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1. Souhrn 
 

Cílem této disertační práce bylo přispět k objasnění etiologie diabetu mellitu u 

pacientů s familiárním výskytem tohoto onemocnění. Tam, kde k diagnóze diabetu stačí 

mutace pouze v jednom z genů klíčových pro homeostázu glukózy, mluvíme o 

monogenně podmíněném typu diabetu. Významnou součástí této skupiny je tzv. diabetes 

typu MODY, vyznačující se ve své původní definici časným nástupem hyperglykémie do 

25 let, bez iniciální nutnosti léčení inzulínem. V této práci jsme zkoumali přítomnost 

mutací v genech, jejichž defekty mohou být vzácnou příčinou monogenních forem 

diabetu, v souboru pacientů s výskytem hyperglykémie v několika generacích, u nichž 

byly dříve vyloučeny mutace v častěji zastoupených MODY genech.   

Prováděli jsme genetickou analýzu genů NEUROD1 a ABCC8. Protein NEUROD1 

je klíčovým transkripčním faktorem účastnícím se ve vývoji pankreatu a jedním 

z enhancerů exprese inzulínového genu. Jeho mutace byly popsány v souvislosti 

s výskytem diabetu mellitu, později označeného jako MODY6. Gen ABCC8 kóduje 

podjednotku SUR1 napěťově řízeného kaliového kanálu na membráně beta buňky, který 

je nezbytný pro správný mechanismus inzulínové sekrece. Aktivační mutace tohoto genu 

byly popsány u pacientů s transientním i permanentním diabetem mellitem, i s dalšími 

formami diabetu s různě závažnými klinickými projevy.   

Genetický screening těchto genů v souboru našich pacentů přinesl nález unikátních 

typů diabetu, jejichž výskyt je v celosvětovém měřítku velmi vzácný. V prvním případě se 

jednalo o nález dosud nepopsané H241Q mutace genu NEUROD1 v dvou nepříbuzných 

rodinách, kde k rozvoji diabetu s největší pravděpodobností přispívala také přítomnost 

obezity postižených nositelů. V druhém případě jsme nalezli novou variantu V84I genu 

ABCC8 u jedné rodiny, kde v klinickém obraze byla u nositelů přítomna pouze mírná 

hyperglykémie bez tendence k progresi a bez nutnosti léčby. Tento popsaný fenotyp je 

nejmírnější mezi dosud publikovanými pacienty s mutacemi tohoto genu. V další části 

práce jsou prezentovány výsledky studie zabývající se etiologií asymptomatické 

hyperglykémie u dětí a adolescentů. Poukazuje na etiologicky široké spektrum možných 

příčin této poruchy a nutnost genetického vyšetřování tam, kde existuje podezření na 

monogenně podmíněnou formu.  
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2. English Summary 
 

The aim of this thesis was to find out the etiology of diabetes mellitus in patients 

with a family predisposition to the disease. The world-wide increase in the incidence of 

diabetes in the past years has lead to intensive research of its etiological and 

pathophysiological mechanisms. This research has helped to discover many genes whose 

mutations were proved to cause diabetes without a contribution of other factors. Such 

cases where a mutation in a single gene crucial for glucose control is sufficient to result in 

diabetes are referred to as monogenic diabetes. This group includes a broad spectrum of 

hyperglycaemic conditions that differ significantly in their prevalence, course, treatment 

as well as prognosis. The so called MODY (maturity onset diabetes of the young) belongs 

to this group and is characterized by early onset before 25 years of age and no need of 

insulin substitution initially. In this study we were looking for mutations in genes that may 

be a rare cause of monogenic diabetes. We examined patients with hyperglycaemia 

occurring in several generations of their families and in whom mutations in more 

prevalent MODY genes had been previously excluded.  

 We performed a genetic analysis of genes NEUROD1 and ABCC8. The protein 

NEUROD1 is a crucial transcription factor that affects the development of pancreas and is 

one of the enhancers of insulin gene expression. Its mutations were connected with 

diabetes mellitus later referred to as MODY6. The gene ABCC8 encodes the SUR1 

subunit of voltage controlled potassium channel in beta cell membrane, which is 

necessary for appropriate insulin secretion. Activation mutations of this gene were found 

in patients with transient and permanent diabetes mellitus as well as other forms of 

diabetes of various severity. 

