 2001).

Jak jiz bylo zminéno, pro MODY2 je charakteristickd perzistujici mirna
preprandidlni hyperglykémie (Stride 2002b, Sturis 1994). Udava se, Zze riziko
makrovaskularnich a mikrovaskularnich komplikaci je nizké. Piesto mize dojit k
manifestaci diabetu v pozdéjSim véku, zejména v dobé t€hotenstvi (az 50 % postizenych
zen splni v téhotenstvi kritéria pro gestacni diabetes) (Ellard 2000, Chevre 1998, Page
1995, Velho 1997). 1 proto je uzite€né jednou roc¢né sledovat glykémii a hladinu

glykosylovaného hemoglobinu.
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IIl.  Zavér

11. Nahodna hyperglykémie

Mezi 82 pripady ndhodné zjisténé hyperglykémie u déti a adolescentd Ceské

populace jsme identifikovali:

- u | jedince heterozygotni mutaci genu ANF4A pro HNF4a (MODY 1),

- u 35 jedinct 19 raznych heterozygotnich mutaci genu GCK pro glukokinazu
(MODY?2),

- u 2 jedinct 2 rizné heterozygotni mutace genu HNFIA/TCFI pro HNF1a/TCF1
(MODY?3),

- u | jedince heterozygotni mutaci genu KCNJ11 pro Kir6.2 (PNDM),

- u 11 jedinct presymptomatickou fazi T1DM,

- u 9jedinct bliZze neur¢enou PGT/DM,

- u 23 jedincli jsme poruchu regulace glykémie podrobnym vySetfenim nepotvrdili.

Monogenni onemocnéni predstavovala 48 % z celkového pocltu vySetfovanych
pfipadu, z toho pfipadd na MODY1 1 %, MODY?2 43 %, MODY3 2 % a na PNDM v

dusledku mutace Kir6.2 1 %.

U 13 % jedinci se postupné rozvinul TIDM.

U jednotlivych podskupin jsme popsali klinicky pribéh a vyvoj metabolickych
parametri v Case, coz muze byt vyznamnym pomocnikem pfi diferencidlné

diagnostickém postupu v klinické praxi.

Podskupinu PGT/DM (11 %) se nepodafilo presné specifikovat. Vysledky
molekularné genetického vysetfeni neprokdzaly u téchto pacienti mutaci v testovanych
genech. Dle klinického priibéhu a rozboru rodinné anamnézy predpoklddame, ze by se
mohlo jednat o pacienty s mutaci v dosud neidentifikovanych MODY genech

(MODYX).
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Nase pozorovani ukézala, ze IVGTT s ur€enim FPIR je spolehlivou metodou k
odliSenf nejcastéjSich pfi¢in (MODY2 a TIDM) ndhodné hyperglykémie u déti a

adolescentu.

Stanoveni etiologické diagnézy umoznilo u velké Casti déti s ndhodné zjisténou
hyperglykémii zavedeni v€asné a ucinné 1éby nebo (v pripadé MODY2) uchranilo

pacienta pred dal$im zbyte¢nym vySetfovanim.

Na ptikladu nalezu mutace genu KCNJ// jako etiologické pti€iny neonatalniho
diabetu jsme ukdzali zdsadni pfinos poznani genetické podstaty onemocnéni v
optimalizaci terapeutického postupu a sou€asné¢ klinicky vyznam nahodné

asymptomatické hyperglykémie, na jejimZz zékladé byl tento pacient zachycen.

12. MODY2

Ve studii MODY?2 bylo identifikovano 29 % nositeld mutaci v genu pro glukokinazu
mezi 92 probandy s klinicky suspektnim MODY.

Celkem jsme prokazali 15 riznych mutaci u 27 pacientli, z toho 6 mutaci nebylo

dosud v literatufe popsano.

Pacienti s mutacemi GCK ve srovnani s probandy, u nichz mutace GCK zjistény
nebyly, méli signifikantné nizsi vyskyt diabetickych komplikaci a nevyZadovali terapii

inzulinem.

Nase vysledky potvrzuji, Ze mutace GCK genu jsou nejcastéjSi pri€¢inou MODY v

Ceské populaci, i kdyz je nutno mit na zfeteli zpsob vybéru probandli do studie.

Nalez mutace GCK znamend pro pacienty, jejich rodiny a oSettujici Iékate ptiznivou

prognostickou zpravu a u$etii pacienta od dalSich zbyte¢nych vysetfovani.
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