 The genetic analysis of these genes revealed unique types of diabetes that occur 

extremely rarely world- wide. Firstly, we managed to find a so far unpublished mutation 

H241Q in the NEUROD1 gene in two unrelated families, where obesity in affected 

members most likely also contributed to the development of diabetes. Secondly, we found 

a new V841 variant of gene ABCC8 in one family, where the carriers had only mild 

hyperglycaemia without further progression and without need of treatment. This 

phenotype is the least severe among so far published cases with mutations in this gene.  
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3. Úvod 
 

Diabetes mellitus je heterogenní skupina onemocnění metabolismu, 

charakterizovaná vzestupem krevní glukózy. Celosvětový nárůst prevalence diabetu vede 

k nutnosti porozumět co nejlépe etiologii, genetickým faktorům a vlivům životního 

prostředí, které mají dopad na rozvoj tohoto onemocnění. Špatně vedený či neléčený 

diabetes vede kromě akutních komplikací ohrožujících život (diabetická ketoacidóza, 

hyperosmolární syndrom, hypoglykémie) k rozvoji komplikací pozdních, jako je slepota, 

renální insuficience, periferní neuropatie a neuropatie autonomního nervového systému, a 

dalším gastrointestinálním, kardiovaskulárním i urogenitálním problémům. Diabetes tak 

představuje značný problém nejen v oblasti zdravotní, ale také socioekonomické.  

V minulosti byl diabetes po dlouhou dobu rozdělován na dvě hlavní kategorie, 

pojmenované podle jejich klinické odezvy na léčbu inzulínem, a to na „insulin dependent 

diabetes mellitus“ (IDDM) a „non insulin dependent diabetes mellitus“ (NDDM). 

S postupujícím rozvojem výzkumu v oblasti diabetu se však tato klasifikace ukázala jako 

nevyhovující. Byly popsány nové typy diabetu s odlišnou etiologií, patofyziologií i 

průběhem onemocnění. V současné době Americká diabetologická asociace (American 

Diabetes Association – ADA) spolu s WHO rozlišuje několik základních skupin diabetu, 

lišících se významně svou etiopatogenezí: diabetes 1. typu, diabetes 2. typu, gestační 

diabetes a dále specifické typy diabetu související s genetickým defektem beta buňky 

(ADA, 2008). Hlavní náplní této práce jsou tzv. monogenní formy diabetu, zejména 

diabetes typu MODY, které se v rámci klasifikace diabetu řadí do posledně jmenované 

skupiny. Podstatou monogenních forem diabetu je defekt jediného z genů, které jsou 

klíčové pro fyziologickou funkci beta buňky; na jeho základě dochází k různým klinickým 

formám diabetu.  
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4. Hypotézy a cíle práce 
 

Cílem studie bylo vyšetřit možnou přítomnost vzácných forem monogenního 

diabetu mellitu u osob s familiárním výskytem diabetu.  

 U mnoha těchto osob genetická analýza vede k nálezu konkrétní mutace v jednom 

z dosud popsaných MODY genů. Stále však zůstávají pacienti, kteří sice splňují klinická 

kritéria MODY, ale není u nich pozitivní mutace v žádných z dosud popsaných MODY 

genů. Takové rodiny označujeme jako „MODY X“. Ve své práci jsem se zaměřila právě 

na vyšetřování těchto osob, které se vhledem k jasnému familiárnímu výskytu diabetu 

stávají vhodnou cílovou skupinou ke zkoumání méně častých či dosud nepopsaných 

forem MODY. 

Konkrétně jsme se rozhodli provést genetickou analýzu genů  NEUROD1 a 

ABCC8 ve skupině pacientů,   u kterých nebyla nalezena mutace v genech TCF-1, GCK , 

HNF1A a IPF-1, tvořících nejvýznamnější podíl mezi jednotlivými typy MODY diabetu. 

Mutace v genu NEUROD1 byly v minulosti popsány s výskytem vzácných forem 

diabetu MODY 6. Gen ABCC8 sice nepatří mezi geny označené jako „MODY“, ale 

vzhledem k tomu, že jeho hetero- i homozygotní mutace byly publikovány v souvislosti 

s rozvojem permanentního i transientního neonatálního diabetu a dalších poruch glykémie 

na úrovni beta buněk, rozhodli jsme se provést v našem souboru pacientů vyšetření i na 

přítomnost mutací u tohoto genu. 
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5. Materiál a metodika 
 

Jednalo se o skupinu třiceti pacientů s anamnézou diabetu nebo jiné formy 

hyperglykémie (gestační diabetes, porucha glukózové tolerance) v minimálně dvou 

generacích. Pacienti byli doporučeni dětskými i dospělými endokrinology z celého území 

ČR. Klinické formy diabetu byly přitom v rámci skupiny velmi různorodé – od mírných 

forem hyperglykémie až po těžký, špatně kompenzovatelný diabetes s rozvojem pozdních 

komplikací. Po obdržení informovaného souhlasu jsem u všech probandů zjišťovala 

anamnestická data pomocí strukturovaného dotazníku, dále proběhla následující 

laboratorní vyšetření: glykémie nalačno, C-peptid a glykosylovaný hemoglobin. Všem 

pacientům jsem odebrala vzorek krve pro analýzu DNA. Pozdní komplikace diabetu jsme 

hodnotili následovně: stupeň retinopatie vyšetřoval oftalmolog v rámci diabetologického 

centra, neuropatie byla hodnocena ve spolupráci s podiatrem na základě objektivních a 

subjektivních symptomů a nefropatie byla zjišťována vyšetřením mikroalbuminurie či 

proteinurie. Medián věku pacientů byl 18 let, přičemž medián věku při zjištění diagnózy 

hyperglykémie byl 16 let. Medián BMI činil 23.3 kg/m2. Všechny tyto pacienty jsem 

požádala, zda by bylo možné odebrat vzorky DNA i od jejich dalších rodinných 

příslušníků. Snahou bylo získat co největší počet vzorků DNA dané rodiny, ať už 

odebrané osoby trpěly diabetem či nikoliv. Postupně jsme tak naší databázi rozšířili i o 

vzorky DNA příbuzných. 

DNA jsem izolovala z plné nesrážlivé krve pomocí QIAamp DNA Blood Kit 

(Quiagen, GmbH, Hilden, Germany), či prostým vysolováním. U některých rodinných 

příslušníků jsme izolovala DNA ze vzorků slin. Všechny exony, intron-exonové přechody 

a promotorové oblasti testovaných genů (GCK, HNF1A , IPF1 a NEUROD1) byly 

vyšetřovány pomocí denaturační vysokovýkonné kapalinové chromatografie (denaturating 

High Performance Liquid Chromatography, dHPLC) a/nebo přímým sekvenováním 

(HNF4A, ABCC8, GCK, HNF1A, NEUROD1). PCR produkty jsme purifikovali pomocí  

Agencourt ClenSEQ System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) a sekvenovali 

použitím BigDye Seqenator chemistry 3.1 (Applied Biosystems, Warrington, UK). 

Reakce pak byly analyzovány na sekvenátoru ABI Prism 3100xl (Applied Biosystems) a 

hodnoceny pomocí Mutation Surveyor software v3.24; SoftGenetics, Pennsylvania, PA, 

USA).  Ke kontrole výskytu jednotlivých variant v kontrolních vzorcích jsme použili 
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metodu PCR pomocí sequence specifických primerů (SSP) detekujících „wild-type“ a 

mutantní alely, nebo Taqman allelic diskrimination assay. 

Parametrické LOD skore bylo stanoveno pomocí programu FASTLINK, přičemž 

jsme použili dříve navržené parametry publikované v Maleckého studii zabývající se 

mutacemi v genu NEUROD1 (Malecki et al. 2005): dominantní způsob dědičnosti, 

frekvence mutace 0,001; věkově specifická penetrance 0.3, 0.5, 0.7 a 0.8 pro věkové 

skupiny 0-10, 11–25, 26–40 a nad 40 let a prevalence diabetu 0.001, 0.005, 0.01 a 0.2 pro 

stejné věkové kategorie.  

Genetická analýza byla prováděna v následujících laboratořích: v Laboratoři 

molekulární genetiky Pediatrické kliniky 2. Lékařské fakulty UK pod vedením Dr. 

Ondřeje Cinka, Ph.D. a Dr. Štěpánky Průhové Ph.D. (izolace DNA, PCR, purifikace, 

sekvenace, vyšetření kontrolních vzorků a statistická analýza), Steno Diabetes Center and 

Hagedorn Research Institute pod v vedením Prof. Torbena Hansena MD, Ph.D. v Dánsku 

(dHPLC), v Lille Institute of Biology, Lille 2 University, Pasteur Institute, Lille, France 

pod vedením Dr. Martine Vaxillaire (primární sekvenace genu ABCC8)..  
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6. Výsledky 
 

Vyšetření genů NEUROD1 a ABCC8 odhalilo v souboru našich pacientů 

přítomnost nově popsaných mutací. Tyto výsledky byly publikovány ve dvou článcích 

v časopise Pediatric Diabetes s faktorem impaktu 2,628. 

Genetický screening NEUROD1ve skupině pacientů s klinickým obrazem MODY 

diabetu vedl k nálezu nově popsané H241Q varianty genu ve dvou nepříbuzných 

rodinách. Jednalo se o C-G missense mutaci na třetí pozici kodónu 241, která vedla 

k substituci histidinu (CAC) za glutamin (CAG). Vedle této nově popsané mutace byly 

zachyceny již dříve publikované polymorfismy A45T a P197H. V rodině A se u 

probandky diabetes manifestoval ve věku 20 let, byl provázen těžkými diabetickými 

komplikacemi (retino, nefro- i neuropatie), které nakonec vedly k předčasné smrti 

pacientky ve věku 44 let. Pacientka byla obézní, s BMI 34,0 kg/m2, a vysokými 

hodnotami C-peptidu nalačno (1530 pmol/L). V prvních třech letech trvání diagnózy 

nebyla léčena inzulínem. V rámci této rodiny jsme vyšetřovali dalších patnáct příbuzných, 

přičemž u šesti z nich byla identifikována mutace H241Q. Čtyři z těchto šesti osob měly 

diagnózu diabetu, který se ve všech případech manifestoval v mladém věku do 25 let a byl 

provázen obezitou a diabetickými komplikacemi. U dvou osob-nositelů mutace byla 

v době studie normální glukózová tolerance. Jednalo se o třicetiletého muže s normální 

tělesnou hmotností a jeho tříletou dceru. V rodině B byl proband diagnostikován ve věku 

30 let, zpočátku bez nutnosti léčby inzulínem. Opět se jednalo o pacienta s výraznou 

obezitou (BMI 36,8 kg/m2) a vysokou hladinou sérového C-peptidu nalačno (1262 

pmol/L). Bylo vyšetřeno dalších šest členů rodiny, u pěti z nich byla nalezena mutace 

H241Q. Tři nositelé mutace měli diagnózu diabetu ve věku 30, 51 a 19 let, u dvou osob 

v době studie byla normální glukózová tolerance. Šlo o třinácti- a jedenáctileté 

normostenické děti. Přítomnost H241Q mutace byla dále testována na 270 kontrolních 

vzorcích pocházejících z řad českých dětí, které podstoupily minimální chirurgický 

zákrok a v době odebrání vzorku neměly diagnózu diabetu, a dále u 6514 kontrolních 

vzorků od dánských dospělých osob bez diabetu. U jedné české kontroly byla též nalezena 

varianta H241Q, vzhledem k anonymitě vzorku však nemáme podrobnější anamnestická 

data kromě toho, že šlo o čtyřletou dívku. Možnost případné manifestace diabetu u této 

dívky v pozdějším věku tudíž nelze vyloučit.  
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Testováním mutací v genu ABCC8 byla ve skupině našich pacientů nalezena dosud 

nepopsaná varianta V84I. Jednalo se o G<A substituci na první pozici kodónu 84, vedoucí 

k záměně valinu (GTA) za isoleucin (ATC). Sekvence V84 leží v exonu 2, což je region 

kódující transmembránovou část proteinu TMD0. Skrze tuto doménu je SUR1 spojen 

s podjednotkou Kir6.2 a moduluje tak otevírání a zavírání kanálu. Jedná se o geneticky 

konzervovanou oblast. Mutace v ní nebyla nalezena u žádného z 300 vyšetřovaných 

kontrolních chromozomů.  

U probanda byla zvýšená mírná hyperglykémie nalezena náhodně při vstupním 

vyšetření na sportovní školu ve věku 12 let. Chlapec do té doby neměl žádné klinické 

příznaky diabetu. Provedený oGTT odpovídal diagnostickým kritériím poruchy glukózové 

tolerance a hodnoty inzulínu a C-peptidu poukazovaly na dobře zachovalou endogenní 

sekreci těchto produktů. Bylo vyšetřeno dalších devět členů rodiny, přičemž u šesti z nich 

byla nalezena stejná V84I mutace. Bratr probanda (jedná se o monozygotické dvojče) a 

jeho mladší sestra měli též mírně zvýšenou glykémii nalačno, u bratra byla při oGTT 

rovněž potvrzena porucha glukózové tolerance. Matka a sestra matky pacienta měly obě 

v průběhu těhotenství gestační diabetes, jejich otci byla diagnostikována mírná forma 

diabetu ve třiceti letech, je léčen pouze dietou. Poruchu regulace glykémie neměla pouze 

jedna nosička mutace: sedmiletá dcera sestry matky probanda. Tuto skutečnost může 

vysvětlit fakt, že dívka v době studie byla ještě velmi malá a dále pozorování, že 

v několika studiích byla u mutací genu ABCC8 publikována různá penetrance i v rámci 

jedné rodiny (Tarasov et al., 2008, Vaxillaire et al., 2007). 
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7. Diskuse 
 

Podobně jako v našem případě, i u dříve publikovaných rodin s mutací v genu 

NEUROD1 (Malecki et al) šlo o pacienty připomínající svým fenotypem spíše T2D, 

provázený výraznou obezitou a častými diabetickými komplikacemi. Toto pozorování nás 

vedlo k hypotéze, že obezita může být významným faktorem spouštějícím diabetes u 

nositelů mutace v genu NEUROD1 tím, že vlivem mutace je snížena sekreční schopnost 

beta buňky a tento relativní nedostatek inzulínu se dále podpoří inzulínovou rezistencí 

vytvořenou díky excesivní obezitě.  

U obou rodin byly identifikovány nositelé mutace H241Q, které neměly diagnózu 

diabetu. Tuto neúplnou penetranci si vysvětlujeme zatím nízkým věkem a normálním 

BMI těchto osob. 

V případě SUR1 předešlé studie na oocytech Xenopus tropicalis poukázaly na 

sníženou schopnost odpovědi na ATP a následnou sníženou sekreci inzulínových granul 

při testování aktivačních mutací ležící v blízkosti regionu V84I. Tento nález nás vedl 

k hypotéze, že nalezená mutace by mohla vést k alteraci při otevírání kaliového kanálu, 

jehož je SUR1 podjednotka součástí.  

Klinický obraz poruchy v této rodině připomíná svým mírným průběhem 

glukokinázový diabetes (MODY2), který ale vyloučilo předešlé genetické testování genu 

GCK. Je zajímavé, že námi nalezená mutace vedla k takto klinicky nenápadné formě 

hyperglykémie, ačkoliv dříve publikované mutace v blízkosti tohoto regionu vedly 

k velmi závažným formám diabetu. Můžeme se pouze domnívat, že vlivem varianty V84I 

nedochází k tak závažné změně konfigurace proteinu, která by měla zásadní klinický 

dopad. Nicméně k přesnějšímu objasnění tohoto problému je potřeba doplnit funkční 

studie.  

Vzhledem k výkytu hyperglykémie již ve třetí generaci panovaly mezi rodinnými 

příslušníky obavy, jakého původu tato porucha je a co od ní mohou do budoucna 

očekávat. Také lékaři, kteří jednotlivé členy rodiny vyšetřovali při různých příležitostech, 

měli tendenci často opakovat odběry, zátěžové testy a pátrat po možném klinickém 

rozvoji diabetu T1D či T2D. Proto byla informace o nálezu mutace v genu ABCC8 pro 

rodinu velmi přínosná. Vzhledem k tomu, že hyperglykémie u této rodiny nejeví 
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v průběhu let tendenci k progresi, dá se do budoucna očekávat tento benigní průběh i u 

dalších nositelů této mutace.  
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8. Závěr 
 

V rámci naší studie byly identifikovány dvě dosud nepopsané mutace v souboru 

pacientů s familiárním výskytem diabetu mellitu. 

První z nich, varianta H241Q v genu NEUROD1, byla nalezena ve dvou nepříbuzných 

rodinách. Tento nález rozšířil celosvětový počet rodin s touto raritní formou diabetu ze tří na 

pět.  Pacienti byli informováni o genetickém pozadí svého onemocnění, a ačkoliv 

možnosti léčebného ovlivnění zůstávají v tomto případě omezené, byla pro ně tato 

informace velmi cenná. Pozorování častého výskytu obezity u diabetických nositelů 

mutace může přispět nejen k motivaci dosud zdravých nositelů zachovat si normální 

tělesnou hmotnost, ale také do budoucna rozšířit řady vyšetřovaných osob směrem 

k pacientům vedeným jako T2D. 

Druhá popsaná mutace, V84I, byla nalezena v genu ABCC8 v rodině s výskytem 

mírné formy hyperglykémie bez tendence k progresi. Mezi spektrem nositelů mutací 

v tomto genu, kteří byli k tomuto datu publikováni, patří námi popsaný fenotyp 

k nejmírnějšímu, co byl dosud popsán. Nález obou variant rozšířil celosvětové spektrum 

dosud popsaných mutací obou genů a klinicky poskytl rodinám cennou informaci o 

příčinách jejich onemocnění.  
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